INAUGURAL-DISSERTATION

zur
Erlangung der Doktorwiirde
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultat
der
Ruprecht-Karls-Universitit

Heidelberg

vorgelegt von
Diplom-Biologin Martina G. Ding
aus Heidelberg

Tag der miindlichen Priifung:



Funktionelle Charakterisierung antioxidativer Enzyme

aus Toxoplasma gondii

Gutachter: Prof. Dr. Christine E. Clayton
Prof. Dr. R. Luise Krauth-Siegel



Inhaltsverzeichnis

L EINLEITUNG ottt sttt sttt st sabe e s e e sabe e e sane e s nnneeennreeens 1
1.1 TOXOPLASMAGONDILc.cuvtteesesuseeresassseesssssseeessssssessasssseesssassseessasseessssssseesssasssessansseessssnsens 1
1.1.1 Die Bedeutung von Toxoplasma gondil...........occueeeiriiiieeiiiiieen e 1
L1.1.2 PAtNOQENESE. ....oeeeeiiee et e e e e e e a e e e naaes 1
1.1.3 Lebenszyklus von Toxoplasma gandil.........ccccceeeiiiiiiiin e nnanes 2
I 0 )" (] o] F= ] 4 F= T =1 T o o SRR 4
1.1.5 Organellen und Entstehung der Parasitophoren Vakuole...............cccoccvveeiiiinnennne. 4
1.1.6 Asexuelle Vermehrung und Egression aus der Parasitophoren Vakuale................ 6
1.1.7 Toxoplasma Zytoskelett und FOrtbewegung.........cccceeeeiiiiciiivieiie e, 6
1.1.8 Toxoplasma gondii iM LabOr.........cccvviiieiiee e 7
L. 2 MICROBODIES ...ccittttiitteeestteeasseesssseesassessssesssssessassessassesassessassessseessseessseesssensssseessssensnnes 8
1.2.1 Bedeutung der MICTODOTIES ... ....coiiiiiiiieiiiiii ettt 10
1.2.2 Biogenese der MICrODOMIES..........ooiiuiiiiieiie e e e 10
1.2.3 Import von Matrix- und Membranproteinen...........ccceeeeee i 11
1.3 OXIDATIVER STRESS REACTIVE OXYGEN SPECIES (ROS),ANTIOXIDATIVE  ABWEHR....... 12
IR TR = = = Y o SRR 13
1.3.1.1 Struktur von typischen KatalaSeI............viiiiiiiiiiii et 14
1.3.1.2 Quartarstruktur typischer KatalaSen...........cc.ov i 17
1.3.1.3 Der Substratkanal und die Reaktivitdt von Katalasen.............ccccooooiiiiiiiiiiiiinicines 18
1.3.1.4 Die Rolle von NADPH in typischen Katalasemn...............ooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 19
1.3.1.5 Lokalisation typischer KatalaSen...........cc..viiuiiiiiiiii e 19
IS A e =T o ) (o [0 )] 1= RO UPRRRRR 19
| IR = 4 U SRR 22
CMATERIAL e s e b e nn e nan e e nree e 23
2.1 LABORAUSSTATTUNG . utttetuteeesuresssssesasssesasssesasssesasssesssssessssesssssesssssssssssssssssesssssesssssesssssens 23
2.2 CHEMIKALIEN ...ttt eutteesteeesteeessseesssteassssessnsseesssesssseesaseeesaseeesaseeesaseeesabeeenaseeesaneeeanneeenneas 23
2.3 VERBRAUCHSMATERIALIEN. 111 tttttsttesssssesssssesssssesssssesssssessssssssssesssssssssssessssessssessssesssssens 24
2.4 VERWENDETE PRIMARANTIKORPER ......utteiiuteeeueeeesueeessseeesseeesseessseessnsessssessssssssssesssnses 24
2.5 VERWENDETE SEKUNDARANTIKORPER ...eeituteeittesistteesseessseessseessseessssesssssesssssesssssessssses 25
2.5.1 ImmUNFlUroreSZENZANAIYSE ......cooiuiiiie i 25
2.5.2 WeSTErN BlOt-ANAIYSE.....cccco ittt e a e e e e s s e aeeaeas 26
2.6 HERSTELLUNG POLYKLONALER ANTIKORPER ...ciiitttiiitieesreeesteessseessseessneessssesssssessssnens 26
2.7 MIKROBIOLOGISCHE IMETHODEN........ttiittieteesteeeteesteesteesiesssseesaesssseessessasesssessseesssessasesnns 26
2.7.1 BaKIErIEN-StAMIME. ... .ciiiiiiiiiie ittt e e sare e e anne e 26
2.7.2 BaKIEIENKUITUL. ...t e e e e e e reeeeaeens 26



Inhaltsverzeichnis

2.7.3. Losungen zur Herstellung kompetenter Bakterien........cccccovvvciiviieiee e, 27
2.7.4. Transformation kompetenter BaKterien.........cccccooiiviiiiiiiei e 27
2.8 ISOLIERUNG UND AUFREINIGUNG VON DNA ... 27
2.8.1. Lésungen zur Mini-Praparation von Plasmid-DNA..........ccccoeiiiieiiinieiieee e 27
2.8.2. Maxi-Praparation von Plasmid-DNA...........ooeiiriiiiieeeeee e 28
2.8.3 Aufreinigung chromosomaler DNA aus T. gandii........ccccceeeeiiiiiiieeeie e, 29
2.8.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen.........cccccccccvvvvvvviiiiiiiieneceeene, 29
2.9 MODIFIKATION UND REKOMBINATION VON DNA ... 29
2.9 L ENZYME. 29
2.9.2 Materialien fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).........ccoovvviiiierieeeeiiiciiiieeeeen, 29
2.9.3 Materialien flr die RT-PCR.........oiii e 30
2.9.4 Reinigung VON PCR-ProdUKEEN.........coiiiiiiiiiiiie e 30
2.9.5 Klonierung (VON PCR-ProdukieN)............etiiiiiiiieeiiiiiee e 30
2.10 MARKIERUNG VON DINA ... ettt e st e e e e e s e e e nnneas 31
2.10.1 Markierung von DNA mit DIgOXIgENIN.........ccccvviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 31
2.11 ANALYSE VON DINA Lottt e e e e nnn e e nneas 31
2.11.1 DNA-GIOBENMAIKEE ... .cciiiiiiie ittt e e e s nnbn e e e s anneees 31
2.11.2 GElelEKITOPNOIESE. . eeeeiiee et a e e aaaas 31
2.11.3 Southern BIot-ANalySe........ccoovviiiiii 31
2.12 NUKLEINSAUREN. ...cetttttestteesteesasseessssesssssesaassesasssesssssessssssssssesssssssssssesssssesssssesssssesssssens 32
2.12.1 VeKtoren UnNd COSMIAE. .......uuuiiiiiiiieiiiiiie ettt e e st e e e anneee s 32
A A © 1o o) a1V ] {=T0) 1o /=TSR 33
2.13 FRAPARATION UND ANALYSE VON RNA ...t 36
2.13.1 RNA-GIORBENMAIKEL.......cccii ittt e e e e e s s e e e e e e e e s st e e e aaeeesannnrraeeeeaens 36
2.13.2 Praparation von RNA aus T. gondii.........ceeevieeiiiiiiiiiiiiee e 36
2.13.3 NOrhern BlOt-ANGIYSE........ccciiiiiiee e a e e e rreeeeaeas 36
2.1 FROTEIN-ANALY SE. .1t utttiiteeesteeesssesssssesssssesssssesssssesssssessaseesssesssssessssessssesssssessssesssssens 37
2.14.1 Proteinbestimmung nach Bradford.............ccccooiiiiiiiiiieeeee e 37
2.14.2 TCA-PrAzZiptatiQIl.......ccceeeeiiiiiiiiieiee e e e e ee et e e e s s e e e e e e s e s st e e e e aeeessennrraneeaeens 37
2.14.3 Herstellung von Zell-Lysaten aus T. gondii mittels RIPA-Lysat.............cccccvveeee.... 37
2.14.4 Herstellung von Zell-Lysaten unter Verwendung von Triton X-100®PC............... 37
2.14.5 Fraktionierung von Toxoplasmen mit DIgitOmin...........cccvveiiiiieeeiiiieee e 38
2.14.6 Aufbrechen von Toxoplasmen mit Glaskugeln (glass beads)...........cccccveeriinneen. 38
2.14.7 Protein-GrolBeNMarKel........cccuiieiieei ettt e e e e e e e s e e e e e e e s annnr e eeeeens 38
2.14.8 SDS-PolyacrylamidgeleleKtrophorese..........ccoeeeiiiiciiiiiieiiee e 39
2.14.9 Anodisches diskontinuierliches Polyacrylamidgelektrophoresesystem................ 39
2.14.10 Western Blot-ANalYSE..........cooviiiiiiii 40



Inhaltsverzeichnis

2.14.11 Indirekte ImmMuNfluOreSZeNZanalySe..........uevieeeeiieciiiiiiee e 40
2.14.12 AUFreINIQUNG VON SEIEN........uiiiiiiei ettt e e s e e e e e s s sanrraeeeaaens 40
2.5 BNZYMASSAY S . itiiiieee sttt e steeasstesssstessasteeaasse e e abeeessbeeesbe e e s bee e s be e e aabee e e abe e e anreeennreeenres 41
2.15.1 Enzymatische Messung der Katalase-AKLVItAL..............cccoovveeeeiiiiiie e 41
2.15.2 Enzymatische Messung der Glutathion-Peroxidase (GPx) Aktivitat..................... 41
2.16 BEHANDLUNG DER ZELLEN MIT PEROXID ..eiiiuviiiiiiieiiiieesiieesieessseessseessseessssesssssessssnens 41
2.16.1 Behandlung der Zellen mit WasserstoffperoXid...........ccccceevveeeeiiiieeeeiniieee s 41
2.17 INTERSUCHUNG DER KATALASE-DEFIZIENTEN TOXOPLASMEN IM M AUSEMODELL....... 42
2.17. 1IN VIVO VITUIBNZEIESL ....ceiiie ettt e e e et eeeeens 42
2.18 ZELLKULTURMATERIAL 11teutteesuteeesssesasssesssssesasssesasssesssssessnsssssssesssnssssssesssssesssssesssssesssssens 42
2.18.1 Zellkulturmedium fir die Kultivierung von T.gondii und Wirtszellen...................... 42
2.18.2 WINSZEIIBI. ...ttt e e et e e s 42
2.18.3 Passagieren der WiIrtSZEUEN...........ooo i 42
2.18.4 Einfrieren und Auftauen von Parasiten...........cccooioiiiiiiiiee e 42
2.18.5 Losungen fur die Transfektion und Selektion von T. gandii..........cccccovvveeiiinnnn. 43

G T Y I o [ 5 N 44
3.1 MIKROBIOLOGISCHE IMETHODEN .....ccctttiueeeteesueeeteesseeeseesseessessneesseesssessessssessneesssesnseens 44
TNt Nt I = 1 (] 1T ] U S 44
3.1.2 Lagerung VON BaKIEI@IN..........ccoiiiiiieiiiiiie et 44
3.1.3 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien..........cccvvveeeeeeiicciiiieeeee e, 44
3.1.4 Transformation chemisch kompetenter Bakterien.........cccccccoovvcivvieeeie e, 45
3.2 ISOLIERUNG UND AUFREINIGUNG VON DNA ......oii e 45
3.2.1 Phenol-/Chloroform-EXIraktion.............oiiiieiieiiee e a e e snnveeee e 45
3.2.2 ChloroformMeXtraktiQn..........c.veeie it e s senee s 45
3.2.3 Alkoholfallung vON NUKIEINSAUIEN.........ccciiiiieiee e 45
3.2.4 Bestimmung des Reinheitsgrades und der Konzentration von DNA (OD-Messung)o
3.2.5 Methode zur schnellen Aufreinigung von Plasmid-DNA (Mini-Praparation)........... 46
3.2.6 Aufreinigung groRerer Mengen Plasmid-DNA (Maxi-Praparatian).............ccccccuvee... 47
3.2.7 Aufreinigung chromosomaler DNA aus T. gandii.........cccceeeeviiiiiiieeree e, a7
3.3 MODIFIKATION UND REKOMBINATION VON DNA ... 48
3.3.1 ReStKION VON DINA . ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e s e e eeeeeaaens 48
3.3.2 Dephosphorylierung von DNA 5'-Enden mit Alkalischer Phosphatase.(CIR).......... 48
3.3.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-LIQASE........c.cvveerrvrrieiiiireeeesiieee e 48
3.3.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen..........ccccoecvvvveeriee e cccivveeeeenn. 48
3.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR).........ccoovvviviiiiiiieeeeeeeeee, 49
3.3.6 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)...........cccevevreennn.n. 50



Inhaltsverzeichnis

3.4 MARKIERUNG VON DINA ... e nee s 51
3.4.1 Markierung mit DIgOXIGENIN. ........ueiiiiaei ittt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaens 51
3.5 ANALYSE VON DINA L.ttt ettt st b e e et e e st e e be e s neeenee s 52
3.5.1 Agarose-GeleleKtrophOrESE.......uuueii i 52
3.5.2 Sequenzierung VON DNA.........cooiiiiii e 52
TR TRC I8 Yo 11 1 1= o TN = (o | SO 52
3.5.4 SOULhern BIOt-ANAIYSE. ....cooiiiie ettt 53
3.6 FRAPARATION UND ANALYSE VON RNA ..ot 53
3.6.1 Praparation von Gesamt-RNA aus T. gandii.........c.cccccevvviiiiiiiiiiceeeeeeeeee, 53
3.6.2 Auftrennung von RNA im denaturierenden Formaldehydgel...........c.cccooiiiiiiennnen. 54
T TRC T\ Lo 1 g T=T o 0 = [ ) A RP 54
3.6.4 NOIhern BlOt-ANAIYSE.......ccuuiiiiiiiiee e 54
3.7 FROTEIN-ANALYSE. ...ciutiiieesieeereesetesee s sse e s s s ne e sme e e neesseesseesmnesne e s e e eneesnneeneesnneeneens 55
3.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford................oooiiioiiii e 55
3.7.2 TCA-PraAzZIPItALIONL. ..ccieiiee ettt e e et e e s s 55
3.7.3 Herstellung eines Gesamtzellextraktes fur die Proteinanalyse............ccocoveevviinnen. 55
3.7.4 Herstellung von Zell-Lysaten aus T. gondii mittels RIPA-LySsat..............ccccvvveee.nn. 55
3.7.5 Herstellung von Zell-Lysaten unter Verwendung von Triton XFRHID......................... 56
3.7.6 Fraktionierung von Toxoplasmen mit DIgitonin...........ccccccvvvvvviiiiceeeeceeeeee, 56
3.7.7 Fraktionierung von Zellen durch Sonifizierung (fiir die native PAGE)..................... 57
3.7.8 Aufbrechen von Zellen durch wiederholtes Schockgefrieren und Auftauen........... 57
3.7.9 Aufbrechen von Toxoplasmen mit Glaskugeln (glass beads).........ccccccovvvieeiiinnnn. 57

3.7.10 Fraktionierung von Zellhomogenaten mittels anschlieBendem Ultrazentrifugationsschritt

........................................................................................................................................... 58
3.7.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese............oooo i 58
3.7.12 Anodisches diskontinuierliches Polyacrylamidgelelektrophoresesystem.............. 59
3. 7. L3 WESTEIN BIlQL........ et e s e e e e e e s e e e e e e e s a i araaaaeas 59
3.7.14 WeStErn BlOt-ANAIYSE.........oc ittt e e e e e e s s e e e eaaens 60
3.7.15 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse (IEA)..........coooiiieei e 60
3.7.16 Direkte Immunfluoreszenzanalyse mit GEP.............ccccccccie 61
3.7.17 Herstellung VON ANtIKOIPEEN. ......ooiiiiei ittt e e e e eeeeeeens 61
3.7.18 Vorbereitung der DialyseschlGuChie. ...........cuvviiiiiiii e 62
3.7.19 Aufreinigung der Antikorper mittels Affi-Gel5 Gel.......cc.oovevviiiieiiiiiiei e, 62
3.8 ENZYM-ASSAYS ..ttt e e b e e ne e e enee s 63
3.8.1 Enzymatische Messung der Katalase-AKLVILAL............cccccooeiiiiiiiiiiiiee e 63
3.8.2 Enzymatische Messung der Glutathion-Peroxidase (GPx) AKLIVItat..............cc...... 64
3.8.3 Ellman-Test zur Bestimmung freier Thiole.............ccccviiieii e, 65



Inhaltsverzeichnis

3.9 BEHANDLUNG DER ZELLEN MIT PEROXID ....eviiiiiiieeiiie et 65
3.9.1 Behandlung der Zellen mit Wasserstoffperoxid............ccccceeioiiiieiiee e 65
3.10 INTERSUCHUNG DER KATALASE-DEFIZIENTEN TOXOPLASMEN IM MAUSEMODELL....... 66
3.10.1 0N VIVO VIFUIBNZEESL ...ttt 66
3,11 ZELLKULTURMETHODEN ...cuutiitiesuetateesueeeseessseaseessesaseesssessessasssseesssssnsessnsesnsesssesnsenss 67
3.11.1 Bestimmung der ZellZahl..............ooooiiiie s 67
3.11.2 Kultivierung von T. gondii und Wirtszellen............ccccooviiiiniiiie e 68
3.11.3 Passagieren der WiIrtSZEUEN.........o.ooe i 68
3.11.4 Einfrieren und Auftauen vONn Parasit@n..............ocoveiiiiiieieiiiiiee e 68
3.11.5 Transiente Transfektion vON T. gONQLL.........coeeiiiiiiiiiiiiiieie e 69
3.11.6 Stabile Transfektion uNd SEIEKUOMN...........cocuiiiiiiii e 69
3.11.7 Stabile Transfektion zur Herstellung von knock out Mutanten..............cccceevveeee. 70
I 2 =8 ] N NN IR 2= S 70
A, ERGEBNISSE ...ttt st b et et be et sme e sbeentenneesneenee s 71
4.1 IDENTIFIZIERUNG EINER PUTATIVEN KATALASEIM EST-SQUENZIERPROJEKT........cevvveee. 71

4.1.1 Ermittlung der Gen-Sequenz der T. gondii Katalase mittels primer walking und

Charakterisierung des GeN-LOKUS..........coiii i e e ee e 72
4.1.2 Alignment der T. gondii Katalase...........ccuueiiiiiiiiiiiiiieeeiee e 76
4.1.3 Northern Blot auf TachyzoitenN-RNA............cooiiiiiiiiie e 78
4.1.4 Herstellung polyklonaler Antikérper gegen die T. gondii Katalase.......................... 78

4.1.4.1 Charakterisierung der polyklonalen AntisereMigstern Blot..............ccooeeveviiiviiinennnnn. 79

4.1.4.2 Charakterisierung der polyklonalen Antiseren in der indirekten Immunfluoreszenzanalyse (IFA)

4.1.5 Fraktionierung von T. gondii RH Tachyzoiten zur subzellularen Lokalisation der T. gondii
KAEAIASE. ... s 82
4.1.5.1 Fraktionierung von Toxoplasmen mit DigitOnin..........cccooeviviiiiieiiieiin e 82
4.1.5.2 Mechanischer Aufbruch der Toxoplasmengtaiss beadsind anschlieBende Fraktionieruigg
4.1.6 Aufreinigung der Anti-T. gondii-Katalase Seren mittels der dazugehérigen Peptid@s
4.1.6.1 Analyse der gereinigten Afti-gonditKatalase Seren iVestern Blat................cccoeeeeen. 86
4.1.6.2 Analyse der gereinigten Afti-gonditKatalase Seren in der indirekten
IMMUNTIUOIESZENZANAIYSE. ... i e 87
4.1.7 Native PAGE (Anodisches diskontinuierliches Polyacrylamidgelelektrophoresesy8&m)

4.1.8 Doppelimmunfluoreszenzanalyse mit Serum #96 und monoklonalen Antikérpern (mAK)

gegen Markerproteine von sekretorischen T. gondii Organellen...........ccccccoeeviviiivineee.nn. 90
4.1.9 Verwendung des Serums #96 in der IFA mit dem Prugniaud-Stamm.................... 91
4.1.10 Lokalisation von GFP-PTS1 Fusionsproteinen in T. gondii..........ccccccceveeeeniinnnnee. 91
4.1.11 Bedeutung der Katalase in T. gOMil.........ccooiiriiiiiiiiieeiiieee e 94



Inhaltsverzeichnis

4.1.11.1 Herstellung der zum Ausschalten des Katalase-Gens verwendeten Kanstrukte....... 94
4.1.11.2WesternBlot-Analyse der Kataladenock outKIone............c.ooviiiiiiiiiiiiiiiicceci, 96
4.1.11.3 Immunfluoreszenzanalyse Hasalaseknock outkIoNS............ccoeviiiiiiiiiiiiiiiieci, 97

4.1.12 Etablierung diverser Zelllinien zur Untersuchung der Funktion der T. gondii Kat&i@se
4.1.12.1 Herstellung dé&atalaseCDNA KONSIIUKLES. .........ooiiiiiiiiiiiiiecee e 99
4.1.12.2Western Blomit diversenT. gondiiKlonen, die Katalase (nicht) exprimieren.............. 100
4.1.12.3 Charakterisierung der Klone RHKatov und RHKatkomp in der Immunfluores-zenzah@lyse

4.1.13 Enzym-assays mit Zellextrakten verschiedener T. gondii Klone........................ 102

4.1.14 Behandlung verschiedener Toxoplasma gondii Zelllinien mit Wasserstoffperoxid5

4.1.15 Untersuchung der Katalase-defizienten Toxoplasmen im Mausemodell............ 107
4.2 IDENTIFIZIERUNG ZWEIER PUTATIVER PEROXIDOXINEIN T. GONDIl..cocivieveerieeereerieennee 112
4.2.1 Identifizierung zweier T. gondii PeroxXidoXine.............occcuieeiireeeiiiiiiiee e 113
4.2.1.1AlignmentdesToxoplasma gondR-Cys PeroXidoXiNS.........c.oeeeuuiaiiiniiiiiiiiiiieeiineeaies 113
4.2.1.2 Ermittlung der Sequenz eirleggondii1-Cys PeroxXidoXinS...........cc.ovvveuiiiiiiaeiineennns 114
4.2.1.3 Alignment deSoxoplasma gondil-Cys PeroxXidoXins.............cceveiuiniiiiiniiineeiineeins 115
4.2.2 Klonierung zweier T. gondii Peroxidoxine in einen T. gondii Expressionsyvektar..116
4.2.2.1 Herstellung von Zelllinien, die rekombinantes Pxnl bzw. Pxn2 exprimieren............. 117
4.2.2.2Western BlotAnalyse der rekombinanten Peroxidoxing..............cccovevvieiiniiiineiinenns 117

4.2.2.4 (Doppel-) Immunfluoreszenzanalysen auf die PxnTy exprimierenden Zelllininien und den

Wildtyp mit verschiedenen Seren und AntIKOIPEIN..........iiiiiiiiiiiiiii e 120

5. DISKUSSION ...ttt ettt b e sae e b e e e e sne e ne e e e nanenns 123

5.1 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG EINER KATALASE AUS TOXOPLASMAGONDIL....... 124

5.1.1 Ermittlung der T. gondii Katalase-SeqUEeNZ...........ccceeveiiiieiiiiieiee e 124
5.1.2 Lokalisation der Toxoplasma gondii Katalase in der Zelle.............ccocceeeviivenennnen 125
5.1.3 Ausschalten des T. gondii Katalase-GEeNnS...........coccvvveeeiieec i 130
5.1.4 Enzymatische Charakterisierung der T. gondii Katalase............cccccccevvvvinnnnnnnnnnn. 132
5.1.5 Enzymatische Messung der Glutathion-Peroxidase (GPx) Aktivitat.................... 134
5.1.6 Behandlung der Zellen mit WasserstoffperoXid.............ccccvevviiiieeiniieee i 135
5.1.7 Untersuchung der Katalase-defizienten Toxoplasmen im Mausemodell.............. 138

5.2 FEROXIDOXINE .....eiiuteeieestee s s et e s s e e ssseesse e s n e ame e s e e ane e ssne e nmeesmneeneeamneenneennneeneennnis 140
6. ZUSAMMENFASSUNG........ceiiie et s 144
7. ABKURZUNGEN UND DEFINITIONEN .....oieiiiiiceceeeieeeeseteeesesesse e esesseaees s 145
8. LITERATUR ettt et st me e et e e sae e e b e e s ae e e s e e snneenns 148



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Toxoplasma gondi

1.1.1 Die Bedeutung voiT oxoplasma gondii

Toxoplasma gondist ein obligat intrazellularer Parasit und wurde erstmals 1908 von Nicolle
und Manceaux beschrieben, die an dem Nordafrikanischen Nag&Badactylus gondi
arbeiteten und hieraus den Parasiten isolie(dicolle und Manceaux, 1908pPer Name
Toxoplasma rihrt von der griechischen Bezeichnung fiir Bogen, toxon, her, was sich auf die
Form des Parasiten bezieht. Der Erreger gehort zu den Einzellern des Stammes Apicomplexa,
der etwa 5000 Arten erfal3t, und in die Ordnung der Coccidievine, 1987) Die
Bezeichnung ,Apicomplexa“ bezieht sich auf den apikalen und typisch strukturierten
Komplex, den alle vegetativen Stadien dieses Stammes aufweisen. Dieser Komplex beinhaltet
sowohl Organellen als auch komplexe zytoskeletale EleniBuigey et al., 1998)nd wird

als Penetrationsapparat fur das Eindringen in die Wirtszelle gedeutet.

Andere Vertreter der Gruppe Apicomplexa sind zPBsmodium der Malaria-Erreger, an

dem 300-500 Millionen Menschen erkrankt sind, des weit&iereria, der Verursacher der

Huhner-Coccidiose sowieryptosporidiumundPneumocystis

Von der gesamten Weltbevoélkerung sind 10-25 % Tmigondii infiziert (Sibley und Howe,

1996) wobei es starke regionale Unterschiede gibt, abhangig vom Alter, Ort und den
Erndhrungsgewohnheiten. In Europa und Nordamerika machen schatzungsweise 40 -50 %
der Bevolkerung eine Infektion durdstorch und Welsch, 1994Toxoplasmen sind in der

Lage, nahezu alle kernhaltigen Sauger- und Vogelzellen zu infizieren und sich darin zu
replizieren(Dubey, 1998; Wong und Remington, 199B)e Endwirte vonlroxoplasmasind
ausschlieBlich Katzen bzw. Katzenartigévallace et al., 1972) Die Infektion mit
Toxoplasmen erfolgt durch den Verzehr von zystenhaltigem, rohem Fleisch bzw. durch

Kontakt mit Katzenkot, der Oozysten enthalt, die mehrere Jahre infektios bleiben.
1.1.2 Pathogenese

In der Regel ist der Verlauf einer Infektion symptomlos oder ahnelt einer leichten Grippe mit

schmerzloser Lymphadenopathie, Mudigkeit und gelegentlich Fieber; dieses Krankheits-
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gefuhl kann Uber mehrere Wochen andauern, eine medikamentdse Behandlung ist nicht
erforderlich. Nach der akuten Phase bildet der Parasit Zysten im Gewebe, bevorzugt in
Muskulatur und Gehirn, und die Krankheit geht in die chronische Phase uber. Bei nicht-
immunkompetenten Personen, wie z. B. AIDS-Kranken oder Organtransplantat-Empfangern,
kann es zu einer Primoinfektion bzw. einer Reaktivierung der chronischen Infektion kommen,
was in Lasionen im Gehirn und Toxoplasmen-Enzephalitis resyMigyhg und Remington,

1993) die unbehandelt zum Tod ful{tiuft und Remington, 1992)

Die derzeitige Behandlung besteht aus Sulfonamid und Pyrimetl{@&emant-Flowers et al.,
1991)und wirkt effektiv gegen die schnell replizierenden Parasiten des akuten Stadiums, die
sogenannten Tachyzoiten. Auch ist die Gabe von Clindamycin und Folinsdure moglich. Die
Behandlung totet jedoch nicht die Parasiten der chronischen Phase, die sogenannten
Bradyzoiten, so dass bei immunsupprimierten Personen eine dauerhafte Medikamenten-
einnahme notig ist. Bei einer Erstinfektion von Schwangeren fiihren 25 % der mutterlichen
Infektionen, die im ersten Trimester der Schwangerschaft erworben wurden, und etwa 65 %
der mitterlichen Infektionen, die im letzten Trimester erworben wurden, zu einer
kongenitalen InfektionDesmonts und Couvreur, 197Meist qilt, je friher wahrend der
Schwangerschaft die Erstinfektion mit dem Parasiten auftrat, desto gravierender sind die
Folgen(Desmonts und Couvreur, 1974je Auswirkungen kdnnen sich stark unterscheiden:
Totgeburten, Aborte, Hydrocephalus, Retinochoroiditis bis hin zu milden Symptomen oder

Symptomlosigkeit. Teilweise fallen die Schaden erst Jahre spatSeudr et al., 1988)

1.1.3 Lebenszyklus voToxoplasma gondii

Der Lebenszyklus wird unterteilt in den Teil, der in der Katze, dem Endwirt, stattfindet, und
den nichtfelinen Teil in diversen Zwischenwirten, eine Unterteilung, die mit der sexuellen und
asexuellen Fortpflanzung korreliert. Innerhalb der Katze kann jedoch auch die asexuelle
Fortpflanzung stattfinden. Bei der asexuellen Fortpflanzung werden hauptsachlich zwei
Formen unterschieden: Zum einen die schnell replizierenden Tachyzoiten (griech tachos =
schnell), die die akute Phase der Infektion markieren und eine Grof3e voproaurisl eine

Breite von ca. 2um haben. Sie teilen sich alle 6 bis 8 Stundenvitro) und verlassen die
Wirtszelle, nachdem sich darin etwa 128 Parasiten angehauft(Raloée und White, 1998)

Zum anderen konnen sich die Tachyzoiten in infizierten Tieren in die langsam wachsenden,
sogenannten Bradyzoiten (griech brady = langsam) umwandeln, die Gewebe (Pseudo-) Zysten
bilden, welche etwa 7 bis 10 Tage nach der Infektion auftauchen. Sie besitzen eine Gro3e von
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ca. 150 um. Diese Zysten werden bevorzugt in der Muskulatur und im Zentralen
Nervensystem (ZNS) gebildet, wo sie ein Leben lang verbleiben. Die Bildung von Zysten
markiert die chronische Phase des asexuellen Zyklus. Werden diese Zysten durch Verzehr
aufgenommen, so werden die Bradyzoiten nach Aufbruch der Zysten frei und infizieren das
Darmepithel, wo sie sich dann wieder zu Tachyzoiten differenzieren, die sich im ganzen
Korper ausbreiten. Dies erfolgt durch die Infektion von Makrophagen, die den Parasiten dann
im ganzen Korper verteilen. Hiermit ist der asexuelle Zyklus komplett.

Gelegentlich findet auch innerhalb des Wirtes eine Reaktivierung der Bradyzoiten statt, die
sich wieder in Tachyzoiten differenzieren. Normalerweise verhindert dann das Immunsystem
eine weitere Verbreitung des Parasiten im Korper.

Der sexuelle Zyklus lauft nur in Katzen ab und ist erst seit 1970 durch die Entdeckung der
sexuellen Stadien im Dinndarm von Katzen bek@ébuabey et al., 1970; Dubey et al., 1970;
Dubey et al., 1970; Frenkel, 1970; Frenkel et al., 19Fdsst beispielsweise eine Katze
zystenhaltiges Fleisch, so wird die Zyste durch proteolytische Enzyme aufgel6st, und die
freigesetzten Parasiten infizieren Epithelzellen des Dinndarms. Nach mehrfacher asexueller
Vermehrung werden Mikro- und Makrogameten gebildet, deren Verschmelzung zu einer
diploiden, ca. 12 x 1@m grolR3en Oozyste fuhrt, die mit dem Kot ausgeschieden wird. Erst
dann findet die Reifung der Oozyste statt, die zur Infektiositat fuhrt. Nach der oralen
Aufnahme der Oozyste durch einen Wirt werden die darin enthaltenen, durch Meiose
entstandenen 8 Sporozoiten im Darmepithel frei und differenzieren sich zu Tachyzoiten. Alle
Stadien aul3er der Oozyste sind haploid.

Abb. 1.1 Lebenszyklus vonT.

— gondii. Die obere Halfte bezieht si
auf den sexuellen Zyklus, der nui
Feliden stattfinden kann, die uni
Halfte auf den asexuellen Zyk
o i e (Nach Black und Boothroy
Microbiology and Molecular Biolog
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1.1.4ToxoplasmaGenom

Das haploide nukledre Genom vngondiibesteht aus 8 x 1®p (Cornelissen et al., 1984)

der Parasit besitzt 11 Chromosomen deren Grol3e zwischen 2 Mb und gro3er 10 Mb liegt
(Sibley und Boothroyd, 1992; Sibley et al., 199®) den Mitochondrien befindet sich ein
Multikopien-Element von 6 bis 7 kb, das fur Proteine der Atmungskette und stark
fragmentierte rRNAs kodierfVaidya et al., 1989)Dariber hinaus besitzen Parasiten des
Stammes Apicomplexa ein weiteres DNA-enthaltendes, chloroplastenartiges Organell, den
sogenannten Apicoplasten. Er enthalt acht Kopien eines 35 kb Elementes, das Ahnlichkeit mit
Chloroplastengenomen zeigt. Das 35 kb Element enhélt Gene, die typischerweise in
Chloroplasten vorkomme(Kohler et al., 1997)Man nimmt an, dass das Organell durch
sekundare Endosymbiose einer Grunalge entstand@fiagbera und Roos, 1997)vas auch

die vier Membranen erklart, von denen der Apicoplast umgeben ist.
1.1.5 Organellen und Entstehung der Parasitophoren Vakuole

Erwahnt wurden bereits (s.1.1.4) Mitochondrium und Apicoplast. Der Kern befindet sich etwa
mittig in der Zelle, und die Kernhtlle geht in das ER lber. Anterior davon ist der Golgi-
Apparat, und die Komponenten des sekretorischen Weges scheinen denen anderer
Eukaryonten zu entsprechen. Das TGN (Trans Golgi Netzwerk) scheint als Sortierort fur
Proteine zu fungieren, die sekretiert werden oder die zum Endoplasmatischen Retikulum (ER)
zurucktransportiert werden muss@igo et al., 2000)Dariiber hinaus besitzen apicomplexe
Parasiten spezielle, regulierte sekretorische Organellen, die vermutlich Teil des klassischen
sekretorischen Weges sind. Hierzu zahlen die apikal lokalisierten, zigarrenférmigen
Mikronemen und die keulenférmigen Rhoptrien, aul3erdem die tUber die ganze Zelle verteilten
kugeligen Dichten Granula. Jedes dieser Organellen besitzt Proteine, deren Funktion mit dem
zeitlichen Entladen der Organellen wahrend der Invasion zusammenhangt. Eventuell ist eine
Exozytose von Mikronemenproteinen und Rhoptrienproteinen auch fir die Eggression des
Parasiten aus seiner Wirtszelle erforderlich.

Fur die Invasion vonT. gondiiist nach einer Kontaktaufnahme mit der Wirtszelle die
Ausrichtung mit dem apikalen Ende notig. Es erfolgt die Ausschittung des
Mikronemeninhalts, vermutlich durch Erh6hung der zytosolisch&ﬁ Kanzentration in der

frihen Phase des Anheftungs- und Invasierungsprozesses. Wahrend die Invasion fortdauert
und die Wirtszellplasmamembran eingestulpt wird, entladt sich der Inhalt der Rhoptrien und

endet nach dem vollstandigen Eindringen des Parasiten in die WirtéCalteuthers und
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Sibley, 1997) Nach erfolgter Invasion wird der Inhalt der Dichten Granula nach Fusion mit

der Plasmamembran des Parasiten ausgeschittet. Dies geschieht hauptsachlich am apikalen
Ende(Dubremetz et al., 1993; Leriche und Dubremetz, 19@8)Parasiten.

Die durch den beschriebenen Invasionsprozel3 entstehende Parasitophore Vakuole
(Lingelbach und Joiner, 1998ksitzt die ungewohnliche Eigenschaft, nicht zu azidifizieren
oder mit zytoplasmatischen Vesikeln zu fusionieren, nicht einmal mit jenen, die zeitgleich
wahrend des Eindringens des Parasiten in die Wirtszelle aufgenommen \maes et al.,

1972; Sibley et al., 1985pie Beobachtung, dass eine neuentstandene Parasitophore Vakuole
glatt ist und fast vollstandig frei von intramembrandsen Parti@lbremetz et al., 1993)

deutet darauf hin, dass die fur eine vesikulare Fusion noétigen Protonenpumpen und
Oberflachenproteine aus dieser Membran ausgeschlossen beziehungsweise sehr schnell

eliminiert werden.

Die Parasitophore Vakuole ist auch verantwortlich fir die sofortige Rekrutierung der
Wirtszell- Mitochondrien und des Wirtszell-EfRorchet-Hennere und Nicolas, 1983; Sinai et

al., 1997) die eine enge Interaktion mit der Vakuolenmembran eingehen und 4 Stunden nach
der Infektion fast 75 % derselben bedeck®mai et al., 1997)Da es Hinweise gibt, dags

gondii nicht zurde novoSynthese von Fettsauren in der Lagg$shai et al., 1997)bietet

diese Interaktion eventuell die Mdglichkeit eines Lipidtransportes durch das tubulovesikulare

Netzwerk innerhalb der Vakuole hin zum Parasiten.

Abb. 1.2 ToxoplasmaOrganellen; gezeigt sind

Organellen des sich asexuell vermehre

Tachyzoiten-Stadiums. Mitoch.: Das einz

Mibach. | - Apicoplast Mitochondrium. Sekretorische Organell
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1.1.6 Asexuelle Vermehrung und Egression aus der Parasitophoren Vakuole

Toxoplasmabesitzt eine besondere Form der asexuellen Vermehrung, die sogenannte
Endodyogenigvan der Zypen und Piekarski, 1967; van der Zypen und Piekarski,.1968)
Hierbei findet die Vermehrung nur innerhalb der Wirtszelle statt, wobei in einer Mutterzelle
zwei Tochterzellen entstehen. Die zellularen Signale und die fur diesen Prozess nétige
Maschinerie sind weitgehend unbekannt. Die Kernhlle bleibt intakt, wahrend der Nukleus,
der Apicoplast und das Mitochondrium sich zwischen den beiden Tochterzellen teilen. Die
von der Mutterzelle stammende Plasmamembran bildet auch wieder die Plasmamembran der
beiden Tochterzellen. Vom anterioren Ende her bildet sich eine Teilungsfurche bis hin zum
posterioren Ende der beiden Tochterzellen, wo die Parasiten jedoch nicht vollig getrennt
werden, sondern Uber einen schmalen Bereich der urspringlichen Mutterzelle verbunden
bleiben, den sogenannteresidual body(Black und Boothroyd, 2000Diese Verbindung

fuhrt bei weiteren Replikationen zur Formierung von Parasiten-Rosetten innerhalb der
Vakuole, wobei die freien anterioren Enden der Parasiten vom Zentrum wegzeigen.

Diese besondere Form der Vermehrung, bei der das Zytoskelett und das organellare Netzwerk
fast die ganze Zeit hindurch intakt bleiben, ist wahrscheinlich dafir verantwortlich, dass die
Parasiten fast zu jedem Zeitpunkt wahrend der intrazellularen Phase die Zelle verlassen und
neue Wirtszellen befallen konn€Endo et al., 1982)Der fur die Egression verantwortliche
Stimulus ist nicht bekannt, nur, das<Caine wichtige Rolle bei der Aktivierung spi€indo

et al., 1982; Schwab et al., 199Dje Plasmamembran der Wirtszelle wird zerstort, was zur

Zytolyse fihrt.
1.1.7Toxoplasmazytoskelett und Fortbewegung

Das Zytoskelett inT. gondii ist fur die polarisierte Sekretion und fur die besondere
Fortbewegung, die gleitende Fortbewegurgliding motility - die die Invasion ermdoglicht,
verantwortlich(Frixione et al., 1996; Nichols und Chiappino, 198X) der anterioren Spitze
befinden sich zwei prékonoidale Ringe, es folgt der Konoid, dessen Komponenten unbekannt
sind und ein polarer Ring, der als Mikrotubuli-Organisierungszentrum fungiert. Von ihm
gehen 22 Mikrotubuli aus, die spiralig etwa zwei Drittel des Parasitenkdrpers hinunterziehen.
In vielen dieser Strukturen wurde Aktin nachgewigddéinhols und Chiappino, 1987)

Die Alveolaten, zu denefl. gondii gehort, zeichnen sich durch den Inneren Membran
Komplex (IMK) aus, der aus abgeflachten Membranvesikeln besteht, die direkt unter der

Plasmamembran des Parasiten lie@2gino, 1966) Alle drei Membranen zusammen bilden
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die sogenannte Pellicula. Sie verlauft von den prakonoidalen Ringen bis zum posterioren
Ende der ZellgDubremetz und Torpier, 1978tine Unterbrechung findet sich im Bereich

der Mikropore, bei der es sich vermutlich um eine aktive Endozytose-Region handelt, und
Clathrin-artige Vesikel scheinen in diesem Bereich vorhanden zNieimols et al., 1994)

Der Durchmesser der IMK Vesikel betragt 20 bis 100 nm. Die einzelnen Vesikel sind
miteinander ,vernaht“. Die Funktion dieser Vesikel wurde noch nicht bestimmt, ihre enge
Assoziation mit den Mikrotubuli lasst jedoch auf eine Rolle in der Zellmotilitat bzw.
Strukturgebung schlieBen. In Ermangelung von Zilien oder Flagellen zeigen apicomplexe
Parasiten eine besondere Art der Fortbewegung, die als gleitende Fortbewegung bezeichnet
wird. Man geht davon aus, dass Aktin/Myosin Motoren innerhalb des Parasiten und
Transmembranproteine, die diese Motoren mit einem aul3erhalb der Zelle liegenden Liganden
verbinden, dafir verantwortlich sin@orrissette und Sibley, 2002Piese Fortbewegung
beinhaltet keine groReren Konformationsdnderungen in der Zelle, der Prozeld ist
energieabhangig und befordert die Zellen zwischen 1 big¥8(King, 1988) Die Invasion

der Wirtszelle ist ein aktiver Proze[Ryning und Remington, 1978Hder sich von der
Endozytose unterscheidet und die gleitende Fortbewegung erfordert.

1.1.8Toxoplasma gondiim Labor

Toxoplasma gondikann aufgrund seiner guten Zuganglichkeit fur genetische Analysen als
ein Modellsystem fur den intrazellularen Parasitismus betrachtet werden. Mit Hilfe von
Standard Zellkultur-Techniken ist der Parasit leicht in Kultur zu halten. Durch das haploide
Genom ist das Verdndern beziehungsweise Eliminieren eines Gens stark vereinfacht,
verglichen mit diploiden Organismen. Aufgrund der geringen Fahigkeit des Parasiten zu
Migrieren ist es relativ leicht, durch limitierende Verdinnung einzelne Klone mittels Plaque-
Isolierung zu erhalteriPfefferkorn und Pfefferkorn, 1976). gondiiist das erste obligat
intrazellulare Protozoon das mit exogener DNA transformiert wiiddeald und Roos, 1993;
Soldati und Boothroyd, 1993Dadurch wurden wiederum Maoglichkeiten fur die reverse
Genetik geschaffen. Promotoren von héheren Eukaryonten und Viren sindjamdiinicht

aktiv, so dass toxoplasmeneigene Promotoren bendtigt werden. Eine Reihe von Markern
wurde fur die Selektion von Transformanten entwick€lioramphenicolacetyltransferase
(CAT) (Kim et al., 1993) Dihydrofolat-Reduktase-Thymidilat-Syntha&HFRTS (Donald

und Roos, 1993) Hypoxanthin-Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferag¢XGPRT)
(Donald et al., 1996)nd Tryptophan-Synthas¢Sibley et al., 1994)Die Wirtszellen werden

durch die angewendeten Selektionen nicht in Mitleidenschaft gezogen. Diese Marker werden
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sowohl fir die homologe Rekombinatigbonald und Roos, 1994; Kim et al., 1998)e

lange flankierende Regionen chromosomaler DNA erfordert, als auch fur die Insertions-
Mutagenese(Donald und Roos, 1995; Knoll und Boothroyd, 199&rwendet. Lineare
Vektoren integrieren bevorzugt zufallig ins Genom. Das HXGPRT-Gen kann sowohl fur die
positive Selektion (mit Mycophenolsaure) als auch zur negativen Selektion verwendet werden
(mit 6-Thioxanthin) (Donald et al.,, 1996)Da allerdings HXGPRT normalerweise vom
Parasiten exprimiert wird, jedoch nicht essentiell ist, wurde dieses G&éngondiiRH und
Prugniaud Stamm entfernt, um Selektionen Uberhaupt zu ermdglichen. Als Reportergene
eignen sich die vork. coli abgeleitetef-Galaktosidase(Seeber und Boothroyd, 1996)
Chloramphenicolacetyltransferag8oldati und Boothroyd, 1993ind modifizierte Versionen

von GFP (Striepen et al., 1998)

1.2 Microbodies

Die Organellgruppe denicrobodiesumfasst die Peroxisomen, die Glyoxysomen keimender
Samen sowie die in der Ordnung der Kinetoplastiden vorkommenden Glykosomen. Erst
kirzlich wurde der sogenannte Woronin-Koérper identifiziert, bei dem es sich um ein
spezialisiertes Peroxisom handeln m(k=dd und Chua, 20QMlicrobodieskommen in fast

allen eukaryontischen Zellefwaterham und Cregg, 199vdr, sind von nur einer Membran
umgeben und besitzen keine eigene DNA oder Ribosomen. Entdeckt wurden sie 1954 von
Rhodin in Nierenzellen von Mausen, und de Duve und seine Mitarbeiter zeigten, dass sie der
Ort vieler HO,-generierender oxidativer Prozesse s{iidaterham und Cregg, 1997Mies
spiegelt sich in der funktionellen Bezeichnung ,Peroxisomen* wider. Das Markerprotein fur
Peroxisomen ist das Enzym Katalase, welches z. B. das b@-@ridation wahrend des
Dehydrierungsschritts entstehende Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff zerlegt.
Peroxisomen enthalten in der Regel mindestens eine Wasserstoffperoxid-erzeugende Oxidase

und die der Detoxifizierung dienende Katalé®e Duve und Baudhuin, 1966)

Die Bezeichnung ,Glyoxysomen® weist auf das Vorhandensein des Glyoxylat-Zyklus in
diesen Organellen hin, die in den keimenden Samen von Pflanzen vorkoffitusnund
Becker, 1985) Pflanzen besitzen auch Peroxisomen, darunter spezialisierte Formen in
Blattern, die eng mit Chloroplasten assoziert sind, wo sie ein Zwischenprodukt der
Kohlenstoff-Assimilation unter @Verbrauch und C@Abgabe verarbeiten, ein Prozess, der

an die Atmung (Respiration) tierischer Zellen erinnert und als Photorespiration bezeichnet

wird.
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Die Glykosomen erhielten ihren Namen durch das Vorhandensein der ersten 7-9 Enzyme der
Glykolyse. Die letzten beiden Schritte der Glykolyse finden im Zytosol &giperdoes,

1987) In T. bruceiGlykosomen gibt es keine Katalase, andere Vertreter der Kinetoplastiden,
wie Phytomonag(Sanchez-Moreno et al., 1992)nd Crithidia (Opperdoes et al., 1977)
enthalten jedoch Katalase in ihren Glykosomen.

Aufgrund des unterschiedlichen Proteininhalts und der damit verbundenen metabolischen
Unterschiedg¢van den Bosch et al., 199@urden diese drei (oder mehr) Ausformungen eines
Organelles lange Zeit nicht als eine zusammengehérende Gruppe identifiziert. Ihr
Durchmesser liegt zwischen 0,1 — 5. Je nach Organismus und Aufgaben der jeweiligen
Zelle habenmicrobodiesdie unterschiedlichsten Funktionen. Gemeinsam ist ihnen allen die
B-Oxidation von Fettsauren. Trotz vieler Unterschiede zeigemdisobodiesGemeinsam-

keiten in der Struktur und der Biogenese, so dass man von einer evolutiondren
Verwandtschaft ausgefitannaert und Michels, 1994)

Sauger- Hefe- Glyoxysomen | Glykosomen
Peroxisomen Peroxisomen
B-Oxidation von Ja Ja Ja Ja
Fettsauren
Katalase Ja Ja Ja Spezies-abhang
Etherlipid- Ja Nein Nein Ja
Synthese
Glykolyse Nein Nein Nein Ja
Glyoxylat-Zyklus Nein Ja Ja Nein
Isoprenoid- Ja Nein ? ?
Biosynthese
Purinsalvage Nein Nein Nein Ja

Tabelle 1.1:Ubersicht Uber die Funktion verschiedengcrobodies entnommen aus M. Parsoes
al., MBP 115 (2001) 19-28.

Die 3-Oxidation sehr langer ¢ und grof3er), langer, und verzweigter Fettsauren findet bei
Tieren in den Peroxisomen statt. Der Grof3teil dieses Stoffwechselweges, die Oxidation
langer, medium und kurzer Fettsduren, findet jedoch in den MitochondrieliMdahaerts

und Van Veldhoven, 1996)uch die in den Peroxisomen verkirzten Fettsduren gelangen
schlie3lich zum weiteren Abbau in die Mitochondrien. Die in den Peroxisomen entstandenen
Produkte werden mdglicherweise in der peroxisomalen Isoprenoid- und Etherlipid-
Biosynthese verwendé#annaerts und Van Veldhoven, 1996)

In Pilzen und Pflanzen jedoch findet @eOxidation ausschliellich in den Peroxisomen statt.

)
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1.2.1 Bedeutung demicrobodies

Die Notwendigkeit fir die Kompartimentierung des peroxisomalen Metabolismus und die
Separierung vom Rest der Zelle ist nicht vollig klar, da viele RarctiveOxygen Species
(ROS) membrandurchgéngig si(™u, 1994)

Bei den Glykosomen wurde zundchst angenommen, dass durch die Kompartimentierung der
Durchsatz der Glykolyse mit Hilfe der limitierenden Diffusion der Metabolite verbessert sei
(Opperdoes, 1987 Fpatere Studien, die auf der Berechnung der theoretischen Durchflussrate
basierten, legen nahe, dass die Diffusion der Substrate nicht limitierend fir die Glykolyse sein
sollte (Bakker et al.,, 2000) Die Kompartimentierung scheint am wichtigsten fur die
Regulierung der im Glykosom enthaltenen metabolischen Prozesse z{Paeans et al.,

2001)

Die Wichtigkeit von Peroxisomen beim Menschen wird durch einige genetische
Funktionsstérungen deutlich, die das Organell betref(dtoser et al., 1991) Zu
unterscheiden sind hier die Stoérungen, die von einem Defekt in einem einzelnen
peroxisomalen Enzym herrihren, wie z. B. der Thiolase, oder der AcylCoA-Oxidase, und
Funktionsstérungen, die auf einer Stérung der Biogenese des Organells l{dtakenet al.,
1991)und daher alle in demicrobodiesablaufenden metabolischen Funktionen betreffen und
als PBDs, Peroxisome Biogenesis Disorders bezeichnet werden. l|hre Ursache sind
Mutationen in den PEX-Genen (s. Abschnitt 1.2.2). Zu den PBDs gehéren z. B. das Zellweger
Syndrom (ZS) und die milderen Formen dieser Krankheit, die Neonatale
Adrenoleukodystrophy (NALD) und die Rhizomelische Chondrodysplasia Punctata.

1.2.2 Biogenese danicrobodies

Die Biogenese demicrobodieserfordert die Bildung einer Lipid-Doppelschicht, den Import

von Membranproteinen in diese Doppelschicht sowie den Transport von I6slichen Proteinen
in die Peroxisomenmatrix. In Organismen, bei denen dieser Prozess untersucht wurde,
identifizierte man bisher 24 Gene (nicht alle sind in allen Organismen gefunden worden), die

fur Proteine kodieren, die in die Peroxisomen-Biogenese involviert sind. Man nennt sie PEX-

Gene, und ihre Proteine Peroxine. Die Peroxine kdnnen unterteilt werden in jene, die

ausschlief3lich fur den Import von Matrixproteinen zustandig sind, und in solche, die in die

Membranbiogenese des Peroxisoms involviert sind.

10N
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Um den Peroxisomenbestand einer sich teilenden Zelle aufrechtzuerhalten, muss er
vervielfacht und auf die Tochterzellen weitergegeben wer@@abak et al., 1999)Da
Membranen nichtde novo synthetisiert werden, kdnnen Peroxisomen uber zwei Wege
vermehrt werden: Im ersten Falle wirden sich bestehende Peroxisomen durch den direkten
Import von Proteinen aus dem Zytosol sowie Lipideinlagerung vergrof3ern, und sich durch
einen Spaltungs- bzw. Knospungsmechanismus t@ikerarow und Fujiki, 1985)Es handelt

sich hier um das klassische Modell der Peroxisomenproliferation. Eine zweite und heftig
diskutierte Mdoglichkeit ist die Rekrutierung von Membranen und wichtigen
Membranproteinen von einem anderen vesikularen Kompartiment wie z. B. dem
Endoplasmatischen Retikulum. Erschwert wird die Problematik durch sich teilweise
widersprechende Ergebnisse in unterschiedlichen Organismen. Hinweise fur das ER-Modell

wurden hauptsachlich Marrowia lipolyticagewonner{Titorenko und Rachubinski, 1998)

1.2.3 Import von Matrix- und Membranproteinen

Die meisten der bisher identifizierten Peroxine sind am Import von l6slichembody-
Proteinen in die Matrix des Organells beteiligt. Der Import von Matrixproteinen in
microbodiesist ungewdhnlich, da die Proteine im gefalteten oder sogar oligomerisierten
Zustand (Titorenko et al., 2002)in das Organell gelangen kdénnen. Komplett gefaltete
Polypeptide, Uber Disulfidbriicken und chemisch quervernetzte Proteine sowie mit HSA-SKL
(siehe unten) konjugierte Goldpartikel wurden in Peroxisomen transpd@Weiton et al.,
1995) In Glykosomen wurden gefaltete, stabilisierte Fusionsproteine impdiiausler et

al., 1996) und Proteine, die keiReroxisomalTargeting Sgnal (PTS) besitzen und zur
Oligomerisierung fahig sin(Lee et al., 1997urden inmicrobodiesimportiert, sofern sie

mit PTS-Signal-enthaltetenden Untereinheiten (des gleichen Proteins) koexprimiert wurden.

Es existieren drei PTS-Signale: Die beiden gut charakterisierten Signale PTS1 und PTS2
sowie PTS3.

Die meisten peroxisomalen Matrix-Proteine besitzen ein PTS1 Signal, wobei es sich um ein
Tripeptid am C-Terminus handelt. Das erste identifizierte PTS1-Signal war Ser-Lys-Leu
(SKL) (Gould et al., 1987Die Konsensussequenz wurde 1989 von Geulal. definiert als
(S/AIC)-(K/R/H)-L (Gould et al., 1989)bzw. inzwischen als (S/A/C)-(K/R/H)-(L/M)
(Subramani, 1998)Seither wurden weitere Variationen dieser Sequenz getestet, sowohl was
die Lange als auch was die Aminoséaureabfolge an sich béBitiner et al., 1992; Mullen

et al.,, 1997) Es wurde deutlich, dass verschiedene Organismen unterschiedliche Signale
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tolerieren, und dass es offenbar mehr Mdglichkeiten gibt, als tatsachlich PTS1-Signale in der
Natur vorkommer(Purdue und Lazarow, 2001gs ist deshalb schwierig, einen endgultigen
Konsensus zu finden. Der Rezeptor fir PTS1 Signale ist das Peroxin 5 (Pex5p). Es ist ein
zytosolischer Rezeptor, der sich zwischen Zytosol und Peroxisomenmatrix hin- und

herbewegt und seine Ladung zum Peroxisom b(bgimmai und Subramani, 2001)

Einige Proteine besitzen auch PTS2 Signale, wobei es sich um ein Nonapeptid handelt,
welches nahe oder am N-Terminus lokalisiert ist. Die Konsensussequenz lautet (R/K)-
(L/VID-(XXXXX)-(H/Q)-(L/A/F) (Purdue und Lazarow, 200IDas erste PTS2 wurde in der
Ratten-Thiolase entdecKiSwinkels et al., 1991und inzwischen in weiteren Proteinen
anderer Organismen detektiert. Der Import-Rezeptor ist das Peroxin 7 (Pex7p). Auch Pex7p
scheint sich zwischen Zytosol und Peroxisomenmatrix zu bewggjgarsma et al., 1998)

um seine Ladung (Proteine mit PTS2-Signal) ans Peroxisom zu liefern.

PTS3 Signale sind noch nicht charakterisiert und wurden z. B. auf der peroxisomalen
AcylCoA-Oxidase vonS. cerevisiaggefunden, die weder ein PTS1 noch ein PTS2 Signal
besitzt(Skoneczny und Lazarow, 199&)ieses Protein ist jedoch von Pex5p ebenso abhangig
wie Proteine mit dem PTS1 Signal.

An der Peroxisomenmembran konvergiert der Import von Matrixproteinen, da die Rezeptoren

eine gemeinsame Andockungsstelle besitzen: Pex13p und Pex14p.

1.3 Oxidativer StressReactive Oxygen Speci€¢ROS), antioxidative Abwehr

Oxidasen generieren haufig unvollstandig reduzierte Sauerstoff-Derivate. Das Superoxid-
Anion wird durch eine Ein-Elektronreduktion von, OWasserstoffperoxid durch Zwei-
Elektronenreduktion von Qund das Hydroxyl-Radikal durch eine Drei-Elektronenreduktion
von O, erzeugt. Das Superoxid-Anion ist nicht besonders toxisch, aufgrund des ungepaarten
Elektrons jedoch kann es sich mit Stickoxid (auch ein Radikal) zu Peroxynitrit verbinden,
welches die Peroxidation von Lipiden bewirken kann. Die genannten Verbindungen sind
allesamt reaktiver als das,Gselbst und werden alReactive Oxygen Species (ROS)
bezeichnet. Das Hydroxylradikal ist besonders reaktiv, und bisher sind keine Enzyme
bekannt, die es detoxifizieren kdnnen. Es kann DNA, Proteine und Lipide schadigen.

Dennoch entstehen im normalen Zell-Metabolismus relativ grofe Mengen an ROS. Die Zelle

befindet sich dann in einer oxidativen Stress-Situation und muss Wege finden, mit diesem
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Stress umzugehen. Dies tun Zellen seit der Entstehung von Sauerstoff in der Atmosphare, und
es sind sowohl Enzyme als auch nichtenzymatische Antioxidantien beteiligt.

Bei den Enzymen steht die Superoxid-Dismutase an der vordersten Front, sie dismutiert, wie
der Name schon sagt, das Superoxid-Anion in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff. Das
entstehende Wasserstoffperoxid muss seinerseits schnell detoxifiziert werden, da ansonsten
Hydroxylradikale entstehen. Dies wird entweder durch das Enzym Katalase vollzogen,
wodurch Sauerstoff und Wasser entstehen, oder aber durch Peroxidasen, die die
Detoxifizierung mit Hilfe der Oxidation eines organischen Substrates, wie Glutathion,
bewerkstelligen.

Unter den nichtenzymatischen Antioxidantien befinden sich z. B. das Glutathion, die
lipidléslichen Substanzen-Tocopherol (Vitamin E) sowie dg8-Carotin, die eine grol3e

Rolle bei der Verhinderung von Schaden an Membranen spielen; ebenso gehéren das
wasserl6sliche Vitamin C und Harnsaure zu der Gruppe der Antioxidantien.

1.3.1 Katalasen

Katalasen bewirken, wie bereits unter 1.3 erwdhnt, die Detoxifizierung von
Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff. Strukturell, funktionell und evolutionar

unterteilt man sie in drei Gruppévon Ossowski et al., 1993)

1.) Die ,typischen” Katalasen, homotetramere, Ham-enthaltende Proteine mit einer GroRRe
von 200-340 kDa.

2.) Die bifunktionellen Katalase-Peroxidasen, die ebenfalls Ham enthalten. Uber diese
Gruppe gibt es keine detaillierten strukturellen Informationen. Sie sind wahrscheinlich
durch Gen-Duplikation entstanden. Sie haben eher Sequenzahnlichkeiten mit
pflanzlichen Peroxidasen als mit Katalagé&totz et al., 1997und wurden in allen
drei Organismenreichen gefunden, in Eukaryonten bisher jedoch nur in (Fitaane
et al., 1996; Levy et al., 1992)

3.) Die Mangan-Katalasen (,PseudokatalasgKono und Fridovich, 1983)da sie
Mangan anstelle von Eisen verwenden), die ein Reaktionszentrum mit zweli
Manganionen besitzen, sind eventuell mit den Margjasternim Photosystem Il der
Pflanzen verwandt. Sie wurden bisher nur in Milchsdurebaktefig@yer und
Fridovich, 1985)und thermophilen Organismen beschrieben. Da keine signifikante

1N
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Ahnlichkeit mit anderen Proteingruppen besteht, ist anzunehmen, dass es sich hier um

eine eigenstandige evolutionare Proteingruppe handelt.

In jungerer Zeit sind Katalasen aus folgenden Grinden wieder in den Fokus der
Wissenschaft gerickt: Es verdichten sich die Hinweise, dass Katalasen eine grof3e Rolle in
einer Reihe von pathogenen Zustdnden spielen, wie z. B. Krebs, Diabetes, Altern und
oxidativem Stress(DeLuca et al., 1995; Feuers et al., 1993udem sind die
Wirkmechanismen, wie ihre Aktivierung bzw. Inaktivierung, bei weitem noch nicht
verstanden.

Die typischen Katalasen bilden die grofte der 3 Subgruppen, und Mitglieder dieser
Gruppe werden in fast allen aerob lebenden Organismen, Prokaryonten wie Eukaryonten,
gefunden, bisher jedoch noch nicht bei den Archaebakterien. Typische Katalasen werden
durch dassuicide Substrat 3-Amino-1,2,4-triazol (AT) irreversibel inhibiert; ein weiteres
Kennzeichen, welches sie von den Katalase-Peroxidasen unterscheidet ist, dass ihre Ham-

Gruppe nicht sofort von Natriumdithionit reduziert wird.
1.3.1.1 Struktur von typischen Katalasen

Typische Katalasen besitzen eine konservierte Kernregion, die sogencongeegion”

(Klotz et al., 1997) die circa 390 Aminosaurereste umfasst. In der Katalase ASvon
cerevisiaesind dies die Aminosauren 70 bis 4@amocky und Koller, 1999)nnerhalb

dieser Region herrscht eine hohe Sequenzahnlichkeit zwischen allen Katalasen. Jenseits
dieser Kernregion, sowohl C- als auch N-terminal, divergieren die Sequenzen mehr. In der
Gruppe der typischen Katalasen befinden sich auch einige sogenarggesubunit
Katalasen, die aus Katalase-Monomeren mit einer L&nge von ca. 650 Aminsauren
bestehen (in den Katalasen mit normaler Untereinheitgrof3e sind es etwa 480
Aminosauren) und eine Grol3e von etwa 80 kDa (normale Katalasen 50-65 kDa) haben.
Diese Katalasen besitzen noch Sequenzahnlichkeiten am verlangerten Carboxyterminus.
Der N-Terminus ist um 70 Aminosauren, der C-Terminus um etwa 150 Aminosauren
verlangert, was zu einer Stabilisierung der ganzen Kern-Region fuhrt, so dass diese

Enzyme aus grof3en Untereinheiten bei 70°C oder in Anwesenheit von denaturierenden
Substanzen noch aktiv siidlotz et al., 1997)

Typische Katalasen werden nochmals in 3 Gruppen unterteilt, wovon die Katalasen mit
grol3en Untereinheiten die Gruppe Il bilden, sie wurden bisher nur in Bakterien und Pilzen
gefunden (Klotz et al., 1997) Aufgrund von DNA Sequenzvergleichen wurde der
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horizontale Katalase-Gen-Transfer zwischen Eukaryonten und Prokaryonten als
maoglicher Vorgang vorgeschlagéhlayfield und Duvall, 1996)Die Gruppe Il enthalt

unter anderem Katalase-Sequenzen von Bakterien, von denen viele parasitar leben
(Zamocky und Koller, 1999) Interessanterweise haben Bakterien mit einer
eingeschrankten, also parasitaren Umgebung, die eine Gruppe Il Katalase besitzen, in der
Regel nur dieses eine Isozym, wie z. Heliobacter pylori(Odenbreit et al., 1996)
Bacteroides fragiligRocha und Smith, 199%ndHaemophilus influenzéFleischmann et

al., 1995) Bakterien mit einem breiter gefachterten Lebensraum hingegen besitzen
mehrere Isozyme von unterschiedlichen Katalase-Gruppen, wieBacBlus subtilisund
Pseudomonas putidaie Katalasen der Gruppe 1l und Il haben. Zur Gruppe Il Katalasen
gehoren aul3er den bakteriellen Katalasen auch Tier und Pilz-Katalasen. Die Gruppe |

Katalasen besteht aus den Pflanzen- und wiederum Bakterien-Katalasen.

Bei den typischen Katalasen kdonnen in einem Monomer folgende Strukturregionen
unterschieden werdefZamocky und Koller, 1999)die Aminosaure-Angaben beziehen

sich auf dieS. cerevisia&Katalase A:

- Der N-terminale Arm, der aus den ersten ca. 70 Aminosauren besteht, es folgt

- die sogenanntB-barrel (B-Faltblatt in Form einer geschlossenen Tromreljnéane,
Aminosauren 72-318

- die Verbindungsdomane, die auch agrapping Domdane bezeichnet wird,
Aminosauren 319-439 sowie die

- 0o-helikale Domane, Aminosduren 440-503

- bei den typischen Katalasen mit gro3en Untereinheiten folgt noch eine Extra-Doméne
von circa 150 Aminosauren, die haufig als Flavodoxin-artige Domane bezeichnet

wird.

Extrem gut ist die3-barrel Domane in Prokaryonten und Eukaryonten konserviert, gefolgt
von dera-helikalen Doméne, die etwas variabler ist. Die gréf3te Divergenz ist in den C- und
N-terminalen Domanen zu finden. Des weiteren wird zwischen einer distalen und einer
proximalen Seite der prosthetischen Ham-Gruppe unterschied8&n ¢erevisiadatalase A

von Aminoséaurerest 51-168 bzw. 339-373).
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Die N-terminale Domane ist maf3geblich an der Bildung einer knotenartigen Struktur
zwischen den einzelnen Untereinheiten bete{lidelik-Adamyan et al., 1986)0 dass der
Groliteil zwischen benachbarten Untereinheiten verborgen ist. Im C-terminalen Teil der N-
terminalen Domé&ne befindet sich auch das essentielle distale Histidin (Histidin 70), das in
allen Ham-Katalasen vorhanden ist und das richtige Binden und Reduzieren eines
Peroxidmolekils erlaubt. An diese Aminosaure bindet der Inhibtior AT (3-Amino-1,2,4-
triazol) kovalent, zudem bildet AT Wasserstoffbriicken mit Asparagin (Z48ocky und
Koller, 1999)

Die -barrel Doméane ist von allen Doménen die grofdte und hat in fast allen typischen
Katalasen eine identische Lange; sie stellt den am meisten konservierten Teil dar und enthalt
viele katalytisch und strukturell wichtige Aminosauren. Ein Teil dieser Doméane befindet sich
an der Oberflache und erlaubt den Kontakt einzelner Untereinheiten. Diese Doméne besteht
aus acht antiparallelep-Strangen, die in den Wendepunkten insgesamt seehslikale
Bereiche habefFita und Rossmann, 1985)m internen Teil befinden sich wichtige Reste

wie Histidin 70 (markiert das Ender der N-terminalen Domane), Serin 109 und Asparagin 143
(Nummerierung bezieht sich auf di cerevisiaeKatalase A). Zusammen mit sperrigen
Resten aus anderen Bereichen bilden sie den typischen und hochkonservierten distalen
Hohlraum (Kanal), der die prosthetische Gruppe (das Ham) beherbergSubstratkanal

bildet eine Verbindung von der Oberflache zur Hamgruppe. Die tieferen Bereiche dieses
Kanals erlauben nur kleinen Substraten, die tief liegende Hamgruppe zu er(&elteat al.,

1981) Des weiteren ist dig3-Domane mit einigen Aminosauren an der Bindung des
Cofaktors NADPH beteiligZamocky und Koller, 1999)

Interessanterweise besitzt ein groRer Teil@Harrel Domane strukturelle Ahnlichkeiten mit
Mitgliedern der Calycin Familie, die bei keiner signifikanten Sequenzahnlichkeit eine
gemeinsame antiparalle[@barrel Struktur besitzen. Ein Mitglied dieser Familie ist das

Streptavidin.

Die Verbindungsdoméne ist in einer grof3en Kuhle idrarrel Doméane eingebettet. Es
handelt sich um einen relativ strukturloser Bereich, bis aufeikkelix, in der sich Tyrosin

355 (Katalase A), der proximale Ham-Ligand, befindet. Dartber hinaus bilden Bereiche
dieser Doméane Schlaufen, durch die sich die N-terminale Doméane einer anderen Untereinheit

durchschlangelt.
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Die a-helikale Domane ist moderat konserviert zwischen den einzelnen Katalasen und dockt
an die Oberflache deB-barrel an. Sie enthalt vier aufeinanderfolgendeHelices. Bei
Katalasen, die NADPH binden, bilden Aminosauren der ersten dieser Helices einen Teil der
Kuhle, die den Adeninteil dieses Cofaktors beherbergt: Es gibt Katalasen, die NADPH nicht,
moderat oder fest bindé@amocky und Koller, 1999)

Auch diese Doméane hat eine strukturelle Homologie, und zwar zur sogenannten ,Armadillo
repeat regioh des Nager ProteinB-Catenin (3BCT (Huber et al., 199%)Diese Superhelix

aus Helices vermittelt die Bindung von Cadherinen (meist Transmembran-Glykoproteine, die
die Membran nur einmal durchspannen), Zell/Zell Adhéarenzverbindungen und
Transkriptionsfaktoren, wodurch Komplexe entstehen, welche wiederum mit dem
Aktinfilamentnetz verknipft singHoschuetzky et al., 1994§enau wie es beim Armadillo
Motiv der Fall ist, akkumulieren typische Katalasen auf ihrer zur wéssrigen Phase exponierten
Seite positiv geladene Aminosauren. Im Moment gibt es noch keine Hinweise fir eine

funktionelle Ubereinstimmung dieser Struktur in Katalasen.

1.3.1.2 Quartarstruktur typischer Katalasen

Hauptsachlich Pflanzen haben haufig mehrere Katalase-Isoformen und auch mehrere
Katalase-Gene. TabalNicotiana tabacum z. B. besitzt etwa 6-12 Katalase Isoenzyme
(Durner und Klessig, 1996) Typische Katalasen konnen aus Homo- und aus
Heterotetrameren besteh@li und Trelease, 1991wobei selbst in der Tabak-Pflanze der
Grol3teil der Katalasen aus Homotetrameren besteht, Heterotetramere jedoch keine Seltenheit
sind. Deshalb haben verschiedene Isomere, die aus einer Pflanze isoliert wurden, auch haufig
ungleiche katalytische Eigenschaftétavir und McHale, 1990) Typische Katalasen sind

also meist Homotetramere mit einer GroRe zwischen 200-340 kDa, wobei jede Untereinheit
eine prostethische Ham-Gruppe besitzt. Meist handelt es sich um das Eisen (lll)-
Protoporhyrin 1X. Sauger-Katalasen bestehen zwar nur aus einer Art Untereinheit, kbnnen
jedoch trotzdem in mehreren, ineinander umwandelbare Formen vorkof@eknet al.,

1974) Die Unterschiede ergeben sich aus der Packung und der Mobilitat der Monomere
(Zamocky und Koller, 1999Das Katalase-Tetramer ist relativ komplex aufgebaut, hierfur ist

ein hochkoordinierter Prozel3 noétig, der vom Monomer lber das Dimer zum Tetramer hin
verlauft, wobei Prolin 65 (Numerierung Hefe Katalase A) eine wichtige Rolle zu spielen
scheint (Bergdoll et al., 1997und hochkonserviert ist. Die vier Ham-Gruppen sind im

Tetramer gut verborgen. Uber eine Kooperativitat der einzelnen Untereinheiten ist bisher
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nichts bekannt. Die Dissoziation der Untereinheiten wird durch extreme pH-Werte bewirkt

(Sund et al., 1967Die Renaturierung typischer Katalasen erweist sich als fast unmdglich.
1.3.1.3 Der Substratkanal und die Reaktivitat von Katalasen

Der Substratkanal wirkt sich auf die Reaktivitat der Katalasen aus. Katalasen kdnnen sowohl
katalatisch als auch peroxidativ wirksam werden, wobei ersteres sehr viel effizienter ist
(x1000). Die beiden Vorgange unterscheiden sich im wesentlichen durch einen
Elektronenpaar-Transfer (katalatischer Modus) bzw. einen Einzel-Elektron-Transfer. Eine
HypothesgSrivastava und Ansari, 1980gsagt, dass dies im engen Substratkanal, der zum
aktiven Zentrum des Kanals fuhrt, begrindet ist. Der Umsatz von grof3en Peroxiden wie
Phenolen und aromatischen Aminen ist durch sterische Einschrankungen stark begrenzt. Der
Substratkanal, der in den unteren Teilen hydrophob ist, erlaubt nur die Diffusion kleiner
Molekile mit niedriger Polaritat (wie z. B Wasserstoffperoxid). Eventuell reihen sich die
Wasserstoffperoxidmolekile in diesem Kanal sogar hintereinander, was den schnellen

Umsatz erklaren wirde.

Hz0 + O3 HaOa
L -

- 2 Abb. 1.3 Die Reaktionszyklen von Katalasen
r ™ Klammern sind die Oxidationsstufen des H
Farric E:ﬂm BN PEM;MMF Eisens angegeben. Katalatischar)(Zyklus: 1
{Fa Nll) - T iFe ¥) Eine 2é aquivalente Reduktion von ,B, zu
et A H,O, wodurch aus BéFe* wird (Compound ).
*, 2 . 2 Compound Iwird durch eine Zeéaquivalent
h Reduktion und der damit einhergeher
A +..ﬂ‘x f:' - AH Oxidation eines zweiten Molekils,8, wiedel
(+HzQ) &, 4 ? 4 in das F& enthaltende Enzym umgewandel
AN A Molekile H,0, werden folglich in 2 5D und Q
AN A dismutiert. 3  Peroxidativer [) Zyklus:
N Compound Iwird durch eine ZIeaquivalent
Y Reduktion in die fir dena-Zyklus inaktive
Compound Il (Fe V) Compound Il umgewandelt. 4 Durch ein
nochmalige Reduktion kann das Enzym wied
. den Ausgangszustand versetzt werden.
Ha02 Elektronendonor, z. B. Phenol. “A Radikal
¥ Compound Ili Inaktive Form der Katalas
Compound IIf (Fe ¥V} entsteht bei hohen,®, Konzentrationen und
nicht leicht wieder in Compound Il um-
zuwandeln. Aus J. Durner und D. Klessih

Biol. ChemYol. 271, S. 28492-501.
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Wichtig: Ein kleiner Teil Compound lkann auch spontan, in Abwesenheit eines Elek-
tronendonors, inCompound Il umgewandelt werden. Dariiber hinaus kann die inaktive
Compound IlInicht weiter durch 2-Elektronen Substrate wigDkHoder Alkohole reduziert

werden.

1.3.1.4 Die Rolle von NADPH in typischen Katalasen

Aufgrund von Sequenzhomologien kann inzwischen davon ausgegangen werden, dass der
Grol3teil typischer Katalasen NADPH bindet. Ob dies auch auf Pflanzen-Katalasen zutrifft, ist
unklar (Durner und Klessig, 1996; Zamocky und Koller, 1999gn sie eine eigene
evolutionare Untergruppe bildefGuan und Scandalios, 199@l6gliche Funktionen von
NADPH: Es verhindert die Bildung d€&ompound llund macht sie riickgangig. Das NADPH
erhoht also die effektive Konzentration @mpound ,| zusatzlich scheint es das tetramere
Enzym zu stabilisierefzamocky und Koller, 1999)ks gibt auch Hinweise, dass NADPH die
Bindung von Katalasen an ihre eigene mRNA regul(@l¢rch et al., 1996)

1.3.1.5 Lokalisation typischer Katalasen

Eukaryontische Katalasen sind das Markerenzym von Peroxisomen, und man geht davon aus,
dass sie via PTS1-Weg in dieses Organell gebracht wédéion und Roggenkamp, 1992;
Mullen et al., 1997; Purdue et al., 1996; Trelease et al., 1898 pricht das PTS1 nicht dem
kanonischen Importsignal —SKL, sind haufig weitere, stromaufwarts gelegene Sequenzen
wichtig (Mullen et al., 1997; Purdue et al., 1996)b Katalasen bereits im Zytosol als
funktionelle Tetramere vorliegen (und dann evtl. an der Peroxisomen-Membran wieder
dissoziieren), oder erst im Organell zusammengesetzt werden, bleibt Gegenstand von
Diskussioner(Brul et al., 1988; Middelkoop et al., 1993; Yamamoto et al., 1988)

1.3.2 Peroxidoxine

Peroxidoxine (auch als Peroxiredoxine bezeichnet) bilden eine Klasse antioxidativer Enzyme,
die in vielen Organismen, von Archaebakterien bis zu S&ugern, vorkommen, was auf das
Alter und die Bedeutung dieser Enzyme schliel3en I@dsGonigle et al., 1998)Die
ursprungliche Bezeichnung lauteté&SA Thiol Specific Antioxidant wobei es sich um ein
Peroxidoxin ausS. cerevisiadandelte. Die BezeichnungSAdrlickt die Abhangigkeit dieser
Enzyme von Thiolen aus, um ihre protektive Funktiomrmetal-catalyzed oxidatioMCO)-

System zu erfullerfKim et al., 1988) Sie unterscheiden sich von den klassischen Enzymen
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Superoxid-Dismutase, Glutathion-Peroxidase (GPx) und Katalase dadurch, dass sie z. B.
keine Metallionen oder prosthetische Gruppen als Redox-Cofaktoren ben@igert al.,

1988) lhre Aktivitdt beruht auf dem Cysteind7 (Nummerierung bezieht sich auf TPx
(Thioredoxin-Peroxidase aus Hefe). Zu ihren Substraten zahlen z. B. Wasserstoffperoxid,
Peroxynitrit und Alkylhydroperoxi@Barr und Gedamu, 2001)

Die Peroxidoxine selbst werden wiederum in 2 Gruppen unterteilt, je nach Vorhandensein
von entweder einem oder zwei konservierten CystefMaGonigle et al., 1998namentlich
Cysteind7 bzw. Cysteinl70 (Nummerierung Hefe TPx). 1-Cys Peroxidoxine enthalten nur
Cysteind7, 2-Cys Peroxidoxine Cystein47 und Cystein170. Beide Gruppen unterscheiden sich
durch eine konservierte Sequenz, die das Cystein47 umgibt: 1-Cys Peroxidoxine sind durch
die Sequenz ,PVCT* 2-Cys Peroxidoxine durch die Sequenz ,FVCP* gekennzeichnet
(Henkle-Duhrsen und Kampkotter, 2001Beroxidoxine sind Homodimere, in denen die
Monomere antiparallel angeordnet s{i&#o et al., 2000)

Die Reaktionsmechanismen beider Gruppen sind unterschiedlich:

1-Cys Peroxidoxine werden am N-terminalen Cys-SH (Cys47) durch Peroxide zu Sulfensaure
oxidiert, die durch nichtphysiologische Thiole wie DTT reduziert werden kann. Ob
Thioredoxine diese Funktion erfullen, wird diskutiétang et al., 1998; Krnajski et al.,
2001) Nach dem physiologischen Elektronendonor wird deshalb noch gesucht.

Bei 2-Cys Peroxidoxinen erfolgt auch eine Oxidation des Cys47 zur Sulfensdure. Diese
reagiert jedoch sofort mit dem Cys-SH, in diesem Falle Cys170, der anderen Untereinheit,
unter Bildung einer intermolekularen Disulfidbriicke. Dieses Disulfid wird dann spezifisch
von Thioredoxin reduziert. Inzwischen wurde auch ein Sauger 1-Cys Peroxidoxin gefunden,
welches ein intramolekulares Disulfid-Intermediat bildet, das durch Thioredoxin reduziert
werden kanr(Seo et al., 2000)nteressant ist, in welchen Mengen diese Proteine in der Zelle
vorkommen: InS. cerevisiasind dies 0,7 % des I6slichen Gesamtprotéfms et al., 1989)

Sie schitzen Proteine, DNA und Lipide vor der Schadigung durch (RibSet al., 1988;

Lim et al., 1993)Von der Hefe TPx wurde berichtet, dass sie nur von Thiolen reduziert und
damit aktiviert wird(Kwon et al., 1994)Man nimmt an, dass 1-Cys Peroxidoxine nur kleine
chemische Reduktantien (wie DTT) fur das Aufrechterhalten ihrer Aktivitdt bendtigen, das
natirliche in der Zelle vorkommende Reduktans wurde noch nicht gefunden; 2-Cys
Peroxidoxine benétigen entweder ein Protein z. B. AhpF, um reduziert zu werden, oder aber
zwei, wie Thioredoxin und Thioredoxin-ReduktgdcGonigle et al., 1998)

Lo Yal
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Batra et al. gehen davon aus, dass das Uberleben eines Parasiten im Wirt von seiner
Ausstattung mit antioxidativen Enzymen abha(@gtra et al., 1992)In vielen Parasiten

fehlen jedoch Komponenten der klassischen antioxidativen Enzyme wie Superoxid-
Dismutase, Glutathion-Peroxidase und Katalase, so dass die Peroxidoxine als Enzymklasse
angesehen werden, die diese Funktionen tUbernehmen bzw. ausgleichen. Sie detoxifizieren
hauptséachlich kD, (Henkle-Duhrsen und Kampkotter, 200Gerade auch die Tatsache, dass
einige Peroxidoxine sekretiert werd@icGonigle et al., 1997)macht sie im Zusammenhang

mit Parasiten interessant, es wird ihnen aber auch eine Rolle in der Zellhomdostase
zugerechne{McGonigle et al., 1998)Sie konnten auch im Zytosg¢&on et al., 2001)in
Mitochondrien(Barr und Gedamu, 200ir) Peroxisomer{Seo et al., 2003owie im Nukleus

(Stacy et al., 1999)nd an der Zelloberflach@icGonigle et al., 1998; Torian et al., 1990)

nachgewiesen werden.

Es gibt auch Versuche, diese Enzyme zur Vakzinierung einzus@neng et al., 1995)
Vermutet wird, dass ein Peroxidoxin aBstamoeba histolyticdlr die Pathogenitat des
normalerweise kommensalisch lebenden Parasiten verantwortlich ze{¢hoets et al.,
1993) Zudem gibt es Hinweise, dass die Vakzinierung mit rekombinantem 1-Cys
Peroxidoxin aus dem apicomplexen Paradigneria tenellaSchutz gegen eine Infektion mit

dem Parasiten bietébchaap et al., 2001)

Viele Organismen, wie z. B. Sauger, besitzen mehrere Peroxidoxine. Bei Helminthen wurde
gezeigt, dass die Peroxidoxine stadienspezifisch lokalisieren und unterschiedlich exprimiert
werden, was auf eine Adaptation der Parasiten an verschiedene Arten des oxidativen Stresses
hinweist (McGonigle et al., 1998) In Leishmania chagasiwurden ebenfalls drei
unterschiedlich exprimierte 2-Cys Peroxidoxine gefunden, wovon eines als Multimer existiert
(Barr und Gedamu, 20018in 6fters beobachtetes Phanor(&iphey et al., 2000)AulRerdem

gibt es Hinweise darauf, dass dieses Peroxidoxin sogar Hydroxylradikale detoxifizieren kann
(Barr und Gedamu, 2001gine Funktion, die bisher keinem Enzym zugeschrieben werden
konnte.

Zusammen mit der in Bakterien beobachteten Funktion der Detoxifizierung von Peroxynitrit
(Bryk et al., 2000)weist dies auf eine Funktion als letzte Front der Abwehr gegen ROS hin.
Dartberhinaus ist die TPx aus. cerevisiaean der Induktion der Genexpression von
Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase als Reaktion auf oxidativen Stress béRolsgt et

al.,, 2000) Durch Ausschalten dieses Peroxidoxins wird die Induktion der Katalase T-

Genexpression durch oxidativen Stress erhoht, d.h. der Verlust der Induktion durch
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Wasserstoffperoxid findet bei diesem Enzym nicht gRtiss et al., 2000)Eine Rolle als
Dormanzfaktor in Pflanzen wird diskutidttee et al., 2000; Stacy et al., 1999)

1.4 Zielsetzung

In Parasiten des Stammes Apicomplexa waren zu Beginn dieser Doktorarbeit noch keine
microbodies ein in fast allen Eukaryonten vorkommendes OrgaiVétiterham und Cregg,
1997) beschrieben worden. Zu demicrobodieszéhlen auch die Peroxisomen. Durch das in
Toxoplasma gondidurchgeflihrte ESTExpressedSequenceTag) Projekt (Ajioka et al.,
1998)war es uns maoglich, zwei ESTs, deren abgeleitete Protein-Sequenzen Ahnlichkeit mit

Katalase, dem Markerenzym von Peroxisomen zeigten, zu identifizieren.

Diese ESTs wurden zunachst in meiner Diplomarbeit bearbeitet und erwiesen sich nach der
Sequenzierung als identisch. Durch eirfgouthern Blotmit genomischefT. gondii DNA

wurde der parasitare Ursprung der ESTs bestatigt. Das Katalase-Gen liegt als einfache Kopie
vor. Zu Beginn dieser Doktorarbeit wurddfatalasepositive Cosmide zur Verfligung

gestellt, die genomische DNA d&sgondiiRH Stammes enthielten.

In der vorliegenden Doktorarbeit sollte zunéchst die gesamte Sequehzgieslii Katalase-

Gens ermittelt werden, um sicher zu gehen, dass es sich tatséachlich um eine typische Katalase
handelt. Um das Protein charakterisieren zu konnen, sollten Antikdrper hergestellt werden.
Mit Hilfe von Fraktionierungsmethoden sowie der Immunfluoreszenzanalyse sollte das
Enzym innerhalb der Zelle lokalisiert und mogliche Peroxisomen identifiziert werden. Dies
sollte durch Importstudien mit Fusionsproteinen, die aus dem Reportergen Ge&éh (
FluorescentProtein) und dem C-terminalen PTS1-Sign&lefoxisomalTargeting Sgnal)
zusammengesetzt sind, belegt werden. Um die Rolle der Katalase in dem intrazellularen
ParasitenT. gondii studieren zu kdnnen, war ein Ausschalten des Katalase-Gens geplant.
Durch Enzymassayssollte die Funktionalitat des Proteins bestétigt und seine Rolle unter
oxidativen Stress-Bedingungen untersucht werden. Katalase-defiziente Toxoplasmen sollten
anschlieBend im Mausemodell auf ihre Virulenz getestet werden. Eine weitere Aufgabe dieser
Arbeit war die Untersuchung alternativer antioxidativer Enzyme/Enzymsystelierkie-
Duhrsen und Kampkotter, 2001; McGonigle et al., 196®) potentiell in der Lage sind, die
Funktion der Katalase zu Ubernehmen.
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2. Material

2.1 Laborausstattung

Autoradiographiekassetten
Brutschrank B5060 EC/CO
Durchlichtmiktroskop

Elektro Cell Manipulator 600
Elektrophorese Power supply Power Pack
Elektroporationskivetten Plus
Feinwaage
Filmentwicklungsmaschine
Fluoreszenzmikroskop DMRXA
Gel Fotoausdruckideo Copy Processor
Gelkammern fur Agarosegele
Glasplatten fur SDS-PAGE
Heizblock Bioblock Scientific
Hybridisierungsofen Mini Hyb oven
Hybridisierungsrohren

Labor pH Meter Toledo 320
Magnetriihrer IKA Combimag Reo
PCR Maschin®obocycler Gradient 96
Photometer Ultraspec 3000
Pipettierhilfen

Rotoren GS3, GSA, SS34
Schattler Polymax 1040
SpeedVac Concentrator
Steril-Werkbank

Uber-Kopf Schiittler
Ultrazentrifugen

UV-Stratalinker 1800

Vortex (Genie 2)

Waage Precision Plus
Wasserbéader

Zentrifugen

2.2 Chemikalien

Acrylamid

Agarose
Ammoniumpersulfat
Ampicillin (Na-Salz)
Bacto-Agar
Bacto-Trypton
Chloramphenicol
Chloroform

CSPD
Cumolhydroperoxid

Sigma

Heraeus GMBH, Hanau
Leitz, Wetzlar

BTX, San Diego, USA
Biometra, Gottingen

BTX, San Diego, USA
Sartorius, Gottingen
Amersham

Leica, Wetzlar

Mitsubishi

ZMBH, Heidelberg

Biorad
Barnstead/Thermolyne, USA
MWG Biotech

HybAID

Mettler, Géttingen

Janke und Kunkel, Staufen
Stratagene

Amersham

Integra Biosciences

Du Pont, USA

Heidolph

Bachhofer, Reutlingen
BDK Luft- und Raumfahrtechnik
Heidolph

Beckman

Stratagene

Scientific Industries, NY
Ohaus, USA

Julabo, Seelbach

Sorvall Du Pont, Heraeus, Eppendorf

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma

Bohringer, Mannheim
Difco

Difco

Sigma

Merck, Darmstadt
Bohringer, Mannheim
Sigma
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DABCO
DMEM
DMSO (zum Einfrieren)

ECL Western Blotting Detection Reagent

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
FCS
Formaldehyd
Formamid
Gentamycin
Giemsa-Losung
Glutamin
Glutaraldeyd
Glycerin (wasserfrei)
Glycin
Hefe-Extrakt
Wasserstoffperoxid
Isopropanol
Mycophenolsaure
Paraformaldeyd
Phenol

Ponceau S

SDS

TCA

TEMED

Triton X-100
Trypsin

Tween20

Xanthin

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: Merck, Roth,

Sigma

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma

Amersham Pharmacia
Roth, Karlsruhe
Riedel-de Haén

Serva

Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe

Gibco

Gibco BRL, Eggenstein
Fluka

Gibco BRL, Eggenstein
Bohringer Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Difco

Merck, Darmstadt
Riedel-de Haén

Sigma

Merck, Darmstadt

Carl Roth

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma

Eurobio

Serva

Sigma

Serva, Sigma, Baker, Riedel-deHaén, Pharmacia und Gibco BRL.

2.3 Verbrauchsmaterialien

Whatman 3 MM
Objekttrager fur IFA
Deckglaser fur IFA
Zellkulturschalen

2.4 Verwendete Primarantikorper

Vetter, St. Leon-Rot
Menzel

Holzer, Dorfen
Renner

T.g. (Toxoplasma gondii mAK: monoklonaler Antikorper

Epitop Spezies Verdlinnung Verdlnnung Quelle
(#Peptid) Western Blot IFA
a T.g. Katalase |Kaninchen (#84) 1:500 Vorliegende
(2131) Serum Arbeit
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a T.g. Katalase |Kaninchen (#85)(1:1000 1:500 Vorliegende
(2131) Serum Arbeit

a T.g. Katalase |Kaninchen (#96)1:1000 1:500 Vorliegende
(2132) Serum Arbeit

o T.g. Katalase [Kaninchen (#97)[1:1000 1:500 Vorliegende
(2132) Serum Arbeit

a T.g. Pxnl Kaninchen 1:750 1:500 Vorliegende
(EP012322) (#1128) Arbeit

Serum

a T.g. Pxnl Kaninchen 1:750 1:500 Vorliegende
(EP012322) (#1129) Arbeit

Serum

a T.g. MIC4 Kaninchen 1:1000 1:500 Dr.Susan Brech
Serum ZMBH

a T.g. MLC Kaninchen 1:500 Rolf Stratmann
Serum ZMBH

mAK a Ty-14ag|Maus 1:1000 1:500-1:3000 Keith Gull,
(BB2-Ty-1) Manchester, GB
mAK a T.g. Maus 1:1000 J.-F. Dubremetz
MIC3 Lille, F

mAK a T.g. Maus 1:1000 J.-F. Dubremetz
ROP2 Lille, F

mAK a T.g. Maus 1:1000 J.-F. Dubremetz
GRA3 Lille, F

mAK a D. Maus 1:1000 G. Gerisch, MPI,
discoideum Martinsried
Aktin

mAK a T.g. Maus 1:1000 J.-F. Dubremetz
SAG4 Lille, F

2.5 Verwendete Sekundarantikdrper

2.5.1 Immunfluroreszenzanalyse

Alexa 488-konjugierter
Ziege@a-Kaninchen-Ak

1:1000

Molecular Probes,
Niederlande

Alexa 488-konjugierter
Ziegea-Maus-Ak

1:1000

Molecular Probes

Alexa 594-konjugierter
Ziege@a-Kaninchen-Ak

1:1000

Molecular Probes

Alexa 594-konjugierter
Ziegea-Maus-Ak

1:1000

Molecular Probes
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2.5.2Western BlotAnalyse

HRP-konjugierter Eset- 1:1000 Amersham
Kaninchen-Ak

HRP-konjugierter Schad- 1:1000 Amersham
Maus-Ak

2.6 Herstellung polyklonaler Antikdrper

Die Peptide #2131 und #2132 wurden im Labor von R. Frank, ZMBH, synthetisiert. Die
Immunisierung erfolgte im Tierlabor des ZMBH unter Leitung von J. Weiss. Das Peptid
EP012322 wurde bei der Firma EUROGENTEC hergestellt, hier wurde auch die
Immunisierung durchgefuhrt.

ImjectMaleimid aktivierteskeyhole limpet  Pierce

hemocyanin
Freund’s Complete Adjuvants Sigma
Freund’s Incomplete Adjuvants Sigma

Dialyseschlauche (MWCO 12000-14000)
Kaninchen NZW (weif3e Neuseelander)

Peptide:

Peptid-# Aminosaure-Sequenz Epitop/Aminosaure |Serum-#
2131 *CVDGFPKEDRNAAVSGT | T.g.Katalase/399-41] 84/85
2132 CHPGQEHPNSDFE T.9. Katalase/423-43 96/97
EP012322 DEEAKAKLPKGFEKKEC T.9.Pxn1/193-209 [1128/1129

*C-zusatzlich fur die Kopplung eingefiihrtes Cystein

2.7 Mikrobiologische Methoden

2.7.1 Bakterien-Stdmme

DH5a supk&4 AlacU169 @E0lacZAM15)
hsdRL7 recAl endAlL gyrA96thi-1 relAl (Promega)
2.7.2 Bakterienkultur

LB-Medium 10 g Trypton
59 Hefe-Extrakt
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10g NacCl
ad 1000 ml HO
LB-Platten LB-Medium mit 1,5 % Bacto-Agar

Ampicillin wurde fur transformierte DH%- E. coliin einer Endkonzentration von 100 pg/ml
in LB-Medium und LB-Platten eingesetzt.

2.7.3. Lésungen zur Herstellung kompetenter Bakterien

Tfb I-Puffer 30mM KOAc
100 mM RbCh
10 mM CaC}
50 mM MnCl,
15 % Glycerin
pH 5,8 mit 0,2 M Essigsaure einstellen,
sterilfiltrieren

Tfb lI-Puffer 10mM MOPS
75 mM CaCl,
10 mM RbCh
15 % Glycerin
pH 6,5 mit KOH einstellen, sterilfiltrieren

2.7.4. Transformation kompetenter Bakterien

Wa-Medium 59 Hefe-Extrakt
20 g Bacto-Trypton
59 MgSO,
in 800 ml HO l6sen, pH 7,6 mit KOH einstellen
14 g Bacb-Agar
ad 1000 ml HO
Wh-Medium wie Wa-Medium, jedoch ohne Bacto-Agar

2.8 Isolierung und Aufreinigung von DNA

2.8.1. Losungen zur Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Losung 1 50 mM Glucose
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25 mM Tris-HCI pH 8,0
10mM EDTA pH 8,0

Ldsung 2 200 mM NaOH
1% SDS
Losung 3 5M Kaliumacetat
Alternativ: NucleoSpin Plasmid Colunm{iMacherey und Nagel)
Kieselerde-Saulchen
Puffer Al 50 mM Tris-HCI pH 8,0

10 mM EDTA pH 8,0
100 pg/ml RNase A

Puffer A2 200 mM NaOH
1% SDS

Puffer A3 M+N

Puffer AW M+N

Puffer A4 M+N

Puffer AE M+N

2.8.2. Maxi-Praparation von Plasmid-DNA

Puffer P1 50 mM  Tris-HCI pH 8,0
10mM EDTAPpH 8,0
100 pg/ml RNase A

Puffer P2 200 mM NaOH
1% SDS
Puffer P3 2,55 M Kaliumacetat pH 4,8
QBT-Puffer pH 7,0 750 mM NacCl
50 mM MOPS

15 % Ethanol
0,15 % Triton X-100

QC-Puffer pH 7,0 1M NaCl
50 mM MOPS
15% Ethanol
QF-Puffer pH 8,2 1,25M NaCl
50 mM MOPS

15% Ethanol
Tip500-Séaulen Qiagen
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2.8.3 Aufreinigung chromosomaler DNA aud'. gondii

DNA-Lysepuffer 120 mM
10 mM

25 mM

1%

Proteinase K-Stammldsung 10 mg/ml

RNase A (aus Rinderpankreas)10 mg/ml

NacCl

EDTA

Tris-HCI pH 80
Sarkosyl

Serva
Serva

2.8.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

QIAEX Il Gel Extraction Kit
(Qiagen)

QIAEX II Suspension
Puffer QX1
Puffer PE

2.9 Modifikation und Rekombination von DNA

2.9.1 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Amersham Pharmacia Biotech, New England Biolabs,

Stratagene, MBI
Alkalische Phosphatase (CIP) Roche Molecular Biochemicals

Alle Enzyme wurden mit dem vom Hersteller mitgelieferten Enzympuffer verwendet.

2.9.2 Materialien fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Verwendete DNA-Polymerasen:
Tag-DNA-Polymerase

Pfu-DNA-Polymerase
Vent-DNA-Polymerase
PCR-Puffer und Zusatze:

10x Tag-DNA-Polymerase- 100 mM
Reaktionspuffer 500 mM
15 mM

0,01 %(w/v)

10x Pfu-DNA-Polymerase- 100 mM

Amersham Pharmacia Biotech
Stratagene
New England Biolabs

Tris-HCI pH 8,3
KCI

MgCl,

Gelatine

KCI



Material

Reaktionspuffer 200 mM  Tris-HCI pH 8,75
100 mM  (NHg),SOy
1% Triton X-100
10x Vent-DNA-Polymerase- 100 mM KCI

Reaktionspuffer 200 mM  Tris-HCI pH 8,8
100 MM (NH,),SO
20 mM MgSQO,
1% Triton X-100
Betain 5 M Sigma
Nukleotidmix 10 mM dATP, Amersham Pharmacia

10 mM dCTP, Amersham Pharmacia
10 MM dGTP, Amersham Pharmacia
10 MM dTTP, Amersham Pharmacia

2.9.3 Materialien fur die RT-PCR

OneStepRT-PCR Kit Qiagen

Nahere Angaben zu Pufferzusammensetzung/Enzymen sind dem Methodenteil, s. 3.3.6, zu
Entnehmen.

2.9.4 Reinigung von PCR-Produkten

NucleoSpinlExtract Kit Kieselerdesaulchen
(Macherey und Nagel)

Puffer NT2 M+N

Puffer NT3 M+N

Puffer NE M+N

2.9.5 Klonierung (von PCR-Produkten)

pGEM®-T-Vector System pGEM®-T-Vektor

(Promega) 2x T4-DNA-Ligase-Puffer
T4-DNA-Ligase

TOPO TA Cloningl-Kit TOPO TA Cloningl-Vektor

(pCR 2.1)(Invitrogen)

Salzlésung 1,2M NacCl

0,06 M MgCl,

N
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10x T4-DNA-Ligase-Puffer

T4-DNA-Ligase

2.10 Markierung von DNA

300 mM
100 mM
100 mM

10 mM

Tris-HCIl pH 7,8
MgClz

DTT

ATP

Amersham Pharmacia Biotech

2.10.1 Markierung von DNA mit Digoxigenin

PCR DIG Probe Synthesis Mix

2 mM

(Roche Molecular Biochemicals) 2 mM

2.11 Analyse von DNA

2.11.1 DNA-GroRenmarker

AHindlll
d-X174MHadll
SmartLadder

2.11.2 Gelelektrophorese

0,7-2,5 %-ige Agarosegele

Laufpuffer
DNA-Probenpuffer

2.11.3Southern BlotAnalyse

Digoxigenin-Methode

2 mM
1,3 mM
0,7 mM

dATP
dCTP
dGTP
dTTP
Alkali-labiles DIG-11-dUTP, pH 7,0

Gibco BRL
Gibco BRL
EUROGENTEC

0,7-25¢
0,4 pg/ml
1x TAE
20 %
0,5%
20 mM

Agarose in 100 ml 1x TAE
Ethidiumbromid

Ficoll
Orange G
EDTA

(Roche Molecular Biochemicals)
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Hybridisierungslésung DIG Easy Hyb
Maleinsaurepuffer 0,1 M Maleinsaure
0,15M NaCl
pH 7,5 mit NaOH einstellen, autoklavieren
Waschpuffer Maleins&urepuffer mit
0,3 % (w/v) Tween-20
Blocking-Puffer 10-fache Verdinnung d&locking Reagen&tockldsung
in Maleinsaurepuffer
Detektionspuffer 100 mM  Tris-HCI pH 9,5
100 mM NacCl

Alkalische Phosphatase-konjugierte

a-Digoxigenin-Fab Fragmente Roche Molecular Biochemicals
Nylon Membran, positiv geladen Roche Molecular Biochemicals
CSPD - gebrauchsfertig Roche Molecular Biochemicals

2.12 Nukleinsauren

2.12.1 Vektoren und Cosmide

Cosmide:
E9-111 (pHD 999), D8-120 (pHD 883), A9-93 (pHD 882), A7-88, D5-70, enthalten Katalase
genomische DNA, alle von J. Ajioka, Cambridge, UK

Vektoren

pBluescript KS Il (+)/SK 11 (+) Stratagene

pGEM®-T-Vektor Promega

pCR®2.1 -TOPO-Vektor

(TOPO TA Clonin®-Vekto) Invitrogen

pminHXGPRT (,Vektor 2855%) Dr. D. Soldati, Imperial College, London
pTUB8/CAT Dr. D. Soldati Imperial College, London
pTUB8MycGFPPf.myotail dhfr ts HX Dr. Christine Hettmann, ZMBH
pTUB8MycHisGFP-HXGPRT Dr. Christine Hettmann, ZMBH

pTUB8MycGFPPf.myotailTy-1HX Dr. Christine Hettmann, ZMBH
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2.12.2 Oligonukleotide

Primer fur die Klonierung/Amplifizierung/Sequenzierung

Primer
cz

Sequenz 5'-3

Merkmale

828

GGTGGCGGCCGCTCTAGAACT

Sense primerzur DNA-Son-
denherstellung fugouthern
Northern Blot(enthalt
pBluescript-Sequenzgn

830 TCGCCGATGTGCCAATGAGC Antisense primerzur DNA-
Sondenherstellung fi8outherh
Northern Blot
989 GCCAAGATGTGATTAAT Sense primeibildet mit cz990
ein AKM Hybrid (Pst/Pad)
990 TAATCACATCTTGGCTGCA Antisense primerbildet mit cz
989 ein AKM Hybrid Pst/Pad)
1005 |GGTTTGCCGACTGCGGCGTGCTACCCAGC | Senserimer, bildet mit cz1006
CAAGATGTAGITAAT 9AS+AKM Hybrid (Pst/Pad)
1006 |TAACTACATCTTGGCTGGGTAGCACGCCG [Antisense primerbildet mit
CAGTCGGCAAACCTGCA €z1005 9AS+AKM Hybrid
(Pst/Pada)
1231 | TAAAAGCTTGCTCGGGELTGCA AntisensdPrimer, bildet mit
cz1232 GPSKL Hybrid
(Pst/Pad)
1232 | GGCCCGAGCAAGCTITAAT Senserimer, bildet mit cz1231
GPSKL Hybrid P<l/Pad)
1242 | CAGGATCOGTTTCCCTGTTTGATGTTAGTC |Katalase 3'-UTRense primer
mit BanHI Schnittstelle; flr das
Katalasek.a-Konstrukt Position
6529-6550
1243 | GGGCGGCCGATTGGAACGTGAGGTAGG |Katalase 3'-UTRantisense
CGAGGTG primer mit Notl Schnittstelle; fur
das Katalasé&-o.-Konstrukt
Position 9254-9278, 3’ vom
Stop-Codon
1268 | GGGGTACCIGGCTGTACGCTGGAGTTGAC |Katalase 5'-UTRense primer
G mit Kpnl Schnittstelle; fir das
Katalasek.a-KonstruktPosition
(-)1784-(-)1763 5’ vom Start-
Codon
1269 |[CCCAAGCTTCCCTTCGGGGTCAAAAACAG |Katalase 5'-UTRantisense

primer mit Hindlll Schnittstelle;
fir das Katalas&:o.-Konstrukt
Position (-)25-(-)42, 5’ vom
Start-Codon
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1517 | TATCACAACCATGTTGGTCCTCGGC Sense primemum dasrl. gondii
Pxn2 zu amplifizieren (mit Oligc
671 bzw. 1544); anschliel3endg
Klonierung in denropo-Vektor
fur die Sequenzierung
1519 [GGCQCAATTGCCTTTTTCGACAAAATGAC |Sense primemit Mfel
TCAGGTTCCGCCCG Schnittstelle, unT. gondii
Katalase cDNA zu amplifizierer
1520 | CGGITAATTAACTACATCTTGGCTGGGTA [Antisense primemit Pad
GCACG Schnittstelle, unT. gondii
Katalase cDNA zu amplifizierer
1539 | CCTTGAATTCCCTTTTTCGACAAAATGGCG [Sense primemit EcoRI
GATGGAAGCTTTGGA Schnittstelle, unT. gondiiPxnl
zu amplifizieren (mit cz1540)
1540 |GGCALTGCAGGCTTGCTTCCGAGATACTCC |Antisense primemit Psi
TTAAC Schnittstelle, unT. gondiiPxnl
zu amplifizieren (mit cz1539)
1544 | CTCAAACCTGACACGCAGTGG Antisense primemum Pxn2 auf
genomischer DNA zu ampli-
fizieren (mit cz1517)
1555 | TTCTCATACCTGCAGGGCG Antisense primer
Sequenzierprimer Pxn2
1603 |[CCTTCAATTGCCTTTTTCGACAAAATGTTGG|Sense primemit Mfel
TCCTCGGCAGCACG Schnittstelle, unT. gondiiPxn2
zu amplifizieren (mit cz1604)
1604 [GGCATGCATGCGCCGACGGATCCGGAGC(Antisense primemit Nsil
TA Schnittstelle, unT. gondiiPxnl1
zu amplifizieren (mit cz1603)
1605 |[GAGACTTAAACTAGCGTTGGATCAC Antisense primer

Sequenzierprimer Pxn2

Primer fur die T. gondii Katalase-Cosmid Sequenzierung

829

GCTCATTGGCACATCGGCGA

Sense primePosition 5604-5624
reverses Komplement von 830,
im Exon 8

861

AACGACCACAGTGAGTGGCAC

Sense primePosition 4856-4876
im Exon 7

862

TCAAGCGGGACAACGCACGCC

Antisense primePosition 6122-
6102; das C am 3’-Ende ist Teil
des Stop-Codons

869

GACTGCAGGTGTCGGCGTTTA

Sense primePosition 6480-650C
derprimer liegt 3' vom Stop-
Codon (6103)

873

TAAACGCCGACACCTGCAGTC

Antisense primePosition 6500-
6480, reverses Komplement vol
869

967

TACGCTTGTACGTCCACATGTGC

Sense primePosition 3571-3593
im Intron 5

986

AAAAACGAATCACACGCCAACGAC

Antisense primePosition 3644-
3621, im Intron 5

5N
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1003 [TGCAGCGTGTTTCCCCCTTTTCAA Sense primePosition 6788-6811]
3’ vom Stop-Codon

1004 |TGATTGGTTTCCTCCGCATTT Sense primePosition 5515-5535
im Intron 7

1020 [CCATTCTGAGAGTTTTGATGTATAACC Sense primelPosition 5477-5504
im Intron 7

1146 |GATTTCCTCCATCCTTCCGC Antisense primePosition (-)171-
(-)190, 5’ vom Start-Codon

1236 [ATTTCAATTTCCACAATC Antisense primePosition (-)781-
(-)798, 5’ vom Start-Codon

1237 |CCTAAGGGTGGAAGCCCGT Sense primelPosition 7072-709C
3’ vom Stop-Codon

1244 |CGGGCTAAACGATGAAAC Antisense primePosition (-)1254
-(-)1271, 5’ vom Start-Codon

1245 |CTCTTTGAGACCATTTGATACAG Antisense primePosition 3080-
3058, im Intron 5

1246 |CTCCAGACGTTCGAGATG Antisense primePosition 2533-
2516, im Intron 4

1247 |GTCGAGAAAAATGCACATAGCTGG Antisense primePosition 2061-
2038, im Intron 4

1248 |GAGGCGATGTACCGACAGG Antisense primePosition 1558-
1540, im Intron 3

1249 |GAAACGGTAACAACAGTTGGG Antisense primePosition 975-
955, im Intron 3

1250 |ATTTGGCAGAGCCAACGTAGC Antisense primePosition 364-
344, im Intron 1

1251 [GACGGTTGCCAGCGATCTCG Sense primePosition 4062-4081
im Intron 6

1254 |GGTTTTCAAGATCCACGAGA Antisense primePosition 3046-
3027, im Intron 5

1255 |GCTTGTGAAAACTGCCACTG Antisense primePosition 5087-
5068, im Intron 7

1256 |GTATTTCTGAGCACCATTCGC Antisense primePosition 4509-
4489, im Intron 6

1257 [GTCGGGCGCTGAAGACGCCG Antisense primePosition 3971-

3952, im Intron 6

Die unterstrichenen Sequenzen sind eingefiihrte Restriktionsstellen bzw. bei den Hybriden

Teile davon.

Sonstige verwendetgrimer:

Oligo 671 (Oligo dT) von der Gruppe Soldati, fur RT-PCR, BaitrH| Schnittstelle:
5-CGGGATCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTITTITT-3

Ferner, fir Sequenzierungen:

Oligo P30 A von der Gruppe SoldaGAAGCCACAGCGGAACAA
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Oligo 65 von der Gruppe Soldati: GGCGATGCATAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC

T3-primer AATTAACCCTCACTAAAGGG
T7-4primer TAATACGACTCACTATAGGG
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG

Die Oligonukleotide wurden bei der AG Frank, ZMBH bzw. bei Sigma-ARK hergestellt;
Sequenzierungen wurden bei der AG Frank, ZMBH bzw. bei der Firma Toplab, Martinsried,
durchfihrt.

2.13 Praparation und Analyse von RNA

2.13.1 RNA-GrofRenmarker
RNA-Leiter (0,16-1,77 kb) Gibco BRL
(0,24-9,49 kb) Gibco BRL

2.13.2 Praparation von RNA ausT. gondii

TRIzol Gibco BRL
(Total RNA Isolation Reagént
DEPC-HO

2.13.3Northern Blot-Analyse

DEPC-HO 0,1 % DEPC zu ddpD geben, tber Nacht schitteln,
autoklavieren
10x MOPS-Puffer 200 mM MOPS
50 mM NaAcetat pH 7,0
10mM EDTA
RNA-Ladepuffer 0,1 mg/ml Bromphenolblau
50 % Glycerin
5 %i-ge Essigsaureldsung 50 ml Essigsaure
ad 1000 ml DEPC-}D
Methylenblau-L6sung 0,04 % Methylenblau

0,5M NaOAc pH 5,2

Die Rezepte fir die Losungen sind identisch mit 2.11.3; anstelle ¥Onndrde DEPC-BD
verwendet.
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2.14 Protein-Analyse

2.14.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Bradford Farbereagenz BioRad
Standard-Stamml6sung 100 pg/ml BSA in H,0

2.14.2 TCA-Praziptation

50 %-ige Trichloressigsaure- 50 g Trichloressigsaure
[6sung (TCA-LOsung) ad 100 ml HO

1 M Tris-LAsung 1M Tris, pH 8,0
Natriumdesoxycholat 2% inH)O

(bei der TCA-Fallung nach MINI-BEADBEATER™ verwendet)

2.14.3 Herstellung von Zell-Lysaten au3. gondii mittels RIPA-Lysat

RIPA-Puffer 150 MM NaCl
1% Triton X-100
0,5% DOC
0,1% SDS
50 mM Tris pH 8
1mM EDTA

2.14.4 Herstellung von Zell-Lysaten unter Verwendung von Triton X-100®PC

Puffer I, pH 7,0 , 50 mM Phosphatpuffer, bestehend aus einer Mischung von 5QHINDK
(8,709 g/2000 ml KD) und 50 mM KHPQ, (6,81 g/1000 ml KO)

KoHPO, 61,5 ml di-Kaliumhydrogenphosphat, Riedel-de Haén

KH,PQO, 38,5 ml Kaliumdihydrogenphosphat, AppliChem,
Darmstadt

Triton X-100-PC (0,1 % in Puffer I) Sigma

1 Tablette/10 ml CompleteMini EDTA free(Proteaseinhibitor)

Roche Molecular Bchemicals



Material

2.14.5 Fraktionierung von Toxoplasmen mit Digitonin

Digitoninlésung 1 mg

1ml

Digitonin (Sigma) in
Dimethylformamid (DMF, Sigma) l6sen,;

jeweils vor Gebrauch durch Vortexen mischen

STE 250 mM
25 mM

1 mM

STEN STE mit
150 mM

PMSF 2 mg/ml

1 Tablette/10 ml

Saccharose
Tris/HCI pH 7,4
EDTA

NacCl

PMSF, in HO, in STEN 0,1 mM bzw.
CompleteMini (Proteaseinhibitor)
Roche Molecular Biochemicals

2.14.6 Aufbrechen von Toxoplasmen mit Glaskugelmlass beads

Toxoplasmen- 25 mM
Homogenisierungspuffer 1mM
(THB) 10 %
1 Tablette/10 ml
Glaskugeln 212-300 Microns

MINI-BEADBEATER ™

2.14.7 Protein-GroRenmarker

GroRRenstandards:
10 kDaProtein ladder
BENCHMARKIU0 PrestainedProtein ladder
Rainbow markeRPN756
BenchmarkProtein ladder

Tris-HCI pH 7,8

EDTA

Saccharose

CompleteMini (Proteaseinhibitor)
Roche Molecular Biochemicals
Sigma

Biospec Products

Gibco BRL
Gibco BRL
Amersham
Invitrogen
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2.14.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Trenngele
Stockldésungen Acrylamidkonzentrationen
7,5 % 10 % 12 % 15 %
30 % Acrylamid/ 2,5 ml 5 mi 4 ml 5ml
0,8 % Bisacrylamid
4x Tris-Cl, pH 8,8 2,5 ml 3,75 ml 2,5ml 2,5 ml
H,O 4,85 ml 6,25 ml 3,35 ml 2,35 ml
SDS 10 % (w/v) 100pl 150 pl 100 pl 100pl
10 % (w/v) 60 pl 100pl 60 ul 60 pl
Ammoniumpersulfa
TEMED 5l 10 pl 5l 5l
Sammelgel 3,9 % 1,25 ml 4x Tris-Cl, pH 6,8
100 ul 10 % SDS
0,65 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid
3ml H,O
50 pul 10 % APS
5ul TEMED
10x Laufpuffer pH 8,3 30g Tris
144 g Glycin
100 ml 10 % SDS
ad 1000 ml HO
5x Ladepuffer 250 mM  Tris-Cl pH 6,8
10% SDS
0,5% Bromphenolblau
50 % Glycerol

DTT wurde frisch hinzugegeben, aus einer 1 M Stocklésung, Endkonzentration 100 mM
MINI-PROTEAN Il (Gelapparatur)

BIORAD

2.14.9 Anodisches diskontinuierliches Polyacrylamidgelektrophoresesystem

Ldsung Trenngel Sammelgel
30 % Acrylamid/ 0,8 % 2 ml 1,2 ml
Bisacrylamid

0,75 M Tris-Cl, pH 8,8 5 ml -
0,125 M Tris-Cl, pH 6,8 - 5ml
H,O 2,9 ml 3,7 ml
10 % (w/v) 100l 100ul
Ammoniumpersulfat

TEMED 10pl 10ul
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1x Laufpuffer pH 8,3 50 mM Tris
0,38 M Glycin
Ladepuffer 60l 1x Laufpuffer pH 8,3
40l Glycerol 40 % + Bromphenolblau
+

60ul  Probe in PBS bzw. PBS/0,2 % Triton mit
CompleteMini EDTA free(Proteaseinhibitor)
Roche Molecular Biochemicals
MINI-PROTEAN Il (Gelapparatur) BIORAD

2.14.10Western BlotAnalyse

Magermilchpulver, Merck 5% inTBS-T
TBS-T 0,1% Tween-20in TBS
Ponceau-Rot 0,02 % Ponceau S in 3%

Trichloressigsaure
Stripping-Puffer 100 mM [(B-Mercaptoethanol

2 % SDS
62,5 mM Tris-HCI pH 67

ECL-Reagenz Amersham Pharmacia Biotech
Hyperfiim-ECL Amersham Pharmacia Biotech
Nitrocellulosemembran Schleicher und Schiill

Optitran BA-S 85

2.14.11 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse

Fixierungslésungen PBS/4 % Paraformaldehyd oder
PBS/4 % Paraformaldehyd /0,05 % Glutaraldehyd oder
Methanol (-80°C)

Neutralisierungslosung  PBS/0,1 M Glycin

Permeabilisierungslosung PBS/0,2 % Triton X-100

Blockierungslésung PBS/0,2 % Triton X-100/2 % BSA

DAPI 0,1pg/mlin PBS

2.14.12 Aufreinigung von Seren

Affi-Gel 15 Gel 2ml Biorad
Kopplungspuffer 50 mM Hepes, pH 5
Blockierungspuffer 50 mM  Tris/50 mM Hepes, pH 7,2

V.V al
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Eluierungspuffer 0,1 M Gilycin (in H,0), pH 2,5
Neutralisierungswaschpuffer 100 mM Tris, pH 8
Waschpuffer 1x TBS
Neutralisierungslosung 1M Tris, pH 8

TBS 10x zur Verdiinnung der Antikdrper
Eventuell BSA zur Stabilisierung der Antikorper (1 %)
Bio RadBio Spir] chromatography column

2.15 Enzymassays

2.15.1 Enzymatische Messung der Katalase-Aktivitét

Fur die Probenbereitung wurden die Loésungen wie unter 2.14.4 bendtigt.
Wasserstoffperoxid (30 %-ig)

Puffer Il Pufferl + ca. 6Qul Wasserstoffperoxid
Katalase aus Rinderleber Bohringer

2.15.2 EnzymatischeMessung der Glutathion-Peroxidase (GPx) Aktivitat

Fur die Probenbereitung wurden die Loésungen wie unter 2.14.4 benotigt.

Pramix: 780ul 100 mM Tris-Cl, 0,1 mM EDTA, pH 7,6
25ul  NADPH 6 mM reduziert, Biomol
50ul  Glutathion 20 mM reduziert, Bohringer

humane Glutathion-Reduktase S5ul 15U/ mi

Cumolhydroperoxid (80 %-ig) 3ul 6 mM

2.16 Behandlung der Zellen mit Peroxid

2.16.1 Behandlung der Zellen mit Wasserstoffperoxid

H,0, in DMEM mit Glutamin, jedoch ohne FCS (DMEM FQSn folgenden Molaritéten:
102 M, 10° M, 10* M, 5x10° M, 10° M H,0,; 30 %-ige Wasserstoffperoxidlosung ist 8,82
M.

N1
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2.17 Untersuchung der Katalase-defizienten Toxoplasmen im Mausemodell

2.17.1in vivo Virulenztest

C57BL/6 Mause, 8 Wochen alt, Weibchen
HBSS Gibco
Trypan Blau Lésung, 0,4 % Sigma

2.18 Zellkulturmaterial

2.18.1 Zellkulturmedium fur die Kultivierung von T.gondii und Wirtszellen

Antibiotikastammldsung 10 mg/ml in H,O
(Gentamycin)

Zellkulturmedium Dulbecco’'s MEM (DMEM):
2,2 g/l Na-Bicarbonat
1% Glutamin
5-10% FCS
20 pg/ml Gentamycin

2.18.2 Wirtszellen

Vero-Zellen s.3.11.2

HFF-Zellen s.3.11.2

2.18.3 Passagieren der Wirtszellen

Trypsin/EDTA 0,05% Trypsin (2,5 % Stocklésung)

0,02% EDTA
in 1x PBS

2.18.4 Einfrieren und Auftauen von Parasiten

25 % FCS (Stock mit 50 %)
10% DMSO
in DMEM mit den Ublichen Zusatzen(s. 2.8.1)

NN
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2.18.5 Losungen fur die Transfektion und Selektion voii. gondii

Elektroporationspuffer (Cytomix)120 mM KCI
0,15 mM CaCl
10 mM  K,HPOYKH,PQ,, pH 7,6
25 mM Hepes, pH 7,6
2mM EGTA, pH 7,6
5mM MgCl,
eingestellt mit KOH auf pH 7,6
vor Gebrauch komplementieren mit
2mM ATP
3 mM GSH (Endkonzentrationen)

Selektionslésungen: 25ug/ml Mycophenolsaure
50ug/ml - Xanthin

20uM  Chloramphenicol
bei allen Werten handelt es sich um die Endkonzentrationen im komplementierten DMEM.

NN
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3. Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Bakterienkultur

Zum Wachstum auf LB-Agarplatten wurden die Bakterien mit einer Impfése ausgestrichen.
Sie wurden uber Nacht bei 37°C inkubiert und konnten danach auf einer mit Parafilm
umwickelten Platte Uber einen langeren Zeitraum bei 4°C aufbewahrt werden. Fur das
Wachstum grof3erer Mengen von Bakterien wurden Flussigkulturen in LB-Medium angesetzt.
Fur die Selektion wurden dem flissigen LB-Medium und den LB-Agarplatten die
entsprechenden Antibiotika beigemischt.

3.1.2 Lagerung von Bakterien

0,5 ml einer Ubernachtkultur wurden mit 0,5 ml LB-Medium/30 % Glycerin gemischt und bei
—80°C aufbewabhrt.

3.1.3 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Eingefrorene Bakterien-Zellen (in der Regel HBellen in Glycerin) wurden auf ein&fa-

Platte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Von dieser Platte wurde eine
Einzelkolonie gepickt und in 5 mM¥b-Medium angeziichtet. Die 5 ml-Kultur inkubierte man
ca. 2 h bei 37°C und liel3 die Bakterien bis zu einegspdn 0,3 wachsen. Daraufhin wurde

die 5 ml-Kultur in 100 mi¥Wb-Medium (auf 37°C vorgewarmt) Uberfuhrt und die Bakterien
bis zu einer Oy, von 0,48 wachsen gelassen. Die Zellen wurden 5 min auf Eis gekuhlt und
dann 5 min zentrifugiert. Die Zentrifugationsschritte wurden bei 6000 rpm und 4°C im
Sorvall SS34-Rotor durchgefihrt. Nachdem das zellulare Pellet in 40 ml Tfb I-Puffer
resuspendiert und 5 min auf Eis gekihlt worden war, folgten wiederum 5 min Zentrifugation.
Die Zellen wurden in 4 ml Tfb llI-Puffer aufgenommen und 15 min auf Eis inkubiert.
Schliel3lich wurden je 200 pl der Zellsuspension in Eppendorfgefal3e aliquotiert, in
Trockeneis eingefroren und bei —80°C aufbewabhrt.
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3.1.4 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Pro Transformationsansatz wurden 75 pl kompetente Zellen (in der Regel-Daign) auf

Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 5 pl des Ligationsansatzes folgten eine 10-minutige
Inkubation auf Eis, ein Hitzeschock bei 42°C fir 90 sec, nochmals 90 sec Inkubation auf Eis
und schlie3lich die Zugabe von 200W4b-Medium. Dann wurde der Transformationsansatz

10 - 60 min bei 37°C unter Schutteln inkubiert. 100 pl des Ansatzes wurden danach auf einer
selektiven Agarplatte (100 pg Ampicillin/ml) ausplattiert. Die Platten wurden tber Nacht bei
37°C im Warmeraum inkubiert. Erfolgreich transformierte Zellen, die das Ampicillin-
Resistenzgen trugen, bildeten in dieser Zeit Kolonien.

3.2 Isolierung und Aufreinigung von DNA

3.2.1 Phenol-/Chloroform-Extraktion

Routinemethode zur Denaturierung und Entfernung von Proteinen aus LOsungen von
Nukleinsauren und Proteinen. Phenol/Chloroform wurde im gleichen Volumen zugegeben.
Nach kurzem Schiitteln erfolgte eine ca. 3-minutige Zentrifugation bei 15000 rpm, RT. Die
obere Phase wurde Uberfuhrt, die untere verworfen.

3.2.2 Chloroformextraktion

Um die DNA von den restlichen Phenolresten zu befreien, wurde das gleiche Volumen
Chloroform zugegeben, und nach kurzem Schutteln erfolgte eine 3-minitige Zentrifugation
bei 13000 rpm, RT. Die obere Phase wurde Uberfuhrt, die untere Phase verworfen.

3.2.3 Alkoholfallung von Nukleinsauren

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

Eine DNA-L6sung wurde mit 0,1 Volumen einer 3 M Natriumacetatlosung (pH 5,2) versetzt.
Hinzu kam die 2,5-fache Menge an absolutem Ethanol. Nach kraftigem Schutteln wurde 15
min auf Trockeneis geféllt. Die Fallung zog eine 15-minttige Zentrifugation bei 13000 rpm
bei 4°C nach sich. Das Pellet wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, 10 min bei 13000
rpm bei 4°C zentrifugiert und nach Enfernung des Alkohols fiur einige Minut&pead Vac

NC
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Konzentrator getrocknet. Aufgenommen wurde es schlie3lich in einer adaquaten Menge TE,
pH 8,0 mit RNase A (5Qg/ml), oder in HO.

3.2.4 Bestimmung des Reinheitsgrades und der Konzentration von DNA (OD-Messung)

Um die Konzentration einer DNA-L6sung zu bestimmen, mif3t man ihre Absorption bei einer
Wellenlange von 260 nm (Qlgg). Die Konzentration einer Lésung mit doppelstrangiger
DNA berechnet sich nach folgender Formel:

(ODg2gp x Verdiinnungsfaktor x 50) = DNA-Konzentration (in mg/ml).

Berechnet man die Konzentration einer Losung mit einzelstrangiger DNA (zum Beispiel die
Konzentration von Primern), so verwendet man die Formel :

(ODg2g0 x Verdiinnungsfaktor x 20) = DNA-Konzentration (in mg/ml)
Handelt es sich um langere, einzelstrdngige DNA, so muss anstelle des Faktors 20 der Faktor
33 verwendet werden.

Das Verhéltnis von ORygOD2gp gibt Aufschluld dariber, wie rein die préparierte DNA
tatséchlich ist. Liegt der Quotient zwischen 1,8 und 1,95, so ist die DNA-L6sung sehr rein
und kann fur weitere Experimente eingesetzt werden.

3.2.5 Methode zur schnellen Aufreinigung von Plasmid-DNA (Mini-Praparation)

Von einer Ubernachtkultur in LB-Medium (100 pg Ampicillin/ml) wurden 1,5 ml in ein
Eppendorfgefald tberfuhrt und 30 sec zentrifugiert (RT, 13000 rpm, Tischzentrifuge). Die
Bakterien wurden dann durch Vortexen in 150 pl Lésung 1 resuspendiert. Danach wurden
150 pl Loésung 2 zugegeben und der Inhalt durch mehrfaches Kippen sachte gemischt.
Anschlie3end wurden 150 pl Losung 3 zugegeben und der Inhalt durch Vortexen gemischt.
Nach 10 min Zentrifugation (RT, 13000 rpm) wurde der Uberstand in ein vorbereitetes
Eppendorfgefald tberfuhrt, im gleichen Volumen Phenol/Chloroform (1:1/v:v) zugefugt und 5
sec durch Vortexen gemischt. Anschlie3end wurde der Ansatz 5 min zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt und prazipitiert (s. 3.2.3).

Sollte die DNA anschlieRend direkt sequenziert werden, so wurden Kieselerde-S&ulchen von
Macherey und Nagel verwendet, da sich DNA aufgrund ihrer Ladung uber Anionen-
austauscher-Chromatographie aufreinigen lasst. Das Bakterienpellet wurde in 250 pl Puffer
Al resupendiert, anschlieBend wurden 250 pl Puffer A2 dazugegeben und das
Eppendorfgefald mehrfach gekippt, um schlie3lich 300 pl Puffer A3 hinzuzufigen und das
Gefall mehrfach zu kippen. Die Losung wurde bei RT 10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert

Ne
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und der Uberstand auf eine Kieselerde-Saule uberfuhrt. Durch Zentrifugation (RT, 1 min,
13 000 rpm) wurde die Lésung Uber die Saule filtriert; die Saule wurde mit 600 ul Puffer A4
gewaschen und 1 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert. Um die S&aule vollstandig zu trocknen
wurde 2 min zentrifugiert (RT, 13000 rpm). Die gebundene DNA wurde mit 50 pl AE-Puffer
oder HO uUber einen 1-mindtigen Inkubationsschritt und anschliel3ender Zentrifugation (RT, 1
min, 13000 rpm) eluiert.

3.2.6 Aufreinigung gréRerer Mengen Plasmid-DNA (Maxi-Praparation)

Zur Aufreinigung grofRerer Mengen DNA wurden ebenfalls Kieselgel-Saulen (Qiagen)
verwendet. Die Aufreinigung wurde folgendermal3en durchgefuhrt:

Eine 200 ml-Ubernachtkultur wurde 10 min bei 6000 rpm abzentrifugiert (Sorvall GS3-
Rotor). Dieser und alle folgenden Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C durchgefuhrt. Nach
dem Resuspendieren der Zellen in 10 ml Puffer P1 wurde der Ansatz zunachst in SS34-
R6hrchen Uberfuhrt. Daraufhin wurden 10 ml Puffer P2 zugegeben, vorsichtig gemischt und 5
min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml Puffer P3 wurde der Ansatz sofort vorsichtig
durchmischt und 20 min bei 18000 rpm (Sorvall SS34-Rotor) zentrifugiert. Nachdem eine
Qiagen-Tip500-Saule mit 10 ml QBT-Puffer aquilibriert worden war, wurde der Uberstand
auf die Saule gegeben, wobei die Plasmid-DNA gebunden wurde. Die Saule wurde
anschlielBend mit 30 ml QC-Puffer gewaschen und die DNA danach mit 15 ml QF-Puffer
eluiert. Durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol, Mischen und anschlieRendem Zentrifugieren
(40 min, 18000 rpm) wurde die DNA prazipitiert. Zuletzt folgte ein Waschschritt mit 5 ml 70
%-igem Ethanol und anschlieRender Zentrifugation (20 min, 18000 rpm). Das Prazipitat
wurde getrocknet3peed-Va&onzentrator), in 500 ul TE-Puffer oder,® aufgenommen

und bei — 20°C aufbewabhrt.

3.2.7 Aufreinigung chromosomaler DNA aud'. gondii

Eine konfluent mit HFF bewachseng,#Flasche wurde mit.gondiiinfiziert. Die nach etwa

drei Tagen lysierenden Zellen (ca. 5 ® 1Barasiten) wurden 15 min bei 1000 rpm in der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Sediment wurde in 30D x PBS resuspendiert und erneut
fur 2 min zentrifugiert (RT, 13000 rpm). Das Sediment wurde ipl4&BS resuspendiert und
200l DNA-Lysepuffer mit 0.1 mg/ml RNase A zugegeben. Es folgte eine Inkubation fir 30
min bei 37C. Anschlielend wurde Proteinase K mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml
zugegeben und bei %6 mind. 2 Stunden oder UN inkubiert. Danach wurde zweimal mit
Phenol/Chloroform ex#hiert. Der Uberstand wurde anschlieRend zweimal mit Chloroform
extrahiert. Aus dem Uberstand wurde die genomische DNA mit eiskaltem Ethanol gefallt und
danach mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Die getrocknete DNA wurde irpl20&
vorsichtig resusp@liert.
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3.3 Modifikation und Rekombination von DNA

3.3.1 Restriktion von DNA

Die Restriktionsenzyme wurden mit den vom Hersteller mitgelieferten Puffern verwendet.
Pro pg Plasmid-DNA wurden 1-@nits (U) Enzym, bei genomischer DNA bis zuUhits

Enzym eingesetzt. Plasmid-DNA wurde mindestens eine Stunde, genomische DNA meist vier
Stunden oder Uber Nacht bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur mit einem oder
mehreren Enzymen inkubiert. Das Ansatzvolumen betrug mindestens das 10-fache der Menge
des eingesetzten Restriktionsenzyms, da die Glycerin-Konzentration 5 % nicht tberschreiten
sollte (Restriktionsenzym-Lagerpuffer enthalten bis zu 50 % Glycerin). Hitzelabile
Restriktionsenzyme konnten durch 10-minutiges Erhitzen auf 75°C inaktiviert werden,
hitzestabile Restriktionsenzyme dagegen wurden durch Phenol/Chloroform-Extraktion
entfernt. Bei sofortigen Auftrag auf ein Agarosegel wurden die Enzyme zuvor nicht
hitzeinaktiviert.

3.3.2 Dephosphorylierung von DNA 5'-Enden mit Alkalischer Phosphatase (CIP)

Um die Religation von Vektor-Fragmenten in einem Ligationsansatz zu vermeiden, wurden
die 5'-Phosphate durch Alkalische Phosphatesk iftestine phosphatas€IP) entfernt. Der
Ansatz des Restriktionsverdaus wurde direkt verwendet, indem man das Volumen durch CIP-
Puffer (Endkonzentration 1x) und,® entsprechend vergrof3erte. Pro Ansatz wurde mit 2
Units CIP 15 min bei 37°C inkubiert; ein weiterer Inkubationsschritt fir 15 min bei 55°C
schlof3 sich an, wofir erneut 3U CIP zugegeben wurden. Die so behandelte DNA wurde
entweder direkt tUber ein Agarosegel aufgereinigt, oder das Enzym musste durch Phenol/
Chloroform-Extraktion vollstandig entfernt werden.

3.3.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Fur die Ligation wurden dieselben molaren Mengen von Vektor-DNA und Fragment mit 1 pl
Ligase-Puffer (10x), 1 pl T4-DNA-Ligase (5U/ul) und@in einem Volumen von 10 pl
gemischt. Die Reaktion wurde mindestens 3 h bei RT oder ca. 16°C inkubiert. 5 pl dieser
Lésung wurden in kompetente Bakterien transformiert (s. 3.1.4.).

3.3.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das DNA-Fragment wurde mit Hilfe eines Skalpells unter langwelligem UV-Licht aus dem
Agarosegel herausgeschnitten und in ein Eppendorfgefald mit Loch tberfuhrt, in dem sich

No
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Glaswolle befand und das in einem zweiten Eppendorfgefal3 steckte. Durch 10 min
Zentrifugation bei 10000 rpm (SS34-Rotor, Sorvall-Zentrifuge) wurde die DNA-haltige
Flussigkeit aus dem Gelstlck in das untere Eppendorfgefal transferiert, die Agarose hingegen
durch die Glaswolle zurtickgehalten. Die DNA-L6sung wurde in ein neues Eppendorfgefal}
tberfuhrt und mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform versetzt, durch Vortexen
gemischt und 5 min bei 13000 rpm , RT zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde in ein
neues Rohrchen transferiert, mit der gleichen Menge Chloroform vermischt und nach einem
neuerlichen Zentrifugationsschritt wie unter 3.2.3. beschrieben gefallt und schliefilich in einer
geeigneten Menge TE aufgenommen.

Alternativ wurde fur die Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem
Agarose-Gel da®QIAEX Il Gel Extraction Kider Firma Qiagen verwendet. Diese Methode
basiert auf der Eigenschaft von Nukleinséduren, in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an
eine Matrix (hier Silikagel) zu binden. Das DNA-Fragment wurde mit Hilfe eines Skalpells
aus dem Agarosegel herausgeschnitten, in ein Eppendorfgefald transferiert und das Gelstiick
gewogen. AnschlieRend wurde das dreifache Volumen des Gewichtes Puffer QX1 und je nach
DNA-Menge 10-30 MIQIAEX Il Suspensiomlazugegeben. Der Ansatz wurde 10 min bei
50°C inkubiert, dabei alle 2 min gevortext. Die Agarose schmolz, und die darin enthaltene
DNA blieb an der Silikamatrix haften. Die Lésung wurde 30 sec bei 13000 rpm zentrifugiert
und das Pellet mit je 500 ul Puffer QX1 (1x) und Puffer PE (2x) gewaschen. Die DNA wurde
10-15 min luftgetrocknet und mit 20 ul,B eluiert. Hierzu wurden 20 ul.B dazupipettiert,
gevortext, 5 min bei RT inkubiert, 30 sec abzentrifugiert und der Uberstand in ein frisches
Eppendorfgefal’ Gberfihrt.

3.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch PCR kénnen geringe Mengen DNA amplifiziert werden. Fur eine Reaktion wurden 2-
100 ng DNA als Matrize, 5 pl 10 x DNA-Polymerase-Reaktionspuffer, 1 ul dNTPs 10 mM,
je 5 pl der beiden Primer (20 uM) und 0,5 pul DNA-Polymerase (5U/ul) gemischt und mit
H,0 auf 50 pl aufgefillt und kurz zentrifugiert.

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde wie folgt durchgefihrt:

Zunéchst wurde die DNA 7 min bei 95°C aufgeschmolzen. Es folgten 25-35 Zyklen, in denen
Aufschmelzen der DNA (1 min, 95°C), Hybridisieren der Primer (ca. 1 min bei der
entsprechenden Hybridisierungstemperatur) und Polymerisation (1-3 min, 72°C) wiederholt
wurden. Im Anschluf3 an den letzten Zyklus erfolgte eine 7-minutige Polymerisation bei 72°C.
Die Hybridisierungstemperatur und -lange wurde je nach Lange und Zusammensetzung der
eingesetzten Primer und des Amplifikats berechnet. Wurde genomische DNA als Matrize
benutzt, so begann die PCR mit einem 15-minttigen Dentaurierungsschritt bei 95°C. Um die
PCR zu verbessern, wurden folgende Zusatze bei Bedarf zugegeben:

NO
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Betain, Endkonzentration 1 M, um Sekundarstrukturen zu enfernen, bzw. DMSO, mit einem
Anteil von 2.5 % vom Gesamtansatz, wodurch die Spezifitat der Reaktion erhdht wurde.

Nach der Reaktion wurden 5 pl des Ansatzes auf einem Agarosegel Uberprift, der Rest mit
Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol préazipitiert.

Alternativ wurde die PCR mit demucleoSpinlExtract Kit der Firma Macherey und Nagel
gereinigt. Hierzu wurde die PCR-Reaktion mit TE-Puffer auf mindestens 50 pl aufgefillt und
das vorhandene Volumen mit 4 Volumen Puffer NT2 gemischt und auf eine Kieselerde-Saule
geladen. Es schlol sich ein Zentrifugationsschritt fir 1 min bei 13000 rpm an (alle Schritte
bei RT). Dann wurden 600 pl Puffer NT3 auf die Saule gegeben und zentrifugiert (1 min,
13000 rpm) und, um NT3 vollstdndig zu entfernen, nochmals 200 ul NT3 zugegeben und fir
2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurden 50 pl Puffer NE bzWv.adf die

Saule pipettiert, 1 min inkubiert und dann fir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert und die DNA
somit eluiert. Die amplifizierte DNA konnte dann mit Restriktionsenzymen verdaut und
kloniert werden. Die PCR kann auch mit Pfu- oder Vent-DNA-Polymerase durchgefihrt
werden, die eine 3'-5'-Exonuklease-Aktivitdt (zum "Korrekturlesen™) besitzen, deshalb
weniger Fehler als die Tag-DNA-Polymerase verursachen und den Vorteil bieten, dass
wirklich stumpfe Enden entstehen (Tag-Polymerase erzeugt A-Uberhange). Die von der Tag-
Polymerase erzeugten A-Uberhange konnten fiir eine Klonierung des in der PCR erzeugten
Fragmentes in de@OPO TA Clonin@l-Vektor von Invitrogen genutzt werden, der die
komplementéren T-Uberhange besitzt (wahlweise auclp@&M®-T-Vektorvon Promega).

Hierzu wurden 0,5 bis 4 ul des gereinigten oder ungereinigten PCR Produktes, 1 pKder im
enthaltenen Salzlésung (1,2 M NacCl, 0,06 M Mg@hd steriles Wasser fiir ein Endvolumen

von 5 pl gemischt, anschlieRend wurde 1 pl B@®O TA Cloningl-Vektors hinzugefigt

und das ganze 5 min bei RT inkubiert. 2 ul des Ligationsansatzes wurden fir eine
Transformation mit 75 pl DHb verwendet. Diese Klonierung wurde bevorzugt dann
angewendet, wenn das PCR-Fragment sequenziert werden oder wenn es an den Enden
geschnitten werden sollte, was durch das Hineinklonieren imT@&0O TA Cloningl-Vektor

und anschlieBendes Herausschneiden sichtbar gemacht werden konnte.

3.3.6 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Bei den Reversen Transkriptasen handelt es sich um RNA-abhangige DNA-Polymerasen. Sie
verwenden einzelstrangige RNA als Matrize und stellen hiervon eine doppelstrangige DNA
Kopie her. Sie sind Bestandteil aller RNA Tumorviren und benétigen einen kurzen
doppelstrangigen Nukleinsaurebereich, an dem die Synthese beginnen kann. Unter
naturlichen Bedingungen wird diegaimer durch eine tRNA gebildet. Verwendet wurde das
OneStepRT-PCR Kvion Quiagen, bei der sowohl die reverse Transkription als auch die PCR
im selben Reaktionsgefal ablaufen. Folgende Reagenzien wurden in einem Gefald gemischt:
10 pl 5x QuiagenOneStep RT-PCRuffer (enthalt Tris-Cl, KCI, (NB,SO,, 12,5 mM
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MgCl,, DTT, pH 8,7 (20°C))2 ul dNTP Mix (10 mM); je3 pl sensebzw. antisenseprimer

(10 puM); 2 ul QuiagenOneStep RT-PCR Enzyme Mdmniscript Reverse Transcriptdase
Sensiscript Reverse Transcriptasaind HotStarTaqg DNA PolymeralSe), bei allen dreien
handelt es sich um rekombinante Proteine, die BEn coli hergestellt wurden, in
Lagerungspuffer: 20 mM Tris-Cl, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 0,5 % (v/v)
Nonidet] P-40, 0,5 % (v/v) Twedn 20, 50 % (v/v) Glycerol, Stabilisator; pH 9,0 (20°C);
0,25 plRNase Inhibitor (40 U/ul)1,25 nIDMSO;10 yl Betain 5 M sowigl7,5 plH,O undl

ul (1 pg/ul)T. gondiiGesamt-RNA. Es folgte ein kurzer Zentrifugationsschritt, um den Inhalt
des Gefalles am Boden zu sammeln. AnschlieBend wurde das Gefa? 30 min bei 50°C
inkubiert, bei dieser Temperatur fand die Reverse Transkription mit den beiden Enzymen
Omniscript und Sensiscript Reverse Transcriptaséatt. Bei dieser Temperatur ist die
ebenfalls im Enzymgemisch enthalteR®tStarTag DNA Polymerasmaktiv. Durch das
anschlieBende Erhitzen der Reaktion fir 15 min bei 95°C wurden die beiden Reversen
Transkriptasen inaktiviert, wohingegen dietStarTag DNA Polymerasktiviert wurde. Es
schlossen sich 30 Cyclen an, in denen Aufschmelzen der DNA (1 min, 95°C), Hybridisieren
der Primer (ca. 1 min 30 s bei der entsprechenden Hybridisierungstemperatur) und
Polymerisation (1 min 30 s, 72°C) wiederholt wurden. Es folgte ein 7-minutiger Zyklus bei
72°C, um die Polymerisation zu beenden. Anschlie3end wurden 5 pl der Reaktion auf einem
Agarosegel Uberpruft und der Rest des Ansatzes direkt fur eine Klonierung verwendet oder
aufgereinigt mit denNucleoSpinlExtract Kitvon Macherey und Nagel (s. 3.3.5).

3.4 Markierung von DNA

3.4.1 Markierung mit Digoxigenin

(Digoxigenin PCR Probe Synthesis Syst®m Roche Biochemicals)

Zur Digoxigenin-Markierung von DNA wurde durch PCR das entsprechende DNA-Fragment
in Anwesenheit von Digoxigenin-markiertem dUTP durchgefihrt. Es wurden 5 ul 10x Tag-
Puffer, 5 ul DigoxigenirPCR ProbeSynthese-Mix, je 2,5 ul dgarimer (20 uM) und 1,25 pl
Tag-Polymerase mit der Matrize ung@Hauf ein Gesamtvolumen von 50 pl aufgefillt. Das
PCR-Programm richtete sich nach dem jeweiligen Amplifikat. Ausbeute und Reinheit des
Amplifikats wurde durch die Analyse von 5 pl des Produktes auf einem Agarose-Gel
Uberprift. Zur Kontrolle wurde eine aquivalente PCR mit unmarkierten Nukleotiden
durchgeftuhrt. Da hier die Digoxigenin-Markierung fehlte, lief das unmarkierte Produkt in der
Gelelektrophorese etwas schneller.
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3.5 Analyse von DNA

3.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

Agarosegele kénnen sowohl zur Analyse von Plasmid- als auch von genomischer DNA
verwendet werden. Die Agarosekonzentration richtet sich nach der Grol3e der zu trennenden
Fragmente. Fur grol3e DNA-Fragmente (1-10kb) wird eine Konzentration von 0,7 % Agarose,
fur kleine Fragmente (0,1-1 kb) eine Agarosekonzentration von 1 - 2,5 % verwendet. Zur
Herstellung des Gels wurde die entsprechende Agarosemenge in 100 ml 1x TAE aufgekocht,
mit 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und in den Gelschlitten gegossen. Zu den
Proben wurden 1/5 Volumen Auftragspuffer 5x pipettiert und die Elektrophorese in einer
Flachgelapparatur bei 18 V (tiber Nacht) bis 120 V (1 h) in 1x TAE-Puffer durchgefihrt.

3.5.2 Sequenzierung von DNA

Samtliche Sequenzierungen wurden bei der Firma Toplab, Martinsried, bzw. im ZMBH, AG
Frank, durchgefuhrt.

3.5.3SouthernBlot

5 ug genomische DNA wurden mit einem geeigneten Restriktionsenzym mindestens vier
Stunden oder tUber Nacht verdaut und auf einem 0,8 %-igen Agarosegel bei 18 V (Uber Nacht)
bis 60 V (ca. sechs Stunden) aufgetrennt (Marker siehe 2.11.1). Das Gel wurde neben einem
Lineal photographiert und dann 15 min in 0,25 M HCI bei RT geschittelt; durch diese
Saurebehandlung wurde die DNA patrtiell depuriniert und hydrolysiert, was den Transfer von
groBen Fragmenten auf die Membran erleichterte. Dann wurde das Gel kurzOin H
gewaschen, 30 min bei RT in Denaturierungslosung geschittelt, wieder kurzGQn H
gewaschen und schlie3lich zweimal 15 min bei RT in Neutralisierungslosung geschuttelt.
Danach wurde das Gel aflotting-Papier positioniert, das in einem Tablett Gber einen
umgekehrten Gelschlitten gelegt wurde und dessen Enden in den Transferpuffer 10 x SSC
hingen. Nachdem unter alle Seiten des Gels Parafilmstreifen gelegt worden waren, folgten auf
das Gel eine NylonmembrarHybond-N+), die mit einer Pipette ausgerollt wurde, um
Luftblasen zu vermeiden, ein StuBkotting-Papier und ein Stapel Zellstoff, der mit einem
Gewicht beschwert wurde. Dieser KapilBiet wurde mindestens sechs Stunden
durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die DNA im Wresslinkerkovalent an die Membran
gebunden (120 mJ).
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3.5.4SouthernBlot-Analyse

Die Membran deSouthern Blotvurde in 20 mIDIG Easy HybLAsung (filtriert und auf 42°C
vorgewarmt) mindestens 2 h prahybridisiert. Diese LOosung wurde dann durch 20 ml
Hybridisierungslosung ersetzt (filtrierte und vorgewarit® Easy HybLOsung mit 7,5 pl
Digoxigenin-markierter Sonde) und tber Nacht bei 42°C hybridisiert. Am nachsten Morgen
wurde die Hybridisierungslésung abgegossen (diese Losung kann mehrmals wiederverwendet
werden; sie wurde bei -20°C gelagert und vor der nachsten Verwendung 10 min bei 68°C
denaturiert) und die Membran zweimal 5 min mit 2x SSC/0,1 % SDS bei RT gewaschen. Es
folgten zwei Waschschritte in 0,5x SSC/0,1 % SDS bei 68°C. Die Membran wurde in einem
neuen Gefald 1 min in Waschpuffer aquilibriert und dann in Bl8ékingPuffer 1h bei RT
inkubiert. Daraufhin wurde die Membran 30 min in 1B¥ckingPuffer, in der Alkalische
Phosphatase-gekoppelter Antikérper gegen Digoxigenin 1:10000 verdinnt wurde, inkubiert,
und zweimal 15 min bei RT in Waschpuffer gewaschen. Nachdem man die Membran 2 min in
der Detektionslosung aquilibriert hatte, wurde sie auf eine stabile Folie (ausgeschnitten aus
einem Rundbodenbeutel) tUberfihrt und mit 1 ml gleichmaRig auf der Membran verteiltem
CSPD 5 min bei RT inkubiert. Die Membran wurde in einen aufgeschnittenen
Rundbodenbeutel tberfihrt und in einer Expositionskassette 15 min bei 37°C inkubiert, um
das Plateau des Emissionsmaximums der enzymatischen Detektionsreaktion schneller zu
erreichen. Die erste Exposition eines Rontgenfilmes dauert bei RT ca. 40 min und wurde dann
dem Signal entsprechend variiert.

3.6 Praparation und Analyse von RNA

Das fiur RNA bendétigte Wasser wurde zur Inaktivierung von RNasen vor Gebrauch mit DEPC
behandelt; das verwendete Plastikmaterial musste ebenfalls RNase-frei und steril sein. Zur
RNA-Isolation wurden die frisch lysierenden Parasiten mindestens einer f FMagthe mit

Veros verwendet.

3.6.1 Praparation von Gesamt-RNA aud’. gondii

Die Zellen wurden 10 min bei 2000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
einer sterilen Glaspipette abgenommen, das Pellet in 1 ml TRIzol resuspendiert und
anschlieBend in ein 1,5 ml-Schraubdeckelgefald tberfuhrt. Nach 5 min Inkubation bei RT
wurden 20Qul Chloroform zugefugt, 15 sec kraftig geschuttelt und 2-3 min bei RT inkubiert.
Danach wurden die Proben bei 10000 rpm und 4°C fir 15 min zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase, die die RNA enthalt, wurde in ein neues Schraubdeckelgefal’ Gberfihrt und
die RNA durch Mischen mit 50Ql Isopropanol gefallt. Nach 10 min Inkubation bei RT
wurden die Proben bei 10000 rpm und 4°C fur 10 min zentrifugiert; das Pellet wurde mit 1 ml

N
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75 %-igem Ethanol gewaschen. Die Proben wurden 5 min bei 4°C und 10000 rpm
zentrifugiert und die RNA anschlieRend im getffneten Gefal3, durch ein Tuch bedeckt,
getrocknet. Es folgte eine Aufnahme in 30 DEPC HO und ein 10-minutiger
Inkubationsschritt bei 55°C, anschliel3end wurde die RNA bei —80°C aufbewabhrt.

3.6.2 Auftrennung von RNA im denaturierenden Formaldehydgel

1,2 g Agarose wurden in 81 ml@ in einem sterilen Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle
kurz aufgekocht. Nach kurzem Abkuhlen wurden 11 ml 10x MOPS-Puffer und 20 ml
Formaldehyd zugegeben und das Gel gegossen.

Die RNA-Proben wurden folgendermaf3en denaturiert: Maximal 4,5 pgjlGesamt-RNA
wurden mit 1 ul 10x MOPS, 3,5 ul Formaldehyd, 10 pl Formamid, 1 ul
Ethidiumbromidlésung (1 mg/ml) und,8® in einem Gesamtvolumen von 20 ul gemischt und

15 min auf 65°C erhitzt. Die Proben wurden auf Eis gestellt und nach Zugabe von 1 pul RNA-
Auftragspuffer ca. 5 h bei 60 V in dem oben beschriebenen 1 %-igen Formaldehydgel
aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 1x MOPS-Puffer verwendet, Marker siehe 2.13.1.

3.6.3Northern Blot

Nach der Gelelektrophorese wurde das Formaldehydgel neben einem Lineal photographiert,
direkt auf da®lotting-Papier gelegt, und mindestens vier Stunden ein Kajliatrauf eine
Nylonmembran Klybond-N durchgefuhrt wie furSouthern Blotin 3.5.3. beschrieben.
AnschlieRend wurde die RNA im U@rosslinker (120 mJ) kovalent an die Membran
gebunden. Es schlol3 sich eine Methylenblau Farbung der RNA an: Die Membran wurde in 5
% Essigsaure fur 15 min inkubiert, anschlieend die Methylenblau Losung fur 10 min
zugegeben. Dann wurde mit DEPC Wasser gewaschen und der Marker eingezeichnet.

3.6.4Northern Blot-Analyse
Die Northern BlotAnalyse entspricht der unter 3.5.4 beschriebe®muthern BlotAnalyse,

wobei fir die Herstellung der Losungen DEP@Hverwendet wurde. Es wurde auch die
unter 3.4.1 beschriebene Digoxigenin-markierte DNA-Sonde eingesetzt.
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3.7 Protein-Analyse

3.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentration einer Proteinlosung wurde mit Hilfe von Bradford-Reagenz bestimmt
(Bradford, 1976). Hierzu wurden 1 - 10 pl Probe mit Wasser auf ein Endvolumen von 800 pl
gebracht, mit 200 ul Bradford-Reagenz versetzt und gevortext. Die Extinktion dieser Losung
wurde im Photometer bei 550 nm gemessen und anhand einer Eichgeraden mit BSA die
Konzentration ermittelt.

3.7.2 TCA-Prazipitation

Um Proteinlosungen auf ein kleineres Volumen einzuengen, wurden sie mit 7-10 % funfzig
%-iger (w/v) TCA-LOsung versetzt, durch Vortexen gemischt und 10 min auf Eis inkubiert.
Es folgte ein 10-mindtiger Inkubationsschritt bei 60°C. Danach wurde der Ansatz 10 min bei
13000 rpm und RT zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Proteinpellet mit Aceton
gewaschen, dann nochmals 10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert, kurz trocknen gelassen und
in Probenpuffer aufgenommen. Gegebenenfalls wurde durch Zugabe von wenigen Mikrolitern
1 M Tris-L6sung (pH 8,0) der pH-Wert der Losung neutralisiert.

3.7.3 Herstellung eines Gesamtzellextraktes fur die Proteinanalyse

Der Inhalt einer frisch durch die Parasiten lysierten 25\¢aro-Zellen Kultur-Flasche wurde

bei 1200 rpm fur 10 min bei 4°C in einem Rohrchen zentrifugiert und das resultierende Pellet
in ca. 5 ml kalten PBS resuspendiert. Nach einem weiteren 10-minltigen
Zentrifugationsschritt bei 1200 rpm, 4°C wurde das Pellet in 1x Probenpuffer aufgenommen,
gevortext, bei 95°C 5 min denaturiert, gevortext, kurz zentrifugiert und anschlie3end in
adaquaten Mengen auf ein Proteingel geladen oder bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.

3.7.4 Herstellung von Zell-Lysaten aug. gondii mittels RIPA-Lysat

Alternativ zu der unter 3.7.3 beschriebenen Methode wurde auch detergenzhaltiger RIPA-
Puffer verwendet. Nach dem Waschschritt mit PBS und anschliel3ender Zentrifugation
wurden 50 - 10Qul RIPA-Lysat zum Pellet gegeben und resuspendiert. Nach 15-mindtiger
Inkubation auf Eis mit gelegentlichem Vortexen des Ansatzes folgte ein Zentrifugationsschritt
bei 4°C fiir 15 min bei 13000 rpm. Der resultierende Uberstand wurde bei —20°C aufbewahrt
und konnte fur den Auftrag auf Proteingele mit der adaquaten Menge Probenpuffer versetzt
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werden. Vorteil dieser Methode ist das keine storende DNA den Lauf der Proteine im
Proteingel beeinfluf3t.

3.7.5 Herstellung von Zell-Lysaten unter Verwendung von Triton X-100 PC

Fur die Ermittlung der Enzymaktivitaten vdn gondiiProteinen wurde der Inhalt einer frisch
durch die Parasiten lysierten 25 %Nero Kultur-Flasche bei 4°C fir 10 min bei 1200 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde in ca. 5 ml kaltem PBS resuspendiert und nochmals bei 4°C
fur 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Pellet inulL@@ltem
Kaliumphosphatpuffer, pH 7 (Puffer 1), der 0,1 % Triton X-100 (Peroxid-frei) sowie
Proteaseinhibitoren (EDTA-frei) enthielt, resuspendiert und fuar 10 — 20 min unter
gelegentlichem vortexen auf Eis inkubiert. Es schlol3 sich ein Zentrifugationsschritt bei 13000
rom, 4°C, fur 15 min an. Der so gewonnene Uberstand wurde bei 4°C gelagert, die
Proteinkonzentration bestimmt und das Lysat so zligig wie moglich verwendet.

3.7.6 Fraktionierung von Toxoplasmen mit Digitonin

Diese Methode der Zellfraktionierung beruht auf der Permeabilisierungseigenschaft von
Digitonin abhangig vom Cholesteringehalt einer Membran: Plasmamembranen werden
aufgrund ihres hoheren Cholesteringehalts durch bestimmte Digitoninkonzentrationen
permeabilisiert, bei denen die Membranen von Organellen noch intakt bleiben. Dies sollte die
Fraktionierung von Toxoplasmen in eine zytosolische und eine grobe peroxisomale Fraktion
erlauben.

Der Inhalt einer frisch durch die Parasiten lysierten 25 wero Kultur-Flasche wurde 10

min bei 4 °C und 2000 rpm abzentrifugiert. Es schlof3 sich ein Waschschritt mit kaltem PBS
und eine weitere Zentrifugation an. Die Zellen wurden mit ca. 5 ml eiskaltem STE gewaschen
und nochmals 10 min bei 4°C und 2000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 pl
eiskaltem STEN mit Proteaseinhibitoren (0,1 mM PMSF) geldst, in ein Eppendorfgefaf}
uberfuhrt und der Proteingehalt der Losung mittels einer Bradford-Proteinbestimmung
ermittelt. Die 10 pg Gesamtprotein entsprechende Menge wurde mit STEN, das auf 25°C
praaquilibriert wurde, auf 98 pl aufgefullt und mit 2 pl Digitoninlésung (Digitonin in
Dimethylformamid, DMF) versetzt. Verwendet wurden verschiedene
Ausgangskonzentrationen, z. B.0,1, 0,2, 0,3, 0,4 und 0,5 mg Digitonin pro ml DMF. Die
Losung wurde 5 sec gevortext, 4 min bei 25°C inkubiert und dann 2 min bei 20000 x g und
4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde direkt in 2x Probenpuffer aufgenommen, der zuvor
abgenommene Uberstand wurde mit STEN auf 1 ml aufgefiillt und anschlieRend TCA
préazipitiert. Das so gewonnene Pellet wurde direkt ipl2Z2 Probenpuffer aufgenommen.
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3.7.7 Fraktionierung von Zellen durch Sonifizierung (fiir die native PAGE)

Eine Mdglichkeit, Zellen mechanisch aufzubrechen, ist die Sonifizierung. Die Pellets wurden
nach dem Waschschritt in zwei Halften geteilt und in kaltem PBS (caull®2w. PBS/0,2

% Triton X-100 (um den Aufbruch der Zellen sicherzustellen), das Proteaseinhibitoren
enthielt, aufgenommen. Es handelte sich unileigondiiRH Tachyzoiten Pellet aus einer 75

cm’ Kulturflasche mit frisch lysierten Vero-Zellen, die Halfte davon wurde hierfir verwendet;
als negative Kontrolle wurde ein 25 tidero Flaschchen trypsiniert und das ganze Pellet
verwendet. Man hatte also 4 Rohrchen zu je ibOdie Proben je einmal in PBS bzw.
PBS/0,2% Triton. Anschliel3end erfolgte die Sonifikation. Die Roéhrchen befanden sich bei
diesem Sonifikator (Cuphorn) in einem Eisbad, es wurde bei Stufe 6 fur 75 Sekunden, 30 %
pulse sonifiziert.Es schlof3 sich ein Zentrifugationsschritt bei 14000 rpm, 4°C, fur 15 min an,
der resultierende Uberstand betrug ca. ibMie Proben sollten einerseits auf native Gele,
andererseits zur Kontrolle auch auf SDS-Gele geladen werden.

Fur die nativen Gele wurden je @8 des 150ul Uberstandes mit 6Qul des nativen
Ladepuffers versetzt und 40 40 % Glycerol (+ Bromphenolblau) zugegeben. Jal3fleser
Mischung wurden pro Spur im Gel geladen (je vier Spuren waren je Ansatz zu beladen, = 120
)

Fur die SDS Gele wurden je @0 des 150ul Uberstandes mit 681 H,O, 16ul 1M DTT

sowie 16pul 10x Probenpuffer gemischt und ebenfalls jeuB@ieser Mischung pro Spur im

Gel geladen (je vier Spuren waren zu beladen, 3120

Somit sollte in jeder Spur die gleiche Menge Protein geladen sein.

3.7.8 Aufbrechen von Zellen durch wiederholtes Schockgefrieren und Auftauen

Auch mit dieser Methode wurden die Zellen mechanisch aufgebrochen. Nach dem Waschen
des Toxoplasmenpellets und anschlieBender Zentrifugation wurde das Pellet in kaltem PBS
aufgenommen, das mit Proteaseinhibitor€ongpleteMini) versetzt worden war, und in ein
Tisch-Ultrazentrifugenrohrchen transferiert. Anschlieend wurde das Rohrchen in flussigen
Stickstoff gegeben, bis der Inhalt komplett gefroren war, und bei 37°C solange inkubiert, bis
der Inhalt wieder aufgetaut war. Dieser Vorgang wurde 3x wiederholt. Es folgte die
Ultrazentrifugation s. 3.7.10.

3.7.9 Aufbrechen von Toxoplasmen mit Glaskugelrglass beads

Eine weitere Methode, die Zellen mechanisch aufzubrechen, ist der Aufbruglassibeads

Eine frisch lysierte Vero Kulturschale (150x20 mm) mit Toxoplasmen wurde 10 min bei 4°C
und 1200 rpm pelletiert, mit eiskaltem THB-Puffer und Proteaseinhibitorepgf2l
Leupeptin) gewaschen und 1 min bei 14000 rpm und 4°C abzentrifugiert (1 min beschadigt
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die Parasiten nicht). Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefuhrt. Das Pellet wurde
in 1 ml eiskaltem THB aufgenommen und in ein spezielles 2 ml Reaktionsgefal} transferiert,
welches zur Haélfte mit Glaskugeln befillt war; dann wurde ca. zehnmal fir 5 sec (bis der
Aufbruch der Zellen unter dem Mikroskop sichtbar war) auf dem MINI-BEADBEATER

auf hochster Stufe vibriert. Zwischen den Vibrationsintervallen wurde das Réhrchen kurz auf
Eis gekihlt, um eine Uberhitzung der Losung zu vermeiden. Nachdem sich die Glaskugeln
abgesetzt hatten (nach ca. 1 min) wurde der Uberstand in ein neues GefaR uberfiihrt und die
Glaskugeln mit 20Qul THB versetzt, gemischt, absetzen gelassen und wiederum in das neue
Gefald uberfuhrt. Das so gewonnenen Homogenat mit den aufgebrochenen Toxoplasmen
wurde 5 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert, um groéf3ere Zellbestandteile (Zellkerne,
grof3e mitochondrielle Fragmente, intakte Zellen) zu sedimentieren. Der resultierende
Uberstand (PN) wurde erneut in ein frisches EppendorfgefaR transferiert und 15 min bei
13000 rpm und 4°C zentrifugiert, um alle festen Zellbestandteile zu pelletieren. Das hierbei
gewonnene organellare Pellet wurde in QDOHB aufgenommen. Das resuspendierte Pellet
wurde auf einen geschichteten (70 % Saccharose am Boden des Rdhrchens, in 10er Schritten
bis zu 30 % Saccharose an der Spitze des Rohrchens; Saccharose in 25 mM Tris, 1 mM
EDTA) Saccharosegradienten geladen und in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.

3.7.10 Fraktionierung von Zellhomogenaten mittels anschlielendem Ultrazentrifuga-

tionsschritt

Die durch Schockgefrieren gewonnenen Homogenate aus Punkt 3.7.8 wurden in der
Beckmann-Tischzentrifuge TL-100 (Rotor TLA-45) fur 45 min bei 45000 rpm, 4°C,
zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde direkt in 2x Probenpuffer aufgenommen, der
Uberstand wurde TCA prazipitiert und ebenfalls in 2x Probenpuffer aufgenommen.

Die durch Glaskugeln aus Punkt 3.7.9 gewonnenen Homogenate wurden, wie schon erwahnt,
auf einen geschichteten, bei 4°C gelagerten Saccharose-Gradienten geladen und bei 45000
rom fur 45 min bei 4°C in der Beckmann L8-70M Ultrazentrifuge (Rotor SW60)
zentrifugiert. Der Gradient wurde in kreisenden Bewegungen von unten nach oberuin 330
Schritten abgenommen und TCA prazipitiert. Die entstehenden Pellets wurdenulir2:20
Probenpuffer aufgenommen und die Halfte davon auf ein Gel geladen.

3.7.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde die diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli verwer{leaemmli, 1970) Die Proben
wurden auf 1x Endvolumen mit Probenpuffer versetzt, gevortext, bei 95°C 5 min denaturiert,
gevortext, kurz zentrifugiert und auf das SDS-Polyacrylamidgel (3,9 %-iges Sammelgel, 7,5 -
15 %-iges Trenngel) aufgetragen und bei konstant 200 Volt ca. 45 min in einer MINI
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PROTEAN Il ZELLE aufgetrennt. Die GroRenmarker sind dem Material Teil zu entnehmen,
S.2.14.7.

3.7.12 Anodisches diskontinuierliches Polyacrylamidgelelektrophoresesystem

(Native PAGE)
Dieses System ist flr neutrale oder saure Proteine besonders geeignet, wenn nach der
Elektrophorese Enzymaktivititen nachgewiesen werden sollen (native PAGE). Bei der
Probenvorbereitung und wahrend des Laufs treten im Regelfall kaum Denaturierungen auf.
Charakteristisch fur dieses System ist das Fehlen von SDS, DTT oder Mercaptoethanol in
Gelen, Laufpuffer und Probenpuffer. Die Trennung erfolgt nach der elektrophoretischen
Beweglichkeit des jeweiligen Proteins, eine Molmassenzuordnung durch Vergleich mit
Standards ist nur eingeschrankt moglich. Die Laufrichtung ist vom Minuspol zum Pluspol, als
Markerfarbstoff wurde Bromphenolblau verwendet. Die Proben wurden wie unter 3.7.7
beschrieben behandelt und nicht gekocht. Das Gel setzte sich aus einem 6 %-igen Trenngel
sowie einem 3,6 %-igen Sammelgel zusammen. Das Trenngel enthielt Tris-HCI, pH 8,8, mit
einer Endmolaritat von 0,375 M, das Sammelgel Tris-HCI, pH 6,8 mit einer Endmolaritéat von
0,0625 M. Der Laufpuffer enthielt 0,05 M Tris-HCI sowie 0,38 M Glycin, pH 8,3 und diente,
mit Glycerol (10 % Endkonzentration) und Bromphenolblauzugabe, als Probenpuffer. Der
Gellauf erfolgte tiber Nacht bei 15 Volt.

3.7.13Western Blot

Zunachst wurden sowohl das SDS-Polyacrylamidgel als auch die Membran kurz in Transfer-
Puffer aquilibriert. In einem Tablett, das mit Transfer-Puffer gefullt war, wurden pro Gel je
zwei der zur Transfer-Apparatur gehorigen Schwamm-Polster und zwei SBlokimg-

Papier in der Grof3e des Gelhalters gut angefeuchtet. Die Gelhalter wurden mit der grauen
Seite nach unten gedffnet in das Tablett gelegt, darauf ein angefeuchtetes Schwamm-Polster,
gefolgt von einem Stick feuchtdiotting-Papier, auf dem das Gel positioniert wurde. Dann
wurde die Membran auf das Gel gelegt. Es war wichtig, den gesamten Aufbau permanent nass
zu halten und wiederholt mit einer Pasteurpipette auszurollen, um Luftblasen, die den
Transfer behindern, zu vermeiden. Auf die Membran folgten ein weiteres Stiick feuchtes
Blotting-Papier und ein Schwamme-Polster, dann wurde der Gelhalter geschlossen und mit der
grauen Seite zur Kathode hin in dieansfer-Apparatur geschoben. Der Tank wurde bis oben

mit Transfer-Puffer gefillt (ca. 1 I) und der Transfer 1 h (4 h auf Eis bei nativem Gel) auf
einem Magnetrihrer bei 100 V im Kuhlraum durchgefihrt. Anschlielend wurde die
Apparatur wieder auseinandergebaut, die Membran mit Ponceau-Rot gefarbt (beim nativen
Gel entfiel die Ponceau-Rot Farbung) und zum Blockieren in 5 % Magermilchpulver in TBS-

T Uber Nacht im Kihlraum oder 1 h bei RT geschuttelt.
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3.7.14Western BlotAnalyse

(ECL-Methode von Amersham Pharmacia Biotech)

Die blockierte Membran wurde zum immunologischen Nachweis eines bestimmten Proteins
1-2 Stunden bei RT mit dem in 5 % Magermilchpulver in TBS-T verdinnten Antikérper unter
Schatteln inkubiert (ca. 10 ml pro Membran bzw. 5 ml, wenn in Inkubationsbeutel
eingeschweil3t). AnschlieBend wurde die Nitrocellulosemembran 2 - 3x kurz und
anschlielend 3x 10 min mit TBS-T gewaschen. Die Inkubation mit dem 1:1000 H1/5BS

% Magermilchpulver verdinnten HRP-konjugierten zweiten Antikorper bei RT dauert 45 min
bis eine Stunde. Es schlossen sich ein 15-mindtiger und vier 5-mindtige Waschschritte mit
TBS-T an. Die abgetropfte Membran wurde zwischen die 2 Halften eines
zurechtgeschnittenen Rundbodenbeutels gelegt, mindestens 2 ml Detektionslésung (Mischung
aus gleichen Volumina Detektionslosung 1 und Detektionslésung 2) gleichmaRig darauf
verteilt und 1 min bei RT inkubiert. Nach Abtropfen der Detektionslosung wurde die
Membran wiederum zwischen die 2 Halften eines zurechtgeschnittenen Rundbodenbeutels
eingepackt, in eine Filmkassette gelegt und ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Expositionszeit
betrug je nach Starke des Signals wenige Sekunden bis mehrere Minuten.

Sollten auf bereits zur Detektion verwendeten Membranen noch andere Proteine
nachgewiesen werden, konnten durch eine 30-minttige Inkubati@trippingPuffer bei

60°C die gebundenen Antikorper entfernt werden. Danach wurde die Membran 2x 15 min bei
RT mit TBS-T gewaschen, mindestens eine Stunde in 5 % Magermilch/TBS-T geblockt, und
anschlieBend die Immundetektion wie oben beschrieben durchgefiihrt.

3.7.15 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse (IFA)

Durch die Fixierung von Zellen und anschlieRendem Permeabilisieren sowie Inkubieren mit
Antikorpern gegen ein spezifisches Protein kann die Lokalisierung bzw. Expression desselben
sichtbar gemacht werden. Ist an diesen Antikorper nicht direkt ein Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt, so muss er durch einen zweiten Antikorper, der solch eine Farbstoff-Kopplung
besitzt, erkannt werden (indirekte Immunfluoreszenz). Dies fuhrt gleichzeitig zu einer
Verstarkung des Signals. Unter dem Fluroeszenzmikroskop kann der Fluoreszenzfarbstoff
durch Licht der richtigen Wellenlange angeregt und sichtbar gemacht werden.

Intrazellulare Parasiten, die fur mindestens 24 h in einer konfluenten, auf Deckglasern
hochgezogenen HFF-Kultur gewachsen waren, wurden in PBS gewaschen (dieser und alle
folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt). Es folgte die Fixierung der
Zellen, die je nach Bedarf aus PBS/4 % Paraformaldehyd, PBS/4 % Paraformaldehyd/0.05%
Glutaraldehyd oder aus Methanol (Fixierung bei —80°C mit Methanol, das bei —80°C gelagert
worden war) bestand, fur 20 min. Letztere beiden Fixierungen empfehlen sich besonders fur
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die Fixierung vakuoléarer Proteine. Es folgte eine Inkubation fir 3 min in PBS/0,1 M Glycin,
um die Fixierung zu neutralisieren (gilt nicht fur die Methanolfixierung).

An den Fixierungsschritt schlo3 sich ein 20-minitiger Permeabilisierungsschritt mit PBS/0,2
% Triton X-100 an, der bei methanolfixierten Zellen ausgelassen wurde, da Methanol zu
Delipidinierung der Membran fihrt und dieser Schritt somit hinfallig ist. Dann folgte ein 20-
mindtiger Blockierungsschritt mit PBS/0,2 % Triton X-100/2 % BSA, gefolgt von einer 1-
stindigen Inkubation mit dem/den relevanten Antikorper/n, adaquat verdinnt in
Blockierungsloésung. Nach 3 x 5 min Waschen mit Waschlésung (= Permeabilisierungs-
|6sung) folgte die Inkubation mit dem/den sekundaren, fluoreszenzgekoppelten, 1:1000
verdunnten Antikorper/n fir 45 min bis 1 h. Wiederum folgten 3 Waschschritte zu jeweils 5
Minuten, anschlielend wurden die Zellen mit DAPI gewaschen (@/thl DAPI/PBS,
interkaliert in die DNA), nochmals mit PBS gewaschen und auf Objekttrager mit
Einbettmedium eingebettet. In Kartonmappen wurden die Praparate bei 4°C im Dunkeln
aufbewabhrt.

3.7.16 Direkte Immunfluoreszenzanalyse mit GFP

Das grun fluoreszierende Protein, urspringlich aus der Qualle Aquorea victoria isoliert, kann
direkt mikroskopiert werden (selbst lebende Zellen kbnnen damit mikroskopiert werden). In
dieser Arbeit wurden GFP-Fusionsproteine Th gondii hergestellt und detektiert.
Intrazellulare Parasiten, die GFP exprimieren, wurden wie in Abschnitt 3.7.15 beschrieben
fixiert und danach direkt fir die IFA eingebettet.

3.7.17 Herstellung von Antikorpern

Die Bindung von Peptiden &eyhole limpet hemocyan({iKLH) erfolgte tGiber eine Maleimid-
Kopplung. Hierzu wurden 1,5 mg Peptid in 38®PBS, pH 7,4, gelost, mit 150 Maleimid-
aktiviertem KLH (Imjecil, 10 mg/ml) versetzt und 2 h bei RT inkubiert. Die
Kopplungslosung wurde 4.N. gegen insgesamt 3 | PBS, pH 7,4 dialysiert, um das EDTA zu
entfernen. Das gekoppelte Peptid wurde auf eine Konzentration von 1 mg/ml mit PBS
eingestellt, aliquotiert und bis zu seiner Verwendung bei —80°C gelagert. Fir jede
Immunisierung wurden 150l gekoppeltes Peptid (= 1%@) mit PBS auf 30Qul aufgefullt

und mit 300ul Freund’'schem Adjuvants (komplett fir Erstimmunisierung, inkomplett fur
Folgeimmunisierung) so lange durch eine Kantle gezogen, bis eine stabile Emulsion entstand.
Vor der ersten Immunisierung wurde den Kaninchen Blut abgenommen - Praimmunserum -
welches imWesternBlot auf das Vorhandensein unspezifischer Antikorper tUberprift wurde.
Kaninchen wurden mit je drei Depotinjektionen an den Tagen 28, 56 und 77 nach
Erstimmunisierung (Tag 0) injiziiert. Der Erfolg der Immunisierung wurde mitédstern

Blot jeweils 14 Tage nach der Immunisierung Uberprift. Das Ausbluten der Kaninchen
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erfolgte an Tag 96. Das Blut wurde erst 1 h bei 37°C inkubiert, dann 0.N. bei 4°C, um eine
Koagulation und Kontraktion des Blutkuchens zu erreichen. Der Blutkuchen wurde durch
Zentrifugation (10 min, 9200 rpm, 4°C, SS34-Rotor) vom Serum abgetrennt und das Serum in
neue GefalRe Uberfuhrt. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt wurde das Serum in neue
Gefal3e aliquotiert und bei —80°C langzeitgelagert. Die sich im Gebrauch befindenden Seren
wurden entweder 1:1 mit Glycerol versetzt und bei —20°C aufbewahrt oder aber bei 4°C,
versetzt mit 0,02 % Natriumazid. Die Herstellung der Antigondii Pxn2 Antikorper
(inklusive der Peptide) wurde von der Firma EUROGENTEC durchgefihrt, die Kopplung des
Peptides erfolgte an KLH. Vor der ersten Immunisierung wurde Praimmunserum genommen;
die boostserfolgten zweimal nach 14 Tagen, anschlieRend nach 28 Tagen. Blut zum Testen
wurde 10 Tage nach dem zweitemostbzw. 10 Tage nach dem drittéwostgenommen; das
Ausbluten erfolgt 30 Tage nach dem dritberost

3.7.18 Vorbereitung der Dialyseschlauche

Die Dialyseschlauche (MWCO 12000-14000) wurden 5 min in 200 mM NaBGoM
EDTA pH 8,0 gekocht und anschlieend migCHgespdult, in Schottflaschen tberfihrt und
nochmals 5 min in 200 mM NaHGG mM EDTA gekocht. Es erfolgte noch ein
Waschschritt mit 5D, anschliel3end wurden die Schlduche bei 4°C,(d ¢gklagert.

3.7.19 Aufreinigung der Antikdrper mittels Affi-Gel 00 15 Gel

Die verwendete Matrix Affi-Geéll 15 Gel ist besonders fir azidische Proteine/Peptide, da sie
eine positive Ladung besitzt. Gekoppelt werden kdénnen Liganden mit primaren Amino-
gruppen. Kovalente Amidbindungen koppeln das Protein/Peptid an die terminale Carboxyl-
gruppe der Matrix. 2 mg Peptid wurden mit 3, 5 ml Kopplungspuffer (50 mM Hepes, pH 5) in
einem 4,5 ml Kryo-Réhrchen aufgenommen; der pH des Puffers musste etwas hoher liegen
als der isoelektrische Punkt des Peptides, da die Matrix leicht positiv geladen ist. Die Matrix
wurde folgendermal3en vorbereitet: 2 ml wurden auf die Membran (50 mm Durchmesser)
eines Vakuum-Filtersystems (150 ml Volumen) gegeben und das Vakuum angelegt. Es
wurde 5x mit 30 ml KO (4°C) im Kihlraum gewaschen, wobei penibel darauf geachtet
wurde, dass die Matrix nicht komplett trocken lief. Am Ende wurde die Matrix etwas
trockener laufen gelassen, ihr Endvolumen betrug nun ca. 1 ml, und sofort in das
Kryoréhrchen Uberfihrt, in dem sich schon das Peptid in Kopplungspuffer befand. Das
Kryorohrchen wurde 0.N. bei 4°C Uber Kopf rotiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei
3000 rpm, 4°C, fur 5 min, die Zentrifuge wurde ohne Bremse auslaufen gelassen. Der
Uberstand wurde verworfen und die Matrix fur mindestens 1 h mit 3 ml 50 mM Tris, 50 mM
Hepes Puffer, pH 7.2, blockiert. Wiederum schlof3 sich ein Zentrifugationsschritt bei 3000
rpm, 4°C, fir 5 min an. Die Matrix wurde dann 3x mit kalteag©Hjewaschen, nach jedem

aZol



Methoden

Waschschritt folgte eine Zentrifugation bei 1600 rpm, 4°C, fur 3 min. Danach wurde 2x mit
0,1 M Gilycin, pH 2,5 (Eluierungspuffer) gewaschen, nach jedem Waschschritt erfolgte
wiederum eine Zentrifugation bei 1600 rpm, 4°C, fir 3 min. Anschliel3end wurde mit 100
mM Tris, pH 8, gewaschen, bis die Matrix neutral wurde. Es wurden 2 ml Serum mit 10x
TBS derart versetzt, dass sie in Serum in 1x TBS resultierte. Von der Matrix wurde der
Uberstand abgenommen und das Serum in 1x TBS in das Rohrchen gegeben. Das Rohrchen
wurde 0.N. bei 4°C Uber Kopf rotiert. Die Lésung wurde am nadchsten Tag in eine
Chromatographie-Saule von Biorad tberfuBib(Rad1Bio Spiril chromatography column

Der Durchlauf (ca. 2 ml) wurde gesammelt, weil er nicht gebundene (unspezifische)
Antikorper enthalten sollte. Bevor die Séule wiederum trocken lief, wurde mit insgesamt 10
ml TBS gewaschen und auch gesammelt, falls die (spezifischen) Antikorper sich durch das
Waschen eventuell geldst haben sollten. Es schlol sich die Eluierung mit 2 ml 0,1 M Glycin,
pH 2,5 an. Gesammelt wurde jeweil ein Volumen von jB0Bluat in einem Reaktionsgefals,

in dem schon ca. 4Ql (muss zuvor durch pH Papier experimentell ermittelt werden) 1 M
Tris, pH 8, zum Neutralisieren vorgelegt waren. Zum Stabilisieren wurde der
Antikorperlésung noch 1 % BSA zugegeben. Anschlieend wurden das gereinigte Serum, der
Durchlauf sowie der gesammelte Waschpuffer auf Wérstern Blogetestet.

3.8 Enzym-assays

3.8.1 Enzymatische Messung der Katalase-Aktivitat

Das Protokoll zur Ermittlung der Katalase-Aktivitat wurde einer Anleitung der Firma
Boehringer fur deren kaufliche Katalase entnommen, welche auch als Referenz diente. Der
assayberuht darauf, dass Wasserstoffperoxid sein Absorptionsmaximum bei 240 nm besitzt.
In diesemassaywird die Anderung der optischen Dichte bei 240 nm pro Zeiteinheit erfaRit,
was ein Mal3 fiur die Katalase-Aktivitat ist, die das Wasserstoffperoxid in Wasser und
Sauerstoff zerlegt. Vorsicht ist bei der Menge des Substrates geboten, da die Katalase-Kinetik
nicht dem ,normalen” Enzymmuster entspricht, zum einen, weil die Katalase nicht saturierbar
ist, zum anderen, weil sie durch zu hohe Wasserstoffperoxidmengen inaktiviert wird.

Es wurde eine 25 chVero Kultur-Flasche mit frisch lysierenden Toxoplasmen verwendet
und dem unter 3.7.5 beschriebenen Zellaufschlul3 mit Triton X-100 PC unterzogen. Da es sich
bei der Katalase um ein oxidatives Enzym handelt, wurde peroxidfreies (PC) Triton X-100
verwendet. Deassaywurde in einer 1 ml Quarzkuvette durchgeftihrt, mit Puffer Il (50 ml
Puffer | (Referenz), s. 3.7.5, der mit ca. 030 % HO, auf eine OQ,= 0,5 + 0.010
eingestellt wurde; Ubersteigt die Wasserstoffperoxidkonzentration 0,1 M, so wird die Katalase
inaktiviert, weil sich die sogenannten (inaktiv€lgmpounds lundlll formieren). Es wurden

fur denassayl - 20ul T. gondiiZellextrakt mit der zu 1 ml komplementaren, bereits in der
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Kivette vorgelegten Menge Puffer Il gemischt und im 3 s-Takt bei 25°C (Beckmahnn DU
7400) und 240 nm vermessen. Aus der Abnahme wurde dann die Aktivitdt der Katalase
ermittelt. Als Kontrolle diente Bohringer Katalase aus Rinderleber (20 mg/ml, 65000 U/mg
bei 25°C und HO, als Substrat; Verdinnung fur die Messung 1:2000, hiervon wurden
unterschiedliche Mengen in Puffer Il vermessen). Die Zellextrakte und die kaufliche Katalase
wurden der Genauigkeit wegen mit Glaskapillaren pipettiert.

Katalase
2H2Op ———= 2H20+02
Volumenaktivitat [Uiml] = —22Y
cwids Al '-'i

Volumenaktivitat [Liml)

Spezifische Akfivitat [Limg]
Proteinkonz. d. Enzymisg.[mgdmi)

3.8.2 Enzymatische Messung der Glutathion-Peroxidase (GPx) Aktivitat

Fur diesenassaywurden die gleichen Zellextrakte wie fir den Katalasgayverwendet,
wodurch gleichzeitig die Kontrolle bestand, ob die Extrakte prinzipiell noch enzymatisch
aktiv sind, da bisher keine Glutathion-Peroxidas&.igondiibeschrieben wurde. Dassay

wurde im Beckmann DU-65 Spectrophotometer bei 340 nm in einepBRBUvette bei 25°C
durchgefiihrt. Es handelt sich hier um einen gekoppelssay der auf der Anderung der
Absorption bei 340 nm durch die Umsetztung von NADPH "+zd NADP  beruht. Als
Referenz diente in diesem Fall die Luft, da die Absorption der Kiivette allein schon bei 0,5
lag; die ODB4 wurde zwischen den Grenzwerten 0,5 bzw. 1,5 gemessen, die
Laufgeschwindigkeit des Schreibers betrug 10 mm/min.

Bevor das Glutathion (GSH) eingesetzt werden konnte, wurde es zur Bestimmung der freien
Thiolgruppen dem sogenannten Ellman-Test unterzogen (s. 3.8.3). AnschlieRend konnte der
Pramix angesetzt werden, der aus folgenden Komponenten bestapdi1980mM Tris-HCI,

0,1 mM EDTA, pH 7,6, ferner 2al NADPH, 6 mM, in dem zuvor genannten Tris-Puffer
sowie 50ul GSH, 20 mM (in HO/Essigsaure).

Fiur denassayselbst wurden 77l Pramix in der Kuvette vorgelegt (Endkonzentration von
NADPH und GSH in dem 90l Ansatz: 15uM bzw. 1 mM), anschlieRend wurden mit einer
Glaskapillare 5ul humane Glutathion-Reduktase (hGR, 15 U/ml, Konzentratioassay75

mU) zugegeben. Die Komponenten durften so lange miteinander reagieren - z. B. oxidiertes
Glutathion mit der hGR - bis sich wieder eim&selinegebildet hatte. Dann wurdenub des
Zellextraktes zugegeben und wiederum gewartet, bis sich leaseline bildete, da
Bestandteile des Extraktes mit GSH zu reagieren vermégen. AnschlieRend wupden 3
Cumolhydroperoxid zugegeben, 6 mM in® was in einer Konzentration iassayvon 200

UM resultierte. Die Abnahme beisfy pro Zeiteinheit, die den Verbrauch von NADPH
anzeigt, ist somit ein Mal3 fur die GPx-Aktivitdt. Es wurden auch Messungen npit 10
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Zellextrakt durchgefiihrt, hierfir mussten alle anderen Reagenzien dementsprechend
verandert zugegeben werden, um bei gleichem VolumerulRdie gleichen Molaritaten
bzw. Aktivitaten zu erhalten.

3.8.3 Ellman-Test zur Bestimmung freier Thiole

Der Test beruht darauf, dass das Thiolat der 5-Mercapto-2-nitro-benzoesaure im Gegensatz
zum entsprechenden Disulfid DTNB ein Absorptionsmaximum bei 412 nm aufweist. Ein
basischer pH (8) ist fur die Bildung der Thiolate sehr wichtig. @D mM KH,PQ,, pH 8,

wurden mit 20pul 10 mM DTNB (,Ellman-Reagenz®) in einer Kivette vermischt und als
Nullwert benutzt. Anschlieend wurde [l einer zu testenden 20 mM GSH Lésung
hinzupipettiert. Uber die Formel A = ¢ x x d x D, wobei A die Absorption, ¢ die
Konzentrationg den Extinktionkoeffizienten (13600 M d die Schichtdicke der Kuvette (1

cm) und D die Verdinnung der Lésung (1:821) bezeichnet, konnte die Konzentration der
GSH-Ldsung aufgrund der Absorptionsdifferenz ermittelt werden.

3.9 Behandlung der Zellen mit Peroxid

3.9.1 Behandlung der Zellen mit Wasserstoffperoxid

Um die Sensitividt verschiedener Zelllinien gegentber Wasserstoffperoxid festzustellen,
wurde ein Wasserstoffperoxssay etabliert. Hierbei wurden frisch lysierende (=
extrazellulare)T. gondii Tachyzoiten einer 25 dmVero Kultur-Flasche mit verschiedenen
Konzentrationen Wasserstoffperoxid inkubiert. Die Lésung zum Inkubieren war DMEM ohne
FCS-Komplementierung, jedoch, wie sonst auch, inklusive Glutamin (DMEM)F@$ das

FCS durch darin enthaltene thiolhaltige Proteine als Puffer gegeniber dem Peroxid wirken
konnte.

Die Parasiten wurden zunachst gezahlt und anschlielend derart in DMEM Medium ohne
FCS-Komplementierung (DMEM FCPBverdiinnt, dass sich in 1Q0, maximal jedoch in 120

ul, 3x10 Parasiten befanden. Pro Wasserstoffperoxidkonzentration wurdepl 0020 il

der so verdinnten Parasiten-Lésung verwendet und weireiner 12well Schale Uberfihrt.
Hierzu wurden 2 ml der jeweiligen Wasserstoffperoxidldsung gegeben und gemischt.
Verwendete Wasserstoffperoxidkonzentrationen warénM010° M, 10* M, 5x10° M, 10°

M Wasserstoffperoxidlosung (d.h. 30 %-ige Wasserstoffperoxidlosung wurde in DMEM
FCS auf die obengenannten Konzentrationen verdiinnt). Als Kontrolle diente die Inkubation
mit DMEM FCS allein.

Die Inkubation der Zellen mit dem Wasserstoffperoxid fand fir 11/2 h im Inkubator bei 37°C,
5 % CO, statt. AnschlielRend wurden die Zellen in 2 ml Reaktionsgefal3e uberfuhrt und 10
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min bei RT und 1200 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt war notwendig, weil die Parasiten
anschlieBend zum Infizieren von auf Deckgldschen wachsenden HFF-Zellen verwendet
wurden (s. 3.7.15), welche gleichermaf3en durch das Wasserstoffperoxid geschadigt worden
waren, was eine Auszahlung unmdoglich gemacht hatte. Das resultierende Zellpellet wurde in
komplementiertem Medium aufgenommen, ein Drittel hiervon 1:10 verdinnt und hiermit die
HFF Zellen infiziert (sollte einer Menge von 1X1@arasiten entsprechen), die auf
Deckglaschen wuchsen. Nach 48 h Inkubation wurden die infizierten Zellen mit PBS/ 4%
Paraformaldehyd fixiert, DAPI gewaschen und eingebettet. Die Auszahlung der Vakuolen
erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop, wobei nur solche Vakuolen in die Zahlung mit
eingeschlossen wurden, in denen skh4 Parasiten befanden. Ausgezahlt wurden pro
Wasserstoffperoxidkonzentration 6 unterschiedliche Ausschnitte unter dem 40er Objektiv.
Von diesen 6 Werten wurde ein Durchschnittswert errechnet, aus welchem wiederum ein
Durchschnittswert aus 3 unabhéngigen Experimenten berrechnet wurde. Innerhalb einer
Zelllinie wurde die Anzahl der Vakuolen, gemessen an der Anzahl der Vakuolen in der
Kontrolle, als Prozente ausgedrickt, um einen direkten Vergleich der Werte einzelner
Zelllinien zu haben, der von ihrer Viabilitat unabhangig ist.

3.10 Untersuchung der Katalase-defizienten Toxoplasmen im Mausemodell

3.10.1in vivo Virulenztest

Fur diesen Versuch wurde dé&r gondii Prugniaud Stamm verwendet. Verglichen wurden
Parasiten, die mittels des Vektors pHD1055 das Katalase-Gen ausgeschaltet hatten, mit
Parasiten, die zwar d¢tXGPRTFMarker integriert hatten, aber immer noch Katalase positiv
waren. Aul3erdem wurde noch eine Prugniaud Zelllinie hergestellt, die, auf dem Katalase
knock outbasierend, mittels Transfektion mit Katalase cDNA sowie Kotransfektion mit
Chloramphenicolacetyltransferase, wieder Katalase exprimierte.

Es wurden C57BL/6 Mause zum Infizieren verwendet, wobei es sich um genetisch identische
Mause eines Inzuchtstammes handelte, die das gleiche Alter - 8 Wochen - sowie das gleiche
Geschlecht - weiblich - hatten. Dieser Stamm zeichnet sich durch seine Empfanglichkeit
gegenuber einer durch die Toxoplasmen verursachten Enzephalitis aus. Die Mause werden
nach der Infektion krank, verlieren das Gleichgewicht, entwickeln eine Enzephalitis, die sie
nicht gut kontrollieren kdnnen und sterben.

Der Inhalt eine 25 cmVero Kultur-Flasche mit frisch lysierenden Toxoplasmen wurde bei
65-70 g 5 min bei 4°C zentrifugiert, um Veros und Zelltrimmer zu pelletieren. Der so
gewonnene Uberstand wurde dann mit HBSS auf 50 ml aufgefillt (Waschschritt) und bei
1200 rpm 10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend abgenommen und
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das Pellet in 50 ml HBSS (Raumtemperatur) resuspendiert. Es folgte eine Zentrifugation bei
1200 rpm 10 min bei 4°C, woraufhin wieder der Uberstand abgenommen und das Pellet in 50
ml HBSS aufgenommen wurde. Es folgte eine neuerliche Zentrifugation bei 1200 rpm 8 min
bei 4°C. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 3 ml HBSS aufgenommen.

Von diesen 3 ml wurden dann %0 abgenommen und in ein Eppendorfgefal tberfuhrt
uberfihrt, in dem sich bereits 4Q0 isotonische Kochsalzldsung sowie p0 0.4 %-ige
Trypanblau-Lésung befanden. Die Reaktivitdt dieses Farbstoffs beruht darauf, dass das
Chromophor negativ geladen ist und nur dann mit der Zelle reagiert, wenn die Zellmembran
beschédigt ist. Somit kdnnen tote von lebenden Zellen unterschieden werden. Allerdings
sollte der Farbstoff nicht allzu lange mit den Zellen inkubiert werden, da ansonsten der
Farbstoff auch in lebende Zellen eindringt. AnschlieRend wurden die Toxoplasmen gezéahlt
und mit HBSS auf die gewiinschten Konzentrationen verdinnt.

4 Mause (5 Mause) (6 Mause) 2500 Parasiten
5 Méause (5 Mause) (6 Mause) 10 000 Parasiten
4 Mause (5 Mause) 100 000 Parasiten

Dieser Versuch wurde dreimal durchgefuhrt. In Klammern die Anzahl der Mause, die beim
zweiten bzw. dritten Mal infiziert wurden. Die Parasitenzahlen waren die gleichen.

Infiziert wurde peritoneal mit je 0,5 ml Parasiten in HBSS. Der Verlauf der Infektion wurde
uber die folgenden Wochen dokumentiert, nach 4-5 Wochen wurde aufl.Agondii
Serologie getestet.

3.11 Zellkulturmethoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden in einer sterilen Werkbarlarfinar Flow Hood unter
Verwendung steriler Materialien, Medien und Lésungen durchgefiihrt. Die Toxoplasmen
wurden, soweit nicht anders erwéhnt, in einer Beckman-Zellkulturzentrifuge pelletiert.

3.11.1 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Seitlich wurde
ein Tropfen Zellsuspension (meist 1:10 verdiinnt) unter das Deckglas gegeben und unter dem
Mikroskop die Zellen, die sich in 25 kleinen 16er-Quadraten befanden, ausgezahlt. Die so
erhaltene Zahl mit leOnuItipIiziert ergab die Zellzahl/ml.
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3.11.2 Kultivierung von T. gondii und Wirtszellen

In dieser Arbeit wurde der virulente gondiiRH Stamm oder eine Hypoxanthin-Xanthin-
Guanin-Phosphorybosyltransferase negative Mutante von RHhXgBF (Donald et al,

1996) verwendet. Prugniadrckgprt wurde im Labor Soldati durch homologe Rekaomation
erzeugt. (M. Soete, unveroffentlicht).

Die Parasiten wurden in HFfman foreskin fibroblastsoder Vero-Zellendfrican green
monkeykidney cells kultiviert. Bei den HFF Zellen handelt es sich um primare Zellkulturen;

sie entstehen ihrerseits aus Explanat-Kulturen, bei denen ganze Gewebestlicke angelegt
werden, aus denen die Einzelzellen dann herauswachsen. Primare Zellkulturen sind in ihrer
Teilungsfahigkeit limitiert, bei den HFF Zellen sind dies ca. 40 Zellteilungen. Aus den
Primérlinien entsteht durch erneute Trypsin-Behandlung und Aufteilung der Zellen in
mehrere Kulturschalen eine Zelllinie. Diesen Aufsplittungsvorgang nennt man
Subkultivierung bzw. Zellpassage. HFF Zellen eigenen sich durch ihr Auswachsen als
Einzelschicht fhonolaye) besonders flr sensitive Versuche, wie z. B. IFA (s. 3.7.15) sowie
Selektion und Klonierung von stabil tranzfizierten Toxoplasmen. Bei den Vero-Zellen handelt
es sich um eine etablierte Zelllinie mit fibroblastenartiger Morphologie. Sie besitzen keine
Kontaktinhibition und kénnen so bis zu vier Lagen Ubereinander wachsen. Sie eignen sich
daher zur Passage und Gewinnung grol3er Mengen an Toxoplasmen.

Die Kultivierung erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) mit 10 %
Fotalem Kélberserum (FCS) im befeuchteten Brutschrank unter 5 % CO2.

3.11.3 Passagieren der Wirtszellen

Die verwendeten Wirtszellen wachsen adharent. Zum Passagieren wurden die Zellen zunéchst
mit einer Trypsin-EDTA-LOsung gewaschen, um das FCS zu enfernen, und anschlie3end
durch Inkubation mit Trypsin-EDTA fir ca. 10 min bei 37°C von der Schale abgeltst. Danach
folgte die Zugabe von Medium und das Aufteilen in neue Kulturschalen.

3.11.4 Einfrieren und Auftauen von Parasiten

Zum Einfrieren wurden HFF- oder Vero-Zellen mit Parasiten infiziert. Die Wirtszellen sollten
vor dem Einfrieren mdglichst viele Toxoplasmen enthalten. Die Trypsinierung erfolgte wie
unter 3.11.3 beschrieben. Die abgeltsten Zellen wurden iui550 % DMEM/50 % FCS

(kalt) resuspendiert und in ein Kryoréhrchen Uberfihrt. Nach einer finminttigen Inkubation
auf Eis wurden 50Qul 80 % DMEM/20 % FCS, eiskalt, zugegeben, gemischt und das
Roéhrchen mehr als 24 h bei -80°C gelagert. AnschlieRend wurden die Réhrchen in flissigem
Stickstoff aufbewahrt. Zum Auftauen wurde das Rohrchen kurz in ein 37°C Wasserbad
gegeben und der Inhalt anschlieend in ein 15 ml Réhrchen Uberfuhrt, in dem schon 5 ml
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Medium vorgelegt waren. Nach einem Zentrifugationsschritt bei RT fur 10 min, 800 rpm,
wurde das Pellet in Medium aufgenommen und hiermit konfluente HFF Zellen inokuliert.

3.11.5 Transiente Transfektion voril. gondii

Die transiente Transfektion wurde wie von Soldati und Booth(®gddati und Boothroyd,
1993) beschrieben durchgefiihrt. Bei dieser Methode verbleibt die DNA extrachromosomal
und geht nach einiger Zeit verloren, da die hier verwendeten Plasmide keinen
Replikationsursprung fur die autonome VermehrungTingondii besitzen. Die Parasiten
mussten fUr eine Transfektion, ob transient oder stabil, immer extrazellular vorliegen, d.h. die
Toxoplasmen (25 chKultur-Flasche mit Vero-Zellen) mussten ihre Wirtszellen gerade frisch
lysiert haben. Die Plasmid-DNA wurde mittels Elektroporation in die Parasiten eingebracht.
Die Toxoplasmen wurden bei 1200 rpm 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die
sedimentierten Parasiten wurden in 3 - 5 ml Elektramorspuffer (Cytomix)van den Hoff

et al., 1992)resuspendiert und danach fur weitere 8 min bei 1200 rpM zenént. Das
Sediment wurde in mit 3 mM ATP und 3 mM GSH komplementiertem Cytomix
aufgenommen, so dass ca. 1x - Sx@arasiten pro ml vorlagen. Daraufhin wurden 30 bis 100
Kg der zu transfizierenden Plasmid-DNA (gelost g©Hhinzugefiigt. Das Gemisch wurde in
eine Elektroporationskivette (4 mm Durchmesser) Uberfuhrt, die Elektroporation erfolgte bei
einem Resistenzwiderstand von 48 Ohm, 2 kV (bei Prugniaud 1,5 kV) und einer
Elektroporationsdauer von ca. 0,4 ms Hiectro Cell Manipulator 60von BTX. Nach der
Elektroporation wurden die Parasiten auf HFF-Zellen gegeben.

3.11.6 Stabile Transfektion und Selektion

In T. gondiierfolgt die Integration von linearisierter Plasmid-DNA ungerichtet ins Genom.
Die Anzahl der Kopien ist dabei variabel. Essentiell fir die Methode ist, dass man uber einen
geeigneten Marker verfugt, mit dem man auf die das Gen enthaltenden Zellen selektionieren
kann. Der Selektionsmarker und das zu exprimierende Gen kénnen entweder auf dem
gleichen Plasmid liegen oder auf zwei verschiedenen Plasmiden. Im zweiten Fall wird eine
Kotransfektion und REMI Restriction Enzyme Mediated Insertion, (Black et al., 1995)
durchgefuhrt. Die REMI erhdht den Einbau von Fremd-DNA in das Genom um das 400-
fache; hierbei werden Restriktionsenzyme in den Elektroporationsansatz zugegeben. Diese
setzen zuféllige Schnitte in der genomischen DNA und aktivieren so vermutlich das DNA-
Reparatur-System. Die verwendeten Plasmide wurden vor der Transfektion durch den Verdau
mit geeigneten Bstriktionsenzymen linearisiert. Die Transfektionfoklgte, wie bereits
beschrieben, unter Verwendung von Rkgpri-Parasiten. Dem Elektropationsansatz
wurden 30-100 pg des zu transfizierenden Plasmids, bei Kotransfektionen zudem 15-30 pg
des linearisierten Selektionsvektors sowie 100 U Enzym zugegeben. DieidBelat
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Parasiten, die das Chloramphenicolacetyltransferase-Gen trugen, erfolgte tiber ca. 6 Tage mit
20 pM Chloramphenicol(Kim et al., 1993) das direkt nach der Transfektion zugegeben
werden konnte. Die Selektion adiXGPRTFpositive Parasiten wurde fur 2-4 Tage in Medium

mit 25 pg/ml MPA (Mycophenolséure) und 50 pg/ml Xanthin durchgef{@whald et al.,

1996) mit der Selektion wurde einen Tag nach der Transfektion begonnen. Nach Abschlul
der Selektion wurden Einzelklone Uber limitierende Verdinnung in 96-er Mikrotiterplatten
mit konfluenten HFF-Zellen isoliert. Hierzu wurden die Vertiefungen der Platte mit jgl150
Selektionsmedium befullt. Von der ersten Reihe wurde das Medium abgenommen und einige
Tropfen frisch lysierende selektionierte Zellen in jede Vertiefung gegeben, anschlielRend
wurden mit einer Multipipette 25-5Q1 Zellen in jede weitere Reihe gegeben und gut
durchmischt . Nach 6-10 Tagen Inkubation (ohne Bewegung) waren in dechit
Parasitenplaques zu sehen. Die Parasiten konnten dann in grof3ere Schalen mit konfluenten
HFF-Zellen transferiert werden.

3.11.7 Stabile Transfektion zur Herstellung vorknock outMutanten

Zur Herstellung vorknock outMutanten inT. gondiiwurden Plasmide verwendet, bei denen

eine Resitenzkassette von den 5’- und 3’-flankierenden Bereichen des auszuschaltenden Gens
eingeschlossen wurde. Es wurden parallel mehrere Transfektionen mit verschiedenen
Konzentrationen des linearisierten Plasmides durchgefiihrt. Da REMI die nichthomologe
Rekombination fordert, wurde diese Methode hier nicht angewendet.

3.12 Sequenzanalyse

DNA- und Proteinsequenzen wurden mit dem DNAStar Programmpaket analysiert (DNAStar,
Madison, USA). Homologie-Suchen (blastp- oder tblastn-Algorithmus) wurden auf dem
GenBankServer der Toxoplasma gondii ClustereBST Database sowie der PlasmoDB
(Plasmodium durchgefuihrt. Der Vorhersage von Transmembrandomanen diente das Phd-
Programm des EMBIServergRost et al., 1995)
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4. Ergebnisse

4.1 ldentifizierung einer putativen Katalaseim EST-Sequenzierprojekt

Basierend auf meiner Diplomarbeit wurde diese Doktorarbeit fortgefuhrt. Zu Beginn der
Diplomarbeit gab es in der Literatur keinerlei Hinweise fur das Vorhandensein von
microbodies welche die Organellen Glyoxysomen, Peroxisomen und Glykosomen
beinhalten, im Phylum Apicomplex®licrobodiessind in fast allen Eukaryonten zu finden.

Im Zuge des EST-Sequenzierprojekig&xpressedSequenceTag) (Ajioka et al., 1998)
wurden zwei ESTs (TgESTzy67b0l.rl, GenBamkcession numberW63499 bzw.
TgESTzz06g03.rlaccession numbew99737) gefunden, deren abgeleitete Proteinsequenz
Ahnlichkeit mit Katalase, dem peroxisomalen Markerenzym, zeigten. Diese zwei ESTs
wurden in meiner Diplomarbeit kloniert und sequenziert. Es stellte sich heraus, dass es sich
um identische Sequenzen handelte. Mittels dieser Sequenzinformation wurde durch PCR auf
das Plasmid TgESTzz06g03.rl eik@atalaseSonde hergestellt und mRst verdaut, um
storendebluescript-polylinkerSequenzen zu entfernen, die noch aus dem Vektor fur den EST
stammten. Diese Sonde hatte eine Grdl3e von 355 bp und wurde fiSeutkarn Blomit T.

gondii genomischer DNA verwendet. Dadurch konnte gezeigt werden, dass es sich bei der
gefundenenKatalase nicht um eine Kontamination durch die humanen Wirtszellen des
Parasiten handelte, ferner, dass idaalaseals Einzelkopie im haploiden Genom vorliegt.

Da der EST Klon nicht die gesamte kodierende Sequenz enthielt, wurde durch das Labor von
Dr. Jim Ajioka (Department of Pathology, Cambridge, UK) stneenauf Cosmide, die
Toxoplasma RH Stamm genomische DNA enthalten, mit der obengenannten Sonde
durchgefihrt und 5 positive Cosmide identifiziert: D8-120, E9-111, A9-93, A7-88, D5-70.
Diese Cosmide wurden mir zur Verfigung gestellt. Mit diesen Ergebnissen endete die
Diplomarbeit.

In der vorliegenden Arbeit sollte die gondii Katalase und ihre Lokalisation in der Zelle

charakterisiert werden.
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4.1.1 Ermittlung der Gen-Sequenz delT. gondii Katalase mittels primer walking und

Charakterisierung des Gen-Lokus

Zunachst wurde ein€. gondiiKatalaseDNA-Sonde hergestellt, die der fur den genomischen
Southern Bloentsprach, jedoch nicht Digoxigenin-markiert war. Diese Sonde wurde erzeugt
durch eine PCR auf den EST-Klon TgESTzz069g03.rl, der TeileTdegondii Katalase
enthalt, mittels desense primersz828 und deantisense primersz830. Sie wurde von Dr.

Jim Ajioka (Department of Pathology, Cambridge, UK) fur daseningeiner RH Cosmid

Bank verwendet. Es wurden funf positive Cosmide gefunden: D8-120, E9-111, A9-93, A7-88,
D5-70.

Diese Cosmide wurden eine®outhern Blotmit der obengenannten, in diesem Falle
Digoxigenin-markierten Sonde, unterzogen und erwiesen sich allesamt als positiv (Daten
nicht gezeigt). Die Sequenz des Katalase-Gens wurde anschlieRendpdareh walking

uber 9458 bp auf verschiedene dieser Cosmide ermittelt, je nach der Sequenzierbarkeit. Die
doppelstrangigen Sequenzierungen wurden bei der Firma Toplab, Martinsried, durchgefthrt.
Der offene Leserahmen dé&r gondiiKatalaseumfasst 1506 Basenpaare und kodiert fir ein
Protein aus 502 Aminosauren mit einem vorhergesagten Molekulargewicht von 57,170 kDa.
Das Enzym endet mit dem Tripeptid —AKM, welches dem Konsensus fir PTS1-Signale
entspricht Peroxisomal Targeting Sgnal, (S/A/C)-(K/R/H)-(L/M) (Subramani, 1998)
Weitere Varianten dieses Signals sind moglich. Dem Start-Codon geht die Sequenz AAA
voraus, ein haufig bel. gondii beobachteter Translationskontef@eeber, 1997)nicht
gezeigt).

Das Katalase-Gen wird von insgesamt acht Introns unterbrochen, s. Abb. 4.2 A, die
Intron/Exon Spleil3stellen entsprechen dem Konsensus.

Folgende Seite: Abb. 4.1 Nukleotid-Sequenz (kodierender Bereich) und die abgeleitete
Proteinsequenz deF. gondii Katalase Das Protein endet mit dem Tripeptid -AKM, welches dem
Konsensus fir PTS1-SignalBefoxisomalTargeting Signal) entspricht. Die erste Aminosaure eines
Exons ist jeweils unterstrichen und fett gedruckt.
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1 ATG ACT CAG GTT CCG CCC GTAACA TTC CAG CAG TAT GGA CCG GTT ATC ACG ACC TCT GCT
1 MTQVPPVTFQQYGPVITTSA

61 GGG AAC CCA GTC GAT GAC AAC CAA AAC TCG GTA ACT GCT GGA CCC TAC GGC CCC GCG ATC
2 G NPVDDNOQNSVTAGPYGPA

121 CTG AGT AAC TTC CAT CTC ATC GAC AAG CTG GCC CAC TTC GAT CGA GAA CGC ATT CCC GAG
41 L S NFHLIDKLAHFDRERIP

Im

181 CGC GTT GTG CAT GCC AAG GGC GGT GGC GCC TTT GGC TAT TTC GAG GTC ACT CAT GAC ATC
6l R VVHAKGGGAFGYFEVTHTD.I

241 ACC AGG TTC TGC AAA GCG AAG CTG TTC GAG AAA ATC GGA AAG CGG ACG CCT GTG TTT GCA
81 T R ECKAKLFEKIGKRTPVFA

301 CGTTTT TCG ACG GTG GCT GGC GAG TCG GGG AGT GCG GAC ACC AGG CGC GAC CCG CGC GGC
1M RFSTVAGESGSADTRRDPRG

361 TTC GCA CTC AAG TTC TAC ACG GAG GAG GGG AAC TGG GAC ATG GTT GGA AAC AAC ACT CCT
122 FALKFYTEEGNWDMVGNNTP

421 ATCTTT TTC GTT CGA GAC GCC ATA AAG TTC CCC GAC TTC ATT CAT ACG CAG AAG CGG CAT
141 I FFVRDAIKFPDFIHTOQKRH

481 CCG CAA ACG CAC CTC CAC GAC CCG AACATG GTG TGG GATTTC TTC TCG CTC GTT CCG GAA
161 P Q THLHDPNMVWDTFFSLVPE

541 AGT GTG CAT CAAGTG ACC TTC CTG TAC ACG GAC CGT GGC ACA CCG GAC GGC TTC CGC CAT
181 S VHQVTFLYTDRGTVPDGFRH

601 ATG AAT GGC TAC GGG AGT CAC ACG TTC AAATTC ATC AAC AAG GAC AAC GAAGCC TTT TAT
200M NGYGSHTFKFINK DNEAFY

661 GTC AAG TGG CAC TTC AAG ACA AAC CAA GGA ATC AAG AAC CTG AAC AGA CAG CGC GCA AAA
221 VK W HFKTNQGIKNLNROQRAK

721 GAA CTC GAG AGC GAA GAT CCT GAC TAC GCG GTT CGT GAC CTG TTC AAC GCC ATT GCC AAG
241 ELE SEDPDYAVRDLFNAIAK

781 CGAGAG TTT CCC TCT TGG ACC TTC TGT ATT CAG GTA ATG CCC TTG AAA GAT GCA GAG ACG
2601 R EFPSWTFCIQ VMPLKDAET

841 TAC AAATGG AAT GTC TTT GAC GTG ACC AAA GTG TGG CCG CAC GGC GAC TAC CCACTC ATC
28LY KWNVFDVTKVWPHGDYZPLI

901 CCG GTC GGA AAA CTC GTG CTG GAT CGC AAC CCA GAA AAC TAT TTC CAA GAC GTG GAA CAA
301 P VGKLVLDRNPENYFQDVEDR Q

961 GCAGCT TTT GCG CCA GCT CAT ATG GTG CCA GGG ATT GAA CCG AGC GAA GAT CGC ATG CTG
32l AAFAPAHMVPGIEPSEDRML

1021 CAG GGA CGC ATG TTC TCC TAC ATC GAC ACT CAT CGG CAC AGA CTT GGC GCC AAT TAC CAT
341 Q GRMFSYIDTHRHRLG A NY H

1081 CAG ATT CCT GTG AAC CGC CCG TGG AAC GCC CGT GGG GGC GAC TAC TCC GTC CGC GAT GGT
361 QI PVNRPWNARGGDYSVRDG

1141 CCAATG TGC GTC GAC GGG AAC AAA GGG TCT CAG CTG AAT TAC GAA CCG AAC AGT GTG GAC
381 PMCVDGNKGSQLNYEPNSVD

1201 GGT TTT CCA AAG GAA GAC AGA AAT GCT GCT GTG TCG GGA ACG ACC ACA GTG AGT GGC ACG
401 GFPKEDRNAAVSGTTTVSGT

1261 GTC GCG TGC CAT CCT CAA GAG CAC CCC AAC AGT GAC TTT GAG CAG CCA GGG AAC TTT TAT
421 V ACHPQEMHPNS DFEQPGNFY

1321 AGA ACG GTC TTG AGT GAG CCG GAG AGG GAA GCG CTC ATT GGC AAC ATC GCC GAG CAT CTC
41 RTV LSEPEREALIGNIAEHL

1381 AGG CAG GCG AGA CGA GAT ATT CAA GAG CGA CAG GTG AAG ATT TTT TAC AAG TGC GAT CCA
461 R Q AR RD Il QERQVKIFYKCDFP

1441 GAG TAT GGC GAG CGC GTC GCT CGA GCC ATC GGT TTG CCG ACT GCG GCG TGC TAC CCA GCC
481 EYGERVARAIGLPTAACYPA

1501 AAG ATG TAG 1509
501 K M *
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A
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B

Exon (E)/Intron (1) Nr. Erstreckt sich von bp bis bp Lange bp
El 1-117 117
11 118-617 500
E2 618-677 60
12 678-867 190
E3 868-936 69
13 937-1574 638
E4 1575-1970 396
14 1971-2836 866
ES 2837-3007 171
15 3008-3647 640
E6 3648-3902 255
16 3903-4686 784
E7 4687-4911 225
17 4912-5545 634
E8 5546-5650 105
18 5651-5992 342
E9 5992-6103 111

Abb. 4.2 A Schematische Darstellung der Exon/Intron Regionen des Katalase-Gens, im Maf3stab; ,E“ steht hier
fur Exon, symbolisiert durch schwarze Rechtecke, welche durch die Intron-Regionen, die durch schwarze Langs-
Striche dargestellt werden, getrennt siBdTabellarische Ubersicht iiber die GroRe der Exons/Introns bzw. der
Bereich im Katalase-Gen, Uber den sie sich erstrecken.
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A
|_m ]
Hatalzse Sonde, erstreckt
sich Ober 1700 bp
EcoRl EcoRl EcoRI
| | Hindlll | | | Hindlll
Pz Pzl Psil
4712 bp 770 bp
2089 bp
“ 5027 bp *
B
& {L\fb . Abb 4.3 A Restriktionskarte des Katala
6\(@"&@. Qa#i:.-d@ b Genlokus, die sich auf die fiir d8outhern Blo{(s
P B) verwendeten Enzyme bezieht. Darlber isi
s = 23130 KatalaseSonde eingezeichnet, die das Exo
— 9416 sowie Teile von Exon 6 und 8 umfasst. Darunte
= 6357 die GroRRe der Restriktionsfragmente eingezeic
- - = 4361 B Darstellung dessouthern Blotsit der T. gondi
Digoxigenin-markierte KatalaseSonde; 5 pug
- — 2322 genomische DNA von Rikgprt Tachyzoitel
2027 wurden mit den angegebenen Restriktionsenz
— 1353 verdaut und auf ein Agarose-Gel geladen. R
— 1078 daneben befindet sich der GroRenstandard.
- a7z

Der Southern Blotwar fur die Doktorarbeit noch einmal wiederholt worden und dient der
Veranschaulichung des Gen-Lokus.
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4.1.2Alignmentder T. gondii Katalase

Aufgrund der abgeleiteten Proteinsequenz wurde deutlich, dass es sich Qei giardii
Katalase um eine typische Katalase handeln muss.

Die abgeleitete Proteinsequenz desgondii Katalase-Gens (AF161267) wurde in einem
alignment(nach Jotun-Hein) mit bereits beschriebenen typischen Katalasen verglichen. Zum
Vergleich herangezogen wurden folgende Katalasen:

Saccharomyces cerevisidéatalase A, die peroxisomale der beiden Katalasen (X13028),
Nicotiana tabacunKatalase (U93244)Methanosarcina barkerKatalase (AJO05939) omo
sapiens Katalase (4557013)Rattus norvegicuKatalase (NP_036652)Bacillus subtilis
Katalase (X85182).

Bei einemblast (GenBank) mit deiT. gondiiKatalase l§lastp erzielte die Katalase ail&
norvegicus die beste Ubereinstimmung P(N) 0 und wurde deshalb in den
Sequenzvergleich mit einbezogen, Abb. 4.4.

Die T. gondiiKatalase besitzt die sogenannte Kern-Region typischer Katqlaken et al.,

1997) vorhanden sind auch das konservierte Histidin 64, welches an der Katalyse beteiligt
ist, das Asparagin 137, das eine Rolle bei der Bindung des Substrai€s - spielt, das

Serin 103 sowie der proximale Ligand des Ham-Eisens, Tyrosin 347. Die drei erstgenannten
bilden zusammen mit anderen Resten den konservierten Hohlraum, in dem sich die
prosthetische Gruppe, das Ham, verbfggmocky und Koller, 1999)

Die NADPH-Bindestellen, die in der bovinen Katalase nachgewiesen wuyfden und
Rossmann, 1985; Hillar et al., 1994; Kitlar et al., 199#d ebenso hochkonserviert im
abgeleitetenril. gondiiEnzym, s. Abb. 4.4. Eine wichtige Aminoséure ist das Histidin 304
(Rinderleber Katalase), von dem angenommen wird, dass es stark mit NADPH wechselwirkt.
Es befindet sich in défoxoplasma gondKatalase an der Position 2@8amocky und Koller,

1999) Die von Ossowskiet al. beschriebeneactive site Konsensusequenz ist ebenfalls
vorhanden  (von Ossowski et al., 1993) Aminosauren 53-69:
(IFX(RH)X4(EQ)RX;HX,(GAS)-(GASTF)-(GAST); des weiteren die proximale Ham-
Liganden Sequenz, Aminosduren 343-351: R-(LIVMFSTAN)-F-(GASTNP)YXD(AST)-
(QER).

AuBBerdem findet man fir die Interaktionen der einzelnen Untereinheiten wichtigen
Aminosauren: Leu-50, Asp-54, Phe-53, Asp-349, Argi6duet et al.,, 1995k0wie das

Prolin 59(Bergdoll et al., 1997)
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Abb. 4.4 Alignmentdiverser Katalasen: Mit einem * sind die konservierten Aminosauren His-64, Ser-

103, Asn-137 sowie Tyr-347 gekennzeichnet. Mit > sind die Aminosauren gekennzeichnet, die

hauptsachlich mit dem Adenin-Teil des NADPH, mit < sind die Aminosauren gekennzeichnet, die

-7

hauptsachlich mit dem Nikotinamid-Teil des NADPH interagieren. Boxen indizieren, dass alle

Aminosauren an dieser Stelle Ubereinstimmen.
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4.1.3Northern Blot auf Tachyzoiten-RNA

Um festzustellen, ob das Katalase-Gen Tmxoplasma transkribiert wird und ob
SpleiRvarianten vorhanden sind, wurde Morthern Blotdurchgefiihrt. Die RNA wurde aus
frisch lysierenden Tachyzoiten des RH-Stammes hRjdrt) prapariert und zwel
verschiedene Konzentrationen auf ein 1 %-iges Agarose-Gel geladen: 5,5 bzug 3,7
Gesamt-RNA. Die RNA wurde nach dem Gellauf auf eine Nylonmembran geblottet und mit
der gleichen Dig-markiertedatalaseSonde (DNA) (355 bp) hybridisiert wie d&outhern

Blot. Es wurde eine einzelne Bande detektiert mit einer Grol3e von ca. 2,8 kb.

T. gondii- wf ot 19
RMA Kb
— 40
— T.46
— 4.40 Abb. 45 55 bzw. 3,7 ug
Gesamt-RNA wurden na
- s 54 dem Gellauf auf eir
— 177 Nylonmembran geblottet u
135 mit einer KatalaseSonde vo
355 bp hybridisiert.
— [, TED

Es wird ein einziges Transkript von etwa 2800 bpNionthern Blotdetektiert.

4.1.4 Herstellung polyklonaler Antikdrper gegen di€l. gondii Katalase

Zur Charakterisierung deTl. gondii Katalase wurden polyklonale Antikérper hergestellt.
Hierfir wurden Kaninchen mit Peptiden immunisiert. Die Sequenzinformation fir die Peptide
wurde dem abgeleiteten Protein entnommen, allerdings war zu dieser Zeit nur die
Sequenzinformation aus der Sequenzierung der ESTs bekannt, es handelte sich um 170 bp am
C-Terminus. Da sich, wie in Abb. 4.4 zu erkennen ist, Katalasen am C-Terminus starker
voneinander unterscheiden, erwies sich die Wahl der Peptide aus dieser Region als vorteilhaft.
Fur die Auswahl waren zwei Dinge ausschlaggebend: Die Region, aus der das Peptid
entnommen wurde, sollte an der Oberflache des Proteins exponiert sein, damit also hydrophil;

zur Ermittlung dieser Regionen wurde das Programm ,Protean”, Unterprogramm von

70
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DNASTAR/99, zu Hilfe genommen (DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin, s. Abb.4.6). Des
weiteren sollte das Peptid einer Region entnommen werden, an der SiclydraliiKatalase

stark von der humanen Katalase unterscheidet, um spatere Kreuzreaktionen mit Proteinen der
Wirtszellen zu vermeiden. Die Peptide sind in Abb. 4.4 eingezeichnet und als # 2131 (IEP
4,36) sowie # 2132 (IEP 4,54) bezeichnet. Mit jedem Peptid wurden zwei Kaninchen,
insgesamt also vier, immunisiert. Die interne Bezeichnung fur die Kaninchen lautete #84 und
#85, diese beiden wurden mit Peptid #2131 immunisiert (das Peptid hatte N-terminal zum
Koppeln noch ein zusatzliches Cystein), sowie #96 und #97, diese beiden wurden mit dem
Peptid #2132 immunisiert. Die Erstimmunisierungen wie auch die Folgeimmunisierungen
wurden mit je 150ug KLH-gekoppeltem Peptid durchgefiihrt, welches mit Freund’'schem
Adjuvants (komplett far Erstimmunisierung, inkomplett fir Folgeimmunisierung) zu einer

stabilen Emulsion verbunden worden watr.

Aminosaure

T T T T T ¥ 1
&0 100 180 200 230 300 350 400 450 60O
2.78

EHydraphilicity Plol - Kyte-Doolitile
-2.04

Abb. 4.6 Hydrophilicity Plot-Kyte-Doolittle, hier gezeigt fur die gesaritegondiiKatalase. Aus den
hydrophilen Bereichen zwischen der Aminosaure 340 bis zum Stop-Codon wurden die Peptide
ausgewahlt, weil nur dieser Teil bereits sequenziert worden war. Zudem weist der C-Terminus von
Katalasen eine geringere Homologie auf.

4.1.4.1 Charakterisierung der polyklonalen Antiseren imWestern Blot

Die in den Kaninchen hergestellten Afti-gonditKatalase-Seren wurden in einéivestern

Blot auf ihre Spezifitat getestet, bzw. es wurde gepruft, ob das Protein Gberhaupt exprimiert
wird. Hierzu wurde ein 12 %-iges SDS-Gel mit Ripa-Lysat von Tachyzoiten des RH Stammes
(RHhxgprf) bzw. mit Ripa-Lysat von Vero Zellen beladen: Die Tachyzoiten (ca.®1x10
wurden von einem frisch lysierten 25 T™ero Flaschchen geerntet, gewaschen, und mit 50

ul Ripa-Lysat versetzt. 3ul (ca. 6x18 Zellen) des nach der Zentrifugation entstehenden
Uberstandes wurden mit 1x Probenpuffer versetzt und auf eine Spur geladen. Ebenso
behandelt wurde ein 25 énflaschchen mit Vero Zellen, welches vor dem Waschschritt
trypsiniert wurde, um die Zellen vom Flaschenboden zu I6sen. Durch das Beladen des Gels

mit Wirtszell-Lysat sollte sichergestellt werden, dass die Seren nicht mit Proteinen aus Vero-

-0
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Zellen kreuzreagieren. Ware dies der Fall, so kdnnten Verunreinigungen des Tachyzoiten-
Lysats mit Wirtszellproteinen ein falsch positives Ergebnis erzeugen. Auf das Gel wurde

alternierend Vero- und Tachyzoiten-Lysat geladen, das Gel nach dem Gellauf geblottet und je
eine Vero-Lysat und eine Tachyzoiten-Lysat Spur mit einem der vier Seren, Verdinnung

jeweils 1:1000, inkubiert.

Peptide
CVDGFPKEDRNAAVSGT CHPGOEHPNSDFE

Kaninchen #84 #85 #906 #97
WD VT VT VT VT
el

66 —
46 — - = = =
30—
215—

Abb. 4.7Western Blomit Tachyzoiten(T)- bzw. Vero(V)-Lysat. Je eine Spur mit Vero-Lysat und mit
Tachyzoiten-Lysat wurde mit den jeweiligen anti-gonditKatalase Seren, 1:1000 verdunnt,
inkubiert. Verwendet wurde ddRainbow Marker Im folgenden beziehen sich die Angaben #84,
#85,#96 und #97, wenn nicht anders erwahnt, auf die Antiseren der Kaninchen mit der gleichnamigen
Nummer.

Alle vier Antiseren erkannten eine Haupt-Bande zwischen 46 und 66 kDa, das vorhergesagte
Molekulargewicht betrug 57,170 kDa. Die darunterliegenden Banden erscheinen nach
langerer Exposition des Blots bei allen vier Seren und sind eventuell Abbauprodukte. Es war
keine Kreuzreaktion mit den Wirtszellen zu sehen (Die Antiseren waren auch auf HFF Zellen
getestet worden, ebenfalls mit negativem Ergebnis, Daten nicht gezeigt). Die Praimmunseren

zeigten bis zu Verdinnungen von 1:100 keine Reaktionen (nicht gezeigt).

4.1.4.2 Charakterisierung der polyklonalen Antiseren in der indirekten
Immunfluoreszenzanalyse (IFA)

Die Seren sollten nun in der IFA getestet werden, um die Lokalisatioh dendiiKatalase

in der Zelle festzustellen. Dies war um so wichtiger, als bis dahin noch keine Peroxisomen in
Toxoplasma detektiert worden waren. Oie gondiiTachyzoiten des RH Stammes wurden
nach dem Waschen fixiert, wobei verschieden Fixierungsmethoden verwendet wurden, 4 %

Paraformaldehyd, 4 % Paraformaldehyd/0,05 % Glutaraldehyd sowie Methanol. Die

onN
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Antikérper wurden 1:500 in Blockierungslésung verdinnt. Es ergab sich folgendes Bild der

Lokalisation:
N Serum Verdinnung in der IFA Lokalisation der Katalase
innerhalb der Zelle
#84 1:500 Zytosolisch, auf3erdem wird
eine Struktur detektiert, die
mit dem Apicoplasten
kolokalisiert
#85 1:500 Zytosolisch
#96 1:500 Zytosolisch, aul3erdem wird
apikal eine perlschnurartige
Strukur detektiert
#97 1:500 Zytosolisch

Obwohl alle vier Seren ilWestern Blotlas selbe Muster zeigten, verhielten sie sich in der
Immunfluoreszenz uneinheitlich.

Erwahnt werden muss, dass auch das Zytosol nicht in allen Vakuolen gefarbt war, sondern
nur in einigen, dann aber waren alle Parasiten in der Vakuole einheitlich gefarbt. Dieses
Phanomen trifft auf alle vier Seren gleichermalf3en zu. Auch unterschied sich die Intensitat der
zytosolischen Farbung, egal welche Fixierung gewahlt wurde, und sollte deshalb kein
Fixierungsartefakt sein. AuRergewohnlich war auRerdem, dass die Seren #85 und #97, die aus
Immunisierungen mit unterschiedlichen Peptiden stammten, die gleiche Farbung der Zelle,
namlich nur zytosolisch, aufwiesen, wohingegen die Seren #84 und #96 ebenfalls das Zytosol,
zusatzlich aber noch unterschiedliche apikale Strukturen anfarbten, wobei es sich bei Serum
#84 wahrscheinlich um den Apicoplasten, ein erst kirzlich beschriebenes O(garelra

und Roos, 1997handelte, was durch Farbung der Apicoplasten-DNA mit DAPI (welches
interkaliert) kenntlich gemacht wurde. Die zytosolische, dariberhinaus zellzyklus-abhéangige
Expression einer Katalase erschien unwahrscheinlich.

Gezeigt werden soll hier - stellvertretend fur alle anderen Seren, die gegé&n gbhedii
Katalase hergestellt wurde - die Farbung von Toxoplasmen mit Serum #84.

Hier ist deutlich zu erkennen, dass in allen Zellen eine apikale Struktur, die mit dem
Apicoplasten kolokalisiert (DAPI hier nicht gezeigt, siehe aber Abb. 4.12), gefarbt ist, einige

Vakuolen jedoch auch zytosolisch gefarbt sind.
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Abb. 4.8 HFF Human Foreskin Fibroblas))-Zellen wurden mit Tachyzoiten des RH Stammes
(RHhxgprt) infiziert A Dic (Differential interferencecontras) Aufnahme von B, auf der mehrere
Vakuolen zu sehen sind. Der weil3e Pfeil zeigt auf eine Vakuole mit vier Parasiten, die zur besseren
Veranschaulichung weif3 umrandet wur@e Gezeigt ist die indirekte Immunfluoreszenz mit dem
Serum #84, welches 1:500 in Blockierungslésung verdinnt wurde, als Sekundarantikdrper wurde
Alexa 488-konjugierter Ziega-Kaninchen-Ak verwendet. Die weil3en Pfeile deuten auf die apikal

detektierte Struktur, die mit dem Apicoplasten kolokalisiert.

Die zytosolische Farbung ist besonders stark in der Vakuole mit 4 bzw. in der Vakuole mit 8
Parasiten zu sehen. Dazwischen gibt es Abstufungen in der Intensitat der Zytosol-Farbung,
jedoch besitzen alle Parasiten innerhalb einer Vakuole die selbe Intensitat.
Immunfluoreszenzen mit den Seren #85 bzw. #97 sehen genauso aus, nur dass keine apikalen
Strukturen detektiert werden. Das Serum #96 fuhrt auch zu einer apikalen, sich jedoch von

Serum #84 unterscheidenden, perlschnurartigen Farbung,

Der Nachweis von Peroxisomen mit den Seren #84 und #96 durch Immuno-
Elektronenmikroskopie (Dr. David Ferguson, Universitdt Oxford, Dr. Jean-Francois

Dubremetz, Universitét Lille) war zwei mal unabhangig nicht moglich (Daten nicht gezeigt).

4.1.5 Fraktionierung vonT. gondii RH Tachyzoiten zur subzellularen Lokalisation der

T. gondii Katalase

Nachdem die Immunfluoreszenzen mit den vier Anti-gonditKatalase Seren keine
eindeutigen Aussagen uber die Lokalisation des Proteins zulie3en, wurden Tachyzoiten des

RH Stammes (Rhkgprt) verschiedenen Fraktionierungsmethoden unterzogen.
4.1.5.1 Fraktionierung von Toxoplasmen mit Digitonin

Diese Methode der Zellfraktionierung beruht auf der Permeabilisierungseigenschaft von

Digitonin abhangig vom Cholesteringehalt einer Membran: Plasmamembranen werden
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aufgrund ihres hoheren Cholesteringehalts durch bestimmte Digitoninkonzentrationen
permeabilisiert, bei denen die Membranen von Organellen noch intakt bleiben. Dies sollte die
Fraktionierung von Toxoplasmen in eine zytosolische und eine grobe peroxisomale Fraktion
erlauben. Verwendet wurden Tachyzoiten des RH Stammeb&x@pif) aus einer frisch
lysierten 25 crh Vero Kultur-Flasche. Behandelt wurden die Zellen mit 5 verschieden
Ausgangskonzentrationen Digitonin, namentlich 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 und 0,5 mg Digitonin pro
ml DMF (es wurden auch Konzentrationen von 0,6, 0,7, 0,75, 1, 1,25 mg Digitonin/ml DMF
getestet). Fur Trypanosomen ist eine Konzentration von 1 mg/ml ausreichend, um die
Plasmamembran zu 6ffnen, die Glykosomenmembran jedoch nicht zu zerstéren. Die nach der
Zentrifugation resultierenden Pellet- und Uberstand-Fraktionen wurden in 2x Probenpuffer
auf ein 12 % iges SDS-Gel geladen, geblottet und mit dem Serum #98/€stern Blot
verhielten sich ja alle Seren gleich) inkubiert. Als Kontroll-Antikorper wurde Angondit

GRA3 verwendefLeriche und Dubremetz, 1991yvelches das Dichte Granula Protein 3
erkennt und damit als Markerprotein fir die Intaktheit des Organells (und somit der
Organellen allgemein) dient, sowie der AbDictyostelium discoidewktin Antikorper,
welcher mit demT. gondii Aktin kreuzreagiert und als zytosolischer Marker verwendet
wurde. Allerdings stellte es sich erst einige Zeit spater (Keith Joiner, Yale University School
of Medicine, New Haven, Connecticut, USA, personliche Mitteilung) heraus, dass GRA3, das
in der Literatur als l6sliches Protein beschrieben wi@ksorio et al., 1994)eine
Transmembrandoméne besitzt und deshalb wahrscheinlich keinen genauen Aufschluld Gber

die Intaktheit des Organells geben kann.

Digitonin-

hu%zentrﬂtinn 01 0,2 0,3 0.4 0.5

mg/mil S P|| S|P S P | S P |[S5|P

Katalase —» == -— -— — -
GRA3 —» - - - -— -

Aklin—= e w= - v g o W W =

Abb. 4.9 Digitonin-Fraktionierung vonT. gondii Tachyzoiten. (RHxgprf). 5 verschiedene Aus-
gangskonzentrationen Digitonin (0,1-0,5 mg/ml Digitonin in DMF) wurden verwendet, um frisch
lysierende Parasiten zu fraktionieren. Die resultierenden Uberstande (S) und Pellets (P) wurden in
Probenpuffer aufgenommen und auf ein SDS-Gel geladen. Nach dem Blotten wurde die Membran
zunachst mit Antif. gondirKatalase Serum inkubiert (#96, 1:1000), gestrippt, mit Ahtigondi

GRA3 Antikorper (1:1000) inkubiert, gestrippt, und zuletzt mit AhtidiscoideurmAktin Antikorper
(1:1000) inkubiert.

(o Lol
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Die Katalase ist fast nur in den Uberstandsfraktionen zu finden, was auf eine zytosolische
Lokalisation hinweist, wohingegen GRA3 fast nur in den Pelletfraktionen zu finden ist; durch
die beschriebene Problematik mit der Transmembrandomane ist keine klare Aussage
machbar, ob die Dichten Granula noch intakt sind. Dies kann jedoch nicht von der Tatsache
ablenken, dass die Katalase fast nur in den Uberstandsfraktionen zu finden ist. Aktin, das
Markerprotein flr das Zytosol, befindet sich in beiden Fraktionen, was eventuell daran liegt,

dass es mit zytoskelettalen Elementen assoziiert.

4.1.5.2 Mechanischer Aufbruch der Toxoplasmen miglass beadsund anschliel3ende
Fraktionierung

Die frisch lysierende. gondii Tachyzoiten (Vero Kulturschale 150x20 mm) wurden nach
dem Waschen mit dem MINI-BEADBEATER und Glaskugeln mechanisch aufgebrochen.
Nach einigen Zentrifugationsschritten erhielt man ein Organell-Pellet, das auf einen
Saccharosegradienten geladen und in der Ultrazentrifuge zentrifugiert wurde. Der Gradient
wurde in kreisenden Bewegungen von oben nach unten in ipl33¢hritten abgenommen

und TCA prazipitiert, in Probenpuffer aufgenommen und anschliel3end eine Halfte hiervon
auf ein Gel geladen und mit Anti- gonditKatalase Serum (#96, 1:1000) inkubiert. Nach
dem Strippen wurde d@&lot mit Anti-T. gonditGRA3 Antikdrper (1:1000) inkubiert.

Fraktion

Nummer 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14
Katalase | " e o= < = o s o= o e - - -
GRA3J - - @ = & == g
Fraktion 1 2 3 4 § 6 7T 8 9 10 1112 13 14

Nummer

Abb. 4.10 Fraktionierung mechanisch aufgebrocheergondii Tachyzoiten.. Die insgesamt 14
resultierenden Fraktionen wurden nach einer TCA-Prazipitation in 2x Probenpuffer aufgenommen.
Die Halfte hiervon wurde auf ein 12 % iges SDS-Gel geladen und nactBldéien zundchst mit
Anti-T. gondirKatalase Serum (#96, 1:1000) inkubiert, nach dem Strippen wurde miT Agdirdik

GRA3 Antikérper (1:1000) inkubiert.

Die Katalase befindet sich in den leichteren Fraktionen (die sich links befinden, 1 bezeichnet

die leichteste Fraktion), die zytosolische Proteine darstellen bzw. Proteine, die durch das

oA
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Beschadigen eines Organelles ausgetreten sind, aber auch in den dichteren Fraktionen. GRA3

hingegen befindet sich hauptsachlich in den dichteren Fraktionen.

Aus den mit den Fraktionierungen gewonnenen Erkenntnissen lasst sich schlie3en, dass die
Katalase zytosolisch lokalisiert ist. Durch deouthern Blotwvurde deutlich, dass es sich bei

der Katalase vermutlich um ein Einzelkopie-Gen handelt. In Eukaryonten wurden bereits
zytosolische Katalasen beschriel{@ckelt et al., 1998)s existierte dann jedoch haufig auch

eine peroxisomale Katalag&arcia et al., 2000; I1zawa et al., 1996; Taub et al., 19994ie

Anti-T. gonditKatalase Seren alle die gleiche Bande Western Blotzeigten, in der
Immunfluoreszenz jedoch unterschiedliche Farbungen aufwiesen, sollten die Antikorper

mittels der Peptide aufgereinigt werden.

4.1.6 Aufreinigung der Anti-T. gondi-Katalase Seren mittels der dazugehdrigen Peptide

Die Fraktionierungsergebnisse sprachen fiur eine zytosolische Lokalisation der Katalase. Da
die vier gegen dieT. gondii Katalase hergestellten Antiseren in der Immunfluoreszenz
unterschiedliche Strukturen erkannten,\Mestern Blojedoch eine Bande zwischen 46 und

66 kDa detektierten, sollten die Antikdrper aufgereinigt werden, um mehr Klarheit zu
bekommen. Verwendet wurde hierfur die Affi-Glel5 Gel Matrix, die leicht positiv geladen

ist und sich daher besonders zur Kopplung von Peptiden/Proteinen mit einem IEP < 6,5
eignet. Das Peptid wird kovalent Uber eine Amidbindung an die Matrix gekoppelt. Zur
Aufreinigung der Seren #84 und #85 wurden Saulen hergestellt, bei denen das Peptid #2131
an die Matrix gekoppelt wurde, zur Aufreinigung der Seren #96 und #97 wurden Saulen
hergestellt, bei denen das Peptid #2132 an die Matrix gekoppelt wurde. Anschliel3end wurden
Matrix und gekoppeltes Peptid mit Blockierungspuffer blockiert. Je ca. 2 ml Serum wurden
auf die Saule gegeben und Uber Nacht inkubiert. Hierbei sollten die fur das Peptid
spezifischen Antikérper binden kdnnen, die nichtspezifischen Antikdrper sollten ungekoppelt
bleiben. Nach der Inkubation wurde der Durchlauf der Saule aufgefangen, er entélt die nicht-
gebundenen (unspezifischen) Antikérper. Anschliel3end wurde die Saule mit TBS gewaschen,
um danach die Antikdrper mit je 2 ml 0,1 M Glycin, pH 2,5, zu eluieren; es wurden funf bis
sechs Fraktionen a ca. 5Q0gesammelt. Die Antikorper wurden neutralisiert und der Erfolg

der Aufreinigung sollte inWestern Bloauf Toxoplasmen-Lysat getestet werden.
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4.1.6.1 Analyse der gereinigten AntiF. gondii-Katalase Seren imWestern Blot

Die gereinigten Antif. gonditKatalase Seren wurden Mdestern Blotiberprift.

#84 #85
kDa S D 1 2 3 4 5 kDa S D 1 2 3 4 6 5
5""&3 ™ o7 EE'
a8 -“-_ -___—l' " - as — -
30 ' a0 B
HO5 #a7
kDa 6 Egla S D 1 2 3 4 5
97,4 Et .
EE 45 . -“'-—
45 —
30
30

Abb 4.11Test der aufgereinigten Anii- gonditKatalase-Seren iwWestern Bloauf RHhxgprt Ripa-

Lysat. Je Spur wurden @ Ripa-Lysat, entsprechend 4X1@ellen, auf ein 12 %iges SDS-Gel
aufgetragen, als Marker diente dBiinbow Marker Nach dem Blotten wurden die Spuren
auseinandergeschnitten und mit dem nicht gereinigten Serum (S), dem Durchlauf (D), der die
unspezifischen Antikérper enthalten sollte, und den gesammelten, gereinigten Fraktionen (1 - 5 bzw. 1
- 6) inkubiert. Die Verdinnung betrug in allen Fallen 1:1000.

Im Durchlauf sind Banden zu erkennen, bei denen es sich um die Epitope handelt, die von
Antikérpern erkannt werden, die nicht an die Peptide gebunden haben. Die gereinigten
Fraktionen mit AntikOrpern detektieren wie zuvor ein Protein zwischen 46 und 66 kDa. Bei
den Banden handelt es sich eventuell um Degradationen, sie sind auch deshalb starker zu
sehen, weil ein Film mit hoherer Expositionszeit gewahlt wurde, um Proteinbanden gut
erkennbar zu machen, die vom Durchlauf detektiert werden. Die Signale, die man mit dem
ursprunglichen, ungereinigte Serum erhalt, setzen sich aus der Summe der Banden des
Durchlaufs und der gereinigten Fraktionen zusammen. Die Intensitat der Hauptbande ist mit
dem nicht-gereinigten Serum ungleich starker als in den gereinigten Fraktionen. Bédbtem

der mit dem #97 Serum inkubiert wurde, wurden die Spuren nicht genau geschnitten, deshalb
wurden Langsstriche eingezeichnet, um die tatsachliche Spur kenntlich zu machen.

Da die Aufreinigung erfolgreich war, sollten die Antikdrper nun nochmals in der IFA getestet
werden, um die Lokalisation der Katalase innerhalb der Zelle festzustellen und die

widersprichlichen Ergebnisse mit den ungereinigten Seren aufzuklaren.
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4.1.6.2 Analyse der gereinigten AntiF. gonditKatalase Seren in der indirekten
Immunfluoreszenzanalyse

Da die Seren durch die Aufreinigung nur noch spezifische Antikorper enthalten sollten, wurde

eine indirekte Immunfluoresenz-Analyse durchgefihrt, umTdigondii Katalase innerhalb

der Zellen zu lokalisieren. Durch das Aufreinigen der Antikdrper sollten alle Seren die selben

Strukturen innerhalb der Zelle erkennen. Nach dem Aufreinigen der Seren war die zellzyklus-

abhangige zytosolische Farbung fast verschwunden. Mit den Seren #85 und #97 war selbst
mit einer Verdinnung von 1:100 nur mehr ein diffuses zytosolisches Signal zu sehen. Auch

bei der Verwendung der gereinigten Seren #84 und #96 war, allerdings hier mit einer

Verdinnung von 1:500, nur ein schwaches zytosolisches Signal detektierbar. Die apikalen

Strukturen wurden weiterhin detektiert.

Dic Sarwm DAPI Serum/DAPI

#84

#96

Abb 4.12 HFF-Zellen wurden mit Tachyzoiten infiziert (Rkgprf). Indirekte Immunfluoreszenz-
analyse mit den gereinigten Seren #84 (A,C,E,G) und #96 (B,D,F,H). Die zuvor schon beschriebenen,
mit Serum #84 (C) bzw. mit Serum #96 (D) detektierten apikalen Strukturen, waren immer noch
deutlich zu erkennen (Verdinnung 1:500, sek. Antikdrper Alexa 594-konjugierter @iege-
Kaninchen-Ak). A und B zeigen das dazugehdrige Dic Bild von C und D. In A ist eine Vakuole mit 4
Parasiten, in B eine Vakuole mit 8 Parasiten zu sehen. C und D zeigen die indirekte Immunfluoreszenz
mit den Seren #84 und #96, E und F die korrespondierende Farbung mit DAPI. G und H zeigen die
Uberlagerung von C und E bzw. D und F.

Es wird deutlich, dass die apikale Struktur, die von Serum #84 erkannt wird, mit dem
Apicoplasten kolokalisiert (G). Bei der perlschnurartigen Struktur, die von Serum #96 erkannt
wird, handelt es sich nicht um den Apicoplasten, sondern um eine benachbarte Struktur.
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4.1.7 Native PAGE (Anodisches diskontinuierliches Polyacrylamidgelelektrophorese-

system)

Nachdem sich die Antikorper in der Immunfluoreszenzanalyse selbst nach der Aufreingung
unterschiedlich verhalten hatten, Western Blojedoch nicht zu unterscheiden waren und
identische Banden erzeugten, wurde ein natives Gel gemacht. Zwar werden die Proteine in der
IFA fixiert, sind aber dennoch eher in einem nativen Zustand. In der SDS-PAGE hingegen
werden die Proteine reduziert und denaturiert. Dies konnte ein Grund fir das unterschiedliche
Verhalten der Seren mit beiden Methoden sein. Das native Gel, das ohne SDS und
reduzierende Agenzien auskommt, sollte daher eher die Konformation der Proteine in der IFA
widerspiegeln. Denkbar ware, dass mit den Seren #84 und #96 zusatzliche Banden
erscheinen, da in der IFA verschiedene Epitope erkannt werden. Fur diesen Versuch wurde
die Halfte einer frisch lysierten 75 éndero Flasche mit RHKxgprt Parasiten verwendet, als
negative Kontrolle wurde das Pellet eines konfluenten Vero 2%ctmalches verwendet. Die
Pellets wurden geteilt und entweder in 3180PBS oder in 15Ql PBS/0,2 % Triton X-100
resuspendiert. Der Teilversuch mit dem Triton X-100 diente dazu, den Aufschlul der Zellen
auch wirklich zu sicher zu stellen, falls die Sonifizierung nicht ausreicht. Allerdings besteht
durch das Triton X-100 auch die Gefahr, die Proteine nicht in nativer Konformation zu
erhalten. Der Aufschluld erfolgte mittels Sonifizierung, es schlol3 sich ein
Zentrifugationsschritt an. Die Uberstande wurden anschlieBend auf native und SDS-Gele
geladen.

Letztere dienten als positive Kontrolle, ob die Proben auch richtig bereitet worden waren.

Bei den nativen Gelen handelte es sich um ein anodisches diskontinuierliches
Polyacrylamidgelelektrophoresesystem, dass sich fir saure und neutrale Proteine eignet (die
Katalase hat einen Isoelektrischen Punkt (IEP) bei pH 7,01). Ein Marker wurde fur die
nativen Gele nicht verwendet, weil hier das Laufverhalten von verschiedenen Parametern
abhangig ist.
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native PAGE SDS-PAGE
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Abb. 4.13 SDS-PAGE und native PAGE. Je G0 des resultierenden Uberstandes nach dem
Zentrifugieren (ca. 150l in PBS bzw. PBS/0,2% Triton und Proteaseinhibitoren) wurden in nativem
Probenpuffer aufgenomme®y und B (Endvolumen 160ul), 60 pl wurden in normalem 1x
Probenpuffer aufgenomme@ und D (Endvolumen 160ul). Je Mix wurden pro Spur 3Q
aufgeladen.

A undB zeigen die beiden nativen Gele, die Zellpellets waren entweder in PBS allein (A) oder aber in
PBS/0,2 % Triton X-100 (B) aufgenommen word€nundD zeigen die Kontrollen, hier wurden die
Homogenate von A und B auf SDS-Gelen aufgetrennt. V: Vero-Zellen Homogenat; T: Toxoplasmen-
Tachyzoiten Homogenat. Je eine Spur Vero- und eine Spur Toxoplasmen-Homogenat wurden mit den
vier verschiedenen Seren inkubiert (1:1000 verdiinnt, gereinigte Antikdrper)RBiab¢w) Marker
bezieht sich nur auf die SDS-PAGEs.

Die beiderBlots C und D zeigen das gleiche Muster wie schonMestern Blo{s. Abb. 4.7).

Die beidenBlots A und B zeigen, unabhéngig vom Puffer, in dem die Pellets resuspendiert

wurden, das gleiche Muster, d.h. eine Bande auf der selben Hohe mit allen vier Seren.
Zusétzliche Banden wurden nicht detektiert. Vero Proteine wurden durch die Antikorper nicht

erkannt.

Es erschien relativ unwahrscheinlich, dass die Katalase im Apicoplast lokalisiert ist, well
hierzu ein zweiteiliges Signal am N-Terminus notwendig ist, und zwar fir den sekretorischen
Weg, gefolgt von einem Chloroplasten-Sig(ilaller et al., 1998)Dieses Signal existiert
jedoch nicht in defl. gondiiKatalase. Deshalb erschien die apikale Struktur, die von Serum
#96 detektiert wird, ein moglicher Kandidat fur ein Peroxisom. Es wurden
Doppelimmunfluoreszenzen mit Markern von bereits beschriebenen Organellen und dem
Serum #96 gegen diE. gondiiKatalase gemacht, um zu tberprufen, ob es sich um eine neue,
noch nicht beschriebene Struktur handelt.
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4.1.8 Doppelimmunfluoreszenzanalyse mit Serum #96 und monoklonalen Antikérpern

(mAK) gegen Markerproteine von sekretorischenl. gondii Organellen

Um sicherzustellen, dass es sich bei der von Serum #96 detektierten apikalen Struktur, die
einen moglichen Kandidaten fir ein Peroxisom darstellte, um ein noch nicht beschriebenes
Organell handelt, wurden Doppelimmunfluoreszenzen mit mAK gegen Markerproteine von
sekretorischen Organellen durchgefihrt: MIC3 fir die Mikrone(@embarou et al., 1991)

GRAS3 fur die Dichten Granul@.eriche und Dubremetz, 199%pwie ROP1 fir die Rhoptrien
(Beckers et al., 1994Fs handelte sich um monoklonale (m) Antikorper (AK) aus Mausen, so
dass eine Doppelimmunfluoreszenz mit dem AntonditKatalase Serum maoglich war.

Abb. 4.14 HFF, die mit RH Tachyzoiten (Rbgprf) infiziert worden waren, wurden mit 4 %
Paraformaldehyd/0,05 % Glutaraldehyd 15 min fixiert. Die Fixierung fir die Dichte Granula IFA
erfolgte fir 10 min mit 3 % Paraformaldehyd. A, B und C zeigen die Farbung der Tachyzoiten mit
Serum #96, 1:500 verdunnt (rot); D, E und F zeigen die gleichen Zellen mit den entsprechenden mAK
gegen die Organellmarker, 1:1000 verdiinnt (grin) (sekundére AK Alexa 594-konjugierteiZiege-
Kaninchen-Ak (rot) bzw Alexa 488-konjugierter ZiegeMaus-Ak (griin)). Bei Bild G handelt es sich

um die Uberlagerung der Bilder A und D, bei H um B und E und bei | um C und F.

Es zeigte sich, dass die mit Serum #96 detektierte, apikale Struktur nicht mit Mikronemen,

Dichten Granula oder Rhoptrien kolokalisiert.

laYal
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4.1.9 Verwendung des Serums #96 in der IFA mit dem Prugniaud-Stamm

Der persistierend&. gondiiPrugniaud-Stamm, der in der Lage ist, Zystewitro zu formen,
wurde verwendet um die Lokalisation der Katalase in Bradyzoiten mit dem Serum #96 zu
untersuchen. Bradyzoiten konnten anhand eines spezifischen Antigens, @&Gdrg-
Ferragut et al., 1996¥entifiziert werden, fir dessen Detektion ein monoklonaler Antikorper
aus der Maus verwendet wurde. Die Fixierung war 4 % Paraformaldehyd/0,05 %
Glutaraldehyd.

Abb. 4.15 Lokalisation der Katalase mit dem gereinigten Serum #96 in Bradyzoiten. HFF Zellen
wurden mit Parasiten des Prugniaud-Stammes infiziert. Bild B zeigt eine Zyste, die mittels des
Antikorpers gegen SAG4 sichtbar gemacht wurde (grin). A zeigt dieselbe Zyste mit dem Raoffilter,
unter dem die Farbung mit dem gereinigten Serum #96 sichtbar wird. Das gereinigte Serum #96 wurde
1:500, der Anti-SAG4 Antikorper 1:1000 verdinnt; sekundare AK Alexa 594-konjugierter diege-
Kaninchen-Ak (rot) bzw. Alexa 488-konjugierter ZiegeMaus-Ak (griin). C zeigt die Uberlagerung

aus A und B.

Die vom Serum #96 gefarbte Struktur in Bradyzoiten gleicht der in Tachyzoiten des RH
Stammes (s. Abb 4.12. D), also einer perlschnurartigen Struktur.

4.1.10 Lokalisation von GFP-PTS1 Fusionsproteinen ifi. gondii

Da aulRer der Katalase keine weiteren peroxisomalen Proteine if.dgondii EST-
Datenbank gefunden wurden, wurden GFP-PT3erokisomal Targeting Sgnal)
Fusionsproteine hergestellt. Zunachst handelte es sich hierbei um ein Fusionsprotein, welches
C-terminal mit dem Tripeptid —AKM endet, wie auch die gondii Katalase. Aul3erdem
wurde ein GFP-Konstrukt hergestellt, das am C-Terminus aus den 12 C-terminalen
Aminosauren def. gondiiKatalase besteht (9 AS + AKM). Der Grund fur diese zusatzliche
Sequenz zum —AKM war die Mdglichkeit, dass sich in den weiter N-terminal liegenden

Sequenzen noch Sequenzinformationen fir den Import in Peroxisomen befinden kdnnten
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(Blattner et al., 1992; Mullen et al., 1997; Mullen et al., 1997; Purdue et al.,. g&rdem

wurde ein GFP-Fusionsprotein aus GFP und dem Tripeptid —SKL am C-Terminus hergestellt,
weil es sich hierbei um ein kanonisches Signal fur den Import in Peroxisomen handelt. GFP-
GPSKL bedeutet, dass noch zwei Aminosauren vor —-SKL eingeftihrt wurden, als
Helixbrecher. Dies sollte keine negativen Auswirkungen auf den Import tistzdhew und
Goodman, 1994)Transfiziert wurden je 5xTORH-Tachyzoiten (RHxgprf) mit 80 pg
Vektor, die Selektion erfolgte mittels Mycophenolsaure (MPA) und Xanthin und wurde
maoglich durch das auf dem Vektor liegende HXGPRT-Gen.

-
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Abb. 4.16 Schematische Darstellung der fir GFP-PTS1 kodierenden Vektoren. Als Vektor diente
pTUB8MycGfPPfMtail (Hettmann, 2000Durch Schneiden mit den Enzymest und Pad wurde

eine fir einen Plasmodium-Myosinschwanz kodierende Region herausgeschnitten und durch die PTS-
1 Signallnsertsersetzt, die durclprimer-Hybridisierung entstanden waren: AKM durch ¢z989/990
(resultierender VektorppHD1035), 9 AS + AKM durch ¢z1005/cz1006 (resultierender Vektor
pHD1000) und GPSKL durch ¢z1231/cz1232 (resultierender Vegkittip 1001).

Bei dem Promotor TUB8 handelt es sich um einen chim&®&&¥TUB1-Promotor aus
5xSAGrepeatsfusioniert mit dem deletiertefubulin 1Promotor pT/70 nach Soldati und
Boothroyd (Soldati und Boothroyd, 1995Die 3'-flankierende Sequenz stammt \®AG1
Zusatzlich tragt das Plasmid noch den ColE1-Replikationsursprung zur Vermeh#ingpin

und dasp-Laktamase-Gen. DédXGPRTFSelektionsmarker steht unter der Kontrolle des
gondii Dihydrofolat-Reduktase-Thymidilat-SynthgdB#HFRTS-Promotors.

Transfiziert wurden je 5x17(RH-Tachyzoiten (RHxgprt) mit 80 pg Vektor, die Selektion
erfolgte mittels MPA und Xanthin und wurde moéglich durch das auf dem Vektor liegende
HXGPRT-Gen.
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Abb. 4.17 Direkte Immunfluorezenz-Analyse mit GFP bzw. indirekte Immunfluoreszenzanalyse mit
Serum #96, gereinigt, 1:500 verdunnt, sekundarer Ak Alexa 594-konjugierter iégainchen-Ak.
HFF-Zellen waren mit rekombinanten Parasiten infiziert worden, die entweder stabil GFP-AKM (nicht
gezeigt), GFP-9 AS+AKM (Bild D) oder GFP-(GP)SKL (Bild C) exprimierten. Die Zellen wurden mit

4 % Paraformaldehyd fixiert. Kontrolle mit zytosolischem GFP (G). Die Bilder A und B zeigen die
Farbung der selben Vakuolen in C und D mit Serum #96, E zeigt die Uberlagerung von A und C, F
von B und D.

Alle drei GFP-PTS1 Fusionsproteine zeigten die gleiche Verteilung innerhalb der Zelle wie
zytosolisches GFP und keine spezifische Ubereinstimmung mit der von Serum #96 erkannten
Struktur. Als Kontrolle dienten Parasiten, die stabil ein nicht mit einer Signalsequenz
fusioniertes GFP exprimieren, welches die Tendenz hat, im Nukleus zu akkumulieren, Bild
(G) (Hettmann et al., 2000Dffensichtlich werden die GFP-PTS1-Proteind irgondiinicht

in Peroxisomen importiert. Zudem wurden in der EST-Datenbank Tvogondii keine
Hinweise fir PEX-Gene gefunden, deren Proteine, die Peroxine, fur die Biogenese und

Aufrechterhaltung des Organells unerlaRlich sind.
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4.1.11 Bedeutung der Katalase iii. gondii

Das Ausschalten eines Gens gibt Aufschlul® tber die Funktion des Gen-Produktes fiir die
Zelle, deshalb sollte eine Katalase-Gen-defiziente Toxoplasmen-Zellinie hergestellt werden.
Zudem sollte sich dadurch klaren lassen, welche der vier AnjenditKatalase Seren
spezifisch die Katalase erkennt, weil diese Struktur inkdeck outZellinie verschwunden

sein mufte.

Da lineare DNA inl. gondiibevorzugt unspezifisch ins Genom integriert, sind zum gezielten
Ausschalten bzw. Ersetzen von Genen durch doppelt homologe Rekombination lange
Bereiche flankierender Regionen chromosomaler DNA erforddillonald und Roos, 1994)

Da die in der Zellkultur verwendeten Toxoplasmen ein haploides Genom besitzen, muss nur

ein Allel ersetzt werden.

4.1.11.1 Herstellung der zum Ausschalten des Katalase-Gens verwendeten Konstrukte

Um die T. gondii Katalase durch homologe Rekombination zu ersetzen, wurde eine
Resistenzkassette, in diesem F&IGPRT zwischen die 5'- und 3’ flankierenden Regionen
der Toxoplasmagondii Katalasegesetzt. Als Vektor diente pminHXGPRT (Vektor ,2855")
(Donald et al., 1996)n dem das HXGPRT-Gen unter Kontrolle d@4FRTS(Dihydrofolat-
Redukatse-Thymidilat-Synthase)-Promotors und 5-UTR und @HFRTS 3-UTR
(UntranslatedRegion nicht translatierte Region) exprimiert wird. Die genauen Grol3en der
5- und 3-UTR des Katalase-Gens sind nicht bekannt, es wurde 5 vom ATG ein 1760 bp
umfassendes 5’-Konstrukt und 3’ ein 2750 bp grol3es 3’-Konstrukt erzeugt, wolpeinaer
cz1242 so lokalisiert ist, dass das erzeugte 3’-Konstrukt noch die Exons 7, 8 und 9 sowie die
Introns 7 und 8 umfasst (1466 bp). Zur Herstellung dds6tk outkonstruktes wurde eine
PCR auf genomische Prugniaud DNA mit germern cz1268, der ein&pnl-Schnittstelle
besitzt, sowie cz1269, der eiHendIll Schnittstelle besitzt, gemacht. Dieses Konstrukt wurde
in den mitKpnl/Hindlll geschnittenen Vektor pminHXGPRT kloniert. Anschlie3end wurde
der Vektor mitBanH! und Notl geschnitten, um das 8aock outKonstrukt hineinklonieren

zu konnen, welches durch PCR auf genomische Pruginaud DNA mittgbsiher cz1242,

der eineBanH| Schnittstelle besitzt, und cz1243, der eMeli Schnittstelle besitzt, erzeugt
wurde. In beiden Fallen erfolgten Subklonierungen tberTdaRO TA Cloningl-Vektor, aus

dem die Fragmente durch die in denmern enthaltenen Schnittstellen herausgeschnitten

werden konnten.
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Abb. 4.18 Schematische Darstellung zur Erzeugung #&asck outKonstruktes. InA ist der
genomische&atalaseLokus zu sehen, die Sonde ist im Mal3stab abgebildet. Gezeigt sind auch die
primer, die zur Erzeugung von Teilen d&atalase5-UTR bzw. der 3'-UTR (+ Teile des Gens)
verwendet wurderB zeigt den Vektor 2855, in den die Giber PCR erzeuftgondii KatalaseUTRs

mittels der EnzymeKpnl/Hindlll bzw. BanH1/Notl kloniert wurden.C Hier ist der resultierende
Vektor pHD1055 zu sehen, der aus der Resistenzkassette und.dgondii KatalaseUTRs (sowie
Resten des ORF) besteht und fir die Transfektion verwendet wurd@ogkouKlone zu erhalten.

Der Vektor pHD1055 wurde zur Transfektion d@é®xoplasma gondiiRH Stammes
(RHhxgprt) sowie desToxoplasma gondiPrugniaud Stammes (#gprt) verwendet. Der
Vektor war vor der Transfektion mifNotl linearisiert worden. Verwendet wurden
Toxoplasmen aus frisch lysierten Wirtszellen, je etwa ixzlen wurden transfiziert; die
Selektion auf das Vorhandensein #&§GPRFMarkers erfolgte mit MPA und Xanthin, und
stabile Transformanden wurden durch limitierende Verdinnung kloniert. UniKalkahase
knock outin RH zu erzeugen, wurden 2 verschiedene Transfektionen mit 40 wolBYA
durchgefiihrt. Aus der Transfektion mit #g DNA wurde ein Klon verwendet, der sich als
Katalase-Gen-negativ erwies: RHKat(flr knock out). Fur die Erzeugung des Prugniaud
Katalase-Gerknock outwurden vier verschiedene Konzentrationen pHD1055 verwendet,
namentlich 30, 40, 50 und @ DNA. Aus der Transfektion mit 5Qg Vektor wurde ein
Klon verwendet, der sich als Katalase-Gen-negativ erwies: RIKE&inige Klone wurden
auch herauselektioniert, die durch unspezifische Integration entstanden waren: Sie tragen
zwar das Resistenzgen, sind aber Katalase-Gen-positiv und werdegomti®llklone
verwendet. RHKa&ton bzw. PrKakon.
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4.1.11.2WesternBlot-Analyse der Katalaseknock outKlone

Die erzeugten Klone wurden auf einem 12 %-igen SDS-Gel (A) bzw. auf 7,5 %-igen SDS-
Gelen (B und C) uberprift. Als Ladekontrolle diente das Protein MIC4 agendij welches
durch das Anti-MIC4 Serum detektiert wurde, als Marker diente die Gibco 1(Pkieain
ladder.

#84 a5 O oy
A kDa  kon k.o. kon k.o kon k.o. kon k.o.

188 120

& & 883
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Abb 4.19 A Gezeigt ist einBlot, auf dem sich alternierend das Ripa-Lysat der Kontrollzelllinie
RHKatkon (kon) und deKatalase knock outZelllinie RHKatko (k.0.) befindet (pro Spur ca. 3%10
Zellen). Je eine Doppelspur wurde mit den vier gereinigten AngendiiKatalase Seren inkubiert,
nach dem Strippen mit MIC4 Serufd. Klon RHKatko nach nochmaliger Subklonierung, um eine
klonale Zelllinie zu erhalten, daBlot wurde, wie in C auch, mit dem Anti-MIC4 Serum und Serum
#96 inkubiert. Pro Spur waren ca. 1,25%1Rnock outLysat) bzw. 2,5x10 (RHKatkon) Zellen
geladen wordenC Gezeigt sind das Ripa-Lysat einer Prugniaud Kontrollzelllinie PrKatkon (kon)
sowie das Lysat der Prugniaud Katalkseck outZelllinie; pro Spur waren ca. 3x1@ellen geladen

worden. Die Inkubation erfolgte mit den unter B genannten Seren, alle Seren wurden 1:1000 verdunnt.

Nachdem sowohl im RH Stamm (mit keinem der Seren war die Katalase in RHKatko

detektierbar) als auch im Prugniaud Stamm das Ausschalten des Katalase-Gens erfolgreich
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war, und sich die sonst unter der Hauptbande erscheinenden schwachen Banden als

Degradation erwiesen hatten, wurde eine Immunfluoreszenzanalyse durchgefihrt.
4.1.11.3 Immunfluoreszenzanalyse dd&atalaseknock outKlons

Um denKatalase knock outin der Immunfluoreszenzanalyse zu untersuchen wurden HFF-
Zellen mit Tachyzoiten der RIHatalase knock oufellline (RHKatko) infiziert und fixiert.

Mit den zwei gereinigten Seren gegen diegondiiKatalase, die nach der Reinigung noch
Strukturen detektiert hatten, namentlich Serum #84 und Serum #96, wurde eine
Immunfluoreszenzanalyse durchgefuhrt, Verdinnung 1:500. Es ergab sich das gleiche Bild
wie in Abbildung 4.12: Sowohl der Apicoplast als auch die perlschnurartige Struktur, die mit
Serum #96 detektiert worden war, wurden immer noch erkannt. Es konnte sich hierbei also
nicht um das selbe Protein handeln, dasNiestern Blotmit Wildtyp-Lysat erkannt und in

den Katalase knock outZelllinien verschwunden war, sondern um Kreuzreaktionen des
Serums in der Immunfluoreszenzanalyse. Dies schien zu bedeuten, dass durch die
Aufreinigung der Seren das Protein zwaniestern Blonhoch erkannt wurde, die in der IFA
funktionierenden spezifischen Antikdrper jedoch durch die Prozedur verloren gegangen
waren. Nach dem Aufreinigen war mit den Seren #85 und #97, die nur zytosolische
Farbungen gezeigt hatten, in der IFA kein Signal mehr zu sehen, und auch die Seren #84 und
#96 verloren ihre zytosolische Farbung fast ganz, erkannten aber noch die apikalen
Strukturen. Somit musste di€. gondii Katalase im Zytosol lokalisiert sein, denn alle
Antikorper hatten vor der Reinigung die Gemeinsamkeit, eine zellzyklus-abhangige Farbung
des Zytosols zu zeigen. Dies ist sowohl in Ubereinstimmung mit den Frak-
tionierungsexperimenten (s. 4.1.5.1 und 4.1.5.2) als auch mit der Lokalisation der GFP-PTS1
Fusionskonstrukte (s. 4.1.10).

Deshalb wurde wieder auf die ungereinigten Seren zurickgegriffen, um das Verschwinden
der Katalase auch in der Immunfluoreszenzanalyse deutlich zu machen. Tatsachlich war keine
zytosolische Fluoreszenz mehr zu sehen, wenn die IFA mit dem RHKatko Klon durchgefuhrt
wurde. Der Prugniaulatalase knock ouKlon (PrKatko) wurde nicht in der IFA getestet, da

bei diesem Stamm ca. 70 % der Parasiten in Zellkultur als Tachyzoiten, aber nur ca. 30 % aus
Bradyzoiten bestehen, die mittels des Antikorpers gegen SAG4 kenntlich gemacht werden
konnen. Es ware nur ein unvollstandiges Bild idatalaseknock ouin Bradyzoiten méglich,

da sie willkdrlich verteilt sind. Da der RH Stamm nur aus Tachyzoiten besteht, wurde dieser

Stamm fur die Demonstration dé&atalase knock outsin der Immunfluoreszenzanalyse
verwendet.
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In Anlehnung an Abbildung 4.8 wurde stellvertretend fur alle vier AntronditKatalase
Seren das Serum #84 verwendet, das, wie sich erst durdkndek outherausstellte, eine
Kreuzreaktivitat mit dem Apicoplasten zeigt, wodurch allerdings Khélase knock out

Zelllinie in der IFA noch deutlich zu erkennen ist.

k.o.

Abb. 4.20 A undB Es handelt sich hier um die selbe Abbildung wie Abb. 4.8, um die Unterschiede
zwischen Wildtyp undKatalase knock ouielllinie zu verdeutlichen: HFF-Zellen wurden mit
Tachyzoiten des RH Stammes (Rkdjprt) infiziert. D HFF Zellen wurden mit dem RHKatko Klon
infiziert und anschlie3end eine Immunfluoreszenzanalyse mit Serum #84, nicht gereinigt, 1:500
verdinnt, durchgefihr€ zeigt die D korrespondierende Dic Aufnahme. Zweit-Antikdrper Alexa 488-
konjugierter Ziegex-Kaninchen-Ak

Die Parasiten sind in 4.20 D nur noch anhand ihrer mit dem Apikoplasten kolokalisierenden
Struktur zu erkennen, ansonsten ist nur noch ein diffuses zytosolisches Signal zu sehen.

Somit stellte sich heraus, dass es sich bei T®oplasma gondiiKatalase um ein
zytosolisches, zellzyklus-abhangig exprimiertes Protein handelt, und dass es sich bei den
apikalen Strukturen mit den Seren #84 und #96, namentlich dem Apicoplasten bzw. der
perlschnurartigen Struktur, um eine Kreuzreaktion dieser Seren handelte, di&noaeout
Zelllinie deshalb nicht verschwinden. Die Katalase konnte somit nicht als Markerenzym fur
Peroxisomen in Toxoplasma dienen, und es stellte sich die Frage nach ihrer Funktion, gerade

im Hinblick auf diese unerwartete Lokalisation.
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4.1.12 Etablierung diverser Zelllinien zur Untersuchung der Funktion derT. gondii

Katalase

4.1.12.1 Herstellung deKatalasecDNA Konstruktes

Um die Funktion defT. gondii Katalase untersuchen zu kénnen, sollten diverse Katalase-
exprimierende Zelllinien hergestellt werden; zun&chst wdrdgondii KatalasecDNA, die
mittels derprimer cz1519 und cz1520 in einer RT-PCR mit RNA des RH Stammes als
Matrize generiert worden war, in d@i©®PO TA Cloningl-Vektorkloniert. Mittels der in den
primern enthaltenen SchnittstelleM(el und Pad) konnte es dort herausgeschnitten und in
den Vektor pTUB8MycHisGFP-HXGPRT kloniert werden, der zuvor BEgoRI und Pad
geschnitten worden war, um das Myg das Histag sowie GFP zu entfernen. Der
resultierende Vektor erhielt den Namen pHD1108, die Katalase cDNA steht unter der
Kontrolle des konstitutiv exprimierenden TUB8 Promotors, die 3'-UTR stammt wiederum
von SAG1 als Resistenzgen dieXGPRT(siehe auch die Beschreibung zu Abb. 4.16).

Miel| Katalase cDNA |Pacl

EcoR Msil PsiiPacl Mofl Sadl Sadcll
d h
GFFP EEEEEEEE EEEEmE  HXGPRT EE=ms
TUBS MycHis 24051 OHFRTS Pra- OHFRTS 3-UTH
(\ 3-UTRH mator + 5-UTR
EcoR| Bl GrFF | Paecl

MycHis

Abb. 4.21 Gezeigt ist der Vektor pTUB8MycHisGFP-HXGPRT, in den nach der Entfernung von
Myc/His/GFP dasT. gondii KatalaseeDNA Fragment hineinkloniert worden war. Die 3'-UTR stammt
von SAGlab. Der so resultierende Vektor wurdeptdd 1108 bezeichnet.
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Es sollten sowohl der RH Stamm (Rkgjprf) als auch der RHKatko Klon mit dem Konstrukt
pHD1108 transfiziert werden. Ridgprt, um zu sehen, was bei UberexpressionTdeyondii
Katalase geschieht, RHKatko, um deatalase knock ouru kompelementieren; der Grund
hierfir war, dass bei der Erzeugung der Zelllinie RHKatko durch das unspezifische
Integrieren in das Genom des Parasiten andere Gene betroffen sein kénnten, die dann fiur
einen Phéanotyp verantwortlich sein kénnten, der falschlicherweise dem Ausschalten des
Katalase-Gens zugeschrieben wird.

Die RHhxgprf Parasiten (ca. 5xfowurden mit 80ug pHD1108 transfiziert, welches zuvor

mit Sad linearisiert worden war. Selektioniert wurde mit Mycophenolsaure und Xanthin. Die
Katalase knock oufelllinie RHKatko, in der schon die Integration desck oukonstruktes
pHD1055 mittels Mycophenolsaure und Xanthin bewirkt worden war, und bei der die
HXGPRT-Gen Kassette ins Genom integriert hatte, wurde mijugGfes Vektors pHD1108,
geschnitten miBadl, transfiziert; das Schneiden mit diesem Restriktionsenzym bewirkte das
Entfernen derHXGPRTFKassette aus dem Vektor, da sie ohnehin nicht gebraucht wird.
Zusatzlich wurden in den TransfektionsansatzugOdes Vektors pTUB8/CAT (linearisiert

mit BanmHI) gegeben, selektioniert wurde dann mit Chloramphenicol, da dieser Vektor fur
eine Chloramphenicolacetyltransferase kodiert. Auch wurde RBERékt(iction Enzyme
Mediated]ntegration) durchgefih(Black et al., 1995)der Transfektionsansatz enthielt 100
UnitsBanHl.

Aus beiden Transfektionen gingen positive Klone hervor: RidK#fiir overexpressoy, die
Katalase Uberexprimierende Zellline, sowie RHatp (fiir Komplementation), d.h. der mit
Katalase&komdementierten Klon RHKatko.

Diese Klone wurden nun zu einem Vergleich auf d@estern Bloherangezogen.

4.1.12.2Western Blotmit diversen T. gondii Klonen, die Katalase (nicht) exprimieren

Um eine etwaige Abschatzung tber die Expression der Katalase in den verschiedenen Klonen
zu haben, wurde eiWestern Blotdurchgefihrt, auf den folgende Stamme/Zelllinien
aufgetragen wurden: Rixgprt (als Wildtyp), RHKatko, RHKatov, RHKatkomp, Bwgprt

(als Wildtyp) und PrKatko.

1Nr
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Abb. 4.22 Western Blomit Extrakten von diversen Zelllinien. Je 28P@llen wurden pro Spur auf

ein 10 %-iges Gel geladen, bis auf die beiden Spuren, die mit 1/2 bezeichnet wurden, hier wurden
1x1C Zellen geladen, da sowohl in Klon RHKatov als auch in Klon RHKatkomp die Katalase stark
exprimiert zu sein scheint und die Vergleichbarkeit gewahrt werden solltexdp und Phxgprt

wurden hier als wt bezeichnet, RHKatkomp als komp und RHKatov als ov. Als k.o. wurden die
Katalase-defizienten Klone RHKatko bzw. PrKatko bezeichnet. Inkubiert wurd&/elgtern Blomit

dem gereinigten Serum #96, 1:1000. Nach dem Strippen wurddadenit 1:1000 verdiinntem Anti-

MIC4 Serum inkubiert, als Ladekontrolle.

Durch denWestern Bloimit den diverser. gondii Zelllinien wurde deutlich, dass sowohl

von der Zelllinie RHKatov als auch von der Zelllinie RHKatkomp mehr Katalase exprimiert
wird als vom Wildtyp. Zudem wird durch den Vergleich mit de€atalase knock out
Zelllinien deutlich, dass es sich bei den unter der Hauptbande befindlichen Banden um
Degradationsprodukte und nicht um Kreuzreaktionen handeln muss, da sie frei davon sind.

4.1.12.3 Charakterisierung der Klone RHKatov und RHKatkomp in der Immunfluores-
zenzanalyse

Der Klon RHKatov, der Katalase durch das Einbringen Vorgondii Katalase cDNA
Uberexprimiert, sowie der Klon RHKatkomp, bei dem das endogene Katalase-Gen
ausgeschaltet worden war und mitti€ktalasecDNA wieder eingefiihrt wurde, sollten in der

Immunfluoreszenzanalyse auf die Lokalisation der Katalase uberpruft werden. Hierzu wurden
HFF-Zellen mit diesen beiden Klonen infiziert.

1N1
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HHKatow HHKatkomp

Abb. 4.23 Immunfluroreszenzanalyse mit den KlonAnRHKatov bzw.B RHKatkomp mit dem
Serum #96, 1:500 verdunnt. Zweit-Antikorper Alexa 488-konjugierter Zeef@ninchen-Ak.

Die Katalase ist im ganzen Zytosol verteilt und wird nicht zellzyklus-abhangig exprimiert, da
die KatalasecDNA unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors TUB8 steht. Es wurde
hier Serum #96, gereinigt, verwendet (ungereinigte Seren ergaben ein &hnliches Bild sowie
eine Farbung der Parasitophoren Vakuole, nicht gezeigt). Durch die hohe Expression an
Katalase reichten selbst die wenigen nach der Aufreinigung im Serum verbliebenenen und in
der IFA noch funktionierenden Antikdrper aus, um die Katalase zu detektieren. In der

Vakuole links in Bild B ist teilweise auch noch die perlschnurartige Kreuzreaktion zu sehen.
4.1.13 Enzymassaysanit Zellextrakten verschiedenerT. gondii Klone

Um sowohl die Rolle als auch die Funktion dergondii Katalase festzustellen, wurden
Enzym-assaydurchgefihrt. Es handelte sich einerseits um einen Kat@atssg-bei dem die

in Abb. 4.22 gezeigten Zelllinien auf die Aktivitat der Katalase hin untersucht werden sollten.
Da das Substrat der Katalase, das Wasserstoffperoxid, sein Absorptionsmaximum bei 240 nm
besitzt, konnte die Anderung der optischen Dichte bei 240 nm pro Zeiteinheit erfat werden,
was ein Mal3 fur die Katalase-Aktivitat ist. Zudem dienteadsiaydazu, zu tberprifen ob es

sich bei der ausgeschaltetéatalaseum die einzige typischKatalasein T. gondiihandelt.

Der Versuch wurde in einer 1 ml Quarzkivette durchgefihrt. Es wurden verschiedene
Mengen defl. gondiiZellextrakte zugegeben, zwischen 2 undd 2das Endvolumen musste
naturlich immer 1 ml betragen). Als Mal3 wurde die spezifische Aktivitat angegeben, deren
Einheit dieUnits'/mg Protein ist; es muss betont werden, dass hier Zellextrakte verwendet
wurden, so dass pro mg Gesamtprotein im Zellextrakt ausgegangen wurde, um eine

Vergleichbarkeit der Werte zu erhalten, es handelt sich also nicht usmitkéng Katalase.

1N"
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Als Kontrolle wurde Rinderleber Katalase von Bohringer verwendet, deren Aktitat mit 65000
U/mg angegeben wurde, Konzentration 20 mg/ml, sie wurde 1:2000 verdinassiny
eingesetzt.

Die gleichen Zellextrakte wurden auf3erdem in einem Enagsay zur Messung der
Glutathion-Peroxidase (GPx) Aktivitat untersucht. Der Grund war folgender: Das Ausschalten
des Katalase-Gens zeigte, zumindest unter Zellkulturbedingungen, keine negativen
Auswirkungen. Da die meisten Zellen auch andere antioxidative Enzyme/Enzymsysteme
besitzen, lag es nahe, dass die Funktion der Katalase von einem anderen Enzym tbernommen
worden war. Das Augenmerk richtete sich hierbei auf die Glutathion-Peroxidase, die, ebenso
wie Katalasen, Wasserstoffperoxid zerlegen kann. Wahrende Katalasen ausschlie3lich in der
Lage sind, Wasserstoffperoxid zu detoxifizieren, so kdnnen Glutathion-Peroxidasen auch
diverse andere Peroxide unschadlich machen. Sie bendétigen hierzu allerdings, wie der Name
schon sagt, Glutathion. Ifoxoplasma gondiwar bis dato keine Glutathion-Peroxidase
beschrieben worden. Mittlerweile jedoch existieren in der Datenbank (GenBank) und der
Toxoplasma gondii ClusterdflST Databasemehrere ESTs (aus sporulierten Oozysten bzw.
Bradyzoiten, deren Identitdt als Glutathion-Peroxidase angegeben wurde (BM176640,
BM039715, AA520892, AA531754). Es handelt sich hier um einen gekoppelten Enzym-
assay der auf der Anderung der Absorption bei 340 nm durch die Umsetzung von NADPH +
H* zu NADF beruht. Die Abnahme bei#) pro Zeiteinheit, die den Verbrauch von NADPH
anzeigt, ist somit ein Mald fur die GPx-Aktivitat. Der ganze Ansatz wurde in eingt 90
Klvette durchgefuhrt, wobei 5 bzw. filDaus dem zu testenden Zellextrakt bestanden.

Wahrend Katalase-Aktivitaten messbar waren und Unterschiede zwischen den getesteten
Klonen deutlich wurden, konnte im GRwssaykeine GPx Aktivitat gemessen werden, die

sich von der Hintergrundaktivitat (ohne Zellextrakt) unterschied; der &Baywurde mit
Cumolhydroperoxid als Substrat durchgefuihrt. Da hierfir die gleichen Zellextrakte wie fur
die Katalaseassaysverwendet wurden, sollten die Extrakte also prinzipiell in Ordnung
gewesen sein. Die Katalaassay Werte setzen sich aus drei unabhangigen

Versuchsdurchfihrungen zusammen.

1N~
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Abb. 4.24 Auswertung des Katalase Enzyaasaysmit den Zelllinien RHixgprt (RHwt), RHKatko
(RHk.0.), RHKatov (RHov), RHKatkomp (RHkomp), Prugniamdprt (Prwt) sowie PrKatko
(Prk.o.). Jeder gezeigte Balken zeigt den Durchschnitt aus 3 unabhangigen Experimenten.

Die beidenKatalaseknock ouiZelllinien zeigen so gut wie keine Katalase-Aktivitat mehr, die

verbleibende Aktivitat kann von anderen Bestandteilen des Extraktes herriihren oder von
Resten der Wirtszellenzyme. RHkomp hat eine leicht h6here Aktivitat als RHov, und beide
zeigen eine hohere Aktivitat als die beiden wt Zelllinien, von denen wiederum Prwt héhere

Aktivitat als RHwt zeigt.

Die Enzymassay<serbrachten den Beweis, dass dliegondiiKatalase tatséachlich funktionell

ist. Auch scheint keine andere typisdtetalasevorhanden zu sein, denn in den Zellextrakten

der Katalase-defizienten Zelllinien ist nur eine Hintergrundaktivitédt vorhanden: RHKatko
3,8%0,4, PrKatko 6,4+4,9. Interessanterweise war im Pruginaud Stamm eine hdhere Aktivitat
messbar als im RH Stamm: Prugniaud: 215,2+25,5, RH 152+18,9, eventuell lasst dies auf
eine Rolle der Katalase als Dormanzfaktor schliessen. Allerdings wurde bisher noch kein
BradyzoitenKatalaseEST gefunden.

RHKatkomp (299,5 +131 U/mg) und RHKatov (256,7+81,6 U/mg) liegen, was ihre Aktivitat
betrifft, in den Erwartungen etwas zuriick, denkt man an die hohe Expressidastarn Blot
(Vergleiche Abb.4.22), was eventuell an einer nicht korrekten Faltung oder der Limitierung
des HamgSkoneczny und Rytka, 2000¢gen konnte. Es gab durchaus Schwankungen, was
an den Standardabweichungen ablesbar ist. Die als Kontrolle eingesetzte Bohringer Katalase
erzielte bei meinen Messungen einen Durchschnittswert von 49600 U/mg

(Standardabweichung 3504), angegeben worden war sie mit 65000 U/mg, was im Rahmen
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liegt. Erwahnt werden muss nochmals, dass diese Katalase eine Konzentration von 20 mg/ml
hatte, es sich bei den Toxoplasmen Messungen jedoch um Zellextrakte handelte.

Dass im GPxassaykeine Aktivitat zu messen war, kann an mehreren Faktoren liegen: Die
GPx wird eventuell stadienspezifisch exprimiert und ist in den verwendeten Stdmmen nicht
oder nicht ausreichend vorhanden; oder aber die Verwendung von kruden Zellextrakten reicht
zur Detektierbarkeit des Proteins nicht aus. Es ist durchaus auch mdglich, dass die GPXx,
anstelle von Glutathion ein anderes Substrat, z.B. Thioredoxin, bendtigt, oder

Cumolhydroperoxid nicht detoxifizieren kann.
4.1.14 Behandlung verschiedenéroxoplasma gondiZelllinien mit Wasserstoffperoxid

Die Katalase-defizienten Toxoplasmen unterschieden sich in der Zellkultur augenscheinlich
nicht von den Wildtyp-Toxoplasmen. Dies liegt wahrscheinlich an der Tatsache, dass die
verwendeten Wirtszellen, Vero und HFF-Zellen, nicht in der Lage sind, (genigend)
oxidativen Stress auf die Parasiten auszutiben. Deshalb wurde ein Wasserstofgssaxid-
etabliert, bei dem frisch lysierende extrazellulare Parasiten verwendet wurden. Da die
Katalase in der Lage ist, Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff zu zerlegen, sollten
Katalase-defiziente Toxoplasmen empfindlicher gegen die Chemikalie sein. Sollten sie es
nicht sein, so konnte dies ebenso ein Hinweis daflr sein, dass, zumindest bis zu einem
gewissen Grade, andere oxidative Enzyme in der Lage sind die Funktion der Katalase zu
ubernehmen. Allerdings besteht immer noch die Moglichkeit, dass diese Enzyme nicht
rechtzeitig ausreichend exprimiert werden.

Es wurden verschiedene Konzentrationen an Wasserstoffperoxid,)(Werwendet; als
Medium diente das auch ansonsten verwendete Zellkulturmedium, welches, wie ublich, mit
Glutamin versetzt wurde. Das FCS wurde nicht zugegeben, da es den Versuch dahingehend
verfalschen kdnnte, dass die enthaltenen Proteine durch ihre Thiolgruppen als Puffer wirken
wiirden. Die extrazellularen Parasiten wurden mit 1) 10° M, 10* M, 5x10° M und 10°

M Wasserstoffperoxidlésung (d.h. 30 %ige Wasserstoffperoxidlésung wurde in DMEM FCS
auf die obengenannten Konzentrationen verdunnt) inkubiert. Als Kontrolle diente die
Inkubation mit DMEM FCS allein. Um sicher zu gehen, dass es sich nicht um eine
Zweitinfektion handelt, wurden in die Zahlung nach 48 h nur Vakuale# Parasiten
aufgenommen. Jeder Wert setzt sich aus drei unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen
zusammen. Die Werte der unbehandelten Zellen wurden als 100 % gesetzt, weil bei

unabhangigen Experimenten und durch die Verwendung verschiedener Zelllinien die

1NC



Ergebnisse

Viabilitat der Parasiten schlecht einzuschétzen ist und stark schwanken kann. Deshalb wurden
die Resultate mit den unterschiedlichenOsKonzentrationen innerhalb der einzelnen
Zelllinien in Prozent ausgedrickt, anstatt die Gesamtzahl der Vakuolen anzugeben.
Verglichen wurde der Wildtyp (Rikkgprt) mit RH Katalase-defizienten Parasiten (Klon
RHKatko) sowie den Klonen RHKatov und RHKatkomp.

MMy -
W
e | B @ ki
.m
20 | kamp

ThAnzahl Vakuolen = 4 Parasilen

Kontrolle 10-5 Ex10-5 10-4 10-3 10-2
M Ha03

Abb. 4.25 Graphische Darstellung des Wasserstoffperassiays Drei verschiedene Klone wurden
verwendet, um sie mit Rivkgprt (wt) Parasiten zu vergleichen: Der Katalase-defiziente RH Klon
RHKatko (k.0.), der Katalase Uberexprimierende Klon RHKatov (ov) sowie der komplementierte
Katalase knock ouRHKatkomp (komp). Die unbehandelten Zellen wurden als 100 % gewertet.

Der Wasserstoffperoxidssay zeigte eine Tendenz: Der Katalase-defiziente RH Klon war
empfindlicher als der Wildtyp: Bei einer Konzentration von 5 X Mwaren fast alle Zellen

tot (11,1 %) (d.h. Vakuolek 4 Parasiten in % von unbehandelten Zellen), wohingegen der
Wildtyp noch einen Wert von75,5£13,7 % aufwies. Auffallig auch, dass sich sowohl
RHKatov als auch RHKatkomp bis zu einer Molaritat voi' M Wasserstoffperoxid nicht

stark von der unbehandelten Kontrolle unterschieden, wenn auch bei RHKatov grol3ere
Schwankungen zu beobachten waren. Dartberhinaus erhélt man durch die Behandlung mit
einer Konzentration von TOM H,O, nur in den Katalase-Uberexprimierenden Zellen noch
wenige Uberlebende: RHKatov 1,8+0,6, RHKatkomp 2+1 %). Mit einer Molaritat V10
Wasserstoffperoxid wurden die Zellen ganzlich getttet. Auch die grol3ere Anzahl an
Vakuolen bei Verwendung von Tav Wasserstoffperoxid im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (beobachtet bei Wildtyp und RHKatko) ist erklarbar: Inzwischen wird davon

ausgegangen, dass RORedctive Oxygen Specie$ in geringen Konzentrationen die
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Zellteilung stimulieren und als sekundare Botenstoffe fungiéfferkel, 1998; Sauer et al.,
2001) Dies wirde gerade im Hinblick auf die zellzyklusspezifische Expression der Katalase
Sinn machen. Deshalb erklart es auch, warum selbst der RHKatko hier Werte Gber 100 %
liefert (120,5£27,6 %), denn ohne die Funktion der Katalase entstehen wiederum Radikale.
Da der Wildtyp jedoch hohere Werte erzielt (187,2+68,7 %), scheint die Katalase eine
notwendige Regulierungsfunktion zu erfillen. Die beiden Klone RHKatkomp und RHKatov
haben durch die Uberexpression der Katalase eventuell schon im nicht-behandelten Zustand
ein Maximum an Viabilitat erreicht, welches selbst durch Stimulation mit Wasserstoffperoxid
nicht mehr Uberschritten werden kann. Bei einer Behandlung r‘r?iﬂvl(B-IZOZ erzielten sie

Werte von 75,9+£18,3 % (RHKatov) bzw. 72,3+24,8 % (RHKatkomp). Eine Behandlung mit
10 M H,O, resultierte in 36,4+3,4 % (Wildtyp), 0,8+0,7 % (RHKatko), 68,3+6,5 %
(RHKatov) sowie 95,5+7 %(RHKatkomp). Die Katalase scheint also wichtige Funktionen

unter oxidativen Stress-Bedingungen zu erfillen.
4.1.15 Untersuchung der Katalase-defizienten Toxoplasmen im Mausemodell

T. gondiibesitzt eine weitgehend klonale Populationsstruktur, sie umfasst drei verschiedene
klonale Linien. Aul3erdem werden die Stdmme in zwei gré3ere Gruppen unterteilt, basierend
auf ihrer Fahigkeit Mause zu téten, nachdem diese intraperitoneal mit Tachyzoiten infiziert
wurden. Die Typ I-Linie enthalt ausschliel3lich Toxoplasmen-Stamme, die fur Mause
hochvirulent sind(Sibley und Boothroyd, 1992Die Infektion mit einem Parasiten dieser
hochvirulenten Stamme ist fir Mause letal. Da der RH Stamm zu der Typ I-Linie gehoért ist er
fur Mause letal, sie sterben im allgemeinen innerhalb von 8-12 Tagen unabhangig vom
verwendeten MausstamniHowe et al., 1996) Durch die akute Infektion wird eine
inflammatorische Immunantwort ausgeldst, die zum Tod fuhrt. Es findet keine chronische
Infektion und Enzystierung der Parasiten im Gewebe der Maus statt. Nichtvirulente Stamme
haben fiir Mause LE Werte von 10bis > 16 Parasiten, und chronische Infektionen kénnen
leicht etabliert werden. Die Mause sterben gewohnlich 10-20 Tage nach der Infektion.
NichtvirulenteT. gondii Stamme findet man nur in den Typ II- und Typ llI-Linig¢thowe und

Sibley, 1995; Sibley und Boothroyd, 1992peshalb wurde fir diesen Versuch der
nichtvirulenteT. gondiiPrugniaud Stamm verwendet, der in der Lage ist, Zysten zu bilden.

Die verwendeten C57BL/6 Mause zeichnen sich durch ihre Empfanglichkeit gegeniber einer
durch die Toxoplasmen verursachten Enzephalitis aus. Nach der Infektion werden die Mause

krank und verlieren das Gleichgewicht, sie entwickeln eine nicht gut kontrollierbare
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Enzephalitis und sterben. Es sollten in diesem Versuch die Auswirkungen auf die Pathologie

der infizierten Mause durch das AusschaltenTdegondiiKatalaseuntersucht werden.

Infiziert wurde mit Katalase-defizienten Toxoplasmen des Prugniaud Stammes, als Kontrolle
dienten Toxoplasmen, die zwar das Resistentp¢@GPRT integriert hatten, die aber noch
Katalase-Gen positiv waren (PrKatkon). Die Parasiten wurden intraperitoneal (i.p.) injiziert
und die Uberlebenden Mause nach ca. 4-5 Wochen aufTAgtindii Serologie getestet, um
sicherzugehen, dass die Mause infiziert gewesen waren, was der Fall war. Dieses Experiment
wurde dreimal unabhéngig durchgefihrt, mit drei unterschiedlichen Mengen an fir die
Infektion verwendeten Toxoplasmen. Fiur die letzte Versuchsdurchfihrung wurde ein
zusatzlicher Klon hergestellt, es handelte sich um den mit Vektor pHD1108 transfizierten
Klon PrKatko, d.h., die Prugniaugdatalase knock ouZelllinie wurde mitKatalase cDNA
komplementiert. Die Transfektion erfolgte mit 1Q@ Vektor pHD1108 (linearisiert mit
Sadl)sowie 20 ug Vektor pTUB8/CAT (linearisiert miBanH1). Aul3erdem wurde REMI
durchgefiihrt. Die Selektion erfolgte mittels Chloramphenicol. Einer der erhaltenen Klone,
Klon PrKatkomp, wurde in die dritte Versuchsdurchfiihrung mit einbezogen um zu
untersuchen ob durch das Wiedereinbringerk@g¢alasein die Katalase-defiziente Zelllinie

die ursprungliche Pathologie wiederhergestellt wird. Da fur den letzten Versuch 3 Zelllinien
verwendet wurden, wurde mit nur zwei verschiedene Mengen Toxoplasmen infiziert (in
Klammern Versuchsdurchfiihrung 2 bzw. 3 und veranderte Parasitenmengen).

4 Mause (5 Mause) (6 Mause) 2500 Parasiten (250)
5 Méause (5 Mause) (6 Mause) 10 000 Parasiten (1000)
4 Mause (5 Mause) 100 000 Parasiten
A AH Frugniaud
kDa wl K0 Komp
200 —
120 —
0. —
60—
J — —
== =
30—
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Vorige Seite: Abb.4.26 A Western Blot(mit Ripa-Lysaten) mit dem neu hergestellten Klon
PrKatkomp; Je Spur wurde die 3%1@ellen entsprechende Menge auf ein 10 %-iges SDS-Gel
geladen. Positive Kontrolle: Rbtgprt (wt) Parasiten negative Kontrolle Klon PrKatko (k.0.); Klon
PrKatkomp (komp) (Inkubation mit #84, ungereinigt, 1: 7B02eigt einen typischewestern Blat

auf dem die Seren der Uberlebenden Mause getestet wurden (Ergebnis mit den Seren der Uberlebenden
Mause nach Versuchsdurchfuhrung 2). Auf jede Spur eines 12 %-igen SDS-Gels wurde Zellextrakt
entsprechend 2xf@ellen (Phxgprt) geladen. Auf der ersten Spur (Kon-) ist die Inkubation mit dem
Serum einer nicht infizierten Maus (negative Kontrolle, 1:250 verdiinnt), auf der zweiten Spur
(Kon+)die Inkubation mit Serum eines chronisch infizierten Tieres (positive Kontrolle, 1:500
verdinnt) zu sehen. Bei den mit 1 - 4 numerierten Spuren handelt es sich um die Seren von mit
PrKatko infizierten, Gberlebenden Mausen, bei den Spuren 5 - 7 um Seren von Mausen, die mit
Prugniaud infiziert worden waren, die zw&XGPRTpositiv sind, aber auch noch Katalase
exprimieren (Verdinnung der Seren 1:500).

Die Katalase wird in PrKatkomp stark exprimiert. Die Kontrollseren in B wurden

freundlicherweise vom Labor Dr. D. Schluter zur Verfigung gestellt. Beim Marker handelte
es sich um die 10 kDRrotein laddervon Gibco. Alle Mause waren infiziert gewesen.

Versuchsdurchfihrung 1

Zahl der fur | Zahl der Anzahl der toten Mause (in Abhangigkeit von de
die jewei- |Parasiten/Maul Tagen nach der Infektion)
lige Infek-
tion verwen/
deten Maus
Tage 8 9 10 11 12 13
nach de
Infektion
Klon: 4 1x10° 2 2
kon 5 1x10° 2 2
4 2500 1 1 1 1
Klon: 4 1x10° 2 1
k.o. 5 1x10"
4 2500 1
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Versuchsdurchfiihrung 2

Zahl der fur| Zahl der Anzahl der toten Mause (in Abhangigkeit von
die jewei- |Parasiten/Mau| Tagen nach der Infektion)
lige Infek-
tion verwen-
deten Maus
Tage 7 8 9 | 10| 11| 12| 13| 14| 15
nach de
Infektion
Klon: 5 1x10° 113 ] 1
kon 5 1x10° 3 1
5 2500 1 2
Klon: 5 1x10° 1 1 1
k.o. 5 1x10° 2 1 1
5 2500 1 1

Ferner verstarb noch eine Maus von k.o. an Tag 17 nach der Infektion

Versuchsdurchfihrung 3

Zahl der fur | Zahl der Anzahl der toten Mause (in Abhangigkeit von de
die jewei- |Parasiten/Maul Tagen nach der Infektion)
lige Infek-
tion verwen/
deten Maus
Tage 11 12 13 14 15 16
nach de
Infektion
Klon: 6 1000 1
kon 6 250 2
Klon: 6 1x10'
K.o. 6 2500
Klon: 6 1000 1 1
komp 6 250 2 1 1

Abb. 4.27Tabellarische Ubersicht tiber den Verlauf des Infektion von C57BL/6 Mausen mit Parasiten
des Prugniaud Stammes; Kon: PrKatkon, k.o.: PrKatko; komp: PrKatkomp.

Die Uberlebenden Mause aus den drei Versuchsansétzen zeigten allesamt einen positiven
serologischen Befund und waren alle infiziert gewesen (Daten nicht gezeigt). Die Angabe 250
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bzw. 1000 Parasiten (kon, komp) bei Versuchsdurchfiihrung 3 bezieht sich darauf, dass die
Mause nur mit der Zehntelmenge an Parasiten infiziert wurden wie die Mause mit PrKatko.
Die Mause, die mit PrKatkon bzw. PrKatkomp Parasiten infiziert wurden starben friher bzw.

starben tberhaupt

Die Versuchsdurchfihrung 1 zeigte einerseits, dass die mit PrKatkon Parasiten infizierten
Mause zu einem friheren Zeitpunkt starben als die mit Katalase-defizienten Parasiten
(PrKatko) infizierten Mause, andererseits, dass auch eine gréRere Anzahl an Mausen verstarb.
Bei Versuchsdurchfiihrung 2 ist zu erkennen, dass fast ebenso viele Mause, die mit Katalase-
defizienten Toxoplasmen infiziert wurden, starben, wie von der Kontrolle PrKatkon; dennoch
scheinen die mit Katalase-defizienten Toxoplasmen infizierten M&ause zeitlich etwas verzdgert
zu sterben.

Bei Versuchsdurchfuihrung 3 wird ersichtlich, dass insgesamt wenige Mause verstorben sind,
und dass von den Mausen, die mit der Katalase-defizienten Zelllinie infiziert wurden, keine
verstarb, obwohl die zum Infizieren verwendete Parasitenzahl 10x hoher war als bei den
Vergleichsméausen; der Grund dass mit einer PrKatkon sowie PrKatkomp Infektion nur so
wenige Mause starben im Vergleich zu Versuchsdurchfihrung 1 und 2 liegt daran, dass nur
mit einem Zehntel der Parasiten infiziert worden war. Die Durchfihrung mit der
komplementierten Zelllinie, deren Ergebnis dem der PrKatkon Zelllinie ahnelt, deutet darauf
hin, dass der vorher beobachtete Unterschied zwischen PrKatkon und PrKatko tatsachlich auf
dem Ausschalten des Katalase-Gens beruhten.

Das Ausschalten des Katalase Gens-scheint Auswirkungen auf die Pathogenitat zu haben, es
scheinen weniger Mause zu sterben und wenn, dann zeitverzogert im Vergleich zur Kontrolle.
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4.2 Identifizierung zweier putativer Peroxidoxinein T. gondii

Peroxidoxine sind eine wachsende Familie von Antioxidantien, die in fast allen Organismen
zu finden sind; sie unterscheiden sich von den typischen antioxidativen Enzymen Superoxid-
Dismutase, Glutathion-Peroxidase und Katalase durch die Abwesenheit von eng gebundenen
Metallionen und prosthetischen Grupp@®ahlfs und Becker, 2001yie sie nicht fur ihre
Funktion bendétigen. Sie sind in der Lage, Wasserstoffperoxid, Alkylhydroperoxide und
andere Peroxide zu zerlegen und verhindern somit, wie z. B. Katalasen und Glutathion-
Peroxidasen auch, die Bildung von Hydroxylradikalen. Sie besitzen ein redox-aktives
Cystein, Cys47. Unterteilt werden die Peroxidoxine in 1-Cys- und 2-Cys-Peroxidoxine,
abhangig von einem zweiten konservierten Cystein, dem Cystein 170. Die Nummerierung
basiert auf der Hefe Thioredoxin-Peroxidase (TPx), ebenfalls ein Peroxidoxin. Die beiden
Gruppen unterscheiden sich auch in der Sequenzumgebung des konservierten Cys47: 1-Cys
Peroxidoxine haben die Sequenz PVCT, 2-Cys Peroxidoxine die Sequenz FVCP. Da 1-Cys
Peroxidoxine auch in Gruppen der Archaebakterien gefunden wurden, geht man von einem
uralten Ursprung augMcGonigle et al., 1998)2-Cys Peroxidoxine wurden bisher nicht in
diesen Organismen gefunden. Haufig werden Thiole zur Funktion benétigt. Peroxidoxine
gehoéren zu den haufigsten Proteinen einer Zelle und sind an unterschiedlichsten Stellen
innerhalb der Zelle lokalisiert.

In einigen parasitaren Organismen ist zwar die Superoxid-Dismutase vorhanden, jedoch sind
Glutathion-Peroxidase und/oder Katalase nicht zu finden. Deshalb eignen sich die
Peroxidoxine auch als Kanditaten, die diese Funktionen, gerade auch die Detoxifizierung von
Wasserstoffperoxid, ibernehmen kénnten.

Dass das Ausschalten des Katalase-Gerls gondiisich fur das Uberleben des Parasiten in

der Zellkultur nicht merklich auswirkte, kann einerseits daran liegen, dass die verwendeten
Wirtszellen, namentlich HFF- und Vero-Zellen, keinen oder nur wenig oxidativen Stress
verursachen, andererseits, dass ein/mehrere andere/s Enzym/e diese Funktion Gbernimmt/-
nehmen. Eventuell treffen auch beide Varianten zu.

Zwei Peroxidoxine ein 1-Cys Peroxidoxirund ein2-Cys PeroxidoxirausT. gondiiwurden

kloniert.
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4.2.1 Identifizierung zweierT. gondii Peroxidoxine

4.2.1.1AlignmentdesToxoplasma gondiR-Cys Peroxidoxins

Die Sequenz de&-Cys Peroxidoxingn dieser Doktorarbeit aBxnlbezeichnet, befand sich
bereits in der Datenbankccession NumbeAF305718. Die vorhandene Information wurde
benutzt, um mit deprimern cz 1539 und cz 1540 auf genomische RH DNA E=sl zu
amplifizieren und nach dem Klonieren zu sequenzieren. Die Sequenz enthielt keine Introns,
und die abgeleitete Proteinsequenz wurde in eir@ignment (nach Jotun-Hein) mit

typischen 2-Cys Peroxidoxinen aus anderen Organismen zu vergleichen.
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Abb. 4.28 Alignment eines 2-Cys Peroxidoxins ats gondii (Accession numbeAF305718) mit
diversen 2-Cys Peroxidoxinen: Salmonella typhimuriurd05478), RNRattus norvegicugu06099),

Pf Plasmodium falciparunfAF294426) und BnBrugia malayi(U34251). Mit * sind die Cys47 und
Cys170 markiert. Das einzelne umrandete G, Aminosaure Nr. 104, ist eine Abweichung von der in der
Datenbank beschriebenen Sequenz, bei der sich an dieser Stelle ein Cystein befinden sollTBei dem
gondii 2-Cys Peroxidoxin handelt es sich um einen typischen Vertreter seiner Gruppe, deutlich auch
zu sehen an der Sequenz ,FVCP*,

Erst mit der Veroffentlichung des Protei(fSon et al., 20013tellte sich heraus, dass das

gondii Pxnl (hier 178 Aminosauren) N-terminal weitere 18 Aminosauren besitzen muss.
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4.2.1.2 Ermittlung der Sequenz eines. gondii 1-Cys Peroxidoxins

In der T. gondii EST-Datenbank wurde eine Reihe uberlappender ESTs gefunden, deren
Sequenz Ahnlichkeit mitl-Cys Peroxidoxinenzeigten (W06115, W63470, AA519386,
AA520160, AA520491). Diese ESTs wurden zu einer Sequenz zusammengefigt, und die
primer cz1517 und Oligo 671 verwendet, um das Gen mittels RT-PCR. gaindiiRH RNA
herauszuamplifizieren. Es erfolgte dann die Klonierung in T@®RO TA Cloningl-Vektor

und eine anschlieRende Sequenzierung. Auch wurde, um das 5-Ende zu erhalten, eine 5'-
RACE mit dem5-RACE System for Rapid Amplification of cDNA Endersion 2.0, von

Gibco, durchgefuhrt. Es resultierten 5 Banden mit unterschiedlichen Grof3en, die aus einem
Agarosegel eluiert und in demOPO TA Cloningl-Vektor kloniert wurden. Bei der
Sequenzierung zeigte jedoch keine der Banden AhnlichkeRenixidoxinenso dass das 5'-

Ende noch nicht bestéatigt ist. Anhand des Proédignmentsmit verschiedenen anderen 1-

Cys Peroxidoxinen lasst sich vermuten, dass es sich um das richtige Methionin handelt,
dennoch ist nicht auszuschlie3en, dass das Protein N-terminal etwas langer ist. Auch wurde
eine PCR auf genomische Prugniaud DNA gemacht, mitpdemern cz1517 und cz1544.
Dieses Fragment wurde in den TOPO TA Clomingektor kloniert und sequenziert. Das

Gen besteht aus 4 Exons und 3 Introns.

A
i i E3 E4

B

Exon (E)/Intron (1) Nr. Erstreckt sich von bp bis bp Lange bp
El 1-111 111
11 112-648 537
E2 649-777 129
12 778-1246 469
E3 1247-1504 258
13 1505-1797 293
E4 1798-1974 177

Abb.4.29 A Schematische Darstellung der Exon/Intron Regionen ld€ys Peroxidoxingus T.
gondii, im MaRstab; ,E* steht hier fur Exon, symbolisiert durch schwarze Rechtecke, welche durch die Intron-

Regionen, die durch schwarze Langs-Striche dargestellt werden, getrennB siaigt die tabellarische
Ubersicht Uber die GroRRe der Exons/Introns bzw. wo sie sich erstrecken.
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4.2.1.3 Alignment deslToxoplasma gondiiLl-Cys Peroxidoxins

Die abgeleitete Protein-Sequenz de€ys Peroxidoxinsin dieser Doktorarbeit alBxn2
bezeichnet (AF397213), wurde verwendet, um sie in einem Praligmment(nach Jotun-

Hein) mit typischen 1-Cys Peroxidoxinen aus anderen Organismen zu vergleichen.
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Abb. 4.30 Alignment eines 1-Cys Peroxidoxins (224 Aminosauren) Rugondii Tg (Accession
numberAF397213) mit diversen 1-Cys Peroxidoxinen:FPismodium falciparuniBAA78369), Ssp
Sulfolobus sgfu36479), ScSaccharomyces cerevisigP_009489), Hslomo sapien$D14662), Os
Oryzasativa (D63917) und RRattus norvegicu$AAB66341). Mit * ist das Cys-47 markiert. Bei
demT. gondiil-Cys Peroxidoxin handelt es sich um einen typischen Vertreter seiner Gruppe, deutlich
auch zu sehen an der Sequenz ,PVCT“. Die Aminosauren, die fur die Peptid-Immunisierung
verwendet wurden, sind kursiv und unterstrichen (Abschnitt 4.2.2.3).
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4.2.2 Klonierung zweierT. gondii Peroxidoxine in einenT. gondii Expressionsvektor

Die beiden Proteine Pxnl und Pxn2 sollten in der Zelle lokalisiert werden. Deshalb wurden
Zelllinien hergestellt, die rekombinantes Pxnl bzw. Pxn2 exprimieren. Hierzu Rurde

wie schon unter 4.2.1.1 beschrieben, mit dgmern cz1539 und ¢z1540 auf genomische RH
DNA via PCR amplifiziert. Das Fragment war rgitoR| undPst verdaut worden und wurde

in den mit den EnzymenEcoRl und Nsil verdauten und gereinigten Vektor
pTUB8MycGFPPf.myotailTy-1HX kloniert, aus dem nun das rag-dasGFP und PfM-A

tail herausgeschnitten war (dieser Vektor ist eine Abédnderung des in Abb. 4.16 beschriebenen
Vektors pTUB8MycGFPPfMtail). Anschlie3end erfolgte die unter 4.2.1.1 schon erwédhnte
Sequenzierung voRxnl

Nachdem die Sequenz fur ddsn2 ermittelt worden war, wurde es mittels RT-PCR mit RNA
des RH Stammes und d@nimern cz1603 und cz1604 amplifiziert, das Fragment Vil

und Nsil geschnitten und in den schon erwéhnten, BubRI/Pst geschnittenen Vektor
pTUB8MycGFPpf.myotailTy-1HX kloniert.

PxnlundPxn2stehen in dem Vektor unter der Kontrolle des Promotors TUB8 und besitzen
C-terminal ein Ty-ltag Wenn im folgenden in dieser Arbeit vom T3g die Rede ist, ist
immer das Ty-ltag (Bastin et al., 1996pemeint, was der Vereinfachung der Bezeichnung

der Klone dient.

EcoRl| Frre T | Bl
At | Prrt2 cOMA | Fuisil
Y
EcoRl Nl Pstl Nsil FPacl fofl Sadl Sacl
[l | A
GFF |
TUBE Mys [ Pi-Atai Ty SAGT OHERTS 3-UTH DHERTS Pro
'I.\l F-UTR mioior + 5-LUTH
EcoRl & GFP | Nsd
i o FRA-Atai!

Abb. 4.31 Die beiden Fragmenteéxnl und Pxn2 wurden in den miEcoRl und Nsil geschnittenen
Vektor pTUB8MycGFPPf.myotailTy-1HX kloniert und besitzen somit ein C-terminaletad.ybas
Konstrukt steht unter der Kontrolle des Promotors TUBS; aul3erdem besitzt der Vektor das HXGPRT-
Gen. Die resultierenden Vektoren wurden pit#D1234 (obengenannter Vektor Bxnl-Insert) bzw.
pHD1264 (obengenannter VektorPxn2Insert) bezeichnet (siehe auch Abb. 4.16).
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4.2.2.1 Herstellung von Zelllinien, die rekombinantes Pxnl bzw. Pxn2 exprimieren

Toxoplasmen des RH Stammes, dprf, ca. 5x10 Zellen, wurden mit dem Vektor
pHD1234 (Pxnl) bzw. pHD1264 (Pxn2) transfiziert.

Mit dem Vektor pHD 1234 wurden auch Parasiten der Zelllinie RHKatko (ca. Zelén),

die keine Katalase mehr exprimiert, transfiziert. DiehRgprt Parasiten wurden mit 1GQy

Sad linearisiertem Vektor pHD1234 transfiziert und mittels Mycophenolsdure und Xanthin
selektioniert. DieKatalase knock ouZelllinie RHKatko, in der schon die Integration des
knock outKonstruktes pHD1055 mittels Mycophenolsaure und Xanthin bewirkt worden war,
und die schon HXGPRT-Gen-positiv ist, wurde mit 1Q0Q des Vektors pHD1234,
geschnitten miSadl, transfiziert. Zusatzlich wurden in den Transfektionsansatp@@es
Vektors pTUBS8/CAT (linearisiert mitBanmHI) gegeben, selektioniert wurde dann mit
Chloramphenicol, da dieser Vektor fir eine Chloramphenicolacetyltransferase kodiert. Auch
wurde REMI Restriction Enzyme Mediated |Integration) durchgefuhrt, der
Transfektionsansatz enthielt 10@itsBantlI.

Fur die Transfektion von Ritkgprt Parasiten mit dem Vektor pHD1264 wurden j@gSad
linearisierter Vektor pHD1264 verwendet.

Durch Selektion und anschlieRende limitierende Verdinnung wurden mit allen drei
Transfektionen positive Klone erhalten, wie durch Immunfluoreszenzanalyse mit dem Anti-
Ty-tag Antikorper bestatigt werden konnte (s. Abb. 4.34 A und B). Als schwieriger erwies es
sich allerdings, die aus der Transfektion mit dem Vektor pHD1234 erhaltenen Klone im
Western Blotauf das Vorhandensein der rekombinanten Proteine zu untersuchen. Erst unter

Verwendung von Ripa-Lysat wurden g\teestern BloErgebnisse erzielt.
4.2.2.2Western BlotAnalyse der rekombinanten Peroxidoxine

Die unter 4.2.2.1 genannten Zelllinien wurden geerntet und mit Ripa-Lysat versetzt, um sie
im Western Blotauf das Vorhandensein der rekombinaten Peroxidoxine zu untersuchen,
hierfir wurden die Proteine mittels des tags am C-Terminus, d.h. mit dem Anti-Togg
Antikorper, detektiert. Es wurden jeweils 3>‘?1De|len/Spur auf ein 15 %-iges SDS-Gel
geladen. Als positive Kontrolle standen RH-Toxoplasmen von M. Reil3, AG Soldati, zur
Verfigung, die das rekombinante Protein MIC6Ty exprimig¢rReiss et al., 2001Hiervon
wurden 1x162ellen/Spur aufgetragen. Als negative Kontrolle dienterh®jgrt Parasiten.
Interne Bezeichnung fur die Zelllinien: RHPxn1Ty: Rigprt Parasiten, die mit pHD1234

tranfiziert worden waren (und PxnlTy exprimieren), RHPxn2Tyh®dirt Parasiten, die
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mit pHD1264 tranfiziert worden waren bzw. RHKatkoPxnlTy: RHKatko Klon, der mit
pHD1234 transfiziert worden war.

Die beiden erstgenannten Zelllinien sowie iXgprt Parasiten (negative Kontrolle) wurden

auch noch derfreeze and thawMethode unterzogen, um die Parasiten mechanisch
aufzubrechen (die Pellets waren in PBS + Proteaseinhibitoren aufgenommen worden). Durch
die anschlieBende Ultrazentrifugation erhielt man eine l6sliche (S) und eine verbleibende
Membranfraktion (P). Die Analyse erfolgt in einéiestern BlatUnter der theoretischen
Annahme, dass sich in beiden Fraktionen Proteine identischer Parasitenzahlen befinden,
wurden ca. 3x10 Zellen/Spur auf ein 15 %-iges SDS-Gel geladen. Die Detektion erfolgte
mittels des Anti-Tytag Antikdrpers (1:1000).

Die nicht-getaggten (endogenen) Proteine Pxnl und Pxn2 haben ein vorhergesagtes
Molekulargewicht von 19,972 kDa bzw. 24,461 kDa sowie einen IEP von 7,4 und 6,4,
respektive.
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Abb. 4.32 A Analyse der Ripa-Lysate diverser Zelllinien: kon: RHMIC6Ty; wt: iRgprt Parasiten;
Pxnl1Ty wt: Klon RHPxn1Ty; PxnlTy k.o.: Klon RHKatkoPxnl1Ty; Pxn2Ty wt: Klon RHPxnBl'y.
Western Blomit denfreeze and thaviProben: S Uberstand, P Pellet. Pxn1Ty: RHPxn1Ty, Pxn2Ty:
RHPxn2Ty Extrakt.C wie B, mit héherer Expositionszeit, um das Vorhanden sein von PxnlTy zu
verdeutlichen. Marker: 10 kDRrotein ladder(A, links) bzw. dieBenchmarkProtein ladder(B, links)

und die BENCHMARKI PrestainedProtein ladder(A und B rechts).

Das Kontrollprotein MIC6Ty wurde erwartungsgemalf detektiert. Die Grol3en der detektierten

Proteine Pxnl1Ty bzw. Pxn2Ty (inklusit&g) entsprechen den vorhergesagten GréRRen fur die
endogenen Proteine.
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Mit demKlon RHPxn1Ty ist nur ein schwaches Signal\astern Blo{A) zu sehen; zwei
Banden sind deutlich mit Klon RHPxn2Ty zu sehen. Im Lysat des Klons RHKatkoPxnl1Ty
wird das rekombinante Protein nicht (mehr) detektiert. In der fur die Entdeckung positiver
Klone durchgefihrten Immunfluoreszenzanalyse mit dem Antia@yAntikdrper waren
sowohl mit Klon RHPxn1Ty (siehe auch Abb.4.34 A) als auch mit Klon RHKatkoPxnl1Ty
(nicht gezeigt) starke Signale detektiert worden. Ein saubéestern Blogelang erst einige

Zeit spater, das PxnlTy des Klons RHKatkoPxnlTy war dann weder in der
Immunfluoreszenzanalyse noch Miestern Blotdetektierbar. Die fir die Selektion nétig
gewesene Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) war jedoch noch durch ein polyklonales
Anti-CAT Serum nachweisbar, der Klon schien nicht vertauscht zu sein. Eventuell wurde die
Expression des PxnlTy Proteins herunterreguliert. Das PxnlTy des Klons RHPxnl1lTy war
nach einiger Zeit in der Immunfluoreszenzanalyse nur noch schwach detektieésiern

Blot wurde ebenfalls ein schwaches Signal erhalten im Vergleich zum Pxn2Ty des Klons
RHPxn2Ty. Eventuell war die Expression ebenfalls herrunterreguliert worden.

Sowohl das Pxnl1Ty aus Klon RHPxnlTy als auch das Pxn2Ty aus Klon RHPxn2Ty sind
nach Aufbruch und anschlieBender Ultrazentrifugation in der Pellet wie auch in der
Uberstand-Fraktion (B) und (C). Die zweite Bande bei ca. 68 kDa bei Pxn2Ty, die auch im
Ripa-Lysat detektiert wurde (A) ist nur in der Uberstandfraktion zu finden. Sie reprasentiert
wahrscheinlich ein Dimer, wie es auch mit dem Reis 1-Cys Peroxidoxin der Raleéset

al., 2000) obwonhl es sich hier um reduzierende SDS-Gele handelt.

4.2.2.3 Herstellung polyklonaler Antikdrper gegen dag. gondii Pxn2 undWestern Blot
Analyse der Seren

Gegen dasT. gondii Pxn2 wurden Antikorper in Kaninchen hergestellt. Die gesamte
Immunisierung inklusive der Peptidherstellung wurde von der Firma EUROGENTEC
durchgefiihrt. Die Lage des Peptides ist aignment Abb.4.30, zu sehen. Die Kopplung
erfolgte wieder an KLH. Zwei Kaninchen wurden immunisiert (interne Bezeichnung #1128
bzw. #1129, die auch fur die Antiseren verwendet wird), und es stehen derzeit die Seren, die
nach dem zweitenboost genommen wurden, zur Verfigung. Diese wurden in
unterschiedlichen Verdiinnungen WWestern Blotauf ihre Spezifitat getestet. Je Spur wurden
3x10 Zellen (RHhxgprt) geladen; nach derBlotten wurden die einzelnen Spuren mit
verschiedenen Verdinnungen des Praimmunserums und des Serums inkubiert.

Des weiteren wurde d@&lot, auf den didreeze and thawroben nach der Ultrazentrifugation
aufgetragen worden waren (s. Abb.4.32 B) gestrippt und mit dem Serum #1129 inkubiert, das

im Western Bloeine Bande der richtigen Gro3e detektiert hatte.
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Abb. 4.33A Hydrophilicity Plot nach Kyte-Doolittle, um immungene Regionen von Pxn2 zu finden.

B Western Bloimit den Seren der Kaninchen #1128 und #1129 gegef.dgendii Pxn2. Getestet
wurden sowohl die Praimmunseren, 1:100 bzw. 1:500 verdinnt, sowie die Seren, die nach dem
zweitenboostgenommen worden waren, 1:250 bzw. 1:750 verdih@estripptetWestern Bloaus

der Abb. 4.32 B, der mit dem Serum #1129, 1:750 verdinnt, inkubiert wurde. MBgrehmark
Protein ladderB und C) bzw. BENCHMARKI PrestainedProtein ladder(C).

Die Praimmunseren detektieren nichts spezifisch, wohingegen die Seren #1128 und #1129
spezifisch eine Bande auf der Hohe von ca. 25 kDa erkennen, was der erwarteten Grof3e von
24,461 kDa sehr nahe kommt (B).

In C handelt es sich bei der mit Pxn2Ty bezeichneten Spur um den Klon, der das
rekombinante Pxn2Ty (RHPxn2Ty) exprimiert, deshalb wird hier vom Serum auch noch eine
zweite, etwas gréfRere Bande detektiert. Dass das Signal relativ schwach im Vergleich zu Abb.
4.32 B ausfallt, liegt wahrscheinlich daran, dass der AntiaByAntikorper monoklonal ist

und effizienter sein Epitop erkennt. Die ,Dimer-Bande” ist hier nicht zu sehen. Da keine
weiteren Banden in der mit PxnlTy bezeichneten Spur zu erkennen sind, scheint das Serum

nicht dasT. gondiiPxnl zu erkennen.

4.2.2.4 (Doppel-) Immunfluoreszenzanalysen auf die PxnTy exprimierenden Zelllininien
und den Wildtyp mit verschiedenen Seren und Antikérpern

Die PxnTy exprimierenden Zelllinien, RHPxn1Ty bzw. RHPxn2Ty wurden in der (Doppel-)
Immunfluoreszenzanalyse mit dem Anti-Ty-Antikorper auf das Vorhandensein und die
Lokalisation von Pxnl1Ty und Pxn2Ty getestet. Auf3erdem wurde eine IFA mit RH Parasiten
(RHhxgprt) durchgefiihrt, um die gegen da&s gondii Pxn2 gerichteten Seren #1128 und

#1129 auf ihre Funktionalitat hin zu testen und das endogene Pxn2 zu lokaliseren.

1D
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Abb. 4.34 HFF-Zellen wurden mit den Zelllinien RHPxn1Ty, RHPxn2Ty bzw.hRéprt infiziert
und mit 4% Paraformaldehyd/0,05% Glutaraldehyd fixiert. Verdiinnungen der Seren: #85 (nicht
gereinigt), MLC und #1129 1:500, Anti-Ttgg Antikorper 1:2500A zeigt die Zelllinie RHPxn1Ty,
die sowohl mit dem Anti-Tyag Antikérper (b) als auch mit Serum #85T.( gondii Katalase,
zytosolisch)(c) inkubiert worden warB Die Zelllinie RHPxn2Ty, die sowohl mit dem Anti-Tegg
Antikorper (b) als auch mit dem AnfF. gonditMLC (Myosin Light Chain, lokalisiert an der
Plasmamembran voh gondi) Serum(c) inkubiert worden warC a-c zeigt RHhxgprt Parasiten, die
mit dem AntiT. gondiiPxn2 Serum #1129 inkubiert worden war@h b zeigt die Kernfarbung mit
DAPI, zu sehen ist auRerdem der Kern einer Wirtszelle.

d-g zeigt die Zelllinie RHPxn2Ty, die sowohl mit Anti-Tigg Antikdrper (e) als auch mit Serum
#1129(f) inkubiert wurdeyg) zeigt die Uberlagerung. (Serum #1128 ergab ein identisches Bild).
Sek. Antikdrper: Alexa 594-konjugierter ZiegeMaus-Ak (rot) bzw. Alexa 488-konjugierter Ziege-
o-Kaninchen-Ak (gran).

Ko Xa |
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Das rekombinantd. gondiiPxnlTy zeigt eine zytosolische Lokalisation (allerdings zeigten
die Parasiten nach einiger Zeit in der Zellkultur ein reduziertes Signal in der IFA, es handelt
sich hier um eine der ersten Aufnahmen), was, im Laufe dieser Doktorarbeit, auch von einer
anderen Gruppe mit Antikbrpern gegen das endogene Protein gezeigt (Bordest al.,

2001) Es handelte sich um die selbe Gruppe, die die Sequenz (ohne die N-terminalen 18
Aminsauren) in die Datenbank gestellt hatte. Diese 18 Aminosduren scheinen also keine
Signalsequenzen zu enthalten.

Die Lokalisation des rekombinantdn gondiiPxn2Ty im Klon RHPxn2Ty mit dem Anti-Ty-

tag Antikorper scheint sowohl zytosolisch als auch an der Plasma- oder Alveorlarmembran zu
sein.

Allerdings zeigt sich unter Verwendung des Serums #1129 eine zytolische Farbung, wenn
auch einige heller leuchtende Stellen an der Plasma- oder Alveolarmembran zu erahnen sind.
Verwendet man sowohl den Anti-Tgg Antikdrper als auch Serum #1129 in einer
Doppelimmunfluoreszenz mit der Zelllinie RHPxn2Ty, so ist wiederum sowohl eine
zytosolische als auch eine leichte Plasma- oder Alveolarmembranlokalisation zu sehen.

Wie auch schon aus dé/estern BleAnalyse (s. Abb. 4.32/4.33) zu entnehmen ist, scheint
der (monoklonale) Anti-Tytag Antikérper das rekombinante Protein ungleich besser zu
detektieren als das polyklonale Serum # 1129, was in der Bandenintensitat deutlich wird. Das
Vorhandensein von grol3en Mengen an Pxn2Ty in der Pelletfraktionfregze + thawund
anschlieRender Ultrazentrifugation konnte einerseits an einer Uberexpression des Proteins und
Aggregatbildung liegen, (Abb. 4.32 B) andererseits an einer Assoziation mit der Membran.
Allerdings wird weitaus weniger Protein in der Pellet-Fraktion detektiert, wenn man das
Serum #1129 verwendet (Abb. 4.33 B)

Dass das Serum #1129 mit Wildtyp-Zellen in der Immunfluoreszenzanalyse eine zytosolische
Verteilung des Proteins, mit der Zelllinie RHPxn2Ty jedoch eventuell auch eine Plasma- oder
Alveolarmembranlokalisation vermuten lasst, mag daran liegen, dass durch das zusatzlich
vorhandene, rekombinante Pxn2Ty das Membran-Signal derart verstarkt wird, dass es
deutlich sichtbar ist. Eventuell begtnstigt dastdy-auch eine Konformation des Proteins,
welche es besser detektierbar (an der Membran) flr das Serum #1129 macht. Die Detektion
des Proteins an unterschiedlichen Stellen der Zelle kénnte auch mit dem
Oligomerisierungszustand des Proteins zusammenhangen. Zu betonen bleibt jedoch, dass es
sich bei den Seren #1128 und #1129 noch nicht um die endgultigen Seren handelt. Die
Spezifitdt kann sich also noch &ndern und lasst auf ein klareres Bild Uber die Lokalisation

dieses Proteins und die damit verbundene Funktion hoffen.
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5. Diskussion

Toxoplasma gondiiist ein eukaryontischer, intrazellularer Parasit. Es ist deshalb bei
wissenschaftlichen Fragestellungen von Interesse, die Unterschiede zwischen Wirt und
Pathogen zu ermitteln. Bis zum Beginn dieser Doktorarbeit gab es noch keine Hinweise flur
microbodiesin nahezu allen Eukaryonten vorkommende OrganéWéaterham und Cregg,
1997) im Stamm Apicomplexa. In anderen niederen Eukaryonten, wie den Trypanosomen,
die ebenfalls einzellige Parasiten sind, ist eine besondere Amioobodiesvorhanden, die
sogenannten Glykosomehtlicrobodieswaren also schon friih in der Eukaryontenevolution

ein wichtiger Bestandteil der Zelle, und ihre Funktion hangt wohl auch mit dem Auftreten
molekularen Sauerstoffs in der Friihzeit der Evolution zusammen. Dennoch ist bis heute die
Notwendigkeit fur ein solches Organell und die damit einhergehende Kompartimentierung
nicht vollig klar: Die in den Peroxisomen vorkommenden Enzyme sind teilweise auch im
Zytosol funktionell, was eine Mutante voR. polymorpha beweist, die auch ohne
Peroxisomen lebensfahig {stan der Klei und Veenhuis, 19972udem wurden aufgrund des
unterschiedlichen Proteininhalts und der damit verbundenen metabolischen Unters@mede
den Bosch et al, 1992)ie Mitglieder der microbodies lange nicht als eine
zusammengehorende Gruppe identifiziert. Die Wichtigkeit dieses Organelles manifestiert sich
beim Menschen z. B. durch einige genetische Funktionsstdérungen, die die Peroxisomen
betreffen(Moser et al., 1991)

Peroxisomen gehdren zur Gruppe dacrobodies und ihr Markerenzym ist die Katalase.

Das EST-SequenzierprojekEXpressedSequenceTags) (Ajioka et al., 1998)in T. gondii
generierte ca. 10 000 Sequenzen. Durch Homologiesuche wurde ein Gen gefunden, dessen
abgeleitete Proteinsequenz Ahnlichkeit mit Katalase hatte. Nach Vorarbeiten in meiner
Diplomarbeit stand ein&atalaseDNA-Sonde zur Verfliigung, die im Labor von J. Ajioka
(Department of Pathology, Cambridge, UK) fur daseeningeiner Toxoplasma Cosmid-
Bank, die genomische DNA des RH Stammes enthélt, verwendet wurde. Fiunf mutmalflich
positive Klone wurden uns zugeschickt. Mit Hilfe der gondiiKatalase sollte festgestellt
werden, ob der Parasit im Besitz von Peroxisomen ist. Zugleich stellt die Katalase auch ein
wichtiges antioxidatives Enzym dar, dessen Bedeutung erst in jingster Zeit wieder reges
Interesse geweckt hat, nicht zuletzt wegen moglicher Zusammenhange von pathogenen
Zustdnden, wie z. B. Krebs, Diabetes, und dem Altern mit dem Auftreten von oxidativem
Stress(DelLuca et al., 1995; Feuers et al., 19®88%her ist relativ wenig dariber bekannt, wie

qQ N



Diskussion

T. gondii mit oxidativen Stresssituationen, die sowohl vom eigenen Metabolismus als auch
vom Immunsystem des Wirtes herrihren koénnen, fertig wird. Mit der funktionellen
Charakterisierung der Katalase sollte auf diese Aspekte naher eingegangen werden.

5.1 Funktionelle Charakterisierung einer Katalase aug oxoplasma gondii

5.1.1 Ermittlung der T. gondii KatalaseSequenz

Die Sequenz deKatalase wurde mittelsprimer walking ermittelt, das abgeleitete Protein
entsprach ldngenmalig anderen typischen Katalasen. Der C-Terminus endet mit dem
Tripeptid —AKM, welches dem PTS1 Konsensus-Signal entspricht: Dem Konsensus fir das
Ur-PTS1 Signal —SKL entspricht ein C-terminales Tripeptid dann, wenn es folgende Kriterien
erfullt: Eine kleine Aminosaure an drittletzter Stelle, es ist also anstelle eines Serins auch ein
Alanin oder ein Cystein mdglich; eine basische Aminosaure an vorletzter Stelle, statt dem
Lysin konnen hier Arginin oder ein Histidin sein; und am C-Terminus eine hydrophobe
Aminosaure, das Leucin kann durch éitethionin ersetzt werder{Mullen et al., 1997,
Purdue et al., 1996)ks sind prinzipiell auch weitere Permutationen dieses konservierten
Signals madglich, haufig sind dann aber zusatzliche, weiter stromaufwarts liegende Sequenzen
notig (Mullen et al., 1997; Mullen et al., 1997; Purdue et al., 198& Toxoplasma gondii
Katalase besitzt nicht das in Pflanzenkatalasen meist beobachtete zweite konservierte PTS1
Signal (-SRL, —SHL) neun Aminosauren vom Carboxy-Terminus entfbtalien et al.,

1997) siehe auch Abb. 4.4, Katalaakgnmentmit N. tabacum Das Vorhandensein eines
rudimentéren Chloroplasten in diesem Parasiten schliefl3t auch den Erwerb der Katalase durch
horizontalen Gen-Transfer nicht aus, ein Vorgang, der in der Natur méglich zu sein scheint
(Klotz et al., 1997)Die in der Datenbank von einer Grinal@hlamydomonas reinhardtii
vorhandene Katalase-Sequeradession numbeY13220) weist, ebenso wie die meisten
Pflanzen-Katalasen auch ein zweites konserviertes PTS1 Signal auf: —AKL.

Die Sequenz —AKM wurde in Importstudien, bei denen das Tripeptid an ein Reporterprotein,
die Chloramphenicolacetyltransferase, gekoppelt w¢g¥enkels et al., 1992)untersucht,

und lokalisierte in CV1-Zellen sowohl in den Peroxisomen als auch im Zytosol.

Weitere Merkmale, die an Abb. 4.4 abzuleiten sind: Es handelt sich bei glendii Katalase
um eine typische Katalase, und sowohl die Sequenz an sich als a®butiezrn BlofAbb.
4.3 B) zeigen, dass es sich nicht um eine Verunreinigung mit Wirtszellen DNA gehandelt hat.
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Die abgeleitete Proteinsequenz der dugondiiklonierten Katalase wie auch die anderen

fur den Sequenzvergleich verwendeten Katalasen, besitzen die sogenanntecs&en- (
Region (Klotz et al., 1997) die beiS. cerevisiaeKatalase A von Aminosaure 70 bis 460
(Zamocky und Koller, 1999%eicht und circa 390 Aminosauren umfasst. Deutlich zu sehen ist
auch die Divergenz der Sequenzen am N- und besonders am C-Terminus.

Die von von Ossowsket al beschriebene Konsensus-Sequenz, die sogenaative site
Sequenz, ist ebenfalls vorhandéron Ossowski et al., 1993¥les weiteren die proximale
Ham-Liganden Konsensus-Sequenz.

Dass es sich bei dieser Katalase um ein tetrameres Enzym handelt, wurde von Angelika
Herm-Gotz, Arbeitsgruppe Soldati, durch einen nativen Lyseaufschluf3 und anschliel3ender
Ultrazentrifugation gezeigt. Die Fraktionen auf einéiestern Blotmit Anti-T. gondit
Katalase Antikorper zeigten, dass diE. gondii Katalase aus Tetrameren besteht
(Molekulargewicht zwischen 250 und 255 kDa).

Typische Katalasen kénnen durch den Inhibitor 3-Amino-1,2,4-triazol gehemmt werden, was
am am distalen Liganden des Ham-Eisens, HistidirS/@érevisiagliegt, welches auch in.

gondii als Histidin 64 vohanden ist; es markiert das Ende des N-terminalen Arms typischer
Ham-Katalasen. Es erlaubt das richtige Binden und Reduzieren eines Peroxidmolekuls; AT
bindet kovalent an dieses Histidin. Kaasch und Joiner, die an der gleichen Katalase arbeiteten,
konnten zeigen dass die gondii Katalase durch AT inhibierbar igKaasch und Joiner,
2000)

Wichtige Aminoséauren,die den konservierten Hohlraum bilden in dem sich die prosthetische
Gruppe, das Ham, verbirgfamocky und Koller, 1999)sind in derT. gondii Katalase
vorhanden.

Daruber hinaus besitzt die gondiiKatalase die nétigen Aminosauren, um fest NADPH zu
binden.

Die Sequenz, die Bindung von NADPH und die Bildung eines Tetramers lie3 auf die

Funktionalitat des Enzyms schliel3en.

5.1.2 Lokalisation derToxoplasma gondiKatalase in der Zelle

Die widerspruchlichen Ergebnisse mit vier verschiedenen Seren gegéngtindiiKatalase

in der indirekten Immunfluoreszenzanalyse konnten durch die Aufreinigung mit den
jeweiligen Peptiden nicht aufgeldst werden, und die gereinigten Seren wirkten in der
Immunfluoreszenzanalyse irrefihrend: Wie schon vor der Aufreinigung reagierten alle vier
Seren identisch imWestern Blot(Abb. 4.7 und 4.11), jedoch unterschiedlich in der
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Immunfluoreszenzanalyse. Selbst ein natWstern Blo{Abb. 4.13), der eher die Situation

in der Immunfluoreszenzanalyse widerspiegeln sollte, zeigte mit den vier Seren das selbe
Bandenmuster und keine zusatzlich detektierten Proteine. Dass eine Katalase in einem
Apicoplasten residiert, welcher eine der apikalen Strukturen darstellte (Abb 4.8 und 4.12 C)
schien unwahrscheinlich. Es gibt zwar ein Beispiel in Spinat, wo eine Katalase in
Photosystem Il Membranen detektiert wu(&eptovitsky und Brudvig, 1996nd bei der es

sich tatsachlich um eine typische Katalase zu handeln scheint, sie bildet jedoch Dimere
(Zamocky und Koller, 1999Fin weiteres Problem dieser Lokalisation war, dass Proteine, die
vom Kern kodiert werden und im Apicoplasten lokalisieren, ein zweigeteiltes N-terminales
Signal besitzen missen, um zu diesem Organell zu finden: Ein Signal fur den sekretorischen
Weg sowie, darauf folgend, ein Chloroplasten-Sidiéller et al., 1998)dieses besondere
Signal basiert auf der Tatsache, dass der Apicoplast von vier Membranen umgg@aemast

et al., 1997) Die Toxoplasma gondiKatalase besitzt kein solches Signal an ihrem N-
Terminus. Eine weitere Moglichkeit ware gewesen, dass ein stromaufwarts liegendes Exon
fur diese Signalsequenz kodiert, und dass eine im Zytosol und eine im Apicoplasten
lokalisierte Katalase durch alternatives Spleil3en entsteherNarthern Blot sind jedoch

keine zwei MRNASs zu sehen, die Sonde erkennt nur ein einziges Transkript (s. Abb 4.5).

Es ist naturlich nicht vollig auszuschlie3en, dass noch ein weiteres Katalase-Gen existiert.
Allerdings detektierten Siblegt al durch einen Katalasassayim Gel ebenfalls nur eine
Katalase inl. gondii(Sibley et al., 1986)

Ein geeigneterer Kandidat fur ein Peroxisom schien deshalb die nicht mit dem Apicoplasten
identische, aber benachbarte Struktur zu sein, die mit einem der Seren detektiert wurde; die
Struktur dieser moglichen Peroxisomen war zwar ungewohnlich, da sie (Abb. 4.12 D) wie
aneinanderhangende Kiigelchen (perlschnurartig) wirkten, allerdings kénnen Peroxisomen
verschiedene Formen wie langliche Vesikel oder sogar die eines peroxisomalen Retikulums
annehmeifLazarow und Fujiki, 1985)Haufig kommen Peroxisomen in enger Nachbarschaft

zu Chloroplasten vor, dartber hinaus war diese Struktur bisher noch nicht beschrieben
worden und kolokalisierte nicht mit bereits beschriebenen Strukturen (Abb.4.14). Kaasch und
Joiner, die am selben Enzym arbeiteten, versuchten den Nachweis der Peroxisomen durch
cytochemische Elektronenmikroskopie, bei der mit Hilfe TegondiiKatalase das Substrat
3,3'-Diaminobenzidin (DAB) umgesetzt werden sollte, was zu einem Prazipita(ahdch

und Joiner, 2000)Die Autoren prasentieren ein Peroxisom mit dieser Methode, merken
jedoch an, dass es keinen Beweis fir Membranen gabe, da die Negativkontrastierung des

Praparates ausgelassen wurde, um die Detektion des DAB-Prazipitates zu erleichtern.

1D



Diskussion

DAB ist ein Substrat von Peroxidasen, es kann gleichzeitig verschiedene Organellen
markieren, die Peroxidase-Aktivitdt enthalten. Durch stringente Versuchsanordnungen kann
der Versuch so angelegt werden, dass nur die Katalase funktior{E&féini und Baumgart,

1999) Dass Kaasch und Joiner das Prazipitat auch in Mitochondrien mit dieser Methode
detektieren lasst darauf schlieen, dass der Ansatz nicht spezifisch fur Katalase war, und
konnte bedeuten, dass die als Peroxisom identifizierte Strilda@asch und Joiner, 2000pn

einer wie auch immer lokalisierten Peroxidase herruhrt. Versuche unsererseits, Peroxisomen
mittels Immun-Elektronenmikroskopie nachzuweisen, schlugen fehl, sowohl was das Serum
#84 (,Apicoplast®) als auch was Serum #96 (,mdgliches Peroxisom*) anbetrifft.

Die Fraktionierungen erbrachten schliel3lich mehr Klarheit: Die Katalase befindet sich nach
der Digitoninfraktionierung zum Grofteil im Uberstand und ist auch mit der Methode der
kruden Fraktionierung hauptséachlich in den zytosolischen Fraktionen lokalisiert.

Es stellte es sich erst nachtraglich heraus, dass das als Kontrolle verwendete Protein GRAS3,
Abb. 4.9 und 4.10, das fur die Intaktheit der Dichten Granula birgen sollte und als |6slich galt
(Ossorio et al.,, 1994)eine Transmembrandomane besitzt und deshalb als Kontrolle
ungeeignet ist. Allerdings kann dies nicht davon ablenken, dass die Katalase mit
verschiedenen Konzentrationen an Digitonin, die teilweise unter den fur Glykosomen
verwendeten lagen, immer im Uberstand war. Beide Fraktionierungen sind gangige Methoden
in Trypanosomamit denen diemicrobody Membran intakt bleiben sollte. Es miif3te sich
schon um eine sehr fragile Peroxisomenmembran handeln, wenn sie den Bedingungen mit

Digitonin nicht standhielte.

Nachdem die Fraktionierungen nahe gelegt hatten, dass die Katalase zytosolisch ist, wurden
Fusionsproteine mit putativen Peroxisomen-Signalsequenzen, namentlich PTS1, und GFP
hergestellt (Abb. 4.16). Es wurden drei verschiedene GFP-PTS1 Fusionsproteine hergestellt:
Zunachst GFP-AKM, was einem GFP mit dem Tripeptid am C-TerminusT dgondii
Katalase entspricht. Da héaufig weitere Sequenzen stromaufwarts fir ein effizientes Signal
notwendig sindBlattner et al., 1992; Mullen et al., 1997; Mullen et al., 1997; Purdue et al.,
1996) wurden die letzten zwolf C-terminalen Aminoséuren TegondiiKatalase an den C-
Terminus des GFP gehéangt. Um vollig sicher zu gehen, wurde ein GFP-SKL hergestellt, da
viele peroxisomale Proteine das effiziente SKL-Motiv tra@aminkels et al., 1992Alle drei
GFP-PTS1 Konstrukte erwiesen sich jedoch als zytosolisch, s. Abb. 4.17. Die zytosolische
Lokalisation konnte an der Uberexpression liegen, eine andere, logischere Erklarung wére,

dass das Signal —AKM ein ineffizientes Signal fir den Import in Peroxis¢keott et al.,
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2000; Swinkels et al., 1992n Toxoplasmadarstellt, obwohl es in den PTS1 Konsensus
hineinfallt.

Nun gibt es naturlich auch Beispiele mit ineffizientergetingzu den Peroxisomen trotz des
Tripeptides —SKL bzw. einer dem Konsensus entsprechenden Sequenz am C-Terminus
(Geisbrecht und Gould, 1999; Sacksteder et al., 199@} erklart allerdings nicht, weshalb
keines der GFP-PTS1 Konstrukte eine signifikante Uberlagerung mit der von Serum #96
detektierten Struktur zeigte.

Weitere Hinweise fur das Importpotential des Tripeptides —AKM kommen von Kaasch und
Joiner: Sie exprimierten das Reporterprotein Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) mit
dem und ohne das Tripeptid —AKM am C-Terminus transient in CHO-Ze(#inése
Hamster ovary cells des weiteren wurde di€. gondii Katalase transient in CHO Zellen
exprimiert, mit und ohne Tripeptid. Die Autoren berichten von einer zytosolischen, diffusen
Farbung der Zellen, wenn die Proteine kein Tripeptid am C-Terminus besalen, und
Lokalisation in distinkten Strukturen, die Peroxisomen &ahigigbiasch und Joiner, 20Q0)
Allerdings wurden keine Doppelimmunfluoreszenzen mit peroxisomalen Proteinen aus CHO-
Zellen durchgefuhrt, mit denen diese Lokalisation relativ zweifelsfrei als peroxisomal hatte
definiert werden kénnen. Es scheint zumindest so, als ob das Tripeptid —AKM notwendig und
ausreichend ist, um den Import von CAT in CHO-Zellen zu ermdglichen, und dass alilich die

gondii Katalase importiert wird.

Diskutabel sind drei Punkte:

Katalasen bilden Tetramere, Hinweise fir einen mdglichen Zusammenbau des funktionellen
Enzyms aus Monomeren im Zytosol werden diskutiBrtul et al., 1988; Middelkoop et al.,
1993; Yamamoto et al., 1988)ie Katalase in humanen Hautfibroblasten assembliert sich im
Zytosol zu Tetrameren und wird zum Peroxisom gebracht, wo das Tetramer wieder in
Monomere zerfallt und importiert wirMiddelkoop et al., 1993)Des weiteren wird Isocitrat
Lyase, die kein PTS1 mehr tragt, von Untereinheiten, die noch ihr PTS1 besitzen, durch
Oligomerisierung (sogenanntes ,Huckepack®) zu den Glyoxysomen transportiert und
entweder als Oligomer, oder, nach dem Zerlegen in Untereinheiten, als Monomer ins Organell
importiert (Lee et al., 1997)Es ist also durchaus mdglich, dass Heterotetramere zwischen
CHO-Zellen Katalase undl. gondiiKatalase entstanden sind, die den ImportTdegondii
Katalase, unabhangig von —AKM oder anderen Signalen, erméglicht hatten. Die endogene

CHO-Katalase muf3te ausgeschaltet werden, um Klarheit zu bekofRorelne et al., 1996)
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Der zweite Punkt ist, dass nicht alle Signale in afferobodyenthaltenden Zellen (gleich)
effizient sind: Es sind zwischen unterschiedlichen Organismen, oder Gruppen, wie Tieren,
Pflanzen, Pilzen und Trypanosmen starke Unterschiede in der Permissivitat der Signale
maoglich (Mullen et al., 1997)es ist deshalb denkbar, dass das Tripeptid —AKM zwar in
CHO-Zellen ausreichend ist, um ein Protein in die Peroxisomen zu transportieren, in
Toxoplasma gondjedoch nicht.

Drittens lassen die positiven Importergebnissen in CHO Zellen von Kaasch und Joiner,
zusammen mit den in dieser Doktorarbeit gewonnenen und bisher beschriebenen
Erkenntnissen aus Fluoreszenzanalysen, GFP-PTS1 Fusionsproteinen und Fraktionierungen in
T. gondii auch den Umkehrschluss zu Punkt zwei zu, namlich dass die Katalase in
Toxoplasma gondinicht in Peroxisomen lokalisiert, da sie in CHO-Zellen Peroxisomen

importiert wird, sich im Parasiten jedoch im Zytosol befindet.

Auch darf nicht vergessen werden, dass selbst Kaasch und Joiner viorgdadii Katalase
berichten, dass ein schwaches und diffuses Signal im Zytosol detektiert werden kann, welches
spezifisch is{Kaasch und Joiner, 200@)ie Autoren gehen davon aus, dass es sich um einen
zytosolischerpool des Proteins handelt. Das Hauptsignal kommt jedoch von einer anterior
vom Nukleus sich befindenden, perlschnurartigen Struktur, &hnelt der von uns mit Serum #96
detektierten apikalen Struktur und ist eventuell mit ihr identisch.

Die in dieser Doktorarbeit hergestellten polyklonalen AntgonditKatalase Seren wurden
durch Immunisierung von Kaninchen mit Peptiden hergestellt, Kaasch und Joiner
verwendeten ein GST-Katalase Fusionsprotein, d&S icoli exprimiert wurde und mit dem
ebenfalls Kaninchen immunisiert wurdéKaasch und Joiner, 2000Das GST-Katalase
Fusionsprotein enthielt nicht die gesanitegondii Katalase Sequenz, sondern nur den C-
terminalen Teil von Aminosaure 335-502. Zum Vergleich: Die in dieser Doktorarbeit
verwendeteten Peptide erstrecken sich von Aminosaure 399-414 (Peptid 2131) bzw. 423-34
(Peptid 2132). Die Auswahl an immunogenen Sequenzbereichen ist beschrankt (Abb.4.6),
und daher ist es nicht allzu verwunderlich, dass sowohl Kaasch und Joiner mit Anti-Protein
Antikdrpern als auch wir mit Anti-Peptid Antikdrpern mit einem der vier Seren &hnliche
Strukturen detektieren. Um Klarheit Uber die Lokalisation zu erhalten, wurdg. djendii

Katalaseausgeschaltet.
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5.1.3 Ausschalten de$. gondii Katalase-Gens

Um die Lokalisation der Katalase und ihre enzymatische Roll€. igondiizu ermitteln,

wurde dieKatalasedurch doppelt homologe Rekombination ausgeschaltet (s. Abb. 4.18). Fur
das Uberleben in der Kultur schien die Katalase nicht notwendig zu sein, da sich sowohl im
RH als auch im Prugniaud Stanitatalaseknock outklone erzeugen lie3en, Abb.4.19. Die
Immunfluoreszenzanalyse war erntichternd: Sowohl die mit Serum #84 als auch mit Serum
#96 (s. Abb.4.8 und 4.12) detektierten apikalen Strukturen waren in delkafataseknock

out Klon vorhanden, was auf eine Kreuzreaktion der Seren hinweist. Ebenso waren die
Verhdltnisse im Prugniaud Stamm. Damit wurde klar, dass die zytosolische, zellzyklus-
abhéngig exprimierte Farbung spezifisch sein muss; diese war jedoch nach dem
Aufreinigungsprozess mit keinem der vier Seren in der Immunfluoreszenzanalyse zu sehen,
obwohl das Protein im (nativeWyestern Blothoch detektiert wurde. Es scheinen demnach
durch die Aufreinigung der Seren die fur die Immunfluoreszenz spezifischen Antikorper
verschwunden zu sein, wohingegen die kreuzreagierenden starker zum Vorschein kamen. Es
wurde also, um deknock outund die Lokalisation Katalase zu demonstrieren, wieder auf die
ungereinigten Seren zurickgegriffen, Abb. 4.20. Zusammengenommen zeigen die hier

prasentierten Ergebnisse, dass die Katala3exoplasmazytosolisch lokalisiert ist.

Eventuell lasst sich sogar im allgemeinen Uber die Existenz von Peroxisomemondii
diskutieren, da selbst GFP-PTS1 Fusionsproteine im Zytosol lokalisieren, Abb. 4.17. Ein
weiterer, Uberzeugenderer Hinweis fur die Abwesenheit von Peroxisomiexaplasmaist

das Fehlen der PEX Gene in der EST-DatenbankTvgondiiund der weitaus gréf3eren von
Plasmodium (PlasmoDB). PEX Gene sind jedoch eine absolute Voraussetzung fir die
Bildung von Peroxisome(Purdue und Lazarow, 20Q1gine Suche nach den PEX Proteinen
2,5,7,11, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 20 hatte keinen oder nur geringsten Erfolg; es existierte
keine Trefferquote unter einer Wahrscheinlichkeit vor®.18in blast mit der T. gondii
Katalase in dePlasmodiumDatenbank ergab ein negatives Ergebnis, wohingegen vom
apicomplexen Parasitdfimeria tenellaein Katalase Contig existiert (aus Al756795 sowie
BE027590, P(N) 1,3 x lﬁ), der mit derT. gondii Katalase einem Sequenzvergleich
unterzogen werden kann. Erstaunlicherweise endet diese Katalase am vermutlichen 3’-Ende
ebenfalls mit einem PTS1-Signal, —-SRM.

Von Kaasch und Joiner wurde uns das (offensichtlich nicht-gereinigte) TArgendit
Katalase Serum zur Verfiigung gestellt; es detektierte keine apikalen Strukturen und zeigte,
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wie unsere Seren, eine zellzyklus-abhangige, zytosolische Expression der Katalase, welche in
derKatalase knock ouelllinie verschwunden war.

Es existieren auch eukaryontische Organismen (Pflanzen werden hier nicht in Betracht
gezogen, sie besitzen,, wie schon erwahnt, haufig mehrere Katalasen), die zwei Katalasen
besitzen, wovon eine peroxisomal, die andere zytosolisch lokalisie®t istrevisiglzawa et

al., 1996) D. discoideun{Garcia et al., 2000L. elegangTaub et al., 1999)

Es wurde sowohl je eine d& cerevisia&katalasenals auch beid&atalasenausgeschaltet

und mit Wildtyp-Zellen verglichen(lzawa et al., 1996)Die An- bzw. Abwesenheit von
Katalase hatte keine Auswirkungen auf die Wachstumsrate unter Bedingungen ohne
oxidativen Stresfizawa et al., 1996)nd ahnelt damit dem Phanotyp dexoplasma gondii
Katalase knock outZelllinien in Zellkultur. Des weiteren wird hervorgehoben, dass die
Katalase besonders wichtig f& cerevisiaeZellen ist, die sich in der stationdren Phase
befinden. Die Schlu3folgerung war, dass Katalase unter physiologischen Bedingungen keine
wichtige Rolle spielt, dafiir jedoch um so wichtiger in Stresssituationen (\ziagva et al.,

1996) Dies trifft wahrscheinlich auch auf dle gondiiKatalase zu.

Auch Dictyostelium discoideunst im Besitz zweieKatalasen die sowohl rAumlich als auch
zeitlich unterschiedlich reguliert werdefGarcia et al., 2000) Die Expression der
zytosolischen Katalase in den Prasporen hat wahrscheinlich die Funktion, die Zellen wéhrend
langerer Dormanzphasen vor oxidativem Stress zu schi@zeaia et al., 2000)

Der NematodeCaenorhabditis elegandesitzt ebenfalls zweKatalasen die von zwei
tandemartigen Genen kodiert werd@maub et al., 1999)Unter Hungerbedingungen wird ein

Dauerstadium der Larve induziert und die Expression der zytosolischen Katalase
hochgefahren. Eventuell erfullt diese Katalase also die Funktion, die Zellen vor oxidativem
Schaden wahrend einer langen Dormanzphase zu schitzen, auf die dann eine reproduktive
Phase folgen sol(Taub et al., 1999)Die Autoren spekulieren auch, dass zytosolische
Katalasen eventuell gar keine Seltenheit darstellen und besonders in Zeiten der
Nahrungsknappheit benotigt werden.

Zwar besitztToxoplasma gondiivahrscheinlich nur dieses eine Gen, dennoch scheint die
zytosolische Lokalierung des Enzyms nicht zu auf3ergewohnlich zu sein. Von parasitéaren
Bakterien ist bekannt, dass sie nur ein Katalase-Gen be@fiizen et al., 1997)Ein weiterer
parasitdrer Eukaryont, der wahrscheinlich nur eine zytosolische Katalase besitzt, ist der
NematodeAscaris suum(Eckelt et al., 1998)Dieser Parasit ist, ebenso wie gondij
oxidativen Stress durch die Leukozyten des Wirtes ausgéBekalt et al., 1998)Hier wird
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die Mdglichkeit in Betracht gezogen, dass die zytosolische Katalase die Eier vor dem darin
entstehenden Wasserstoffperoxid sch(Ezkelt et al., 1998)

Interessant ware es daher auch, die Rolle der Katalase fur das Dormanzstadium von
Toxoplasma gondiidie Bradyzoiten, zu ergrinden, und ob die Katalase fur die Dormanz
ahnlich wichtige Funktionen hat. Bisher ist noch kein EST, der Ahnlichkeit mit Katalase hat,
aus Bradyzoiten aufgetaucht (s. aber auch Abb. 4.24, Eaggayaind 5.1.4).

5.1.4 Enzymatische Charakterisierung deil. gondii Katalase

In einem Enzymassaywurde untersucht, ob di€. gondiiKatalase funktionell ist. In diese
Untersuchungen wurden auch dkatalase knock out Zelllinien sowie die Katalase
Uberexprimierende Zelllinie und der komplementi&étalaseknock ouimit einbezogen (die
letzere Zelllinie ist in der Tat auch Katalase-tberexprimierend). Die Messungen bewiesen,
dass dieToxoplasma gondKatalase enzymatisch aktiv ist, Abb.4.24; kick ouZelllinien
besitzen eine leichte Hintergrund-Aktivitat, die durch die Verwendung von kruden
Zellextrakten und der darin enthaltenen Antioxidantien begrindet werden kann. Auf3erdem
konnte es sich um die Aktivitat von noch in geringen Mengen vorhandenen Wirtszellenzymen
handeln.

Die Ergebnisse dedVestern BlotsAbb. 4.22, legten nahe, dass die beiden Katalase-
uberexprimierenden Zelllinen (RHKatov und RHKatkomp) ca. die zehnfache Menge an
Katalase exprimieren. Dies schlug sich jedoch nicht in der spezifischen Aktivitat nieder, was
eventuell an der Menge an exprimierter Katalase liegt, so dass die richtige (funktionelle)
Faltung nicht vollig gewéahrleistet ist. Eventuell steht auch nicht gentigend Ham bzw. NADPH
zur Verfuigung. Ein Zusammenhang von Ham-Defizienz und dem Herunterregulieren der
Katalase-Expression wurde . cerevisiaggezeigt(Skoneczny und Rytka, 20Q0Noraus
geschlossen werden kann, dass im Normalfall daflir gesorgt wird, dass beide Bestandteile in
den richtigen Mengen vorliegen.

Das Vorhandensein eines hemmenden Bestandteils im Extrakt ist auszuschlieen, da die
kaufliche Katalase, wenn sie in eine Kivette kmiock outExtrakt gegeben wurde, die
gleiche Aktivitdt zeigte wie ohne Vorhandensein von Extrakt. Durch die relativ hohen
Standardabweichungen wird deutlich, dass die Messungen stark schwanken konnten.
Interessant auch dass die spezifische Aktivitat im Prugniaud-Stamm signifikant hoher liegt als
im RH (Wildtyp): RH 152+18,9 U/mg, Prugniaud: 215,2+25,5 U/mg was auf eine Rolle der
Katalase wahrend der Dormanz schlieBen lassen kdnnte. Hierbei muss bedacht werden, dass
nur ca. 30 % der Zellen in diesem Stamm als Bradyzoiten (Dormanzstadium) vorliegen. Im
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Vergleich mit anderen Katalasen (ebenfalls krude Zellextrakte) befindet sich dendii
Katalase im oberen Bereich: Béi elegangTaub et al., 1999%rfolgte der Aufschluld mittels
glass beadsdie spezifische Aktivitat lag unter 10 U/mg, wobei meist beide Katalasen in die
Messung einflossen (abh&ngig vom Alter des Wurms).

Die Zellextrakte vorD. discoideumwurden wie diel. gondii Extrakte mit 0,1 % Triton X-

100 aufgeschlossen, auch @msayentsprach der unter 3.8.1 genannten Methode; es wurden
Werte zwischen ca. 40 und 80 U/mg erzielt, wobei es sich teilweise um beide Katalasen oder
nur um die peroxisomale Katalase hand@Barcia et al., 2000)

Die mittelsglass beadsergestellten Zellextrakte vdh cerevisiaeeigten fur den Wildtyp

eine spezifische Aktivitat von 1,32+0,28 U/mg.

Zellextrakte vomA. suunmzeigten eine spezifische Aktivitat von 22+2 U/mg.

Sibley et al. fuhrten enzymatische Messungen mit dexoplasma gondiKatalase durch
(Sibley et al., 1986und erzielten spezifische Aktivitaten von 16,9+0,9 U/mg mit Extrakten
des RH Stammes. Zum Vergleich: Die hier verwendeten RH Extrakte (RH aus Vero-Zellen)
ergaben eine ca. 10-fach hohere spezifische Aktivitdt. Der Em®gayist dem in dieser
Doktorarbeit verwendeten &hnlich, allerdings gibt es auch Unterschiede: &ilakbyesteten
mehrere pH-Werte, namentlich pH 4.0 bis pH 10, auf die der Puffer, 50 mM PBS, eingestellt
wurde und zu dem dann das@] zugegeben wurd€Sibley et al., 1986)Die Autoren
berichten von einem pH Optimum von 7,8, in unserassay wurde ein 50 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 hergestellt. Des weiteren wurden bei dem in dieser
Doktorarbeit verwendeten Katalase Enzgssayca. 60ul H,O, (30 %) zu 50 ml 50 mM
Kaliumphosphatpuffer gegeben, Sibletyal geben jedoch 10(l fur das selbe Volumen 50

mM PBS, an, so dass es mdglich ist, dass sich durch eine zu hohe Substratkonzentration die
inaktive Compound lligebildet hat (siehe Abb.1.3), was zu niedrigeren Aktivitaten fuhrt. Die
Extraktbereitung erfolgte ebenfalls mit 0,1 % Triton X-100 in 50 mM PBS Puffer, pH 7,8,
allerdings wurde anschlieRend noch sonifiz{&ibley et al., 1986)was eventuell ebenfalls

zu Beeintrachtigungen der Katalase-Aktivitat gefuhrt hat. Zudem entpricht bei Stidéyi

Unit 1,15pmol/min (anstelle von fimol/min).

Murray und Cohn stellten ebenfalls gondii Extrakte her, indem die Zellen einer hypotonen
Lyse in Wasser unterzogen wurd@vurray und Cohn, 1979)Die resultierende Aktivitat

nach der Methode von Baudhuin bei 0audhuin et al., 1964yaren 5.7+0,3x10 BU mit

1 Million Parasiten Baudhuin Units), was, folgt man den Angaben Uber die Kontrolle,
umgerechnet ca. 1,6 U/mg (Gesamtprotein) entsprechen @dlligay und Cohn, 1979)
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Eventuell hat die spezielle Durchfihrung @ssayanit einer Temperatur bei 0°C Anteil an

den Unterschieden mit den in dieser Arbeit durchgeflihrten Katalase Eszsays
5.1.5 Enzymatische Messung der Glutathion-Peroxidase (GPx) Aktivitat

Es sollte Uberprift werden, ob ein anderes antioxidatives Enzym, die Glutathion-Peroxidase,
das Fehlen deF. gondiiKatalase kompensiert. Hierfir wurden die selben kruden Zellextrakte
wie fir den Katalase Enzymssayverwendet. Mit den Zellextrakten war jedoch keine
Glutathion-Peroxidase Aktivitat mit Cumolhydroperoxid als Substrat in den Katalase-
defizienten bzw. sonstigen Zelllinien melRbar. lzagtaal. hatten inS. cerevisiaeals
mdoglichen Kanditaten, der die Defizienz von Katalase ausgleichen sollte, die Cytochrom C-
Peroxidase in Betracht gezog@mawa et al., 1996)hre Aktivitat in Katalase-defizienteS.
cerevisiaeunterschied sich fast gar nicht von der im Wildtffpawa et al., 1996)In D.
discoideumwerden beide Katalase-Gene unabhéangig voneinander reguliert, dariiberhinaus
kompensiert die zytosolische Katalase nicht bei Abwesenheit der peroxisomalen Katalase,
und die Zellen sind deshalb auch 160-fach empfindlicher gegeniber Wasserstoffperoxid
(Garcia et al., 2000Es scheint daher nicht einfach zu sein, auf Anhieb einen Kanditaten fir
die Kompensation der Katalase-Defizienz zu finden. Allerdings verdichten sich mittelerweile
die Hinweise, dass einige als Glutathion-Peroxidasen identifizierte Enzyme nicht Glutathion,
sondern Thioredoxin als Substrat bendtigen. Ein Beispiel hierfur ist die GPxomucei(R.

L. Krauth-Siegel, personliche Mitteilung), ein Enzym, von dem bis vor kurzem angenommen
wurde, dass es in Trypanosomen uberhaupt nicht existiert (3 Gene wurden bisher kloniert),
sowie die monomere GPx aBsfalciparum(Sztajer et al., 2001Die GPx audP. falciparum
reagiert schneller mit Thioredoxin als mit GSH, die Reaktion wird am effizientesten, wenn
das Thioredoxin auBlasmodium falciparunverwendet wird. Allerdings weisen die Daten -
geringe Effizienz, Spezifitat fur Thioredoxin - darauf hin, dass das Enzym nicht unbedingt
eine antioxidative Funktion hat, sondern eher eine Rolle in der Redox-Regulierung von Gen-
Expression und Differenzierungsprozessen spi@ttajer et al., 2001)Dies sollte bei
weiterenassaysbenfalls in Betracht gezogen werdenfalciparumbesitzt ein funktionelles
Thioredoxin-Systen{Krnajski et al., 2001)Mit dem P. falciparumThioredoxin (AF202664)
wurde einblastin der ToxoplasmaDatenbank durchgefuhrt, wo ein Contig aus 12 ESTs ein
putativesThioredoxindarstellen konnte, P (N) 3,5x1Q das sogar das Thioredoxin Motiv
CysGlyProCy9qKrnajski et al., 2001pesitzt, wobei es sich um die beiden aktiven Cysteine
handelt. Ein weiterer Contig mit einem P (N) 2i0asst evenutell auf ein weiteres
ThioredoxinschlieRBen, Zellen besitzen haufig mehrere verschiedene Thioredximagski
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et al.,, 2001) Mit einem P (N) ~ 18° kann durch einemlast in der Toxoplasma. gondii
ClusteredeST Databasemit derP. falciparumGPx (CAA92396) ein Contig (aus den beiden
ESTs AA520892 bzw. AA531754) detektiert werden, wobei es sich allerdings um
Bradyzoiten cDNA handelt. Die stadienspezifische Expression der GPx mag ein weiterer
Grund fur die Nicht-Detektierbarkeit des Enzyms in den kruden Extrakten sein, auch wenn im
Prugniuad Stamm ein gewisser Prozentsatz der Parasiten im Bradyzoiten-Stadium sein sollte.
Eventuell ist die GPx ein dormanzspezifisches Enzym. Hinweise fur @lo&athion-
Reduktasen T. gondii (Tachyzoiten) befinden sich unter dmcession numbekAB96971;

bei einemblastmit der Plasmodien Thioredoxin-Reduktase in HegondiiDatenbank findet

sich ein EST (W00127) mit P(N) <18 die abgeleitete Sequenz wird jedoch als Glutathion-
Reduktase deklariert. Die Verifizierung, um welche Proteine es sich genau handelt, und

welche Funktion sie haben, bleibt also noch offen.

5.1.6 Behandlung der Zellen mit Wasserstoffperoxid

Da die Katalase-defizienten Toxoplasmen unter physiologischen Bedingungen in der
Zellkultur lebensfahig sind, wurden die Zellen oxidativem Stress durch Wasserstoffperoxid
ausgesetzt.T. gondii gilt als extrem widerstandfahig gegen hohe Konzentrationen an
WasserstoffperoxiqMurray und Cohn, 1979)Murray und Cohn berichten, dass fast die
Halfte der Parasiten nach einer Inkubation bei einer Konzentration VoM 18,0, fir 1 h

noch lebensfahig waren. Zudem stellte sich heraus, dass haupts&€iiand'O, fur das
Abtoten von Toxoplasmen wichtig sind und das Superoxid-Anion sowie das
Wasserstoffperoxid als Vorlaufer daher eine wichtige Rolle sp{®emnray und Cohn, 1979)

Fur die Behandlung der Toxoplasmen mit Wasserstoffperoxid wurde offensichtlich PBS, pH
7,4 verwendet und nach der Inkbuation die Lebensfahigkeit der Parasiten mit Acridinorange
unter dem Mikroskop uberpriuurray und Cohn, 1979Murray and Cohn berichten, dass

sich fur 1 h mit 18 M H,O, behandelte Zellen anschlieRend normal in nicht aktivierten
Makrophagen teilteifMurray und Cohn, 1979EFventuell ergibt sich ja bei der Uberpriifung

der Lebensfahigkeit durch Acridinorange ein Unterschied zu den in dieser Doktorarbeit
gewonnenen Daten, bei denen die Auswertung des Experimentes nach 48 h erfolgte. Mit der
hier verwendeten Methode gab es selbst in den Katalase-uberexprimierenden Zelllinien keine
Uberlebenden mit oM H,0,, Abb.4.25. Dariberhinaus erhalt man durch die Behandlung
mit einer Konzentration von 1OM H,O, nur in den Katalase-lUberexprimierenden Zellen
wenige Uberlebende (d.h. Vakuolerd Parasiten in % von unbehandelten Zellen). Fur 1 h

mit 5x10° M Wasserstoffperoxid behandelB: discoideumZellen sterben nicht sofort, d.h.
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sie nehmen den Farbstoff Phloxin B auch einige Stunden nach der Behandlung nicht auf, nach
24 h tun sie dies jedoch sehr wdBlarcia et al., 2000und 93,1 % der Zellen erweisen sich
somit als tot(Garcia et al., 2000)Solch ein Phanomen mag auch der Grund fir die
unterschiedlichen Ergebnisse von Murray und Cohn sein, die die Lebensfahigkeit der
Parasiten direkt nach der Behandlung durch Acridinorange uberpriften. Ghr@aa
berichten, dass nach 24 h nur 2,2 % der mit BX¥0H,0, fiir 1 h behandelten wachsenden

D. discoideunzellen den Farbstoff Phloxin B aufnehmen, obwohl ein transientes Stoppen des
Zellzyklus erfolgt, der nach 24 h wieder aufgenommen wird, so dass sich die Zellen wieder in
normaler Rate zu teilen beginné@arcia et al., 2000)Zellzyklus-Arrest durch oxidativen
Stress ist ein auch in Hefe und Séaugern beobachtetes Phéfiaaezt al., 1996; Leroy et al.,
2001; Wiese et al., 1995Peshalb wurden die mit Wasserstoffperoxid behand@&lteyondii

Klone erst 48 h nach der Behandlung fixiert.

Aus Abb. 4.25 wird deutlich, dass die Katalase-defiziente Zelllinie empfindlicher ist als der
Wildtyp: Bei einer Konzentration von 5xI0OM waren fast alle Zellen tot. Zudem ist
ersichtlich, dass die zusatzliche Katalase in RHKatkomp und RHKatov zu einer hdheren
Resistenz gegenuber Wasserstoffperoxid fuhrt, auch wenn eventuell ein Teil nicht-
funktioneller Katalasen gebildet werden sollte.

Bei der Diskussion der Daten darf nicht vergessen werden,Rissive Oxygen Species
immer mehr als spezifisch wirkendgecond messengevahrgenommen werde(Finkel,

1998; Sauer et al., 20Q1kine Hauptrolle spielt dabei das Wasserstoffperoxid, welches
wahrscheinlich hauptsachlich durch eine an der Membran befindliche NADPH-Oxidase via
Produktion des Superoxid-Anions und dessen Dismutation engBiakel, 1998; Sauer et al.,
2001) ROS entstehen z. B. durch die Stimulation mit diversen Liganden wie Zytokinen und
Wachstumsfaktoren, die Gber Tyrosin-Kinasen und G-Protein gekoppelte Rezeptoren wirken.
Dies fuhrt zur Aktivierung der schon erwahnten NADPH-Oxidase. Welches die
Zielsubstanzen der ROS sind, ist weitgehend unerforscht: Eine Mdoglichkeit wéaren die
Tyrosinphosphatasen, da sie in ihrem aktiven Zentrum ein Cystein tragen, das redoxabhangig
reguliert werden kann(Hecht und Zick, 1992) Dies ware eine Analogie zur
Proteinphoshporylierung, nur dass nicht bestimmte Tyrosine bzw. Serine modifiziert werden,
sondern redox-sensitive Aminoséduren wie Cysteine und Histidine. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass die Behandlung von Zellen mit moderaten Mengen an Oxidantien den
Zellzyklus sowie die Expression von Wachstums-gekoppelten Genprodukten anregt.

Diese Wirkungen koénnen durch Antioxidantien (wie auch Katal@®wn et al., 1999)

unterbunden werden. Dartber hinaus kbnnen Transkriptionsfaktoren direkt von ROS reguliert
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werden, wie z. B. NkB (Schreck et al., 1991)zudem scheint die Bindung von
Transkriptionsfaktoren an die DNA redox-abhangig reguliert zu sein, z. B. durch die
Anderung des Redoxzustandes von Cysteinen in der DNA-bindenden Domane mittels
Thioredoxin (Xanthoudakis und Curran, 1992)Da bisher in T. gondii keine
Transkriptionsfaktoren beschrieben wurden und die Katalase dariberhinaus zellzyklus-
abhangig reguliert wird, sind solche Zusammenhange von besonderem Interesse.

Auffallend auch, dass der Wildtyp bei einer Konzentration von WDH,O, eine hohere
Anzahl Vakuolen hatte als die unbehandelten Zellen. Dies bestatigt die Beobachtung, dass
ROS als messengerfunktionieren kénnen und stimulierend auf den Zellzyklus und die
Zellteilung wirken. Diese Wirkungen entfalten sie auch in Abwesenheit der Katalase, da
selbst die Katalase-defiziente Zellline ein héhere Anzahl Vakuolen aufweist als unbehandelte
Zellen, allerdings prozentual weniger als der Wildtyp, was fir eine wichtige und regulierende
Wirkung der Katalase spricht:

Bei RHKatov und RHKatkomp sind diese Effekte nicht zu beobachten, vielleicht kdnnen
ROS durch die hohe Katalasemenge diese Funktion nicht ausiben, oder aber die Katalase-
Menge der Zellen ist nicht kontraproduktiv, sondern steigert die Viabilitat, und die Zellen
sind schon ohne Stimulus maximal aktiviert. In der Zellkultur waren zwischen Katkomp und
Katov sowie den Wildtyp Zellen keine offenkundigen Unterschiede zu sehen. Betont werden
muss auch, dass in den beiden Katalase-Ubexprimierenden Zelllinien durch die Verwendung
eines konstitutiv exprimierten Promotors die Katalase nicht mehr zellzyklus-spezifisch
reguliert wird, was ebenfalls zu Unterschieden in der Reaktion gegeniuber Wasserstoffperoxid
fuhren kann. Um Unterschiede in der Viabilitat auszuschlieRen, wurden eigens die
Anfangswerte 100 % gesetzt, Uber die absolute Menge der Toxoplasmen wird in Abb. 4.25
nichts ausgesagt.

Auch ist direkt keine Aussage Uber die Stimulierung der Zellteilung bzw. einer
Beschleunigung des Zellzyklus machbar, da die Zellen nach 48 h fixiert und Vakuolen mit
einem Inhalt> 4 Vakuolen gezahlt wurden. Dies hatte den Grund, dass es sich bei diesen
Vakuolen nicht um eine Zweitinfektion handeln sollte und zunachst eine grobe Abschatzung
uber die Rolle der Katalase unter oxidativen Stressbedingungen gewonnen werden sollte. Es
musste somit nach unterschiedichen Zeitpunkten die Zellen fixiert und gezahit werden, wie z.
B. nach 6 h, 12 h,..., um zu Uberpriufen, ob ein Anhalten des Zellzyklus erfolgt oder ob z. B.
durch die Zugabe von moderaten Mengen a@Hlie Dauer des Zellzyklus verkirzt wird.
Dann ware auch eine Aussage daruber machbar, ob Wildtyp und Katalase-defiziente

Zelllinien mit einer Behandlung von TV H,O, deshalb mehr Vakuolen besitzen, weil diese
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auf einer Zweitinfektion von schnell proliferierenden Toxoplasmen beruht, die ihre erste
Wirts-Zelle schon lysiert haben, oder ob auf den Reiz hin Gene aktiviert wurden, die die
Viabilitat an sich verbessern. Die Bestimmung der Parasitenzahl/Vakuole ware daher von
Vorteil. Auch sollten die Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten fixiert werden und einer
Immunfluoreszenzanalyse mit Anfi- gonditKatalase-Serum unterzogen werden, um zu
sehen, ob auf den Stimulus hin alle Vakuolen eine gleichmaflige Katalase-Expression zeigen.
Dass die Katalase-Uberexprimierenden Zelllinien bei hohergy Honzentrationen noch
Uberlebensfahig sind, lasst sich dadurch begrinden, dass ROS einander widersprechende
Funktionen haben: Sie spielen wahrscheinlich auch eine Rolle in der Apdpausdson,

1996) die durch Zugabe von Antioxidantien teilweise verhindert werden {&inkel, 1998)

Bei weiteren Experimenten zur Klarung der Rolle einer zellzyklusspezifischen Katalase in
dem delikaten Gleichgewicht zwischen ROS und Antioxidantieh. igondii ist diese duale
Funktion mit einzubeziehen.

Die Experimente weisen jedoch darauf hin, dass die Katalage gondii bei starkem

oxidativen Stress protektive, bei stimulierendem Stress jedoch regulative Funktionen hat.

5.1.7 Untersuchung der Katalase-defizienten Toxoplasmen im Mausemodell

In diesem Versuch sollte die Rolle der Katalase als Virulenzfaktor experimentell ermittelt
werden. Hierzu wurden Katalase-defiziente Parasiten des Prugniaud Stammes hergestellt, als
Kontrolle wurden Toxoplasmen verwendet, die zwar den Vektor (mitsamt der
Resitenzkassette) integriert hatten, jedoch noch Katalase positiv waren.

Im der dritten Versuchsdurchfiihrung wurde noch der mit Katalase cDNA komplementierte
knock ouKlon PrKatkomp mitverwendet.

Die Uberlebenden Mause wurden nach 4-5 Wochen aufTAgipndii Serologie getestet, und

alle erwiesen sich als infiziert. Die Versuchsdurchfihrung 1 erschien vielversprechend,
starben doch weniger Mause, die mit der Katalase-defizienten Prugniaud Zelllinie infiziert
worden waren, und auch zeitlich verzdgert, s. Abb. 4.27. Versuchsdurchfihrung 2 zeigte fast
nur noch den Effekt eines zeitlich verzogerten Todes der mit Katalase-defizienten Parasiten
infizierten Mause im Vergleich zur Kontrolle. Durch Versuchsdurchfihrung 3 wurde
zweierlei ersichtlich: Durch die Verwendung der komplementierten Zelllinie, die sich wie die
Kontrolle verhielt, wurde deutlich, dass die beobachteten Unterschiede tatsachlich im
Ausschalten des Katalase-Gens begriindet zu sein scheinen; Versuchsdurchfihrung 3 zeigte
aulBerdem, dass trotz Verwendung einer 10x hoheren Parasitenzahl fur die Infektion der
Mause mit den Katalase-defizienten Parasiten im Vergleich zu den Kontrollmausen (mit
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PrKatkon bzw. PrKatkomp infiziert) keine Maus verstarb. Die Verwendung geringerer
Parasitenzahlen zur Infektion der Kontroliméuse fihrte dazu, dass insgesamt weniger Mause
verstarben. Allerdings ist auch bei Versuchsdurchfilhrung 1 keine tote Maus bei einer
Konzentration von 1x10 Parasiten zu verzeichnen, obwohl sogar eine Maus mit einer
geringeren Parasitenlast (2500 Parasiten) verstorben war. Um die richtige Parasiten-Dosis zu
finden, wurden je 3 bzw. 2 verschiedene Mengen an Parasiten intraperitoneal infiziert. Nicht
immer korreliert dabei die Menge der gestorbenen Mause mit der Menge an fir die Infektion
verwendeten Parasiten (dies wurde auch von anderen Mitarbeitern, Lai-Yu Kwok und Dr.
Susan Brecht, unabhangig und mit anderen Zelllinien, beobachtet). Das Ausschalten des
Katalase-Gens scheint jedenfalls Auswirkungen auf die Pathogenitat zu haben, und weitere
Versuchsdurchfuhrungen sind notwendig, um dies zu bestéatigen. Nistclhik versuchten
Virulenzfaktoren in Mausen von Typ I-Linien vdn gondiizu finden(Nischik et al., 2001)

Hierzu wurden durch wiederholtes Passagieren der Parasiten in der Zellkultur eine
Attenuation erreicht. Dadurch verloren die Parasiten ihre akute Virulenz, was sich durch die
Verwendung einer 1000-fach h6éheren Parasitendosis im Vergleich zu nicht attenuierten
Parasiten verdeutlichte. In der Zellkultur hatten diese Parasiten keine Schwierigkeiten und
entwickelten sich normgNischik et al., 2001)Es stellte sich heraus, dass Katalase zu den
Proteinen gehdrt, deren Menge in den attenuierten Parasiten im Vergleich zu den nicht-
attenuierten Parasiten vermindert war. Die Autoren postulieren, dass diese Proteine, also auch
die Katalase, eine Rolle in der akuten Virulenz spiéMiachik et al., 2001)

Da der RH Stamm zur Typ I-Linie der hochvirulenten Stamme gehort, bote es sich an, die RH
Katalase-defiziente Zelllinie im Mausemodell auszutesten. Muetawl. berichten, dass
menschliche Monozyten und aktivierte Makrophagen in der Lage sein mussen, grof3e Mengen
an ROS zu erzeugen, um eine effiziente Abwehr-Funktion gegefulggyndiiauszulben.

Durch Zugabe von Antioxidantien wird diese Funktion fast vollkommen ausgeschaltet,
obwohl es auch ROS-unabhéngige Mechanismen gibt, um gegen den Parasiten anzugehen
(Murray et al., 1985)Ahnliche Erkenntnisse wurden auch aus Makrophagen von M&usen
gewonnen, wo die Ausschiuttung von Hydogenperoxid fir die Aktivitdt gegenuber
Toxoplasmen eine grol3e Bedeutung liRturray et al., 1979) Die Ausstattung mit
antioxidativen Enzymen ist daher extrem wichtigTugondii

Auf eine weitere antioxidative Enzymgruppe, die Peroxidoxine (Pxn), wurde deshalb noch

naher eingegangen, siehe Abb. 5.1 und Abschnitt 5.2.
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@{ Abb. 5.1 Vereinfachte Ubersicht uber ¢
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5.2 Peroxidoxine

Die Peroxidoxine sind besonders bei Parasiten von grol3em Interesse, da vielen dieser
Organismen antioxidative Enzyme fehlen, wie z. B. die Katalase in Plasm®dii€onigle

et al., 1998) Zudem sind antioxidative Enzyme bzw. Enzymsysteme haufig in Redundanz
vorhanden, wie das Glutathion-Peroxidase- und das Thioredoxin-Peroxidase-System sowie
die Katalase, wobei oft &hnliche Funktionen Gbernommen werden kénnen, wenn eines der
Systeme ausfallt. Ir5. cerevisiaewird z. B. durch das Ausschalten der Thioredoxin-
Peroxidase TSA, Thiol specific antioxidant einem 2-Cys Peroxidoxin, die
Wasserstoffperoxid-vermittelte Induktion der Katalase T Expression im Vergleich zum
Wildtyp erhoht(Ross et al., 2000)

Deshalb wurden in dieser Doktorarbeit zwei Gene dieser Enzymgruppe Kkloniert und
untersucht. Die 2-Cys Peroxidoxine aBs falciparum besitzen die héchste Sequenz-
Ahnlichkeit mit Pflanzen-Peroxidoxinefikawazu et al., 2001; Krnajski et al., 200Hgs in

dieser Doktorarbeit kloniert&. gondiiProtein zeigt bei einerlastin der GenBank grof3te
Ahnlichkeit mit einem humanen Peroxidoxin, an sechster Stelle folgt das einer Pflanze; das 1-
Cys Peroxidoxin zeigt grofRte Ahnlichkeit mit einem 1-Cys Peroxidoxin aus der Ratte.

Die Sequenz fur da-Cys Peroxidoxin(interne Bezeichnund®xnl, da es als erstes
Peroxidoxin inT. gondiibeschrieben wurde) wurde in der Datenbank gefunden (AF305718)

und anhand dieser Sequenzinformation mittels PCR kloniert. In der Zelle konnte das Pxn1Ty

1 AC
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im Zytosol lokalisiert werden, Soet al konnten dieses Protein mit Hilfe eines polyklonalen
Antikorpers ebenfalls im Zytosol der Zelle nachwei$Baon et al., 2001)Das Enzym wurde

nicht auf seine Funktionalitat getestet, allerdings soll das Protein durch Behandlung
intrazellularer Parasiten mit Artemisinin ({1g/ml), einem EndoperoxigKapetanaki und
Varotsis, 2001)héher exprimiert werdeggon et al., 2001)

Das PxnlTy war einige Zeit nach der Transfektion auf Proteinebene nicht mehr so stark
detektierbar wie am Anfang, es muss also im Laufe der Zeit herunterreguliert worden sein. Ob
sich hieraus Rickschlisse auf die Funktion des Enzyms ziehen lassen, ist unklar; eventuell ist
das (endogene) Protein jedoch genauestens reguliert und lasst keine Uberexpression zu.

Die starke Uberexpression des 1-Cys Peroxidoxin als Pxn2Ty blieb jedoch wahrend der
Kultuvierung der Toxoplasmen erhalten, und das Protein war ifrekre and thawlethode

sowohl im Uberstand als auch in der Pellet-Fraktion vorhanden, was auch fir das PxnlTy
zutrifft. Die partielle Lokalisation im Pellet mag an der Uberexpression liegen, was zur
Bildung von Aggregaten fuhrt, die nicht mehr I6slich sind, deutet eventuell aber auch eine
Assoziation mit Membranen an.

Zudem ist in der Uberstand-Fraktion von Pxn2Ty eine ca. 68 kDa Bande zu sehen, die einem
Pxn2Ty Dimer entsprechen kénnte, obwohl es sich um eine reduzierende SDS-PAGE handelt,
was auch schon bei anderen Peroxidoxinen beobachtet wedet al., 2000)Abb. 4.32 B,

die Bande ist auch in Abb. 4.32 A im Totallysat erkennbar.

Da derBlot aus Abb. 4.32 B nach dem Strippen mit dem Serum (#1129) gegen das endogene
T. gondiiProtein Pxn2 inkubiert wurde, lassen sich anhand der Bandenintensitaten (Abb. 4.33
C) Unterschiede erkennen. Auch hier befindet sich ein Teil der Proteine — Pxn2Ty und
endogenes Pxn2 — im Pellet, die Menge scheint jedoch sehr viel geringer, als in Abb. 4.32 B
mit dem rekombinanten Pxn2Ty, detektiert mit dem AntitdgAntikdrper, beobachtet.

Betrachtet man die Abbildung 4.32 B, so sind allgemein die Bandenintensitaten des Pxn2Ty
viel starker mit dem Anti-Tyag Antikorper als mit dem Serum #1129, Abb. 4.33 C (Serum
#1129 sollte aber auch das rekombinante Pxn2Ty erkennen). Dies liegt wahrscheinlich an der
Affinitat des Anti-Tytag Antikdrpers zu seinem Epitop, konnte aber auch darin begrindet
sein, dass aufgrund konformationeller Unterschiede das Pxn2Ty nicht so gut von dem
polyklonalen Anti-T. gondiPxn2 Antikdrper (#1129) detektiert wird. Auch das zuvor
detektierte Pxn2Ty Dimer ist allenfalls zu erahnen. Bei den ubrigen vorhandenen, tber 50
kDa liegenden Banden in Abb. 4.33 C, die auch im Wildtyp-Extrakt detektiert werden, kénnte
es sich um verschiedene Oligomere handeln. Dartber hinaus ist die Oligomerisierung



Diskussion

eventuell auch fur die unterschiedliche Zuganglichkeit und damit einhergende
Detektierbarkeit mit den Antikorpern verantwortlich.

Interessant ist die Lokalisation in der Immunfluoreszenzanalyse: Das Pxn2Ty zeigt aul3er der
zytosolischen Lokalisation auch eine Plasma- oder Alveolarmembranlokalisation des
Proteins, Abb. 4.34 B. Das Protein besitzt keine vorhergesagten Transmembrandomaéanen,
wenn auch das N-terminale Ende noch nicht zweifelsfrei bestimmt ist. Eventuell ist das
Pxn2Ty auch mit der Plasma- bzw. der Alveolarmembran assoziiert, was ebenfalls das
Vorhandensein in der Pelletfraktion erklaren wirde. Die Immunfluoreszenzanalyse mit dem
Anti-T. gonditPxn2 Serum #1129 weist jedoch eher auf eine zytosolische Lokalisation des
endogenen Pxn2 und des rekombinanten Pxn2Ty hin, Abb.4.34 C (c und f). Dabei darf nicht
vergessen werden, dass es sich noch nicht um das endgultige Serum handelt, das eventuell
noch nicht spezifisch genug ist (siehe Abb 4.33 B) und noch der Aufreinigung bedarf. Eine
zytosolische Lokalisation von Pxnl und Pxn2 wuirde daflr sprechen, dass die Peroxidoxine
moglicherweise in der Lage sind, die Funktion einer zytosolischen Katalase zu tbernehmen,

wenn diese ausgeschaltet wird.

Eine (Plasma- oder Alveolar-) Membranlokalisation von Pxn2 ist auch aus folgenden
Griunden nicht auszuschliel3en: Es gibt Hinweise dafir, dass das 1-Cys Peroxidokin aus
gondii noch eine weitere, mdglicherweise zusatzliche Funktion haben kdnnte: Die einer
Phospholipase A2. Kurz vor dem redoxaktiven Cystein, Cys47, Abb. 4.30, befindet sich die
Sequenz GXSXG (Aminosauren 30-34), welche dem Konsensus fir Serin-Hydrolasen mit
diverser Substratspezifitdt, wie z. B. Proteasen und Lipasen, entqfrctg et al., 1997)
Chenet al. konnten zeigen, dass ein humanes 1-Cys Peroxidoxin in der Lage ist, sowohl als
Phospholipase A2 als auch als antioxidatives Enzym zu wiif&ben et al., 2000)Die
dortige Konsensus Sequenz, GDSWG, entspricht genad.dgondii Pxn2 Sequenz. Eine
(Kalzium-unabhéngige) Phospholipase A2-Aktivitdt wurde in Toxoplasma Extrakten
nachgewiesen(Gomez Marin et al, 1996; Saffer und Schwartzman, 19%ihe
Phosopolipase A2 wird allgemein von Pathogenen benutzt, um die Wirtszelle zu penetrieren,
wie bei den RickettsieWinkler und Miller, 1980)und fir die Zytolyse wie bdtntamoeba
histolytica(Ravdin et al., 1985Bei der Invasion der Wirtszelle durdh gondiiwird einer —
l6slichen — Phospholipase A2 eine wichtige Rolle zugespro¢Baffer und Schwartzman,
1991)
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Ein Enzym mit diesen beiden Aktivitdten kénnte auch antioxidativ wirken und gleichzeitig
Lipidperoxide an Membranen entfernen; nicht zu vergessen auch, dass die Aktivitat der
Phospholipase A2 zur Erzeugung sekundarer Botenstoffe fuhrt.

Auch in dem verwandten apikomplexen ParasRetialciparumwurden sowohl zwei 2-Cys
Peroxidoxine(Kawazu et al., 2001; Krnajski et al., 2001; Rahlfs und Becker, 20@b)
denen eines C-terminal auf —SKL endet (s. Abb. 4.28), sowie ein oder mdglicherweise zwei 1-
Cys Peroxidoxine beschriebéawazu et al., 2000; Krnajski et al., 200d)e sich kaum
unterscheiden, und von denen wiederum eines auf das Tripeptid —SKL endet. Vergleiche mit
den in dieser Doktorarbeit gemachten Immunfluoreszenzen mit.dgandii Peroxidoxinen
konnen nicht gemacht werden, da die Enzyme nicht in der Zelle lokalisiert wurden.
Allerdings erwiesen sie sich als funktionell, was auch auf eine Funktionalitdt dendii
Peroxidoxine schlieRen lassen dirfte: Funktionalitat mit Thioredoxin (wird Edasoli
Thioredoxin-System verwendet, funktioniert nur das 2-Cys Peroxidoxin, mit dem
Plasmodien-eigenen System auch eines der 1-Cys Peroxiddkae}azu et al.,, 2001;
Krnajski et al., 2001) als Substrat diente Wasserstoffperoxid. GSH als Donor fir
Reduktionsaquivalente wird von einigen Peroxidoxinen akzefKemazu et al., 200Q)aber

nicht von allen (Kawazu et al., 2001)Diese Parameter sollten bei einer kinftigen
funktionellen Charakterisierung der beiden Peroxidoxine dusxoplasma gondii
bericksichtigt werden. Eventuell funktionieren die Enzyme jedoch nur mit dem
(moglicherweise) vorhandenen endogenen Thioredoxin-Systef. falciparumwird den
Peroxidoxinen hauptsachlich eine Rolle bei der Bekdmpfung von ROS zugeschrieben
(Kawazu et al., 2001; Kawazu et al., 200€)e besonders beim Abbau von Hamoglobin
entstehen.

Die Funktionalitdt und Rolle der Peroxidoxine Troxoplasma gondiigerade auch im

Zusammenspiel mit anderen antioxidativen Enzymen, muss noch gezeigt werden.



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Im Stamm Apicomplexa, zu dem der obligat intrazellulare Pafasibplasma gondgehort,

waren bis zum Beginn dieser Doktorarbeit noch keine Peroxisomen beschrieben, ein in fast
allen eukaryontischen Zellen vorkommendes Organell. Das Markerprotein von Peroxisomen
ist das Enzym Katalase, welches Wasserstoffperoxi@{Hletoxifiziert. Nach Vorarbeiten

in meiner Diplomarbeit wurden Cosmide zur Verfiigung gestellt, die die genomische Sequenz
der Katalase enthielten. In dieser Doktorarbeit wurde die SequenzTdegondii Katalase
ermittelt, bei der es sich um eine typische Katalase handelt. Dartiberhinaus befindet sich am
C-Terminus ein sogenanntes PTS1-Signal, welches fur den Import in Peroxisomen notwendig
ist. Es wuden Antikorper hergestellt, um die Katalase innerhalb der Zelle zu lokalisieren und
maogliche Peroxisomen zu identifizieren. Die vier Seren detektierteWastern Bloteine
distinkte Bande, in der Immunfluoreszenzanalyse (IFA) jedoch unterschiedliche Epitope, die
einzige @G&meinsamkeit war eine zytosolische, zellzyklus-abhangige Farbung der Zellen.
Eines der Seren detektierte eine apikale Struktur in der IFA, welche ein mdgliches Peroxisom
darstellte. Durch Doppelimmunfluoreszenzanalyse konnte gezeigt werden, dass es sich um
eine noch nicht identifizierte Struktur handelte. In dieser Doktorarbeit durchgefihrte
Fraktionierungsmethoden sowie Importstudien mit GFP-PTS1 Fusionsproteinen lieRen auf
eine zybsolische Lokalisation der Katalase schlieRen.

Durch das Ausschalten des Katalase-Gens konnte gezeigt werden, dass die Kafhlase in
gondii tatséchlich zyotsolisch ist und zellzyklus-abhéngig exprimiert wird. Die Funktionalitat
der Katalase wurde durch einen Enzgssayuberprift, und die Empfindlichkeit Katalase-
defizienter Toxoplasmen gegentbei(H getestet. Durch die Infektion von Msen wurden
Hinweise fur Unterschiede in der Virulenz von Wildtyp und Katalase-defizienten
Toxoplasmen gewonnen. Diese Ergebnisse lassen, zusammen mit der ungewdhnlichen
Lokdisation der T. gondii Katalase, auf eine Rolle dieses Enzyms unter oxidativen
Stressbedigungen schlieRen. Peroxisomen konnten bisher nicht identifiziert werden.
AulRerdem wurden die Gene zweier weiterer antioxidativer Enzyme. giemdiikloniert und

in der Zelle lokalisiert, um ihre potentielle Rolle im Zusammenspiel mit der Katalase zu
ermitteln. Es handelt sich um Proteine aus der Familie der Peroxidoxine, die in der Lage sind,
diverse Peroxide zu detoxifizieren. Eventuell ist eines davon auch in der Lage, als
Phosphdpase A2 zu wirken. Ihre funktionelle Charakterisierung sowie die Identifizierung
weiterer Komponenten des antioxidativen System$.iigondii sollten wertvolle Hinweise

tber das Zusammenspielisehen Wirt und Parasit liefern.
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7. Abkurzungen und Definitionen

Abb.
Ac
ADP
APS
AS
ATP

BSA

ca.
CAT
cDNA
CIP
CoA
CSPD

Da
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
d.h.
Dic
DIG
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DTT
dTTP
dUuTP

ECL
EDTA
et al.
EtOH
FCS

GDP
°C

GSH
GTP

HCI

anti

Adenin

Abbildung

Acetat

Adenosin-5'-diphosphat
Ammoniumpersulfat
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das heifl3t
Differentialinterferencecontrast
Digoxigenin
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enhanced chemoluminescence
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Ethanol
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Gramm; Erdbeschleunigung
Guanin

Guanosin-5'-diphosphat

Grad Celsius

Glutathion

Guanosin-5'-triphosphat

Stunde

Salzsaure
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HEPES
HFF
HRP
IEP
IFA

1gG

kb
kDa

mAK
MeOH
min
MOPS
MPA
MRNA
MW
NaCl
NaOAc
NaOH
oD
ORF
PAGE
pBS
PBS
PCR
pH
PTS
RACE
RNA
RNase A
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ROS
RT

SDS
S.0.
SSC
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TBS
TCA
TE

TEMED
THB

N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-2-ethansulfonsaure
human foreskin fibroblast$Virtszellen
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Immunfluoreszenzanalyse

Immunglobulin G
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Luria-Bertani

milli

molar (mavl)

monoklonaler Antikérper
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messenger RNA

Molekulargewicht (nolecular weight
Natriumchlorid

Natriumacetat
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offener Leserahmermpen reading frame
Polyacrylamidgelelektrophorese
PlasmidBluescript
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Wasserstoffstarkgpbtentia hydrogenji
PeroxisomalTargetingSgnal

Rapid Amplification of cDNA Ends
Ribonukleinsauregcid)

Ribonuklease A

rounds per minutéUmdrehungen pro Minute)
ReactiveOxygenJpecies

Raumtemperatur

siehe

Natrium codium-dodecylsulfat

Sekunde

siehe oben

Natrium Godium)-chlorid/Natrium §odiun)-citrat
Thymin

Tris-Acetat-EDTA

Tris-Borat-EDTA

Tris-buffered saline
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Tris-EDTA
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Tris
Tween-20
U

0. N.

UTR

uv

\Y

WT

wiv

viv

H

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Polyoxyethylensorbitanmonooleat
Enzymeinheit Units) oder nur Einheit
Uber Nacht

nicht translatierte Regiomiftranslated region
Ultraviolett

Volt

Wildtyp

Gewichtsprozentweight per volumge
Volumenprozentyolume per volume
mikro

Verwendete englische Fachausdriicke

alignment
antisense
blocking
blotting bzw. Blot
boost

core
downstream
EST expressed
sequencgag)
glass beads
insert

kit

knock ouik.0.)
labelling
pellet

primer

primer walking
sense

sticky end
strippen
suicide Substrat
template
upstream

Aminosauren

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
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His
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Lys
Leu

CFrXTIOTMOO>

Sequenzvergleich

nichtkodierend

Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen

Transfer von DNA, RNA oder Protein auf Membranen
Wiederholte Immunisierung mit dem selben Antigen
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stromabwarts

kurze Sequenzierung von cDNA exprimierter Gene

Glaskigelchen zum mechanischen Aufbruch von Zellen
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Reagenzien

Deletion eines Gens
Markierung
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3'- bzw. 5'-Uberhadngendes Ende einer dsDNA

Entfernen von DNA, RNA oder Protein von Membranen
Substrat, welches ein Enzym irreversibel hemmt

Matrize; Vorlage

stromaufwarts
Alanin M Met Methionin
Cystein N Asn Asparagin
Aspaiaginsaure P Pro Prolin
Glutaminsaure Q GIn  Glutamin
Phenylalanin R Arg Arginin
Glycin S Ser  Serin
Histidin T Thr  Threonin
Isoleucin \ Val Valin
Lysin w Trp  Tryptophan
Leucin Y Tyr  Tyrosin

eine Reaktion notwendigen
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