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Einleitung 1

I. Einleitung
1.1 Toxoplasma gondii -Erreger der Toxoplasmose

Toxoplasma gondii (T. gondii), der Erreger der Toxoplasmose, ist ein obligat intrazelluldrer
Parasit, der alle warmbliitigen kernhaltigen Tierzellen infizieren kann (Gross and Bohne, 1994).
Er wurde erstmalig 1908 von C. Nicolle und L. Manceaux aus dem nordafrikanischen
Wiistennagetier Ctenodactylus gundi isoliert. Die Gattung Toxoplasma gehdrt zum Stamm der
Apicomplexa, Unterklasse Protozoa (Levine et al., 1980), dem auch die humanpathogenen
Parasiten Plasmodium falciparum und Cryptosporidium parvum sowie die tierpathogenen
Sarcocystis, Neospora und Theileria zugeordnet sind. Die Bezeichnung Apicomplexa ist aus dem
Apikalkomplex, den alle vegetativen Stadien aufweisen, abgeleitet. Zu diesem Apicalkomplex
gehoren  spezialisierte  sekretorische ~ Organellen  (Rhoptrien, = Mikronemen)  und
Cytoskelettelemente (Conoid), die fiir das Eindringen in die Wirtszelle bendtigt werden (Dubey
etal., 1998).

T. gondii zéhlt zu den am weitesten verbreiteten Krankheitserregern. Schiatzungen gehen davon
aus, dass bis zu ein Drittel der Weltbevolkerung infiziert ist. In Mitteleuropa sind bis zu 70% der
Einwohner Toxoplasma-positiv (Hermentin and Aspock, 1987) und in den USA zihlt
Toxoplasma neben Salmonella und Listeria zu den drei wichtigsten Verursachern
nahrungsmittelbedingter Infektionskrankheiten (Mead et al., 1999). Die Infektion mit
Toxoplasmen erfolgt durch den Verzehr von zystenhaltigem Fleisch, durch die Aufnahme von
Lebensmitteln, die mit sporulierten Oozysten kontaminiert sind oder durch Kontakt mit

Katzenkot der sporulierte Oozysten enthdlt (Aramini et al., 1999).

I.1.1 Der Vermehrungszyklus von 7. gondii

Der Vermehrungszyklus von 7. gondii ist durch drei Generationswechsel (Oozysten, Tachyzoite
und Bradyzoiten) mit einem Wechsel zwischen sexueller und asexueller Fortpflanzung

gekennzeichnet (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Lebenszyklus von 7. gondii

T. gondii vermehrt sich ausschlieBlich wihrend der intestinalen Phase in seinen Endwirten geschlechtlich
(Gamogonie). Die ungeschlechtliche Vermehrung findet in der externen Phase (Sporogonie) auflerhalb eines Wirtes,
und in der extraintestinalen Phase (Schizogonie) sowohl in Zwischen- als auch in den Endwirten statt. (Nach

Mehlhorn and Piekarski 1998).

Nach oraler Aufnahme von Gewebezysten durch ein katzenartiges Tier (Felidae), dringt der
haploide Parasit in dessen Darmzellen ein und durchlduft mehrere asexuelle Teilungsschritte
bevor er sich in Mikro- oder Makrogametozyten differenziert. Nach Gamogonie der beiden
Gameten wird eine Oozyste gebildet, die iiber den Kot ausgeschieden wird (Freyre ef al., 1989).

Die Oozysten, als einziges diploides Stadium von 7. gondii, enthalten zwei Sporozysten mit je
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vier Sporozoiten (Sporogonie) (Frenkel et al., 1970). Erst nach Abschluss der Sporulation sind
die Oozysten infektids. Thre Infektiositdt bleibt aufgrund der auBerordentlichen

Widerstandsfahigkeit in feuchter Umgebung iiber Monate bis Jahre erhalten.

Im Zwischenwirt (Wirbeltiere und Vogel), differenzieren sich die Sporozoiten zu sich schnell
teilenden Tachyzoiten (griech. tachys = schnell), welche die akute Phase der Infektion ausldsen.
Die Tachyzoiten konnen Zellen verschiedener Gewebe infizieren und auch eine vertikale
Transmission auf den sich entwickelnden Foten ist moglich. Die Tachyzoiten teilen sich asexuell
durch Endodyogenie, bei der zwei Tochterzellen innerhalb einer Mutterzelle entstehen. Dieser
Vorgang lduft in der parasitophoren Vakuole so lange ab, bis die Wirtszelle komplett ausgefiillt
ist und aufplatzt, so dass die Tachyzoiten frei werden. Nach dem Einsetzen der Immunantwort
des Wirtes gegen die freien Tachyzoiten beginnt ihre Differenzierung zu den Bradyzoiten (griech.
bradys = langsam), wobei die parasitophore Vakuole zu einer Zystenhiille ausgebaut wird
(Ferguson and Hutchison, 1987; Dubey et a/ 1998). Es bilden sich in den Zellen Gewebezysten,
die vor allem in der Muskulatur, aber auch im Gehirn oder in der Netzhaut des Auges latent
iiberdauern. Die Bradyzoiten vermehren sich ebenfalls durch Endodyogenie und weisen eine
stark reduzierte Replikationsrate auf. Im Bradyzoitenstadium kann der Parasit lebenslang in
Gewebezysten persistieren ohne den Wirt zu schiadigen. Sobald jedoch zystenhaltiges Gewebe
von einem potentiellen Zwischenwirt aufgenommen wird, beginnt ein neuer Infektionszyklus mit
der Umwandlung der Bradyzoiten in Tachyzoiten (Pettersen, 1979). Wird ein mit Zysten
infizierter Zwischenwirt von einer Katze, dem Endwirt des Parasiten, gefressen, 10st sich die
Zystenhiille im Magen auf und die Bradyzoiten infizieren die Diinndarm-Epithelzellen. Dort
initiieren die Bradyzoiten mehrere Generationen sexueller Vermehrung, wobei sie zu mannlichen

und weiblichen Gametozyten differenzieren, die einen neuen Lebenzyklus beginnen.

1.1.2 Toxoplasmose

Der Infektionsweg zum Menschen erfolgt meist {iber Toxoplasma-Zysten und sporulierte
Oozysten. Die Toxoplasma-Zysten konnen in rohen oder ungeniigend erhitztem Fleisch enthalten
sein und so auf oralem Wege vom Menschen aufgenommen werden. In Deutschland und anderen
Industrienationen gilt zystenhaltiges Fleisch besonders von Schwein, Lamm oder Ziege, selten

vom Rind, als haufigste Infektionsquelle fiir den Menschen.
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Der Infektion mit 7. gondii folgt eine in der Regel harmlos verlaufende Erkrankung. Nur in
seltenen Fillen treten unspezifische Symptome wie Kopfschmerz, Fieber oder Schwellung der
Lymphknoten auf. Seltener entwickelt sich, insbesondere bei Kindern und Jugendlichen, eine
Meningoenzephalomyelitis. Die Infektion ist am Vorhandensein spezifischer Antikorper im
Serum erkennbar. Durch Einsetzen der Immunabwehr wird die Tachyzoitenvermehrung
gehemmt. Dabei wird der Parasit jedoch nicht vollstindig eliminiert, sondern es bilden sich
intrazelluldre Zysten aus. Man findet diese in zahlreichen Geweben, bevorzugt in den Neuronen
des Zentralnervensystems (ZNS), im Auge, in der Muskulatur und im Uterus, andere Organe
werden seltener befallen. Dieser Verlauf entspricht der postnatalen Toxoplasmose bei einem

immunkompetenten Wirt.

Im Unterschied zur oben beschriebenen postnatalen Toxoplasmose, verlauft die préinatale
Infektion ungiinstiger. Infiziert sich eine Frau erstmals in der Schwangerschaft, breiten sich die
Parasiten liber Blut und Lymphe im gesamten Organismus aus und der Erreger kann durch die
Plazenta den Fotus, dessen Immunsystem noch unreif ist, infizieren und schédigen. Je nachdem,
in welchem Entwicklungsstadium des Fotus sich die Mutter infiziert, kann die Infektion beim
Ungeborenen zZu erheblichen Entwicklungsstorungen fithren. Wihrend die
Ubertragungswahrscheinlichkeit mit fortschreitender Schwangerschaftsdauer zunimmt, nehmen
die Wabhrscheinlichkeit und der Schweregrad der klinischen Manifestation ab (Djurkovic-
Djakovic, 1995; Wong and Remington, 1992). Das Spektrum klinischer Symptome ist grof3 und
reicht von Hydrocephalus (,, Wasserkopf*), chronischen Entziindungen des Augenhintergrundes

(Chorioretintis), geistiger Retardierung bis hin zum Abort.

Die Toxoplasmose stellt auch fiir Menschen mit einer Abwehrschwiéche eine Gefahr dar. Dies
betrifft insbesondere HIV-positive Patienten oder auch Transplantationspatienten, bei denen, zur
Vermeidung von TransplantatabstoBungen, eine massiv immunsuppressive Therapie
durchgefiihrt werden muss. Dabei kann bei diesen immunsupprimierten Patienten ein Ubergang
der Bradyzoiten, die gelegentlich aus den Zysten ausbrechen, in das Tachyzoitenstadium
stattfinden (Kayser ef al. 1993). Typische Symptome fiir diese Toxoplasmen-Enzephalitis sind
Desorientierung, Krampfanfille, Sprachstorungen und Bewegungsstorungen. Unbehandelt kann
die Toxoplasmose bei AIDS-Patienten innerhalb weniger Wochen zum Tod fithren (Luft and

Remington 1992).
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1.1.3 Diagnose der Toxoplasmose

Bei der Toxoplasmose Diagnostik hat sich vor allem der Nachweis parasitenspezifischer IgM-
und IgG-Antikorper als sinnvoll erwiesen, denn schon eine Woche nach der Infektion ist ein
Anstieg von IgM-Antikorpern nachweisbar. IgG-Antikorper werden erst spédter nachgewiesen
und erreichen nach etwa vier Monaten die hochste Konzentration. Das alleinige Vorhandensein
spezifischer IgG-Antikorper ist ein Zeichen fiir eine latente bzw. chronische
Toxoplasmeninfektion. Eine akute Infektion zeichnet sich dagegen durch einen ansteigenden
Titer von IgG-Antikorper zusdtzlich zum Vorhandsein von IgM-Antikorper aus (Kayser et al.,
1993). Auch spezifische IgA- und IgE-Antikdrper werden in letzter Zeit zur Diagnostik
herangezogen. Diese beiden Antikorper sind ebenso wie die [gM-Antikorper Indikatoren fiir eine
kiirzlich erworbene Infektion (Takahashi et al., 1994; Pinon et al., 1990). Bereits nach etwa ein
bis zwei Wochen kann mit serologischen Methoden eine Primédrinfektion diagnostiziert werden
(Gross, et al., 1995).Bei den Toxoplasma-IgG-Bestimmungen gilt der Sabin-Feldman-Test als
Goldstandard zur Beurteilung von Sensitivitit und Spezifitit. Fiir die anderen
Immunglobulinklassen gibt es leider keinen solchen ,,Goldenen Standard* (Patel et al., 1993).
Zum Nachweis von IgM-Antikdrpern wurden der Immunosorbent-agglutination assay (ISAGA)
oder der IgM-Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (IgM-ELISA) zur Routinediagnostik
verwendet (Desmonts et al., 1981). Bei nicht eindeutig interpretierbaren serologischen Befunden
wird die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) zum Nachweis von Toxoplasma—DNA in Blut,
Liquor, Fruchtwasser oder Gewebeproben eingesetzt (Gross et al., 1992). Die PCR eignet sich
besonders bei AIDS-Patienten zur Diagnostik, da unter Umstinden trotz einer Infektion keine
signifikanten Antikérper nachgewiesen werden konnen und damit eine rechtzeitige Therapie

versaumt wird.

I.1.4 Therapie der Toxoplasmose

Da die Infektion im allgemeinen wenige Beschwerden verursacht, ist eine Therapie meist nicht
erforderlich. Schwangere Frauen mit einer Neuinfektion miissen allerdings behandelt werden,
auch wenn keinerlei Beschwerden bestehen, um einer Infektion des Kindes vorzubeugen. Das
Hauptziel der Therapie besteht darin, die Vermehrung der Parasiten wihrend der akuten
Infektionsphase zu unterbinden. Am weitesten verbreitet ist die Behandlung mit der Kombination

von Pyrimethamin und Sulfadiazin oder die Monotherapie mit Spiramycin. Wiahrend der
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Schwangerschaft werden die ersten beiden Priparate bevorzugt eingesetzt, im ersten Trimenon ist
jedoch lediglich eine Spiramycintherapie moglich. Wéhrend Pyrimethamin die
Dehydrofolatreduktase hemmt, blockiert Sulfadiazin die Dehydrofolatsynthase (Ruf and Pohle,
1995). Da sich die Sulfonamid/Pyrimethamin Therapie auf den Folsdurestoffwechsel und damit
auf die Blutbildung auswirkt, wird als Vorsorge gegen diese Nebenwirkung noch Folsdure
zugegeben. Die Folsdure beeinflusst nicht die antiparasitire Wirkung der Standardtherapie, da sie
von den Toxoplasmen, im Gegensatz zu menschlichen Zellen, nicht aufgenommen werden kann
(Ruf and Pohle, 1995). Spiramycin hingegen verhindert durch eine Hemmung der
Proteinsynthese die Transmission des Erregers auf den F&tus, wodurch es bei negativem
Erregernachweis mittels PCR bis zur Geburt des Kindes auch als Monotherapie verwendet
werden kann (Gratzl et al., 1998). Die Spiramycintherapie ist jedoch bei schon erfolgter fetaler
Infektion nicht ausreichend, da Spiramycin nur in geringem Ausmall plazentagingig ist
(Couvreur et al., 1988). In diesem Fall ist eine Kombinationstherapie ab dem zweiten Trimenon
bis zur Geburt notwendig. Bei immunsupprimierten Patienten mit positiver Serologie und
weniger als 200 T-Helferzellen pro Mikroliter Blut ist eine prophylaktische Gabe von Antibiotika
sinnvoll, um eine Reaktivierung zu vermeiden. In den letzten Jahren wurden neue Substanzen
gefunden, die sich allein oder in Kombination als gegen Toxoplasmen wirksam erwiesen haben,
wie Atovaquon, Azithromycin und Clarithromycin. Eine vollstindige Eliminierung der
Toxoplasmen ist trotz verschiedenster chemotherapeutischer Anséitze bisher nicht moglich, da
diese Antibiotika nur gegen die Tachyzoiten und nicht gegen die Bradyzoiten wirken (Dubey,
1998). Die chronische Infektion kann durch die medikamentdse Therapie nicht verhindert

werden.

Bisher gibt es fiir den Menschen noch keinen Impfstoff gegen die Toxoplasmose. Zurzeit wird
die Immunisierung von Schafen mit lebenden, attenuierten 7. gondii Tachyzoiten des Stammes
S48 kommerziell in Europa und Neuseeland erfolgreich durchgefiihrt (Buxton et al., 1991). Der
Einsatz solcher avirulenter 7. gondii Mutanten fiir die Immunisierung beim Menschen ist nicht
sinnvoll. Das Risiko der Entstehung von Revertanten kann nicht ausgeschlossen werden, ferner
ist unklar, ob der Impfstamm selbst eine konnatale Toxoplasmose verursachen kann. Durch
DNA-Vakzinierung gegen verschiedene sekretorische Antigene (GRA1, GRA7 und ROP2)
konnte in Méusen eine Typl-Immunantwort induziert werden, die 70%, 50% bzw.90% der Tiere

vor einer letalen Infektion schiitzte (Vercammen ef al., 2000).
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I.1.5 Die Immunabwehr gegen 7. gondii

Fiir die Kontrolle des obligat intrazelluldren 7. gondii Parasiten spielt sowohl die humorale als
auch die zellulire Immunantwort eine tragende Rolle (Lieberman and Hunter, 2002). Aufgrund
ihrer intrazelluliren Lebensweise sind die Parasiten der humoralen Abwehr nur eingeschrinkt
zugénglich. In der Mukosa des Darms konnen Antikorper-vermittelte Abwehrmechanismen die
Verbreitung des Parasiten verlangsamen (Chardes and Bout, 1993). Die effektive Kontrolle der
Infektion erfolgt in erster Linie durch die zellvermittelte Abwehr. Viele verschiedene
phagozytierende Zelltypen, besonders dendritische Zellen und Makrophagen sind an dieser
zelluldren Immunantwort beteiligt. Diese Mechanismen begrenzen einerseits die Ausbreitung der
Parasiten und leiten andererseits die Induktion einer spezifischen Immunantwort ein. Die
dendritischen Zellen werden sowohl durch Infektion mit Toxoplasmen als auch durch Kontakt
mit 16slichen Toxoplasma-Extrakten zur Sekretion des Zytokins Interleukin-12 (IL-12) stimuliert
(Reis e Sousa et al., 1997). Wahrscheinlich stellen die Toxoplasmen mehrere Faktoren her, die
die dendritischen Zellen zur IL-12-Produktion anregen. Einer dieser Faktoren ist das 7. gondii
Cyclophilin-A Protein. Dieses bindet an den Chemokinrezeptor CCRS auf der Oberfldche der
dendritischen Zellen, und induziert durch ein Signalkaskade die Produktion der IL-12-Molekiile
(Aliberti et al., 2003). Auch Makrophagen sezernieren nach Interaktion mit Toxoplasmen oder
deren Proteinen IL-12. Die Infektion von IL-12 , Knock-out* (IL-12'/ ) Maéusen bzw. die
systemische Depletion von IL-12 in infizierten Wildtyp-Méusen fiihrte zu einer 100%tigen
Mortalitit nach einer 7. gondii Infektion der Tiere, wihrend die unbehandelten Wildtyp Tiere die
Infektion iiberlebten (Gazzinelli et al., 1994; Yap et al., 2000).

Die wesentliche Funktion von IL-12 ist die Induktion der Interferon-gamma (INF-y) Produktion
durch natiirliche Killer (NK)-Zellen und durch Toxoplasma-spezifische CD4- und CDS-T-
Lymphozyten. Wihrend NK-Zellen nur in der sehr frithen Phase der Infektion wichtige INF-y-
Produzenten sind, stellen 7. gondi-spezifische CD4- und CD8- T-Lymphozyten INF-y sowohl in
der akuten als auch chronischen Phase der Infektion her (Gazzinelli et al., 1992). Neben der
indirekten Wirkung iiber die Produktion von Zytokinen sind T-Zellen auch direkt an der
Toxoplasmen-Abwehr beteiligt. Extrazelluldre Toxoplasmen konnen durch aktivierte CD4 und

CD8 T-Zellen abgetdtet werden (Khan et al., 1990).

Die Neutralisation von IFN-y durch Behandlung der infizierten Tieren mit anti-IFNy Antikérpern

resultiert in einer massiven Enzephalitis und der Entwicklung groBer nekrotischer Herde im Hirn
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(Suzuki et al., 1989). Eine zentrale Funktion von IFN-y ist es, die Induktion antimikrobieller
Effektormechanismen in infizierten Wirtszellen zu bewirken. Da die meisten Zellen einen
Rezeptor fiir INF-y besitzen, wirkt dieses Zytokin praktisch auf alle Korperzellen. Es sind bis
heute, je nach Zelltyp, mindestens fiinf verschiedene antiparasitire Effektormechanismen
bekannt, die die Proliferation von 7. gondii in einer Vielzahl von Effektorzellen verhindern.
Dabei handelt es sich bei Makrophagen und Mikrogliazellen der Maus, um die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) durch die induzierbare NO-Synthase. Durch NO wird die Proliferation
von T. gondii gehemmt (Adams et al., 1990). Bei Astrozyten der Maus iiben dagegen die
induzierbaren GTP-bindenden Proteine (IGTP) den stirksten antiparasitiren Effekt aus. IGTP™"
Maiusen sterben wihrend der akuten Phase der 7. gondii Infektion und sind trotzdem resistent
gegen andere mikrobielle Infektion (Taylor et al., 2000; Taylor et al., 2004). Die Reduktion der
intrazelluldren Einsenkonzentration in Darmzellen der Ratte fiihrt ebenfalls zur Toxoplasmostase
(Dimier and Bout, 1998). Im Gegensatz zu Zellen der Maus wird bei einigen humanen Zellen wie
Endothelzellen und Astrozyten ein weiterer Effektormachanismus aktiviert. Nach IFN-y-
Stimulation exprimieren die infizierten Zellen die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO). Die IDO
entzieht in infizierten Zellen den Toxoplasmen die fiir sie lebenswichtige Aminosdure
Tryptophan (Déubener et al., 2001). Als fiinften Mechanismus wurde in phagozytischen Zellen
die Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen (H,O,, O3, 102 und OH") identifiziert. Es
ist aber bekannt, dass sich 7. gondii durch die Produktion von ,,scavanger‘“—Molekiilen wie z.B.
der Superoxiddismutase, der Katalase sowie der Gluthation-Peroxidase zumindest teilweise

diesem Effektormechanismus entziehen kann (Kwok et al., 2004).

Bei einigen Zelltypen, wie den Neuronen, den vielleicht wichtigsten Zellen fiir persistierende
Toxoplasma-Zysten, ist bisher noch voéllig unklar, wie der Parasit kontrolliert wird. Es ist nicht
auszuschlieBBen, dass weitere Effektormechanismen existieren, die bei der Abwehr der Parasiten

in diesen Zellen beteiligt sind.

1.2 Struktur von Tachyzoiten und Bradyzoiten

Extrazelluldre Tachyzoiten und Bradyzoiten sind in ihrer Morphologie lichtmikroskopisch kaum
zu unterscheiden. Die Parasiten sind etwa 4 bis 6 um lang und 2 bis 4 um breit und besitzen eine
leicht gebogene Form, wobei Bradyzoiten etwas schlanker sind (Weiss and Kim, 2000). Der

Zellkern befindet sich bei Tachyzoiten in der Mitte der Zelle, wéahrend er in Bradyzoiten am
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posterioren Pol lokalisiert ist. Der Parasit ist von einer Pellicula, die aus drei Membranen besteht,
nidmlich der Plasmamembran und zwei inneren Membrankomplexen IMC1 und IMC2 umgeben.
Die Pellicula verlduft von den prdkonoidalen Ringen bis zum posterioren Ende der Zelle
(Dubremetz and Torpier, 1978). Eine Unterbrechung findet sich im Bereich der Mikropore, bei
der es sich vermutlich um eine aktive Endozytose-Region handelt, auch Clathrin-beladene
Vesikel scheinen in diesem Bereich vorhanden zu sein (Nichols et al., 1994). Am vorderen Pol
befindet sich der Apikalkomplex, der aus dem Conoid und zwei sekretorischen Organellen, den
Mikronemen und den Rhoptrien, besteht. Die Struktur der Rhoptrien von Tachyzoiten ist
keulenférmig, wahrend sie bei Bradyzoiten eine Schleife ausbilden. Weitere
elektronenmikroskopisch nachweisbare Zellorganellen von 7. gondii sind das endoplasmatisches
Reticulum, die Mitochondrien und der Golgi Apparat. Das Trans-Golgi Netzwerk scheint als
Sortierort fiir Proteine zu fungieren, die entweder sezerniert werden oder zum endoplasmatischen
Reticulum zuriicktransportiert werden miissen (Ngo et al., 2000). Die ,,dense granula®, eine
weitere Art von sekretorischen Organellen, sind im ganzen Cytoplasma der Tachyzoiten oder

Bradyzoiten verteilt (Carruthers, 1999).

Einen Hauptunterschied zwischen den beiden Stadien stellt das reichliche Vorhandensein von
Amylopektin-Granula in Bradyzoiten dar. Bei Tachyzoiten hingegen sind nur wenige
Amylopektin-Granula zu finden (Dubey et al., 1998; Guerardel et al., 2005). Die Amylopectin-
Granula spielen vermutlich eine Rolle bei der Energieversorgung der Bradyzoiten (Weiss and

Kim, 2000).

Zysten haben eine wichtige Bedeutung bei der Ubertragung der Toxoplasmose, da sie im Gewebe
vorkommen und daher Bestandteil der Nahrung fleischfressender Tiere und des Menschen sein
konnen. Die Zysten sind Dauerformen und erreichen einen Durchmesser von 50 bis 70 um.
Innerhalb der Zyste befinden sich bis zu 2000 Bradyzoiten, die im Gegensatz zu Tachyzoiten eine
Resistenz gegen Magensdure aufweisen (Jacobs et al., 1960). Bradyzoiten sind in der Lage,

Zellen direkt zu infizieren und miissen sich nicht zuerst zu Tachyzoiten umwandeln.

Ein weiteres wichtiges Unterscheidungskriterium von Tachyzoiten und Bradyzoiten sind
antigenetische Unterschiede der beiden Stadien, die mit Antikérpern nachgewiesen wurden
(Kasper, 1989). Die Proteine SAG1 und SAG2 sind tachyzoitenspezifisch und finden sich auf der
Oberfliche der Parasiten (Burg et al., 1988; Mineo et al., 1993). Wihrend der Differenzierung

von Tachyzoiten zu Bradyzoiten scheint die Oberfliche des Tachyzoiten eine drastische
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Modifizierung zu durchlaufen. Die Hauptoberflichen-Proteine SAG1 und SAG2 verschwinden
und neue, wie SAG4 und BSR4, werden exprimiert (Bohne et al., 1999; Lekutis et al., 2000).
Weitere Bradyzoiten-spezifische Proteine sind z.B. das cytoplasmatische Protein BAG1 (Bohne
et al., 1995; Parmley et al., 1995), das Matrix-Antigen MAG1 und das Zystenwandprotein CST1
(Parmley et al., 1994; Weiss et al., 1992).

Die Differenzierung von Tachyzoiten zu Bradyzoiten konnte in vitro durch den Einfluf3
verschiedene Stress Faktoren wie z.B. Kultivierung bei erhdhter Temperatur, Anhebung des pH-
Werts im Medium oder durch Zugabe von Chemikalien wie Natriumarsenit und Pyrimethamin,
induziert werden (Soete and Dubremetz, 1996; Gross et al., 1996). Durch eine Aktivierung von
Maus Makrophagen mit IFN-y kann auch die Expression Bradyzoiten-spezifischer Proteine
induziert werden (Bohne et al., 1993). In Fibroblasten fiihrt IFN-y zu einer Reduzierung des
Parasitenwachstums, allerdings nicht zu einer Induktion der Stadienkonversion (Pfefferkorn and

Guyre, 1984; Gross and Bohne, 1994).

1.3 Die Invasion der Wirtszellen

T. gondii kann sich in allen kernhaltigen Vertebratenzellen aber nicht in den kernlosen
Erythrozyten vermehren. Der Invasionsprozess lduft innerhalb von 10-30 Sekunden so schnell
und unauftillig ab, dass die Wirtszelle gar nicht iiber die Infektion alarmiert wird. Die Invasion
ist ein aktiver Prozess, der von Aktinfilamenten des Parasiten, nicht aber von denen der
Wirtszelle abhingig ist (Dobrowoski and Sibley, 1996). Zuerst muss der Parasit mit seinem
apikalen Ende an der Oberfliche der Wirtszelle andocken. Die spezifischen Rezeptoren und
Liganden, die an diesem komplexen Vorgang beteiligt sind, wurden noch nicht komplett
identifiziert. Es wurde aber gezeigt, dass das parasitire Laminin-Protein an die ofj1-
Untereinheiten des Integrin-Molekiiles der Wirtszelle bindet (Bonhomme et al., 1999). Weiterhin
ist beschrieben, dass das Oberflaichenmolekiil SAG 1 an Glykolproteine der Wirtszellen binden
kann (Mineo et al., 1993; Fourmaux et al., 1996; Ortega and Boothroyd, 1999). Nach der
Anheftung an die Wirtszelle reorientiert sich der Parasit, so dass der Apikalkomplex der
Wirtszellmembran gegeniibersteht. Bei diesem Prozess scheinen weitere parasitdre Proteine wie
MIC2 und SAG?2 eine wichtige Rolle zu spielen (Lourenco et al., 2001). Eine Maskierung von
SAG2 mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern immobilisiert den Parasiten auf der Oberflédche

der Wirtszelle, so dass keine Reorientierung mehr stattfinden kann (Smith, 1995; Grimwood and
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Smith, 1996). Ferner sind in der Orientierungsphase Mikronemenproteine von Bedeutung, da sie
verschiedene adhidsive Domédnen wie ,,epidermal growth faktor* (EGF), Thrombospodin, Integrin
und Lectine enthalten und moglicherweise die Adhédsion des Parasiten an die Wirtszelle

vermitteln (Soldati ef al., 2001).

Nach der Orientierungsphase wird eine feste Verbindung zwischen der Parasitenplasmamembran
und der Wirtszellmembran durch Bildung einer ,,tight junction* hergestellt (Michel et al., 1980).
Entlang dieser Verbindung dringt der Parasit in die Wirtszellen ein, wobei er wahrscheinlich
durch einen Aktin-Myosinmotor angetrieben wird (Soldati et al., 2001). Bei dem Vordringen in
das Cytoplasma nimmt der Parasit Bestandteile der Wirtszellmembran mit ihm in die Tiefe und
dabei wird die so genannte ,,moving junction* gebildet (Abbildung 2). Dieser Prozess beginnt am
apikalen Ende des Parasiten und schreitet kreisformig um den aktiv invadierenden Parasiten bis
zum posterioren Ende fort. Nachdem der Parasit eingedrungen ist, verschlieft das Pasmalemma
die Zelle wieder, so dass der Parasit nun in der sogenannten parasitophoren Vakuole (PV)
eingelagert ist. Noch widhrend der Invasion entleeren die Rhoptrien ihren Inhalt in die
entstehende parasitophore Vakuole, wobei fiir einige Proteine wie ROP1 und ROP2 eine spétere
Lokalisierung auf der Membran der parasitophoren Vakuole nachgewiesen werden konnte (Saffer
et al., 1992). ROP-Proteinen wird eine generelle strukturelle Funktion beim Aufbau der

parasitophoren Vakuole zugeschrieben.

Die PV fusioniert nicht mit Vakuolen der Wirtszelle, da der Parasit simtliche Wirtszell-Protein
aus der parasitophoren Vakuolen Membran (PVM) entfernt und sie durch parasitdre Proteine
besonders mit Proteinen aus den Rhoptrien ersetzt (Carruthers and Sibley, 1997; Joiner and Ross,
2002). Eine Ansduerung der PV wird verhindert und die Fusion mit Lysosomen vermieden
(Sibley et al., 1985; Joiner et al., 1990; Hakansson et al., 2001). Die PVM bildet eine Barriere
zwischen dem Parasiten und dem Cytosol der Wirtszelle, die allerdings unselektive Poren enthalt.
Durch diese Poren konnen Ionen und Molekiile bis zu 1300 Da frei diffundieren (Schwab et al.,
1994). So wirken sich die lonentransportvorgdnge des Parasiten innerhalb der Vakuole direkt auf
das Membranpotential der Wirtszelle aus. So findet nach Infektion mit 7. gondii eine
Hyperpolarisation der Wirtszellplasmamembran statt (Bouchot ef al., 2001). Durch Rezeptoren in
der Wand der PVM konnen Lipide wie Cholesterol aktiv aufgenommen werden (Charron and
Sibley, 2002). AuBBerdem nimmt man an, dass 7. gondii einen weiteren Weg sich ausreichend mit

Nahrung zu versorgen entwickelt hat. Um die PV herum findet eine deutliche Anreicherung von



Einleitung 12

Wirtszell-ER und Mitochondrien statt. Dies konnte der Energie- und Nihrstoffversorgung des
Parasiten dienen (Sinai et al., 1997). Dabei spielt ROP2 fiir diese dichte Anlagerung von
Mitochondrien und des endoplasmatischen Retikulum der Wirtszelle an die AuBenseite der

parasitophoren Vakuole eine wichtige Rolle (Sinai et al., 1997; Sinai and Joiner, 2001).

Abbildung 2: Bildung der ,,moving juction“ bei 7. gondii

Gezeigt ist die Invasionsstelle, an der die Wirtszell- und Parasiten-Plasmamembran aufeinandertreffen mit der
Bildung von ,,moving juction“. Dabei wird die Wirtszellmembran immer weiter eingestiilpt. T: Toxoplasma; MP:

Micropore; N: Neutrophiler. Entnommen aus (De Souza W, 2005)

Um die PV zu stabilisieren, bildet sich am posterioren Ende des Parasiten ein tubuloveskuldres
Netzwerk (Mercier et al., 2002). Dieses Netz (Abbildung 3) besteht aus Membranen mit einem
Durchmesser von 60 bis 90 nm, die sich innerhalb der PV fingerformig ausstiilpen und eine
Verbindung zwischen den Parasiten und der PVM ermdglichen. Dadurch konnte das Netzwerk
der Aufnahme und dem Transport von fiir den Parasiten essentiellen Nihrstoffen aus dem
extrazelluliren Milieu dienen (Mercier et al., 1998). Es wird angenommen, dass durch dieses
Netzwerk Nihrstoffe wie Nukleotide, Aminosiduren, Cofaktoren und einfache Zucker effizient zu

den Parasiten gelangen konnen (Lauer ef al., 1997; Sibley, 2003).
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Abbildung 3: Die parasitophore Vakuole mit ihre tubuloveskulire Netzwerk

T. gondii modifiziert die Vakuole durch die Ausbildung eines tubulomembrandsen Netzwerkes (Pfeil), das zur
Stabilitdt des Kompartiments beitrdgt, indem es Parasiten und Vakuolenmembran verbindet. T: 7. gondii.

Entnommen aus (De Souza, 2005)

Innerhalb von zehn Minuten nach Invasion in die Wirtszelle fusionieren die ,,dense granula“ mit
der Plasmamembran des Parasiten und entleeren ihren Inhalt in die PV. Es konnte gezeigt
werden, dass dieser Prozess hauptsdchlich am apikalen Ende des Parasiten stattfindet und ebenso
wie die Sekretion von Mikronemen, Calcium abhingig ist (Dubremetz et al., 1993; Carrunthers
and Sibley, 1999; Saffer and Schwartzman, 1991). Im Gegensatz zu Mikronemen und Rhoptrien
werden die ,,dense granula“-Proteine (GRA-Proteine) wihrend der gesamten intrazelluldren
Entwicklung vom Parasiten kontinuierlich sezerniert. Die GRA-Proteine zidhlen zu den Excreted-
Secreted Antigen (ESAs). ESAs sind hochimmunogen und induzieren sowohl humorale, als auch
zellulire Abwehrmechanismen. Die ,,dense granula® Proteine befinden sich nach der Sekretion
entweder in 16slicher Form im Lumen der PV oder treten in enger Assoziation mit dem
Netzwerk, der PVM oder mit beiden Strukturen auf (Carruthers, 1999; Mercier et al., 2005). Bei
T. gondii wurden bis jetzt zehn GRA-Proteine (GRA1-GRA10) gefunden (Ahn ef al., 2005). Die
meisten dieser Proteine wurden bereits molekularbiologisch charakterisiert. Eine eindeutige
Funktion konnte bisher noch keinem der GRA-Proteine zugeordnet werden. Ausnahme sind hier
zwei Isoformen der 5’-Nukleosidtriphosphat-Hydrolase (NTPasen) die ebenfalls in den ,,dense
granula® enthalten sind. Diese NTPasen entfernen Phosphatreste von Nucleotiden, wodurch diese

besser durch Membranen transportiert werden konnen (Bermudes ef al., 1994). Da die ,,dense
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granula®- Proteine ganz am Ende nach der Invasion ins Spiel kommen, vermutet man, dass sie fiir
die Néhrstoffaufnahme von der Wirtszelle bzw. fiir die Abfallabgabe an die Wirtszelle
verantwortlich sind (Cesbron-Delauw, 1994).

Die PV stellt das Kompartiment dar, in dem der Parasit seine intrazellulire Replikation
durchfiihren kann. Alle 8-12 Stunden vermehren sich die Parasiten asexuell durch Endodyogenie.
Nach 6 bis 8 Teilungen befinden sich etwa 64 bis 256 Parasiten in der PV. Die Wirtszelle platzt

auf und die freigesetzten Parasiten kdnnen neue Zellen infizieren (Radke and White, 1998).

1.4 Endodyogenie: die asexuelle Vermehrung bei 7. gondii

Innerhalb der PV vermehrt sich 7. gondii asexuell durch Endodyogenie (Van der Zypern and
Piekaski, 1967). Hierbei entstehen durch eine Langsteilung der Mutterzelle zwei Tochterzellen
(Abbildung 4). Bei den anderen Parasiten des Stamms Apicomplexa wie Plasmodium, Theileria,
Eimeria und Babesia kommt es zur Schizogonie anstelle der Endodyogenie (Bannister and
Mithcell, 1995; Hepler et al., 1966; Jura et al., 1983; Shaw and Tilney, 1992). Hierbei entstehen
aus einer einzigen Mutterzelle mehrere Tochterzellen. Die bei 7. gondii beobachtete
Endodyogenie entspricht quasi dem letzten Zyklus der Kernreplikation und Zellteilung der
Schizogonie (Sheffield and Melton, 1968). Die zelluldren Signale und die fiir diesen Prozess
notige Maschinerie sind weitgehend unbekannt. Es wurde aber beobachtet, dass die Kernteilung
spater in einer ungebrochenen Kernhiille nach der Entstehung von neuen Apicoplasten und
Mitochondrien stattfindet. Als Besonderheit ist zu erwédhnen, dass bei 7. gondii der Zellzyklus
ohne die Checkpoint Gap G2 Phase ablauft (Radke et al., 2001). Neben der Kernmembran
entstechen zwei innere Membranen Komplexe (IMC), welche je die Hilfte der
Mutterzellorganellen umschlieBen. Aus der Plasmamembran der Mutterzelle werden die
Plasmamembranen der beiden Tochterzellen generiert. Die Segregation der beiden Tochterzellen
beginnt mit der Entstehung einer Teilungsfurche von dem anterioren bis zum posterioren Ende
der Mutterzelle. Bei diesem Prozess spielen Elementen des Zytoskeletts eine wichtige Rolle
(Goode et al., 2000). Die neu entstandenen Tochterzellen driften auseinander und bleiben nur an
ithren posterioren Enden durch Reste der Plasmamembran der Mutterzelle verbunden (Black and
Boothroyd, 2000). Diese Verbindung fiihrt bei weiteren Replikationen zur Bildung von Parasiten-
Rosetten innerhalb der PV.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der verschiedenen Stadien der Endodyogenie.

(a): Tachyzoit; (b): beginnende Tochterzellbildung; (c): fortschreitende Tochterzellbildung; (d): Ausschliipfen der
Tochterzellen. Entnommen aus (Delbac et al., 2001)

L.5 Zytoskelett und Fortbewegung von 7. gondii

Das T. gondii Zytoskelett besteht aus geriistartig angeordneten filamentdren Strukturen, die an
der polarisierten Sekretion, der Fortbewegung und der Segregation der Tochterzellen wihrend
der Cytokinese beteiligt sind (Morrissette and Sibley, 2002a). Die Apicomplexa-Parasiten
enthalten, wie auch alle anderen eukaryontischen Zellen, eine grofle Anzahl von
Zytoskelettkomponenten wie Mikrotubuli, Aktin und Myosin (Morrissette and Sibley, 2002 b).
Bei Toxoplasma, Eimeria und Sarcocystis, nicht aber bei Plasmodium und Theileria wurde
zusitzlich eine weitere zytoskelettale Struktur, das Conoid, gefunden (Abbildung 5). Dieses
besitzt eine konische Struktur aus spiralig angeordneten Fibrillen, die mit dem Polarring, einem
sogenannten Mikrotubuliorganisationszentrum (MTOC) in Verbindung stehen (Nichols and
Chiappino, 1987; Russel and Burns, 1984). Bei extrazelluldren Parasiten kann das Conoid
rotieren und das aktive Eindringen in die Wirtszelle ermdglichen (Dubey ef al., 1998; Hu et al.,
2002). Die Behandlung der Parasiten mit dem Calcium-Ionophor Ionomycin verursacht eine
Extension des Conoids. FEine vorherige Behandlung mit Cytochalsin D, einer Actin

depolymerisierenden Substanz, kann diese Extension hemmen (Mondragon and Frixione, 1996).
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Abbildung 5: Das T. gondii Conoid

Das Diagramm stellt den Aufbau des Conoids von 7. gondii dar. Das Conoid ist eine konische Struktur aus spiralig

angeordneten Fibrillen. Entnommen aus Dubey ef al., 1998.

Tachyzoiten enthalten zwei Typen von Mikrotubuli: die subpelliculdren Mikrotubuli und die
Spindelmikrotubuli (Morissette and Sibley, 2002 b). Vom Polarring ausgehend erstrecken sich 22
subpelliculdre Mikrotubuli unter der Pellicula iiber etwa zwei Drittel der Parasitenkorperlédnge.
Die subpelliculdren Mikrotubuli und die Pellicula sind fiir die sichelférmige Gestalt und fiir die
apikale Polaritét der Apicomplexa-Parasiten verantwortlich (Morrissette et al., 1997; Nichols and
Chiappino, 1987). Die Stérung der subpelliculdren Mikrotubuli verursacht einen Verlust dieser
beiden Eigenschaften (Morrissette and Ross, 1998; Stokkermans et al., 1996). Die Pellicula
besteht aus der Plasmamembran und zwei inneren Membran Komplexen (IMC), die als typische
Merkmale des Unterreiches der Alveolaten gelten, zu denen der Unterstamm der Apicomplexa
mit 7. gondii gehort. Der IMC besteht aus abgeflachten Membranvesikeln, die direkt unter der
Plasmamembran des Parasiten liegen (Ogino and Yoneda, 1966). Bei Sporozoiten von
Plasmodien besteht der IMC nur aus einem einzelnen grofen abgeflachten Vesikel (Dubremetz et
al., 1979). Die Funktion dieser Vesikel wurde noch nicht bestimmt, aber ihre enge Assoziation

mit Mikrotubuli ldsst auf eine Rolle in der Zellmotilitidt bzw. bei der Strukturgebung schlielen.
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Die Spindelmikrotubuli sind nur wéihrend der Endodyogenie neben den Centriole zu sehen. Sie
ermoglichen eine koordinierte Abtrennung der Chromosomen wahrend der Anaphase (Morissette
and Sibley, 2002 b). Die Destruktion der Mikrotubuli mit hohen Konzentrationen von Oryzalin
verhindert die Vermehrung der Parasiten, nicht aber deren GroBenwachstum (Stokkermans et al.,

1996).

Immunelektronenmikroskopische Untersuchung an Tachyzoiten haben gezeigt, dass Aktin in
groen Menge im Conoid, im priconoidalen Ring und in den subpelliculiren Mikrotubuli
vorhanden ist (Yasuda et al., 1988). Aktin wird von einen einzigen Gen kodiert und liegt bis zu
98% in 16slicher monomerer Form vor (Dobrowolski et al., 1997). Nur nach der Behandlung der
Parasiten mit Jasplakinolid, einer Aktin polymerisierenden Substanz, ist es moglich die Aktin-
Filamente bei 7. gondii elektronenmikroskopisch sichtbar zu machen (Poupel and Tardieux,
1999; Shaw and Tilney, 1999). Die Féhigkeit von G-Aktin zur Polymerisation in F-Aktin und zur
Depolymerisation unter Riickbildung von G-Aktin zdhlt zu den wichtigsten Eigenschaften von
Aktin, die fiir die Invasion der Toxoplasmen notwendig ist ( Dobrowolski and Sibley, 1996). Bis
jetzt sind nur zwei Proteine, die fiir die Regulation der Aktin-Polymerisation verantwortlich sind,
gefunden worden, ndmlich Aktin-Depolymerisation-Faktor (ADF) (Allen et al., 1997) und
Toxofilin (Poupel ef al., 2000). Neue Studien haben gezeigt, dass die Aktin-Dynamik durch die

Phosphorylierung von Toxofilin mittels Casein Kinase I1 gesteuert wird (Delorme et al., 2003).

Das Motorprotein Myosin, das mit Aktin wihrend der Fortbewegung in Verbindung kommt, ist
wie Aktin an der anterioren Seite des Parasiten konzentriert aber auch entlang des inneren
Membran-Komplexes nachweisbar (Dobrowolski et al., 1997; Schwartzman and Pfefferkorn,
1983). Bis jetzt wurden bei Toxoplasmen 5 verschiedenen unkonventionelle Typen von Myosin
gefunden, die alle phylogenetisch zur Myosin Klasse XIV gehoéren: TgM-A, TgM-B, TgM-C,
TgM-D und TgM-E.

Myosin B und C sind durch alternatives Splicing der mRNA eines einzigen Genes entstanden.
Die beiden Myosine konnen durch ihr IQ-Motiv (Consensus IQXXXRGXXXRK) Calmodulin
binden und sind am apikalen Bereich neben dem Golgiapparat zu finden. Myosin-A dagegen
enthdlt kein IQ-Motiv und ist entlang der Plasmamembran in enger Beziehung mit IMC
lokalisiert. Myosin-D und Myosin-E sind dhnlich zu Myosin-A, wurden aber nur bei Bradyzoiten

gefunden (Optiz and Soldati, 2002).
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T. gondii besitzt genauso wie die iibrigen Parasiten des Stammes Apicomplexa keine Cilien oder
Flagellen, sondern bewegt sich gleitend auf festen Oberflichen vorwérts. Dieser
Fortbewegungsprozess wird als ,,gliding motility* bezeichnet (Sibley et al., 1998) und wird durch
den parasitiren Aktin-Myosin-Motor vorangetriecben (Dobrowolski et al., 1997). Die
Fortbewegung ist energieabhingig und verursacht keine grofleren Konformationsédnderungen des
Parasiten (Ménard, 2001). Essentiell fiir diese Art der Bewegung ist die Bindung an eine feste
Oberflache, insbesondere an die Oberfliche der Wirtszelle. Dafiir spielen die
Mikronemenproteine der Thrombospondin-Familie (TRAP Familie) wie z.B. MIC2 eine wichtige
Rolle (Abbildung 6). Das Modell der ,,gliding motility* besagt, dass die Mikronemen-Proteine an
einem Pol auf der Zelloberflaiche der Parasiten exprimiert werden und gerichtet vom apikalen
zum posterioren Ende transloziert werden, bevor sie dann von der Oberfliche des Parasiten
abgespalten werden (Sibley, 2004). Der Prozess ist energieabhidngig und erlaubt eine Bewegung
des Parasiten um bis zu 10um pro Sekunde (King, 1988). Mit Hilfe des Aktin-Myosin-Motors
konnen die Toxoplasmen zirkuldre, drehende und helikale Bewegungen durchfiihren, wobei nur

letztere zur Invasion in die Wirtszelle fiihren.

MLC
Aldolase
]
Microtubule
Actin
Inner membrane Plasma Substrate
Zum complex membrane

Abbildung 6: Modell der gleitenden Bewegung bei 7. gondii

MLC: “myosin light chain”; MADP: “myosin-A docking protein”; MIC2: Micronemenprotein 2. Entnommen aus
(Heintzelman MB, 2003)
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1.6 Genetik von 7. gondii

In den letzten Jahren konnten die GenomgroBen zahlreicher parasitidrer Protozoen ermittelt
werden, z.B. bei Trypanosoma brucei (Van der Ploeg et al., 1984), Plasmodium falciparum
(Kemp et al., 1987), Eimeria tenella (Shirley et al., 1990) und Toxoplasma gondii (Sibley and
Boothroyd, 1992). Das nukledre Genom von 7. gondii umfasst circa 80 Mbp, die sich auf 11
Chromosomen verteilen. Durch die cytophotometrische DNA-Messung verschiedener Stadien
von T. gondii konnte nachgewiesen werden, dass sich nur die Zygote (Oozyste) im diploiden
Zustand befindet. Alle anderen Stadien (Sporozoiten, Tachyzoiten und Bradyzoiten) liegen im
haploiden Zustand vor. Im Oktober 2003 wurde die Sequenzierung des gesamten 7. gondii
Genom abgeschlossen und verdffentlicht (http://www.toxodb.org). Es wurde festgestellt, dass die
Gene von 7. gondii mehr Introns als die von Plasmodium oder Cryptosporidium enthalten, was
eins der groBen Probleme bei der Identifizierung der 7. gondii Gene in der Datenbank darstellt
(Kim and Weiss, 2004). Dagegen enthalten die meisten 7. gondii Gene, die fiir
Oberflachenantigene verantwortlich sind, sowie viele Gene, die fiir Mikronemen, Rhoptrien und
»dense granula“-Protein kodieren, weniger Introns als die anderen Haushaltgene (Kim and Weiss,

2004).

Neben dem Kerngenom konnten bei den Apicomplexa zwei weitere, extranukledre Genome

identifiziert werden:

Im Apicoplast, einem chloroplastenartigen Organell, befinden sich ein zirkuldres 35 kb grof3es
Genom. Der Apicoplast ist durch eine sekundére Endosymbiose mit einer Griinalge entstanden
und ist als typisches Merkmal des Unterstammes der Apicomplexa definiert worden (Kohler et
al., 1997). Hier ist zu berticksichtigen, dass Cryptosporidum parvum wiahrend seiner Divergenz
von den anderen Apicomplexa, seinen Apicoplast verloren hat. Wie auch bei anderen
extrachromosomalen Genomen fand im Apicoplasten im Laufe der Evolution ein Gentransfer
vom Plastid in den Nukleus statt, so dass viele Gene, die im Nukleus kodiert werden ihren
phylogenetischen Ursprung im Vorldufer des Apicoplasten. Die Funktion des Apicoplasten
beschrinkt sich nach Verlust der Photosynthese wihrend der Evolution hauptsichlich auf die
Biosynthese von Isoprenoiden, Fettsduren und aromatischen Aminosduren (Fichera and Ross,
1997; Kohler et al., 1997; Roberts et al., 1998; Kim and Weiss 2004). Fichera und Roos (1997)
vermuten ferner eine Rolle des Apicoplasten bei der Etablierung der Parasitophoren Vakuole

wiahrend der Wirtszellinvasion.
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Auf dem Apicoplast-Genom wurde neben Enolase, Glukose-6 phosphat-Isomerase und Hsp60
(Soldati, 1999) viele rRNA Gene identifiziert (Kim und Weiss, 2004). Jiingste Arbeiten haben
gezeigt, dass die Parasiten 7. gondii und Plasmodium falciparum in der Lage sind, das in
Chloroplasten vorkommende Monogalactosyldiacylglycerol und Digalactosyldiacylglycerol zu
synthetisieren (Maréchal et al., 2002). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass Epitope von
Proteinen des Apicoplasten mit denen von Chloroplasten-Proteinen aus Landpflanzen verwandet
sind (Maréchal et al., 2002). Die Replikation des Apicoplasten ist fiir das Uberleben des
Parasiten unverzichtbar und damit ein geeignetes Ziel flir die Chemotherapie z.B. mit

Fluoroquinolonen, Chloramphenicol und Triclosan.

Parasiten von Stamm der Apicomplexa haben das kleinste bekannte mitochondriale Genom. Bei
T. gondii besteht das mitochondriale Genom aus einem wiederholten Element von 6-7 kb und
kodiert fiir einige Untereinheiten von Cytochrom b, Cytochrom ¢ Oxidase und rRNA (Feagin JE.
2000; Feagin JE. 1992). Bemerkenswerterweise, kodiert das mitochondriale Genom bei den
Apicomplexa keine tRNAs, daher miissen alle tRNAs, die fiir die mitochondriale Translation

erforderlich sind, aus dem Cytosol importiert werden (Schneider and Marechal-Drouard, 2000).

Von den verschiedenen Stadien von 7. gondii existieren EST-Datenbanken (Expressed Sequence
Tag) von mehr als 60.000 EST (Ajioka et al., 1998; Li et al., 2003). Diese ESTs sind durch
Klonierung und Sequenzierung von cDNA-Abschnitten entstanden und stellen somit Kopien der
mRNA, also tatsdchlich exprimierter Gene dar. Die ESTs sind unter der Internnetadresse
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html =~ zusammengefasst. Da das Genom von
Toxoplasma viele Introns enthélt, kommt der Sequenzierung von ESTs besondere Bedeutung
bei der Identifizierung von Toxoplasma Genen zu. Durch Vergleich mit bestehenden
Datenbanken anderer Organismen konnte schon eine Reihe von Proteinen identifiziert werden.
Durch den Vergleich der ESTs aus verschiedenen Stadien konnten auf diese Weise

stadienspezifisch exprimierte Gene identifiziert werden.

Bei T. gondii sind Promotorstrukturen noch nicht besonders gut untersucht. Konventionelle cis-
wirkende eukaryontische Promotorelemente wie die TATA-Box oder das SP1 Motiv konnten
bisher in keiner 5'- untranslatierte Regionen UTR von 7. gondii gefunden werden (Dynan et al.,
1985; Mitchell and Tjian, 1989). Analysen der 5'-UTR Sequenzen mehrerer Gene von 7. gondii
haben ein hoch konserviertes Heptanukleotidmotiv T/AGAGACG identifiziert (Soldati and
Boothroyd, 1995; Ajioka et al., 2001), das wahrscheinlich die Funktion der cis-acting Motive
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iibernimmt. Dieses Motiv kommt auch in dem 27 bp Element vor, das in sechs Wiederholungen
als Tandems im 5°-UTR von SAG1 den Startpunkt der Transkriptionsinitiation festlegt (Soldati
and Boorthroyd, 1995). Promotor-Expressionsstudien mit Chloramphenicol-Acetyltransferase als
Reporterprotein ergaben, dass eine Deletion des Heptanukleotidmotivs, das dem Startcodon am
ndchsten ist, den groBten Effekt auf die CAT Aktivitit zeigt (Soldati and Boothroyd, 1995;
Mercier et al., 1996). Die Anzahl und die Position dieser Heptanukleotidmotive sind in den

untersuchten Genen sehr variabel, ebenso ihre Orientierung, die direkt oder invertiert sein kann.

1.7 Genetische Manipulation von 7. gondii

Neben seiner einfachen Kultivierbarkeit hat sich 7. gondii vor allem durch die Existenz zahl-
reicher Methoden der genetischen Manipulation als ein Modellorganismus fiir die Gruppe der
Apicomplexa etabliert (Sinai et al., 1997). Die Analyse verschiedener Prozesse wie
Proteintransport oder Organellen-Biosynthese sind bei 7. gondi durch die Fusionierung von
Proteinen mit verschiedenen Epitopen wie GFP, c-Myc oder HA moglich geworden. Auch
Markerproteine fiir die Lokalisation von Proteinen in 7. gondii sind mittlerweile verfiigbar. So
lassen sich B-Galaktosidase exprimierende Parasiten sowohl in Zellkultur, als auch im Gehirn
chronisch infizierter Mause leicht nachweisen (Seeber and Boothroyd, 1996; Dao et al., 2002).
Bei T. gondii ist das Studium der biologischen Funktion verschiedener Proteine, die bei den
anderen Apicomplexa-Spezies schwach exprimiert sind, moglich geworden. Viele Proteine aus
Plasmodium wie das ,,sporozoite circumsporozoite protein“ (CSP) konnten in 7. gondii gut
untersucht werden. Das Ziel war ein Impfantigen gegen Malaria aus Toxoplasma zu isolieren, da
viele Gene bei Plasmodium aufgrund des hohen A/T Gehalts des Plasmodium Genoms nicht

iiberexprimiert werden konnten (Kim and Weiss, 2004).

Toxoplasma ist das erste obligat intrazelluldre Protozoon das mit exogener DNA transformiert
wurde (Donald and Ross, 1993; Soldati and Boothroyd, 1993). Es wurden bei 7. gondii zwei
Typen von Transfektionen durchgefiihrt: zum einem die transiente Transfektion, wobei die
Plasmid-DNA extrachromosomal bleibt und mit der Teilung der Parasiten verloren geht, da die
verwendeten Plasmide keinen Replikationsursprung fiir die autonome Vermehrung in 7. gondii
besitzen. Zum anderen wird bei der stabilen Transfektion die linearisierte Plasmid-DNA durch
nicht homologe Rekombination ungerichtet ins Geneom integriert. Durch homologe

Rekombination kann die Integration des Plasmides gezielt erreicht werden. Dies ist lediglich
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abhéngig von der Grofle der flankierenden Regionen (Donald and Roos, 1994). Eine Reihe von
Markern wurde zur positiven und negativen Selektion auf stabile Transformanden entwickelt,
wie das Bleomycin Resistenzgen (ble), das Tryptophan Gen (#rp) (Donald and Ross, 1993; Kim
et al., 1993; Sibley et al., 1994; Messina et al., 1995; Soldati et al., 1995; Donald et al., 1996),
das Dihydrofolatreduktase-Thymidilat-synthase Gen (dhfr-ts) (Donald and Ross,1993), das
Hypoxantine-Xanthine-Guanine-Phosphoribosyl-Transferase Gen (hxgprt) (Donald et al., 1996)
und das Chloramphenicol-Acetyltransferase Gen (caf) (Kim et al., 1993). Die Wirkung von
Chloramphenicol auf 7. gondii ist etwas verzogert, wodurch die Parasiten etwa 20 bis 25
Teilungen durchlaufen miissen, also etwa dreimal den Wirtszellrasen lysiert haben, bevor die

Selektion iiberhaupt einsetzt (Kim et al., 1993).

Da das Genom der Tachyzoiten haploid ist, wurden durch homologe Rekombination und mit der
Anwendung von Selektions-markern viele nicht-essentielle Gene abgeschaltet und ,,Knock-out*
Parasiten erzeugt. Die Etablierung zusitzlicher Methoden, wie der Entwicklung eines stabilen
episomalen Vektors (Black and Boothroyd, 1998) und der Expression von Rekombinase Cre
(Brecht et al., 1999) erlaubt eine genauere Untersuchung der Funktion eventuell essentieller
Gene. Eine weitere Moglichkeit zum Ausschalten von Genen bei 7. gondii stellt die zweistufige
,hit-and run®“ Mutagenese dar (Donald and Ross, 1998). AuBlerdem kann durch ,ribozyme-
modified antisense RNA strategy* auch die Menge an Genprodukt verringert werden (Nakaar et

al, 1999; Nakaar et al, 2000; Nakaar et al., 2003).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Als Verursacher der Toxoplasmose bei immunsupprimierten Patienten und bei Neugeborenen hat
T. gondii in den letzten Jahren an medizinisch-klinischer Bedeutung gewonnen. Aus biologischer
Sicht ist bei Toxoplasma gondii insbesondere die Stadienkonversion von Interesse, ferner die
Féhigkeit zur latenten Infektion mit der Moglichkeit der Reaktivierung. Dabei sind Toxoplasmen
auch ein interessantes Modell fiir Parasiten, die sich zumindest teilweise dem Zugriff des

Immunsystems entziehen.

Fiir das Versténdnis der Pathogenese bei der Toxoplasmose ist die Identifikation von Genen bei
T. gondii aus mehren Griinden von grof8em medizinischen Interesse. Hierdurch konnen z.B. neue

potentielle Ziele fiir Medikamente identifiziert werden und neue Antigene flir diagnostische und
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therapeutische Strategien gefunden werden. Ein weiteres Ziel ist es, einen Impfstoff gegen

Toxoplasmen zu entwickeln.

Um mogliche neue immunreaktive Antigene bei 7. gondii zu isolieren, wurde im Rahmen einer
Doktorarbeit (1998) in unserer Arbeitgruppe eine cDNA-Expressionsbank in dem
Bakteriophagen Lambda Vektor ,AExCell“ konstruiert. Zum Screening wurden humane
Antiseren, die einen besonders hohen Antikorpertiter gegen 7. gondii aufweisen, eingesetzt.
Diese fiihrten neben der Identifizierung vom schon bekannten Genen wie GRA1 und ROP2, zur
Isolierung von drei unbekannten Genen, deren Expressionsprodukte die stirkste Reaktivitit mit

den humanen Antikérpern zeigten: H4, B10 und B4.

Wihrend H4 als MICS5 (Brydges SD et al., 2000) und B10 als GRA9 (Adjogble et al., 2004)

identifiziert werden konnten, ist B4 noch zu keiner Protein Gruppe zugeordnet worden.

In der vorliegenden Doktorarbeit sollte mittels molekularbiologischen Untersuchungen die
genomische Organisation von B4 im Detail untersucht werden. Der wichtigste Aspekt dabei war
es, die funktionellen Eigenschaften dieses Gens zu ermitteln. Um das Protein charakterisieren zu
konnen, sollten rekombinantes B4-Protein und Antikorper gegen dieses Protein hergestellt
werden. Dadurch sollte mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen die Lokalisation des B4-
Proteins bei Tachyzoiten als auch bei Bradyzoiten geklart werden. Ferner sollte mittels
Zellfraktionierung die zelluldre Verteilung des Proteins analysiert werden. Neben den
molekularbiologischen Analysen sollte in dieser Arbeit auch die Bedeutung des B4-Antigens fiir

diagnostische Untersuchungen geklért werden.

Um die Funktion des B4-Proteins zu charakterisieren, wurde bei Tachyzoiten das B4-Protein
iiberexprimiert. Die erzeugten Mutanten wurden sowohl auf ihre ,,Gliding-Motility*, Invasion als
auch auf ihre Proliferation untersucht. Durch Deletion des B4-Gens sollte untersucht werden, ob

das Gen fiir das Wachstum des Parasiten essentiell ist.
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I1. Material und Methoden

I1.1 Material

I1.1.1 Chemikalien
(Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) IPTG:

4’ ,6-diamino-2-phenylindoledihydrochlorid-hydrate (DAPI):

Aceton:

Acrylamid:

Agarose:

Ammoniumoxalat:
Ammoniumperoxodisulfat (APS):
Ampicillin:

Borsdure:

Bovine Serum Albumine, cell culture tested:
Bromphenolblau:

Chloramphenicol:

Coomassie Blue G:

Coomassie Brilliant Blue R250:
Diethylpyrocarbonat (DEPC):
Dimethylsulfoxid (DMSO):

Dithiothreitol (DTT):

Ethanol 97%:

Ethidiumbromid:

Ethylendiaminotetraacetat (EDTA), cell culture tested:
Ficoll Typ 400:

Fluoromount-G SBA:

Formaldehyd:

Fotales Kélberserum (FCS), hitzeinaktiviert Cytogen:
Glutamin (200 mM):

Gluthation:

Glycerin:

Glycin:

Guanidinium-Isothiocyanat (GSCN):

ICN, Costa Mesa, USA
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Biozym, Hameln
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Serva, Heidelberg
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
apbiotech, Freiburg
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA
apbiotech, Freiburg
Birmingham, USA
Merck, Darmstadt
Gibco

Gibco

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
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Harnstoff:

HEPES:

KoHPO4:
Kaliumchlorid:
KanaMycin:
KH2POs4:
Kristallviolett:
LB-Agar:
LB-Medium:
Magnesiumchlorid:

Milchpulver Oxoid:

N-(1-Naphthyl) ethylenediamine:
N,N, N, N’-tetramethylethylendiamin (TEMED):

NaOH:
Natriumacetat:
Natriumazid:
Natriumcarbonat:
Natriumchlorid:

Natriumcitrat:

Natriumdodecylsulfat (SDS):

Natriumthiosulfat:
n-Butanol:
N-Laurylsarkosin:
Parafinol:
Paraformaldehyd:
Phenol/Chloroform:
Phosphorsdure 85%:
Propidiumiodid:
Salzsaure:
Schwefelsédure:
Silbernitrat:

Thioglykolat:

Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Basingstoke, GB
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
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Thioharnstoff:
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris):
Triton X-100:

Trypanblau:

Trypsin/EDTA (0,05%/0,02% w/v):
Tween-20:

Wasserstoffperoxid:

Xylencyanol:

I1.1.2 Sonstige Materialien und Ger:iite
Basic-96-Harvester (Zellerntegerét):
BetaPlate Scint (Szintillationsfliissigkeit):

CO2-begaster Brutschrank (Heraeus B5060 EK/CO2):

ELISA-Photometer:
Nylonmembran Hybond N+:
Glasfaserfilter (Preprint Filtermat):

Kodak X-OMAT, AR Film, XAR-5 Kodak:

Nitrozellulosemembran ,,Protran‘ 0,45 pm:

Steril-Werkbank (Gelaire BSB 4A):
1205 Betaplate (Szintillationszéhler):
96-well Immunoplate Maxisorp F96:
Rontgenfilme X-OMAT:

3 wm-Filter Millipore:

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Zinser analytic Skatron, Frankfurt

LKB Wallac, FIN

Heraeus, Hanau

Tecan

apbiotech, Freiburg

LKB Wallac, FIN
Rochester, USA

Schleicher & Schiill, Dassel
Flow Laboratories, Meckenheim
LKB Wallac, FIN

Nunc, Wiesbaden

Kodak, New York, USA
Schwalbach

I1.1.3 Oligonukleotide, Plasmide und verwendeten Antikorper

I1.1.3.1 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide fiir die PCR wurden von MWG Biothec AG, Ebersberg hergestellt.

Pnl: 5" AGAAGAGAAGAGTGCATGCAGGGAAGG 3’
Pcl: 5" CAAGGGAGAAGCAAGTGAGAGTGAGAA 3’
EcoRI-B4: 5" CCCCGAATTCATGGAAGAAGTTTCACTGTGCG 37

B4-Xhol: 5'CCCCCTCGAGCTTTTTAACTTTTGTCAAAGTCGT 3’
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BTubl-N:
BTubl-C:
SAGI1-N:
SAGI1-C:
B4-Nsil:

BgllI-LDHI:
LDHI-Avrll:

Apal-Fr5":
Fr-5"-Clal:
Spel-Fr 3":
Fr-3"-Notl:
BgllII-B4:

B4-Spel:

I1.1.3.2 Plasmide
pGEX-4T-His:

pEGFP-C1:
pTub8-GFP:

pTubyfp-yfp/sagCAT:

pTub-Myec:

5" CCCGTTCCCTCGTCTCC 3’
5'CTCGGTGAATTCCATCTCGT 3’
5'GCCGTTGTGCAGCTTTCCGTTCTTC 3’
S’ATCCCCGTCCACCAGCTATCTTCT 3’
5'CCCCATGCATCTTTTTAACTTTTGTCAAAGTCG 3’

5" ATCAGATCTAAAATGGCACCCGCACTTGTGCAG 3’

5" TCTCCTAGGCGCCTGAAGAGCAGCAACCG 3’
5S’AAAAGGGCCCTCAGAGAGCAAAATGCAATT 3

5 AAAAATCGATCTGTTGCTGCAGAAAAGCAAGGGAT 3’
5’AAAAACTAGTCTGCCGTTTGTGGAGGAGAGAACGA 3’
5’AAAAGCGGCCGCTGTAGGAGAGAACAGGAT 3’

5" CCCCAGATCTATGGAAGAAGTTTCACTGT 3’

5" CCCCACTAGTCTTTTTAACTTTTGTCAAAGTCGT 3’

Pharmacia GST-Fusionsprotein fiir bakterielle Expression
Clontech, San Diego, USA

freundliche Gabe von Soldati

freundliche Gabe von Boris Stripen, Athens, USA
freundliche Gabe von Boris Stripen, Athens, USA

pTubl-CAT:
pGEX-GST-B4-His:
pTub8-B4-GFP:
pTub-B4-YFP:
pTub-B4-Myc:
pTub-LDH1-Myec:
pB4-EGFP:
pTubl-CAT-3'B4:

pTubl-5"B4-CAT-3"B4:

freundliche Gabe von Soldati, Schweiz
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
in dieser Arbeit hergestellt
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I1.1.3.3 Verwendete Antikorper und Seren

Kaninchen-anti-B4”% °*7° Serum:
mAk Maus-anti-Myc-Tag:
Kaninchen -anti-GFP:

mAk Maus-anti-7.g.-LDHI1:
mAk Maus-anti-7.g.-4F8:

mAk Maus-anti-7.g.- SAGI:
mAk Maus-anti-7.g.- GRA2:
mAk Maus-anti-7.g.-MIC2:

I1.1.4 Restriktionsenzyme
Apal:
Avrll:
BamHI:
Bglll:
Clal
EcoRI:
EcoRV:
HindIlI:
Notl:
Nsil
Pacl:
Sacl:
Spel
Xhol:

I1.1.5 Sonstige Enzyme
Ampli Taqg DNA Polymerase:

Dnase I:

Expand-High-Fidelity-DNA-Polymerase:

Proteinkinase K:

RNase A:

Eurogentec, Belgien
Roche Diagnostics, UK
Clontech, San Diego, USA
(Reichmann et al., 2001)
(Fischer et al., 1997)

M-F . Cesbron-Delauw, Gronoble, Frankreich
M-F . Cesbron-Delauw, Gronoble, Frankreich

J-F. Dubremetz, Montpelier, Frankreich

Promega, Madison, USA
NEB, Beverly, USA
Invitrogen, Karlsruhe
NEB, Beverly, USA
Invitrogen

Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA
NEB, Beverly, USA
NEB, Beverly, USA
NEB, Beverly, USA
NEB, Beverly, USA
NEB, Beverly, USA
Promega, Madison, USA

Perklin-Elmers

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
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T4 DNA-Ligase:
Trypsin:

I1.1.6 Groflenstandards

I1.1.6.1 GroBlenstandards fiir Proteine
SeeBlue Plus 2 Pre-stained Standard :
Mark12™ Standard:

I1.1.6.2 GroB3enstandards fiir Nukleinsiuren
Lambda DNA / EcoRI + Hind 11l Marker:

1kb DNA Leiter:

100bp DNA Leiter:

0,24-9,5kb RNA Leiter:

I1.1.7 Molekularbiologische Kits
Advantage RT-for-PCR Kit:
QIAquick-spin PCR Purifikation Kit:
High Pure PCR Product Purification Kit:
Oligotex- mRNA-Kit:

High Pure Plasmid Isolation Kit:

Gel Extraktion Kit:

Digoxigenin PCR Probe Synthesis System:

I1.1.8 Verwendeten Organismen

I1.1.8.1 Bakterienstimme

Roche, Mannheim

Gibco BRL, Eggenstein

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, USA

BRL, Eggenstein
BRL, Eggenstein
BRL, Eggenstein

BD Biosciences, USA
Qiagen, Hilden
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden

Roche Biochemicals

E. coli BL21(DE3): pLysS F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dem (DE3) pLysS (CmR) Novagen, Bad

Soden

E. coli DHS5xc: F; endA1, hsdrl7(rv-myt), deoR, supEA44, thi-1, relAl, recAl, gyrA96, A(lacZYA-

argF) U169 (¢80dlacZAM15).

E. coli J109: K-12 derivative, recAl, supE44, endAl, hsdR17, gyrA96, relAl, thi ( lac-proAB).
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11.1.8.2 Toxoplasma gondii Stimme

RH: Sabin, 1941, ATCC, Manassas, USA

RH hxgprt- : Donald et al., 1996, ATCC, Manassas,USA

DX : Schliiter et al., 1991, Institut fiir Medizinische Pathologie, Bonn
RH-YFP-YFP: freundliche Gabe von Boris Stripen, Athens, USA

Bk: Winser et al., 1948, Seitz, Parasitologie, Bonn

RH-B4-Myc: in dieser Arbeit hergestellte Mutanten

RH-B4-YFP: in dieser Arbeit hergestellte Mutanten

RH-B4-GFP: in dieser Arbeit hergestellte Mutanten

11.1.8.3 Zelllinien

HFF: Kinderklinik UKD, Diisseldorf, Deutschland
86HG39 : Institut fiir Neuropathologie, Universitit Diisseldorf
EGFP: in dieser Arbeit hergestellte Mutanten

B4-EGFP: in dieser Arbeit hergestellte Mutanten

I1.1.8.4 Mausstimme
MNRI-Méuse: Tierversuchsanlage Diisseldorf

I1.1.9 Puffer, Medien und Losungen
Alle Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben mit Reinstwasser angesetzt. Puffer und
Losungen fiir molekular- und mikrobiologische Arbeiten, sowie Losungen und Puffer fiir die

Zellkultur werden fiur 60 min bei 121°C autoklaviert oder sterilfiltriert.

LB-Medium: 1% Trypton
0,5% Hefe Extrakt
0,5% NaCl
LB-Platten: LB-Medium

1,2% Bacto-Agar
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Antibiotikumstammldsungen:

Zell-Medium:

TE-Puffer:

TBE-Puffer:

20 x SSC:

Cytomix-Puffer:

Ampicillin (Na-Salz) 50 mg/ml in H,O
KanaMycin: 25 mg/ml in Ethanol
Chloramphenicol: 50 mg/ml in Ethanol
Genetecin 1 mg/ ml (G418)

IMDM
5% oder 10% FCS
25 pg/ml Gentamycin

10 mM Tris-HCI, pH 8
1 mM EDTA

89 mM Tris-HCI, pH 7
89 mM Borsaure

2,5 mM EDTA

0,3 M Natriumcitrat
3 M Natriumchlorid

120 mM KCl

0,15 mM CacCl,

10 mM K,HPO,/ KH,PO4 pH 7,6
25 mM HEPES, pH 7,6

2 mM EDTA

5 mM MgCl,

2 mM ATP, Frisch zugegeben

5 mM Glutathion, Frisch zugegeben
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I1.2 Methoden

I1.2.1 Mikrobiologischen Methoden

I1.2.1.1 Kultivierung und Lagerung von Escherichia coli (E.coli)

Der gewiinschte Bakterienstamm wurde von einer Einzelkolonie auf einer Agarplatte oder direkt
aus Glyzerinkultur in sterilem LB-Medium, welches mit dem Selektionsantibiotikum versetzt
wurde, angeimpft und iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Diese Ubernachtkulturen
wurden zum Animpfen groferer Kulturen, zur analytischen Plasmidisolierung oder zum Anlegen
von Stammkulturen verwendet. Zur Herstellung von Stammkulturen wurden 1 ml der
Ubernachtkultur bei 3500 rpm 4 min abzentrifugiert und in 200 pl LB-Medium plus 50%
Glyzerin resuspendiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -70°C

gelagert.

I1.2.1.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Herstellung kompetenter E.coli Zellen erfolgte nach der RbCl-Gefrierzellenmetohode. Von
einer E. coli Kultur (ODgo = 0,5-0,6) wurden 50 ml fiir 15 min auf Eis gekiihlt, abzentrifugiert
und in 20 ml RF1-Lésung (0,1 M RbCl, 0,05 M MnCl,,0,03 M Kaliumacetat, 0,01 M CaCl, , 15
% (v/v) Glyzerin, pH 5,8 ) resuspendiert. Nach einer 1-2-stiindigen Inkubation auf Eis wurden die
Zellen erneut abzentrifugiert und das Pellet in 4 ml RF2-Lésung (0,01 M MOPS, 0,01 M RbCl,
0,075 mM CaCl, , 15 % Glyzerin, pH 6,8) aufgenommen, fiir weitere 15 min gekiihlt und in 150
ul Aliquots bei -70°C gelagert.

I1.2.1.3 Transformation kompetenter E. coli

Die Transformation erfolgte mittels Hitzeschock. Dazu wurden die kompetenten Zellen zunichst
vorsichtig auf Eis aufgetaut. Pro Transformationsansatz wurden 100 pl Zellsuspension mit 2 -3 ul
DNA Losung (ca. 50-500 ng Plasmid-DNA) versetzt und dann 15 min auf Eis inkubiert. Danach
wurden die E. coli einem 1,5-2 min wihrend Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und anschlieBend
weitere 2 min auf Eis inkubiert, bevor 900 pul LB-Medium zugegeben wurden. Die Ansitze
wurden dann 1 Stunde bei 37°C und 500 rpm inkubiert. Jeweils 50 pl jedes Ansatzes wurden auf
je eine LB-Agarplatte ausplattiert, die das Antibiotikum enthielt, das dem Resistenzgen des

transformierten Plasmids entsprach.
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I1.2.2 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsiuren

11.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli mit hoher Reinheit

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte aus 3 ml einer Ubernachtkultur von E. coli mit dem
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Manheim) nach Herstellerangaben. Das Prinzip des Kits
beruht auf der alkalischen Lyse von Bakterienzellen. Plasmid-DNA wird freigesetzt, wéhrend die
chromosomale DNA in einem Prizipitat aus Zellwandtrimmern und Protein eingeschlossen
bleibt. In Anwesenheit hoher Konzentrationen eines chaotropen Salzes bindet die geloste
Plasmid-DNA spezifisch an die Glasfasermatrix der Trennsdulchen. Bei dem anschlieSenden
Waschschritt wird die DNA von Salz, Protein und anderen Verunreinigungen befreit und
schlieBlich mit Niedergsalz-Puffer oder Wasser eluiert und bei -20°C gelagert.

GroBere Mengen DNA wurden aus einer 100-150 ml Bakterienkultur nach dem Protokoll fiir

Maxi-Préparationen von Qiagen aufgereinigt.

I1.2.2.2 Isolierung genomischer DNA

Fiir die Isolierung genomischer 7. gondii DNA wurden zu 1x 10° Parasiten 400 pl DNA-
Lysepuffer mit 0,1 mg/ml RNase A zugegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 30 min bei 37°C.
AnschlieBend wurde Proteinase K mit einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml zugegeben und bei
50°C iiber Nacht inkubiert. Es folgt eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Aus dem Uberstand
wurde die genomische DNA mit eiskaltem Ethanol gefdllt und danach mit 70%-igem Ethanol

gewaschen. Die getrocknete DNA wurde in 200 pl agua dest. aufgenommen.

DNA-Lysepuffer: 100 mM NacCl
10 mM Tris HCI, pH 8
50 mM EDTA, pH 8
0,5 % SDS
20 pg/ml RNase (frisch zugegeben)
0,1 mg/ml Proteinase K (frisch zugegeben)

11.2.2.3 Phenol-/Chloroform-Extraktion
Die Phenol/Chloroform-Extraktion wurde als Routinemethode zur Denaturierung und Entfernung
von Proteinen aus Losungen von Nukleinséuren und Proteinen verwendet. Dazu wurde der Probe

Phenol/Chloroform im gleichen Volumen zugegeben. Nach kurzem Schiitteln erfolgte eine ca. 3-
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miniitige Zentrifugation bei 15000 rpm, RT. Die obere Phase wurde iiberfiihrt, die untere
verworfen.

Um die DNA von den restlichen Phenolresten zu befreien, wurde das gleiche Volumen
Chloroform zugegeben, und nach kurzem Schiitteln erfolgte eine 3-miniitige Zentrifugation bei

13000 rpm, RT. Die obere Phase wurde tiberfiihrt, die untere Phase verworfen.

11.2.2.4 Alkoholfillungen von Nukleinsiuren

Gibt man Ethanol zu einer DNA-LG&sung hinzu, so bildet sich in Anwesenheit monovalenter
Kationen ein DNA-Prézipitat, das sich durch Zentrifugation sedimentieren ldsst. Das Verfahren
wird z.B. angewandt, um Nukleinsdure-Losungen zu konzentrieren und die nach der
Vorreinigung durch Phenol-Extraktion verbliebenen Phenolreste zu entfernen.

Die DNA-Losung wurde mit H,O auf 100 pl aufgefiillt und mit zweieinhalbfachem Volumen
eiskaltem absoluten Ethanol und einem Zehntel Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) vermischt
und die DNA bei -70° C fiir mindestens eine Stunde geféllt. Nach anschlieBender Zentrifugation
bei 13000 rpm fiir 30 min wurde die DNA mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet

und im gewiinschten Volumen Aqua dest. resuspendiert.

I1.2.2.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die DNA-Banden wurden mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und nach Herstellerangaben
mittels des Gel Extraktion Kit (Qiagen) aus dem Agarosegel eluiert. Die Elution beruht dabei auf
der Bindung der durch Auflésen der Agarose freigesetzten DNA an Glasmilch unter chaotropen
Bedingungen. Durch mehrmaliges Waschen mit ethanolischer Losung wurden Verunreinigungen

entfernt, bevor die DNA bei geringer lonenstérke eluiert wurde.

I1.2.2.6 Isolierungen von Gesamt-RNA

Fir alle Arbeiten mit RNA wurden ausschlieBlich Losungen verwendet, die mit 0,1 % (v/v)
Diethylpyrocarbonat (DPEC) behandeltem und anschlieBend autoklaviertem Wasser angesetzt
worden waren. Sdmtliche Arbeitsschritte wurden mit Handschuhen durchgefiihrt.

Gesamt-RNA wurde durch Aufschluss der Zellen mit Guanidinisothiocyanat (GSCN) und
anschlieBender Ultrazentrifugation des Lysats auf einem Césiumchlorid-Dichtekissen gewonnen.
Die GSCN Methode nutzt die Tatsache aus, dass RNA in Cisiumchlorid eine hohere
Schwebedichte hat als andere Zellbestandteile und deshalb durch Zentrifugation pelletierbar ist,
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withrend DNA, Lipide und Proteine im Uberstand verbleiben. 10° zweifach mit PBS gewaschene
Zellen wurden mit 4 ml GSCN-Losung in einem Greiner R6hrchen lysiert und die Losung mit 3
ml DEPEC-Wasser aufgefiillt. In einem Polyallomer-Ultrazentrifugenrohrchen (Beckman)
wurden 3 ml des Césiumchlorid-Dichtekissens vorlegt und dieses mit Lysat iiberschichtet. Es
folgte eine Zentrifugation (Ultrazentrifuge Beckman Optima L60) bei 150000 x g, 23°C fiir 16
Stunden (Rotor SW41Ti, Beckman). Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt
und das Rohrchens 2 cm iiber dem Boden mit einem heilen Skalpell abgeschnitten. Das RNA-
Pellet wurde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und dann in 50 pl 10 mM Tris / DEPC-
Wasser, pH 7,5 gelost. Die Konzetration und Reinheit der RNA wurden photometrisch bestimmt.

GSCN-Losung: 4 M Guanidinium-Isothiocyanat
20 mM Natrium-Acetat pH 5,2
0,1 mM DTT
0,5% N-Laurylsarkosin.

CsCl-Losung: 5,7 M Césiumchlorid
0,1 M EDTA pH 8
0,002 Vol . DEPC.

DEPC-H,0: Aqua dest. wurde mit 0,1 % DPEC versetzt iiber Nacht bei RT inkubiert und

anschlieBend autoklaviert.

11.2.2.7 Isolierung von mRNA

Zur Anreicherung von messenger RNA (mRNA) wurde das Oligotex-mRNA-Kit (Quiagen)
benutzt. Gesamt RNA wurde 1/1 mit 2x Bindungspuffer gemischt und mit 6 pl Oligotex
Suspension pro 100 ug RNA 3 min bei 65°C und anschlieBend 10 min bei RT inkubiert. Die
Oligotex Partikel wurden abzentrifugiert (2 min, 14000 x g) und 2x mit 1 ml Waschpuffer
gewaschen. Die Elution der mRNA wurde mit zweimal 5 pl Elutionspuffer (vorgewédrmt bei 70°

C) je eingesetzten 100 ug Gesamt-RNA durchgefiihrt.
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I1.2.2.8 Konzentrationbestimmung von Nukleinsiduren

Die Konzentration von DNA und RNA, sowie die Reinheit der Proben kann photometrisch
bestimmt werden. Dazu wird die Extinktion der Probe in Quarzkiivetten mit einer Schichdicke
von 1 cm bei Wellenldngen von A =260 und A = 280 nm im Spectrophotometer (Pharmacia LKB
Ultraspec Plus, Pharmacia, Freiburg) bestimmt. Eine Extinktion von 1 entspricht bei
doppelstrangiger DNA 50 pg/ml, bei einzelstrangiger DNA und RNA 40 pg/ml. Das Verhiltnis
der Extinktion bei 260 nm zu der Extinktion bei 280 nm zeigte die Reinheit der Priparation. Bei
sauberer Priparation sollte das Verhéltnis 1,8 bis 2,0 betragen. Bei Kontaminationen mit

Proteinen oder Phenol ist das Verhéltnis deutlich niedriger.

I1.2.3 Gelelektrophoretische Trennung von Nukleinsiuren

I1.2.3.1 Native DNA-Agarosegele

Die analytische Auftrennung von Nukleinsduren in 0,8-1% (w/v) Agarosegelen wurde genutzt,
um FragmentgroBeren restringierter DNA und PCR-Produkten zu ermitteln. Die Herstellung der
Gele sowie die Durchfithrung der Elektrophorese erfolgte in 0,5 % TBE- Puffer unter Zusatz von
Ethidiumbromid (0,1 pg/ml). Die DNA Ansitze wurde vor dem Auftragen mit 0,2 Volumen 6 x

DNA-Probenpuffer versetzt und bei einer Spannung von 6 V/cm aufgetrennt.

6 x DNA-Probenpuffer: 15 % (w/v) Ficoll Typ 400
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
in TBE Puffer

I1.2.3.2 Denaturierende RNA-Agarosegele

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von RNA nach der Grofe, ist es notwendig die RNA zu
denaturieren, um die Ausbildung von Sekundérstrukturen zu verhindern. In dieser Arbeit wurden
Formaldehydagarosegele verwendet; da Formaldehyd kovalent mit den Aminogruppen von
Adenin, Cytosin und Guanin reagiert und so Basenpaarungen verhindert. Zusitzlich wurde den
RNA-Proben Formamid zugesetzt, das Wassertoftbriickenbindungen aufbricht und so den
Angriff des Formaldehyds an den Basen ermdglicht. Da Formaldehyd leicht zu Ameisensiure
oxidiert und diese zur Hydrolyse der RNA fiihrt, musste darauf geachtet werden, dass der pH-

Wert der verwendeten Formaldehydldsung nicht unterhalb von 4,0 lag.
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1,2 g Agarose wurden in 81 ml H,O in einem sterilen Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle kurz
aufgekocht. Nach kurzem Abkiihlen wurden 11 ml 10 x MOPS-Puffer und 20 ml Formaldehyd
zugegeben und das Gel gegossen. Die zu analysierende 7. gondii m-RNA wurde in RNA-
Probenpuffer aufgenommen, 10 min bei 68°C denaturiert und bis zum Auftragen der Probe auf
Eis gestellt. Die RNA-Probe wurde kurz vor der Auftrennung im Formaldehydgel mit 1/10
Volumen Auftragspuffer (50% (v/v) Glyzerin, 1 mM EDTA, pH 8, 0,25% (w/v)
Bromphenolblau, 0,25 (w/v) Xylenzyanol ) versetzt. Die Gelelektrophorese erfolgt bei 80 V fiir 4
bis 6 Stunden. Bevor das Gel unter UV-Licht photographiert wurde, wurde der Formaldehyd
durch dreimaliges Waschen fiir 15 min in DEPC-H,O entfernt.

10x MOPS-Puffer: 200 mM MOPS
50 mM NaAcetat pH 7,0
10 mM EDTA

RNA-Probenpuffer: 7 % (v/w) Formaldehyd
50 % (v/v) Formamid
1 x MOPS

I1.2.4 Modifikation und Rekombination von DNA

I1.2.4.1 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA-Molekiile sequenzspezifisch in diskrete
Fragmente zerschneiden konnen. Die Spaltung von Plasmid- bzw. Gesamt-DNA erfolgt nach
Empfehlung des Herstellers der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Eine Inaktivierung
der Enzyme erfolgt durch wiederholtes Einfrieren bei —20°C oder durch eine Inkubation bei 65°C

uber 20 min.

I1.2.4.2 DNA-Ligation

Das Prinzip der Ligation ist die kovalente Verkniipfung der 3’ und 5’-Enden verschiedener DNA-
Strange. Die DNA-Konzentration von einzufiigendem DNA-Fragment und geschnittenem Vektor
wurde photometrisch bestimmt und bei einem Volumen des Ligationsansatz von 20 pl bei einer
gesamt DNA Menge von 500 ng das Verhiltnis Vektor zu einzufiigendem DNA-Fragment etwa
1:4 gewidhlt. Pro Ligationsansatz wurde 1U T4-DNA-Ligase (Roche, Mannheim) mit dem
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entsprechenden Ligasepuffer zu der DNA-Mischung addiert, das Restvolumen mit H,O aufgefiillt
und 2 Stunden bei Raumtemperatur, alternativ bei 16°C iiber Nacht inkubiert.

Nach Abschluss der Ligation wurde der Reaktionsansatz ohne weitere Behandlung sofort zur
Transformation kompetenter Zellen (I1.2.1.2) eingesetzt.

Zu jeder Ligation wurde eine Negativkontrolle angesetzt, bei der der liniearisierte,

dephosphorylierte Vektor ohne Insert mit Ligase behandelt wurde.

I1.2.4.3 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (,,Polymerase Chain Reaction®, PCR) ist ein in vitro-Verfahren
zur schnellen spezifischen Detektion und Amplifizierung von DNA-Molekiilen definierter
Sequenz. Bei der PCR wird durch den wiederholten Ablauf von Strangtrennung, Bindung zweier
spezifischer Oligonukleotide (Primer) und DNA-Synthese mit hitzestabiler DNA-Polymerase
eine exponentielle Synthese von DNA-Molekiilen aus Desoxynukleosidtriphosphaten erreicht.

In einem Ansatz von 100 pl waren folgende Reagenzien enthalten: 1-4 U Tag-Polymerase, 10 ul
10 x PCR-Puffer, 2 ul dNTPs (je 10 mM), je 50 pmol der entsprechenden Primer und etwa 200
ng Plasmid-DNA bzw. 1 pg genomische DNA als Matrize. Zur Synthese von DNA-Fragmenten
fiir analytische Zwecke wurde Taq-Polymerase (aus Thermophilus aquaticus), fiir Klonierungen
»expand high fidelity* DNA-Polymerase (aus Pyranococcus furiosus) verwendet.

Der Reaktionsansatz wird im Thermocycler dem jeweils passenden Programm unterzogen. Nach
Denaturierung bei 95°C fiir 4 min wurde die DNA in 25 bis 35 Zyklen amplifiziert. Ein Zyklus
bestand aus zwei Minuten 95°C, eine Minute 60-65°C und eine Minuten 72°C. Zum Abschluss
wurde der Elongationsschritt des letzten Zyklus um sieben Minuten bei 72°C verldngert und
anschlieBend bei 4°C gelagert. Die amplifizierte DNA kann in der Agarose-Gelelektrophorese

analysiert oder aufgereinigt und z.B. fiir eine Klonierung weiter verwendet werden

11.2.4.4 RT-PCR

Durch den Prozess der Reversen Transkription wird die Herstellung von komplementirer DNA
(cDNA) aus einem mRNA-Template ermoglicht. Fiir die vorliegende Arbeit wurden fiir diesen
Zweck eine RNA abhidngige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) aus dem Retrovirus
MMLYV (moloney-murine leukemia virus) und Oligo-(dT)18— Primer zum Binden an den 3’- Poly-
A-Schwanz der mRNA benutzt. Alle Komponenten entstammten dem Advantage® RT-for-PCR-
Kit (BD Bioscience, Heidleberg).



Material und Methoden 39

In einem ersten Schritt wurden 200 ng Gesamt-RNA mit 1 pl oligo(dT) in einem mit RNase-
freiem Wasser aufgefiillten Gesamtvolumen von 13,5 pl fiir 2 min bei 70°C vorinkubiert, um das
Anlagern des Primers an die mRNA-Molekiile zu ermdglichen. AnschlieBend wurden 6,5 pl
eines Mastermixes hinzugefiigt, der neben dem 5x RT-Puffer auch dNTPs, synthetischen RNase-
Inhibitor und das Enzym MMLV-Reverse Transkriptase enthielt. Nach einer einstiindigen
Inkubation bei 42°C wurde das Enzym durch Erhitzen fiir 5 min bei 98°C inaktiviert. Die cDNA
wurde durch Zugabe von 80 pl H,O 1:5 verdiinnt und bis zur weiteren Nutzung bei —80°C
gelagert.

I1.2.5 Konstruktionen der Expressionsvektoren

I1.2.5.1 Konstruktion des pGEX-B4-His Vektors

Das in den GEX-Vektoren genutzte GST-Gen stammt aus dem Plathelminthen Schistosoma
Jjaponicum und kodiert fiir ein GST-Protein mit einem Molekulargewicht von 27 kDa, die sich
gut in E.coli exprimieren ldsst (Smith and Johnson, 1988). GST ist ein ubiquitdr verbreitetes
Enzym, welches die Ubertragung von Glutathion-Sulfhydryl-Gruppen katalysiert. Nach erfolgter
Induktion mit Isopropylthiogalaktosid (IPTG) wird die GST bzw. das GST-Fusionsprotein
zytoplasmatisch gebildet. Die vollstindige Sequenz von B4 wurde mittels PCR-Synthese
erhalten, wobei DNA aus RH-Parasiten als Matrize diente. Als Primer wurde ein Oligonukleotid
verwendet, das komplementdr zum 5’-Ende der B4-Sequenz ist (Basenpaar 1 bis 22) mit 10
zusitzlichen Basenpaaren stromaufwérts, die eine kiinstliche EcoRI-Schnittstelle enthalten
(Primer EcoRI-B4). Der Gegenprimer ist komplementir zum 3’-Ende von B4 (Basenpaare 472
bis 495) und hat eine Sequenzverlingerung von 10 Nukleotiden, die eine kiinstliche Xhol-
Schnittstelle beinhalten (Primer B4-Xhol). Das Insert wurde iiber die EcoRI- und Xhol-
Schnittstelle zwischen die entsprechenden Schnittstellen des Vektors pGEX-4T-His einkloniert.

I1.2.5.2 Konstruktion der pTub8-B4-GFP, pTub-B4-YFP und pTub-B4-Myc Vektoren

Fiir die Uberproduktion von B4 in 7. gondii wurden Vektoren hergestellt, welche die Expression
eines B4-Fusionsproteins mit terminalen GFP, YFP oder Myc-Epitop ermdglichen.

Fiir die Herstellung des B4-GFP-Fusionsproteins wurde der Vektor pTub8-B4-GFP konstruiert.
Hierfiir wurde das Plasmid pTub8-GFP (freundlich Gabe von Soldati) mit den Enzymen EcoRI
und Nsil geschnitten. Zwischen die entstandenen Schnittstellen wurde das B4-Insert eingefiigt,

das durch PCR-Synthese erhalten wurde. Als Matrize bei der PCR wurde genomische DNA aus
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RH-Parasiten verwendet und als Primer die Oligonukleotide EcoRI-B4 und B4-Nsil, die eine
kiinstliche EcoRI bzw. Nsil- Erkennungssequenz enthielten.

Zur Produktion eines Fusionsproteins bestehend aus B4 und YFP wurde der Vektor pTub-B4-
YFP hergestellt. Ausgangsvektor war das Plasmid pTubYFP-YFP/sagCAT (freundlich Gabe von
Boris). Dieses wurde mit den Restriktionsenzymen Avrll und Bglll verdaut. Mit dem Primerpaar
BgllI-B4 und B4-Spel wurde B4-cDNA amplifiziert und isoliert. Die Primer waren mit Bg/// und
Spel Linkern versehen, so dass das PCR-Produkt in die Bg/Il und Spel Schnittstelle des Vektors
pTubYFP-YFP/sagCAT liegiert werden konnte. Dabei wurde der pTubB4-YFP Vektor erhalten.
Ferner wurde ein B4-Expressionskonstrukt mit Myc-Epitop am C-Terminus erzeugt. Dafiir
wurde das Insert des Plasmids pTubB4-YFP durch Verdau mit den Spel und BglII entfernt und in
pTub-Myc Plasmid einkloniert. Dabei wurde das pTub-B4-Myc Plasmid erhalten.

Als Positivkontrolle wurde auch ein LDHI1-Expressionskonstrukt mit Myc-Epitop am C-
Terminus erzeugt. Mit dem Primerpaar BglII-LDH1 und LDH1-Avrll wurde der LDH1 ORF
amplifiziert, isoliert und in das vorher geschnittene Plasmid pTub-Myc mit Bg/ll und Avrll

einkloniert.

I1.2.5.3 Konstruktion des pB4-EGFP-Vektors zur Expression in humanen Zellen

Dazu wurde der Expressionsvektor pEGFP-C1 eingesetzt (Clontech). Das Plasmid pEGFP-CI
exprimiert das griin fluoresziererende Protein EGFP unter der Kontrolle eines starken
konstitutiven CMV-Promotors, ohne dazu exogene Substrate oder Kofaktoren zu bendtigt
werden. Das vollstindige B4-kodierende Bereich aus 7. gondii (Stamm RH)  wurde mit
Primerpaaren Xhol-B4 und B4-EcoRI amplifiziert, sequenziert und in das pEGFP-C1 Plasmid

einkloniert.

11.2.5.4 Zielvektor zur Generierung von B4-,,knock-out* Mutanten

Fiir die Erzeugung einer ,,knock-out™ Mutante in 7. gondii ist es essentiell, dass der Zielvektor
5’- und 3’-seitig vom Selektionsmarker mit ausreichend langen genomischen Fragmenten
versehen ist, da in Toxoplasma gondii nur unter dieser Voraussetzung mit einer erfolgreichen
homologen Rekombination zu rechnen ist (Roos et al., 1994). Die homologen genomischen
Sequenzen zum Zielgen im Targetvektor erhohen die Wahrscheinlichkeit fiir homologe
Rekombinationsereignisse am Zielgenlokus. Die Sequenzinformation der genomischen

Sequenzen stomauf- und abwiérts des B4-Lokus wurden nach abgeschlossener Sequenzierung des
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T. gondii Genoms aus Genbanksequenzdaten (www.toxodb.org) entnommen. Mit dem

Primerpaar (Spel-Fr3") und (Fr-3'-Notl) wurde die 1582 bp der 3" stromabwirts liegenden B4
genomischen Sequenz amplifiziert, mit Spel und No#/ restringiert und in den ebenso
geschnittenen Vektor pTub1-CAT (freundliche Gabe von Soldati, Schweiz) ligiert. Dabei entsteht
der Zwischenvektor pTub1-CAT-3'B4. Danach wurden durch PCR-Synthese mit den Primern
(Apal-Fr 5") und dem Gegenprimer (Fr-5"-Clal) die 5° flankierende Region der 7. gondii B4-
Gens mit eine GroBle von 1582 bp erzeugt. Das PCR-Produkt wurde in den Zwischenvektor
pTubl-CAT-3'B4 einkloniert, dabei entsteht das Plasmid pTubl-5'B4-CAT-3'B4. Durch
analytischen Verdau und partielle Sequenzierung wurde das erhaltene ,,knock-out“—Konstrukt

pTubl1-5'B4-CAT-3'B4 auf Richtigkeit tiberpriift.

I1.2.6 Markierungen von DNA

I1.2.6.1 Herstellung der Sonden (DIG DNA Labeling Kit, Roche, Mannheim)

Die Markierung der DNA-Sonden mit Digoxigenin erfolgt mit Hilfe der PCR. Dabei wird ein
Teil des dTTP durch DIG-11-dUTP ersetzt, das bei der Kettenverldngerung in die neu
synthetisierten Fragmente eingebaut wird. Als Vorlage wurde Plasmid-DNA benutzt, deren Insert
den zu markierenden Abschnitt enthélt. Es wurden 5 pl 10 x Puffer, 5 pl ANTP-Mix fiir DIG-
Labeling, 5 ul Digoxigenin-11-dUTP, je 2 pl der Primer (Pnl, Pcl) und 1 ul Tag-Polymerase mit
der Matrize und H,O auf ein Gesamtvolumen von 50 pl aufgefiillt.

Gleichzeitig wurde eine Probe ohne DIG-11-dUTP angesetzt. Die Langenkontrolle erfolgte {iber
eine elektrophoretische Auftrenung im Agarose-Gel. Das mit Digoxigenin markierte Fragment ist

groBer und lduft demzufolge langsamer durch das Gelgitter als das nicht markierte Fragment.

I1.2.6.2 Qualititskontrollen der Markierung der Sonde (Dot-Blot)

Die Dot-Blot Methode erlaubt einen schnellen Nachweis der Markierungseffizienz der Sonde.
Die markierte Sonde wird in einer Verdiinnungsreihe auf die Nylonmembran transferiert und mit
UV-Licht fixiert. Der Nachweis erfolgte durch an eine, an Anti-Dig-Antikorper gekoppelte,
alkalische Phosphatase (Dig-AP-Fab-Ak) und nachfolgender Chemolumineszenzmessung.


http://www.toxodb.org/

Material und Methoden 42

11.2.6.3 DNA-Sequenzierungen
DNA Sequenzierungen von PCR-Fragmenten und klonierten Vektoren wurden von der Firma
GATC (Konstanz) mit spezifischen Primern und Fluorezenz-markierten Didesoxynukleotiden auf

einem ABI 3700 (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

I1.2.7 Nukleinsiure-Ubertragung auf Nylonmembranen

11.2.7.1 Southern-Blot Analyse von DNA

Mit diesem Verfahren wurden DNA-Fragmente, die durch Gelelektrophorese nach ihrer Grofle
aufgetrennt wurden, aus der Gelmatrix auf eine Trigermembran unter Beibehaltung des
Trennmusters {ibertragen und immobilisiert.

Zuerst wurde die isolierte DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten und in
einem Standard-Agarose-Gel aufgetrennt. Das Agarose-Gel wurde dann zweimal 15 min in 0,2N
HCI geschwenkt. Dabei entstehen Strangbriiche, was einen Transfer groBerer DNA Fragmente
erleichtert. Das Gel wurde zweimal mit H,O gespiilt und zweimal 15 min in
Denaturierungslosung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) geschwenkt. Nach zweimaligem Spiilen mit
H,O erfolgte eine Neutralisation durch Inkubation des Gels fiir zweimal 15 min in
Neutralisierungslosung (0,5 M Tris, 3 M Nacl, pH 8). Die Nylonmembran wurde auf Gelgrofle
zugeschnitten, 10 min in H,O inkubiert und anschliefend 15 min in 10 x SSC-Puffer equilibriert.

6 Lagen Filterpapier (Whatman 3 MM) wurden ebenfalls auf Gelgroe zugeschnitten. Eine
Glasplatte wurde auf die mit 10 x SSC-Puffer gefiillte Blot-Kammer gelegt und ein Streifen in
10 x SSC getrianktes Filterpapier dariiber gelegt, so dass die Enden in den Puffer eintauchten. Das
Gel wurde auf Filterpapier gelegt und an den Seiten mit Spacern abgedichtet. Darauf wurden
luftblasenfrei eine Plastikfolie mit Aussparung in GelgroBe, die vorbehandelte Nylonmembran,
die 6 Lagen Filterpapier und ca. 10 cm Papierhandtiicher aufgebracht. Eine zweite Glasplatte
sowie ein Gewicht zum Beschweren (ca. 500 g) wurden auf den Stapel gelegt. Der Transfer der
DNA erfolgte liber Nacht. Die Membran wurde 15 min getrocknet, anschlieBend wurde die DNA
auf der Membran bei 0,6 J und 340 nm fixiert.
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I1.2.7.3 Northern-Blot Analyse von RNA

Denaturierende RNA-Agarosegele wurden fiir den Kapillartransfer zuerst kurz in Wasser und
anschlieBend zweimal 15 min in 20x SSC geschwenkt. Der Blot wurde wie unter Punkt 11.2.7.1
beschrieben aufgebaut, wobei jedoch 20x SSC als Transferpuffer verwendet wurde. Nach einem
Transfer von 15-18 h wurde die RNA durch UV-Licht bei 0,6 J auf der trockenen Membran
fixiert. Der Filter wurde entweder direkt in der Hybridisierung eingesetzt oder bei 4°C gelagert.
Zur Abschitzung der aufgetragenen RNA-Menge wurde der Filter mit Methylenblau gefarbt, mit

Wasser gewaschen und zur Dokumentation fotokopiert.

11.2.7.4 Hybridisierung und Chemilumineszenzdetektion

Die Southern und Northern-Blot Analysen erfolgten nach der der in Maniatis et al (1989)
beschriebenen Methoden mit folgenden Modifikationen:

Die iiber UV-Quervernetzung an die Nylonmembran gekoppelte DNA und RNA wurde in
Churchpuffer (7% (w/v) SDS, 50 mM Natriumphosphat, pH 7) eine Stunde bei 68°C
prihybridisiert und tiber Nacht bei 68°C mit Dig-markierten DNA-Sonde (10-12 ng/ml fiir DNA,
20-25 ng/ml fiir RNA) hybridisiert. Zum Entfernen der ungebundenen DNA-Sonde wurde die
Membran 30 min bei 68°C und danach noch 40 min bei RT in Phosphatpuffer (40 mM
Natriumphosphat, pH 7,2, 1 % (w/v) SDS) gewaschen.

Die Detektion der Dig-markierte DNA-Sonde erfolgte nach Herstellerangaben mit Anti-
Digoxigenin-Antikorpern, die mit alkalischer Phosphatase konjugiert waren. Die Visualisierung
Hybridisierungspositiver Banden erfolgte mittels enzymatischer Dephosphorylierung des
Chemilumineszenzsubstrats CSPC (Boehringer Mannheim, Deutschland) durch die alkalische

Phosphatase, wobei das emittierte Licht zur Schwirzung eines Rontgenfilms (Kodak) fiihrte.

I1.2.8 Biochemische Methoden

I1.2.8.1 Expression und Aufreinigung von GST-B4-His Fusionsproteinen

Zur Herstellung groBerer Mengen an rekombinantem Protein wird das B4-Gen in den Vektor
pGEX-4T-His der Firma Invitrogen einkloniert. Eine Einzelkolonie mit dem gewiinschten
pGEX-B4-His Plasmid wurde von einer frischen LB-Platte mit 50 pg / ml Ampicillin in 50 ml
LB-Medium unter gleichem Selektionsdruck tiberimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Diese
Uber-Nacht-Kultur wurde anschlieBend auf ODggo = 0,3 verdiinnt und 100 ml der Kultur bei 37°C

bis zu einer ODgg = 0,6 inkubiert. Die Expression des Fusionsproteins GST-B4-His wurde durch
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Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Kultur fiir weitere 2-3 Stunden bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die induzierten Zellen fir 15 min bei 5000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS gewaschen und in 10 ml Lyse-Puffer resuspendiert.
Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde die Losung durch kurze Ultraschallimpulse zu je 10
Sekunden und einer Abkiihlung im Eiswasserbad aufgeschlossen, bis die Losung eine
wasserdhnliche Viskositit aufwies. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 rpm wurde das
Bakterienlysat aus dem Uberstand gewonnen.

Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte mittels Affinitdtschromatographie, wobei
die Bindung des im Fusionsprotein enthaltenen Histidin-Tag an Nickelionen ausgenutzt wird. Je
nach aufzureinigender Proteinmenge wurde eine entsprechende Menge Nickel-NTA-Agarose in
einer 5 ml Plastiksdule mit Bakterien-Lysat vorbreitet (pro 10® Zellen 1 ml Ni*’-NTA). Das
Séulenmaterial wurde mehrmals mit H,O gewaschen. AnschlieBend wurde von oben eine Fritte
auf das Sdulenmaterial aufgelegt, um eine gleichmiBige Beladung der Sédule zu gewéhrleisten.
Das Sédulenmaterial wurde mit Lyse-Puffer dquilibriert und hiernach mit entsprechendem Zell-
Lysat beladen. Zur Entfernung nicht gebundener Proteine wurde die Séule jeweils mit dem
zehnfachen Sdulenvolumem mit Wasch-Puffer gewaschen. Die GST-B4-His Fusionsrotein wurde
durch Elution-Puffer schrittweise eluiert. Die Lagerung des eluierten GST-B4-His-Proteins
erfolgte bei —80°C.

Lyse-Puffer: 50 mM NaH,POq, Wasch-Puffer: 50 mM NaH,PO
1 M NaCl IM NaCl
10 mM Imidazol 10 mM Imidazol
1 % Triton X-100

Elution-Puffer: 50 mM NaH,POg4
1 M Na(Cl
300 mM Imidazol

I1.2.8.2 Herstellung von 7. gondii- Lysat

Mit Hilfe der Einfrier/Auftaumethode konnen Zellen mechanisch aufgebrochen werden. Dafiir
werden 10°/ml Toxoplasmen in Proteaseinhibitor-cocktail-haltigen Wasser aufgenommen und in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Sobald die Losung komplett gefroren war, wurde sie im

Wasserbad bei 37°C aufgetaut werden. Dieser Vorgang wird bis 10mal wiederholt. Um grofle
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Membrantriimmer und nicht aufgeschlossene Toxoplasmen abzutrennen, wurde das Lysat einmal
bei 4°C fiir 10 min mit 600 x g zentrifugiert und der Uberstand nochmals fiir 15 min mit 10000 x
g bei 4°C zentrifiigiert. Dieser Uberstand wird im folgenden als TLA bezeichnet.

11.2.8.3 Zellfraktionierungen von 7. gondii

Die durch Schockgefrieren gewonnen TLA aus Punkt 11.2.8.2 wurden durch eine
Ultrazentrifugation (100000 x g, 1 Stunden, bei 4°C) in eine ,,high speed supernatant Fraktion
(HSS) und in einer ,high speed pellet Fraktion (HSP) weiter partitioniert. Die HSP Fraktion
wurde direkt in 2 x Probenpuffer aufgenommen, die HSS Fraktion wurde mit Trichloressingsiure

(TCA) prézipitiert und ebenfalls in 2 x Probenpuffer aufgenommen.

I1.2.8.4 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford (1976) mit dem Bradford- Reagenz der Firma Bio-
Rad Laboratories GmbH, Miinchen durchgefiihrt. Als Eichprotein diente Rinderserumalbumin. In
einer Mikrotiterplatte wurden zunéchst serielle Verdiinnungen der Zellextrakte in PBS hergestellt
(Volumen 20ul, Doppelbestimmungen). Als Standard dienten verschiedene Konzentrationen von
BSA in PBS (Dreifachbestimmungen). Nach Zugabe von 200ul Bradford-Reagenz wurde die
Absorption bei 595 nm in einem ELISA-Reader (Tecan Rainbow, SLT Labinstruments,
Crailsheim) gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der zugehorigen Software EasyWin Fitting

(Tecan).

Readford-Reagenz: 3 ml Bradford-Stammldsung

+ 17 ml 4. dest. (autoklaviert)

Bradford-Stammldsung: 100 mg Comassie Blue G
+50 ml Ethanol 97%
+100 ml Phosphosédure 85 %

Die Stammlésung wurde bei 4°C in einer lichtundurchldssigen Flasche aufbewahrt.
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I1.2.8.5 TCA-Prizipitation

Die Féllung von Proteinen mit Trichloressigsdure (TCA) fiihrt zu einer Degradierung der
Proteine, so dass enzymatische Aktivitdten hiufig verloren gehen. Antigendeterminanten bleiben
aber zumeist erhalten, so dass diese Methode fiir das Konzentrieren von Proteinen fiir Western-
Blot-Analysen geeignet ist.

Die Proteinprobe wurde mit 50%iger TCA versetzt, so dass eine Endkonzentration von 10 %
TCA erreicht wurde. Die Féllung erfolgte fiir mindestens 4 Stunden auf Eis. Es folgte ein 10-
miniitiger Inkubationsschritt bei 60°C. Danach wurde der Ansatz 10 min bei 13 000 rpm bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Proteinpellet mit Aceton gewaschen, dann
nochmals 10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert, kurz getrocknet und in Probenpuffer
aufgenommen. Gegebenenfalls wurde der pH-Wert der Losung durch Zugabe von wenigen

Tropfen 1 M Tris-Losung (pH 8) neutralisiert.

I1.2.8.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektorophorese von Proteinen (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde zur Trennung von
Proteingemischen und zur Grofenbestimmung der darin enthaltenen Proteine eingesetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in der Regel unter denaturierenden
Bedingungen (0,1% (w/v) SDS) durch die diskontinuierliche, eindimensionale SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). SDS hat als anionisches Detergenz zwei Wirkungen auf Proteine. Es fiihrt zum
einen zu einer Auflosung von Quartdr- und Tertidrstrukturen mit der Folge einer langlichen
Konformation und zum anderen bindet es im Uberschuss in einem konstanten Verhiltnis (1,4 g
SDS / 1 g Protein) an Protein, was eine gleichartige negative Ladung pro Masseneinheit bewirkt.
Die Proben wurden auf 1 x Endvolumen mit Probenpuffer versetzt, bei 95°C 5 min denaturiert,
kurz zentrifugiert und auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte
entweder bei 100 V im Sammelgel und bei 200 V im Trenngel oder bei 40 V {iber Nacht.

Die Losungen A bis D sind Stammlosungen, aus denen das Sammelgel und das Trenngel

angesetzt wurden.

Losung A: rotiphorese Gels 30 (Gebrauchsfertige Losung, 37,5 Teile
Acrylamid, 1 Teil 0,8 % Bisacrylamid; Fa. Roth, Karlsruhe)
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Losung B: 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 (entgast)
Losung C: 10% (w/v) SDS in H,O
Losung D: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (entgast)
Elektrophoresepuffer: 28,8 g/l Glycin

6 g/l Tris

1 g/ SDS
Sammelgellosung: 100 ml Lésung A

250 ml Losung D

10 ml Losung C

650 ml H,O

Die Losungen wurden entgast und in einem Lichtundurchldssigen Flasche bei 4°C lagern.

SDS-Probenpuffer:

2 g SDS

75 ml Losung D

25 ml 50% Glycin in H,O
ad libitum Bromphenolblau
(+ 5% B -Mercaptoethanol)

Fiir ein 12 % SDS-Gel wurden folgende Losungen gemischt:

Trenngel:

8 ml Losung A

5 ml Losung B

0,2 ml Losung C

6 ml entgaste H,O.

Das gegossenen Trenngel wurde mit n-Butanol {iberschichtet, um einen gleichmifigen Abschluss

zu erhalten. Nach vollstdndiger Polymerisation des Trenngels wurde das n-Butanol abgenommen,

das Sammelgel dariiber gegossen und mit einem Kamm wurden die Probenkanile ausgespart.
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Sammelgel: 10 ml Sammelgellosung
+ 100 pl 10% APS
+ 10 ul TEMED

I1.2.8.7 Farbung von Proteinen in SDS-PAGE Gelen mit Coomassie-Blau

Zum Nachweis der Proteine wurde das Trenngel zwei bis vier Stunden bei RT in Coomassie-
Féarbung geschwenkt. Danach wurde es mit Wasser abgespiilt und in Entfarberlésung gelegt.
Unter mehrmaligem Wechsel der Entfarberlosung wird das Gel nun 2-4 Stunden bei RT entférbt

und anschlieBend 30 min in Wasser gewaschen.

Coomassie-Féarbelosung: 50% (v/v) Ethanol
7,5% (v/v) Essigsédure
0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250

Entfarbelosung: 7,5% (v/v) Essigsdure
20% (v/v) Ethanol

I1.2.9 Immunologische Methoden

11.2.9.1 Immunoblotting-Verfahren (Western-Blot)

Protein wurden Zwecke der Immunodetektion nach ihrer Trennung in der SDS-PAGE in einem
Semi-Dry-Blot auf Nitrozellulose-Membranen der PorengroBe 0,45 um elektrophoretisch
transferiert. Die Blotzeit betrug 30 min. Die transferierten Proteine auf der Membran lieBen sich
mit Ponceau S reversible farben.

Die Immunodetektion wurde mit dem Enhanced Chemiluminescence (ECL)-System nach

Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Kathodenpuffer: 25 mM (w/v) Tris
40 mM (w/v) 6-Aminohexansiure
20% (v/v) Methanol

Anodenpuffer I: 30 mM Tris
20% (v/v) Methanol



Material und Methoden 49

Anodenpuffer II: 300 mM (w/v) Tris
20% (v/v) Methanol

11.2.9.2 Indirekte Immunfluoreszenz (IFA)

Durch die Fixierung von Zellen und anschlieBender Permeabilisation sowie Inkubation mit
Antikdrpern gegen ein spezifisches Protein kann die Lokalisierung bzw. Expression desselben
sichtbar gemacht werden. Ist an diesen Antikorper nicht direkt ein Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt, so muss er durch einen zweiten Antikorper, der solch eine Farbstoff-Kopplung besitzt,
erkannt werden (indirekte Immunfluoreszenz). Dies fiihrt gleichzeitig zu einer Verstarkung des
Signals. Unter dem Fluroeszenzmikroskop kann der Fluoreszenzfarbstoff durch Licht der
richtigen Wellenldnge angeregt und sichtbar gemacht werden. Die Methode wird kurz dargestellt:
Die auf Deckglidsern hochgezogene HFF-Kultur, wurde mit 7. gondii Tachyzoiten infiziert und so
lange inkubiert, bis sich Parasitenrosetten in 4 bis 8 Taschyzoit pro Vakuole gebildet hatten. Die
Zellen wurden dann mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 4 % Paraformaldehyd fiir 20 min
fixiert. Nach der Fixierung erfolgt eine Inkubation in 0,1 M Glycin in PBS fiir 3 min, um den
Uberschuss an Fixierldsung zu neutralisieren. Die Zellen werden dann mit PBS / 0,2 % Triton-X-
100 fiir 20 min permeabilisiert. Im Anschluss werden unspezifische Protein-Bindungsstellen
durch eine 20 miniitige Inkubation in Blockierungslésung abgesittigt. Dieser und alle weiteren
Schritte erfolgen auf dem Schiittler. Nachfolgend werden die Zellen fiir 1 Stunde mit dem
Primérantikorper, der zuvor in Blockierungslosung verdiinnt wurde, inkubiert. AnschlieBend wird
3 x 10 min mit Waschlosung gewaschen und fiir eine weitere Stunde mit dem
fluoreszenzgekoppelten Sekundirantikorper, der ebenfalls in Blockierungslosung verdiinnt
wurde, inkubiert. Es wurde erneut 3 x 10 min mit Waschlosung gewaschen. Nun folgt die DAPI-
Férbung fiir 5 min der Farbstoff DAPI interkaliert in die DNA und erzeugt bei der Anregung ein
blaues Fluoreszenzlicht. AbschlieBend wurde noch einmal mit PBS gewaschen. Die Deckgliser
werden in Fluoromont-G™ auf Objekttrigern eingebettet und bei 4° C im Dunkeln aufbewahrt.
Die IFA mit extrazelluldirem Parasiten erfolgte wie bei intrazelluldr Parasiten. In diesem Fall ist
ein zusdtzlicher Schritt erforderlich, die die Haftung der Parasiten auf einem Deckglas
ermOglicht. Dafiir werden aus frisch lysierten Wirtzellen geerntete Parasiten in 500 pl PBS
resuspendiert und vor der Fixierung in eine Kulturplatte iiberfiihrt, die pro Schale ein vorgelegtes
Deckglas enthélt. Die anschlieBende Zentrifugation der Kulturplatte bei 2000 x g fiir 10 min

verbessert die Haftung der Parasiten auf dem Deckglas.
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11.2.9.3 Direkte Immunfluoreszenzanalyse mit GFP oder YFP

Das griin fluoreszierende Protein, urspriinglich aus der Qualle Aquorea victoria isoliert, kann
direkt mikroskopiert werden (selbst lebende Zellen kdnnen damit mikroskopiert werden). Die
Seitenketten der drei Aminosduren Serin, Tyrosin und Glycin der Positionen 65-67 im GFP
Protein sind zu einem Fluorophor zyklisiert. Durch Absorption von Strahlung des blauen
Wellenlidngenbereiches (Absorptionsmaximum bei 395 nm) wird diese Gruppe zum Leuchten
angeregt. Das GFP Protein emittiert dann Licht mit einem Emissionsmaximum von 508 nm.
Diese Wellenldnge liegt im griinen Spektralbereich.

In dieser Arbeit wurden B4-GFP und B4-YFP Fusionsprotein in 7. gondii hergestellt und
detektiert. Intrazelluldre Parasiten, die GFP oder YFP exprimieren, wurden wie in Abschnitt

11.2.9.2 beschrieben fixiert und danach direkt fiir IFA eingebettet.

I1.2.9.4 Analyse der Bewegungsfihigkeit von Toxoplasmen: “gliding motility”assay

In eine Kulturplatte, die pro Schale ein vorgelegtes Deckglas enthilt, wurde 500 pl einer 50%
PBS 50% FCS Losung abgegeben und fiir eine Stunde im Briitschrank inkubiert. Die Schalen
werden zweimal mit PBS gewaschen und mit aufgereinigten Parasiten, die in 500 pl Medium
resuspendiert waren, beladen. Nach 30 min Inkubation wurden die Schalen dreimal mit PBS

gewaschen und fiir IFA-Analysen, wie oben beschrieben, verwendet.

I1.3 Zellbiologische Arbeitstechniken

11.3.1 Zellkulturen

Alle Kulturen wurden bei 37°C in einem Brutschrank in wasserdampfgeséttigter Atmosphire mit
10% (v/v) CO; kultiviert. Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer Sterilwerkbank unter
Verwendung steriler Materialen durchgefiihrt. Zellkulturabfall wurde vor der Entsorgung
autoklaviert. Alle verwendeten Zellkulturmedien wurden mit 5% bzw. 10% fotalem Kélberserum
supplementiert, das vor Verwendung fiir 30 Minuten auf 56°C erhitzt wurde, um
Komplementproteine zu inaktivieren. Alle verwendeten temperaturstabilen Losungen und Puffer
wurden durch Dampfdrucksterilisation (20 min, 120°C, zwei bis drei bar) autoklaviert.
Temperaturinstabile Losungen wurden mit Hilfe einer 0,2 um Membran (,Bottle top filter’,
Schleicher & Schiill, Dassel) steril filtriert. Glasgerdte wurden fiir 4 Stunden bei 210°C

hitzesterilisiert.
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I1.3.1.1 Kultivierung von Wirtszellen

Als Wirtszelllinie zur Kultivierung der Parasiten wurden humane Vorhaut-Fibroblasten (human
foreskin fibroblasts, HFF) verwendet; nur zur Gewinnung gro3er Mengen von Parasiten-Material
fiir einzelne Versuche wurden Glioblastomzellen 86HG39 benutzt. Diese wachsen in bis zu vier
Zellschichten {ibereinander und ermdglichen dadurch eine hohere Parasitenproduktion iiber
lingere Zeit.

Die HFF-Zellen haben mehrere Vorteile: beim Kontakt mit den Nachbarzellen kommt es zur
Hemmung des Zellwachstums, so dass sich eine konfluente, einschichtige Kultur bildet. Die
Morphologie der Zellen- grof3e, flache Zellen mit fester Plasmamembran- erlaubt mehrere Zyklen
der Parasitenvermehrung bevor es zur Lyse der Wirtzelle kommt. Dadurch erhélt man einen
hohen Parasitentiter und eine nahezu vollstindig lysierte Wirtszellkultur mit sehr geringen
Verunreinigungen. AuBBerdem, HFF-Zellen eignen sich durch ihr Auswachsen als Einzelschicht
(monolayer) besonders fiir sensitive Versuche, wie z.B. IFA sowie Selektion und Klonierung von
stabil transfizierten Toxoplasmen.

Die HFF-Zellen oder die Tumorzellen 86HG39 wurden mit oder ohne Infektion in 175 cm?
Zellkulturflaschen in Zell-Medium (IMDM, 1% Glutamin, 10% (v/v) FCS, 25 pg/ml
GentaMycin) in befeuchteten Brutschrank unter 10% CO; kultiviert. Die Zellernte erfolgte nach 3

bis 5 Tagen.

Um Zellen zu ,,splitten‘ oder um sie fiir Tests in Mikrotiterplatten zu tiberfiihren, wurde zunachst
das Kulturmedium entfernt. Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir 5 bis 10
Minuten mit Sml Trypsin/EDTA-Ldsung inkubiert, um die adhirenten Zellen vom Boden der
Kulturflasche zu l6sen. Nach Zugabe von 8 ml Zell-Medium wurde die erhaltene Zellsuspension
in Zentrifugenrohrchen tiberfithrt und durch Zentrifugation (1200 rpm, 10min, 4°C, Heraeus
Megafuge 1.0 R) pelletiert. Den in der Kulturlasche verbliebenen Zellen wurde, zur erneuten

Vermehrung, 12 ml Zell-Medium zugegeben.

Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 5-10 ml Medium
resuspendiert. Dann wurde die Anzahl der lebenden Zellen festgestellt. Dazu wurden 50ul der
Zellsuspension mit Trypanblau-Losung geeignet verdiinnt und die lebenden Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Die Zellsuspension wurde dann auf die geeignete Anzahl

Zellen/ml eingestellt und fiir Zellassays verwendet.
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Fiir die Sicherung der Zelllinien wurden je ca. 10’ Zellen in 1 ml FCS/10%DMSO aufgenommen
und in fliissigem Stickstoff gelagert.

I1.3.1.2 Expression des B4-Proteins in 86 HG39 Tumorzellen

Astrocyten 86HG39 wurden mit der Plasmid pB4-EGFP mittels Elektroporation transfiziert. Fiir
diesen Vorgang wurden ca. 10’ Zellen benutzt. Nach zwei Waschschritten mit 10 ml PBS wurde
das Pellet in 500 ul PBS resuspendiert und mit 20 pl DNA vermischt und in eine
Elektroporationskiivette  (Elektrodenabstand 0,4 cm) iberfiihrt und eisgekiihlt. Das
Elektroporationgerit wurde auf 250 V/cm Elektrodenabstand und 960 pF eingestellt, die Kiivette
wurde zwischen die Elektroden platziert und der Impuls ausgeldst. Nach dem elektrischen Impuls
wurde die Kiivette schnell mit 1 ml vorgewdrmten Medium (IMDM) versetzt. Nach 5 miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Suspension in eine kleine Petrischalle iiberfiihrt, in der
5 ml warmes Kulturmedium vorgelegt waren.

Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt und durch Medium und Geneticin (G418 1mg/
ml) zur Selektionierung ersetzt. Um die toten Zellen zu entfernen, wurden die Petrischalen alle
zwei Tage mit PBS gewaschen und das Selektionsmedium erneut. Als positive Kontrolle fiir die
Wirkung des G418 wurden nicht transfizierte Zellen verwendet, die keine G418 Resistenz
besitzen. Nachdem alle nicht-resistenten Zellen abgestorben waren, nach ca. 2 Wochen, wurden
die resistenten Zellen noch ca. 7 Tagen weiter in Medium und G418 1mg/ ml inkubiert, bis sich
die vereinzelten Zellen zu Kolonien entwickelt haben. Die Zellen wurden dann auf ihre

Expressionseigenschaften analysiert.

I1.3.2 Toxoplasmen

11.3.2.1 In vitro Kultur von T. gondii

T. gondii Tachyzoiten der Stammgruppe I (BK und RH sowie deren Derivate) wurden in HFF-
oder in 86HG39-Zellen als Wirtzellen kultiviert. Parasiten wurden auf 25 cm? Zellkulturflaschen
gegeben, die bereits mit Wirtzellen bewachsen waren. Bei einem Parasit/Wirtzell-Verhéltnis von
5:1 wurden alle Wirtzellen zwei bis drei Tage nach Infektion lysiert. Die freigesetzten Parasiten
wurden abgespiilt und bei 50 x g fiir 5 min zentrifugiert, um Zelltriimmer zu pelletieren. Der so
gewonnene Uberstand wurde bei 600 x g fiir 15 min erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend abgenommen und das Pellet in 10 ml PBS resuspendiert. Es folgte eine weitere

Zentrifugation bei 600 x g fiir 10 min, um die Parasiten zu pelettieren. Die Anzahl isolierter
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Toxoplasmen wurde durch Auszéhlen in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die komplette
Lyse einer konfluenten HFF-Kultur aus einer 25 cm” —Kulturflasche ergibt ca. 5x 107 bis 1x 10
Tachyzoiten des RH- oder BK- Stammes. Nach Lyse der Wirtszellen sterben Tachyzoiten
innerhalb von 10 Stunden, falls ihnen keine neuen Wirtzellen zur Verfiigung stehen. Daher

wurden die extrazelluldren Parasiten moglichst schnell zur Weiterkultivierung verwendet.

I1.3.2.2 Einfrierung von 7. gondii Tachyzoiten

Fiir das Einfrieren verwendet man intrazelluldre Parasiten. Dazu werden HFF-Zellen mit
Parasiten infiziert. Die Wirtszellen sollten vor dem Einfrieren moglicht viele Toxoplasmen
enthalten. Die Trypsinierung erfolgte wie unter I1.3.1.1 beschrieben. Den abgeldsten Zellen
wurden 750 ul Einfriellosung (vorgekiihltes IMDM mit 50% FCS und 25 % DMSO) zugegeben
und der Ansatz vorsichtig gemischt. Die Zellen werden in 1,5 ml Einfrierr6hrchen iiberfiihrt und
fiir maximal 24 Stunden bei -80°C gelagert. AnschlieBend wurden die Rohrchen in fliissigem

Stickstoff aufbewahrt.

11.3.2.3 Auftauen von 7. gondii Tachyzoiten

Die eingefrorenen Parasiten werden dem Einfrierrdhrchen bei 37°C im Wasserbad kurz aufgetaut
und der Inhalt in 15 ml Réhrchen iiberfiihrt, in dem schon 5 ml kaltes Medium vorgelegt waren.
Nach einem Zentrifugation bei RT fiir 10 min 1500 x g wurde das Pellet in 10 ml frisch Medium

resuspendiert und hiermit konfluente HFF-Zellen infiziert.

I1.3.3 DNA-Transfer in 7. gondii Tachyzoten

Fiir die Transfektion oder Klonierung werden reine Tachyzoiten-Priaparationen bendtigt. Dazu
wurden Suspensionen von Toxoplasma-infizierten Zellen dreimal mit einer 10 ml-Spitze durch
eine Kaniile der GroBle 27 gezogen. Die Scherkrifte, die dabei entstehen, brechen die eventuell
noch vorhandenen intakten Wirtzellen auf und setzen die viel kleineren intrazelluldren
Tachyzoiten frei. Die Tachyzoiten sind ca. 6 um lang und ca. 2 pum im Durchmesser und kdnnen
dementsprechend mittels Filtration durch einen Polycarbonat-Filter (3 um Porendurchmesser,
Nucleopore) als Einzellsuspension gewonnen werden. Aggregierte Parasiten und Zelltriimmer

bleiben im Filter zuriick.



Material und Methoden 54

I1.3.3.1 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion wurde wie von Soldati und Boothroyd beschrieben durchgefiihrt
(Soldati and Boothroyd, 1993). Bei dieser Methode verbleibt die DNA extrachromosomal und
geht nach einziger Zeit verloren, da die hier verwendeten Plasmide keinen Replikationsursprung
fir eine autonome Vermehrung in 7. gondii besitzen. Die so transfizierten Gene oder
Genkonstrukte werden nur begrenzte Zeit (ca. 1 Woche) exprimiert. Frisch geerntete,
aufgereinigte, extrazelluldre Parasiten werden fiir 10 min bei 600 x g abzentrifugiert. Die
sedimentierten Parasiten werden in 5 ml Cytomix Puffer (Van den Hoff et al., 1992)
resuspendiert und erneut fiir 10 min bei 600 x g in der Zellkulturzentrifuge sedimentiert. Das
Parasitensediment wird in mit 2 mM ATP und 5 mM Glutathion komplementiertem Cytomix
aufgenommen, so dass 5x 10’ Parasiten pro ml vorliegen. Darauf werden 60 bis 100 pg der zu
transfizierenden Plasmid-DNA hinzugefiigt. Das Gemisch wird in eine Elektroporationskuvette
(Biorad) tiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 2000 V bei 25 Q und 25 pF im Electro Cell
Manipulator Genepulser II. Transfizierte Parasiten wurden nach 15 min Inkubation bei RT auf

HFF-Zellen inokuliert.

I1.3.3.2 Stabile Transfektion

Um ein funktionstiichtiges, stabil transfiziertes Zellsystem zu erhalten, ist es ndtig einen
geeigneten Vektor zu finden. Das Plasmid muss im Genom der Zelle integriert sein, damit es an
Tochterzellen weitervererbt werden kann. Um Reinkulturen zu erzielen ist ein
Antibiotikumresistenzgen ndtig. Mit dem entsprechenden Antibiotikum werden die transfizierten
Zellen selektiert.

Fiir stabile Transfektion wird das gleiche Protokoll wie fiir eine transiente Transfektion
verwendet, jedoch zur Erhohung des Einbaus von Fremd-DNA in das Genom werden die
verwendeten Plasmide vor der Transfektion mit einem Restriktionsenzym linearisiert. Dem
Elektroporationsansatzt wird ferner dasselbe Restriktionenzyme zugegeben. 24 Stunden nach der
Transfektion werden die Parasiten in Selektionsmedium mit 20 uM Chloramphenicol inkubiert
(Kim et al., 1993). Diese Antibiotikumkonzentration ist fiir die Selektion der transfezierten
Parasiten ausreichend und zeigt nur minimale toxische Effekte auf die HFF-Zellen (Kim ef al.,
1993). Die Parasiten gehen durch 20-25 Teilungen (etwa 7-8 Tage), bevor die Selektion wirksam
wird. Ab diesem Zeitpunkt sterben sukzessive alle diejenigen Parasiten ab, welche den

Selektionsvektor nicht funktionell in ihr Genom integriert haben.



Material und Methoden 55

11.3.3.3 Klonierung von 7. gondii

Um aus einer polyklonalen Population an transfizierten Parasiten nach Selektion Parasiten mit
definiertem Genotyp zu gewinnen, ist es notig, diese zu klonieren. Im Falle von 7. gondii erreicht
man dies durch Verdiinnungsreihen auf einer mit Wirtszellen beschichteten Mikrotiterplate, in
dem man mit einer definierten Anzahl an Parasiten startet und diese so weit verdiinnt, bis nur
noch ein Parasit in einem Napf der Mikrotiterplatte vorhanden ist. Hierzu wurden
Mikrotiterplatten mit HFF-Zellen beschichtet. Nach zwei bis drei Tagen Inkubation im
Brutschrank wurde das Medium abgesaugt und gegen 100 pul IMDM/ 10 % FCS/ 20 uM
Chloramphenicol pro Napf ersetzt. Die zu klonierenden Parasiten wurden mit dem Zellrasen
abgeschabt und durch Kaniilen gepresst, um die Wirtszellen zu zerstéren und die Toxoplasmen
aus diesen zu befreien. Die Anzahl der Parasiten wurde in einer Neubauer Zéhnkammer bestimmt
und die Anzahl der Parasiten auf 10/ml mit dem fiir die Passage der Parasiten verwendeten
Medium eingestellt. Mit einer Multipipette wurden je 100 ul dieser Parasitensuspension
aufgenommen und in die erste Reihe Nipfe der Mikrotiterplatte pipettiert. Der Inhalt der Pipette
wurde vorsichtig mit dem Medium in der Mikrotiterplatte vermischt und daraus 100 pl in die
nichste Reihe pipettiert. Die letzten 100 pl jeder Verdiinnungsreihe wurden verworfen. Die 96er
Mikrotiterplatten diirfen fiir die néichsten 6-8 Tage nicht bewegt werden, bis einzelne
Parasitenklone als Plaques im Mikroskop erkennbar sind. Nur die Parasiten aus einzelnen

Plaques werden geerntet und in eine 24-Lochplatte unter Chloramphenicolgabe weiter kultiviert.

I1.3.4 Toxoplasmen Proliferationstest

Das Prinzip der Messung der intrazelluliren Proliferation von 7. gondii beruht auf den

Beobachtungen von Pfefferkorn und Pfefferkorn 1977 die zeigten, dass radioaktives 3H-Uracil
von Toxoplasmen sehr gut eingebaut wird. Dies ist auf die Aktivitdt der Uracil-Phosphoribosyl-
Transferase zuriickzufiihren, die in Toxoplasmen 100-fach hoher ist als die in den Wirtzellen
(Pfefferkorn and Pfefferkorn, 1977). Aus dieser Erkenntnis wurde dann 1979 von McLeod und
Remington die Methode zur Messung der intrazelluliren Proliferation von Toxoplasmen
entwickelt.

Zur Quantifizierung der Proliferation wurden 3x10* Tumorzellen 86HG39 in 96-well
Zellkulturplatten kultiviert und mit 3x 107, 1x 10%, 0,3x 10* und 0,1x 10* Toxoplasmen infiziert.
Nach 1 bis 5 Tage Inkubation wurde jeweils ein Ansatz mit 37 kBg/well *H-Uracil markiert.
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Nach weiteren 24 Stunden Inkubation wurde der Testansatz bei —20°C eingefroren. Dabei werden
die Zellmembranen =zerstort und die Nukleinsduren freigesetzt. Fiir die Messung des
inkorporierten *H-Uracils wurden die Testkulturen aufgetaut und mit Hilfe eines Zellerntegerites
auf Glasfaserfilter (Preprint Filtermat, LKB Wallac) {ibertragen. Die Filter wurden 10 min bei
100°C in einem Trockenschrank getrocknet und anschlieBend, nach Zugabe von 10 ml
Szintillationsfliissigkeit (Beta Plate Scint, LKB Wallac), einzeln in Plastikfolie eingeschweift.
Die Auswertung der Analysen erfolgte in einem Beta-Counter. Hierbei wird die durch den
radioaktiven Zerfall des Tritiums in der Szintillationsfliissigkeit erzeugte Cerenkow-Strahlung
gemessen und in counts per minute (cpm) berechnet. Die Summe der pro Ansatz errechneten cpm
gilt als MaB fiir die Starke der Proliferation der Toxoplasmen.

Fur die Proliferationstest mit stabil transfizierten EGFP und B4-EGFP humanen Tumorzellen

wurde das gleiche Protokoll wie bei Toxoplasma Proliferationstest verwendet, jedoch statt 3H-

Uracil wurde das radioaktive Thymidin benutzt.

I1.3.5 Gewinnung von Hirnzysten

Zur Gewinnung von DX-Hirnzysten wurden adulte NMRI-Miuse mit drei bis fiinf lysierten
Zysten in 100 pl PBS intraperitoneal infiziert. Frithestens vier Wochen nach Infektion wurden die
Tiere getotet und die Hirne prapariert. Nach mechanischer Zerkleinerung des Gehirns wurden die
Gewebesuspension in 15 ml PBS aufgenommen, mit 10 ml Ficoll Typ 400 unterschichtet und
zentrifugiert (30 min, 800 x g, 4°C, ungebremst). Die im Sediment angereicherten Zysten wurden
gewaschen und in 500 pl PBS aufgenommen. Aus einer Maus wurden etwa vier Wochen nach
Infektion durchschnittlich 1000 Zysten gewonnen. Zur Reinfektion von Midusen wurden die
Zysten mit Trypsin/EDTA bei Raumtemperatur unter mikroskopischer Beobachtung lysiert.
Sobald 90% der Zysten lysiert waren, wurde die Reaktion durch Zugabe von 300 ul FCS gestoppt
und die Bradyzoiten in Zellmedium gewaschen (15 min, 1500 x g, RT). Durchschnittlich wurden
pro Zyste 500 bis 1000 Bradyzoiten gewonnen.

I1.3.6 FACS Analyse

Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse) ist ein Verfahren zur quantitativen
Bestimmung von Oberflichenmolekiilen und intrazelluldren Proteinen. Grundlage ist die
Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikdrpern durchgefiihrt

wird. Zur Analyse werden die Zellen in einer Einzelzellsuspension durch hydrodynamische
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Fokussierung wie an einer Perlenkette an einem gebiindelten Laserstrahl geeigneter Wellenlédnge
vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch
monochromatischen Laserstrahl werden diese auf ein héheres Energieniveau gehoben. Nach dem
Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie in Form von Photonen auf ihr
Ursprungsniveau zuriick. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor
registriert wird, verhdlt sich proportional zur Menge der gebundenen Antikérpern/Zelle.

Da die Parasiten RH-B4-YFP und RH-YFP-YFP das fluoreszierte YFP Protein direkt im
Zytoplasma exprimieren, bendtigt man keine Antikorper fiir die FACS-Analyse.

Fiir die FACS-Analyse mit extrazellulir Parasiten wurden je 2 x 10° RH-YFP-YFP oder RH-B4-
YFP Parasiten nach der Ernte zwei mal mit PBS gewaschen und fiir 20 min in 4 %
Paraformaldehyd/ PBS abgetotet. Die Parasiten wurden danach abzentrifugiert und in 1 ml
FACS-Puffer resuspendiert. Kurz vor der Messung wurden die Parasiten auf einem
Vortexmischer bei niedriger Geschwindigkeit griindlich gemischt, um fiir die FACS-Messung die
Einzelzellen zu erhalten. Als Negativkontrolle wurden native Parasiten des Stamms RH
verwendet.

Zum einfachen und schnellen Nachweis der Invasionseffizienz der Parasiten wurde ein Invasion-
Assay durchgefiihrt. Daflir wurden Kulturen mit HFF mit RH-B4-YFP und RH-YFP-YFP
Toxoplasmen, in einem Parasit/ Wirtzelle Verhéltnis von 50/1, inokuliert. Nach eine Stunde
Inkubation wurde die extrazellulire Toxoplasmen dreimal mit PBS abgewaschen. Die Zellen
werden danach fiir 20 min mit 4% Paraformaldehyd in PBS fixiert, trypsinisiert und in 1ml
FACS-Puffer resuspendiert und mit FACS-Gerit (FACS-Calibur, Becton-Dickinson) analysiert.
Als Negativkontrolle wurden Zellen analysiert die mit nativen RH Toxoplasmen inokuliert
wurden.

Zur Quantifizierung exprimierter EGFP und B4-EGFP Proteine bei stabile transfizierten
humanen 86HG39 Zellen wurden 2x10° Zellen nach 48 Stunden Inkubation im IMDM-Medium
trypsinisiert und zweimal mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen in 1ml FACS-
Puffer resuspendiert und mit FACS-Gerit analysiert.

Bei allen FACS-Analysen wird zundchst immer mit der Negativkontrolle die Voreinstellung des
Gerites vorgenommen. Es wird eine Populationswolke festgelegt, in der die Messung erfolgt und
Partikel kleinerer Grofle ausgeschlossen sind. Die Auswertung der FACS-Analyse erfolgt mit

dem Programm Cell Quest der Firma Becton Dickinson.



Material und Methoden 58

I1.4 Computergestiitze Auswertungsprogramme

DNA- und Proteinsequenzen wurden mit dem DNAStar Programmpaket analysiert (DNA Star,
Madison, USA). Mit Hilfedes Clone Manager 5.0 (Scientific and Educational Software) wurden
Plasmidkarten erstellt. Fiir die Sequenzanalysen und Datenbankvergleiche auf Nukleinsiure-
sowie Aminosdure-Ebene wurde das BLAST-Search Programme des NCBI (national center for
biotechnology information) eingesetzt, welche durch die Homepage des NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zuginglich ist. Weiterhin fanden die online Datenbanken des
»~European Molecular Biology Laboratory* (EMBL, Heidelberg) sowie ,,Swiss-Prot
Verwendung. Das Auffinden bestimmter Motive in den Sequenzen erfolgte durch Vergleiche mit
bekannten Proteinmotivmustern in der Prosite-Datenbank (ExPasy Molecular Biology Server,
Swiss Institute of Bioinformation). Fiir die Untersuchung von Aminosduresequenzen auf die
Féhigkeit zur Ausbildung von ,,coiled-coil* Strukturen kamen die Programme ,,coils* nach der
Lupas Methode, ,,paircoil* nach der Methode von Berger und ,,multicoil” zum Einsatz. Alle drei

Programme sind wiederum unter www.expasy.ch verfligbar.



Ergebnisse 59

I11. Ergebnisse

Wie bereits erwdhnt, wurde von unserer Arbeitsgruppe eine cDNA-Expressionsbank des
Tachyzoitenstadiums von 7. gondii in dem Bakteriophage lamda Vektor ,,AExCell* konstruiert
(Nockeman, 1998). Das Screening mit humanen Antiseren fiihrte zur Isolierung von drei
unbekannten Genen, deren Expressionsprodukte eine sehr starke Reaktivitdt mit den humanen
Antikorpern zeigten: H4, B10 und B4.

Wiéhrend H4 als MIC5-Protein erkannt wurde (Brydges et al., 2000) und B10 als ein neues
»dense granula“-Protein identifiziert wurde (Adjogble et al., 2004), bleibt B4 ein unbekanntes

Protein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das B4-Antigen néher charakterisiert.

Zundchst stand die vollstindige cDNA-Sequenz von dem B4-Gen, die von Frau Nockemann
1998 in der EMBL Datenbank unter Acc. No. Y10033 veroffentlicht wurde, zur Verfiigung. Das
langste offene Leseraster beginnt nach einem vorgeschalteten Stopcodon (Position 92) mit dem
ATG-Startcodon in Position 275 und weist um den Translationsstart eine Sequenz
(CAGATGGAA) mit groBer Identitit zu der Toxoplasma ,,Kozak“-Konsensus-Sequenz auf
(Seeber, 1997). Ubereinstimmungen mit der ,,Kozak“-Konsensus-Sequenz sind A in Position —2,
sowie G in den Positionen -1 ,,upstream* des Startcodons. Ein TGA-Stopcodon in der Position
769 fiihrt zum Abbruch der Proteinsynthese und wird gefolgt von einer 495 bp langen Sequenz in
dem 3’-UTR. Es handelt sich also um ein Gen ohne Introns, das aus einem einzigen codierenden
Exon besteht. Zur weiteren Untersuchung der B4 Sequenz konnte Frau Nockemann ein Sacl-
Fragment aus dem 7. gondii Genom klonieren und sequenzieren. Dabei zeigte sich, dass das
gewdhlte Sacl-Fragment offensichtlich das B4-Gen enthélt. Zusammen mit dem Vergleich der B4
cDNA-Sequenz mit den aktualisierten, neuen Daten des 7. gondii Genomprojektes kann man sich

die genomische Organisation des B4-Gens wie Abbildung 7 zeigt, vorstellen.
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Abbildung 7 : Schematische Darstellung der Organisation des B4-Gens
Die obere Linie reprdsentiert eine 7,15 kb langen genomischen Xmal Fragmente mit den wichtigsten

Restriktionsschnittstellen. Darunter ist schematisch die Grofle der B4-cDNA dargestellt. Der dicke Pfeil stellt den

offenen Leserahmen dar.

Damit sind Heute zusitzlich zu dem vorher bekannten Sacl-Fragment 3769 weitere Basenpaaren
des 5’ flankierenden Bereiches und 535 bp des 3’ flankierenden Bereiches identifiziert. Diese

Datenbankangaben wurden durch eigene Klonierungen und Sequenzierungen bestatigt.

ITI.1 Analyse des B4-Gens

Der offene Leserahmen des B4-Gens kodiert fiir ein Protein bestehend aus 165 Aminoséduren.
Aus dieser Aminoséduresequenz errechnet sich eine molekulare Masse von 19 kDa. Fiir die Suche
nach verwandten Sequenzen des B4-Proteins wurde das Programm BLAST in verschiedenen
Versionen verwendet (Altschul et al., 1997; Altschul and Koonin, 1998; Schaffer et al., 2001;
Altschul et al., 1990). Ebenso wie bei den Analysen aus dem Jahr 1998 konnten auch in 2005
keine Proteine bzw. Gene gefunden werden, die eine signifikante Homologie zu dem B4-Protein
oder zu seiner DNA-Sequenz aufweisen. Es konnte auch keine bekannte funktionelle Doméne
identifiziert werden, was darauf hinweist, dass es sich bei B4 um ein bislang noch nicht
beschriebenes Protein handelt. Die neue Analyse von Daten des EST-Sequenzierprojektes
(Expressed Sequence Tag) (Ajioka et al., 1998) fithrte zur Erkennung von zwei ESTs
(TgESTzyh40108.y1, GenBank accession number CB382243 bzw. TgESTzyc70c05.y2, GenBank
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accession number CB026827), deren Sequenzen Ahnlichkeiten mit B4-Sequenz zeigten. Leider
liegen zu diesen EST-Sequenzen keine weiteren Angaben in der Literatur bzw. in den
Datenbaken vor, so dass sich auch hier keinerlei Hinweise auf die mogliche B4-Funktion
ergeben.

Mittels der Gen-Datenbank http://www.toxodb.org konnte das B4-Gen jetzt auf dem Chromosom
X in der Néhe des inneren Membran-Komplex (IMC2) Gens lokalisiert werden. Das IMC2-Gen
kodiert fiir ein zytoskeletales Protein, das direkt unter der Plasmamembran des Parasiten liegt
(Mann and Beckers, 2001). Auf dem Chromosom X befinden sich noch drei weitere Gene, die
fiir zytoskelettale Proteine kodieren: das Myosin A (MyoA), das ,,gliding associated protein*
(GAP45) und das Toxofilin Gen (MyoA). Unter der Plasmamembran des Parasiten wurde das
Myosin A-Protein in Verbindungen mit dem IMC-Protein nachgewiesen, wodurch es eine ideale
Position hat, um eine Funktion als Motor im Modell der gleitenden Bewegung zu erfiillen
(Hettman et al., 2000). Zusétzlich befinden sich auf dem X Chromosom Gene, die fir GRA2,
GRA3 und GRAG6 kodieren. Dabei handelt es sich um sekretorische Proteine die fiir die Funktion
der parasitophoren Vakuole von Bedeutung sind. Abbildung 8 zeigt schematisch die

chromosomale Lokalisation des B4-Gens.
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Abbildung 8: die chromosomale Lokalisation des B4-Gens
Die Abbildung zeigt schematisch die Lokalisation des B4-Gens auf Chromosom X. Die genaue Lokalisation ist mit
dem roten Strich gekennzeichnet. Die Lokalisation wurde mittels der Gen-Datenbank http://www.toxodb.org

festgestellt.

I11.2 Nachweis der Kopienzahl des B4-Gens im Genom durch Southern-Blot-Analyse

Die bisher vorliegenden Southern-Blot Daten von Nockemann weisen darauf hin, dass das B4-
Gen im Toxoplasmengenom als ,,single copy* Gen vorliegt. Dazu wurden sieben verschiedene,
einzelne Restriktionsenzyme eingesetzt. Um diesen Befund weiter abzusichern wurde erneut eine

Southern-Blot-Analyse mit einer spezifischen B4-Sonde durchgefiihrt. Dafiir wurde die
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genomische DNA von Toxoplasma Tachyzoiten isoliert und mit zusétzlichen
Restriktionsenzymen bzw. Kombinationen verschiedener Restriktionsenzyme {iber Nacht
verdaut. Die verdaute DNA wurde auf einem 0,8%igem Agarosegel aufgetrennt. Nach
Denaturierung, sowie Neutralisierung wurde die DNA durch einen Kapillarblot auf eine
Nylonmembran transferiert. Es folgte die Hybridisierung mit einer B4-spezifischen DIG-dUTP-
markierten Sonde. Die Abbildung 9 veranschaulicht, wie die Sonde mit den restringierten DNA-
Fragmenten hybridisiert. Es wurde in jedem Restriktionsansatz nur eine sichtbare Bande
gefunden. Da das Genom bei 7. gondii Tachyzoiten haploid ist, kann man aus den von
Nockemann bekannten und den hier gezeigten Daten schlieBen, dass es sich bei B4 um ein

,single copy* Gen handelt.

Xmal + Hpal
Smal + Hpal

Sacl
Xmal
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. —— 6016

— 3639
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. — 1515
— 1164
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Abbildung 9: Southern-Blot-Analyse des B4-Gens
Die Abbildung zeigt einer Darstellung des Southern-Blots mit der 7. gondii Digoxigenin-markierte B4-Sonde. 10 pg
genomische DNA von BK Tachyzoiten wurden mit den angegebenen Restriktionsenzymen verdaut und auf ein

Agarose-Gel geladen. Rechts daneben befindet sich der GroBenstandard.

II1. 3 Nachweis der B4-mRNA

In Northern-Blot-Analysen konnte Frau Nockemann unter Verwendung von gesamt RNA aus BK
Toxoplasmen die B4-mRNA nur in geringen Mengen nachweisen. Um die Menge an B4- mRNA
in Toxoplasma Tachyzoiten genauer zu erfassen, wurde daher eine semi-quantitative RT-PCR

durchgefiihrt.
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II1.3.1 Semi—Quantitative RT-PCR

Um die B4-mRNA quantitativ nachzuweisen wurde Toxoplasmen mRNA, wie in 11.2.2.7
beschrieben, aus RH-Parasiten gewonnen. Nach DNase Behandlung zur Vermeidung von
kontaminierender genomischer DNA in den Proben wurde die mRNA in cDNA umgeschrieben.
Um eine quantitative Analyse der Bandenintensititen zu ermdglichen, wurden jeweils vier
Verdiinnungsstufen von 1/1, 1/10, 1/100 und 1/200 der cDNA-Proben in der PCR-Reaktion
eingesetzt und nebeneinander auf einem 0,8% Agarse-Gel analysiert. Mit der in Abbildung 10
gezeigten semiquantitativen RT-PCR wurde die Transkription der B4-, sagl und B-Tubulin-
mRNA mit ihren spezifischen Primern vergleichend untersucht. Die sequenzspezifischen
Oligonukleotidpaare sind fiir jedes Gen angegeben (siehe 11.1.3.1). Der Abgleich der Ergebnisse
zeigt, dass das B4-Gen nicht so stark wie die beiden positiven Kontrollen transkribiert wird. Um
sicher zu gehen, dass es sich bei dem amplifizierten Produkt um das B4-Transkript handelte,
wurde dieses durch Sequenzierung und Hybridisierung mit der B4-Sonde verifiziert.

11 1/10 1/100 1/200

SAG1

B-Tubl

B4

Abbildung 10: Semiquantitative RT-PCR

Die Abbildung zeigt die semiquantitative RT-PCR der Transkripte von B4, SAG1 und B-Tubulin 1. Die cDNA von
Tachyzoiten wurde in vier unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt (1/1, 1/10, 1/100 und 1/200) und in der PCR

eingesetzt.

Zusitzlich wurde die B4-mRNA auch noch mittels Northern-Blot aus gereinigter mRNA aus RH
Tachyzoiten nachgewiesen. Zuerst wurde die mRNA aus frisch lysierten Tachyzoiten des RH-
Stammes préipariert und auf ein 1%iges Formaldehyd-Agarose-Gel geladen. Die mRNA wurde
nach dem Gellauf auf eine Nylonmembran transferiert und mit der gleichen Dig-markierten B4-
Sonde wie bei dem Southern-Blot hybridisiert. Es wurde eine einzelne Bande mit einer Grofe

von ca. 1,2 kb detektiert (Abbildung 11). Diese mit RH Toxoplasmen ermittelte B4-mRNA
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GroBe ist identisch mit den Daten, die Frau Nockemann mit gesamt RNA aus BK Toxoplasmen

erhalten hat.

Bei dem Northern-Blot-Hybridisierungsexperiment konnte weiterhin keine Kreuzhybridisierung
mit RNA der Wirtszellen beobachtet werden, was darauf hinweist, dass es sich bei dem B4-Gen

um ein nur flir 7. gondii spezifisches Gen handelt.

74 Kb Abbildung 11: Nachweis B4-spezifischer mRNA

5.3 60 ug mRNA aus T. gondii Tachyzoiten wurden im
___,g Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetrennt und auf eine
19 Nylonmembran {ibertragen und mit der B4-spezifischen

1.6 digoxigenin-markierten Sonde wie beim Southern-Blot
hybridisiert. Zum GroéBenvergleich wurde ein RNA-

Standard der Firma Boehringer verwendet.

II1.4 Analyse der B4-Aminosiuresequenz

Wie bereits in Kapitel III.1 beschrieben konnten durch Homologievergleiche der B4-DNA keine
neuen Erkenntnisse {iber eine mdgliche Funktion des B4-Proteins erhalten werden. Daher wurde
die B4 Proteinsequenz im folgenden weiter im Detail untersucht.

Fiir Proteinanalysen ist Swiss-Prot eine der umfangreichsten im Internet zuginglichen
Datenbanken (http//www.expasy.ch). Dort sind Daten von iiber 80.000 Proteinen prokaryotischer
und eukaryotischer Organismen gesammelt und sténdig aktualisiert. Sie umfassen Informationen
zu Aminoséduresequenzen, bekannt gewordenen Modifizierungen und Funktionen.

Anhand dieser Datenbankanalyse wurde zuerst die grobe Struktur des B4-Proteins untersucht.
Dabei gab es im Vergleich zu den vorhandenen B4-Proteindaten zundchst keine neuen
Erkenntnisse. Die vorhergesagte Sekundérstruktur fiir B4 ergibt, dass das Protein eine starke
Priferenz fiir a-helicale Bereiche aufweist, B-Faltblattstrukturen treten dagegen fast gar nicht auf.

Der Hydrophilitdts-Blot (Kyte and Doolittle, 1982) macht deutlich, dass das B4-Protein
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wahrscheinlich sehr hydrophil ist und nur kurze hydrophobe Bereiche auftreten. Die
Sequenzanalyse ergab fiir das B4-Protein keinen Hinweis auf eine Transmembran-Doméne oder
ein subzelluldres Lokalisationssignal. Ferner identifiziert das Programm SignalP (Nielsen ef al.,
1997) kein Signalpeptid am N-terminalen Ende der B4-Sequenz, so dass es sich bei B4
wahrscheinlich nicht um ein sekretorisches Protein handelt.

Die Bestimmung des theoretischen isoelektrischen Punktes mit verschiedenen Programmen
(ProtParam, Compute pl/Mw) ergab einen pl von 9,63, deshalb wird das B4-Protein bei
physiologischen pH-Werten mehrfach positiv geladen vorliegen.

Mit Hilfe des NetPhos 2.0-Programmes zur Sequenzanalyse des B4-Proteins
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)  beziiglich der Wahrscheinlichkeit —mdglicher
Phosphorylierungsstellen wurden beim B4-Protein acht Serin-, elf Threonin- und eine Tyrosin-
Phosphorylierungsstelle postuliert (Abbildung 12). Welche von diesen Phosphory-lierungsstellen
tatsidchlich zur Modifikation des B4-Proteins genutzt werden, ist nicht geklart.

Weiterhin ergab eine Analyse der B4-Proteinsequenz mittels des Scan-Prosites-Programms
(http://www.expasy.org/tools/scanprosite/), dass das B4-Protein Konsensus-Sequenzen fiir
verschiedene Kinasen aufweist: 2x cAMP- abhingige Proteinkinase, 5x PKC-Protein Kinase C
und 2x CK2-Casein Kinase II Phosphorylierungsstellen. Zur Phosphorylierung des B4-Proteins
in vivo liegen keine Daten vor.

Zusitzlich zeigt dasselbe Programm (http://www.expasy.org/tools/scanprosite/), dass das B4-
Protein ein Motiv zwischen den Aminosduren 70 und 86 fiir ein ,,nuclear targeting* enthélt. Nach
Robbins (Robbins et al., 1991) besteht ein solches Signal aus zwei basischen Aminosduren,
gefolgt von zehn Spacer-AS und mindestens drei weiteren basischen Aminoséduren innerhalb der

folgenden fiinf Reste (RRrlgdvrkvkeKDDRR).
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Abbildung 12 : Ergebnisse der Datenbankanalyse fiir das B4-Protein.

Die Datenbankanalyse mit Hilfe der NetPhos 2.0 hat fiir B4 insgesamt 22 potentielle Phosphorylierungsstellen
ergeben. B4 besitzt 8 mogliche Serin (Ser-) Phosphorylierungsstellen (blau), auBerdem 12 mdgliche Threonin (Thr-)

Phosphorylierungsstellen (griin), sowie eine wahrscheinliche Tyrosin (Tyr-) Phosphorylierungsstelle (rot).

Die Analyse des B4-Proteins auf potentielle ,coiled-coil“~-Domdnen mittels des COILS
Algorithmus (Berger et al., 1995) ergab weitere neue Daten. Hierbei wurde eine ,,coiled-coil*-
Struktur zwischen den Aminosiduren 42 und 73 mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,9 identifiziert
(Abbildung 13). Diese Strukturvoraussage wurde allerdings nur aufgrund der Primérsequenz des
B4-Proteins getroffen und ist nicht durch experimentelle Daten unterstiitzt.

Unter ,,coiled-coil* Strukturen versteht man Konformationen, bei denen sich typischerweise zwei
bis fiinf rechtsgingige a-Helices umeinander winden, um eine linksgéngige, superspiralisierte
Helix auszubilden. Fiir gewdhnlich sind die a-helikalen Untereinheiten identisch und verlaufen
parallel, das heif3t, beziiglich des N- und des C-Terminus sind sie gleichférmig ausgerichtet. Es
gibt aber auch ,,coiled-coil* Strukturen, deren a-Helices antiparallel verlaufen und es treten
dariiber hinaus auch ,,coiled-coil“~-Strukturen aus nicht identischen Untereinheiten auf.

Man findet ,,coiled-coil“-Doménen sowohl in Intermedidr-Filamenten, wo sie fiir die Ausbildung
stabiler Proteinnetzwerke verantwortlich sind als auch bei vielen Transkriptionsfaktoren. Ferner

ist bekannt, dass ,,coiled-coil* Proteine zu Oligomerisierungen neigen.
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Abbildung 13: Das B4-Protein verfiigt iiber Priiferenzen zur Ausbildung von ,,coiled-coil“

Gezeigt ist die Wahrscheinlichkeit (Y-Achse) mit der die 165 AS (X-Achse) der B4 Proteinsequenz zur Ausbildung
von ,,coiled-coil“ Strukturen neigt. Die Darstellung erfolgte mit dem Programm COILS Algorithmus 21. Die

Wahrscheinlichkeit fiir ,,coiled-coil* Region, die auf der y-Achse angegeben ist, liegt zwischen 0,8 und 1.

Computerunterstiitzte Protein-Datenbank-Durchsuchungen mit dem ,,BLAST*“-Programm
(Altschul et al., 1997) zeigen nur niedrige Homologien der superspiralisierten Doménen des B4
zu bekannten Proteinen auf. Die groBte Ahnlichkeit (48%) besteht zur Tropomyosin alpha- 4-
Kette des Menschen, Pferd, Schwein und Maus. Die Helical-Wheel-Projektion der 32
Aminoséduren innerhalb der vorhergesagten ,,coiled coil* Struktur zeigt, dass die ,,coiled-coil*-
Domiine eine amphiphile Helix formieren kann (Abbildung 14). An den Ubergiingen zwischen

hydrophober und hydrophiler Hilfte taucht jeweils eine geladene Aminosdure auf.
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Abbildung 14: Projektion der Helikal-Doméine von B4 in die Ebene.

Die Kreise stellen die (mittels des Einbuchstaben-Codes markierten) Aminosduren dar. Die blauen Linien zeigen
schematisch die Peptidbindungen zwischen den aufeinanderfolgenden Aminosduren. Die Zahlen bezeichnen die
Position der Aminoséure in der B4 ,,coiled-coil“~-Doméne. Die hydrophobe Seite der Helix ist durch das §-Zeichen

markiert.

Zusammenfassend ergeben die Daten der Proteinanalyse, dass das B4-Protein wahrscheinlich
nicht sezerniert wird und auch nicht auf der Parasitenoberfliche verankert ist. Der Nachweis der
,coiled coil“-Struktur ldsst vermuten, dass das B4-Protein entweder bei Protein-Protein-
Interaktionen im Zytoplasma eine Rolle spielt oder auf Grund seiner ,,nuclear Targeting“- Region

Funktionen im Bereich des Zellkerns iibernehmen konnte.

III.5 Nachweis und Lokalisation des B4-Proteins in 7. gondii

Das néchste Ziel der vorliegenden Arbeit war es, dass B4-Protein in Toxoplasmen nachzuweisen.
Dazu musste zunichst ein spezifischer Antikdrper gegen das B4-Protein hergestellt werden. Bei
der Analyse der Proteinsequenz des B4-Proteins ergab sich, dass eine immundominante Region
mit der Sequenz HRERDTGERDRRRL (AS 60-70) am C-terminalen Bereich der ,,coiled coil*
Region vorliegt. Diese Doméne zeigt keine Homologie zu bekannten Proteinen und erschien
deshalb als sinnvolles Antigen zur Produktion eines spezifischen Antiserums. Fiir die
Immunisierung wurde das Peptid an KLH als Triager gekoppelt, da nur durch ein ausreichend
grofles Protein eine Immunantwort hervorgerufen werden kann. Die Immunisierung der

Kaninchen und die Gewinnung der Antiseren wurde der Firma Eurogentec iibertragen. Wahrend
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die Immunisierungsphase verlief, wurde zur Charakterisierung des Antiserums rekombinantes

B4-Protein in E. coli hergestellt.

I11.5.1 Expression und Aufreinigung von rekombinantem B4-Protein

Die vollstindige Sequenz der kodierenden Region des B4-Gens wurde mit den Primern EcoRI-
B4 und B4-Xhol amplifiziert und in den pGEX-4T-His-Vektor einkloniert. Der verwendete
Uberexpressionsvektor bietet viele Vorteile. Zum einen wird die Transkription durch einen
starken tac-Promotor gesteuert, zum anderen wird die Reinigung des rekombinanten B4-Proteins
durch die Fusion mit GST am N-Terminus und mit 6 Histidinresten am C-Terminus erleichtert.
Nach einem positiven Ergebnis der DNA-Sequenzierung wurde der E.coli-Expressionsstamm
BL21 mit dem rekombinanten Vektor transformiert und die Bakterien in ampicillinhaltigem LB-
Medium exprimiert. Die Bakterien wurden bei 37°C bis zu einer relativen Absorption bei 600 nm
von 0,6 OD kultiviert. Nach der Induktion mit 1 mM IPTG wurden die Bakterienzellen geerntet
und durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Das darin enthaltene Protein wurde denaturiert
und auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Dabei war im Vergleich zu nicht induzierte
Kontrolle eine deutliche Proteinbande bei etwa 54 kDa erkennbar. Der Histidin-Tag am C-
Terminus des fusionierten GST-B4-Proteins erlaubte die Elution mittels Imidazol aus der Nickel-
Agarose. Die Qualitdt des aufgereinigten Proteins wurde im Coomassie-gefarbten SDS-
Polyacrylamidgel iiberpriift (Abbildung 15). Das B4-Protein hat mit dem N-Terminalen
Glutathion-S-Transferase Fusionsanteil von 27 kDa ein gesamtes Molekulargewicht von etwa 54
kDa. Das theoretische Molekulargewicht des B4-Proteins wurde wie bereits erwahnt nur mit 19
kDa angegeben. Wie spéter gezeigt wird, besitzt das B4-Protein in der SDS-Gelektrophorese ein
apparentes Molekulargewicht von 27 kDa. Die Diskrepanz zwischen errechnetem und in der
Elektrophorese auftretendem Molekulargewicht wird moglicherweise durch die hohe Anzahl von
geladenen Aminosduren des B4-Proteins (32% negativ geladene AS und 41% positiv geladene
AS) verursacht (Gaskins ef al., 2004). Die geladenen sauren und basischen Aminosduren liegen
nicht in einem Block vor, sondern treten iiber das gesamte Protein gleichmiBig verteilt auf.
Dartiiber hinaus beinhaltet die Proteinsequenz des B4-Proteins wie bereits erwihnt eine ,,coiled-
coil“-Struktur. In der Literatur wird berichtet, dass viele ,,coiled-coil““~-Proteine wie Dynein und
Tropomyosin eine  dhnliche Abweichung zwischen errechnetem und apparenten

Molekulargewicht zeigen (Dilbeck ef al., 1999).
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Abbildung 15 : Uberproduktion der GST-B4-His Fusionsproteins in dem E. coli Stamm BL21 (DE3).

Gezeigt ist das Ergebnis der Aufreinigung des recombinanten GST-B4-His Fusionsproteins iiber eine Nickelséule.
Das Bakterienlysat vor Induktion (Spurl), nach Induktion mit IPTG (Spur2), Waschschritt (Spur 3-4) und das
aufgereinigte Protein (Spur 5-6) wurden gelelektrophoretisch in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und
mit Comassie Brilliant Blau gefarbt. Auch in Abwesenheit von IPTG erfolgte durch den tac-Promotor eine geringe
Expression des GST-B4-His Proteins in den nichtinduzierten Proben. Als Langenstandard ist der See-Blue Marker

(Invitrogen) verwendet worden.

I11.5.2 Ist das B4-Protein ein immundominantes Antigen von 7. gondii ?

Bei der Suche nach neuen immunologisch wichtigen Antigenen, bei der das B4-Protein erstmals
entdeckt wurde, zeigte sich, dass das B4-Protein von dem zum Screenen benutzten humanen
Antiserum erkannt wurde. Mit der Verfligbarkeit des rekombinanten B4-Proteins konnte jetzt
analysiert werden, ob das B4-Protein von allen Seren von Toxoplasmen- infizierten Patienten
erkannt wird.

Dazu wurden verschiedene humane Seren der diagnostischen Abteilung des Instituts fiir
Medizinische Mikrobiologie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf auf ihre Reaktivitit mit
dem rekombinanten Protein GST-B4-His im Western-Blot untersucht. Die Tabelle 1 gibt eine
Ubersicht iiber verschiedene Serumproben. Die Klassifizierung der Seren erfolgte durch den
angegebenen Titer im Immunfluoreszenztest (IFT), der Komplement-Bindungs-Reaktion (KBR)
oder des Immunosorbent Agglutination-Assays (ISAGA). So sind die Personen in seronegative,
chronisch und akut infizierte Patienten unterteilt.

Das Ergebnis mit 12 von insgesamt 34 Serumproben ist in Abbildung 16 dargestellt. Fiinf von

acht positiven Serumproben reagieren sehr deutlich mit dem rekombinanten GST-B4-His Protein.
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Dabei war die Antigenerkennung unabhéngig davon, ob eine akute oder eine chronische Infektion
vorlag. Die positiv getesteten Seren haben mit dem B4-Protein reagiert und nicht mit dem GST-
Fusionsanteil, da keines der getesteten Seren mit dem GST-Protein allein reagierte. Es ist
bekannt, dass das GST-Protein, wegen der hohen Konservierung des GST-Gens, nur eine geringe

Immunogenitit in Sdugetieren besitzt (Oettinger ef al., 1992).

Serum IFT KBR ISAGA Interpretation

1 1: 8192 1:320 1: 12800 Akute Toxoplasmose

2 1:1024 1:320 1: 81920 Akute Toxoplasmose

3 1: 2048 1: 320 1: 1638400 | Akute Toxoplasmose

4 1:512 1: 10 <1:3200 Chronische Toxoplasmose
5 1: 16 <1: 10 <1:400 Chronische Toxoplasmose
6 1:4096 1:1280 1:151200 Akute Toxoplasmose

7 1:1024 1:160 1:25600 Akute Toxoplasmose

8 1:4096 1:40 1:400 Chronische Toxoplasmose
9 <1:16 <1:5 nd Seronegativ

10 <1:16 <1:20 nd Seronegativ

11 <1:16 <1:5 nd Seronegativ

12 <1:16 <1:5 nd Seronegativ

Tabelle 1: Diagnostische Untersuchungsergebnisse von Patientenseren
Titerangaben von: IFT= Immunfluoresenztest; KBR= Komplement-Bindings-Reaktion; ISAGA= Immunosorbent-

Agglutination Assay, nd= nicht durchgefiihrt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
“i
GST-B4-Hi [ 64KDa
-B4-His
50
:'h i
b 36
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Abbildung 16: Reaktivitit von humanen Seren mit rekombinantem GST-B4-His Protein.

Nach einer SDS-PAGE von 4 pg rekombinanten GST-B4-His Protein pro Spur wurde ein Immunoblot mit Serum
von Toxoplasma-infizierten Patienten (siche Tab.l) in einer Verdiinnung von 1: 250 (Spur 1-8) durchgefiihrt. Als
negative Kontrolle wurden die Streifen (9-12) mit humanen Seren von nicht infizierten Patienten in der gleichen

Verdiinnung inkubiert. Als Positivkontrolle wurde der Streifen 13 mit anti-B4-Antiserum beschichtet. Als

Sekundérantikorpern wurde zur Analyse der Patientenproben ein anti-human Immunglobulin

Antiserum verwendet.
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Dieser Befund zeigt, dass Antikorper gegen das B4-Protein in der Mehrzahl der ausgetesteten
Serumproben nachweisbar sind, dass jedoch nicht alle Seren von Patienten mit einer
Toxoplasmose Antikorper gegen dieses Proteins enthalten. Als alleiniges Antigen fiir
diagnostische Untersuchungen in Patienten ist das B4-Protein daher nicht geeignet, konnte aber
in Kombination mit weiteren immundominanten Antigenen fiir diagnostische Zwecke benutzt

werden.

II1.5.3 Charakterisierung der Reaktivitit des polyklonalen Antiserums gegen das B4-

Protein

Wie bereits erwdhnt wurde zur Charakterisierung des 7. gondii B4-Protein ein polyklonales
Antiserum gegen die immundominante C-terminale Region der ,,coiled-coil* Struktur (AS 60-70)
hergestellt. Dazu wurden Kaninchen mit einem synthetisierten Peptid immunisiert. Zuerst wurde
das Pra-Immunserum sowohl mit dem 7. gondii Lysat Antigen (TLA) als auch mit dem
rekombinanten GST-B4-His Fusionsprotein getestet, um von der Immunisierung unabhéngige
und unspezifische Reaktionen detektieren zu kdnnen. Bei einer Verdiinnung von 1:100 des Pré-
Immunserums war keine Reaktivitit mit dem rekombinanten B4-Protein feststellbar. Die
Konzentration der Antikorper gegen das B4-Protein konnte anhand von Verdiinnungsreihen
ermittelt werden. Wie erwartet, reagiert der anti-B4-Antikorper mit dem rekombinanten GST-B4-
His Fusionsprotein, das bei 54 kDa lauft (Abbildungl7, Spur 1) und nicht mit dem GST Protein
(Abbildung 17, Spur 3).
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Abbildung 17: Gelelektrophoretische und Westernblot Analyse von GST- und GST-B4-His -Proteinen.

Die aufgereinigten Proteine GST und GST-B4-His wurden gelelektrophoretisch getrennt und entweder mit Comassie
Brilliant Blau (I) gefarbt oder im Westernblot mit dem Anti-B4-Antikorper (II) immungefarbt. Als Langenstandard

wurde der Low-range-Marker (Gibco) verwendet.

Um die Expression von nativem B4-Protein bei Tachyzoiten zu iiberpriifen, wurden aus frisch
lysierten Parasiten des Stamms RH Toxoplasma-Lysat-Antigene (TLA) gewonnen und diese mit
anti-B4-Antiserum inkubiert.

Der Western-Blot in Abbildung 18 zeigt, dass nur eine einzelne Bande bei 27 kDa im
Tachyzoitenlysat (Spur 1) nachweisbar ist. Es wurden keine Kreuzreaktionen mit den Wirtszellen
detektiert (Spur 3). Als Positivkontrolle wurde das rekombinante GST-B4-His Fusionsprotein
mitgefiihrt (Spur 2).

Die Anwesenheit von Reduktionsmitteln wie DTT oder 2-Mercaptoethanol hatte keinen Einfluss
auf das Laufverhalten des B4-Proteins in der SDS-PAGE. Das apparente Molekulargewicht des
B4-Proteins war mit 27 kDa im Vergleich zum theoretischen Molekulargewicht von 19 kDa um 8
kDa erhoht. Diese Molekulargewicht-Abweichung wurde aber schon bei dem rekombinanntem

GST-B4-His Fusionsprotein beobachtet und diskutiert.
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Abbildung 18: Western-Blot Analyse des B4-Protein aus TLA.

Das B4-Antiserum reagiert mit dem Toxoplasma-Lysat (Spur 1) und zeigt eine solitire Bande mit einem
Molekulargewicht von 27 kDa. Als Positivkontrolle fungiert das GST-B4-His Fusionsprotein (Spur 2). Die
Negativkontrolle mit einer nicht infizierten HFF-Zellkultur (Spur 3) zeigt keine Reaktion. Fiir den gezeigten
Western-Blot wurden je 10 pg Proteine pro Spur in einem 12%igen SDS-Gel aufgetragen, auf Nitrozellulose
transferiert und mit dem B4-Antiserum (1: 1000) markiert und mit einem sekunddren anti-Kaninchen-Antikoérper (1:

2000) detektiert.

Aus diesen Daten ergib sich, dass das erhaltene Antiserum hochspezifisch mit dem B4-Protein
reagiert und in weiteren Analysen zur Charakterisierung und Lokalisierung des B4-Proteins in

Toxoplasmen verwendet werden kann.

I11.5.4 Lokalisation des B4-Proteins in Tachyzoiten von 7. gondii

Zur Untersuchung der zelluldren Lokalisation des B4-Proteins in 7. gondii wurden sowohl freie
Tachyzoiten als auch intrazelluldr gelagerte Tachyzoiten einem Immunfluoreszenznachweis mit
den B4-spezifischen Antikdrpern unterzogen, wobei sekundire fluoreszenzmarkierte Antikorper
(cy’ oder cy”) verwendet wurde.

Bei den freien Tachyzoiten als auch bei intrazelluldren Tachyzoiten konnte das B4-Protein mit
Hilfe des B4-Antiserums im Zytosol des Parasiten nachgewiesen werden (Abbildung 19 A und
B). Es wurde keine Kreuzreaktion des B4-Antiserums mit der Wirtszelle gesehen. Die als

Kontrolle durchgefiihrte DAPI-Farbung, die spezifisch die DNA anfirbt, erlaubt die



Ergebnisse 75

Lokalisierung des Zellkerns der Wirtszelle als auch der Zellkerne der Toxoplasmen. Obwohl das
B4-Protein, wie bereits erwihnt ein Motiv fiir die Translokation in den Kern besitzt, konnte das
Protein in keinem der durchgefiihrten Ansdtze im Zellkern nachgewiesen werden. Um
sicherzustellen, dass das B4-Protein, wie vorhergesagt, nicht zu den sekretorischen Proteinen
gehort, wurden Doppelimmunfluoreszenz Analysen mit monoklonalen Antikérpern (mAK)
gegen Markerproteine von sekretorischen Organellen durchgefiihrt: MIC2 fiir Mikronemen und
GRAZ2 fiir die ,,dense granula®. Es handelte sich um monoklonale Antikdrper aus Mausen, so dass
eine Doppelimmunfluoreszenz mit dem polyklonalen Anti-7. gondii B4-Kaninchenserum
moglich war. Es zeigt sich in keinem Fall eine Kolokalisierung des B4-Proteins mit den

Mikronemen- oder mit den ,,dense granula“ Proteinen (Abbildung 20).

Anti-B4 DAPI Uberlappung Phasenkontrast
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Abbildung 19 a : Lokalisation des B4-Proteins in freien Tachyzoiten

Frisch ,,geerntete” freie Tachyzoiten wurden auf Deckgléser fixiert und dann mit B4-Antiserum 1:200 behandelt. Als
Sekundédrantikdrper wurde ein mit Cy2-gekoppelter anti-Kaninchen-Antikdrper 1:200 verwendet. Fiir die Detektion

der Toxoplasma-Zellkerne wurde DAPI verwendet.

Anti-B4 DAPI Uberlappung

Abbildung 19 b: Intrazellulire Lokalisation des B4-Proteins in 7. gondii Tachyzoiten.

HFF-Zellen wurden 24 Stunden nach Infektion mit Tachyzoiten fixiert und dann in der Immunfluoreszenzfarbung
mit B4-Antikorpern inkubiert. Der Nachweis der Antikorper-Bindung wurde mit Cy’ -markierten
Sekundédrantikdrpern durchgefiihrt. Zellkern-DNA wurde mit DAPI angefarbt.
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Anti-B4 Anti-GRA2 Uberlappung Phasenkontrast
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Abbildung 20: das B4-Protein zeigt keine Kolokalisation mit sekretorischen Proteinen

Die doppelte Immunfluoreszenz-Analyse wurde mit RH Toxoplasmen-infizierten HFF-Zellen durchgefiihrt. Die mit
den Antikorpern gegen das MIC2- und GRA2-Protein dargestellten Antigene weisen keine Kolokalisation mit dem
B4-Protein auf.

IT1.5.5 Expression des B4-Proteins in 7. gondii Bradyzoiten

T. gondii kann wihrend seines Lebenszyklus in drei verschiedenen Stadien vorkommen: als
Tachyzoiten oder Bradyzoiten im Zwischenwirt und als Sporozoiten in ithrem Endwirt. Um die
Expression des B4-Proteins im Bradyzoiten zu untersuchen, wurde beschlossen, in Kooperation
mit Frau PD Gabi Reichman (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Heinrich-Heine-
Universitidt Diisseldorf) die Expression des B4-Proteins bei Bradyzoiten durch indirekte
Immunfluoreszenz zu iiberpriifen. Dafiir wurden aus Hirnzellen chronisch infizierter Mé&use
Zysten isoliert und in einem Doppelimmunfluoreszenztest auf die Expression sowohl des B4-

Proteins als auch des Bradyzoiten-spezifischen 4F8-Antigen untersucht (Bohne et al., 1993).

Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass das B4-Protein auch in Bradyzoiten bzw. in Zysten
vorhanden ist (Abbildung 21 Teil A). Mit dem mAk SAG1 wurden die Zysten nicht angefarbt,
was drauf hindeutet, dass keine Kontamination der Bradyzoiten mit Tachyzoiten stattgefunden
hat (Abbildung 21 Teil B). Bei Tachyzoiten ldsst sich, im Gegensatz zu den Bradyzoiten, kein
4F8-Protein nachweisen, was die stadienspezifische Expression des Antigen 4F8 bestitigt

(Abbildung 21 C).
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Anti-B4 Anti- 4F8 Uberlappung Phasenkontrast

Anti- B4 Anti- SAG1 Phasenkontrast

Anti-B4 Anti-4F8 Uberlappung Phasenkontrast

Abbildung 21: Expression des B4-Proteins in Tachyzoiten und Bradyzoiten.

Immunfluoreszenzanalyse mit Zysten von 7. gondii Stamm DX (A-B) und von intrazelluldren Tachyzoiten des 7.
gondii Stamms RH (C). Paraformaldehyd fixierte Praparate wurden in einer Doppelfarbung mit Antikdrpern gegen
B4 und SAGI bzw. den Bradyzoitenmarker 4F8 gefirbt. B4-spezifische Antikérper wurden mit Cy* markierten
(griin), SAG1 bzw. 4F8 Antikorper mit Cy*-markierten (rot) Sekundérantikorpern nachgewiesen.

II1.5.6 Analyse der subzelluliren Verteilung des B4-Proteins

Die Immunfluoreszenz Analysen an Tachyzoiten mit dem polyklonalen B4-Antikorper hat die
Lokalisation des B4-Proteins im Zytosol gezeigt. Um genauere Aussagen iber die
Wechselwirkungen des B4-Proteins mit Bestandteilen des Zytosols treffen zu kénnen, wurden
Tachyzoitenlysate mittels differentieller Ultrazentrifugation fraktioniert und die Anwesenheit des
B4-Proteins in den verschiedenen Priaparationen mittels Western-Blot analysiert.

Dazu wurden zunichst extrazelluldre Tachyzoiten durch wiederholtes Schockgefrieren und
Auftauen aufgeschlossen. Danach wurde das Lysat bei 2500 x g zentrifugiert um Reste der
Zellbruchstiicke, Organellen, nukleire Komponenten und nicht vollig aufgeschlossene Parasiten
zu pelletieren. Der dabei erhaltene Uberstand enthilt die zytosolischen Proteine und die
membrandsen Bestandteile und wird als ,,Jlow speed supernatant” (LSS) bezeichnet. Der LSS

wurde dann mittels Ultrazentrifugation (100.000 x g) erneut aufgetrennt.
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Das nach Ultrazentrifugation resultierende Pellet (membrangebundene Bestandteile) und der
Uberstand (16sliche Bestandteile) wurden getrennt, in 2x Probenpuffern auf ein 12%iges SDS-
Gel geladen, geblottet und mit Anti-B4-Serum inkubiert. Als Kontrollantikorper wurde anti-T7.
gondii-GRA1 mAK verwendet, welche das GRA1-Protein erkennen, das als Markerprotein fiir
vollstindig 16sliche Proteine dient (Lecordier et al., 1999). Ferner wurden anti-7.gondii-SAG1-
Antikorper eingesetzt, die das membrangebundene Oberflachenmolekiill SAG1 erkennen (Manger
et al., 1998). Das Ergebnis dieser Analyse ist in der Abbildung 22 dargestellt. Das B4-Protein
wurde liberwiegend im ,,High speed supernatant” (HSS) aber auch in geringerer Menge im ,,High
speed pellet” (HSP) Teil gefunden. Daraus kann man schlieBen, dass das B4-Protein in
Toxoplasmen sowohl in einer 16slichen als auch in einer membrangebundenen Form vorkommt.
Die Abwesenheit des vollig 16slichen GRAT im HSP und des zelloberflichenassoziierten SAGI

im HSS bestétigen die komplette Trennung der 19slichen Fraktion von der unléslichen Fraktion.

LSS

HSS HSP

Anti-B4 -— —

Anti-GRAT | S

Anti-SAG1

Abbildung 22: Subzellulire Verteilung des B4-Proteins in den Tachyzoitenfraktionen

Das Gesamtlysat (LSS) von 2 x 10® Tachyzoiten wurde durch Ultrazentrifugation (100.000 x g) in ,high speed
supernatant (HSS) und in ,,high speed pellet (HSP) getrennt. Die Fraktionen wurden danach in einer 12%igen
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit B4-, GRA1- und SAG1- Antikérpern
inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit Peroxidase-markierten Anti-Kaninchen- bzw.  Anti-Maus

Sekundéirenantikdrpern.

Obwohl die Analyse der Aminosdurensequenz des B4-Proteins ergab, dass B4 iiber keine
putative Transmembranregion verfiigt, zeigen die Befunde der Fraktionierung deutlich, dass das

B4-Protein in Toxoplasmen sowohl 16slich als auch in membrangebundener Form vorkommt.
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I1I. 6 Analysen zur Funktionsbestimmung des B4-Proteins

Die bisherigen Befunde zeigen, dass es sich bei dem B4-Protein wahrscheinlich um ein
zytosolisches Protein handelt, dass weder mit den sekretorischen Organellen assoziiert ist noch
sezerniert wird. Die Immunfluoreszenz-Analysen ergaben vielmehr eine diffuse feinfleckige
Verteilung des Proteins im gesamten Zytoplasma. Um weitere Aussagen zur moglichen Funktion
des B4-Proteins treffen zu kdnnen wurden zwei unterschiedliche Strategien verfolgt. Zum einen
sollte versucht werden, durch die Erzeugung von B4- ,knock-out* Mutanten Hinweise fiir die
Bedeutung des Proteins fiir den Parasiten zu erhalten. Ferner sollte untersucht werden, ob eine

Uberexpression des B4-Gens phinotypische Verinderungen an Toxoplasmen bewirkt.

I1I. 6.1 Erzeugung von B4-,,Knock-out* Mutanten

Um die Funktion des B4-Proteins charakterisieren zu konnen, sollte das B4-Gen durch homologe
Rekombination mit einer Resistenzkassette ersetzt werden und der Phédnotyp der resultierenden
AB4 Mutante charakterisiert werden. In 7. gondii nutzt man zu diesem Zweck die Methode der
homologen Rekombination aus, indem man auf einem Plasmid den offenen Leserahmen des
Zielgens durch Integration eines Selektionsmarkers unterbricht und dieses sogenannte ,,knock-
out“-Plasmid in den Parasiten transfiziert (Donald and Roos, 1994). Da Tachyzoiten ein
haploides Genom besitzen und B4 ein ,,single copy* Gen ist, musste zu diesem Zweck nur eine
einfache Integration des ,,knock-out“-Plasmids an seinen homologen Gen-Lokus im Wildtyp
erreicht werden.

Da lineare DNA in 7. gondii bevorzugt unspezifisch ins Genom integriert, sind zum gezielten
Ausschalten bzw. Ersetzen von Genen durch doppelt homologe Rekombination lange Bereiche
flankierender Regionen chromosomaler DNA erforderlich (Donald and Roos, 1994). Im Rahmen
des T. gondii Genom-Projektes (www.toxodb.org) wurde das gesamte Genom von 7. gondii
sequenziert und putative Gene anhand des offenen Leserahmens lokalisiert. Dabei wurden auch
die Sequenzinformationen der genomischen Sequenz ,stromauf- und stromabwirts® des B4-
Lokus, wie in Abbildung 7 schematisch dargestellt, ermittelt.

Die Herstellung des ,knock-out* Konstruktes wurde iiber Klonierung in zwei Schritten
durchgefiihrt. Zunichst wurde iiber eine PCR mit dem Oligonukleotidpaar B4-Spel und B4- Notl
aus genomischer DNA von 7. gondii des Stammes RH die 3'-UTR (1528 bp nach dem
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Stopcodon TGA) amplifiziert und nach Verdau mit den Restriktionsenzymen Spel/Notl in den
Vektor pTubl-CAT (freundliche Gabe von Prof. Soldati, Schweiz) einkloniert. Man erhélt den
Zwischenvektor pTubl-CAT-3'B4. Im néchsten Schritt wurde die 5-UTR (1349 bp ab dem
Startcodon ATG) mit dem Oligonukleotidpaar Apal-B4 und Clal-B4 amplifiziert und nach
Verdau mit Apal/Clal in den Zwischenvektor pTubl-CAT-3'B4 einkloniert. Das erhaltene
»knock-out“-Konstrukt pTub1-5"B4-CAT-3"B4 wurde durch analytischen Verdau und partielle
Sequenzierung auf Richtigkeit tiberpriift. In der Abbildung 23 ist schematisch der B4-Genlokus,
das ,,knock-out“-Plasmidkonstrukt pTub1-5'B4-CAT-3'B4 und der B4-Lokus nach Austausch
des B4-ORFs dargestellt.

Apal Clal Spel Notl
l 5 B4 l l 3 B4 l
Wildtyp RH Genom

Homologe Rekombination

1349 Kb 1582 Kb
sknock-out® Plasmid

5'B4 3'B4 pTub1-5'B4-CAT-3'B4

Transfektion + Selektion

5" B4 3"B4
B4-“knock-out*

Abbildung 23: Schematische Darstellung zur Erzeugung des ,,knock-out*“-Vektors fiir die Herstellung der B4-
defizienten Mutanten (AB4).

Das Plasmid zur Generierung der AB4-Mutante enthilt 1349 bp des S'UTR, 1582 bp des 3'UTR und 659 bp lang
CAT-ORF. Der ORF von B4 wird durch homologe Rekombination mit dem CAT-ORF ersetzt. Die Transfektion

erfolgt durch Elektroporation. Der Tub-1 Promotor ist als schwarze Box gekennzeichnet.



Ergebnisse 81

Mit dem pTubl-5'B4-CAT-3'B4-Konstrukt wurden in mehreren unabhédngigen Ansédtzen RH-
Parasiten mittels Elektroporation transfiziert, wobei in jeder Transfektion unterschiedliche
Mengen an Plasmid-DNA eingesetzt wurden.

Nach etwa 10 bis 21 Tagen, unter stindiger Chloramphenicolselektion, wurden die {iberlebenden
Parasiten ,,geerntet* und mittels Immunfluoreszenzanalysen untersucht.

Die Population der Chloramphenicol-resistenten Toxoplasmen erwies sich nach den
Immunfluoreszenzanalysen allerdings noch immer als heterogen (Abbildung 24). Wihrend anti-
SAG1 die Plasmamembranen aller Parasiten anfarbt, detektiert der anti-B4 nur die Wildtyp-
Parasiten. Die B4-Knock-out-Parasiten waren mit anti-B4-Antikorpern negativ. Die DAPI-
Farbung zeigt die Zellkerne der beiden heterogenen Populationen.

Damit ist gezeigt, dass nach Transfektion mit dem ,.knock-out“-Plasmid tatséchlich B4- , knock-

out*“-Mutanten entstehen.

Anti-SAG1 Anti-B4 Uberlappung

| b

Uberlappung

Abbildung 24: ,, Knock-out“~-Mutanten (AB4) exprimieren kein B4-Protein.

Tachyzoiten des Stammes RH wurden mit dem ,.knock-out Plasmid transfiziert. Nach drei Wochen unter Selektion
mit Chloramphenicol wurden die Parasiten mit 4% Paraformaldehyd/PBS fixiert und mit Antikérpern gegen B4 als
auch gegen SAGI inkubiert. B4-Antikdrper wurden mit Cy* —markierten Sekundirantikdrpern sichtbar gemacht,
wihrend anti-SAG1 mit Cy’-markierten Sekundirantikorpern detektiert wurde. Zellkern-DNA wurde mit DAPI

gefirbt. Die weillen Pfeile zeigen zwei ,,knock-out“-Toxoplasmen, die das B4-Protein nicht mehr exprimieren.
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Als nédchstes Ziel wurde versucht die B4-, kock-out“-Parasiten in Reinkultur darzustellen. Durch
Weiterkultivierung der transfizierten Parasiten unter Chloramphenicol konnte keine Reinkultur
gewonnen werden, spitestens nach 5 Wochen unter Selektion waren keine viablen Toxoplasmen
mehr vorhanden. Alternativ wurde mehrmals eine Grenzwertverdiinnung ,,limiting dilution* der
heterogenen Parasitenpopulationen drei Wochen nach Transfektion durchgefiihrt. Diese
Grenzwertverdiinnung wurde sowohl wunter Chloramphenicolselektion als auch ohne
Antibiotikazugabe durchgefiihrt. Die Klonierung unter Selektionsbedingungen fiihrte zu einem
Absterben aller Klone. Auch die Klonierung ohne Antibiotikagabe fiihrte nur zur Isolation von
Wildtypparasiten, ,.knock-out“-Mutanten konnten nicht isoliert werden. Diese Arbeiten wurden
unter unterschiedlichen Selektionsmethoden (Klonierungen zu unterschiedlichen Zeiten nach der
Transfektion, Verwendung verschiedener Dosen von Chloramphenicol) iiber mehr als 12 Monate
durchgefiihrt.

Da es jedoch unmdglich war Reinkulturen der ,,knock-out“-Parasiten zu erzeugen, konnte keine
exakte phénotypische Analyse der Mutanten erfolgen. Die Ergebnisse lassen jedoch vermuten,
dass die Ausschaltung des B4-Gens mit dem Uberleben des Parasiten nicht vereinbar ist. Weitere
Untersuchungen, ob es sich bei den B4-,knock-out“-Mutanten tatsichlich um eine letale
Mutation handelt, z.B. mit si-RNA oder durch Erzeugung von ,.knock-in*“ Mutanten konnten im

Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriinden leider nicht mehr durchgefiihrt werden.

I11.6.2. Expression von rekombinantem B4-Protein in Tachyzoiten von 7. gondii

Um die Funktion von Proteinen in Organismen zu untersuchen, werden héufig deren Gene
ausgeschaltet oder iberexprimiert. Die dadurch eventuell auftretenden Defekte konnen
Riickschliisse auf die biologische Bedeutung des Proteins ermdglichen. Die zunédchst gewéhlte
Strategie der Erzeugung von knock-out Mutanten fiihrte leider nicht zu dem gewiinschten Ziel.

Das Ergebnis aus der semiquantitativen B4 RT-PCR hat gezeigt, dass das B4-Gen im Vergleich
zu SAGI oder B-Tubulin nur schwach transkribiert wird (Abbildung 10). Unser Ziel war es
daher, jetzt zusitzliche B4-Proteine in Tachyzoiten zu exprimieren. Dazu wurde das B4-Gen mit
GFP-, YFP- oder dem Myc-Epitop am C-Terminus fusioniert und die Parasiten mittels

Elektroporation transfiziert.
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I11.6.2.1 Transiente Transfektion von 7. gondii Tachyzoiten mit pTub8-B4-GFP

Das ,,green-fluorescent™ Protein (GFP) aus der Meeresqualle Aequorea victoria wird als
Reportergen verwendet, um den Aufenthaltsort von Proteinen in vivo darzustellen. Die cDNA
von GFP wurde schon 1992 kloniert (Prasher et al., 1992) und kodiert ein 238 Aminosduren
langes, 27 kDa schweres Protein mit einer chromophoren Gruppe. Das Chromophor ist durch die
intramolekulare Zyklisierung von drei Aminosiuren (Ser®-Tyr*®-Gly®’) entstanden. Nach
Anregung mit kurzwelligem Licht im blauen Absorptionsbereich (Absorptionsmaximum bei 395
nm) emittiert das Protein bei einem Emissionsmaximum von 508 nm. Diese Wellenldnge liegt im
griinen Spektralbereich. Mit GFP markierte Proteine konnen in lebenden Zellen entweder durch
direkte Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht oder in fixierten Zellen mit Hilfe eines anti-
GFP Antikorpers durch indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie zusdtzlich dargestellt werden.
Durch die Fusion des B4-Proteins mit ,,green fluorescent* Protein und der Expression in 7. gondi
Tachyzoiten sollten zunichst die mittels Immunfluoreszenz mit anti-B4-Antikorpern erhaltenen
Daten zur Lokalisation des B4-Proteins bestétigt werden.

Mit Hilfe einer PCR-Reaktion und den Primern EcoRI-B4 und B4-Nsil, die am Start und
Stopcodon der B4-cDNA binden, wurde der gesamte offene Leserahmen der B4-cDNA
amplifiziert. Mittels der in den Primern enthaltenen Schnittstellen (Ecorl und Nsil) konnte das
PCR-Produkt in den pTub8-GFP Vektor kloniert werden. Der resultierende Vektor erhielt den
Namen pTub8-B4-GFP. Dabei steht die Expression des Fusionsproteins unter der Kontrolle des
konstitutiv exprimierten TUBS Promotors. 1x10® RH-Tachyzoiten wurden mit 60 ug pTub8-B4-
GFP-Plasmid transfiziert und die Expression der Transgene nach 20 Stunden durch
Immunfluoreszenzanalyse verifiziert. Bei dieser transienten Transfektion bleibt der Vektor nur
voriibergehend in der Zelle, folglich findet die Expression des B4-GFP Fusionsproteins nur fiir
einen begrenzten Zeitraum statt.

Bei freien Tachyzoiten als auch bei intrazelluléren Parasiten zeigt das B4-GFP Fusionsprotein die
gleiche zytosolische Verteilung wie das native B4-Protein (Abbildung 25a und 25b). Als
Kontrolle wurde der Vektor pTub8-GFP ohne B4-cDNA Insert verwendet. Dabei ist bekannt,
dass das GFP Protein allein, ohne Fusionsprotein, die Tendenz hat, sich im Zellkern anzureichern
(Hettmann et al., 2000). Dies war auch bei meinen Experimenten erkennbar (Abbildung 25¢) und
gibt einen Hinweis darauf, dass die zytosolische Verteilung des B4-GFP Fusionsproteins auf den

B4 Proteinanteil zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 25a: Transiente Expression von B4-GFP Fusionsprotein bei freien Tachyzoiten.

20 Stunden nach Transfektion der Tachyzoiten mit dem pTub8-B4-GFP Plasmid wurde eine Immunfluoresenz-

Analyse mit GFP durchgefiihrt. Die Zellkern-DNA wurde mit DAPI angeférbt.
Anti-B4 Uberlappung

GFP

Abbildung 25b: Transiente Expression des B4-GFP Fusionsproteins bei intrazelluliren Tachyzoiten.

Indirekte Immunfluoresenz-Analyse von intrazelluliren Tachyzoiten, die das B4-GFP Fusionsprotein exprimieren.
Es zeigt sich eine eindeutige Kolokalisation von B4 mit B4-GFP. Die weiflen Pfeile zeigen entstandene

Residualkorper an der posterioren Seite der Parasiten.

GFP GFP

Abbildung 25¢: Transiente Expression des GFP-Proteins bei RH Tachyzoiten

Direkt-Immunfluoresenz-Analyse von intrazelluldren Tachyzoiten, die GFP exprimieren. Das GFP-Protein zeigt eine

eindeutige Kern-Lokalisation.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die Verteilung des B4-GFP Fusionsproteins in den
Tachyzoiten der Verteilung des nativen B4-Proteins entspricht. Bei der Analyse der
intrazelluldren Parasiten ergab sich jedoch, dass bei den RH-B4-GFP Mutanten eine Struktur
nachweisbar ist, die phdnotypisch den in der Literatur beschriebenen Residualkérpern entspricht
(siche Pfeile in Abbildung 25 b). Um dies weiter abzukldren war die Erzeugung von stabilen

Mutanten erforderlich.
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I11.6.2.2 Stabile Expression von B4-YFP Fusionsproteinen in RH-Toxoplamen

Die stabile Transfektion der RH-Tachyzoiten mittels Elektroporation erfolgte durch die sog.
REMI-Methode (,,restriktion enzyme mediated integration®), bei der die Effizienz der Integration
von Fremd-DNA in das Genom dank einer Anregung des DNA-Reparatursystems gesteigert wird
(Black et al., 1995; Schiestl and Petes, 1991).

Zunichst musste das B4-Gen in das pTubYFP-YFP/sagCAT-Plasmid einkloniert werden. Dafiir
wurde an der B4-cDNA iiber PCR am 5’-Ende eine Spe/ und am 3’-Ende eine Bg/II Schnittstelle
angefiigt und das Produkt an den Platz des ersten YFP in den Vektor pTubYFP- YFP/sagCAT
(freundliche Gabe von Boris Stripen, Athens, USA) einkloniert. Der resultierende Vektor erhielt
den Namen pTub-B4-YFP/sagCAT. Das ,,yellow-fluorescent“-Protein (YFP) mit 27 kDa stellt
eine genetische Variante des Wildtyp-GFP dar, bei der eine Mutation auBlerhalb des
Chromophors zu einer verbesserten Faltung und damit zu einer verstirkten griinen Fluoreszenz
fiihrte.

Ferner kodiert das Plasmid TubYFP-YFP/sagCAT fiir die Chloramphenicol-Acetyltransferase
(CAT) und ermoglicht die Selektion von Chloramphenicol-resistenten Transfektanten. 1x 10°
RH-Tachyzoiten wurden mit 60 ug pTub-B4-YFP/sagCAT-Plasmid transfiziert. Die Lokalisation
des B4-YFP Fusionsproteins wurde etwa 24-36 Stunden nach der Transfektion mit Hilfe der
direkten und indirekten Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Auch hier ergab sich eine

Lokalisation der B4-YFP-Fusionsproteine im Zytoplasma der Tachyzoiten (Abbildung 26).

YFP Anti-B4 Uberlappung

Abbildung 26: Stabile Expression von B4-YFP-Fusionsproteinen in RH-Toxoplasmen.

Immunfluoreszenz-Analyse mit Tachyzoiten aus HFF-Zellen 36 Stunden nach Transfektion mit pTubB4-
YFP/sagCAT-Plasmid. Paraformaldehyd-fixierte Préparate wurden in der indirekten Immunfluoreszenz mit B4-

Antikérper gefirbt. Der Nachweis erfolgte mit Cy’- markierter Sekundirantikorper.
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Zur Isolation stabiler 7. gondii Transfektanden wurde dem Zellkulturmedium nach 24 Stunden
Chloramphenicol (20 uM) zugesetzt. Die Wirkung von Chloramphenicol auf 7. gondii ist etwas
verzogert, wodurch die Parasiten etwa 20 bis 25 Teilungen durchlaufen miissen, also etwa
dreimal den Wirtszellrasen lysieren, bevor die Selektion {iberhaupt wirkt (Kim ez al., 1993). Nach
ca. zwei Wochen unter standiger Chloramphenicolselektion wurden die liberlebenden Parasiten
als resistent beurteilt. Die resultierende 7. gondii-Linie wurde RH-B4-YFP genannt.

Die Synthese des B4-YFP Fusionsproteins durch RH-B4-YFP Parasiten wurde im Immunoblot
mit dem kreuzreagierenden anti-GFP spezifischen Antikorper als auch mit anti-B4-Antikdrper
nachgewiesen (Abbildung 27). Wie erwartet, war die Gro3e des detektierten Proteins B4-YFP in

guter Ubereinstimmung mit den zuvor berechneten molekularen Massen.
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Abbildung 27: Western-Blot-Analyse von Lysaten von RH und RH-B4-YFP Parasiten.

Es wurde das Gesamtprotein aus 6 x 10° Toxoplasmen je Spur von RH und RH-B4-YFP-Parasiten mittels SDS-
PAGE aufgetrennt, geblotet und mit Anti-GFP- (I) oder mit Anti-B4-Antikérpern (II) inkubiert. Der Nachweis

erfolgte mit Peroxidase-markierten Anti-Kaninchen-Antikdrpern.

Die Expression des B4-YFP Fusionsproteins durch RH-B4-YFP Parasiten wurde auch mittels
eines Fluoresenz-aktivierten-Zell-Sortierers (FACS) analysiert. Abbildung 28 zeigt einen
signifikanten Unterschied in der Fluoreszenz zwischen dem Wildtyp RH und den Mutanten RH-
B4-YFP-Parasiten. Ferner zeigt die FACS Analyse eindeutig, dass in der RH-B4-YFP
Toxoplasmenlinie alle Parasiten das B4-YFP Fusionsprotein exprimieren. Diese Beobachtung

konnte auch mikroskopisch in der direkten und indirekten Immunfluoreszenz bestétigt werden.
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Abbildung 28 : Direkt-Nachweis des B4-YFP Fusionsproteins in RH-B4-YFP-Parasiten mittels FACS.

Je 10° frisch geerntete RH und RH-B4-YFP-Parasiten wurden zweimal mit PBS gewaschen, in 4 %
Paraformaldehyd/PBS fixiert und in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde vor jeder Messung
kréftig gemischt (Vortex). Die Messung wurde mit dem FACScan-Gerit der Firma Becton Dickinson durchgefiihrt.

Um zu tliberpriifen, ob die Residualkdrper dhnliche Struktur, wie sie in den transient transfizierten
RH-B4-GFP Mutanten beobachtet wurde, auch bei den stabilen RH-B4-YFP Mutanten
nachweisbar ist, wurden intrazelluldre Toxoplasmen mittels Immunfluoreszenz analysiert. Das

Ergebnis ist in Abbildung 29 dargestellt.

YFP Anti-B4 Uberlappung

Abbildung 29: Stabil Expression von B4-YFP Fusionsprotein in RH-Toxoplasmen.

Gezeigt ist die direkte Immunfluoreszenz Analyse mit YFP. Die indirekte Immunfluoreszenzenanalyse wurde mit
anti-B4 Antikorper durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte mit Cy’-markierten Sekundirantikorpern. Die weiBen Pfeile

zeigen den entstandenen Residualkorper an der posterioren Seite der Parasiten.
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Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass es auch in RH-B4-YFP Mutanten zur Ausbildung von
Residualkorpern kommt. Um auszuschlieen, dass die relativ groBen Fremdproteinanteile bei den
B4-GFP bzw. B4-YFP Fusionsproteinen Ursache fiir die Entstehung der Residualkoérper sind,

wurde eine zusitzlich eine RH-B4-Myc Mutante erzeugt.

I11.6.2.3 Stabile Expression von B4-Myc Fusionsproteinen in RH-Toxoplamen

Um der physiologischen Verteilung des B4-Proteins moglichst nahe zu kommen, wurde das B4-
Protein mit einem Myc—Epitop das aus nur 12 Aminoséduren besteht, am C-Terminus fusioniert.
Als Grundlage fiir die Konstruktion des 7. gondii Expressionsvektors, der die Transkription des
B4-Gens stark exprimiert, diente das Plasmid pTub-Myec. In diesem Vektor steht das B4- Gen
unter der Kontrolle eines starken B-Tubulin-Promotors von 7. gondii. Ferner trigt das Plasmid
eine Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) als Selektionsmarker.

Da die Uberexpression von Protein in 7. gondii in einigen Fillen zusitzliche, unspezifische
phénotypische Eigenschaften vermitteln konnte, wurde als positive Kontrolle die cDNA des
LDHI1-Proteins in das gleiche Plasmid einkloniert. Die beiden Fusionsproteine B4-Myc und
LDH1-Myc kénnen dann mit einem anti-Myc-Antikorper nachgewiesen werden. Es wurden je 1x
10® RH-Parasiten durch Elektroporation mit 60 pg pTub-B4-Myc bzw. pTub-LDH1-Myc
Expressionsplasmiden transfiziert, welche zuvor mit Not/ linearisiert worden waren. Direkt nach
der Elektroporation wurden die Parasiten auf einen konfluenten HFF Zellrasen gegeben und fiir
24-36 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd/PBS fixiert
und in einer Immunfluoreszenzfarbung dargestellt.

Die transformierten Parasiten, welche das B4-Myc als auch das B4-native Protein exprimieren,
lassen sich mit Anti-Myc-Antikorpern als auch mit B4-spezifischen Antikorpern anfiarben. Die
Parasiten, die keine modifizierten Proteine exprimieren, sind nur mit den B4-spezifischen-
Antikorpern gefiarbt (Abbildung 30 Teil A). Die subzelluldre Verteilung des B4-Myc-Proteins ist
zytoplasmatisch und stimmt damit mit der Verteilung des nativen Proteins B4 iiberein. Diese
Resultate wurden durch die doppelte Markierung desselben Proteins mit anti-Myc-Antikorper als
auch mit B4-spezifischen Antikorpern bestitigt.

Bei weiterer Betrachtung fallt auf, dass nur die Kolonie, die das B4-Myc Fusionsprotein

produziert, einen Residualkorper an der posterioren Seite der Parasiten ausbildet.
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Die zur Kontrolle erzeugten LDHI1-Myc Fusionsprotein exprimierenden Parasiten bilden keine
Residualkorper aus (Abbildung 30 Teil B) Ferner zeigt diese Abbildung auch die erwartete
Lokalisation des LDH1-Myc im zytosolischen Bereich, wie vorher z.B. von Reichmann et al.

2001 beschrieben.
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Abbildung 30 : Transiente Expression von B4-Myc- und LDH1-Myc- Protein im 7. gondii RH.

Doppelte Immunfluoreszenzanalyse intrazelluldrer Tachyzoiten in HFF-Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit
pTub-B4-Myc (A) bzw. pTub-LDH1-Myc (B) Plasmiden. Paraformaldehyd-fixierte Praparate wurden mit Anti-Myc,
Anti-LDH1- und anti-B4-Antikorpern inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit Cy* —bzw. Cy’ — markierten
Sekundidrantikdrpern. Die weilen Pfeile zeigen den entstandenen Residualkdrper an der posterioren Seite der RH-

B4-Myc-Parasiten.

Die Entstehung von Residualkdrpern ist ein Phdnomen, das schon beobachtet wurde, als das
Myosin B/C-Proteine bei 7. gondii iberexprimiert wurde (Delbac et al.,, 2001).
Interessanterweise fiihrte auch die Uberexpression des B4-Proteins sowohl bei RH-B4-GFP-,
RH-B4-YFP- und RH-B4-Myc-Parasiten, zur Entstehung von Residualkorpern.

Fiir weitere Experimente wurden die erzeugten RH-B4-Myc Mutanten weiter unter
Selektionsdruck expandiert und anschlieBend kloniert. Dadurch konnten stabile Klone erhalten
werden. Diese Klone wurden mittels Immunoblot weiter charakterisiert.

Die Analyse mit B4-spezifischen Antikorpern zeigte sowohl fiir den Wildtyp RH als auch fiir den
RH-B4-Myc-Klon eine Bande bei ca. 27 kDa. Das angefiigte Myc-Epitop mit nur 1,3 kDa hatte
keinen erkennbaren Einfluss auf das Laufverhalten des B4-Myc Proteins im Vergleich zu dem
des nativen B4 Proteins. Fiir die RH-LDH1-Myc-Mutanten ergab die Westernblotanalyse ein
dhnliches Bild (Abbildung 31).



90

Ergebnisse
3 ES
2 3 -
= = = E 3
3 3 g 2 &
2 5 B B E § E E
— 64kDa
— 50
LDHI-Myc — “ .' — 36

B4-Myc — [ - — .

— 22
— 16
Anti-B4 Anti-myc  Anti-LDH1 Anti-myc
Abbildung 31: B4 und LDH1 Expression in klonierten RH-B4-Myc und RH-LDH1-Myc Parasiten.

Je 2 x 10° Zellen wurden pro Spur auf ein 12%iges SDS-Gel geladen, geblottet und zuerst mit B4- bzw. LDH1-
spezifischen-Antikorpern inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit Peroxidase-markierten anti-Kaninchen Antikdrpern.
Nach erneutem ,,Blocken® erfolgte die Inkubation der Blots mit dem mAk gegen das Myc-Epitop, welches iiber

Peroxidase markierten anti-Maus-IgG-Antikorpern nachgewiesen wurde.

Auch bei den stabil transfizierten RH-B4-Myc Mutanten kam es wihrend der intrazelluldren

Vermehrung zu einer Ausbildung von Residualkdrpern, die im folgenden genauer charakterisiert

wurden.

II1.7 Funktionelle Analyse von RH-B4-Myc und RH-B4-YFP Mutanten

Uber die Residualkérper bei Toxoplasmen ist bisher nur wenig bekannt. Am besten
charakterisiert sind bisher die Residualkdrper, die nach einer Behandlung von Toxoplasmen mit
Cytochalasin D entstehen. Cytochalasin D ist ein Mykotoxin, welches spezifisch mit Aktin
interagiert und zu einer Umorganisation des Mikrofilamentsystems fiihrt (Shaw et al., 2000).
Dabei wurde gezeigt, dass die Residualkorper von einer Toxoplasmenmembran umgeben sind,
sekretorische Organellen, Mitochondrien und Apicoplast enthalten. Analog zu den dort

beschriebenen Methoden wurden nun auch die Residualkorper, die in RH-B4-Myc Mutanten

entstehen, analysiert.
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I11.7.1 Charakterisierung der Residualkorper

Die Abbildung 32 Teil A zeigt Immunfluoreszenzanalysen mit RH-B4-Myc-Tachyzoiten, in
denen der entstandene Residualkorper in keinem Fall mit DAPI an farbbar war. Die Farbung der
Residualkdérper mit anti MIC2-Antikoérpern war ebenfalls negativ (Abbildung 32 Teil B). Der
Nachweis, dass die in RH-B4-Myc Mutanten entstehenden Residualkdrper parasitdren Ursprungs
sind, wurde durch Immunfluoreszenz-Analyse mit anti-SAGI-Antikorpern erbracht. Dabei
detektieren anti-SAGI1-Antikorper die Plasmamembran der Parasiten als die Membran um die

Residualkorper (Abbildung 32 Teil C).
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Abbildung 32: Charakterisierung der Residualkérper bei RH-B4-Myc Mutanten.

HFF-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit RH-B4-Myc-Parasiten infiziert, anschlieBend mit 4 % Paraformaldehyd/PBS
fixiert und dann mit DAPI bzw. mit anti-B4-, anti MIC2- und anti SAG1-Antikorpern behandelt. Der Nachweis
erfolgte mit Cy* (Teil B und C) — bzw. Cy® (Teil A)— markierten Sekundirantikorpern. Die Pfeile zeigen die

entstandenen Residualkorper.
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Damit ist eindeutig gezeigt, dass sich die nach Cytochalasin D Behandlung entstehenden
Residualkorper deutlich von denen unterscheiden, die in RH-B4-Myc Parasiten auftreten. Die
Residualkorper in den B4-Fusionsprotein-exprimierenden Toxoplasmen enthalten im Gegensatz
zu denen, die nach Cytochalasin D Behandlung entstehen, keinen Kern und keine sekretorischen
Organellen. Phéanotypisch entsprechen die in RH-B4-Myc Parasiten vorzufindenden
Residualkorperchen am ehesten denen, die nach einer Uberexpression von Myosin B/C in

Toxoplasmen entstehen (Delbac ef al., 2001).
I11.7.2 Wachstumsbestimmung mit RH-B4-Myc und RH-B4-YFP Mutanten

Das Wachstum von Toxoplasmen kann man mit der *H-Uracil-Inkorporationsmethode quantitativ
erfassen. Dies beruht auf der Fihigkeit des Parasiten, im Gegensatz zu seiner Wirtszelle, SH-
markiertes Uracil in seinem Stoffwechsel verwerten zu konnen. Das liegt daran, dass
Toxoplasmen aufgrund der erhohten Aktivitit des Enzym Uridin-Phosphorylase sehr gut externes
Uracil fiir die Nucleotidsynthese verwenden konnen. Im Vergleich zur Wirtszelle ist die Aktivitét
dieses Enzyms bei 7. gondii 100fach stirker (Pfefferkorn and Pfefferkorn, 1977). Die
Radioaktivitdt des so in die Nukleinsdure des Parasiten eingebauten Uracils kann gemessen

werden und steht im direkten Zusammenhang zur Proliferation der Toxoplasmen.

Die *H-Uracil-Aufnahme wurde in vier 24-stiindigen Intervallen gemessen. Die Abbildung 33
zeigt bei allen eingesetzten Infektionsdosen ein signifikant unterschiedliches Wachstum zwischen
den Wildtyp RH- und den B4-Fusionsprotein-exprimierenden Mutanten. Dabei ist das Wachstum
der Mutanten um ca. 30% niedriger als das der Wildtypparasiten. Als Kontrolle wurde die
Proliferation der RH-LDHI1-Myc Mutanten untersucht. Diese zeigen keinen signifikanten
Unterschied zur Proliferationsrate der Wildtyp Parasiten. Dies ldsst darauf schliefen, dass die
Uberexpression des B4-Proteins in Tachyzoiten eine negative Wirkung auf das Wachstum der

Parasiten hat.
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Abbildung 33: In vitro Proliferation von RH, RH-B4-Myc-, RH-B4-YFP- und RH-LDH1-Myc- Toxoplasmen.

Je 3x10* 86HG39-Zellen wurden in 96-well-Platten mit verschiedenen Dosen von RH, RH-B4-Myc-, RH-B4-YFP-
und RH-LDH1-Myc- Toxoplasmen infiziert. Jeder Ansatz wurde in vier 24-stlindigen Intervallen mit 37 kBq pro
Well mit *H-Uracil markiert. Die inkorporierte Radioaktivitit wurde nach insgesamt 24 Stunden Inkubation

gemessen.

Um zu iiberpriifen, ob die Uberexpression des B4-Protein generell zu einer Reduzierung des
Zellwachstums fiihrt, wurde das Toxoplasma B4-Gen in humanen Zellen exprimiert (Abbildung
34a). Dazu wurde die B4-cDNA in den EGFP-Expressionsvektor EGFP-C1 einkloniert, der
mittels Elektroporation in 86HG39-Zellen (Astrozytomzellen) verbracht wurde. Die Selektion
stabil transfizierter 86HG39-Zellen mit Geneticin (G418) nahm 4-6 Wochen in Anspruch und
wurde beendet, sobald die Platte mit untransfizierten Kontrollzellen keine lebenden Zellen mehr
aufwies. Die Zellen wurden wieder mittels Immunfluoreszenz-Analyse untersucht (Abbildung
34b). Dabei zeigt sich, dass das B4-EGFP-Protein als Punktmuster im Zytosol vorliegt. Als
Kontrolle wurde das EGFP Gen ohne B4 Sequenzen benutzt, welches sich homogen im Zytosol

lokalisiert.
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Abbildung 34a: Transiente Expression von B4-Protein in humanen 86 HG39-Zellen.

86HG39-Zellen wurden mit pB4-EGFP (A) oder pEGFP-C1 (B) Plasmiden transient transfiziert. 36 Stunden nach
der Inkubation wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd fixiert und mit anti-B4-Antikdrpern behandelt. Der
Nachweis erfolgte mit Cy’-markiertem Sekundirantikorper. Das B4-Protein zeigt sich als Punktmuster im Zytosol

verteilt.
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Abbildung 34b: Stabile Expression von B4-Protein in humanen 86 HG39-Zellen.

Direkt Immunfluoreszenz-Analyse an stabilen Klonen von 86HG39 nach der Selektion mit (G418). Das B4-Protein

zeigt sich als Punktmuster im Zytosol lokalisiert.

Nach dem Nachweis der stabilen Uberexpression von B4-GFP in den Astrozytomzellen 86HG39
wurde das Wachstum der Mutanten mit dem der Wildtypzellen verglichen. Das Ergebnis ist in
Abbildung 34 dargestellt und zeigt, dass die Expression des B4-Proteins in den Astrozytomzellen

deren Wachstum nicht beeinflusst.
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Abbildung 35: Astrozytomzellen -Proliferationstest nach Expression des B4-Proteins.

Verschiedene Mengen von 86HG39-, EGFP- und B4-EGF- Zellen wurden in 96-Well-Platten kultiviert. Jeder Ansatz

wurde in vier 24-stiindigen Intervallen mit 3H-Thymidin markiert. Die inkorporierte Radioaktivitit wurde nach

insgesamt 24 Stunden Inkubation gemessen.

Damit ist es wahrscheinlich, dass die wachstumshemmende Eigenschaft einer B4 Uberexpression

keinen generellen antiproliferativen Effekt vermittelt.

Fiir die spezifische Reduktion der intrazelluldren Proliferation von 7. gondii durch die
Uberexpression des B4-Proteins kann es verschiedene Griinde geben. So ist z.B. bekannt, dass
fiir das erfolgreiche Eindringen in die Wirtszelle eine exakte Ausrichtung des Parasiten an der
Zelloberfliche notwendig ist. Eine wichtige Voraussetzung dafiir ist die Beweglichkeit der
Parasiten. Andererseits konnte das iiberexprimierte B4-Protein das intrazelluldre

Parasitenwachstum selbst beeinflussen.
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I11.7.3 Analyse der ,,gliding motility”

Fiir die Toxoplasmen ist die Bewegungsfahigkeit essentiell, um sich in den Wirtsorganismen
vermehren zu koénnen. 7. gondii besitzt genau wie die iibrigen Parasiten des Stammes
Apicomplexa jedoch keine Cilien oder Geilleln, sondern bewegt sich durch gleitende
Bewegungen auf festen Oberflichen vorwirts. Dieser Fortbewegungsprozess wird als ,,gliding
motility* bezeichnet (Sibley et al., 1998) und wird durch den parasitiren Aktin-Myosin-Motor
vorangetrieben (Dobrowolski et al., 1997). Wihrend dieser gleitenden Bewegung verliert T.
gondii durch die Reibung an den Oberfldchen einen Teil seines Oberflichenproteins SAG1. Mit
Hilfe eines monoklonalen Antikdpers gegen SAG1 kann das SAG1-Protein detektiert werden und
so die bei der Parasitenbewegung entstehenden Spuren nachgezeichnet werden. Da die ,,gliding
motility* fiir die Wachstumsrate in Zellkulturen wichtig ist, wurde diese in Wildtyp-Parasiten RH
und RH-B4-Myc Parasiten mittels Immunfluoreszenz vergleichend untersucht. Es wurde
beobachtet, dass sich die Wildtyp RH Parasiten iiber lange Strecken fortbewegen konnen, die
RH-B4-Myc Parasiten legen im Gegensatz dazu nur kurze Strecken zuriick (Abbildung 36).

Anti-SAG1 Anti-SAG1

o . .

Abbildung 36: ,,gliding motility“- Vergleich zwischen RH und RH-B4-Myc Toxoplasmen

107 frisch geerntete RH bzw. RH-B4-Myc Parasiten wurden in 1 ml Medium IMDM resuspendiert und fiir 30 min
auf Kulturplatten, die wie in 11.2.9.4 beschrieben, inkubiert. Die Immunfluoreszenzenanalyse wurde mit Anti-SAG1-
Antikorpern durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte mit Cy’- markiertem Sekundirantikorper. Gezeigt werden

Abbildungen aus zwei verschiedenen Experimenten.
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Die Ergebnisse legen nahe, dass die Uberexpression des B4-Proteins in Toxoplasma Tachyzoiten
die ,,gliding motility* direkt oder indirekt reduziert. Dadurch konnte die Invasionsfdhigkeit der

Parasiten beeinflusst werden.

I11.7.4 Die ,invasion assay*“-Analyse

Die Féhigkeit von 7. gondii in Wirtszellen einzudringen, wird als "Invasion" bezeichnet und kann
mittels FACS-Analysen quantitativ erfasst werden. Um diesen Prozess zu analysieren, wurden
jeweils 1x 107 86HG39-Zellen mit einem einfachen Uberschuss von stabil transformierten
Parasiten RH-B4-YFP oder RH-YFP-YFP (freundliche Gabe von B. Stripen, Athens, USA)
infiziert und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS, um
extrazelluldre Parasiten zu entfernen, wurden die gesamten Zellpopulationen mit Trypsin
behandelt, mit 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert und anschliefend in 1 ml FACS-Puffer
resuspendiert und mittels FACS analysiert. Als Kontrollen wurden freie Parasiten (Abbildung
37a) und nicht infizierte Wirtszellen verwendet.

Bei den FACS-Analysen kann die Fluoreszenz der Mutanten direkt und ohne weitere
Behandlungen detektiert werden. Als Positivkontrolle wurden mit RH-YFP-YFP-Mutanten
infizierten Wirtszellen eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, die mit
Wildtyp RH Parasiten infiziert wurden. Die Auswertung der FACS-Daten zeigte bei der
getesteten Inkubationszeit von einer Stunde keinen signifikanten Unterschied in der
Invasionsfihigkeit zwischen RH-B4-YFP- und RH-YFP-YFP-Parasiten (Abbildung 37 b/c). In
beiden Gruppen war nach dem Infektionszeitraum von einer Stunde ca. die Hélfte der Zellen mit
Parasiten infiziert. Diese Daten wurden in mehreren weiteren, unabhidngigen Experimenten
bestdtigt. Die mit RH-YFP-YFP infizierten Zellen fluoreszieren stirker als die mit RH-B4-YFP
infizierten Zellen, da die RH-YFP-YFP-Parasiten das YFP doppelt enthalten. Die inhomogene
Spitze der ,,peaks” in den Histogrammen 37b und 37c¢ bei den infizierte Wirtszellen liegt
moglicherweise daran, dass nicht allen Wirtszellen mit der selben Zahle von Parasiten infiziert

sind und damit eine unterschiedliche Fluoreszenzintensitét zeigen.
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Abbildung 37a : FACS-Analyse der YFP-Expression in freien 7. gondii Parasiten

Gezeigt ist ein Histogramm-Overlay der FACS-Ergebnisse mit freien Tachyzoiten. In Rot dargestellt ist das Signal
der Negativkontrolle mit nativen RH Toxoplasmen. Das blaue Histogramm zeigt das Signal fiir den RH-B4-YFP
Mutanten. Das griine Histogramm zeigt das Signal der Positivkontrolle mit RH-YFP-YFP Parasiten.
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Abbildung 37b : FACS-Analyse von Astrozytomzellen nach RH-YFP-YFP Infektion

Gezeigt ist ein Histogramm-Overlay der FACS-Ergebnisse. In Rot dargestellt ist das Signal der Negativkontrolle mit
nativen RH Toxoplasmen. Das griine Histogramm zeigt das Signal fiir die RH-YFP-YFP-Mutanten. Die Auswertung
der FACS-Daten ergab, dass 46,64 % der Zellen mit den RH-YFP-YFP-Mutanten infiziert waren.
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Abbildung 37¢ : FACS-Analyse von Astrozytomzellen nach RH-B4-YFP Infektion

Gezeigt ist ein Histogramm-Overlay der FACS-Ergebnisse. In Rot dargestellt ist das Signal der Negativkontrolle mit
nativen RH Toxoplasmen. Das blaue Histogramm zeigt das Signal der RH-B4-YFP-Mutanten. Die Auswertung der
FACS-Daten ergab, dass 46,25 % der Zellen mit den RH-B4-YFP-Mutanten infiziert waren.

Damit ist klar, dass trotz der reduzierten ,,gliding motility* die RH-B4-Myc-Mutanten nach einer
Stunde Inkubation mit Wirtszellen eine normale Invasionsfiahigkeit besitzen. Die geschilderte
Reduktion des Parasitenwachstums bei den B4-Mutanten RH-B4-YFP bzw. RH-B4-Myc beruht
daher am wahrscheinlichsten auf einer negativen Beeinflussung des Wachstums innerhalb der
parasitophoren Vakuole, d.h. wihrend der Endodyogenie. Diese Storung ist moglicherweise auch

Ursache fiir die oben beschriebene Entstehung von Residualkorpern.
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IV. Diskussion

Die Toxoplasmose ist eine Zoonose, die durch den Parasiten 7. gondii hervorgerufen wird. Der
genaue Mechanismus der Invasion, der obligat intrazelluliren Replikation und der Lyse der
Wirtszelle ist noch nicht vollstdndig aufgeklért. Die Identifikation der Funktion von neuen 7.
gondii Genen konnte weitere Einblicke in diese Prozesse ermdglichen.

Um ein besseres Verstidndnis der Immunantwort gegen diesen Parasiten zu erhalten, wurden in
den letzten zwanzig Jahren viele Toxoplasma-Antigene untersucht. Dadurch erhofft man sich,
einen Impfstoff entwickeln zu konnen, der die Infektion und Reaktivierung verhindern oder
zumindest einschrianken kann. Zusétzlich soll die Definition von immundominanten Antigenen
bei Toxoplasmen zu einer Verbesserung der serologischen Diagnostik fiihren.

Aus einer in unserer Arbeitsgruppe etablierten cDNA-Expressionsbank von 7. gondii-
Tachyzoiten konnte auf der Suche nach neuen Genen, deren Produkte vom Immunsystem erkannt
werden, die provisorisch als H4, B10 und B4 bezeichneten Gene gefunden werden. Durch
Abgleich mit existierenden Sequenzen konnten die Gene H4 und B10 relativ schnell
charakterisiert werden. H4 wurde als Mikronemenprotein erkannt (Brydges et al., 2000), wahrend
B10 als neues GRA Protein (GRA9) identifiziert wurde (Adjogble et al., 2004).

Ziel dieser Arbeit war es, das B4-Gen und sein Produkt auf verschiedenen Ebenen ndher zu
charakterisieren und zu identifizieren. Diese Arbeiten wurden durch die Tatsache erschwert, dass
die bisher vorhandenen Sequenzdaten nach Abgleich mit verschiedenen Datenbanken keinen

direkten Hinweis auf die mogliche Funktion des B4-Gens und des B4-Proteins ergaben.

IV.1 Charakterisierung und Lokalisation des B4-Gens von 7. gondii

Zu Beginn der Arbeit lag die komplette Sequenz des putativen B4-Gens vor. Es war zunichst
erforderlich nachzuweisen, dass das B4-Gen tatsidchlich transkribiert wird. Mittels einer B4-
Sonde konnte die B4-mRNA durch  Northern-Blot-Analysen aus gereinigter Toxoplasmen-
mRNA eindeutig nachgewiesen werden. Das B4-Transkript aus dem Toxoplasma-Stamm RH
wurde mit einer GroB3e von ungefahr 1,2 kb detektiert und stimmt damit mit der GréBe der von
der Arbeitsgruppe bereits beschriebenen B4 mRNA aus den Toxoplasmen des Stammes BK
iiberein.

Der Nachweis der B4-mRNA gestaltete sich schwierig, bei Verwendung von Gesamt-RNA aus

BK-Toxoplasmen lieB sich nur ein schwaches mRNA-Signal detektieren (Nockemann, 1998).
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Erst nach Einsatz von grofen Mengen gereinigter mRNA konnte das B4-Transkript eindeutig
nachgewiesen werden. Daher war zu vermuten, dass die B4-mRNA nur in geringen Mengen in
Toxoplasmen vorkommt. Dies wurde mittels quantitativer RT-PCR bestétigt. Es lies sich zeigen,
dass das B4-Gen nicht so stark wie SAG1 oder B-Tubulin transkribiert wird, was auf eine
Regulation des B4-Gens oder auf die Kontrolle durch einen schwachen Promotors hinweist.

Zu den Promotorstrukturen bei Apicomplexa-Parasiten ist bisher nur sehr wenig bekannt. Die
konventionellen cis-wirkenden eukaryontischen Promotorelemente wie die TATA-Box oder das
SP1-Motiv sind bisher in keiner 5'-UTR von 7. gondii-Genen gefunden worden (Soete et al.,
1999). Im Bereich der Basenpaare -25 bis -31 und zwischen -63 bis -74 upstream des
Transkription-Startcodons des B4-Gens konnte keine TATA-Box jedoch TA-reiche Sequenzen
gefunden werden. Ahnliche TA-reiche Regionen wurde auch bei einigen Plasmodium falciparum
Genen wie PfCAM oder PfDHFR-TS beobachtet. Es wurde aber festgestellt, dass diese Doméne
keine Auswirkungen auf den Start der Transkription besitzen (Crabb and Cowman, 1996).

Bei vielen Toxoplasmengenen {iibernimmt die Heptanukleotidsequenz T/AGAGACG
Promotorfunktion. Dies ist z.B. fiir die Gene GRA1-, GRA2-, GRAS-, GRA6-, TUBI-, SAGI1-
oder MIC2 beschrieben (Ajioka et al., 2001). Bei diesen Genen findet man die
Heptanukleotidsequenz in einem Bereich von bis zu maximal 400 bp vor dem
Transkriptionsstartpunkt. Die Analysen der 5°-UTR Sequenzen beim B4-Gen fiihrte zur
Identifikation von zwei dieser hochkonservierten Heptanucleotidsequenzen in einem Abstand von
ca. 1050 bp vor dem Transkriptionsstart. Ferner konnte mehrere CAAT Motive in den 5’-UTR
Sequenzen des B4-Gens gefunden werden, die auch an der Regulation des B4-Gens beteiligt sein
konnen.

In der Region von 275 bis 769 bp der B4 cDNA befindet sich der offene Leserahmen (ORF). Die
flankierenden Nukleotide des Startkodons der Translation entsprechen an den relevanten Stellen
der Kozak-Consensus-Sequenz, die Seeber (1997) fiir den Translationsstart bei Toxoplasma
Genen bestimmt hat. Damit definieren Start und Stopkodon beim B4-Gen einen Leserahmen von
498 bp. Durch Vergleich der B4-cDNA-Sequenz mit der entsprechenden genomischen Sequenz
und durch das Fehlen von SpleiB3stellen konnte festgestellt werden, dass das B4-Gen tiber kein
Intron verfligt.

Fir die Definition des Translationsstartes spielen neben der Kozak-Consensus-Sequenz bei
Toxoplasmen auch die sogenannte ,,T-Stretches” eine Rolle. In der 5"UTR der B4-cDNA

befinden sich zwar Sequenzbereiche, in denen der Anteil an Thyminresten mit 34% hdher ist als
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im B4-Gen (12%), echte ,, T-Stretches* wie z.B. beim Tubulin-Gen von 7. gondii sind jedoch
nicht nachweisbar (Nagel et al., 1988).

Die durchgefiihrten Southern-Blot-Analysen mit genomischer DNA lassen, zusammen mit dem
Vergleich der B4-cDNA-Sequenz mit den neuen Daten des 7. gondii-Genomprojektes, auf die
Existenz eines einzelnen, auf dem Chromosom X lokalisierten B4-Gens schlielen. Auf dem X-
Chromosom sind, neben einigen Genen, die fiir sekretorische Proteine kodieren, auch die Gene
IMC2, TgGAP45 und das Gen fiir Toxofilin zu finden. Diese Gene werden spéter noch

eingehend besprochen

I1V.2 Das B4-Protein enthilt eine ,,coiled-coil“-Doméine

Der 495 bp lange ORF des B4-Gens codiert fiir 165 Aminosduren. Aus dieser
Aminosduresequenz errechnet sich ein theoretisches Molekulargewicht von 19 kDa. Der
isoelektrische Punkt wurde mit 9,6 vorausgesagt und ist auf den hohen Anteil an basischen
Aminoséduren zuriickzufiihren.

Die Proteinsequenz des identifizierten B4-Proteins gibt keinen Hinweis auf die Funktion, die das
Protein im Parasiten oder in der Wirtszelle ausiiben konnte. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt sind in
der Literatur und in den Sequenz-Datenbanken keine funktionellen Angaben iiber B4-dhnliche
Gene von Toxoplasmen oder anderen Organismen insbesondere aus der Familie der Apicomplexa
zu finden. Die Datenbankanalysen fiir den vollstindigen ORF des B4-Gens einschlieflich der 3’-
UTR ergeben weder auf der DNA-Ebene (blastn) noch auf der Proteinebene (blastx, tblastx)
signifikante Ubereinstimmungen mit bereits bekannten Sequenzen, was darauf hinweist, dass es
sich bei dem B4-Gen um ein bislang noch nicht beschriebenes Gen handelt.

Dadurch, dass bisher keine zu B4 homologen Gene, Proteine bzw. Proteinfragmente mit einer
zugewiesenen Funktion identifiziert werden konnten, war es nicht moglich, gezielte
Untersuchungen auf mdgliche Funktionen des neuen Proteins durchzufiihren. Deswegen wurde in
dieser Arbeit die Proteinsequenz des B4-Proteins detailliert auf ihre strukturellen Eigenschaften
und Sequenzbesonderheiten untersucht, denn oftmals bleiben funktionelle Doménen noch
konserviert, obwohl die Homologie auf Sequenzebene nicht mehr nachzuweisen ist.

Die computerunterstiitzten Berechnungen der Sekundirstruktur ergaben beim B4-Protein einen
hohen Anteil an a-helikalen Strukturen. Zusédtzliche Analysen mittels des COILS- Algorithmus
(Lupas et al., 1991) sagen fiir den Bereich der Aminosdurepositionen 42 bis 73 eine

superspiralisierte ,,coiled-coil“-Struktur voraus (Abbildung 13). Diese Strukturvoraussage wurde
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allerdings nur aufgrund der Primérsequenz des B4-Proteins getroffen und ist nicht durch
experimentelle Daten unterstiitzt. Diese Voraussage muss natlirlich noch durch
strukturanalytische Verfahren (z.B. Kristallstrukturaufklirung oder CD-Spektroskopie) weiter
evaluiert werden.

Bei der ,,coiled-coil“-Struktur handelt es sich um ein weit verbreitetes Proteinfaltungsmotiv, das
trotz seines relativ einfachen Strukturprinzips sehr vielfdltige biologische Funktionen
iibernehmen kann. Die Analyse von Primirsequenzen legt nahe, dass circa 3 bis 5% aller in
Polypeptidketten eingebauter Aminosduren in der Ausbildung von ,coiled-coil“-Struktur
involviert sind (Wolf et al, 1997; Newman et al., 2000). Aufgrund ihrer Fihigkeit,
Interaktionsoberflachen zu vermitteln, findet sich die ,,coiled-coil“-Struktur in Proteinen fast aller
physiologischen Systeme. Die ,,coiled-coil“-Struktur besteht aus zwei oder mehr o-helikalen
Strukturen, die umeinander gewunden sind und eine linksgedrehte ,,supercoil“-Helix bilden
(Cohen and Parry 1990). Die ,,coiled-coil“-Strukturen konnen Homodimere oder Heterodimere
bilden, sie konnen zwei bis fiinfstringige Komplexe ausbilden, und sie konnen parallel oder
antiparallel ausgerichtet sein. In der Regel zeichnet sich die Sequenz des ,,coiled-coil“-Motivs
durch die Wiederholung eines konservierten Musters von sieben Aminosdurenen (Heptade), (a-b-
c-d-e-f-g), aus. Die a und d Positionen bilden die Interaktionsfliche zwischen den Helices und
bestehen in der Regel aus hydrophoben Aminosduren (,,hydrophober Kern*). Die anderen
Aminosduren sind vorwiegend polar oder geladen und konnen inter- und intrahelikale
Interaktionen ausbilden, die zur Stabilitdt und Spezifitit der Komplexbildung beitragen (Cohen
and Parry 1990). Fiir die Orientierung und Spezifitit sind auch die Interaktionen der Randreste (e
und g) von besonderer Bedeutung (Zhou et al., 1994).

In wenigen Fillen finden sich ,.coiled-coil“-Strukturen mit einem 11-er Motiv (,,undecatad
repeat™), die eine rechtsgewundene ,,supercoil“-Helix bilden (Stetefeld et al., 2000). Im B4-
Protein als auch bei dem Aktin-bindenden Toxofilin-Protein liegt die oben beschriebene Heptade
aus hyrophoben und hydrophilen Aminosduren in vier kompletten und einer verkiirzten Form
VOr.

Strukturen wie ,coiled-coil“-Helix konnten bisher in Proteinen verschiedenster
Funktionsbereiche von fibrosen Strukturproteinen bis hin zu Transkriptionsfaktoren gezeigt
werden und dienen hdufig der Protein-Protein- oder Protein-DNA-Interaktion (Hach et al., 2000;
Nusrat et al., 2000). Auch Membranfusionen konnen durch die dynamische Ausbildung von

»coiled-coil“-Struktur vermittelt werden. Ein Beispiel sind die SNARE-Proteine, deren
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Interaktion zur Ausbildung von heterotetrameren ,,coiled-coil“-Strukturen fithrt (Lin and
Scheller, 1997), die dann mit Proteinen in Vesikelmembranen interagieren. Ferner sind ,,coiled-
coil“-Proteine in dynamischen Proteinumfaltungsprozessen involviert und konnen sogar
Ionenkanéle ausbilden (Adams et al., 1995).

Aufgrund der ausgeprigten ,,coiled-coil““~-Strukturvorhersage fiir das B4-Protein haben wir in 7.
gondii-Datenbanken nach weiteren Proteinen, die ,,coiled-coil* Strukturen beinhalten, gesucht.
Dabei konnten lediglich vier Proteine gefunden werden: die Innere-Membran- Komplex-Proteine
IMCI1 und IMC2 (Mann and Beckers, 2001), das Toxofilin-Protein (Poupel et al., 2000) und das
»gliding-associated-protein® (TgGAP45-Protein). Auffillig ist dabei, dass drei dieser Proteine
(IMC2, Toxofilin, TgGAP45) ebenso wie B4 auf dem Chromosom X kodiert werden. Obwohl es
zwischen den Sequenzen dieser Proteine oder zwischen den Sequenzen ihrer ,,coiled-coil*-
Dominen keine Homologie gibt, gehdren sie alle zum Zytoskelett-Komplex des Parasiten und
spielen eine Rolle bei der Fortbewegung. Im Einzelnen wurden folgende funktionelle Aufgaben

von ,,coiled-coil“ Proteinen bei 7. gondii beschrieben:

Der Innen-Membran-Komplex (IMC) ist ein typisches Merkmal des Unterreiches der Alveolata,
zu denen auch 7. gondii gehort. Der IMC besteht aus abgeflachten Membranvesikel, die direkt
unter der Plasmamembran des Parasiten liegen und zusammen mit dieser die Peliculla bilden
(Ogino and Yoneda, 1966). Eine Anzahl von zytoskeletten Elementen steht in enger Assoziation
zur Peliculla, z.B. Aktin, Myosin, Mikrotubuli und intermedidre Filamente (Morrissette and
Sibley, 2002 a). Der Durchmesser der IMC-Vesikel bei Toxoplasmen betrdgt 20 bis 100 nm und
die einzelnen Vesikel sind miteinander verbunden (Radke et al., 1998). Bei Plasmodium
Sporozoiten dagegen besteht der IMC nur aus einem einzelnen grof8en abgeflachten Vesikel
(Dubremetz et al., 1979). Wihrend das IMCI1-Protein nur eine einzige ,,coiled-coil“-Region
enthdlt, besitzt das IMC2-Protein sechs dieser Regionen. Obwohl die beiden IMC1- und IMC2-
Proteine zum Zytoskelett-Komplex der Parasiten gehoren, zeigen sie nur eine schwache
Homologie zu den bisher beschriebenen Zytoskelett-Proteinen der meisten anderen Organismen.
Bei Babesia gibsoni hingegen wurde ein 29 kDa Protein mit starke Homologie zum IMC1-
Protein von T. gondii gefunden, das aber eine Zytosolische Verteilung zeigt und nicht wie das
IMCI1- oder IMC2-Protein entlang der Plasmamembran des Parasiten vorliegt (Fukumoto et al.,

2003).
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Das Toxofilin-Protein ist ein erst kiirzlich beschriebenes G-Aktin-Monomere-bindendes-Protein,
das urspriinglich aus Toxoplasma-Extrakten auf einer G-Aktin-Affinitat-Sdule isoliert wurde
(Poupel et al., 2000). Das 27 kDa Toxofilin-Protein mit einem pl von 9,6 enthilt zwei ,,coiled-
coil“-Strukturen und zeigt keine Homologie zu schon bekannten Proteinen. Das Toxofilin-Protein
wurde bis jetzt nur bei 7. gondii gefunden. Obwohl das Toxofilin-Protein keine typische Aktin-
bindende Doméne enthélt, konnten Poupel ef al. 2000 zeigen, dass das Toxofilin Protein an G-
Aktin-Monomer binden kann und dadurch ihre Polymerisation verhindert. An der Polymerisation
und Depolymerisation der 44 kDa groBlen, globulidren Aktinmolekiile sind bei 7. gondii
verschiedene Aktin-assoziierte und regulatorische Proteine beteiligt. Delorme et al., 2003
konnten zeigen, dass durch die Phosphorylierung bzw. durch die Dephosphorylierung von
Toxofilin-Proteinen die Aktin-Polymerisation bzw. Depolymerisation reguliert werden kann.
Nach Analysen mittels des ,,Prosite“-Programms besitzt das B4-Protein, wie auch das Toxofilin-
Protein, zahlreiche Phosphorylierungsstellen (Abbildung 12). Da in der Arbeitsgruppe keine
Antikorper gegen Aktin von Toxoplasmen verfligbar waren, konnte eine mogliche Interaktion

von B4 mit dem Aktin der Toxoplasmen nicht weiter analysiert werden.

TgGAPA4S5 ist ein neues 45 kDa ,,gliding-associated-protein®, das {iber das ,,myosin light chain®-
Protein (MLC) eine enge Assoziation mit Myosin-A eingehen kann (Gaskins et al., 2004; Soldati
et al., 2004). Die Funktion des TgGAP45-Proteins oder seiner ,,coiled-coil*“- Struktur bei T.
gondii wurde noch nicht identifiziert, jedoch ldsst die enge Assoziation des Proteins mit Myosin-

A auf eine Rolle bei der Bewegung des Parasiten schlieBen (Soldati et al., 2004).

Im allgemeinen besteht das 7. gondii-Zytoskelett aus geriistartig angeordneten filamentéren
Strukturen, die an der polarisierten Sekretion, der Fortbewegung und der Segregation der
Tochter-Zellen wihrend der Cytokinese beteiligt sind ( Morrissette and Sibley, 2002 a). Einige
dieser Proteine haben, wie oben geschildert, eine oder mehrere ,,coiled-coil-Strukturen.
Interessanterweise haben mehr als 30% der Proteine im Plasmodium-falciparum-Proteom eine
,coiled-coil“~-Struktur und die meisten davon stehen im Zusammenhang mit dem Zytoskelett-

Komplex des Parasiten oder sind an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt.

Es ist bemerkenswert, dass die Sequenz der ,,coiled-coil“-Struktur des B4-Proteins (Aminosdure
42-73) eine hohe Homologie (48%) zur ,,coiled-coil“-Region der Tropomyosin-alpha-4-Kette des
Menschen aufweist. Eine gleich hohe Homologie gibt es auch zwischen der entsprechenden

Region von B4 und der Tropomyosin-alpha-4-Kette vom Pferd, vom Schwein und von der Maus.
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Tropomyosin ist ein kleines Aktin-bindendes-Protein, das sich seitlich an einzelne

Aktinfilamente anlagert und damit eine stabilisierende Wirkung vermittelt.

Zusammenfassend zeigen diese Daten zum Strukturvergleich zwischen B4 und anderen
Toxoplasmenproteinen, dass viele der strukturell ahnlichen Proteine mit dem Zytoskelett-
Komplex des Parasiten assoziiert sind, daher ist es moglich, dass auch das B4-Protein dhnliche

Funktionen iibernimmt.

IV.3 Die Expression und Lokalisation des B4-Proteins in 7. gondii

Zur weiteren Charakterisierung des B4-Proteins wurde ein polyklonales Antiserum gegen das
B4-Protein hergestellt. Dieses detektierte im Immunoblot verschiedene rekombinante B4-
Fusionsproteine (B4 fusioniert mit GST, GFP, YFP oder Myc) sowie das endogene B4-Protein

aus 7. gondii Zellextrakten.

Mittels Immunfluoreszenzuntersuchungen konnte das B4-Protein durch das B4-Antiserum
sowohl in freien Tachyzoiten als auch in intrazelluldren Parasiten im Zytosol nachgewiesen
werden (Abbildung 19 a/b). Obwohl die Analysen der B4-Sequenz mit dem Scan-Prosit-
Programm ergaben, dass das B4-Protein zwischen den Aminosduren 70 und 86 ein Motiv fiir das
»huclear targeting® enthélt, zeigten alle durchgefiihrten Immunfluoreszenzanalysen, dass das B4-

Protein nicht im Kern detektierbar ist.

Innerhalb des Zytoplasmas von Toxoplasmen ist das mittels Immunfluoreszenz nachweisbare B4
weitestgehend homogen verteilt, morphologisch ergeben sich insbesondere keine Hinweise auf
eine Lokalisation von B4 in den bekannten sekretorischen Organellen von 7. gondii. In der
Doppelimmunfluoreszenz mit dem Mikronemen Marker-MIC2 und mit den ,,dense granula“
Marker-GRA?2 zeigt das B4-Protein keine Kolokalisation mit den ,,dense granula® oder mit den
Mikronemen (Abbildung 20). Eine gemeinsame Eigenschaft der sekretorischen Proteine von
Toxoplasmen ist ein hydrophobes Signalpeptide am N-Terminus der Proteine, das fiir den
Transport in die spezifischen Organellen verantwortlich ist. Dieses N-terminale Signalpeptid fehlt
jedoch beim B4-Protein. Weiterhin zeigten die Immunfluoreszenzuntersuchungen, dass die

parasitophore Vakuole, die reich an sekretorischen Proteinen ist, kein B4-Protein enthilt.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass das B4-Protein im Zytoplasma der Toxoplasmen

gelagert ist und keine Assoziation zum Zellkern oder zu den sekretorischen Organellen aufweist.
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Diese Lokalisation ist gut vereinbar mit der Annahme, dass es sich bei B4 um ein Protein aus

dem Zytoskelett-Komplex handeln konnte.

Haufig erlaubt die Lokalisation eines Proteins an einem bestimmten Ort eine Vermutung zu
seiner Funktion. Bei 7. gondii ist dies leider nicht immer der Fall, denn es wurden z.B. Proteine
wie Histon-acetylase-GCNS im Zytosol lokalisiert, obwohl dieses seine Funktion nur im Kern
vermittelt (Hettmann and Soldati, 1999). Ferner ist bekannt, dass Proteine mit identischer
Funktion in verschiedenen Parasitenbereichen lokalisiert sind. So ist die Rhomboid-Protease
ROMI1 in den Mikronemen lokalisiert, wiahrend das funktionell identische ROM4-Protein an der
Oberflache der Plasmamembran des Parasiten lokalisiert ist. Das ROMS-Protein zeigt sich
dagegen weder an den Mikronemen noch an der Oberfldche des Parasiten sondern ist nur an der

posterioren Seite des Parasiten nachweisbar (Brossier et al., 2005).

IV.4 Das B4-Protein wird sowohl in Tachyzoiten als auch in Bradyzoiten exprimiert

Unter dem Einfluss des Immunsystems wandeln sich die intrazelluldren Tachyzoiten in sich sehr
langsam vermehrende Bradyzoiten um. Diese Bradyzoiten koénnen intrazellulire Zysten
ausbilden. Die Zysten konnen weit iiber hundert Bradyzoiten enthalten und lebenslang im Kdorper
verbleiben. Dabei ist insbesondere das Gehirn als Zielorgan fiir persistierende Zysten betroffen.
Die in den Zysten enthaltenen Bradyzoiten konnen sich nach Aufplatzen der Zyste wieder zu
Tachyzoiten differenzieren, die sich bei fehlender Immunantwort ungehindert replizieren, dabei
schwere Hirnldsionen verursachen und zu einer Toxoplasmenencephalitis fiihren (Luft and

Remington, 1992; Ambroise and Pelloux, 1993; Luft et al., 1993).

Lichtmikroskopisch sind die Bradyzoiten kaum von Tachyzoiten zu unterscheiden. Als
ultrastrukturelles Unterscheidungsmerkmal der beiden Stadien dient beispielsweise die Lage des
Zellkerns, der bei Tachyzoiten eher zentral zu finden ist, wihrend er bei den Bradyzoiten im
hinteren Zellteil lokalisiert ist. Die Bradyzoiten scheinen verstirkt auf Glykolyse zur
Energiegewinnung angewiesen zu sein, wodurch sich saure Metabolite wie Lactat im Zytosol
anreichern. Tachyzoiten nutzen hingegen hauptsédchlich die oxidative Phosphorylierung. Einen
Hauptunterschied zwischen den beiden Toxoplasmenstadien stellt das reichliche Vorhandensein
von Amylopektin-haltigen Granula in Bradyzoiten dar, die in Tachyzoiten nur vereinzelt

vorkommt (Dubey ef al., 1998). Ein weiteres wichtiges Unterscheidungskriterium von
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Tachyzoiten und Bradyzoiten sind die antigenetischen Unterschied der beiden Stadien, die mit
Antikorpern nachweisbar sind. Im Allgemeinen lassen sich wihrend der Stadienkonversion
differentiell exprimierte Proteine in drei Klassen unterteilen: Oberflichenstrukturen,
Stressantwort und Metabolismus. Der Zytoskelett-Komplex der Parasiten wird wéhrend der
Stadienkonversion kaum verdndert. So konnten die meisten bisher beschriebenen zytoskelettalen
Proteine von Toxoplasmen z.B. Tubulin 1 und Myosin A sowohl in Tachyzoiten als auch in

Bradyzoiten gefunden werden (Delbac ef al., 2001).

Es war daher interessant zu untersuchen, ob das B4-Protein auch in beiden Toxoplasmenstadien
nachweisbar ist. Mittels indirekter Immunfluoreszenzanalysen konnte im Rahmen dieser Arbeit
belegt werde, dass das B4-Protein sowohl in Tachyzoiten als auch in Bradyzoiten exprimiert
wird. Die doppelte Immunfluoreszenz-Analyse mit anti-B4- und den Bradizoiten-spezifischen
anti-4F8-Antikdrpern belegen ganz deutlich diesen Befund (Abbildung 21). Dabei ist das B4-
Protein innerhalb der Bradyzoiten auch im Zytosol nachweisbar. Da im Rahmen dieser Arbeit nur
geringe Mengen an Toxoplasmenzysten zur Verfligung standen, konnte ein mdglicher
quantitativer Expressionsunterschied des B4-Proteins zwischen Tachyzoiten und Bradyzoiten
nicht untersucht werden. Damit ist klar, dass es sich bei B4 nicht um ein stadienspezifisches

Protein handelt und es somit den meisten bisher beschriebenen Toxoplasmenproteinen dhnelt.

IV.5 Das B4-Protein kommt als freies und als membrangebundenes Protein vor

Viele der bisher beschriebenen ,,coiled-coil“-Proteine sind an Protein-Protein Interaktionen
beteiligt und zum Teil an Membranen gebunden. Daher wurde analysiert, ob auch das B4-Protein
moglicherweise mit membrandsen Strukturen assoziiert ist.

Die Befunde der Fraktionierung von Toxoplasmen mittels differentieller Zentrifugation zeigen,
dass das B4-Protein zum Grof3teil 19slich im Cytoplasma vorkommt, jedoch zum Teil auch
membranassoziiert vorliegt. Als Positivkontrolle der Fraktionierung wurde hier die Verteilung
der GRAI- und der SAGI-Proteine analysiert, welche, wie beschrieben, unter gleichen
Bedingungen ausschlieBlich im Uberstand (GRA1) bzw. membrangebunden (SAG1) vorliegen.
Die Analyse des B4-Proteins hat gezeigt, dass dieses Protein sehr hydrophil ist. Es stellt sich
daher die Frage, wie ein iiberwiegend hydrophiles Protein an der Membran gebunden werden

kann.
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Proteine kénnen durch verschiedene Wechselwirkungen in der Membran fixiert werden. Einige
werden iiber hydrophobe Wechselwirkungen im Innenbereich der Doppelschicht gebunden,
andere interagieren mit der polaren Kopfgruppe der Lipide (z.B. durch Myristylierung).

Bei der N- Myristylierung handelt es sich um eine posttranslationale Modifikation, bei der die
gesittigte Fettsdure Myristinsdure liber eine Amidbindung an einem Glycinrest kovalent an das
Protein bindet. Durch die Myristinsdure erfolgt dann eine Fixierung des Proteins an den
Membranen, indem sie als Verankerung in einer der beiden Phospholipid-Schichten wirkt.
Obwohl das Programm ,Prosite” eine Moglichkeit der Myristylierung des B4-Proteins
voraussagt, ist in dem N-Terminus der B4-Aminosdurensequenz keine typische Methionin-
Glycin Reihenfolge zu finden was eine Myristylierung unwahrscheinlich macht.

Ferner wurden in der B4-Aminosdurensequenz keine hydrophoben Abschnitte gefunden, die als
membranassoziierte Doménen oder als Transmembrandoménen wirken konnen. Die Analyse der
Sekundirstruktur des B4-Proteins zeigt jedoch, wie bereits beschrieben, eine ,,coiled-coil*-
Struktur mit einer amphiphilen oc-Helix von 32 Aminosduren (42-73), genug, um die
Plasmamembran ganz zu iiberqueren. Die ,,coiled-coil“~-Helix verhélt sich immer amphiphil, weil
sie auf einer Seite der Helix hydrophile und auf der anderen Seite hydrophobe Seitenketten
aufweist (Abbildung 14). Da das B4-Protein keinen GPI-Anker oder einen hydrophoben
Transmembranbereich enthdlt, interagiert es vermutlich tiber hydrophobe Wechselwirkungen mit
den membrandsen Strukturen. Ahnliche Interaktionen wurden bisher bereits fiir das Toxoplasma-
GRAZ2-Protein gezeigt (Mercier ef al., 1998) und werden bei anderen wie z.B. GRA9 vermutet
(Adjogble et al. 2004).

Ferner konnte auch das B4-Protein durch Protein-Protein-Interaktionen indirekt an der Membran
gebunden sein. Ein gutes Beispiel dafiir liefert das ,,merocoite-surface-protein® (MSP3) des
Plasmodium falciparum Parasiten. Das MSP3-Protein enthdlt keinen GPI-Anker oder eine
Transmembrandoméne, kann aber durch die Protein-Protein-Interaktion mittels seiner ,,coiled-
coil“-Regionen indirekt an der Membran gebunden sein (Oeuvray et al., 1994; McColl et al.,

1994; Pearce et al., 2004).

Die Bindung des B4-Proteins an die Membran kann aber auch durch eine elektrostatische
Protein-Phospholipid-Interaktion vermittelt werden, da besonders an dem C-Terminus des B4-

Proteins eine grofe Anzahl von positiv geladenen Lysin-Residuen vorliegen. Solche Protein-
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Membran-Interaktionen wurden z.B. von Scheglmann et al., 2002 mit verschiedenen Proteinen

von Saccharomyces cerevisiae gezeigt.

IV.6 Serologische Untersuchungen

Im Verlauf einer Toxoplasma-Infektion wird eine Antigen-spezifische Immunantwort induziert.
Diese ist hiufig gegen Oberflichenantigene oder gegen sekretorische Proteine gerichtet. Das
Oberflichenantigen SAG1 zum Beispiel repriasentiert 5% des Gesamtproteingehaltes des
Parasiten, ist damit das dominante Protein der Tachyzoiten und induziert eine starke
Immunantwort. So zeigen fast alle Patienten, die mit Toxoplasma infiziert sind, Antikdrper gegen
das SAG1-Protein. Dabei ist auffillig, dass Antikorper gegen SAG1 erst relativ spit im Rahmen
der Immunantwort gebildet werden. Zudem schiitzt die Immunisierung mit dem rekombinanten
SAG1-Protein oder mit der fiir SAGI codierenden DNA Maiuse vor einer letalen Infektion mit
virulenten Toxoplasmen (Petersen et al., 1998, Nielsen ef al., 1999).

Weitere bekannte immundominante Antigene von 7. gondii sind die sogenannten
»excreted/secreted antigens™ (ESA). Die aus den ,,dense granula® stammenden GRA-Proteine
sind die Hauptbestandteile der ESA. Durch DNA-Vakzinierung gegen GRA1 oder GRA7 konnte
in Mausen eine Immunantwort induziert werden, die 70 % bzw. 50 % der Tiere vor einer letalen
Infektion schiitzte (Vercammen et al. 2000).

Nach den vorliegenden Daten gehort das B4-Protein weder zu den Oberflachenantigenen noch zu
den sekretorischen Proteinen. Das B4-Protein gehdrt damit nicht zu den wichtigsten Gruppen von
Antigenen, die eine Immunantwort auslosen. Trotzdem wurde das B4-Protein bei Analysen einer
cDNA-Expressionsbank von 7. gondii mittels humaner Antiseren detektiert. Deshalb wurde im
Rahmen dieser Arbeit neben den molekularbiologischen Untersuchungen des B4-Gens auch die
immunologische Bedeutung des B4-Proteins analysiert. Hierfiir standen 34 Antiseren von
chronisch und akut infizierten Patienten zur Verfligung. Die durchgefiihrte Western-Blot
Analysen mit dem rekombinanten GST-B4-His-Protein zeigten, dass das B4-Antigen von ca. 1/3
der serumpositiven Patientenproben (10 von 34) erkannt wurde. Dabei konnte kein
Zusammenhang zum Krankheitsstadium festgestellt werden; entscheidend war eher, ob der
mittels Immunfluoreszenz bestimmte Antikorpertiter insgesamt hoch war.

Das B4-Protein ist im Zytosol des Parasiten lokalisiert und ist daher fiir Antikdrper nicht

erreichbar. Falls das B4-Protein eine Interaktion mit dem Immunsystem des Wirts eingehen soll,
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kann dies erst nach Lyse des Parasiten erfolgen. Normalerweise werden die lebenden Parasiten
nach ihrer Invasion der Wirtszelle keiner Enzymaktivitidt ausgesetzt, weil eine Fusion der
Lysosomen mit den Phagosomen verhindert wird. Nur abgestorbene oder opsonisierte Parasiten
werden lysosomal abgebaut. So konnte das B4-Protein als Antigen auf der Membran der
Wirtszellen MHC-gebunden prasentiert werden. Ferner ist es mdoglich, dass extrazelluldr
gelagerte Parasiten von Antikorpern und Komplement zerstort werden, wobei es dann auch zu
einer Freisetzung des B4-Proteins kommt, das dann eine zelluldre Immunantwort induzieren

kann.

IV.7 Funktionelle Charakterisierung des B4-Proteins bei 7. gondii

Die Definition der Bedeutung des B4-Proteins fiir 7. gondii war eines der Hauptziele dieser
Arbeit. Dafiir wurden zwei Strategien verfolgt. Zum einen wurden B4-, knock-out“~-Mutanten

erzeugt, zum anderen wurden Mutanten hergestellt, die rekombinantes B4-Potein exprimieren.

IV.7.1 B4 ,, knock-out“~-Mutanten von 7. gondii

Die spezifische Ausschaltung von Genen (,,knock-out”) ist eine wichtige Methode zur
Untersuchung der Gen-Funktion. Die klassische und am héufigsten benutzte Methode bei 7.
gondii basiert auf dem Mechanismus der homologen Rekombination und fiihrt iiber die
Rekombination von Teilen eines sog. ,.knock-out*“-Konstruktes mit homologen Bereichen zu den
flankierenden Bereichen des Ziel-Gens zu dessen Unterbrechung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die flankierenden Regionen des B4-Gens isoliert und fiir die
Konstruktion des Zielvektors verwendet, wobei der B4-Genlokus durch das fiir den
Selektionsmarker kodierende Gen (CAT) ausgetauscht wurde. Im Toxoplasma Genomprojekt
waren die flankierenden Sequenzen des B4-Gens verfiigbar. Mittels PCR konnten die
flankierenden Sequenzen amplifiziert werden. Die anschlieBende Sequenzierung des Produktes
zeigte eine vollstindige Ubereinstimmung mit den publizierten Daten. Ausgehend von diesem
Konstrukt konnte im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich eine B4-defiziente-Mutante hergestellt
werden.

Nach dem Einbringen des ,.knock-out*“-Vektors mittels Elektroporation wurden die Parasiten in

einem Selektionsmedium fiir ca. drei Wochen kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt waren B4-,, Knock-



Diskussion 112

out“-Parasiten mittels Doppelimmunfluoreszenz mit anti-B4- und anti-SAG1- Antikérpern nur
mit Anti-SAG1 Antikorper nachweisbar (Abbildung 24). Eine weitere Vermehrung der Parasiten
unter Selektionsbedingungen war jedoch nicht mdglich. In einer Kontrollgruppe, die nach
zweiwdchiger Kultur in Chloramphenicol-haltigem Medium und ohne weiteren Selektionsdruck
kultiviert worden, waren schon nach 1 Woche Kultur keine ,knock-out“ Parasiten mehr
nachweisbar. Auch eine Klonierung der Parasiten in Medium ohne bzw. mit
Chloramphenicolzugabe fiihrte nicht zu einer Isolation einer Reinkultur der ,knock-out®-
Mutante. Da selbst nach mehreren unabhéngigen Transfektionen innerhalb von zwdlf Monaten
keine stabilen B4-,kock-out“-Klone bzw. Linien erhalten wurden, war es leider unmoglich,
detaillierte phanotypische Analysen vorzunehmen. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass es sich bei
dem B4-Gen um ein moglicherweise essentielles Gen handelt.

In der Literatur gibt es kaum Daten zu Toxoplasmen, bei denen Proteine des Zytoskeletts
ausgeschaltet wurden. In einer Arbeit von Meissner ef al., 2002 konnte gezeigt werden, dass das
Ausschalten des Myosin-A-Gens eine letale Mutation ist. In der Arbeitsgruppe von Tardieux et
al., wurde auch das oben erwihnte Toxofilin-Gen ausgeschaltet, auch hier handelt es sich um
eine letale Mutation (personliche Mitteilung, Daten noch nicht publiziert).

Weitere Untersuchungen zur Ausschaltung des B4-Gens mittels ,,antisense”-RNA, mittels
»knock-in“ Mutanten bzw. die Etablierung von induzierbaren ,knock-out“-Parasiten zur
Verifizierung des letalen Phédnotyps sind notwendig, konnten jedoch im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

IV.7.2 Funktionelle Folgen der Uberexpression des B4-Proteins in Toxoplasmen

Da die zuerst angewendete Strategie der Erzeugung von B4-,knock-out“-Parasiten leider keine
weitere Analyse der Funktion von B4 erlaubte, wurden alternativ Toxoplasmenmutanten erzeugt,
die rekombinantes B4 exprimieren. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Uberexpression von
verschiedenen Toxoplasmenproteinen in den Parasiten starke phénotypische Effekte auslosen
kann. Héufig wurde bisher eine Hemmung der Parasitenproliferation nach Expression
rekombinanter Proteine beobachtet z.B. nach Uberexpression von Rab6 (Stedman et al., 2003)
oder von Myosin B/C (Delbac et al., 2001), andere Mutanten, die das GCNS5 iiberexprimierten,
waren sogar letal (Hettmann and Soldati, 2003).
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In der vorliegenden Arbeit erfolgte die stabile Transfektion mittels der REMI-Methode
(,,restriction enzyme mediated integration®). Dabei wird die Effizienz der Integration von Fremd-
DNA in das Genom durch einer Anregung des DNA-Reparatursystems gesteigert. Hierzu erfolgt
die Transformation eines zirkuldren Plasmids in Anwesenheit eines Restriktionsenzyms. Dieses
Enzym wird zusammen mit der Plasmid-DNA von den Parasiten aufgenommen. Die
Enzymkonzentration ist so eingestellt, dass wéahrend dieses Vorgangs sowohl die Plasmid-DNA
linearisiert als auch die genomische DNA geschnitten wird. Darauthin erfolgt dann die
Integration des Plasmids an einer Schnittstelle im Genom. Die Integrationsstelle hiangt dabei von
der Sequenzspezifitit des verwendeten Restriktionsenzyms ab (Bolker et al., 1995; Kuspa and

Loomis, 1992).

Die Erzeugung von Fusionsproteinen mit dem YFP- oder dem Myc-Epitop ist bereits in vielen 7.
gondii Studien zur Analyse der Zellbiologie des Parasiten erfolgreich verwendet worden (Hu et
al., 2004; Hu et al., 2002; Pelletier et al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei stabile
Parasiten-Mutanten RH-B4-YFP und RH-B4-Myc erzeugt, dabei wurde das B4-Protein am C-

Terminus mit dem YFP-Protein oder mit Myc-Epitop fusioniert.

Die Expression des B4-YFP- und B4-Myc- Fusionsproteins wurde im Western-Blot mit anti-B4-
Antikorpern gut nachgewiesen. Die Immunfluoreszenz-Analyse der beiden Mutanten zeigten eine
zytosolische Verteilung des B4-YFP- bzw. des B4-Myc-Proteins. Damit bestdtigen sich die
Ergebnisse, die wir schon mit den polyklonalen Anti-B4-Antikdrpern zur Lokalisation des

nativen B4-Proteins erhalten haben.

Bei der Analyse der B4-Fusionsprotein produzierenden Mutanten fallt, unabhingig von der Art
des Fusionspartners (Myc, GFP, YFP), die Entstehung von Residualkérpern bei der
intrazelluldren Vermehrung auf. Bei 7. gondii sind in der Literatur verschiedene Formen von

Residualkdrpern beschrieben.

Shaw et al., 2000 haben gezeigt, dass die Behandlung von 7. gondii mit Cytochalasin D, einem
Aktin-Inhibitor, neben der Hemmung der Bewegung und der Invasion des Parasiten auch die
Formation der Residualkorper verursacht. Diese enthalten eindeutig verschiedene Organellen
(Rhoptrien, Mikronemen, Mitochondrien, Apicoplast und ER) und unterscheiden sich damit
grundsitzlich von den Residualkdrpern, die bei der Uberexpression des Myosin B/C-Proteins
(Delbac et al., 2001) oder des B4-Proteins entstehen. Die molekulare Ursache fiir die Entstehung

von Residualkérpern ist noch unklar, jedoch liegt die Vermutung nahe, dass die konstitutive
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Expression des Myosin B/C-Proteins bei Toxoplasma einen Defekt in der korrekten Trennung der
Tochterzellen verursacht. Dabei scheinen die Kernteilung und die Anordnung des Conoids bei
den Tochterzellen nicht betroffen zu sein (Delbac et al., 2001). Ahnliche Ergebnisse wurden bei
Caenorhabditis elegans beobachtet, in dem die Uberexpression des Myosin-VI-Proteins eine
asymmetrische Segregation der Tochterzelle wihrend der Spermatogenese verursacht (Kelleher
et al.,2000).

Die in dieser Arbeit gezeigten Residualkdrper, die nach Expression von B4-Fusionsproteinen
entstehen, entsprechen mikromorphologisch den Residualkérpern, die nach einer Uberexpression
des Myosin B/C Proteins nachgewiesen wurden. Die Ursache, die zur Entstehung der
Residualkdrper in den B4-Mutanten fiihrt, ist unklar, jedoch konnte auch hier eine Storung der
Cytokinese bei der Endodyogenie Ursache sein. Dies wiirde gut zu der Vermutung passen, dass
es sich bei B4 um ein Protein handelt, das zum Zytoskelett-Komplex gehort.

Ein iiberraschender Befund, der mit MyosinB/C-Mutanten erhoben wurde, ist, dass diese
Mutanten eine reduzierte Virulenz im Tierversuch aufweisen. Entsprechende in vivo Experimente
mit B4-Mutanten konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden, jedoch zeigt die
verminderte Replikationsrate der B4-Mutanten in der Zellkultur, dass die Expression von B4-

Fusionsproteinen in Toxoplasmen die Virulenz in vitro beeinflusst.

IV.7.3 Die Uberexpression des B4-Proteins in Toxoplasmen verursacht eine Reduktion des

Parasitenwachstums in vitro

Die Uberexpression von Genen bei T. gondii kann, abhiingig von der Art des iiberexprimierten
Gens zu sehr unterschiedlichen Effekten auf das Wachstum des Parasiten fiihren. So bewirkt die
Uberexpression des RAB6-Proteins eine Reduktion der Produktion von GRA-Proteinen. Ursache
ist hierbei eine Storung des Transports der GRA-Proteine vom Golgi-Apparat zu den ,,dense
granula“. Eine Uberproduktion des MyosinB/C-Proteins fiihrt ebenfalls zu einer reduzierten
Parasitenproliferation, Ursache ist hierbei vermutlich ein Defekt bei der Cytokinese (Delbac et
al., 2001). In dieser Arbeit ist gezeigt, dass auch die Expression von B4-Fusionsproteinen (B4-
Myc und B4-YFP) in T. gondii zu einer Reduzierung des Wachstums fiihrt. Dieser Effekt ist B4
spezifisch, denn die Uberexpression von LDHI-Fusionsproteinen hat keinen Einfluss auf das

Wachstumsverhalten.
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Um zu iberpriifen, ob die Expression von B4-Fusionsproteinen einen allgemeiner
proliferationshemmenden Effekt vermittelt, wurden im Rahmen dieser Arbeit auch Mutanten von
humanen Zellen erzeugt, die B4-Fusionsproteine exprimieren. Das B4-Fusionsprotein ist in den
humanen Zellen punktformig im Zytosol lokalisiert. Ein dhnliches Verteilungsmuster wurde auch
in HeLa Zellen beschrieben, die mit einem Zytoskelett-Komplex assoziierten ,,coiled-coil*-
Protein von Toxoplasmen (Toxofilin-Protein) transfiziert wurden (Poupel et al., 2000). Laut
Poupel et al. dhnelt dieser Phinotype den Aktin-,stress-fibers®, einer Struktur, die man auch
beobachten kann, wenn man Zellen mit niedriger Konzentration von Cytochalasin D behandelt.
Obwohl das Toxofilin-Protein iiber keine bekannte Aktin-Bindungsstelle verfiigt und keine
Ahnlichkeit mit den schon bekannten Aktin-assoziierten Proteinen zeigte, konnten Poupel et al.
2000 durch Immunprezipitation zeigen, dass der Phinotyp der GFP-Toxofillin transfizierten
HeLa-Zellen auf einer Bindung von Toxofillin an die G-Aktin-Molekiile der HeLa-Zellen beruht.
Um die funktionelle Wirkungen des B4-Proteins bei Astrozytomzellen (86HG39) zu bestimmen,
wurde die Proliferation der B4-EGFP transfizierten Zellen im Vergleich zu Zellen die mit EGFP
transfiziert wurden und mit nicht-transfizierten Zellen analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass
die Expression des B4-Proteins in 86HG39-Zellen keinen Einfluss auf die Zellproliferation
ausiibt. Das bedeutet, dass B4-Fusionsproteine kein generelles antiproliferatives Signal
vermitteln, sondern dass der wachstumsinhibitorische Effekt wahrscheinlich fiir 7. gondii

spezifisch ist.

Fiir die spezifische Reduktion der intrazelluldren Proliferation von 7. gondii nach der Expression

von B4-Fusionsporteinen konnte es verschiedene Ursachen geben:

1 eine Storung der Beweglichkeit der Parasiten (,,gliding-motility*) koénnte zu einer

Reduktion der Infektionsrate fiihren.

2 eine Storung wihrend der Anheftung an der Zielzelle bzw. bei der Invasion konnte zu

einer verminderten Infektionsitit fihren.

3 eine Storung wihrend der Endodyogenie kann eine verminderte Proliferationsrate

verursachen.

Diese drei angegebenen Hypothesen wurden im Rahmen dieser Arbeit experimentell {iberpriift.
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IV.7.4 Die Uberexpression des B4-Proteins verursacht eine Storung der ,,gliding motility*

Die ,,gliding motility* ist eine wichtige Vorraussetzung fiir die Invasion der Wirtszellen durch T.
gondii, denn unbewegliche Parasiten konnen die Wirtszellen nicht infizieren (Shaw et al., 2000).
T. gondii besitzt, ebenso wie alle anderen Zoitenformen der Apicomplexa, keine typischen
Fortbewegungsorganellen wie Cilien oder Geilleln. Trotzdem kénnen Toxoplasmen sich durch
gleitende Bewegungen auf festen Oberflichen fortbewegen (Sibley et al., 1998). Diese
sogenannte ,,gliding motility* erfolgt iiber die Translokation von Adhésionsmolekiilen auf der
Oberfldache der Toxoplasmen, den Mikronemenproteinen, welche, iiber den Aktin-Myosin-Motor
angetrieben, eine Gleitbewegung vermitteln. Dabei hydrolysiert das Myosin-Protein ATP-
Molekiile und bewegt sich mit der dabei gewonnen Energie entlang der Aktin-Filamente. Durch
die Translokation der Proteine in Richtung des posterioren Endes des Parasiten wird ein
Vorwirtsschub erzeugt (Russel and Sinden, 1981; Dobrowolski et al., 1997). Die Rezeptoren auf
der Wirtszellmembran, an welche die Mikronemenproteine binden, sind noch nicht eindeutig
identifiziert worden, wahrscheinlich sind dabei aber Heparin-Sulfat-dhnliche Molekiile und
verschiedene Glykoproteine beteiligt. Das 7. gondii Myosin-A Protein wurde an der
Plasmamembran nachgewiesen, wodurch es eine ideale Position hat, um seine Funktion als
Motor im Modell der gleitenden Bewegungen zu erfiillen (Hettmann et al., 2000). Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dass im schmalen Spalt zwischen innerem Membrankomplex und
der Plasmamembran der Toxoplasmen Aktin in der Ndhe von Myosin-A vernetzt wird. Das Aktin
ist einerseits iiber Aldolase mit den Mikronemproteinen und andererseits mit dem Cytoskelett
verbunden sind (Abbildung 6). Die nach posterior gerichteten Myosin-A vermittelte Bewegung
des Aktin-Aldolase-Mikronemenkomplexes sorgt fiir die Fortbewegung der Toxoplasmen.
(Carruthers et al., 2000; Huynh et al., 2003). Die Gleitbewegung ist bei der Toxoplasma gut
analysiert worden und erlaubt drei Bewegungsvarianten (Frixione et al., 1996; Hakansson et al.,

1999):

1 Ein kreisférmiges Gleiten gegen den Uhrzeigersinn, wenn der sichelformige Parasit auf

der Seite liegt.

2 Ein aufrechtes Herumwirbeln (,,twirling®), wenn der Parasit mit seiner posterioren Seite

zum Substrat zeigt.

3 Eine helikale Rotation, die zum Uberbriicken groBerer Distanzen benutzt wird.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von B4-Fusionsproteinen
zu einer Storung der ,,gliding motility* fiihrte. Dabei ist besonders die  helikale Rotation

betroffen.

So konnten festgestellt werden, dass die Wildtyp RH-Parasiten lange Strecken iiber einem
Substrat zurlicklegen konnen, wihrend die Mutanten RH-B4-Myc diese Féhigkeit zum Teil
verloren haben und nur kiirzere Strecken zuriicklegen. Dieser Befund ist nur durch eine Stérung
der helikalen Rotation zu erkldren, welche die einzige Moglichkeit zu einer
Langstreckenbewegung iiber einem Substrat darstellt (Morrissette and Sibley 2002 a). Stérungen
der ,,gliding motility* wurden bereits in verschiedenen Publikationen beschrieben. So sind z.B.
Jasplakinolid-behandelte Parasiten in der Lage vorwérts und riickwérts zu gleiten wahrend
Wildtyp-Parasiten sich nur vorwirts bewegen (Wetzel et al., 2003). AuBerdem erhoht die
Jasplakinolid-Behandlung einerseits die Geschwindigkeit der ,twirling” Bewegungen
andererseits verhindert diese das kreisformige Gleiten (Wetzel ef al., 2003). Um die Stérung der
»gliding motility* in B4-Mutanten detailliert zu untersuchen, sind weitere Untersuchungen
mittels computergestiitzter Video-Mikroskopie nétig, die dazu erforderliche apparative

Ausstattung war in der Arbeitsgruppe leider nicht vorhanden.

IV.7.5 Analyse der Invasionsfiahigkeit von B4 Mutanten

Wie bereits erwiéhnt, ist der Erhalt der Motilitdt ein wichtiger Faktor bei der Invasion von
Wirtszellen durch 7. gondii. Da die Expression von B4 Fusionsproteinen die Motilitdt der

Toxoplasmen beeinflusst, lag es nahe, die Invasionsféhigkeit der Parasiten zu analysieren.

Die Invasion der Wirtszelle durch Toxoplasma ist ein hoch spezifischer Prozess, der im
wesentlichen in folgende Schritte unterteilt werden kann: Der Parasit bindet zuerst reversibel an
der Oberflache der Wirtszelle. Danach kommt es zu einer raschen Reorientierung und das apikale
Ende des Parasiten wird zu der Plasmamembran der Wirtszelle hin positioniert. Zum gleichen
Zeitpunkt wird der Inhalt von spezialisierten Organellen (Rhoptrien und Mikronemen)
freigesetzt. SchlieBlich wird eine Verbindung, die sog. ,,moving junction® zwischen beiden

Oberfldchen ausgebildet und der Parasit ist nun in der Lage, in die Wirtszelle einzudringen.
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Zur Analyse der Invasionsfahigkeit wurden in dieser Arbeit RH-B4-YFP Mutanten benutzt, die
in unserer Arbeitsgruppe auch erfolgreich zur Analyse des Invasionsverhaltens von Toxoplasmen
in reife und unreife dendritische Zellen verwendet wurde (Giese et al., 2004).

Der Vergleich zwischen Mutanten, die entweder das YFP-YFP- oder das B4-YFP- Protein
exprimieren zeigte, dass die Expression von B4-YFP-Fusionsprotein die Invasionsfdhigkeit der
Erreger nicht beeintriachtigt. Daraus kann man folgern, dass die RH-B4-Myc-Mutanten trotz der
Storung der ,gliding-motility” eine normal Invasionsfdhigkeit besitzt. Deswegen ist das
reduzierte Wachstum der RH-B4-Myc-Mutanten am ehesten auf eine Stérung der Endodyogenie
bei der intrazelluldren Vermehrung zuriickzufiihren. Diese Vermutung wird meiner Meinung

nach durch die beobachtete Bildung von Residualkdrpern weiter unterstiitzt.

Zusammenfassend ergibt sich aus den in dieser Arbeit geschilderten Daten, dass es sich bei dem
B4-Protein um ein ,,coiled-coil“-Protein handelt, das dhnlich wie die anderen bekannten ,,coiled-
coil“-Proteine von 7. gondii, mit dem Zytoskelett-Komplex assoziiert ist und an der ,,gliding

motility* und an der Cytokinese bei der Endodyogenie eine Rolle spielt.
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Zusammenfassung

T. gondii ist ein obligat intrazelluldr lebendes, parasitdres Protozoon mit grofler medizinischer
Bedeutung. Das Ziel dieser Arbeit war, das aus 7. gondii neu isolierte B4-Protein biochemisch
und funktionell zu charakterisieren. Das B4-Gen wurde erstmals bei der Analyse einer cDNA-
Expressionsbank von 7. gondii mit Seren von Toxoplasma-infizierten Patienten gefunden. Die
durchgefiihrten quantitativen RT-PCR- und Northern-Blot-Analysen zeigten, dass das B4-
Transkript nur in geringen Mengen in 7. gondii vorkommt. Untersuchungen der genomischen
B4-Sequenz ergaben, dass es sich um ein ,,single copy” Gen handelt. Das B4-Gen ist auf dem
Chromosom X lokalisiert und kodiert fiir ein 27 kDa Protein welches keine signifikanten
Homologien zu bekannten Proteinen aufweist. Die Sekundirstrukturanalysen sagen ein a-
helikakes, hydrophiles Protein mit groBer Neigung zur Ausbildung von ,,coiled-coil*-Strukturen
voraus. Diese ,,coiled-coil“-Struktur ist bis jetzt nur bei vier zytoskelettalen Proteinen von T.
gondii ausgeprigt, deren Genen sich ebenfalls auf Chromosom X befinden. Das Antigen B4
zeichnet sich durch eine hohe Reaktivitdt mit ca. 30% der Seren von chronischen und akut
infizierten Patienten aus. Mit Hilfe eines Antiserums, das gegen ein Peptid aus der B4-,,coiled-
coil“-Sequenz generiert wurde, konnte das B4-Antigen in Toxoplasmen in Western-Blots und
mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Das B4-Protein wurde im Zytoplasma von
Tachyzoiten und auch in Bradyzoiten nachgewiesen. Bei Zellfraktionierungsexperimenten
konnte gezeigt werden, dass das B4-Protein sowohl 16slich im Zytosol als auch
membrangebunden vorkommt. In humanen Tumorzellen konnte die Expression des 7. gondii B4-
Gens erfolgreich durchgefiihrt werden. Dabei erscheint das Fusionsprotein B4-GFP in
Immunfluoreszenzanalysen als Punktmuster im Zytosol verteilt und dhnelt damit dem Aktin-
Stress-Fiber-Phénotyp, der auch bei der Expression von Toxofillin in HeLa Zellen beobachtet
wurde. Um die Funktion des B4-Proteins weiter zu analysieren wurden B4-, knock-out®-
Mutanten hergestellt und charakterisiert. Diese Mutation erwies sich als letal. Bei der Analyse
von B4-Fusionsprotein-produzierenden Mutanten féllt, unabhingig von der Art des
Fusionspartners (Myc, GFP, YFP), sowohl die Reduktion des Parasitenwachstums als auch die
Entstehung von Residualkdrpern bei der intrazelluliren Vermehrung auf. Die entstandenen
Residualkdrper dhneln phiinotypisch denen, die bei der Uberexpression von Myosin B/C bei T.
gondii beschrieben sind. Ferner reduziert die Uberexpression des B4-Proteins in 7. gondii auch

die Bewegungsfihigkeit des Parasiten, nicht aber dessen Invasionsfihigkeit. Die vorliegenden
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Daten lassen vermuten, dass es sich bei B4 um ein cytoplasmatisches Protein handelt, welches

vermutlich eine Funktion bei der Cytokinese und der Replikation von Toxoplasma gondii hat.
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VII Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

M Mikro (10°)

A260 Absorption bei 260 nm

A280 Absorption bei 280 nm

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

BAG ,oradyzoite antigen*

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

CAT Chloramphenicolacetyltransferase
CCR ,,Cystein-cystein chemokine receptor
CD ,,cluster of differentiation

Ci Curie

Cy? Cyanine

Cy’ Idocarbocyanine

Da Dalton

DAPI 4’ ,6-diamino-2-phenylindole dihydrochlorid hydrate
DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotide

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymindintriphosphat
EDTA Ethylendiaminotetraacetat

EST »expressed sequence tag*

FACS ,fluorescence-activated cell sorter”
FCS Fotales Kélberserum

FITC Fluorescein-isothiocyanate

g Gramm

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung
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G418
GRA
GSCN
HSS
HSP
IDO
IGTP
IL
IMDM
IMC
IPTG
LDH1
LSS

MAG
MHC
MIC
min
NK
NO
ODs00
ORF
PAGE
PBS
PCR
PV
PVM
REMI
RNA
RNase
ROP

Geneticin

,dense granule*
Guanidinium-Isothiocyanat

,,high speed supernant

,high speed pellet”

Indolamin 2,3-dioxygenase
,induzierbares GTP bindendes Protein‘
Interleukin

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
,intern membran complex”
Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid
Lactatdehydrogenase 1

“low speed supernant”

Milli (107%)

Molar

,, matrix antigen”

,major histocompatibility complex”
,Micronemenprotein”

Minute

natiirliche Killer

Stickstoffmonoxid

Optische Dichte bei 600 nm

offener Leserahmen
Polyacrylgelelektrophorese
,,phosphate buffered saline”
Polymerasekettenreaktion
parasitophore Vakuole

parasitophore Vakuole Membran

,restrinction enzyme mediated integration”

Ribonukleinsiure
Ribonuklease

Rhoptrienprotein
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rpm

RT

SAG
SDS
SSC

T. gondii
TBE
TCA

TE
TEMED
TLA
Tris
UTP
UTR
uv

v/iv

w/V

z.B.

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

»surface antigen*
Natriumdodecylsulfat

,»Sodium Saline Citrate”
Toxoplasma gondii

Tris Borat EDTA

,,Irichloracetic acid”

Tris EDTA

N, N, N¢, N*,-Tetramethylethylendiamin
Toxoplasmalysat
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uridintriphosphat

untranslatierte Region

Ultraviolett

Volt

Volumenprozent

Watt

Gewichtsprozent

zum Beispiel
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