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1 Einleitung

1.1 Charakterisierung von Prototheca spp.
1.1.1 Taxonomie

Die erste Beschreibung von Prototheken (Prototheca zopfii und Prototheca moriformis) fand
im Jahr 1894 durch Wilhelm Kriger statt [1]. Er isolierte sie aus dem Saftfluss von
Laubbdumen. Aufgrund der Abwesenheit von Chlorophyll, dem Nachweis von Cellulose in
der Zellwand und ihrer metabolischen Eigenschaften ordnete er sie den Pilzen zu, erkannte
aber auch ihre Nahe zu den Algen, die er ebenfalls aus dem Saftfluss von Laubbaumen
gewonnen hatte. Diese beschrieb er dementsprechend als Chlorella protothecoides. Da
Prototheken sowohl Eigenschaften aufweisen, die sie mit Pilzen teilen, als auch typische
Charakteristika von Algen aufweisen, wurde ihre Einordung im zwanzigsten Jahrhundert
kontrovers diskutiert. CHODAT (1913) und PRINTZ (1927) ordneten sie aufgrund ihrer
Fortpflanzung durch Endosporenbildung ohne Vorhandensein typischer fungaler Strukturen
den Algen zu [2,3]. lhre Nahe zu den Chlorellen wird durch ihre obligat heterotrophe
Lebensweise mit Thiamin als essentielle Aminosaure und der fehlenden Nitratassimilation
jedoch immer wieder in Frage gestellt [4]. Haufig werden sie dabei als hefedhnliche farblose
Algen bezeichnet und als eine Art Bindeglied zwischen Pilzen und Algen betrachtet [5]. Auch
in Aufbau und Zusammensetzung der Zellwand gibt es groRe Diskrepanzen zwischen
Chlorellen und Prototheken, weshalb ihre tatsachliche Zuordnung bis Anfang der 1970er
schwer fiel [6,7]. Mit dem Nachweis von starkehaltigen Leukoplasten und Plastiden als
degenerierte Chloroplasten wurden sie endglltig den Algen zugeschrieben [8,9]. Mit der
Méglichkeit molekularbiologischer Analysen wurde die Zuordnung gefestigt [10].

Systematisch werden Prototheken derzeit (Stand 2012) folgendermalien eingeordnet [11]:

Eukaryota
Diaphoretickes
Archaeplastida
Chloroplastida
Chlorophyta

Trebouxiophyceae

Chlorellales

Chlorellaceae

Prototheca



Uber die Abstammung von Prototheken gibt es bis heute anhaltende Diskussionen. Haufig
wurde die Ansicht vertreten, dass Prototheken direkt von Chlorellen evolvierten und durch
Mutationen ihre Fahigkeit zur Fotosynthese verloren haben [5,12—14]. Dies ist sowohl auf
morphologische und reproduktive Eigenschaften zuriickzufihren, als auch darauf, dass es
mit C. protothecoides ein Bindeglied zu geben schien [15]. Diese bildet bei guter
Nahrstoffversorgung kaum Chlorophyll und assimiliert ebenfalls heterotroph. Zusatzlich
bendtigt C. protothecoides in Ubereinstimmung mit Prototheca sp. Thiamin zum Wachstum
und zeichnet sich ebenfalls durch fehlende Nitratassimilation aus. Andererseits
unterscheiden sich Prototheken und Chlorellen im Bereich der N- und C-Assimilation und in
der Ultrastruktur ihrer Zellwande stark voneinander, sodass eine enge Verwandtschaft der
beiden Gattungen auch kritisch gesehen wurde [16]. Phylogenetische Untersuchungen der
18S rDNA zeigten, dass C. protothecoides naher mit Prototheca wickerhamii verwandt ist,
als mit den anderen Chlorella Spezies [10]. Prototheken selbst sind schon auf DNA-Ebene
eine sehr heterogene Gattung mit GC-Gehalten zwischen 62 % und 78 % und wenig
Homologien untereinander [17,18]. Entsprechend den historischen Problemen in der
Zuordnung der Prototheken, existieren in der Literatur eine Reihe von Prototheca Spezies,
die aktuell nicht mehr anerkannt werden. Der Gattung Prototheca werden aktuell die finf
Spezies P. stagnora, P. ulmea, P. wickerhamii, P. zopfii und P. blaschkeae zugordnet.
Diese Einteilung befindet sich noch immer im Fluss. Als mdglicherweise sechste Art wird
P. cutis gefuhrt [19]. Bisher gibt es jedoch keine weitere Beschreibung dieser Spezies und
die phylogenetischen Untersuchungen lassen auf eine sehr nahe Verwandtschaft mit
P. wickerhamii schlieRen, sodass abzuwarten ist, ob es sich tatsachlich um eine
eigenstandige Art handelt. Die Existenz der in der Literatur noch haufig erwdhnten Spezies
P. moriformis wurde schon langer bezweifelt und seit 2003 wird diese endgultig P. zopfii
zugeordnet [14,20]. Einer standigen Veranderung unterlag P. zopfii. BLASCHKE-HELLMESSEN
et al. (1983) unterteilte P. zopfii aufgrund von Kohlenstoffassimilationsmustern und
mikromorphologischen Merkmalen erstmals in drei verschiedene Varianten [21]. Anhand der
klaren biochemischen und serologischen Unterschiede wurde eine Umbenennung in drei
Biotypen vorgeschlagen [22]. Aufgrund von Untersuchungen der zelleigenen Fettsdure-
zusammensetzung und Analysen der 18S rDNA-Sequenzen wird P. zopfii seit 2006 in zwei
Genotypen (GT) unterteilt. Der urspringlich dritte Biotyp wurde als neue Art mit der
Bezeichnung P. blaschkeae sp. nov. etabliert [23]. Phylogenetische Studien zeigen zudem,
dass P. wickerhamii naher mit Chlorella protothecoides als mit den restlichen Prototheken
verwandt ist [20,24]. Unabhangig davon, ob die Gene der gro3en oder kleinen Untereinheit
der Ribosomen als Berechnungsgrundlage herangezogen wurden, erwies sich das Genus
Prototheca als paraphyletisch. Somit ist mit fortschreitenden Anderungen in der Systematik

von Prototheken zu rechnen.



1.1.2 Morphologie, Lebenszyklus und Genomorganisation

Prototheken sind einzellige, farblose Algen (Mikroalgen). Abhangig von Spezies und
Entwicklungsstand variiert ihre Form von spharisch bis ellipsoid mit Durchmessern von 3-
30 um (Abschnitt 1.1.3) [25]. Prototheken besitzen eine feste sporopolleninhaltige Zellwand
[26,27]. Je nach Spezies und in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium der Zellen kann
diese einschichtig (junge Zellen) bis zwei- oder dreischichtig sein [28]. In einigen Fallen ist
der Zellwand eine zusatzliche Kapsel aufgelagert (siehe Tabelle 1). Sporopollenin ist ein
extrem festes Biopolymer, das den Zellen eine enorme Widerstandsfahigkeit gegeniber
mechanischem und physischem Stress verleiht. Prototheken vermehren sich asexuell durch
die Bildung von endogenen Sporen (Sporangiosporen) [29]. Je nach Stamm und
Umweltbedingung entwickeln sich im Inneren der Sporenmutterzelle (Sporangium) 2-50
Tochterzellen. Durch Aufrei3en des Sporangiums werden die Endosporen entlassen und der
Lebenszyklus beginnt von neuem. Eine sexuelle Vermehrung wurde bisher noch nicht
beobachtet. Bei unglnstigen Umweltbedingungen kénnen Prototheken Dauerzellen
ausbilden, die sich durch eine sehr dicke fettreiche Zellwand auszeichnen. In diesem
Zustand findet keine Endosporenbildung statt [1]. Protothekenzellen sind auf3erdem nicht-

motil.

In Kultur wachsen Prototheken auf festen Nahrmedien (z.B. Sabouraud-Dextrose-Agar) als
weille hefeahnliche Zellen mit dem fir Hefen typischen Geruch. Makroskopisch sind sie
daher leicht mit Hefen der Gattung Candida zu verwechseln. Mittels Laktophenol-
Baumwollblau-Farbung ist eine mikroskopische Unterscheidung dieser beiden Gattungen
durch die bei Prototheken fehlende Sprossung und die enthaltenen Endosporen gut méglich
(Abbildung 1 B). Die Grofke und Form der Zellen ist sowohl abhangig von dem verwendeten
Nahrmedium als auch von Spezies und Entwicklungsstand der Zellen [1]. Die in dieser Arbeit
verwendeten Isolate der Spezies P. zopfii GT2 entwickeln auf festem Nahrboden grofRe

Einzelkolonien, mit kleinen Furchen und trockner Oberflache (Abbildung 1 A).
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Abbildung 1: Aufnahmen von P. zopfii GT2

(A) Kolonien von SAG 20217 (P. zopfii GT2), kultiviert auf Sabouraud-Dextrose-Agar
Balken = 1 mm (B) Mikroskopische Aufnahmen von SAG 20217 (P. zopfii GT2),
gefarbt mit Laktophenol-Baumwollblau Balken = 20 ym



Uber die Genomorganisation von Prototheken ist nur wenig bekannt. Einzig Uber das
reduzierte Plastidengenom sind die Sequenzdaten zum grof3ten Teil verfigbar [30]. Im
Vergleich zu Chlorella vulgaris weist dieses ein um fast 100 000 kb verkleinertes Genom auf.
Von sechs Untereinheiten der ATP-Synthase abgesehen, verfligen die Plastiden nicht mehr

Uber die urspringlichen Fotosynthesegene.

1.1.3 Stoffwechsel und Differenzierung

Prototheken sind heterotrophe, saprophytische, aerobe Mikroorganismen. Als Kohlen-
stoffquelle steht ihnen ein groRes Spektrum an Verbindungen zur Verfiigung. Das
Assimilationsmuster von Kohlenhydraten kann sich dabei stamm- und speziesspezifisch
unterscheiden (Tabelle 1), alle Prototheken koénnen jedoch Glucose und Xylose
metabolisieren. Neben einer Reihe von Kohlenhydraten stehen Prototheken auch teilweise
aliphatische Kohlenwasserstoffe wie n-Alkane und n-Alkene als Kohlenstoffquelle zur
Verfugung [31-33]. Sogar der Abbau von Erddl konnte nachgewiesen werden [34,35]. Als
Stickstoffquelle kommen Ammoniumsalze und organische Stickstoffverbindungen, wie die
Aminosauren Glutamat und Glycin, in Frage [16]. Charakteristisch fur die Gattung ist die
fehlende Nitratassimilation und der fehlende Abbau von Starke, sowie Thiamin als

essentielle Aminosaure [5,36].

Die Kultivierung der Mikroalgen ist auf einer Reihe von Standardmedien, wie Sabouraud-
Dextrose-Agar, Columbia Blood Agar oder Brain Heart Infusion Agar, moglich und erfolgt je
nach Stamm und Spezies bei 28 °C bzw. 37 °C, wobei in Einzelfallen auch Temperaturen bis
40 °C toleriert werden [37]. Aufgrund des vergleichsweise langsamen Wachstums der
Prototheken eignen sich die genannten Medien nicht zur selektiven Anreicherung aus
kontaminierten Proben, da Bakterien und Pilze die Algen Uberwachsen wirden. Als selektive
Minimalmedien eignen sich die von PORE (1973 und 1987) entwickelten Medien PIM
(Prototheca Isolation Medium) oder PEM (Prototheca Enrichment Medium) [38,39]. Diese
hemmen Bakterien durch den Zusatz von Kaliumhydrogenpthalat sowie Hefen und
Schimmelpilze durch das enthaltene 5-Fluorocytosin. Der histologische Nachweis von
Prototheken gelingt mittels PAS-Reaktion (periodic acid Schiff) oder GMS-Farbung (Gémori-
Methenamin-Silberfarbung).

Makro- und mikroskopische Beobachtungen kénnen jedoch nur fir Verdachtsdiagnosen
dienen. Eine weitere Differenzierung der Protothekenspezies muss anhand von
biochemischen, serologischen oder molekularbiologischen Methoden erfolgen. Die alteste
Moglichkeit zur Differenzierung von Prototheken erfolgt anhand auxanographischer und

biochemischer Untersuchungen [40]. Anhand ihrer unterschiedlichen Assimilationsmuster,



sowie Grolle, Form und Farbe der Kolonien lassen sich Prototheken, wie in Tabelle 1

dargestellt, differenzieren.

Tabelle 1: Phanotypische Merkmale zur Differenzierung der fiinf anerkannten Prototheca Spezies.
(erstellt nach [21,22,40-43])

Eigenschaft P. zopfii P. blaschkeae P. wickerhamii  P. stagnora P. ulmea
zylindrisch- . . . zylindrisch-
Zellform . sphérisch spharisch sphérisch .
spharisch spharisch
Oberflache u. rau, flach,

uneben, flach,
Form der zentraler glatt, halbrund glatt, flach k. A.
zentraler Knopf

Kolonien Knopf

Zellgrofe in um 7-30 12-22 4-10 7-14 7-10

Kapselbildung (+) - - + +

Assimilation von: o N . . )

Galaktose
Sucrose - - - + -
Fructose + + + + -
Trehalose - - + - -
n-Propanol + k. A. - - -
Acetate + k. A. - (-) -
Glycerol + - + + _

+ wird assimiliert; - keine Assimilation; (-) schlechte Assimilation; +/- unterschiedlich; k. A. keine
Angabe; (+) Kapselbildung mdglich - Stdmme, die ehemals P. moriformis zugeordnet wurden

Zur schnellen biochemischen Identifizierung der Gattung Prototheca stehen kommerzielle
Systeme wie APl 20C [44], RaplD Yeast Plus (Thermo Scientific) [45] oder Vitek
(BioMeriéux) zur Verfugung. Die Systeme wurden fur die Identifikation von Hefen entwickelt,
lassen aber einen Nachweis von Prototheken zu. Allerdings ist eine Differenzierung der
Prototheca Spezies bzw. Genotypen nur unzureichend moglich. So kann man mit dem
System RaplID Yeast Plus nur zwischen P. zopfii und P. wickerhamii diskriminieren, im API

20C ist derzeit nur P. wickerhamii als Referenz hinterlegt [46,47].



Die urspringliche Einteilung der Varianten von P. zopfii aufgrund ihrer biochemischen und
mikroskopischen Eigenschaften ist bei der Differenzierung der Genotypen 1 und 2 sowie
P. blaschkeae anwendbar (Tabelle 2) [22].

Tabelle 2: Differenzierung von P. blaschkeae und den Genotypen von P. zopfii. (erstellt nach [21,22,48])

Eigenschaft P. zopfii GT1 P. zopfii GT2 P. blaschkeae
Zellform spharisch - zylindrisch  spharisch - zylindrisch spharisch
Grofe der Zellen grol - sehr grof} mittelgrof’ mittelgrof3 - grof3
(Sporangien) Max. in um 13 x 30 (zylindrisch) 7 x 15 (zylindrisch) 22
Grole der Sporen & in um 7-9 5-7 7-9

Assimilation von:

Galaktose ++ (+) +

Glycerin +++ +++ -
Wachstum bei 37 °C + +++ ++
pH -Toleranz 24-95 2,1-12 3-12
NaCl-Toleranz 4% 9% 18%

+++; ++; +; - Assimilationsvermogen bzw. Temperaturtoleranz; (+) zweifelhaft; NaCl = Natriumchlorid

Die biochemische Identifikation kann sich generell aufgrund hoher intraspezifischer
Variabilitat schwierig gestalten. Eine Identifikation mittels Immunfluoreszensmikroskopie ist
prinzipiell moglich [14]. Die aufwandige Praparation spezifischer Antikdrperkonjugate, die
bendtigte Gerateausstattung sowie die unzureichende Differenzierung der Spezies durch

serologische Kreuzreaktivitaten schrankt die Methode in der Routinediagnostik ein.

Eine Differenzierung der Prototheca Spezies kann mit Hilfe der Fourier-Transformation-
Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) erfolgen. Die Unterscheidung der Genotypen erweist sich

auch bei dieser Methode als unzureichend [49].

Zur Differenzierung der verschiedenen Spezies stehen eine Reihe molekularbiologischer
Methoden zur Verfligung. Die Grundlage ist der PCR-Nachweis auf Basis der 18S rDNA [50].
Auch phylogenetische Sequenzanalysen der grofden und kleinen ribosomalen Untereinheit
beruhen darauf [20,24,51]. Zur Gentotypisierung von P. zopfii stehen zudem PCR- und
RFLP-Nachweise (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus) zur Verfigung [23,52]. Ein
groller Vorteil PCR-basierter Nachweismethoden ist die Madglichkeit des direkten

Nachweises aus infiziertem Material, ohne vorherige Isolierung der Organismen. Darlber



hinaus ist auch ein Nachweis in fixierten Gewebeschnitten mdglich. Eine dullerst akkurate
und schnelle Differenzierung zwischen allen Spezies und Genotypen stellt die zweistufige
qualitative real-time PCR dar [53]. Ebenfalls zur Identifikation und Differenzierung geeignet
sind PCR-SSCP (PCR-single strand conformation polymorphism) sowie die GroéfRen-
unterschiede des ITS (internal transcribed spacer) der rDNA der kleinen ribosomalen
Untereinheit [54,55].

Zur schnellen Typisierung von Isolaten oder der Bestatigung biochemischer Analysen eignen
sich auch proteomische Nachweisverfahren mittels MALDI-TOF [56-59]. Hohe
Anschaffungs- und Unterhaltskosten machen diese Methoden jedoch erst bei einem hohen

Probendurchsatz attraktiv.
1.1.4 Vorkommen und Okologie

Prototheken sind ubiquitar verbreitet. Dies ist sowohl im geographischen Sinn als auch
habitatbezogen zu verstehen. Dabei bevorzugen die saprophytisch lebenden Algen eine
warme, feuchte, organische Umgebung, wodurch ihr Nachweis in der Umwelt saisonalen

Schwankungen unterliegt [60,61].

Prototheken kdnnen aus dem Saftfluss von Laubbdumen isoliert werden. Besonders
reichhaltige Quellen stellen dabei Ulmen dar, aber auch der Saftfluss von Linden, Eichen und
Maulbeeren erweist sich als geeignetes Habitat flr die chlorophylllosen Algen [1,4,60,61].
Prototheken gelten dabei nicht als primare Verursacher des Saftflusses. Auch in
unmittelbarer Umgebung dieser Baume konnten Prototheken im Erdreich nachgewiesen
werden. Da Insekten den Saftfluss von Baumen als Nahrungsquelle aufsuchen, stellten
PORE et al. (1983) die These auf, dass eine Verbreitung der Prototheken durch Insekten
stattfinden konnte [60].

Prototheken konnten ebenfalls aus aquatischem Milieu isoliert werden [60]. In ruhigen
Gewassern sedimentierten Prototheken, wohingegen in turbulenten FlieRgewdssern eine
héhere Anzahl der Organismen im Wasser selbst nachweisbar war. Es wird aber davon
ausgegangen, dass Regenfalle die Algen in die Gewasser gespult haben und aquatische
Systeme keine natlrlichen Habitate darstellen. Eine Reihe von Untersuchungen wiesen
Prototheken in kommunalen und landwirtschaftlichen Abwassern sowie Klaranlagen nach
[13,62,63]. lhre Vorkommen in ungeklarten Abwassern wird als primare Eintragsquelle in
aquatische Systeme betrachtet [60]. In Abwassern von Sanitdranlagen kommen sie nur in
geringer Zahl vor. Die Vermehrung der Organismen findet im Kanalisationssystem statt,

einem Habitat mit reichem organischem Nahrstoffangebot.

Prototheken bevorzugen eine feuchtwarme, nahrstoffreiche Umgebung. Daher lassen sie

sich leicht im Umfeld von landwirtschaftlichen Nutztieren nachweisen [64]. PORE et al. (1988)



konnten zeigen, dass Ratten Uber die Aufnahme von kontaminiertem Futter durch
Ausscheidungen zur Verbreitung im Stall beitragen kdnnen, ohne dass ihr Darm jedoch mit
den Mikroalgen kolonisiert wird [65]. Auch bei Schweinen wurde eine solche passagare
Besiedelung durch kontaminiertes Futter nachgewiesen. Demzufolge kénnen auch Tiere und
Schlachtabféalle mit Prototheken kontaminiert sein. Dies setzt sich in der Kontamination von
Lebensmitteln fort [60]. In einer Studie Uber die Okologie von Prototheken auf den
Philippinen wiesen PORE et al. (1983) Protothekenkontaminationen bei Schweinefleisch-
Rindfleisch- und Wasserbffelfleischprodukten nach [60]. Die primare Kontaminationsquelle
fir Lebensmittel, v.a. von Salaten, schien jedoch mit Prototheken belastetes Grundwasser
darzustellen. Da Prototheken Verursacher von Mastitiden beim Rind sein kdnnen, stellen
infizierte Rinder eine mdgliche Kontaminationsquelle von Milch und Milchprodukten dar.
BuzziNi et al. (2004) beprobten in Italien Tiere und Milch betroffener Herden und erbrachten
in 4,7% der Milchproben einen Protothekennachweis [66]. Die Mikroorganismen verfligen
Uber eine hohe Temperaturtoleranz und werden durch Pasteurisation nicht sicher abgetotet
[67,68]. Erst durch sogenannte Ultrahocherhitzung kann von sicher abgetdteten Prototheken
in Milch ausgegangen werden. Da einige Prototheca Spezies Humanpathogene darstellen,

bedarf der Aspekt der Lebensmittelkontamination besonderer Beachtung.

Aufgrund ihrer morphologischen Merkmale verfligen Prototheken Uber eine sehr hohe
Tenazitat. Sie besitzen eine hohe Toleranz gegenlber Salzgehalt und pH-Wert [48].
P. blaschkeae zeigt noch ein geringes Wachstum bei 18% Salzgehalt und P. zopfii wachst
immerhin noch bei 9%. Sie Uberstehen dadurch selbst eine Chlorung von Wasser. |hr pH-
Optimum liegt im Bereich von 5-9, sie Uberstehen aber auch extremere pH-Werte [69]. Wie
schon erwahnt, verfligen Prototheken zusatzlich tber eine hohe Hitzeresistenz. lhre extreme
mechanische und physische Festigkeit sowie ihre relative Anspruchslosigkeit beziglich
assimilierbarer Substrate lassen die Algen auch in ungewdéhnlichen Habitaten auftreten.
Bemerkenswert ist ihr Vorkommen in dlhaltigen Industrieabwéssern und Olschlamm von
Raffinerien [34,35]. Diese Beobachtungen wurden von UENO et al. (2008) genutzt, als er in
Polyurethanschaum eingebettete Prototheken zur Reinigung Olverseuchter Gewasser

einsetzte [70].
1.2 Protothekosen

Als Protothekosen werden Infektionen bezeichnet, die durch Prototheca sp. hervorgerufen
werden. Neben dem Begriff der Protothekose existieren in der Literatur noch weitere
Bezeichnungen, die jedoch weniger eindeutig sind. Begrifflichkeiten wie ,pseudofungale
Infektion“ [71] oder ,hefeadhnliche Infektion“ resultieren zum einen aus der friheren

Zuordnung der Prototheken zu den Hefen als auch aus dem meist primaren Verdacht einer



Candidose. Ein haufig verwendeter Begriff ist ,Algemie® [72]. Dem Namen nach bezeichnet
~2Algemie® Infektionen, die auf Algen zurickzufihren sind. Bei den beschriebenen Fallen
handelt es sich dabei um Infektionen, die durch Prototheken verursacht wurden [73-77].
Dieser Begriff wirde auch fur Infektionen mit Helicosporidien, einer mit Prototheken
nahverwandten Gattung, zutreffen. Doch stellen diese lediglich Pathogene von Invertebraten
(speziell der Insekten) dar und sind somit an dieser Stelle nicht von Bedeutung [78,79]. Die
Bezeichnung ,Chlorellose” kann ebenfalls auf Erkrankungen mit Prototheken hinweisen
[80,81]. Diese Bezeichnung ist jedoch verwirrend, da auch andere Krankheitsbilder darunter
beschrieben werden. ,Chlorellose” bezeichnet v.a. in alterer Literatur Protothekosen, wird
aber namensgebend auch fir sehr selten auftretende Infektionen durch Chlorella sp.
verwendet. Entgegen haufig zu lesender Meinung, Prototheken waren die einzigen Pflanzen,
die Infektionen bei Mensch und Tier hervorrufen koénnen, gibt es einige nachgewiesene
Infektionen durch Chlorellen beim Mensch [82], Hund [83] sowie einige Falle bei Huftieren
(Schafe, Rinder, Dromedar, Gazelle) [84—89].

Auch wenn Protothekosen nicht die einzigen durch Algen hervorgerufenen Infektionen sind,
so stellen sie doch den Uberwiegenden Teil der beschriebenen Vertebrateninfektionen mit
Algen dar. Nicht alle Prototheca Spezies verursachen Protothekosen. P. stagnora, P. ulmea
und P zopfii GT1 gelten als nicht-pathogen. Die haufigsten Infektionen werden durch
P. wickerhamii und P. zopfii GT2 hervorgerufen, wobei Infektionen mit P. zopfii GT2 haufig
durch einen schweren Verlauf gekennzeichnet sind [90]. P. blaschkeae tritt vornehmlich als
Erreger von subklinischer boviner Mastitis in Erscheinung [91]. In einem Fall kutaner
Protothekose konnte P. cutis isoliert werden [19]. Die haufigsten Protothekeninfektionen sind
bei Rindern bekannt, gefolgt von Menschen und Hunden. Diese Protothekosen werden in
den folgenden Abschnitten detailliert beschrieben. Sporadisch auftretende Infektionen sind
von Katzen [92-97], Fischen (Lachs und Karpfen) [28,98], Schafen und Ziegen [99,100]
bekannt. Des Weiteren gibt es Einzelfallbeschreibungen von Protothekosen bei Kornnatter
[101], Reh [102], Biber [103] und Flughund [104]. Protothekosen kdnnen lokal begrenzt sein
oder auch einen disseminierten Verlauf nehmen. Die Lokalisation, Pathogenese und das
pathogene Agens von Protothekosen ist dabei abhangig vom jeweiligen Wirt. Tabelle 3 zeigt

einen Uberblick der Protothekosen verschiedener Wirte.



Tabelle 3: Ubersicht liber die verschiedenen Formen von Protothekosen bei verschiedenen Wirten und das
jeweilige pathogene Agens

Wirt Manifestation Pathogene Prototheca Spezies
Mensch kutan / subkutan, Olecranon bursitis
] o P. zopfii GT2,_P. wickerhamii, P. cutis
disseminiert
Rind Mastitis P. zopfii GT2, P. blaschkeae
Katze kutan P. wickerhamii, P. zopfii GT2
Hund disseminiert, kutan (sehr selten) P. zopfii GT2, P. wickerhamii

Die am haufigsten beschriebene Variante ist jeweils unterstrichen.

Antibiotika haben auf Prototheken als eukaryotische Mikroorganismen kaum eine Wirkung.
Nur fir Amikacin und Tetracyclin ist eine Sensitivitat beschrieben [105]. Eine Hemmung im
Wachstum kann bei einigen antifungalen Wirkstoffen verzeichnet werden [106]. Vor allem
Amphotericin B schrankt die Vermehrung der Algen in vielen Fallen ein. Die Wirkung beruht
auf dem relativ hohen Ergosterolgehalt der Zellmembran von 4 %. Imidazole hemmen das
Wachstum aufgrund der vielen freien Fettsauren in der Zellmembran. Azole hingegen eignen
sich weniger zur Hemmung von Prototheken [107,108]. Experimentell wurde die algizide

Wirkung atherischer Ole und von Laktoferrin nachgewiesen [109-111].
1.2.1 Humane Protothekosen

Humane Protothekosen sind seltene, aber ernstzunehmende Erkrankungen. Sie kommen
weltweit vor, mit verstarktem Auftreten in tropischen und subtropischen Gebieten vor allem in
Asien und Nordamerika [112,113]. Der erste bestatigte Fall wurde 1964 beschrieben. Ein
Reisfarmer aus Sierra Leone litt mehr als flinf Jahre an einer sich ausbreitenden, kutanen
Protothekose [114]. Bis zum Jahr 2000 wurden weltweit 108 Falle dokumentiert, dies
entspricht durchschnittlich 2-5 Fallen pro Jahr [25,80]. Die Zahlen scheinen sich in jlingerer
Zeit auf etwa flinf Fallberichte pro Jahr einzupendeln. Im Jahr 2014 wurden finf Falle aus
Asien, Europa und Nordamerika publiziert [115-119] und zwischen Januar und Juni 2015
erschienen drei Publikationen humaner Protothekosen aus China, Indien und Australien
[120-122]. Humane Protothekosen besitzen ein vielseitiges Erscheinungsbild. Sie kénnen
lokal oder systemisch auftreten und sowohl akut als auch chronisch verlaufen, wobei
letzteres die haufigere Verlaufsform darstellt [123]. Klinisch werden drei Hauptformen
anhand ihrer Lokalisation unterschieden: i) kutane Lasionen ii) Faszien-, Schleimbeutel- und

Sehnenscheidenentziindungen iii) systemische / disseminierte Infektionen [124].
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Die Pathogenese der Erkrankungen ist noch weitgehend unbekannt. Vor allem bei kutanen
Infektionen und Entzindungen des straffen Bindegewebes wird ein vorangegangenes
Gewebetraumata mit anschlieBendem Kontakt zu einer Infektionsquelle - vermutlich
kontaminiertes Wasser - angenommen [113,125]. Eine Ubertragung mit Arthropoden als
Vektoren kann ebenso wenig ausgeschlossen werden wie die Ansteckung Uber
kontaminierte Lebensmittel [68,126]. In mehr als der Halfte aller Falle stellt eine
Immunsuppression den pradisponierenden Faktor dar. Alle finf in 2014 publizierten Falle
gehorten dieser Risikogruppe an. Zu den Risikofaktoren zahlen demnach Defekte in der
Funktion der neutrophilen Granulozyten, Alkohol- und Steroidmissbrauch, chronische
Erkrankungen wie Diabetes mellitus, vorangegangene Organtransplantation, Krebs oder HIV
[107,127-137]. Vor allem schwer verlaufende disseminierte Protothekosen gehen mit einem
stark geschwachten Abwehrsystem einher. Die langen Inkubationszeiten von bis zu
mehreren Wochen erschweren die ldentifikation von Infektionsquellen und potentiellen
Ansteckungswegen [127]. AuRerdem sind Co-Infektionen mit Staphylococcus aureus [138],
Klebsiella pneumoniae [135], Enterococcus faecalis [107], Pseudomonas aeroginosa [133]
Escherichia coli [107], Herpes-simplex-Virus, Cryptococcus spp. oder Candida glabrata [133]

maoglich.

Bisher gibt es keine standardisierte Behandlungsmethode flir Protothekosen. Eine spontane
Ausheilung von Protothekosen stellt eher die Ausnahme dar. Die Behandlung erfolgt an
Hand der Symptomatik. Beste Erfolge bei lokalen Infektionen zeigt die chirurgische
Entfernung des Infektionsherdes [139]. Ergdnzend kann eine topische Therapie mit
antimykotischen Salben erfolgen [140,141]. Protothekosen wurden des Ofteren erfolgreich
mit antifungalen Therapeutika (Amphotericin B, Imidazol, Intraconazol, Ketoconazol), zum
Teil in Kombination mit antibiotischen Wirkstoffen, behandelt [130,142]. Da es zwischen
Amphotericin B und Tetracyclin zu einem synergistischen Effekt kommt, ist eine kombinierte
Gabe zu empfehlen [143]. Allerdings bleibt die Behandlung experimentell. Wirkstoffe, die in
einigen Fallen erfolgreich angewendet wurden, zeigten in anderen Fallen kaum Erfolge
[108,137]. Aulerdem sind die angewandten Wirkstoffdosen und Kombinationen recht
unterschiedlich. Nicht immer gelingt jedoch die Einddammung der parasitierenden Algen. Die
Mortalitdtsrate humaner Protothekosen betragt insgesamt 2,2 % [80], im Bereich schwerer

generalisierter Infektionen liegt sie entsprechend héher [117,118,137].
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1.2.2 Bovine Protothekosen

LERCHE beschrieb 1952 die erste bekannte Protothekose - eine Mastitiserkrankung eines
Rindes [144]. Die bovine Protothekenmastitis auert sich in chronischen Entziindungen der
Milchdrisen. Mit der Entzindung einher geht eine stetig abnehmende Milchleistung bei
gleichzeitiger Zunahme der Zellzahl der Milch [145]. Diese weist in der Regel eine wassrig-
flockige Konsistenz auf. In der Routinediagnostik kénnen in 0,1% der Milchproben
Prototheken nachgewiesen werden [146]. Die Intraherden-Pravalenz in betroffenen
Betrieben liegt zwischen 5,1% [146,147] und 10,5 % [148]. Die Erreger kdnnen sowohl aus

sekretorisch auffalligen, als auch aus scheinbar eutergesunden Tieren isoliert werden [148].

Haupterreger klinischer Mastitiden ist P. zopfii GT2, wahrend der Genotyp 1 hier so gut wie
nicht als pathogenes Agens in Erscheinung tritt [149,150]. Als Erreger vor allem
subklinischer Protothekenmastitis tritt aulerdem P. blaschkeae in jungerer Zeit in
Erscheinung [59,91,151]. Infektionen mit Prototheca spp. erfolgen hauptsachlich tber den
Strichkanal der Zitzen und breiten sich galaktogen-aszendierend aus. Bei Ausbildung einer
pyogranulomatosen Mastitis kommt es im Verlauf zur irreversiblen Schadigung des
Alveolarepithels und zur weiteren intra-alveolaren Ausbreitung unter Beteiligung der lokalen
Lymphknoten [152]. Die Bildung von Abszessen zur Abkapselung des Erregers wird fur die
abnehmende Milchleistung verantwortlich gemacht [153]. Spontane Ausheilungen sind selten
und selbst nach einer langeren Trockenstehperiode und einem klinisch unauffalligen Bild

kann es zum Wiederausbruch der Erkrankung kommen [154].

Die bovine Protothekenmastitis ist multifaktoriell bedingt. Protothekeninfektionen kénnen zu
allen Lebenszeitpunkten ab Laktationsbeginn auftreten, doch steigt das Risiko mit
zunehmender Laktationszahl [155]. Haufig gehen weitere bakteriell hervorgerufene
Mastitiden in der gleichen Laktationsperiode voraus. Ein weiterer Risikofaktor stellt das
Versiegeln der Zitzen wahrend der Trockenstehperiode dar [146]. Unzureichende
Melkhygiene und schlechte hygienische Bedingung im Stall kommen als Risikofaktoren hinzu
[156,157]. Da Prototheken sensitiv gegenlber Desinfektionsmitteln, wie Natriumhypochlorid
und jodhaltigen Antiseptika sind, stellt eine gute Melkhygiene einen wichtigen Baustein in der
Protothekenprophylaxe dar [158]. COSTA et al. (1998) konnten fir Brasilien einen saisonalen
Anstieg der Fallzahlen in den feuchtwarmen Sommermonaten beobachten [159]. Ein Anstieg

in den Sommermonaten ist auch flr kontinentales Klima beschrieben [157].

Die generell feuchtwarme Stallumgebung mit viel organischem Material stellt einen idealen
Nahrboden fiir Prototheken dar. Somit verwundert es nicht, dass in betroffenen Herden die
Isolation der Algen aus der Stallumgebung leicht gelingt und es zu einer endemischen

Verbreitung der Protothekenmastitis innerhalb der Herde kommt [64,160,161]. Neben der
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Verbesserung der Melkhygiene und der hygienischen Zustdnde im Stall, schlielen
Bestandssanierungsmallnahmen die Entfernung betroffener Tiere aus der Herde ein [162].
Dies bedeutet haufig eine vorzeitige Schlachtung der Tiere, da die Ausscheidung (permanent
oder intermittierend) von Prototheken durch betroffene Rinder eine hohe Ansteckungsgefahr
fur die gesunden Tiere darstellt [163]. Daraus ergibt sich eine grofle 6konomische

Bedeutung der Protothekenmastitis in den betroffenen Betrieben.

Die Merzung von Tieren mit einem positiven Erregernachweis ist auch deshalb nétig, da es
bisher keine Therapiemoglichkeiten fir erkranktes Milchvieh gibt. BERGMANN (1987 und1993)
wies in vitro und in vivo die algizide Wirkung von Levamisolhydrochlorid und Tetra-
misolhydrochlorid nach [164,165]. Eine entsprechende therapeutische Anwendung der
Wirkstoffe als intramammale Behandlung hat sich jedoch nicht durchgesetzt. Hoffnung auf
selektive Therapeutika der Protothekenmastitis machen Versuche von TOMASINSIG et al.
(2012) mit antimikrobiellen Peptiden (AMPs) [166]. AMPs stellen Effektormolekile des
angeborenen Immunsystems dar. Die Peptide BMAP-28, Bac-5 und LAP erwiesen sich in
Zellkulturversuchen als effektive Molekule gegen Protothekenzellen ohne die Zellen der
Zellkultur zu schadigen. Wahrend BMAP-28 hochgradig lytisch wirkt, interagieren Bac-5 und
LAP nur lose mit der Plasmamembran. Die nicht-lytische Wirkung dieser beiden Peptide
kénnte demzufolge Ansatzpunkt fir die Identifikation von geeigneten Targets auf der

Zelloberflache und die Entwicklung selektiver Therapeutika sein.
1.2.3 Canine Protothekosen

Die erste Beschreibung einer Protothekeninfektion eines Hundes stammt von VAN
KRUININGEN aus dem Jahr 1969 [167]. Seitdem wurden weltweit Gber 60 Falle von caninen
Protothekosen dokumentiert. Eine grol3e Anzahl an Beschreibungen, 25 Falle, stammen aus
den USA [168], weitere 17 Falle sind aus Australien bekannt [169]. AuRerdem sind 13
europaische Falle in der Literatur beschrieben [170-179], darunter drei deutsche Falle [180—
182], zwei Falle stammen aus Japan [183,184] und je ein Fall aus Kanada [185], Sidamerika
[186] und Afrika [187]. Die Mehrheit der bekannten Protothekosen wurde bei weiblichen
Tieren diagnostiziert. Neben dem Geschlecht scheint es eine Pradisposition einiger Rassen
fir die Erkrankung zu geben. Unter den australischen Hunden befanden sich auffallig viele
Boxer, wahrend die Infektion in Europa und USA haufiger Collies und in Deutschland
Riesenschnauzer betraf. Ein genetischer Defekt von Collis und Boxern als pradisponierender
Faktor wird daher diskutiert [90,169].

Im Gegensatz zu Katzen sind nur wenige canine Infektionen mit P. wickerhamii dokumentiert
[176,184,188—191] und nur drei Falle kutaner La&sionen bekannt [169,176,178]. Im

Allgemeinen stellen canine Protothekosen systemische Infektionen dar. Symptomatisch
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beginnen diese meist mit intermittierendem hamorrhagischen Durchfall sowie Gewichts-
verlust in Folge der Colitis und manifestieren sich bei generalisiertem Verlauf vor allem in gut
vaskularisierten Organen. Akute Blindheit in Folge von Retinaablésungen durch okulare
Protothekenbesiedlung [170,192—199], Ataxien, Taubheit, Hyperasthesie, Kopfschiefhaltung,
Paraparese, Meningoenzephalitis u.a. durch Befall des Zentralnervensystems [172—
174,194,200-205] sowie akute Niereninsuffiziens oder Polyurie/Polydipsie [167,169] durch
renale Protothekeninfiltration gehdéren zu den Folgen fortgeschrittener Infektionen.
Anatomisch kénnen die Erreger bei einer Obduktion in Dickdarm, Augen, Herz, Lunge,
Lymphknoten, Milz, Schilddriise, Pankreas, Leber, Niere, Cochlea, Gehirn, Riickenmark und

Muskeln bis hin zum Zwerchfell nachgewiesen werden [187,194,206,207].

Der langanhaltende blutige Durchfall der meisten caninen Protothekosen (initiale
Symptomatik oder einziges Symptom) legt die Vermutung nahe, dass es sich um eine orale
Aufnahme der Erreger handelt. Im Fall einer finfjahrigen Labradorhiindin stellte das erste
Anzeichen der Infektion jedoch eine Paraparese (beidseitige Lahmung) der hinteren
Extremitaten dar [172]. Diese wurde hervorgerufen durch eine Kompression der
Spinalnerven zwischen dem 4. und 7. Lendenwirbel aufgrund eines Infektionsherdes des
Erregers und der darauffolgenden Entziindungsreaktion in diesem Bereich. Es folgte eine
Ausbreitung entlang des ZNS bis hin zu einer bilateralen okularen Affektion. Fur kutane
Infektionen wird eine perkutane Inokulation [176] oder ein lokales Trauma [178] in Betracht

gezogen.

Die Prognose bei caninen Protothekosen ist ausgesprochen schlecht. Von den 17 bei
STENNER et al. (2007) aufgefuhrten australischen Fallen mussten 16 eingeschlafert werden
oder verstarben [169]. Unter den weiter aufgelisteten 27 nicht australische Fallen, befinden
sich zwei Hunde, deren kutane L&sionen erfolgreich behandelt werden konnten [176,178].
Die restlichen 25 systemischen Infektionen nahmen einen letalen Verlauf bzw. mussten die
Hunde eingeschléfert werden. RIBEIRO et al. (2009) berichten von einem Mischlingshund,
dessen systemische Protothekose durch die orale Gabe von Nystatin kuriert werden konnte
[186]. Therapien anderer Falle mit verschiedenen Azolen, Amphoterincin B, Corticoiden und
Antibiotika schlugen hingegen fehl, obwohl es in einigen Fallen zunachst zu einer
Verbesserung der Symptomatik kam, bevor sich der Gesundheitszustand des jeweiligen
Tieres wieder verschlechterte [172,175,181,182,202].

Als ein Grund fur den fatalen Verlauf systemischer Erkrankungen sieht HOLLINGSWORTH
(2000) die oftmals spate Diagnose. Haufig werden die erkrankten Tiere erst nach Monaten
vorgestellt oder intensiveren diagnostischen Tests unterzogen, wenn das Allgemeinbefinden

der Hunde deutlich schlechter wird. Die zu diesem Zeitpunkt disseminierte Manifestation in
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verschiedenen Organen mit Granulombildung und die Resistenz der Organismen gegenulber

konventionellen Medikamenten machen eine erfolgreiche Behandlung kaum mehr mdglich.

Im Falle von kutanen Protothekosen sind die Prognosen deutlich besser. Hier besteht die
Méoglichkeit der chirurgischen Entfernung der Lasionen. Im Fall von GINEL et al. (1997)
schlug eine Therapie mit oraler Gabe von Ketoconazol in Kombination mit topischer
Anwendung von Clotrimazol, sowie unterstitzender Immuntherapie an [176]. Die orale Gabe
von Ketoconazol (2 x taglich 100 mg Uber vier Monate) erwies sich auch bei MACARTNEY et
al. (1988) als erfolgreiche Therapie [178].

Die Diagnostik der Protothekose erfolgt haufig Uber eine Erregerisolation aus Kot, Urin oder
bioptierten Lasionen durch Ausstrich auf geeignete Nahrmedien (siehe Abschnitt 1.1.3).
Auch aus Punktionen der Augen oder des Liquors ist eine Isolation mdglich [175]. Positive
kulturmorphologische Befunde werden durch nachfolgende mikroskopische Untersuchungen
bestatigt. AuRerdem steht neben dem klassischen Nachweis durch PCR oder histologischen
Nachweismethoden seit kurzer Zeit auch ein indirekter ELISA als diagnostische Maoglichkeit

zur Verfigung [168].

Die mit der Entwicklung des ELISAs erfolgte Pravalenzstudie mit 361 enteritisch auffalligen
Hunden zeigte, dass es keine nicht diagnostizierten Protothekosen in diesem Probenpool
gab. Somit muss nicht von einer hohen Dunkelziffer unentdeckter caniner Protothekosen
ausgegangen werden. Ebenso gelang ein kultureller Nachweis in nur 0,5% der Falle [167].
Allerdings zeigt die Veréffentlichung von STENNER et al. (2007), dass es eine relativ hohe
Anzahl nicht publizierter Falle gibt. Von den vorgestellten 17 Fallen, waren nur 4 Falle zuvor
publiziert worden [169]. Die restlichen Falle wurden erst durch einen Aufruf in
Fachmagazinen bekannt. Ahnliche Erfahrungen wurden auch am Institut fir Tier- und
Umwelthygiene gemacht. Die in dieser Arbeit verwendeten Seren stammen alle von nicht

publizierten Fallen caniner Protothekosen.
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1.3 Ziele der Arbeit

Protothekosen stellen seltene, facettenreiche Infektionen von Menschen und Tieren dar,
welche von einigen Vertretern der Gattung Prototheca hervorgerufen werden. Zwar gibt es
eine Reihe von Publikationen bezuglich der Pravalenz von Protothekosen (vor allem in
Rinderbestanden), Nachweissystemen und Typisierungen der Erreger, sowie diverse
Fallstudien, doch die zugrunde liegenden Mechanismen der schwer verlaufenden
Erkrankungen sind bisher kaum bekannt. Welche Wirts-Erreger-Interaktionen finden statt?
Welche Virulenzfaktoren besitzen pathogene Prototheken? Wie erkennt das Immunsystem
eine Infektion und wie reagiert es darauf? Was unterscheidet pathogene von nicht-
pathogenen Vertretern? Diese und viele weitere Fragen sind noch weitgehend ungeklart.
Doch Antworten auf diese Fragen stellen die Grundlage dar, um dem Erreger im klinischen
Sinne begegnen zu kdénnen. Denn noch gibt es keine effektiv wirksamen und vertraglichen
medikamentdésen Behandlungsmoglichkeiten oder praventive Ansatze (z.B. in Form von
Immunisierung). Daher stellt die vorliegende Arbeit einen Einstieg in ein hochkomplexes

neues Forschungsfeld dar.

Um sich den oben genannten Fragestellungen zu nahern, bestand die Zielsetzung der Arbeit
darin, antigene Proteine von Prototheca zopfii GT2 zu detektieren, zu identifizieren und im
Hinblick auf mogliche virulente Eigenschaften zu charakterisieren.

Die zu diesem Zweck eingesetzten Blutseren stammten aus den nachfolgend genannten

Prototheca-Infektionen:

i) Experimentell induzierte leporine Protothekosen

ii) Naturlich auftretende canine Protothekosen

Des Weiteren sollte die Kreuzreaktivitat der Antikbrper mit Proteinen von P. zopfii GT1 und

P. blaschkeae getestet werden.
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Well-known surface and extracellular
antigens of pathogenic
microorganisms among the
immunodominant proteins of the
infectious microalgae Prototheca
zopfii

Alexandra Irrgang ', Jayaseelan Murugaiyan ', Christoph Weise?, Walid Azab?® and
Uwe Roesler’

! Institute of Animal Hygiene and Environmental Health, Centre for Infection Medicine, Freie Universitét Berlin, Berlin,
Germany, ? Institute for Chemistry and Biochemistry, Freie Universitét Berlin, Berlin, Germany, ° Institute of Virology, Centre for
Infection Medicine, Freie Universitat Berlin, Berlin, Germany

Microalgae of the genus Prototheca (R) are associated with rare but severe infections
(protothecosis) and represent a potential zoonotic risk. Genotype (GT) 2 of P zopfii
has been established as pathogenic agent for humans, dogs, and cattle, whereas
GT1 is considered to be non-pathogenic. Since pathogenesis is poorly understood,
the aim of this study was to determine immunogenic proteins and potential virulence
factors of R zopfii GT2. Therefore, 2D western blot analyses with sera and isolates of
two dogs naturally infected with P zopfii GT2 have been performed. Cross-reactivity
was determined by including the type strains of P zopfii GT2, R zopfi GT1, and
P blaschkeae, a close relative of P zopfii, which is known to cause subclinical forms of
bovine mastitis. The sera showed a high strain-, genotype-, and species-cross-reactivity.
A total of 198 immunogenic proteins have been analyzed via MALDI—TOF MS.
The majority of the 86 identified proteins are intracellularly located (e.g., malate
dehydrogenase, oxidoreductase, 3-dehydroquinate synthase) but some antigens and
potential virulence factors, known from other pathogens, have been found (e.g.,
phosphomannomutase, triosephosphate isomerase). One genotype-specific antigen
could be identified as heat shock protein 70 (Hsp70), a well-known antigen of eukaryotic
pathogens with immunological importance when located extracellularly. Both sera were
reactive to glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase of all investigated strains. This
house-keeping enzyme is found to be located on the surface of several pathogens
as virulence factor. Flow-cytometric analysis revealed its presence on the surface of
P, blaschkeae.

Keywords: Prototheca, canine protothecosis, immunodominant proteins, western blotting, proteomics, MALDI
TOF MS
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Introduction

Prototheca spp. are inconspicuous microorganisms that have
remained poorly described despite their worldwide distribution.
Nevertheless, these unicellular algae attracted our attention
because of their ability to infect vertebrates with severe
manifestations. Since its discovery in 1894 by Kriiger, the
taxonomic classification of Prototheca has been discussed
controversially (Kriiger, 1894). On the one hand, because of their
yeast-like appearance when cultured on Sabouraud dextrose agar
and their staining patterns, they were considered to be fungal-like
organisms. On the other hand, formation of endospores and the
presence of non-chitin rigid cell walls indicated that Prototheca
sp. might belong to algae. Currently, based on molecular analysis,
they are classified as colorless green algae, closely related to
Chlorella sp. They lack genes for photosynthesis and therefore
can use organic carbon sources in almost every environment,
including fossil oils (Walker et al., 1975; Pore et al., 1983). The
cell walls of these microalgae contain sporopollenin, a robust
biopolymer, rendering them highly resistant to mechanical stress,
physical, and chemical treatment and to enzymatic degradation
(Lloyd and Turner, 1968; Ueno, 2009). Currently there are six
generally accepted Prototheca species: P. ulmea, P. stagnora,
P. cutis, P. wickerhamii, P. blaschkeae, and P. zopfii (Roesler et al.,
2006; Satoh et al., 2010). At present P. zopfii is subdivided in
two genotypes (GT), GT1 and GT2. Although termed a “genus,”
Prototheca seems to be paraphyletic. P. wickerhamii is more
closely related to Auxenachlorella sp. than to the other Prototheca
species (Ueno et al., 2003, 2005). P. wickerhamii, P cutis, P. zopfii,
and P. blaschkeae are reported to cause infections in vertebrates,
primarily mammals like household pets (cats and dogs), livestock
(pigs and cattle) and also humans (Pore and Shahan, 1988;
Leimann et al., 2004; Camboim et al., 2011). Interestingly P. zopfii
GT2 is associated with the most severe forms of protothecosis like
bovine mastitis or encephalitis of dogs, while GT1 is considered
to be non-pathogenic (Moller et al., 2007; Osumi et al., 2008;
Kishimoto et al., 2010). P. blaschkeae (previously P. zopfii GT3),
is found to be associated with subclinical bovine mastitis and
it is isolated much less frequently than P. zopfii GT2 (Marques
et al, 2008; Jagielski et al., 2011). Only one case of severe
systemic infection due to P. blaschkeae has been reported so far
(Thompson et al., 2009).

The disease condition is referred as protothecosis, which
displays varying clinical patterns depending on the host species.
In human, local cutaneous lesions, infections of the olecranon
bursa and disseminated infection are observed (Lass-Florl
and Mayr, 2007). In cattle, bovine mastitis represents the
predominant manifestation of protothecosis. Acute infections
result in granulomatous mastitis, whereas chronic progression
cases are associated with decreasing milk yield and increasing
cell numbers (Lerche, 1954). Prototheca also represent a potential
zoonotic risk as they persist after pasteurization of milk due to
their heat-resistant nature (Melville et al., 1999).

Dogs typically suffer from disseminated infections usually
beginning with chronic bloody diarrhea followed by neurologic
symptoms like ataxia, blindness, deafness, or seizure (Stenner
et al., 2007; Ribeiro et al., 2009). The majority of cases occur in

female dogs, mostly in boxers, collies, and giant schnauzers. The
outcome of an infection is usually fatal (Stenner et al., 2007). As
in cattle, most frequently P. zopfii GT2 is isolated from canine
protothecosis (Font et al., 2014).

Little is known about the pathogenesis in humans, however
immunosuppression and drug abuse have been identified as
possible risk factors (Chao et al., 2002). Therapy options are
limited in general. While local infections can be removed
by surgery, disseminated infections in humans are treated
experimentally with diverse mixtures of antimycotics and
antibiotics with varying success (Thiele and Bergmann, 2002;
Zhao et al., 2004).

The course of protothecosis and the difference in
pathogenicity between the different Prototheca species
and genotypes are poorly understood. So far no virulence
factors are known and the severe inflammatory reactions in
bovine mammary glands are reminiscent of toxin activity.
Earlier attempts to identify possible antigens using rabbits
experimentally immunized with living Prototheca cells remain
inconclusive due to the fact that natural Prototheca infection
among rabbits has not been described yet (Irrgang et al., 2015).
Therefore, the aim of this study was to identify immunogenic
proteins using the antibodies present in the sera of dogs which
were naturally infected with P. zopfii GT2. Additionally, cross-
reactivity of the sera was determined by western blot analysis of
P. zopfii GT1, P. zopfii GT2, and P. blaschkeae.

Materials and Methods

Dogs and Sera

Sera from three dogs naturally infected with Prototheca collected
during the routine diagnosis at the Institute of Animal Health and
Environmental Hygiene, Freie Universitit Berlin, were utilized in
this study.

Case 1 (serum P): A female giant schnauzer (age: 7 years)
suffered from chronic therapy-resistant diarrhea for more
than one and a half year followed by a severe systemic
protothecosis with neurological symptoms. Serum samples
were obtained during the course of infection and pooled
before use.

Case 2 (serum L): The female crossbreed (age: 9 years) suffered
from a severe systemic protothecosis.

Case 3 (serum B): A female giant schnauzer with systemic
protothecosis showing severe neurological symptoms.

Despite intensive therapeutic measures all three dogs finally
had to be euthanized. Prototheca was isolated from the first
two cases (P and L) and identified as P. zopfii GT2 using
recommended molecular analysis (Moller et al., 2007) and
MALDI TOF MS (Murugaiyan et al., 2012). Prototheca was
not isolated from the third case; however, in addition to signs
and symptoms, histological analysis, and species-specific PCR
revealed the infection. Hence, the third sample (serum B) was
utilized for comparative studies.

Sera (C, R, A) from three healthy dogs with no history of
symptoms were used as negative controls.
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Strains

The following type strains of different species or genotypes from
the culture collection of the Institute of Animal Health and
Environmental Hygiene were used: P. zopfii GT1 (SAG 2063)
(Roesler et al., 2003), P. zopfii GT2 (SAG 20217 (Roesler et al.,
2001), and P. blaschkeae (SAG 2064T) (Roesler et al., 2006).
These strains were originally isolated by the investigators and
then deposited at the public strain collection “Stammsammlung
fir Algenkulturen” of the University of Gottingen (SAG).
Additionally, the strains isolated from the dogs, cases 1 and 2,
were designated as PZ-L and PZ-P, respectively.

Culture Conditions and Protein Extraction

Strains were cultured on Sabouraud dextrose agar at 37°C (except
SAG 2063", which was cultured at 28°C) for 48 h. The culture
temperature was chosen to represent the original environmental
conditions and from our previous experience (Murugaiyan et al.,
2012). A loop of colony was transferred in Sabouraud dextrose
liquid medium and overnight cultured by shaking at 135rpm.
Following which, 2 ml of this culture was inoculated in 200 ml of
medium and cultured as above. The whole-cell protein extraction
was carried out as described (Murugaiyan et al., 2013). In brief,
cells were harvested from 15ml of culture by centrifugation
at 2000 g for 5min at room temperature. The pellet was
washed two times in 1.5ml PBS and resuspended in 1ml lysis
buffer (20 mM HEPES, pH 7.4; 1 mM EDTA with 1% protease
inhibitor cocktail tablet, 1% Triton X and 10% glycerol). Cell
lysis was assisted by an additional sonication step on ice. After
subsequent centrifugation, supernatant was collected and protein
concentration was determined with Quick Start Bradford 1x
Reagent Dye (BioRad, Munich, Germany).

Gel Electrophoresis

For sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(IDE) 150 g whole cell protein of SAG 20217 was separated
using a 12% SDS gel with preparative comb (Laemmli, 1970). The
separation was carried out with 10 mA per gel for 15 min followed
by increasing the current to 15 mA per gel until the dye reached
the bottom of the gel.

Two-dimensional electrophoresis (2DE) was performed with
250 g (western blot analysis) and with 500 g up to 1mg
(preparative gel for protein identification). All the reagents
and accessories for isoelectric focussing (IEF) were purchased
from GE Healthcare. After acetone precipitation of the
proteins, the pellet was resuspended in DeStreak Rehydration
Solution containing 0.5% IPG buffer, centrifuged for 20 min
at 18500 g, supernatant was transferred to 7 cm immobilized

pH gradient (IPG) drystrips (pH 3-10) and covered with
mineral oil for passive rehydration overnight. The manufacturer’s
recommendations on IEF was followed: 300V for 2h, 300-
1000V for 1h, 1000-5000V for 2h, holding 5000V for
another 1h 30 min, total of 14750 V/h with current of 50 pA
per strip. Subsequently, strips were incubated for 15min for
reduction in 2% dithioerythritol in equilibration buffer (0.05 M
trichloroethylene HCl pH 8.8, 6 M urea, 30% glycerol, 4%
SDS, and 0.002% bromophenol blue). Strips were then rinsed
with distilled water and subjected to alkylation with 2.5%
iodoacetamide in the equilibration buffer for 15min. Strips
were stored at -20°C until further use. The second dimension
separation was carried out on 12% SDS polyacrylamide gel using
same conditions described for 1DE.

Prestained protein ladder (PageRuler™Plus,
ThermoScientific, Rockford, USA) was used as marker for
1DE as well as for 2DE. If desired the gels were stained with
Colloidal Coomassie Brilliant Blue (Candiano et al., 2004).

Western Blot

Following protein separation on 1DE or 2DE, proteins were
transferred to nitrocellulose membrane (BioRad, Munich,
Germany) in a semi-dry blotting chamber at 80 mA per gel
for 90 min using standard Towbin Buffer (Towbin et al., 1979).
Membranes were blocked by incubating them overnight in 1%
skin milk in Tris-buffered saline (TBS, 20 mM Tris, 500 mM
NaCl pH 7.5), followed by three washing steps in TBS for
10 min. Membranes were stored at —20°C until further use.
To facilitate simultaneous incubation of nine different serum
samples 1D blot membrane, incubation manifolds (PR150,
Hoefer, Holliston, USA) was utilized. 1DE and 2DE membranes
were incubated with serum (1:100 in TBS with 0.5% Tween
20 referred as TBST) for 90 min. The membrane was then
washed twice each for 10 min with TBS and then incubated with
Anti-dog IgG (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA), 1:1500
diluted, for 90 min. Following secondary antibody exposure
the membrane was washed twice 10min each with TBTS
and finally washed for 5min with TBS. Visualization was
carried out by using tetramethylbenzidine (TMB, Sigma-Aldrich,
Germany) following the manufacturers instructions. The two
serum samples (L and P) were applied to all five strains used
in this study (Table 1). After stripping one membrane for each
strain that had previously been developed with one of the positive
sera, the negative serum C was applied. Membrane stripping was
carried out by 30 min incubation with stripping buffer (62.5 mM
Tris pH 6.7, 2% SDS, and 100 mM 2-mercaptoethanol). Then the
membranes were washed several times in purified water followed

TABLE 1 | Overview of performed western blots and sera used.

Cell lysate/WB  SAG 20637 (P zopfii GT1)  PZ-P (P. zopfii GT2)  SAG 2021T(P. zopfii GT2)  PZ-L (P. zopfii GT2) = SAG 20647 (P. blaschkeae)
Serum [IES) L) L) L+ L(+)

P(+) P(+) P+ P+ (+)

C(-) C(-) C(-) C(-) C(-)

+, serum of infection with P. zopfii; B serum of dog 1 infected with strain PZ-P; L, serum of dog 2 infected with strain PZ-L; —, negative control (= serum “C"); GT, genotype.
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by blocking overnight and proceeding with second antibody
treatment.

2DE western blots were analyzed and compared using
Delta2D software version 4.5.0 (Decodon, Greifswald, Germany)
and the corresponding gel spots were identified on the
Coomassie-stained gel by overlaying the western blot image with
the image of the 2D gel.

Trypsin Digestion and Protein Identification
Protein spots that matched with the corresponding signals of
the western blot were excised. The spots were subjected to
trypsin digestion as described (Wareth et al., 2015). Thereafter
5ul of organic solvent (OS) (33% of acetonitrile in 0.1%
trifluoroacetic acid) was added to the samples. One microliter
of the peptide solution was mixed well with 1l of a-Cyano-
4-hydroxy-cinnamic acid (HCCA; 15 ug/pl in OS), spotted on
a ground steel MTP 384 target plate, air-dried completely and
then measurements were carried out using matrix-assisted laser
desorption ionization with a time-of-flight mass spectrometer
(MALDI-TOF MS) (Ultraflex II TOF/TOF, Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). Peptide Calibration Standard II (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) that covers the range between 700
and 3500 Da was used for calibration, MALDI TOF peptide mass
finger print (PMF) spectra were acquired in positive reflection
mode with the following setting, ion source 1: 25kV, ion source 2:
21.60kV, lens: 10.50 kV, reflector 1: 26.30 kV, reflector 2: 13.60 kV.
Measurements were carried out in the m/z range of 1000-3500
and seven of the intensive peaks were picked for lift spectra. The
MS/MS product ion spectra were recorded in the laser-induced
dissociation mode with the following settings; ion source 1: 8kV,
ion source 2: 7.20kV, lens: 3.60 kV, reflector 1: 29.50kV, reflector
2:13.90kV, lift 1: 19.00kV, lift 2: 3.00kV. Subsequently, BioTools
3.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) was utilized to
compare MS/MS data using MASCOT, www.matrixscience.com)
against all entries of NCBInr (GenBank) with the following
parameters: trypsin digestion- up to one missed cleavage; fixed
modifications-carbamidomethyl (C); variable modifications -
oxidation (M); peptide tol.: £100 ppm; MS/MS tol.: 0.8 Da and
peptide charge:+1.

Furthermore, seven samples were additionally analyzed by
Proteome Factory (Berlin, Germany) using nanoLC-ESI-MSMS
and the database search was carried out as described above.

Flow Cytometry

Expression of GAPDH on the surface of SAG 2063, SAG 2021,
and SAG 2064 cells was analyzed by flow cytometry. A total of
1 x 107 cells (overnight culture as described above) were fixed in
4% paraformaldehyde for 15 min, followed by one washing step
with phosphate buffered saline (PBS). Cells were incubated with
5-10 pg/ml polyclonal anti-GAPDH (Rockland, Limerick, USA)
for 1h at 37°C. After two additional washing steps, cells were
stained with Alexa-Fluor 488-labeled goat anti-rabbit IgG (1/500
dilution) for 1h. After final two washes, cells were analyzed in
FACSCalibur™ flow cytometer (BD Bioscience, Erembodegem,
Belgium). The intensity of fluorescence was analyzed using
Flowing software (University of Turku, Finland). The experiment
was repeated three times independently.

Results

Visual Analysis of Western Blots
In 2D-PAGE, proteins from Prototheca whole-cell extracts were
evenly distributed over the selected pI range and well-resolved,
as shown in Supplementary Material (Figure S1). Comparing the
infectious strains PZ-L and PZ-P show high similarities between
them and also each of them with SAG 20217, supporting their
assignment as P. zopfii GT2 also at the proteome level.

Following optimization of serum and secondary antibody
concentrations, all positive and negative serum samples
were compared on a 1DE western blot membrane of SAG
20217 to obtain an overview (Figure 1). All samples differed
substantially in the resulting signal pattern which highlights the
immunological variations among individuals. These differences
were also reflected in their respective 2DE patterns. These were
compared by pairwise overlays using image analysis software
(Delta2D). Comparing the 2DE western blot patterns obtained
by one of the serum samples on different cell lysates resulted
in a high strain-, genotype- and species-cross-reactivity of both
sera (Figure 2A). This suggest that antigen epitopes do not vary
much between the Prototheca species and genotypes even though
small differences are visible.

Comparison of both sera on a single membrane enables
the identification of distinct protein spots that originate from
individual immune responses (Figure 2B). Altogether, a total of

kDa M 1 2 3 4 5 6

FIGURE 1 | 1DE-western blot of P. zopfii GT2 (SAG 2021) with different
immune sera; M, marker; lanes 1-3 sera from infected dogs; and lanes
4-6 negative controls; 1, serum L; 2, serum P; 3, serum B; 4, serum R;
5, serum C; 6, serum A.
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FIGURE 2 | Representative images of overlaid 2DE-western blots. (A)
Western blots of PZ-L (blue) and SAG 2063 (yellow) each incubated with
serum L. (B) Western blots of SAG 2021 incubated with serum L (blue) and
serum P (yellow).

227 proteins spots were detected from five membranes. For a
better understanding of the large set of signal information across
different membranes, the signals were classified in six categories
based on visual comparison (Table 2).

Categories I-V consist of homologous signals which means
that the signal can also be obtained on the associated western
blot membrane (PZ-L and serum L; PZ-P and serum P). Figure 3
depicts the distribution of the signals in comparison to the sera
used in this study. Serum L detects six and serum P nine proteins
on western blot membranes of all five strains. Of note, the data
of Figure 3 and Table 2 do not have to correspond. The Venn
diagram only incorporates the events of antigen recognition
so similar signals are not counted repeatedly, whereas data in
Table 2 documents every labeled spot. According to Table 2,
the major part of the western blot signals originated from
non-specific antibody binding (category VI). Although proteins
of special interest would fall into category II and ideally be
detected by both immune sera, all proteins have been analyzed.

TABLE 2 | Categorization of the western blot signals based on visual
comparison after overlaying the blots obtained from the strains and sera
used in this study.

Category Name Characterization No. of proteins

(L/P)
| Individual antigen  Signal of a serum on 11 (8/3)
corresponding western blot
membrane
Il genotype-specific ~ Signals only detected on 19 (6/13)
antigen western blots of P zopfii
GT2
Ml Common antigen  Signals detectable on all 29 (17/12)
membranes of investigated
strains
\% Pathogenic- Signals for P, zopfii GT2 and 10 (8/2)
specific* P, blaschkeae
Vv Species-specific Signals for P, zopfii (GT1+2) 12 (7/5)
antigen
\ Unspecific antigen  Unspecific binding of 146 (58/88)

antigens

> 227 (104/123)

*This term is based on species included in the present study—the other known infectious
species P. wickerhamii or P. cutis were not included; GT, genotype; F, serum of dog 1
infected with strain PZ-P; L, serum of dog 2 infected with strain PZ-L.

A preparative 2DE gel loaded with a higher amount of proteins
(1 mg) was performed so as to enable efficient identification of
proteins. In total, 198 proteins have been excised and analyzed
via MALDI-TOF MS.

Immunoreactive Proteins

In summary 86 out of these 198 proteins could be identified. Most
of the identified proteins appear to be involved in general cellular
processes such as metabolism, cell cycle or, gene expression.

A structured overview is given in Table 3 where proteins are
listed, which are either of special interest or represent typical
results. Results obtained repeatedly are listed only once. The
overall results, including spot numbers, hypothetical proteins,
or implausible assignments are available in the Supplementary
Material (Table S1).

One protein that was identified clearly and repeatedly is
heat shock protein 70 (Hsp70). It was also identified from
culture supernatant (unpublished data). Hsp70 was classified as
genotype-specific antigen and traceable by both immune systems.
Another example is glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), but in contrast to Hsp70 GADPH is classified
as a common antigen with stronger signals obtained using
serum P. Interestingly serum P reacts more intensively on the
membrane of PZ-L than on its homologous membrane of PZ-
P. Triosephosphate isomerase could be detected by serum L on
all membranes. Although identification via MALDI-TOF MS
was not successful in this study, the protein identification was
known from our earlier studies of difference gel electrophoresis
(DIGE) and experimentally infected rabbits (Murugaiyan et al.,
2013; Irrgang et al., 2015). Other recurrently detected proteins
include malate dehydrogenase, elongation factor lalpha (EF-1a)
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Serum L

FIGURE 3 | Venn diagrams of the sera L and P showing distribution of cross-reactivity of each serum. Western blot membranes: green, SAG 2063 (P zopfii
GT1); orange, PZ-P; red, SAG 2021; violet, PZ-L (all P zopfii GT2); blue, SAG 2064 (P, blaschkeae). Associated categories |-V (Table 2) are given in Roman numerals

in the respective fields, all remaining unlabeled fields belong to category VI.

Serum P

and ATPase. ATPase, phenylalanyl-tRNA synthetase, Hsp70, and
malate dehydrogenase represent antigens specific for genotype 2
of P. zopfii.

Flow Cytometry Analysis

To examine whether GAPDH is expressed on the surface of
Prototheca, a flow-cytometry analysis was performed (Figure 4).
In this experiment, GADPH was detected on the surface of
P. blaschkeae (in 20% of the cell population) but not of P. zopfii
(none of the genotypes).

Discussion

The microalgae Prototheca spp. are non-colored relatives of
the well-known green algae, Chlorella sp. Their unique ability
as a plant to cause severe and difficult-to-treat infections in
vertebrates makes them fascinating for research. The mechanism
of pathogenesis and their differences in pathogenicity are not
understood yet, but valid knowledge hereof would be the
key to develop tools for therapy (antimicrobial drugs) or for
prevention by immunization. One aspect is the identification
of immunoreactive proteins of Prototheca cells targeted by the
present study. For that purpose sera from two dogs suffering
from protothecosis caused by P. zopfii GT2 were used for
western blot studies and MALDI-TOF MS-based identification of
immunodominant proteins. The investigations involved strains
of P. zopfii GT1 as non-pathogenic agent, P. zopfii GT2 as
pathogenic representative with high prevalence and clinical
manifestations and P. blaschkeae as pathogen with subclinical
manifestations in cattle. Phylogenetic studies revealed a close
relationship with distinct clusters of the species and genotypes
(Ueno et al., 2003, 2005; Roesler et al., 2006). P. wickerhamii,
another pathogenic Prototheca species is related much more
closely to Auxenachlorella sp. than to the other Prototheca species
and was therefore excluded from the present study.

The western blot signals were accordingly classified into six
categories for the species included in this study. Genotype-
specific antigens for P. zopfii GT 2 (category II), which were
detected in both serum samples, were focused on since they
might indicate virulence factors. With regard to bovine mastitis,
caused by P. zopfii GT2 or P. blaschkeae, immunoreactive
proteins assigned to category IV might be also of special
interest. However, none of these proteins could be identified.
The relatively low identification rate for Prototheca proteins is
due to the fact that information on algal proteins is scarce since
algae are strongly under-represented in the protein sequence
databases. As a consequence of the absence of Prototheca-specific
information in the public repositories only homologous proteins
from other organisms can be retrieved and the identification
scores generally tend to be lower. Regardless of this complication
86 proteins could be identified with significant scores. Due
to the lack of Prototheca sequences in the database, most of
the identified proteins are from other organisms. The fact
that identifications are from very diverse species indicates that
actually the proteins are from Prototheca rather than from one
particular contaminating source, in which case more proteins
should be identified from this contaminating species. Many
of the identified proteins were metabolic and housekeeping
proteins which might possess peptide sequences that are well
conserved across species. We believe that in the case of “orphan
species” such as Prototheca only those proteins are identified
whose sequences are relatively well conserved across the species,
while possibly more Prototheca-specific factors, where sequence
divergence is larger, might be lost.

Hsp70 which was repeatedly identified in P. zopfii GT2
with both sera utilized, appears to be the major antigen
of Prototheca infections. In our previous investigation using
sera from experimentally infected rabbits Hsp70 was identified
as immunoreactive, too (Irrgang et al, 2015). Hsp70 is a
highly conserved protein family some members of which are
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TABLE 3 | Representative list of identified proteins by MALDI TOF MS.

Protein

Organism

MOWSE Score Category Serum Function

Identified from
multiple gels

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Heat shock protein 70

Translation elongation factor- like
protein (EF-1a)

ATPase alpha subunit
Triosephosphate isomerase
Malate dehydrogenase

PREDICTED: glutamyl-tRNA(GIn)
amidotransferase subunit B,
mitochondrial

Phenylalanyl-tRNA synthetase beta
subunit

LysR family transcriptional regulator
PREDICTED: protein BMH2 isoform 1
Radical SAM protein, TIGR01212
Putative phosphomannomutase
Protocatechuate 4,5-dioxygenase

subunit alpha
3-dehydroquinate synthase

Acidobacteria bacterium

Chlorella variabilis

Parachlorella kessleri

Passiflora suberosa
Fusobacterium nucleatum
Leishmania infantum
Pelodiscus sinensis
Archaeoglobus sulfaticallidus
Pseudomonas psychrotolerans
Strongylocentrotus purpuratus
Sorangium cellulosum

Listeria ivanovii subsp. ivanovii
Hydrogenophaga sp.

Streptomyces rimosus

247

164

159

132

110

115

102

101

99

94+

93

91

90

89

Il /P

\ P

\ /P

Glycolysis

Intracellular: part of chaperon system;
stress response Extracellular:
proinflammatory immune response

Protein biosynthesis

Energy metabolism
Glycolysis

diverse metabolic pathways
Translation

Translation, ubiquitous

Prokaryotic transcriptional regulator
i.e., virulence

Member of 14-3-3 protein family—>
cell signaling

Enzyme super family, catalytic
metabolism

Protein gylcosylation, mannose
synthesis

PCA —> break-down of lignin

Enzyme of shikimate-pathway

+

+

4a

4a

ab
4 b

The MOWSE score (MOlecular Weight SEarch score) is calculated by —10 log (P), where P is the probability that the observed match is a random event. The identification is considered
to be valid if the MOWSE score is greater than or equal to the significance threshold (P < 0.05). Category based on signals of different blots out of strains and sera used. F, serum of
dog 1 infected with strain PZ-P; L, serum of dog 2 infected with strain PZ-L.
*Score from additional validation using nanoLC-ESI-MSMS.

**Settings of MS/MS tolerance changed to 1.2 Da.

aldentification values from earlier study (Irrgang et al., 2015).

bResults as reported in Murugaiyan et al. (2013).

Cell number

SAG 2064

A
i«—Anti-GAPDH

SAG 2021

FL1-H

SAG 2063

Anti-GAPDH
Control 2nd Ab

Fluorescence intensity

FIGURE 4 | Flow cytometry analyses for GAPDH expression on the surface of P. blaschkeae (SAG 2064), P. zopfii GT2 (SAG 2021), and P. zopfii GT1
(SAG 2063). A representative image is shown. Cells in suspension were incubated with anti-GAPDH polyclonal antibodies, followed by incubation with Alexa-Fluor
488-labeled goat anti-rabbit IgG. As controls, cells were incubated only with the Alexa-Fluor 488-labeled goat anti-rabbit IgG to exclude any background. The
experiment was repeated three independent times and results of one representative experiment are shown.

stress-inducible proteins with chaperone functions while others
are stress-independent proteins with house-keeping functions
(Daugaard et al, 2007). Despite their mainly intracellular

functions, Hsp70 also may act as cytokine when located
extracellularly (Asea et al, 2000). Hence, these proteins are
known to be immunogenic in several eukaryotic infections.
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Hsp70 represents the main target of immune response against
Crypotcocoocus neoformans (Kakeya et al., 1997, 1999) and
might be a target for immunization (Chaturvedi et al., 2013).
Hsp70 of Schistosoma mansoni was found to be immunoreactive
in humans (Ludolf et al., 2014) and Hsp70 of the nematode
Anisakis was considered to be an allergenic protein (Arcos
et al, 2014). Eliciting a strong pro-inflammatory response
by Hsp70 of Prototheca zopfii GT2 might be an explanation
for the observed inflammation especially of the udder of
infected dairy cattle. This is consistent with the fact that
the uptake rate of P. zopfii GT2 by macrophages is higher
in comparison to GT1 going along with higher resistance
to digestion (unpublished data). Furthermore, Hsp70 was
also detected in culture supernatants of Prototheca. This
supports the theory of an immunogenic role of Hsp70 during
infection.

Like Hsp70, glyceraldehyde-3-phopshate dehydrogenase
(GAPDH) was found to be an allergen of Anisakis and also
an immunogenic protein of Schistosoma and Cryptococcus
(Martins et al., 2013; Arcos et al., 2014; Ludolf et al., 2014).
Additionally there are several studies which evince the presence
of house-keeping enzymes such as GAPDH or triosephosphate
isomerase at the surface of pathogens (Pancholi and Chhatwal,
2003). There, GAPDH acts as virulence factor due to adherence
on host cells (Fu, 2013). Moreover, surface GAPDH of group
A streptococci is an ADP-ribosylating enzyme, with ADP
ribosylation being the mechanism of some bacterial toxins
(Moss and Vaughan, 1988; Pancholi and Fischetti, 1993).
Unfortunately, there is little known about surface proteins of
Prototheca cells. In order to verify the presence of GAPDH
on the Prototheca surface, the cells were subjected to a flow
cytometry analysis, the results of which indicated the presence
of GAPDH on the surface of P. blaschkeae but not of P. zopfii.
This might be one of the reasons for varying mechanism in
pathogenesis between those species. Besides GADPH, the other
identified enzymes such as triosephosphate isomerase and
enolase have also been described to be present on the surface
of pathogens. Hence, further research to confirm the presence
of these enzymes on the surface of pathogenic Prototheca sp. is
highly recommended.

Phosphomannomutase is another protein of immunological
interest. This enzyme is supposed to be an indirect virulence
factor for Cryptococcus sp. and was detected through
immunoblotting using patient sera (Martins et al., 2013). It
is needed for synthesizing mannose, a major component of
the Cryptococcus capsule which represents the main virulence
factor. The capsule protects the cells against immune system,
either because of being an antiphagocytic factor or due
to having immunosuppressive effects when extruded into
surrounded tissue and liquids. Mannose is a component of
lipopolysaccharide (LPS), which supports the earlier description
of LPS-like molecules in the cell wall of Prototheca (Bedick
et al., 2001). This aLPS was able to stimulate the insect immune
system but was not recognized by murine macrophages.
Potential immunosuppressive effects of intact Prototheca
wickerhamii cells were also reported by Perez et al.,, which is
in contrast to possible immune activation by Hsp70 (Pérez

et al., 1997). The sera showed no cross-reactivity, however, with
Hsp70 of the non-pathogenic genotype 1 of P. zopfii or of P.
blaschkeae, indicating a special form or genotype 2-specific
epitopes of Hsp70. In contrast the sera were only reactive
with phosphomannomutase of SAG 2063 (P. zopfii GT1) and
therefore with the non-pathogenic form. In case P. zopfii
GT1 might additionally lack a key virulence factor, this could
be an explanation for their non-pathogenicity. Furthermore,
Pérez et al. (1997) proposed that only dead Prototheca cells
might induce an inflammatory response. This is supported
by the results of the present study, where predominantly
intracellularly located antigens were identified besides the
discussed exceptions.

One of these intracellularly located antigens is malate
dehydrogenase (MDH). This key enzyme of many metabolic
pathways, including citric acid cycle, seems to play a specific
role in antigen recognition of eukaryotic infections, especially
fungal infections. The sera of patients with aspergillosis,
infections of Candida albicans, or Paracoccidioides brasiliensis
were also reported to possess antibodies against MDH (da
Fonseca et al., 2001; Pitarch et al., 2004; Shi et al., 2012).
The influence of MDH on inducing a host immune response
or its role in pathogenicity is not clear. This enzyme
appeared to be one of the antigens specific for genotype 2 of
P. zopfii.

Taken together this study among  the
immunodominant proteins of Prototheca a certain number
of proteins that are also known as eukaryotic antigens.
Protothecosis is a rare but severe infection with an
increasing economic impact in dairy farming. Since
there are no available therapies, options of immunization
or immune therapy should be a focus of Prototheca
research. Protein extracts might be used for inducing a
protective immune response as a first approach. Once the
genome of Prototheca is sequenced, Prototheca-specific
pathways of infection could be clarified and a specific
immunization based on recombinant proteins may become
possible.
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Figure S1 | 2D gel electrophoretic pattern of Prototheca strains. Spot ID
with prefix L and P indicates that the western blot signals were observed with
serum L and P, respectively. (A) SAG 2021 (P, zopfii GT2), (B) SAG 2063 (P, zopfii
GT1), (C) SAG 2064 (R blaschkeaeg), (D) PZ-L (P, zopfii GT2), and (E) PZ-P

(P zopfii GT2).
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Table S1 | List of proteins identified by MALDI TOF MS. Spot ID is the spot
excised based on the western blot signals where L and P represents the signals
out of serum L and P, respectively and K represents the signals obtained from
both of the sera with results from earlier study. Gel positions of spot numbers are
shown in Supplementary Figure S1. Gel represents 2D gel from where spots were
excised, R zopfii GT1 (SAG 2063), P, zopfii GT2 (SAG SAG 2021, PZ-L, PZ-P),
and R, blaschkeae (SAG 2064). NCBI Acc. No. is the accession number of the
proteins identified by comparing the peptide sequence with NCBI databank,
Uniprot Acc. No. is the accession number of the proteins with Uniprot. MW,
molecular weight calculated from identified protein sequence, The MOWSE
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3 Erganzung nicht publizierter Ergebnisse

Die erste Publikation befasst sich mit der Identifikation immunreaktiver Proteine bei
induzierter Protothekose von Kaninchen durch P. zopfii GT2. Die zweite Publikation handelt
von Antigenen natlrlicher caniner Protothekosen, hervorgerufen durch P. zopfii GT2,
einschliellich der Kreuzreaktionen der verwendeten Seren mit weiteren Stdmmen von
P. zopfii GT1, P. zopfii GT2 und P. blaschkeae. Die nachfolgend aufgeflihrten erganzenden
Ergebnisse gehen auf die Kreuzreaktion des in der Publikation1 verwendeten
Kaninchenserums (polyvalentes Hyperimmunserum gegen SAG 20217 (P. zopfii GT2); kurz:
erstes anti-P. zopfii GT2-Serum) mit Proteinen von P. zopfii GT1 und P. blaschkeae ein.
Dartber hinaus werden vergleichende Ergebnisse mit einem weiteren Kaninchenserum
(zweites anti-P. zopfii GT2-Serum) beschrieben. Verwendete Materialien und angewandte

Methoden sind der Publikation 1 zu entnehmen.
3.1  Kreuzreaktivitit des ersten anti-P. zopfii GT2-Serums

Die Proteinextrakte der Stamme SAG 2063" (P. zopfii GT1), SAG 2021T (P. zopfii GT2) und
SAG 2064T (P. blaschkeae) wurden mittels 2D-Gelelektorphorese aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Diese wurden jeweils mit dem ersten anti-P. zopfii GT2-
Serum als erstem Antikérper inkubiert, um die immunogenen Proteine zu detektieren. Die
Bilder der Western Blot Membranen wurden mittels der Software Delta2D (Decodon,
Greifswald) paarweise Ubereinandergelegt und die Signalverteilung verglichen. Generell gab
es eine hohe Reaktivitat des ersten anti-P. zopfii GT2-Serums auch auf Proteine von
P. zopfii GT1 und P. blaschkeae. Abbildung 2 (folgende Seite) zeigt die Verteilung der
Kreuzreaktivitdt des Serums. Daraus ist ersichtlich, dass eine fehlende Kreuzreaktivitat nur
bei funf Proteinspots vorkam. Diese stellen demnach die genotypspezifischen Antigene
(P. zopfii GT2) einer induzierten Protothekose bei Kaninchen dar. Es gab 18 Signale auf
allen drei Western Blot Membranen, deren Proteine als allgemeine Prototheken-Antigene
(analog Publikation 2) bezeichnet werden kdnnen. Die Bezeichnung ,gattungsspezifisches
Antigen“ wird an dieser Stelle vermieden, da nicht alle bekannten Arten der Gattung
Prototheca in die Untersuchungen einbezogen werden konnten. Interessant ist der hohe
Anteil nicht-homologer Signale, d.h. 32 Proteinspots flihrten auf den Membranen SAG 20637
und / oder SAG 20647 zu Signalen, nicht jedoch auf der Western Blot Membran von SAG

20217, Diese stellen unspezifische Kreuzreaktionen dar.

In 10 Fallen gab es eine Kreuzreaktion zwischen P. zopfii GT1 und P. zopfii GT2. Somit
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SAG 2021 SAG 2063

SAG 2064

Abbildung 2: Venn-Diagramm zur Kreuzreaktivitat des ersten anti-P. zopfii GT2-Serum.

Blau: Signale, die auf der Western Blot Membran von SAG 20217 (P. zopfii GT2) detektiert wurden.
Gelb: Signale, die auf der Western Blot Membran von SAG 20637 (P. zopfii GT1) detektiert wurden.
Griin: Signale, die auf der Western Blot Membran von SAG 20647 (P. blaschkeae) detektiert wurden.
Proteinspots, welche auf mehreren Membranen Signale ergaben, befinden sich in den jeweiligen
Schnittmengen. Die Abbildung wurde erstellt mittels: Oliveros, J.C. (2007-2015) Venny. An interactive
tool for comparing lists with Venn's diagrams. http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.htmi

scheinen die dazugehdrigen Antigene speziesspezifischer Natur zu sein. Drei Signale
wurden jeweils bei den pathogenen Vertretern SAG 20217 (P. zopfii GT2) und SAG 2064T
(P. blaschkeae) detektiert. Die Bezeichnung ,pathogenitatsassoziiertes Antigen“ kann
allerdings nur im engeren Sinn der hier einbezogenen Spezies verwendetet werden, da auch

die in dieser Studie nicht untersuchten Arten P. wickerhamii und P. cutis als pathogen gelten.
3.2 Bestimmung der antigenen Proteine von P. zopfii GT1 und P. blaschkeae

Durch Uberlagerung der Membranbilder mit den Bildern der 2D-SDS-PAGE wurden die
reaktiven Proteine von P. zopfii GT1 und P. blaschkeae detektiert. Die entsprechenden
Proteinspots (Abbildung 3) wurden ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mittels MALDI TOF
MS analysiert. Von den 61 analysierten Proteinen konnten 48 identifiziert werden. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Abbildung 3: 2D-SDS-PAGE von SAG 2063" (P. zopfii GT1, links) und SAG 2064 (P. blaschkeae, rechts). Die mit dem ersten anti-P. zopfii GT2-Serum reaktiven
Proteinspots wurden mittels Delta2D (Decodon) markiert und zur Analyse mittels MALDI TOF MS aus den Gelen ausgeschnitten und tryptisch verdaut.
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Tabelle 4: Ergebnisse der MALDI-TOF MS Analyse der kreuzreaktiven Proteine von SAG 2063"(P. zopfii GT1) und SAG 20647(P. blaschkeae).

MOWSE Score (Molecular Weight Search Score): Wahrscheinlichkeitsbasierte Methode um Proteine anhand ihrer Masse zu bestimmen. Der Algorithmus wurde von PAPPIN et al.
(1993) etabliert [208]. Ein Protein gilt als identifizeirt, wenn der MOWSE Score groRer/gleich der Signifikanz des Schwellenwertes (p<0,05) ist und mehr als zwei Peptide erkannt

wurden; pl: isoelektrischer Punkt des Proteins, errechnet aus der Aminosauresequenz des identifizierten Proteins. Die Namen der Proteine entsprechend den originalen
Datenbankeintragen und sind daher auf Englisch.
Spot NCBI ID Proteinname Organismus Molekular- MOWSE  Anzahl pl % Sequenz- Funktion
Nr. gewichtinkDa Score Peptide abdeckung
SAG 2063" (P. zopfii GT1)
1 gi|148524171 elongation factor-1 alpha- Tetraselmis 49499 115 8 8,86 19 Translation
like protein tfetrathele
2 gi|148524171 elongation factor-1 alpha- Tetraselmis 49499 135 7 8,86 17 Translation
like protein fetrathele
4 gi[259480305 TPA: malate Aspergillus nidulans 35778 145 7 8,8 33 Stoffwechsel u.a.
dehydrogenase (Eurofung) FGSC A4 Citratzyklus
5 gi|310798845 malate dehydrogenase Colletotrichum 35244 129 6 8,63 16 Stoffwechsel u.a.
graminicola Citratzyklus
6* gi|489980589 MarR family transcriptional ~ Mycobacterium 18678 96 11 10,1 75 Transkriptions-
regulator fortuitum 3 regulation, beteiligt
an AB Resistenz
7* gi|518127197 N-methylproline Phaeobacter 74548 95 15 5,79 29 Oxidase
demethylase gallaeciensis
8 gi|3776021 RNA helicase Arabidopsis thaliana 50232 90 14 5,18 23 Replikation
9 gi|72386615 ATP synthase beta chain, Trypanosoma bruce/ 55969 148 8 5,29 15 Energiegewinnung
mitochondrial precursor
12 gi|l477381292 actin 7, partial Caragana korshinskii 31822 103 4 5,58 22 Zellstruktur
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Spot NCBI ID Proteinname Organismus Molekular- MOWSE  Anzahl pl % Sequenz- Funktion
Nr. gewichtin kDa Score Peptide abdeckung
13 gi|11466576 ATP synthase F1 subunit Rhodomonas salina 55876 260 9 6,93 21 Energiegewinnung
alpha
14* gi|517215625 hypothetical protein Marinobacter 131220 94 18 6,02 22 unbekannt
lipolyticus
17_1*  gi|507081301 protein BolA Citrobacter 12043 92 7 6,18 74 Stressantwort
17_2 gi|498333734 NAD-glutamate Vibrio campbellii 183932 86 17 5,32 16 Stickstoff-
dehydrogenase metabolismus
18 gi|32967469 90-kDa heat-shock protein,  Nematostella 66537 94 7 5,01 12 u.a. Stressantwort
partial vectensis
19 gi|281333439 70 kDa heat shock protein Thitarodes pui 71514 225 7 5,33 16 u.a. Stressantwort
20 gi|15076497 actin Nannochloris 26424 88 3 4,97 26 Strukturprotein,
maculata zellularer Transport
21 gi|186920113 ATP synthase FO subunit 1 Hemiselmis 53480 206 7 7,67 17 Energiegewinnung
andersenii
22* gi|586545242 PREDICTED: protein Pferopus alecto 58143 93 8 9,5 17 Transkription
FAMA4TE
24 gi|523460781 ATP synthase subunit beta  Desulfovibrio 50301 162 7 4,99 24 Energiegewinnung
alkalitolerans
27 gi|2454484 S-adenosylmethionine Chlamydomonas 19504 117 6 9,47 36 Proteinbiosynthese
synthetase reinhardtii
28* gi|75906255 DNA topoisomerase | Anabaena variabilis 97257 101 20 8,24 22 Transkription /

Replikation
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Spot NCBI ID Proteinname Organismus Molekular- MOWSE  Anzahl pl % Sequenz- Funktion

Nr. gewichtin kDa Score Peptide abdeckung

29* gi|242032503 hypothetical protein Sorghum bicolor 51850 90 10 8,84 34 unbekannt
SORBIDRAFT_01g003510

30* gil281212116 hypothetical protein Polysphondylium 70221 88 13 9,32 28 unbekannt
PPL_00839 pallidum PN500

31* gi|488361857 beta-D-glucoside Escherichia coli 82340 96 14 5,61 23 Zellwandabbau
glucohydrolase

32* gi|255088499 predicted protein Micromonas sp. 69121 91 16 9,91 30 unbekannt

RCC299

33* gi|525918327 glutamate synthase Listeria 169169 88 18 5,8 14 Stickstoff-

monocytogenes metabolismus

35 gil475676482 hypothetical protein Fusarium oxysporum 22993 88 9 6,47 61 unbekannt
FOC4_g10000547, partial f. sp. cubense race 4

SAG 2064 (P. blaschkeae)

1 gi|114411 ATP synthase subunit 55595 216 16 6,51 33 Energiegewinnung
alpha, mitochondrial

3 gi|164685576 atp1, partial (syn.: ATP Borago officinalis 44739 173 11 8,25 28 Energiegewinnung
Synthase subunit alpha)

4 gi|470103764 PREDICTED: malate Fragaria vesca 38017 87 5 8,12 17 divers u.a.
dehydrogenase, subsp. vesca Citratzyklus
glyoxysomal-like

6* gi|445937245 rhsA Escherichia coli 158762 105 18 6,19 19 Selbstproteolyse
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Spot NCBI ID Proteinname Organismus Molekular- MOWSE  Anzahl pl % Sequenz- Funktion
Nr. gewichtinkDa Score Peptide abdeckung
7 gi|498180835 DNA primase Paenibacillus elgii 37734 89 11 9,51 32 Replikation
8 gi|15076497 actin Nannochloris 26424 91 2 4,97 19 Strukturprotein,
maculata zellularer Transport
9* gi|298715868 calmodulin-domain protein  Ecfocarpus 11832 94 8 9,95 69 Protein-
kinase siliculosus phosphorylierung
10* gi|[495289164 DNA recombination protein  Pseudomonas sp. 55249 88 15 5,13 34 unbekannt, evtl.
RmuC Schutz vor
Nukleasen
13* gi|491635818 Pantoate--beta-alanine Pseudoalteromonas 31204 90 12 6,08 40 Aminosaure-
ligase luteoviolacea stoffwechsel
14* gil491635818 PREDICTED: dynein heavy Anas platyrhynchos 487085 88 39 5,57 10 intrazellularer
chain 17, axonemal Transport
15* gi|494656018 release factor H-coupled Pedosphaera parvula 41398 102 12 6,91 31 RNA-Prozessierung
RctB family protein
19* gi|446435854 dihydropyrimidine Vibrio mimicus 54031 93 10 5,95 21 DNA Synthese
dehydrogenase subunit A
21* gi|565322612 Pericentriolar material 1 Ophiophagus 235109 92 35 4,97 18 Replikation
protein hannah
22 gi|399427 Enolase Chlamydomonas 40483 135 8 5,02 31 u.a.Energiestoffwech
reinhardtii sel (v.a. Glykolyse)
24* gi|548300544 dNA ligase Clostridium sp. 69897 91 21 6,01 37 Transkription /

Replikation
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Spot NCBI ID Proteinname Organismus Molekular- MOWSE  Anzahl pl % Sequenz- Funktion

Nr. gewichtin kDa Score Peptide abdeckung

25* gi|321259273 ubiquitin-protein ligase Crypfococcus gattii 212506 89 36 6,39 19 Ubiquitinsynthese

26 gi|21427320 Hsp70 protein Mitsukurina owstoni 50707 115 5 8,58 14 u.a. Stressantwort

gi|552831072 heat shock protein 70B Chlorella variabilis 72152 114 9 5,15 17

27* gi|552658122 putative 5'-3' exonuclease Mesoplasma florum 36838 89 9 9,29 21 DNA-Bindung
Bsu YpcP

28 gi|192288613 dihydrolipoamide Rhodopseudomonas 48795 88 14 6,58 43 Energiestoffwechsel
dehydrogenase palustris div.

33 gi|145353365 Eukaryotic translation Ostreococcus 53203 159 8 8,49 14 Translation
elongation factor 1 alpha lucimarinus

34* gi|497422999 NAD-dependent DNA Bradyrhizobiaceae 78643 114 20 7,15 27 Transkription /
ligase LigA bacterium Replikation

37 gil403224071 glyceraldehyde-3- Theileria orientalis 36781 137 7 6,46 27 Energiegewinnung

phosphate dehydrogenase

strain Shintoku

(Glykolyse)

*MS/MS-Toleranz von 0,8 auf 1,2 geandert
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3.3 Spezifische Antigene einer induzierten Protothekose des Kaninchens
3.3.1 P. zopfii Genotyp 2-spezifische Antigene

Wie in Abbildung 2 dargestellt, fallen finf der zur Analyse ausgewahlten Proteinspots in die
Kategorie ,genotypspezifische Antigene® fir P. zopfii GT2. Dies beruht auf einer visuellen
Auswertung der Western Blot Membranen. Bei Beriicksichtigung der Ergebnisse der MALDI
TOF Analyse reduziert sich diese Zahl auf vier, von denen zwei identifiziert werden konnten.
Dabei handelt es sich um eine Serinrekombinase (Spot Nr. 2) und um ein Protein aus der
Familie der 14-3-3 Proteine (Spot Nr. 22).

3.3.2 Gemeinsame Antigene der untersuchten Prototheken

Es gab 18 Signale, die auf Westen Blot Membranen aller drei untersuchten Prototheken-
Spezies bzw. Genotypen detektiert wurden. Es gelang in 4 Fallen das entsprechende Protein
von allen drei Gelen (SAG 20217, SAG 2063" und SAG 20647) zu identifizieren (Tabelle 5).
Hierzu wird auch Malatdehydrogenase gezahlt, welche bei P. zopfii GT2 jedoch einen
anderen isoelektrischen Punkt aufweist und erst durch die Identifikation mittels MALDI TOF
MS eine Ubereinstimmung festgestellt werden konnte (Abbildung 4).

Tabelle 5: Allgemeine Antigene von P. zopfii GT2 einer induzierten Protothekose. Die Positionen

der Spotnummern sind fur SAG 20637 (P. zopfii GT1) und SAG 2064T(P. blaschkeae) der Abbildung 3

und fiir SAG 20217 (P. zopfii GT2) der ersten Veroffentlichung zu entnehmen. Die Namen der Proteine
entsprechend den originalen Datenbankeintrdgen und sind daher auf Englisch. UE = Untereinheiten

Spot Nummer
Name des Proteins
SAG 20217 SAG 2063T SAG 20647

1 4 und 5 4 Malate dehydrogenase

15 19 26 Heat shock protein 70 (Hsp70)

20 1und 2 33 Translation elongation factor 1-alpha
24 24 1 ATP synthase (ATPase) — versch. UE

Abbildung 4: Position von Malatdehydrogenase auf Membranen von SAG 20217 (P. zopfii GT2; gelb)
und SAG 2063T (P zopfii GT1; blau)

55 kDa -
. ] ‘ ‘
Malatd eh:,rd rogenase u
»

35 kDa

25 kD ‘
» _ "
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3.3.3 Individuelle Antigene von P. zopfii GT2 bei induzierter Protothekose von

Kaninchen

In der Publikation 1 wurden durch den Vergleich mit dem Serum eines weiteren
Versuchskaninchens (zweites anti-P. zopfii GT2-Serum) die Antigene bestimmt, welche eine
generelle Aktivierung des Immunsystems der Tiere hervorrufen. Des Weiteren konnten somit
je Serum vier Proteinspots ermittelt werden, welche individuell von den verschiedenen
Immunsystemen erkannt wurden. Diese acht Proteinspots wurden aus dem Gel
ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mittels MALDI TOF MS analysiert. Eine
Proteinidentifikation war nur im Fall des zweiten anti-P. zopfii GT2-Serum (,S2“) mdglich
(Tabelle 6).

Tabelle 6: Ergebnisse der MALDI TOF MS Analyse der individuellen Antigene von P. zopfii GT2 (zweites
anti-P. zopfii GT2-Serum). MOWSE -Score (Molecular Weight Search Score): Wahrscheinlichkeitsbasierte
Methode um Proteine anhand ihrer Masse zu bestimmen. Der Algorithmus wurde von PAPPIN et al. (1993)
entwickelt [208]. Ein Protein gilt als identifiziert, wenn der MOWSE Score grofer/gleich der Signifikanz des
Schwellenwertes (p<0,05) ist und mehr als zwei Peptide erkannt wurden. Die Namen der Proteine entsprechend
den originalen Datenbankeintradgen und sind daher auf Englisch.

NCBI MOWSE

Spot Nr. Identifikationsnummer Name Protein Score Funktion
1-S2 gi|385153416 ATPase alpha subunit 136
. Energiestoffwechsel
. H(+)-transporting
2-S2 gi|11497478 ATPase, subunit 1 257
dihydrolipoamide 5 dv. metabolische
3-S2 gi|402496445 dehydrogenase E3 . g
component (Peptid)  Glykolyse und
P Citratzyklus beteiligt
4-S2 gil154248595 deoxyribodipyrimidine o, Pyrimidinsynthese

photo-lyase

Wie Tabelle 6 zu entnehmen, reagierte die ATPase Untereinheit alpha (Spot-Nr.1-S2) mit
dem zweiten anti-P. zopfii GT2-Serum. Da dieses Serum auch mit der ATPase Untereinheit
beta reagierte (Publikation 1), stellt demnach das Protein als Ganzes kein individuelles

Antigen dar.
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4 Diskussion

Im Fokus des Dissertationsvorhabens stand die Identifikation antigener Proteine von
P. zopfii GT2 als Grundlage zum Verstandnis des Infektionsgeschehens bei Protothekosen.

Die Identifikation moéglicher Virulenzfaktoren wurde dabei mit bertcksichtigt.
4.1 Vergleich der beiden Studien - leporine vs. canine Protothekose

Die vorliegende Arbeit gliederte sich in zwei Studienteile. Im ersten Teil wurden anhand von
Hyperimmunseren experimentell infizierter Kaninchen antigene Proteine von P. zopfii GT2
(SAG 2021T) detektiert und teilweise identifiziert (Publikation 1) und die Kreuzreaktivitat des
ersten anti-P. zopfii GT2-Serum bestimmt (Abschnitt 3.1). Zur Identifikation antigener
Proteine von P. zopfii GT2 wurden im zweiten Teil Isolate nattrlicher caniner Protothekosen

(PZ-L; PZ-P) und deren korrespondierende Patienten-Seren untersucht (Publikation 2).

Alle verwendeten Seren resultieren somit von Infektionen mit P. zopfii GT2. Die enthaltenen
Antikdrper erwiesen sich in den Untersuchungen jedoch als hochgradig kreuzreaktiv mit
Proteinen von P. zopfii GT1 und P. blaschkeae. Dies unterstiitzt die Ergebnisse molekularer
Untersuchungen bezlglich der nahen Verwandtschaft der Arten bzw. Genotypen [23,24]. In
den genannten Studien zeigen phylogenetische Untersuchungen ein Cluster von P. zopfii
(GT1 und 2) und P. blaschkeae. P. wickerhamii scheint aul3erdem nadher mit Chlorella
variabilis (Syn. Auxenochlorella protothecoides) verwandt zu sein als mit den anderen
Prototheca Spezies. Da im Falle der caninen Protothekosen die zur Verfigung stehende
Menge Serum pro Erkrankungsfall stark begrenzt war, wurde darauf verzichtet die
Kreuzreaktivitat auch mit P. wickerhamii zu testen, obwohl Infektionen bei Hunden auch mit

dieser Spezies beschrieben sind [190].

Betrachtet man die identifizierten Proteine beider Studien im Ganzen, so stellte die Mehrheit
der Antigene intrazelluldr lokalisierte Proteine dar. Dabei handelte es sich vorrangig um
Enzyme des Stoffwechsels sowie Proteine von Replikation, Regulation und
Proteinexpression. Wobei anzumerken ist, dass tierartspezifisch (Kaninchen vs. Hund)
unterschiedliche Proteine detektiert worden sind. Lediglich acht Proteine (Hitzeschockprotein
70 (Hsp70), Malatdehydrogenase, ATPase, Elongationsfaktor 1-alpha, Glyceraldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), 14-3-3 Protein, Triosephosphatisomerase (TPlI),
Serinrekombinase) wurden sowohl durch die caninen als auch die leporinen Seren detektiert.
Die Spezifitat der jeweiligen Antikérperbindung unterscheidet sich dabei oftmals zwischen
den Untersuchungen experimentell gewonnener Kaninchenseren und den Seren natlrlicher
Hundeinfektionen. Dafur sind zwei Erklarungen in Erwagung zu ziehen: i) Bisher wurde keine

naturliche leporine Protothekose beschrieben. Dies kdnnte zu einem artifiziellen Charakter
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der Ergebnisse fiihren. Erst die Beschreibung einer natirlichen Protothekose eines
Kaninchens wirde diesen Punkt widerlegen. ii) Die Unterschiede kdnnten aber ebenso in
den verschiedenen Wirtsspezies als solche begriindet liegen. Der Einfluss der Wirtsspezies

auf die Pathogenese von Infektionen wird in Abschnitt 4.2.2 ausfihrlicher diskutiert.

Da im Falle der Kaninchen beide Tiere mit demselben Stamm (SAG 2021T) von P. zopfii GT2
experimentell infiziert wurden, zeigt ein Vergleich der Seren auf derselben Western Blot
Membran ebenso die individuellen Unterschiede in den Immunantworten der Wirtstiere. Auf
Grund der Tatsache, dass die verwendeten Hundeseren aus natirlichen Infektionen
stammen und die Tiere sich in grof3er geographischer Entfernung zueinander befanden
(Bayern vs. Berlin), ist von einer Infektion mit verschiedenen nicht-klonalen Erregerstdmmen
auszugehen und kdnnte eine Erklarung fir die in dieser Untersuchung individuell detektierten
Signale (z.B. 3-dehydroquinate synthase) liefern. Da molekulare Methoden, wie z.B.
Pulsfeldgelelektrophorese, AFLP (amplified fragment-length polymorphism) oder MLST
(multilocus sequence typing), zur Erregercharakterisierung von Prototheken fehlen, kann
diese Annahme jedoch nicht sicher bewiesen werden. Eine im Rahmen dieser Arbeit
ebenfalls geplante Etablierung der genannten Methoden schlug aufgrund einer vermutlich
sehr speziellen Zell- und Genomorganisation von Prototheken bislang fehl (unverdéffentlichte

Daten des Autors).

Somit resultieren die heterogenen Signalmuster der beiden caninen Seren vermutlich nicht
nur aus der Individualitdt des Immunsystems des jeweiligen Wirtstieres, sondern sie
reprasentieren unter Umstanden auch die individuellen Antigene der verschiedenen aus dem

Krankheitsgeschehen isolierten Erregerstamme.

Eine definitive Aussage, in wie weit sich die Ergebnisse aufgrund der verschiedenen
Wirtsspezies unterscheiden, kann erst durch eine &quivalente Untersuchungen mit
Infektionsseren einer dritten Wirtsspezies getroffen werden. Hierbei wirden sich
Untersuchungen mit Seren mastitiskranker Rinder anbieten, da hier die Fallzahlen
vergleichsweise hoch liegen und entsprechende Isolate und Seren leichter verfigbar sind
[148].

-44 -



4.2 Detektierte Proteine und deren Einfluss auf das Pathogenitatspotential
4.2.1 Intrazelluldre Proteine

ATPase, EF-1a, 14-3-3-Proteine und Malatdehydrogenase wurden mit Immunseren der
beiden Wirtsspezies Hund und Kaninchen als Antigene von Prototheken nachgewiesen. In
Immunoblotanalysen von eukaryotischen Pathogenen bzw. Parasiten wie Anisakis spp.
[203], Schistosoma sp.[209], oder Cryptococcus sp. [210] werden diese wiederkehrend als
Antigene identifiziert. AulRerdem gehdren diese Proteine mit zu den am haufigsten
differentiell exprimierten Proteinen Uberhaupt [211]. Obwohl sie haufig als Antigene oder
Immunogene nachgewiesen werden, fehlt es an Erklarungen, welche Rolle den Proteinen im
Infektionsgeschehen zukommt. lhre Verwendung als Markerproteine fir immunolgische
Nachweisverfahren wird jedoch haufig diskutiert. So kommen die 14-3-3-Proteine als
diagnostischer Marker flr Clonorchis sinensis, dem Chinesischen Leberegel in Betracht
[212].

Einen anderen Aspekt beleuchtet das in den Western Blot Analysen der Hundeseren (L24
und P50) identifizierte flagellar motor switch protein FliG. Dieses Protein ist als Untereinheit
des flagellar motor switch complex in der Cytoplasmamembran von Mikroorganismen
verankert. Fur Prototheken wurden entsprechende flagellare Strukturen jedoch noch nie
beobachtet. Daher ergab sich die vordergriindige Annahme, dass es sich hierbei um ein
Protein handelt, welches gewisse Homologien zu FliG aufweist, jedoch eine andere Funktion
erfullt. Genomanalysen von Chlorella variabilis zeigen, dass auch diese Uber eine ganze
Reihe von Flagellenproteinen verfiigen, obwohl auch Chlorellen als nicht-motil gelten [213].
Des Weiteren zeigte sich, dass Chlorellen alle nétigen Meiosegene besitzen. Bis dahin
wurde ein rein asexueller Vermehrungszyklus, wie auch fir Prototheken, angenommen.
BLANC et al. (2010) schlussfolgern daraus, dass fir Chlorellen durchaus eine sexuelle
Reproduktion existiert und ein rudimentares Flagellum zur Erkennung des Sexpartners dient.
Auch fur Ostreococcus sp. wurde der sexuelle Vermehrungszyklus lang Ubersehen [214] und
bei Chlamydomonas reinhardii kann er nur durch starkes Stressen der Zellen induziert
werden [215]. An dieser Stelle wird deutlich, wie dringend Genomdaten zu Prototheken
bendtigt werden, wenn es dadurch moglich wird, lang bestehende Annahmen zu den
grundlegendsten Charakteristika eines Organismus zu widerlegen. Erste Versuche der
Ganzgenomsequenzierung von P. zopfii GT2 (SAG 2021T) am Institut fir Tier- und
Umwelthygiene gestalten sich bisher leider als ausgesprochen schwierig (persénliche

Kommunikation: Dr. Roschanski) [216].
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4.2.2 Oberflachenassoziierte und sekretorische Proteine

Die Detektion und Identifikation der sogenannten Housekeeping-Enzyme GAPDH und TPl ist
besonders spannend, da diese auch als oberflachenassoziierte Proteine eine gesonderte
Stellung einnehmen. Bei einer Reihe von Pathogenen gelten bekannte glykolytische
Enzyme, wie Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Triosephosphatisomerase oder
Enolase, als Virulenzfaktoren, da sie fir die Bindung an Zellen und Gewebe sowie direkt an
der Induktion von Signalkaskaden der Wirtszellen beteiligt sind [217]. In der Wissenschaft
hat sich fur solche multifunktionalen Proteine der Ausdruck ,moonlighting proteins®
herausgebildet [218].

Im Rahmen des hier vorgestellien Forschungsvorhabens wurden einflihrende
Untersuchungen bezuglich oberflachenassoziierter Enzyme von Prototheken mittels Durch-
flusszytometrie durchgefuhrt. Der Fokus lag hierbei zunachst auf GAPDH, da es in den
Western Blot Studien mehrfach und mit hoher Signifikanz detektiert und identifiziert wurde.
AuBRerdem gehért GAPDH zu den bekanntesten und verbreitetsten oberflachenassoziierten
Stoffwechselenzymen von Pathogenen [219-221] und es gab vergleichbare Untersuchungen
zur schnellen Adaption der Methode an die Fragestellung [222]. GAPDH konnte dabei nur
auf der Oberflache von SAG 20647 (P. blaschkeae) nachgewiesen werden. Dies deutet auf
mogliche Unterschiede in der Pathogenese von Protothekose durch die verschiedenen
Erreger hin. Allerdings wurden bisher noch keine Studien zum Bindungsverhalten von
Prototheken-spezifischen GAPDH durchgefihrt. Erst wenn klar ist, ob und an welches
Wirtsprotein das Enzym bindet, kann man eine Aussage Uber dessen Beteiligung am
Infektionsgeschehen treffen. Neben GAPDH existieren noch eine Reihe weiterer
oberflachenassoziierter Stoffwechselenzyme, die als Virulenzfaktoren in Frage kommen. Es
ist nicht auszuschlielden, dass P. zopfii GT2 Uber andere oberflachenassoziierte Enzyme als
P. blaschkeae verfligt. Die von MURUGAIYAN et al. (2013) durchgeflihrte Differenz-
Gelelektrophorese (DIGE) bezlglich der beiden Genotypen von P. zopfii, zeigte eine
unterschiedliche Expression auch fiur Triosephosphatisomerase (TPI), Enolase,
Phosphoglyceratkinase, und Alkoholdehydrogenase [223]. All diese Enzyme sind an der
Bindung von Pathogenen wie Streptokokken, Staphylokokken, Mykobakterien, Neisseria
oder Candida an Fibronektin oder Plasminogen beteiligt [217,224-226]. In den
durchgeflhrten Western Blot Analysen dieser Arbeit konnten TPI, Enolase, sowie Succinyl-
CoA Synthetase (oberflachenassoziiertes Enzym von Trichomonas vaginalis [227]) als
immunreaktive Proteine identifiziert werden. Bei weiteren Untersuchungen sollte allerdings
bei der Wahl des Fluorophors die Eigenfluoreszens der Prototheken-Zellen aufgrund von
Carotinoiden in ihrer Zellwand starker berlcksichtigt werden. Diese hatte zwar auf die
Durchflusszytometrie  keinen Einfluss, bei einer zuséatzlichen Analyse mittels

Immunfluoreszensmikroskopie stérten die Signale jedoch. Die Ergebnisse der
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Durchflusszytometrie fir GAPDH kdnnten jedoch auch auf unterschiedliche Beschaffenheit
der Zelloberflache zurickzufihren sein, so dass das Enzym flr eine Bindung des
Antikérpers nicht zur Verflgung steht. Fur Neisseria meningitidis wurde gezeigt, dass
GAPDH in Wildtypstdmmen an der Oberflache exprimiert wird, eine Antikdérperbindung
aufgrund der Kapsel jedoch nicht stattfinden konnte [228]. Es gibt nur wenige Studien Gber
die Zellwand von Prototheken und keine, die direkte Vergleiche zwischen den verschieden

Spezies bzw. Genotypen zieht.

Neben oberflachenassoziierten Molekulen zur direkten Erreger-Wirts-Interaktion konnten im
Infektionsgeschehen auch sekretorische Effektormolekile eine Rolle spielen. Dr. Murugaiyan
vom Institut far Tier und Umwelthygiene (persdnliche Kommunikation) hat in diesem
Zusammenhang erste Analysen von Kulturiberstanden der Spezies P. zopfii GT2
durchgeflihrt [229]. Dabei konnten mittels SDS-PAGE drei Proteine dargestellt werden. Eines
davon wurde mittels MALDI TOF MS als Hsp70 identifiziert. Dieses Protein wurde ebenfalls
in den im Rahmen dieses Dissertationsverfahrens durchgefiihrten Arbeiten als Antigen
nachgewiesen — sowohl bei der experimentellen leporinen - als auch bei der natirlichen
caninen Protothekose. Hsp70 stellt eine Familie an Hitzeschockproteinen dar, deren
MolekulgroRe ca. 70 kDa betragt. Einige sind strikt stress-induziert, wohingegen andere
House-keeping-Funktionen besitzen [230]. Hsp70 ist als immunogenes Protein von
Cryptococcus neoformans, Schistosoma mansoni und als Allergen von Anisakis spp.
bekannt [203,209,231,232]. Zusatzlich zeigen Studien, dass Hsp70 extrazellular lokalisiert
sein kann. Durch eine proinflammatorische Wirkung, ahnlich Cytokinen, werden Zellen des
Immunsystems aktiviert [233,234]. Extrazellular aktives Hsp70 kdnnte demnach eine
Erkldrung fir die starken entzindlichen Reaktionen sein, wie sie vor allem beim
Mastitisgeschehen des Rindes auftreten. Da es sich bei Hsp70 um eine Proteinfamilie
handelt, ist in zuklinftigen Untersuchungen zu zeigen, ob das im Rahmen dieser Arbeit
detektierte Hsp70 mit dem von Dr. Murugaiyan identifizierten Protein aus den
Uberstandsanalysen (bereinstimmt. Weitere Antigene, denen auch eine sekretorische

Bedeutung zugeschrieben werden kann, konnten nicht identifiziert werden.

Da bisher noch keinerlei Daten Uber die Expressionsbedingungen Prototheken-assoziierter
Virulenzfaktoren existieren, sind die vorliegenden Ergebnisse allerdings mit Vorsicht zu

interpretieren.

Sowohl in der angefiihrten Analyse des Uberstandes, als auch in den Verdffentlichungen
dieser Arbeit, wurden die Zelllysate nach Kultivierung unter standardisierten
Laborbedingungen gewonnen. Diese bieten den Zellen optimale Bedingungen in Bezug auf
das verflugbare Nahrstoffangebot und den vorherrschenden physikalischen Parametern
(Temperatur, Sauerstoff etc.). Virulenzfaktoren stellen eine Spezialform von Fitnessfaktoren

dar, welche es einem Organismus ermdglichen eine 6kologische Nische zu besetzen. Daher
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stellt sich die Frage, ob fakultative Pathogene unter idealen Bedingungen das volle Spektrum
ihrer Virulenzfaktoren exprimieren, obwohl diese zum Uberleben nicht zwingend erforderlich
sind. Dartber hinaus gibt es beschriebene Falle, bei denen die Induktion von
Virulenzfaktoren von einem Erreger-Wirts-Kontakt abhangt: Beispielsweise kommt es bei
Neisseria meningitidis in Folge eines Kontaktes mit epithelialen Zellen zu einem steigenden
Expressionslevel von gapA-1 (dem Gen fur GAPDH) und anderer Virulenzfaktoren [235]. Zur
Klarung des Pathomechanismus der Protothekose sind somit weiterfuhrende
Untersuchungen zur stressbedingte Induktion von Virulenzfaktoren und dem Einfluss von
Zellkontakt mit Wirtsgewebe oder -zellen zwingend erforderlich. Letzteres scheint eine grof3e
Rolle bei der Pathogenese von Protothekosen zu spielen. Je nach Wirt variiert die
Symptomatik und Lokalisation der Erkrankungen stark (vgl. Abschnitt 1.2) Die Art der
Manifestation der Erkrankung scheint daher auch entscheidend von der Gewebeoberflache
der Wirtsspezies bestimmt, als nur durch den Erreger selbst. Das wohl bekannteste Beispiel
fur eine solche Abhangigkeit vom Wirt stellt das Grippevirus dar. Die verschiedenen
Influenzatypen haben einen unterschiedlichen Wirtstropismus, welcher auf Unterschiede im
Glykosilierungsmuster der Wirte zurlckzufihren ist [236]. Wahrend Vogelgrippeviren
bevorzugt an a(2,3) glykosidisch verknipfte Sialylsdure im Darm der Tiere binden, erkennen
humanpathogene Influenzaviren a(2,6) glykosilierte Sialylsdure im Respirationstrakt als
Bindestelle. Nur im Schwein kdénnen beide Virustypen aufeinander treffen, da hier beide
Rezeptoren fir das Oberflachenprotein der Viren auf einem Gewebetyp vorkommen und
neue Virusstamme ausbilden. Somit resultiert das zoonotische Potential der Grippeviren aus
einer Co-Infektion der Schweine mit humanen und aviaren Virusstdmmen. Hinsichtlich der
Rezeptoren verschiedener Wirtsspezies gibt es fir Prototheken noch einen groflien

Forschungsbedarf.
4.3 Kritische Betrachtung der verwendeten Methoden

Die vorliegende Arbeit zur Identifikation antigener Proteine von Prototheca zopfii GT2 stellt
die erste umfangreiche Untersuchung dieser Art Uberhaupt dar. Als solche kann und méchte
sie nicht den Anspruch auf Vollstandigkeit erheben und unter diesem Aspekt missen die

Ergebnisse betrachtet werden.

Die Identifikationsrate der Proteine betrug zwischen 44 % und 63 %. Von diesen
identifizierten Proteinen waren wiederum ca. 1/5 .nypothetische Proteine®. Zur Identifikation
der Proteine erfolgte ein Abgleich der mittels MALDI TOF MS erhaltenen Peptidspektren mit
bekannten Sequenzen aus Datenbanken. Da Daten von Algen hier deutlich unter-
reprasentiert sind, musste ein solcher Abgleich auf weitere verfligbaren Datenbanken mit
Eintragen von v. a. Bakterien, Pilzen oder anderer eukaryotischer Pathogene ausgeweitet

werden. Die geringeren Homologien zwischen Peptiden der verschiedensten evolutionaren
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Bereiche flhrten zu einer deutlichen Reduktion der Signifikanz der Ergebnisse und
spiegelten sich letztendlich auch in einer verminderten Identifikationsrate wieder. Bestand ein
Proteinspot zudem aus mehreren verschiedenen Proteinen, erschwerte dies die Bestimmung

zusatzlich.

Hinzu kommt, dass nicht alle Proteine einer Zelle durch Standartextraktionsmethoden in
Lésung gehen oder sich unter den eingesetzten Bedingungen in der SDS-PAGE auftrennen
lassen. Diese ,Verluste® sind bei der der Interpretation der Western Blot Analyse im stets im

Blick zu behalten.

Darlber hinaus ist zu berlcksichtigen, dass es sich bei SDS-PAGE und Western Blot um
unterschiedlich sensitive Detektionsmethoden handelt. Im Western Blot fihrten die
polyklonalen Antikérper in Kombination mit der mehrfachen Kopplung der Horse-Radish-
Peroxidase an den zweiten Antikdrper zu einer Vervielfachung des Signals. Somit kam es
mehrfach vor, dass im Western Blot starke Signale detektiert wurden, obwohl im kolloidal-
gefarbten SDS-Gel keine oder nur sehr schwache Proteinspots zu erkennen war (z. B. P6
oder L50). Da es in Folge dessen nicht moglich war, die entsprechenden Proteine aus dem
Gel zu isolieren, war eine MALDI TOF MS Analysen in diesen Fallen nicht moglich. Zudem
gab es keine Mdglichkeit der Korrelation zwischen der Konzentration eines Proteins und
dessen Bedeutung. Gerade Toxine sind schon in geringster Konzentration wirksam. Einige
Toxine, wie z. B. das B-Bungarotoxin oder OS2, téten Nervenzellen schon im picomolaren
Bereich ab [235]. Die Nachweisgrenze in kolloidal gefarbten SDS-Gelen betragt 5 ng. Somit
konnte ein Nachweis von Toxinen in Ganzzell-Proteinextrakten an einer zu geringen
Konzentration der Molekile scheitern. Die Moglichkeit eines Cytotoxins bei Prototheca sp.
kann somit weder ausgeschlossen, noch bestatigt werden. Der Spot P109 (Tabelle S1 der
zweiten Veroffentlichung) besitzt laut MASCOT Homologien zu Alveolysin, welches zur
Gruppe der Zytotoxine gehért [236,237]. Der MOWSE Score ist jedoch nur knapp signifikant
bei gleichzeitiger Erhéhung der MS Toleranz auf 1.2 kDa. Eine Bestatigung des Proteins

durch eine alternative Analysemethode wie der lontrap gelang wiederum nicht.

Die Western Blots wurden zunachst visuell in silico verglichen. Durch die paarweise
Uberlagerung der jeweiligen Membranen mittels der Software Delta2D (Decodon,
Greifswald) wurde versucht, die Spezifitat der Antigenbindung zu bestimmen. Das Beispiel
von Malatdehydrogenase (Abbildung 3) zeigt dabei die Limitierung der Methode. Eine
Verschiebung des isoelektrischen Punktes oder eine Veranderung der Molekulgréfie flihren
zu einer veranderten Position in der 2D SDS-PAGE. Die visuelle Auswertung zur Spezifitat
der Antigenerkennung wurde daher nur als Anhaltspunkt betrachtet und alle reaktiven
Proteinspots wurden in die MALDI-TOF MS Analysen einbezogen. Um ein wirklich
umfassendes Bild der antigenen Proteine von P. zopfii GT2 zu erhalten, missten jedoch

Untersuchungen mit einer groReren Anzahl an Infektionsseren erfolgen. Mit steigender
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Anzahl untersuchter Seren, ware ein Rickgang von Proteinspots zu erwarten, die durch alle
Seren detektiert werden. Zu einem solchen Ergebnis kamen auch Untersuchungen mit
Immunseren von Toxoplasmose-Patienten [238]. Diese zeigten eine starke Heterogenitat der

2D Western Blot Signalmuster, vergleichbar mit denen der vorliegenden Arbeit.
4.4 Impulse der Arbeit im Hinblick auf weiterfiihrende Forschungsansatze

Trotz der Vielzahl der zuvor aufgezeigten Limitationen und den damit verbundenen
Schwierigkeiten bei der Interpretation der Ergebnisse, ergeben sich insgesamt gesehen viele
neue, spannende Forschungsansatze. Mit den angewandten Methoden war es mdglich,
erste Hinweise auf immunreaktive Proteine und ihre Bedeutung in der Pathogenese von
Protothekosen zu erhalten. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich damit rein auf Proteine
im Infektionsgeschehen. Andere Stoffklassen wie z.B. Glykolipide wurden in diesen
Zusammenhang auler Acht gelassen. Glykolipide als Virulenzfaktoren treten bei
verschiedenen Erregern auf. Fur Leishmania donovani und Mycobacterium leprae wurde
gezeigt, dass Glykolipide zytotoxische Sauerstoffradikale abfangen kénnen, um so das
Uberleben der Krankheitserreger in Phagozyten zu sichern [237]. Genauso sind Toxine, die
bekannteste Gruppe der Virulenzfaktoren, nicht zwingend Proteine. Vor allem
Pflanzentoxine, wie Nicotin oder Morphin, stammen haufig aus der Gruppe der Alkaloide.
Daher sollten zukilnftige Untersuchungen zu Pathogenitat-assoziierten Faktoren weitere

Stoffklassen einschliel3en.

Die verwendeten Seren zeigen alle eine speziesubergreifende Kreuzreaktivitat. Hinter dieser
Beobachtung verbirgt sich die Madoglichkeit, dass die Induktion einer schitzenden
Immunantwort nicht auf einen Stamm, Genotyp oder Art beschrankt ist. Gerade im Bereich
der Milchviehhaltung mit zum Teil hohen Intraherdenpravalenzen ware die Mdglichkeit einer
praventiven Immunisierung der Tiere wichtig. Bisher gibt es bei Prototheken noch keine
Erkenntnisse, ob eine induzierte Immunantwort vor weiteren Infektionen schitzt. Da die in
dieser Arbeit durch Immunseren detektierten Proteine erst einmal nur Antigene darstellen, ist
nicht bewiesen ob sie auch eine immunogene Wirkung besitzen. Daher sollten mogliche
Immunisierungsversuche zunachst mit Ganzzellextrakten durchgeflihrt werden oder weitere
Untersuchungen zur Immunogenitat der identifizierten Antigene erfolgen. Prinzipiell ist eine
Immunisierung mittels immunogener Proteine moglich [210,238]. Doch obwohl die
Identifikation immunogener Proteine bei einigen Pathogenen vielversprechende
Moglichkeiten fur Immunisierungen darstellten, schlugen darauf aufbauende Vakzinierungen
mit rekombinanten Proteinen fehl oder erzielten nicht den gewlnschten Effekt [239,240].
Aulerdem erhdhen kreuzreaktive Antikdrper nicht zwingend den Schutz vor Infektionen mit
anderen Stdmmen. Im Falle des Dengue-Virus stellen kreuzreaktive polyklonale Antikérper

einer ersten Infektion zum Beispiel das grofite Risiko dar, dass es bei einer Folgeinfektion zu
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einem schweren Verlauf mit lebensgefahrlichen Komplikationen, wie dem Dengue-Schock-
Syndrom, kommt [241]. Zudem ist nicht bekannt, welche Rolle dem zelluldren Immunsystem
bei der Kontrolle einer Protothekeninfektion zukommt und inwieweit dies immun-

prophylaktisch zu beachten ware.
441 Immunsystem vermittelte Toleranz als Schutz vor toxigener Schadigung?

Das Hitzeschockprotein 70 ist nur eine von vielen Méglichkeiten, wie es im Verlauf einer
Protothekose zu den teilweise schweren entzindlichen Reaktionen kommen kann. Bei
einigen Pathogenen beruht der Mechanismus auf der Bildung von Toxinen. Als Exotoxine
bezeichnet man dabei Toxine, die von Zellen synthetisiert und segregiert werden. Unter
Endotoxinen versteht man Komponenten des Zellwandaufbaus gram-negativer Bakterien.
Diese Lipopolysaccharide (LPS) enthalten im Inneren die eigentlich toxische Komponente
Lipid A, welches erst bei Degradierung der Zellwand seine Wirkung entfaltet. ROYCE UND
PARDY (1996) konnten nachweisen, dass LPS nicht auf das Reich der Bakterien beschrankt
ist, sondern auch von Chlorellen gebildet wird [242]. Dieses aLPS (,a“ fir Algen) besitzt
ebenfalls das Endotoxin Lipid A in aktiver Form. ROYCE UND PARDY (1996) vermuteten, dass
aLPS fur das Entkommen aus dem lysosomalen Verdau eine Rolle spielen kénnte. Spater
wurde aLPS auch flr Prototheca nachgewiesen [243]. Dabei wurde gezeigt, dass aLPS zwar
vom Immunsystem von Insekten, aber nicht von Mausen erkannt wird. Anstatt dies als
Unvermoégen des Immunsystems, die Zellen zu erkennen, anzusehen, kénnte man darin
auch eine Anpassung des Immunsystems sehen. Eine intakte Zellwand bedeutet, dass der
Organismus vor Schadigungen durch das Toxin geschitzt ist. Dies wirde eine starke
entziindliche Reaktion auf zerstorte Zellen erklaren, wie sie auch von PEREZ et al. (1997)
postuliert wurde [244]. Auch in dieser Arbeit waren die haufigsten detektierten Antigene
intrazellularer Natur. Trotz allem werden Protothekenzellen nur mit einer geringen Phago-
zytoserate von Makrophagen erkannt [245]. Die Suppression einer zellularen Immunantwort
durch intakte Zellen wurde ebenfalls von PEREZ et al. (1997) postuliert [244]. Die Detektion
von Phosphomannomutase bei Zelllysaten von P. zopfii GT1 kénnte dabei eine Rolle spielen.
Dieses Enzym gilt als indirekter Virulenzfaktor bei Cryptocococcus sp., da es an der Bildung
der Kapsel, dem groten Virulenzfaktor, beteiligt ist. Die Wirkung der Kapsel bei
Cryptococcus gattii liegt entweder in einem immunsupprimierenden Effekt oder stellt einen
antiphagozytotischen Faktor dar [246]. Allerdings ist die Kapselbildung bei Prototheken
bisher vorwiegend fir apathogene Prototheken beschrieben worden (siehe Tabelle 1,
Abschnitt 1.1.3). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde Phosphomannomutase bei dem
nicht-pathogenen Genotyp 1 von P. zopfii nachgewiesen, allerdings schliefl3t diese Beobach-

tung allein aufgrund der methodologischen Unsicherheiten auch die Expression bei
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pathogenen Prototheken nicht aus. Der genaue Zusammenhang muss in weiterfihrenden

Analysen untersucht werden.

Bekannt ist aber, dass die Algenzellen nur zu einem geringen Teil phagozytiert werden.
Kommt es dennoch zu einer Phagozytose von Protothekenzellen, so werden diese jedoch
nicht im Phagolysosomen abgebaut [245]. Daher stellt sich die Frage, ob dies eine
Anpassung des Erregers als Schutz vor Verdau (durch Carotinoide in der Zellwand, oder
Superoxiddismutasen) darstellt oder ob es sich um eine Anpassung des Wirts als Schutz vor
dem Endotoxin Lipid A handelt. Unklar ist auRerdem, in wie weit phagozytierte Zellen
weiterhin lebens- und teilungsfahig bleiben. Elektronenmikroskopische Aufnahmen legen
nahe, dass sie hochstens in einem Uberdauerungszustand in den Makrophagen vorliegen
[247]. Die geringe Anzahl an Infektionen Ilasst darauf schlielen, dass es den
Immunsystemen der verschiedenen Wirte in der Mehrzahl gelingt, eine Vermehrung und
Ausbreitung der Prototheken im Koérper zu verhindern. Eine mégliche Hypothese fiir das
Uberleben phagozytierter Prototheken in Makrophagen kénnte ein nur seltener und nur unter
Extrembedingungen exprimierter Virulenzfaktor sein. So kénnten diese Zellen durch die
Phagozyten in andere Bereiche des Korpers transportiert werden und die fir Hunde
typischen und auch beim Menschen selten vorkommenden disseminierten Protothekosen
auslosen. Ein derartiges, einzeln auftretendes Ereignis wirde sich z.B. durch erworbene

Virulenz aber auch durch individuelle Immunsuppression erklaren lassen.
4.4.2 \Virus-assoziierte Virulenzfaktoren

Bei fakultativ pathogenen Keimen spielen haufig mobile genetische Elemente fir die Virulenz
eine grofRe Rolle [248]. Eine Variante fir mobile genetische Elemente stellen Infektionen von
Bakterien mit Viren (Bakteriophagen, kurz Phagen) dar. Bakteriophagen, die in das Wirts-
genom integrieren und somit als Prophagen standig weitervererbt werden, nennt man
temperente oder auch lysogene Phagen. Prophagen kénnen eine Vielzahl von Virulenz- bzw.
Fitnessfaktoren beeinflussen [249]. Fihrt ein integrierter Phage zur Induktion eines
veranderten Phanotypes, so spricht man von lysogener Konversion [250]. Eins der
bekanntesten Beispiele ist die Expression phagenassoziierter Toxine. So |0st Streptococcus
pyogenes, assoziiert mit Angina tonsillaris, nur dann Scharlach aus, wenn der Erreger einen
toxincodierenden Prophagen ftragt [251]. Ebenfalls bekannte Phagentoxine sind das
Diphterietoxin von Corynebacterium diphteriae [252], das Shiga-Toxin von E. coli [253] oder
das Choleratoxin von Vibrio cholerae [254]. Neben Toxinen gibt es noch weitere
phagenvermittelte Virulenzfaktoren. Diese kdnnen Proteine sein, die fiir Invasion, Adhasion
oder Antigenerkennung von Bedeutung sind und ebenso Enzyme, durch deren Aktivitat
intrazelluldres Uberleben gesichert wird [255]. Ein Beispiel dafiir sind zusétzlich eingebrachte

Superoxiddismutasen. Durch das Abfangen freier Sauerstoffradikale kdnnen Pathogene der
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Immunabwehr der Wirte entkommen. Ein solcher Mechanismus wiirde ein Uberleben von
Prototheken in Phagozyten plausibel erklaren. Bisher gibt es noch keine Untersuchungen
bezlglich viraler Sequenzen in Protothekengenomen oder protothekenspezifischer Viren.
Allerdings wurden von VAN ETTEN et al. (2012) Viren, sogenannte Chloroviren, beschrieben,
welche in der Lage sind Chlorellen oder nahverwandte Arten zu infizieren [256]. Der
meistuntersuchte Chlorellen-Virus ist PBCV-1. Er infiziert Chlorella variabilis (Syn. Chlorella
protothecoides), den phylogenetisch nachsten Verwandten von P. wickerhamii. PBCV-1
weist einen lytischen Vermehrungszyklus auf und gehort mit einem Durchmesser von
160 nm zu den grofdten bekannten Viren [257]. Bei einer GenomgréfRe von 333 kb codiert
das Virus nicht nur virale Proteine, sondern tragt ebenfalls Gene fir Enzyme des
Zuckerstoffwechsels sowie eine Cu/Zn-Superoxiddismutase [258]. Des Weiteren scheint die
Synthese von Chitin bei Chlorellen erst durch den horizontalen Gentransfer aufgrund von
Chloroviren ermdglicht worden zu sein [213]. Eigenschaften, die Prototheken nur aufgrund
von Infektionen mit Viren erwerben, scheinen daher nicht unrealistisch und kdnnten einen
Einfluss auf die Pathogenitat der verschiedenen Spezies und Virulenz haben. Die Suche
nach Prototheken-spezifischen Viren erscheint daher sinnvoll und sollte im Rahmen

weiterflhrender Untersuchungen in Betracht gezogen werden.
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5 Zusammenfassung

Proteinbiochemische Charakterisierung von Antigenen pathogener Prototheken-
Spezies

Prototheken sind einzellige, saprophytisch lebende Algen. Obwohl sie phylogenetisch der
Gruppe der Grunalgen angehdren, sind diese Mikroorganismen chlorophylllos und besitzen
damit einen obligat heterotrophen Stoffwechsel. Kulturmorphologisch dhneln sie Hefen der
Gattung Candida, kdénnen von diesen aber mikroskopisch leicht durch die fehlende
Sprossung unterschieden werden. Prototheken weisen eine asexuelle Vermehrung durch die

Bildung endogener Tochterzellen auf.

Medizinisch und veterinarmedizinisch sind die Mikroalgen von Bedeutung, da einige Arten
Infektionen (sogenannt Protothekosen) beim Mensch und Tier hervorrufen. Dabei verfigen
Prototheken Uber alle Voraussetzungen, die hochpathogene Erreger bendtigen: eine stabile
und strapazierfahige Zellwand, Widerstandfahigkeit gegenuber physikalischem, chemischem
oder mechanischem Stress, Ausbildung von Dauersporen und limitierte Behandlungs-

moglichkeiten. Trotz allem sind Protothekosen sehr seltene Erkrankungen.

Der jeweilige Erreger sowie Verlauf und Lokalisation der Erkrankung variieren dabei
zwischen den verschiedenen Wirtsspezies. Protothekosen konnen sowohl lokal begrenzt
auftreten, haufig in Form kutaner oder subkutaner Manifestation, oder einen disseminierten
Verlauf nehmen. Die zugrunde liegenden Mechanismen der Pathogenese sind dabei noch
weitgehend unbekannt. Um Grundlagen zum Verstandnis des Infektionsverlaufes zu
schaffen, sollten in dieser Arbeit immunreaktive Proteine von Prototheca zopfii GT2 durch
Western Blot Analysen detektiert und mittels MALDI-TOF MS identifiziert werden.

Im ersten Abschnitt wurden hierflir Seren experimentell infizierter Kaninchen verwendet. Mit
den enthaltenen Antikérpern konnten im Western Blot 24 antigene Proteine von P. zopfii GT2
detektiert werden, welche auch fir die weiterfihrende Analyse per MALDI-TOF MS genutzt
wurden. Davon gelang im Folgenden die Identifikation von 15 Proteinen. Bei diesen handelte
es sich vorrangig um regulatorische Proteine und Enzyme des Stoffwechsels. Einige dieser
Proteine (Malatdehydrogenase (MDH), Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), Elongationsfaktor 1-
alpha (EF-1a), 14-3-3 Protein) sind als immunreaktive Proteine anderer eukaryotischer
Pathogene bekannt. Weiter wurde auch die Kreuzreaktivitat der leporinen anti-P. zopfii GT2
Seren mit Proteinen von P. zopfii GT1 und P. blaschkeae getestet. Diese erwies sich als
sehr hoch. 48 der kreuzreaktiven Proteine konnten ebenfalls per MALDI-TOF MS bestimmt
werden. ATPase, MDH, EF-1a, Hsp70 wurden bei allen untersuchten Spezies bzw.

Genotypen als antigene Proteine identifiziert.
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Im zweiten Abschnitt wurden analoge Untersuchungen anhand naturlicher caniner
Infektionsseren durchgefuhrt. Auch hier konnte eine sehr starke Kreuzreaktivitat verzeichnet
werden. Insgesamt wurden 198 Proteinspots mittels MALDI-TOF MS analysiert. Fir 86
Proteine gelang eine Identifikation. Auch hier handelte es sich zum gréten Teil um Proteine
der Regulation, Replikation, Proteinexpression und um enzymatische Stoffwechselproteine.
Auffallig ist, dass auch hier MDH, Hsp70, EF-1a und ein 14-3-3 Protein als immunreaktive
Proteine nachgewiesen wurden. Diese spielen auch eine Rolle bei Infektionen mit den
eukaryotischen Erregern Anisakis sp. Schistosoma sp. und Cryptococcus sp. Aullerdem
wurden Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), Triosephosphatisomerase,
Enolase und Succinyl-CoA Synthetase als antigene Proteine bestimmt. Diesen sogenannten
Housekeeping-Enzymen kommt bei einer Reihe von Pathogenen eine gesonderte Rolle als
oberflachenassoziierte Virulenzfaktoren zu. In ersten Untersuchungen konnte in der
vorliegenden Arbeit der Nachweis erbracht werden, dass GAPDH an der Zelloberflache von
P. blaschkeae exprimiert wird. Dies legt die Vermutung nahe, dass GAPDH am
Infektionsgeschehen von P. blaschkeae bei der bovinen Protothekenmastitis beteiligt ist und
dass P. zopfii GT2 moglicherweise Uber andere oberflachenassoziierte Stoffwechselenzyme
verfugt. WeiterfUhrende Untersuchungen bezlglich der Beteiligung von Enzymen am

Infektionsgeschehen durch ihre Aktivitat an der Zelloberflache werden dringend bendtigt.
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6 Summary

Biochemical characterization of antigenic proteins from pathogenic Prototheca

species

Prototheca spp. are unicellular, saprophytically living algae. Although these microorganisms
belong to the phylogenetic group of the green algae, they are colorless due to the absence of
chlorophyll. Therefore their metabolism is characterized as obligate heterotrophic.
Macroscopically they bear a likeness to yeasts of the genus Candida but the algae can be
differentiated from them easily under the microscope because they show no budding.

Prototheca reproduce asexually by the formation of endogenous daughter cells.

They are of medical and veterinary interest as some of the Prototheca species are
associated with infections in humans and animals, known as protothecosis. They fulfill all
qualifications to be highly pathogenic: a strong and resilient cell wall, resistance against
physical, chemical and mechanical stress, formation of a resting cell stage and limited

treatment options. However, protothecosis is a relatively rare disease.

The pathogenic agent, the pathogenicity as well as the localization of the infection vary
between the different host species. Protothecosis may occur as local infection for example as
cutaneous manifestation but can run a disseminated course. There is little known about the
underlying mechanisms of pathogenicity. To lay the basis of understanding the course of
infection, the aim of this thesis was to determine immunoreactive proteins of

Prototheca zopfii GT2 by western blot analysis and identify those using MALDI TOF MS.

In the first part of this work, western blot analysis was used to identify immunodominant
protein spots using sera of experimentally infected rabbits. With these 24 immunoreactive
proteins of P. zopfii GT2 were detected, from which 15 proteins could be identified by MALDI
TOF MS. Most of these proteins were proteins of regulatory functions and enzymes of the
metabolism. Some of them - malate dehydrogenase (MDH), heat shock proteins 70 (Hsp70),
elongation factor 1-a (EF-1a) and 14-3-3 protein — are known as immunoreactive proteins
from other eukaryotic pathogens. Further crossreactivity of the sera with proteins from
P. zopfii GT1 and P. blaschkeae was tested with a high success rate. 48 of these
crossreactive proteins could be determined using MALDI TOF MS, too. ATPase, MDH, EF-
1a and Hsp70 were identified from western blot analysis of all tested strains.

In the second part of this PhD thesis, experiments with sera from naturally infected dogs
were performed as above. The canine sera display a marked crossreactivity between
different species and genotypes, too. Taken together 198 proteins spots were analyzed by

MALDI TOF MS from which 86 were identified. Comparable with the leporine sera, the main
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part of the immunoreactive proteins obtained with canine infection sera were proteins of
regulation, replication, protein expression and metabolic enzymes. It is noticeable that MDH,
Hsp70, EF-1a and 14-3-3 protein were also found as immunoreactive proteins. These are
involved in pathogenicity of the eukaryotic pathogens Anisakis sp., Schistosoma sp. and
Cryptococcus sp. Further glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), triose-
phosphate isomerase, enolase and succinyl-CoA synthetase could be determined as
antigenic proteins. These so-called housekeeping enzymes are of special functions as
surface-associated virulence factors in a number of pathogens. In this thesis, for the first
time, the presence of GAPDH on the surface of Prototheca spp. was demonstrated using
FACS analysis. It was shown that GAPDH is expressed on the surface of P. blaschkeae.
This implies the assumption that GAPDH could be involved in the pathogenicity of
P. blaschkeae causing bovine mastitis. It is also possible that P. zopfii GT2 disposes of other
surface associated metabolic enzymes than GAPDH. It is strongly recommend that additional
investigations be carried out to confirm the expression of these identified enzymes on the

surface of Prototheca cells and ascertain their role in the infection process.
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