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Einleitung

1. EINLEITUNG

Die altesten Berichte Uber ein ,tddliches Fieber* — hdchstwahrscheinlich Malaria — sind so alt
wie das geschriebene Wort, etwa 7 500 bis 8 000 Jahre. Der griechische Gelehrte Hippokrates
beschrieb als erster — etwa funfhundert Jahre v. Ch. — die charakteristischen Symptome der
Malaria. Jahrhunderte spater erklarte der Medizinische Almanach aus dem Jahre 1888 die
Malaria fur die Infektionskrankheit, der die meisten Menschenleben zum Opfer fallen.

Heute, mehr als hundert Jahre nach der Entdeckung des Malaria Erregers von Alphonse La-
veran (Laveran, 1880) und danophelesStechmiicke als Ubertrager des Parasiten von Sir
Donald Ross (Ross, 1897) ist die Malaria weiterhin eine der gefahrlichsten Infektionskrank-
heiten der Welt. Sie fordert jahrlich 1,5 — 2,7 Millionen Menschenleben, weitere 300 — 500
Millionen werden jedes Jahr infiziert (Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation, WHO,
1994). Von den vier humanpathogenen Erregdasmodium falciparumP. vivax P. mala-

riae undP. ovaleist fast ausschlief3licR. falciparumfir die todlichen Infektionen verant-
wortlich.

Die Entdeckung der insektiziden Wirkung von DDT und die billige Produktion von anti-
Malaria Medikamenten wie Quinin und Chloroquin fihrten dazu, dass die WHO 1955 ein
weltweites Programm zur Ausrottung der Malaria in Angriff nahm. Diese Strategie war auch
in einigen Regionen, wie z. B. Std-Europa und Nord-Amerika erfolgreich. In dem am meisten
von Malaria betroffenen Afrika, genauso wie in Latein-Amerika und den meisten asiatischen
Landern hatte sie sich jedoch nicht bewahrt. Ganz im Gegenteil — die Krankheit tauchte in
Gebieten auf, die bislang als Malaria-frei galten. Dieser Riuckschlag ist zum einen auf die Ent-
stehung von insektizidresistenten Moskitostammen sowie chloroquinresistenten Parasiten
zurtckzufuhren. Zum anderen sind es die unzureichende medizinische Pflege, die Migration
der Populationen in die endemischen Gebiete, dkologische Verdnderungen wie Waldrodungen
und schliel3lich einige Fehleinschatzungen der epidemiologischen Situation, die dazu fihrten,
dass das Ausrottungsprogramm 1972 von der WHO offiziell eingestellt wurde (Desowitz,
1991).

In den etwa 100 Landern und Gebieten, die von Malaria betroffen sind, leben heute tber 40%
der Weltpopulation. Die ursprunglich noch weiter verbreitete Krankheit beschrankt sich heute
vor allem auf das tropische Afrika sudlich der Sahara (80% der Malariafalle), es folgen Indi-
en, Brasilien, Afghanistan, Sri Lanka, Vietham, Kambodscha und China (WHO, 1994). Die
~,Gesamtkosten® der Malaria — einschlie3lich der medizinischen Pflege, Produktivitatssenkung
usw. — wurden alleine fur Afrika im Jahr 1995 auf 1,8 Milliarden US-Dollar geschatzt
(WHO).

Aus den Erkenntnissen der Vergangenheit Konsequenzen ziehend, grindeten die WHO und
ihre Partner das ,Roll Back Malaria“ Programm zur Bekampfung der Malaria. Zur Zeit ver-
folgt man — abgesehen von der Verwendung von den mit Insektizid impréagnierten Bettnetzen
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und der Weiterentwicklung des Gesundheitssystems in den betroffenen Landern — drei ver-
schiedene, wissenschaftliche Ansatze zur Bekampfung der Malaria: (i) Die Herstellung einer
gentechnisch verandertémopheledMiicke, die eine Resistenz den Parasiten gegenuber auf-
weist, (i) die Entwicklung neuer Medikamente oder Insektizide und (iii) die Entwicklung
eines Malaria-Impfstoffes.

Dem molekular-biologischen Fortschritt der letzten 15 Jahre verdanken wir das bessere Ver-
standnis der Biologie ddPlasmodium ssp der Pathogenese der Malaria sowie der Im-
munantwort bei Malariainfektionen. Entscheidende Schritte in der Malariaforschung waren
die Etablierung dein vitro Kultur vonP. falciparumBlutstadien (Trager and Jensen, 1976),

die Klonierung und heterologe Expression verschiedener Parasitengene sowie die Methodik
der transienten und der stabilen Transfektion WRiasmodium ssp(Goonewardenet al,

1993; van Dijket al, 1995). Das fast abgeschlossene SequenzierungsprojdRt fidsipa-

rum Genoms — ein Teil des ,Malaria Genome Project Consortium*“ — dient u.a. der Identifika-
tion von neuen Antigenen oder metabolisch aktiven Enzymen, die fur eine Impfstoffentwick-
lung bzw. als Angriffsziele fir eine Chemotherapie geeignet waren.

In der zweiten Halfte des letzten Jahrhunderts wurde bewiesen, dass eine Immunisierung ge-
gen Infektionskrankheiten wie Polio, Gelbfieber, Pocken und Masern sehr effektiv sein kann.
So konzentrierte sich auch die Malaria Forschung auf die Entwicklung von Impfstoffen gegen
Malaria. Der hoch komplexe Lebenszyklus éssmodium sspbietet mehrere Ebenen an,

auf denen eine Vakzine wirkungsvoll eingreifen konnte.

1.1 Der Lebenszyklus vorPlasmodium ssphietet mehrere Angriffspunkte fur einen
Malaria-lmpfstoff

Das Immunsystem des Wirtes wird wahrend der Infektion mit mehreren Entwicklungsstadien
derPlasmodium sspkonfrontiert, die sich morphologisch unterscheiden und eine stadium-
spezifische Immunantwort induzieren.

Der Lebenszyklus dd?lasmodium sspst getrennt zwischen Wirt und Moskito-Vektor (Abb.

1.1). Der Mensch wird ausschlie3lich von d&rfalciparum P. vivax P. ovaleundP. mala-

riae infiziert, die jedoch wie alle anderéiasmodium sspdurch die Stechmuicken der Gat-

tung Anopheledibertragen werden. Von den 388ophelesArten sind nur 60 in der Lage

diese Transmission zu vollziehen.

Die Ansteckung erfolgt durch den Stich einer infizierten, weiblicheapheledMiicke, bei

dem die Sporozoiten aus der Speicheldriise des Moskitos in die menschliche Blutbahn gelan-
gen. In den nachfolgenden 30 Minuten erreichen die Sporozoiten die Leber und invadieren die
Hepatozyten. Innerhalb der Leberzelle laufen multiple, asexuelle Teilungen ab, die zur Ent-
stehung von 10.000 bis 30.000 Merozoiten pro infiziertes Hepatozyt fuhren. Diese Phase dau-
ert, abhangig von déd?lasmodium ssp2 — 10 Tage (fuP. falciparum5 — 6 Tage) und er-
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moglicht den Wechsel vom Moskito-Vektor zum menschlichen Wirt. Die freigesetzten Mero-
zoiten gelangen in die Blutbahn und dringen in die Erythrozyten ein, womit der sog. ,erythro-
zytare” Zyklus beginnt. Die intrazellularen Merozoiten sind zuerst ringférmig (Ring-Stadium)
und wachsen Uber morphologisch unterschiedliche Trophozoiten-Stadien zum Schizonten
heran. Nach mehreren Kernteilungen zerfallt der Schizont in 8 — 32 Merozoiten, die nach der
Zerstorung der Erythrozytenmembran in der Blutbahn umgehend frische Erythrozyten infizie-
ren. Dieser Zerfall, der mit Ausnahme vémfalciparumsynchron abl&uft, wird von den pa-
thophysiologischen Effekten begleitet, die sich durch die typische Fieberattacke aul3ern. Der
intraerythrozytare Zyklus dauert 48 Stunden mit der Ausnahme vd? degilariaelnfektion,

die durch einen 72-stiindigen Zyklus gekennzeichnet ist. Um einen Wechsel zuriick zu dem
Moskito-Vektor zu ermoglichen, differenzieren einige Merozoiten zu den sexuellen Formen:
Mikro- und Makrogamonten. Diese Geschlechtsformen kénnen sich nicht im Menschen wei-
terentwickeln. Sie werden jedoch mit der nachsten Blutmahlzeit von einer weibAcioen
phelesMicke aufgenommen, entwickeln sich im Moskitodarm zu Mikro- und Makrogameten
und verschmelzen schlie3lich zu einem diploiden Ookineten (Zygote). Dieser durchbohrt die
Magenwand, rundet sich ab und wachst an der Auf3enseite des Darmes zur Oozyste heran, in
der sich die Sporozoiten bilden. Diese werden nach etwa zwei Wochen frei, wandern in die
Speicheldriise voAnophelesind kdnnen bei der ndchsten Blutmahlzeit erneut den menschli-
chen Wirt infizieren.

Merozoiten
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Abbildung 1.1: Der Lebenszyklus von P. falciparum (nach Remane et al., 1985)
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Da jede der verschiedenen Entwicklungsstadien ein Ziel fur eine spezifische Immunantwort
ist, kann diese auch gezielt durch einen Impfstoff induziert werden:

Ein Impfstoff gegen die sog. ,pra-erythrozytaren* Stadien sollte eine Immunantwort hervorru-
fen, die gegen die Antigene der von der Mucke injizierten Sporozoiten sowie gegen die Anti-
gene der Leberstadien gerichtet ist. Dadurch ware die Entwicklung zu den erythrozytaren Sta-
dien, die ausschlielich fur die Krankheit verantwortlich sind, verhindert. Obwohl unter-
schiedliche Immun-Effektor-Mechanismen beteiligt sind, misste der erzielte Immunschutz
eine 100%-ige Effizienz erreichen; ein einziger Sporozoit, der diesen Mechanismus uberleben
wuirde, kdnnte Tausende von Merozoiten produzieren und damit den Schutz durchbrechen.
Obwohl gegen die erythrozytdre Formen gerichtete Impfstoffe moglicherweise einen volligen
Immunschutz vermitteln kénnten, ware es bereits ein grof3er Fortschritt, wenn Krankheits-
symptome reduziert oder verhindert werden kdnnten. Antikorper, die gegen Merozoiten ge-
richtet sind, kbnnten diese neutralisieren und die Invasion der Erythrozyten verhindern. Wei-
terhin ist es denkbar, dass infizierte Zellen lysiert werden oder dass zumindest ihre Seque-
strierung (siehe unten) verhindert wird.

Ein weiteres Angriffsziel sind z. B. die Oberflachenantigene der sexuellen Stadien, d.h. der
Gametozyten, Gameten und Zygote. Die Aufgabe des Impfstoffes auf der Basis solcher Anti-
gene ist die Verhinderung der Malaria-Transmission durch den Moskito-Vektor. Diese Vakzi-
ne wirde also altruistisch wirken; es entstlinde kein Schutz in dem infizierten Individuum,
sondern in der betroffenen Population.

Schliellich liegt ein vierter Ansatz in der Entwicklung von Impfstoffen, mit deren Hilfe die
Vitalitdt bzw. Vektorkapazitat der Moskitos reduziert werden kénnte.

Ein idealer Malaria-Impfstoff wirde gleichzeitig gegen mehrere Stadien eine Immunantwort
hervorrufen. Deshalb werden Antigene der verschiedenen Stadien einzeln untersucht, um die
wirkungsvollsten unter ihnen spater in einem Mehrkomponentenimpfstoff zu kombinieren.

1.2 Die Pathogenese eind?. falciparum Infektion

Wahrend die Infektion mit den pré-erythrozytaren Stadien meistens asymptomatisch verlauft,
sind die asexuellen Blutstadien fir die Krankheit und den Tod verantwortlich. Die Mechanis-
men der Malaria-Pathogenese sind noch nicht vollstéandig verstanden. Man erkennt verschie-
dene pathologische Muster (i) in Patienten, die in Gebieten mit niedriger Parasitemie leben, z.
B. in Asien und Latein-Amerika. (i) In kleinen Kindern in hoch endemischem Afrikas und
(i) in Foten afrikanischer Frauen wahrend der ersten und der zweiten Schwangerschaft
(Goodet al, 1998).

Fieberschibe und Schittelfrost begleiten die schwere Form der Malaria. Diese Symptome
treten zu dem Zeitpunkt der Erythrozyten-Ruptur auf und werden durch die Freisetzung der
sog. ,Malaria-Toxine" hervorgerufen, die ihrerseits die Zellen des Immunsystems zur ver-
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mehrten Produktion u. a. von TumornekrosefaktOfNF-a) und Interleukin 1 (IL-1) stimu-
lieren. Die Folge sind die immun-pathologischen Erscheinungen.aldyielt zusatzlich eine

Rolle bei der Inhibition der Hamatopoese im Knochenmark und der Erythrophagozytose und
tragt somit neben der direkten Zerstorung der Erythrozyten zu einer schweren Anamie bei
(Clarkeet al, 1990; Jakobseet al, 1995).

Die Entwicklung der — wenn unbehandelt — meist todlich endenden zerebralen Malaria wird
ebenfalls von dem TNE-beeinflusst: In afrikanischen Kleinkindern (unter 5 Jahren) korrelie-
ren die zirkulierenden TNE-Mengen mit dieser Form der Krankheit (Getual, 1989). Die
zerebrale Malaria wird jedoch primér durch die Sequestrierung der parasitierten Erythrozyten
verursacht. Die Oberflache der infizierten Zelle wird duPctialciparumeigene Proteine so
modifiziert, dass diese nun in der Lage sind, an Endothelzellen der inneren Organe (z. B.
Hirn, Lunge, Leber und Niere) zu binden (fiir Ubersicht siehe: Cagdpal, 1998a). Dank
dieser Zytoadharenz entgeht der parasitierte Erythrozyt der Eliminierung in der Milz (Howard
and Gilladoga, 1989). Die molekulare Grundlage der Zytoadhéarenz ist aufgeklart und einige
der Molekiile, die als Rezeptoren fir die parasitierten Erythrozyten dienen, sind identifiziert,
darunter CD36(Oquendoet al, 1989),intrazellulares Adhasionsmolekul 1 (ICAM-1)
(Berendt et al, 1989), vaskulares Zelladhasionsmolekil 1 (VCAM-1), E-Selektin
(Ockenhouseet al, 1992), und Chondroitin-Sulfat A (Rogersenal, 1995). Zusammen mit

dem Phanomen der Rossettenbildung — einer Formation aus infizierten und nicht-infizierten
Erythrozyten — ist dies die Hauptursache fir die schwere zerebrale Malaria: Die Verstopfung
der feinen Gehirnkapilaren, Blockierung der Blutzirkulation und lokale Entziindungsreaktio-
nen fihren zu schwersten neurologischen Symptomen und schlief3lich zu Koma und Tod.
Weitere Todesursachen sind Nierenversagen, Hypoglykamie und Lungentédeme (Warrell,
1997).

Es sind also drei verschiedene Aspekte, die zu der klinischen Manifestation der Malaria fuh-
ren: das exponentielle Wachstum der Parasiten in den Erythrozyten, die Modifikation der
Erythrozytenoberflache durdp. falciparumeigene Proteine und die begleitende Immunant-
wort gegen den Erreger.

1.3 Malaria und die Entstehung einer Immunantwort

Bei vielen Infektionskrankheiten sowie viralen Infektionen reicht ein einmaliger Kontakt des
Immunsystems des Wirtes mit dem Erreger, um eine lebenslange Immunitat gegen eine er-
neute Infektion hervorzurufen. Solche sterile Immunitat gibt es im Falle der Malaria nicht.
Nach mehreren Jahren kontinuierlicher Konfrontation mit dem Erreger, in denen sowohl die
Krankheit wie auch wiederholte Infektionen auftreten, entsteht eine nur teilweise effektive
Immunitéat, bei der eine milde oder asymptomatische Form der Malaria, gekennzeichnet durch
eine niedrige Parasitemie, zustandekommt. Als besonders gefahrdet gelten schwangere Frau-

5
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en, bei denen eine Immunosupression auftritt (Wegneaah 1993) und Kinder, jinger als 5
Jahre, die keine mutterlichen Antikdrper mehr haben und noch keinen eigenen Schutz entwik-
kelt haben (Marsh, 1993). Die nattrlich gewonnene Immunitat ist sehr kurzlebig und da ein
regelmafiger Kontakt mit dem Parasiten die Voraussetzung fur ihr Bestehen ist (Hetffman
al., 1987), wird sie nur bei der ,semi-immunen® Population in den endemischen Gebieten
beobachtet (Taylor-Robinson, 2000).

Der Unterschied zwischen der Immunitat gegen eine bakterielle oder virale Infektion und
Malaria kann auf den komplexen Lebenszyklus Rlaismodium sspeurtickgefihrt werden
(Ramasamy, 1998). D& falciparumGenom enthalt geschatzte 6000 — 7000 Gene, und viele
der Antigene werden nur in einem spezifischen Lebenszyklus-Stadium produziert. Die immu-
nologischen Mechanismen, die gegen die einzelnen Stadien gerichtet sind, wurden in den
letzten Jahren teilweise aufgeklart. Man unterscheidet prinzipiell zwischen einer Immunant-
wort gegen die pra-erythrozytére und die erythrozytare Stadien (Abbildung: 1.2).
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| Immunantwort
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Abbildung 1.2: Immunantwort gegen die verschiedenen Stadien des Plasmodium Parasiten (modifiziert nach
Good and Doolan, 1999)

Die Tatsache, dass eine Immunisierung mit bestrahlten Sporozoiten eine sterile Immunitat
induzieren kann (Clydet al, 1975; Clydeet al, 1973; Nussenzweigt al, 1969; Rieckmann
et al, 1979), fuhrte zu einer Fokussierung auf die durch die Sporozoiten und Leberstadien
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induzierte Immunantwort (fiir Ubersicht siehe: Hoffman, 1996a). Zuerst war man der Ansicht,
dass vor allem neutralisierende Antikorper, die gegen die Sporozoiten-Antigene gerichtet
sind, die protektive Rolle spielen und die Infektion der Leberzellen verhindern (Nussenzweig
and Nussenzweig, 1989). Gegen eine rein humorale Immunantwort spricht die Tatsache, dass
die Sporozoiten nur eine sehr kurze Zeit (2 — 30 Minuten) nach der Infektion fir die Antikor-
per in der Blutbahn zuganglich sind; d.h. solche Antikdrper mussten sehr effektiv und in ei-
nem hohen Titer zum Zeitpunkt der Infektion vorhanden sein. Mittlerweile wird allgemein
akzeptiert, dass dd&dasmodiuntStadium innerhalb des Hepatozyten das Hauptziel des schiit-
zenden Immunmechanismus ist. Sowohl C& auch CD#4 T-Zellen erkennen Peptide
parasitaren Ursprungs, die zusammen mit der MHC Klasse | und Il Molekilen auf der Ober-
flache der infizierten Leberzelle prasentiert werden (Hoffman, 1996b). Trotzdem ist die Pro-
tektion hauptsachlich auf die CD8-Zellen zurlickzufiihren (Doolagt al, 1996a) und so-

wohl Interferong (IFN-g) wie auch Nitritoxid, Interleukin-12 (IL-12) und naturliche Killer-

zellen (NK) sind an diesem Mechanismus beteiligt (Good and Doolan, 1999).

Die Immunantwort gegen die asexuellen, erythrozytéaren Stadien ist gleichzeitig gegen mehre-
re Antigene gerichtet: Es sind zum einen die Antigene auf der Oberflache des Merozoiten
(Berzins, 1996) und zum anderen die sog. ,Neoantigene* an oder auf der Oberflache des infi-
zierten Erythrozyten, die fir die Zytoadharenz und Rosettenbildung verantwortlich sind
(Coppelet al, 1998a).

Bereits das klassische Experiment von Cohen et al, (Ceth&ln 1961), in dem eine schiit-
zende Immunantwort durch den passiven Transfegp@lobulin von immunen Erwachsenen

auf Kinder mit akuter Parasitemie erzielt werden konnte, belegt die Effektivitat einer humo-
ralen Immunantwort. Da jedoch die Analyse der Immunantwort im Menschen dank ihrer
Komplexitat sehr schwierig ist, stammen die meisten Daten aus Immunisierungsexperimenten
in Tiermodellen. Diese zeigen, dass die CD4Zellen, die die Produktion von Antikdrpern
stimulieren, die Parasitemie unter Kontrolle halten kénnen; jedoch ist der Beitrag der humo-
ralen und der zellularen Immunantwort bei verschieddfaamodium sspunterschiedlich

(Good and Doolan, 1999). So wird z. B. eine Immunitat gegechabaudiMaus-Malaria
hauptsachlich durch eine zellulare Immunantwort, die géyeyoleii Maus-Malaria durch

eine humorale Immunantwort vermittelt. Zusammenfassend haben solche Studien belegt, dass
sowohl Antikérper wie auch CD4T-Zellen (und zwar als Effektor- und als Helper-Zellen)

und gd T-Zellen an der Entwicklung einer schitzenden Immunantwort auch beim Menschen
malRgeblich beteiligt sind (Berzins, 1996). Die Rolle der CD&Eellen wahrend dep. falci-

parum Infektion ist noch nicht im Detail verstanden worden, obwohl man zeigen konnte, dass
diese Zellen das Wachstum des Paragitesitro inhibieren (Fellet al, 1994).
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1.4 Wie realistisch ist ein Impfstoff gegen Malaria?

Obwohl keine natirliche, sterile Immunitat gegen Malaria induziert werden kann, beweisen
unzahlige Feldstudien sowie Immunisierungsversuche in Tiermodellen und mit Freiwilligen,
dass die Hypothese eines effektiven Impfstoffes gegen Malaria berechtigt ist. Folgende Tatsa-
chen sind der Anlass zum Optimismus:

(). Der bereits erwahnte, passive Transfer von Seren Erwachsener mit erworbener Immunitét
auf akut erkrankte Kinder fiihrt sowohl zu der Abnahme der Parasitemie als auch zum Ruck-
gang der Krankheitssymptome (Cohen et al., 1961; Sabcheretn1991).

(if). Immunisierung von Mausen und von Freiwilligen mit lebenden, durch Bestrahlung atte-
nuierten Sporozoiten schutzt vor einer Infektion und induziert eine sterile Immunitat gegen
die pra-erythrozytaren Stadien (fir Ubersicht siehe: Hoffman, 1996a; Sinnis and Nussen-
zweig, 1996).

(ii). Immunisierung von Affen mit einem Gemisch aus inaktivieferknowlesiMerozoiten

und Freund’schem Adjuvans induziert eine schitzende Immunantwort, die sich effizienter
erwies als die nach einer natirlichen Infektion (Mitckeekl, 1975).

(iv). Schliellich ist es die Tatsache, dass die Menschen in endemischen Gebieten nach wie-
derholten Infektionen eine Immunitat entwickeln kdnnen; Immune altere Kinder sowie Er-
wachsene haben zwar eine Blutstadien-Infektion, bleiben in der Regel aber asymptomatisch.
Man misst also die Immunitat durch das Ausbleiben der Krankheit und nicht durch die Resi-
stenz gegenuber einer neuen Infektion. In diesem Sinne ist es das Ziel einer Vakzine nicht vor
der Infektion, sondern vor der Krankheit zu schitzen (Miller and Hoffman, 1998).

Die Suche nach einem geeigneten Malaria Impfstoff ist jedoch auch weiterhin mit Problemen
verbunden, die sich nicht auf ein bestimmtes Antigen beschrénken. Im Wesentlichen sind es
folgende Hindernisse:

(). Die Ergebnisse den vitro Experimente korrelieren oft nicht mit den Daten aus den Ver-
suchenn vivo.

Die Identifikation und Erprobung von Impfstoff-Kandidaten wird durch das Fehlen geeigneter
in vitro Testsysteme erheblich erschwert. So wird z. B. die Fahigkeit der Antikorper, eine
Invasion von Hepatozyten durch die Sporozoiten zu verhindern, in dem sog. Sporozoiten-
Invasion inhibierenden Assay (ISI) vermittelt (Hollingdeteal, 1987); dieser Ansatz basiert
jedoch auf lebendigen, aus der Speicheldriise des Moskitos frisch isolierten Sporozoiten und
ist deshalb mit technischen Schwierigkeiten verbunden. Druilhe und Mitarbeiter entwickelten
eine Methode, in der die Fahigkeit der Antikorper, die Invasion der Erythrozyten durch Mero-
zoiten bzw. die Entwicklung der Ring-Stadien zu inhibieren, gemessen wird, sog. ,,Antikérper
abhangige, zellulare Inhibierung* (ADCI) (Bouharoun-Tayetml, 1990); dabei fuhrt die
Zugabe von Monozyten zu dem Ansatz zum Abt6ten der Parasiten. Darliber hinaus kdnnen
Antigene auf ihre Stimulation der T-Zell Proliferation untersucht werden, doch ebenso proli-
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ferieren T-Zellen von Personen, die nie Pliasmodium sspnfiziert waren (Zeveringt al,

1992).

(if). Es stellt sich die Frage, in wieweit die Experimente in Tiermodellen auf den Menschen
Ubertragen werden konnen.

Die Ubertragbarkeit von Experimenten mit Labormausen, die mit einer Nager-Maifa

yoleii, P. bergheioderP. chabaudinfiziert worden sind, auf den Menschen, ist fraglieh.

yoleii undP. bergheiinvadieren z. B. im Gegensatz Ru falciparumvorwiegend Retikulo-

zyten (Shear, 1993). Die Maus-Erythrozyten besitzen zudem die fir eine zytotoxische T-Zell
Antwort benotigten MHC Klasse | Molekiile.

Abgesehen von den Schimpansen, die fir Malaria Studien nicht verwendet werden, lassen
sich noch digSaimiri und dieAotus Affen mit P. falciparuminfizieren. DieSaimiri Affen

mussen jedoch zuvor splenektomiert werden, und so geltehotlisAffen, genauer gesagt

die Aotus lemurinus griseimembrait dem Karyotyp Il und Il als das beste Tiermodell zum
Studium einer Immunantwort, die mit der humanen Immunantwort vergleichbar ist (WHO,
1988). Doch auch bei diesen Affen verursachen nur eRPligemodiumStamme nach einem
langeren Adaptationsprozess reproduzierbare und in ihrer Virulenz kontrollierbare Infektio-
nen.

Immunisierungsexperimente mit Freiwilligen sind letztendlich das beste Modell, obwohl auch
hier einige Kompromisse eingegangen werden mussen. Wahrend man bei einem humanen
Experiment mit Sporozoiten-Impfstoff sofort nach dem Auftauchen der ersten Parasiten in der
Blutbahn den Versuch abbrechen kann, muss bei einem Immunisierungsversuch mit einem
Blutstadien-Impfstoff der Effekt der Immunisierung auf die Entwicklung der Parasitemie
festgestellt werden. Wegen der Gefahr der schnellen Entstehung komatdser Zustande mit To-
desfolge mussen solche Experimente jedoch bereits bei 0,05%-igen Parasitemie abgebrochen
werden. Viele Impfstoffe, die zu einem spateren Zeitpunkt kontrollierend wirken und damit
die Morbiditat und Mortalitat senken konnten, fallen durch dieses Raster (Institute of Medeci-
ne, 1991).

(ii). Das Fehlen von geeigneten Adjuvantien oder Tragersystemen fir den Impfstoff behin-
dert einen raschen Fortschritt.

Die Adjuvans-Frage ist noch nicht geklart (siehe auch unten). Fur die Mehrzahl der Experi-
mente wurde das komplette Freund’sche Adjuvans verwendet, das aber wegen seiner umfang-
reichen Nebenwirkungen, wie z. B. der Bildung von Granulomen, Induktion von Autoimmun-
reaktionen und Plasmazelltumorbildungen fiir Studien im Menschen nicht in Frage kommt
(Siddiquiet al, 1978a). Da schon zwischen den verschiedenen Tierarten identische Adjuvan-
tien unterschiedliche Wirkung haben, ist die Ubertragbarkeit der Studien auf den Menschen
ebenfalls schwierig. Als eine Alternative wird die Verwendung von verschieden Tragerorga-
nismen bzw. die Immunisierung mit der den Antigen kodierenden Plasmid-DNA verfolgt
(siehe auch unten; fir Ubersicht siehe (Taylor-Robinson, 2000). Einige rekombinante Le-
bendvakzinen wurden bereits experimentell untersucht, so 3altonella typhimurium
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(Hohmannet al, 1996),Mycobacterium bovigFuerstet al, 1992),oderVaccinia Viren

(Ulaeto and Hruby, 1994).

(iv). Antigene Diversitat und die Fahigkeit delasmodiendem Immunsystem des Wirtes
auszuweichen, erschweren ebenfalls die Entwicklung.

Nicht zuletzt stellt auch die hohe genetische PlastizitaPtieesmodierein Hindernis bei der
Entwicklung des Malaria-Impfstoffes dar, die sich u. a. in dem Polymorphismus vieler Anti-
gene auBert (Ubersicht: Good et al., 1998). Haufig finden sich Abschnitte mit repetitiven
Aminoséauresequenzen, die sich von Isolat zu Isolat unterscheiden. Die Rolle dieser Wieder-
holungssequenzen ist umstritten; zum einem werden sie als Liganden fur die Rezeptoren der
Wirtszellen angesehen, zum anderen konnte es sich um einen Immunevasionsmechanismus
handeln, durch den der Wirt seine Immunantwort gegen weitgehend funktionslose Bereiche
des Molekuls richtet. Sicher ist, dass diese ,repeat‘-Regionen die humorale Immunantwort
besonders gut stimulieren, und dass bestimmte Aminosduren vorzugsweise vorhanden sind.
Die experimentell eindeutig nachgewiesene Rekombination (Wabikat, 1987) fuhrt im
Zusammenhang mit diesem Antigenpolymorphismus zu einer ,allelen Variation* und es wird
angenommen, dass der immunologische Druck fur die Selektion der nattrlichen Varianten
verantwortlich ist. Um dieses Problem zu umgehen, kbnnen zwei verschieden Strategien ver-
folgt werden: entweder alle bekannten, allelspezifischen Sequenzen des Antigens in einem
Impfstoff zu kombinieren oder sich auf Epitope zu konzentrieren, die nicht polymorph sind.
Obwohl konservierte Regionen nur selten immunogen sind, kann eine gegen diese Epitope
gerichtete Immunantwort durchaus effizient sein (Serebat, 1993). Handelt es sich hierbei

z. B. um sog. kryptische T-Zell Epitope, ist es denkbar, dass diese in dem Kontext des Ge-
samtproteins nicht erkannt werden und deshalb auch nicht unter einem Druck des Immunsy-
stems stehen und konserviert sind; werden sie nun jedoch in der Form von Peptiden prasen-
tiert, sind sie in der Lage die T-Zell Proliferation zu induzieren.

Im Folgenden soll auf einige wichtige Arbeiten zur Impfstoffentwicklung gegen pra-
erythrozytare und erythrozytare Stadien eingegangen werden. Die dritte Alternative — namlich
die Entwicklung einer die Transmission blockierenden Vakzine — soll nur kurz mit dem Ver-
weis auf die entsprechenden Ubersichtsartikel (Engers, 1998; Kaslow, 1996) kommentiert
werden. Ein solcher Impfstoff soll die Produktion von Antikérpern induzieren, die den Le-
benszyklus in dem Moskito unterbrechen. Mehrere Antigene der sexuellen Stadien wurden
beziglich ihres Immunisierungspotentials getestet, so vor allerR.dasciparumOberfla-
chenantigen P25 (Pfs 25), und zur Zeit sind neue Formulierungen fur Feldstudien in Vorbe-
reitung (Carteet al, 2000).
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1.4.1 Ein Impfstoff gegen pré-erythrozytare Stadien

Da eine Immunisierung mit bestrahlten Sporozoiten zwar vor einer Infektion schitzt aber in
grolRerem Malf3stab nicht moglich ist, konzentrierte man sich auf die Suche von Antigenen, die
einen vergleichbaren Schutz vermitteln konnten. Das erste Protein, das molekulargenetisch
zuganglich und seitdem bezlglich seines Immunisierungspotentials ausgiebig untersucht wur-
de, ist das Circumsporozoiten-Protein (CSP)Rwuslciparum(Dameet al, 1984). Nachdem

in Tiermodellen die schitzende Wirkung von Antikérpern und Lymphozyten gegen das CSP
gezeigt werden konnte (Charoeneital, 1991; Egaret al, 1987; Romeret al, 1989), wur-

den sowohl mit rekombinanten (Balletial, 1987) wie auch mit synthetischen (Herringétn

al., 1987) CSP-Vakzinen klinische Immunisierungsstudien im Menschen durchgefuhrt. Diese
Antigenpraparationen, mit Aluminiumhydroxid als Adjuvans, waren nicht besonders immu-
nogen, und es wurde nur ein limitierter Schutz erreicht. Es folgten etwa 20 weitere, auf dem
CSP basierende, klinische Studien (Phase | und Il), ebenfalls mit einem begrenzten Erfolg.
Mit einer neuen Formulierung des Antigens und unter Verwendung von komplexeren Adju-
vantien konnte die Immunogenitét gesteigert werden: die Immunisierung mit dem rekombi-
nanten CSP, fusioniert mit dem S-Antigen des Hepatitis B Viruses (RTS,S) und formuliert im
SBAS4 Adjuvans, induzierte einen hohen Antikdrpertiter und schitzte sechs von sieben im-
munisierten Freiwilligen vor der Infektion mit Sporozoiten (Staeital, 1998). Freiwillige,

die mit RTS,S mit einem anderen Adjuvans immunisiert wurden, produzierten zwar eine ver-
gleichbare Menge an Antikdrpern, wurden jedoch nicht geschitzt. Unter der Verwendung von
Aluminiumhydroxid als Adjuvans wurde weder ein hoher Antikdrpertiter noch ein Schutz
gegen die Sporozoiten-Infektion erreicht. Ausgehend von diesem Experiment und Daten an-
derer scheint es also, dass ein hoher Antikdrpertiter zwar notwendig, jedoch nicht ausreichend
fur die Protektion ist (Hoffman, 1996a).

Es wurden weitere, stadiumspezifische Antigene identifiziert (z. B. ,sporozoit surface protein
2 SSP2: liver stage antigen 1 und 3* (LSA-1 und 3), die ebenfalls ein Ziel einer schitzen-
den Immunantwort sind (Ubersicht siehe: Hoffman, 1996a). Keines dieser Antigene wurde
bisher in einer Feldstudie bezuglich seines Immunisierungspotentials getestet.

Die Forschung konzentrierte sich auch auf die Entwicklung eines Impfstoffes, der in Men-
schen eine schiutzende, CD8+ T-Zell vermittelte Immunantwort induzieren wirde, die als der
dominante Immun-Effektor-Mechanismus gegen die pré-erythrozytare Stadien postuliert wur-
de (siehe 1.3). Intramuskulare Immunisierung mit rekombinanten, attenuierten Vaccinia Vi-
ren, die sieben verschiedene, leberspezifische Antigene exprimieren (NYVAC-P{7), indu-
zierte in einer klinischen Studie der Phase | und lla zwar eine bescheidene zytotoxische T-
Zell-Aktivitat, aber eine minimale Protektion (Ockenhoesal, 1998). Eine Alternative ist

die DNA-Immunisierung (fiir Ubersicht siehe (Donnedlyal, 1997), bei der die leberspezifi-

sche Antigene in Form von Plasmid DNA verwendet wurden. Solche Immunisierugsversuche
in Mausen resultierten in einer schitzenden Immunantwort (Doolan et al., 1996a; Setdegah
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al., 1994) und fuhrten zu der Hoffnung, dass eine DNA-Immunisierung auch im Menschen
die Protektion vermitteln kann (Hoffmaat al, 1997). Bisher konnte jedoch nur gezeigt wer-
den, dass die Immunisierung von ,naiven® Freiwilligen mit CSP kodierender Plasmid-DNA
zu einer Induktion von Antigen spezifischen, COBZellen bedingter, zytotoxischer Im-
munantwort fuhren kann (Wareg al, 1998).

1.4.2 Ein Impfstoff gegen erythrozytare Stadien

Wie bereits erwahnt, sind die asexuellen, erythrozytaren Stadien das Ziel einer schiitzenden
Immunantwort. Dies belegten die Resultate von passivem Transfer von immunen IgG, sowie
auch die Befunde, denen zufolge eine experimentelle Immunisierung im Tiermodell eine Im-
munantwort induziert, die effektiver ist als die natirlich erworbene. Schlielich ist belegt,
dass die Menschen in endemischen Gebieten eine ,semi-Immunitat* gegen die Blutstadien
entwickeln kénnen (siehe oben).

Die ersten Kandidaten fur die Entwicklung eines Impfstoffes gegen die erythrozytaren Stadien
wurden mit Hilfe von monoklonalen Antikorpern identifiziert, die die Invasiowitro inhi-

bierten. Die Situation bei individuellen, asexuellen Antigenen, die mittlerweile als ein Impf-
stoff-Kandidat deklariert und in Immunisierungsstudien in Mausen und Affen eingesetzt wur-
den, ist im Prinzip uniiberschaubar geworden. Die Tabelle 1 erlaubt eine Ubersicht tiber die
wichtigsten Antigene der erythrozytaren Stadien, die zur Zeit bezlglich ihres Immunisie-
rungspotentials untersucht werden (Berzins, 1996; Taylor-Robinson, 2000).

Die Immunantwort richtet sich zu einem gegen die ,Neoantigene* auf der Oberflache der in-
fizierten Erythrozyten (z. B. gegen PfEMP-1 und Pf332). Eine Immunisierung gegen solche
Proteine konnte insbesondere die zerebrale Malaria verhindern und die Eliminierung der infi-
zierten Erythrozyten durch die Milz férdern.

Zum anderen entsteht eine Immunantwort gegen die mit der Oberflache des Merozoiten asso-
ziierten Antigene. Dazu gehoren die zwei viel versprechenden Kandidaten: Das apikale Me-
rozoiten Antigen 1 (AMA-1) und das Merozoiten Oberflachenprotein 1 (MSP-1). Das AMA-1
ist in den Rhoptrien lokalisiert und kann nach der Ruptur des reifen Schizonten auf der Ober-
flache des freien Merozoiten identifiziert werden (Narum and Thomas, 1994). Obwohl seine
biologische Funktion nicht bekannt ist, nimmt man an, dass es bei der Invasion eine wichtige
Rolle spielt. Diese Vermutung wird durch die Tatsache verstarkt, dass ein passiver Transfer
von spezifischen anti-AMA-1 Antikdrpern id. chabaudinfizierter Maus bzw. irP. knowle-

si infiziertem Affen zu einer schitzenden Immunreaktion fihrt (Deans, 1984; Narum and
Thomas, 1994; Thomast al, 1984). Zusatzlich schiitzt eine Immunisierung mit rekombi-
nantem AMA-1 sowohl im Maus- als auch im Affenmodell vor einer Infektion mit den jewei-
ligen Blutstadien (Anderst al, 1998; Collinset al, 1994; Crewtheet al, 1996; Deanst al,

1988).
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Das Immunisierungspotential des MSP-1 Antigens wird im Detail in dem n&chsten Kapitel
1.4 besprochen.

Schliel3lich richtet sich die Immunantwort auch gegen die ,Exoantigene®, also l6sliche Pro-
teine, die wahrend der Ruptur der Erythrozyten ins Medium bzw. ins Plasma der infizierten
Individuen abgegeben werden (z. B. HRP-2). Eine Immunisierung an der Basis solcher Mole-
kule kdnnte den Parasiten beeintrachtigen, wenn es sich um Substanzen handelt, die aus funk-
tionellen Grinden abgegeben werden.

Antigen |MW(kDa) | Lokalisation | Funktion Referenz
PfEMP1 250-300 | RBC Oberflache| Zytoadharenz | (Baruchet al, 1995); (Swet al, 1995)
P332 750 RBC Oberflache NB (Mattei et al, 1992)
Rosettin 22 RBC Oberflache Rosetting | (Helmbyet al, 1993); (Wahlgren, 1994
MSP-1 185-220 | Mer. Oberflache NB (Holderet al, 1985)
MSP-2 45 Mer. Oberflache NB (Smytheet al, 1991)
SERP 113 0. 126 PV Proteinase |(Delplaceet al, 1987); (Knapp et al,
1989)
GLURP 220 PV NB (Borreet al, 1991)
RESA/Pf155 155 DG, RBC Skellet NB (Berzins et al, 1991); (Foley et al,
1991), (Ruangjirachuporet al, 1992)
AMA-1 80 Rhoptrien NB (Petersoret al, 1989)
HRP-2 65-85 sekretorisch NB (Howard, 1988)

Tabelle 1: Antigene der erythrozytéren P. falciparum Stadien, die zur Zeit als ein Kandidat fiir die Entwick-
lung eines Mehrkomponentenimpfstoffes angesehen werden

Diese Tabelle erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.

Abkirzungen: PfEMP-1: ,P. falciparum erythrocyte membrane Protein 1, Pf332: ,P. falciparum Antigen 332"
MSP-1 und 2: ,merozoite surface protein 1 und 2“; SERP: ,serin rich protein“; GLURP: ,Glutamate rich prote-
in“; RESA: ,ring-infected erythrocyte surface antigene“; AMA-1: ,apical merozoite antigene 1“; HRP-2: ,histi-
dine rich protein 2“.

NB: nicht bekannt; RBC: ,red blood cell* (Erythrozyt); PV: parasitophore Vakuole; Mer.: Merozoit; DG: Dichte
Granula; MW: Molekulargewicht.

1.5 Das MSP-1 au®. falciparum— ein vielversprechender Impfstoff-Kandidat

Das MSP-1 ist das Hauptoberflachenprotein RtasmodiumMerozoiten, dessen Homologe
in allen soweit untersuchtdfiasmodium ssgdentifiziert werden konnten. Die gesamte Ko-
dierungssequenz ist fir mehrétefalciparumisolate (Changt al, 1988; Holdeet al, 1985;
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Howard, 1988; Mackawgt al, 1985; Myler, 1989; Petersaat al, 1988; Tanabet al, 1987,
Weberet al, 1986; Webeet al, 1988) undP. vivaxisolate (del Portilleet al, 1991; Gibson

et al, 1992) sowie fur die Nager-Malaria Artéh yoleii (Lewis, 1989),P. chabaudi
(Deleersnijdetet al, 1990; McKearet al, 1993) undP. berghei(Jenningset al, 1998) be-
kannt.

Sequenzvergleiche zwischen den Genen mehrerer Laborstamnie falniparumfihrten

dazu, dass Tanabe (Tanadteal, 1987) eine Blockstruktur des MSP-1 postulierten, die auf
der Unterscheidung von hoch, mittel und schwach konservierten Abschnitten beruht (Abb.:
1.3).

10 1112 13 14 15 16 17 H M N

12 3 45 6 7 8 9
HD.%.;-E-| CIHE R NGRS
HpuN

Abbildung 1.3 Die Blockstruktur des MSP-1 aus P falciparum nach Tanabe (Tanabe et al., 1987)
Der Grad der Konservierung (in % angegeben) bezieht sich auf einen Vergleich aller Sequenzen: H: hoch kon-
serviert; M: mittel; N: niedrig. Die Striche zeigen die Rekombinationsorte an.

Die Struktur von MSP-1 wird aufgrund der Existenz von zwei unterschiedlichen Prototypen,
die nach den reprasentativen Isolaten K1 und MAD20 benannt werden, als dimorph bezeich-
net. Insgesamt unterscheidet Tanabe 17 Blécke. Block 1 ist ein konservierter Bereich, dessen
19 aminoterminale Aminosauren als Signalpeptidsequenz erkannt werden. Block 2 ist die
einzige Ausnahme zu dem an sich strikten Dimorphismus; es existiert eine dritte Form, die
urspringlich in dem RO33 Isolat gefunden wurde (Petezsah, 1988). Block 2 der beiden

K1 und MAD20 Prototypen enthalt die einzige ,repeat‘-Region des Proteins; die Aminosau-
resequenz der Isolate RO33 und CSL-2 ist nicht repetitiv (€éedh 1987; Petersont al,

1988a). Block 3 enthélt einen stark konservierten Bereich, in dem nur einzelne Aminoséuren
ein dimorphes Bild zeigen. Von Block 4 existieren drei verschiedene Sequenztypen. Die
Blocke 5-16 zeigen sowohl auf der DNA als auch auf der Proteinebene den typischen Dimor-
phismus. Mit heutigem Wissen I&sst sich feststellen, dass nur der Block 2 im eigentlichen
Sinne polymorph ist, was das Molekil zu einem interessanten Immunogen macht. Ob der Di-
morphismus eine funktionelle Rolle spielt, etwa in Form einer Bindung an alternative Rezep-
toren auf der Erythrozytenoberflache (Deleersnigteal, 1990; Mackayet al, 1985; Tanabe

et al, 1987) oder ob es sich um einen Immunevasionsmechanismus handelt (iaakay

1985; Tanabet al, 1987) konnte noch nicht endgiiltig geklart werden. Block 17 ist der stark
konservierte C-Terminus des Molekils. Er enthalt 12 Cysteine, die Disulfidbriicken ausbil-

14



Einleitung

den, protektive Epitope mehrerer monoklonaler Antikérper und zwei EGF-ahnliche Domanen
(Blackmanet al, 1991a). Die Blocke 1, 3, 5, 7, 9, 12 und 17 sind sogar zwischen den ver-
schiedenePlasmodium ssmut konserviert (Cooper, 1993).

Obwohl das MSP-1 als ein Vorlauferprotein bereits in dem Leberstadium nachgewiesen wer-
den kann, findet die Synthese hauptsachlich im spaten Trophozoiten und im Schizonten statt.
Das Protein wird auf verschiedene Weise posttranslational modifiziert (Holder, 1988a). Das
N-terminale Signalpeptid wird nach der Translokation ins Endoplasmatische Retikulum pro-
teolytisch abgespalten. Entgegen friheren Befunden (Dieckmann-Schetpgleri 994; Pir-

son and Perkins, 1985) wird das Protein neuen Untersuchungen aus dem Labor von Dr. R.
Schwarz zufolge — mit Ausnahme des Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Ankers (GPI-Ankers) —
nicht glykosyliert (Dr. R. Schwarz, personliche Mitteilung). Das Protein wird jedoch my-
restyliert (Haldaret al, 1985). Schlief3lich wird die C-terminale, hydrophobe Ankersignalse-
guenz abgespalten, durch den vorsynthetisierten GPI-Anker, dessen Struktur aufgeklart wurde
(Geroldet al, 1996), ersetzt und auf der Plasmamembran verankert.

Wie bereits erwahnt, wird das MSP-1 als ein Vorlauferprotein mit dem Molekulargewicht von
etwa 190 kDa synthetisiert (Holder and Freeman, 1982). Zum Ende der Schizogonie findet die
primare Prozessierung statt, bei der die vier Hauptfragmente entstehen: p83, p30, p38 und p42
(Nomenklatur nach Staffordt al, 1994). Diese Polypeptide sind in einem nicht kovalenten
Komplex assoziiert, das durch das carboxyterminale p42 Fragment Uber den GPI-Anker in der
Oberflache verankert ist. Dieser Komplex besteht aul3er den MSP-1 eigenen Prozessierungs-
produkten aus zwei weiteren Proteinen, p22 und (MEBride et al, 1982); soweit konnte

nur das 22 kDa grol3e Protein charakterisiert werden (Stadfal] 1996). Wahrend der In-
vasion der Erythrozyten findet die sekundare Prozessierung statt (Blagtrain1991a,;
Blackmanet al, 1991), bei der das p42 weiter gespalten wird: das N-terminale p29 bleibt
weiterhin mit dem Komplex assoziiert und wird mit ihm zusammen aus der Oberflache des
Merozoiten entfernt (siehe Abb. 1.4). Das C-terminale p19 ist nach wie vor in der Plasma-
membran verankert und kann in dem frisch infizierten Erythrozyten nachgewiesen werden
(Blackmanet al, 1990). Diese sekundére Prozessierung ist die Voraussetzung fur eine erfolg-
reiche Invasion; Antikorper, die diesen Schritt inhibieren, blockieren gleichzeitig die Invasion
(Blackmanet al, 1994). Die postulierten Proteasen, die diese Prozessierung katalysieren,
wurden noch nicht identifiziert (Blackmaat al, 1993; Cooper and Bujard, 1992a).

Endgultige Beweise, welche die Funktion des MSP-1 experimentell belegen wirden, wurden
noch nicht erbracht. Die Lokalisierung des Proteins auf der Oberflache der Merozoiten und
die invasionsinhibierende Wirkung monoklonaler Antikorper liefern Hinweise auf eine mog-
liche Rolle des MSP-1 bei der Erkennung und/oder Invasion von Erythrozyten (siehe Ab-
schnitt 1.6).

Die Tatsache, dass das MSP-1 eine schitzende Immunantwort gedgdasd®dium ssp
Infektion in allen getesteten Tiermodellen induzieren kann, machte aus diesem Antigen im
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Laufe der letzten Jahre den fihrenden Kandidaten fir die Entwicklung eines Malaria Impf-
stoffes gegen die erythrozytare Stadien.

Als erstes wurde das MSP-1 Homolog gp230 Rusgoleii identifiziert. Das aus den Mero-
zoiten gereinigte Protein konnte in dem Mausmodell eine schiitzende Immunantwort induzie-
ren (Holder and Freeman, 1981). Genauso vermittelte ein Transfer von monoklonalen Anti-
koérpern gegen die jeweiligen MSP-1 Analoga einen Schutz gegen die Infektion in Mausen
(Holder and Freeman, 1981; Leat al, 1989; Linget al, 1997; Majariaret al, 1984).In

vitro wirkten MSP-1 spezifische Antikérper sowohl aus den Mausen (Catpsdr 1992b)

als auch aus dem Menschen (Brostral, 1986) invasionsinhibierend.

In Immunisierungsversuchen mit immunaffinitatsgereinigtem MSP-1 Prot&aimiri und
AotusAffen konnte ein partieller Schutz gegen die sonst |€&afalciparuminfektion erzielt
werden (Etlingeret al, 1991; Perriret al, 1984). Das bis jetzt erfolgreichste Experiment ist

die Immunisierung voAotusAffen mit nativem MSP-1 Protein, bei dem alle drei Affen eine
sterile Immunitat entwickelten (Siddiget al, 1987).

Die meisten Immunisierungsstudien wurden mit rekombinanten MSP-1 Fragmenten oder
synthetischen Peptiden durchgefihrt, da eine stabile Expression des Proteins in seiner vollen
Lange in heterologen Expressionssystemen bis vor kurzem nicht moglich war (Sandhu and
Kennedy, 1994). Die Forschung konzentrierte sich v. a. auf den konservierten C-Terminus des
Proteins bzw. auf das Immunisierungspotential der Fragmente p42 und p19. So konnten Mau-
se erfolgreich sowohl mit einem akls coli gereinigtem MSP-19 Protein, das mit Glutathion-
S-Transferase (GST) fusioniert wurde (Daly and Long, 1993; étreg, 1994; Tianet al,

1996), als auch mit einem Baccharomyces cerevisigeoduziertem MSP-19 immunisiert
werden (Hirunpetcharat al, 1997). Ahnliche Immunisierungsstudien im Affenmodell er-
folgten weniger erfolgreich (Etlingeat al, 1991; Herrerat al, 1992; Herrerat al, 1990;
Holderet al, 1988). So wurde z. B. einer aus zwei verschiedé&musStammen nach einer
Immunisierung mit dem in Hefe exprimierten MSP-19 geschitatmar et al, 1995). Die
Wiederholung dieses Experiments zeigte, dass eBadulovirusexprimiertes MSP-42 eine
schitzende Immunantwort induzieren konf@anget al, 1996), wahrend ein aus. coli
gereinigtes MSP-42 bzw. MSP-19 (als Fusionsprotein mit GST) keine protektive Wirkung
vermittelte (Burghaust al, 1996; Kumaet al, 1995).

Auch im Aotusimmunisierungsmodell spielt das Adjuvans eine entscheidende Rolle bei der
Induktion einer schitzenden Immunantwort: ein MSP-19, exprimi&t aerevisiaals Fusi-

on mit den universellen T-Helper-Zellen Epitopen des Tetanustoxoids (P30 und P2) induziert
nur in der Kombination mit Freund’schem komplettem Adjuvans (FCA) eine Immunitét
(Kumaret al, 2000). In Verbindung mit sechs weiteren Adjuvantien, die fir humane Versu-
che verwendet werden kdnnten, wurde keine Protektion erzielt und nur ein reduzierter Anti-
korpertiter erreicht. Das schitzende Potential dieses Fusionsproteins — ebenfalls in Kombina-
tion mit FCA — wurde auch von Egan (Egatral, 2000) beschrieben.
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In mehreren Studien, in denen die Seren von Erwachsenen aus endemischen Gebieten analy-
siert wurden, konnte eine Korrelation von erworbener Immunitat mit einem hohen anti-MSP-
1 AntikOrpertiter festgestellt werden (Mullet al, 1989; Rileyet al, 1992; Rileyet al,

1993). Solche humorale Immunantwort ist gerade bei den Kindern relativ kurzlebig, d.h. nach
dem Beenden der saisonalen Malaria-Transmission fallen die Antikorpertig€ridtet al,

1991; Mdller, 1989). Auch auf diesem Gebiet konzentriert sich die Mehrheit der Studien auf
die Analyse des Antikdrpertiters gegen das MSP-19, der ebenfalls — in den meisten Fallen —
mit der Protektion gegen die klinische Malariafalle korreligganet al, 1995; Egaret al,

1996). Kontrovers dagegen sind die Berichte tber die 1gG Isotypen, die bei einer schiitzenden
Immunantwort in den Seren solcher Personen vorwiegend identifiziert wurden. Den meisten
Studien zufolge sind es die zytophilen Isotypen IgG1 und IgG3 (Aebal, 1996; Bouha-
roun-Tayoun and Druilhe, 1992; Egan al, 1995). Im Gegensatz dazu berichten Aucan
(Aucanet al, 2000) von einer Korrelation zwischen einem hohen 1gG2/lgG3 Titer und der
Protektion. Allerdings sind die jeweiligen dominierenden Isotypen von dem Alter der gete-
steten Personen abhangig.

Mittlerweile wurde die Immunogenitat eines auf dem MSP-1 Antigen basierenden Impfstoffes
in mehreren humanen Feldstudien der Phase | uns Il bestatigt (fiir Ubersicht siehe: Engers,
1998; Keitelet al, 1999). Daten bezlglich des Immunisierungspotentials einer solchen Vak-
zine stehen jedoch noch nicht zur Verfiigung.

1.6 Die Invasion von Erythrozyten durch die Merozoiten

In dem komplexen Lebenszyklus d@lasmodierssp gibt es drei verschiedene Stadien, die

die Wirtszellen invadieren missen: der Ookinet, der Sporozoit und der Merozoit. Diese Inva-
sion ist ein aktiver Prozess, der an einer ungewdhnlichen, ,gleitenden” Bewegungsart basiert.
Obwohl die invasiven Stadien sowohl morphologisch als auch biochemisch unterschiedlich
sind, gibt es eine Reihe von Merkmalen, die allen dreien gemeinsam sind, so z. B. die hoch
konservierte, strukturelle Organisation des Zytoskeletts und der apikale Komplex, der aus
Rhoptrien, Dichte Granula und Mikronemen besteht. Dieses Kapitel konzentriert sich auf die
Invasion der Merozoiten in die Erythrozyten, bei der auch das MSP-1 Protein eine Rolle zu
spielen scheint. Bezuglich der Invasion von Sporozoiten in die Hepatozyten und der Ookine-
ten in die Speicheldriisen des Moskitos sei auf entsprechende Ubersichtsartikel verwiesen
(Kappeet al, 1999; Sinnis and Nussenzweig, 1996; Sinnis and Sim, 1997).

Der Invasionsprozess kann in vier Schritte unterteilt werden, an denen die unterschiedlichen
Organellen des spezialisierten Apikalkomplexes maf3geblich beteiligt sind (Abb.: 1.4); (fur
Ubersicht siehe: (Bannister and Dluzewski, 1990). Der erste Kontakt ist eine zufallige Bin-
dung zwischen den Merozoiten und einer beliebigen Stelle der Erythrozytenoberflache. Diese
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Beruhrung ist reversibel und der Parasit ist somit in der Lage, eine grol3ere Flache der Plas-
mamembran ,abzutasten®.

In dem zweiten Schritt wendet sich der Parasit mit seinem apikalen Ende der Oberflache des
Erythrozyten zu — ein Prozess, der als ,Reorientierung” bezeichnet wird. Spezifische Rezepto-
ren und Liganden, die an dieser initialen Bindung und Erkennung beteiligt sind, wurden noch
nicht identifiziert. Es ist jedoch naheliegend, dass Proteine auf der Plasmamembran des Me-
rozoiten diese Rolle tbernehmen konnen (z. B. MSP-1, siehe unten). Der Abstand zwischen
beiden Zellen verringert sich (von 20-40 nm auf 4 nm) und dieser Kontakt gilt als der Ausl6-
ser der Mikronemen- und Rhoptrien-Sekretion. Einige dieser mikronemalen Proteine wurden
als Liganden fur diesen Bindungsschritt identifiziert, so das: ,Erythrocyte binding Protein
175* ausP. falciparum(PfEBA-175; Simet al, 1994), ,Duffy binding Protein* auB. vivax

und P. knowlesi(DBP; Chitnis and Miller, 1994; Adamet al, 1990) und Proteine der
MAEBL Familie in P. yoleiiundP. berghei(Kappeet al, 1998). Die Bindung dieser Ligan-

den an ihre Rezeptoren auf der Oberflache des Erythrozyten fuhrt zu dem nachsten Invasions-
schritt, der Ausbildung einer sog. ,moving junction“. Diese Formation fangt an dem apikalen
Ende des Merozoiten an und bewegt sich ringférmig um den aktiv invadierenden Parasiten bis
zu dem posterioren Ende hin. Nach dem Beenden dieses Abschnittes befindet sich der Mero-
zoit innerhalb des Erythrozyten und ist von der parasitophoren Vakuole umgeben (Ubersicht
in: Lingelbach and Joiner, 1998). Mit diesem letzten Schritt — der Ausbildung der PV — an
dem die Proteine der Dichten Granula beteiligt sind, ist der Invasionsprozess abgeschlossen.

Abbildung 1.4: Der Invasionsprozess von Erythrozyten durch Merozoiten am Beispiel des P. knowlesi (modi-
fiziert aus: Bannister and Dluzewski, 1990)
Abkirzungen: N: Nukleus; Mn: Mikronemen; mj: moving junction; PV: parasitophore Vakuole; Rh: Rhoptrien
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Es wird angenommen, dass mindestens drei unterschiedliche InvasionsWweda¢iparum
existieren: einer ist abhangig von Sialinsaure-Resten des Glykophorins A, der nachste von
Glykophorin B und fur den dritten wurden noch keine Rezeptormolekile identifiziert. Das
MSP-1 kann mdglicherweise in einem Glykophorin-abh&ngigen Invasionsweg involviert sein:
Die Daten von Perkins und Rocco (Perkins and Rocco, 1988) deuten auf eine Sialinsaure-
abhangige Bindung von MSP-1 auf Erythrozyten hin, die durch Zugabe von I6slichem Glyko-
phorin kompetitiert werden konnte. Andererseits zeigten Heeteah (Herreraet al, 1993)

die Bindung von MSP-1 an Spektrin, ein Protein des erythrozytaren Zytoskeletts. Die Tatsa-
che, dass das C-terminale Fragment p19 zwei EGF-ahnlichen Domanen besitzt — die in der
Natur weit verbreitet sind und an Erkennungsprozessen sowohl in der Lésung als auch bei
Zellkontakten beteiligt zu sein scheinen (Laurence and Gusterson, 1990) — verstarkt die An-
nahme, dass das MSP-1 in dem initialen Schritt der Invasion beteiligt sein konnte.

Einige weitere Proteine, die auf der Oberflache des Merozoiten lokalisiert sind und deshalb
auch mit einem Rezeptor in Kontakt treten konnten sind identifiziert, darunter MSP-2, 4 und 5
(Ubersicht siehe: Coppel et al., 1998a) Das AMA-1 (,apical membrane antigen 1*) wird eben-
falls als Kandidat fur einen Erythrozyten spezifischen Liganden angesehen.

1.7 Der in dieser Arbeit verwendete Empfangerorganismus fur MSP-IFoxoplasma
gondi

1908 entdeckten die franzdsischen Forscher Nicolle und Manceaux in dem nordafrikanischen
NagetierCtenodactylus gundtinen bis dahin unbekannten, einzelligen Parasiten, und nann-
ten ihm, wegen seiner gebogenen Fofimxoplasmagriech. "toxon" = Bogen, "plasma" =
Form) gondii (Nicolle C., 1908). Phylogenetisch gehdrtgondiigenauso wie di€lasmodi-

um sspzu dem Stamm deékpicomplexaund ist dank seiner einzigartigen Fahigkeit, fast jede
kernhaltige Vertebratenzelle zu infizieren und lebenslang in seinem Wirt zu persistieren, der
am weitesten verbreitete Vertreter dieses Stammes. Serologische Untersuchungen ergaben bei
der Weltbevodlkerung eine Durchseuchungsrate von etwa 10-25%; da die Pravalenz einer
Toxoplasmadnfektion jedoch regional, altersabhangig und erndhrungbedingt unterschiedlich
ist, schatzt man, dass etwa 46-73% der europaischen Bevolkerung infiziert ist.
Dementsprechend gehort die durch @iegondiihervorgerufene Toxoplasmose zu den hau-
figsten parasitaren Infektionskrankheiten. Die akute Infektion bei immunkompetenten Men-
schen verlauft in der Regel mild und ohne klinische Symptome; nur in einigen Fallen kommt
es zur Schwellung der Lymphdrisen, zu Fieber, Kopfschmerzen und Mudigkeit, selten Reti-
nochoroiditis (Frenkel, 1988). Die Toxoplasmose wird durch eine heftige zellvermittelte Im-
munantwort kontrolliert, die fahig ist, die infizierten Zellen sowie die Parasiten abzutdten
(Ubersicht siehe: Kasper and Boothroyd, 1992). Nach Abklingen der akuten Infektion bildet
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der Parasit Gewebezysten, die lebenslang im Wirt verbleiben und die weder von dem Immun-
system des Wirtes erkannt noch durch medikamentdse Behandlung eliminiert werden kénnen.
Aufmerksamkeit erweckt&. gondiials Verursacher von opportunistischen Infektionen bei
immundefizienten Personen wie z. B. bei AIDS Patienten (Luft and Remington, 1992) oder
Patienten, die Immunsuppressiva erhalten (Israelski and Remington, 1993). Bei diesen Pati-
enten kommt es zur Reaktivierung der chronischen Infektion. Die Folge sind L&asionen im
Gehirn und Encephalitis (Ammassatial, 1996). Solche Patienten missen dauerhaft medi-
kamentds behandelt werden (kombinierte Gabe der Antifolate Pyrimethamin und Sulfadiazin)
(Brooks, 1987). Bei einer Sulfadiazin-Unvertraglichkeit konnen alternativ Clindamycin oder
Atovaquone verwendet werden. Eine weitere Risikogruppe sind Frauen, die wahrend der
Schwangerschaft eine Erstinfektion durchmachen, da eine diaplazentare Ubertragung des Pa-
rasiten auf den F6tus mdglich ist. Dies kann zu schwerer Schadigung des Neugeborenen bis
hin zum Abort fihren (Desmoneés al.,1974).

Auch der Lebenszyklus voh. gondiiist sehr komplex und beinhaltet drei unterschiedliche
Formen: Sporozoiten (Endstadien der sexuellen Replikation), Tachyzoiten und Bradyzoiten
(Ubersicht siehe: Dubey, 1977). Er umfaRt eine asexuelle Vermehrung im Zwischenwirt und
eine nicht obligate, sexuelle Vermehrung, die nur in Katzen und katzenartigen Tieren (Feli-
den) stattfinden kann (Dubey al, 1970; Frenkel, 1970).

Die Infektion erfolgt oral, durch den Verzehr von nicht ausreichend gegartem, zystenhaltigem
Fleisch, durch mit Oozysten verunreinigten Lebensmitteln oder durch direkten Kontakt mit
Katzenkot. In der akuten Phase unmittelbar nach der Infektion vermehrt sich der Erreger als
schnell proliferierender Tachyzoit, der seine Wirtszelle in wenigen Tagen lysiert. Uber infi-
zierte Zellen des Immun- und Blutsystems kommt es zu einer raschen Verbreitung des Para-
siten in viele innere Organe. Um der Immunantwort des Wirtes zu entgehen, differenzieren
die Tachyzoiten zu einer antigenisch unterschiedlichen Form, den langsam wachsenden Bra-
dyzoiten. Diese Dauerstadien befinden sich in intrazellularen Zysten, die lebenslang im Wirt
verbleiben (vorwiegend im Gehirn, Auge, Skelett- und Herzmuskulatur). Diese Zysten sind
auch die Ursache fur einen periodischen, natirlichen ,boost* des Immunsystems (McLeod
and Remington, 1977) sowie fir die Reinfektion bei immundefizienten Personen. Gelangen
diese Gewebezysten in den Endwirt (wie z. B. die Katze), kann die sexuelle Vermehrung
stattfinden.

Neben seiner einfachen Kultivierbarkeit hat siclgondiivor allem durch die Existenz zahl-
reicher Methoden zur genetischen Manipulation als ein Modellorganismus fuir die Gruppe der
Apicomplexaetabliert (Boothroycet al, 1994; Boothroycet al, 1995; Donald and Roos,
1993; Soldati and Boothroyd, 1993); (siehe auch Diskussion 6.2). Die Tatsache, dass die
Toxoplasmose einen hohen Schaden in der Viehzucht verursacht, motivierte die Forschung zu
der Entwicklung eines Impfstoffes fur die Landwirtschaft. So wird Immunisierung von Scha-
fen mit lebenden, attenuiert@n gondiiTachyzoiten des Stammes S48 mittlerweile kommer-
ziell in Europa und Neu Seeland durchgefuhrt (Budbal, 1991). Trotzdem ist ein Ansatz
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solcher avirulenten Tgondii Mutanten fur eine Immunisierung im Menschen nicht denkbar;
das Risiko, dass pathogene Revertanten entstehen, kann nicht ausgeschlossen werden.

Wie alle apikomlexen Parasiten besitzt aluapondiidrei Arten von sekretorischen Vesikeln:
Rhoptrien, Mikroneme und dichte Granula. Die Sekretion der Proteine aus den Mikronemen
erfolgt bei dem Kontakt des Parasiten mit der Wirtszelle (Carruthers and Sibley, 1997). Das
sog. ,capping“-Modell beschreibt die mdgliche Funktion dieser Proteine bei der initialen Bin-
dung an die Wirtszelle und der Invasion (Russell, 1983; Sddlay, 1998). Die Sekretion aus

den Rhoptrien in die entstehende parasitophore Vakuole (PV) folgt rasch auf die Ausschit-
tung der Mikronemen und ist beendet, wenn der Parasit vollstandig in die Zelle eingedrungen
ist. Schliel3lich, nachdem die PV bereits ausgebildet ist, setzt die Sekretion der Dichten Gra-
nula ein (Carruthers and Sibley, 1997) und es wird angenommen, dass die darin erhaltenen
Proteine eine Rolle bei der Modifikation der PV zu einem metabolisch aktiven Kompartiment
spielen.

T. gondiibesitzt genauso wie die Ubrigen Parasiten des Stampiesmplexakeine Zilien

oder Flagellen sondern zeigt eine ungewohnliche Art der Fortbewegung: das Gleiten auf fe-
sten Substraten (,gliding motility®). In Falle voh gondiikonnte gezeigt werden, dass die
Bewegung und das Eindringen in die Zelle von einem Aktin-Myosin-Zytoskelett des Parasiten
angetrieben wird (Dobrowolski and Sibley, 1997). Zur Bindung an die Wirtszelle und zur
Ubertragung der mechanischen Kraft wird ein Transmembranprotein in der Plasmamembran
des Parasiten bendtigt. Diese Funktion scheinen die Adh&asine der TRAP-Familie zu tber-
nehmen: das in den Sporozoiten \Rlasmodium sspdentifizierte Thrombospondin-related
anonymous Protein (TRAP), das in delasmodium sspOokineten exprimierte Circumspo-
rozoite- and TRAP-related Protein (CTRP) und das MIC2 Proteirmagendii Fur diese
Hypothese spricht die Mikronemen- und Oberflachenlokalisation dieser Proteine (Rbgers
al., 1992), der Aufbau der adhasiven Domanen sowie der Phanotyp der TRAP und CTRP
~Knock-out“-Mutanten inP. bergheilDessenst al, 1999; Sultaret al, 1997; Yudaet al,

1999).

1.8 Ziele der Arbeit

Obwohl es allgemein akzeptiert wird, dass das MSP-1 einer der meistversprechenden Kandi-
daten fur die Entwicklung eines Impfstoffes gegen Malaria ist und wahrscheinlich bei der
Invasion der Erythrozyten, also bei einem essentiellen Schritt in dem Lebenszyklus der Plas-
modien ssp. eine wichtige Rolle spielt, konnten die endgultigen Beweise noch nicht erbracht
werden. Diese Arbeit, deren grundlegender Baustein die Tatsache ist, dass eine stabile Ex-
pression demsp-1Gens sowie die Produktion des MSP-1 Prot@ingrer gesamten Lange

in einem heterologen Expressionssystem maglich ist, beschaftigt sich mit beiden Phanome-
nen.
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Die Verwendung vormroxoplasma gondiitr die Produktion vom MSP-1 sowie seiner C-
terminalen Fragmente soll die Konservierung der antigenen Epitope in einer moglichst natir-
lichen Umgebung gewahrleisten.

Nach einer Charakterisierung der heterolog hergestellten Proteine soll das Immunisierungs-
potential des MSP-1 sowohl im Maus- als auch im Affenmodell untersucht werden. Die
Analyse der Seren wéahrend und nach der Immunisierung soll neue Erkenntnisse Uber den
noch nicht im Detail verstanden Mechanismus liefern, der die Entwicklung einer spezifischen,
humoralen Immunantwort begleitet.

Weiterhin soll eine Methode etabliert werden, die es uns erlauben wirde, eine potentielle,
MSP-1-vermittelte Affinitat von transgendén gondiian Erythrozyten zu binden, zu bestim-
men.

Schliel3lich soll eine modifizierte Kodierungssequenzmsg-1dGens entworfen werden, die

die chemische Synthese dieses MSP-1 vom Prototyp MAD20 ermdglichen wirde. Die Ver-
fugbarkeit beider Prototypen wird in naher Zukunft sowohl homologe wie auch heterologe
Immunisierungsexperimente ermaoglichen.
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2. ABKURZUNGEN UND DEFINITIONEN

2.1 Abkirzungen

a anti

AA Acrylamid

Abb. Abbildung

Ac Acetat

AMA-1 +Apical Merozoite Antigen 1“

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure(n)

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Bis-AA N, N'-Methylen-Bisacrylamid

BSA Rinder-Serumalbumin (,Bovine serum albumine®)
C-terminal Karboxyterminal

CAT Chloramphenicol-Acetyltransferase
CM Chloramphenicol

CSP ,Circumsporozoite Protein”

CTP Cytosintriphosphat

ddXTP 2’,3’-Dideoxyribonukleotide

DHFR Dihydrofolatreduktase

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure

DNase Desoxyribonuklease

dsDNA doppelstrangige DNA

DOC Desoxycholat

dXTP 2" -Desoxyribonukleotide

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor
ELISA »enzyme linked immunosorbent assay"
GST Glutathion-S-Transferase

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FCA Freund’sche Adjuvanz, komplett
FCS Fotales Kalberserum (Fetal calf serum)
FITC Fluorescein Isothiocyanat

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsaure
IFA Indirekte Immunfluoreszenz (,Indirect Immunfluorescence Assay")
HLA ~human leukocyte antigene*

Ig Immunoglobulin

IL Interleukin

IPTG Isopropyl-thio-D-Galaktopyranosid
Kan Kanamycin

LB-Medium Luria-Broth Medium

mMAK Monoklonaler Antikdrper

MCS »multiple cloning site"

MHC ~major histocompability complex*
MOPS Morpholinopropansulfonsaure
MSP-1 .Major Surface Protein 1“

MW »molecuar weight" (Molekulargewicht)
N-terminal Aminoterminal

NBT p-Nitrotetrazoliumblauchlorid
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NC

NP 40
NTP
oD

ori

p
P.falciparum
PAA
PAGE
PBS
PCR
pH
POD
Poly(A)
RNA
RNAP I
RNase A
RT
SDS
sog.
ssDNA
TA
Tab.
TBS
TBST
T. gondi
TEMED
TRAP
Tris

TX 100
T™X 114
UN
UNK
Vol.

z. B.

wit
X-Gal

2.1.1 Einheiten

A
Bp
Ci
cpm
Da
g

h
kD

I

M
min
Mol

Upm

Nitrozellulose
Nonident P 40
Ribonukleotidtriphosphate
Optische Dichte
»origin of Replication (Replikations-Ursprung)
Plasmid
Plasmodium falciparum
Polyacrylamid
PAA-Gelelektrophorese

.Phosphate buffered saline” (isotonischer Phosphatpuffer)

Polymerase Kettenreaktion

negativer dekadischer Logarithmus dérnéhenkonz
Peroxidase

Polyadenylierungssignal

Ribonukleinsaure

Eukaryont. RNA-Polymerase Il

Ribonuklease A

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

sogenannte

Einzelstrangige DNA
Tris-Acetat

Tabelle

"Tris buffered saline"

"Tris buffered saline" + Tween 20
Toxoplasma gondii
Triethylmethylethyldiamin

»Thrombospondin related anonymous protein“
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TritonX 100

TritonX 114

Uber Nacht
Ubernachtkultur
Volumen

zum Beispiel
Wildtyp
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-Galaktopyranosid

entration

2.1.2 Vorsatze

Ampere k kilo 16
Basenpaar(e) m milli 10
Curie u mikro 1¢°
Zahlimpulse pro Minute n nano 10
Dalton p piko 162
Gramm/Erdanziehunskraft f femto 10

Stunde(n) (lat. ,hora®)

Kilodalton

Liter

molar (mol/l)

Minute(n)

ca. 6,023 x 18 Molekile
Sekunde(n)

Einheit der Enzymaktivitat (,unit®)
Umdrehungen pro Minute

Volt

A
C
G
T
U

2.1.3 Basen/Nukleoside

Adenin/Adenosin

Cytosin/Cytidin
Guanin/Guanosin
Thymin/Thymidin

Uracil/Uridin
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2.1.4 Nomenklatur der Aminoséuren nach IUPAC-IUB Vereinbarungen (1969)

Ala A Alanin Leu L Leuzin

Arg R Arginin Lys K Lysin

Asn N Asparagin Met M Methionin

Asp D Asparaginsaure Phe F Phenylalanin
Cys C Cystein Pro P Prolin

GIn Q Glutamin Ser S Serin

Glu E Glutaminsaure Thr T Threonin

Gly G Glyzin Trp W Tryptophan

His H Histidin Tyr T Tyrosin

lle I Isoleuzin Val \% Valin

2.2 Definitionen

In dieser Arbeit wurden zum Teil englische Fachausdriicke beibehalten, da entweder keine sinnvolle, oder nur
eine umstandliche Ubersetzung ins Deutsche moglich ist.

~blocking” Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen

~blot” Transfer von Protein, DNA oder RNA auf Membranen

,boost" Wiederholte Immunisierung mit dem gleichen Antigen

.challenge“ experimentelle Infektion nach einer Immunisierung

~knob* Elektronendichte Ausstiilpungen der Erythrozytenmembran

.maxiprep“ Schnellmethode zur Plasmid-DNA-Isolierung und Aufreinigung aus
E.coli mit hoher DNA-Ausbeute

~miniprep“ Schnellmethode zur Plasmid-DNA-Isolierung und Aufreinigung aus

E.colimit geringer DNA-Ausbeute
~multiple cloning site* DNA-Region, die die Erkennungssequenzen fir mehrere Restriktionsendonukleasen

umfaldt

.pellet” Sediment

~primer” ss-DNA, die nach Paarung mit dem komplementdren DNA-Strang bei der enzymati-
schen DNA-Synthese als Startstelle dient

~priming” Erstkontakt des Immunsystems mit einem Immunogen

sandem repeat” sich wiederholendes, lickenloses Sequenzmotiv

~western blot" Proteintransfer vom PAA-Gelen auf Nitrozellulose-Filter
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3. MATERIAL

3.1 Laborausstattung

Analytische Waage AE 163 und HK 60
Brutschrank B5060 EC/CO
Computer-Hardware:
Scanner Studioscan
Computer-Software
Canvas 3.5.5
Cell Quest
Cricket Graph 11l
DNAStar
DNA Strider 2.0

Adobe Photoshop 5.0

Mettler AG, Greifensee, Schweiz

Heraeus GmbH, Hanau

Macintosh SE / 30 & I, Laserwriter Plus
AGFA
Adobe Systems Inc., USA
Deneba Software Inc., Miami, USA
Becton Dickinson
Cricket Software, Malvon, PA, USA

DNAStar Inc., USA

Commisariat a I'Energie Atomique, France

EndNote Plus 3.0 Niles&Associates Inc., CA, USA

Excel 4.0
IPLabs 3.0
MS Word 5.1
MacPlasmap 2.05
Netscape Navigator 4
Oligo 4.0-s

Durchlichtmikroskop

Elektro Cell Manipulator 600

Elektrophoreseapparaturen

Elektroelutionsapparatur

ELISA Reader

FACScan

FACSCalibur

Feinwaage

Filmentwicklungsmachine 9432/101

Fluoreszenzmikroskop Leitz DMR

Fluorolmager Sl

Gasbrenner GASI 3.340

Gefrierschrank -80° C

Gelltrockner Modell 1125 B

Grobwaage Typ 1474

Kassetten fur Autoradiographie

Kuhlzentrifuge Sorvall RC-5B, RC-3B

Labor pH-Meter

Leuchtplatte Rex

Lichtmikroskop Labovert

Magnetrihrer

Mikrowellenherd

Mini Protein-Gelelektrophoreseapparatur
Mini-Protean Il

Netzgerat ECPS 3 000/150

Netzgerat LKB 2103 & 2197

Peristaltikpumpe Perex 10202

Pipetman Gilson P2, P20, P200, P1000

Pipettierhilfe R.301

Phospholmager BAS1000

Phosphoimager-Kassetten + Screens

Refrigerated Condension Trap

Rotoren SS-34, GSA, GS-3, SA 600

Scintillationszahler LS 6000 IC

Schuttelinkubator

Schiittler Eppendorf 5432

Speed-Vac-Concentrator Savant

Spektrophotometer Ultrospect 11l

Steril-Werkbank

Stickstofftank BT 40

Microsoft Corporation, CA, USA
Signal Analytics Inc., CA, USA
Microsoft Corporation, CA, USA
Jingdong Liu; Salt Lake City, USA
Netscape Communications Corp., USA
National Biosciences, Inc., MN, USA
Leitz, Wetzlar

BTX; San Diego, USA

EMBL, Heidelberg

ZMBH, Heidelberg
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Becton Dickinson
Becton Dickinson

Sartorius, Gottingen

Agfa-Gevaert; Frankfurt

Leica; Wetzlar

Molecular Dynamics GmbH, Krefeld

Schitt, Goéttingen

Labotech

Berthold GmbH, Wildbad

Mettler, Gottingen

Goos; Heidelberg

DuPont, Bad Homburg
Knick

Messinstrumentebau GmbH, Erlangen
Leitz; Wetzlar
Bachofer; Degerschlacht
Phillips

Bio-Rad Laboratories; Minchen
Pharmacia, Dubendorf, Schweiz
LKB, Bromma, Schweden
LKB, Bromma, Schweden
Abimed; Dusseldorf
Tecnomara, Zlrich
Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan
Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan
Bachofer, Reutlingen
DuPont, Bad Homburg
Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA
Infors AG, Basel, Schweiz
Migge, Heidelberg
Bachofer, Reutlingen
Pharmatia
BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH
L air Liquide
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Thermocycler OmniGene
Thermoschiittler ISF-1-V
Tischschttelinkubator Typ 82/180
Tischzentrifuge, Biofuge A
Transluminator UVF
Ultrazentrifuge TLA 100
UV-Handlampe Typ 70 481
Vakuumpumpe, Beta
Videosystem CS 1
Vortex-Genie

Wasserbad, U3/7A
Wasserbad, 1002
Zellkulturzentrifuge Romanta
Zentrifuge Mikrorapid K

3.2 Verbrauchsmaterial

3MM Chromatographiepapier

4 Fast Flow, Sepharose Protein A beads
Acrylamidlésung 40%

Colloidal Blue Staining Kit

Coomassi Blue

ELISA 96 well plates
Eppendorf-Reaktionsgefalie 3810
Photomaterialien

Farbumkehrfilm Fujichrome P1600D
und Provia 400

Medical X-Ray Film

Hyperfilm-ECL

Handschuhe Glovex

Nickel-Agarose

Nitrozellulosefilter BA, 0,45 um
Objekttrager

Objekttrager fur IFA

Pipettenspitzen fur P2, P20, P200
Pipettenspitzen fir P1000
Quiagensaulen

QIAquick-spin PCR Reinigungssaulen
Quarzglas-Kuvetten
Zellkulturschalen 3001/3004
Zellkulturschalen 10cm
Zellkulturverbrauchsmaterial (Plastik)

3.3 Chemikalien

Nicht aufgefiihrte Chemikalien waren von der Qualitat p.A. und wurden von der Firma Merck AG, Darmstadt,

Hybaid; Teddington, GB

Adolf Kitlhner AG; Schweiz

Infors AG, Basel, Schweiz

Heraeus Christ AG, Zirich, Schweiz
Herolab; Wiesloch
Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA
Reichelt,

Heraeus Christ AG, Zlrich, Schweiz
Cybertech; Berlin
Bender und Hobein AG, Zirich, Schweiz
Julabo, Seelbach

GFL, Burgwedel

Hettich; Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

Vetter, St.Leon-Rot
Pharmacia, Schweden
AppliChem, Darmstadt
Novex, USA
Serva, Heidelberg
Nunc GmbH
Eppendorf, Hamburg

Fuji Photo-Film GmbH; Diisseldorf
Fuji Photo-Film GmbH; Disseldorf
Amersham

Beiersdorf, Hamburg
Qiagen, Heidelberg

Schleicher und Schill; Dassel
Menzel Glasser, Uber Migge; Heidelberg
Holzer; Dorfen

Abimed; Dusseldorf
Bayer; Mannheim
Qiagen; Hilden
Qiagen; Hilden

Hellma, Minchen

Becton Dickinison

Greiner; Frickenhausen

Falcon; Heidelberg
Greiner; Frickenhausen
Nunc GmbH

Fluka AG, Buchs, Schweiz bzw. Neu-Ulm, Cartl Roth GmbH, Karlsruhe bezogen.

Acrylamid

Agarose

Ampicillin

Aprotinin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

BCIP

BM Chemiluminescence Blotting
Substrat

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg
Life Technologies; Scotland

Sigma; Deisenhofen

Sigma, Heidelberg

Difco Labs, Detroit USA
Difco Labs, Detroit USA
AppliChem, Darmstadt

Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
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Caesiumchlorid
Chloramphenicol
Complete Mini Proteaseinhibitoren
Dil Cy6

DMEM

DMP

DMSO

DTT

ECL Western Blotting Detection Kit
EDTA
Ethidiumbromid
FCS

Formaldehyd
Gentamycin

Glycin

Glutamin
Glutaraldehyd
Glykogen

IPTG

NBT

NP-40
Magermilchpulver
Pepstatin
p-Nitrophenyl-Sulfat
PMSF
Protein-Standard
QuickChang®” site-directed Mutagenesis Kit
SDS

TEMED

TLCK

Tris

Triton X-100

Triton X 114

Tween 20

X-Gal

Vectashield

3.4 Radioisotope

d*P]-ATP (5000 Ci/mmol)
a[*P]-dATP (3000 Ci/mmol)
a[*P]-dCTP (3000 Ci/mmol)
a[**S]-dATP (1000 Ci/mmol)
a[**S]-dCTP (1000 Ci/mmol)
L-[4,5-3H] Leuzin (141Ci/mmol)

3.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP)
AmpliTaqgDNA Polymerase
DNase |

Pfu Turbo DNA Polymerase
PNK

Proteinkinase K
Restriktionsendonukleasen

RNase A
T, DNA Polymerase
T,DNA-Ligase

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Boehringer, Mannheim

Molecular Probes, Géttingen
Eurobio
Sigma, Deideshofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Amersham
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Gibco BRL, Eggenstein
Marc, Darmsatdt
Eurobio
Roth, Karlsruhe
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deideshofen
Boehringer; Mannheim
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deideshofen
Glucksklee
Sigma, Deideshofen
Sigma, Deideshofen
Sigma, Deideshofen
Sigma, Deideshofen
Stratagene, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva; Heidelberg
Serva, Heidelberg
Vector Laboratories; Burlingame, CA

Amersham&Buchler, Frankfurt/Main
Amersham&Buchler, Frankfurt/Main
Amersham&Buchler, Frankfurt/Main
Amersham&Buchler, Frankfurt/Main
Amersham&Buchler, Frankfurt/Main
Amersham&Buchler, Frankfurt/Main

Boehringer, Mannheim
Perklin-Elmers
Serva, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Biolabs; Schwalbach
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Freiburg
New England Biolabs; Schwalbach
Serva, Heidelberg
Pharmacia, Freiburg
Boehringer, Mannheim
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PI-PLC (ausBacillus cereu}

Trypsin

3.6 Seren und Antikdrperkonjugate

mAk 5.2

a-F4 -7

mAk Tg 4.9

mAk DG 52

mAk 9E;,

anti-R-Galaktosidase IgG aus Maus
anti-Tyl-Tag lgG aus Maus (BB2)
a-Kanninchen 1gG FITC-Konjugat
a-Kanninchen IgG Rhodamin-Konjugat
a-Kanninchen 1gG POD-Konjugat
a-Maus IgG Alexa 594

a-Maus IgG Alexa 488

a-Maus IgG FITC-Konjugat
a-Maus IgG Rhodamin-Konjugat
a-Maus IgG POD-Konjugat
a-Mensch IgG AP-Konjugat

Folgende monoklonale Antikérper gegen das MSP-1 Protein wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Jana

Boehringer, Mannheim
Molecular Probes, Géttingen
Gibco BRL, Eggenstein

Dr. G. Hui, University of Hawaii, Honolulu, USA
Dr. E. Grondahl, ZMBH

Dr. J.Schwartman, Charlottesville, USA
Dr. L. H. Kasper,
Dr. D. Soldati, ZMBH
Promega, Mannheim
Keith Gull, Manchester, UK
Dianova, Hamburg
Dianova; Hamburg
Promega, USA
Molecular Probes, Gottingen
Molecular Probes, Géttingen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Becton-Dickinson; Heidelberg
Promega, USA
Promega, USA

McBride; Edinburgh, Scotland, zur Verfligung gestellt:

mAKk

3.7 Primer

msp-42s

msp-19s

PgoA
PfGPImutl/sense
PfGPImut2/antisense
T, (erweitert)

T,
E,
E.
P,
P

S
PvDBPs
PvDBPas

3.8 Plasmide

pPf-1

PE190A

pE190D
pDS56RBSII,6xHis
pSP 130-2

ppT 190
p5RepPR3/GFP/HX
pmMiNnHXGPRT
ploxHXlacZ/a
pTub8MycGFP
pTub5/CAT
pTub8/CAT
pR-Gall/loxTub/CAT

6.1,7.1,9.2,95, 9.8, 10.3, 12.2, 12,4, 13.2, 15.2, 17.1, 17.2,

31.1

5° CCAATGCATGCTGTCACTCCTT 3
5° CCAATGCATAACATCTCCCAGC 3
5" CAAGCAACAGCGGAACAA 3
5" TTGCTCCAGCTCTAATTTCCTGGGCATCTCCT 3

5" AGGAGATGCCCAGGAAATTAGAGCTGGAGCAA 3’

5" ATTAACCCTCACTAAAGGGAACA 3’

5° AATACGACTCACTATAG 3

5" GGTGCTGGGAGATTTCCAGCATGCCCTG 3
5" CAGGGCATGCTGGAAATCTCCCAGCACC 3
5" GGTGCTGGGAGATGGGCAGCATGCCCTG 3
5" CAGGGCATGCTGCCCATCTCCCAGCACC 3
5" CCGATGCATACGATCTCTAGTGCTATT 3

" GGTATGCATTGTCACAACTTCCTGAGT 3

Dr. Pan, W.; ZMBH
Dr. Burghaus, P., ZMBH
Dr. Burghaus, P., ZMBH
Dr. D. Stiber, Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz
I. Jecmik, ZMBH
I. Jecmik, ZMBH
M. Soete, AG Soldati, ZMBH
Dr. D. Soldati, ZMBH
S. Brecht, AG Soldati, ZMBH
Ch. Hettmann, AG Soldati, ZMBH
Dr. D. Soldati, ZMBH
Dr. D. Soldati, ZMBH
S. Brecht, AG Soldati, ZMBH
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pHVDR22
pSP/Ty-1Pv19GPI
3.9 Biologische Materialien

Bakterienstamme :
E. coliDH5a:

E. coli XL1 blue 2:

E. coli SG13009:

Toxoplasma gondKultur:

Wirtszellen:

T. gondiiStamme:

Ch. Chitnis, NIH, Maryland
C. Fernadez,ZMBH

K12F, thrl, leu6, proA2, his4, thil, argE3, lacY1, galK2, aral4, xyl5,
mtll, tsx33, strA31, sup3ml! ~

recAl, endAl, gyrA96, thil, hsdR17, supE44, relAl, lac, (F proAB,
laqi9, 2d0M15, Tn10)

Kanamycin und Ampicillin-resistent, Lac-Repressor konstitutiv exprimiert

Vero-Zellen (green african monkey kidney cells)
HFF (human foreskin fibroblast)

RH (Sabin, 1941)
RH-hxgprt Mutante (Donald et al., 1996).
ts-4 attenuierte Mutante (Pfefferkorn, 1976)
SAG-1 Mutante (Kasper, 1987)

3.10 Material fur die Kultur von E. coli

Antibiotikastamml&sungen:
Ampicillin (Na-Salz):
Kanamycin:
Chloramphenicol :

LB-Medium:

LB-Platten:

50 mg/ml in KD
25 mg/ml in Ethanol
10 mg/ml in Ethanol

1% Bacto-Trypton
0,5% Hefeextrakt
0,5% NaCl

LB-Medium
1,2% Bacto-Agar

3.11 Puffer, Medien und Stammlésungen

3.11.1 Material fir molekularbiologische Standardtechniken

Transformationslésungek (coli) :

C&* Puffer:

Puffer zur Lagerung von
" Ca*-Zellen" (-80°C):

Transformationspuffer:

10mM K-Acetat, pH 6,4

10mM K-Acetat, PH 6,4
50mM CaGl
20% Glycerin

50mM Mg¢gl
10mM CaCj

2,5% PEG 6000
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Thjab Transformationspuffer: 10mM PIPES
15mM CaC}
Einfriermedium: 10% DMSO

Losungen fiur die "miniprep"-Methode

Loésung I: 50 mM Glucose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCI, pH 8,0
Ldsung I 0.2 M NaOH
1% SDS
Lésung I 3 M K-Acetat, pH 4.8 (eingestellt mit Eisessig)
RNase A Stammldsung: 10mg/mi
Tris-EDTA-Puffer (TE): 10mM Tris/HCL, pH 8,0
1mM EDTA

Losungen fir die "maxiprep"-Methode

Resuspensionspuffer: 50mM Tris-HCL pH 8,0
10mM EDTA
100ug/ml RNase A

Lysispuffer: 200mM NaOH
1% SDS

Neutralisationspuffer: 3 M K-Acetat, pH 5,5

Aquilibrierungspuffer: 750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15% EtOH
0,15% Triton X-100

Waschpuffer: 1 M NacCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15% EtOH

Elutionspuffer: 1,25 M NaCl
50 mM Tris-HCI, pH 8,5
15% EtOH

Lésungen fiir Dideoxysequenzierungen
(Fa. Pharmacia LKB)

Hybridisierungspuffer: 280mM Tris/HCI, pH 7,5
100mM MgCl,
350mM NaCl
150mM DTT
Markierungspuffer: je 2,0 uM dATP, dCTP, dGTP, und dTTP
Terminationsmix : je 150 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP
in 40 mM Tris/HCL pH 7,5, 10 mM MgGl
50 mM NaCl
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A-Mix:
C-Mix:
G-Mix:
T-Mix:

Stopp-L6sung:

Reaktionspuffer flir Enzyme

CIP-Reaktionspuffer:

CIP-Verdinnungspuffer:

Ligase-Puffer:

PI-PLC-Puffer:

PNK-Puffer:

Hybridisierung-Puffer (10x):

Puffersystem fiir Restriktionsendonukleasen der Fa. Boehringer, MA (10x)

Terminationsmix + 15 pM ddATP
Terminationsmix + 15 uM ddCTP
Terminationsmix + 15 uM ddGTP
Terminationsmix + 15 um ddTTP

95% entionisiertes Formamid
20 mM EDTA
0,05% Xylencyanol FF
0,05% Bromphenolblau

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

50 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM MgCl,
0,1 mM ZnC},
40% Glyzerin

20 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM MgCl,

10 mM DTT
0,6 mM ATP

20 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA
0,01% Na-Azid
50% Glycerol

50 mM Tris-HCI, pH 9,0
10 mM MgCl,
10 mM 2-Mercaptoethanol

1,5 M KClI

Bei abweichenden Bedingungen wurden die Herstellerangaben befolgt.

Puffer A:

Puffer B:

Puffer L:

Puffer M:

330 mM Tris-Ac, pH 7,9
100 mM Mg-Ac

660 mM K-Ac

5 mM Dithiothreitol

100 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM MgCl,

1 M NaCl

10 mM Mercaptoethanol

100 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM MgC},
10 mM Dithiothreitol

100 mM Tris-HCL, pH 7,5
100 mM MgC},

500 mM NacCl

10 mM Dithiothreiol
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Puffer H: 500 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM MgC},
1 M NacCl
PCR-Puffer
Reaktionspuffer fur
TagDNA Polymerase: 500 mM KClI
100 mM Tris/HCI, pH 8,3
15 mM MgCl,
1 mg/ml Gelatine
MgCl,-Stamml6sung: 10 mM in J©
dNTP-Mix: je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, pH 7,5

Losungen fir die Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Loening-Puffer: 36 mM Tris-HCI
30 mM NaHPO,
1 mM EDTA; pH 7.8

Probenpuffer fir Agarose-und PAA- Gele zur Auftrennung von ds-DNA:
6% Saccharose
0,01% SDS
0.02% Bromphenolblau
0.02% Orange G
0.02% Xylencyanol FF

Ethidiumbromid: 10 mg/mlin kO

Losungen fur die PAA-Elektrophorese von DNA

AA-Stammldsungen:

Native Gele: 30% AA, 0,8% Bis-AA, filtriert & entgast
Denaturierende Gele: 40% AA, 2% Bis-AA, 8,3M Harnstoff, filtriert & entgast
Aufreinigungsgel fur
Oligonukleotide: 20% PAA, 1% Bis-AA, 8,3 M Harnstoff
Praparative PAA-Gel (50 ml): 10 ml 30% PAA

2,5ml 20x TA

100 ul TEMED

200 ul APS

ad 50 ml HO

Tris-Acetat-EDTA Puffer (TAE): 40 mM Tris/HCI, pH 8,3
20 mM Na-Acetat
2 mM EDTA

Tris-Borat-EDTA Puffer (TBE): 90 mM Tris, pH 8,3

90 mM Borsaure
2 mM EDTA
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Formamid-Probenauftragspuffer:  95% Formamid
IXTBE
0,01% Bromphenolblau
0,01% Xylencyanol FF

Losungen fir die Isolierung von DNA Fragmenten

Isolierung aus PAA-Gelen
Elutionspuffer 3 M Na-Acetat
0,02% Bromphenolblau

Laufpuffer: 0,5x TBE

Isolierung aus Agarose Gelen

Silica (Sigma S-5631): 100 mg/mlin 3 M Nal
Resuspensionspuffer: 6 M Nal
Wasch-Puffer: 30 mM NacCl
10 mM Tris/HCI, pH 7,6
2,5mM EDTA

50% v/v EtOH

Losungen fiur die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) von Proteinen

PAA-Stammlésung: 30% PAA, 0,8% Bis-AA im Wasser

4x "Upper" Tris: 500 mM Tris pH 6,8
0.4% SDS

4x "Lower" Tris: 1.5 M Tris pH 8,8
0.4% SDS

Proteingel-Laufpuffer: 33 mM Tris-HCI, pH 6,8

190 mM Glycin
0.1% SDS

Transfer-Puffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
0.01% SDS
(10% Methanol)

Sammelgel 3% (10 ml): 1 ml PAA

1 ml 4x "Upper" Tris Puffer

8 ml Wasser
20 ul TEMED
20 ul APS

Trenngel 8% (20 ml): 5,4 ml PAA

5 ml 4x "Lower" Tris Puffer

20 ul TEMED
100 pl APS
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Probenauftragspuffer (zur Auftrennung von Proteinen):
3% SDS
25% "Upper"-Tris
20% Glycerin
0.02% Bromphenolblau
3% b-Mercapto-Ethanol

Bradfordlosung: 0,1mg Coomassie Brillant Blue G250/ml in 8.5 und 5% EtOH, fil-
triert.

Coomassie- Farbung

Coomassie-Farbelésung: 50% EtOH
10% Essigséaure
40% H,0 dest.
0,25% Serva Blue R

Entfarbeldsung fur Coomassie: 40% EtOH

10% Essigséaure
50% H,0

Silberfarbung nach Heukeshoven (maodifiziert)

Fixierldsung 1: 30% EtOH
10% Essigséaure

Fixierldsung 2: 30% EtOH
0,5M Na-Acetat
0,2% NaS,0:x 5 H,0
0,5% Glutaraldehyd

Farbelésung: 0,1% AgNO
0,02% Formaldehyd

Entwicklerldsung: 3% N&L O,
0,02% Formaldehyd

Stoppldsung: 1% Glycin

Fixierldsung 2, Farbelosung und Entwicklerldsung werden frisch angesetzt.

Farbung mit kolloidalem Coomassie mit ,Colloidal Blue Staining Kit*

Farbelésung (200 ml): 110 mLBligest
40 ml Methanol
40 ml ,Stainer A*
10 ml ,Stainer B* (vor Gebrauch schtteln)

Fixierldsung: 40% Methanol
10% Essigséaure

Loésungen fur Immunoblot

Transfer-Puffer: 0,01% SDS
25 mM Tris
192 mM Glycin
20% Methanol

35



Material

TBST-Puffer:

TBS-Puffer:

Abséattigungspuffer:

AP-Puffer:

NBT-Stammlésung:

BCIP-Stammldsung:

AP-Substratmix:

»Stripping“-Puffer:

TBS mit 0,2% Tween20
150 mM NacCl
10 mM Tris, pH 8,0

5% Magermilchpulver
0,02% NaN, in TBST

5 mM MgCJ)
100 mM NacCl
100 mM Tris, pH 9,5
50 mg/ml in 80% DMF
25 mg/ml in 80% DMF
66 ul BCIP und 66 pul NBT/10ml AP-Puffer
0,1% SDS

1% Tween 20
0,2 M Glycin, pH 2,2

Lésungen fiir die Proteinaufreinigung tibef*Mhelatchromatographie

Lysepuffer:

Puffer A:

Puffer B:

Puffer C:

Puffer fur Harnstoffgradienten:

Elutionspuffer:

Proteaseinhibitor-Mix
(Endkonzentrationen):

Puffer A
Proteaseinhibitor-Mix

6M Guanidinhydrochlorid
100 mM NakpPO4
10 mM Tris, pH 6,8

8 M Harnstoff
100 mM NabPO4
10 mM Tris, pH 8

8 M Harnstoff
100 MM NabPO4
10 mM Tris, pH 6,3

500 mM NacCl
20% Glycerin
50 mM Tris, pH 7,4
1 M-6M Harnstoff, in Schritten von 0,5 M
Proteaseinhibitor-Mix

300 mM NacCl

10% Glycerin

50 mM Tris, pH 7

Imidazol (20 mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM)
Proteaseinhibitor-Mix

5 mM PMSF
1 uM Leupeptin
1 uM Pepstatin
0,1 ng/ml Chymostatin
0,1 pM Aprotinin
100 puM TLCK/HCI
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Losungen fir die Proteinaufreinigung dsxoplasma gondii

Vorbereitung der Saule:

NET-Puffer: 150 mM NacCl

5 mM EDTA

50 mM Tris, pH 7,4
Borax-Puffer: 50 mM NaB40O7, pH 9,0
Ethanolamin-Ldsung: 0,3 M Ethanolamin, pH 8,0

Immunaffinitdtschromatographie:

TNET-Puffer: 1% TritonX100
150 mM NacCl
5mM EDTA
50 mM Tris, pH 7,4

TNET+NaCl-Puffer: 1% TritonX100
650 mM NacCl
5 mM EDTA
50 mM Tris, pH 7,4

NET pH6,8-Puffer: 150 mM NacCl

5 mM EDTA
50 mM Tris, pH 6,8

.Enzyme linked immunosorbent Assay” (ELISA)

Karbonatpuffer: 0,2 M NEO,
0,2 M NaHCQ
Vor Gebrauch 17 ml der 0,2 M M2O,8 ml der
0,2 M NaHCQzusammen mischen
ad 100 ml mit HO, pH 10,6

Blockpuffer: TBS mit 1% Magermilchpulver
0,02% Azid
Substratpuffer: 4,8 ml Diethanolamin

250 ul 2 M MgC}
ad 500 ml HO, pH 9,5 mit HCI einstellen

Farbereagenz: 15 min vor Gebrauch 1 mg/ml
p-Nitrophenyl-Phosphat im Substratpuffer

Stoppldsung: 0,1 M EDTA

Losungen fir die Markierung von Erythrozyten mit DyC

Markierungspuffer 100 mM Sucrose
20 mM NgPQ,
pH 7,4
Dil C,5 Stammldsung 2,5 mg/ml in 100% EtOH

37



Material

3.11.2 Material fur die Kultur von Toxoplasma gondii

T. gondiiMedium:

Antibiotika:
Gentamycin:

Dulbecco’s MEM
2,2 g/l Na-Bicarbonat
1% Glutamin

10% FCS

10 mg/ml in }©

Losungen fir die Transfektion vdn gondii

Elektroporationspuffer:

vor Gebrauch komplementieren:

120 mM KClI
0,15 mM CadCl

10 mM K,HPO/KH,PO,, pH 7,6

25 mM HEPES pH 7,6
2 mM EDTA
5 mM MgCl,

2 mM ATP
5 mM Glutathion

Loésungen fur die Proteinextraktion atigjondii

Lysis-Puffer (1x RIPA):

TBS-Puffer:

150 mM NaCl
1% NP40
0,5% DOC
0,1% SDS
50 mM Tris pH 8,0
1 mM EDTA

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

Einfrieren von intrazellularen Parasiten

Ldsung 1:

Ldsung 2:

DMEM mit 50% FCS

DMEM mit 20% DMSO

Losungen fir Indirekte Immunfluoreszenz

Fixierungslosung :

Neutralisierungslésung:

Permeabilisierungs- und
Inkubations-L6sung:

Blockierungslésung:

Waschldsung:

3% Paraformaldehyd
0,05% Glutaraldehyd
in 1x PBS

0,1 Glycin in 1x PBS
1% BSA
0,1% Triton X 100
in 1x PBS
0,2% Triton X-100
2% BSA
in 1x PBS

0,1M Glycin in 1x PBS
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Lésungen fir B-Galaktosidase-Farbung

Loésungen fir enzymatische R-Galaktosidase-Farbung:
Assay-Puffer: 100 mM HEPES, pH 8,0
1 mM MgSQ
1% Triton X-100
5mMDTT
1,7 mM 4-methyl-Umbelliferyl-3-D-Galaktopyranosid

Stopp-Puffer: 25 mM EDTA
500 mM Glycin, pH 11,2

Lésungen fir X-Gal-Férbung:

Fixierldsung: 2% Formaldehyd
0,2% Glutaraldehyd
2 mM MgCl,
0,02% Triton X-100
0,04% Deoxycholat
in 1x PBS
Farbelésung: 100 mM NBQ, pH 7,3
1,3 mM MgC}

3 mM K,(FeCN,)

3 mM K;(FeCN,)
0,02% Triton X-100
0,04% Deochycholat
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4. METHODEN

4.1 DNA-Transfer in E. coli Zellen
4.1.1 Herstellung von E. coli Zellen fur die Elektroporation

Von einer Einzelkolonie des entsprechenden Stammes wird zunachst eine Ubernachtkultur (UNK) in 10 ml LB-
Medium angesetzt. 200 ml LB-Medium werden 1 : 40 mit UNK angeimpft und die Zellkultur wird kig ©D

0,6 (2x1G Zellen/ml) gewachsen. In beiden Fallen erfolgt die Inkubation bei 37°C im Schuttelinkubator (180
Upm). Nach Erreichen der gewiinschten OD wird die Kultur fir 15 min auf Eis gestellt. Die Zellen werden 5
min mit 6000 Upm (GS-3 Rotor) bei 4°C abzentrifugiert und anschlieBend in 200 ml MilliQ-Wasser (4°C, auto-
klaviert) resuspendiert. Dieser Schritt wird einmal wiederholt, bevor die Zellen in 10%iger Lésung von DMSO
in MilliQ-Wasser (4°C, steril) aufgenommen werden. Nach dem 40 pl der Zellen in der Elektroporation getestet
wurden, aliquotiert man sie in gewlinschter Weise (z.B. je 200 pl, Achtung: blaue Spitze abschneiden um Sche-
rung der Zellen zu vermeiden!). Nach Einfrieren in flissigem Stickstoff erfolgt die Lagerung bei -80°C.

4.1.2 Elektroporation kompetenter E. coli Zellen

Die Zellen werden auf Eis aufgetaut. Je 40 ul der Zellen werden mit ca. 1 ug DNA geldst, in Wasser gemischt
und in Elektroporationskuvetten (Biorad, 2mm @) blasenfrei gefiillt. Die Elektroporation erfolgt bei einem Resi-
stenzwiderstand von 72 Ohm und 2 kV (BTX 600 Electro Cell Manipulator). Unter diesen Bedingungen stellt
sich die Zeit automatisch auf 0,3 msec. Auf die Zellen werden sofort 300 ul LB-Medium gegeben, danach wer-
den sie mit einer Pasteurpipette in ein 1,5 ml Eppendorf-GefaR Uberfiihrt. Nach 1h Inkubation bei 37°C werden
sie auf entsprechende Medien ausplattiert (ausreichende Menge sind schon 100 pl der Zellsuspension, der Rest
kann UN bei 4°C aufbewahrt werden). RoutineméRige Elektroporationseffizienzen liegen [ natiStamm

zwischen 5x1Dund 5x16/ug DNA (Doweret al, 1988) .

4.1.3 Herstellung kompetenter E. coli Zellen fir die Ca®llethode

Ausgehend von einer Einzelkolonie des entsprechenden Bakterienstammes wird eine UNK in 5 ml LB-Medium
angeimpft. 500 ml LB-Medium, das 15mM Mg@inthalt, werden 1 : 500 mit der UNK angeimpft und die Zell-
kultur bis zu einer OR, = 0,4 bei 37°C im Schttelinkubator (180 Upm) inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt wird
ausschlieBlich bei 4°C bzw. auf Eis gearbeitet und alle benutzten Lésungen und Behélter werden auf 4°C vorge-
kiihlt. Die Zellen werden 15-20 min auf Eis abgekihlt und in Zentrifugenbecher tUberfuhrt. Es folgt die Zentrifu-
gation bei 2000g fiir 15 min. Das Zellsediment wird langsam in 200 ml steril filtrierter, 200mM G&EDhg
resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (15 min, 2000g) werden die Zellen
in 5 ml CaCJ Lésung resuspendiert und 20-24 h ins Eisbad gestellt. Danach werden die Zellen durch vorsichtige
Zugabe von sterilem Glycerin (Endkonzentration von 10%) resuspendiert. Aliquots von je 0,2 ml werden in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

4.1.4 Herstellung kompetenter E. coli Zellen fir die Ca®llethode (optimiertes Protokoll nach Inoue et al.,
1990)

Von einer Einzelkolonie des entsprechenden Bakterienstammes wird zunéchst eine Ubernachtkultur (UNK) in 5
ml LB-Medium angesetzt. Mit 2 ml dieser UNK werden 500 ml LB-Medium angeimpft, bei 18°C in einem
Schuttler inkubiert und bis QR=0,6 aufgewachsen (ca. 40 h). Nach Erreichen der erforderlichen Zelldichte
wird die Bakterienkultur 10 min auf Eis abgekihlt und anschlieBend werden die Zellen in der Kihlzentrifuge
sedimentiert (5 min, 5000 Upm, 4°C). Der Uberstand wird verworfen, die sedimentierten Zellen werden vor-
sichtig in 100 ml eiskalter TBjab Lésung/2% (v/v) DMSO resuspendiert und danach erneut abzentrifugiert.
SchlieBlich werden die Zellen in 80 ml eiskalter TBjab Losung (ohne DMSO) vorsichtig resuspendiert und fr
10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen werden erneut in der Kiihizentrifuge pelletiert und das Sediment in 18,6 ml
eiskalter TBjab Lésung aufgenommen. Danach werden zur Zellsuspension 1,4 ml kaltes DMSO gegeben (End-
konzentration 7%), die Bakterien fir 10 min auf Eis stehen gelassen, schlie3lich in Aliquots zu 200 pl portio-
niert und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren.

Bem.: Es empfiehlt sich, alle Arbeiten im Kihlraum durchzufiihren und vorgekiihlte Materialien und Lésungen
zu verwenden. Die auf diese Weise praparierten Zellen verfiigen erfahrungsgemaf tber eine Transformationsef-
fizienz von ~1x18Transformanten pro 0,2 ml Zellsuspension und 1ug superhelikaler Plasmid-DNA.
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4.1.5 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli Zellen nach der GaGithode

Zur Transformation werden die kompetenten Zellen auf Eis langsam aufgetaut und je 80 ul zur ebenfalls vorge-
kiihlten DNA-L6sung gegeben (etwa 0,1pmol Plasmid-DNA eines Ligierungsansatzes oder 0,01pmol superheli-
kale DNA in max. Volumen von 10 pl im Wasser). Der Transformationsansatz wird 45 min auf Eis inkubiert.
Zur Erhohung der Transformationseffizienz folgt ein Hitzeschock fur 2 min bei 37°C und eine anschlieRende
Inkubation fir 1 min auf Eis. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium werden die Zellen fur 45 min bei 37°C gehal-
ten. Jeweils 80 - 200 pl werden auf selektive Medien ausplattiert und bei 37°C solange inkubiert, bis Bakterien-
kolonien sichtbar sind (gewohnlich UN). Die Transformationseffizienz ist stark vom Bakterienstamm abhangig.
Sie wird mit 1ng superhelikaler Plasmid-DNA (4Kb) ermittelt und belduft sich auf1x3x10 Transforman-

ten pro Gesamtansatz.

4.1.6 Schnellmethode zur Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli Zellen

Dieses einfache und schnelle Transformationsprotokoll beschrieben von Pope&Kent (Pope and Kent, 1996),
reduziert das Standardverfahren der Transformation (s.0.) auf nur wenige Minuten. Die DNA wird dabei mit 200
pl Zellsuspension (siehe Abschnitt 4.1.5.) gemischt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Danach wird der Transfor-
mationsansatz auf einem selektiven LB-Agar, der auf 37°C vorgewarmt wurde, ausplattiert.

Bem.: Die hier beschriebene Schnellmethode zur Transformation vog-Kiapetenten Zellen zeigt eine etwa
3-fach niedrigere Transformationseffizienz, wenn die verwendete Plasmid DNA einen Kanamyzin-
Resistenzmarker tragt. Im Gegensatz zur Selektion mittels Ampizillin-, Tetrazyklin- oder Chloramphenicol-
Resistenzmarkern erfordert die Transformation mit einer Kanamyzin-Resistenz offensichtlich eine ,Erholungs-
phase"“ der Zellen.

4.2 Isolierung von Plasmid-DNA au<. coli
4.2.1 Schnellmethode zur Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA aus E. coli Zellen ("Mini-Prep")

Die hier beschriebene Praparationsmethode ist abgeleitet von der Orginalvorschrift Birnboin und Doly
(Birnboim and Doly, 1979). Das Prinzip sei im Folgenden erlautert.

Die Zellen werden durch Detergenzeinwirkung und osmotischen Schock aufgebrochen. Danach erfolgt die alka-
lische Denaturierung der Nukleinsduren. Wird anschlieRend der pH-Wert erniedrigt, so kommt es zur Renaturie-
rung der Nukleinséuren. Dabei findet eine intermolekulare Renaturierung der chromodanaikDNA statt,

die zur Ausbildung einer hochmolekularen, netzartigen Struktur fihrt, wahrend die Plasmid-DNA aufgrund der
topologischen Verknipfung der Einzelstrange intramolekular renaturiert. Proteine werden durch SDS denatu-
riert. Zelltrummer, Membranteile, denaturierte Proteine und chromosomale DNA kdnnen anschlieRend durch
Zentrifugation von der Plasmid-DNA und RNA abgetrennt werden.

Die Praparation sei in Kurzform fiir 5 ml UNK dargestellt, sie erfolgt bei RT, soweit nicht anders angegeben.

Nach zweimaligem Abzentrifugieren der Zellen in 1,5 ml Eppendorfréhrchen (5 min, 8000 Upm, Tischzentrifu-
ge) wird das Bakteriensediment in 100 pl Lésung | aufgenommen und auf dem Vortex gemischt. Der Zugabe
von 200 ul Lésung Il, mischen und Inkubation fir 3,5-4 min auf Eis folgt die Zugabe von 150 pl Lésung Ill und
mischen auf dem Vortex. Die Probe wird abzentrifugiert (10 min, 13000 Upm, Tischzentrifuge, 4°C) und der
Uberstand in ein neues Eppendorfréhrchen vorsichtig tiberfiihrt. Es wird 1 ml von reinem Ethanol zum Uber-
stand zugegeben und die Probe wird fur 30 min bei —20°C inkubiert. Es folgt die Sedimentation der ausgefalle-
nen Nukleinséuren (5 min, 13000 Upm, Tischzentrifuge). Anschlie3end wird der Nukleinsaurepellet in 1 ml 4°C
kaltem und 80%igem Ethanol gewaschen. Nach erneutem Abzentrifugieren (5 min, 13000
Upm,Tischzentrifuge) wird der Uberstand verworfen und das Pellet im ,Speed-Vac*-Konzentrator getrocknet.
Das getrocknete Sediment wird in 50 pl 1/4 x TE-Puffer aufgenommen.

Die Ausbeute an Plasmid-DNA betragt je nach Kopienzahl des Plasmids in der Zelle ausgehend von 5 ml UNK
etwa 3-5pmol.

Von der ,Mini-Prep“ DNA sind 5 pl fir die Restriktionsanalyse bzw. zur Charakterisierung in Agarose-Gelen
ausreichend. Die vorhandene RNA wird durch Zugabe von RNAse A (Endkonzentration 0,2 pg/pl) und Inkuba-
tion der Probe fiir 15 min bei 37°C verdaut.
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4.2.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen tiber Anionenaustauscher-Chromatografie (,Maxi-
Prep“)

Die praparative Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen erfolgt nach einem modifi-
zierten Protokoll der von Birnboim&Doly (Birnboim and Doly, 1979) beschriebenen Methode in Kombination
mit einer Saulenchromatographie. Aufgrund ihrer Ladung lasst sich DNA {ber eine Anionen-Austauscher-
Matrix reinigen. Zu diesem Zweck werden vorgepackte, kommerziell erhéltliche S&ulen (modifiziertes Silicagel)
verwendet. Auf diese wird das Bakterienlysat in Gegenwart von 1M NaCl aufgetragen und anschlieend gewa-
schen. Unter den gewéhlten Bedingungen bindet nur die Plasmid-DNA an die Matrix und restliche zellulare
Komponenten lassen sich dadurch entfernen. Die Plasmid-DNA wird durch die Erh6hung der Salzkonzentration
eluiert und anschlieRend préazipitiert.

Die Aufreinigung wird wie folgt durchgefuhrt:

500 ml der UNK werden sedimentiert (5 min, 5000 Upm, Rotor GS-3) und das Bakteriensediment wird in 10 ml
Puffer P1 resuspendiert. Es werden 10 ml Puffer P2 zugegeben und die Probe wird vorsichtig gemischt. Nach
Zugabe von 10 ml Puffer P3 erfolgt das Mischen durch Invertieren des Gefal3es. Die Suspension wird flir 20 min
bei 4°C und 15000g sedimentiert. (Der Zentrifugationsschritt sollte wiederholt werden, wenn der Uberstand
nicht klar ist). Eine entsprechende Saule (z.B. QIAGEN-tip-500) wird mit 10 ml Puffer QBT &aquilibriert und der
Uberstand des letzten Schritts auf die Aquilibrierte Saule geladen. Nach Durchlauf des Bakterienlysates wird die
Saule mit 30 ml Puffer QC gewaschen. Die DNA wird anschlielend durch 15 ml Puffer QF eluiert und gesam-
melt. Durch Zugabe von 0,7fachem Volumen Isopropanol wird die DNA gefallt. Das Prazipitat wird durch Zen-
trifugation (12000 Upm, 20 min bei 4°C im Sorvall HB-4 Rotor) gesammelt und anschlieend mit 80%igem
Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen der DNA im ,Speed-Vac“-Konzentrator erfolgt das Lésen der DNA in
einem geeigneten Volumen TE-Puffer.

Die so gewonnene DNA ist von einer Qualitéat, die ihren Einsatz bei der Transfektion eukaryotischer Zellen
ermdglicht.

4.3 Aufreinigung von Nukleinsauren
4.3.1 Extraktion von Proteinen aus DNA-Ldsungen

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsédureldsungen versetzt man diese mit dem gleichen Volumen an
aquilibriertem Phenol.

4.3.1.1 Aquilibrierung des Phenols

Phenol muss vor Gebrauch aquilibriert bzw. sein pH-Wert eingestellt werden, zuséatzlich wird es durch Zusatz
von Antioxidantien haltbar gemacht.

Phenol bei 65°C schmelzen, 0,1 g 8-Hydroxyquinolin / 100 ml hinzufligen (Gelbfarbung). Mit jeweils dem glei-
chen Volumen 1M Tris/HCI, pH 8,0 solange ausschiitteln, bis der pH-Wert der wassrigen Oberphase im neutra-
len Bereich liegt (pH 6,5-7,5). Zuerst mit 1x Vol. 0,1M Tris/HCI, pH 8,0, 0,2% 2-Mercaptoethanol &aquilibrie-
ren, bevor es mit 1x Vol. 10mM Tris/HCI, pH 8,0, 1mM EDTA, 0,2% 2-Mercaptoethanol erneut &quilibriert
wird.

Nach dem letzten Aquilibrierungsschritt ist die wéssrige Phase zu belassen. Die Lagerung erfolgt lichtgeschiitzt
bei 4°C.

4.3.1.2 Phenol- und Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Nukleinséureldsungen mit hohem Proteinanteil oder mit schwer zu inaktivierenden Enzymen (RNAse A) wer-
den mit reinem Phenol extrahiert. In der Regel genugt allerdings eine Phenol/Chloroform -Extraktion, bei der
auf die nachfolgende Chloroform-Extraktion verzichtet werden kann.

Zur Extraktion werden die DNA-L&sungen mit dem gleichen Volumen an Phenol bzw. Phenol / Chloroform
versetzt. Zur Vermeidung von Verlusten sollte, wenn moglich, bereits vor der Extraktion 1/10 Volumen vom
3M K-Acetat zugefugt werden. Beide Phasen werden durch kréaftiges Schitteln gemischt und danach zur Pha-
sentrennung zentrifugiert (Tischzentrifuge, 5min, 13000 Upm). Die wéssrige Oberphase wird abgenommen und
bei Bedarf (sichtbare Interphase denatuierter Proteine) erneut extrahiert. Da zur weiteren Verwendung die DNA
von Phenolresten befreit werden muss, erfolgt danach eine Extraktion mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1,
gleiches Volumen). AnschlieRend wird eine Ethanolfallung durchgefiihrt und die DNA in einem gewiinschtem
Volumen 1x TE-Puffer aufgenommen.
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4.3.2 Konzentrierung von Nukleinsaurelésungen
4.3.2.1 Reinigung von Glykogen als Fallhilfe

Glykogen aus Austern wird in 1XxPBS geldst und 30 min mit 10 pg/ml DNAse | in Gegenwart von 8mM MgCl
bei 37°C inkubiert. Es folgt eine Proteinkinase-K Behandlung (100 pg/ml in Gegenwart von 0,1% SDS bei
50°C) und 2-Phenol sowie 1-Phenol/Chloroform-Extraktion. Die wassrige Phase wird 2x4 h gegen Wasser dia-
lysiert und lyophilisiert. Aus dem Lyophylisat wird eine Stammlésung von 100 mg/ml in MilliQ-Wasser herge-
stellt.

4.3.2.2 Konzentrierung von Nukleinsdurelésungen und Ethanolprazipitation

Ldsungen mit sehr geringer Nukleinsdurekonzentration kénnen durch Gefriertrocknen konzentriert werden,
wobei darauf zu achten ist, dass je nach Salzgehalt der Anfangslésung relativ hohe Salzkonzentrationen auftre-
ten kdnnen, die die nachfolgenden Reaktionen mit dieser DNA behindern kénnten. Alternativ kdnnen Trager-
substanzen (tRNA, Glykogen) zugemischt werden, die eine anschlielende Konzentrierung der DNA durch
Ethanolprazipitation erlauben. Bei der Ethanolprazipitation wird die Nukleinséurelésung zunéachst mit 1/10
Volumen 3M Kaliumacetat versetzt, bevor das 2,5-3fache Volumen an —20°C kaltem Ethanol zugesetzt wird.
Aus dieser nun ca.70%igen Ethanollésung fallen die Nukleinséduren als Kaliumsalze aus. Zur quantitativen Fal-
lung aus Lésungen mit geringer Nukleinsédurekonzentration (weniger als 10 pg/ml) werden diese 20 min bei
—80°C eingefroren und langsam wieder aufgetaut. Nach Abzentrifugieren der Nukleinsduren (Tischzentrifuge,
10min, 13000 Upm, 4°C) wird das Sediment mit 80%igem Ethanol gewaschen und im "Speed-Vac"-
Konzentrator 1-2 min getrocknet. Die DNA kann dann in einem beliebigen Volumen 1xTE-Puffer oder Wasser
aufgenommen werden.

4.3.3 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinséurelésungen

Gemal dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Konzentration einer Losung direkt proportional zu ihrer Extink-
tion bzw. Absorption. Diese Relation macht man sich bei der spektralphotometrischen Quantifizierung von
wassrigen Nukleinsaureldsungen zu Nutze.

Von einer Verdinnung der gereinigten Nukleinsaure wird im Spektralphotometer die Absorption bei 260nm
(Absorptionsmaxima der Nukleinsauren) und bei 280nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) bestimmt. Die
Messung erfolgt in 500 pl Quarz-Kivetten. Es gilt folgende Relation zwischen gemessener Absorption und
Konzentration der Nukleinsaure:

dsDNA: 1 ODyo = 50 pg/ml
SSDNA: 1 ODg, = 40 pg/ml
ssOligonukleotide: 1 ORy= 30 pg/ml

Ein Malf3 fur die Verunreinigung mit Protein liefert das Verhéltnis,@ODD,g,. Dieses sollte fir proteinfreie
Nukleinsaurelésungen 1,7-1,9 betragen.

4.3.4 Elektroelution in ,Hochsalz"

Elektroelution eignet sich fir die Isolierung der DNA-Fragmente aus PAA-Gelen. Gegeniuber Agarose-Gelen
bietet die Verwendung von PAA-Gelen zur préparativen Isolierung von DNA-Restriktionsfragmenten den
Vorteil, dass ,Verunreinigungen“ von superhelikaler Plasmid-DNA nicht in die PAA-Matrix eindringen. Somit
kann stérende ccc-Plasmid-DNA quantitativ von den zu isolierenden DNA-Restriktionsfragmenten abgetrennt
werden.

Die betreffende DNA-Bande wird nach EtBr-Farbung mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in die
.Salzfalle®, einer speziell fur die Elektroelution angefertigten Apparatur gegeben. Dabei wird die DNA bei ge-
ringer lonenstéarke (1/2x TBE-Puffer, 180 V) aus dem Gelstiick eluiert und wandert in ein sogenanntes ,Hoch-
salzkissen® (75 pl an 3M Na-Acetat, angefarbt mit Bromphenolblau). Hier erfolgt ein Ladungsausgleich, wo-
durch die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA soweit reduziert ist, dass sie an der der Kathode zugewandten
Seite des Salzkissens akkumuliert. Die Elution wird, abh&ngig von der GréR3e des DNA-Fragments, zweimal fir
15-45 min durchgefihrt. Dabei wird das Eluat (200 pl) jeweils mit einer 1 ml Spritze (wobei die Spitze der Ka-
nidle abgeschnitten wurde) enthnommen. Aus dieser Losung wird die DNA mit 2,5fachem Volumen Ethanol
gefallt, mit 80%igen Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem adaquaten Volumen an TE-Puffer aufgenom-
men. Elutionen radioaktiv markierter DNA-Fragmente zeigten, dass Molekule kleiner 200Bp praktisch quantita-
tiv, Fragmente bis 1000Bp zu > 80% eluiert werden kdnnen.
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4.3.5 Isolierung der DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen (Silica-Adsorption)

Fir die DNA-Isolierung kénnen mehrere Materialien, z. B. Glasmatrizen oder lonenaustauschharze angewendet
werden. In dieser Arbeit erfolgte die Isolierung der DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen Uber eine Silica-Matrix
(Boyle, 1995).

Die Silica-Matrix (Sigma S-5631) wird in 1XxPBS geldst (100 mg/ml). Die Lésung wird fir 2 h bei RT inkubiert,
damit die Silica-Partikel sedimentieren konnen. Der Uberstand, der die feinen Teilchen des Matrix-Materials
enthdlt, wird vorsichtig entfernt, und das Verfahren wird einmal wiederholt. Nach einer Zentrifugation (2000g, 2
min) wird das Silica-Sediment in 3M Nal resuspendiert (Endkonzentration 100 mg/ml) und als DNA-
Bindungsmatrix benutzt. DiBindungskapazitat pro mg Silikat betragt 4-5 ug DNA.

Die Methode sei wie folgt kurz beschrieben :

Die DNA-Bande wird aus dem Agarose-Gel herausgeschnitten und das Gelstliick gewogen. Es werden zwei
Volumenanteile von 6M Nal beziglich des Gelstiickgewichts und die Silica-Matrix (per 100 mg Gelmaterial 10
ul Silica-Matrix) zugegeben. Das Gelstiick wird fir 15 min bei 55°C im Heizblock unter gelegentlichem Mi-
schen geschmolzen. Die Probe wird fir 10 sec bei RT und 12000 Upm in der Tischzentrifuge sedimentiert. Das
Silica-Sediment, das die gebundene DNA enthalt, wird in 500 pl Waschpuffer resuspendiert.

Nach einer Zentrifugation von 10sec bei RT und 12000 Upm in der Tischzentrifuge wird dieser Waschschritt
einmal wiederholt. Nach vorsichtigem Abnehmen des Uberstandes wird das Silica-Sediment in ,Speed-Vac*
Konzentrator getrocknet und die gereinigte DNA in 1xTE-Puffer (20-30 pl) aufgenommen.

4.3.6 Aufreinigung synthetisierter Oligonukleotide (,primer®)

Die Oligonukleotidldsung aus der Synthese wird mit 1XTE-Puffer auf 300 pl Vol. aufgefiillt. Verbleibendes
Tragermaterial wird durch eine kurze Zentrifugation in der Tischzentrifuge abgetrennt und der Uberstand mit 3
pl 1M MgCl,, 50 pl 3M Na-Acetat, pH 5,2 und 900 pl 100% EtOH gemischt, 5 min bei RT inkubiert und ge-
fallt. Nach 5 min Zentrifugation wird das Sediment in 80% EtOH gewaschen, in "Speed-Vac" Konzentrator
getrocknet, danach in 300 ul 1xTE-Puffer gelést und die Oligonukleotidkonzentration photometrisch bestimmt.
DNA-Oligonukleotide enthalten nach der Synthese nicht nur das gewiinschte Produkt, sondern auch Nebenpro-
dukte, die durch eine Gelelektrophorese abgetrennt werden. Hierzu ist es notwendig, intramolekulare Sekundar-
strukturbereiche der Oligonukleotide aufzuldsen, da diese das Laufverhalten in einem Gel beeinflussen. Polyac-
rylamidgele (15-20% PAA mit 8,3M Harnstoff, Vernetzungsgrad 40 : 1, Dicke 2,5 mm, 1xTBE-Puffer) werden
fir mindestens 1 h bei 25 V/cm ,vorelektrophoresiert. Den Proben wird das 1,5fache Vol. an FA-Probenpuffer
zugegeben. In der Regel wird der Lauf bei 25 V/cm fur 1-2 h durchgefihrt. Die Oligonukleotide werden durch
Auflegen des Gels auf eine Dunnschichtchromatographie-Platte und Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht
sichtbar gemacht. Die Bande der entsprechenden Gréf3e wird aus dem PAA-Gel herausgeschnitten. Aus ihr wird
das Oligonukleotid 20 min bei 150 V in der Salzfalle (4.3.4) eluiert, die oligonukleotidhaltige Salzlésung (100
pl) mit einer Kanile entnommen und dieser Schritt noch einmal wiederholt. Anschliel3end werden die Oligonu-
kleotide durch Zugabe von 100% EtOH geféllt und in 1x TE-Puffer aufgenommen.

4.3.7 Aufreinigung von PCR-Produkten

Nach der PCR mussen nicht eingebaute Nukleotide, ,primer* und Enzyme vom Produkt abgetrennt werden.
Dies kann durch eine PAA-Gelelektrophorese und die nachfolgende Isolierung der gewiinschten Bande mittels
Elektroelution erfolgen. Bei Verwendung von Agarose-Gelen werden haufig Kontaminationen der Agarose mit
eluiert, die die anschlieRende enzymatische Behandlung der DNA behindern kénnen. Alternativ kann die Reini-
gung Uber eine Saulenchromatographie erfolgen.

Verwendet wurden vorgepackte Zentrifugationsséulen der Fa. Qiagen (,QlAquick-spin PCR Purification Kit").
Zur Reinigung werden 0,5 ml des Puffers PB zum PCR-Ansatz gegeben und auf die Saule geladen. Eine vorhe-
rige Extraktion des Mineral6ls ist nicht notig. Die Saule wird fur 60 sec bei 13000 Upm in der Tischzentrifuge
zentrifugiert und das Eluat verworfen. Die gebundene DNA wird mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und die
Séule, wie oben beschrieben, zweimal zentrifugiert, um den Puffer restlos zu entfernen. Die S&ule wird in ein
frisches Eppendorfrohrchen dberfihrt und die DNA mit 50 pl 1XTE-Puffer durch eine weitere Zentrifugation
eluiert.
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4.4 Analyse von Plasmid-DNA
4.4.1 Restriktionanalyse

Die Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen dient u.a. der Analyse von Plasmiden, und im prapara-
tiven Mal3stab zur Gewinnung von DNA-Fragmenteninwitro-Rekombination neuer Plasmide. Restriktion-
sendonukleasen sind Enzyme, die spezifische dsDNA-Sequenzen erkennen und beide Strange schneiden. Dabei
unterscheidet man zwischen Restriktionsendonukleasen vom Typ |, Il und Ill. Fir die molekularbiologische
Forschung sind hauptséachlich Typ Il-Restriktionsendonukleasen von Interesse. Restriktionsendonukleasen des
Typ Il sind Enzyme, die 4-, 5-, 6- oder 8-Bp lange, spezifische DNA-Sequenzen erkennen und dort beide Stréan-
ge der DNA schneiden. Dabei entstehen 5" -phosphorylierte und 3"-hydroxylierte Enden. Auf diese Weise ist es
moglich, DNA-Molekile sequenzspezifisch zu fragmentieren. Grundsatzlich benétigt jedes Restriktionsenzym
individuelle Reaktions-bedingungen zur Hydrolyse, die vom Vertreiber angegeben werden. Besitzen mehrere
Restriktionsenzyme gleiche Anforderungen hinsichtlich der Reaktionsbedingungen, so kann eine DNA gleich-
zeitig mit einer Mischung dieser Enzyme fragmentiert werden. Analytisch werden etwa 0,1pmol der Plasmid-
DNA fragmentiert. Das Ansatzvolumen ist abhéngig von der Menge an Restriktionsenzym, die eingesetzt wer-
den soll, da die Glycerinkonzentration (Restriktionsenzym-Lagerpuffer enthalten bis zu 50% Glycerin) im An-
satz 10% nicht Uberschreiten sollte. Die Menge an eingesetztem Restriktionsenzym pro Ansatz berechnet sich
nach folgender Formel:

Mg x 50000 x S

pl einzusetzendes Enzym =
Bp x Kx S*

Menge der zu schneidenden DNA

Anzahl der Schnittstellen des Enzyms in der DNA
Bp = Lange der DNA in Basenpaaren

K Konzentration des Enzyms (U/ul)

S* Anzahl der Schnittstellen des EnzymslirGenom

ug
S

Die Inkubationszeit liegt bis auf wenige Ausnahmen wie Pacl (UN) zwischen 0,5 h und 2 h. Bei Fragmentierung
von ,Mini-Prep“-DNA muss infolge des groRen Anteils an RNA dem Ansatz zusatzlich RNAse A (25 pg/ml in
der Endkonzentration) zugegeben werden. Hitzelabile Restriktionsenzyme werden durch 5-minitiges Erhitzen
auf 65°C inaktiviert, wahrend hitzestabile Restriktionsenzyme uber eine Phenol / Chloroform-Extraktion ent-
fernt werden.

4.4.1.1 Partieller Restriktionsverdau

Durch Zugabe von EtBr zu dem Restriktionsansatz kann ein unvollstandiger Verdau der DNA erzielt werden.
Dies kann bei solchen Klonierungsansétzen hilfreich sein, bei denen das Fragment mit einem Restriktionsenzym
verdaut werden soll, das mehr als einmal in der Sequenz schneidet. Es werden 30ng DNA/ul Endvolumen mit
der aquimolaren Menge von 30ng/pl EtBr und 0,2U/ul der Restriktionsendonuklease (in Wasser mit 1x Restrik-
tionspuffer) fur 1h bei 37°C inkubiert. EtBr wird mittels Extraktion mit gesattigtem Butanol (1:1 in Wasser)
entfernt und die DNA vor der weiteren Analyse mittels EtOH-Fallung gereinigt.

4.4.2 Analyse der DNA mittels Gel-Elektrophorese

Durchlaufen Nukleinsauren im elektrischen Feld eine Tragermatrix (Gel) so werden sie infolge ihres konstanten
Ladungs-Masse-Verhaltnisses proportional zum Molekulargewicht, bzw. ihrer topologischen Form aufgetrennt.
Je nach Art der Auftrennung, die man erreichen mdchte, hat man die Mdglichkeit zwischen verschiedenen Gel-
systemen (Agarose-Gele, PAA-Gele) zu wéahlen, sowie durch Anderung der Polymerisationsbedingungen ver-
schiedene Vernetzungs-grade im Gel zu erzeugen.

Das parakristalline Maschensystem der Agarose-Gele erlaubt die Auftrennung hochmolekularer DNA (einige
100 bis mehrere 1000 Basenpaare). Die Maschendichte wird von der Agarosekonzentration bestimmt, die zwi-
schen 0,5 und 2,5% variiert werden kann.

Die durch Polymerisation entstandene, kovalent verkniipfte Matrix der Polyacrylamid-Gele erlaubt die Auftren-
nung kleinerer DNA-Molekile (Oligonukleotide bis Fragmente von wenigen kBp). Bei diesem Gelsystem be-
einflussen sowohl die Acrylamidkonzentration, als auch der Vernetzungsgrad seine Aufldsungseigenschaften.

Die Herstellung, Verwendung und Behandlung der verschiedenen Gelsysteme ist prinzipiell von Satnbrook
al., (Sambroolet al, 1989) beschrieben.
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4.4.2.1 Auftrennung hochmolekularer DNA und topologischer Isomere im Agarose-Gel

Agarose-Gele finden Verwendung zur Auftrennung hochmolekularer DNA (>1000Bp). Man stellt dabei die
topologische Form und die Grof3e von Plasmid-DNA fest. Normalerweise wird eine 0,8%ige Agarosesuspension
in 1/2x Loening-Puffer angesetzt und durch Kochen im Mikrowellenherd geldst . Nachdem die Lésung auf ca.
50-60°C abgekunhlt ist, wird sie in eine mit einem ,Kamm*“ bestilickte Flachgelapparatur gegossen. Nach Erstar-
ren der Losung Uberschichtet man das Gel mit 1/2x Loening-Puffer (ca. 2-3 mm) und entfernt den Kamm. In die
Aussparungen, die der Kamm hinterlassen hat, werden die Proben aufgetragen, welche zuvor mit 1/10 des Vo-
lumens mit DNA-Auftragspuffer (10fach konzentriert) gemischt wurden. Dies erleichtert auf Grund des hohen
Saccharosegehalts (6%) das Auftragen der Proben. Dartber hinaus erlauben die im Auftragspuffer enthaltenen
Farbmarker eine Kontrolle der wahrend der Elektrophorese zuriickgelegten Laufstrecke. Fir 0,8%ige Gele gilt,
dass Orange G an der Lauffront wandert, wahrend Xylencyanol etwa mit einem DNA-Molekil der Grof3e von
2kBp komigriert. Die Elektrophorese wird bei 5-10 V/cm in einer Flachgelapparatur Gber die erforderliche Zeit
durchgefihrt.

Nach der Elektrophorese wird die DNA im Agarose-Gel fir 20 min in Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) ange-
farbt und kann im UV-Licht (250-360 nm) sichtbar gemacht und photographiert werden. Die Nachweisgrenze
liegt dabei bei 20 ng pro ,DNA-Bande”.

4.4.2.2 Auftrennung niedermolekularer dsDNA in nativen PAA-Gelen

Zur Analyse von DNA-Fragmenten von 40 bis 2000Bp werden 4-8%ige PAA-Gele mit einem Vernetzungsgrad
von 30:0,8 (AA:Bis-AA) in 1xTA-Puffer benutzt. Zur Einleitung der Polymerisation werden der Acrylamidl6-
sung nacheinander 0,2% TEMED (als Radikal-stabilisator) und 0,4% APS (als Radikalstarter, 1899 in H
zugegeben. Danach wird die Losung zligig und blasenfrei zwischen zwei Glasplatten gegossen (Polymerisie-
rungszeit ca. 30 min). Die Dicke der Gele betragt in der Regel 1,0mm fur analytische, und 2,5 mm fiir praparati-
ve Gele. Den Proben wird 1/10 Volumen DNA-Probenauftragspuffer zugegeben. Die Elektrophorese wird in
einer Vertikalgelapparatur und wird mit 15 V/cm durchgefihrt. In 6% PAA-Gelen wandert Xylencyanol mit
DNA-Fragmenten von 250bp, Bromphenolblau mit DNA-Fragmenten von 70bp und Orange G kurz vor der
Lauffront.

4.4.2.3 Anfarben von DNA in Gelen mit Ethidium-Bromid

Das Verfahren ist fur Agarose- und PAA-Gele identisch. Ethidium-Bromid (EtBr ) interkaliert in Nukleinséduren
und kann durch Bestrahlung mit ultrakurzwelligem Licht zur Fluoreszenz angeregt werden (optimale Intensitat
bei Anregung mit Licht der Wellenlange 254 nm).

Das Gel wird fr 10-30 min in einer EtBr-Losung (1 pg/ml) angeféarbt. Unspezifisch in das Gel eingelagertes
EtBr wird durch 10-30 mindtiges Waschen in Wasser entfernt. Auf einer UV-Platte (Wellenlange 203 nm) wird
die angefarbte DNA sichtbar gemacht und kann unter Verwendung eines UV- und eines Orange-Filters photo-
graphisch dokumentiert werden.

4.4.3 Enzymatische DNA-Sequenzierung nach Sanger

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine modifizierte Dideoxy-Kettenterminationsmethode nach SangerdSanger
al., 1977) angewandt. Es handelt sich um eine Entwicklung der Fa. Pharmacid ‘S€Bugncing Kit, Nr. 27
1682-01). Die Methode beruht auf einervitro Replikation der DNA mit der DNA-Polymerase des Bakterio-
phagen T7. Das Prinzip sei im Folgenden kurz erlautert:

Eine DNA-Matritze wird in vier verschiedenen Ansatzen sequenziert, dabei wird jedem Ansatz neben den vier
2’Deoxynukleotiden (dXTPs) je ein 2°,3’Dideoxynukleotid (ddXTP) in einer relativ geringen Konzentration
zugesetzt. Der statistische Einbau eines Dideoxynukleotids fihrt zum nukleotidspezifischen Abbruch der Ver-
mehrung. Diese Reaktion liefert somit eine Population von Molekiilen statistischer GréRe. Allen Molekilen
gleicher GréRRe ist gemeinsam, dass sie mit dem gleichen Dideoxynukleotid enden. Durch Vergleich der vier
Ansatze mittels gelelektrophoretischer Auftrennung (4.4.3.1) kann nun jeder Position des vermehrten Molekils
ein ganz bestimmtes Nukleotid zugeordnet werden. Als Matrize wird in dieser Methode superhelikale Doppel-
strang-DNA verwendet (ccc-Plasmide aus ,Mini-Prep®). Um die Reaktion sequenzspezifisch innerhalb des
Plasmids zu starten, wird ein kurzes, synthetisches Oligonukleotid (,Primer*) mit entsprechend komplementéarer
Sequenz hybridisiert. Um eine Analyse durch Autoradiographie zu ermdglichen, ist in jeder Radi8ion

dATP zur radioaktiven Markierung der Produkte enthalten. Die Reaktionen kénnen in Eppendorfréhrchen bzw.
Mikrotestplatten durchgefiihrt werden.
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Die Sequenzierung wird nach folgendem Protokoll durchgefiihrt :
a) Alkalische, irreversible Denaturierung:
- Mischen von 1,5-2,0 pg DNA (z.Bsp. aus ,Mini-Prep®) in 8 pl Wasser mit 2 pul 2M NaOH.
- Inkubation fiir 10 min bei RT.
- Zugabe von 3 ul 3M NaAc, pH 4,5, 7 pl Wasser und 75 ul Ethanol zum Fallen der DNA,
- Inkubation bei —80°C fur 30min.
- Abzentrifugieren (Tischzentrifuge, 13000 Upm, 10 min, 4°C), Waschen des Sediments mit
80%igen Ethanol, erneutes Abzentrifugieren (s.0.), Trocknen im "Speed-Vac" Konzentrator und Aufnehmen
des Préazipitats in 10 pl sterilem Wasser.
b) Hybridisieren der ,Primer*:
- Zugabe von 2 pl ,Primer* (1pmol) und 2 pl Hybridisierungspuffer, Inkubation zuerst fir 20 min bei 37°C,
dann 10 min bei RT.
¢) Sequenzier-Reaktion:
- Verdiinnen der T7- DNA-Polymerase auf 1,5 U/ul (1:10) in , T7*-Verdinnungspuffer.
- Vorlegen von je 2,5 ul des nukleotidspezifischen Reaktionsmix ,Short" in die vier farbigen
Reaktionsréhrchen und Vorwéarmen auf 37°C.
- Starten der Reaktion durch Zugabe von 3 pl ,Markierungsmix“ A, 0,5af¥3-dATP
(5-10 uCi) und 2 pl T7-Polymerase, Mischen und kurz abzentrifugieren, Inkubation fiir 5 min bei RT.
d) Polymerisations-Reaktion:
- Zugabe von je 4,5 pl der Sequenzier-Reaktion in die vorgewarmten Rohrchen mit dem Reaktionsmix ,Short",
Mischen durch Auf- und Abpipettieren, Inkubation bei 37°C fir 5 min.
e) Terminations-Reaktion:
- Beenden der Reaktion durch Zugabe von je 5 ul Stopplésung, Mischen durch Auf- und Abpipettieren
- Inkubation bei 80°C fuir 2 min.
- Auftragen der radioaktiven Reaktionsgemische auf ein Sequenziergel oder Aufbewahren bei
-20°C.

4.4.3.1 Gelelektrophoretische Analyse von DNA-Sequenzierungsansatzen

Bei der Sequenzierung nach Sanger (Saegel, 1977) entstehen radioaktiv markierte ssDNA-Produkte, die
entsprechend ihrer Lange durch Gelelektrophorese aufgetrennt werden.

Zur elektrophoretischen Analyse einzelstrangiger DNA ist es notwendig, dem Gelsystem denaturierende Agen-
zien wie Harnstoff hinzuzufliigen. Diese interagieren mit Wasserstoffbriicken gepaarter Basen und l6sen dadurch
Sekundarstrukturen auf, die das Laufverhalten von einzelstrangigen Nukleinsduren entscheidend beeinflussen.
Die niedrige lonenstérke des Gelsystems stellt fir den elektrischen Strom einen erheblichen Widerstand dar; die
dadurch entstehende Warme begunstigt zusatzlich das Aufschmelzen von Sekundarstrukturen.

Radioaktiv markierte ssDNA Produkte aus Sequenzierreaktionen (4.4.3) werden wie folgt analysiert:

Es werden 6%ige PAA-Gele mit 8,3 M Harnstoff verwendet (Vernetzungsgrad: 30:0.8, Dicke: 0,3 mm, 1x TBE-
Puffer). Die Gelmatrix wird gewdhnlich kovalent an die Ruckenplatte (,nicht-Ohrenplatte®) gebunden. Dazu
wird diese mit Methacryloxypropyltrimethoxy-Silan wie folgt behandelt:

Die Glasplatte wird mit 70%igem Ethanol griindlich gereinigt. Die Platte wird mit 150 pl Essigsaure (10%) und
15 pl Silan in 15 ml Ethanol abgerieben und mit der Silanldsung unter dem Abzug benetzt. Nach 10 min wird
die Glasplatte mit VE-Wasser gewaschen und getrocknet.

Zum leichteren Abheben der Ohrenplatte wird diese mit einer 2%igen Dichlor-Dimethylsilan-Lsung (in Chlo-
roform) behandelt. Uberschiissige Silanldsung wird durch Waschen mit VE-Wasser entfernt. Das Gel wird bei
25 V/cm vorelektrophoresiert, um es auf seine ,Betriebstemperatur” (60-80°C) zu bringen. Die Taschen des
Gels mussen vor dem Auftragen der Proben mit Laufpuffer ausgespuilt werden, da aus dem Gel diffundierender
Harnstoff das Beladen des Gels und dadurch die Auftrennung ungtinstig beeinflusst. Die Elektrophorese erfolgt
bei 25 V/cm fur 1-3 h in 1x TBE-Puffer.

Nach Beendigung der Elektrophorese wird die Ohrenplatte entfernt und die DNA im Gel durch 20miniitige
Inkubation in 10%iger Essigsaure fixiert. AnschlieRend wird 30 min gewassert, um den Harnstoff aus dem Gel
zu waschen. Danach wird das Gel auf der Glasplatte im Mikrowellenherd getrocknet (30 min, auf Stufe ,Auf-
tauen®). Die Gele werden durch den Wasserentzug sehr dunn, was zu einer Verscharfung der Banden aufgrund
der geringeren Streuung/Absorption der 3-Strahlung fuhrt. Die Autoradiographie erfolgt bei Verwendung von
%3 ohne Intensivierungsfolie bei RT.
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4.51n vitro Modifikation und Rekombination von DNA
4.5.1 Dephosphorylierung der 5"Enden von DNA-Fragmenten mit alkalischer Phosphatase

Zur Vermeidung unerwiinschter Ligierungen (z.B. Religation geschnittener Vektoren), entfernt man das 5'-
Phosphat der DNA und erzeugt ,freie” 5"-hydroxylierte Enden. Hierbei werden

0,1-10pmol DNA bei 37°C fiir 30 min im Volumen von 50 pl mit 0,5U alkalischer Phosphatase inkubiert (Puf-
ferbedingungen nach Herstellerangaben).

Bevor die Fragmente fir die Ligierung eingesetzt werden kdnnen, muss das Enzym durch Phenol-Extraktion
und anschlieBendes Ausfallen der DNA entfernt werden.

4.5.2 Phosphorylierung von 5'-hydroxylierten Enden durch Polynukleotidkinase

Das Enzym Polynukleotidkinase (PNK) katalysiert die Ubertragung der terminalen Phosphatgruppe von ATP
auf das 5-OH Ende von DNA-Fragmenten und einzelstrangigen Oligonukleotiden. Fir eine quantitative Phos-
phorylierung verwendet man einen 3-5fachen molaren Uberschuf® an ATP gegeniber den Nukleinsaure-Enden,
stellt die Pufferbedingungen des 20 ul Ansatzes durch Zugabe von 10-fach konzentriertem PNK-Puffer ein und
inkubiert bei 37°C fur 20 min. Die eingesetzte Menge PNK betragt 10U/20ul. Nach Beendigung der Reaktion
wird das Volumen mit TE-Puffer auf 100 pl erhéht und eine Phenol-Extraktion durchgefuhrt. Die phosphory-
lierten Fragmente werden mit Ethanol prazipitiert, gewaschen und in entsprechendem Puffer aufgenommen.

4.5.3 Auffillen von 5°-iberhdngenden, bzw. Entfernen von 3"-Uberhdngenden, einzelstran@d&x-Enden
durch T4 DNA-Polymerase

Fir bestimmte Anwendungen, z. B. der Ligierung von DNA-Fragmenten mit kaatypatiblen Enden, ist es
notwendig, doppelstrangige und glatte Enden (,blunt ends@rzeugen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dazu
das Enzym DNA-Polymerase dBakteriophagen T4 verwendet. Das Enzym besitzt zwei unterschiedliche Ak-
tivitdten: In derGegenwart von Deoxyribonukleosidtriphosphaten (dXTP) katalysiert es die Polymergsation
verkirzten Hydroxylenden von DNA-Fragmenten. Dadurch lassen sich 5 -lUberharejereistrangige DNA-
Enden zu doppelstrangigen, glatten Enden auffillen.

In Abwesenheit von dXTPs besitzt die Polymerase eine sehr aktive, einzelstrangspezifisbtie 3’-
Exonukleaseaktivitdt, wodurch sich 3"-liberhdngende Enden entfernen Resé&eaktiorfindet in einem
Volumen von 20-50 pl 1xT4-Reaktionspuffer fir 30 min bei 37°C statt. Zur Auffullreaktion werden dem Ansatz
0,1pmoldNTPs zugegeben.

4.5.4 Kovalentes Verknupfen von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Das Enzym DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwi-
schen benachbarten 3"-Hydroxyl- und 5" -Phosphoryltermini doppelstrangiger DNA.

Eine Einheit des Enzyms (1U) ist definiert als die Ligasemenge, die notwendig ist, um die Konversion von
1nmol®P, in ATP bei 37°C in 20 min zu katalysieren (Weiss-Unit).

Die Menge an Ligase im jeweiligen Reaktionsansatz hangt von mehreren Faktoren ab, z. B. der Natur der zu
ligierenden DNA-Fragmente (,blunt“-Enden oder Enden mit 3"- oder 5 -Uberhangen), der Stabilitat der Wasser-
stoffbriicken-Struktur, der Inkubationstemperatur und der Konzentration von DNA-Fragmenten.

In dieser Arbeit wurden alle Ligierungsansatze in 10 pl oder 15 pl Endvolumen durchgefiihrt. Die Reaktionsbe-
dingungen werden mit 10x Ligase-Puffer eingestellt. Die Ligasekonzentration liegt bei 10U/ml. Die Menge an
eingesetzter DNA bei Fragmentligierungen kann zwischen 0,05 und 2pmol liegen. Fir Klonierungen wird das
Insert in einem 3-5fachen UberschuRR beziiglich des Plasmids eingesetzt. Die Inkubation erfolgt bei 16°C UN.
Fir die Elektroporation wird die DNA mit Ethanol gefallt, zweimal mit 80%igen Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 20 pl Wasser aufgenommen. Davon werden 1-5 pl fur die Elektroporation eingesetzt (Siehe 4.1.2). Fir
eine Transformation mittels der Kalzium-Chlorid-Methode kann die DNA direkt aus dem Ligationsansatz (1-10
pl) verwendet werden.

4.5.5 Enzymatische in vitro Amplifikation von DNA mittels Tag-Polymerase (PCR) (Saiki et al., 1988)

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann selektiv eine DNA-Sequeiteo amplifiziert werden. Die
Synthese wird dabei an zwei ,Primern* gestartet, die so gewahlt sind, dass sie den zu amplifizierenden Bereich
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flankieren. Die PCR wird in einem sog. ,Thermocycler* durchgefiihrt und besteht prinzipiell aus drei Schritten,
deren einzelne Parameter fur die jeweiligen , Template-Primer“-Kombinationen individuell optimiert werden
missen.

Der initiale Prozess ist die thermische Denaturierung der DNA in ihre Einzelstrange bei tiber 90°C fur 15 Sek.
bis 2 min. Nach dem Abkiihlen des Reaktionsansatzes auf 45-65°C kdnnen die Primer sequenzspezifisch an die
DNA-Matrize hybridisieren. Schlief3lich erfolgt beim Temperaturoptimum der thermostabilen DNA-Polymerase
(72-74°C) die DNA-Neusynthese ausgehend von den 3-OH-Enden der beiden einhybridisierten Primer.

Dieser Zyklus wird je nach den Erfordernissen 7-35-mal wiederholt. Das amplifizierte DNA-Fragment wird
final durch Gel-Elektrophorese und anschlieBender Elution gereinigt. Alternativ kdnnen kommerziell erhéltliche
,Kits" zur Aufreinigung von PCR-Produkten verwendet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR zur Isolierung und Klonierung bekannter DNA-Sequenzen benutzt.
Die verwendeten Primer besalRen Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme, wodurch sich DNA-Fragmente mit
definierten Enden erzeugen lieRen.

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurden in Rahmen dieser Arbeit folgende Bedingungen gewahilt:

Reaktionsvolumen 100 pl

Plasmid DNA-Matrize 0,05pmol/pl

~Primer* je 30pmol/ul

Tag-Polymerase 1U

Nukleotide (dXTP's) je 200uM

Puffer 50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8,3
MgCl, 2mM

Die Reaktion erfolgt in 0,5 ml Eppendorf-GefalRen nach folgendem Zyklus(25x):
Denaturieren der DNA 10 sec, 95°C

Hybridisieren der ,Primer” 20 sec, 55°C

Elongation 1 min, 72°C

Nach 25 Zyklen wird die Reaktion durch eine 5 min Inkubation bei 72°C abgeschlossen und anschlie3end ein
Aliquot der Reaktion (5-10ul) elektrophoretisch in einem kleinen Agarose-Gel (0,8%) analysiert.

4.5.6 Ortsspezifischer Nukleotidaustausch (,Site-directed Mutagenesis”)

Diese Methodelerin vitro Mutagenese (ausgehend von QuickCh&Adgite-Directed Mutagenesis Kit Proto-
koll von Stratagene, Katalognummer: 200518) erlaubt einen schnellen Nukleotidaustausch in beliebiger dsDNA.
Fir jede Reaktion, die zum Nukleotidaustausch filhren soll, mussen zwei individuelle, zu einander komplemen-
tare, mutagenisierende Oligonukleotide entworfen werden. Bei dem Entwurf der Mutageneseoligonukleotide
sind folgende Regeln unbedingt zu beachten:
Die Lange der spezifischen Oligonukleotide liegt zwischen 25 und 45Bp. Die Schmelztempepatier @li-
gonukleotide muss mindestens 78°C erreichen und wird nach folgender Formel berechnet:

T,=815+ 0,41 (%GC) — 675/N - %mismatch
N steht fur die Lange des Oligonukleotides (in Bp).
Die eigentliche Mutation (Deletion oder Insertion) liegt in der Mitte des Oligonukleotides, wird also auf jeder
Seite von 10-15Bp flankiert, die zu der Matrize-DNA komplementér sind und mit ihr zu 100% Ubereinstimmen.
Der GC Gehalt des Oligonukleotides sollte mindestens 40% betragen. Verwendung von Oligonukleotiden, die
mittels FPLC oder PAGE gereinigt wurden, steigert betrachtlich die Effizienz der Mutagenesereaktion.
Die Matrizen-DNA wird ausgehend von den mutagenisierenden Oligonukleotiden wahrend der Amplifikation
mit der PfuTurboDNA-Polymerasell vermehrt. Nach dieser PCR entstehen neue DNA-Molekile, die im Unter-
schied zu der Matrizen-DNA semimethyliert bzw. unmethyliert sind. Der Verdau mit der Dpnl Restriktionsen-
donuklease (Erkennungssequenz: 5'-Gm6ATC-3"), die spezifisch nur methylierte und semimethylierte DNA-
Sequenzen schneidet, fihrt zu einem Verdau deEawgi stammenden Matrizen-DNA und somit zur gleich-
zeitigen Selektion der mutierten, PCR-synthetisierten DNA.

Die PCR wird in folgender Zusammensetzung vorbereitet:

Puffer 5ul
DNA-Plasmid 5-50 ng
Oligonukleotide je 125 ng
dNTP Mix 200uM
ddH,O ad 50pl
PfuTurbo 2,5U
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Die Anzahl der Zyklen sowie die Polymerisationszeit sind abh&ngig vom Typ der einzufiihrenden Mutation bzw.
von der Lange des zu amplifizierenden Plasmids. Es gilt:

Punktmutation 12 Zyklen
Einfacher Aminosaureaustausch 16 Zyklen
Mehrfache Aminosauredeletion/Insertion 18 Zyklen
Der initialen thermischen Denaturierung der DNA 9&5 30 sec) folgen:
12-18 Zyklen 95°C 30 sec
55°C 1 min
68°C 2 min/kb des zu amplifizierenden Plasmids

Die Reaktion wird durch Abkiihlung des Ansatzes auf ca. 37°C beendet, indem das ReaktionsgefaR fur etwa 2
min auf Eis gelegt wird.

Dem abgekihlten Reaktionsansatz werden 10U des Dpnl Restriktiosenzymes zugegeben und mittels vorsichti-
gen Ab- und Aufpipettieren gemischt. Die folgende einstiindige Inkubation bei 37°C ermdéglicht den Restrikti-
onsverdau des parentalen, nicht mutierten DNA Stranges.

1 pl des Reaktionsansatzes ist ausreichend fir die Transformation von kompEtenteRellen (siehe 4.1.5)

mit der zu erwartenden Anzahl von 50 bis 800 Kolonien. Laut Angaben des Herstellers betragt die Effizienz
80%.

4.6 Chemische Synthese des MSP-1 vom Typ MAD20
4.6.1 Entwurf des msp-1 Gens vom Typ MAD20

Als Ausgang fir die synthetische DNA Sequenz des MSP1 Proteins vom Typ MAD20 wird die Aminoséurese-
quenz des MSP1 vom 3[F. falciparumlsolat gewahlt. Die Aminoséduresequenz wird unter Verwendung einer
Kodonhéaufigkeit, wie sie im menschlichen Genom vertreten ist, mit Hilfe des Zufall-Prinzip-Generators zuriick
in die DNA Sequenz Ubersetzt. Dadurch kommt es zwangslaugig zu einer Reduktion des A+T Gehaltes der
plasmodialen DNA. Sequenzen, die einen vorzeitigen Transkriptions- oder TranslationsStopp bedeuten kénnen,
als Splei-Donor oder -Akzeptor Signale erkannt werden ebenso wie interne Promotoren, GC-reiche Regionen
und Shine-Dalgano Sequenzen werden durch Mutationen zerstort.

Folgende Sequenzen werden durch Mutationen der einzelnen Basen entfernt:

1). Splei-Signale (mit dem Motiv MRGGUNVR oder YNCAGG; M=A/C, R=A/G, V=Alles auBBer T,
N=beliebiges Nukleotid).

2). Methylierungssignale (GATC fidamMethylase, CCAGG und CCTGG fiudcmMethylase und
AA(N,GTGC und GCAC(NGTT fiur Ecok-Methylase).

3). Shine-Dalgano Konsensussequenzen (GAGGAA(NG).

Die Programme zur Analyse der entworfenen Sequenz sind Teil der ,Genetics Computer Group Program Col-
lection* (Deverewet al, 1984). Konsensussequenzen fiir Intron/Exon Grenzen, potentielle prokaryotische Pro-
motoren und poly(A) Signale werden mit Hilfe vom ,Find Patterns®, Terminatorsequenzen mit Hilfe des ,Ter-
minator* Programms identifiziert. ,Stemloop” Programm wird benutzt, um lange ,inverted repeats” zu erken-
nen, die zur Bildung von stabilen sekundaren Strukturen flhren kdnnten. Diese Sequenzmotive werden ebenfalls
durch Austausch mit alternativen Kodons zerstort.

Gleichzeitig wird das Muster der Restriktionsendonukleasenschnittstellen modifiziert. Erkennungssequenzen
von solchen Restriktionsendonukleasen werden entfernt, die nur einmalnspekrdSequenz schneiden und

die nicht fur die Klonierung der einzelnen Fragmente verwendet werden. Mehrmals vorkommende Erkennungs-
sequenzen, die fir die Klonierungsstrategie bendtigt werden, werden auf die Anzahl von 1 reduziert. Mit Hilfe
des ,Map"“ Programms (Funktion ,Silent*) werden kryptische Erkennungssequenzen von einmal schneidenden
Restriktionsendonukleasen identifiziert, durch Nukleotidaustausch eingefiihrt und fiir die Klonierung der Frag-
mente verwendet.

Die 5186Bp lange DNA Sequenz wird in 5 Hauptfragmente unterteilt, die mit den Prozessierungsprodukten p83,
p30, p38, p29 und p19 ganz oder fast identisch sind. Das p83 muss dabei aus drei, das p38 aus zwei Subfrag-
menten zusammengesetzt werden. Die Fragmente p30, p38, p29 und p19 werden an ihren 5" Enden durch eine
zusatzliche BamHI Schnittstelle und an ihren 3" Enden durch zwei Terminationskodon und eine Clal Schnitt-
stelle modifiziert. Das p83 erhélt an seinem 5 Ende eine Mlul Schnittstelle, das 3" Ende ist mit den anderen
Fragmenten identisch.

4.6.2 Entwurf und Synthese der Oligonukleotide
Ein limitierender Faktor der chemischen Gensynthese ist die L&nge der Oligonukleotide, die die Grenze von 120

Basen nicht uberschreiten sollte. Bei dieser maximalen Oligonukleotidlange kann man von einem bis zu 50%
fehlerfreien PCR-Produkt ausgehen.
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Die entworfenen Oligonukleotide werden mit Hilfe vom Oligo 4.0s Programm analysiert. Die Uberlappungsre-
gion zweier aufeinander folgender Oligonukleotide betréagt im Durchschnitt 18 Basen. Es ist wichtig auf die
interne Stabilitat der Oligonukleotide zu achten, die nicht kleineb@ts8 kcal/mol sein sollte. Falsche Hybri-
disierungsstellen, die langer als 7 Nukleotide sind und mit Hilfe der Funktion “False Priming site* erkannt wer-
den, werden eliminiert.

Die Oligonukleotide werden am Applied Biosystems 394 Synthesizer in der Zusammenarbeit mit der Oligonu-
kleotidsyntheseeinheit des ZMBH nach Standartprotokoll synthetisiert.

Um ein moglichst fehlerfreies PCR-Produkt zu bekommen, ist eine sorgfaltige Reinigung der Nukleotide erfor-
derlich. In der Regel wird die Halfte des Syntheseproduktes tber 10-20%igen denaturierenden PAA-Gel gerei-
nigt (siehe 4.3.6). Die Hauptproduktbande mit der zu erwartenden Lange wird herausgeschnitten und 2x20 min
bei 150 V aus dem Gel eluiert (siehe 4.3.4).

4.6.3 Chemische Synthese der dsDNA mittels asymmetrischer PCR mit einzelstrangigen Oligonukleotiden
(Pan et al., 1999)

Die chemische Synthese der DNA erfolgt nach der in unserer Arbeitsgruppe etablierten Synthese mittels
asymmetrischer PCR mit einzelstrangigen Oligonukleotiden (Pan et al., 1999). So kann ausgehend von 8 bis
zu 120 Basen langen Oligonukleotiden nach mehreren PCR-Schritten mit insgesamt 25 Amplifikationszyklen
ein im Durchschnitt 800Bp langes DNA Fragment aus dem PCR Ansatz gereinigt, kloniert und sequenziert
werden. Fehlerfreie Fragmente werden schlie3lich fiir das Zusammensetzen der MSP1 Kodierungssequenz
verwendet.

Ausgehend in der Regel aus 8 synthetischen Oligonukleotiden (01-O8) werden gleichzeitig vier PCR-
Ansatze vorbereitet. Pro Ansatz werden jeweils zwei aufeinander folgende Oligonukleotide im Konzentrati-
onsverhaltnis von 5:1 (fur die Oligonukleotidpaare: O1/02 und O5/06) bzw. 1:5 (0O3/04 und O7/0O8) kombi-
niert, um das asymmetrisch zu amplifizierende Produkt zu erreichen.

PCR Zusammensetzung:

Puffer 5ul

O1 (bzw. 04, O5, 08) 25pmol

02 (bzw. 03, 06, O7) 5pmol

Taq Polymerase 25U

dNTP Mix 200uM

H,0 add 50 pl

Die Reaktionsbedingungen fir 5 Zyklen der Amplifikation:
Denaturierung 95°C 10 sec
Hybridizierung 55°C 30 sec

Polymerisation 72°C 60 sec

Nach dem letzten Amplifikationszyklus werden die Anséatze 01/02 mit O3/04 und O5/06 mit O7/08 (je 25 pl)
im Verhaltnis 1:1 gemischt und die nachsten 5 Zyklen der Amplifikation unter den gleichen Bedingungen ge-
startet.

Um das notwendige Zwischenprodukt zu erhalten, werden die Produkte aus den letzten 5 Amplifikationszyklen
erneut im Verhaltnis 1:1 gemischt. Diesen Anséatzen werden zusétzlich 20pmol von den terminalen O1 bzw. O8
zugegeben, um die asymmetrischen Oligo-nukleotidverhaltnisse erneut zu etablieren, und die Anzahl der Zyklen
erhoht sich auf 8. Durch das Mischen der Produkte aus der letzten Reaktion (Verhéltnis 1:1, je 25 pl) erreicht
man nach abschlieBenden 12 Amplifikationszyklen das gewiinschte Fragment.

Dieses Fragment wird in einem 1,5-2%igem Agarose-Gel von den anderen PCR-Zwischenprodukten getrennt
und aus dem Gel eluiert (siehe 4.3.5). Das gereinigte Fragment wird mit den fiir die Klonierung verwendeten
Restriktionsendonukleasen verdaut. Um einen effizienten Verdau des PCR-Produktes zu erreichen, wird die
doppelte Menge an Restriktionsenzym verwendet als unter 4.4.1 angegeben und die Reaktion wird Uiber Nacht
inkubiert. Das geschnittene Fragment wird aus dem Restriktionansatz mit Hilfe vom Ethanol gefallt (4.3.2.2).
Fur die Ligation wird das Insert in einem dreifachen UberschuRR zu dem gleichartig geschnittenen Vektor pPfl
zugegeben. Fir die anschlieBende Sequenzierung wurdepudid T, Sequenzierprimer verwendet.

4.7 Analyse und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

4.7.1 Analyse von Proteinen durch diskontinuierliche, denaturierende PAA-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Proteine besitzen aufgrund ihrer unterschiedlichen Aminosaurezusammensetzung kein konstantes Ladungs-
Masse-Verhaltnis. Durch Erhitzen wird die Polypeptidkette entfaltet, und durch Anlagerung des stark ionischen

Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) wird die Eigenladung des Proteins Uberdeckt. Dies fuhrt zu einem anné-
hernd linearen Laufverhalten bezlglich des Molekulargewichts. Die Gelelektrophorese wird, um scharfe Pro-
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teinbanden zu erreichen, in einem zweistufigen PAA-Gel durchgefiihrt, das sich durch einen pH-Sprung an der
Grenze des relativ gro3porigen Sammelgels (3%, pH 6,8) zu dem darunterliegenden, engporigen Trenngel (8-
12,5%, pH 8,8) auszeichnet. Der Fokussierungseffekt wird durch das pH-unabhangige Laufverhalten des ,Leit-
lons" Cfgegenliber dem pH-abhéngigen Laufverhalten des "Folge-lons" Glycin bewirkt (Laemmli, 1970)
Analytische Proteingele werden in einer Dicke von 1 mm hergestellt. Im Sammelgel wird eine Spannung von 8
V/cm, und im Trenngel von 20 V/cm angelegt. Vor dem Erhitzen (6 min, 100°C) wird den Proben der Protein-
auftragspuffer zugegeben. Bromphenolblau im Auftragspuffer ermdglicht es, den Verlauf der Elektrophorese zu
verfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden jeweils 20 pl der Probe auf das PAA-Gel geladen (Abweichungen
sind im Text angegeben). Da die Anwesenheit von reduzierenden Reagenzien, z. B. R-Mercaptoethanol oder
DTT, die Konformation von Proteinen mit internen Disulfidbriicken stark beeinflusst, wurden im Rahmen die-
ser Arbeit SDS-PAGE sowohl unter reduzierenden (mit DTT oder B-Mercaptoethanol) als auch unter nicht-
reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. Dies kann sich auf das Laufverhalten im PAA-Gel und besonders auf
die spezifische Erkennung durch Antikdrper auswirken.

4.7.2 Farbung von Proteinen in PAA-Gelen mit Coomassie-Blau

Zum Nachweis der Proteine wird das Trenngel 20-60 min bei RT in Coomassie-Farbelésung geschwenkt. Da-
nach wird es mit Wasser abgespilt und in Entfarberldsung gelegt. Unter mehrmaligem Wechsel der Entfarberl6-
sung wird das Gel nun 1-12 h bei RT entfarbt und anschlieBend 1 h in Wasser gewaschen. Die Nachweisgrenze
fur Proteine liegt bei dieser Methode bei 100-200 ng Protein pro Bande.

4.7.3 Farbung von PAA-Gelen mit kolloidalem Coomassie

Das Gel wird fir 2-3 h in 40% Methanol, 10% Essigsaure fixiert. Die Inkubation in Farbelésung erfolgt UN,
mindestens jedoch fir 3 Stunden, unter standigem Schwenken bei RT. Durch mehrmaliges Waschen mit bide-
stilliertem Wasser wird das Gel entféarbt. Es sollte eine runde Schale verwendet werden. Die Empfindlichkeit
liegt bei ca. 10 ng Protein pro Bande und ist damit etwa 10-mal hoher als bei der herkémmlichen Coomassie-
Farbung.

4.7.4 Silberfarbung von PAA-Gelen nach Heukeshoeven

Das Gel wird 1 h (oder UN) in Fixierlésung 1 geschwenkt. Nach 30 min Behandlung mit Fixierlésung 2 wird
das Gel viermal je 15 min mit @ gewaschen. Es folgt eine 30 min Inkubation in der Farbeldsung. Reste der
Farbeldsung werden durch kurzes Schwenken,@ tthd in Entwicklerldsung (je 20 sec) entfernt. Das Gel wird

nun solange in der Entwicklerldsung geschwenkt, bis die Banden ausreichend geschwaérzt sind. Dies kann je
nach aufgetragener Proteinmenge 20 sec bis 10 min dauern. Die Reaktion wird durch mehrmaliges Waschen mit
Stoppldsung beendet. Mit der Silberfarbung kénnen 1 bis 10 ng Protein pro Bande sichtbar gemacht werden.

4.7.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen nach Bradford (Bradford, 1976)

Proteine ergeben mit Coomassie Brillant Blue G250 eine blaue Farbreaktion. Die Intensitat der Farbung ent-
spricht der Menge an Protein in einer Probe und kann durch die Messung der OD bei 595nm und den Vergleich
mit einer Eichkurve bestimmt werden.

Die Proteinlésung wird in 100 pl Wasser (max. 10 ul) verdunnt. Es werden 900 pl Bradford-Reagenz zugegeben
und fir 20-30 min bei RT inkubiert. Die Messung der Q[@rfolgt in Photometer. Die Proteinkonzentration

wird durch den Vergleich mit einer Eichkurve (versch. BSA-Konzetrationen) vermittelt.

4.7.6 Aufreinigung von rekombinanten Hexahis-MSP-1 Fragmenten aus E.coli

In Rahmen dieser Arbeit werden rekombinante Fragmente des synthetisshelifGens des FCB-1 Stammes

von P. falciparum(Pan et al., 1999) unter renaturierenden Bedingungek.ausli gereinigt. Der Expressions-

vektor pDS56 enthélt N-terminal zu den zu exprimierenden MSP-1 Fragmenten 6 Histidigedidigje Auf-
reinigung der irE. colisynthetisierten Proteine mittels?NiChelatchromatographie erméglichen (Hoctetlial,

1988).

Die gereinigten MSP-1 Fragmente entsprechen den natirlichen Prozessierungsprodukten vom MSP-1 Protein
und werden flr die Analyse der Immunseren mittels ELISA (siehe 4.13.2) verwendet.
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4.7.6.1 Expression der MSP-1 Fragmente in E.coli

Die MSP-1 Fragmente tragenden Expressionsvektoren der pDS56-Familie werden in die Lac-Repressor expri-
mierende Bakterienzellinig.coli SG13009ransformiert. Ausgehend von einzelnen Klonen mit den entspre-
chenden Plasmiden werden Kulturen angesetzt, bei 37°C unter starkem Schitteln hochgewachsen und in der
frihen log-Phase (Qlgy= 0,2) mit IPTG (1mM) induziert. Nach Inkubation bei 37°C unter starkem Schutteln

fur weitere 3-4 h werden die Bakterienzellen 20 min bei 6000g und 4°C sedimentiert. Das Sediment kann bei
—20°C aufbewahrt oder unmittelbar fur die HerstellungEle=li Lysates verwendet werden.

4.7.6.2 Herstellung des E.coli Lysates fur die Proteinaufreinigung

Fur die Aufreinigung von p83, p30, p42 und p19 werden je 100 ml, fir p38 1 L Bakterienkultur verwendet. Das
Sediment (siehe 4.7.6.1) wird auf Eis in 5 ml Puffer A (mit Proteaseinhibitor-Mix von Boehringer) aufgenom-
men. Die Zellen werden durch wiederholtes Einfrieren (-20°C) und Auftauen und durch kurzes Sonifizieren (5 x
5 sec, 50% Leistung, kontinuierlicher Schall, auf Eis) aufgeschlossen. Ungeléstes Material wird durch Zentrifu-
gation fir 30 min bei 70000 Upm, 4°C, in der Ultrazentrifuge (Rotor TLA 100.2) sedimentiert. Das Lysat wird
unmittelbar auf die Ni-Chelatsaule aufgetragen oder bei -80°C aufbewahtrt.

4.7.6.3 Nf*-Chelatchromatographie

Als Saulenmaterial wurde die Ni-NTA Agarose der Firma Qiagen verwendet. Nitrilotriacetatsdure (NTA) bindet

4 der 6 Bindungsstellen in dem Koordinationszentrum des Ni-lons so, dass die zwei Ubrig gebliebenen Stellen
nun mit dem (Hig) interagieren kdnnen. Die hohe Konzentration des NTA-Ligands an der Oberflache der Se-
pharosBCL-6B-Kiigelchen ermdglicht eine Bindungskapazitat von 5-10 mg des;{Pfis)eins pro 1 ml Ni-

NTA Agarosematerials.

Die Affinitatssule mit Ni-NTA Agarose (1 ml) wird mit mindestens 5 Bettvolumen Puffer A aquilibriert. An-
schliefend lasst man das Zellextrakt bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min fir mehrere Stunden (auch
UN) bei 4°C iiber die Saule zirkulieren. Unspezifisch gebundene Proteine werden mit 5 Saulenvolumen Puffer
A und je 5 Saulenvolumen Puffer B und Puffer C ausgewaschen. Die an der Saule gebundenen Proteine werden
durch Waschen mit einem reversen Harnstoffgradienten (6M - 1M Harnstoff, je 1 S&ulenvolumen) renaturiert.
Die Elution erfolgt durch 3 Saulenvolumen 20mM, 2 S&ulenvolumen 100mM, 4 Saulenvolumen 250mM und 4-
6 Saulenvolumen 500mM Imidazollésung. Es werden Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. Zur Lagerung (bei 4°C)
wird die Saule mit mindestens 5 Saulenvolumen Puffer A aquilibriert. Zur Kontrolle der Chromatographie wer-
den je 10 pl der Elutions-Fraktionen elektrophoretisch tberprift. Die entsprechenden Banden kénnen mit Coo-
massie-Farbung sichtbar gemacht werden.

4.8 In vitro Kultur von Toxoplasma gondii
4.8.1 Wachstum von T. gondii
4.8.1.1 Parasitenstamme

Fur die stabile Transfektion wurden vier verschiedene Stamme verwendet.

RH Stamm (Sabin, 1941): Dieser virulente Stamm zeichnet sich durch eine hohe Vermehrungsrate (Generati-
onsdauer 6h), gute Produktivitat und effiziente Lyse der Wirtszellen aus, und erlaubt dadurch die Isolation vieler
Tachyzoiten mit geringer Kontamination durch Wirtszellmaterial.

RH-hxgprt Stamm (Pfefferkorn and Borotz, 1994): Diese ldypnthin-xanthin-guanin-
phosphorybosyltransferase-defiziente Mutante des RH Stammes erméglicht eine schnelle und effektive Myco-
phenolsaure(MPA)/Xanthin Selektion der Transfektanten (Dogtedd, 1996) (siehe 4.9.3.2).

Ts-4 Stamm (Pfefferkorn and Pfefferkorn, 1976) ist eine temperatur-sensitive, avirulente Mutante des RH
Stammes, die im Rahmen dieser Arbeit fir alle Immunisierungsversuche verwendet wurde. Die sich langsam
vermehrende ts-4 Mutanten sind bei 37°C nicht mehr in der Lage zu wachsen und miissen bei 34°C kultiviert
werden. Dieser attenuierte, nicht-persistierende Stamm ist unfahig, die Dauerform des Parasiten, den Bradyzoi-
ten, zu bilden. Der ts-4 Stamm ist jedoch genetisch nicht charakterisiert und darf nicht fir humane Versuche
eingesetzt werden.

SAG-I -Mutante des RH Stammes ist eine Mutante, die nach einer chemischen Mutagenese isoliert wurde
(Kasper, 1987). Diese Mutante synthetisiert eine reduzierte Menge an SAG-1, das nicht mit mAk gegen das wt
SAG-1 reagiert.
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4.8.1.2 Wirtszellen

T. gondii-Tachyzoiten infizieren adherente Wirtszellen viel effizienter als Zellen, die in Suspension wachsen. In
dieser Arbeit wurden die Parasiten in HFF-Zellen (,human foreskin fibroblasts®) kultiviert; nur zur Gewinnung
groRer Mengen von Parasiten-Material fir einzelne Versuche wurden Vero-Zellen (,green african monkey kid-
ney cells*) benutzt. Diese wachsen in bis zu vier Zellschichten tUbereinander und ermdglichen dadurch eine
hoéhere Parasitenproduktion tber langere 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 - groR3e,
flache Zellen mit fester Plasmamembran - erlaubt mehrere Zyklen der Parasitenvermehrung bevor es zur Lyse
der Wirtszelle kommt. Dadurch erhélt man einen hohen Parasitentiter und eine nahezu vollstéandig lysierte
Wirtszellkultur mit sehr geringen Verunreinigungen.

Die Passage von HFF-Zellen erfolgt mittels Trypsinbehandlung. Dies sei fur gikel@urflasche kurz erlau-

tert:

Das alte Medium wird abgesaugt. Die Zellen werden zweimal mit 1 ml 0,05% Trypsinlésung, 2mM EDTA in
1xPBS gewaschen. Es folgt eine Inkubation fur 2-3 min im Brutschrank, bis sich die adharenten Zellen vom
Boden ablésen. Die Zellen werden im vorgewarmte modifizierten Eagle’s Medium (MEM) mit 10% hitzeinakti-
vierten FCS aufgenommen, mit einer Dichte von ca. 2000 Zellérdafmeue Kulturflaschen verteilt und bei

37°C im Brutschrank mit 5% COnkubiert. Die Kultur ist nach ca. 5 Tagen konfluent, d.h. ihre Zelldichte be-
tragt 3x10 Zellen/cnt.

4.8.1.3 Passage von T. gondii-Tachyzoiten

Die komplette Lyse einer konfluenten HFF-Kultur aus einer 28¢ufturflasche (T.) ergibt ca. 5x10- 1x1¢
Tachyzoiten des RH-Stammes. Nach der Lyse der Wirtszellen sterben Tachyzoiten innerhalb von 10 h, falls
ihnen keine neuen Wirtszellen zur Verfugung stehen. Deswegen sollten die extrazellularen Parasiten mdglichst
schnell zur Inokulation verwendet werden. Tachyzoiten des RH-Stamms aus 1 ml Inokulum (ERa5asD

ten) zerstéren eine einschichtige HFF-Kultur innerhalb von zwei Tagen. Mit 0,1 ml Inokulum des RH Stamm
hingegen wird eine komplette Lyse der Wirtszellen erst innerhalb von etwa 3-4 Tagen erreicht.

Das Parasitenwachstum innerhalb der parasitophoren Vakuole der Zelle kann im Phasen-Kontrast-Mikroskop
verfolgt werden. Die Generationszeit des intrazellularen Tachyzoits betragt 6-12 h (abhangig von Parasiten-
stamm) und es bilden sich Vakuolen mit 2,4,8, u.s.w. Parasiten. Die Zeit zwischen Infektion und Lyse ist von
den Wirtszellen abhangig, in HFF-Zellen kommt es zur Freisetzung der Parasiten nach 7 Teilungsrunden, d.h.
man findet 2 Parasiten/Vakuole.

4.8.1.4 Aufreinigung der Tachyzoiten

Fir die Passage der Parasiten benutzt man eine lysierte Wirtszellkultur, ohne dass eine zusétzliche Aufreinigung
notwendig ist. Fur die Transfektion oder Klonierung werden jedoch rein extrazellulare, gereinigte Tachyzoiten
benotigt. Daflr wird die Zellsuspension 1-2-mal durch eine 10-ml-Spritze mit Kanille Gr. 17 gezogen. Die
Scherkréafte, die dabei entstehen, brechen die eventuell noch vorhandenen intakten Wirtszellen auf und setzen
die viel kleineren intrazelluldren Tachyzoiten frei. Die Tachyzoiten sind ca. 6 um lang und ca. 2 pm im Durch-
messer und kénnen dementsprechend mittels Filtration durch einen Polycarbonat-Filter (3 um Porendurchmes-
ser, Nucleopore) als Einzellsuspension gewonnen werden. Aggregierte Parasiten und Zelltrimmer bleiben im
Filter zurtick.

4.8.1.5 Einfrieren von T. gondii Tachyzoiten

Fir das Einfrieren verwendet man intrazellulare Parasiten. Dazu werden die infizierten HFF-Zellenseiner T
Flasche abgeldst (siehe 6.1.3.) und in der Flasche auf Eis gestellt. Die weiteren Schritte seien hier kurz darge-
stellt:

Nach Zugabe von 750 pul DMEM mit 50% FCS werden die abgelésten Zellen fir 5 min auf Eis inkubiert. Es
werden 750 pl vorgekuhltem DMEM mit 20% DMSO zugegeben und vorsichtig gemischt. Die Zellen werden in
1,5 ml Einfrierréhrchen tberfuhrt und langsam eingefroren (Einfrieren bei -70°C flr 24 h). Die Lagerung erfolgt
bei -180°C im fllissigen Stickstoff.

54



Methoden

4.8.1.6 Auftauen von T.gondii Tachyzoiten

Die eingefrorenen Parasiten werden im Einfrierréhrchen bei 37°C im Wasserbad kurz aufgetaut (ca. 40 sec). Die
Parasiten werden in 15 ml konische Zentrifugationsréhrchen mit 10 ml Medium Gberfihrt und fir 15 min bei
1500g abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes werden die Parasiten in 10 ml frischen Medium resus-
pendiert. Es folgt die Inokulation der Parasiten in konfluente HFF-Kultur.

4.9 DNA-Transfer in Toxoplasma gondii
4.9.1 Transiente Transfektion

Die Parasiten werden mittels Elektroporation mit Plasmid-DNA transfiziert (Soldati and Boothroyd, 1993)

Frisch geerntete, extrazellulare Parasiten werden abzentrifugiert (8 min, 1000 Upm, Zellkulturzentrifuge). Die
sedimentierten Parasiten werden in 5 ml Elektroporationspuffer (van deretdff 1992) resuspendiert und
erneut fir 8 min und 1000 Upm in der Zellkulturzentrifuge sedimentiert. Das Parasitensediment wird in 700 pl
komplementiertem Elektroporationspuffer resuspendiert. Es folgt die Zugabe von 150 pg der zu transfizierenden
Plasmid-DNA geldst in sterilem Wasser das Uberfiihren der Suspension in 2 mm @ Elektroporationskiivetten.
Die Elektroporation erfolgt bei 2,0 kV, Resistenzwiderstand\V®ulszeit 0,4 msec (diese Bedingungen sind

das Resultat einer Optimierung mit dem BTX 600 Electro Cell Manipulator). Transferierte Parasiten werden
unmittelbar nach der Elektroporation in frische Wirtszellen inokuliert.

Anhand der vorliegenden Daten Uber CAT-Aktivitat in transienten Transfektionen (Soldati and Boothroyd,
1993) werden die transfizierten Parasiten 20-24 h nach der Elektroporation geerntet, um die Expression der
transfizierten DNA zu messen.

4.9.2 Stabile Transfektion

Fir viele biologische Fragestellungen ist es notig, Uber Zelllinien zu verfiigen, die eine oder mehrere Kopien
eines fremden Gens samt geeigneter Regulationselemente in ihrem Genom integriert tragen und dieses exprimie-
ren. Die Integration von linearisierter Plasmid-DNA erfolgt wahrscheinlich ungerichtet und statistisch tber das
Genom verteilt. Die Anzahl der Kopien pro Genom ist dabei variabel. Essentiell fir die Methode ist, dass man
Uber einen geeigneten Marker verfiigt, mit dem man auf die das Gen enthaltenden Zellen selektionieren kann.
Gebrauchlich ist hierbei die Arbeit mit toxischen Substanzen und die Komplementation von Stoffwechselde-
fekten. Das resistenzvermittelnde Gen kann sich entweder auf dem gleichen Plasmid wie das zu exprimierende
Gen befinden oder es wird ein so hoher Uberschu? an dem zu transfizierenden Plasmid kotransfiziert, dass jede
Zelle, die den Marker im Genom tragt, auch das zu untersuchende Gen enthalten sollte.

Die zu transfizierende Plasmid-DNA und der Kotransfektionvektor, werden vor der Elektroporation mit einem
Restriktionsenzym linealisiert, welches vor dem Promotor des zu exprimierenden Gens schneidet (REMI - Re-
striction Enzyme Mediated Insertion, Blaek al, 1995). Die verwendeten Expressions- und Selektionsvektoren
wurden mit BamHI (1U/1pg Plasmid DNA) linealisiert.

Fur stabile Transfektion wird das gleiche Protokoll wie flir eine transiente Transfektion verwendet, jedoch mit
folgenden Abweichungen :

Die Transfektion erfolgt mit 100 pg der zu transfizierenden, linealisierten Plasmid-DNA und 10 pg linealisierten
Selektionsvektor in 100 pl sterilem Wasser. Dem Elektroporationsansatz werden 100U BamHI zugegeben.

4.9.3 Etablierung stabil transfizierter Parasitenlinien
4.9.3.1 CAT-Selektion

Fur die stabile Transfektion von sowohl wt RH Parasiten und PLK-Mutante wie auch von ts-4 Mutante wurde
ein die Chloramphenicolresistenz vermittelnder Selektionsvektor fur die Kotransfektion benutzt.

Nach der Elektroporation (siehe 4.9.1) werden die Parasiten in Selektionsmedium mit 20mM Chloramphenicol
inkubiert (Kim et al, 1993). Diese Antibiotikumskonzentration ist fur die Selektion der transfizierten Parasiten
ausreichend und zeigt nur minimale toxische Effekte auf die HFF Wirtszellen (Sxildati1993). Die Parasi-

ten gehen durch 20-25 Teilungen (etwa 7-8 Tage), bevor die Selektion wirksam wird. Ab diesem Zeitpunkt
sterben alle diejenigen Parasiten ab, welche den Selektionsvektor nicht funktionell in ihr Genom integriert haben
(normalerweise mehr als 90%).

Parasitenklone werden isoliert durch limitierte Verdinnung der Kultur in 96er Mikrotiterplatten mit konfluenten
HFF-Kulturen.

Die 96er Mikrotiterplatten werden wie folgt inokuliert:

55



Methoden

In jede Vertiefung werden 150 pl des Mediums vorgelegt. In der ersten Reihe wird das Medium entfernt und pro
Vertiefung werden 180 pl extrazellulare, frisch lysierte Parasiten aus,d&ulfur pipettiert. Mit einer Multi-

pipette werden jeweils 30 pl des durchgemischten Mediums von der vorhergehenden Reihe in die néchste trans-
feriert. Die 96er Mikrotiterplatten dirfen fir die nachsten 6-8 Tage nicht bewegt werden, bis einzelne Parasi-
tenklone als Plaques im Mikroskop erkennbar sind. Nur die Parasiten aus einzelnen Plaques werden geerntet und
in eine 24-Lochplatte inokuliert. Nach zusétzlichen 4-6 Tagen kdnnen diese stabilen Klone auf die Expression
der rekombinanten Proteine getestet werden.

Die Etablierung eines stabilen Parasitenklones ist abhéngig von der Wachstumsrate der Parasiten und dauert ab
dem Tag der Elektroporation bis zur ersten Analyse ca. drei Wochen.

4.9.3.2 Die MPA/Xanthin Selektion

Stabile Transfektion derxgprtMutante mit einem dehxgprtGen tragenden Kotransfektionsvektor erméglicht

eine anschlieBende Selektion mit MPA (25 pg/ml) und Xanthin (50 pg/ml), die bereits nach 2-4 Tagen abge-
schlossen werden kann (Donald et al., 1996).MgprtMutante wurde von Pfefferkorn und Borotz, 1994 nach
einer chemischen Mutagenese isoliert. Das nicht-essentielle HXGPRT spielt eine Rolle in der Purinsynthese
ausgehend von IMP (Inositolmonophosphat) bzw. Hypoxanthin. Die MPA dient als Inhibitor der IMP-
Dehydrogenase und blockiert dabei die Guaninsynthese aus AMP (Adenosylmonophophat). Fir die Selektion
der Revertanten wird Xanthin als Substrat fiir HXGPRT zugegeben. Protokoll fiir diese Selektion: siehe 4.9.3.1.

4.10 Nachweis vorin vivo synthetisierten Proteinen inT. gondii
4.10.1 Messen der CAT-Aktivitat in stabilen Parasitenklonen

Insertion des Chloramphenicol-Acetyltranferase-Gezet-Gen) als Selektionsmarker in das Genom ¥on

gondii fihrt zur stabilen Produktion des CAT-Proteins. Das Antibiotikum Chloramphenicol (CM) bindet an die
50S Untereinheit des Ribosoms und inhibiert dadurch die Proteinsynthese. Die Wirkung des CAT-Enzyms be-
ruht auf seiner Fahigkeit, in Anwesenheit von Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) das CM zu mono- und di-
acetylieren. Dadurch wird das Antibiotikum inaktiviert und ist nicht mehr in der Lage, an die ribosomale Unter-
einheit zu binden. Die Proteinextrakte der transfizierten Zellen werden mit nicht-markiertem CM und radioaktiv
markiertem Acetyl-CoA inkubiert. Das CAT-Enzym katalysiert die Ubertragung der radioaktiv markierten
Acetylgruppe des Acetyl-CoA auf das CM. Der Reaktionsansatz wird mit Scintillationsflissigkeit (Econofluor)
Uberschichtet, acetyliertes CM diffundiert in die organische Phase (gebildet durch Econofluor) und kann im
Scintillation-Z&hler gemessen werden. Acetyl-CoA und nicht acetyliertes CM bleiben in der wassrigen Phase
zurick.

Die Aktivitat des CAT-Enzyms wird nach folgendem Protokoll gemessen:

Die Zellextrakte werden mittels wiederholtem Einfrieren/Auftauen der Zellen hergestellt (4.11.2.3). Parasiten
einer vollstandig lysierten ,-Kultur werden geerntet, in 15 ml Zentrifugationsréhrchen tberfuhrt und fir 10
min bei 1500 Upm in der Zellkulturzentrifuge sedimentiert. Das Sediment wird in 1 ml 1xPBS resuspendiert, in
1,5 ml Eppendorfréhrchen tberfiihrt und fiir 1 min, 13000 Upm in der Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uber-
stand wird verworfen, das Sediment in 100 pl 0,25M Tris-HCI, pH 7,8 resuspendiert. Es folgen drei weitere
Einfrier-/Auftau-Zyklen (Eintauchen in flissigen Stickstoff, nachfolgende Inkubation fir 5 min bei 37°C) und
die Zentrifugation fur 4 min, 13000 Upm, in der Tischzentrifuge. Der Uberstand wird in neues Eppendorfrohr-
chen Uberfuihrt und kann bei -20°C bis zu der Messung aufbewahrt wBrdeReaktionsansatz werden 200
1,25mM CM, 100mM Tris/HCI, pH 7,8 in Wasser vorbereitet (Reaktionsmix). In 7 ml Scintillationsréhrchen
werden 20 pl des Zellextrakts mit 30 pl 200mM Tris/HCI, pH 7,8 gemischt. Es folgt die Zugabe von 200 pl des
zuvor vorbereiteten Reaktionsmixes. Die Initiation der Enzymreaktion wird eingeleitet durch die Zugabe von 0,1
UCi *C-Acetyl-CoA (Endkonzentration 0,1M Acetyl-CoA). Die Proben werden vorsichtig mit 4 ml Econofluor
Uberschichtet und fur 30 min bei RT inkubiert. Die Messung der Radioaktivitét erfolgt in Beckmann Scintillati-
on-Zahler fir 0,1 min.

4.10.2 Bestimmung der 3-Galaktosidase Aktivitat

4.10.2.1 Enzymatische R-Galaktosidase Messung (Seeber and Boothroyd, 1996)

Das Prinzip dieser Methode besteht in der Spaltung des Substrats 4-Methyl-Umbelliferyl-3-D-Galaktopyrtanosid
(MUG) in ein Produkt, dessen Fluoreszenz in einem Fluoreszenzphotometer gemessen werden kann. Diese

Spaltungsreaktion wird durch die 3-Gal-Aktivitat des Parasitenlysates bewirkt.
Die Methode wird nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
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Die Parasiten werden 10 min bei 1500 Upm zentrifugiert. Das Sediment wird in 1 ml 1 x PBS resuspendiert, in
ein Eppendorfgefal tberfuhrt und erneut zentrifugiert (Tischzentrifuge, 8000 Upm, 10 min.). Die Parasiten
werden lysiert, indem das Sediment in 300 pl des Lysepuffers geldst wird. Es folgt eine Inkubation von 1 h bei
50°C, bei der die endogene R-Galaktosidase inaktiviert wird. AnschlieBend wird fir 10 min bei 13000 Upm
zentrifugiert, und der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tiberfiihrt. 150 pl des Uberstandes werden mit 150
pl des Lysepuffers, der 1,7mM MUG enthalt, gemischt. Direkt im Anschluf3 wird ein Aliquot zur Bestimmung
des Nullwertes entnommen und mit 5 x Stopp-Puffer gemischt. Der Ansatz wird bei 50°C inkubiert, und es
werden in regelméaBigen Zeitintervalen Aliquots entnommen. Die Reaktion wird durch Zugabe vom Stopp-
Puffer beendet. Vor der Messung werden die Proben in 1 x Stopp-Puffer 1:100 verdiinnt. Die Messung der Pro-
ben erfolgt im Fluoreszenzphotometer bei einer Anregung mit Licht der Wellenlange von 355nm. Gemessen
wird emittiertes Licht der Wellenlange von 460nm.

4.10.2.2 X-Gal Farbung (in sitwb-Gal Farbung)

Diese Methode macht es mdglich, einzelne Parasiten in fixierten Zellkulturen auf die Expression der [3-
Galaktosidase zu Uberprifen. Das Substrat 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-R-D-Galaktopyranosid (X-Gal) wird
durch die R-Galaktosidase-Aktivitat zu einem blauen Préazipitat umgesetzt, wodurch R3-gal-exprimierende Para-
siten erkennbar werden.

Die mit Parasiten infizierte HFF-Kultur wird mit Fixierldsung fiir 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wer-
den die Zellen mit X-Gal-Farbelésung (ohne X-Gal) gewaschen. Die Farbung erfolgt durch Zugabe der Farbel6-
sung mit X-Gal (100 pg/ml) und Inkubation fiir ca. 1 h bei 37°C.

4.10.3 ,Immunoblot” zur Identifikation von Proteinen (Tobwin et al., 1979)

Der Transfer der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf einen Nitrozellulose-Filter (NC-Filter) findet in
einer speziellen, vertikalen Blot-Apparatur statt. Im elektrischen Feld wandern die negativ geladene Proteine aus
dem Gel in Richtung Anode auf den NC-Filter und werden dort festgehalten. Die einzelnen Komponenten wer-
den wie folgt von der Anode zur Kathode hin angeordnet :
+ Anode+
Schaumstoff
1 Lage 3MM Chromatographiepapier
Nitrozellulose-Filter
PAA-Trenngel
1 Lage 3MM Chromatographiepapier
Schaumstoff
- Kathode -

Der Elektrotransfer erfolgt in 1x Transferpuffer bei 300 mA fir 2 h (alternativ: 100 mA, UN). Die auf dem NC-
Filter immobilisierten Proteine kdnnen durch immunologische Methoden sichtbar gemacht werden. Zuerst bin-
det ein Primarantikdrper an das nachzuweisende Protein. In einem zweiten Schritt erfolgt die Reaktion mit ei-
nem Sekundéarantikdrper. Dieser bindet spezifisch an den Fc-Teil des Primarantikérpers. An ihn ist das Enzym
Peroxidase (POD) oder alkalische Phosphatase (AP) kovalent gebunden. Dies erlaubt bei Substratzugabe einen
Nachweis des Proteins auf dem NC-Filter.
Das Prinzip der Luminol-Chemilumineszenzreaktion beruht auf der Emission von Photonen der Wellenlange
425 nm bei der enzymatischen Umsetzung des Phtalhydrazides mit Wasserstoffperoxid durch POD zum ent-
sprechenden Phtalat, Wasser und Stickstoff. Das emittierte Licht wird durch den Sensibilisator 4-lodophenol
verstarkt und kann mit einem Roéntgenfilm nachgewiesen werden. Fur die Reaktion wurde der ,BM Chemilumi-
nescence Kit* der Fa. Boehringer, Mannheim benutzt.
Wird als Sekundérantikdrper das AP-Konjugat verwendet, entsteht aus den Substraten Nitrotetrazoiliumchlorid-
blau (NBT) und Bromchlorindolylphosphat (BCIP) dank der AP-Aktivitat ein schwarz-violetter Niederschlag,
welcher auf der Membran sichtbar wird.
Nach dem Transfer der Proteine wird der NC-Filter wie folgt weiter behandelt:
Die restlichen Proteinbindungsstellen des NC-Filters werden durch das Schwenken in einem Absattigungspuffer
(fur 1 h bei RT oder UN bei 4°C) blockiert. Nach kurzem Waschen in 1x TBST wird die Membran mit Primar-
antikorper (verdunnt im Absattigungspuffer) tberschichtet und bei RT fir 1 h auf dem Schdttler oder stehend
UN bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen des NC-Filters (dreimal fiir je 10 min in 1x TBST) folgt die Inkuba-
tion mit dem Sekundarantikérper-Konjugat (schwenkend fur 30-90 min bei RT). Die Membran wird 3-4-mal fur
10 min in 1x TBST gewaschen. Wéhrend des letzten Waschens wird die Reaktionslosung fur die Chemilumi-
neszenz anhand der Herstellersangaben bzw. die Entwicklungslosung fur die AP-vermittelte Reaktion (AP-
Puffer mit NBT und BCIP) vorbereitet.
- Die Chemilumineszenzreaktion wird unmittelbar vor dem Auflegen des ECL-Hyperfilmes
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durchgefuhrt; dabei wird der NC-Filter fur 1 min in der Reaktionsldsung inkubiert. Anschlie3end wird die
NC-Membran mit Klarsichtfolie bedeckt und ein ECL-Hyperfilm aufgelegt. Die Expositionszeiten sind von
der Starke des Signals abhangig. Die Filme werden sofort in der Filmentwicklungsmaschine entwickelt.

- Wurde ein Sekundarantikdrper-AP-Konjugat fur die Reaktion angesetzt, sollte nach 1-10 min eine Farbung
der Membran zu erkennen sein, und die Reaktion kann durch mehrmaliges Waschen mit Wasser (oder
20mM EDTA in PBS) gestoppt werden. Die Membran kann zwischen zwei Stiicken 3MM Chromatogra-
phiepapier getrocknet werden.

4.10.4 Nachweis von Proteinen durch indirekte Immunfluoreszenz (IFA)

Durch Immunfluoreszenz kann die Expression und die zelluldre Lokalisierung eines Proteins in fixierten Zellen
oder Geweben unmittelbar durch Betrachtung unter dem Mikroskop sichtbar gemacht werden. Nach der Vorbe-
handlung der Zellen (Fixieren / Permeabilisieren) werden sie mit einem, flir das zu untersuchende Protein spezi-
fischen Antikdrper behandelt. In einem zweiten Schritt wird an dem ersten ein zweiter Antikdrper gebunden, an
den ein Fluoreszenzfarbstoff (FITC oder Rhodaminderivat) gekoppelt ist. Durch Betrachtung unter UV-Licht
durch einen Filter der entsprechenden Wellenlange kann man die fluoreszierenden Immunkomplexe in den Zel-
len erkennen. Die Methode wird kurz dargestellt:

Die HFF-Kultur wird mit extrazellularefi.gondii Tachyzoiten inokuliert und so lange inkubiert, bis sich Para-
sitenrosetten in 4-8-Parasitenstadium gebildet haben (nach ca.24h).

Die Schale mit infizierten HFF wird zweimal in 1xPBS gewaschen, und die Zellen werden 20 min bei RT in
Fixierlosung fixiert. Es folgt eine Inkubation mit 0,1M Glycin fir 3 min, um den Uberschuf3 an Fixierungslo-
sung zu neutralisieren. Die Permeabilisierung der Wirtszellen und der intrazelluldren Parasiten findet mit 0,2%
Triton X-100 in 1xPBS fir 20 min bei RT statt. Die unspezifischen Bindestellen werden durch 20 min Inkubati-
on in 0,2% Triton X100, 2% BSA in 1xPBS bei RT abgesattigt. Nach der Inkubation mit dem ersten Ak ver-
dinnt in Inkubationslésung fur 1 h bei RT folgt das Waschen dreimal fiir 5 min im Waschpuffer. Nach der In-
kubation mit dem zweiten Ak (FITC- oder Rhodamin-Konjugat, bzw. Alexa 594-Konjugat) verdinnt 1 : 3500 in
Inkubationslosung fir 45 min bei RT, folgt erneut das Waschen dreimal fir 5 min in Waschpuffer und einmal in
1xPBS.

Nachdem die Praparate vollstandig bei RT getrocknet sind, werden diese in Vectashield eingebettet und kénnen
nun unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. Die Proben sind mehrere Wochen im Dunklen bei 4°C
haltbar.

4.10.4.1 IFA mit extrazellularen Parasiten

Fur gewisse Fragestellungen, wie z.B. den Nachweis eines Proteins auf der Oberflache des Parasiten, ist es not-
wendig, extrazellulare Parasiten mittels IFA zu analysieren. In diesem Falle ist ein zusé&tzlicher Schritt erforder-
lich, der die Haftung der Parasiten auf einem Deckglas erméglicht. Dafur werden aus frisch lysierten Wirtszellen
geerntete Parasiten in 500 pl PBS resuspendiert und vor der Fixierung in eine Kulturplatte Gberfuhrt, die pro
Schale ein vorgelegtes Deckglas enthélt. Die anschlieRende Zentrifugation der Kulturplatte bei 20009 fir 10 min
(in der Zentrifuge Sigma 4-15, Qiagen) bewirkt die Haftung der Parasiten auf dem Deckglas. Die Methode wird

- wie unter 4.10.4 beschrieben - durchgefihrt.

4.10.5 Metabolische Markierung der in T. gondii synthetisierten Proteine

Um die Synthese eines Proteins innerhalb der Zelle zu jedem beliebigen Zeitpunkt nachzuweisen, bedient man
sich der Methode der metabolischen Markierung. Dabei werden die radioaktiv markierten Aminoséuren oder

Bausteine der Aminosauren wahrend der Inkubation mit lebendigen, zu markierenden Zellen, in die neusyntheti-
sierten Proteine eingebaut und kdnnen anschlieRend mittels Autoradiographie erfasst werden.

4.10.5.1 Metabolische Markierung mi-Leu

Pro Ansatz werden 1xi®is 5x16 Parasiten verwendet. Idealerweise geht man von einer hochinfizierten HFF-
Kultur aus, die kurz nach der Zugabe des Markierungsmediums lysiert wird. Die Kultur wird einmal mit Leucin-
depletiertem Medium gewaschen. Die Reaktion erfolgt i Madium, das mit 100 puCi voiH-Leu pro 1x18
Parasiten komplementiert wurde im Inkubatorschrank. Nach 12-20 h werden die markierten, extrazellularen
Parasiten sedimentiert, 1x in PBS gewaschen (Achtung: radioaktiver Abfall') und im Rahmen dieser Arbeit fur
Immunopréazipitation (4.10.6) oder Behandlung mit PI-PLC (4.11.3.1) verwendet.
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4.10.6 Immunopréazipitation der radioaktiv markierten Proteine

Immunoprazipitation ist eine der meist verwendeten immunochemischen Methoden zur Reinigung und Analyse
von léslichen Proteinen. Limitierende Faktoren sind zum einen die Menge des zu prazipitierenden Proteins und
zum anderen die Affinitat des Antikdrpers zu seinem Antigen. Die Methode verlangt die Bildung von Anti-
gen/Antikorper-Komplexen in Losung mit relativ niedrigen Konzentrationen an Antigenen. Fir die anschlief3en-
de Detektion des Antigens ist eine Antikdrperaffinitéat von mindestefimdldie Voraussetzung.

Zuerst wird das markierte Protein mittels Lyse aus den Zellen extrahiert. Das Parasitensediment wird in 500 pl
RIPA-Puffer geldst und fur 10 min auf Eis lysiert (siehe 4.11.2.1). Es folgt eine Zentrifugation fir 25 min bei
4°C und 12000g. Das markierte Protein befindet sich im Lysatiiberstand, dem die mAk zugegeben werden. Die
Menge des anzusetzenden Antikdrpers wurde in Vorexperimenten ermittelt. Gereinigte mAk (DG 52 und 5.2)
wurden 1:1000 angesetzt, der mAk 5.2-Hybridomauberstand wurde 1:1 zugegeben. Um die Bildung des Im-
munkomplexes zu erlauben, wird der Ansatz fiir 1 h bei RT unter standigem Uberschlagen inkubiert. Die Zuga-
be von Sepharose-A-Protein Partikel (40 ul) erméglicht die Adsorption des Komplexes an die feste Matrix.
Dieser Schritt wird 2 h bei RT oder UN bei 4°C und unter standigem Uberschlagen durchgefiihrt. Die Partikel
mit gebundenen Immunkomplexen werden kurz sedimentiert (30sec bei 4000g) und anschliefend in zwei
Waschritten von dem nicht-gebunden Protein getrennt (erstes Waschen mit 1 ml RIPA-Puffer, zweites Waschen
mit 1 ml PBS). Die sedimentierte Probe wird in Proteinauftragspuffer resuspendiert, gekocht und mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Das Gel wird getrocknet und die radioaktiv markierten Proteine mittels Autoradiographie
nachgewiesen.

4.11 Aufreinigung und Analyse der inT. gondii synthetisierten Proteine
4.11.1 Aufreinigung des rekombinanten MSP-1 aus T. gondii mittels Immunaffinitdtschromatographie

Bei diesem Typ der Adsorptionschromatographie wird das aufzureinigende Protein hochspezifisch und reversi-
bel von seinem Ligand (monoklonaler Antikérper) adsorbiert, der mit einer nicht l18slichen Matrix (Sepharose-
Protein A) kovalent verbunden ist.

4.11.1.1 Vorbereitung der Immunaffinitatssaule mit mAk 5.2

Fur ein Saulenvolumen von 1 ml werden 1,5 ml Sepharose-Protein A Suspension zweimal mit NET-Puffer, pH
7,4 gewaschen. Dabei wird das Chromatographiematerial in der Tischzentrifuge fur 10sec bei 4000 Upm sedi-
mentiert und in 500 pl NET Puffer aufgenommen, bevor es fir mindestens 1 h bei RT unter stdndigem Schtteln
mit 50 ml Hybridoma Uberstand inkubiert wird. Die Sepharose-Matrix mit den gebundenen Antikérpern wird
fur 5 min bei 1000 Upm in der Zellkulturzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wird bei 4°C aufbewahrt und
kann mehrmals verwendet werden. Nach zweimaligem Waschen mit je 15 ml von Na-Borat pH 9 wird das Se-
diment in 15 ml Borax-Puffer aufgenommen. Die kovalente Verknipfung von Protein A mit den Antikdrpern
wird durch 20mM DMP vermittelt, das als Pulver zugegeben wird. Nach 30-minutiger Inkubation bei RT unter
standigem Schutteln wird das Material fur 5 min bei 1000 Upm sedimentiert. Es empfiehlt sich, vor und nach
der Kopplung Aliquots zu je 150 pl (entspricht 10 pl Sdulenmaterial) zu entnehmen, um die Kopplung durch
SDS-PAGE uberpriifen zu kdnnen. Nach einmaligem Waschen wird die beladene Sepharose in 15 ml 0,2M
Ethanolamin, pH 8,0 aufgenommen und fir 2 h inkubiert. Nach Sedimentation bei 1000 Upm und einmaligem
Waschen wird das Saulenmaterial in 10-15 ml TNET aufgenommen und in die Saule Uberfiihrt. Die S&aule wird
bei 4°C aufbewahrt .

4.11.1.2 Herstellung des Parasitenextraktes fiir die Aufreinigung

Das nach mehrmaligem Einfrieren und Auftauen der Parasiten gewonnene Sediment (siehe 4.11.2.3) wird auf
Eis aufgetaut und in 5 x Vol. eiskalten TNET mit Proteaseinhibitoren aufgenommen. Nach einer kurzen Ultra-
schallbehandlung (5 x 5 sec, 50% Leistung, kontinuierlicher Schall, auf Eis) wird der Extrakt fir mindestens 30
min auf Eis inkubiert und anschlieend in der Ultratischzentrifuge fir 30 min bei 70 000 Upm im TLA 100.2
Rotor bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird unmittelbar auf die Immunaffinitatssiule aufgetragen (bei 4°C)
oder bei —80°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
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4.11.1.3. Immunaffinitdtschromatographie von rekombinanten MSP-1

Die Immunaffinitatsmatrix mit mAk 5.2 wird mit mindestens 5 Bettvolumen TNET-Puffer aquilibriert. An-
schlieend lasst man den Parasitenextrakt bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min fir mehrere Stunden
(auch UN) bei 4°C (iber die Saule zirkulieren. Unspezifisch gebundene Proteine werden mit 5 Saulenvolumen
TNET-Puffer, gefolgt von 5 Séaulenvolumen TNET+NacCl-Puffer und 2 Saulenvolumen NET, pH 6,8 ausgewa-
schen. Die Elution erfolgt durch 16x500 ul 0,1M Glycin-Losung, pH 2,5. Die Fraktionen werden sofort durch
Sammeln in einem vorgelegten Volumen von 1M Tris, pH 8,0 (90 pl Tris/500ul Fraktion) neutralisiert und bei
—80°C eingefroren. Vor der Lagerung wird die Saule mit mindestens 5 x Vol. TNET aquilibriert.

4.11.2 Herstellung der Parasitenextrakte zur Proteinanalyse
4.11.2.1 Herstellung der RIPA Extrakte

RIPA-Puffer ist ein detergenzhaltiger Puffer und seine Wirkung beruht auf der Zerstérung der Zellmembranen.
Dadurch werden Proteine freigesetzt, die sich nach Zentrifugation im Uberstand des Lysates befinden.

Die frisch lysierte Ts-Zellkultur wird in 15 ml Zentrifugationsréhrchen dberfuhrt und fir 10 min bei RT und
1000g in der Zellkulturzentrifuge sedimentiert. Das Sediment wird mit 1 ml 1xPBS gewaschen, in ein 1,5 ml
Eppendorfréhrchen tberfiihrt und fur 30 sec bei RT und 9000g in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Nach dem
Losen des Sediments in 20 ul Wasser werden 20 pl 1xRIPA-Puffer zugegeben und auf Eis fir 10 min unter
gelegentlichem Mischen inkubiert.

Es folgt eine Zentrifugation fiir 20-30 min bei 4°C und 10000g in der Tischzentrifuge.

Nach dem vorsichtigen Uberfiihren des Uberstandes in neues Eppendorfrohrchen wird dem Extrakt 2x Protein-
auftragspuffer zugegeben. So behandelte Proben kénnen bei -20°C aufbewahrt werden.

4.11.2.2 Herstellung von Triton X 114 Extrakten

Diese Methode (Brusca and Radolf, 1994) ermdglicht die Identifikation und Isolation von Membranproteinen
und die Unterscheidung zwischen Transmembran- und GPIl-verankerten Proteinen ausgehend von deren amphi-
philen Doménen.

Triton X 114 ist ein nicht-ionisches, nicht-denaturierendes Detergenz, das eine Trennung in 3 Phasen ermdog-
licht: eine detergenzhaltige Phase mit unldslichen Zellbestandteilen (Phase 1), eine wassrige Phase mit Islichen
Zellbestandteilen (Phase 2) und eine detergenzhaltige Phase mit I8slichen Zellbestandteilen (Phase 3).

Im allgemeinen befinden sich GPI-verankerte Proteine sowohl in Phase 2 als auch in Phase 3, sekretierte Protei-
ne in Phase 2, Transmembranproteine in Phase 3.

4.11.2.2.1 Prakondensation des Triton X 114

1,5 g Triton X 114 (TX114) werden in 50 ml TBS geldst. Die Losung wird 5 min auf Eis inkubiert, bis sie klar
wird. AnschlieRendes Erwarmen fiir 5 min bei 37°C verursacht eine Trilbung der Lésung. Die triibe Losung wird
fir 10min, bei RT und 1000g sedimentiert. Die obere Phase wird entfernt, die untere Phase mit dem gleichen
Volumen eisgektihltem TBS resuspendiert. Diese Kondensationsschritte werden 3-mal wiederholt. Die Deter-
genzphase enthalt dann ca. 12% TX114 und kann in Aliquots bei -20°C gelagert werden.

4.11.2.2.2 Trennen der Phasen

Die Methode wird fir eine J-Kultur wie folgt beschrieben. Die geernteten Zellen werden in 1XPBS gewaschen
und in 1 ml eisgekiihltem TBS resuspendiert. Der Zugabe von 1/10 Vol. prakondensiertem TX114 folgt die Lyse
der Zellen fur 20 min auf Eis.

Die Probe wird fiir 10 min bei 4°C und 13000 Upm in der Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand (U1)
wird in ein neues Eppendorfrohrchen Uberfiihrt und das Sediment ohne Resuspension mit 0,5 ml TBS gewa-
schen. Nach erneuter Zentrifugation (s.0.) wird der Uberstand verworfen und das Sediment als Phase 1 aube-
wabhrt.

Der Uberstand U1 wird fiir 5 min bei 30°C inkubiert (Eintriilbung). Die Phasen werden mittels Zentrifugation fiir

5 min bei 4°C und 3000g in die obere wassrige Phase (A) und die untere detergente TX114-Phase (D) getrennt.
Die obere wassrige Phase (A) wird in ein neues Eppendorfréhrchen tberfuhrt und nach einer Zugabe von 1/10
Vol. préakondensierten TX114 fur 5 min auf Eis inkubiert. Danach folgen 5 min bei 30°C. Die Phasen werden
mittels Zentrifugation (10 min, 4°C, 3000g) getrennt, und das Verfahren wird 1-2-mal wiederholt. Die untere
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TX114-Phase kann verworfen werden oder, wenn quantitative Analysen es erfordern, mit der zuerst gewonnen
TX114-Phase (D) gemischt werden. Die obere wéassrige Phase wird als Phase 2 aufbewahrt.

Untere TX114-Phase (D) wird 2-3-mal mit 0,5 ml TBS extrahiert. Einer Inkubation fur 5 min auf Eis folgt auch
hier eine zweite Inkubation fir 5 min bei 30°C. Die Trennung der Phasen geschieht mittels Zentrifugation fur 10
min bei 4°C und 13000 Upm in der Tischzentrifuge. Die obere wéassrige Phase kann verworfen oder mit der
wassrigen Phase des vorhergegangenen Schrittes (A) gemischt werden, wenn quantitative Analysen es erfor-
dern. Die untere TX114-Phase wird als Phase 3 aufbewahrt.

Die Proteine der Phasen 2 und 3 werden mit Aceton gefallt. Dabei werden den Proben 2-5 Vol. von -20°C kal-
tem 100%igem Aceton zugegeben . Die Fallung erfolgt fir mindestens 2 h bei -20°C. Danach werden die Proben
fir 10 min bei 13000 Upm in der Tischzentrifuge sedimentiert und mit 100%igem Aceton gewaschen. Das Se-
diment wird vorsichtig in ,Speed-Vac" Konzentrator getrocknet und in Proteinauftragspuffer resuspendiert.

4.11.2.3 Proteinextraktion mittels wiederholtem Einfrieren und Auftauen der Zellen

Diese Methode beruht auf einem Aufbrechen der Zellmembranen ohne Zusatz von Detergenzien. Dementspre-
chend bleiben membranverankerte Proteine mit Membrantrimmern nach Zentrifugation im Sediment, wohinge-
gen losliche sekretierte Proteine im Uberstand vorliegen.

Die frisch lysierte Zellkultur aus einerfFlasche wird zentrifugiert (10 min, 1500 Upm, Zellkulturzentrifuge)

und im 1x PBS gewaschen. Das Sediment wird in 100 pl 1xPBS resuspendiert und in flissigem Stickstoff einge-
froren. Das Auftauen erfolgt bei 37°C im Wasserbad. Das Verfahren wird zweimal wiederholt. Es folgt eine
Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C (13000 Upm, Tischzentrifuge). Der Uberstand wird in ein neues Eppendor-
frohrchen tberfuhrt und, genauso wie das Sediment, mit Proteinauftragspuffer versetzt.

4.11.2.4 Natrium-Karbonat-Proteinextraktion

Nach dem mehrmaligen Einfrieren und Auftauen der Zellen (siehe 4.11.2.3) bleiben sowohl die peripheren als
auch die integralen Membranproteine mit den Membrantrimmern im Sediment zuriick. Durch Zugabe von 0,1M
Na,CO;, pH 11,5, werden die elektrostatischen Protein-Protein-Wechselwirkungen zerstért, die hydrophoben
Wechselwirkungen bleiben jedoch weitgehend erhalten. Nach einer Zentrifugation befinden sich peripher asso-
ziierte Proteine im Uberstand, dagegen bleiben membranintegrierte Proteine im Sediment zuriick.

Die Methode wird fiir eine JI-Kultur wie folgt beschrieben :

Einfrieren/Auftauen der Zellen siehe 4.11.2.3. Der Uberstand wird verworfen, das Membransediment in 1 ml
eisgekihlten 0,1M N&O, pH 11,5, resuspendiert. Der Inkubation fir 15 min auf Eis folgt eine Zentrifugation

fur 30 min bei 4°C und 55000 Upm in der Ultrazentrifuge (Rotor TLA 100.2). Das Sediment wird in Proteinpro-
benauftragspuffer aufgenommen, nachdem der Uberstand in Eppendorfréhrchen tiberfiihrt war. Die Proteine
werden mit 1/10Vol. 100%iger Trichloressigsaure (TCA) fur 10 min auf Eis gefallt. Nach einer Zentrifugation
far 5 min bei 4°C und 13000 Upm in der Tischzentrifuge wird das Sediment mit 1 ml Aceton gewaschen, im
~Speed-Vac"-Konzentrator getrocknet und im Proteinauftragspuffer resuspendiert.

4.11.3 Nachweis der GPI-Verankerung mittels PI-PLC aus Bacillus cereus

Die Behandlung mit Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PI-PLC) wird als Standardmethode
zum Nachweis einer GPI-Verankerung der Proteine angewendet (Ferguson and Williams, 1988). Die PI-PLC
setzt die GPI-verankerten Proteine aus den Membranen frei, indem sie die Bindung zwischen Diacylglycerol
und Phosphoglycolipid mit dem kovalent gebundenen Protein hydrolytisch spaltet (Futtahal085).

Die PI-PLC Behandlung kann sowohl mit radioaktiv markierten wie auch unmarkierten Parasiten erfolgen. Eine
frisch lysierte Parasitenkultur aus eineg-Flasche wird einmal in PBS gewaschen und in 1000 pl PBS mit
Proteasen-Inhibitor-Cocktail (1 Tablette fir 10 ml Loésung, Boehringer, Nr.: 1836153) resuspendiert. 500 pl
werden mit 2U der PI-PLC (Molecular Probes) in PI-PLC Puffer (20mM Tris, 1mM EDTA, 0,01% Na-Azid,
50% Glycerol, pH 7,5) gemischt, den restlichen 500 pl wird die gleiche Menge des PI-PLC Puffers zugesetzt.
Beide Ansatze werden fiir 45 min bei 4°C unter vorsichtigem Schiitteln inkubiert. Dabei werden GPI-verankerte
Proteine aus der Oberflache durch die PI-PLC in den Uberstand freigesetzt. Wird eine metabolisch markierte
Parasitenkultur behandelt, werden die Proteine in den Uberstanden mittels anschlieRender Immunoprazipitation
(4.10.6) und Autoradiographie nachgewiesen. Handelt es sich um eine nicht-markierte Kultur, werden die An-
sitze sedimentiert (25 min, 4°C, 12000g) und die Proteine im Uberstand mit 1/10 Volumen 100%iger TCA
prazipitiert (10 min auf Eis). Zur Kontrolle wird auch das Sediment in 500 ul RIPA-Puffer lysiert (10 min auf
Eis) und die freigesetzten Proteine aus dem Uberstand prazipitiert. Nach dem Waschen mit Aceton werden die
Proteine in Proteinauftragspuffer aufgenommen und in einem Western Blot analysiert.
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4.12 Immunisierungsstudien im Tiermodell

Um die Immunogenitat und gegebenenfalls die protektive Wirkung des rekombinantergandii hergestell-

tem MSP-1 Proteins zu untersuchen, wurden Immunisierungsstudien im Tiermodellen durchgefiihrt. Das Mau-
semodell ist im Vergleich zum Affenmodell nicht durch die Anzahl der Versuchstiere limitiert, kann jedoch
nicht fir protektive Immunisierungsstudien verwendet werden.

Reine Proteine sind sehr wenig oder gar nicht immunogen und werden deshalb in Immunisierungsstudien haufig
in einer Mischung mit einem Adjuvans verabreicht. In beiden Tiermodellen wurden zwei verschiedene Antigen-
praparationen eingesetzt: Das dusgondii mittels Immunaffinitditschromatographie (4.11.1) gereinigte MSP-
190F gemischt mit einem Adjuvans und der rekombinante, attendiegendii ts4-Stamm als ein lebender
Tragerorganismus des MSP-190F Antigens. Das an sich immundggoadiiibernimmt die Rolle des Adju-

vants und gewahrleistet eine ausreichende Prasentation des Antigens dem Immunsystems des Wirtes (Sayles and
Johnson, 1996).

4.12.1 Immunogene Wirkung in der Maus
4.12.1.1 Immunisierung mit attenuierten, rekombinanten ts-4 Mutanten

Um zu zeigen, dass der attenuierte ts-4 Stamm als ein Tragerorganismus fiir das rekombinante MSP-1 in einem
Tiermodell geeignet ist, wurden Mause mit lebendigen, transgenen ts-4 Mutanten infiziert. Mause, fir die eine
wt-T. gondiiInfektion letal verlauft, kbnnen mit diesem avirulenten, nicht persistierenden ts-4 Stamm infiziert
werden (Sayles and Johnson, 1996). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Mausestamme fir die Immunisie-
rungsexperimente verwendet: BALB/c und der transgene/&Kmm. Der A2K Stamm tragt das humane
HLA-A2.1 Allel und prasentiert ein MHC-I Hybrid-Molekiil, dessen Epitop-prasentierende Domane aus dem
menschlichen HLA-A2.1 besteht (M&duse bezogen von der Firma Harlan Sprague, Indianapolis, USA).

Fir die Immunisierung werden frische, extrazellulare ts-4 Mutanten verwendet. Die Parasiten werden einmal in
PBS gewaschen und ausgezahlt. Fiir die erste Impfung werden pro Mati®&oelten in 250 pl sterilem PBS
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die immunisierte Gruppe (mindestens drei Mause) wird mit der transgenen ts-4
Linie infiziert, wahrend der Kontrollgruppe die ts-4 Mutanten bzw. PBS injiziert wird. Die Impfung wird zwei-
mal mit einer hheren Dosis an Parasiten wiederholt. Die erste Wiederholung (1. ,boost") erfolgt nach 3-4 Wo-
chen mit 1x10 Parasiten, gefolgt von der zweiten Wiederholung (2. ,boost*) nach weiteren 2-3 Wochen mit
1x1¢ Parasiten. Die Serokonversion der immunisierten Gruppe wird mittels IFA und Western Blots mit
P.falciparumLysat oder rekombinanten MSP-1F Fragmenten verfolgt.

4.12.1.2 Immunisierung mit gereinigtem, rekombinantem MSP-1

Aus ca. 5x10 extrazellularen transgenengondii Parasiten wurden wie unter 4.11.1 beschrieben ca. 5 ug des
MSP-190F Proteins in seiner Gesamtlange gereinigt. Das gereinigte Protein wurde mit 100%iger TCA prazipi-
tiert, mit Ethanol gewaschen und nach vollstandigem Trocknen in 225 ul physiologischer Kochsalzlésung
(120mM NaCl) mit 50mM TRIS/HCI, 1% SDS, pH 8 aufgenommen. Es wurden drei Aliquots mit je 75 pl (ent-
spricht 1,6 pg gereinigte MSP-190F) und 2 pug Adjuvanspeptid (Sigma, A9519) vorbereitet, die bis zur Immuni-
sierung bei —20°C aufbewahrt wurden.

Vor der Immunisierung wird ein Aliquot mit gleichem Volumen (75 pl) von unvollstandigem Freundsche Adju-
vans (iFA, inkomplete Freund’s Adjuvans; Sigma, F5506) gemischt. Es soll sich eine Ol-in-Wasser Emulsion
bilden, in der das Protein, also die wassrige Phase, gelost wird. Dafir ist es notwendig, die wassrige Phase so-
lange unter Druck in die Ol-Phase zu spritzen, bis ein fester, weier Schaum entsteht.

Fir die Immunisierung mit gereinigtem MSP-190F wurden BALB/c Mause verwendet. Die Kontrollmaus wird
mit einer 1:2 Lésung von 120mM NaCl mit 50mM TRIS/HCI, 1%SDS, pH8, 2 ug Adjuvanspeptid und iFA
injiziert. Wie in 4.12.1.1 beschrieben, werden die Mause insgesamt dreimal immunisiert und deren Seren mittels
Western Blots und IFA analysiert.

4.12.2 Immunisierungsversuche in Aotus-Affen

BestimmteAotusAffen gelten als das beste Tiermodell zum Studium der humanen anti-Malaria Immunantwort.
In Rahmen dieser Arbeit werdeéotus Affen mit verschiedenen MSP-1 Praparationen immunisiert und an-
schliefend mit einem im Bezug auf MSP-1 homologefealciparumStamm infiziert. Die Immunseren werden
mittels ELISA analysiert (4.13.2). Die Entwicklung der Parasitemie wird in regelméRigen Abstanden mit Hilfe
von mikroskopischen Untersuchungen der Blutausstriche ermittelt.
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Die Immunisierungsstudie wurde in Zusammenarbeit mit dem Biomedical Primate Research Centre (BPRC),
Rijswijk, Holland durchgefihrt.

In einem Vorexperiment mit drélotus azarae boliviensi@rotokollnummer: PT 238.640) wird der fir die
Studie vorgesehene rekombinante ts-4 Stamm getestet. Am Tag 0 werdtletemflige transgene ts-4, geldst

in 0,5 ml PBS, subcutan (s.c.) in die narkotisierten Versuchstiere injiziert. Wahrend der ganzen Versuchsdauer
werden téglich Kérpertemperatur und das Wohlbefinden der Tiere dokumentiert. Am Tag 7 erfolgt der erste und
am Tag 14 der zweite ,boost* mit jeweils 5%1fansgene ts-4 Mutanten (s.c). Am Tag 28 werden je 2 ml Blut
entnommen, aus dem die Seren fur die Analyse mittels ELISA gewonnen werden. Nach Beenden des Vorversu-
ches (Tag 42) werden die Tiere ausgeblutet, und die Organe auf ungewdhnliche Veranderungen untersucht.

In der Immunizierungsstudie (PT 256.663) werdefdBus lemurinus griseimembrgerwendet, die nach dem
Zufallsprinzip in zwei Gruppen geteilt werden: vier Affen in der immunisierten Gruppe, die mit rekombinanten
ts-4 infiziert werden und drei Affen in der Kontrollgruppe, die mit ts-4 infiziert werden. Ein Affe dient als Do-
noraffe fur die Infektion miP. falciparumMerozoiten.

Bei der ersten Immunisierung (Tag 0) werden pro Affe 8xébendige ts-4 (in 0,5 ml PBS) in der Kontroll-
gruppe bzw. rekombinante ts-4 in der immunisierten Gruppe s.c. injiziert. Es werden je 3 ml Blut entnommen,
aus dem die Praimmunseren gewonnen werden (Sejusins Tag 14 wird 0,5 ml Blut fiir die ELISA Analyse
entnommen (3. Die zweite Immunisierung erfolgt am Tag 21 und die dritte am Tag 35 mit jeweil8 [&kEh-

digen Parasiten in 0,5 ml PBS. Am Tag 35 wird zusétzlich 0,5 ml Blut entnomgeeiiauso wie am Tag 42

(s5). Nach einem weiteren Monat (Tag 73) erfolgt die Proteinimmunisierung mit dem MSP-190F, gereinigt aus
rekombinante. gondiimittels Immunaffinitatschromatographie (siehe 4.11.1). Die Formulierung des Antigens
erfolgt unmittelbar vor der Immunisierung nach folgendem Protokoll: 350 pl des SBAS2 Adjuvans (SmithKline
Beecham) werden mit 275 pl der Proteinpraparation (entspricht etwa 9 pg volle Lange MSP-1 in PBS, pH 7,5)
versetzt und vorsichtig mit Hilfe von Vortex gemischt. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT wird das Mi-
schen einmal wiederholt. Als Kontrolle wird das SBAS2 nach dem gleichen Protokoll mit PBS versetzt. Nach-
dem den Tieren Blut zur Analyse der Serep) égenommen wird, werden 500 pl der Mischung den Affen
intramuskuldr (i.m.) injiziert. Nach einer weiteren Woche (Tag 80) erfolgt die Blutabnahme fiir die sofortige
Analyse der Serends Ein effizienter Antikodrpertiter (ELISA-Titer groRer als 1:5000) ist die Bedingung fur die
Fortsetzung des Experiments. Ist dieser Wert erreicht, wird der Donoraffe mit einem eingefroren Stck von
falciparumdes FVO Stammes intravends (i.v.) infiziert (Tag 85). Die Entwicklung der Parasitemie wird taglich
bis zu dem Zeitpunkt verfolgt, an dem der Affe eine hohe Parasitemie mit RingstadRiasteodierentwik-

kelt. An diesem Tag (Tag 94) werden dem Affen 5 ml Blut entnommen, die zur Infektion der Versuchstieren
verwendet werden. Die infizierten Erythrozyten werden ausgezahlt und die Versuchsaffen mif je. fald-
parumdes FVO Stammes i.v. infiziert. Vorab werden Blutproben zur Gewinnung der Sgrent(@mmen.

Die Entwicklung der Parasitemie wird sorgfaltig verfolgt, indem téglich 1-2-mal Fingerblutprobe fir die mikro-
skopische Analyse genommen wird. Erreicht ein Tier eine Parasitemie von 5%, wird es unmittelbar mit Meflo-
quine (25mg/5ml PBS) behandelt. Nach dem Beenden des Versuches (Tag 115) wird noch einmal Blut fiir die
Analyse der Seren entnommep) (snd alle Tiere mit Mefloquine (25mg/5ml PBS) und Pyrimethamine (1mg/kg
Korpergewicht) behandelt.

4.13 Immunologische Methoden zur Analyse der Seren
4.13.1 IFA mit Plasmodium-infizierter Kultur

Um die Kreuzreaktivitat der Antikérpern aus den Seren der immunisierten Mause mit dem nativen MSP-1 zu
untersuchen, wurden die Immunseren mittels IFA (siehe 4.10.4) an einer faitiparuminfizierten Erythro-
zyten-Kultur getestet. Die dazu notwendigen Ausstriche von infizierten Erythrozyten, vorbereitet als ein
Blutausstrich auf einem Objekttrager, kénnen Uber mehrere Wochen, geschiitzt vor dem Austrocknen mit Para-
film, bei 4°C gelagert werden.

Jeder Ausstrich kann fiir mehrere Proben gleichzeitig benutzt werden. Dazu werden mit Hilfe eines sog. ,Pap
Pen’s", eine Art Klebstoffstift, mehrere Kreise auf dem Objekttrager gezeichnet, die jeweils ein begrenztes Feld
fir minimale Mengen (20 pl) von Inkubationsldsungen darstellen. Wahrend der Inkubationszeiten befinden sich
die Proben in einer Feuchtkammer (bestehend aus einer Plastikschale mit mehreren Lagen von feuchten Papier-
tichern, Uberdeckt mit Parafilm), um die Austrocknung der Proben zu vermeiden.

Die infizierte Kultur in den eingekreisten Flachen wird 10 min in 1%igem Formaldehyd in PBS fixiert. Es folgt
die Permeabilisierung mit 0,05% Saponin in PBS fir 20 min und die anschliel3ende Blockierung mit 0,1% Gela-
tine und 0,01% Saponin in PBS fir 30 min. Die Seren werden in 0,01% Saponin/PBS verdunnt und fir 1 h bei
RT mit den Proben in der Feuchtkammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 50 pl 0,01% Sapo-
nin/PBS wird der sekundarer Antikdrper (FITC konjugierter anti-Maus 1gG, 1:1000 in 0,01% Saponin/PBS
verdunnt) fur 1 h zugegeben. Die Proben werden gewaschen (siehe oben) und ohne Trocknen in Vectashield
eingebettet.

63



Methoden

4.13.2 ,Enzyme linked immunosorbent Assay” (ELISA)

Die ELISA-Technik macht es mdglich, die Sensitivitdt und die Spezifitat der Bindung von Antikdrpern an ihr
Antigen zu erfassen und je nach Fragestellung zum Nachweis und Quantifizierung von Antigenen oder Antikor-
pern dienen.

Zuerst wird das Antigen auf einer festen Phase (Polystyrol) immobilisiert. AnschlieBende Inkubation mit den
Seren, welche in einer Verdunnungsreihe angesetzt werden und die Antigen-spezifische Antikdrper enthalten,
ermdglicht die Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen. Die gebundenen Antikdrper werden von enzyma-
tisch markiertem, sekundéarem Antikdrper erkannt (indirekter ELISA Test). Die Menge des gebundenen mar-
kierten Antikdrpers bestimmt die Stérke des Signals.

Als Antigene wurden entweder die rekombinanten,Eausoli gereinigten MSP-1 Fragmente p83, p30, p38, p42

und p19 oder eiif. gonditParasitenlysat verwendet. In Vorversuchen wurde die optimale Menge des einzuset-
zenden Antigens bestimmt, welche zu einer Absattigung der Bindestellen der festen Matrize fihrt (fir MSP-1
Fragmente 100-200ng/100ul). Das Antigen wird im Karbonatpuffer gelést und die Platten mit je 100 ul Anti-
genlésung/Vertiefung beschichtet. Nach einer Inkubation von 2 h bei RT und 2 h bei 4°C ist das Antigen auf
dem Polystyrolboden der Platten nicht-kovalent gebunden. Das nicht gebundene Antigen wird in zwei Wasch-
schitten mit je 200 pl Waschpuffer (1xTBST) entfernt. Um die unspezifischen Bindungen zu blockieren, werden
die Platten mit 100 ul Blockpuffer (1% Magermilchpulver in TBS) pro Vertiefung bei RT fir 1 h inkubiert.
Anschlieend werden die Platten erneut gewaschen (siehe oben) und mit den Seren (in einer Verdinnungsreihe
mit dem Blockpuffer) beschichtet. Die Verdinnungsreihe wird wie folgt direkt in den Platten angesetzt: in die
erste Reihe werden je 200 ul der Ausgangsverdiinnung vorgelegt, der Rest der Platte wird mit je 100 ul Blockie-
rungspuffer beschichtet. Mit einer 12-Kanal-Pipette werden aus der ersten Reihe je 100 ul der Lésung herausge-
nommen und mit den 100 ul Lésung der darauf folgenden Reihe durch mehrmaliges Ab- und Aufpipettieren
gemischt. So entsteht reihenweise eine 1:2 Verdinnung der Ausgangskonzentration der Serumantikdrpern. Aus-
gehend von einer 1:1000 Verdinnung wird in der letzten Reihe der Platte die 1:128 000 Verdinung erreicht. Die
erste Spalte jeder Platte dient bei der Messung als Blindwert zur Aquilibrierung des Geréates und wird deshalb
nur mit Blockpuffer gefiillt. Es folgt eine Inkubation UN bei 4°C. Am nachsten Tag werden die Platten viermal
mit je 200 pl TBST/Vertiefung gewaschen und mit dem sekundaren Antikdrper beschichtet. Hierbei handelt sich
um ein humanes IgG (H+L Kette) AP-Konjugat (1:3500 in Blockpuffer verdiinnt). Nach einer Stunde bei RT
werden die Platten zweimal mit TBST und zweimal mit Substratpuffer gewaschen (siehe oben). Die Farbreakti-
on wird katalysiert durch die AP, die ihr Substrat p-Nitrophenyl-phosphat zu einem farbigen Endprodukt hydro-
lisiert. Das p-Nitrophenyl-phosphat wird zu diesem Zweck in einer Konzentration von 1 mg/ml im Substratpuf-
fer geldst und mit dem Ansatz fur 1h bei RT und in Dunkelheit inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von
je 100 ul 0,1M EDTA gestoppt, und die Intensitat des Farbsignals bei 405 nm im ELISA-Geréat photometrisch
bestimmt.

4.14 Analyse der Bindungsaffinitat zwischer. gondii und Erythrozyten
4.14.1 Mikroskopische Untersuchungen der Bindungsaffinitat

Um die Interaktion zwischem. gondiiund den Erythrozyten mit Hilfe des Mikroskops untersuchen zu kdnnen,

ist es von Vorteil, einen der Partner vor der gemeinsamen Inkubation in der Kulturschale zu immobilisieren.
Sinnvoller ist dabei die Bindung von Erythrozyten, die dank ihrer Grof3e die Entstehung einer Monoschicht aus
Zellen ermdglichen.

In Bindungsexperimenten werden frische Erythrozyten der Blutgruppeevendet, die entweder direkt von
einem Blutspender (Vollblut) stammen oder von der Heidelberger Blutbank bezogen werden. Die Erythrozyten
werden zweimal mit PBS gewaschen (je in 50 ml 1xPBS resuspendiert, sedimentiert fir 15 min bei 3000g). Die
Zentrifuge soll langsam abgebremst werden, deshalb wird die Bremse auf Stufe 3 eingestellt.

Um die Bindung der Erythrozyten an das Plastikmaterial zu erleichtern, werden zuerst die Kontaktflachen mit
Poly-L-Lysin beschichtet. Dieses Molekil mit seinen polykationischen Eigenschaften ermdglicht die Interaktion
mit den Anionen der Zelloberflache, was zur Adhésion der Erythrozyten an das Plastikmaterial fuhrt. Die Kul-
turschale (6 cn) wird mit 1 ml 0,1% Poly-L-Lysin in 5% (w/v) Natrium Hydrogenkarbonga@Hur 30 min

beim standigen Schitteln und bei RT inkubiert. Die Schale wird anschlieRend zweimal p@t gididdlich
gewaschen und vollstandig bei RT getrocknet. Mit Poly-L-Lysin beschichtete Schalen sollen innerhalb von 24 h
verwendet werden.

Pro Ansatz wird die vorbehandelte Schale migevaschenen, frischen Erythrozyten in 0,25% BSA/PBS fiir 1

h bei RT inkubiert. Der UberschuR an nicht gebundenen Zellen wird in drei Waschschritten, zweimal mit PBS
und einmal mit 0,25%BSA/PBS, entfernt. Nun werden etwaek@azellularen, frisch aufbereitete Parasiten in
0,25%BSA/PBS zugegeben. Der Ansatz wird fir mindestens 2 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert, um das
Setzen der Parasiten und gegebenenfalls die Bindung an die Erythrozyten zu erlauben. Nach dieser Inkubation
werden die Schalen sehr vorsichtig dreimal mit PBS gewaschen. Die zurlickgehaltenen Parasiten (falls
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Galaktosidase positiv) kdnnen mittels in diiGal Farbung (4.10.2.2) sichtbar gemacht und unter dem Mikro-
skop analysiert werden.

4.14.2 Analyse der Bindungsaffinitat mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Analyse einzelner Zellen in einer heterogenen Zellpopulation. Fir jede
Zelle wird durch die Anregung mittels eines Laserstrahls die unterschiedliche Lichtstreung und die Fluoreszenz
gemessen. In einem Durchflusszytometer erfassen sensitive Verstéarker sowohl das Streulicht, das Informationen
Uber die GréRe und Granularitéat der Zellen gibt, als auch die Fluoreszenzemission. Die Fluoreszenz entsteht,
wenn ein durch eine bestimmte Lichtwellenldnge angeregtes Molekdl zuriick in seinen Normalzustand fallt und
die dabei entstandene Energie in Form von Licht freigesetzt wird.

Wird eine Population von Zellen analysiert, die mit einem fluoreszierendem Molekil markiert ist (z. B. Green
fluorescent protein, GFP), werden die Daten in Form eines Histogramms erfasst, in dem die Fluoreszenzintensi-
tat versus die Zellzahl dargestellt werden. Werden mehrere Fluoreszenzmarker in der Messung angesetzt, ist die
Analyse der Daten mittels eines Quadrant-Diagramms sinnvoll, in dem die Population mit der Fluoreszenz 1
(unterer rechter Quadrant) gegen die Population mit der Fluoreszenz 2 (oberer linker Quadrant) dargestellt wird.
Diese Analyse ermdglicht eine weitere Unterteilung der beiden Populationen in eine dritte Population, welche
die Fluoreszenzmerkmale beider Populationen tragt, also doppelt positiv ist (oberer rechter Quadrant). Die An-
zahl der markierten Zellen wird in % angegeben.

Um die Frage der méglichen Bindung von rekombinaftegondii Parasiten an die menschlichen Erythrozyten
quantitativ zu beantworten, wurden GFP-posititfergondiiLinien etabliert, die das GFP konstitutiv exprimie-

ren. Diese koénnen in einer Durchflusszytometrieanalyse als eine Population mit der Fluoreszenz 1 (GFP) darge-
stellt werden. In den Bindungsexperimenten werden die GFP-positiven Parasiten mit Erythrozyten inkubiert,
welche ihrerseits mit einem rot-fluoreszierenden Farbstoff markiert werden,{Dik@l in der Durchflusszyto-
metrieanalyse als die Population mit der Fluoreszenz 2 erscheinen.

4.14.2.1 Markierung der Erythrozyten mit Dil

Als Fluoreszenzmarker fir die Erythrozyten wurde das langkettige Dialkylcarbocyanip @&CFirma Mole-

cular Probes (D-384) gewahlt. Die Alkylkette dient als lipophiler Tréger des Farbstoffmolekiils, das in die Plas-
mamembran der Zellen eingebaut und mittels lateraler Diffusion verbreitet wird. Die Fluoreszenz des Farbstof-
fes ist in wéassriger Umgebung schwach, erhéht sich jedoch extrem nach dem Einbau in Lipidmembranen. Die
Absorption des DilGliegt bei 549 nm, die Emission bei 565 nm.

Fur die Markierungsreaktion werden frische, gewaschene Erythrozyten verwendet (siehe 4.14.1). Nach dem
letzten Waschschritt werden die Zellen in 5 ml Markierungspuffer resuspendiert und mit 10yl EpitiRon-
zentration fur mindestens 1 h bei RT inkubiert. Die markierten Zellen werden fir 10 min bei 2000g sedimen-
tiert, zweimal mit PBS gewaschen und entweder fiir eine direkte Messung in 2%-igem Formaldehyd/PBS aufge-
nommen, oder im DMEM resuspendiert, in der Neubauerkammer gezéahlt und fir das Bindungsexperiment ver-
wendet.

4.14.2.2 Bindungsreaktion zwischen T. gondii und markierten Erythrozyten

Fur die Bindungsreaktion werden frisch aus HFF-Kultur lysierte, GFP-positive Parasiten verwendet. Die extra-
zellularen Parasiten werden zweimal mit 5 ml PBS gewaschen, in DMEM resuspendiert und in der Neubauer-
kammer gezahlt. Pro Ansatz werden in der Regéinddykierte Erythrozyten mit 2xI@ransgenen Parasiten in

150 pl DMEM in 96-Lochplatten im Zellkulturschrank inkubiert. Nach mindestens 4 h werden die Anséatze
vorsichtig mit einer Pipette in 15 ml Zentrifugationsréhrchen Uberfuhrt, mit PBS auf 15 ml aufgefllt und fir 10
min bei 2000g sedimentiert (Zentrifugenbremse auf Stufe 3). Dieser Schritt wird einmal wiederholt. Fir die
Durchflusszytometriemessung werden die Proben in 3 ml 2% Formaldehyd/PBS aufgenommen.
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4.14.2.3 Messung mit dem Durchflusszytometer

Die Messungen wurden mit dem FACScan der Firma Becton Dickinson durchgefiihrt. In eigenen Vorexperi-
menten wurden folgende Geratebedingungen fir die Messung der Doppelfluoreszenz ermittelt:

Parameter DetektorVoltage AmpGain Modus

P1 FSC EOO 1,49 Lin
P2 SSC 395 1,16 Lin
P3 FL1 670 1,00 Log
P4 FL2 660 1,00 Log
P5 FL3 535 1,00 Log
Grenzparameter: FSC

Kompensation: FL1-2,3% FL2

FL2 — 28,2% FL1

Die Messung wird jeweils nach max. 50 000 gemessenen Ereignissen beendet und mit Hilfe von Quadrant-
Statistik ausgewertet (Angaben in %).

4.14.2.4 Trennung der Populationen mittels ,Fluorescence-activated cell sorting” (FACS)

Die Fahigkeit eines Durchflusszytometers, markierte Zellen von nicht markierten physisch zu trennen (zu sortie-
ren), ermdglicht eine Anreicherung und die anschlieRende Analyse der getrennten Population. Solche Gerate
sind darauf spezialisiert, seltene Ereignisse innerhalb einer grof3en Population zu identifizieren und von der
Masse trennen. Das Prinzip beruht auf einer Abweichung von geladenen Teilchen (einzelne Zellen in winzigen
Flussigkeitstropfchen) im elektrostatischen Feld. Die Tropfchen, welche die markierten Zellen enthalten, werden
geladen und kénnen wahrend der Wanderung durch ein elektrostatisches Feld von den nicht geladenen Teichen
getrennt werden.

Mit Hilfe des FACS-Gerates (FACScalibur, Becton Dickinson) wurden die verschiedenen Populationen mit den
Fluoreszenzen 1, 2 und 3 (siehe 4.12.2) getrennt isoliert und unter dem Fluoreszenzmikroskop einzeln analy-
siert. Im FACScalibur erfolgt der Sortiervorgang nicht via elektrostatischen Aufladung einzelner Tropfchen,
sondern via der Umleitung des gesamten Flusssigkeitsstrahles. Dadurch wird das Volumen stark erhéht, weshalb
der Zellkonzentrator angeschlossen werden muss.
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5. ERGEBNISSE

5.1 Entwurf, Synthese und Konstruktion desnsp-1dGens

Der hohe A+T Gehalt ddB. falciparumGenoms, der in nicht kodierenden Sequenzen 90%
und in Kodierungssequenzen 75% erreicht, macht es unmdglich, langere Gene Btatoliin

zu klonieren, bzw. zu propagieren. Fir das MSP-1 Porfalciparumdes FCB-1 Stammes
(MSP-1F) konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion des A+T Gehaltes seiner Kodierungs-
sequenz von 74% auf 55% unter Verwendung einer Kodonhé&ufigkeit wie sie im menschlichen
Genom gefunden wird, diese Problematik berwindet und eine Expression des MSP-1 in sei-
ner Gesamtlange in heterologen Expressionssystemen ermogliclet @ath999).

Im Hinblick auf die in unserem Labor geplanten Immunisierungsversuche mit rekombinanten
MSP-1 Proteinen soll auch der zweite MSP-1 Prototyp, der MAD20, entworfen und syntheti-
siert werden. Als Grundlage fur das Design der synthetischen DNA Sequenz vom Typ
MAD20 wurde die 1720 Aminosauren lange Sequenz des MSP-1Pvdaiciparum3D7

Isolat gewahlt.

5.1.1 Entwurf der synthetischen MSP-1D Kodierungssequenz

Die Aminosauresequenz vom MSP-1 d&edalciparum3D7 Isolat wurde unter Verwendung

der Kodons der kodierenden Sequenzen des humanen Genoms (Geibakal©Q84) zurick

in die DNA Sequenz ubersetzt. Dadurch entstand das synthetische, 5160Bm&mde

Gen, dessen A+T Gehalt von urspringlichen 73% auf 54,6% reduziert wurde. Alle Sequen-
zen, die wahrend der Synthese, Klonierung und Expression des Gens in heterologen Expressi-
onssystemen problematisch sein konnten, wurden durch Mutationen der einzelnen Nukleotide
zerstort, ohne die Aminosauresequenz des Proteins zu verandern. Dazu gehdren vor allem
Sequenzen, die einen vorzeitigen Transkriptions- oder Translationsstopp verursachen kdnnen,
als Spleil3-Donor oder —Akzeptor-Signale erkannt werden ebenso wie Konsensussequenzen
von internen prokaryontischen Promotoren, poly(A) Signalen, GC-reichen Regionen und Shi-
ne-Dalgano Sequenzen (siehe Methoden 4.6.1).

Tabelle 2 zeigt die endgultige Zusammensetzung der Kodons in der synthetischen MSP-1D
Sequenz im Vergleich zu humanen Kodierungssequenzen und zum wildtyp MSP-1D Gen.
Auffallend ist die starke Praferenz der A/T-haltigen Kodons in der Sequenz des natpen

1d Gens.
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Haufigkeit der Kodons in %
AS Kodon MSP-1D MSP-1D Humane AS Kodon MSP-1D MSP-1D Humane
nativ synth. Saquenz nativ synth. Saquenz
Ala GCA 53 21 23 Leu CTA 3 11 7
GCC 8 42 40 CTC 6 20 20
GCG 2 6 10 CTG 0 46 41
GCT 37 31 27 CTT 14 6 13
TTA 70 9 7
Arg AGA 65 22 20 TG 7 8 13
AGG 4 9 20
CGA 9 4 11 Lys AAA 85 43 42
CGC 0 9 19 AAG 15 57 58
CGG 0 43 21
CGT 22 13 9 Met ATG 100 100 100
Asn AAC 21 65 54 Phe TTC 34 70 55
AAT 79 35 46 TTT 66 30 45
Asp GAC 15 60 53 Pro CCA 61 30 28
GAT 85 40 47 CCC 6 42 32
CCG 3 9 11
Cys TGC 10 70 55 CCT 30 19 28
TGT 90 30 45
Ser AGC 5 28 24
GIn CAA 97 25 26 AGT 32 12 15
CAG 3 75 74 TCA 33 10 15
TCC 9 22 22
Glu GAA 94 45 42 TCG 0 5 6
GAG 6 55 58 TCT 21 23 18
Gly GGA 43 25 25 Thr ACA 57 22 28
GGC 7 30 34 ACC 10 44 36
GGG 3 34 24 ACG 3 13 12
GGT 47 11 17 ACT 30 21 24
His CAC 29 68 59 Trp TGG 0 0 100
CAT 71 32 41
Tyr TAC 18 63 56
lle ATA 36 14 15 TAT 82 37 44
ATC 7 58 49
ATT 57 28 36 Val GTA 61 9 12
GTC 5 28 24
GTG 1 53 46
GTT 33 10 18

Tabelle 2: Die Kodonzusammensetzung des synthetischen msp-1d Gens im Vergleich zu dem nativen msp-1d

Gen und humanen Kodierungssequenzen.

Die Kodonkomposititon der synthetischen MSP-1D Sequenz wurde mit Hilfe vom Zufall-Prinzip-Generator der
Zusammensetzung der in humanen Kodierungssequenzen verwendeten Kodons angepalfit. Um die Reduktion des
A+T Gehaltes des whsp-1dGens zu erreichen wurden in 1414 Positionen einzelne Basenpaare ausgetauscht.

Gleichzeitig wurden durch Nukleotidaustausche neue Erkennungssequenzen fir Restriktions-
nukleasen eingefihrt, die in deisp-1dGesamtsequenz nur einmal schneiden. Diese machten

es maglich, dasnsp-1dGen aus einzelnen Fragmenten zusammenzusetzen, die mit den na-
turlichen MSP-1D Prozessierungsprodukten identisch sind, bzw. sich von diesen nur um 1 bis

2 AS unterscheiden. Ausgehend von der Nomenklatur von Stafford et al. (Staiffaird
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1994), wurden an den naturlichen Prozessierungsstellen oder in deren N&he Schnittstellen fur
die folgenden Restriktionsendonukleasen verwendet (Abbildung 1): Eael (Position 2159)
trennt das p83 mit dem Unterschied von einer AS vom p30, Aatll in Position 2727 ermdglicht
eine mit dem naturlichen Prozessierungsprodukt identische Trennung des p30 vom p38.
BstEIl (Position 3966) bildet die Spaltungsstelle zwischen p38 und p42, die sich von der na-
turlich vorkommenden um zwei AS unterscheidet. Die sekundére Prozessierungsstelle, an der
das native p42 zu p29 und pl19 gespalten wird, wird mit dem Unterschied von einer AS vom
Sspl Schnittstelle in Position 4819 gebildet.

A
1 1720

AS | MSP-1D :
Sp GA
\ AL IV p83 ¥ p30 ¥ p38 ¥ p29 V¥plo ¥
LA ¥l | [ | l4 [

Eael Aatll BstEll Sspl

B

5 1 2159 2727 3966 4819 5160

P 2159 —s566—1 1239— 853—+—341—

Abbildung 1.: Schematische Darstellung der synthetischen msp-1d Kodierungssequenz.

Das inA dargestellte MSP-1D Protein besteht aus 1720 Aminoséuren einschlie3lich der Signalpeptidsequenz
(SP) und GPI-Verankerungssequenz (GA). Konservierte Regionen sind in weif3, dimorphe Regionen in grau
dargestellt. Die oligomorphen Blocke Il und IV sind mit Streifenmuster gekennzeichnet. Die oberen Pfeile zei-
gen die Spaltungsstellen, an denen das MSP-1D Protein in seine natirliche Prozessierungsprodukte gespalten
wird (Stafford et al., 1994). In der synthetischen DNA Sequenz wurden an diesen Positionen Erkennungssequen-
zen fir Restriktionsendonukleasen eingefihrt, die in der msp-1d Kodierungssequenz nur einmal schneiden. Die-
se Schnittstellen, deren Positionen durch die unteren Pfeile dargestellt werden, ermdglichten die Zusammenset-
zung des msp-1d Gens aus einzelnen Fragmenten ohne die Aminosauresequenz des Gesamtproteins zu veran-
dern. Die Positionen der Spaltungsstellen, die durch diese Restriktionsendonukleasen kreiert wurden, sind ent-
weder identisch mit den naturlich vorkommenden Prozessierungsstellen oder unterscheiden sich um 1- 2 AS
von ihnen. Die Gro3e der einzelnen Fragmente (in Bp), die fur die Konstruktion des msp-1d Gens verwendet
wurden, ist inB angegeben.

Zuletzt wurden die Enden der MSP-1D kodierenden Sequenz erweitert. Aul3erhalb des offe-
nen Leserahmens wurde eine Mlul Restriktionsschnittstelle am 5° Ende und zwei Stoppko-
dons, gefolgt von einer Clal Erkennungssequenz am 3" Ende hinzugeflgt.
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5.1.2 Synthese und Konstruktion des msp-1d Gens aus einzelnen Fragmenten

Die synthetischensp-1dSequenz wurde aus flinf sich tUberlappenden Fragmenten zusammen-
gesetzt fhspld-8bismspld-1Y die den natlrlichen Prozessierungsprodukten p83 bis p19
entsprechen. Um diese Fragmente einzeln klonieren zu kénnen, wurden auch deren 5" und 3’
Enden erweitert. Die 3" Enden aller Fragmenten erhielten zwei Terminationskodons und eine
Clal Schnittstelle. Mit Ausnahme desspld-83der wie dasnspl-deine zusatzliche Mlul
Schnittstelle tragt, wurden die 5" flankierenden Sequenzen durch das Einfiihren von einer
BamHI Erkennungssequenz modifiziert (Abbildung 2).

Diese Anderungen ermoglichten so die Klonierungrdspld-83Fragments, wie auch spater
desmsp-1dGens, Uber die Mlul und Clal Schnittstelle in den Klonierungsvektor pPfl (pBlue-
script SK mit einer modifizierten multiplen Klonierungsstelle). Die restlichen Fragmente
wurden uber die BamHI und Clal Schnittstellen in das pPfl eingefihrt. Aus den daraus resul-
tierenden Vektoren (mit der Nomenklatur pPfispld-83bis pPflmspld-19 wurden die
Fragmente, deren Sequenz durch doppelstrangige Sequenzierung Uberprift wurde, tber die
msp-1dspezifischen Schnittstellen isoliert und fur die Zusammensetzungsied dGens
verwendet (siehe unten). Dabei flankieren die Erkennungsstellen fur BamHI bzw. Mlul und
Clal die kodierenden Sequenzen und ermdglichen so die Subklonierung der jeweiligen Frag-
mente, z. B. in ein prokaryotischen Expressionsvektorsystem (modifiziert aus: Lutz and Bu-
jard, 1997).

Die Synthese der einzelnen Fragmente beruht auf einer asymmetrischen PCR mit einzelstran-
gigen, sich uberlappenden Oligonukleotiden (Bial, 1999), und ist im Detail in der Dok-
torarbeit von W. Pan beschrieben.

Die Synthese der finf Hauptfragmente, die fir die Konstruktiomdgs1dGens in seiner
Gesamtlange verwendeten wurden, wird im Folgenden dargelegt.
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mspld-83 mspld-19
ol 1 d mspld-30 mspld-29
B TR S— . —
Syl Beal mspld-42 *Sspl
msp1d-3s €l [lo
Eael €l o
I Xr|10I . *BstEII
<l [lo
al jo
*Aatll
msp-1d
qal [ |l®

Abbildung 2.: Klonierungsstrategie fur die Zusammensetzung des msp-1d Gens aus einzelnen Fragmenten

Es wurden 5 Fragmente synthetisienisp1d-83 — mspld-Ldie den natiirlichen Prozessierungsprodukten ent-
sprechen. Damspld-83musste dabei aus 3 Fragmentemsil1d-83 I-11), dasmspld-38aus 2 Fragmenten
(msp1d-38 I-I) zusammengesetzt werden. Die daflir verwendeten, internen Schnittstellen sind mit den nach oben
gerichteten Pfeilen gekennzeichnet. Au3erhalb des offenen Leserahmens der jeweiligen Fragmente wurden fol-
gende Modifikationen vorgenommen: das 5" Enderdsgld-83erhielt eine zusatzliche Mlul (o) Restriktions-

stelle, wéahrend die 5" Enden der restlichen Fragmente durch die Zugabe einer BamHI (Viereck) Erkennungsse-
quenz erweitert wurden. Die 3" Enden aller Fragmente erhalten zwei Stoppkodons gefolgt von einer Clal
(schwarzes o) Schnittstelle. Die nach unten zeigende Pfeile markieren die Positionen der einmal schneidenden
Restriktionsendonukleasen, die fur die Fusion der einzelnen FragmentaspirdGen in seiner Gesamtlange
verwendet wurden. Die Eael Schnittstelle wurde fur die Zusammensetzung des Zwischenproadsgxies (

83+30) aus den Fragmentenspld-83und mspld-30 angesetzt. Fir die Konstruktion daespld-4Z-ragments

wurde mittels eines Sspl Schnittes displd-29%equenz mit demspld-19Sequenz fusioniert. Das zweite Zwi-
schenproduktrisp1d-38+42 entstand durch die Fusion der Fragmemspld-38und mspld-42iber eine

BstEIl Schnittstelle. Zuletzt wurden beide Zwischenprodukte tber ein Aatll Schnitt zmdpindGen zusam-

men kloniert.

Die den Signalpeptid kodierende Sequenz gehért despld-83 Fragment an, wahrend die GPI-
Verankerungssequenz von dempld-19ragment kodiert wird.

Synthese von msp1d-83

Um eine maoglichst fehlerfreie Synthese der dsDNA zu gewahrleisten, wurde die 2164Bp lan-
gemspld-83Sequenz in drei kiirzere Fragmente unterteilt, die jeweils aus 8 Oligonukleotiden
einzeln synthetisiert wurdemsp1d-83, msp1d-831 und msp1d-83ll. Diese sind tber in-

terne Erkennungssequenzen von einmal schneidenden Restriktionsnukleasen voneinander
getrennt. Eine Styl Schnittstelle trennt das 730Bp lamg®1d-83] vom mspld-83ll

(618Bp), und eine Bsal Erkennungssequenz ermoglicht die Trennumgspdsi-831 von

dem nachfolgendemsp1d-83Il Fragment (816Bp). Um die Klonierung der einzelnen Frag-
mente in das pPfl Vektor zu ermdglichen, wurden deren 3" Enden mit zwei Terminationsko-
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dons und einer Clal Schnittstelle versehen. Die Fragmesield-83l und msp1d-83lli

wurden zusatzlich durch eine BamHI Erkennungssequenz am 5° Ende erweitert.

Die beiden kirzeren Fragmentespld-83 undmspld-83ll wurden von W. Pan bereitge-
stellt. Nach einer Sequenzierung von mehreren Klonen war es moéglicmsgpdsi-831
Fragment als eine fehlerfreie Sequenz zu isolieren, wahrend das largpdré-83 Fragment

aus zwei fehlerfreien Blocken zusammengesetzt wurde. Als problematisch erwies sich die
Synthese demsp1d-83lll. Aufgrund von mehreren Deletionen und/oder Substitutionen in
allen sequenzierten Klonen musste die 816Bp lange Sequenz aus drei fehlerfreien Blocken
zusammengestellt werden.

Anschlieend wurden aus den Vektoren pitp1d-83-I1l folgende Restriktionsfragmente
isoliert: Mlul-Styl (msp1d-83), Styl-Bsal (nsp1d-831) und Bsal-Clal fnsp1d-83ll). Diese
wurden mit dem Mlul-Clal geschnittenen pPfl Vektor in einer Ligationsreaktion kombiniert,
was zu dem gewunschten Plasmid mit der Nomenklatur pBfll/d-8JFuhrte. Die Sequenz
desmspld-83Fragments wurde durch Sequenzierreaktion bestatigt.

Synthese von msp1d-30

Das 568Bp langenspld-3dFragments wurde ausgehend von 8 Oligonukleotide von Ch. Ber-
berich synthetisiert und kloniert. Das resultierende Plasmid wurdemp$iild-30yenannt.
Nach der Sequenzanalyse von vier verschieden Klonen konnte eine fehtadpdig-305e-
guenz identifiziert werden.

Synthese von mspl1d-38

Die 1239Bp langenspld-38Sequenz wurde vor der Synthese in zwei Fragmente geteilt,
mspld-38 undmspld-38ll. Diese wurden durch eine interne Xhol Restriktionsstelle von-
einander getrennt. Beide Fragmente erhalten die fir die Klonierungsstrategie notwendige
Modifikationen am 5° und 3" Ende (d.h. zusétzliche BamHI Schnittstelle am 5" Ende und
zwei Stoppkodons und eine Clal Erkennungssequenz am 3" Endehsphd-38 Fragment
(547Bp) konnte fehlerfrei synthetisiert werden (Ch. Berberich), wahrenuspéd-381 Se-

guenz (692Bp) aus zwei verschiedenen Blocke zweier Klone zusammengesetzt werden
musste (ebenfalls von Ch. Berberich bereitgestellt).

Die mspld-385equenz wurde aus zwei Fragmenten zusammengesetzt, die anspPdt38

| und pPflimspld-38l isoliert wurden. Dazu wurde das pRfigp1d-38 Plasmid mit Bam-
HI-Xhol und das pPfhspld-381 Plasmid mit Xhol-Clal geschnitten und die entsprechende
Fragmente in den mit BamHI-Clal verdauten pPfl Vektor kloniert. Der daraus resultierende
Vektor wurde pPfihspld-38enannt und dessen Insert durch Sequenzanalyse verifiziert.

Synthese von mspl1d-29
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Fur die Synthese des 853Bp langaspld-29ragmentes wurden 12 Oligonukleotide ent-
worfen. Die Synthese der Gesamtsequenzraspld-2%us einzelstrangigen Oligonukleoti-

den erfolgte in zwei Schritten. Ein erster PCR-Ansatz, ausgehend von 8 aufeinander folgen-
den Oligonukleotiden wie unter 4.6.3 beschrieben, fuhrte zur Synthese eines Zwischenpro-
duktes von ca. 550Bp. Die vier folgenden Oligonukleotide wurden zu einem zweiten Zwi-
schenprodukt von ca. 350Bp amplifiziert. Beide PCR-Zwischenprodukte wurden anschlie-
Rend Uber ein 2%igen Agarosegel gereinigt und in dem zweiten Syntheseschritt unter Ver-
wendung von terminalen Primer amplifiziert. Diese gleichzeitige Zugabe von je 20pmol der
endstandigen Oligonukleotide gewahrleistete die Wiederherstellung der asymmetrischen Ver-
haltnisse. Nach 25 Amplifikationszyklen konnte daspld-29%ragment aus dem 2%igen
Agarosegel isoliert und tber eine BamHI-Clal vermittelte Fragmentierung mit dem gleichar-
tig geschnittenen pPf1 Vektor ligiert werden.

Um eine fehlerfreianspld-29Sequenz zu rekonstruieren, mussten Fragmente aus drei ver-
schieden pPfiispld-2Klonen miteinander kombiniert werden.

Synthese von msp1d-19

Das 341Bp langenspld-19ragment wurde aus vier einzelstrangigen Oligonukleotiden syn-
thetisiert. Nur der 5° Terminus wurde durch eine zuséatzliche BamHI Schnittstelle modifiziert,
denn die Stoppkodons und eine Clal Erkennungssequenz am 3" Ende der synthetischen Se-
quenz bereits vorhanden waren. Nach der Sequenzierung von drengpld-1XKlonen

konnte eine fehlerfreie Sequenz identifiziert werden.

Die Zusammensetzung des mspl-d Gens aus den einzelnen Fragmenten

Die Konstruktion der vollstandiganspl-dSequenz erfolgte in vier Schritten (Abbildung 2).
Zuerst wurde damspld-425en (1194Bppus den Fragmentenspld-2undmspld-1%her-
gestellt (Carmen Fernandez). Dafur wurde das PlasmidmpBplLd-29mit BamHI-Sspl und

das pPfiihspld-19nit Sspl-Clal Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die so gewonnenen
Fragmente wurden fur die Ligation mit dem Vektor pPfl, dass mit BamHI-Clal verdaut wur-
de, verwendet. Das daraus resultierende Plasmid wurderEpilld-4Zbenannt.

In einem zweiten Schritt wurde derspld-4Zragment mit denmspld-38usioniert. Daflr
wurde das Plasmid pPfhspld-42mit den Restriktionsendonukleasen BstEIl und Clal ver-
daut und das BstEII-Clal Fragment isoliert. Dieser wurde zusammen mit dem BamHI-BstEll
Fragment, der aus dem Plasmid pRfdpld-38ewonnen wurde, und mit dem BamHI-Clal
geschnittenen Vektor pPfl zusammen ligiert. Dies fuhrte zu dem Plasmidpp1itd-38+42
(Carmen Fernandez).

In einem weiteren Ansatz wurden die kodierenden Sequenzemspihd-83undmspld-30

zu einem Fragment fusioniert (N. Westerfeld). Dazu wurden das Plasmidngpid-83mit

den Restriktionsenzymen Mlul-Eael und das pfR&g1ld-30mit Eael-Clal verdaut. Die re-
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sultierenden Fragmente wurden in den Mlul-Clal geschnitten Vektor pPfl inseriert. Das dar-
aus hervorgegangene Plasmid wurde pR$p/ld-83+3@enannt.

Schlie3lich wurden die beiden Teile dasp-1dGens, namlich die Fragmentesp1d-83+30
undmspld-38+42 in einem letzten Schritt miteinander fusioniert (N. Westerfeld). Dies wur-
de ermdglicht durch die in beiden Fragmenten vorhandene Aatll Restriktionsstelle. So wurden
aus dem Vektor pPfiispl1d-83+30der entsprechende Mlul-Aatll Fragment und aus dem
Vektor pPflmspld-38+42er Aatll-Clal Fragment isoliert. Der Vektor pPf1 wurde mit Mlul

und Clal Restriktionsendonukleasen verdaut und fur die Ligation mit den Fragmenten ver-
wendet. Das resultierende Plasmid wurde pR$p/L-dbenannt.

Das synthetischensp-1dGen, das durch Sequenzanalyse verifiziert wurde, kodiert fur das
1720 Aminosauren lange MSP-1D Protein des 3D7 IsolatsPvdalciparum, inklusiv Si-
gnalpeptid- und GPI-Verankerungssequenz. Obwohintigis-1dkodierende Polynukleotid
5160Bp lang ist, besteht die zu synthetisierende Sequenz, in Folge der Erweiterungen der 5
und 3" Enden, aus 5186Bp.

Die Gesamtsequenz des synthetisienisp-1dGens ist im Anhang | aufgefuhrt.
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5.2 Charakterisierung des rekombinanten MSP-1F Proteins und seiner Fragmente aus
T. gondi

Die chemische Synthese der kodierenden Sequenz vom MSP-H falsiparumStamm

FCB-1 (K1 Prototyp) ermdglichte die Produktion des rekombinanten Proteins in seiner Ge-
samtlange sowie seiner Fragmente in heterologen Expressionssystenksthrddachia coli

und Saugetierzellen (P&t al, 1999). In dieser Arbeit wurde der Ansalpxoplasma gondii

als ein geeignetes Expressionssystem fir den synthetisgeafGen und seine Fragmente

zu verwenden (Jecmik, 1996), weiter verfolgt. Wir haben uns darauf konzentriert, die
Schutzwirkung des in deh gondiiTachyzoiten synthetisierten MSP-190F Protein®\otus
Primatenmodell zu untersuchen und weitere Einblicke in die potentielle Funktion des MSP-1
in vivo zu bekommen.

Voraussetzung fir diese komplexen Experimente ist ein gut definiertes, rekombinantes Pro-
tein, das in einer moglichst nativen Konformation vorliegt. Die richtige Faltung des Proteins
wird dabei unter anderem durch seine posttranslationelle Modifikationen beeinflusst. Deshalb
waren wir daran interessiert, transgehegondii- Linien herzustellen, die rekombinantes
MSP-190F oder dessen Fragmente tber ein GPI-Anker verankert auf der Oberflache exponie-
ren. Die in diesen Parasitenlinien synthetisierte MSP-190F, sowie die Fragmente MSP-F42
und MSP-F19, wurden bezuglich ihrer intrazellularen Lokalisation, Membranverankerung
und Konformation in diesem Teil der vorliegenden Arbeit analysiert.

5.2.1 Konstruktion von T. gondii spezifischen MSP-1F Expressionsvektoren

Fur den intrazellularen Transport des MSP-1 zu der Plasmamembrdtasmodium ssp

und fur die Verankerung des Proteins in der Oberflache des Parasiten sind mindestens zwei
gut charakterisierte Transportsignale notwendig: das N-terminale aus 19 Aminosduren beste-
hende Signalpeptid und die C-terminale 18 Aminosauren lange GPI-Anker-Signalsequenz.
Die beiden Transportsignale werden von der synthetistisprlfGensequenz kodiert (Pah

al., 1999).

5.2.1.1 Konstruktion von Vektoren zur Synthese des MSP-190F Proteins in T. gondii
Als Grundlage fur die Konstruktion ein&s gondiispezifischen Expressionsvektores, der die
Transkription demsp-1fGesamtsequenz, einschlief3lich Befalciparumeigenen Transport-

signalsequenzen ermdglicht, diente das Plasmid ppT 190 (Jecmik, 1996). In diesem Vektor
steht dasnsp-1fGen unter der Kontrolle des Tubulin-1 Promotorg, (PvonT. gondii Dem
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Gen folgt das Polyadenylierungssignal der 3" UTR si$-1 Gens. Allerdings flhrt eine
Mutation in der GPI-Anker-Signalsequenz (Deletion des Adenins an der Position 3997, A

zur Verschiebung des Leserasters und daher zu einem vorzeitigen Stopp der Translation. Es
wird eine verkurzte Version der GPI-Anker-Signalsequenz synthetisiert, die aus 8 anstatt aus
18 Aminosauren besteht.

Um die Synthese einer vollstdndigen GPI-Anker-Signalsequenz zu ermdglichen, wurde das
Adenin an der Position 5907 mittels ortsspezifischer Mutagenese eingefuhrt. Als Matrize-
DNA diente der Vektor ppT 190. Daftir wurden zwei mutagenisierende, 32Bp lange Oligonu-
kleotide entworfen (PfGPImutl: sense Orientierung, und PfGPImut2: antisense Orientierung),
die eine 31Bp lange Sequenz erkennen, in deren Mitte sich das zu inseriejgioefiAdet.

Die Mutagenese ist abhangig von dem Typ der einzufihrenden Mutation und der L&nge des
zu amplifizierenden Plasmids (siehe 4.5.6). Hier wurden 16 Amplifikationszyklen gewahlt
und eine Elongationszeit von 17 min.

Die Insertion des A,; wurde durch Sequenzanalyse bestatigt und der resultierende Vektor
ppT 190GPI genannt (Abbildung 5.3A). Das synthetistisp-1fGen kodiert fir das 1639
Aminosauren lange MSP-1 Protein des FCB-1 IsolatsRofalciparum (Heidrich et al,

1989; Paret al, 1995).

HindIll ggg Kpnlgss

Nsilygz4 Nsilj139

%,
W,

LacZ
“ Uy, Ml
-1

SPp

ColE1

ppT 190 GPI
8543 bp BamHIg384

pSP 190 GPI

BamHlgz; 8626 bp

SAG-13'UTR SAG-13'UTR

GPl,, GPl;,

Paclsgg)

msp-1f

Abbildung 5.3.: T. gondii spezifische MSP-190F Expressionsvektoren

A zeigt eine graphische Darstellung des Vektors ppT 190GPInBaslfGen (4917Bp), einschlieBlich dBt
falciparum eigenen Signalpeptidsequenz §9Pund GPI-Anker-Signalsequenz (GP), steht unter der Kon-

trolle des Promotor desibulin-1 Gens aud. gondii(P,,..). Dem Gen folgt die 3" nicht translatierte Region des
sag-1Gens (SAG-1 3" UTR), die das Polyadenylierungssignal beinhaltBtidhdas Plasmid pSP 190GPI dar-
gestellt. Diemsp-1fKodierungssequenz ist mit den Transportsignalsequenzen des SAG-1 Protéingandii
fusioniert (SR, und GP},) und wird von dem Promotor deag-1Gens (E,,.) aus transkribiert. Die SAG-1 3

UTR ist mit der in A dargestellten Sequenz identisch. Relevante Schnittstellen fir Restriktionsenzyme sind in
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beiden Plasmiden eingezeichnet. Beide Vektoren tragen den identischen ColE1 Replikationsursprung fiir die
Vermehrung irE. coliund dadla Gen, das fur die ampizillinresistenzvermittelnde 3-Laktamase kodiert.

In der Literatur habe ich keine Daten gefunden, inwieReilciparumeigene Transportsi-

gnale in dem artfremden Organismiusgondiials solche erkannt werden. Aus diesem Grund
wurde ein zweites Konstrukt hergestellt, in dem das MSP-1F Protein mit den Transportsignal-
sequenzen deb. gondiiSAG-1 Proteins fusioniert wurde. Das 30kD grol3e SAG-1 Protein
(Surface Antigen-1) ist das HauptoberflachenproteinTdgyondii Tachyzoiten (Burget al,

1988). Sein N-terminales Signalpeptid (30 Aminoséuren lang, Abb. 5.4) und die C-terminale
GPI-Anker-Signalsequenz (bestehend aus 31 Aminoséuren, Abb. 5.4) gewahrleisten den
Transport des Antigens zur Plasmamembran und seine Verankerung mittels eines GPI-
Ankers.

DieseT. gondiispezifischen Transportsignale sollen fur die Fusion mit dem synthetischen
msp-1fGen verwendet werden. Als Grundlage diente der Vektor pSP 130-2 (Jecmik, 1996),
in dem das 5 terminale Fragment aesp-1fGens (3114Bp) unter der Kontrolle deey-1
Promotors steht. Diesessp-1fFragment enthélt aul3erdem die authentische SAG-1 Signal-
peptidsequenz und die GPI-Anker-Signalsequenz des SAG-1 Proteins. Die Expression dieser
msp-1fSequenz resultiert in einem ca. 130kD grof3en Protein (MSP-F130), das die 1038 N-
terminalen Aminoséuren des MSP-1F reprasentiert. Die Fusionsstelle zwischen der Gense-
guenz vom MSP-F130 und der GPI-Anker-Signalsequenz ist durch eine Pstl Restriktionsstelle
charakterisiert. Uber diese Schnittstelle wurde die MSP-F130 Gensequenz mit der 1692Bp
langen Sequenz, die fir den fehlenden C-Terminus vom MSP-1F Protein (564 Aminosauren)
kodiert, vervollstandigt.

Dazu wurde der Vektor pSP 130-2 mit dem Pstl Restriktionsenzym linearisiert und mit Hilfe
von alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Die fehlende kodierende Sequenz des C-
Terminus vommsp-1fwurde aus dem Vektor pE190D gewonnen. In diesem Vektor besitzt
dasmsp-1fGen an seinem 3" Ende die GPI-Anker-Signalsequenz des Decay Accelerating
Factor (DAF), wobei die GPI-Anker-Signalsequenz durch eine Nsil Schnittstelle getrennt ist
(Burghauset al, 1999). Da das zu isolierende Fragment zwei Schnittstellen fir Pstl besitzt,
wurde zuerst ein partieller Verdau mit Pstl durchgefuhrt (siehe Methoden 4.4.1.1), um die
unvollstandig geschnittene DNA anschlie3end mit dem Restriktionsenzym Nsil zu verdauen.
Aus diesem Ansatz konnte das 1694Bp lange Pstl/Nsil Fragment isoliert und in den mit Pstl
linearisierten pSP 130-2 Vektor ligiert werden, da die Nsil SchnittstellmdpslfFragments

mit der Pstl Schnittstelle des linearisierten Vektors kompatibel ist.

Das resultierende Plasmid wurde pSP 190GPI genannt, durch Restriktionsanalyse tberprift
und ist in Abbildung 5.3B dargestellt. Das synthetisoiep-1fGen kodiert fir das 1601
Aminosauren lange MSP-1 Protein des FCB-1 StammesPvdialciparum welches N-
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terminal mit dem SAG-1 Signalpeptid und C-terminal mit der SAG-1 GPI-Verankerungs-
sequenz fusioniert ist.

Abbildung 5.4A zeigt die Modifizierung der Aminoséauresequenz beider Termini. Die SAG-1
Transportsignale wurden um die Aminosauren erweitert, die fur die korrekte Prozessierung
des SAG-1 Proteins notwendig sind. Deshalb folgt dem Signalpeptid ein Serin, wahrend der
N-Terminus der GPI-Signalsequenz von zwei Alaninen flankiert wird (Bugg, 1988). Die
Aminosauren, die weder zu der SAG-1 noch zu der MSP-190F Aminoséurensequenz gehdren,
sind durch die Schnittstellen der fur die Subklonierung des Gens verwendeten Restriktionsen-
donukleasen entstanden.

v

4 2 . CSSOMAARSARSAAGT ASHVST FAVVT GLT GOl AACVA]

v

19 ... CSSOVAAESARSAAGTASHVST FAWT GLT GST AACVA]

Abbildung 5.4.: Die N- und C-terminalen Sequenzen der MSP-1F Fusionsproteine

Das N-terminale Signalpeptid und die C-terminale GPI-Signalsequenz des SAG-1 Protelhgwoadii (Burg

et al, 1988) wurden mit dem 190kD grof3en MSP-1F Protein des FCB-1 Isolatés falniparum(Heidrichet

al., 1989; Paret al,1995) A), bzw. mit den 42kD und 19kD grof3en Prozessierungsprodukten (Staffaid

1994) des gleichen ProteinB)(fusioniert. Alle drei Proteine, die anhand ihres Molekulargewichtes als 190, 42
und 19 bezeichnet werden, sind von der synthetisaingm1fSequenz (Paet al., 1999) kodiert. Die einge-
rahmten authentischen Transportsignale des SAG-1 Proteins sind in allen Konstrukten um die Aminosauren
erweitert, die aus der SAG-1 Proteinsequenz stammen und die fiir die korrekte Prozessierung des Proteins not-
wendig sind (Burget al, 1988). Es handelt sich um ein Serin am C-Terminus des Signalpeptides bzw. um zwei
Alanine am N-Terminus der GPI-Verankerungssequenz (Fett gedruckt). Die Pfeile markieren die Prozessie-
rungsstellen, an denen die Transportsignale abgespalten werden. In Kursivschrift sind die Aminoséuren darge-
stellt, die durch die fiir die Klonierungsstrategie notwendige Modifikation der Kodierungssequenz entstanden
sind.
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5.2.1.2 Konstruktion der T. gondii spezifischen Vektoren zur Synthese der Fragmente
MSP-F42 und MSP-F19

Auf der Basis des Vektors pSP 190GPI wurden Plasmide konstruiert, die fiir die Expression
der Genansp-f42und msp-f19verwendet wurden. Die resultierenden Proteine sind in ihrer
Sequenz mit den authentischen Prozessierungsprodukten des MSP-1F Proteins identisch und
werden in def. gondiispezifischen Expressionsvektoren von den Transportsignalsequenzen
des SAG-1 Proteins flankiert.

Ausgehend von der Nomenklatur nach Miller et al., 1994, ist der N-Terminus des MSP-F42
durch Alanin an der Position 1349 (Ag) und der N-Terminus des MSP-F19 von Asparagin

an der Position 1631 (Agn,) definiert. FUr jedes Fragment wurde ein spezifischer Primer
entworfen, der die Amplifikation der betreffenden Kodierungssequenz aus dem Vektor pSP
190GPI mittels PCR ermdglicht. Beide Primer, msp19s und msp42s, kodieren zusatzlich zu
den ersten 13 Basen des jeweiligen Fragments flr eine Nsil Schnittstelle am 5" Ende des
PCR-Produktes. Unter Verwendung voyals antisense Primer wurden PCR-Produkte ampli-
fiziert. Diese kodieren fur das jeweilige Fragment, welches von der GPI-Anker-Signalsequenz
und der 3" UTR desag-lausT. gondiiflankiert ist.

Fur die Klonierung wurden die amplifizierten Fragmente, sowie der Vektor pSP 190GPI mit
den Restriktionsendonukleasen Nsil und BamHI verdaut. Die BamHI Schnittstelle flankiert in
allen Konstrukten das 3" Ende der 3" UTR vom SAG-1. Die Nsil Schnittstelle in dem Vektor
trennt die Signalpeptidsequenz des SAG-1 von gdeml-fGen. Durch die Nsil/BamHI ver-
mittelte Ligation entstanden die Vektoren pSP42GPI und pSP19GPI, in denen die Fragmente
MSP-F42 bzw. MSP-F19 mit dem Signalpeptid und der GPI-Verankerungssequenz des SAG-
1 Proteins vonT. gondiifusioniert wurden. Die terminalen Sequenzen beider Fusionsproteine
sind in Abbildung 5.4B im Detail dargestellt.

5.2.2 Etablierung von transgenen T. gondii-Linien

Um die rekombinanten Proteine Th gondii synthetisieren und charakterisieren zu kénnen,
wurde fur jedes MSP-1F Konstrukt mindestens eine transpeg@ndiiLinie etabliert.

Die stabile Transfektion der Tachyzoiten mittels Elektroporation erfolgte durch sog. REMI-
Methode (,RestriktionEnzyme Mediated Integration®), bei der die Effizienz der Integration
vom Fremd-DNA in das Genom dank einer Anregung des DNA-Reparatursystems gesteigert
wird (Black et al, 1995). Der fur die anschlieende Selektion der stabilen Transfektanten
notwendige Selektionsmarker wird von einem Plasmid kodiert, das mittels Kotransfektion mit
in das Genom integriert wurde. Alle Selektionsplasmide stammen aus dem Labor von Dr.
Soldati und sind in 3.6 aufgefuhrt.
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5.2.2.1 Etablierung von transgenen T. gondii-Linien zur Synthese von MSP-190F

Der fur diese Arbeit relevante Unterschied zwischen den Konstrukten ppT 190GPI und pSP
190GPI ist der unterschiedliche Ursprung der Transportsignalsequenzen, dispdas0f

Gen flankieren. Werden diese Signale richtig prozessiert, wird das rekombinante MSP-1 Pro-
tein auf der Oberflache der transgeffergondii Parasiten lokalisiert und durch einen GPI-
Anker in der Plasmamembran verankert. Aus diesem Grunde wurde fiur jedes Konstrukt eine
stabileT. gonditLinie etabliert und im Bezug auf die subzellulare Lokalisierung des rekom-
binanten MSP-190F untersucht.

Zur Kontrolle wurde auch das Konstrukt ppT 190, das fur eine unvollstandige GPI-
Verankerungssequenz des MSP-1 Rufalciparumkodiert, zur Herstellung einer transgenen

T. gonditLinie verwendet.

Fur die Transfektion wurde diexgprt Mutante gewahlt, die eine schnelle, MPA/Xanthin-
vermittelte Selektion der Transfektanten ermdglicht (Doealdl, 1996). Die Vektoren ppT

190 und ppT 190GPI (je 100 pg) sowie der fur die Kotransfektion verwendete Selektions-
plasmid pminHXGPRT (15 ug fur jeden Ansatz) wurden mit BamHI linearisiert. Das gleiche
Restriktionsenzym (100U) wurde auch fur die Elektroporation mittels REMI verwendet.

Der Vektor pSP 190GPI (100 pg) wurde vor der Elektroporation ebenfalls mit BamHI lineari-
siert. Als Kotransfektionsvektor wurde in diesem Falle das Plasmid loxH>Xla&tivendet,

das zusatzlich zu ddmxgprtSelektionsmarker fir ddacZ Gen kodiert. Die Transfektanten,

die dieses Konstrukt funktionell integriert haben, kdnnen nach der MPA/Xanthin Selektion
durch 3-Galaktosidase Farbung visualisiert werden. Der Vektor loxH>Xlaaxte mit Sacll
linearisiert, und die Elektroporation erfolgte in Gegenwart vom BamHI.

Jede der drei Transfektionen fuhrte nach einer MPA/Xanthin Selektion und anschlielRender
Klonierung der stabilen Transfektanten mittels limitierter Verdiinnung zur Etablierung einer
transgenerT. gonditLinie, die das rekombinante MSP-190F in seiner Gesamtlange expri-
miert.

Ausgehend von den unterschiedlichen MSP-190F Konstrukten (Abbildung 5.5) wurde fol-
gende Nomenklatur fir die transgeriengonditLinien verwendet: Die aus der Transfektion

mit dem Vektor ppT 190 resultierende Parasitenlinie wurde Pf190 genannt (Abb. 5.5A), da
nur die ausP. falciparumstammende Signalpeptidsequenz vollstandig erhalten ist. Analog
dazu wurde die aus der Transfektion mit dem Vektor ppT 190GPI hervorgegangemelii-

Linie Pf190Pf genannt (Abb. 5.5B), da beide Transportsignale von der authentsdh&mn-

parum Sequenzen in vollstandig kodiert werden. Die Linie, die nach der Transfektion mit
dem Vektor pSP 190GPI etabliert wurde, tragt den Namen Tg190Tg (Abb. 5.5C), da beide
Transportsignale von déin gondiieigenen Sequenzen kodiert wurden.

Die Expression des rekombinanten MSP-190F Proteins in den transbegendiiLinien

wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz (IFA) mit dem MSP-1 spezifischen mAk 5.2
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analysiert (Abbildung 5.5). Die verschiedenen Transportsignale fihren zum signifikanten
Unterschied in der subzellularen Lokalisierung des MSP-190F Proteins. Die Pf190-Linie zeigt
eine Akkumulation des rekombinanten Proteins in den intrazellularen Organellen. Ist die voll-
standige Sequenz beider Transportsignale vorhanden, kann im Falle der Pf190Pf Trans-
fektanten eine gleichmalige Verteilung des MSP-190F Proteins beobachtet werden. Eine si-
gnifikante Anreicherung des Proteins an der Plasmamembran konnte eindeutig in der
Tg190Tg-Linie festgestellt werden.

C

MSP-190F Konstrukte

TransgemegonditLinien

Ptub-1
et 1 I
SPP 1.
Ptub-1
) I
SPP 1, GPIP.f,
Psag-1
B —
SPT g. GPIT g.

Abbildung 5.5: Stabile Expression des MSP-190F in T. gondii

Ausgehend von den verschiedenen MSP-190F spezifischen Konstrukten wurden transgenéiilinien

etabliert, die sich bezuglich der subzelluldren Lokalisierung des rekombinanten Proteins unterscheiden. Fir die
Analyse mittels IFA wurden die intrazellularen Parasiten fixiert und mit dem MSP-1 spezifischen mAk 5.2 inku-
biert. Als Sekundarantikdrper wurde das anti-Maus 1gG FITC-Konjugat verwendet.

A. Das synthetischmsp-1fGen steht in dem Konstrukt ppT 190 unter der Kontrolle des Tubulin-1 Promotors
ausT. gondii Dank einer Deletion wird eine verkiirzte Version der GPI-Anker-Signalsequenz synthetisiert, die
fir 8 Aminoséuren (anstatt fur 18 AS) kodiert. Das in der transgenen Pfl@indiiLinie exprimierte MSP-
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190F akkumuliert in den intrazellularen Organellen des Para&teim Unterschied zu dem ppT 190 kodiert

das Konstrukt ppT 190GPI fiir die vollstandige GPI-Anker-SignalsequenmsieslfGens aud. falciparum

Die Anwesenheit beider Transportsignale fuhrt in der transgenen Pf190Pf-Linie zu einer gleichm&Rigen Vertei-
lung des rekombinanten Proteii@. In dem Konstrukt pSP 190GPI, das unter der Kontrolle des SAG-1 Promo-
tors vonT. gondiisteht, werden beide Transportsignale von den Sequenzen des SAG-1 Proteins kodiert. Dies
fuhrt auf der Ebene der MSP-190F Synthese zu einer signifikanten Anreicherung des Proteins an der Plasma-
membran der transgenen Tg190Tg Parasiten.

In Rot dargestellt: synthetischesp-1fKodierungssequenzen, in Griin:gondiispezifische Sequenzen.

Die Synthese des MSP-190F Proteins in seiner Gesamtlange wurde im Immunoblot mit dem
MSP-1 spezifischen mAk 5.2 nachgewiesen (Abbildung 5.6, Spur 1, 2 und 3). Dieser Anti-
korper, der ein konformationelles Epitop in dem C-terminalen p19 Fragment erkennt, kann fur
den Nachweis des MSP-190F Proteins (MW: 190kD) sowie aller C-terminalen Fragmente
verwendet werden. Eine signifikante Menge des in der Pf190-Linie synthetisierten Proteins
bildet Proteinaggregate aus, die als eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht grofer als
190kD identifiziert werden konnen (Spur 3) und die unter reduzierenden Bedingungen nicht
mehr nachweisbar sind (Daten nicht gezeigt). Diese Aggregation kann die Konsequenz der
falschen subzellularen Lokalisierung des rekombinanten Proteins sein, wie bereits in der IFA
festgestellt wurde. Im Vergleich zu den anderen MSP-190F Konstrukten findet fast keine De-
gradation des Proteins statt, die mit dem mAk 5.2 oder mit dem N-terminalen mAk 13.2
(nicht gezeigt) nachweisbar ware. Aus diesem Grunde wurde die Pf190-Parasitenlinie fur die
Aufreinigung des rekombinanten MSP-190F mittels Immunaffinitditschromatographie mit
dem mAk 5.2 verwendet (siehe 5.2.3).

Das in der Pf190Pf Linie synthetisierte MSP-190F weist die meisten C-terminalen Abbaupro-
dukte auf (Spur 2). Diese sind teilweise nachweisbar auch in der Spur 1, in der das Lysat der
rekombinanten Tg190Tg Parasiten aufgetragen wurde. Die beobachtete Proteindegradation
konnte weder durch Zugabe der Proteaseinhibitoren noch durch unterschiedliche Vorberei-
tung der Proteinproben beeinflusst werden konnte.
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Abbildung 5.6: Western Blot Analyse des rekombinanten MSP-190F und seiner Fragmente aus T. gondii.
Zelllysate aus rekombinanten (Spur 1-5) und wildtyp (SpufF.6yondii Parasiten wurden in einem 10%igen
PAA-Gel mittels SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und nach dem Transfer auf
eine NC-Membran mit dem mAk 5.2 inkubiert. Als Zweitantikérper wurde das anti-Maus IgG POD-Konjugat
verwendet. Die transgendn gonditLinien, die die unterschiedlichen MSP-190F Konstrukte stabil in ihr Genom
integriert haben, synthetisieren das 190kD groRe MSP-1 Protein (Spur 1: Tg190Tg; Spur 2: Pf190Pf; Spur 3:
Pf190). Das in der Pf190-Parasitenlinie produzierte MSP-190F bildet Proteinaggregate aus (Spur 3, MW >
190kD), womdglich als eine Folge der falschen intrazellularen Lokalisierung. Das in Pf190Pf und Tg190Tg
Linien synthetisierte MSP-190F weist eine Spaltung in C-terminale Abbauprodukte auf.

In der Spur 4 wurde das Lysat der rekombinanten 19/GFP-Parasiten aufgetrennt, die das MSP-F19 Protein syn-
thetisieren. Obwohl das errechnete MW des Fragments 13,8kD ist, korrespondiert die resultierende Bande zu
einem MW von etwa 28kD. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um ein Proteindimer handelt, da
eine Gelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen mit dem mAk5.2 nicht mdglich ist. Das MSP-F42
Protein, das in den 42/GFP-Parasiten synthetisiert wird, kann als eine ca. 45kD grof3e Bande mit dem mAK5.2
identifiziert werden (Spur 5). Auffallend ist das etwa 28kD groRRe C-terminale Produkt, das auf der gleichen
Hoéhe mit dem MSP-F19 Protein (Spur 4) migriert und das auch in der Praparation des in den Tg190Tg-Parasiten
produzierten MSP-190F enthalten ist (Spur 1). Ob es sich hierbei méglicherweise um eine MSP-1 spezifische
Prozessierung handelt sollte in einem anschlieBenden Experiment (siehe 5.2.4.4) untersucht werden.

Verwendete Proteinstandards: BM: Broad range molecular weight marker (New England Biolabs); LM: low
range molecular weight marker (Pharmacia).

5.2.2.2 Etablierung von GFP-positiven T. gondii-Linien, die das MSP-190F sowie die
Fragmente MSP-F19 und MSP-F42 produzieren

Im Hinblick auf die geplanten Bindungsstudien zur Untersuchung der Affinitat zwischen re-
kombinanten MSP-190F bzw. seinen Fragmenten und den Erythrozyten wurden transgene
gonditLinien etabliert, welche die C-terminalen Prozessierungsprodukte MSP-F19 und MSP-
F42 stabil produzieren. Eine gleichzeitige konstitutive Expression von Green Fluorescence
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Protein (GFP) sollte die Analyse der transgenen Parasitenlinien mittels Durchflusszytometrie
ermoglichen (siehe 5.4.2).

Die fur die Transfektion verwendeten Vektoren SP19GPI und SP42GPI wurden mit dem Re-
striktionsenzym BamHI linearisiert. Als Kotransfektionsvektor fur die Etablierung der Para-
sitenlinie, die das MSP-F19 stabil synthetisieren sollte, wurde der Vektor p5SRepPR3/GFP/HX
verwendet, welcher ddsxgprtGen und dagfp-Gen kodiert. Dieser Vektor (20 pg) wurde
ebenfalls mit BamHI linearisiert und zusammen mit 100 pg des Vektors SP19GPI in die
hxgprt T. gonditMutante transfiziert. Nach anschlieBender MPA/Xanthin Selektion wurde
die transgend. gonditLinie 19/GFP isoliert. Das von dieser Linie synthetisierte, rekombi-
nante MSP-F19 Protein kann in einem Western Blot mit dem mAk 5.2 als eine Bande mit
dem Molekulargewicht von ca. 28kD identifiziert werden (Abb.: 5.6, Spur 4).

Fur die Transfektion mit dem Vektor SP42GPI wurde die transgengonditLinie
Tub8MycGFP gewahlt, die das GFP konstitutiv synthetisiert und von Ch. Hettmann (AG Sol-
dati) bereitgestellt wurde. Da diese Parasktegprtpositiv sind, wurde als Kotransfektions-
vektor das Plasmid pTub5CAT verwendet (15 pg, BamHI linearisiert). Dieses Plasmid ko-
diert fur die Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) und ermoglicht die Selektion von
Chloramphenicol-resistenten Transfektanten. Die aus dieser Transfektion resultiErende
gonditLinie wurde 42/GFP genannt und mittels Western Blot mit dem mAk 5.2 analysiert
(Abb.: 5.6, Spur: 5). Das rekombinante MSP-F42 Protein wurde als eine Bande mit dem MW
von ca. 45kD identifiziert. Das kleinere, C-terminale Produkt mit dem MW von ca. 28kD mi-
griert an der gleichen Hoéhe mit dem MSP-F19 Protein (Spur 4). Eine zu beiden Proteinfrag-
menten korrespondierende Bande (ca. 28kD), wurde in allen trans@egmrdii Linien
nachgewiesen, die das MSP-190F Protein, fusioniert mit den SAG-1 Transportsignalen, pro-
duzieren (Bsp.: Tg190Tg, Abb.: 5.6, Spur: 1). Diese Beobachtung fuhrte zu der Annahme,
dass es sich um eine moglicherweise spezifische Prozessierung handeln kdnnte und wurde in
einem weiteren Teil dieser Arbeit untersucht (5.2.4.4).

Fur die Herstellung einér. gonditLinie, die sowohl das GFP als auch das MSP-190F syn-
thetisiert, wurde die bereits charakterisierte Tg190Tg Mutante verwendet. Die Tg190Tg-
Parasiten wurden mit dem GFP-Expressionsplasmid pTub8MycGFP (50 pg) und dem Selek-
tionsvektor pTub5CAT (10 ug), beide mit BamHI linearisiert, transfiziert, und einer Chlo-
ramphenicol-Selektion unterworfen. Die stabilen Transfektanten der so entstaiidgoen
dii-Linie 190/GFP wurden anhand der GFP-Fluoreszenz identifiziert.

Die transgenen Parasitenlinien, die sowohl das GFP als auch das MSP-190F bzw. die Frag-

mente MSP-F19 und MSP-F42 synthetisieren, wurden mittels IFA und GFP-vermittelter
Fluoreszenz analysiert. Diese Daten sind in der Abbildung 5.7 zusammengefasst.
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PHASENKONTRAS FLUORESZEN
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Abbildung 5.7.: Analyse der GFP-positiven T. gondii-Linien, die das MSP-190F sowie seine Fragmente MSP-

F42 und MSP-F19 stabil exprimieren

Die intrazellularen Parasiten der transgeiiergonditLinien 190/GFP, 19/GFP und 42/GFP wurden fixiert,
permeabilisiert und mit dem mAk 5.2 inkubiert. Als Sekundarantikorper wurde das anti-Maus 1gGyAlexa
Konjugat verwendet, das eine indirekte Immunfluoreszenzaufnahme im roten Lichtspektrum ermdglicht (mittlere
Reihe). Eine signifikante Anreicherung und gleichmaRlige Verteilung der Proteine an der Plasmamembran des
Parasiten ist den Linien 19/GFP und 190/GFP gemeinsam. Im Gegensatz dazu zeigen die 42/GFP Parasiten eine
unregelmaflige Immunfluoreszenz-Farbung, in der die Signale in einem Punktmuster erscheinen. Aufnahmen im
grinen Lichtbereich machten GFP durch direkte Fluoreszenz sichtbar (rechte Reihe). Die Starke des GFP-
Signals ist in den Linien 190/GFP und 19/GFP vergleichbar, da zur Etablierung beider Linien der gleiche GFP-
Expressionsvektor verwendet wurde (pTub8MycGFP). In der rechten Reihe sind die Phasenkontrastaufnahmen
dargestellt.

Bei der Betrachtung der fixierten Proben durch einen FITC-Filter im Fluoreszenzmikroskop
kann die GFP-bedingte Fluoreszenz erfasst werden. Die Stéarke des Signals steht im direkten
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Zusammenhang mit dem Plasmid, welches fir die GFP-Expression benutzt wurde. Zum
Nachweis der Proteine MSP-190F, MSP-F42 und MSP-F19 mittels IFA wurde der mAk 5.2
verwendet. Obwohl alle drei Proteine auf der Basis des gleichen Expressionsvektors syntheti-
siert wurden und beziglich der Transportsignale identisch sind, ist ein signifikanter Unter-
schied in der Intensitéat der indirekten Immunfluoreszenz erkennbar. Wéahrend in den Linien
19/GFP und 190/GFP die rekombinanten Proteine an der Plasmamembran des Parasiten ange-
reichert und gleichmafig verteilt sind, weist die 42/GFP-Linie eine unregelmaRige Farbung
auf, in der die Fluoreszenzsignale in einem Punktmuster erscheinen. Dies ist fur GPI-
verankerte Proteine nicht ungewdhnlich und wurde bereits bei anderen, GPIl-verankerten
Proteinen beobachtet (D. Soldati, personliche Mitteilung). Ob die rekombinanten Proteine
tatsachlich auf der Oberflache der Parasiten lokalisiert sind, wurde im Anschluss untersucht.
Diese Daten sind in dem Absatz 5.2.4.1 zusammengefasst.

5.2.2.3 Etablierung von attenuierten, temperatursensitiven ts-4 Mutanten, die das MSP-
190F produzieren

Bei dem temperatursensitiven ts-4 Stamm handelt es sich um eine avirulente, nicht persistie-
rende Mutante des RH-Stammes, die von Pfefferkorn isoliert wurde (Pfefferkorn, 1976). Die-
se Mutante zeichnet sich durch ihre Fahigkeit aus, bei 34°C zu wachsen, und wurde bereits in
Immunisierungsexperimenten mit Mausen (Sayles and Johnson, 1996 otwslAffen
(Escajadillo, 1991) eingesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die ts-4 Mutante als ein Tréger fur das rekombinante MSP-1
verwendet um die Immunogenitat vom MSP-1 im Tier zu untersuchen. Da zu unserer Kennt-
nis keine Region des MSP-1 Proteins im Hinblick auf eine potentielle Schutzwirkung ausge-
schlossen werden kann, wurden nur solche transgene ts-4-Linien etabliert, die das gesamte,
rekombinante MSP-190F produzieren.

Zur Herstellung demsp-190fexprimierenden ts-4-Linien wurden die Vektoren ppT 190 und
pSP 190GPI verwendet. Das Protokoll fur die Elektroporation der ts-4 Mutanten musste mo-
difiziert werden. So erfolgte die Elektroporation bei 1,8 V und der Elektroporationspuffer
wurde mit der doppelten Menge an ATP komplementiert .

Der Vektor ppT 190 (120 pg) sowie der Kotransfektionsvektor pTub8CAT (20 pg) wurden
mit BamHI linearisiert. Die Elektroporation erfolgte in Anwesenheit des Restriktionsenzyms
Notl. Stabile Transfektanten wurden mittels Chloramphenicol-Selektion etabliert. Die trans-
gene Linie ts4/Pf190 wurde fir weitere Studien genutzt. Die Western Blot Analyse ist in der
Abbildung 5.8 dargestellt. Die ts4/Pf190-Linie synthetisiert das 190kD groRe MSP-190F
Protein, das in einem Immunoblot mit dem mAk 5.2 nachgewiesen werden kann (Spur 3).
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Den Erwartungen entsprechend bildet dieses MSP-190F Proteinaggregate aus (MW >190kD),
die auch bei der Western Blot Analyse der Pf190-Linie nachgewiesen wurden (siehe Abb.:
6.6, Spur 3). Die Analyse mittels IFA zeigt die gleiche, intrazellulare Verteilung des Proteins,
wie bereits fur Pf190-Linie beschrieben (siehe Abb.: 6.5A).

Fur die Etablierung einer transgenen ts-4-Mutantenlinie, die das rekombinante MSP-190F an
der Plasmamembran akkumuliert, wurden die ts-4 Parasiten mit dem Vektor pSP 190GPI
transfiziert (150 pg, BamHI linearisiert). Als Kotransfektionsvektor wurde das Plasmid
pR-Gall/loxTub/CAT (20 ug, Sacll linearisiert) verwendet. Die Elektroporation erfolgte in
der Gegenwart des Restriktionsenzyms Sacll. Nach anschlieBender Chloramphenicol-
Selektion wurde die Linie ts4/Tg190Tqg isoliert, die das MSP-190F Protein in seiner Gesamt-
sequenz synthetisiert. Die Western Blot Analyse dieser Linie ist in der Abbildung 5.8, Spur 2
dargestellt. Das mit dem mAk 5.2 identifizierte Hauptprodukt ist das 190kD grofRe MSP-190F
Protein. Die Analyse der ts4/Tg190Tg-Linie mittels IFA zeigt analog zu der IFA Analyse der
virulenten Tg190Tg-Linie eine Anreicherung und eine gleichméRige Verteilung des rekombi-
nanten Proteins an der Oberflache.
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Abbildung 5.8.: Western Blot Analyse der attenuierten T. gondii-Linien, die das MSP-190F stabil exprimieren
Zelllysate aus rekombinanten (Spur 2: ts4/Tg190Tg; Spur 3: ts4/Pf190) und wildtyp (Spur 1: ts-4) ts-4 Mutanten
des RH Stammes wurden in einem 8%igen PAA-Gel der SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen
unterworfen. Zum Nachweis der rekombinanten Proteine wurde der mAk 5.2 verwendet, gefolgt von dem anti-
Maus IgG POD-Konjugat. Beide transgenen Linie produzieren das 190kD groRe MSP-190F Protein. Analog zu
der Pf190-Linie bildet auch das in ts4/Pf190-Linie synthetisiertes Protein Aggregate aus, die als eine Protein-
bande mit dem MW=>190kD identifiziert wurde (Spur 3) und unter reduzierenden Bedingungen nicht mehr
nachweisbar ist. Das Molekulargewicht des Proteinstandards (M) ist in kD angegeben (Broad range molecular
weight marker, New England Biolabs).
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5.2.3 Aufreinigung des rekombinanten MSP-190F aus T. gondii mittels Immunaffinitat-
schromatographie

Die Aufreinigung des rekombinanten MSP-190F ProteinsTagmondii erfolgte nach einem
Protokoll, das zur Aufreinigung des nativen MSP-1F Ru&lciparum(FCB-1 Stamm) in
unserem Labor verwendet wurde (modifiziert aus Sidditjal, 1987).

Das Protein sollte Uber eine Immunaffinitatssaule mit dem mAKk 5.2 aus dem Lysatiiberstand
der transgenei. gondiiParasiten isoliert werden. Der mAk 5.2 vom Isotyp I1gG2b erkennt
ein konformationelles Epitop am Carboxyterminus von MSP-1 innerhalb des natirlichen Pro-
zessierungsproduktes MSP-19. Durch die Bindung an diesen monoklonalen Antikérper wird
das rekombinante MSP-190F spezifisch an der S&aule zuriickgehalten und kann mit einem
Glycinpuffer bei niedrigem pH (pH 2,5) eluiert werden.

Unser Ziel war es, das rekombinante MSP-190F in seiner gesamten Lange und in moglichst
reiner Form zu gewinnen. Da der mAKk 5.2 alle carboxyterminalen Fragmente des MSP-190F
an der Saule zurlckhalt, wurde fur die Aufreinigung TigonditLinie Pf190 ausgesucht.

Das in dieser Linie synthetisierte MSP-190F besteht fast ausschlief3lich aus dem 190kD gro-
Ben Protein und weist die wenigsten mit dem mAk 5.2 nachweisbaren Spaltungsprodukte auf
(Abb. 5.6).

Zu diesem Zweck wurden die Parasiten der Linie Pf190 in Vero-Zellen kultiviert, die eine
hohere Ausbeute ermoglichen. Fir eine Testaufreinigung wurden c&. &xidrellulare
Pf190-Parasiten geerntet. Nach der Lyse wurden die unldslichen Bestandteile sedimentiert
und der Uberstand auf die frisch vorbereitete Immunaffinitatssaule geladen (detailliertes Pro-
tokoll siehe 4.11.1.3). Mit insgesamt 12 Elutionsschritten (E1 — E12) wurde das gebundene
Protein von der Affinitatsséule eluiert und aus jeder Fraktion ein Aliquot in einem Immuno-
blot mit dem mAk 5.2 analysiert. Nur die Fraktionen der Elutionsschritte E5 — E9 erhielten
das gereinigte MSP-190F Protein. Diese wurden zusammen gefuhrt und die Proteinkonzen-
tration nach Bradford bestimmit.

Aus den 5x10Pf190-Parasiten konnten ca. 5 ug des rekombinanten MSP-190F mittels Im-
munaffinitatschromatographie gereinigt werden. Gehen wir davon aus, dass fur einen Immu-
nisierungsversuch im Affenmodel einige Milligramm des Proteins erforderlich sind, missten
jeweils 1x16° Parasiten zur Aufreinigung von einem Milligramm zur Verfigung stehen.
Nachdem wir zeigen konnten, dass das Protokoll zur Aufreinigung des nativen MSP-1F aus
P. falciparum auch zur Aufreinigung vom ifi. gondiisynthetisierten MSP-190F geeignet ist,
wurde eine entsprechende Menge der Pf190-Parasiten zur Gewinnung des rekombinanten
Proteins in praparativem MaRstab kultiviert. Es wurden insgesamt etwa 4 Rak@siten
geerntet und zur Aufreinigung von ca. 37,5 pg des MSP-190F verwendet. Das Protein wurde
nach Gelelektrophorese und Coomassie Farbung als eine Proteinbande mit dem MW von
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190kD identifiziert (Abbildung 5.10). Unter Zugabe von 3-Mercaptoethanol zum Ladungs-
puffer wird die Bildung von Aggregaten verhindert, die in einer Western Blot Analyse wei-
terhin nachweisbar sind (Daten nicht gezeigt). Diese Proteinpraparation wurde fir die Immu-
nisierungsversuche mitotusAffen verwendet (siehe 5.3.2.3.2).

ng Proteinstandard MSP-190F
1000 500 250 100 50 1pl 10pl

e

Abbildung 5.9.: Coomassie Farbung zur Konzentrationsbestimmung des MSP-190F aus T. gondii

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 1 pl und 10 pl des gereinigten MSP-190F Proteins aufgetra-
gen und in einem 10%igen PAA-Minigel mit den Proben des Proteinstandards verglichen. Die Zugabe von R3-
Mercaptoethanol zum Proteinladepuffer verhinderte die Bildung von Proteinaggregaten, und das gereinigte Pro-
tein wurde als eine saubere Bande mit dem MW von 190kD identifiziert. Die abgeschatzte MSP-190F-
Konzentration: 30 ng/ul.

In einem SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie Farbung (Abbildung 5.10) wurde das
ausT. gondii Tachyzoiten gereinigte Protein mit weiteren MSP-190F Praparationen vergli-
chen, die aus HelLa Zellen uid coli gereinigt wurden (Paet al, 1999). Die aug. coli und

ausT. gondiigewonnenen Proteine korrespondierten in ihrem MW zu der 190kD Bande des
Proteinstandards. Im Gegensatz dazu zeigte das aus HelLa Zellen gereinigte MSP-190F eine
veréanderte Mobilitat in SDS-PAGE, was sich in einem MW>190kD &aul3erte.
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Abbildung 5.10.: Elektrophoretische Analyse der rekombinanten MSP-190F, gereinigt aus verschiedenen
heterologen Expressionssystemen

Die verschiedenen MSP-190F Praparationen wurden mittels einer SDS-PAGE im 8%igen PAA-Gel aufgetrennt
und durch Coomassie Farbung sichtbar gemacht. DaE.auedi mittels N7* Chelatchromatographie gereinigte
Protein (Spur 3) korrespondiert in seinem MW zu der 190kD Bande des Proteinstandards und zeigt die gleiche
elektrophoretische Mobilitat, wie das alisgondiigewonnene MSP-190F (Spur 1). Im Unterschied dazu wurde

bei dem, aus HelLa-Zellen mittels Immunaffinitdtschromatographie gereinigten MSP-190F (Spur 2) ein langsa-
meres Laufverhalten festgestellt (MW>190kD). Das hier sichtbar werdende, héhere Molekulargewicht ist auf
Glykosylierung dieses Proteins zuriickzufiihren (Burghaus et al., 1999). Das Molekulargewicht des Proteinstan-
dards (M) ist in kD angegeben (Broad range molecular weight marker, New England Biolabs).

Die Daten, die eine Auskunft Gber die Konservierung der nattrlichen Antigenicitat liefern,
sind in der Tabelle 3 zusammengefasst. Die aus den drei verschiedenen heterologen Expressi-
onssystemen gereinigte MSP-190F Proteine wurden einer Western Blot Analyse mit 11 aus-
gewahlten mAk unterworfen, die das authentische MSP-1F des FCB-1 Isolaks falsipa-

rum erkennen. Wahrend alle 11 mAk mit den ProteinenEauli und T. gondiireagieren,

wurde das aus CHO Zellen gereinigte MSP-190F von drei mAKk nicht erkannt.
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MSP-190F spezifische mAk Western Blot mit MSP-190F gereinigt aus
mAKk Epitop Spezifitat T. gondii E. coli CHO
5.2 konf. FCB-1/3D7 + + +

12.10 konf. FCB-1/3D7 + + +
7.5 konf. FCB-1/3D7 + + +
12.8 konf. FCB-1/3D7 + + +
7.3 konf. FCB-1 + + -
2.2 konf. FCB-1/3D7 + + +
7.6 konf. FCB-1 + + +
9.8 konf. FCB-1/3D7 + + -
13.2 sequen.| FCB-1/3D7 + + +
13.1 sequen. FCB-1 + + -
6.1 sequen. FCB-1 + + ND

Tabelle 3: Immunoreaktivitét der verschiedenen MSP-190F Préparationen

Die heterolog exprimierten, gereinigten MSP-190F Proteine wurden einer Western Blot Analyse unter nicht
reduzierenden Bedingungen mit 11 monoklonalen Antikérpern unterworfen, die spezifisch das MSP:1 von
falciparum erkennen. Diese Antikdrper erkennen entweder konservierte (FCB-1 und 3D7 Isolat gleichzeitig)
oder dimorphe Epitope (ausschlieRlich FCB-1 oder 3D7). Wéahrend alle Antikérper d&s @alsund ausT.

gondii gereinigte Protein identifizieren, wurde bei drei mAk keine Kreuzreaktivitdt mit dem aus CHO Zellen
mittels Immunaffinitdtschromatographie gewonnenen MSP-190F festgestellt. ND: Experiment nicht durchge-
fuhrt, da der mAKk 6.1 in limitierter Menge vorhanden war. konf.: konformationelles Epitop; sequen.: sequenz-
spezifiches Epitop.

5.2.4 Charakterisierung der in T. gondii synthetisierten Proteine

5.2.4.1 Analyse der rekombinanten Proteine im Bezug auf ihre subzellulare Lokalisierung

Die einfachste Methode zum Nachweis einer Lokalisierung des Proteins an der Oberflache
des Parasiten ist die Analyse mittels IFA unter nicht-permeabilisierenden Bedingungen. Wah-
rend unter Zugabe von Detergenz alle Proteine der Zelle, sowohl intrazellulare wie auch ober-
flachenstandige, identifiziert werden kénnen, werden in Abwesenheit des permeabilisierenden
Stoffes nur die Proteine nachgewiesen, die sich auf der Plasmamembran des intakten Parasi-
ten befinden.

Zur Analyse mittels IFA wurden extrazellulare Parasiten verwendet (siehe Methoden
4.10.4.1). In Parallelansatzen wurden von jédegonditLinie zwei Proben vorbereitet und

unter Zugabe von dem permeabilisierenden Detergenz Triton X 100 (TX100) bzw. in seiner
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Abwesenheit behandelt. Als Erstantikorper wurde der mAk 5.2 oder mAk 12.10 verwendet,
die beide das Carboxyterminus vom MSP-190F unter nicht reduzierenden Bedingungen er-
kennen. Der mAk 12.10 bindet an ein konformationelles Epitop, das von Aminoséuren beider
EGF-Domanen gebildet wird (Chappel and Holder, 1993).

Die Daten aus der indirekten Immunfluoreszenz Analyse sind in der Tabelle 4 zusammenge-
fasst. Mit Ausnahme des in Pf190-Linie synthetisierten MSP-190F Proteins gelangen alle
anderen rekombinanten MSP-1F Proteine an die Oberflache des Parasiten und konnen deshalb
unter nicht-permeabilisierenden Bedingungen mit beiden monoklonalen Antikdrpern nachge-
wiesen werden. Dies bestétigt unsere friihere Beobachtung, dass die verschiedenen Transport-
signale zum signifikanten Unterschied in der subzellularen Lokalisierung fihren (vergleiche
Abb.: 5.5). Das in der Pf190-Linie synthetisierte, von einer verkirzten GPI-Anker-
Signalsequenz des MSP-1 Proteins foralciparumflankierte MSP-190F, konnte nicht an

der Oberflache nachgewiesen werden und akkumulierte vorwiegend in den intrazellularen
Organellen des Parasiten. War die plasmodiale GPI-Anker-Signalsequenz vollstandig vorhan-
den, wurde das rekombinante MSP-190F an der Oberflache der intakten Parasiten identifiziert
(Pf190Pf-Linie). Genauso wiesen die rekombinanten MSP-1F Proteine, die mit Transportsi-
gnalen des SAG-1 Proteins fusioniert wurden, alle eine eindeutige Lokalisierung an der Ober-
flache auf (Linien Tg190Tg, 42/GFP und 19/GFP). Das in der 42/GFP-Linie synthetisierte
MSP-F42 Protein wurde auch an der Plasmamembran mit dem bereits beschriebenen Punkit-
muster identifiziert (siehe Abb.: 5.7).

Transgend. gondiiLinie | + TX100 | - TX100
Pf190 ++ -
Pf190Pf ++ ++
Tg190Tg +++ +++
42/GFP ++ ++
19/GFP +++ +++

Tabelle 4: IFA Analyse der extrazellularen T. gondii-Linien unter permeabilisierenden (+ TX100) und nicht-
permeabilisierenden (- TX100) Bedingungen

Von jederT. gonditLinie wurden zwei Proben vorbereitet und unter Zugabe von dem permeabilisierenden De-
tergenz TX100 bzw. in seiner Abwesenheit behandelt. Der Nachweis der rekombinanten Proteine erfolgte mit
den mAk 5.2 und mAk 12.10, die beide gegen den C-Terminus des MSP-F19 Proteins gerichtet sind. Nur das in
Pf190-Linie synthetisierte MSP-190F wurde nicht an der Plasmamembran nachgewiesen. Die Anzahl der ,+*
korreliert mit der relativen Starke des Immunfluoreszenz-Signals.
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Um die subzellulare Lokalisierung der rekombinanten Proteine weiter einzuschranken, wur-
den Proteinfraktionierungen unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt. Diese Experi-
mente - genauso wie die Analyse mittels IFA - erlauben keine Aussagen Uber die Art der
eventuellen Membranverankerung, geben jedoch eine Auskunft Uber die Art der Assoziation
der Proteine mit der Membran. Zur positiven Kontrolle wurden alle Proteinextrakte in Immu-
noblots mit dem mAk DG52 analysiert, der ein Epitop des GPI-verankerten SAG-1 Proteins
von T. gondiierkennt (Burget al, 1988).

Die Methode der Phasentrennung in TritonX 114 (TX114) ermdglicht die Unterscheidung
zwischen integralen und zytosolischen bzw. sekretorischen Proteinen. TX114 ist ein nicht-
ionisches Detergenz, das aus einer hydrophoben, modifizierten Phenolgruppe und einem hy-
drophilen Schwanz besteht. Wird ein Membransystem in TX114 gel6st, werden amphipati-
sche Proteine vom TX114 selektiv gebunden. Integrale Membranproteine werden dank ihrer
hydrophoben Transmembranregion in der detergenten, TX114-haltigen Phase angereichert,
wohingegen die sekretierten und die zytosolischen, stark hydrophilen Proteine in der wassri-
gen Phase zu finden sind (Brusca and Radolf, 1994). GPI-verankerte und membranverankerte
Proteine sind in den meisten Féllen in der TX114 Phase enthalten. So wird auch das SAG-1
Protein vorwiegend in der detergenten Phase zuriickgehalten, kann jedoch im Extremfall bis
zu 40% auch in der l6slichen Phase gefunden werden ¢Kahy 1994).

Alternativ zu der Methode der Phasentrennung in TX114 wurden die Membranfraktionen
einer Natrium-Karbonat-Extraktion unterworfen, bevor man die Proteinverteilung zwischen
der I6slichen und unl6slichen Phase mittels Immunoblotanalyse mit dem MSP-1 spezifischen
mAk 5.2 untersuchte. Im Allgemeinen werden durch Zugabe von 0,1LM®ydpH 11,5) die
elektrostatischen Protein-Protein-Wechselwirkungen zerstért, die hydrophoben Wechselwir-
kungen bleiben jedoch bestehen. Ein Protein, welches mit der Membran nur tber elektrostati-
sche Wechselwirkungen assoziiert ist, wird nach dieser Extraktion losgel6st und nach einer
Ultrazentrifugation im Uberstand - d. h. in der Iéslichen Phase - zu finden sein. Dagegen wird
ein Uber hydrophobe Wechselwirkungen mit der Membran verbundenes Protein in der unlds-
lichen Membranfraktion identifiziert.

Die Ergebnisse der Phasentrennung in TX114 und der Natrium-Karbonat-Extraktion sind fir
die MSP-190F Proteine in der Abbildung 5.11 zusammengefasst. Das in der Tg190Tg-Linie
synthetisierte MSP-190F, das mit den SAG-1-Transportsignalen fusioniert wurde, verhielt
sich genau so, wie das endogene SAG-1 Protein. Nach einer TX114-Extraktion wurde das
rekombinante Protein in der detergenten TX114-Phase identifiziert und konnte durch Zugabe
von 0,1M NgCQ,, pH 11,5 nicht in Losung gebracht werden. Diese Ergebnisse deuteten auf
ein Protein hin, das mit der Membranfraktion Giber hydrophobe Wechselwirkungen stark asso-
ziiert und sowie integrale Membranproteine bzw. GPIl-verankerte Proteine in der detergenten
TX114-Phase gehalten wurde. Die gleiche Verteilung wurde auch fur das rekombinante MSP-
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190F der Pf190Pf-Linie festgestellt, das von vollstandigen plasmodialen Transportsignalen
flankiert wird (Daten nicht gezeigt).

Das in der Pf190-Linie produzierte MSP-190F konnte zwar nicht durch Natrium-Karbonat-
Extraktion aus der Membranfraktion geldst werden, wurde jedoch nach der Phasentrennung in
TX114 fast ausschlieflich in der wassrigen Phase identifiziert. Somit verhielt sich das rekom-
binante Protein als ein mit der Membranfraktion Gber hydrophobe Wechselwirkungen assozi-
iertes, stark hydrophiles Protein.

Tg190Tg Pf190
TX114 NaCQ; TX114 N@CQ
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Abbildung 5.11.: Verteilung der rekombinanten MSP-190F Proteine zwischen verschiedenen zellularen

Fraktionen

Die durch Phasentrennung in TX114 und durch Natrium-Karbonat-Extraktion gewonnenen Proteinfraktionen der
transgenef. gonditLinien wurden in 12%igem PAA-Gel aufgetrennt und in einem Western Blot mit dem mAKk

5.2 analysiert. Aus jeder Fraktion wurde zur Kontrolle 1/4 der Probe auf die Verteilung des endogenen SAG-1
Proteins hin untersucht. Diese Aliquots wurden in einem Immunoblot (8%-iger PAA-Gel) mit dem SAG-1 spezi-
fischen mAk DG52 unter reduzierenden Bedingungen analysiert (3% [3-Mercaptoethanol im Ladepuffer), als
Zweitantikdrper wurde das anti-Maus POD-Konjugat verwendet. Das mit.dgondii Transportsignalen fusio-

nierte MSP-190F (Tg190Tg, links im Bild) sowie das SAG-1 Protein sind nach einer Phasentrennung in TX114
in der detergenten Fraktion (D) zu finden und konnten durch Zugabe von 0, J80ONaH 11,5 nicht aus der
Membranfraktion (P) losgel6ést werden. Im Gegensatz dazu befindet sich das MSP-190F Protein, das von unvoll-
stéandigen plasmodialen Transportsignalsequenzen flankiert wird (Pf190, rechts im Bild), nach einer Phasentren-
nung mit TX114 in der wassrigen (A) Phase, kann jedoch ebenfalls nicht durch Natrium-Karbonat-Extraktion in
Losung (losliche Uberstandsfraktion U) gebracht werden. Die Mehrheit des Proteins bildet die bereits beschrie-
benen Proteinaggregate aus (MW > 190kD). Das Molekulargewicht des Proteinstandards ist in kD angegeben
(Broad range molecular weight marker, New England Biolabs).
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Auch die Proteine MSP-F42 und MSP-F19 wurden bezuglich ihrer Assoziation mit den
Membranfraktionen der rekombinant@n gonditLinien 42/GFP und 19/GFP analysiert
(Abb.: 5.12). Beide rekombinanten Proteine, die von den gleichen Transportsignalen flankiert
werden wie das in der Tg1l90Tg-Linie synthetisierte MSP-190F Protein, wurden nach der
Phasentrennung in TX114 vorwiegend in der detergenten Phase identifiziert und konnten
nicht durch Zugabe von 0,1M MaO,, pH 11,5 aus der Membranfraktion freigesetzt werden.
Das gleiche Verhalten wurde auch fiir das endogene SAG-1 Protein festgestellt.

TX 114 NgCO;
A ‘ D §) ‘ P

MSP-F42 Wi— et

— 35

MSP-F19 ~ -
SAG-1 ‘ -

35

Abbildung 5.12.: Verteilung der MSP-F42 und MSP-F19 Proteine zwischen verschiedenen zellularen Mem-
branfraktionen

Die Verteilung der Proteine nach der Phasentrennung in TX114 und nach der Natrium-Karbonat-Extraktion
wurde mittels Western Blot mit dem mAk 5.2 analysiert (8%iger PAA-Gel). Beide Proteine, fusioniert mit den
authentischen Transportsignalen vbngondij wurden vorwiegend in der detergenten TX114-Phase (D) identi-
fiziert. Das MSP-F19 Protein konnte durch Natrium-Karbonat-Behandlung nicht aus der Membranfraktion ex-
trahiert werden. Im Falle des MSP-F42 Proteins wurde in der TX114-Phase (D) und in der Membranfraktion (P)
jeweils das C-terminale, 28kD grofRe Spaltungs-/Abbauprodukt identifiziert. Nur eine geringe Menge des ca.
45kD grof3en MSP-F42 wurde durch Natrium-Karbonat-Extraktion aus der Membranfraktion losgeldst und
konnte in der léslichen Phase (U) nachgewiesen werden. Zur Kontrolle wurden Aliquots auf die Verteilung des
endogenen SAG-1 Proteins in einem Western Blot mit dem mAk DG52 hin untersucht. Als sekundarer Antikor-
per wurde in allen Experimenten das anti-Maus 1IgG POD-Konjugat verwendet. Das Molekulargewicht des Pro-
teinstandards ist in kD angegeben.

5.2.4.2 Analyse der Epitopkonservierung bei den verschiedenen MSP-190F Proteinen
Eines der wichtigsten Werkzeuge bei der Charakterisierung der Konformation eines heterolog

produzierten Proteins sind spezifische Antikorper, die gegen die Epitope des nativen Proteins
gerichtet sind. Die Antikorper-vermittelte Analyse des rekombinanten Proteins ermdglicht
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uns, einen Eindruck tber die Konservierung seiner antigenen Epitope zu gewinnen. Handelt
es sich dabei um konformationelle Epitope, ist die korrekte Faltung gegebenenfalls Modifizie-
rung des Proteins, fur die Erkennung des Epitops notwendig.

Ich habe in dieser Arbeit 10 monoklonale Antikorper (mAk) ausgewahlt (freundlicherweise
zur Verfugung gestellt von Jana McBride), die das authentische MSP-1 des FCB-1 Isolats von
P. falciparum erkennen. Mit Ausnahme von mAk 17.1 und 13.2 handelt es sich um Antikor-
per, die konformationelle Epitope unter nicht reduzierenden Bedingungen erkennen. Alle drei
transgend’. gonditLinien, die das MSP-190F in seiner Gesamtlange synthetisieren, wurden
einer Analyse mittels IFA unter permeabilisierenden Bedingungen unterworfen. Die Reakii-
vitat der rekombinanten Proteine mit den MSP-1 spezifischen Antikdrpern wurde untersucht
und mit der zu erwartenden Kreuzreaktivitat des nativen MSP-1 Proteins verglichen. Es ist
jedoch darauf hinzuweisen, dass die relative Starke des Immunfluoreszenz-Signals durch die
Menge des synthetisierten Proteins beeinflusst wird, die sich in den drei analyBiegten
dii-Linien unterscheiden kann.

Die Daten aus drei unabhangigen Experimenten sind in der Tabelle 4 zusammengefasst. Das
mit den Transportsignalen des SAG-1 Proteins fusionierte MSP-190F (Tg190Tg-Linie) zeigt
die beste Konservierung der immunogenen Epitope und wurde von allen 10 mAk erkannt. Mit
Ausnahme des mAk 7.1, mit dem nur ein schwaches Signal beobachtet werden konnte, rea-
gierten die Ubrigen Antikorper mit dem zu erwartenden Muster an Signalstarke. Die mAk
15.2 und 17.2, die in einer IFA mit dem nativen MSP-1 eine reduzierte Kreuzreaktivitat zei-
gen (ausgedruckt durch ,++"), reagierten auch schwéacher mit dem Tg190Tg Protein (Reduk-
tion der Signalstarke). Das mit den plasmodialen Transportsignalen fusionierte Pf190Pf Pro-
tein zeigt in Vergleich zu dem gleichzeitig analysierten Tg190Tg kleinere Unterschiede. Mit
dem mAk 7.1 konnte keine und mit dem mAk 17.2 nur eine geringe Kreuzreaktivitat festge-
stellt werden. Die mAk 15.2 und mAk 9.8 reagierten schwécher bei gleicher Verdinnung.

Das in der Pf190-Linie synthetisierte Protein wurde von vier mAKk nicht erkannt (mAk 17.1,
7.1, 15.2, 17.2), mit dem mAk 9.8 konnte nur ein sehr schwaches Signal beobachtet werden.
Verglichen mit den Tg190Tg und Pf190Pf Proteinen reagierten mit Ausnahme des mAk 5.2
alle anderen Antikorper schwéacher. Es ist anzunehmen, dass das Pf190 Protein, das mit einem
nicht funktionellen GPI-Ankersignal fusioniert ist und nicht auf der Plasmamembran des Pa-
rasiten nachweisbar ist, nicht korrekt gefaltet und unvollstandig modifiziert wurde.
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MSP-1 spezifische Zu erwartende Rekombinantes MSP-1 aiis gondii
Antikdrper Reaktivitat
mAk | Region/Epitop mit Tg190Tg Pf190Pf Pf190
P.f. FCB-1
17.1 P42, lin. +++ +++ +++ -
13.2 P83, lin. +++ +++ +++ ++
6.1 P42, konf. +++ +++ +++ +
12.10 P19, konf. +++ +++ +++ ++
7.1 NB, konf. +++ + - -
15.2 NB, konf. ++ ++ + -
9.8 NB, konf. +++ +++ ++ +/-
12.4 NB, konf. +++ +++ +++ +
17.2 NB, konf. ++ + +/- -
5.2 P19, konf. +++ +++ +++ +++

Tabelle 4: Immunoreaktivitéat von verschiedenen MSP-190F Proteine mit monoklonalen Antikdrpern

Intrazellulare Tachyzoiten der Linien Tg190Tg, Pf190Pf und Pf190 wurden mittels IFA unter permeabilisieren-
den Bedingungen mit 10 MSP-1 spezifischen mAk auf die Immunoreaktivitat der rekombinanten MSP-190F
Proteine hin untersucht. Als Zweitantikérper wurde das anti-Maus IgG Algk@njugat verwendet. Die zu
erwartende Reaktivitat mit def. falciparum(FCB-1 Isolat) wurde aus den Daten von Prof. Jana McBride
Ubernommen, da kein.f. Parasiten zur Verfigung standen. Die Anzahl der ,+“ gibt die relative Starke des
Immunfluoreszenzsignals wieder, wobei der starkste Signal mit ,+++* beschrieben wurde. Die mAk 17.1 und
13.2 erkennen ein lineares Epitop (lin.), die restlichen ein konformationelles (konf.) Epitop. Einige der Epitope
sind nicht bekannt (NB). Die mAk wurden in den empfohlen Verdiinnungen verwendet:

5.2.4.3 Nachweis der GPI-Verankerung mittels PI-PLC Behandlung in vivo

Um zu entscheiden, ob die mit dem MSP-190F Protein fusionierte GPI-Anker-
Signalsequenzen als solche erkannt wurden, wurden lebende, extrazelluléare, radioaktiv mar-
kierte Parasiten mit der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PI-PLC) bakteri-
ellen UrsprungsRacillus cereup inkubiert. Die®*H markierten Proteine wurden aus dem
Uberstand bzw. aus dem Zelllysat immunopréazipitiert und autoradiographisch nachgewiesen.
Nur die Proteine, die Uber ein GPI-Anker in der Plasmamembran verankert sind, werden
durch die PI-PLC in den Uberstand freigesetzt.

Diese Experimente wurden wiederholt mit beiden MSP-190F Proteinen durchgefiuhrt, die eine
vollstandige GPI-Ankersignalsequenz enthielten und auf der Oberflache der Tg190Tg bzw.
Pf190Pf-Linien lokalisiert waren. Keine der beiden Proteine kénnte durch die PI-PLC Be-
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handlung von der Oberflache freigesetzt werden. Obwohl das SAG-1 Protein effizient (bis zu

etwa 50%) von der Oberflache entfernt und im Uberstand nachgewiesen werden konnte, wur-
den beide MSP-190F Proteine nach der Immunopréazipitation mit dem mAKk 5.2 in der Pellet-

fraktion identifiziert (Abbildung 5.13).

- PI-PLC + PI-PLC
P U P U
MSP-190F — R —
SAG-1 — N - -~

Abbildung 5.13.: Immunoprazipitation von metabolisch markierten Proteinen nach PI-PLC Behandlung

Fur die metabolische Markierung nmii Leucin wurden etwa 2x£@xtrazellulare ts4/Tg190Tg-Parasiten ver-
wendet. Die radioaktiv markierten Parasiten wurden geerntet, gewaschen und in zwei Aliquots geteilt. Zur Frei-
setzung der GPI-verankerten Proteine wurden zu einer der Proben 2U PI-PLC (Boehringer Mannheim) gegeben
(+PI-PLC), der Kontrollansatz wurde mit dem gleichen Volumen an PI-PLC-Reaktionsspuffer versetzt (-Pl-
PLC). Nach einer zweistiindigen Inkubation beider Proben bei 37°C wurden die Parasiten abzentrifugiert. Die
pelletierte Fraktion wurde lysiert und sowohl dieser Lysatiiberstand (P) als auch der urspriingliche Reaktions-
uberstand (U) mit dem mAk 5.2 bzw. DG52 versetzt. Die Immunoprazipitate wurden in einem 10%igen PAA-
Gel aufgetrennt. Das Autoradiogramm entstand nach einer Expositionszeit von 48 h.

Das gleiche Protokoll wurde auch fur das MSP-F19 Protein angewandt, jedoch ohne Erfolg,
da es nicht gelang das rekombinante MSP-F1SGHniteu metabolisch zu markieren. Das in
dem selben Experiment markierte SAG-1 Protein konnte im Autoradiogramm nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt).

Aus diesem Grunde wurden nicht markierte, extrazellulare 19/GFP Parasiten mit oder ohne
PI-PLC inkubiert. Die Proteine SAG-1 und MSP-F19 wurden dann sowohl aus dem Parasi-
tensediment als auch aus dem Uberstand in einem Western Blot mit mAKk 5.2 bzw. mAk
DG52 analysiert. Wie in der Abbildung 5.14 dargestellt wurde ein Teil des etwa 28kD grol3en

98



Ergebnisse

MSP-F19 Proteins durch die PI-PLC abgespalten und konnte in dem Uberstand der mit PlI-
PLC behandelten Probe nachgewiesen werden. Obwohl die gleiche Anzahl von 19/GFP-
Parasiten (etwa fpin beiden Ansatzen verwendet wurde, konnte in der mit PI-PLC behan-
delten Probe nur eine kleine Menge des MSP-F19 Proteins nachgewiesen werden. Dies ist
wahrscheinlich auf eine proteolytische Restaktivitat des PI-PLC Enzyms zurtickzufuhren, die
in allen Experimenten ebenfalls beobachtet wurde.

-PI-PLC  + PI-PLC
P U P U

MSP-F19 _

Abbildung 5.14.: Western Blot Analyse der MSP-F19 Verteilung nach PI-PLC Behandlung

Extrazellulare Parasiten der 19/GFP-Linie wurden geerntet, in zwei Aliqouts (jé Pat&siten) geteilt und

unter Zugabe von 2U PI-PLC (Molecular Probes) oder equivalentem Volumen von PI-PLC-Reaktionspuffer 1 h
bei 4°C und standigen schaukeln inkubiert. Die Proteine des Uberstands (U) wurde TCA-préazipitiert und zu-
sammen mit den Proteinen des Sedimentslysat (P) in einem 12%igen PAA-Gel aufgetrennt. Die Western Blot
Analyse erfolgte mit den mAk 5.2 und anti-Maus 1gG POD-Konjugat als Zweitantikérper. Nur in dem Uberstand
der PI-PLC behandelten Probe konnte das freigesetzte MSP-F19 Protein nachgewiesen werden.

5.2.4.4 Untersuchungen zur potentiellen Prozessierung des MSP-F42 Proteins

Das naturliche MSP-1 Prozessierungsprodukt p42 wird wéahrend. dalciparuminvasion

von Erythrozyten in einem sekundéren Prozessierungsschritt zu den Fragmenten p29 und p19
gespalten (Blackmaet al, 1991). Diese Spaltung wird durch eine membrangebundene, Kal-
zium-sensitive Serin-Protease katalysiert (Blackman and Holder, 1992; Cooper and Bujard,
1992a), die noch nicht identifiziert werden konnte.

In Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass alle rekombinanten MSP-1F Proteine, die
mit den Transportsignalen des SAG-1 Proteins fusioniert wurden, eine etwa 28kD grof3e Pro-
teinbande aufweisen, die in der Western Blot Analyse mit dem mAk 5.2 bei allen Préparatio-
nen nachgewiesen wurde (vergleiche Abbildung 5.6 und 5.12). Dieses C-terminale Spal-
tungsprodukt besitzt in SDS-PAGE die gleiche elektrophoretische Mobilitat wie das in T.
gondii hergestellte MSP-F19.
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Weder durch Zugabe von Proteaseinhibitoren zum Extraktionspuffer, noch durch unter-
schiedliche Vorbereitung des Zelllysates, noch durch direktes Auftragen von nicht lysierten
sowohl extra- wie auch intrazellularen Parasiten konnte dieses Verhalten nicht beeinflusst
werden. Aus diesem Grunde haben wir die Aminosauresequenz der sekundéaren Prozessie-
rungsstelle vom MSP-1F, namlich GIn-Gly-Metu-Asn-lle-Ser, modifiziert. Die Spaltung

findet zwischen Leucin an der Position 1630 (lsguund Asparagin an der Position 1631
(Asn,g,,) (fett gedruckt) statt. Da die Erkennungssequenz fur die postulierte Serin-Protease
nicht bekannt ist, entschieden wir uns fur den Austausch des Leucins, das nach der Spaltung
den N-Terminus von p29 bildet, gegen Glutaminsaure bzw. Prolin.

Der Nukleotidaustausch wurde mittels ortsspezifischer Mutagenese durchgefuhrt (siehe
4.5.6). Als Matrize-DNA diente der Vektor pSP 42GPI. Fur jede Reaktion wurden zwei
mutagenisierende, 28Bp lange Oligonukleotide entworfen, die folgenden Aminosaureaus-
tausch vermittelten: Primer,Esense Orientierung) und, Eantisense Orientierung) fur die
Substitution des Leucin durch Glutaminsaure (E), bzw. Primand R fur den Austausch

Leucin gegen Prolin (P). Die PCR wurde mit 18 Amplifikationszyklen und einer Elongations-
zeit von 10 min durchgefuhrt.

Der Aminoséaureaustausch wurde auf der DNA-Ebene durch Sequenzanalyse bestatigt. Die
resultierenden Vektoren weisen folgende Modifikationen der Spaltungsstelle auf:

Vektor pSP42GPI/E, mit dem Austausch Glu gegen Leu: GIn-Gly@hetAsn-lle-Ser, und

Vektor pSP42GPI/P, mit dem Austausch Pro gegen Leu: GIn-GlyPkteAsn-Ile-Ser.

Beide Vektoren wurden fur die Etablierung von stabilergonditLinien verwendet. Von
jedem Plasmid wurden 150 pg mit BamHI verdaut und mit je 20 pg des Vektors
p5RepPR3/GFP/HX (ebenfalls BamHI linearisiert) fur die Transfektiomxigort T. gondit
Mutante angesetzt. Nach anschlieRender MPA/Xanthin Selektion wurden die tran§genen
gondii-Linien 42/E und 42/P isoliert und auf die Expression des MSP-F42E bzw. MSP-F42P
Proteins in IFA und Western Blots untersucht.

Die Analyse mittels IFA bestatigte die Synthese beider modifizierten Proteine MSP-F42E und
MSP-F42P, die von dem mAk 5.2 erkannt und unter nicht-permeabilisierenden Bedingungen
auf der Oberflache der Parasiten festgestellt wurden. Es wurde das gleiche Punktmuster wie
bei der 42/GPI-Linie beobachtet (Vergleiche Abb.: 5.7).

Die Western Blot Analyse der Linien 42/E und 42/P mit dem mAk 5.2 ist in der Abbildung
5.15 dargestellt. Trotzt dem Austausch des }sgidurch Glu oder Pro konnte das C-terminale
28kD grol3e Fragment weiterhin in beiden Linien identifiziert werden. Verglichen mit dem
MSP-F42 und MSP-F19 wurde ein Unterschied in der Gro3e des C-terminalen Fragments
festgestellt. Es zeigt eine erhohte elektrophoretische Mobilitat in einem 10%igen PAA-Gel
und wurde als ein Protein von ca. 27kD identifiziert.
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Abbildung 5.15.: Western Blot Analyse der transgenen Linien 42/E und 42/P

Die Zelllysate defT. gonditLinien 42/GFP (42), 42/E, 19/GFP (19) und 42/P wurden in Anwesenheit von Pro-
tease-Inhibitor-Koktail (Boehringer) vorbereitet und in einem 10%-igem PAA-Gel unter nicht-reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt. Nach dem Transfer auf die NC-Membran wurden die Proteine mit dem mAk 5.2 ge-
farbt und durch die anti-Maus 1gG POD-Konjugat vermittelte Reaktion sichtbar gemacht. In allen Linien, die
MSP-F42 oder seine modifizierte Form synthetisieren, wurde das C-terminale Fragment identifiziert. Es zeigt
jedoch in den 42/E und 42/P Linien eine leicht erhthte elektrophoretische Mobilitat (MW<28kD).

101



Ergebnisse

5.3 Immunisierungsstudien mit MSP-1 in Tiermodellen

Als einer der besten Tiermodelle zur Untersuchung der humanen anti-Malaria Immunantwort
gelten dieAotusAffen. Diese Affenart sowie nicht immune Menschen sind hoch empfanglich
fur eineP. falciparuminfektion. Sie entwickeln eine lebensbedrohliche Parasitemie und/oder
Anamie, und sind sensitiv gegentber wiederholten Infektionen. Trotzdem konnte nach einer
Immunisierung mit MSP-1 Protein, gereinigt &udalciparum ein kompletter Schutz vor der
sonst letalen Malaria erzielt werden (Siddiqual, 1987). Auf der Basis dieses Experiments
wurden in unserem Labor in Zusammenarbeit mit Prof. S. Herrera in Kolumbien Immunisie-
rungsversuche miotusAffen durchgefuhrt, die die protektive Wirkung des &udalcipa-

rum gereinigten MSP-1 bestétigten (Todteal, Manuskript in Vorbereitung).

Um zu gewahrleisten, dass eine anti-MSP-1 induzierte Immunantwort auf ein reines, defi-
niertes Antigen zurlickzufihren ist, solle in dieser Arbeit die attenuierte, avirilegoadit
Mutante ts-4 als ein Trager des rekombinanten MSP-190F in Immunisierungsversuchen eta-
bliert werden.

Die Immunogenitét des rekombinanten MSP-190F sowie die Avirulenz der ts-4 Mutante sol-
len zuerst in der Maus getestet werden. Im anschlieRenden ExperimenAstlisaffen mit

dem heterolog produzierten MSP-190F immunisiert und mit einem im Bezug auf MSP-190F
homologerP. falciparumStamm infiziert werden. Die potentielle schitzende Wirkung des in

T. gondiihergestellten MSP-190F Proteins sowie die Entwicklung der humoralen Immunant-
wort sollen analysiert werden.

5.3.1 Immunogene Wirkung des in T. gondii hergestellten MSP-190F Proteins in der Maus

Zunachst wurde das Potential des avirulenten ts-4 Stammeg. \gondii als ein lebender
Trager des MSP-190F Proteins in der Maus getestet. Immunisierung von Mausen mit dieser
temperatursensitiven Mutante schutzt vor einer Infektion mit virulehtegondii die sonst

letal verlaufen wirde (Waldelared al, 1983a).

Um die Vertraglichkeit und Avirulenz des ts-4 Mutanten zu Uberprifen, wurden in einem
Vorversuch drei BALB/c Mause mit verschiedenen Mengen an lebenden ts-4 Tachyzoiten
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Alle drei verwendeten Doserf' (5810 und 10) wurden sehr

gut von den Mausen vertragen. Eine erneute Infektion der Mause nach weiteren drei Wochen
mit 1P ts-4 Mutanten bedeutete ebenfalls keine gesundheitliche Beeintrachtigung.

Fir die Immunisierung mit rekombinanten ts4/Pf190 zur Analyse der humoralen anti-MSP-1
Immunantwort wurden transgene A2Klause verwendet (urspriinglicher C57BL/6 Stamm),

die das humane HLA-A2.1 Allel exprimieren (siehe 4.12.1.1). Der Verlauf des Versuches ist
in der Tabelle 5 dokumentiert.
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Analyse Wochen p. i. Maus #
1 2 3 4 5 ®
Serokonversion
vs.T.g. 4 - + + + + +
(IFA)
Serokonversion
vs.P.f. 6 - - - - + 4

(Western B.)
Serokonversion
vs.P.f. (IFA) 7 - - - + 4
nach 1. Boost
Serokonversion
vs.P.f. (Western B.) 10 - - - ++
nach 2. Boost

Tabelle 5: Analyse der humoralen Immunantwort von M&ausen immunisiert mit ts-4/Pf190

Die transgene A2KM&use wurden mit 5xfQs-4 (Maus # 2 und 3) bzw. ts4/Pf190 (Maus #4 — 6) i.p. injiziert.
Die Infektion wurde zweimal wiederholt (Boost), in der 7. Woche post Immunisierung (p.i.) mit jmdGn der

8. Woche mit je 10Parasiten. Die Maus #1 wurde zur Kontrolle jedesmal mit PBS injiziert. Die Serokonversion
wurde mittels IFA (mit intrazellularem. gondii Parasiten oder mR. falciparuminfizierten Erythrozyten) und
Western Blots (mit Lysat auR. falciparuminfizierten Erythrozyten) analysiert, wobei die Mausseren anstelle
des ersten Antikdrpers verwendet wurden. Die Anzahl der ,+“ gibt die relative Starke des erhaltenen Signals an.

Vier Wochen nach der ersten Immunisierung wurden die Seren mittels IFA mit intrazellularen
ts-4 auf die Anwesenheit voh gondiispezifischen Antikdrpern analysiert. Mit Ausnahme

der mit PBS injizierten Maus konnte eine Serokonversion bei allen Tieren festgestellt werden.
Die Western Blot Analyse mR. falciparumLysat 6 Wochen nach der Immunisierung hatte
gezeigt, dass zwei Mause in der immunisierten Gruppe (#5 und 6) MSP-1 spezifische Anti-
korper produzierten.

Eine Woche nach dem ersten Boost wurden die Seren mittels IHA faiiciparuminfizier-

ten Erythrozyten analysiert. Wahrend die Seren der Kontrollm&ause keine Kreuzreaktivitat mit
den nativen MSP-1 zeigten, konnten in allen Seren der immunisierten Tiere MSP-1 spezifi-
sche Antikorper identifiziert werden (Abb.: 5.16).

Schlief3lich wurden zwei Wochen nach dem zweiten Boost alle Seren erneut in einem Western
Blot auf ihre Kreuzreaktion mit dem Lysat &isfalciparuminfizierten Erythrozyten getestet.
Diese Analyse ist in der Abbildung 5.17 dargestellt. Alle Mause, die mit ts4/Pf190 immuni-
siert wurden, zeigten eine eindeutige Serokonversion gegen das native MSP-1 Protein des
FCB-1 Isolats vorP. falciparum Dieses konnte als eine Bande mit dem MW von 190kD
identifiziert werden, da das verwendé&efalciparumLysat aus einer synchronisierten Kultur

im Schizonten Stadium vorbereitet wurde (freundlicherweise von K. Lingelbach zur Verfu-
gung gestellt).
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ts-4/Pf190

Abbildung 5.16: Analyse der MSP-1 spezifischen Antikbrper in Serum der mit ts4/Pf190 immunisierten Mau-

se

Die Induktion der MSP-1 spezifischen humoralen Immunantwort wurde mittels IFR.rféciparuminfizier-

ten Erythrozyten analysiert. Als Erstantikdrper wurden die Seren aller Mause nach dem ersten Boost verwendet,
gefolgt vom anti-Maus IgG FITC-Konjugat als Zweitantikdrper. Der Kontrollansatz wurde mit dem mAk 5.2
inkubiert. Es wurde keine Kreuzreaktion rRit falciparumAntigenen in den Kontrollmédusen (Maus # 1-3) be-
obachtet, wahrend alle drei mit ts4/Pf190 immunisierten Mause (Maus # 4-6) eine Farbung der Oberflache auf-
weisen, sowie sie auch bei dem Kontrollansatz mit mAb 5.2 festgestellt wurde. faleiparumim Segmenter
Stadium wurden mit DAPI Farbung sichtbar gemacht.

Dieses Experiment wurde nach dem gleichen Immunisierungsprokoll mit der ts4/Tg190Tg
Linie zweimal wiederholt. In dem ersten Versuch zeigten nur zwei der dreil M2kise in

der mit ts4/Tg190Tg immunisierten Gruppe eine starke Antikorperproduktion gegen das nati-
ve MSP-1 au®. falciparumLysat.

Deshalb wurden in dem zweiten Immunisierungsversuch mit der ts4/Tg190Tg Mutante gréi3e-
re Gruppen von A2KMausen verwendet (je 6 Mause wurden mit ts-4 bzw. mit ts4/Tg190Tg
infiziert, drei Mause erhielten nur PBS). Alle 6 immunisierten M&use zeigten nach drei Im-
munisierungen eine eindeutige Serokonversion, die mittels Western Blot mit rekombinanten
p83 und p42, aufgereinigt a&s coli, analysiert wurde (Daten nicht gezeigt). Obwohl drei
dieser Tiere subcutan und drei intraperitoneal injiziert wurden, konnte kein Unterschied in der
MSP-1 spezifischen Antikorperproduktion festgestellt werden. Bei den Kontrollm&usen wur-
de keine Kreuzreaktivitat beobachtet.
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Abbildung 5.17: Western Blot Analyse der Mausseren 10 Wochen nach der ersten Immunisierung

Zelllysat aus synchronisiert&. falciparumKultur (im Schizonten Stadium) wurde in einem 8%-igem PAA-Gel
unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und die Proteine auf eine NC-Membran transferiert. Diese
Membran wurde nach der Abséttigung in Streifen geschnitten, die einzeln mit den bzw. mit dem mAk 5.2 inku-
biert wurden. Als Zweitantikérper wurde das anti-Maus 1gG AP-Konjugat verwendet. Wahrend die Seren der
Méause, die mit PBS (Linie 1) oder mit ts-4 (Linie 2-3) injiziert worden sind, keine Kreuzreaktivitat mit dem
nativen MSP-1 zeigen, bildeten alle mit ts4/Pf190 immunisierten M&use (Linie 4-6) eine humorale Immunant-
wort gegen das MSP-1 Protein des FCB-1 Isolats Riofalciparum Linie 7: Identifizierung des MSP-1 mit

mAk 5.2.

Es ist uns nicht gelungen, Produktion von MSP-1 spezifischen Antikérpern durch Immunisie-
rung mit gereinigtem MSP-190F Protein zu induzieren. Die Methode ist in 4.12.1.2 detailliert
beschrieben. Die 5 pg des alisgondiiaufgereinigten Proteins wurden in drei Aliquots ver-

teilt und zur Immunisierung von einer BALB/c Maus verwendet. Im gleichen Experiment
wurden zur Kontrolle weitere drei BALB/c Mause mit dem bereits getesteten ts4/Pf190
Stamm injiziert. Keine der insgesamt vier immunisierten Tiere zeigte nach drei Immunisie-
rungen eine positive Serokonversion gegen das native MSP-1 (getestet in Western Blot, Daten
nicht gezeigt). Bei Mausen, die mit rekombinanten ts4/Pf190 infiziert wurden, konnte jedoch
eine starke Kreuzreaktion mit gondii Antigenen mittels Western Blot nachgewiesen wer-
den.
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5.3.2 Analyse der MSP-1-vermittelten Immunantwort im Aotus Primatenmodell

Die Immunisierungsstudien mitotusAffen wurden in Zusammenarbeit mit dem Biomedical
Primate Research Centre (BPRC) in Rijswijk, Holland, unter Filhrung von Clemens Kocken
und Alan Thomas durchgefuhrt.

5.3.2.1 Voruntersuchungen in Aotus Affen

In einem Vorexperiment mit dréiotus azarae bolivienssoll der fur die Studie vorgesehene
ts4/Tg190Tg Stamm getestet und der MSP-1-spezifischer Antikdrpertiter der Seren nach drei
Immunisierungen ermittelt werden.

Die Affen wurden wie unter 4.12.2 beschrieben dreimal (Tag 0, 7 und 14) mit lebenden trans-
genen ts4/Tgl190Tg Parasiten immunisiert. Zwei Wochen nach der letzten Immunisierung
(Tag 28) wurde den Affen Blut abgenommen. Die daraus gewonnen post-immun $gren (s
wurden auf die Kreuzreaktivitat mit rekombinanten MSP-1 Fragmenten mittels ELISA unter-
sucht. Die in ELISA Tests verwendete MSP-1 Fragmente p83, p30, p31, p42 und p19 wurden
zu diesen Zwecken als Hexahis-Proteine En coli hergestellt und tber Ni-
Chelatchromatographie gereinigt (siehe 4.7.6) @a, 1999).

Die Entwicklung der MSP-1 induzierten Immunantwort ist in der Abbildung 5.18 dokumen-
tiert. Alle drei Affen haben an friiheren ImmunisierungsstudierPtasmodium sspeil ge-
nommen und weisen deshalb einen unterschiedlichen anti-MSP-1 Titer zum Beginn der Stu-
die auf (Serumg. Der Affe A543 mit dem niedrigsteg-antikorpertiter gegen p83 und p42
wurde mitP. falciparuminfiziert (im Jahre 1994), die Affen A502 und A361 hatten multiple
Infektionen mitP. falciparum undP. vivaxdurchgemacht (zwischen 1994 und 1997). Bei
allen Affen wurde eine Induktion der MSP-1 spezifischen Antikorper in Folge einer wieder-
holten Immunisierung mit ts4/Tg190Tg Parasiten nachgewiesen. Keines der Tiere zeigte wéh-
rend der ganzen Versuchsdauer gesundheitliche Beeintrachtigungen (wie z. B. Fieber, Appe-
titlosigkeit oder starken Gewichtsverlust). Zur Ende der Studie (Tag 42) wurden die Affen
ausgeblutet und die Organe untersucht. Dabei wurden keine ungewohnliche Verdnderungen
festgestellt.
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Abbildung 5.18: Analyse der MSP-1 induzierten Immunantwort mittels ELISA mit rekombinanten Fragmen-

ten p83 und p42

Die ELISA Platten wurden mit den a#s coli gereinigten Fragmenten p83 bzw. p42 beschichtet (Endkonzen-
tration 1 pg/ml im Karbonatpuffer). Nach einer anschlie@enden Blockierung und dem Auswaschen von nicht
gebundenen Antigenen wurden die Sergfeatspricht dem pre-immun Seren) upgl(post-immun Seren nach

drei Immunisierungen) entsprechend verdinnt (1/500 bis 1/64000) und uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach er-
neutem Waschen wurden die Platten mit dem anti-Mensch IgG AP-Konjugat als Zweitantikdrper (1/3500 ver-
diinnt) beschichtet und fir 1 h bei RT inkubiert. Die Zugabe von Substrat (1 mg/ml) ermdglichte die Farbreakti-
on, und die Starke des Signals wurde bei 405 nm im ELISA-Gerat photometrisch erfaggt [@Bse OD-

Werte entsprechen einem spezifischen anti-p83 und anti-p42 Antikorpertiter der Seren bei gegebener Verdin-
nung. Alle drei Affen zeigten nach drei Immunisierungen mit transgenen ts4/Tg190Tg Parasiten eine Steigerung
des MSP-1 spezifischen Antikorpertiters.

Um die potentielle schitzende Wirkung des heterolog produzierten MSP-190F Proteins unter-
suchen zu konnen, sollten naidetus lemurinus griseimembrait steigenden Mengen an
ts4/Tg190Tg-Parasiten dreimal immunisiert werden. Die Entwicklung der humoralen Im-
munantwort sollte mittels ELISA beobachtet werden, und nur bei ausreichendem anti-MSP-1
Titer sollten die Affen miP. falciparumdes homologen FVO Stammes infiziert werden.

Die Entscheidung, bei welchem minimalen anti-MSP-1 Antikorpertiter die Infektion erfolgen
soll, richtete sich nach dem Antikorpertiter der post-immun Seren aus erfolgreichen Immuni-
sierungsstudien voAotus Affen mit nativem MSP-1 Protein, gereinigt aBsfalciparum

(Tolle et al, Manuskript in Vorbereitung). Da diese Seren im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit analysiert und die ermittelten Werte zur Diskussion des eigenen Immunisierungsversu-
ches herangezogen werden sollten, werden diese Studien hier kurz vorgestellt.
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5.3.2.2 Immunisierungsstudien voAotus Affen mit nativen MSP-1: Cali 1993 und Cali
1995

Die Immunisierungsexperimente Cali 1993 und Cali 1995 wurden in Zusammenarbeit mit
dem Instituto de Immunologia, Universidad del Valle, Cali, Kolumbien unter Fihrung von S.
Herrera und R. Tolle durchgefuhrt.

In diesen voneinander unabhangigen Versuchen wurden 101Bz&otus lemurinus grisei-
membraAffen verwendet. Die Immunisierung erfolgte mit dem MSP-1 Protein gereinigt aus
P. falciparum(FCB-1 Isolat) mittels Immunaffinitatschromatographie mit mAk 5.2 (Tolle,
1994). Fur die Cali 1993 Studie wurde aus ca. 1,3xR@rasiten 1 mg des nativen MSP-1
gewonnen, wahrend fiir das nachfolgende Experiment Cali 1995 au¥ Patésiten etwa

600 ug des Proteins gereinigt werden konnten.

Als Grundlage fir das Immunisierungsprotokoll diente die Arbeit von Sidéigali, 1987.

Die Experimente Cali 1993 und 1995 unterscheiden sich in der Anzahl der Versuchstiere (je 6
Affen in der Kontroll- und in der MSP-1-Gruppe in Cali 1993, bzw. je 5 Affen in Cali 1995)
und in der Menge des MSP-1 Proteins, das fiur die Immunisierung verwendet wurde. So er-
hielten die Affen der MSP-1-Gruppe in Cali 1993 dreimal 50 pg des Proteins, in Cali 1995
nur dreimal 40 pg. Fur die erste Immunisierung wurde die jeweilige Menge des gereinigten
MSP-1 mit 50%igem (v/v) Freund schen kompletten Adjuvans (FCA) gemischt und subcutan
injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt 50%igen FCA gel6st in PBS. Fir die zweite Immunisie-
rung wurde eine 25%ige und fur die dritte eine 10%ige FCA Mischung verwendet. Zwischen
den einzelnen Immunisierungen lagen jeweils vier Wochen. 15 Tage (Cali 1993) bzw. 27 Ta-
ge (Cali 1995) nach dem zweiten Boost wurden alle Affen mit*1R1@alciparumParasiten

(FVO Isolat) infiziert. Vor jeder Immunisierung sowie drei Wochen nach der Infektion wur-
den Blutproben zur Gewinnung der Seren genommen. Die Entwicklung der Parasitemie mit-
tels mikroskopischer Analyse der Giemsa gefarbten Blutausstriche wurde taglich verfolgt.
Alle Affen wurden nach dem Beenden des Versuches bzw. unmittelbar nachdem sie eine
10%ige Parasitemie erreicht hatten, mit Pyrimethamin/Sulfadoxin behandelt.

Das Ergebnis der Immunisierungsstudien Cali 1993 und Cali 1995 ist im Anhang Il zusam-
mengefasst. In der immunisierten Gruppe Cali 1993 wurde bei zwei Affen (M191 und V21)
ein kompletter Schutz erreicht, denn zu keinem Zeitpunkt konnten in den Blutausstrichen Pa-
rasiten identifiziert werden. Bei dem ebenfalls geschitzten Affen M189 wurde ein Parasit in
einem Blutausstrich am 11. Tag nach der Infektion festgestellt. Zwei Affen (M188 und M187)
entwickelten eine hohe Parasitemie und wurden medikamentds behandelt. In der Kontroll-
gruppe erreichten alle Affen eine hohe Parasitemie mit der Ausnahme des Affen V13, der fur
kurze Zeit eine niedrige Parasitemie entwickelte, jedoch in der Lage war, die Parasiten zu
eliminieren.
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Zwei Tiere sind wahrend des Versuches an eine bakterielle Infektion der inneren Organe ge-
storben: M179 in der Kontrollgruppe 12 Tage nach der InfektiorPniélciparumund ein
weiteres Tier in der MSP-1 Gruppe vor der Infektion (nicht in der Auswertung eingeschlos-
sen).

Die Ergebnisse dieser Studie wurden durch das Experiment Cali 1995 bestatigt. In der immu-
nisierten Gruppe erreicht ein Affe (V37) einen kompletten Schutz, ein anderer entwickelte fur
4 Tage eine sehr niedrige Parasitemie (< 0,3%), die er selber unter Kontrolle bringen konnte
(A29). Der Affe V16 war in der Lage, die Parasitemie bis zur Behandlung (Tag 22) zu kon-
trollieren. Die zwei verbleibenden Affen entwickelten eine hohe Parasitemie, jedoch mit einer
signifikanten Verspéatung im Vergleich zu der Kontrollgruppe.

Die Analyse der Seren erfolgte mittels ELISA mit rekombinanten MSP-1 Fragmenten, wie
unter 4.13.2 und in Abb.: 5.18 beschrieben. Um die ermittelten Werte miteinander vergleichen
zu kénnen, wurden fir jedes Fragment alle Seren gleichzeitig getestet. Die Daten, die fur die
Diskussion dieser Arbeit von besonderem Interesse sind, sind im Anhang IlI-V dargestellt.

Erreichen der Antikdrpertiter gegen MSP-1 Fragmente bei
Affe 2%-igen Parasitemie OD,5= 0,1 (x1000)
(in Tagen) p83 p30 p38 p42 pl9

V21 geschutzt > 1000 200 350 800 230

M191 geschutzt > 1000 200 400 > 1000 480

M189 geschiitzt 700 120 250 700 200

M188 16,5* 950 16 120 700 200

M187 14 400 250 100 300 120
Ktrl. (n=5) 12,4 +/-15

V37 geschutzt 500 6 6 900 450

V29 geschutzt 700 <05 0,5 470 250

V16 kontrollierend 230 1.3 15 100 50

V48 18* 150 <05 <055 250 200

V35 15,5* 180 <055 <0,5 270 90
Ktrl. (n=5) 11,4 +/-1,4

Tabelle 6: Beziehung zwischen der Parasitemieentwicklung und dem Antikérpertiter der pre-challenge Seren

Der Antikorpertiter der Seren am Tag drfalciparuminfektion (pre-challenge Seren) wurde mittels ELISA

mit den rekombinanten MSP-1 Fragmenten bestimmt und die Werte fige ©0,1 berechnet (aus dem linearen
Bereich der Titrationskurve). Die jeweils 5 Affen in der Kontrollgruppe (Ktrl.) erreichten die 2%ige Parasitemie
12,4 (Cali 1993) bzw. 11,4 (Cali 1995) Tage nach der Infektion (angegeben ist das arithmetische Mittel mit
Standardabweichung). Die Tiere in der immunisierten Gruppe, die eine signifikante Verspétung des Parasitemie-
ausbruches aufweisen, sind mit einem * gekennzeichnet (M188 in Cali 1993 und V48 und V35 in Cali 1995).

Der Vergleich zwischen dem ermittelten Antikorpertiter und der Entwicklung der Parasitemie
ist in der Tabelle 6 dokumentiert. In beiden Experimenten wurden die hdchsten Antikorperti-
ter gegen das rekombinante p83 und p42 ermittelt. Obwohl im Durchschnitt in dem Cali 1993
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Experiment hohere anti-MSP-1 Titer gemessen wurden, wurde in beidem Experimenten ein
vergleichbarer Schutz gegen die sonst Igal@alciparuminfektion erreicht. Der deutlichste
Unterschied wurde bei dem anti-p30 und anti-p38 Titer festgestellt. Wahrend die Affen in
Cali 1993 eine starke humorale Immunantwort gegen die Epitope beider Fragmente bildeten,
reagierten diese in gleichem ELISA Test analysierte p30 und p38 bedeutend schwacher mit
den Immunseren der Cali 1995 Affen. Dies kdonnte durch unterschiedliche Zusammensetzung
der jeweiligen MSP-1 Praparationen erklart werden, obwohl beide einen effektiven Schutz
vermittelten.

5.3.2.3 Immunisierung von Aotus Affen mit rekombinanten MSP-190F aus T. gondii

Fur diese Studie wurden acht naketus lemurinus griseimembuysffen ausgesucht, deren
Seren keine Kreuzreaktivitdt mit nativen MSP-1 Protein (getestet mittels IFR faltipa-

rum des FCB-1 Stammes, durchgefihrt von C. Kocken, BPRC) bzw. mit den rekombinanten
Fragmenten p42 und p83 odergonditLysat gezeigt haben (getestet im Western Blot, Daten
nicht gezeigt).

5.3.2.3.1 Immunisierung mit rekombinanten T. gondii Parasiten des avirulenten Stammes
ts-4

Im ersten Teil des Versuches wurden die Affen dreimal mit lebehdgondii Tachyzoiten

des avirulenten ts-4 Stammes immunisiert (siehe Protokoll 4.12.2). Vier Affen in der immuni-
sierten Gruppe erhielten am Tag 0 5% Tag 21 und Tag 35 jeweils 58¥6kombinante
ts4/Tg190Tg Parasiten. Die drei Kontrollaffen wurden analog mit den ts-4 Parasiten injiziert.
Alle Dosen wurden von den Affen gut toleriert. Nach der ersten Immunisierung zeigten alle
sieben Affen eine starke Serokonversion gegenrdigondii Antigene (getestet in Western

Blot mit Lysat aus wir.gondii Daten nicht gezeigt).

Eines der Tiere in der Kontrollgruppe (A49) entwickelte am Tag 29, d.h. 11 Tage nach der
zweiten Immunisierung eine motorische Schwache und litt unter Apathie und Appetitlosig-
keit. Eine erhohte Kdrpertemperatur, die ein typisches Merkmal fir eine Toxoplasmose ist,
wurde nicht festgestellt. Die neurologische Erkrankung hatte sich bis zum nachsten Tag ver-
schlechtert, so dass der Affe am Tag 30 eingeschlafert wurde. Bei anschliel3ender mikroskopi-
schen Untersuchung der Gehirnschnitte konnten keine Bradyzoitenzysten festgestellt werden,
die auf eine Revertante des sonst nicht persistierenden ts-4 Stammes deuten wirden. Der Affe
A49 ist nicht in der Auswertung aufgeflhrt.

Die Entwicklung der MSP-1 induzierten humoralen Immunantwort wurde mittels ELISA mit
den rekombinanten MSP-1 Fragmenten analysiert und ist am Beispiel der Serokonversion
gegen das p83 Fragment in der Abbildung 5.19A dargestellt. Bereits nach der ersten Immuni-
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sierung (Tag 21, Serum)svurde ein MSP-1 spezifischer Antikdrpertiter bei allen immuni-
sierten Affen festgestellt, der durch die zweite Immunisierung gesteigert werden konnte (Se-
rum s, Tag 35). Die dritte Immunisierung fuhrte jedoch nicht zur Induktion der MSP-1 spezi-
fischen Antikdrperproduktion. Der Antikorpertiter dgrSeren (vom Tag 42) wurde deutlich
reduziert, obwohl die Serokonversion gegenTigondiiAntigene weiter gesteigert wurde
(Abbildung 5.19B). Dies steht auch im Gegensatz zu der Entwicklung der MSP-1 induzierten
Immunantwort nach einer Immunisierung mit MSP-1 Protein gereinigPatedciparum In

beiden Versuchen Cali 1993 und Cali 1995 wurde nach jeder Immunisierung mit dem nativen
MSP-1 ein spezifischer Anstieg des Antikorpertiters beobachtet (zum Vergleich siehe Anhang
V).
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Abbildung 5.19: Entwicklung der humoralen Immunantwort nach drei Immunisierungen mit ts-4 und ts-
4/Tg190Tg Parasiten

In A ist die Analyse des MSP-1 spezifischen Antikdrpertiters mittels ELISA mit dem rekombinanten p83 Frag-
ment dargestellt. Die Kurven zeigen den p83 spezifischen Antikdrpertiter bei eing/=AD1 (angegeben in
Tausend). Wéahrend beide Kontrollaffen A38 und A50 keine Serokonversion zeigten, wurde bei allen mit
ts4/Tg190Tg Parasiten immunisierten Affen eine Induktion der MSP-1 Antikdrper festg&stagigt die Ent-
wicklung der humoralen Immunantwort gegen die T. gondii Antigene. Dazu wurden die ELISA Platten mit T.
gondii Lysat (1/1000 in Karbonatpuffer verdiinnt) beschichtet. Alle Affen in beiden Gruppen entwickelten einen
T. gondii spezifischen Antikorpertiter, der nach jeder Immunisierung induziert wurde. Angegeben sind die Anti-
korpertiter (in Tausend), die bei einer Q> 1 gemessen wurden. Die Pfeile bedeuten den Zeitpunkt der Immu-
nisierung (am Tag 0, 21 und 35). An diesen Tagen wurden ebenfalls die Seren gewgumednisnun Serum,

Tag 0; $=Serum nach der ersten Immunisierung, Tag 2iSerum nach der zweiten Immunisierung, Tag 35;
s;=Serum nach der dritten Immunisierung, Tag 42).

Die Reduktion des anti-MSP-1 Antikdrpertiters nach der dritten Immunisierung mit ts-

4/Tg190Tg Parasiten wurde in ELISA Analysen mit allen getesteten Fragmenten beobachtet
(d.h. auch mit p42, p30, p38 und p19, siehe Abb. 5,2diss).
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5.3.2.3.2 Induktion der humoralen anti-MSP-1 Antwort nach einer Immunisierung mit
heterolog hergestelltem MSP-190F, gereinigt aus T. gondii

Die Versuche Cali 1993 und Cali 1995 hatten gezeigt, dass el daisiparumgereinigtes
MSP-1 Protein eine starke humorale Immunantwort induzieren kann (siehe Tabelle 6 und
Anhang IlI-V).

Um eine Steigerung des anti-MSP-1 Antikorpertiters im unseren Experiment zu erreichen,
wurden dieAotusAffen mit dem audl. gondiigereinigten MSP-190F Protein immunisiert.

Die Aufreinigung des Proteins ist im Absatz 5.3.2 dokumentiert. Dazu wurde das gereinigte
MSP-190F Protein mit dem SBAS2 Adjuvans gemischt (siehe 4.12.2). 73 Tage nach der Er-
stimmunisierung wurden den Tieren der immunisierten Gruppe jeweils etwa 8 ug des Proteins
intramuskular injiziert, wahrend die Kontrollaffen die gleiche Menge der Adjuvans/PBS Mi-
schung erhielten.

Sieben Tage nach dieser Immunisierung (Tag 80) wurden die Seren bezlglich der MSP-1
spezifischen Antikérperproduktion analysiert. Bei allen immunisierten Affen war eine starke
Erh6hung des Antikorpertiters zu beobachten, die in der Abbildung 5.20 und 5.21 dokumen-
tiert ist.

Die Entwicklung der MSP-1 induzierten humoralen Immunantwort wahrend der gesamten
Immunisierungsperiode ist zusammenfassend in der Abbildung 5.21 dargestellt. Sie zeigt die
Ergebnisse von ELISA Tests, in denen die Reaktivitat aller gewonnen Seren gegen die re-
kombinanten Fragmente p83 und p42 (Abb.: 5.21A) bzw. p30, p38 und p19 (Abb.: 5.21B)
bestimmt und als Antikorpertiter bei einer @B 0,1 dargestellt wurde.

Die erste Immunisierung mit ts4/Tg190Tg fuhrte zu einer signifikanten Antikorperproduktion,
die durch die zweite Immunisierung mit rekombinanten ts-4 Parasiten gesteigert wurde. Nach
der dritten Immunisierung fiel bei allen Affen der Titer ab. Eine Steigerung des Antikorperti-
ters konnte jedoch durch die Immunisierung mit MSP-190F, gereinigi.agendii erreicht
werden. Der bis dahin geringe Antikdrpertiter gegen die Fragmente p30, p38 und p19 wurde
ebenfalls um ein Vielfaches erhoht. So wurde bei den meisten Affen ein maximaler Antikor-
pertiter eine Woche nach der Immunisierung mit dem Protein gemessen (Wejtenfiif ag

80), der jedoch in der Regel bis zur der Infektionfnitalciparumwieder abfiel (§ Tag 94).

Der Affe A36 ist dabei die Ausnahme und zeigt eine weitere Erh6hung der Antikdrperpro-
duktion gegen alle getestete Fragmente.

Die aktuellen Antikorpertiter aller Affenseren am Tag Befalciparuminfektion (s, Tag 94)

sind in der Abbildung 5.22 zusammengefasst. Eine eindeutige Serokonversion gegen die gete-
steten Fragmente p83, p30, p38, p42 und p19 wurde bei allen immunisierten Affen erzielt.
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Abbildung 5.20: Induktion des MSP-1 spezifischen Antikdrpertiters nach einer Immunisierung mit MSP-

190F Protein, gereinigt aus T. gondii

Die Seren vor der Immunisierung der Tiere mit Protejiv@gsn Tag 73) und eine Woche danachv@n Tag 80)

wurden beziglich ihrer Reaktivitdét mit den rekombinanten Fragmenten/y88n¢l p42 B) mittels ELISA
analysiert. Wahrend die Seren der Kontrollaffen (A 38 und A50) keine Serokonversion zeigten, wurde bei allen
immunisierten Affen eine hohe Steigerung des Anikdrpertiters festgestellt. Angegeben sindgi&vete, die

einem MSP-1 spezifischen Antikdrpertiter bei gegebener Verdiinnung der Seren (1/250 bis 1/32000) entspre-
chen.
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Abbildung 5.21: Entwicklung der Serokonversion gegen die rekombinante MSP-1 Fragmente wahrend der
gesamten Immunisierungsperiode

Die Analyse der Seren mittels ELISA wurde wie in der Abb.: 5.18 beschrieben durchgefiihrt und die jeweiligen
Antikorpertiter berechnet (aus dem linearen Bereich der Titrationskurve). Aufgetragen sind die Werte, die zu
einer ODy= 0,1 korrespondieren (Angabe in Tausend). Ein bedeutend hdherer Antikdrpertiter wurde fur die
Fragmente p83 und p42 gemessen, weshalb diese in der AbbAddaggestellt sind (die y-Werte aufgetragen

an einer Skala von 1 bis 300008)zeigt die erreichten Antikdrpertiter gegen die Fragmente p30, p38 und p19
(y-Werte von 0 bis 15000). Der Zeitpunkt der Immunisierung mit transgenen ts4/Tg190Tg Parasiten ist mit den
schwarzen Pfeilen gekennzeichnet, wahrend der weiRe Pfeil die Proteinimmunisierung markiert. An diesen Ta-
gen wurden ebenfalls die Seren zur Analyse gewongerpre-immun Serum, Tag 0;=sSerum nach 1. Immu-
nisierung, Tag 21;,5 Serum nach 2. Immunisierung, Tag 3% Serum nach 3. Immunisierung, Tag 42 s
Serum am Tag der Proteinimmunisierung, Tag #3;3erum nach der Immunisierung mit dem Protein, Tag 80;

ss= Serum am Tag der Infektion nit falciparum(gekennzeichnet mit ,**).
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Abbildung 5.22: Die Analyse des Antikorpertiters unmittelbar vor der Infektion mit P. falciparum

Die Affenseren am Tag der Infektion nit falciparum(Seren § Tag 94) wurden beziglich ihrer Reaktivitat

mit den rekombinanten Fragmenten mittels ELISA analysiert (Durchfiihrung siehe Abb.: 5.18). Angegeben sind
die gemessenen QR}Werte, die einem spezifischen Antikérpertiter bei gegebener Verdiinnung der Seren ent-
sprechen. Die Serokonversion gegen die Fragmente p83 und p42 wurde bei einer Verdinnung von 1/250 bis
1/32000 A) bzw. von 1/100 bis 1/12800 gegen die Fragmente p30, p38 und p19 gensdeie Seren der
Kontrollaffen A38 und A58 zeigten keine Reaktion mit den getesteten Fragmenten.

5.3.2.3.3 Analyse der potentiellen Schutzwirkung des rekombinanten MSP-1 Proteins nach
einer Infektion mit P. falciparum des FVO Stammes

Die Versuchstiere wurden am Tag 94 mit 1XPO falciparumParasiten (Ringstadien) des
FVO Stammes infiziert. Die Entwicklung der Parasitemie mittels mikroskopischer Analyse
der Giemsa gefarbten Blutausstriche wurde ab dem flinften Tag nach der Infektion taglich
verfolgt. Diese Daten sind in der Tabelle 7 aufgefihrt; der Infektionsverlauf in der Abbildung
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5.23 graphisch dargestellt. Die Tiere wurden unmittelbar mit Mefloquine behandelt
(25mg/5ml PBS), wenn sie eine Parasitemie von 5% erreicht hatten.

Tage Immunisierte Gruppe Kontrollgruppe
p.i. A46 A58 A42 A36 A38 A50
0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0,1 0,1 0
7 0,33 0,32 0,6 1,35 0,43 0,2
8 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
9 0,9 3,4 2,4 6,7 9,7 57
9,5 4 5 5,8
10 0,5 1

11 1,25 8,7

12 1

13 1,6

14 2,6

Tabelle 7: Entwicklung der Parasitemie nach der Infektion mit P. falciparum

Ab dem funften Tag nach der Infektion (p.i.) wurden die Fingerblutproben aller Affen 1-2-mal taglich an die
Anwesenheit deP. falciparumParasiten getestet. Dazu wurden Bli@asmodiermittels Giemsa Farbung sichtbar
gemacht und die parasitierten Erythrozyten ausgezahlt. Die Parasitemie ist in % angegeben.

Die ersten Parasiten wurden am Tag 6 nach der Infektion in dem Affen A 36 und A38 identi-
fiziert. Beide Kontrollaffen A38 und A50 sowie die Affen A36 und A42 in der immunisierten
Gruppe haben am Tag 9 die 5%-ige Parasitemiegrenze Uberschritten und wurden medika-
mentds behandelt.

Der Affe A58 konnte den ersten Parasitemieausbruch (4% am Tag 9,5) reduzieren, bis er am
Tag 11 behandelt werden musste. Der Affe A46 kontrollierte die Parasitemie wahrend der
ganzen Versuchsdauer und wurde erst nach den Beenden des Experimentes behandelt (am
Tag 14), noch bevor er die 5%-ige Parasitemiegrenze héatte erreicht haben kdnnen.
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Abbildung 5.23: Graphische Darstellung der Parasitemieentwicklung nach der Infektion mit P. falciparum

Die Parasitemie (angegeben in %) wurde taglich ermittelt und ist in % angegeben. Wahrend in der Kontrollgrup-
pe beide Affen die 2%-ige Parasitemiegrenze am Tag 8 nach der Infektion Uberschritten hatten, erreichten die
Affen A46 und A58 in der immunisierten Gruppe endgultig diese Grenze mit einer signifikanten Verspatung von

6 bzw. 3 Tagen: A46 am Tag 14 und A58 am Tag 11. Nach dem Beenden des Versuches wurde der A46 mit
Mefloquine behandelt (B).

Die aus dem Infektionsverlauf und der Analyse des erreichten Antikdrpertiters ermittelten
Daten sind in der Tabelle 8 zusammengefasst. Obwohl bei keinem der immunisierten Tiere
ein kompletter Schutz erzielt werden konnte, wurde bei zwei Affen eine Verspatung des Para-
sitemieausbruches beobachtet. Der Affe A46 erreichte die 2%ige Parasitemiegrenze am Tag
14, d.h. 6 Tage spater als die Kontrollaffen. Dieser Affe weist den hochsten Antikorpertiter
gegen die Fragmente p83, p38, p42 und pl9 auf. Der Affe A58, der im Vergleich mit den
Kontrollaffen drei Tage spater endglltig die Parasitemie von 2% uberschreitet, erreichte den

zweit héchsten Titer gegen p83 und p38, weist jedoch den niedrigsten p42-spezifischen Anti-
korpertiter auf.
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Affe Erreichen der Antikdrpertiter gegen MSP-1 Fragmente bei
2%-ige Parasitemie OD,5= 0,1 (x1000)

(in Tagen) p83 p30 p38 p42 p19
A46 14* 120 0,4 55 112 11
A58 11* 97 2,4 4.5 41 1
A42 8 53 0,7 2,2 61 4
A36 8 25 51 0,4 47 1,3

Ktrl. (n=2) 8

Tabelle 8: Beziehung zwischen der Parasitemieentwicklung und dem Antikdrpertiter der pre-challenge Seren
Der Antikdrpertiter der pre-challenge Sereg) (gurde mittels ELISA mit dem rekombinanten MSP-1 Fragmen-
ten bestimmt (siehe Abb. 5.22). Aus dem linearen Bereich der Titrationskurve wurden anschlieBend die Titer
berechnet, die einem QR = 0,1 entsprechen (angegeben in Tausend). Die Affen in der immunisierten Gruppe,
die die Parasitemiegrenze von 2% mit einer signifikanten Verspatung erreichten, sind mit einem ,* gekenn-
zeichnet (A46 und A58). Die Kontrollaffen (Ktrl.) zeigten keine Kreuzreaktivitdt mit den getesteten MSP-1
Fragmenten.

Verglichen mit den Experimenten Cali 1993 und Cali 1995 wurde durch die Immunisierung
mit dem inT. gondiihergestelltem MSP-190F ein insgesamt niedrigerer Antikorpertiter er-
reicht (siehe Tabelle 6). Lediglich fur die Fragmente p30 und p38 sind die ermittelten Werte
mit dem Versuch Cali 1995 vergleichbar.

Drei Wochen nach dd?. falciparuminfektion wurden erneut Blutproben zur Gewinnung der
post-challenge Seren,(§ag 115) entnommen und die Induktion der MSP-1 spezifischer An-
tikdrperproduktion mittels ELISA analysiert. Bei allen Tieren wurde ein Anstieg des Antikor-
pertiters gegen alle rekombinante Fragmente gemessen, der bei den immunisierten Affen um
das Vielfache hoher war als bei der naiven Kontrollaffen. In Abbildung 5.24 ist diese durch
die P. falciparuminfektion bedingte Steigerung der Antikérperproduktion am Beispiel der
Fragmente p83 und p42 dargestellt.
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Abbildung 5.24: Induktion des MSP-1 spezifischen Antikdrpertiters drei Wochen nach der Infektion mit P.
falciparum

Die pre-challenge {sTag 94) und post-challenge Serepn T&g 115) wurden bezuglich ihrer Reaktivitat mit den
rekombinanten Fragmenten p88)(und p42 B) mittels ELISA analysiert. Angegeben sind die @RVerte, die

einem MSP-1 spezifischen Antikdrpertiter bei gegebener Verdiinnung der Seren (1/4000 bis 1/512000) entspre-
chen. Die Seren der naiven Affen in der Kontrollgruppe (A38 und A50) zeigten eine signifikante Reaktion.
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5.4 Untersuchung der Bindungsaffinitat zwischen transgenen. gondiiund
Erythrozyten

Obwohl der Invasionsprozess zytologisch gut beschrieben ist (Bannister and Dluzewski,
1990), sind sowohl die molekularen wie auch die biochemischen Ereignisse, die die Invasion
begleiten, nicht ausreichend belegt und im Detail verstanden.

Bis zum heutigen Tage wurden zwei parasiteneigene Proteine charakterisiert, die an der Inva-
sion der menschlichen Erythrozyten durch die Merozoiten aktiv beteiligt sind: das 175kD
gro3e Erythrozyten bindendes Antigen &usfalciparum(Pf-EBA-175) und das Duffy-
Antigen bindende Protein ads vivax(PvDBP) (Chitnis and Miller, 1994; Siet al, 1994).

Beide Proteine sind in den intrazellularen Mikronemen lokalisiert und kénnen deshalb nur
begrenzt, wenn Uberhaupt an dem primaren Kontakt zwischen den Parasiten und den Erythro-
zyten beteiligt sein. Das Apikale Membran Antigen 1 (AMA-1), dessen biologische Funktion
noch nicht geklart wurde, wird dank seiner subzellularen Lokalisation und Stadium-
spezifischer Expression ebenfalls als ein in dem Invasionsprozess involviertes Protein ange-
sehen (Narum and Thomas, 1994). Obwohl ein oberflachensténdiges Protein des Merozoiten,
das an einen bestimmten Rezeptor auf der Plasmamembran des Erythrozyten binden und so-
mit den ersten Schritt der Invasion vermitteln kénnte, noch nicht identifiziert wurde, gibt es
Hinweise dafir, dass das MSP-1 eine Rolle in diesem Prozess spielen kénnte.

Ein Ziel dieser Arbeit war es zu Uberprifen, ob eine Wechselwirkung zwischen tran$genen
gondii Parasiten, welche — wie wir annehmen — das natirlich gefaltete MSP-1F bzw. Teile
desselben, an der Oberflache tragen, und Erythrozyten festgestellt werden kann. Der obligato-
risch intrazellularer Parasit gondiiinfiziert in der Regel nur kernhaltige eukaryotische Zel-

len (Mineo and Kasper, 1994a). Uber das VorkommenTagondiiin Saugererythrozyten

gibt es lediglich eine Einzelbeobachtung (Jadin and Creemers, 1968).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten also experimentelle Bedingungen etabliert werden, die es
erlauben wirden, sowohl qualitativ als auch quantitativ eine Assoziation zwischen rekombi-
nantenT. gondiiund menschlichen Erythrozyten zu erkennen.

5.4.1 Mikroskopische Untersuchungen

Fur diese Experimente wurden die Parasiten der Tg190Tg-Linie ausgewéahlt (siehe 5.2.2.1).
Das in dieser Linie synthetisierte MSP-190F Protein ist an der Oberflache der Parasiten loka-
lisiert. Zuséatzlich exprimiert diese Linie zytosolisch ¢&Z Gen, so dass die Parasiten mit-

tels B-Galaktosidase Farbung sichtbar gemacht werden kdnnen. Als MSP-1-negative Kon-
trolle wurde die ebenfalls dascZ Gen zytosolisch exprimierend€. gonditLinie
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TCAT/lox/lacZ/lox verwendet (Brecldt al, 1999). Diese Linie weist keine Modifikation der
Parasitenoberflache auf.

Um eine Assoziation zwischen Erythrozyten und Parasiten mikroskopisch zu erkennen, wur-
den frisch vorbereitete Parasiten mit immobilisierten Erythrozyten der Blutgruppesam-
mengebracht ( siehe 4.14.1) und anschlieRend irseu 3-Galaktosidase Farbung unterwor-

fen. Als Kontrolle diente eine transgene [3-Galaktodsidase poSitigenditLinie (Abb.:

5.25). Bei den MSP-1 negativen Parasiten wurde keine Interaktion mit den Erythrozyten be-
obachtet. Es konnten nach dem Waschen einzelne Parasiten identifiziert werden, die jedoch
keinen Kontakt zu den Erythrozyten hatten. Im Gegensatz dazu fihrte die Inkubation mit den
Tg190Tg Parasiten zu einer Assoziation mit den immobilisierten Erythrozyten. Mehrere Arten
von Interaktion konnten in wiederholten Experimenten beobachtet werden. Die meisten Para-
siten wurden in einer gerichteten Stellung, d.h. mit einem Ende zu der Erythrozytenoberflache
orientiert, gefunden. In Einzelfallen wurden mehrere Erythrozyten mit einen MSP-1 positiven
Parasit assoziiert identifiziert (Abb.: 5.25, rechts im Bild). Bei vielen der Erythrozyt/Parasit
Paare wurde eine eindeutige R-Galaktosidase Farbung im Inneren des Erythrozyten festge-
stellt. Bei der anschlieBenden Immunfluoreszenzanalyse mit dem anti-3-Gal Antikorper
konnte jedoch nur das zytosolische Protein des Parasiten identifiziert werden (Daten nicht
gezeigt), eine Farbung der Erythrozyten wurde nicht beobachtet.

Abbildung 5.25: Assoziation der transgenen T. gondii Parasiten mit menschlichen Erythrozyten

Etwa 10 frisch vorbereitete Erythrozyten der Blutgrupp&wAirden in 0,25% BSA/PBS resuspendiert und auf

dem Boden der Kulturschale immobiliziert. Nicht gebundene Erythrozyten wurden nach einstiindiger Inkubation
bei RT abgewaschen. Die extrazellularen Parasiten der Linien TCAT/lox/lacZ/lox (links) bzw. Tg190Tg (Mitte
und rechts) wurden ebenfalls in 0,25% BSA/PBS resuspendiert und zu den gebundenen Erythrozyten gegeben
(jeweils 16 in 2 ml der Inkubationslésung). Wahrend der nachfolgenden Inkubation fiir mind. 2 h bei 37°C in
Brutschrank wurde das Setzen der Parasiten sowie die Mdglichkeit, mit den Erythrozyten zu interagieren, ge-
wabhrleistet. Uberschussige Parasiten wurden durch erneutes Waschen entfernt. Die zuriickgebliebenen Parasiten
lieRen sich mit X-Gal anfarben. Nach einer Stunde wurden die Ansatze direkt mirkoskopisch bei 40facher Ver-
groBerung analysiert. Die schwarze Pfeile deuten auf die Tg190Tg Parasiten hin, die mit den ebenfalls blau ge-
farbten Erythrozyten assoziiert sind. Die roten Pfeile markieren die Tg190Tg Parasiten, die gerichtet mit der
Erythrozytenoberflache interagieren.
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5.4.2 Quantitative Untersuchungen der Bindungsaffinitat mit Hilfe von Durchflusszytome-
trie

Um eine Aussage uber die Effektivitdt und im gewissen Sinne auch Uber die Starke der Bin-
dung zwischen Parasit und Erythrozyt machen zu kdnnen, haben wir uns fur die Analyse der
Bindungsexperimente mittels Durchflusszytometrie entschieden. Bei diesen Experimenten
wurden die extrazellularen, GFP-positivengondiimit Erythrozyten inkubiert, die zuvor mit
einem roten Fluoreszenzfarbstoff markiert worden sind. Analysiert man nun diese Mischpo-
pulation in einem Durchflusszytometer, kann die Anzahl der doppel-positiven Ereignisse, d.h.
solcher Ereignisse, die sowohl im roten als auch im griinen Bereich als positiv identifiziert
worden sind, erfasst werden.

In diesen Bindungsexperimenten wurden die GFP-posifivegonditLinien angesetzt, die

das MSP-190F in seiner Gesamtlange sowie seine carboxyterminalen Fragmente MSP-F42
und MSP-F19 synthetisieren und auf der Oberflache tragen: 190/GFP, 42/GFP und 19/GFP.
Als negative Kontrolle wurde die ebenfalls GFP-posifivgonditLinie GFPTgM-Atail ver-

wendet (Hettmann, 2000). Diese Parasiten exprimieren konstitutiv das GFP und weisen keine
zusatzliche Modifikation der Oberflache auf.

Um diese Methode testen und die Effizienz der moglicherweise MSP-1 vermittelten Bindung
der Parasiten an die Erythrozyten erfassen zu kénnen, war es zuerst notwendig, eine Reporter-
Linie herzustellen.

5.4.2.1 Konstruktion des Reporter-Plasmids und Etablierung der transgenen T. gondii-
Linie

Als Reporter-Linie zur Untersuchung der Bindungsaffinitdt an die Erythrozyten sollen trans-
geneT. gondiihergestellt werden, die an ihrer Oberflache die Region Il des Duffy binding
Protein aud. vivaxexponieren. Es wurde gezeigt, dass dieses Fragment an der Oberflache
von COS7 Zellen verankert, die Bindung von Erythrozyten an diese Zellen vermittelt (Chitnis
et al, 1994).

Die Konstruktion des Vektors zur Expression der Region Il von PvDPB erfolgte in Zusam-
menarbeit mit Dr. Carmen Fernandez, ZMBH. Die Kodierungssequenz der Region Il wurde
mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion aus dem Plasmid pHVDR22 amplifiziert (zur Ver-
fugung gestellt von Dr. Ch. Chitnis). Dazu wurden spezifische PCR-Oligonukleotide entwor-
fen, PvDBPs und PvDBPas, die zusatzlich die Schnittstelle des Restriktionsenzyms Nsil ent-
halten. Das amplifizierte Fragment wurde mit Nsil verdaut und in das mit Nsil/Pstl geschnit-
tene Plasmid pSP 130-2 (1. Jecmik, 1996) ligiert. Das daraus resultierende Plasmid wurde pSP
PvDBPII benannt und durch Sequenzanalyse verifiziert. Es kodiert fir das PvDBP Region Il
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Protein (324 AS), das mit der Signalpeptidsequenz und GPI-Ankersignalsequenz des SAG1
Proteins au3. gondiifusioniert wurde (siehe Abb.: 5.4).

In einem zweiten Klonierungsschritt wurde von Carmen Fernandez die Ty-1 Epitopsequenz
eingefihrt, welche den Nachweis des rekombinanten Protein ermdglicht (Btaasitjri996).

Diese Sequenz wurde aus dem Vektor pSP/Ty-1Pv19GPI gewonnen (Carmen Fernandez), der
sich von dem pSP PvDBPII nur bezuglich des Inserts zwischen den Signalpeptid- und GPI-
Ankersignalsequenzen unterscheidet. Der Vektor pSP/Ty-1Pv19GPI wurde mit den Restrikti-
onsemzymen Xhol und Pstl verdaut und das Fragment, das fir den SAG1 Promotor sowie fur
das SAG1 Signalpeptid und Ty-1 Epitop kodiert, isoliert. Dieses Fragment wurde in den mit
Xhol und Nsil verdaute Vektor pSP PvDBPII ligiert.

Das so entstandene Plasmid pSP/Ty-1PvDBPII wurde durch Sequenzanalyse utberprft und in
die hxgprt Mutante vonT. gondii transfiziert. Als Kotransfektionsvektor wurde der
p5RepPR3/GFP/HX verwendet, der die MPA/Xanthin-Selektion ermdglicht und gleichzeitig
das GFP zytosolisch exprimiert. Die aus dieser Transfektion hervorgegangene Reporter-Linie
wurde PvDBPII/GFP benannt. Das rekombinante PvDBPII Protein wurde in einem Western
Blot (10%iges PAA-Gel) mit dem anti-Ty-1 mAk BB2 als eine saubere Bande mit dem Mo-
lekulargewicht von etwa 50kD identifiziert (errechneter MW = 46,5kD) (Daten nicht gezeigt).
Die PvDBPII/GFP Linie wurde mittels IFA und GFP-vermittelter Fluoreszenz weiter analy-
siert (Abbildung 5.26). Wahrend das PvDBPII Protein an der Plasmamembran des Parasiten
akkumuliert, deutet das GFP-vermittelte Signal auf eine zytosolische Anreicherung des GFP
Proteins hin. Die gewlinschte Lokalisation des PvDBPII Proteins auf der Oberflache des Para-
siten wurde mittels IFA unter nicht-permeabilisierenden Bedingungen bestatigt.

Abbildung 5.26: Analyse der GFP-positiven PvDBPII/GFP-Linie mittels IFA

Die intrazellularen, rekombinanten Parasiten wurden fixiert, permeabilisiert und mit dem mAk BB2 (anti-Ty-1)

in einer 1:1000 Verdiinnung inkubiert. Als Zweitantikdrper wurde das anti-Maus Aanjugat verwendet

(1:5000 verdiinnt), das eine indirekte Immunfluoreszenzaufnahme im roten Lichtspektrum ermdglicht (mittlere
Reihe). Das rekombinante PvDBPII Protein ist gleichméfig an der Plasmamembran der Parasiten verteilt. Das
GFP Protein zeigt in der direkten Fluoreszenz im griinen Lichtspektrum eine zytosolische Lokalisierung (rechts).
Links ist die Phasenkontrastaufnahme abgebildet.
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5.4.2.2 Durchflusszytometrieanalyse der Bindungsexperimente

Um die Methode der Durchflusszytometrie in unseren Bindungsexperimenten erfolgreich an-
wenden zu kénnen, sollte ein rot fluoreszierender Farbstoff fur die Markierung der Erythro-
zyten benutzt werden, so dass diese eindeutig von den GFP-poSiterdii Parasiten zu
unterscheiden sind. Diese Substanz sollte passiv und irreversibel in die Lipiddoppelschicht
der Erythrozytenmembran eingebaut werden. Wir haben zu diesem Zwecke ein langkettiges
Dialkylcarbocyanin gewabhlt, Dil. Die Alkylkette des fluoreszierenden Farbstoffes dient als
lipophiler Trager, der in die Plasmamembran eingebaut und mittels lateraler Diffusion ver-
breitet wird. Das Protokoll fur die Markierung wurde modifiziert aus Sowers et al., 1985,
tubernommen. (siehe 4.14.2.1). Unter diesen Bedingungen wurden bis zu 85% der Erythro-
zyten markiert wie die Abbildung 5.27 dokumentiert.

A B

o d¢
1¢ 168 1d

Dil
Dil

10t

¢ 18 ad ¢ 10 ad

GFP GFP

Abbildung 5.27: Analyse der mit DilG markierten Erythrozyten mittels Durchflusszytometrie

Die nicht markierten A) sowie markierten ErythrozyterB] wurden zweimal mit PBS gewaschen und in
2%igem Formaldehyd/PBS fixiert. Die Suspension wurde vor jeder Messung kraftig gemischt (Vortex). Die
Messung wurde mit dem FACScan Geréat der Firma Becton Dickinson mit den Einstellungen wie unter 4.14.2.3
angegeben, durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die Quadrant-Diagramm Analyse, in der die Fluoreszenz im gri-
nen Bereich auf der x-Achse und die im roten Bereich auf der y-Achse aufgetragen ist. Dementsprechend er-
scheinen die nicht markierten Zellen in dem unteren rechten Quadrant, wohingegen die mit dem rot-
fluoreszierenden Dil¢g markierte Erythrozyten zu 85% in dem oberen linken Quadrant zu finden sind.

In den Bindungsexperimenten wurden jeweild dfarkierte Erythrozyten (Blutgruppe*A
Duffy-Antigen positiv mit dem Phenotyp Fy*(&")) mit einfachen Uberschuss von transge-
nenT. gondiiParasiten im DMEM gemischt und fir 4 h im Zellkulturschrank bei 37°C inku-
biert. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellpopulationen mit 2% Formaldehyd/PBS fixiert
und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Diese Ergebnisse sind in der Abbildung 5.28
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dargestellt und die Daten aus zwei unabhangigen Experimenten wurden in Tabelle 9 zusam-
mengefasst.

- Erythrozyten + Erythrozyten

GFPTgM-Atail

Quad Events % Gated
oL 30 0.06
OR 1240 2.48
UL 10546 21.09
UR 38184 76.37

Quad Events % Gated
oL 17312 34.62
OR 4199 8.40
UL 19342 38.68
UR 9147 18.29

PvDBPII/GFP

Quad Events % Gated
oL 269 0.54
OR 286 0.57
uL 8408 16.82
UR 41037 82.07

Quad Events % Gated
ToL 14797 2950

OR 6039 12.08

UL 15521 31.04

UR 13643 27.29

19/GFP
Quad Events % Gated Quad Events % Gated
oL 66 0.13 oL 5681 11.36
OR 585 117 OR 8694 17.39
uL 2740 5.48 uL 7811 15.62
UR 46609 93.22 UR 27814 55.63
42/GFP
Quad Events % Gated Quad Events % Gated
oL 323 1.08 oL 7478 24.93
OR 99 0.33 OR 3595 11.98
uL 6425 21.42 uL 8628 28.76
UR 23153 77.18 UR 10299 34.33
190/GFP
Quad Events % Gated Quad Events % Gated
oL 263 0.88 oL 3755 12.52
OR 187 0.62 OR 4606 15.35
uL 2222 7.41 uL 4257 14.19
UR 27328 91.09 UR 17382 57.94

Abbildung 5.28: Durchflusszytometrieanalyse der Bindungsaffinitét zwischen rekombinanten T. gondii und
menschlichen Erythrozyten

In jedem Ansatz wurden 1@nit dem DilG, Farbstoff markierte Erythrozyten der Blutgruppémit 2x10 ex-
trazellularen rekombinanteh. gondii Tachyzoiten gemischt und fur 4 h in Zellkulturschrank inkubiert. Nach
Waschen und Fixieren der Proben wurden die Ansatze mittels Durchflusszytometrie unter Bedingungen analy-
siert, die in 4.14.2.3 angegeben sind. Die hier prasentierte Auswertung mittels Quadrant-Diagramm Analyse
(Angaben in %) ermdglicht die Quantifizierung der einzelnen Subpopulationen in jedem Ansatz. Alle Parasiten-
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linien wurden zuerst einzeln analysiert (- Erythrozyten), um die Qualitat der Population zu erfassen und die Po-
sition des Fadenkreuzes festzulegen. Diese wird durch die Starke des GFP Signals bestimmt und ist in den ein-
zelnen Linien unterschiedlich, abhangig von dem fiir die Transfektion verwendeten GFP-Expressionsvektor. Im
unteren linken Quadrant (UL) befinden sich nicht fluoreszierende Zellen (d.h. tote Parasiten) und vorwiegend
Zelltrimmer. Die GFP-positiven Parasiten sind in dem unteren rechten Quadranten (UR) zu finden. Bei der
Analyse der mit Erythrozyten gemischten Ansatze (+ Erythrozyten) sind in dem oberen linken Quadranten (OL)
die markierten roten Blutkérperchen zu finden. Im oberen rechten Quadranten (OR) sind die Ereignisse erfasst,
die Doppelfluoreszenzmerkmale tragen, d.h. sowohl grin als auch rot fluoreszierend erscheinen. Diese Werte
wurden fur die Quantifizierung des Bindungspotenzials verwendet. FL1-H = Fluoreszenz 1 im griinen Bereich
(GFP); FL2-H = Fluoreszenz 2 im roten Bereich (DilC16); Quad = Position des Quadranten; Events = absolute
Anzahl der gemessen Ereignisse; %Gated = Anzahl der Ereignisse angegeben in %.

Diese Daten zeigen zunachst, dass bei der als negative Kontrolle verwendeten Linie
GFPTgM-Atail erwartungsgemal die niedrigste Anzahl der Doppelfluoreszenz-Ereignisse
gemessen wurde. Wird dieser Wert gleich 1 gesetzt, kann ein direkter Vergleich der Bin-
dungsaffinitat der analysiertdn gondiiLinien untereinander gezogen werden. Demnach bin-
den die als positive Kontrolle verwendete Parasiten PvDBPII/GFP mit einer um den Faktor 2-
3 hoheren Affinitat an die menschlichen Erythrozyten. Die gleiche Bindungsaffinitat wurde
auch bei den Linien 190/GFP und 42/GFP beobachtet. Die transgene 19/GFP Linie zeigte in
allen Bindungsexperimenten die hdchste Affinitat, um den Faktor 2,7-3,4 hoher als die nega-
tive Kontrolle.

Experiment | T. gonditLinie OR OR + Ery Diff. Faktor

1 GFPTgM-Atail 2,48 8,40 5,92 1@
PVDBPII/GFP 0,57 12,08 11,51 2

19/GFP 1,17 17,39 16,22 2,7
42/GFP 0,33 11,98 11,65 2

190/GFP 0,62 15,35 14,73 2,5

2 GFPTgM-Atail 3,15 5,04 1,89 1@
PVDBPII/GFP 2,01 7,64 5,63 3

19/GFP 3,43 9,94 6,51 3,4
42/GFP 2,03 7,45 5,42 3
190/GFP 2,26 7,91 5,65 3

Tabelle 9: Vergleich der Bindungsaffinitét der verschiedenen transgenen T. gondii-Linien zu menschlichen
Erythrozyten

In der Tabelle sind zwei unabhangige Experimente zusammengefasst, in denen die Bindung der rekombinanten
T. gondii Parasiten an die Erythrozyten mittels Durchflusszytometrie quantifiziert wurde. Angegeben ist die
prozentuelle Anzahl der gemessenen Doppelfluoreszenz-Ereignisse aus dem oberen rechten Quadranten (Anga-
ben in %). Der Wert, der fiur den Vergleich der Bindungsaffinitat der verschiedemggmdiiLinien verwendet

wurde (Diff.), ist die Differenz zwischen dem Wert des mit Erythrozyten inkubierten Ansatzes (OR + Ery) und
dem Wert, der fir die jeweilige Parasitenlinie alleine gemessen wurde (OR).

@ Zum direkten Vergleich wurde in jedem Experiment der Wert, der fir die Bindung der als negative Kontrolle
verwendete Linie GFPTgM-Atail gemessen wurde, gleich 1 gesetzt.
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In einem abschlieRenden Experiment sollten die bei der Analyse der Bindungsaffinitat er-
kennbaren Populationen weiter untersucht werden. Dazu wurden mit Hilfe von Fluoreszenz-
aktivierter Zellsortierung (siehe 4.14.2.4) die Populationen aus den 4 verschiedenen Qua-
dranten getrennt isoliert und unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Diese Analyse be-
statigte unsere Annahme, dass es sich bei der Populationen mit der Doppelimmunfluoreszenz,
d.h. isoliert aus dem oberen rechten Quadranten, vorwiegend um Parasit/Erythrozyt-Paare
handelt, vergleichbar mit denen in der Abbildung 5.25. Mit einer geringeren Haufigkeit wur-
den auch nicht gebundene Parasiten oder markierte Erythrozyten gesichtet, die moglicherwei-
se wahrend des Isolierungsvorganges aus der urspringlichen Bindung losgelést worden sind.
Bei einigen der Paare wurde eine Verbreitung des piarbstoffes von dem markierten
Erythrozyten auf die mit den Erythrozyten assoziigrtgondiibeobachtet, wie an einem Bei-

spiel in der Abbildung 5.29 prasentiert wird. Dabei handelt es sich um die Analyse der Dop-
pelfluoreszenz-Population, die nach der Inkubation von 19/GFP Parasiten mit den Erythro-
zyten erstellt wurde. Diese Aufnahme zeigt einen mit dem Erythrozyten assoziierten Parasi-
ten, der zusatzlich zu der GFP-vermittelten Fluoreszenz auch eine eindeutige rote Fluores-
zenzmarkierung aufweist, verursacht durch den Einbau deg;Bi#bstoffes. Dabei handelt

es sich nicht um eine einfache Diffusion des Farbstoffes, denn andere, nicht gebundene Para-
siten in der gleichen Population wiesen keine rote Fluoreszenz auf (rechts im Bild).

Die Bindung zwischen Erythrozyt uid gondiiwurde bei allen analysierten Anséatzen beob-
achtet, d.h. auch bei den als negative Kontrolle verwendeten GFPTgM-Atail Parasiten. Bei
dieser Linie wurde nur in zwei Féllen eine Verbreitung des [paGf die Parasiten gesichtet.

Der Unterschied bestand also in der Quantitat der gezahlten Ereignisse (siehe Tabelle 9).

Abbildung 5.29: Mikroskopische Analyse der Doppelfluoreszenz-Population, isoliert aus dem Bindungsexpe-
riment mit 19/GFP Parasiten

In diesem Bindungsexperiment wurden die Parasiten der 19/GFP Linie mit den markierten Erythrozyten inku-
biert. Die Population mit den Doppelfluoreszenzmerkmalen (obere rechte Quadrant) wurde anschlieRend mit
Hilfe von fluoreszenzaktivierter Sortierung isoliert und mit Hilfe vom Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die
Abbildung zeigt die Phasenkontrastaufnahme (links) von GFP-positiven Parasiten der 19/GFP Linie. Wahrend
der mit dem Erythrozyten assoziierte Parasit eine eindeutige rot fluoreszierende Markierung aufweist (Fluores-
zenzaufnahme im roten Bereich, 2.v.l.), wurde bei dem frei liegenden Parasiten keipev&it@ttelte Farbung
beobachtet. Die Uberlagerung der Aufnahmen im roten und im griinen (2.v.r.) Bereich ist rechts im Bild darge-
stellt.
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Erwartungsgeman wurden in dem oberen linken Quadranten fast ausschlief3lich die markier-
ten Erythrozyten, in den unteren rechten Quadranten die GFP-po3itigendiiTachyzoiten
identifiziert. Aus der Population des unteren linken Quadranten wurden vorwiegend Zell-
trdmmer, nicht markierte Erythrozyten sowie tote Parasiten isoliert (Daten nicht gezeigt).
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6. DISKUSSION

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt zu einem in dem Ansatz, die potentielle
Schutzwirkung des heterolog hergestellten MSP-1 Proteins zu untersuchen und zum anderen
in der Frage nach der Funktion von MSHiVivo. Der erste Teil dieser Arbeit konzentrierte

sich auf den Entwurf und die Synthese ighsp-1dKodierungssequenz, welche die Expression
desmsp-1(vom Prototyp MAD-20) in seiner Gesamtlange erlauben wirde. Der zweite Teil
befasste sich mit der Aufreinigung des heterolog hergestellten MSP-190F Proteins und seiner
Charakterisierung bezuglich der posttranslationellen Modifizierung, intrazellularen Lokalisie-
rung und Konservierung der immunogenen Epitope. Die Expression des synthetisghgh

Gens sowie seiner Fragmente erfolgte in demRlasmodiunssp nah verwandten Organis-
musToxoplasma gondiidas in seiner attenuierten Form als ein lebender Impfstofftrager in
Immunisierungsstudien eingesetzt wurde. Diese Immunisierungsversuche im Maés-und

tus Primatenmodell sowie die anschlie3ende Analyse der induzierten, humoralen Immunant-
wort sind der wesentliche Bestandteil des dritten Teils dieser Arbeit. Im letzten Teil befasste
ich mich mit der Frage nach der vermuteten, bislang jedoch nicht bewiesenen Rolle des MSP-
1 Proteins in dem initialen Schritt des Invasionsprozesses. Ich konnte zeigen, dass transgene
T. gondiiLinien, die das MSP-1 oder seine Fragmente auf der Oberflache verankert prasentie-
ren, eine erhdhte Bindungsaffinitat zur menschlichen Erythrozyten aufweisen.

6.1 Entwurf und Konstruktion des synthetischermsp-1dGens

Die Sequenzanalyse dersp-1Gene verschiedené&. falciparumlsolate offenbarte den Di-
morphismus der meisten Regionen (Tanetbal., 1987). Demnach kann jedes MSP-1 Protein

zu dem Prototyp K1 oder MAD20 zugeordnet werden. W. Pan in unserem Labor ist es gelun-
gen, durch die Reduktion des hohen A+T Gehaltes der Kodierungssequenz von MSP-1 des
FCB-1 Stammes (bezeichnet als MSP-1F, ein Vertreter des K1 Prototypes) die Expression des
msp-1fGens sowie die Synthese des MSP-1F Proteins zu etabliereet &ai999).

Die hier beschriebene chemische Synthese vom MSP-1 des 3D7 Stammes, bezeichnet als
MSP-1D, basiert auf der gleichen Methode. Das MSP-1D gehdrt zu dem MAD-20 Prototyp
und unterscheidet sich in seiner Aminosauresequenz am meisten von dem bereits syntheti-
sierten MSP-1F Protein. Die gleichzeitige Verfugbarkeit der Vertreter beider Prototypen wird
es in der Zukunft erlauben, sowohl homologe wie auch heterologe Immunisierungs- und In-
fektionsversuche durchzufihren.

Die 1720 AS lange authentische Sequenz des MSP-1DPvdaiciparumdes 3D7 Stammes

wurde unter Verwendung der humanen Kodonhaufigkeiten und mit Hilfe des Zufall-Prinzip-
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Generators zuriick in die DNA Sequenz Ubersetzt. Dadurch wurde gleichzeitig die Reduktion
des A+T Gehaltes von urspringliche 73% auf 54,6% erreicht.

Um eine mdoglichst fehlerfreie und effiziente Transkription und Translation zu erméglichen,
wurde im nachsten Schritt die entworfene Sequenz modifiziert. Durch einen Nukleotidaus-
tausch, bei dem die Aminosauresequenz unverandert bleibt, haben wir die Sequenzen elimi-
niert, die einen vorzeitigen Transkription- oder Translationsstopp verursachen konnen, als
Splei3-Donor oder —Akzeptor-Signale, interne prokaryontische Promotoren und Polyadenylie-
rungssignale erkannt werden sowie die GC-reichen Regionen, Shine-Dalgano und Methylie-
rungssequenzen. Die in der naturlichen MSP-1D Sequenz vorhandenen Glykosylierungs-
signale wurden nicht entfernt, um keinen der putativen Epitope des Proteins zu zerstoren.
Weitere Modifikationen wurden vorgenommen, um eine moglichst einfache und schnelle
Klonierungsstrategie zu entwickeln, die gleichzeitig die Produktion der einzelnen Prozessie-
rungsfragmente sowie deren Kombinationen erméglicht. Durch den Austausch mit alternati-
ven Kodons wurden die meisten Erkennungssequenzen fiur Restriktionsendonukleasen zer-
stort, die nur einmal in dem gesamten Gen schneiden. Mehrmals vorkommende Schnittstellen,
die zur Subklonierung der einzelnen Fragmente verwendet werden sollten, wurden entspre-
chend reduziert.

Ausgehend von der Nomenklatur von Staffetdal, 1994, wurde die Gesamtsequenz des
msp-1din funf Fragmente unterteilt, die den natirlichen proteolytischen Prozessierungspro-
dukten des Proteins, namlich p83, p30, p38, p29, und pl19 entsprechen. Durch die Einfihrung
von Schnittstellen fur einmal schneidende Restriktionsendonukleasen an den Prozessierungs
stellen, an denen die Spaltung des MSP-1D Vorlaufers stattfindet, ist es uns gelungen, syn-
thetischemsp-1dFragmente zu entwerfen, die auf Proteinebene identisch mit den nattrlichen
Spaltprodukten sind oder sich um eine, bzw. um zwei Aminosauren von diesen unterscheiden.
Die funf fir die Zusammensetzung desp-1dGens verwendeten Fragmente wurde einzeln
synthetisiert. LAngere Fragmente wie p83 und p38 mussten dafir aus drei bzw. zwei getrennt
synthetisierten Subfragmenten zusammengesetzt werden. Die Synthese beruht auf einer
asymmetrischen Polymerase-Kettenreaktion, die mit einzelstréangigen, sich Uberlappenden
Oligonukleotiden durchgefihrt wird (Pat al, 1999). Mit Ausnahme vom p29, das ausge-
hend von 12 Oligonukleotiden und p19, das ausgehend von 4 Oligonukleotiden amplifiziert
wurde, wurden fur alle anderen Fragmente jeweils 8 Oligonukleotide in einem PCR-Ansatz
verwendet. Dessen Qualitat, die im Wesentlichen durch die Lange des zu synthetisierenden
Fragments bestimmt wird, ist der limitierende Schritt der Methode. So konnten in dieser Ar-
beit die kurzeren Fragmente auf Anhieb fehlerfrei synthetisiert werden, da die meisten der
verwendeten Oligonukleotide kleiner als 110 Basen waren, namisgi-d8311(618Bp),
mspl-d30(568Bp),mspl-d38I(547Bp) undmsp-1d19(341Bp). Die restlichen Fragmente
wurden aus mehreren fehlerfreien Bldcken zusammengesetzt.

Das von uns entworfene synthetisehsp-1dPolynukleotid kodiert das 1720 Aminosauren
lange MSP-1D Protein des 3D7 Isolats \nfalciparum inklusive Signalpeptid und GPI-
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Verankerungssignal. In Folge der Erweiterung auf3erhalb des offenen Leserahmens besteht die
im Anhang | aufgefuhrte, synthetisierte Sequenz aus 5186Bp.

6.1.1 Perspektiven, welche die Expression des synthetischen msp-1d Gens ero6ffnet

Das von uns synthetisiertasp-1dGen sowie seine Fragmente wurden erfolgreich sowohl in
prokaryontischen als auch in eukaryontischen Expressionssystemen exprimiert.

Die prokaryontische Expression wird in unserem Labor von Rolf Lutz, Christian Epp und
Irina Idler mit dem Ziel optimiert, unbegrenzte Mengen des rekombinanten MSP-1D sowie
seiner Fragmente herzustellen und Methoden fir die Proteinaufreinigung, Faltung und Cha-
rakterisierung ausarbeiten, die fur ein GMP-Verfahren vorausgesetzt werden. Das prokaryon-
tische Expressionssystem basiert auf dem IPTG-induzierbaren System von Lutz et al., 1998,
das zu diesem Zweck weiter modifiziert wurde. Das rekombinante Material wird zu einem fur
Strukturstudien verwendet; die Kristallisierung des MSP-1D Proteins in seiner Gesamtlange
sowie der einzelnen Fragmente ist in Zusammenarbeit mit Prof. K Holmes und Dr. W. Kabsch
(Heidelberg) vorgesehen. Bis zum heutigen Tage konnte nur das carboxyterminale p19 aus
dem P. cynomolgi das in baculoviralen System exprimiert wurde, erfolgreich kristallisiert
werden (Chitarraet al, 1999). Die gleichen Fragmente kdnnen zum anderen in einer funktio-
nellen Studie angesetzt werden, in der die Reassoziation des MSP-1 Komplexes, sowie die
moglichen Wechselwirkungen mit der Erythrozytenoberflache untersucht werden.

SchlieB3lich sind mit dem nach dem GMP-Verfahren hergestellten rekombinanten Material
Immunisierungsstudien im Menschen geplant. Der 3D7 Stamm weist keinerlei Resistenzen
gegen am Menschen einsetzbare Antimalaria-Mittel auf und wurde bereits fur Infektions- und
Immunisierungsversuche an Freiwilligen verwendet. Der kompetente Partner fiir einen Mala-
ria-Impfversuch am Menschen ist die Malariaabteilung des Walter Reed Army Institut of Re-
search (WRAIR), Bethesda, USA. Die gleichzeitige Verfugbarkeit des identisch hergestellten
MSP-1F Protein von Typ K1 erlaubt dariiber hinaus auch heterologe (d.h. MSP-1F Immuni-
sierung und 3D7 Infektion) Impf-/Infektionsversuche.

Mit dem gleichen Ziel, Immunisierungsstudien im Menschen durchzufihren, sollen in unse-
rem Labor von Nicole Westerfeld in Zusammenarbeit mit Dr. Gerd Sutter, Minchen rekom-
binante Vaccinia Viren des Stammes MVA und in Zusammenarbeit mit Prof. Martin Billeter,
Zurich rekombinante Masern Viren etabliert werden, die das MSP-1D sowie seine Fragmente
stabil exprimieren.
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6.2 Toxoplasma gondials ein Modellorganismus zur Expression von rekombinanten
MSP-190F und seinen Fragmenten

Das MSP-190F Protein vom K1 Prototyp (dusfalciparumStamm FCB-1), das von dem
synthetischemsp-1fGen kodiert wird, konnte erfolgreich in prokaryontischen wie auch eu-
karyontischen Expressionssystemen hergestellt werdenefPaln 1999; Burghauet al.,

1999). Ein prokaryontisches Expressionssystem ermoglicht zwar eine fast unbegrenzte Pro-
duktion des Proteins, es ist jedoch nicht sicher, ob eine, der naturlichen entsprechende Faltung
des Proteins erreicht werden kann. Anderseits wird das Prot&indali, ebenso wien P.
falciparumnicht glykosyliert. In Sauger-, Insekten- und Hefezellen dagegen werden potenti-
elle Glykosylierungsstellen modifiziert, wodurch die immunogenen Eigenschaften des Pro-
teins verandert werden konnten.

In dieser Arbeit habe ich mich deshalb darauf konzentriert, das friher etabbgdplasma

gondii Expressionssystem (Jecmik, 1996) weiter auszubauen. Vor allem Hinblick auf die ge-
plante Immunisierungsstudien waren folgende Grinde bei dieser Entscheidung ausschlagge-
bend.

Beide zu dem Stamm der Apikomplexa gehérende OrganiSméiciparumundT. gondii

sind sehr nah miteinander verwandt und viele der metabolischen und funktionellen Prozesse
verlaufen in beiden Pathogenen analog. Dazu gehoren z. B. die Bindung und anschliel3ende
Invasion menschlicher Zellen (Kappeal, 1999), die Art der Bewegung, die als gleitende
Bewegung (,gliding motility*) beschrieben wird (Sibley al, 1998) und die Art posttransla-
tioneller Modifizierungen. So ist die bevorzugte Proteinverankerung in der Plasmamembran
die Verankerung uber einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker), der nach der
Abspaltung der hydrophoben carboxyterminalen GPI-Verankerugssequenz mit dem Protein
kovalent verbunden wird (fur Ubersicht siehe: Udenfriend and Kodukula, 1995). Die fiir die
immunogenen Eigenschaften eines Antigens wichtige Glykosylierung ist in beiden Organis-
men relativ selten (Dieckmann-Schuppetral, 1994; Gowda and Davidson, 1999).

T. gondiiwird zudem zunehmend als ein Modellorganismus fiir genetische Analysen verwen-
det (Boothroycet al, 1995). Neben seiner einfachen Kultivierbarkeit (Retosl, 1994) wer-

den auch die vielfaltigen Methoden zur genetischen Manipulation geschatzt. Dazu gehdren
die Moglichkeiten der reversen Genetik (Donald and Roos, 1993, Soldati and Boothroyd,
1993) und die Verfugbarkeit von Markern zur positiven und negativen Selektion auf stabile
Transformanten, wie z. B. das Dihydrofolatreduktase-ThymidilatsynthasedB&rg Gen)
(Donald and Roos, 1993), das Uracil-Phosphoribosyltransferaseu@eiien) (Donald and

Roos, 1995), das Hypoxanthin-Xantin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferasdaxggmt Gen)
(Donaldet al, 1996) oder das Chloramphenikolacetyltransferase GarGen) (Kimet al.,

1993).
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Schlie3lich war es die Verfugbarkeit der attenuierten, temperatursendivigendii Mutante
ts-4 (Pfefferkorn and Pfefferkorn, 1976), die eine experimentelle Infektion in einem Tiermo-
dell erlaubt, welche unsere Entscheidung beeinflusst hatte.

6.2.1 Die plasmodialen Transportsignale sind funktionsfahig in T. gondii

Das MSP-1 wird inP. falciparumals ein Vorlauferprotein mit dem MW von 190kD syntheti-

siert und schlie3lich tGber einen GPI-Anker in der Plasmamembran des Parasiten verankert
(Cooper, 1993). Die Kodierungssequenz des Proteins enthdalt die typischen Signale, die fur
den Transport eines sekretorischen Proteins an die Oberflache und die anschliel3ende Veran-
kerung uber ein GPI-Anker notwendig sind (fur Ubersicht siehe: Udenfriend und Kodukula,
1995). Es ist zum einen die N-terminale, im Falle des MSP-1 Proteins 19 Aminosauren lange
hydrophobe Signalpeptidsequenz, die im Allgemeinen den sekretorischen Transportweg eines
Proteins bestimmt und die Translokation der naszierenden Proteinkette in das Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) vermittelt. Dort findet die Abspaltung des Signalpepti-
des durch eine Signalpeptidase statt, diBlasmodium ssmoch nicht identifiziert wurde.

Ein zweites Signal, das nun fur die Modifikation des Proteins durch einen GPI-Anker not-
wendig ist, ist die carboxyterminale ebenfalls hydrophobe GPI-Verankerungssequenz, die im
Falle des MSP-1 von 18 Aminosauren gebildet wird. Diese wird in dem Lumen des ERs ab-
gespalten, und das Protein mit dem vorsynthetisierten GPI-Anker kovalent verbunden. Diese
Reaktionen werden sehr wahrscheinlich von einer Transamidase katalysiert. Das mit dem
GPI-Anker modifizierte Protein wird schlie3lich durch den Golgi Apparat zu der Oberflache
transportiert und dort verankert. Dies gilt im Allgemeinen fur den sekretorischen Transport-
weg in Eukaryoten und wurde auch fir die GPI-verankerte Proteinke desdiibeschrieben

(fur Ubersicht siehe: Nget al, 2000). Die Existenz eines typischen Golgi Aparate®. ifal-
ciparumist umstritten und auch der klassische sekretorische Weg ist noch nicht vollstandig
verstanden (Lingelbach und Joiner, 1998). Die Struktur des GPI-Ankers vom MSP-1 wurde
zwar im Detail aufgeklart (Geroldt al, 1996), die an dem Transport beteiligten Enzyme
wurden jedoch noch nicht identifiziert.

Nur wenig Aufmerksamkeit wurde bis jetzt der Frage gewidmet, ob plasmodiale Transporsig-
nale in heterologen Organismen erkannt werden und den korrekten Transport zu der Oberfla-
che bewirken kénnen. Petra Burghaus in unserem Labor ist es nicht gelungen, das rekombi-
nante MSP-190F, das von der authentischen Signalpeptid- und GPI-Verankerungssequenz
flankiert wurde, auf der Oberflache von transfizierten HeLa Zellen nachzuweisen (P. Burg-
haus, personliche Mitteilung). Dagegen fuhrte der Austausch dieser Sequenzen gegen die ent-
sprechenden Transportsignale des humanen Decay Accelerating Factor (DAF) zur Lokalisati-
on des Proteins und seiner Fragmente auf der Plasmamembran von HelLa Zellen (Rairghaus
al., 1999). Dies bestatigte die Beobachtung von Moran und Caras (Moran and Caras, 1994),
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dass die Bedingungen fur die Modifikation des Proteins durch einen GPI-Anker zwar ahnlich,
jedoch zwischen Saugertierzellen und parasitaren Protozoen nicht vollkommen identisch sind.
Wir haben in dieser Arbeit zeigen kbnnen, dass die plasmodialen Transportsignale in dem nah
verwandtenl. gondiials solche prinzipiell erkannt werden und den Transport des rekombi-
nanten MSP-190F zu der Plasmamembran der transgenen Tachyzoiten vermitteln kdnnen. Die
Voraussetzung fur den korrekten Transport ist die vollstdndige Kodierungssequenz beider
Transportsignale. Wird eine verkurzte Form der GPI-Verankerungssequenz synthetisiert, kann
das rekombinante MSP-190F nicht an der Oberflache der Pf190 Linie nachgewiesen werden.
Dieses Protein akkumuliert vorwiegend in den intrazellularen Organellef.vgondii Ein

Beweis dafir, um welche Organellen sich hierbei handelte, war zum gegeben Zeitpunkt nicht
maoglich, da keine organellspezifischen Marker zur Verfigung standen. Moran and Caras
konnten jedoch am Beispiel eines Fusionsproteins zwischen humanem Wachstumshormon
und DAF-GPI-Signalsequenz zeigen, dass Mutationen in der GPI-Verankerungssequenz, die
die korrekte Prozessierung des Proteins verhindern, zu einer Akkumulation des Polypeptides
innerhalb der Zelle fihren, und beschrieben die Kolokalisation des zuriickgehalten Fusions-
proteins mit den Markern fir den intermediéaren Golgi Apparat (Moran and Caras, 1992). Ge-
nauso fiihrt eine Uberexpression eines voll funktionsfahigen Konstrukts in COS Zellen zu
einer signifikanten Akkumulation von nicht prozessierten Protein innerhalb der Zelle (Moran
and Caras, 1991). Ist dagegen die GPI-Verankerungssequenz eines Proteins vollstdndig dele-
tiert, wird eine losliche Form des Proteins produziert, die mit einer reduzierten Transportki-
netik aus der Zelle ausgeschleus(3t wird (Baetgd, 1997).

Diese Daten lassen unter anderem darauf schliel3en, dass der GPI-Anker eine wichtige Rolle
bei dem intrazellularen Transport spielt. Wir gehen davon aus, dass die in der Pf190 Linie
synthetisierte, verkurzte, plasmodiale GPI-Verankerungssequenz nicht korrekt prozessiert
wird. In Folge dessen wird das rekombinante MSP-190F nicht weiter zur Oberflache trans-
portiert und akkumuliert méglicherweise in dem post-ER Kompartiment dgsndii Fur die

falsche Lokalisierung spricht auch die Bildung von Proteinaggregaten, die in dem Western
Blot mit der Pf190 Linie beobachtet wurde.

Sind dagegen beide Transportsignalsequenzen vollstandig vorhanden, die entweder der MSP-
1 oder der toxoidalen SAG-1 Kodierungssequenz entstammen, wird das MSP-190F Protein in
beiden transgenemn. gondii Linien korrekt zu der Oberflache transportiert. Diese Linien
(Pf190Pf und Tg190Tg) unterscheiden sich lediglich in der Starke des Immunfluoreszenzsi-
gnals, das in einer IFA beobachtet wird. Die Verteilung des rekombinanten Proteins in der
Pf190Pf Linie erscheint gleichmaliig; bei der Tg190Tg Linie wurde zudem eine signifikante
Anreicherung des Proteins an der Plasmamembran festgestellt. Nun ist zum einen die Expres-
sion sehr stark sowohl von der integrierten Kopienzahl als auch von dem Integrationsort ab-
hangig. Zum anderen sind in beiden Expressionsvektoren unterschiedliche Promotoren ver-
wendet worden, die in ihrer Starke nicht vollkommen identisch sind: der Tubulin-Promotor ist
etwas starker als der SAG-1-Promotor (Seebe, 1998; Soldati and Boothroyd, 1993). Da
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jedoch das gleiche Immunfluoreszenzmuster bei mehreren, unabhangigen Transfektantlinien
beobachtet wurde erscheinen uns diese Einflisse nicht als ausschlaggebend. Es ist eher vor-
stellbar, dass die plasmodialen Transportsignale in einem direkten Vergleich mit den endoge-
nen Transportsignalen mit einer niedrigeren Effizienz erkannt und/oder prozessiert werden. In
Folge dessen liegt méglicherweise ein Teil des rekombinanten Proteins in seiner unprozes-
sierten Form vor und akkumuliert Ubereinstimmend mit der Beobachtung von Moran und Ca-
ras (Moran and Caras, 1992) innerhalb der Zelle. Die plasmodialen Transportsignalsequenzen
sind jedoch ausreichend daflr, eine signifikante Menge des rekombinanten MSP-190F Pro-
teins an die Oberflache der Pf190Pf Parasiten zu transportieren, wie die IFA mit nicht per-
meabilisierten Tachyzoiten beweist.

Fur die Konstruktion von allen anderen Expressionsvektoren wurden daher die Proteine mit
den Transportsignalsequenzen des SAG-1 Protein$.agandiifusioniert, um einem effizi-
enteren Transport an die Oberflache zu gewahrleisten.

6.2.3 Das rekombinante MSP-190F kann in seiner Gesamtlange aus T. gondii gereinigt
werden

In unserem Labor konnte wiederholt das native MSP-1F Protei afadciparumKultur
gereinigt werden (Tolle, 1994). Diese MSP-1F Praparationen zeigten reproduzierbar eine effi-
ziente, protektive Wirkung in ImmunizierungsversuchenAwitusAffen (Tolle et al, Manu-

skript in Vorbereitung). Unter Anwendung des gleichen Aufreinigungsprotokolls ist es mir in
dieser Arbeit gelungen, das heterolog produzierte MSP-190F in seiner Gesamtlange und in
reiner Form aud. gondiizu reinigen. Naturlich kann eine Verunreinigung solcher Préparati-
on durchT. gondiieigene Antigene, die entweder an die Immunaffinitatssaule unspezifisch
binden oder in einem Komplex mit dem MSP-190F eluieren nicht absolut ausgeschlossen
werden. Sollte sich jedoch solches rekombinantes Material protektiv in einer Immunisierungs-
studie erweisen, kann eine Kontamination durch ein nicht defini€ttdalciparumeigenes
Protein ausgeschlossen werden.

Die immunogenen Eigenschaften eines Proteins werden unter anderem durch seine Glykosy-
lierung beeinflusst. Das native MSP-1F enthalt 14 potentiellen N-Glykosylierung-
Erkennungsstellen, die auch bei der synthetischen Sequenz beibehalten wurden. Diese Se-
guenzen werden jedoch bei dem endogenen MSP-1F nicht durch Zucker modifiziert, die ein-
zige Glykosylierung des nativen MSP-1 beschrankt sich auf die Modifikation durch den GPI-
Anker (Gerold, personliche Mitteilung). Im Allgemeinen ist die N-Glykosylierun@.ifalci-
parumsehr selten und die O-Glykosylierung mdglicherweise tUberhaupt nicht oder in einem
sehr geringen Ausmalf3 vorhanden (Gowda and Davidson, 1999). Au€h drmndii besteht

die Modifikation der Proteine durch Glykosylierung hauptsachlich in der Synthese des GPI-
Ankers, eine N- und O-Glykosylierung konnte nur bei einigen wenigen Proteinen nachgewie-
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sen werden und scheint ebenfalls selten zu sein (Dieckmann-Schuppert et al., 1994; Schwarz
and Tomavo, 1993).

Wir haben in dieser Arbeit kein Hinweis auf eine Glykosylierung dés igondii syntheti-

sierten MSP-190F gefunden. Das dugondiigereinigte MSP-190F zeigt die gleiche elek-
trophoretische Mobilitat in einer SDS-PAGE wie das Bugoli gewonnene, nicht modifi-

zierte MSP-190F. Im Vergleich dazu wurde das aus HelLa Zellen gereinigte MSP-190F in
seinem Laufverhalten stark verandert (MW deutlich gré3er als 190kD). Unsere Annahme,
dass diese verminderte Mobilitat eine Folge der Glykosylierung des im eukaryontischen Sy-
stem produzierten Proteins ist, wurde experimentell bestatigt. P. Burghaus konnte zeigen, dass
eine Behandlung des in Saugerzellen synthetisierten MSP-190F mit N-Glykosidase und En-
doglykosidase H zu einer erhdhten elektrophoretischen Mobilitat des Proteins fuhrt (Burghaus
et al, 1999).

Wir nehmen auch an, dass die Glykosylierung die Interaktion des im eukaryontischen System
synthetisierten MSP-190F mit monoklonalen Antikdrpern beeintrachtigt. Dies kann die Erkl&-
rung fur die nicht vorhandene Kreuzreaktivitat des aus CHO Zellen gereinigten MSP-190F
mit monoklonalen Antikdrpern sein. Diese Antikorper sind entweder gegen konformationelle
oder sequenzspezifische Epitope des nativen MSP-1 Proteins gerichtet und erkennen sowohl
das au<. coliwie auch au3. gondiigereinigte MSP-190F Protein.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das heterolog produzierte MSP-190F in seiner Ge-
samtlange und in einer guten Qualitat &augondiigereinigt werden kann. Dieses Expressi-
onssystem ist jedoch nicht fur die Produktion des rekombinanten Proteins in praparativen
MaRstab geeignet. Es werden ca*ifansgend. gondii Parasiten benétigt, um 1 mg des
rekombinanten MSP-190F zu reinigen. Dies entspricht etwa der achtfachen Merige der
falciparum Parasiten, die zur Gewinnung von 1 mg des authentischen MSP-1F notwendig
sind (1 mg gereinigt aus 1,3 x'1@arasiten, Tolle, 1994).

6.2.4 Charakterisierung des rekombinanten MSP-190F und seiner Fragmente aus T. gon-
dii

Biochemische Methoden wie die Phasentrennung eines Membransystems in TX114 und die
Natrium-Karbonat-Extraktion haben uns zuerst eine Auskunft Gber die Art der Assoziation
der rekombinanten Proteine mit der MembranTegondiiermoglicht.

Die Ergebnisse dieser Experimente deuten darauf hin, dass die Proteine, denen Kodierungsse-
guenz mit der vollstdndigen Transportsignalsequenzsdgsl odermsp-1Gens fusioniert

wurde, in einer starken hydrophoben Assoziation mit der Membranfraktion vorliegen, die
nicht durch Natrium-Karbonat-Extraktion zerstoért werden konnte. Sie werden nach der Pha-
sentrennung in TX114 vorwiegend in der |8slichen Detergenz-Phase identifiziert. Das gleiche
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Fraktionierungsverhalten, typisch fur integrale Membranproteine bzw. GPI-verankerte Protei-
ne, wurde auch bei dem endogenen SAG-1 Proteif vgondiibeobachtet.

Im Gegensatz dazu verhielt sich das mit der unvollstandigen, plasmodialen GPI-Anker-
Signalsequenz fusionierte MSP-190F aus der Pf190-Linie wie ein zytosolisches oder sekreto-
risches Protein. Es wurde nach der Phasentrennung in TX114 ausschlief3lich in der wassrigen
Phase identifiziert. Wir nehmen an, dass die nicht korrekt prozessierte, verkirzte Form des
GPI-Anker-Signals nicht in der Lage ist, das an sich stark hydrophile MSP-190F in der deter-
genten TX114 Phase zu halten. Die Tatsache, dass es trotzdem nicht durch die Natrium-
Karbonat-Extraktion aus der unléslichen Membranfraktion geldst werden konnte, erklaren wir
durch seine starke Neigung, Aggregate zu bilden.

Zu einem spezifischen Nachweis der GPI-Verankerung des rekombinanten MSP-190F oder
seiner Fragmente in der PlasmamembranTdegndiisind diese Methoden nicht geeignet.

Wir haben deshalb die transgeriengonditLinien einer Behandlung mit Phosphatidylinosi-
tol-spezifischen Phospholipase C (PI-PLC) unterworfen, die als Standardmethode zum Nach-
weis einer GPI-Verankerung angesehen wird (Ferguson and Williams, 1988).

Diese enzymvermittelte Freisetzung der GPIl-verankerten Proteine aus der Membran beruht
auf der Spaltung der Bindung zwischen Diacylglycerol und dem Phosphoglykolipid mit dem
kovalent gebundenen Protein (Futerneaal, 1985). Der authentische GPI-Anker des MSP-1

von P. falciparumweist eine zusatzliche Modifikation des Inositolringes durch Myristinsaure
auf (Geroldet al, 1996) und kann deshalb nicht durch die PI-PLC Behandlung aus der Mero-
zoitenoberflache freigesetzt werden (Schofield and Hackett, 1993). Dagamdii syntheti-

sierte MSP-190F wird jedoch durch einéngonditeigenen GPI-Anker modifiziert. Es ist

zwar nicht bekannt, wie viele GPI-Anker-Variationen in diesem Organismus synthetisiert
werden, die beiden haufigsten GPI-verankerten Proteine SAG-1 und p23 kénnen jedoch durch
die PI-PLC Behandlung aus der Oberflache der Tachyzoiten freigesetzt werden (Schwarz and
Tomavo, 1993; Tomavet al, 1993).

Beide transgeneh. gonditLinien, die das MSP-190F in seiner Gesamtlange auf der Plasma-
membran exponieren, namlich Tg190Tg und Pf190Pf, wurden mit der Pl-PLBaaikis
cereusbehandelt, ohne die Freisetzung der radioaktiv markierten, rekombinanten Proteine aus
der Membranfraktion zu erzielen. Es ist vorstellbar, dass die Erkennungsstelle, an der die PI-
PLC die Bindung zwischen Diacylglycerol und dem Phosphoglykolipid spaltet, in diesem
Kontext nicht fir das Enzym zuganglich ist. Die zu spaltende Stelle befindet sich zwischen
der Plasmamembran und dem 190kD grof3en MSP-190F Protein und wird méglicherweise
von diesem maskiert. Das nur 30kD grofRe endogene SAG-1 Protein, das von den gleichen
Transportsignalen wie das MSP-190F der Tg190Tg-Linie zu der Oberflache transportiert und
dort Uber einen GPI-Anker verankert wird, konnte in den gleichen Experimenten erfolgreich
abgespalten werden.
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Diese Vermutung wurde durch die PI-PLC Experimente mit der 19/GFP-Linie verstarkt. In
diesem Fall konnten wir zeigen, dass das MSP-F19 Protein effizient aus der Oberflache in den
Uberstand der mit PI-PLC behandelten, transg@heondiiParasiten freigesetzt wurde. Wie

bei der Linien Tg190Tg und 42/GFP gehen wir davon aus, dass das von dem SAG-1 Protein
stammende, N-terminale Transportsignal erkannt und richtig prozessiert wurde. Eine 100%ige
Entfernung der Proteine aus der Plasmamembran wurde weder bei SAG-1 noch bei MSP-F19
erreicht. Dies ist entweder auf suboptimalen Reaktionsbedingungen fur die PI-PLC zuriickzu-
fuhren oder auf die Tatsache, dass nur ein Teil des synthetisierten Proteins durch ein GPI-
Anker modifiziert wurde.

Es ist uns nicht gelungen, das rekombinante MSPii19#0 mit °*H markierten Leu nachzu-
weisen. Dies fuhren wir auf die Tatsache zurtick, dass nur vier Leucine in der Aminosaurese-
guenz dieses Fragments vorhanden sind. So ist z. B. auch die metabolische Markierung des
MSP-19 mit*S Met nicht gelungen, obwohl das langere MSP-42 unter gleichen Bedingungen
nachgewiesen werden konnte (Blackneaal, 1993).

Einen interessanten Zusammenhang haben wir zwischen der intrazellularen Lokalisierung der
rekombinanten Proteine und der Konservierung derer antigenen Epitope festgestellt. Die beste
Erkennung des MSP-190F Proteins durch monoklonale Antikérper wurde bei der Tg190Tg-
Linie erzielt. Dieses Protein ist auf der Oberflache, wie wir annehmen, durch einen GPI-
Anker verankert, der eine wichtige Rolle fur den korrekten und effizienten Transport zu der
Oberflache hin spielen kann. Das in der Pf190-Linie synthetisierte MSP-190F Protein besitzt
dagegen keine funktionsfahige GPI-Ankersignalsequenz, akkumuliert in den intrazellularen
Organellen (siehe oben) und tritt deshalb auch nicht in Kontakt mit den modifizierenden En-
zymen, die erst in dem nachfolgenden Golgi Apparat aktiv sind. Dieses Protein wurde in un-
serem Vergleich von den monoklonalen Antikdrpern mit der niedrigsten Effizienz erkannt.
Zusatzlich weist das falsch lokalisierte Protein der Pf-190-Linie in einem Western Blot keine
Abbauprodukte auf, die mit den Antikdrpern gegen den C- und den N-Terminus nachweisbar
waren. Solche Spaltungsprodukte wurden jedoch in jeder Western Blot Analyse der Tg190Tg
und Pf190Pf Linien nachgewiesen. Deshalb gehen wir davon aus, dass diese Proteinspaltung
zu einem spateren Zeitpunkt des Transportes, mdglicherweise erst nach der Assoziation mit
der Oberflache passiert. Ob es sich dabei um eine unspezifische Spaltung (Hydrolyse) oder
um eine sequenzspezifische Prozessierung handelt, so wieRidaftiparumstattfindet,

wurde mit der Ausnahme des auffalligen C-terminalen Spaltungsproduktes experimentell
nicht weiter analysiert. Eine Zuordnung der Fragmente ist daher nicht eindeutig méglich.

Die Frage der sekundaren Prozessierung des nativen MSP-1 wird im nachsten Abschnitt dis-
kutiert.
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6.2.5 Findet die P. falciparum-spezifische sekundéare Prozessierung des MSP-F42 auch im
T. gondii statt?

Das MSP-1 Protein voR. falciparumwird nach seiner GPI-Verankerung in der Plasmamem-
bran in zwei Schritten prozessiert. Zuerst erfolgt in dem Stadium des spaten Schizonten die
Spaltung in die vier Hauptfragmente, die in einem nicht kovalent gebundenen Komplex asso-
ziiert bleiben (McBride and Heidrich, 1987). Die Funktion dieser Prozessierung ist unklar
(Holder and Blackman, 1994a). Der Komplex bleibt ber das carboxyterminale p42 Fragment
in der Oberflache des nun freien Merozoiten verankert. In einem zweiten Schritt wird das p42
in zwei Fragmente gespalten: Das p29 wird zusammen mit dem gesamten Komplex wahrend
der Invasion der Erythrozyten aus der Oberflache abgestreift (Blackihadn1991). Das C-
terminale p19 bleibt in der Plasmamembran verankert und kann als einziges nach einer erfolg-
reichen Invasion auch in dem Ringstadium nachgewiesen werden (Blaekrabn1990).

Auch die Rolle der sekundaren Prozessierung ist nicht klar; sie ist jedoch essentiell fir die
Invasion. Wird diese Spaltung blockiert, sei es durch Serin-Protease-Inhibitoren (Blagtkman
al., 1993) oder MSP-1 spezifische, inhibitorische Antikorper (Blacketaad, 1994), wird

der Invasionsprozess unterbrochen.

Die Aminosauresequenz der Prozessierungsstelle ist bekannt (Blaekelari991; Black-

manet al, 1993). Die Spaltung findet zwischen dem Leucin an der Position 1630 (bildet den
C-Terminus vom p29) und dem Asparagin an der Position 1631 (der N-Terminus von pl19)
statt.

Die sekundare Prozessierung wird durch eine Membran-gebundene, Kalzium-sensitive Serin-
Protease katalysiert (Blackmanal ., 1993, Blackman and Holder, 1992). Kirzlich konnten

in P. falciparumunabhangig zwei Enzyme identifiziert werden, denen eine Rolle bei der In-
vasion, moglicherweise direkt bei der Reifung des MSP-42 zugesprochen wird: PfSUB1
(Blackmanet al, 1998) und PfSUBZBaraleet al, 1999). Beide gehdren der Superfamilie

der Subtilisin-&hnlichen Proteasen an (Siezen and Leunissen, 1997), zeigen eine 48%ige Se-
guenzhomologie in der Aktivierungsdomane und sind in den sekretorischen apikalen Orga-
nellen lokalisiert, deren Inhalt wahrend der Invasion freigesetzt wird. Die PfSUBL1 zeigte je-
doch keine typische Substratspezifitat, die fur die sekundare Prozessierung vom MSP-42 not-
wendig ware (Sajiett al, 2000). Dagegen autokatalysiert die PfSUB2 die Spaltung zwischen
Leu und Asn (Baralet al, 1999), die auch bei der Prozessierung vom MSP-42 stattfindet.

In dieser Arbeit wurden sowohl das MSP-F42 Fragment als auch das MSP-F1§oindii
synthetisiert. Beide Proteine sind an der Oberflache des Parasiten lokalisiert, und wir gehen
davon aus, dass zumindest ein Teil Gber ein GPI-Anker in der Plasmamembran verankert ist
(siehe oben).

Das MSP-F19 wurde im Western Blot als eine Proteinbande mit dem Molekulargewicht von
etwa 28kD identifiziert. Wir nehmen an, dass es sich hierbei um einen Dimer des Proteins,
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dessen errechneter MW 13,8kD betragt, handelt. Ein &hnliches Laufverhalten zeigt namlich
auch das ebenfalls ih gondiisynthetisierte, C-terminale PvMSP-19 Fragment Romivax

(C. Fernandez, personliche Mitteilung). Der Vektor zur Expressiopwdesp-1%equenz ist
identisch mit den Konstrukten, die in dieser Arbeit verwendet wurden, und das Protein wird
ebenfalls an die Oberflache transportiert. Im Western Blot wird dieses Fragment als eine Ban-
de mit dem MW von etwa 28,5kD identifiziert, obwohl auch in diesem Falle ein MW von nur
14,2kD zu erwarten ware.

Die Western Blot Analyse der Linien Tg190Tg und 42/GFP zeigte die konstante Anwesenheit
von einem MSP-1 spezifischen, C-terminalen Spaltungsprodukt von etwa 28kD, das die glei-
che elektrophoretische Mobilitat wie das MSP-F19 Protein aufweist. Wir konnten nicht aus-
schlie3en, dass es sich hierbei um eine spezifische Prozessierung der plasmodialen Proteinse-
guenz in dem homologen Organisniugyondiihandelt und entschlossen uns, die Aminosau-
resequenz an der Spaltungsstelle zu verandern.

Wie bereits erwahnt, wird das MSP-42Rnfalciparuman der Bindung zwischen Lgy und

Asn,,;; gespalten (Blackmaet al., 1991). Die Prozessierungsstelle befindet sich am Anfang
des hoch konservierten Blocks 17; diese Region besteht aus 114 Aminosauren, die sich nur an
vier Positionen in den K1 und MAD20 Prototypen voneinander unterscheiden (&tikey
1993).Bei dem Vergleich der Aminosauresequenz beider Prototypen direkt vor der Spal-
tungsstelle fallt auf, dass sich in der P3 Position entweder ein Asp im Falle von MAD20 oder
ein Gly im Falle von K1 befindet. Das wirde bedeuten, dass die putative Proteage vom
falciparumbeziglich dieser Stelle eine Toleranz aufweist.

Die sekundare Prozessierungsstelle ist nicht zwischen den MSP-1 Proteinen von unterschied-
lichen Plasmodium sspkonserviert. Sie wird im MSP-1 voR. vivaxvon Thr-Met (M.
Blackman, persoénliche Mitteilung), . chabaudiP. yoeliiundP. bergheivon Leu-Gly ge-

bildet (Jenningt al, 1998).

Aus diesen Griunden konnten wir keine genaue Voraussage uber die Rolle der einzelnen Ami-
nosauren bei der Bildung der Spaltungsstelle treffen. Wir entschlossen uns fur den Austausch
des neutralen Leucins an der Position P1, das mit Ausnahme von PvMSP-1 konserviert zu
sein scheint, gegen Glutamin, bzw. Prolin. Diese Mutationen hatten jedoch keine Auswirkung
auf die Spaltung/Degradation desTingondiiproduzierten MSP-F42 Proteins. In Western
Blots mit beiden transgendn gondiiLinien 42/E und 42/P konnte das auffallige, 28kD grol3e
Spaltungsprodukt weiterhin identifiziert werden.

Fassen wir zusammen, dass das 28kD Produkt nur bdi.dgnditLinien identifiziert wur-

de, in denen das rekombinante Protein an die Oberflache gelangt, gibt es zwei Hypothesen,
die sein Auftreten erklaren kdnnen. (i) Es handelt sich um eine unspezifische Proteindegrada-
tion, die durch feine Veranderungen zu einem spéteren Zeitpunkt des sekretorischen Prozes-
ses, wie z. B. lonenzusammensetzung oder unterschiedlicher pH Wert hervorgerufen wird. (ii)
Es ist in der Tat eine spezifische, Protease-vermittelte Prozessierung, und das putative Enzym
wird entweder in dem post ER Kompartiment oder erst nach der Insertion des Proteins in die
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Plasmamembran aktiv. Seine Spezifitat wird dabei nicht durch die Priméarstruktur der Spal-
tungsstelle beeinflusst. Ahnliche Beobachtungen, in denen die sekundare (alfahelikale)
Struktur des Proteins bzw. der Abstand der Erkennungsstelle zu der tatsachlichen Spaltungs-
stelle eine Rolle spielen, wurde fur andere, membrangebundene Proteine beschrieben (Egnell
and Flock, 1992; Sisodia, 1992).

6.3 Das Immunisierungspotential des if. gondii produzierten MSP-190F Proteins

Obwohl die Entwicklung der Immunitat gegen Malaria ein sehr komplexes und noch kaum
verstandenes Prozess ist, sind die grundlegenden Immunmechanismen aufgeklart. Es ist zum
einen die gegen die pra-erythrozytare Stadien gerichtete Immunantwort, die vor allem durch
CD8" T-Zellen vermittelt wird und zur Produktion von Interfer@(iN-g), Interleukin 12
(IL-12), Nitritoxid und natirlichen Killerzellen fuhrt, und zum anderen die humorale, also
antikdrpervermittelte Immunantwort gegen die erythrozytare Stadien, die mit der Aktivierung
der CD4 T-Helferzellen undyd T-Zellen verbunden ist (fir Ubersicht siehe: Good and Doo-
lan, 1999, Taylor-Robinson, 2000).

Diese CD4 T-Helferzellen (Th) werden anhand der Zytokine die sie produzieren und die ihre
Funktion bestimmen in zwei Populationen unterteilt (Mosmann and Coffman, 1989): Thl
produzieren vor allem IL-2, IFN-und Tumornekrosisfaktor-3 (TNF-i3). Diese Zytokine be-
wirken die Aktivierung von Makrophagen und verursachen den sog. verspateten Typ der hy-
persensitiven Immunantwort. Die andere Population — Th2 — sezernieren IL-4, IL-5, IL-6 und
IL-10 und bewirken das Reifen von B-Zellen, was zur vermehrten Antikdrperproduktion
fuhrt.

Die Immunitat gegen Malaria kann nicht ausschlie3lich mit einer Thl oder Th2 Immunant-
wort assoziert werden; die Zytokine beider Populationen werden wahreidagenodium
Infektion aktiviert, unabh&ngig von dem Krankheitsverlauf (Taylor-Robinson and Smith,
1999). Mit anderen Worten: sowohl die Antikorper-vermittelte als auch die T-Zell-spezifische
(also Antikérper-unabhangige) Immunantwort spielen eine wichtige Rolle bei der Entwick-
lung der Immunitat (fir Ubersicht siehe: Berzins, 1996).

In den letzten Jahren wurden einigefalciparumAntigene identifiziert, die als Ziele fir bei-

de Effektormechanismen dienen und deshalb als mogliche Impfstoff-Kandidaten fur die Ent-
wicklung einer anti-Malaria Vakzine in Frage kommen. Das MSP-Patelciparumist da-

bei einer der etwa zehn Antigene, die beztglich ihres Potentials eine anti-erythozytéare Im-
munantwort einzuleiten zur Zeit analysiert werden. Nachdem man zeigen konnte, dass Immu-
nisierung von Mausen und Affen mit verschieden MSP-1-Praparationen vorRtasmodi-

um Infektion schiitzt, gilt das MSP-1 als der fiihrende Impfstoff-Kandidat (Ubersicht siehe:
Goodet al, 1998; Holder, 1996).
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Diese Experimente wurden groften Teils mit MSP-1 Fragmenten durchgefihrt, die zu dem
C-terminus des Proteins korrespondieren: MSP-42 und MSP-19. Der Grund hierfur liegt unter
anderem darin, dass es bis vor Kurzem technisch nicht méglich war, langere MSP-1 Frag-
mente heterolog herzustellen. Obwohl mit beiden Fragmenten eine protektive Immunantwort
in Affen und Mausen induziert werden konnte (Kuregal, 1995; Tianet al, 1997), sind wir

der Meinung, dass keine Region des Proteins bei einer Immunisierungsstudie ausgeschlossen
werden sollte. Aus diesem Grund haben wir in unseren Experimenten das MSP-190F in seiner
Gesamtlange fur die Immunisierung von Mausen AaotusAffen verwendet und die indu-

zierte, humorale Immunantwort gegen das Gesamtprotein wie auch gegen die einzelnen MSP-
1 Prozessierungsprodukte analysiert.

Die antigenen Eigenschaften eines rekombinanten Proteins werden in erster Linie durch die
Konservierung seiner nattrlichen, immunogenen Epitope bestimmt. Die Wahl eines geeigne-
ten, heterologen Expressionssystems spielt dabei die entscheidende Rolle. Jedoch wird die
Entwicklung der mit diesem Antigen induzierten Immunantwort sehr stark durch weitere
Faktoren beeinflusst. Dazu gehdren u.a. die Natur des Antigens (gereinigtes Protein, syntheti-
sche Peptide), die Art der Verabreichung (DNA-Immunisierung, virale oder bakterielle Tra-
ger) und die Wahl des Adjuvans (Taylor-Robinson, 2000).

Das inT. gondiisynthetisierte MSP-190F Protein zeigt - verglichen mit den MSP-190F Pro-
teinen auk. coliund Saugertierzellen - die beste Konservierung seiner immunogenen Epito-
pe (siehe oben). Deswegen haben wir avirulente trandgegendiiLinien etabliert, die das
MSP-190F in seiner Gesamtlange produzieren und sie als eine Art lebender Trager — ,lebend
Vakzine" — sowohl im Maus- als auch iotusiImmunisierungsmodell getestet. Das an sich
immunogenel. gondiiibernimmt dabei die Rolle des Adjuvans (Sayles and Johnson, 1996)
und prasentiert das Antigen dem Immunsystem des Wirtes.

6.3.1 Das MSP-190F aus T. gondii induziert eine spezifische, humorale Immunantwort in
C57BL/6 Mausen

Der von uns ausgewahlte, temperatur-sensitive ts-4 Stamm ist eine nicht-persistierende
Mutante des RH Stammes, die eine starke, schitzende Immunantwort gegen die sonst letale
Infektion mit dem RH Stamm in Méausen induziert (McLezichl, 1988; Waldeland and
Frenkel, 1983). Erst kirzlich konnte demonstriert werden, dass neben der T-Lymphozyten
und IFNg vermittelten Immunantwort auch die B-Lymphozyten eine wichtige Rolle spielen
(Sayleset al, 2000). Die B-Zellen produzieren Antikdrper, die wahrscheinlich die Infektion

der Wirtszellen blockieren.

Unsere Experimente haben die Avirulenz des ts-4 Stammes in Mausen bestatigt. Zwei ver-
schiedene Mausestamme, der gegeniber einer viruléntgondii Infektion hoch sensitive
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C57BL/6 (A2K* Mutante) sowie der weniger sensitive BALB/c konnten mit einer hohen Do-
sis (bis zu 1f) von lebendigen ts-4 Tachyzoiten infiziert werden, ohne gesundheitliche Be-
eintrachtigungen fir die Tiere festzustellen.

In anschlie3enden Immunisierungsexperimenten konnte wir zeigen, dass die transgenen ts-4
Tachyzoiten in der Lage sind, eine starke, humorale Immunantwort gegen das rekombinante
MSP-190F in den Mausen des C57BL/6 Stammes einzuleiten. Es wurden insgesamt 12 A2K
Mause in drei verschiedenen Experimenten mit den rekombinanten ts-4 Parasiten immuni-
siert. Davon waren 11 in der Lage MSP-1 spezifische Antikérper zu produzieren, die sowohl
mit dem nativen MSP-1 al’& falciparumals auch mit den rekombinanten MSP-1 Fragmen-

ten auskE. colireagierten. Bei einigen dieser Mause waren allerdings drei Immunisierungen
notwendig, um die MSP-1 spezifische Antikbrper nachzuweisen.

Die Induktion der humoralen anti-MSP-1 Immunantwort wurde weder durch die fur die Im-
munisierung verwendefE. gondiiLinie (ts4/Pf190 oder ts4/Tg190Tg) noch durch die unter-
schiedliche Applikation des Antigens (eine i.p. oder eine s.c. Injektion) beeinflusst. Wir neh-
men aber an, dass es eine genetische Komponente gibt die in dem hier diskutierten Mausmo-
dell limitierend wirkt. So ist es uns nicht gelungen, eine MSP-1 induzierte Antikérperproduk-
tion in den Mausen des BALB/c Stammes durch die Immunisierung mit den ts4/Pf190 Para-
siten einzuleiten. Eine Analyse der eventuellen Ursache war in Rahmen dieser Arbeit nicht
moglich. Wir stellen aber fest, dass eine identische Infektion der Mause eine unterschiedliche
immunologische Reaktion hervorrufen kann, die Stamm-spezifisch ist. So reagieren die
C57BL/6 Mause nach einéeishmania majoitnfektion durch die Induktion einer Thl spezi-
fischen Immunantwort, wahrend die BALB/c M&ause eine Th2 vermittelte Immunantwort ein-
leiten (Hsiehet al, 1995; Reiner and Locksley, 1995). Im Gegensatz dazu induziert die In-
fektion mitT. gondiiin beiden Stammen eine Th1 vermittelte Immunantwort, unabhangig von
dem genetischen Hintergrund (Denkers and Gazzinelli, 1998). Unsere Daten erlauben uns
keine Aussage daruber, inwieweit die MSP-1 spezifische Immunantwort von dem unter-
schiedlichen genetischen Hintergrund beeinflusst wird; sie sollten jedoch bei zukinftigen
Immunisierungsexperimenten in Mausen nicht aul3er Acht gelassen werden.

Aus gleichem Grund kdnnen wir auch keine Aussage Uber die Immunisierung mit dém aus
gondii gereinigten MSP-190F Protein treffen, da auch in diesem Falle der BALB/c Stamm
verwendet wurde. Die limitierte Menge des gereinigten Proteins verhinderte eine Wiederho-
lung der Proteinimmunisierung in Mausen, die jedoch detailliert in AletusPrimatenmo-

dell untersucht wurde.
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6.3.2 Die Wirkung des MSP-190F aus T. gondii im Aotus Immunisierungsmodell

Unser Vorexperiment mdrei Aotus azarae boliviensigtte die von Escajadillo und Frenkel
beschriebene Avirulenz der ts-4 Mutante in diesen Neu-Welt-Affen bestatigt, bei denen eine
Infektion mit dem virulente. gondiiletal verlauft (Escajadillo and Frenkel, 1991). Keines

der Tiere entwickelte Zeichen fur eine Toxoplasmose oder fir eine gesundheitliche Schwéche
wie Fieber, Appetitlosigkeit und Gewichtsverlust. Bei der Untersuchung der inneren Organe
wurden ebenfalls keine Veranderungen festgestellt.

Trotzdem haben wir in der darauf folgenden Immunisierungsstudie einen Affen verloren. Die-
ses Tier in der Kontrollgruppe musste am Tag 30 eingeschlafert werden. Obwohl bei diesem
Affen kein Fieber gemessen wurde, waren die Ubrigen, fur eine akute Toxoplasmose typi-
schen Symptome aufgetreten (motorische Schwache, Desorientierung und die Anwesenheit
von T. gondii Tachyzoiten in den inneren Organgost mortup Wir nehmen an, dass die
Toxoplasmose durch eine Immunschwéche des Affen (hervorgerufen z. B. durch eine virale
Infektion), die sich wahrend des Experiments entwickelte bzw. verstarkte, ermdéglicht wurde.
Dafiir spricht die Tatsache, dass das Tier die erste Infektion mit Bkknhdigen ts-4 Tachy-

zoiten ohne Probleme verkraftet hatte. Erst 11 Tage nach der zweiten Infektion wurden die
beschriebenen Symptome beobachtet. Diese Zeitspanne ist identisch mit der von Escaj und
Frenkel festgestellten Inkubationszeit, in der die Infektion AotusAffen mit Bradyzoiten

zum Tode fuhrt (Escajadillo and Frenkel, 1991). Bei der mikroskopischen Untersuchung von
Gehirnschnitten wurden keine Bradyzoitenzysten beobachtet, die auf eine chronische, durch
die Bildung von virulenten Revertanten bedingte Toxoplasmose schlie3en liel3e.

Der Verlauf der Entwicklung von anti-MSP-1 spezifischen Antikdrperproduktion wahrend der
wiederholten Immunisierung mit ts4/Tg190Tg Tachyzoiten war fur uns Gberraschend. Nach
der ersten Immunisierung entwickelten alle vier Affen MSP-1 spezifische Antikorper, die
gegen alle getesteten Fragmente nachgewiesen wurden. Diesen ersten Kontakt mit dem re-
kombinanten Antigen verstehen wir als ein ,priming“ des Immunsystems des Wirtes, bei dem
nicht der tatsachlich induzierte Antikorpertiter, sondern die Erkennung des Antigens die ent-
scheidende Rolle spielt. Die erste Immunisierungswiederholung (sog. erster ,boost*) hatte die
erwartete Steigerung der Antikdrperproduktion zur Folge. Die zweite Wiederholung (zweiter
,p0o0st") zeigte jedoch keine induzierende Wirkung. Obwohl der Antikorpertiter gégen
gondiispezifische Antigene weiter stieg, wurde bei allen vier immunisierten Affen eine signi-
fikante Reduktion des MSP-1 spezifischen Antikorpertiter festgestellt. Dies steht im Gegen-
satz zu unseren vorherigédwtusimmunisierungsstudien (vergleiche Cali 1995, Anhang V)
und zu Beobachtungen von anderen (Egiaal, 2000; Kockeret al, 1998), bei denen auch

der zweite ,boost‘ mit gereinigtem, rekombinantem Protein zur weiteren Steigerung der spe-
zifischen Antikorperproduktion fihrte. Genauso zeigten unsere Experimente mit Mausen,
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dass bei einigen Tieren erst nach dem zweiten ,boost* eine MSP-1 spezifische, humorale
Immunantwort eingeleitet wurde (siehe 6.3.1).

Unserer Meinung nach gibt es zwei denkbare Ursachen fur den nicht eingetretenen, induzie-
renden Effekt des zweiten ,boosts”, die wahrscheinlich gleichzeitig eine Rolle spielten.

(i) Das Immunsystem des Wirtes entwickelte bereits nach der ersten Immunisierung und dem
ersten ,boost” eine starke Immunantwort gegen das als Trager verwé&ndetadij als Fol-

ge dessen wurde das Pathogen effizient von dem Wirt eliminiert, ohne eine ausreichende anti-
gene Prasentation des rekombinanten MSP-190F zu gewéhrleisten.

(i) Das T. gondiiinduzierte eine dominante, Th-1 vermittelte Immunantwort, die die Ent-
wicklung der fur die Antikdrperproduktion notwendige, Th-2 bedingte Immunantwort unter-
driickte. Diese Annahme stimmt mit den experimentellen Daten von Saetiab¢Santiago

et al, 1999) Uberein. Die Autoren konnten zeigen, dass eine Koinfektioff vgondiidie

Antigen spezifische, Th-2 vermittelte Immunantwort wahrend direshmania majoinfek-

tion in BALB/c Mausen inhibierte und die Synthese von IgG1 unterdriickte.

Die gewunschte Induktion von MSP-1 spezifischen Antikdrpern haben wir durch die Immuni-
sierung mit dem aus. gondiigereinigten MSP-190F Protein erreicht. Das fur die Formulie-
rung des Antigens verwendete Adjuvans SBAS2 erwies sich als gesundheitlich unbedenklich.
Obwohl nur eine sehr geringe Menge des Proteins — etwa 8 ug pro Tier — injiziert wurde, rea-
gierten alle Affen mit einem starken Anstieg der Antikdrperproduktion, gemessen gegen alle
rekombinanten MSP-1 Fragmente. Dies ist fur uns der Hinweis darauf, dass ein effizientes
und korrektes ,priming“ des Immunsystems des Wirtes durch die rekombinanten
ts4/Tg190Tg Tachyzoiten stattgefunden hatte.

Trotzdem haben wir in diesem Experiment nicht die Antikorpertiter erreicht, die bei den er-
folgreichen Immunisierungen vakotusAffen Cali 1993 und Cali 1995 erzielt wurden. Dies
kann einer der Griinde sein, warum kein effizienter Schutz gegéh th&ciparuminfektion

in unserem Experiment eingetreten ist. Bei zwei Affen in der immunisierten Gruppe kam es
zu einer signifikanter Verspatung des Parasitemieausbruches; wahrend die Kontrollaffen 8
Tage nach der Infektion die Parasitemiegrenze von 2% uberschritten haben, wurde bei dem
Affen A46 und A58 diese Grenze erst 6 bzw. 3 Tage spater endgdltig erreicht. Dies deutet auf
eine Aktivierung des Immunsystems vor der Infektion InitalciparumMerozoiten hin, die
jedoch nicht ausreichend fur eine protektive Wirkung war. Auch der enorme, mehr als
20fache Anstieg des MSP-1 spezifischen Antikdrpertiters in den immunisierten Affen nach
der P. falciparuminfektion belegt, dass das Immunsystem mit einem dem nativen Antigen
sehr ahnlichen Immunogen konfrontiert wurde.

Wir nehmen folgende Grinde als Ursache fur die, im Bezug auf eine schitzende Wirkung
nicht ausreichende Immunantwort an:

(i) Wie bereits erwahnt scheint der aktuelle Antikorpertiter am Tad dialciparuminfekti-

on nicht ausreichend fur eine schitzende Immunantwort gewesen zu sein. Es gilt als bewiesen
— zumindest fur Immunisierung mit MSP-19 in Mausen — dass die Immunitat durch einen
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hohen Titer der spezifischen, wahrscheinlich neutralisierenden AntikGrper zum Zeitpunkt der
Infektion vermittelt wird (Good and Doolan, 1999). Kontrovers wird dagegen die Rolle der
anti-MSP-19 spezifischen Antikorpertiter bei Menschen betrachtet. So gibt es Berichte so-
wohl Uber eine signifikante Korrelation zwischen dem anti-MSP-19 Titer und der klinischen
Immunitat (Egaret al, 1996) als auch tber das Fehlen einer solchen Korrelation (Deidoo

al., 1999). Unsere Experimente Cali 1993 und Cali 1995 zeigten eine eindeutige Tendenz zur
einer signifikanten Korrelation zwischen dem héchsten anti-MSP-1 Titer und Protektion. Al-
lerdings wurde in beiden Studien das Freund’sche komplette Adjuvans fir die Formulierung
des Antigens verwendet, das verglichen mit anderen Adjuvantien zur Induktion des hochsten
Antikdrpertiters fuhrt (Kumaet al, 2000).

(i) Unabhangig von der HOohe des anti-MSP-1 Titers gibt es zunehmend Hinweise auf die
protektive Wirkung von IgG Antikdrpern wahrend drfalciparuminfektion in Affen und

im Menschen (Coheat al, 1961; Fandeuet al, 1984; Groux and Gysin, 1990). In dieser
Hinsicht ist der Isotyp der induzierten IgGs fir die Resistenz entscheidend. Nach den neue-
sten Erkenntnissen scheint ein hoher IgG2 und 1gG3 und ein niedriger IgG4 Titer mit der Im-
munitat gegerP. falciparumMalaria assoziiert zu seffAucanet al, 2000). Welcher anti-
MSP-1 1gG Isotyp tatsachlich induziert wird, hangt von der Art der Immunisierung (z. B.
DNA-Immunisierung vs. Proteinimmunisierung; siehe Kana@l, 1998) und dem verwen-
deten Adjuvans ab (Hui and Hashimoto, 1998; Kuetaal, 2000). Obwohl es fiir uns nicht
maoglich war, die 1gG Isotypen der Affenseren zu bestimmen, ist es naheliegend, dass durch
die Immunisierung mit transgendn gondiiein anderes 1gG Isotyp-Profil induziert wurde als
durch die Proteinimmunisierung in den Experimenten Cali 1993 und Cali 1995. Als Folge
wurde keine sterile Immunitat gegen élefalciparuminfektion erreicht.

(i) Wir haben in unserem Experiment insgesamt dreimal mit rekombindntgandiiand
anschlieRend einmal mit gereinigtem MSP-190F Protein immunisiert. Dadurch haben wir eine
definierte Immunodominanz festgelegt. Nun konnte kirzlich demonstriert werden, dass eine
Protektion gegen Malaria sehr stark durch die Art des Antigens, das fur das ,priming“ und
anschlie3ende ,boosting” verwendet wurde, bestimmt wird. Wurde ein Antigen in Form vom
DNA-Plasmid sowohl fiir die erste wie auch fir die zweite Immunisierung verwendet, konnte
in Mausen keine Protektion erreicht werden; kombinierte man dagegen das ,priming” durch
DNA-Immunisierung mit dem ,boosting” durch rekombinante Vaccinia Viren, wurde eine
100%ige Protektion gegen die bergheiMalaria erzielt, die jedoch bei einem umgekehrten
Immunisierungsablauf — ,priming“ mit Vaccinia und ,boosting“ mit DNA-Plasmid — wieder
auf 0% reduziert wurde (Schneidsral, 1998). Ein &hnliches Ergebnis wurde im Falle von

P. yoelii Malaria dokumentiert (Sedega&h al, 1998). Zusammenfassend mit den Daten aus
unserem Immunisierungsexperiment gehen wir von folgender Immunodominanz aus:

DasT. gondiiist immunogener als das gereinigte Protein. Jedoch Uberwiegt die humorale
Immunantwort gegen di€. gondiieigenen, immunodominanten Antigene (wie SAG-1), wel-
che die Mehrheit der Proteine darstellen. Durch den ersten und zweiten ,boost* mit den
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ts4/Tg190Tg Parasiten wird au3erdem die Th-1 bedingte Immunantwort etabliert, die die In-
duktion von Th2 vermittelter Immunantwort verhindert; der zweite ,boost hat also keinen
induzierenden Effekt auf die Produktion von MSP-1 spezifischen Antikorpern. Erst durch den
anschlielenden ,Proteinboost” kdnnen die Lymphozyten weiter zur Antikérperproduktion
angeregt werden, die bereits durch die erste und zweite Immunisierung auf das rekombinante
MSP-190F eingestellt wurden.

Die von uns gewonnenen Daten haben gezeigt, dass das Immunisierungspotential des rekom-
binantenT. gondiiin seiner Fahigkeit liegt, das Immunsystem des Wirtes auf korrekte Art und
Weise zu aktivieren (zu ,primen®). Auf der Basis dieser Erkenntnis und der Daten aus Cali
1993 und Cali 1995 schlagen wir folgendes Protokoll fur zukiinftige Immunisierungsversuche
im AotusPrimatenmodell vor:

Die erste, fur das “priming“ des Immunsystems entscheidende Immunisierung findet mit den
rekombinantenT. gondii statt, da diese die beste Konservierung der antigenen Epitope des
MSP-1 Proteins gewahrleisteten. Um einen starken, Antikdrperproduktion férdernden Effekt
zu erzielen und eine Th2 vermittelte Immunantwort zu induzieren, sollte die zweite und die
dritte Immunisierung mit einem gereinigten, heterolog hergestellten MSP-1 Protein erfolgen.
Unsere Daten zeigten, dass das lausoli gereinigte Protein dabei dem aus Saugertierzellen
gewonnenen MSP-1 vorzuziehen ist. Als Adjuvans erscheint das SBAS2 Praparat geeignet.
Zur Diskussion steht jedoch die Frage, mit welcher Menge. dalciparumMerozoiten die
Infektion (,challenge®) statt finden soll. Egan et al. konnten zeigen, dass bei einer ,challenge”
mit 10 Parasiten drei von vigkotusAffen geschitzt worden sind, wahrend nach der Infekti-

on mit 10 Merozoiten nur einer von vier Affen immun wurde (Egaral, 2000). In den Ex-
perimenten Cali 1993 und Cali 1995, in denen sechs von zehn Affen Immunitat entwickelten,
wurden ebenfalls PMerozoiten fuir die Infektion verwendet. Sollte also das geplante Immu-
nisierungsexperiment eine Wiederholung der Cali-Versuche sein, missten auch diesmal die
Affen mit der gleichen Menge von Merozoiten infiziert werden. Winschenswert ware jedoch
der naturliche Infektionsweg, d.h. die ,challenge” durch die Stiche von infiziAriepheles
Mucken, bei dem die Sporozoiten desfalciparumin einer authentischen Menge injiziert
werden.

Im Hinblick auf die geplanten Immunisierungsversuche im Menschen ist der Ansatz der re-
kombinanten ts-4 Tachyzoiten selbstverstandlich nicht denkbar. Als Alternative zieht unser
Labor zur Zeit Vaccinia Viren des Modified Vaccinia Virus Ankara (MVA) Stammes als
Vektor fur das rekombinante MSP-1 Antigen im Betracht (Hochstein-Mietizal, 1972).

Diese Viren wurden bereits fur die Impfung gegen Pocken bei etwa 120 000 Menschen ver-
wendet (Mayret al, 1978) und zur Zeit werden in unserem Labor rekombinante MVA herge-
stellt, die dasnsp-1dund seine Fragmente stabil exprimieren (Nicole Westerfeld). Ob diese
Viren eine vergleichbar gute Epitopenkonservierung vermitteln kdnnen, wird in vorlaufigen
Immunisierungsexperimenten in Tiermodellen getestet.
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6.4 MSP-1 und seine Fragmente vermitteln eine erh6hte Bindungsaffinitat von rekom-
binanten T. gondii zur menschlichen Erythrozyten

Es gibt mehrere Hinweise dafir, dass das MSP-1 Protein eine Rolle bei dem Erkennungs-
und/oder Invasionsprozess von Erythrozyten durch die Merozoiten spielt. So wurde gezeigt,
dass das MSP-1 in seiner nicht-prozessierten Form an sialinsdurehaltige Rezeptoren der
Erythrozyten bindet (Perkins and Rocco, 1988) und dass anti-MSP-1 Antikdrper die Invasion
der Merozoitenn vitro inhibieren (Blackman et al., 1991; Pirson and Perkins, 1988t 8l

1993). Erst kurzlich wurde eine neue Region innerhalb des MSP-38 Fragments vorgeschla-
gen, die spezifisch an menschliche Erythrozyten binden soll und ebenfalls deren Invasion in-
hibiert (Nikodem and Davidson, 2000).

Die Invasion der Erythrozyten duréiasmodiumssp. ist ein hoch spezifisches Prozess, der

im Wesentlichen in folgende Schritte unterteilt werden kann (fur Ubersicht siehe Baanhister

al., 1990, Coppeekt al., 1998a). Der Merozoit bindet zuerst reversibel an einer beliebigen
Stelle auf der Oberflache des Erythrozyten. Danach kommt es zu einer raschen Reorientie-
rung, nach der das apikale Ende des Parasiten zu der Plasmamembran der Wirtszelle hin posi-
tioniert ist (ein irreversibel Schritt). Zum gleichen Zeitpunkt wird der Inhalt von spezialisier-
ten Organellen — Rhoptrien und Mikronemen — freigesetzt; fur einige der freigesetzten Protei-
ne wurde die Rolle als ein Ligand fiir den Invasionsprozess nachgewieseet @imi994;

Miller et al, 1979). Schlie3lich wird eine Verbindung, sog. ,junction“ von beiden Oberfla-
chen ausgebildet und der Parasit ist nun in der Lage, in den Erythrozyten einzudringen.

Es ist naheliegend, dass der erste Kontakt mit der Erythrozytenoberflache durch Antigene
vermittelt wird, die mit der Plasmamembran des freien Merozoiten assoziiert sind. Viele die-
ser Proteine sind identifiziert worden (Ubersicht siehe: Coppal, 1998a); das MSP-1 ist

das prominenteste unter ihnen. Die Tatsache, dass alle Versuechspda&en funktionell zu
inaktivieren (z. B. durch einen ,Knock-out“) soweit fehlgeschlagen haben, deutet auf eine
essentielle Funktion des MSP-1 Proteins hin. Wir halten es fur denkbar, dass das MSP-1 ein
Ligand fur einen noch nicht definierten Rezeptor ist, der den primaren Kontakt bzw. die Er-
kennung des Erythrozyten als ein Ziel fur die Invasion erméglicht.

Die Ergebnisse aus unseren Bindungsexperimenten zwischen rekombihagterdii und
menschlichen Erythrozyten verstarkten unsere Vermutung. Den ersten Hinweis ergab die mi-
kroskopische Analyse von R-Galaktosidase positiven Tg190Tg Parasiten: eine signifikante
Anzahl dieser Tachyzoiten assoziierte zu einem Parasit/Erythrozyt-Komplex auf einer Art und
Weise, wie es bei der MSP-1 negativen Kontrolle nicht beobachtet wurde. Die bei solchen
Paaren beobachtete 3-Galaktosidase Farbung des Erythrozyten kann nicht durch eine einfache
Diffusion des Proteins erklart werden. Eine identische AnalysdagipositivenT. gondii
Parasiten resultiert nicht in einer positiven [3-Gal-Farbung der parasitophoren Vakuole oder
der Wirtszelle (D. Soldati, personliche Mitteilung). Anderseits kbnnen wir nicht ausschliel3en,
dass es sich bei unserer Beobachtung um einen Lichteffekt handelte, der durch das unter-
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schiedliche Difraktionsmuster (verursacht z. B. durch raumliche Uberlappung des Erythro-
zyten mit dem Parasit) bei solchen Komplexen entstanden ist. Bei der indirekten Immunfluo-
reszenzanalyse dieser Bindungsexperimente mit dem anti-3-Gal Antikérper wurde kein posi-
tives Signal innerhalb des Erythrozyten festgestellt, was jedoch auch auf eine zu niedrige
Konzentration des Proteins zuriickgefuhrt werden kann.

Die Analyse der entstandenen Parasit/Erythrozyt Paare unter dem Mikroskop erlaubte keine
Aussage Uber die Art der Assoziation. Obwohl verschiedene Arten - von einer seitlichen oder
gerichteten Interaktion bis zur der raumlichen Uberlappung beider Partner — beobachtet wur-
den, kann nur eine zuklnftige, elektronmikroskopische Analyse solcher Komplexe die Frage
nach der tatsachlichen Interaktion beantworten.

Die Daten, die wir durch die Analyse der Bindungsexperimente mittels Durchflusszytometrie
gewonnen haben, erlaubten uns einen Eindruck Uber die Effizienz dieser Parasit/Erythrozyt
Assoziation zu gewinnen. Unsere Annahme, dass ein Doppelfluoreszenz-Ereignis einem Para-
sit/Erythrozyt-Paar entspricht, konnten wir durch die Isolierung und anschliel3ende mikrosko-
pische Analyse dieser Zellpopulation bestatigen (siehe unten).

Die Bildung von Parasit/Erythrozyt Komplexen, die bei dem MSP-1 negativen Kontrollansatz
beobachtet wurde, fuhren wir auf eine unspezifische InteraktionT dg®ndii mit den
Erythrozyten zurtck, die nicht durch eine Modifikation der parasitdren Plasmamembran zu-
stande kam. Um einen Vergleich der analysiefftegondiiLinien beziglich ihrer Affinitat

mit den Erythrozyten zu assoziieren zu erméglichen, haben wir diesen Wert gleich ,1* ge-
setzt. Wir konnten zeigen, dass die transgenen Parasiten, die entweder das PvDBPII oder das
MSP-F42 bzw. MSP-190F Protein auf der Oberflache tragen, mit einer um den Faktor 2-3
hoheren Affinitdt an die menschlichen Erythrozyten binden bzw. mit denen assoziieren. Die
starkste Affinitat wurde bei den 19/GFP Parasiten gemessen (Faktor 2,7-3,4).

Wir halten die gemessen Werte fur einen weiteren Hinweis fur die vermutete Rolle des MSP-
1 Proteins und/oder seiner Regionen bei dem Invasionsprozess. Die Tatsache, dass wir keine
grundlegenden Unterschiede in der Bildung von Komplexen mit den verschiedenen MSP-1
positivenT. gondiiLinien festgestellt hatten, kann folgende Ursachen haben.

Zum einen wissen wir aus unseren friheren Experimenten (siehe 6.2), dass die Produktions-
rate der rekombinanten Proteine in den hier getesteten Linien unterschiedlich hoch ist (MSP-
F19 > MSP-190F > MSP-F42). Es kann also die Dichte des fiir die Erkennung seines putati-
ven Rezeptors zur Verfigung stehenden Proteins auf der Oberflache gtegdii sein, die

bei der Bildung der Komplexe limitierend wirkt.

Zum anderen kénnen wir nicht ausschliel3en, dass die Assoziation von MSP-1 pdsitiven
gondii Linien auf das C-terminale Fragment zuriickzufiihren ist, das in allen drei analysierten
Linien durch Prozessierung entsteht. Wie haben jedoch keinen endgultigen Beweis dafir, dass
es sich bei den Linien 190/GFP und 42/GFP um das MSP-F19 Prozessierungsprodukt handelt
(siehe 6.2.5). Um seine Rolle bei der Assoziation mit den Erythrozyten zu erlautern, missten
rekombinantel. gondiiParasiten hergestellt werden, die keine Kodierungssequenz fur dieses
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Fragment exprimieren. Von besonderem Interesse sind solche Konstrukte, die fur das Ge-
samtlange Protein ohne das C-terminale MSP-F19 Fragment und fur das MSP-F38 kodieren,
das kurzlich als das Protein mit der Erythrozyten-bindenden Region vorgeschlagen wurde
(Nikodem and Davidson, 2000).

Es ist auch denkbar, dass das MSP-1 erst in seiner prozessierten Form, d. h. erst als ein Pro-
tein-Komplex — moglicherweise in Assoziation mit weiteren Proteinen wie das p22 und p36 -
eine effiziente Bindung an die Erythrozyten vermitteln kann. Da diese Modifikatidn in

gondii nicht vorliegt, mil3t man maglicherweise nur eine stark reduzierte Bindungsfahigleit.

Die mikroskopische Analyse der isolierten, doppel-fluoreszenzpositiven Zellpopulation fuhrte
zu einem unerwarteten Befund. Mit einem signifikanten Unterschied zu der Negativ-Kontrolle
wurde bei einigen der Parasit/Erythrozyt Komplexe, die nach der Inkubation sowohl mit dem
MSP-1 positiven wie auch PvDBPII positiven Tachyzoiten isoliert wurden, eine eindeutige,
rot-fluoreszierende Markierung des gebundenen Parasiten beobachtet.

Die einfachste Erklarung hierfur wére ein unspezifischer Einbau der fluoreszierenden Mole-
kule in die Plasmamembran des Parasiten. RIKT jedoch definiert als ein nicht austausch-
barer Lipidanalog, da keine spontane Verbreitung von markierten Liposomen in die nicht
markierte Membran stattfindet (Struck and Pagano, 1980). Laut Angaben des Herstellers kann
es zu einer begrenzten Diffusion des Farbstoffes nur nach einer Zerstérung der Membran
kommen. Obwohl wir solche Zerstérung wahrend des Isolierungsprozesses nicht ausschlief3en
kénnen, erscheint eine freie Diffusion oder ein zufalliger Einbau des Farbstoffes in unserem
Falle unwahrscheinlich, denn aus der gleichen Zellpopulation isolierte, nicht gebundene Para-
siten lassen keine Markierung durch den roten Fluoreszenzfarbstoff erkennen.

Dagegen konnte eine Fusion beider Plasmamembranen, welche die anschlieliende Verbrei-
tung des fluoreszierenden Molekils ermdglichen wirde, dieses Phanomen erklaren. Fir sol-
chen Prozess sprechen auch die Daten von Sowers (Sowers, 1985), die eine Verbreitung des
DilC,; von markierten zu unmarkierten Erythrozyten nur nach einer Fusion beider Zellen in
Folge von elektrischen Impulsen belegen. Dartber hinaus konnte ldallalemonstrieren,

dass DilGg aus markierten Erythrozyten wahrend der Invasion auPdé&sdciparumiibergeht

und schliel3lich im intra-erythrozytaren Ring Stadium des Parasiten nachgewiesen werden
kann. Fir die Autoren war dies ein Hinweis darauf, dass Lipide aus der Plasmamembran des
Erythrozyten wahrend der Invasion von dem Parasiten aufgenommen werden (Haldar and
Uyetake, 1992).

Zusammenfassend weisen unsere Daten daraufhin, dass die rekombInadedii mit der
Oberflache des Erythrozyten, wenn auch nicht sehr effizient, fusionieren kénnen. Hierdurch
konnte man sich erklaren, warum eine positive 3-Galaktosidase Farbung — als Folge der Fusi-
on beider Partner - innerhalb des Erythrozyten beobachtet wird (siehe oben). Da beide Pha-
nomene signifikant haufiger bei den MSP-1 bzw. PvDBPII positivegondiiLinien zu be-
obachten waren, wird durch diese Daten die Hypothese, das MSP-1 eine Rolle beim Invasi-
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ons-/Erkennungsprozess spielt, verstarkt. Fir das PvDBP ist seine Funktion bei der Invasion
dokumentiert. Wir haben mit dieser Arbeit weitere Hinweise auf die Bedeutung des MSP-1
ausP. falciparumwéhrend der Wechselwirkung mit menschlichen Erythrozyten geliefert.

151



Zusammenfassung

7. ZUSAMMENFASSUNG

Das Hauptoberflachenprotein 1 (MSP-1) der MerozoitenRiasmodiunssp wird aus einer

Reihe von Grinden als der fihrende Kandidat fir die Entwicklung eines Mehrkomponen-
tenimpfstoffes gegen Malaria angesehen. Das Protein ist hoch immunogen und eine Korrela-
tion zwischen MSP-1 spezifischem Antikdrpertiter und schitzender Immunantwort konnte
sowohl bei einer natirlichen Infektion als auch in Immunisierungsversuchen in Tiermodellen
mehrfach nachgewiesen werden. Obwohl seine Funktigivo noch unklar ist, deuten einige
Hinweise auf seine mogliche Rolle bei der Erkennung und/oder Invasion von Erythrozyten
durch die Merozoiten hin.

Unserer Arbeitsgruppe ist es erstmals gelungen, eine synthetische Kodierungssequenz des
msp-1fGens (vom K1-Prototyp) i&. coli stabil zu klonieren und das rekombinante MSP-1
Protein in seiner gesamten Lange sowohl in prokaryotischen als auch eukaryotischen Expres-
sionssystem herzustellen. Damit wurde die Grundlage fir Immunisierungsexperimente mit
rekombinantem MSP-1-Material geschaffen, das die vollstandige Sequenz des 190kD grof3en
Proteins beinhaltet.

In der vorliegender Arbeit wurden zwei unterschiedliche Projekte bearbeitet, die jedoch das
gleiche Ziel verfolgten: (i). die Entstehung der MSP-1 induzierten, humoralen Immunantwort,
bzw. die Schutzwirkung eines rekombinanten MSP-1 in einem Tiermodell zu untersuchen und
(ii). tiefere Einblicke in die potentielle Funktion des Proteimgivo zu bekommen.

Der erste Teil dieser Arbeit widmete sich zunachst dem Entwurf und der Synthesgpeid

Gens. Die Verfugbarkeit beider Prototypen soll es uns in Zukunft erlauben, sowohl homologe
als auch heterologe Immunisierungsversuche in Tiermodellen und an Freiwilligen durchzu-
fuhren.

Die folgenden drei Abschnitte beschéaftigten sich mit dem zweiten Projekt, ndmlich der Eta-
blierung vonToxoplasma gondgls ein Modellorganismus zur Herstellung von rekombinan-
tem MSP-1 und seinen C-terminalen Fragmenten. Durch die Verwendung von unterschiedli-
chen Transportsignalsequenzen konnten die Proteine auf der Oberflachegemdiilokali-

siert werden. Die Analyse dieser Proteine bezuglich ihrer posttranslationellen Modifikationen
und der immunogenen Eigenschaften ihrer Epitope bestatigte unser Vorhabenl .dgsnin

dii hergestellte MSP-1 fur Immunisierungsstudien in Tiermodellen einzusetzen. Das rekombi-
nante MSP-1 konnte ads gondiiin seiner gesamten Lange guter Qualitat aufgereinigt wer-
den; dieses System eignete sich jedoch nicht fur eine praparative Produktion. Deshalb wurde
fur die Immunisierungsversuche hauptsachlich eine attenuierte, transggoeditMutante

als ein lebender Trager des rekombinanten MSP-1 verwendet. Dabei konnten die Avirulenz
diesesT. gondii Stammes als auch die Fahigkeit des auf diese Art und Weise prasentierten
MSP-1, eine starke humorale Immunantwort im Maus- und Affen-Modell zu induzieren,
nachgewiesen werden.

Obwohl in dem anschliel3enden ImmunisierungsexperimefbinsAffen kein ausreichen-

der Schutz gegen die Infektion nRit falciparum erreicht werden konnte, erlaubten uns die

aus diesem Versuch gewonnen Daten ein besseres Verstandnis fur die Entwicklung der indu-
zierten, humoralen Immunantwort zu gewinnen. Auf der Basis dieser Ergebnisse konnte ein
neues Immunisierungsprotokoll entwickelt werden.

Abschlie3end wurden die MSP-1 transgefegonditLinien auf ihre Bindungsaffinitat zu
menschlichen Erythrozyten hin analysiert. In zwei unterschiedlichen Ansatzen konnte ich
zeigen, dass die Linien, die das MSP-1 und seine Fragmente auf der Oberflache prasentieren
eine erhohte Affinitat fur die Plasmamembran der Erythrozyten besitzen. Dies wurde als ein
wichtiger Hinweis auf die mdgliche Rolle des MSP-1 bei dem Erkennungs- und/oder Invasi-
onsprozess interpretiert.
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Anhang |

DNA Sequenz des nativen (mSpthd des synthetischen (msp)Xdens
fir MSP-1 aus P. falciparum Stamm 3D7

MKI1T I FFLCSZFLZFZFI I NTOQCVTMHETSYOQE
A C TA AT T T A TAATAATA A
CGCACGCGTATGAAGATCATCTTTTTTCTTTGT TCTTTCCTCTTTTTTATCATCAACACCCAGT GCGTGACTCACGAGAGT TATCAGGAA

Mu |
L vVK KL EALIEDAVLT GYSLFQKEIKMMVLNTETEE
T A A A AT A TAGTT T A G A A T
CTCGTCAAGAAGCTCGAAGCT TTAGAGGACGCCGT AT TGACAGGT TACTCCCTAT TCCAGAAAGAAAAGATGGTTTTAAACGAAGAAGAA

Il TTKGASAQSGASAOQSGASAQSGASAGQ QSGA
T AT AGT T AAG T AG AT T AG A T TT T A

ATTACCACAAAGGGAGCAT CCGCCCAGT CTGGAGCAT CTGCT CAGAGCGGAGCAT CT GCT CAGAGT GGAGCAAGCGCCCAAAGT GGAGCG

S AQSGASAQSGTSGPSGPSGTSPSSRSNTL
AG T AAGT T AAGT AG T AAG T A AT AAG TCATCT T A C TT A

TCTGCCCAGT CAGGCGCCT CAGCT CAATCTGGAACCT CTGEGCCGAGT GGT CCTAGCGGT ACT TCTCCAAGTAGCCGGT CTAATACACTC

P RSNTSSGASPPADASUD SDAKSYADIULKHRYV
T AT T ATC T AAG T A T T AG T T ATC C T TTA A AA A

CCACGT TCCAACACCT CCAGT GGAGCCT CCCCACCCGCCGACGCAT CCGACT CAGACGCTAAGAGT TATGCAGACCT GAAGCACCGCGT G

R NY L FTI KELIKYPELZFDLTNMHMLTTULTCDNI H
CA T TG T ACC AT C CcC T A T TA TT G T T T

AGGAACTACCTTTTCACTATCAAAGAGT TGAAGTACCCTGAATTGT TCGATTTGACCAACCATATGCTGACACTCTGTGACAACATACAT

GFKYLl1LI!I DGYEEI NEULULYIKLNZFYFDLILRATIKIL
A TA T A T AT AT A TA T T TT AT AAA A AT A

GGTTTCAAGTATCTGATAGATGGGTATGAAGAAAT TAACGAGCTGCTCTATAAACTCAACTTTTACTTCGACCT GCTGCGT GCCAAGCTG

N DV CANDYCQI PFNLIKI RANELDVLIKIKILVEF
T A T T T T A AT T T AT AT ATA C A T A T

AACGATGT CTGT GCAAACGAT TACT GCCAGAT CCCAT TCAACCT AAAGATACGT GCGAACGAGCTGGATGT TCTGAAGAAACTCGTGITC

GYRKWPLIDNI KDNVGKMEUDYI!l KKNKTTI AN
A AA A A T AT A A A A A C A AT

GGGTATCGGAAACCCT TGGACAACAT TAAGGACAAT GT GGGGAAGAT GGAGGAT TACAT TAAGAAAAAT AAAACAACAAT CGCTAACATA

N E L I E GS KKTI1I DQNIKNADNEEGI K KK KLY QARQ
ATA T A ATGAATTAT AT A G AT T A

AATGAGCT TAT CGAGGGGAGCAAAAAGACCAT CGACCAGAACAAGAAT GCCGACAAT GAAGAGGGAAAAAAGAAACT ATACCAAGCCCAG

Y bL SI YNKOQQLUEEAHNLI SVLEIKRI DTIULKKN
CTICT T AT A AT TTA A T A AC T TT A A

TATGATTTGAGCATCTACAATAAGCAACT AGAGGAAGCT CACAACCT CAT CAGCGT ACT GGAAAAGAGAAT TGACACCCT GAAAAAGAAT

E NI KKLLDIKI NEI KNPWPWPANSU GNTWPNTILL D
A TA T T AT T C A G C TCT A A T C T

GAAAACATTAAGAAACT CCTGGACAAGAT TAACGAAAT TAAAAACCCACCT CCAGCGAAT AGCGGAAAT ACCCCGAATACCCT GCTGGAT

K NK K I EEHEEIKI KEI AKTI KFNI DSULZFTDP
A C G A A A A T A AT CT AGTA T T T A

AAGAACAAAAAGATTGAAGAGCACGAAGAGAAAAT CAAGGAAAT CGCCAAGACTATTAAGT TCAATATAGAT TCTCTGT TCACAGACCCT

L EL EYYLREIKNIKI KVDVTWPIKSQDU®PTIKSVQIl P
T AT A T TTAAA A A A AT T A A T ATCA T T GATTAAA

CTGGAGCT GGAATACT ACCT GCGCGAGAAGAAT AAGAAGGT CGACGT GACCCCAAAGAGCCAAGACCCAACAAAGT CCGT GCAGATCCCC

KVvPYPNGI VYPLPLTWIDI HNSLAADNDI KNS SY
T T T T T T A TTA A CTTTTT ATA T A T T TTCA

AAAGT GCCCTACCCAAACGGCATCGT GTATCCCCTGCCTCT TACCGACAT CCACAACT CTCTGGCAGCCGAT AACGACAAAAACAGCTAT

GDLMNPHTI KEI KI NEKI I T DNIKERIKI F I NN
T TT A T T T A AT TAAT A AMA A A CTT T

GGAGACCT GATGAACCCCCACACT AAGGAAAAGAT AAACGAGAAGAT CAT TACCGATAAT AAGGAGCGGAAGATTTTTATCAACAACATC
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180
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360

147

450

177

540

207

630

1170

417
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msp-lds

AS

msp-lds

K K K1 DL EEI KNI NHTIKEI QNI KU KIULLEUDYEIKS KK
A A T TT A A cC T A A T A T AT A TCA

AAGAAGAAAAT CGACCT GGAAGAGAAAAAT AT CAAT CACACCAAAGAGCAAAACAAGAAAT TACT GGAGGACT AT GAGAAGAGCAAAAAG

DY EELWLEIKFYEMKTFNNNFDIKDVVDA KI F S AR
A TACT A AT T T T T C A CcC A A T AAA

GATTATGAGGAACTGT TAGAGAAGT TCTATGAAAT GAAAT TCAACAACAAT TTCGATAAGGATGT GGTCGATAAAATTTTCAGCGCCCGG

Y T YNVEI K QRYNNIKZFS S S SNNSUVYNYVQKTILKKA
T ATTTAAAMATT A TTCATC T T T AT T A ATA A G

TACACCTACAACGT GGAGAAGCAGCGGT ACAACAAT AAGT TCAGCAGCT CCAATAACT CGGT CTACAAT GTGCAGAAGCT GAAGAAAGCT
L SYLEDYSLRKGI SEKDFNHYYTLIKTGTLEA
TTCA T T T TTA A A A A T T T T T TTG T C

CTGAGCTATCTGGAAGACTACT CGCTGAGGAAAGGGAT TTCTGAGAAGGAT TTCAACCACTACTACACCCT CAAAACCGGCCTGGAAGCT

DI KKLTUEEI KSSENIKI L EKNFIKGLTMHSANG
T A A TA A AAA G AG ACATAAATTA AT A T T

GACATCAAGAAACT CACTGAAGAGAT CAAAAGT TCTGAGAATAAGATACT GGAGAAGAACT TCAAGGGACT AACGCACT CTGCAAACGGC

S L EV SDI VKLQVQKVLLI KKI EDLRKI ELF
TA A T T A TA A A TTATA T A A CT AA A AT A

TCCCTGGAAGT CTCTGACAT CGT GAAACT GCAAGT CCAAAAGGT GCTGCT CATCAAAAAAAT CGAGGAT CTGCGAAAGATCGAGCTGTTT

L K NAQLIKDSI HVPNI Y KPQNIKWPEWPYY LI VL
TA AT A A TAGT T T A A T T A AT T TA T ATA

CTTAAGAACGCCCAACT GAAAGACT CAAT CCACGT GCCTAACAT TTACAAACCGCAGAACAAACCAGAACCATACTATCTGATCGTGCTG

K K EVDIKULIKEZFI PKVKDMLIKI KEOQAVLSSI TAQ
A A A A AT A A T A A C A T CTATCA T T A A

AAGAAGGAGGT GGATAAGCT GAAGGAAT TCAT CCCAAAAGT GAAAGATAT GT TAAAGAAAGAGCAAGCCGT GCTGAGCAGCATAACGCAG

PLVAASETTEDSGGHSTHTLSQSGETEVTEE
TA T A A T G T TC A ATA C A A A A A A

CCTCTGGT GGCCGCAAGCGAGACAACCGAAGAT GGCGGEECACAGCACCCACACCCT GT CTCAGT CTGGCGAAACAGAGGT GACAGAAGAG

T EETEETVGHTTTVTI TLPPTQPSPPKEVK
A A A A AAGAAAAAAAAA A A A A

ACAGAAGAGACCGAAGAAACAGT GGEGCACACCACTACT GTGACCAT CACT TTGCCCCCT ACGCAGCCAT CTCCCCCAAAAGAGGT CAAA

VVENSI EHKSNDNSQALTIKTVYLIKIKLDTEFL
T T T A A T AGI T T A CT A A AT A TA T A TTA

GTCGT GGAAAACT CCAT TGAACACAAGT CCAACGACAACT CACAGGCT CTGACGAAGACCGT CTATCTGAAGAAACTGGACGAGI TCCTG

T KSYIl CHKYI1l L VSNSSMDAOQKTULILEVYNVLTPE
T TCA T AT T TTA A A TCT T C A ATA A AT T TTA

ACCAAAAGCTACATCTGCCATAAATACATCCT CGT GT CTAACAGCAGCAT GGATCAGAAGCT GTTGGAGGT GTACAACCTAACGCCCGAA

E ENELIKSCDWPLUDILIULZFNI QNNI P AMYSL Y DS
A T A A A T TA T AT AT TTCA AGT

GAAGAGAACGAGT TAAAATCCTGT GATCCCTTAGACCTACTGT TTAACAT TCAGAACAACATCCCCGCTATGTACAGCTTATATGATTCC

M NNDULOQQHLFFELYQKEMI Y YL HIKTULIKETENH
CTITTA ATCTTATA T A G A T T TA A A A

ATGAATAACGACCTCCAGCACCTGT TCTTCGAGCT GT ACCAGAAAGAGATGATCTACTATCT GCATAAGCT GAAAGAGGAGAATCACATC

K KLLEEQKQI TGTSSTSSPGNTTVNTAQSA
A AT A G A A A A ATCT CAGT AT A C T T A C A

AAAAAGT TGCT GGAAGAGCAGAAACAGAT AACT GGGACGT CCAGCACAT CGT CACCT GGCAACACGACAGT AAATACCGCCCAGT CTGCT

T HSNSQNQQSNASSTNTI QNGVAVSSGPAVYV
T AGT T A A ATCA T A CICT T A T T ATCATCT T AT

ACACACT CCAACT CCCAGAACCAGCAGAGCAACGCT TCTAGCACCAACACCCAGAAT GGGGT AGCAGT TAGT AGCGGCCCTGCTGTGGTG

EESHDPLTVLSI SNDLI KU GI VSLLNLGNIKTK
A AGT T TA A G AGT T G T TAGT TA CT A AT A

GAGGAATCGCATGACCCCCTCACTGTATTATCTATTTCAAACGACCTAAAAGGGAT TGT GTCCCTCCTCAATTTAGGTAATAAGACCAAG

vV P NPLTI STTIEMEI KT FYENI LK KNNUDTYFNDTD
A T A A C TICT A A G A A G T TTA AT TT T T T

GTCCCTAACCCCTTGACTATCAGCACTACGGAAAT GGAGAAGT TTTATGAAAACAT CCTGAAGAACAACGACACCTATTTTAACGACGAC
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I K QF VKSNSKVI T GLTETQKNALNDTEI KKL
C A A A ATC TTCA A A TT C A A A AT A TA

ATAAAGCAGT TCGTGAAGAGT AACAGT AAAGT GAT TACCGGGCT GACAGAAACCCAGAAAAATGCTTTAAAT GATGAGATCAAGAAACT G

K DTL QL SFDLYNIKY KL KLDRLUFNIKIKIKTETLGAQ
T ITTA TA AT TATTAT T AT A T T A A A C

AAAGACACACT CCAGCTCTCCT TCGATCTGT ACAACAAGT ACAAACT AAAGCT GGACAGAT TATTCAATAAGAAGAAGGAGCT TGGGCAA

DK MQI KKULTUWLULIKEO QLIESI KLNSLNNPHNVWVLAQ
C A A A AT TA A A ATA ATCA ATG T A T C AT A A

GATAAGATGCAGAT TAAGAAGCTAACT TTACT GAAGGAGCAGCT CGAGAGCAAGCT CAACT CCCTGAATAATCCACATAATGTGCTCCAG

NF SVFFNIKIKIKEAEI AETIENTILENTIKI L L KH
T T T C A A T A A AAT C AT A A A T T

AACTTTTCCGTATTCTTCAATAAGAAGAAAGAAGCAGAGAT TGCCGAGACGGAAAAT ACCCT CGAAAACACT AAGATATTACTGAAACAC

Y K GLVKYYNGESSPLIKTLSEVSI QTEUDNYA
AT T A T T T A ATCT A A T AAGT A A A T T C

TATAAAGGGCCT GGTGAAGT AT TACAACGGAGAGT CTAGCCCATTGAAGACT CTTTCAGAAGT GTCAATTCAAACCGAGGATAACTACGCA

N L EKFRVLSKI DGKILNUDNLMHLGI K KK KL SF L S
TT AT AT A T AT A TT T A G AT ATCT TA A

AACCTAGAAAAGT TCAGAGT GCTGAGCAAAAT CGACGGCAAACT CAATGATAACCT ACACCT CGGAAAAAAAAAGCTGAGCTTCCTGTICC

S GLHHLI TELIKEVI KNIKNYT GNSUPSENNKK
TA T A A A T T T A T TICT AG G A

AGTGGACTTCATCATTTAATTACCGAATTGAAAGAAGT TAT CAAAAACAAAAACT ACACT GGGAACAGCCCATCTGAAAATAATAAAAAG

VNEALIKSYENFLPEAKVYVYTTVVTPPQPDUVTP
T A TT A A C T C T AT ATATAA AT A

GTCAACGAGGCCCTCAAGT CTTATGAAAAT TTCCT TCCAGAAGCAAAAGT GACAACCGT CGT GACCCCCCCCCAGCCCGATGT CACCCCC

S PLSVRVSGSSGSTIKEETOQI PTSGSLLTE/L
TCT AT TCT A G AAG TAGITCA A AA A AT C T TA A A A

AGCCCTCTAAGCGT GAGAGT GT CTGGAT CAAGT GGCT CCACAAAAGAAGAAACCCAGATCCCCACATCAGGATCTCTACTGACCGAGI TG

QQVV QL QNYDEEDUDSLVVLZPI F GESEUDNDE
A A A A TA A A T TICTA T A A CT T A C T T A

CAGCAGGT CGT CCAACT CCAGAAT TATGACGAGGAAGACGACAGCCTCGT GGT TTTGCCAATCT TCGGCGAAT CAGAAGACAACGACGAG

Y LDQVVTGEAI S VTMDNI L SGFENZEYDWVI Y
TT T A AT A A ATC A T TCA A T A T A T T AT

TACCTAGACCAAGT GGTCACCGGGGAAGCGATTAGT GTCACTAT GGACAATATCCT CAGCGGCT TCGAGAACGAGTATGACGTGATCTAC

L KPLAGVYRSLIKI KO QI EKNI FTFNLNLNIDI L
TA TT T AT CTA A AAT A T T A T T G T A

CTCAAACCACTAGCCGGAGT TTACAGAAGT CTCAAGAAGCAGAT CGAAAAGAACATCTTCACCTTTAATCTAAACCTAAACGACATCTTG

NS RLKIKRKYFLDVLESDLMQFI KMHI SSNEY
AT T G A A T TA T TA AT A A A T A TCA T

AATTCCCGGCT GAAAAAGCGGAAATACT TCCTCGACGT ACT GGAGT CGGATTTGATGCAGT TTAAGCACAT CTCCAGCAACGAATACATT

I EDSF KULULNSEOQKNTILULIKSYKY I KESVEND
T ATAT TA GTAAAA A TT A AAGT A A A AT

ATCGAGGACTCGT TCAAACT GT TAAACT CCGAGCAGAAGAACACCCT GCTGAAGT CCTACAAATAT ATCAAAGAGT CAGT CGAGAACGAT

I K FAQEGI SYYEIKVLAKYIKDUDTULESI KKV I K
T A G T T T T TT A G T T TA A AT AT

ATTAAATTCGCCCAAGAAGGCATAAGCTACT ACGAAAAGGT CCTCGCCAAATACAAGGACGATCTGGAGT CTATCAAAAAGGT CATCAAA

E EKEKFPSSPPTTWPPSPAKTWDEU QK KESIKTFL
A G G C ATCA A A A AT G A A A A C A G G AAG T

GAAGAGAAAGAGAAAT TTCCCAGT TCTCCCCCTACAACGCCGCCCT CTCCAGCCAAGACT GATGAACAGAAAAAAGAGT CTAAGT TCCTC

P F L TNI ETULYNNLVNIKI DDYULI NLKAIKI ND
A TTA A C T CT A T T T A T TA T TA G A T T

CCTTTCCTCACTAATATCGAGACTCTCTACAATAACCTAGT GAACAAGAT TGACGACTACCT GAT CAACCT TAAAGCCAAGATAAACGAC

C NV EIKDEAHVYVIKI TKULSDLIKAI DDIKI DLF KN
T T A A A A A AT TAGT TA AT T A A TCT

TGCAATGT CGAGAAGGAT GAGGCT CATGT TAAGAT CACCAAACT GT CCGAT CTGAAAGCCATCGACGACAAGATCGACTTATTTAAAAAC
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msp-lds

PY DV FEAI KKULI NDDTA KIKUDMLGK K LIULSTSGL VAQ
T C A AT AT A T G A T ATA T T A ATA T A

CCATACGATTTCGAGGCTATCAAAAAGCT GATCAAT GAT GACACCAAGAAAGAT AT GCT CGGCAAGCT GCTGAGCACGGGT CTGGT GCAG

NF PNTI I §$S KLI EGKFOQDMLNI S QHOQCVKKQ
T T T A A ATA T A A A T TA C A C A A A A A

AACTTCCCTAACACCAT CATATCAAAGCT CATAGAGGGCAAGT TCCAAGACATGCTGAATAT TTCACAGCAT CAGT GCGT CAAGAAGCAG

CPENSGCFRHLUDERETET CKT CLILNYI K QEGDKZC
T A T AA TTA AA A T A TTATA T C AATT

TGCCCCGAAAATTCT GGAT GCTTCCGGCACCT GGAT GAGCGAGAAGAGT GCAAGT GCCTGCTTAACTAT AAACAGGAGGGCGACAAATGT

VENPNPTI CNENNSGGCDADATT CTETEDSGS SR
T A T T T T AT T AT A T C A C A T A T CAGCA A

GT GGAGAACCCAAAT CCGACGT GCAACGAGAACAACGGT GECTGCGAT GCCGACGCGACT TGTACAGAGGAAGACT CGGGEGAGT TCTCGG

K K1 T CEOCTIKWPDSYWPLFDG GI FCSSSNFLGI S
G AT ATT T TTC AT T T AGT TCT C TA A A A

AAAAAAAT CACGT GCGAGT GCACCAAACCCGACAGT TATCCTCTGT TCGATGGGATATTCTGCTCCTCCAGCAATTTCCTCGGGATTTCT

F L LI LMLI L Y SF I * * 1720
CT TA A C T AT A AGT C T

TTTCTACTGATCCTTATGCTAATTCTGTACTCATTTATCTAATAGCGCATCGATGG 5186
St op Ca

1587

4770

1617

4860

1647

4950

1677

5040

1707

5130

173



Anhang

Anhang Il

Immunisierungsversuche mit nativen MSP-1 aus P. falciparum in Aotus Affen

Cali 1993
Kontrollgrupp € MSP-1 Gruppe
E B
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Cali 1995
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B: Behandlung mit Pyrimethamin/Sulfadoxin; T: Tot
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Anhang

Calf 1993 Analyse der pre-chalfenge Sera der MSP-1 Grppe mittels ELISA mit rebombinanten M3P-1 Fragmenten
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Anhang IV

Cali 1995 Analyse der pre-challenpe Sera der MSP-1 Grippe mittels ELISA mit refombinanten MSP-1 Frgmenten
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Anhang V

Cali 1995 Analyse der MSP-1 induzierten Immunantwort mittels Kreuzreaktieit Sera
mil rekombinanien p83 Fragment
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