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1 Einleitung 1

1 Einleitunqg

1.1 Entdeckung und Lebenszyklus von Toxoplasma gondii

Anfang des 20ten Jahrhunderts wurden die ersten asexuellen Stadien von
Toxoplasma gondii in Végeln und Saugetieren dokumentiert. Die erste genauere Be-
schreibung des Parasiten erfolgte im Jahre 1908 von Nicolle und Manceaux, die ihm
spater auch den Namen Toxoplasma gondii gaben, um an seine gebogene Form
(griechisch: toxon = Bogen; plasma = Form) und das Tier zu erinnern, in dem sie ihn
entdeckt hatten: dem Gondi, einem nordafrikanischen Nagetier (Ctenodactylus gundi;
Nicolle & Manceaux, 1909). In den folgenden Jahren bis heute wurde Toxoplasma
gondii in etlichen tierischen und klinischen Isolaten Uberall auf der Welt beschrieben.
Der obligat intrazellulare Parasit besitzt ein extrem breites Wirtsspektrum und kann
alle warmblitigen Vertebraten infizieren, wodurch Toxoplasma zu einem der am
weitesten verbreiteten Parasiten der Welt wurde. Toxoplasma gondii gehort innerhalb
der Protozoen zu dem Unterstamm Apicomplexa, dem auch andere wichtige Patho-
gene wie Plasmodium, Eimeria, Cyclospora, Babesia und Cryptosporidium
zugeordnet werden. Apicomplexa sind obligat intrazellulare Parasiten, die komplexe
Lebenszyklen aufweisen und sich durch das Vorhandensein eines Apikalkomplexes
auszeichnen, einem Komplex aus sekretorischen Organellen am apikalen Pol des
Parasiten, der aus Mikronemen und Rhoptrien besteht. Der vollstandige Lebens-
zyklus konnte erst 1970 aufgeklart werden, mit der Entdeckung der Katze als Endwirt
des Parasiten (Frenkel et al., 1970).

Toxoplasma gondii kann wahrend seines Lebenszyklus in drei verschiedenen
Stadien vorkommen: als Tachyzoiten oder Bradyzoiten im Zwischenwirt (allen warm-
blitigen Vertebraten einschliellich des Menschen) und als Sporozoiten in ihrem
Endwirt, der Hauskatze oder anderer Angehoriger der Familie Felidae (Lindsay et al.,
1991; Dubey et al., 1998).

Tachyzoiten treten wahrend der akuten Phase der Infektion auf und sind durch eine
hohe Replikationsrate mit einem durchschnittlichen Reproduktionszyklus von funf bis
neun Stunden gekennzeichnet. Sie vermehren sich ungeschlechtlich in einer parasi-
tophoren Vakuole innerhalb einer Mutterzelle durch Langsteilung (Endodyogenie).
Nach sieben bis acht Teilungen platzt die Wirtszelle auf und die freigesetzten Para-

siten kbnnen neue Zellen infizieren. Wahrend dieser Phase der Infektion kommt es
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zu einer Ausbreitung des Parasiten in viele Organsysteme, hauptsachlich Leber,
Lymphknoten und Lunge (Frenkel, 1988). Durch das Einsetzen der spezifischen
Immunantwort des Wirtes wird die akute Infektion in der Regel Uberwunden. Der
Parasit kann sich dem Immunsystem allerdings durch Differenzierung in das Brady-
zoitenstadium entziehen, wobei die parasitophore Vakuole zu einer Zystenhulle
ausgebaut wird (Ferguson & Hutchison, 1987, Dubey et al., 1998). Bradyzoiten ver-
mehren sich ebenfalls durch Endodyogenie, allerdings weisen sie eine stark redu-
zierte Replikationsrate und einen verlangsamten Metabolismus auf. Sie stellen ein
Ruhestadium dar, das flr die gesamte Lebensdauer ihres Wirtes innerhalb von
Zysten persistieren kann, ohne im immunkompetenten Wirt klinische Symptome her-
vorzurufen (Bohne et al., 1999). Zysten finden sich, abhangig vom Zwischenwirt, vor
allem im zentralen Nervensystem, aber auch im Muskelgewebe, der Retina und zu
einem geringen Teil in anderen Geweben (Dubey & Peattie, 1988; Dubey et al.,
1998).

Werden Zysten mit der Nahrung durch infiziertes und nicht gut durchgekochtes
Fleisch aufgenommen, 16st sich die Zystenhille im Magen auf und die saure- und
pepsinresistenten Bradyzoiten infizieren im Dunndarm Epithelzellen, in denen sie
sich wieder zu Tachyzoiten differenzieren (Jacobs et al., 1957; Pettersen, 1979).
Diese l0sen erneut einen Zyklus von akuter Infektion mit anschliefiender chronischer
Infektion und Zystenbildung aus.

Wird ein mit Zysten infizierter Zwischenwirt von einer Katze, dem Endwirt des Para-
siten, gefressen, verlauft die Infektion anfanglich wie in einem Zwischenwirt: die
Zystenwand wird im Magen der Katze aufgelOst, die freiwerdenden Bradyzoiten inva-
dieren Zellen des Dunndarmepithels. Ab diesem Punkt unterscheidet sich der
Vermehrungszyklus stark von dem des Zwischenwirtes. Im Dunndarmepithel der
Katze initiieren die Bradyzoiten mehrere Generationen sexueller Vermehrung, wobei
sie zu mannlichen und weiblichen Gametozyten differenzieren, die nach Fusionie-
rung eine Zygote bilden (Freyre et al., 1989). Nach der Befruchtung bildet sich eine
dichte Oozystenwand um die Zygote aus. Infizierte Epithelzellen platzen auf und
entlassen die Oozysten in das Lumen des Darms, von wo sie mit den Faeces ausge-
schieden werden. Die Sporulation erfolgt im Freien innerhalb von einem bis funf
Tagen, wobei acht Sporozoiten gebildet werden. Werden diese durch kontaminierte

Nahrung, Wasser oder Erde von einem warmblitigen Vertebraten aufgenommen,
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differenzieren sie im Dunndarmepithel wieder zu Tachyzoiten und der Infektions-

zyklus schlief3t sich.

1.2 Medizinische Bedeutung von Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ist als Erreger der Toxoplasmose im Menschen einer der hau-
figsten humanpathogenen Parasiten weltweit. Schatzungen gehen davon aus, dass
bis zu einem Drittel der Weltbevolkerung infiziert ist, wobei es allerdings starke lokale
Unterschiede gibt (Tenter et al., 2000). Die Durchseuchungsrate korreliert in
Deutschland mit dem Lebensalter: etwa 20% aller 20-jahrigen und etwa 30% aller
30-jahrigen sind seropositiv (Grof3, 1994). Eine Infektion immunkompetenter Indi-
viduen verlauft in der Regel asymptomatisch. Da nur 1-5% der Infizierten Symptome
wie Lymphadenitis, Ermudungserscheinungen ohne Fieber und Kopfschmerzen auf-
weisen, verlauft eine Erstinfektion mit anschlieRender chronischer Infektion normaler-
weise unerkannt.

Komplikationen koénnen in immunsupprimierten Patienten und wahrend einer
Schwangerschaft auftreten. Bei einer Erstinfektion wahrend einer Schwangerschaft
kommt es in ca. 50% aller Falle zu einer in utero Ubertragung des Parasiten, was
letztendlich zu konnataler Toxoplasmose des Fotus fuhrt. Haufig treten
Hydrocephalus oder intracraniale Kalzifikationen auf, allerdings sind die Symptome
sehr unterschiedlich und reichen bis zu Multiorganinfektionen, die zum Abort fihren
kénnen (Remington & Desmonts, 1990).

Eine Infektion von Toxoplasma gondii wird vor allem durch die zellulare Immunab-
wehr des Wirtes kontrolliert, wobei Interferon-y (IFN-y) eine zentrale Rolle spielt
(Subauste & Remington, 1991). Wenn eine entsprechende Immunantwort nicht statt-
finden kann, wie etwa bei fortgeschrittener HIV-Infektion oder induzierter Immun-
suppression nach Organtransplantation, kann aus einer chronischen Infektion durch
Reaktivierung wieder eine akute Infektion werden. Die in den Zysten enthaltenen
Bradyzoiten kénnen sich nach Aufplatzen der Zyste wieder zu Tachyzoiten differen-
zieren, die sich bei fehlender Immunantwort ungehindert replizieren, dabei schwere
Hirnlasionen verursachen und zu einer toxoplasmatischen Enzephalitis fuhren (Luft &
Remington, 1992; Ambroise-Thomas & Pelloux, 1993; Luft et al., 1993).
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Es sind einige Medikamente vorhanden, um akute oder reaktivierte Toxoplasmose
effizient zu behandeln. Allerdings gibt es bis heute keine Behandlung, die Zysten aus
Infizierten effektiv eliminiert, so dass die Gefahr einer reaktivierten Toxoplasmose
standig bestehen bleibt. Der reversiblen Differenzierung von Tachyzoiten zu Brady-
zoiten kommt hierbei eine zentrale Rolle zu, bei der noch viele wichtige Fragen

ungeklart sind.

1.3 Aufbau von Tachyzoiten und Bradyzoiten

Da Toxoplasma gondii jede kernhaltige Wirtszelle infizieren und sich darin replizieren
kann, ist eine einfache Aufzucht in der Zellkultur in einer Reihe von Wirtszellen mog-
lich. Dadurch konnte T. gondii als Modellorganismus fur intrazellulare Parasiten
etabliert werden (Joiner & Dubremetz, 1991; Mc Leod et al.,, 1991). Es existieren
mittlerweile eine grolde Anzahl an tierischen und klinischen Isolaten, die sich einer
Reihe verschiedener Toxoplasma Stamme zuordnen lassen. Diese weisen unter-
einander sehr starke genetische und phanotypische Ahnlichkeiten auf und lassen
sich in drei klonale Linien (Typ I, II, Ill) unterteilen, die jeweils global verstreut in
Tieren und Menschen gefunden wurden (Dardé et al., 1992; Howe & Sibley, 1995).
Durch Sequenzanalysen konnte ermittelt werden, dass sich die verschiedenen
Stamme nur in etwa 1% ihrer DNA unterscheiden. Eine wichtige Beobachtung war,
dass die unterschiedliche Virulenz der verschiedenen Toxoplasma Stamme in der
Maus mit der Zugehorigkeit zu einer der drei klonalen Linien korreliert, also genetisch
bedingt ist (Grigg et al., 2001; Sibley & Boothroyd, 1992). Parasiten vom Typ | zeigen
durch ihre hohe Virulenz bei Infektion in Mausen eine LD1go von weniger als 10
Organismen auf. Sie bilden nur selten Zysten und sind besonders haufig assoziiert
mit konnataler Toxoplasmose. Typ Il Parasiten sind die Hauptursache von chro-
nischer Toxoplasmose in Menschen. Sie sind weniger stark virulent und bilden eine
groRe Anzahl Zysten im Mausmodell. Die ebenfalls gering virulenten Angehdrigen
des Typs lll werden nur selten in klinischen Isolaten gefunden und treten besonders
haufig in Tieren auf (Sibley & Howe, 1996).

Das nukleare Genom von Toxoplasma umfasst ca. 87 Mb, verteilt auf 11 Chromo-
somen. Neben diesem besitzt T. gondii noch in zwei DNA-haltigen Organellen ein 6

kb mitochondriales Genom und ein episomales 35 kb plastidenahnliches Genom in
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einem Organell, das in vielen Vertretern der Apicomplexa gefunden wurde: dem
Apicoplasten (Kohler et al., 1997; Ajioka et al., 2001). Eine erfolgreiche Replikation
des Apicoplasten-Genoms ist essentiell fur den Parasiten. Es ist homolog zu dem
aus Plastiden photosynthetischer Organismen und wahrscheinlich der Ort der
Synthese von aromatischen Aminosauren und Fettsauren (Fichera & Roos, 1997;
Kohler et al., 1997; Roberts et al., 1998). Viele Proteine werden allerdings nicht im
Apicoplasten selbst kodiert, sondern mussen erst aus der Zelle importiert werden
(Waller et al., 1998; Gleeson, 2000). Ultrastrukturelle Untersuchungen ergaben, dass
dieses Organell durch vier Membranen vom Zytoplasma des Parasiten abgetrennt
ist. Zusammen mit phylogenetischen Untersuchungen des Plastidengenoms ver-
schiedener Angehdriger der Apicomplexa deutet dies auf einen wahrscheinlichen
Ursprung dieses Organells durch sekundare Endosymbiose einer Grin- oder Rotalge
hin (Kohler et al., 1997).

Strukturell unterscheiden sich Tachyzoiten und Bradyzoiten nur geringfligig (s. Abb.
1). Die Parasiten sind etwa 2x6 um grol3 und haben eine leicht gebogene Form,
wobei Bradyzoiten etwas ,schlanker’ sind. Umschlossen wird der Organismus von
einem Pellikel, der aus drei Membranen besteht: der Plasmamembran und zwei dicht
beieinander liegenden Membranen, die den inneren Membrankomplex bilden. Am
apikalen Pol befinden sich, wie auch bei anderen Apicomplexa, das Konoid und zwei
sekretorische Organelle, Mikronemen und Rhoptrien. Das Konoid ist eine Struktur
aus spiralférmig aufgewundenen Tubulinpolymeren, die in extrazellularen Parasiten
ausgefahren werden und rotieren kann (Hu et al., 2002). Die Rhoptrien sind keulen-
formige Strukturen, die bei Bradyzoiten haufig eine Schleife ausbilden und sich
dadurch von solchen aus Tachyzoiten unterscheiden. Innerhalb der Zelle verteilt be-
finden sich die Ubrigen Organellen, wie Mitochondrien, Golgi Apparat,
Endoplasmatisches Reticulum, und die dichten Granula, ein weiteres sekretorisches
Organell. Bei Tachyzoiten befindet sich der Zellkern in der Mitte der Zelle, wahrend
er in Bradyzoiten am posterioren Pol lokalisiert ist. Einen Hauptunterschied zwischen
den beiden Lebensstadien stellt das Vorhandensein vieler Amylopektin-haltiger
Granula in Bradyzoiten dar, die in Tachyzoiten nicht, oder nur in sehr geringer Anzahl
vorkommen (Dubey et al., 1998).

Im Gegensatz zu Tachyzoiten gelten Bradyzoiten als saure- und magensaftresistent,
weshalb sie eine Magenpassage unbeschadet Uberstehen kénnen (Jacobs et al.,

1960). Zunachst nahm man an, dass dies auf eine Resistenz gegenlber Pepsin und
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anderen proteolytischen Enzymen des Magens zurlickzufiuihren sei, doch konnte ge-
zeigt werden, dass dies auch auf einer Resistenz gegenuber saurem Milieu all-
gemein beruht (Pettersen, 1979). Gleiche Inkubationsbedingungen fuhrten bei

Tachyzoiten innerhalb kurzer Zeit zum vollstandigen Verlust der Infektiositat.

Konoid
Mikronemen
Bhoptrien
Plasmamembran
Innerer Iem br ankom plex
Amylopektin

Apikoplast
Golgi-Apparat

Dichte Granula
Huldeus
Mitochondrium
Apikoplast
Rauhes ER
Golgi-Apparat

Lipid KEdrper
Nukleus
Amylopektin

Dichte Granula

Abb. 1. Ultrastruktureller Vergleich von Tachyzoiten und Bradyzoiten. Die Unterschiede in der Form
der Rhoptrien, Anzahl der Amylopektin-haltigen Vesikel und Lage des Nukleus sind deutlich erkenn-
bar. Abbildung modifiziert aus Dubey et al., 1998.

1.4 Interaktion mit der Wirtszelle

Die Organellen des Apikalkomplexes, Mikronemen, Rhoptrien und dichte Granula,
werden mit Zelladharenz und Invasion der Wirtszelle in Verbindung gebracht. Die
Invasion ist ein aktiver, vom Parasiten gesteuerter Prozess und wird nicht durch
Phagozytose der Wirtszelle vermittelt (Dobrowolski & Sibley, 1996; Dubremetz et al.,
1998).

Zu Beginn des Invasionsprozesses muss der Parasit einen ersten Kontakt zu seiner

Wirtszelle aufnehmen. Der Rezeptor hierfur ist bisher noch nicht bekannt, da
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Toxoplasma aber anscheinend jede kernhaltige Zelle infizieren kann, missen die
vom Parasiten erkannten Strukturen ubiquitar auf allen Zellen vorhanden sein. Fur
den Kontakt scheinen sowohl Komponenten der Wirtszelle, als auch des Parasiten
verantwortlich zu sein. HierfUr wurden sowohl Oberflachenproteine wie SAG1, als
auch Proteine aus den Mikronemen verantwortlich gemacht, wobei die Bindung an
einen glykosylierten Wirtszellrezeptor erfolgt (Mineo et al., 1993; Fourmaux et al.,
1996; Ortega-Barria & Boothroyd, 1999). Dies wird durch einen neueren Fund besta-
tigt, in dem fur ein Protein aus den Mikronemen (MIC1) eine Eigenschaft als Lactose-
bindendes Lektin gezeigt werden konnte (Lourenco et al., 2001).

Nach Anheftung an die Wirtszelle reorientiert sich der Parasit, so dass der Apikal-
komplex der Wirtszellmembran gegenuber liegt. Bei diesem Prozess scheint ein
weiteres Oberflachenmolekuil des Parasiten eine Rolle zu spielen: SAG2. Maskierung
von SAG2 mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern immobilisiert den Parasiten auf
der Oberflache der Wirtszelle, so dass keine Reorientierung mehr stattfinden kann
(Smith, 1995; Grimwood & Smith, 1996). Eine lokal begrenzte Kontaktausbildung
zwischen der Membran des Parasiten und der Wirtszelle, eine sogenannte ,Tight
Junction’ (Michel et al., 1980) wird ausgebildet, die im Verlauf der Internalisierung
des Parasiten zum hinteren Pol wandert, wobei Membran und assoziierte
Oberflachenmolekile abgeworfen werden. Am Ende des nur ca. 10 s dauernden In-
vasionsprozesses befindet sich der Parasit in einer intrazellularen parasitophoren
Vakuole, die urspringlich aus der Plasmamembran der Wirtszelle entstammt und
selektiv von fast allen Oberflachenmolekilen befreit wurde (Suss-Toby et al., 1996;
Mordue et al., 1999). Noch wahrend der Invasion entleeren die Rhoptrien ihren Inhalt
in die entstehende parasitophore Vakuole, wobei fir einige Proteine wie ROP1 und
ROP2 eine spatere Lokalisierung auf der Membran der parasitophoren Vakuole
nachgewiesen werden konnte (Saffer et al., 1992). ROP Proteinen wird eine gene-
relle strukturelle Funktion beim Aufbau der parasitophoren Vakuole zugeschrieben.
Im Falle von ROP2 konnte gezeigt werden, dass es fur die auffallig dichte Anlage-
rung von Endoplasmatischem Reticulum und Mitochondrien der Wirtszelle an die
Aullenseite der parasitophoren Vakuole verantwortlich ist (Sinai et al., 1997; Sinai &
Joiner, 2001).

Eine interessante Eigenschaft der parasitophoren Vakuole ist neben dem Fehlen von
Wirtszellproteinen ihre Unfahigkeit, mit Vesikeln der Wirtszelle zu fusionieren. Da-

durch wird eine Ansauerung der Vakuole verhindert, die durch Verschmelzung mit
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Lysosomen ansonsten zum Tod des Parasiten fuhren wirde (Sibley et al., 1985;
Joiner et al., 1990).

Innerhalb von 10 Minuten nach Invasion in die Zelle werden auch die dichten
Granula in die Vakuole ausgeschuttet. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Pro-
zess, ebenso wie die Sekretion von Mikronemen und Rhoptrien, Ca®* abhangig ist
(Carruthers & Sibley, 1999; Saffer & Schwartzman, 1991). Proteine aus den dichten
Granula (GRA Proteine) werden zu den Excreted-Secreted Antigens (ESAs) gezahlt;
sie werden wahrend der gesamten intrazellularen Entwicklung von Tachyzoiten und
Bradyzoiten sekretiert. Die GRA Proteine sind an der Ausbildung eines intra-
vakuolaren Netzwerkes tubularer Membranen und an der Modifizierung der
Vakuolenmembran beteiligt (Achbarou et al., 1991; Cesbron-Delauw, 1994; Mercier
et al., 2002). Bei Bradyzoiten zeigen die GRA Proteine eine andere Verteilung auf.
Wahrend einige ahnlich der parasitophoren Vakuole in der Zystenmatrix verteilt sind,
zeigen andere eine Verbindung zur Zystenwand auf, so dass sie mit deren Aufbau
wahrend der Differenzierung in Verbindung gebracht werden (Torpier et al., 1993;
Ferguson et al., 1999). Neben GRA1-6 konnte ein weiteres Protein in den dichten
Granula lokalisiert werden, dessen Funktion aufgeklart wurde. Es handelt sich hierbei
um eine NTPase, die ATP in die jeweiligen Di- und Monophosphat-Formen degra-
diert (Bermudes et al., 1994; Asai et al., 1995) und der eine Funktion bei der Auf-
nahme von Purinen aus der Wirtszelle zugeschrieben wird. T. gondii kann Pyrimidine
de novo synthetisieren, ist aber auxotroph fir Purine und dadurch auf einen stan-
digen Nachschub seitens der Wirtszelle angewiesen (Schwartzman & Pfefferkorn,
1982). Da sich die parasitophore Vakuole wie ein Molekularsieb verhalt und frei
durchlassig fur kleine Substanzen bis zu einem Molekulargewicht von 1,3 kDa ist,
kann hier ein Austausch von Nahrstoffen mit der Wirtszelle, wie Aminosauren,
Zucker und ATP stattfinden (Schwab et al., 1998).

Die Replikation des Parasiten findet innerhalb der parasitophoren Vakuole durch
Endodyogenie statt. Die ersten drei bis vier Zellteilungen verlaufen hierbei synchron
und es kommt zu der flr T. gondii typischen Rosettenbildung. Nach sieben bis acht
Zellteilungen platzt die Wirtszelle und die freiwerdenden Parasiten infizieren benach-
barte Zellen.

Bradyzoiten sind ebenfalls in der Lage, Zellen aktiv zu infizieren und mussen sich
hierzu nicht zuerst zu Tachyzoiten umwandeln. Ahnlich wie Tachyzoiten reorientieren

sie sich ebenfalls mit dem Apikalkomplex zur Wirtszelle, nachdem ein erster Kontakt
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stattgefunden hat. Der Inhalt der Rhoptrien wird entleert, aber im Gegensatz zur
Invasion bei Tachyzoiten kann weder die Bildung einer ,Tight Junction’, noch das
Abwerfen von Membranmaterial beobachtet werden. Ferner wurden fingerahnliche
Auswilchse der Wirtszelle, ahnlich Pseudopodien, entlang der Oberflache des inva-
dierenden Parasiten beobachtet (Speer et al., 1995; Sasono & Smith, 1998).

Bei oraler Infektion einer Maus mit Bradyzoiten (Zysten), penetrieren diese Entero-
zyten des Dunndarmepithels innerhalb von zwei Stunden und haben sich innerhalb
von 18 Stunden nach Infektion bereits zu Tachyzoiten umgewandelt. Eine Parasita-
mie lasst sich innerhalb von 24 Stunden und eine Invasion von Lungen, Gehirn und
anderen Organen nach vier Tagen nachweisen (Dubey, 1997). Eine erste Zysten-
bildung kann ca. sechs Tage nach Infektion beobachtet werden (Weiss & Kim, 2000).
Die Zystenhdulle, innerhalb derer sich Bradyzoiten teilen, ist mit ca. 0,5 uym relativ
dinn. Zysten variieren stark in ihrer Gréke und der Anzahl der enthaltenen Parasi-
ten. Wahrend sowohl 5 um grof3e Zysten beschrieben wurden, die nur zwei Parasiten
enthielten, lassen sich im Gehirn infizierter Mause auch bis zu 70 ym grol3e Zysten
mit Hunderten bis Tausenden Bradyzoiten finden. Der Umfang der Zyste wachst mit
zunehmendem Alter, wahrend sich die Bradyzoiten in ihr langsam teilen. Vor allem in
alteren Zysten kdnnen manche Parasiten auch degenerieren (Pavesio et al., 1992).
Aus nicht genauer bekannten Grunden scheinen Zysten im Gehirn chronisch Infi-
zierter von Zeit zu Zeit zu platzen, wodurch Bradyzoiten freigesetzt werden (Frenkel
& Escajadillo, 1987; Ferguson et al., 1989). Ob Bradyzoiten auch aus intakten Zysten
austreten konnen, ist nicht bekannt. Es wird angenommen, dass sich freigesetzte
Bradyzoiten wieder zu Tachyzoiten umwandeln, die bei Immunsuppression eine re-
aktivierte Toxoplasmose hervorrufen konnen. Der Mechanismus, durch den neue
Generationen von Zysten in chronisch infizierten Mausen gebildet werden, ist unbe-
kannt (Dubey et al., 1998). Auch Uber einen sicherlich stattfindenden Stofftransport in
und aus der Zyste und damit eine Kommunikation mit der Wirtszelle ist nichts

bekannt.

1.5 Genetische Manipulation von T. gondii

Die Entwicklung zahlreicher Methoden zur genetischen Manipulation von

Toxoplasma gondii hat das Verstandnis Uber diesen Parasiten in den letzten Jahren
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stark vorangetrieben. Im Gegensatz zu vielen anderen Protozoen ist die genetische
Struktur von Toxoplasma sehr ahnlich der von Saugetieren, in Hinsicht auf Codon-
und Nukleotidhaufigkeit (Roos et al., 1994).

Transiente Expression von Chloramphenicoltransferase (CAT) als Reportergen
wurde nach Elektroporation von Tachyzoiten mit Plasmiden erreicht, die CAT unter
Kontrolle verschiedener Promotoren trugen. (Soldati & Boothroyd, 1993; Donald &
Roos, 1993). Die Starke der transienten Expression war dabei abhangig vom ver-
wendeten Promotor, wobei TUB1, der Promotor des a-tubulin Gens eine besonders
starke Expression vermittelte (Nagel & Boothroyd, 1988). Mit der Entwicklung von
Selektionsmarkern konnte bald auch auf eine stabile Transfektion selektiert werden.
Neben einer Resistenz gegen Pyrimethamin durch Transfektion einer Fusion aus
Dihydrofolat Reduktase und Thymidylat Synthase (DHFR-TS, Donald & Roos, 1993),
wurden hier auch Resistenzen gegen Chloramphenicol (Kim et al., 1993),
Phleomycin (Messina et al., 1995; Soldati et al., 1995), oder eine Selektion auf Kom-
plementation der natiurlich vorkommenden Tryptophan Auxotrophie von T. gondii
(Sibley et al., 1994) erfolgreich induziert. Mittlerweile sind Selektionsmarker verfug-
bar, die eine positiv/negativ Selektion erlauben, wie Hypoxanthin-Xanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HXGPRT; Donald et al., 1996), oder eine Fusion aus
Dihydrofolat Reduktase- Cytosin Deaminase- Thymidylat Synthase (Fox et al., 1999).
Neben stabiler Transfektion durch nicht-homologe Integration eines Fragmentes
Fremd-DNA an eine zufallige Stelle des Genoms, kann auch gezielt eine homologe
Integration erreicht werden. Dies ist lediglich abhangig von der GréfRe der flankieren-
den homologen DNA, so dass die gezielte Disruption einzelner Gene madglich ist
(Kim et al.,, 1993; Donald & Roos, 1994). Durch Generierung gezielter Gendele-
tionsmutanten konnte bereits die Funktion einiger Gene aufgeklart werden.

Die Etablierung zusatzlicher Methoden, wie der Entwicklung eines stabilen episoma-
len Vektors (Black & Boothroyd, 1998) und der Expression von antisense-RNA
(Nakaar et al., 1999; Nakaar et al., 2000), oder der Rekombinase Cre (Brecht et al.,
1999) erlaubt eine genauere Untersuchung der Funktion eventuell essentieller Gene.
Auch Markerproteine fir die Lokalisation von Transgenen in T. gondii durch Zell-
farbungen sind mittlerweile etabliert. So lassen sich B-Galaktosidase exprimierende
Parasiten sowohl in Zellkultur, als auch im Gehirn chronisch infizierter Mause leicht
nachweisen (Seeber & Boothroyd, 1996; Dao et al., 2002). Der endogene Protein-

transport des Parasiten konnte durch Fusion des grin fluoreszierenden Proteins
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GFP mit unterschiedlichen T. gondii Proteinen gezielt zu verschiedenen Organellen
verfolgt werden (Striepen et al., 1998).

Eine Optimierung der Transfektionsmethoden erlaubte ausgefeiltere Methoden der
genetischen Manipulation von T. gondii, wobei die zufallige nicht-homologe Rekom-
bination dazu ausgenutzt werden kann, das komplette Genom des Parasiten in einer
einzigen Transfektion zu markieren (Donald & Roos, 1995; Roos et al., 1997). Durch
geschickten Einsatz positiv/inegativ selektierbarer Marker wurde eine sogenannte ,Hit
and Run’ Mutagenese etabliert, die es erlaubt, eine Gendisruption an Genloki ein-
zufigen, fur die kein Selektionsschema vorhanden ist (Donald & Roos, 1998). Dies
wiederum kann auch dazu verwendet werden, Genmutationen in Toxoplasma durch
Transfektion eines kompletten Genoms zu komplementieren und anschliellend die

komplementierende Sequenz zu analysieren (Striepen et al., 2002).

1.6 Stadienkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten in vitro

Durch die Zuganglichkeit von T. gondii gegenlber molekulargenetischen Unter-
suchungsmethoden und der Etablierung eines Systems zur Induktion der Stadien-
konversion in vitro, kann nun auch dieser fur die Pathogenitat des Parasiten so
wichtige Teil seines Lebenszyklus genauer untersucht werden.

Vor der Entwicklung molekularer Marker durch stadienspezifische Antikorper wurden
Tachyzoiten und Bradyzoiten allein durch ihre Unterschiede in Ultrastruktur, Saure-
resistenz und der Fahigkeit, Oozystenbildung in Katzen zu induzieren, definiert
(Dubey et al., 1998). Erst 1983 wurde durch Lunde & Jacobs bewiesen, dass auch
Unterschiede in der Antigenizitat zwischen Tachyzoiten und Bradyzoiten existieren,
und dass diese durch polyklonale Antiseren erkannt werden kdnnen. Aber erst durch
die Entwicklung eines Zellkulturmodells zur Induktion der Stadienkonversion in vitro
wurden die Untersuchungen uber die Unterschiede zwischen Tachyzoiten und
Bradyzoiten weiter vorangetrieben.

In einer Tachyzoitenpopulation exprimiert immer ein geringer Prozentsatz, abhangig
vom untersuchten Toxoplasma Stamm, spontan bradyzoitspezifische Proteine, so
dass ein geringer Anteil spontaner Stadienkonversion stattzufinden scheint (Lindsay
et al., 1991; Soete et al., 1993). Um den Anteil der Bradyzoiten in einer Tachyzoiten-

kultur zu erhdhen, kdnnen verschiedene Arten von Stress appliziert werden. Durch
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eine Aktivierung von Mausmakrophagen mit IFN-y kann die Expression brady-
zoitspezifischer Proteine induziert werden (Bohne et al., 1993). Dies konnte auf eine
Freisetzung von NO aus aktivierten Makrophagen zurtickgefiihrt werden, welches mit
Eisen-Schwefel Zentren in Proteinen interagiert und dadurch Proteine der mito-
chondrialen Atmungskette inhibiert. Eine externe Quelle von NO in Form von
Natriumnitroprussiat (SNP) zeigt den gleichen Effekt auf die Stadienkonversion wie
eine Aktivierung der Makrophagen durch IFN-y, wobei ein Zusammenhang zwischen
reduzierter Wachstumsrate und Bradyzoiteninduktion besteht (Bohne et al., 1994). In
Fibroblasten fUhrt IFN-y auch zu einer Reduzierung des Wachstums, allerdings zu
keiner Induktion der Stadienkonversion (Pfefferkorn & Guyre, 1984; Gross & Bohne,
1994). Dies ist auf einen anderen Wirkungsmechanismus des IFN-y in Makrophagen
und Fibroblasten zurtuckzufuhren: wahrend Makrophagen zur NO-Freisetzung stimu-
liert werden, bewirkt IFN-y in Fibroblasten eine Reduktion der Konzentration des
intrazelluldren Tryptophans, das Toxoplasma zum Uberleben innerhalb der Zelle be-
notigt (Pfefferkorn et al., 1986). Durch SNP kann deshalb auch in Fibroblasten eine
Stadienkonversion induziert werden. Eine Bestatigung fur die Wirkung von NO auf
die Mitochondrien des Parasiten liefern mitochondriale Inhibitoren, wie Oligomycin
oder Antimycin A, die ebenfalls eine Stadienkonversion induzieren kdnnen (Gross &
Bohne, 1994; Bohne et al., 1994; Tomavo & Boothroyd, 1995).

Andere Stressfaktoren, wie eine Erhéhung oder Erniedrigung des pH-Wertes (pH 8
oder pH 6.8) des Zellkulturmediums, Hitzeschock durch Erhohung der Inkubations-
temperatur auf 43 °C, oder Zugabe von Interleukin-6 flihren alle zu einer Induktion
der Differenzierung zum Bradyzoiten (Soete et al., 1994; Weiss et al., 1995). Ebenso
Chemikalien wie Pyrimethamin, ein Inhibitor der Dihydrofolat Reduktase, oder
Natriumarsenit (Gross et al., 1996; Soete et al., 1994).

Die Fahigkeit, Stadienkonversion als Antwort auf eine grol3e Anzahl verschiedener
aulerer Faktoren zu induzieren deutet darauf hin, dass T. gondii hierfir mehrere un-
abhangige Wege zur Verfigung stehen. Alle Methoden, in vitro Differenzierung aus-
zulosen (s. Abb. 2), zeigen auch eine gewisse Toxizitat der Wirtszelle gegenulber, so
dass die Dauer solcher Versuche auf einige Tage limitiert ist. AuRerdem scheinen
sich in vitro induzierte Bradyzoiten zu einem gewissen Teil von aus der Maus iso-
lierten Bradyzoiten zu unterscheiden, da Bradyzoitenmarker wie P21 (Tomavo et al.,

1991) in vitro nur sehr spat auftreten und in manchen Untersuchungen gar nicht
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gefunden wurden. Aus diesem Grund ist die Verflgbarkeit in vitro induzierter Brady-
zoiten zwar eine Grof3e Hilfe beim Studium der Stadienkonversion, doch mussen die
auf diese Weise erhaltenen Ergebnisse nicht unbedingt auch fiur in vivo auftretende
Parasiten zutreffen. Die Schllsselgene fur die Entwicklung von Bradyzoiten wurden
bisher noch nicht entdeckt, ein Hinweis konnte allerdings aus dem moglichen Zu-
sammenhang zwischen einer Reduzierung der Replikationsrate und der Induktion
der Bradyzoitenentwicklung hervorgehen, der von einigen Autoren beschrieben

wurde.

chronische Infektion

Inhibierung der Mitochondrien
extrazellulare Inkubation
hoher/ niedriger pH
Hitzeschock

o NO

Tachyzoiten Reaktivierung Bradyzoiten/ Zyste

Abb. 2. Die Stadienkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten ist ein reversibler Prozess, der als
Antwort des Parasiten auf diverse Arten an Stress ausgeldst werden kann. Durch die einhergehende
Zystenbildung wird eine chronische Infektion hervorgerufen. Eine Reaktivierung mit Stadienkonversion
in umgekehrter Richtung lauft spontan bei Fehlen solch eines Stresses ab, wie bei einer Immun-
suppression.

Links: Tachyzoiten mit typischer Rosettenbildung nach der Teilung in ihrer Wirtszelle. Rechts: Zyste
aus dem Gehirn einer chronisch infizierten Maus mit Hunderten von Bradyzoiten in ihrem Inneren. Die
begrenzende Zystenwand ist deutlich zu erkennen.

1.7 Molekulare Unterschiede zwischen Tachyzoiten und Brady-

zoiten

Wahrend der Stadienkonversion differentiell exprimierte Proteine lassen sich in drei

Klassen unterteilen: Oberflachenstrukturen, Stressantwort und Metabolismus.
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1.7.1 Differentielle Expression von Oberflachenproteinen

Die Oberflache des Parasiten ist bedeckt von einer Familie GPI-verankerter Ober-
flachenmoleklle, die gemeinsame strukturelle Merkmale und wahrscheinlich ahnliche
Sekundar- und Tertiarstrukturen aufweisen. Die ersten Oberflachenmolekile (SAG1-
4) wurden durch Immunoscreening von cDNA Expressionsbibliotheken kloniert
(Boothroyd et al., 1998). SAG1 ist das Hauptoberflachenantigen von Tachyzoiten, ein
immundominantes Molekll, das eine starke humorale Immunantwort auslost (Burg et
al., 1988). SRS1 (SAG-related sequence 1), ein Gen mit Homologie zu SAG1 konnte
in der genomischen Region direkt 5 des SAG1 Gens gefunden werden (Hehl et al.,
1997b). Eine Analyse der Expressed Sequence Tag (EST) Datenbank (s. unten)
fuhrte zur Identifizierung vier weiterer SRS Gene (Manger et al., 1998a). Ein weiteres
Oberflachenantigen von Bradyzoiten, das bereits zuvor mit Hilfe eines monoklonalen
Antikérpers beschrieben worden war, wurde dabei mit BSR4 (= P36) identifiziert
(Tomavo et al., 1991; Knoll & Boothroyd, 1998a). Weitere Homologe zu SAG1 wur-
den mit den drei im Genom in tandem angeordneten Genen SAG5A-C entdeckt
(Spano et al., 2002). Des weiteren existieren auch mehrere Homologe zu SAG2, wie
der Fund von SAG2B-D beweist (Lekutis et al., 2000).

Von den Genen her zu schlielen, deren Expression bisher auf Stadienspezifitat
uberpraft wurde, scheint die Oberflache des Parasiten wahrend der Stadien-
konversion eine drastische Modifizierung zu durchlaufen. Die Hauptoberflachen-
proteine SAG1, SAG2 und SAG2B verschwinden wahrend der Differenzierung zum
Bradyzoiten von der Oberflache des Parasiten, wahrend einige neue zu SAG1 und
SAG2 homologe Gene, einschlieBlich SAG4, BSR4, SAG2C und SAG2D induziert
werden (Bohne et al., 1999; Lekutis et al., 2000). Die Induktion von SAG1 wahrend
der Konversion vom Bradyzoiten zum Tachyzoiten findet schnell statt und beginnt
innerhalb von 12- 24 Stunden nach Invasion der Bradyzoiten in ihre Wirtszellen
(Bohne et al., 1993; Soete et al., 1993). Die biologische Funktion einer Anderung in
der Zusammensetzung der Oberflachenmolekule ist noch unklar. Eine Hypothese ist,
dass Tachyzoiten eine starke Immunantwort als eine Art selbstlimitierenden Schritt
fur die Replikation auslésen, um ein Ableben des Wirtes wahrend der akuten
Infektion zu vermeiden, bevor Zystenbildung stattfindet (Knoll & Boothroyd, 1998Db).

Die sich entwickelnden Bradyzoiten vermeiden dann einen Angriff durch das Immun-
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system, indem sie ihre Oberflache verandern. Allerdings wird das Bild etwas kompli-
zierter, da manche Oberflachenmolekile wie SAG3 in beiden Stadien exprimiert

werden.

1.7.2 Stressantwort wahrend der Stadienkonversion

Differentielle Expression von Hitzeschockproteinen, insbesondere kleinen Hitze-
schockproteinen (sHSPs) wahrend Entwicklungsprozessen wurde in einer Vielzahl
an Organismen beobachtet (Lindquist & Craig, 1988). BAG1 ist ein kleines Hitze-
schockprotein aus T. gondii, das groRte Ahnlichkeiten mit sHSPs aus Pflanzen auf-
weist und wird deshalb auch als HSP-30 bezeichnet (Bohne et al., 1995; Parmley et
al., 1995). Das Protein wird stadienspezifisch im Zytosol von Bradyzoiten exprimiert.
BAG1 wird auf mMRNA Ebene reguliert und stellt eines der am starksten exprimierten
Gene in Bradyzoiten dar. Trotzdem konnte durch eine BAG1 Gendeletionsmutante
gezeigt werden, dass das Protein weder fur die Stadienkonversion vom Tachyzoiten
zum Bradyzoiten, noch fur die Etablierung einer neuen Infektion nach oraler Auf-
nahme von Zysten notwendig ist (Bohne et al., 1998). Allerdings weist diese Mutante
eine reduzierte Fahigkeit zur Zystenbildung im Gehirn von Mausen auf (Zhang et al.,
1999).

Ein T. gondii Homologes zu HSP-70 wird wahrend der Stadienkonversion in vitro
induziert (Weiss et al., 1998). Dieses Protein kann nur wahrend einer kurzen Zeit im
Verlauf der Differenzierung nachgewiesen werden, wogegen voll ausdifferenzierte
Tachyzoiten und Bradyzoiten keine, oder nur sehr schwache Expression von HSP70
zeigen (Silva et al., 1998). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass HSP-70 Ex-
pression in T. gondii primar wahrend der Konversion des Parasiten induziert wird.
Hitzeschockprotein HSP-60, welches in anderen Eukaryonten eine Funktion als
Chaperone fur die Faltung mitochondrieller Proteine innehat, wird in T. gondii Brady-
zoiten hochreguliert, obwohl Transkripte auch in Tachyzoiten nachgewiesen werden
konnen. Durch differentielles Spleil’en entstehen zwei Transkripte, die beide sowohl
in Tachyzoiten, als auch in Bradyzoiten vorhanden sind, ebenso wie die ent-
sprechenden Proteine. Allerdings ist ihre Lokalisation innerhalb des Parasiten ver-
schieden: wahrend HSP-60 in Tachyzoiten innerhalb des Mitochondriums nachge-
wiesen werden konnte, scheint es in Bradyzoiten aufderhalb des Mitochondriums in

nicht naher bestimmten Vesikeln lokalisiert zu sein (Toursel et al., 2000).
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Ein DNA-Reparaturenzym (TgDRE) wird in Tachyzoiten exprimiert. Die mRNA dieses
Gens lasst sich zwar auch in Bradyzoiten finden, nicht aber das Protein. Durch hete-
rologe Expression dieses Enzyms in E. coli Mutanten wurden diese resistenter gegen
DNA-Schaden wie UV-Licht und Mitomycin C (Dendouga et al., 2002). Das Auftreten
stadienspezifischer DNA-Reparaturenzyme koénnte eine Erklarung fur die verlang-
samte Replikationsrate von Bradyzoiten sein. Die zellulare Stressantwort, die mit der
Stadienkonversion verbunden ist, konnte ein Indikator von DNA Schaden im Brady-
zoitenstadium sein, ahnlich wie in anderen eukaryontischen Zellen (Nasmyth, 1996).
Verstarktes Auftreten von DNA Schaden und deren Reparatur kann daraufhin die
Replikation und das Eintreten in die Mitose stark verzégern (Yahiaoui et al., 1999).

Ein weiterer Fund der zeigt, dass Stadienkonversion als Folge einer Stressantwort
auftreten kann, ist eine Verbindung zu zyklischen Nukleotiden. Signaltransduktion
durch zyklische Nukleotide (cCAMP) ist in anderen Organismen, wie Saccharomyces
cerevisiae und Plasmodium falciparum an Differenzierungsvorgangen beteiligt, die im
Falle der Hefe mit Stress in Verbindung gebracht werden. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Erhohung der cAMP und mdglicherweise der cGMP Konzentration in
Tachyzoiten Stadienkonversion ausldésen kann, und dass wahrscheinlich auch eine
Erhéhung der cAMP und cGMP Konzentrationen der Wirtszelle Stadienkonversion

des Parasiten auslosen kann (Kirkman et al., 2001).

1.7.3 Unterschiedlicher Metabolismus von Tachyzoiten und Bradyzoiten

Mehrere Hinweise deuten darauf hin, dass Glykolyse, und nicht oxidative Phosphory-
lierung den hauptsachlichen Weg der Energiegewinnung in Bradyzoiten darstellt:

Ein Vergleich der Aktivitaten verschiedener glykolytischer Enzyme verriet, dass die
Aktivitaten von Pyruvat Kinase und Lactat Dehydrogenase in Bradyzoiten héher sind
als in Tachyzoiten (Denton et al., 1996). Dies deutet darauf hin, dass Glykolyse, die
zur Produktion von Lactat fuhrt, der hauptsachliche Weg der Energiegewinnung von
Bradyzoiten ist. Dagegen wurden Aktivitaten von Succinat Dehydrogenase und
Isocitrat Dehydrogenase, zwei mitochondrialen Enzymen aus dem Tricarbonsaure
Zyklus, in Tachyzoiten detektiert, aber nicht in Bradyzoiten. Zusammen mit der Loka-
lisation von HSP-60 aul3erhalb der Mitochondrien in Bradyzoiten (Toursel et al.,
2000) deutet dies darauf hin, dass die Mitochondrien in Bradyzoiten nicht funktionell

sind.
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Ein direkter Hinweis, dass Tachyzoiten und Bradyzoiten sich im Gebrauch der
Glykolyse unterscheiden, kommt von der Klonierung einiger Gene, die fur stadien-
spezifische Isoformen glykolytischer Enzyme kodieren. Toxoplasma besitzt zwei
Isoenzyme der Lactat Dehydrogenase, LDH1 und LDH2, die in 71% ihrer Amino-
sauren identisch sind (Yang & Parmley, 1997). LDH2 war eines der ersten brady-
zoitspezifischen Gene, die identifiziert und durch Immunoscreening einer cDNA Bank
aus Zysten mRNA isoliert wurden (Yang & Parmley, 1995). Eine zweite Isoform,
LDH1, wurde spater aus einer Tachyzoiten cDNA Bibliothek kloniert (Yang &
Parmley, 1997). Wahrend LDH2 mRNA nur in Bradyzoiten nachgewiesen wurde, ist
LDH1 mRNA in beiden Stadien vorhanden. Das LDH1 Protein wird allerdings nur in
Tachyzoiten exprimiert, wie durch 2D Gelelektrophorese gezeigt wurde, durch die die
beiden Isoformen unterschieden werden konnten (Tomavo, 2001). In ihrer Enzym-
kinetik unterscheiden sich beide Isoformen allerdings kaum (Dando et al., 2001).

Neben Lactatdehydrogenase werden auch p-Enolase, das Enzym, das die Konver-
tierung von 2-Phosphoglycerat zu Phosphoenolpyruvat katalysiert, und Glucose-6-
Phosphat Isomerase, das Enzym fur die Umwandlung von Fructose-6-Phosphat zu
Glucose-6-Phosphat, in Form von stadienspezifischen Isoformen exprimiert. Zwei
Isoformen von 3-Enolase wurden in der EST Datenbank aus Tachyzoiten und Zysten
mRNA identifiziert (Manger et al., 1998b). Aus einer substraktiven cDNA Bibliothek,
in der cDNAs aus Bradyzoiten angereichert waren, wurde jeweils ein cDNA Frag-
ment isoliert, das Homologien zu Enolasen, bzw. Glucose-6-Phosphat Isomerasen
aufwies (Yahiaoui et al., 1999). Die kompletten cDNA Klone wurden Utber 5’ und 3’
RACE per PCR kloniert. Beide Enzyme weisen starke Ahnlichkeiten zu ihren Homo-
logen aus P. falciparum und héheren Pflanzen auf. Uber RT-PCR und Western Blot
konnte gezeigt werden, dass die B-Enolase (ENO1) ausschlieBlich im Brady-
zoitenstadium exprimiert wird (Dzierszinski et al.,, 1999). Glucose-6-Phosphat
Isomerase (G6-PI) mRNA konnte in beiden Lebensstadien nachgewiesen werden,
allerdings ist das Transkript im Zystenstadium ca. zehnfach hochreguliert. Das
korrespondierende Protein konnte nur im Bradyzoitenstadium nachgewiesen werden,
so dass eine translationelle Kontrolle der Genexpression vermutet wird (Dzierszinski
et al., 1999). Ein cDNA-Klon einer tachyzoitspezifisch exprimierten Isoform der [3-
Enolase, ENO2, konnte spater durch Sequenzinformation aus der EST-Datenbank
(Manger et al., 1998b) Uber PCR und anschlieRende 5’ und 3’ RACE gewonnen wer-

den. Auf Aminosaureebene zeigen die beiden Isoformen ENO1 und ENO2 74%
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Identitat (Dzierszinski et al., 2001). Beide Enzyme zeigen verschiedene enzy-
matische Aktivitaten: tachyzoitspezifische ENO2 hat eine dreifach erhohte
spezifische Aktivitat bei Vinax, dafir ist ENO1 wesentlich thermostabiler. Dies ist in
guter Ubereinstimmung mit den metabolischen und physiologischen Adaptionen, die
wahrend der Differenzierung und Zystenbildung von T. gondii erforderlich sind.
Wahrend der Stadienkonversion in vivo wird der Wechsel in der Expression der
Isoenzyme LDH1/ LDH2 und ENO1/ ENOZ2 bereits sehr frih induziert, zu einem Zeit-
punkt, zu dem Bradyzoiten noch aktiv replizieren, so dass die differentielle
Expression dieser Enzyme wahrscheinlich nicht nur aufgrund einer geringeren An-
forderung des Metabolismus erfolgt. Wahrend der frihen Entwicklungsstadien sind
ENO1 und ENO2 vor allem im Nukleus von Bradyzoiten und Tachyzoiten lokalisiert,
wogegen in ausdifferenzierten Bradyzoiten zusatzlich zur Lokalisierung im Nukleus
auch eine zytoplasmatische Verteilung von ENO1 gefunden werden kann. LDH1 und
LDH2 sind dagegen ausschliellich im Zytoplasma lokalisiert. Dies deutet darauf hin,
dass die Enolasen zusatzlich zu ihrer Funktion als glykolytische Enzyme noch
andere Aufgaben wahrend der Entwicklung der Parasiten ibernehmen (Ferguson et
al., 2002). In anderen Organismen konnten homologen Enzymen bereits Funktionen
als Hitzschockprotein, Plasminogenrezeptor, oder Komponenten des Zentrosoms
nachgewiesen werden.

Ein weiteres Enzym, das in Form von stadienspezifischen Isoformen exprimiert wird,
ist Phosphatidylinositol Synthase, welches flr die Synthese eines essentiellen
Phospholipids verantwortlich ist. Dieses spielt eine wichtige Rolle als Signalmolekiil,
in der Zellmembran und der Verankerung von Proteinen uUber einen GPl Anker
(Tomavo, 2001). Zwei Gene konnten analog ENO1 und ENO2 identifiziert und klo-
niert werden (Yahioui et al., 1999; Séron et al., 2000). Die Expression der beiden
Gene TgPIS1 und TgPIS2 wird auf mRNA Ebene reguliert. Eine Funktion der tachy-
zoitspezifischen Isoform TgPIS2 als Phosphatidylinositol Synthase konnte durch
Komplementation einer entsprechenden Hefemutante nachgewiesen werden.

Das Auftreten stadienspezifischer Isoformen von Enzymen des Metabolismus lasst
vermuten, dass Bradyzoiten sich in ihrem Metabolismus relativ stark von Tachyzoiten
unterscheiden. Sie sind nicht auf funktionelle Mitochondrien angewiesen und eine
selektive Hemmung der Mitochondrien des Parasiten fuhrt zur Stadienkonversion
(Bohne et al., 1994; Tomavo & Boothroyd, 1995). Bradyzoiten scheinen verstarkt auf

Glykolyse zur Energiegewinnung angewiesen zu sein, wodurch sich saure Metabolite
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wie Lactat im Zytosol anreichern. Uber Transportprozesse in und aus dem Zysten-
stadium ist so gut wie nichts bekannt, obwohl sie sicherlich stattfinden. Die meisten
Untersuchungen diesbezuglich sind bisher mit Tachyzoiten durchgefuhrt worden, da
diese sich wesentlich einfacher in Zellkultur halten lassen. Eine Untersuchung von
Bradyzoiten ist immer erschwert durch das gleichzeitige Auftreten von wesentlich
schneller wachsenden Tachyzoiten in den Kulturen und die relativ rasche spontane

Umwandlung von Bradyzoiten in der Zellkultur.

1.8 Strategien zur ldentifizierung von stadienspezifisch regulierten

Genen

Um das Verstandnis des fur den Parasiten essentiellen Mechanismus der Stadien-
konversion voranzutreiben und neue Angriffspunkte fir Medikamente gegen das
Zystenstadium entwickeln zu kdnnen, wurden einige erfolgversprechende Strategien
entwickelt, bradyzoitspezifisch exprimierte Gene zu identifizieren.

Erste Versuche machten sich die schon mehrfach beobachteten Unterschiede in der
Antigenizitat von Tachyzoiten und Bradyzoiten zu Nutze (Lunde & Jacobs, 1983).

Mit monoklonalen Antikdrpern wurde schon recht frih die stadienspezifische
Expression von SAG1 (P30) und SAG2 (P22) auf der Oberflache von Tachyzoiten
bewiesen (Kasper et al., 1984; 1989). Ferner konnte mit Hilfe poly- und monoklonaler
Antikérper aus Maus und Ratte eine Reihe zytoplasmatischer und Oberflachen-
antigene des Bradyzoitenstadiums identifiziert werden, einschlieBlich einiger Mole-
kile aus der Zyste. Eine anschlielende molekulare Charakterisierung der Antigene
gelang mit Hilfe mehrerer Strategien.

Das Oberflachenprotein SAG4 wurde durch einen spezifischen monoklonalen Anti-
korper durch Affinitatschromatographie isoliert, ansequenziert und mittels degene-
rierter Primer aus genomischer DNA amplifiziert (Odberg-Ferragut et al., 1996).
Durch Screening von cDNA Expressionsbanken mit mono- und polyklonalen Anti-
seren konnten die bradyzoitspezifischen Gene MAG1 (Parmley et al., 1994), LDH2
(Yang & Parmley, 1995) und BAG1 (Bohne et al., 1995; Parmley et al., 1995) kloniert
werden. MAG1 ist ein 65 kDa Zystenantigen, welches in der extrazellularen Matrix
und zu einem geringeren Teil in der Wand von Zysten lokalisiert ist, wobei spater

eine Expression von sowohl mRNA, als auch des Proteins in der parasitophoren
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Vakuole von Tachyzoiten nachgewiesen werden konnte (Ferguson, 2002). Dadurch
kann MAG1 nicht als bradyzoitspezifisch exprimiertes Gen angesehen werden, ob-
gleich es anscheinend stadienspezifisch prozessiert wird, da in Western Blots
verschiedene BandengroRen im Tachyzoiten- und Bradyzoitenstadium festgestellt
wurden.

Bohne et al. umgingen bei der Erstellung ihrer cDNA Expressionsbank aus in vitro
induzierten Bradyzoiten die bei dieser Methode immer auftretende Tachyzoiten-
kontamination durch Anreicherung der Bradyzoiten. Hierbei wurden Bradyzoiten
durch den bradyzoitspezifischen monoklonalen Antikérper 4F8 gebunden und
anschlie3end durch magnetische Zellsortierung von Tachyzoiten getrennt.

Der Selektionsmarker HXGPRT, der fur eine selektierte Inhibierung von entweder
Tachyzoiten oder Bradyzoiten geeignet ist (Bohne & Roos, 1997), wurde in einem
,Promoter Trap’ Experiment dazu verwendet, den bradyzoitspezifischen Ober-
flachenmarker P36 (BSR4) zu isolieren. Dazu wurden Tachyzoiten mit einem DNA-
Fragment transfiziert, das HXGPRT ohne Promoter trug. AnschlieBend wurden die
Parasiten negativ selektioniert, um das Wachstum von HXGPRT-exprimierenden
Tachyzoiten zu inhibieren. Anschliefend wurde Stadienkonversion induziert und
positiv fur Bradyzoiten selektiert, die HXGPRT unter Kontrolle eines bradyzoit-
spezifischen Promoters im Genom integriert hatten. Mit Hilfe eines monoklonalen
Antikorpers wurde ein Klon isoliert, der den bradyzoitspezifischen Oberflachenmarker
P36 nicht exprimierte. Eine Analyse dieser Mutante zeigte, dass BSR4 fur P36
kodiert (Knoll & Boothroyd, 1998a).

Die Erstellung und Sequenzierung einer substraktiven cDNA Bank, die fur brady-
zoitspezifische Gene angereichert war, erlaubte die Klonierung einer ganzen Reihe
an stadienspezifischen Genen (Yahiaoui et al., 1999). Auf diese Weise wurden cDNA
Fragmente isoliert, deren dazugehdrige Gene und stadienspezifische Expression
spater naher charakterisiert werden konnten. Unter anderem wurden so die bereits
oben beschriebenen bradyzoitspezifisch exprimierten Gene fir ENO1, G6-PI,
Phosphatidylinositol Synthase und HSP-60 kloniert (Toursel et al., 2000; Tomavo,
2001).

In zwei Studien wurden bisher Differenzierungsmutanten auf genomischer Ebene mit
Hilfe von Microarrays analysiert (Singh et al., 2002; Matrajt et al., 2002). In beiden
Fallen wurden mit einem selektierbaren Marker transgene Parasiten, die einen

selektionierbaren Marker (GFP oder HXGPRT) unter Stadienkonversion indu-
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zierenden Bedingungen exprimierten als Ausgangsstamm flr eine Mutagenese
(chemische oder Insertionsmutagenese) verwendet. Die so entstandenen klonierten
Differenzierungsmutanten wurden anschlieBend mit dem Ausgangsstamm ver-
glichen. Das Ergebnis der Microarrayuntersuchungen war jeweils, dass eine ganze
Reihe bradyzoitspezifischer Gene in den Differenzierungsmutanten nicht mehr so
stark induziert wurden, wogegen andere, ebenfalls bradyzoitspezifische Gene nicht
betroffen waren. Ein Nachteil beider Studien war, dass zufallig mutagenisierte Para-
siten verwendet wurden, bei denen die beobachtete Reduzierung der Stadienkonver-
sion auf keinen bestimmten Gendefekt zurtickgefiihrt werden konnte.

Die Identifizierung der in diesen und anderen Studien beobachteten stadien-
spezifischen Gene wurde erst durch ein groRangelegtes EST-Datenbankprojekt er-
madglicht (Wan et al., 1996; Ajioka et al., 1998; Manger et al., 1998b). Hierfur wurde
cDNA aus Tachyzoiten und Bradyzoiten (in vitro differenziert und aus Mausen
isoliert) ansequenziert und zu Uberlappenden Clustern zusammengefasst. Auf diese
Weise wurden 16067 ESTs generiert, die zu 6384 Clustern zusammengefasst wer-
den konnten. Diese sind getrennt nach ihrer Herkunft aus Tachyzoiten, oder in vitro,
bzw. in vivo gewonnenen Bradyzoiten in einer Datenbank aufgelistet, die unter
folgender Internetadresse durchsucht werden kann:
http://paradb.cis.upenn.edu/toxo1/index.html. Die Anzahl der enthaltenen ESTs eines
Clusters gibt erste Informationen Uber die Expressionsstarke des jeweiligen Gens in
Tachyzoiten und Bradyzoiten. Auf diese Weise kdnnen leicht potentiell stadien-
spezifisch exprimierte Gene identifiziert werden, wobei allerdings das Expressions-
muster anschlief3end noch verifiziert werden muss.

Mittels dieser Datenbank konnte unter anderem die Existenz von zwei Isoformen der
Enolasen vorhergesagt werden, die spater durch Klonierung der Gene bestatigt
wurde (Manger et al., 1998b). Eine Suche nach ESTs mit Homologie zu SAG1
lieferte die Sequenzen von drei weiteren SRS Genen (SRS2, SRS3, SRS4). Nach
Klonierung der ersten beiden dieser Gene konnte ihre Lokalisierung auf der Ober-
flache von Tachyzoiten bestatigt werden (Hehl et al., 1997a; Manger et al., 1998b).
Auch MIC2, ein Protein aus den Mikronemen wurde zuerst in der EST-Datenbank
identifiziert und anschliel3end kloniert und naher charakterisiert (Wan et al., 1997).
Die EST-Datenbank stellt also eine schnelle und effiziente Methode dar, erste Infor-
mationen Uber die Expression etlicher Gene in den verschiedenen Lebensstadien

von T. gondii zu gewinnen. Bei einer Suche nach bisher unbekannten bradyzoit-
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spezifisch exprimierten Genen in der EST-Datenbank konnten die zwei ESTs
Ctoxqual2_361 und EST #607688 (mittlerweile umbenannt in EST Ctoxoqual4_5284
und EST #1435326) identifiziert werden, die starke Ahnlichkeit zu P-Typ Plasma-
membran Protonen ATPasen aufwiesen. Uber P-Typ Protonen ATPasen in Proto-
zoen war zu diesem Zeitpunkt noch nichts bekannt und Transportprozesse in
Bradyzoiten waren noch vollig unerforscht. Dies machte dieses Gen zu einem geeig-

neten Ziel naherer Untersuchungen.

1.9 Ziele der Arbeit

Eine reaktivierte Toxoplasmose stellt die haufigste opportunistische Infektion des
Zentralnervensystems in AIDS Patienten dar. Die chronische Infektion ist verbunden
mit einer Differenzierung des Parasiten in das Bradyzoitenstadium und einer Zysten-
bildung, wodurch T. gondii bis zum Ableben seines Wirtes Uberdauern kann. Bisher
ist keine Behandlung in der Lage, das Zystenstadium erfolgreich zu eliminieren, so
dass die Gefahr einer Reaktivierung standig bestehen bleibt.

Die Identifizierung eines Gens mit Homologie zu P-Typ Protonen ATPasen und mdg-
licher stadienspezifischer Expression in Bradyzoiten erdffnete neue Moglichkeiten,
das Verstandnis dieses Lebensstadiums des Parasiten zu vergrofern und Angriffs-
punkte fir neue Medikamente zu erschliel3en.

P-Typ Protonen ATPasen wurden zu Beginn dieser Arbeit nur in Pflanzen und Pilzen
beschrieben und kommen in tierischen Zellen nicht vor. Sie gehéren zu einer
extensiv untersuchten Klasse von Transportproteinen, deren Hauptaufgabe darin be-
steht, einen Protonengradienten Uber der Plasmamembran aufrecht zu erhalten.
Dieser dient als treibende Kraft fir sekundare Transportprozesse und ist essentiell
fur die Nahrstoffaufnahme der Zelle, konnte aber auch mit der Aufrechterhaltung des
intrazellularen pH Wertes bei der Anpassung an niedrigen aufieren pH in Verbindung

gebracht werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der P-Typ Protonen ATPase TgPMA1 fir die
Stadienkonversion von T. gondii zu charakterisieren. Hierzu sollten zunachst die

Lokalisierung und Kinetik der Expression untersucht werden.
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Durch Disruption des Gens sollte eine Gendeletionsmutante generiert werden, mit
deren Hilfe die mdgliche Funktion von TgPMA1 bei der Stadienkonversion des Para-

siten durch in vitro und in vivo Studien analysiert werden sollte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriéte

Brutschranke

Electro Cell Manipulator
Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoresekammern fur
Agarosegele
Gelelektrophoresekammern fur PAGE
Gradi-Frac fir Proteinaufreinigung
Hybridisierungsofen

Konfokales Laserscan -
mikroskop

Lightcycler

Magnetruhrer
Mikrotiterschuttelplatte
PCR-Thermocycler

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Phosphoimager

Photometer

Reagenzglasschuttler
Schattelinkubator

Semi-Dry Blotter

Spannungsgerate

Heraeus, Hanau

Typ 600, BTX, Holliston, MA, USA
Modell DM R, Leica, Heidelberg
BioDoc Il, Biometra, Géttingen

von Keutz Labortechnik, Reiskirchen

Modell Mini Protean Il, BioRad, Minchen
Pharmacia, Peapack, NJ, USA

Modell OV5, Biometra, Géttingen

Modell TCS SP2, Leica, Heidelberg

Roche, Basel, Schweiz

RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen
Modell MTS 4, IKA Labortechnik, Staufen
Modell T3, Biometra, Gottingen

Modell 766 Calimatic, Knick, Berlin

Modell Research, Eppendorf, Hamburg
Modell Reference, Eppendorf, Hamburg
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Molecular Imager FX, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA
Ultraspec 1000, Pharmacia Biotech,
Freiburg

Reax Top, Heidolph, Kelheim

SM-30 Control, Johanna Otto GmbH,
Hechingen

Sartorius, Gottingen

EPS 600, Pharmacia Biotech, Freiburg
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Sterilbank

Thermocycler
Thermomixer
Uberkopfschiittler
UV-Tisch
UV-Crosslinker
Vortexer

Waagen

Wasserbad
Zellkulturmikroskop

Zentrifugen

Standard Power Pack P25, Biometra,
Gottingen

BDK-S 1800, BDK Luft- und Reinraum-
Technik, Sonnenbuhl

Modell T3, Biometra, Géttingen

Modell Compact, Eppendorf, Hamburg
Renner GmbH, Dannstadt

TFX-20M, Gibco BRL, Eggenstein
UVC-500, Hoefer, San Francisco, CA, USA
Reax Top, Heidolph, Kelheim

BP 221 S, Sartorius, Gottingen

LP 6200 S, Sartorius, Géttingen

GFL, Burgwedel

Modell DM IL, Leica, Heidelberg

Megafuge 2.0 RS, Heraeus, Hanau
Megafuge 2.0, Heraeus, Hanau

Modell 5417 R, Eppendorf, Hamburg
Modell 5417 C, Eppendorf, Hamburg
RC-26 Plus, Sorvall-Kendro, Hanau

2.1.2 Medien und Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur

2.1.2.1 Medien und deren Zusatze

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium mit 300 mg/ | L-Glutamin und

2 g/ NaHCO;

Dulbecco’s MEM (DMEM) Medium mit 580 mg/ | L—Glutamin und 3,7 g/ | NaHCO3
DMEM Medium (10x) mit 4,5 g/ | D-Glucose, 8 mg/ | Phenol Rot, ohne NaHCO3;, Na-

Pyruvat, L-Glutamin

Penicillin / Streptomycin (Pen-Strep), 10.000 U / 10.000 pg/ ml

Fotales Kalberserum (FCS); inaktiviert durch 45 min Inkubation bei 56 °C
EDTA (Versen) 1% in PBS ohne Ca #*, Mg ?*

Trypsin (1:250) 0,25% in PBS ohne Ca **, Mg *

HEPES, 1 M
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L—Glutamin, 200 mM
NaHCO3 7,5% in PBS
PBS (phosphate buffered saline)

Alle Medien und Zusatze wurden von Biochrom, Berlin bezogen.

2.1.2.2 Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur

Verbrauchsmaterialien fur die Zellkultur wurden von folgenden Firmen bezogen:
Nunc, Roskilde, Danemark; Falcon, Becton-Dickinson, Heidelberg; Corning / Costar,

Bodenheim; Greiner, Frickenhausen; Braun, Braun-Melsungen, Melsungen.

2.1.2.3 Zelllinien (Wirtszellen, T. gondii Stamme, E. coli Linien)

Humane Vorhaut-Fibroblasten (Human foreskin fibroblasts, HFF)

T. gondii Stamme: Prugniaud/ HX (D. Soldati)

Me49

RH/ HX" (Pfefferkorn & Borotz, 1994)
E. coli Stamme: DH5a

TOP10 (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
M15[pREP4] (Qiagen, Hilden)

2.1.3 Puffer fiir die Bakterienkultur

Luria Broth (LB) LB-Platten (ca. 15 ml pro Schale)
1% Bacto-Trypton 0,5% Bacto-Hefeextrakt
0,5% Bacto-Hefeextrakt 0,1% Bacto-Trypton
0,5% NaCl 1% NaCl

1,5% Agar (Difco, Detroit, USA)
Ampicillin (100 pg/ ml) oder
Tetracyclin (20 pg/ ml)
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien und LOsungsmittel wurden, soweit im Text nicht
anders erwahnt, von den Firmen Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Calbiochem (Bad Soden), oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

Losungen wurden generell mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt.

2.1.5 Antikorper

Kaninchen-anti-Toxoplasma, Serum (p)

Maus-anti-His-Tag 1gG (m); Qiagen, Hilden

Cy2-konjugiertes Esel-anti-Ratte 1gG, F(ab‘),-Fragment; Dianova, Hamburg
Cy2-konjugiertes Esel-anti-Maus 1gG, F(ab’),-Fragment; Dianova, Hamburg
DTAF-konjugiertes Esel-anti-Maus IgG, F(ab’),-Fragment; Dianova, Hamburg
DTAF-konjugiertes Esel-anti-Kaninchen IgG, F(ab’),-Fragment; Dianova, Hamburg
Cy3-konjugiertes Esel-anti-Kaninchen 1gG, F(ab’),-Fragment; Dianova, Hamburg
Cy3-konjugiertes Esel-anti-Maus 1gG, F(ab’),-Fragment ; Dianova, Hamburg
AP-konjugiertes Schaf-anti-Digoxigenin 1gG, F(ab’),-Fragment ; Roche, Mannheim
AP-konjugiertes Ziege-anti-Maus IgG; Dianova, Hamburg

POX-konjugiertes Ziege-anti-Kaninchen IgG; Dianova, Hamburg

(p): polyklonal

(m): monoklonal

AP: Alkalische Phosphatase

Cy2: Carbocyanin

Cy3: Indocarbocyanin

DTAF: Diaminotriazinylaminofluorescein
POX: Meerrettich Peroxidase

2.1.6 Filter

Falcon Cell Strainer, 70 pum Nylon
Corning Bottle Top Filter, 0,22 um CA (Cellulose Acetate)
Corning 26 mm Syringe Filter, 0,20 ym Micron Membran, 0,45 ym Micron Membran
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2.1.7 Enzyme

T4 DNA Ligase

Quick Ligase

Proteinase K

Pfu DNA-Polymerase

Taq DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen
Shrimp Alkalische Posphatase
RNase A

Pepsin

New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach
Boehringer Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

2.1.8 Reaktionssets (“Kits”) und Reagenzien zur Isolierung und Bearbeitung

von Nukleinsauren

RNA Isolation
Qiashredder

RNeasy Mini Kit
RNase freie DNase
RNase free DNase Set

Reverse Transkription

Omniscript reverse transcriptase

RNase Inhibitor
Plasmid-DNA Isolation
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAGEN Plasmid Kits

DNA Isolation aus Agarose Gelen

QIAEX Il Gel Extraction Kit
DNA Fallung

QIAquick PCR Purification Kit
gDNA Isolation

QiaAmp DNA Mini Kit

Protein-His Tag Expression+ Aufreinigung

QlAexpress

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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Proteinkonzentrationsbestimmung

Pierce BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford, IL, USA

2.1.9 Molekulargewichtsmarker

DNA Standard
100 bp-DNA Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot
1kb Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Proteinstandard

Prestained Protein Marker New England Biolabs, Schwalbach

2.1.10 Oligonukleotide

Name des Primers Sequenz 5’-3’

9-2/+ 5-TACTTATCGCTGTTCGACCCT-3
P-7/+ 5’-CAGAGACGGTAACCGTAAACT-3
9-P10/- 5-CTTGTAGAAGCCGATCTTGGT-3’
P-11/- 5’-CTCCATCACCTGTCATTGCTA-3’
9-P12/- 5'-GAACAACGTCTCCTGGCACGA-3
9-P15/+ 5'-CAGAGTGTTCGAACACGAAGC-3
9-20/- 5-ATCAAGGTAGAATCGCGGCTC-3’
9-21/- 5’-GCGTCAGCAACACTTCGGATC-3’

Intr/+

5-TACACATGAACCACACCGCG-3’

ATPase-3-Kpn/-

5-CGGGGTACCTCAACGCGTGATCGAAGGAACCGC-3

PM1-1785-Kpn/-

5-CGGGGTACCTCAATCGTTCACTCCATCACCTGT-3’

PM1-1008-Bam/+

5'-CGCGGATCCAAGACGGGGACTTTGACGAAA-3

PM1-2608-Bam/+

5-CGCGGATCCGCGTGGCCAGTGATAACACGA-3’

PMAI5’Apa/+ 5’-AAAGGGCCCATCTTCCATACCTACCAGTTC-3
PMAI5’Cla/- 5’-AAAATCGATATGGTCGTCCCTTTGGTCAC-3
PMAI3’/+ 5’-AAATCTAGATGCAGCTGTTTCTCGATTGTC-3
PMAI3'/- 5-AAAGAGCTCTACCGCATTGTGCCTTGTGAAAC-3’
PM1-5'-2 5-TCGGCTTCGTTGTTGATAAGGG-3

PMA1seq/+ 5'-ACTCATGCCTTTTCATCTTCT-3'

Oligo-dT 5-TTTTTTTTTTTTTTT-3

Tabelle 1. Zur Klonierung und zum Nachweis von tgpma1 verwendete Primer.
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Name des nachgewiesenes Sequenz
Primers Gen
TUB2/+ B-tubulin 5-AGTCCAGCGTCTGTGACATCC-3
TUB2/- B-tubulin 5-GCACCCATCTCGCCCTCTTCC-3’
7E5-2 bag1 5-GCACCCATCTCGCCCTCTTCC-3
7TE5-7 bag1 5-GCAAGTCAGCCAAAATAATCA-3
PM2-20/+ tgpma?2 5-GACGGGACCGACTTTGGCATTTG-3'
PM2-6/- tgpma2 5-GCTGTGGGCTTCGAGGTCTTC-3
9-P13/+ tgpma1 5-CGTGATCATGCCAGCTGACGG-3
9-3/- tgpmat 5-CGTTCAGCTGCTCACGCAGTT-3’
ENO2/+ ENO1 5-TTGGCGACCTGGGAGTGTTTTG-3
ENO2/- ENO1 5-TTCAGGTTTCCCATAGATCC-3’
LDH2/+ LDH2 5-TTCCACGGGACCCATTGTCAC-3
LDH2/- LDH?2 5-AGGCGGGCAGCACAGAAGGAGC-3’
SRS9/+ SRS9 5-ATGCGACGTAAATATGAAAATG-3'
SRS9/- SRS9 5-ATAACGAGGAATCAGCACCCTC-3’
MAG1/+ Mag1 5-TTCTGTGTGCTAGACGTACTC-3'
MAG1/- Mag1 5-GTGACTGCAACTTCCCGTGCC-3’
Tgpis2-32S2/+ | Phosphatidylinositol | 5-GGCGCTGCCGCACGCCGTCGTGGCCAAG-3’
Synthase 1
Tgpis1-3pisas4/- | Phosphatidylinositol | 5-CGCTTCTGAGCATCATCGCG-3’
Synthase 1
Sag1/+ Sag1 5-CAGCCGCGGTCATTCTCACAC-3’
Sag1/- Sag1 5-CCTGCCACGGGTTCTCACTTA-3
Sag2/+ Sag2D 5-ACCATCAGTCCCAGTGGCGAAGGTGA-3’
Sag2/- Sag2D 5-ATTATTACGACCAGCGGGAGCAC-3
Sag4/+ Sag4 5-ATGTGATGCGGTTCGCTTGAAG-3’
Sag4-b/- Sag4 5-TCTCTATCGAAACACTATCGC-3’
met-pep/+ MetAp2 5-ATCCCGGAGACAATCGAGTGC-3’
met-pep/- MetAp2 5-TTGCGGATGGACTTTATCGGC-3’
TgVvP1/+ TgVP1 5-TAGCGCGATGACCATGAAGAG-3’
TgVP1/- TgVP1 5-TGTGTGCCTGAGAGCCCTTCC-3
Ctoxo1284/+ ctoxoqual_1284 5-ATCCTGAGGAGCGCCTTTCTC-3
Ctoxo1284/- ctoxoqual_1284 5-TACCGTTCCTCCTGTAGCTTCC-3
Ctox02388/+ ctoxoqual_2388 5-ATGAGTGACGCCGAGGATGTC-3
Ctox02388/- ctoxoqual_2388 5-AATGCAACAACCGTTTCCGAC-3’
Ctoxo3175/+ MyoC 5-ACGTCTCGTACTTGATTGGC-3’
Ctoxo3175/- MyoC 5-TTGTGATAAATCGTACACCTCC-3’
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14-3-3c/+ ctoxoqual_3690 5’-AAGAATCTGCGCGATGAATAC-3’
14-3-3c/- ctoxoqual_3690 5-ACAGAGTAGTTCAAGGCAAGG-3’
Ctoxo3969/+ ctoxoqual_3969 5’-ACTGTGAAATGAACGAGTGG-3’
Ctoxo3969/- ctoxoqual_3969 5-ATGCACATGAAACCGAAAAGGGC-3’
Ctoxo4101/+ ctoxoqual_4101 5-ATGGGGAACTGCTTTTTCACG-3’
Ctoxo4101/- ctoxoqual_4101 5-AATGCAACGTGGACCACTCC-3’
VEEDb/+ ctoxoqual_4131 5’-TAGCATAAAACTGGTGGCGAG-3’
VEED/- ctoxoqual_4131 5-AATGAAACTTGCACACGTAGC-3’
DRPA/+ ctoxoqual_4436 5-TGCTGTGTTTGGTAGACACGG-3’
DRPA/- ctoxoqual_4436 5-ATCGAATGCCTCATAGATTGG-3

Tabelle 2. In der RT-PCR verwendete Primer zur Bestimmung der Expressionsstarke von Genen aus
T. gondii

Alle Oligonukleotide wurden von Sigma ARK, Darmstadt bezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultur und Passagierung der humanen Vorhaut Fibroblasten (HFFs)

Als Wirtszelllinie zur Kultivierung der Parasiten wurden ausschlieBlich humane
Vorhaut-Fibroblasten (human foreskin fibroblasts, HFF) verwendet. Diese wurden in
175 cm? oder 25 cm? Zellkulturflaschen in DMEM mit 10% FCS, und 1% 100 U/ ml
Penicillin und 100 pg/ ml Streptomycin (Pen-Strep) kultiviert. Nach spatestens 5
Wochen wurden sie zur Passagierung mit 5 ml 1% EDTA in PBS gespult und dann
mit 5 ml 0,25% Trypsin in PBS inkubiert, bis sie vollstandig vom Untergrund abgelost
waren. Anschlieend wurden sie in DMEM Medium mit 10% FCS und 1% Pen-Strep
aufgenommen, auf neue Zellkulturflaschen verteilt und bei 37°C unter 5% CO,-
Zufuhr inkubiert.

2.2.1.2 Kultur und Isolierung von T. gondii

2.2.1.2.1 Tachyzoiten

T. gondii Tachyzoiten der maus-avirulenten Stamme Prugniaud/HX (D. Soldati),
ME49 und des maus-virulenten Stammes RH/HX" (Pfefferkorn & Borotz, 1994)
wurden in humanen Vorhaut Fibroblasten (human foreskin fibroblasts, HFF) als
Wirtszellen vermehrt. Parasiten wurden auf 25 cm? Zellkulturflaschen gegeben, die
bereits konfluent mit HFFs bewachsen waren und in DMEM, supplementiert mit 1%
hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FCS) und 1% Pen-Strep, bei 37 °C und 5%
COg3 inkubiert. Kurz vor der vollstandigen Lyse der Wirtszellen wurden die Parasiten
vom Stamm RH/HX" auf frische Wirtszellen umgesetzt. Parasiten der avirulenten
Stamme lysieren ihre Wirtszellen schlechter und mussten daher durch Abschaben
des Zellrasens mit Zellschabern und mehrfacher Passage durch Kanulen (&= 0,9

mm und 0,45 mm) erst aus diesen befreit werden.
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2.2.1.2.2 Bradyzoiten

Fur Versuche, in denen T. gondii Bradyzoiten benotigt wurden, konnten diese
entweder aus chronisch infizierten Mausen isoliert, oder in vitro aus Tachyzoiten
differenziert werden. Ein Nachteil der in vitro gewonnenen Bradyzoiten ist, dass
immer nur ein Teil der Parasiten sich zu Bradyzoiten differenzieren, wahrend einige

noch im Tachyzoitenstadium verweilen.

in vivo

Um eine reine Bradyzoitenpopulation zu erhalten, mussten diese in Form von Zysten
aus den Gehirnen chronisch infizierter Mause isoliert werden. Mause des Stammes
NMRI oder CBA/Ca waren hierzu etwa vier Wochen zuvor mit 10 bis 20 Zysten pro
Maus i. p. infiziert worden. Die Mause wurden mittels zervikaler Dislokation getotet,
die Gehirne steril in PBS aufgenommen und zwei mal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde RPMI zugegeben, die Gehirne durch kraftiges Schutteln in
Anwesenheit von Glasklgelchen (g= 5 mm) homogenisiert und die Suspension zehn
mal durch Kanulen (g= 0,9 mm und 0,6 mm) gepresst.

Zysten haben eine hohere spezifische Dichte als Gehirngewebe und kdnnen mit Hilfe
eines Dichtegradienten von diesem getrennt werden (Cornelissen et al., 1981). Dazu
wurde Percoll mit 9 prozentigem NaCl im Verhaltnis 9:1 gemischt und in einem 50 ml
Falconrohrchen ein Gradient bestehend aus vier Schichten Percoll/ NaCl zu RPMI in
folgendem Verhaltnis geschichtet: (i) 30:70; (ii) 25:75; (iii) 20:80; (iv) 15:85. Das
homogenisierte Hirnmaterial wurde vorsichtig auf die oberste Schicht des Gradienten
gegeben. Die Zentrifugation erfolgte ohne Rotorbremse fir 25 min bei 2400 rpm.
Unter diesen Bedingungen pelletieren die Zysten, wohingegen sich der groite Teil
des Hirnhomogenats weiter oben auf dem Gradienten befindet. Nach vorsichtigem
Absaugen des Gradienten bis auf etwa 1 ml Restvolumen wurden die Zysten in dem
verbleibenden Volumen resuspendiert und ein Aliquot zur Bestimmung der Ausbeute
ausgezahlt. Um das restliche Percoll zu entfernen, wurde die Zystensuspension mit
10 ml RPMI bei 1360 rpm fur 5 min gewaschen.

FUr Immunfluoreszenztests (IFT) oder Infektionsversuche mussten die Bradyzoiten
zunachst von ihrer Zystenhille befreit werden. Diese at sich leicht mit Pepsin oder
Trypsin entfernen, wobei die freigesetzten Bradyzoiten eine Exposition diesen

Enzymen gegenuber auch Uber relativ lange Zeitraume Uberstehen konnen (Jacobs
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et al, 1957). Hierzu wurde das Zystenpellet in 900 pul 0,9% NaCl, pH 1,5
aufgenommen und 100 ul frisch angesetzte Pepsinlésung (1 mg/ ml in 0,9% NaCl,
pH 1,5) hinzugegeben. Nach 2 min wurden 20 ml RPMI/ 10% FCS hinzugefugt um
das Pepsin zu inaktivieren, und die Bradyzoiten fur 10 min bei 2000 rpm pelletiert.
Danach wurde das Pellet in DMEM aufgenommen und die Bradyzoitenzahl in der

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

in vitro

Zur Untersuchung der ersten Schritte der Stadienkonversion wurden Tachyzoiten in
vitro zu Bradyzoiten differenziert. Die Stadienkonversion von Tachyzoiten laf3t sich
durch verschiedene Stressfaktoren induzieren, wie zum Beispiel durch Anderung des
umgebenden pH-Wertes, der Temperatur, der Zugabe von IFN-y bzw. NO, oder
mitochondrialen Inhibitoren (Bohne et al., 1993/ 1994, Soéte et al., 1994, Tomavo &
Boothroyd, 1995). Als verlasslichste Methode hat sich eine Alkalisierung des pH-
Wertes erwiesen (pH-Shift), der standardmaRig zur Gewinnung von Bradyzoiten aus
Zellkultur verwendet wurde.

Hierzu wurden konfluent wachsende humane Fibroblasten in 24-Napf
Zellkulturschalen auf sterilen Glasplattchen (flr eine spatere Untersuchung durch
Immunfluoreszenz) oder 25 cm? Zellkulturflaschen (zur Isolierung von RNA) mit
Tachyzoiten in DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep infiziert und 3 h bei 37 °C in einem
Zellkulturinkubator unter CO,-Begasung inkubiert. Hiernach waren die Parasiten in
die Wirtszellen eingedrungen, der Uberstand wurde abgesaugt und gegen
vorgewarmtes pH-Shift Medium ersetzt. Die Kulturen wurden in einen
Zellkulturinkubator ohne zusatzliche COj,-Begasung transferiert. Alle zwei Tage
wurde das Medium abgesaugt, zwei mal mit pH-Shift Medium gewaschen um
extrazellulare Parasiten zu entfernen, und frisches Medium hinzugegeben. Nach der
gewunschten Zeit (zwei, vier oder sechs Tage) konnten die Zellen entweder fur
Immunfluoreszenzfarbungen fixiert, oder fur RNA-Gewinnung weiterbehandelt

werden.
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pH-Shift Medium
5 ml DMEM ohne NaHCO3, Na-Pyruvat, L-Glutamin (Biochrom)
5 ml NaHCO3 (7,5%)
10 ml Tricin (1 M, pH 8,2 bei 37 °C)
5 ml Pen-Strep
5% FCS
5 ml L-Glutamin (200 mM, Biochrom)
auf pH 8,2 (37 °C) mit KOH

2.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langeren Lagerung von Zellen wurden diese in flissigem Stickstoff eingefroren.
Dazu wurden Zellsuspensionen des entsprechenden Zellkulturmediums mit
demselben Volumen 2x Einfriermedium gemischt und in Kryoréhrchen aliquotiert. Die
Zellen wurden einige Tage in einem Styroporblock auf —80 °C heruntergekuhlt und
spater in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem flissigen Stickstoff in einem 37 °C
warmen Wasserbad angetaut, zugig in warmes Zellkulturmedium gegeben,
gleichmafig verteilt und bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Am folgenden Tag wurde
ein Medienwechsel durchgefuhrt, da das restliche DMSO des Einfriermediums das

Wachstum der Zellen beeinflusste.

2x Einfriermedium
40% DMEM
40% FCS
20% Dimethylsulfoxid (DMSO)

2.2.1.4 Transfektion von Toxoplasma gondii

Um Plasmid DNA in T. gondii einzufihren, wurde diese in Cytomix geldst und durch
Elektroporation in Tachyzoiten transfiziert.

Plasmid-DNA wurde in T. gondii durch einen BTX-ElectroCell Manipulator eingefluhrt.
Hierzu wurden frisch geschlipfte Tachyzoiten mit ihren Wirtszellen abgeschabt,

durch mehrfache Passage durch Kanullen von diesen befreit und 10 min bei 2000
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rom pelletiert. Nach Resuspendieren in 10 ml Cytomix wurden die Parasiten in einer
Neubauer Zahlkammer ausgezahlt, erneut abzentrifugiert und in Cytomix/ GSH/ ATP
mit einer Konzentration von 1*10’/ 350 ul aufgenommen. Pro Transfektion wurden
350 pl Parasiten und 50 pg Plasmid-DNA in Cytomix in einer 2 mm Kuvette moglichst
luftblasenfrei vermischt. Bei Verwendung von linearisiertem Plasmid wurden
zusatzlich noch 50 U des Restriktionsenzyms, welches zur Linearisierung verwendet
worden war, pro Ansatz hinzugegeben, um die Effizienz der Transfektion zu erhéhen
(Restriction Enzyme Mediated Integration, Black et al., 1995). Die Parasiten wurden
anschlielend bei 2,5 kV (maximum voltage range), 72 Q (resistance timing) mit 1,25
kV angelegter Spannung (s. Kapitel 2.2.1.4.1.) elektroporiert und der Inhalt der
Klvette sofort nach Transfektion auf HFFs in DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep
gegeben und bei 37 °C inkubiert.

Cytomix Cytomix/ GSH/ ATP
120 mM KCI 30 mg ATP
0,15 mM CacCl, 38 mg Glutathion
10 mM KyHPO4/ KH2POy4, pH 7,6 in 25 ml Cytomix
25 mM HEPES
2 mM EDTA
5 mM MgCl,

auf pH 7,6 mit KOH

2.2.1.41 Optimierung der Transfektionsbedingungen fir Prugniaud/HX; R-

Galaktosidase-Farbung von T. gondii

Da die Transfektionsbedingungen, und hierbei vor allem die angelegte Spannung bei
der Transfektionseffizienz eine starke Rolle spielen und diese in Abhangigkeit vom
transfizierten T. gondii Stamm stark variieren koénnen, mussten die optimalen
Transfektionsbedingungen fir diesen Stamm erst ausgetestet werden.

Hierzu wurden je 50 pg des Plasmids pKS-ROP-R3-Gal, welches das Gen fur 13-
Galaktosidase unter Kontrolle des ROP1-Promotors tragt, mit 2,5 kV (maximum
voltage range), 72 Q (resistance timing) und 1, 1,25, 1,5, 1,75 und 2 kV angelegter
Spannung in Prugniaud/HX" Tachyzoiten wie oben beschrieben transfiziert. Als

Kontrolle fur die Transfektion und die nachfolgende Farbung wurden Tachyzoiten des
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Stammes RH/HX mit demselben Plasmid, aber 24 Q (resistance timing) und 1,5 kV
angelegter Spannung (im Labor etablierte Bedingungen fur diesen Stamm)
transfiziert.

Die transfizierten Parasiten wurden nach der Transfektion auf je zwei 25 cm?
Zellkulturflaschchen verteilt, die mit einem konfluenten Zellrasen HFFs beschichtet
waren. 36 h nach Inkubation bei 37 °C und CO, Begasung im Zellkulturinkubator
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen kurz mit PBS gewaschen und
anschliellend mit Fixierlosung 10 min fixiert. Nach 2x Waschen mit PBS wurden die
Zellen mit X-Gal Farbeldsung versetzt und ca. 3 h im Zellkulturinkubator inkubiert.
Hiernach wurde nochmals kurz mit PBS gewaschen und am Zellkulturmikroskop
ausgewertet.

Eine Expression von [3-Galaktosidase in transient transfizierten Parasiten konnte
mittels X-Gal Farbung durch eine starke Blaufarbung der Vakuolen sichtbar gemacht
werden (Seeber & Boothroyd, 1996). Durch Auszahlen des Prozentsatzes der
angefarbten Vakuolen ergab sich ein Mal fir die Transfektionseffizienz. Es zeigte
sich, dass diese bei Prugniaud/HX" bei 1,0 und 1,25 mit jeweils 16,6% und 17,9%
annahernd gleich war, wahrend bei starkeren angelegten Spannungen nicht
genugend Parasiten die Transfektion Uberlebten, um prozentuale Angaben machen
zu kénnen. Fir nachfolgende Experimente wurden folglich immer Spannungen von
1,25 kV angelegt.

Bei der Kontrolltransfektion mit RH/HX" ergab sich eine Transfektionseffizienz von ca.
40%. Dass dieser Wert deutlich hdher lag, als bei Prugniaud/HX" war in Einklang mit
den Erwartungen, da sich Gruppe | Parasiten leichter transfizieren lassen, als

Angehorige der Gruppen |l oder Ill.

Fixierlosung X-Gal Farbelosung
2% Formaldehyd 100 mM Na3zPOg4, pH 7,3
0,2% Glutaraldehyd 1,3 mM MgCl,
2 mM MgCl; 0,1% X-Gal
0,02% Triton X-100 3 mM K4Fe(CN)s
0,04% Desoxycholat 3 mM KsFe(CN)s

0,02% Triton X-100
0,04% Desoxycholat
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2.2.1.4.2 Selektion von transfizierten T. gondii

Eine Selektion von transfizierten Parasiten ist essentiell fur die Generierung stabil
transfizierter Zelllinien. Es stehen mittlerweile einige Selektionsmarker zur positiven,
wie auch negativen Selektion transfizierter T. gondii zur Verfugung, wobei allerdings
die meisten einen bestimmten genetischen Hintergrund bei der Wahl des
Ausgangsstammes voraussetzen. Neben Vermittlung einer Resistenz gegen
Chloramphenicol, Pyrimethamin, Phleomycin, oder 5-Fluorocytosin kann auch eine
Komplementation der naturlichen Tryptophan Auxotrophie des Parasiten zur
Selektion verwendet werden. (Kim et al., 1993, Donald & Roos, 1993, Messina et al.,
1995, Sibley et al., 1994, Fox et al., 1999). Unter Verwendung von Hypoxanthin-
Xanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HXGPRT) Gendeletionsmutanten kann
auf Komplementation des HXGPRT Gens selektiert werden. (Donald et al., 1996).

Als besonders geeignet zur Selektion haben sich die Verwendung von
Chloramphenicol zur Selektion von Chloramphenicoltransacetylase (CAT)
exprimierenden Parasiten und Mycophenolsaure zur Selektion auf HXGPRT

Komplementation erwiesen.

a) Chloramphenicol
Chloramphenicol ist ein Antibiotikum, das sowohl gram-positive, als auch gram-
negative Bakterien inhibiert, indem es die Peptidsynthese durch Bindung an die
Peptidyltransferase von 50S Ribosomen verhindert. Eine Resistenz gegen dieses
Antibiotikum kann durch Expression von Chloramphenicoltransacetylase (CAT)
erreicht werden. Dieses Enzym acetyliert Chloramphenicol, welches dadurch
schlechter an 50S Ribosomen binden kann.
Die Wirkung von Chloramphenicol auf Toxoplasma gondii ist etwas verzdgert,
wodurch die Parasiten etwa 20 bis 25 Teilungen durchlaufen muissen, also etwa
drei mal den Wirtszellrasen lysiert haben, bevor die Selektion tUberhaupt einsetzt
(Kim et al., 1993).
Die Zugabe von Chloramphenicol in das Zellkulturmedium zur Selektion erfolgt
direkt nach der Transformation mit einem Plasmid, welches CAT (samt Promotor
und 3‘-flankierendem Bereich) als Selektionsmarker enthalt, wobei die Konzen-

tration mit 5 uM fir schwache und 10 uM fir starke Promotoren aus einer 50 mM
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Stammldsung (in Wasser) variiert werden kann. CAT wurde als Selektionsmarker

fur die Generierung der tgpma1 Gendeletionsmutante verwendet.

b) Hypoxanthin-Xanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HXGPRT)
Das Enzym HXGPRT spielt eine wichtige Rolle im Purin-Metabolismus des
Parasiten. GMP kann in Toxoplasma gondii auf zwei alternativen Wegen synthe-
tisiert werden: durch IMP Dehydrogenase oder HXGPRT. Mycophenolsaure
inhibiert IMP Dehydrogenase, wodurch der Parasit auf die Expression von
HXGPRT angewiesen ist. Vorraussetzung flr eine effiziente Selektion HXGPRT-
positiver Parasiten ist die Verwendung eines HXGPRT" Stammes bei dem auf
Komplementierung von HXGPRT selektiert wird (Donald et al., 1996). Die Selek-
tion setzt sofort nach Zugabe von 25 ug/ ml Mycophenolsaure aus einer 25 mg/
ml Stammlosung (in Ethanol) und 50 pug/ ml Xanthin aus einer 50 mg/ ml Stamm-
I6sung (in 0,5 M KOH) ein. Um eine effiziente Expression des Selektionsmarkers
zu gewahrleisten, wurde das Selektionsmedium erst 24 Stunden nach Transfek-

tion zu den Zellen gegeben.

2.2.1.5 Klonierung von T. gondii

Um aus einer polyklonalen Population an transfizierten Parasiten nach Selektion
Klone mit definiertem Genotyp zu gewinnen, ist es noétig, diese zu klonieren. Im Falle
von Toxoplasma gondii erreicht man dies durch Verdunnungsreihen auf einer mit
Wirtszellen beschichteten Mikrotiterplatte, indem man mit einer definierten Anzahl an
Parasiten startet und diese so weit herunterverdunnt, bis nur noch ein Klon in einem
Napf der Mikrotiterplatte vorhanden ist.

Hierzu wurden zuerst Mikrotiterplatten mit HFFs beschichtet. HFFs wurden gesplittet
und in DMEM/ 10% FCS/ 1% Pen-Strep aufgenommen. Mit einer Mehrkanalpipette
wurden in jeden Napf einer Mikrotiterplatte 200 ul der Zellsuspension gegeben und
diese im Brutschrank bei 37 °C unter CO,-Begasung inkubiert, bis die Zellen
konfluent waren.

Das Medium wurde abgesaugt und gegen 100 ul DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep mit
20 uM Chloramphenicol pro Napf ersetzt. Die zu klonierenden Parasiten wurden mit

dem Zellrasen abgeschabt und durch Kanudlen gepresst, um die Wirtszellen zu
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zerstéren und die Toxoplasmen aus diesen zu befreien. Die Anzahl der Parasiten
wurde in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt und die Konzentration der Parasiten
auf 1/ ul mit dem fur die Passage der Parasiten verwendeten Medium eingestellt. Mit
einer Mehrkanalpipette wurden je 100 nl dieser Parasitensuspension aufgenommen
und in die erste Reihe Napfe der Mikrotiterplatte pipettiert. Der Inhalt der Pipette
wurde vorsichtig mit dem Medium in der Mikrotiterplatte vermischt und daraus 100 pl
in die nachste Reihe pipettiert. Auf diese Weise wurden pro 96-Napf Platte 16
Verdinnungsreihen erstellt mit einem Verdlinnungsfaktor von zwei pro Reihe. Die
letzten 100 ul jeder Verdunnungsreihe wurden verworfen. Nach sechs Reihen enthalt
ein Napf theoretisch 3,125 Parasiten- also immer noch mehr als einen Klon. Da
allerdings nicht jeder ausgezahlte Parasit eine Wirtszelle infiziert, reicht dieser Wert
in den meisten Fallen aus, um die Parasiten effektiv zu klonieren.

Die so behandelten Mikrotiterplatten wurden im Brutschrank bei 37 °C und CO.-
Begasung fur sechs Tage (RH-Stamm) oder 10 Tage (zystenbildende Stamme wie
ME49, Prugniaud/HX") inkubiert, ohne die Platten wahrend dieser Zeit zu bewegen.
Die Parasiten vermehren sich in den Zellen und lysieren diese. Die freigewordenen
Parasiten infizieren umliegende Zellen und vermehren sich in diesen, so dass nach
einiger Zeit ein Plaque im Zellrasen an den Stellen entsteht, an denen urspringlich
ein Parasit eine Zelle infiziert hatte. Plaques wurden im Lichtmikroskop gesucht und

der Inhalt von Napfen mit nur einem Plaque weiterpassagiert.

2.2.1.6 Immunfluoreszenztest

Um Proteine auf Einzelzellebene nachweisen zu konnen, wurden Immunfluores-
zenztests (IFT) durchgefuhrt. Durch Auszahlen der fur das jeweils nachgewiesene
Protein positiven parasitophoren Vakuolen konnte so der Prozentsatz der fir die
Expression des jeweiligen Proteins positiven Vakuolen unter verschiedenen

Bedingungen untersucht werden.

Dazu wurden HFFs in 24-Napfplatten ausgesat, in die runde Deckglaschen
(Durchmesser 13 mm) gelegt worden waren. Nach Adharenz und konfluentem
Wachstum der Zellen erfolgte die Infektion mit Toxoplasma gondii unter

verschiedenen Bedingungen.
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Fir den IFT wurden die Zellen nach Beendigung des Versuches zwei mal mit PBS
gewaschen, um Reste des Mediums und extrazellulare Parasiten wegzuspulen.
AnschlieBend wurde mit 4% Paraformaldehyd (Pfa) in PBS fur 10 min bei
Raumtemperatur fixiert und danach die Zellen mit 0,25% Triton X100 in PBS fir 15
min bei Raumtemperatur permeabilisiert. In Abhangigkeit von dem spater
verwendeten primaren Antikérper musste in manchen Fallen statt 4% Pfa mit kaltem
(-20 °C) Methanol fur 5 min bei Raumtemperatur fixiert werden, ohne anschliel3ende
Permeabilisierung. Die fixierten Zellen wurden mit Blockierlosung (1% BSA, 0,02%
Natriumazid in PBS) fur eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C
blockiert. Der primare Antikorper wurde in PBS verduinnt und eine Stunde bei
Raumtemperatur mit den Zellen inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fur
jeweils 10 min wurden die Zellen mit einem mit Fluoreszenzfarbstoff (Cy3, Cy2,
DTAF, TRITC) gekoppelten Sekundarantikérper flir eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum Entfernen ungebundener Antikdrper wurde erneut
drei mal mit PBS flur jeweils 10 min gewaschen. Danach wurden die Deckglaschen
kurz in entmineralisiertes Wasser getaucht um eine Kristallisation des PBS zu
verhindern und mit 10 ul Mowiol pro Deckglaschen auf Objekttrager gebracht. Nach
dem Trocknen Uber Nacht bei 4 °C konnten die fertigen Praparate unter dem

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.

Blockierlosung Mowiol
1% BSA 2,4 g Mowiol 4-88
0,02% NaNs3 6,0 g Glycerol
in PBS 6 ml H2O bidest.

12 ml 0,2 M Tris/ HCI, pH 8,5
bei 4 °C ruhren, bis klare Losung entsteht
Inkubation bei 50 °C, 10 min
Zentrifugation far 15 min, 5000 g

Uberstand bei —20 °C aufbewahren

2.2.1.7 Isolierung von RNA aus Toxoplasma gondii

Fir RT-PCR Untersuchungen musste zunachst RNA aus den Parasiten gewonnen

werden. Da eine menschliche Zelle ein etwa 30 mal grolReres Genom und dadurch
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auch mehr mRNA besitzt als Toxoplasma gondii, erhalt man eine starke
Verunreinigung mit Wirtszell-mRNA, wenn man Gesamt-RNA aus Parasiten isoliert,
die in Zellkultur gehalten wurden. Deshalb ist es notig, diese vorher von den
Wirtszellen durch Filtration zu trennen.

Hierzu wurden die Parasiten mit dem Zellrasen abgeschabt, durch mehrere
Passagen durch Kanuilen (= 0,9 mm und 0,45 mm) getrennt und durch einen Filter
der PorengroRe 3 pm gesaugt. Nach dem Filtrieren wurden die Parasiten durch
Zentrifugation (2500 rpm, 10 min) einmal mit PBS gewaschen, pelletiert und RNA
durch den RNeasy Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers gewonnen.

Die Parasiten wurden in Puffer RLT aufgenommen und durch eine QIlAshredder-
Saule durch Zentrifugation homogenisiert. Das Homogenat wurde mit 70% Ethanol
versetzt und auf eine RNeasy-Saule zentrifugiert, wodurch die RNA an die
Saulenmatrix bindet. Kontaminierende genomische DNA, die in anschlieBenden RT-
PCR Reaktionen stéren wirde, wurde durch einen DNase-Verdau direkt auf der
Saule mittels des RNase-freien DNase Sets (Qiagen) eliminiert. Nach einigen
Waschschritten wurde die RNA mit RNase-freiem destilliertem Wasser von der Saule
eluiert und fur anschlielende Versuche wie cDNA Synthese verwendet werden.
Eventuell noch immer vorhandene Kontamination durch gDNA konnte durch
nachtragliche Behandlung mit RNase-freier DNase (Promega, Mannheim) eliminiert
werden.

Anmerkung: eine Konzentrationsbestimmung, um die Ausbeute an RNA zu
bestimmen war in diesem Fall nicht moéglich, da hierbei nicht zwischen RNA der
Parasiten und Wirtszell-RNA unterschieden werden kann. Eine Angleichung der

Konzentrationen konnte also immer erst in der RT-PCR durchgefuhrt werden.

2.2.1.8 cDNA Synthese aus RNA

Zur cDNA-Synthese nutzt man den bei eukaryotischen mRNAs den am 3'-Ende
vorhandenen Poly-A Schwanz aus, an den ein Oligo-dT Oligonukleotid binden kann,
um die Reaktion zu initiieren.

In dieser Arbeit wurde der Omniscript RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) nach den
Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wird die RNA mit RT-Puffer, dNTPs,

Oligo-dT Primer, RNase Inhibitor und Omniscript Reverser Transkriptase versetzt
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und ca. drei Stunden bei 37 °C in einzelstrangige cDNA umgeschrieben. Diese ist

wesentlich stabiler als RNA und &t sich Uber langere Zeit bei —20 °C lagern.

2.2.1.9 Semiquantitative RT-PCR

Unter RT-PCR versteht man die Kombination aus Reverser Transkriptase mit
nachgeschalteter PCR-Reaktion, um cDNA spezifisch zu amplifizieren.
Semiquantitativ wird diese RT-PCR, wenn verschiedene cDNA-Pools untereinander
durch Angleichung der Expression eines konstitutiv exprimierten Gens miteinander
abgeglichen werden, also bei Einsatz bestimmter Mengen cDNA in der PCR-
Reaktion ein gleich starkes Signal ergeben. Die so eingestellten cDNA-Pools kénnen
bei Verwendung der gleichen Mengen cDNA, die fur das konstitutiv exprimierte Gen
verwendet wurde, hinsichtlich der Expression beliebiger Gene miteinander verglichen
werden.

In dieser Arbeit wurde das B-tubulin Gen aus Toxoplasma gondii zur Angleichung der
cDNA Proben verwendet, wobei die Primer (Tub2/+, Tub2/-) so gewahlt waren, dass
sie ein Intron flankieren, also im Falle einer Kontamination mit genomischer DNA ein
zweites, groReres PCR-Produkt auftritt.

Um sicher zu stellen, dass die jeweilige PCR-Reaktion (s. Kapitel 2.2.2.1.5) sich
noch in der linearen Phase befand, wurden fir jeden Ansatz in der PCR drei
Verdunnungen der cDNA eingesetzt (1, 1/3 und 1/10), die auch dementsprechend
abgestufte Signalintensitaten ergeben sollten. War dies nicht der Fall, wurde das

jeweilige PCR-Programm durch Anderung der Zyklenzahl abgeandert.

2.2.1.10 Isolierung von genomischer DNA (gDNA) aus T. gondii

Fir die Gewinnung von gDNA aus Toxoplasma gondii wurden zwei Methoden

angewendet:

a) eine auf Aceton-Fallung basierende Methode fiir die Analyse genomischer DNA
aus einer gro3en Anzahl verschiedener Klone, von denen nur wenig
Ausgangsmaterial zur Verfugung stand

b) der DNEasy Tissue Kit (Qiagen) fur die Gewinnung von genomischer DNA aus

grolkeren Mengen an Parasiten nach den Angaben des Herstellers.
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Der Vorteil der zweiten Methode lag darin, dass die gewonnene DNA einen hoheren
Reinheitsgrad aufwies, wodurch bei Analyse durch PCR groRRere PCR-Produkte

ermaoglicht wurden.

2.2.1.10.1 Isolierung genomischer DNA durch Aceton-Fallung

Zur Gewinnung von gDNA aus geringen Mengen an Parasiten wurden diese durch
Zentrifugation pelletiert und mit 40 ul Proteinase K Losung versetzt und 2 h bei 56 °C
inkubiert. Die Proteinase K wurde anschlieend fur 10 min bei 96 °C inaktiviert, die
Proben kurz anzentrifugiert und 200 pl Prazipitationslosung dazugegeben. Die DNA
wurde bei 15 min, 14000 rpm pelletiert und anschlieRend zwei mal mit 70% Ethanol
gewaschen. Nach dem Trocknen wurde sie in 25 uyl H,O bidest. aufgenommen und

zur Charakterisierung in einer PCR-Reaktion eingesetzt.

Proteinase K Losung Prazipitationslosung
10 mM Tris, pH 7,6 70% Aceton
100 mM EDTA 5% Dimethylformamid
0,6% SDS

250 ug/ ml Proteinase K

2.2.1.11 Mykoplasmen-Test

Um sicherzustellen, dass die Zellen nicht mit Mykoplasmen kontaminiert waren,
wurde in regelmalligen Abstanden ein Mykoplasmentest durch Hoechst-Farbung
durchgefuhrt. Hierzu wurden konfluent auf Glasplattchen wachsende HFFs in 24-
Napf Platten mit den zu untersuchenden Toxoplasmen infiziert und tGber Nacht bei 37
°C in DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep im Zellkulturinkubator inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Zellen zwei mal mit PBS gewaschen und anschliefend mit 4% Pfa/
PBS fur 10 min fixiert und 15 min mit 0,25% Triton X100/ PBS permeabilisiert.
Anschlieend wurden sie 60 min mit 50 ng/ ml Hoechst 33258 in PBS inkubiert, drei
mal 10 min mit PBS gewaschen und wie in der Immunfluoreszenzfarbung mit Mowiol
eingedeckelt. Der Hoechst 33258 Farbstoff farbt DNA intensiv an und kann durch

blaue Fluoreszenz an einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Da
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sowohl die DNA der Wirtszellen, als auch der Parasiten und moglicher Mykoplasmen
angefarbt wurde, konnten mit Mykoplasmen infizierte Zelllinien ausgesondert

werden. Diese wurden sofort vernichtet und neue Chargen an Zellen aufgetaut.

2.2.2 Molekularbiologie
2.2.2.1 Nukleinsauren

2.2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Praparation und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde mit den Qiagen
Plasmid Kits fur Mini, Midi und Maxi Praparationen nach den Angaben des
Herstellers durchgeflihrt. Hierbei wurden die Bakterien in Gegenwart von RNase
nach dem Prinzip der alkalischen Lyse lysiert und die Lysate durch Zentrifugation
von Proteinen und genomischer DNA befreit. Die klaren Lysate wurden daraufhin auf
Saulen gegeben, und die Plasmid-DNA an die Silika-Membran der Saulen gebunden.
Weitere Verunreinigungen wurden durch Waschschritte entfernt und die reine

Plasmid-DNA in einem kleinen Volumen Wasser aufgenommen.

2.2.2.1.2 Alkoholische Fallung von DNA

DNA wurde zur Abtrennung von Proteinen und/ oder niedermolekularen Substanzen
aus wassrigen Losungen in Alkohol gefallt. Die DNA wurde dazu mit 2,5 Volumen
absolutem Ethanol und 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5,2) versetzt und 60 min bei 4
°C und 14000 rpm in einer Eppendorfzentrifuge gefallt. Bei geringen DNA-
Konzentrationen wurde die DNA vor der Zentrifugation 30 min bei —20 °C gefallt und
erst im Anschluss pelletiert. Das Pellet wurde 2 mal mit eiskaltem 70%igem Ethanol
gewaschen, um mitgeféllte Salze zu I16sen, und der restliche Alkohol abgesaugt.
Nachdem das Pellet fir etwa 10 min an der Luft getrocknet war, konnte es in dem
gewulnschten Volumen H,O bidest oder Cytomix (zur anschlieRenden Transfektion in

Toxoplasma gondii) aufgenommen werden.
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2.2.2.1.3 Modifikation von DNA

2.2.2.1.3.1 Enzymatische Restriktion

Alle Restriktionsenzyme wurden nach den Angaben des Herstellers eingesetzt. Zur
Analyse von DNA Minipraparationen wurde 1/8 einer Minipraparation mit 1 U
Restriktionsenzym versetzt und zusammen mit dem jeweiligen Puffer in 20 pl fir ca.
3 Stunden bei 37 °C (falls fur das jeweilige Enzym keine andere Temperatur
erforderlich war) inkubiert. Die geschnittene DNA konnte anschlieRend durch

Agarosegelelektrophorese analysiert werden.

2.2.2.1.3.2 Dephosphorylieren von DNA

Wenn ein Insert in einen Vektor kloniert werden sollte, der mit nur einem
Restriktionsenzym geschnitten wurde, musste dieser zunachst dephosphoryliert
werden, um eine Selbstligation des Vektors zu vermeiden.

Hierzu wurde die Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP, Boehringer Mannheim)

verwendet.

Reaktionsansatz:

Vektor-DNA (linearisiert, 100 ng/ ul) 0,5 ul
SAP Puffer 10x 1 ul
SAP (1 U/ ul) 1 ul
H20 bidest. 7,5l
Endvolumen Tpl

Der Ansatz wurde 30 min bei 37 “C inkubiert und die Phosphatase fiir 10 min bei 65
‘C deaktiviert. Der dephosphorylierte Vektor konnte ohne weitere Aufreinigung fiir

eine Ligation verwendet werden.

2.2.2.1.3.3 Ligation von DNA durch T4 DNA Ligase

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurden Vektor- und Insert DNA mit passenden

Restriktionsenzymen verdaut und Uber ein Agarosegel aufgetrennt. Die
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entsprechenden Banden wurden auf einem UV-Transilluminator aus dem Gel
ausgeschnitten, aufgereinigt und in Wasser  aufgenommen. Eine
Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Abschatzung eines erneut auf ein
Agarosegel aufgetragenen Aliquots der aufgereinigten DNA. Pro Ligationsansatz
wurden etwa 50 ng Vektor- und die dreifache Menge an Insert-DNA zusammen mit 2
ul 10x Ligase-Puffer und 1 ul T4 DNA Ligase (400 U/ pl) in einem Endvolumen von
20 ul vermischt. Die Reaktion wurde Uber Nacht bei 16 °C inkubiert und am nachsten

Tag flr eine Transformation in chemisch kompetente E. coli verwendet.

2.2.2.1.4 DNA-Analyse

2.2.2.1.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Gemaly dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Konzentration einer Losung direkt
proportional zu ihrer Extinktion bzw. Absorption. Diese Relation macht man sich bei
der spektralphotometrischen Quantifizierung von Nukleinsauren zu Nutze.
Von einer Verdunnung der gereinigten Nukleinsaure wurde im Spektralphotometer
die Absorption bei 260 nm (Absorptionsmaximum der Nukleinsauren) und bei 280 nm
(Absorptionsspektrum von Proteinen) bestimmt. Die Messung erfolgte in 500 pl
Quarz- Kivetten. Es gilt folgende Relation zwischen gemessener Absorption und
Konzentration der Nukleinsaure:

dsDNA 1 ODygp = 50 ug/mi

ssDNA 1 ODggp = 33 pug/ml

RNA 1 ODgg0 = 40 pg/ml

Um ein Mal fur die Reinheit der Nukleinsaurelésung zu erhalten, kann der Quotient
aus ODyso/ ODygo gebildet werden. Bei einer proteinfreien Nukleinsaurelosung sollte

dieser im Bereich von 1,7- 1,9 liegen.

2.2.2.1.4.2 Agarosegelelektrophorese

Um DNA-Fragmente nach ihrer Grél3e aufzutrennen, wurde diese auf einem 1%igem

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Sambrook et al., 1989). Agarose wurde in
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TAE-Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht und nach dem Abkuhlen auf etwa 60 °C
wurde 0,1 ug/ ml Ethidiumbromid zugegeben und das Gel zum Abkuhlen in eine mit
einem Kamm bestlckte Flachgelapparatur gegossen. Nach Erstarren der Lésung
wurde das Gel in einer Gelkammer mit TAE-Puffer Uberschichtet und der Kamm
entfernt. Die DNA-Proben wurden mit 10x Auftragspuffer versetzt und zusammen mit
einem DNA-Molekulargewichtsstandard auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 5-10 V/ cm in der Flachgelapparatur. Durch die Interkalation des
Ethidiumbromids in die DNA konnte diese bei UV-Anregung auf einem
Transilluminator sichtbar gemacht und fotografiert werden. Die Nachweisgrenze liegt

dabei bei etwa 20 ng pro Bande.

TAE-Puffer 10x Auftragspuffer TES-Puffer
40 mM Tris 0,07% Bromphenolblau 50 mM Tris
1% Essigsaure 33% Glycerin 5 mM EDTA (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0) 7% SDS 50 mM NaCl (pH 8,0)

in TES-Puffer

2.2.2.1.4.3 Extraktion von DNA aus einem praparativen Agarosegel

DNA wurde durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die entsprechende DNA-
Bande wurde auf einem Transilluminator unter UV-Licht (70% der normalen
Intensitat, um DNA-Schaden zu vermeiden) mit einem Skalpell ausgeschnitten und
mit Hilfe des QuiaExll-Kits der Firma Qiagen isoliert. Der Kit arbeitet mit einer Silika-
Matrix, an die selektiv und quantitativ DNA gebunden wird, nachdem die Agarose
aufgeldst ist. Dazu wurde das ausgeschnittene Agarosegelfragment in einem Puffer
bei 50 °C geldst, die geloste Agarose und der restliche Puffer durch Waschen
entfernt und die DNA aus der Silika-Matrix in H,O eluiert. Da das Endvolumen nur 20
ul betrug, musste nicht noch einmal gefallt werden und die eluierte DNA konnte direkt

fur weitere Reaktionen wie z.B. DNA-Ligation verwendet werden.

2.2.2.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR (nach Saiki et al., 1988) wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten zur
Analyse oder Klonierung verwendet. Die Methode beruht im Prinzip auf zyklischen
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Wiederholungen von Denaturierung der template-DNA, Anlagerung
sequenzspezifischer  Oligonukleotide  (Primer), und der Synthese einer
komplementaren DNA-Kopie durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Durch
Durchlaufen mehrerer Zyklen kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung der
durch die Primer flankierten DNA-Sequenz. Normalerweise wurde Taq DNA-
Polymerase zur Amplifizierung der DNA verwendet; nur wenn die DNA spater zur
Klonierung verwendet werden sollte, wurden aufgrund der geringeren Fehlerrate 3 U
Pfu-DNA-Polymerase (3 U/ pl; Promega) eingesetzt.

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurden folgende Bedingungen gewahlt:

Template-DNA 10- 100 ng
Desoxyribonukleotide (dNTPs, 256 mM) | je 2,5 mM
Primer | (5 uM) 0,5 uM
Primer 1l (5 uM) 0,5 uM
10x Taqg-Puffer 5 pl
Tagq DNA-Polymerase 0,3-0,5U
gesamt ad 50 pl

Da der Thermocycler einen beheizbaren Deckel besald, musste nicht mit Mineraldl
uberschichtet werden. Nach Zugabe aller Reagenzien wurden die Reaktionsgefalie
kurz anzentrifugiert und in den bereits auf 95 °C vorgeheizten Block der PCR-

Maschine gestellt.

Standard-PCR Protokoll:
96 °C, 2 min
25x (94 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C, 1 min)
72 °C, 10 min
4 °C, Pause

Das Protokoll wurde je nach Primerkombination, GroRe des zu amplifizierenden
DNA-Fragmentes und Art der Template-DNA (cDNA oder gDNA) in Zyklenzahl,
Temperatur der Primer-Anlagerung und Lange der Polymerisierungszeit abgewandelt
(s. Tabelle 3).



2 Material und Methoden

50

Kapitel, verwendete  Zyklen Denaturierung Anlagerung Verlangerung
amplifiziertes Primer
Gen
3.1.2
S-tubulin, tub2/+, 25 94 °C,30s 55°C,30s 72°C,45s
cDNA tub2/-
BAGT, TE5/+, 25 94 °C,30s 55°C,30s 72°C,45s
cDNA 7E5/-
tgpma1, cDNA 9-P15/+, 30 94 °C,30s 55°C,30s 72°C,45s
9-10/-
tgpma2, cDNA PM2-20/+, 30 94 °C,30s 60 °C, 30 s 72°C,45s
PM2-6/-
3.21.6
tgpmat, samtliche im 40 94 °C,45s 55°C,45s 72 °C, 8 min
gDNA Text
verdaut und angegebene
ligiert Kombinationen
3.3.11
tgpmat, PM1-1008-Bam/+, 25 94 °C, 30 s 55°C, 30s 72 °C, 3 min
cDNA PM1-1785-Kpn/-
tgpmat, PM1-2608-Bam/+, 25 94 °C, 30 s 55°C, 30 s 72 °C, 3 min
cDNA ATPase-3-Kpn/-
3.41
tgpmat, PMAIS Apa/+, 25 94 °C,45 s 60 °C, 45 s 72 °C, 6 min
Plasmid PMAI5'Cla/-
tgpmat, PMAI3’/+, 25 94 °C,45s 60 °C, 45 s 72 °C, 6 min
Plasmid PMAI3’/-
3.4.2
tgpmat, Intr/+, 35 94 °C,45s 62°C,45s 72°C,150 s
gDNA P11/-
tgpmat, Intr/+, 35 94 °C,45s 62 °C,45s 72°C,150 s
gDNA Tub/CAT4/+
3.4.3.2
tgpmat, Intr/+, 40 94 °C,45s 60°C,45s 72 °C, 5 min
gDNA 9-3/-
3.5.5
S-tubulin TUB2/+, 25 94 °C,30s 55°C,30s 72°C,30s
TUB2/-
BAG1 7TE5/+, 30 94 °C,30s 60 °C, 30 s 72°C,30s
7TE5/-
Ctox04101 Ctoxo4101/+, 35 94 °C,30s 60 °C, 30 s 72°C,30s
Ctoxo4101/-
DRPA DRPA/+, 35 94 °C,30s 55°C,30s 72°C,40s
DRPA/-
ENO1 ENO2/+, 30 94 °C,30s 60 °C, 30 s 72°C,30s
ENO2/-
LDH2 LDH2/+, 35 94 °C, 30 s 60 °C, 30 s 72°C,30s
LDH2/-
Sag4 Sagé/+, 35 94 °C,30s 55°C,30s 72°C,40s
Sag4-b/-
SRS9 SRS9/+, 35 94 °C, 30 s 55°C,30s 72°C,40s
SRS9/-
Tgpis1 Tgpis2-32S2/+, 35 94 °C,30s 55°C,30s 72 °C, 1 min

Tgpis1-3pisas4/-
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tgpmat 9-P13/+, 35 94 °C,40s 58 °C, 30 s 72°C,45s
9-3/-
Ctoxo3969 Ctoxo03969/+, 35 94 °C,30s 60°C,30s 72°C,30s
Ctoxo03969/-
Mag1 MAG1/+, 35 94 °C, 30 s 55°C, 30 s 72°C,40s
MAG1/-
MetAP2 met-pep/+, 35 94 °C, 30 s 55°C,30s 72°C,40s
met-pep/-
TIF Ctoxo2388/+, 35 94 °C, 30 s 55°C, 30 s 72°C,40s
Ctoxo02388/-
Oligopep Ctoxo1284/+, 30 94 °C,30s 60°C,30s 72°C,30s
Ctoxo1284/-
Sag1 Sag1/+, 25 94 °C, 30 s 60°C,30s 72°C,30s
Sag1/-
Sag2D Sag2/+, 30 94 °C, 30s 60 °C, 30 s 72°C,30s
Sag?2/-

Tabelle 3. Verwendete PCR-Bedingungen, nach Kapitel geordnet.

2.2.2.1.6 Real-Time PCR am Lightcycler

Um vergleichbare quantitative Werte fur die Expression einzelner Gene zu erhalten,
wurden einige Proben durch Real-Time PCR am Lightcycler (Roche, Mannheim)
untersucht (Higuchi et al., 1992). Hierzu wurde unter Verwendung des Fast Start
DNA Master SYBR Green | Kits (Roche, Mannheim) ein Master-Mix angesetzt, der je
nach verwendeter Primerkombination verschiedene MgCl,-Konzentrationen enthielt.
Je 17 pl des Master Mix wurden auf eine Glaskapillare pipettiert und 2 pl an
Template cDNA zugefugt. Die Kapillaren wurden mit einem Deckel verschlossen und
die Proben 30 s bei 3000 rpm in die Kapillaren zentrifugiert. Im Lightcycler wurde die
Expression der untersuchten Gene mit einem in Abhangigkeit vom verwendeten
Primerpaar abgeanderten Standardprotokoll untersucht. Der Crossing Point jeder
Probe wurde unter voreingestellten Bedingungen (Baseline Adjustment = Arithmetic)
ermittelt.

Um die Expression spezifischer Gene in unterschiedlichen Proben miteinander
vergleichen zu kénnen, wurden die berechneten Expressionsstarken bezuglich der 3-
Tubulin Expression jeder Probe abgeglichen. Da jeweils die Induktion eines Gens
wahrend der Differenzierung vom Tachyzoiten zum Bradyzoiten untersucht wurde,
wurden die Induktionsfaktoren jedes untersuchten spezifischen Gens nach folgender

Formel berechnet:
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ExpBrady zAcpspez(tachv-brady)

ExpTachy

Exp = Expression

2AcpTub(tachv-bradv)

CPspez = Crossing point des spezifischen Gens

Cprub = crossing point des dazugehorigen B-Tubulin Wertes

Gesamt-Ansatz

12 pl H2O bidest. + MgCl,-Losung I-1V

2 ul Primer 1
2 pl Primer 2

1 pl Master Mix SYBR Green

2 ul Template cDNA

MgCl,-Losungen I-IV

| T I IV
MgCl, (1 mM) 40 yl 80 120 i 160 i
H,O bidest. 560 pl 520 pl 480 i 440 i

Alle PCR-Programme am Lightcycler waren ahnlich aufgebaut und bestanden aus

einer anfanglichen Denaturierung mit anschlieender Amplifizierung, gefolgt von der

Schmelzkurve und einem Kuhlungsschritt. Bei den verschiedenen verwendeten

Primerpaaren wurde dabei lediglich der Amplifizierungsschritt variiert, der Rest des

Programms blieb konstant. Ein typisches Programm sah dabei wie folgt aus:

Segment #

Denaturierung
1
Amplifizierung
1
2
3
Schmelzkurve
1
2
3
Kuhlung
1

Temperature Hold Time
Target (°C) (s)
95 600
95 10
var. 5
72 var.
95 0
65 15
95 0
40 30

Slope

(°C/ s)

20

20
20
20

20
20
0,2

20

Acquisition
Mode

none
none
none
single
none
none

continuous

none
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Der fir das jeweilige Primerpaar verwendete variierte Teil des Amplifizierungsschritts

war wie folgt aufgebaut; es wurde immer MgCl,-Losung |l verwendet:

nachgewiesenes Primerpaar Temperature Target Hold Time Segment
Gen Segment # 2 (°C) #3(s)
B-tubublin tub2/+ 60 20
tub2/-
bag1 7TE5/+ 60 20
7ES5/-
LDH?2 LDH2/+ 55 24
LDH2/-
tgpma?2 PM2-20/+ 55 24
PM2-6/-
VEE VEEDb/+ 55 24
VEEb/-
14-3-3 14-3-3c/+ 55 24
14-3-3c/-
myoC Ctoxo3175/+ 55 24
Ctoxo3175/-
TgVP1 TgVP1/+ 55 24
TgVP1/-

2.2.2.1.7 Subklonierung von PCR-Produkten in pCR2.1 TOPO

Um eine effizientere Klonierung von PCR-Produkten zu erméglichen, wurden diese
direkt nach der PCR-Reaktion auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt,
aus diesem isoliert und in den Vektor pCR2.1 des TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen,
Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellers subkloniert.

Der Kit basiert auf einem bereits geschnittenen Vektor, der die bei einer Amplifikation
durch Tag-Polymerase entstehenden terminalen Desoxyadenosin-Uberhdnge
ausnutzt. An den geschnittenen Vektor ist eine Topoisomerase gekoppelt, die eine
Ligation bei Raumtemperatur innerhalb von finf Minuten ermdglicht. Wenn fur die
PCR-Reaktion Pfu-DNA-Polymerase verwendet wurde, musste durch nachtragliche
Inkubation des aufgereinigten PCR-Produktes in Gegenwart von dATP und Taq
DNA-Polymerase in Taq DNA-Polymerasepuffer fur 15 min bei 72 °C ein
nachtragliches Anfligen der terminalen Desoxyadenosin-Uberhénge erreicht werden.
Das in den Vektor ligierte PCR-Produkt wurde anschliel3end in chemisch kompetente

E. coli TOP10 transfiziert und auf Ampicillin-Resistenz der Zellen selektiert.
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2.2.2.1.8 Klonierung durch inverse PCR

Mit Hilfe inverser PCR kann ein DNA-Fragment unbekannter Sequenz kloniert
werden, das direkt an DNA bekannter Sequenz angrenzt. In diesem Fall wurde die
Methode verwendet, um die bekannte Sequenz aus dem 5 UTR von tgpmat zu
erweitern.

Genomische DNA des Stammes RH/HX wurde aus zwei durchlysierten 175er
Zellkulturflaschen isoliert und in insgesamt 800 pl H,O bidest. geldst. Je 50 ul wurden
in einem Restriktionsverdau Uber Nacht mit je 160 U Sacl, Xhol, EcoRI, Dral und
Nhel verdaut. Die Proben wurden anschlieend aufgereinigt und in H,O bidest.
geldst. Um eine Ligation zweier Fragmente miteinander moglichst zu verhindern und
eine Selbstligation einzelner Fragmente zu begulnstigen, wurde das Volumen der
Ligation moglichst gro3 gewahlt. Die DNA Fragmente wurden 30 min bei
Raumtemperatur in einem Volumen von je 180 ul mit 2,5 pl QuickLigase ligiert,
anschlie3end erneut aufgereinigt und in 100 pl H,O bidest. aufgenommen.

An den aufgereinigten Ligationsansatzen wurden jeweils zwei PCR Reaktionen mit
den Primern 9-20/- und 9-21/- durchgefuhrt. Die Primer wurden so gewahlt, dass
jeweils 9-20/- oder 9-21/- in 5° Richtung aus der bekannten Sequenz heraus
amplifizierten und je nach vorherigem Restriktionsverdau ein Primer, der moglichst
nahe der Restriktionsschnittstelle innerhalb des tgpma1 Lokus lag, in 3° Richtung
amplifizierte: Sacl: PMA1seq/+; Xhol: PM1-5'-2; EcoRI: P-7/+; Dral: PMA1seq/+;
Nhel: P-13/+. Da groflere PCR-Produkte zu erwarten waren, wurde zusatzlich jede
Reaktion mit und ohne Zusatz von TaqExtender durchgeflhrt, um die Ausbeute zu
verbessern. Die PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt,
einige Banden ausgeschnitten und aus dem Gel aufgereinigt. Die Fragmente wurden

in den Vektor pCR2.1 subkloniert und sequenziert.

2.2.2.1.9 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli
2.2.2.1.9.1 Praparation kompetenter Zellen, CaCl,-Methode
Far die Aufnahme von Plasmiden mussen E. coli Zellen erst kompetent gemacht

werden. In dieser Arbeit wurde ausschliel3lich mit chemisch kompetenten E. coli nach
der CaCl,-Methode gearbeitet.
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Ausgehend von einer Einzelkolonie oder einem gefrorenen Aliquot des
entsprechenden Stammes an E. coli Zellen wurde eine Ubernachtkultur von 5 ml
angesetzt und unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert. 4 ml dieser Ubernachtkultur
wurden am nachsten Morgen mit 100 ml vorgewarmtem (37 °C) LB-Medium versetzt,
die Kultur wieder bei 37 °C unter Schutteln inkubiert und bis zu einer ODsso von 0,4
bis 0,5 wachsen lassen. Nach Erreichen der erforderlichen Zelldichte wurden die
Zellen in 50 ml Zentrifugationsréhrchen auf Eis ca. 15 min abgeklhlt und danach in
einer vorgekuhlten (4 °C) Zentrifuge bei 4500 rpm und 4 °C fur 10 min sedimentiert.
Das Pellet wurde in 30 ml eiskaltem TfBI resuspendiert und 30 min auf Eis abgekunhlt.
Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 4 ml kaltem TfBIl aufgenommen

und Aliquots von 100 ul in Eppendorf-Caps bei -70°C gelagert.

TfBI TBII
100 mM RbCI 10 mM MOPS, pH 7,0
50 mM MnCl; x4H,0 10 mM RbCI
30 mM KAc 75 mM CaCl,
10 mM CaCl; 15% (v/v) Glycerin
15% (v/v) Glycerin ad 50 ml
ad 50 ml auf pH 7 mit HCI einstellen

auf pH 5,8 mit Essigsaure einstellen

Die sterilfiltrierten Losungen kénnen bei 4 °C uUber mehrere Monate aufbewahrt

werden.

2.2.2.1.9.2 Transformation in CaCl,-kompetente E. coli

Fur die Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis fUr ca. 5 min
aufgetaut. Die zu transfizierende DNA wurde zu den Zellen gegeben (10 pl eines
Ligationsansatzes oder 10-100 ng Plasmid-DNA). Die Zellen wurden 30 min auf Eis
gestellt und nach einem Hitzeschock von 45 s bei 42 °C erneut fur 5 min auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die Zellen 30 min (Ampicillin-
Resistenz) oder eine Stunde (Kanamycin-Resistenz) bei 37 °C unter Schutteln
inkubiert, um eine Expression der Resistenzkassette des transformierten Plasmids

zu gewahrleisten. Von den Zellen wurden etwa 100 pl (bei Transformation eines
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Plasmids aus einer DNA-Praparation) oder der gesamte Ansatz (nach kurzer
Zentrifugation zum Einengen der Zellen bei Ligationen) auf selektiven LB-Platten
ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Falls das verwendete Plasmid eine Blau-Weil} Selektion unterstutzte und dies fur die
jeweilige Klonierung sinnvoll war, konnten vor dem Ausplattieren noch jeweils 40 pl
X-Gal (40 mg/ ml) und IPTG (1 M) auf den Platten verteilt werden. Dadurch
verfarbten sich alle Kolonien, die nur das Plasmid ohne Insert aufgenommen hatten,
auf der Platte blau und konnten flr Plasmidpraparationen von vornherein

ausgeschlossen werden.

2.2.2.1.10 Southern Blot

Um DNA auf einer immobilisierten Matrix mittels einer spezifischen Sonde
nachweisen zu koénnen, musste die DNA zuerst in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt werden, um dann aus dem Gel auf eine
Nylonmembran (Amersham, Uppsala, Schweden) transferiert zu werden. Der
Southern Blot wurde ausschliel3lich mittels des Kapillarblotverfahrens durchgefuhrt.
Falls ein Screening direkt aus Bakterienkolonien gewilnscht war, wurde eine

Koloniehybridisierung durchgefihrt.

2.2.2.1.10.1 Herstellung der Sonde

Eine fur den spezifischen Nachweis von DNA verwendete Sonde wurde entweder
radioaktiv mit *?P-markiertem dATP, oder nicht-radioaktiv mit Digoxigenin-11-
markiertem dUTP hergestellt. Fur den Nachweis von Plasmid-DNA aus
Agarosegelen oder Bakterienkolonien wurden ausschlieBlich nicht-radioaktiv
markierte Sonden verwendet. Aufgrund der hoheren Sensitivitat wurde flr den
Nachweis von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA auf radioaktiv-markierte

Sonden zuriuckgegriffen.

a) nicht-radioaktiv
Nicht-radioaktiv markierte Sonden wurden durch den PCR DIG Labeling Mix

(Boehringer Mannheim) hergestellt.
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Hierbei wird Digoxigenin-11-dUTP, ein Analoges von dTTP zusammen mit dNTPs in
einer PCR-Reaktion eingesetzt, so dass ein Teil der Nukleotide des Amplifikats mit
Digoxigenin markiert sind. Diese konnen spater durch spezifische anti-Digoxigenin

Antikérper nachgewiesen werden.

Reaktionsansatz

DNA var.
H2O bidest. var.
Taq Polymerase Puffer 10x 5 ul
PCR DIG Labeling Mix 10x 5 pl
Primer (5 pM) 5l
Primer (5 M) 5 ul
Taq DNA Polymerase (5 U/ ul) 0,5 ul
Endvolumen 50 ul

verwendete PCR-Programme zur Generierung der Sonden:

verwendete Primer: 9-2/+, 9-10/- verwendete Primer: Intr/+, P-12/-
(Kapitel 3.2.1.1) (Kapitel 3.4.3.2)
94 °C, 5 min 96 °C, 2 min
30x (94 °C, 90 s; 55 °C, 2 min, 72 °C, 2 min) | 30x (94 °C, 45 s; 55 °C, 45 s, 72 °C, 1 min)
72 °C, 10 min 72 °C, 10 min
4 °C, Pause 4 °C, Pause

Die Sonden wurden nach der PCR-Reaktion auf einem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und aus dem Gel durch den Gene Clean Il Kit (Qbiogene, Heidelberg)
nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt und bis zum Gebrauch bei —20 °C

aufbewahrt.

b) radioaktiv

Eine radioaktiv-markierte Sonde wurde mit Hilfe des Prime-It || Random Primer
Labeling Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) mit [a-**P] dATP (Amersham Buchler,
Braunschweig) markiert.

Dazu wurden 25 ng DNA Template mit 10 yl Random Primer (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) mit H,O bidest auf 34 ul aufgefullt, 5 min aufgekocht, danach kurz
abzentrifugiert und auf Raumtemperatur heruntergekudhlt. Nun wurden 10 pl 5x
Primer buffer (Stratagene), 5 pl [a-**P] dATP (3000 Ci/ mmol; Amersham) und 1 pl
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Exo(-) Klenow-Enzym (Stratagene) zugegeben, gut vermischt und 10 min bei 37 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 2 pl Stop Mix abgestoppt, ungebundene Nukleotide
uber den Qiaquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden) entfernt und die Sonde
in 200 pl Puffer EB (Qiagen) eluiert. Nach Bestimmung der inkorporierten
Radioaktivitit wurde die Sonde mit 10° cpm/ ml Hybridisierungspuffer im Southern

Blot eingesetzt.

2.2.2.1.10.2 Kapillarblot

Vor dem eigentlichen Blotten musste die auf einem Agarosegel aufgetrennte DNA
zunachst zerkleinert und in ihre Einzelstrange aufgetrennt werden. Dazu wurde das
Gel aus dem Laufpuffer herausgeholt und 10 min in 0,25 M HCI depuriniert, danach
zwei mal 15 min in 0,5 M NaOH/ 1,5 M NaCl denaturiert und anschliefend zwei mal
20 minin 1 M Tris-HCI/ 1,5 M NaCl (pH 7,5) neutralisiert.

Das so behandelte Agarosegel wurde markiert, indem die rechte untere Ecke
abgeschnitten wurde und mit der Ruckseite nach oben (da sich die DNA eher unten
befindet) auf eine Glasplatte gelegt. Um das Gel herum wurde eine ,Maske‘ aus
Plastikmaterial gelegt, um sicherzustellen, dass samtliche Flissigkeit durch das Gel
hindurch flieRen muss.

AnschlieRend wurde fur den Blot ein Sandwich aufgebaut, das von unten nach oben
aus folgenden Komponenten bestand: eine Glasplatte, ein langer Streifen
Filterpapier in der Breite des Gels, das Gel mit Maske aus Plastikmaterial,
Nylonmembran (kurz in 2x SSC eingeweicht und luftblasenfrei auf das Gel gelegt),
zwei dicke und zwei duinne Stlucke Filterpapiere getrankt in 2x SSC. Oben auf das
Sandwich wurde ein moglichst grolder Stapel saugfahiger Papiertiicher gelegt, der
mit Klebeband an der Unterlage fixiert und mit einem Gewicht von etwa 0,5 kg
beschwert wurde. Das fertige Sandwich wurde in eine Kunststoffschale gestellt die
mit 20x SSC geflllt war, die Enden des untersten langen Filterpapiersteifens in die

Fllssigkeit getaucht und der Aufbau so Uber Nacht stehen gelassen (s. Abb. 3).
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Gewicht

Papierticher —

/ Filterpapier

Agarosegel — Nylonmembran

20x SSC

Abb. 3. Aufbau eines Kapillarblots.

Durch Kapillarkrafte zieht sich ein Flussigkeitsstrom aus der Schissel durch das
Filterpapier, Gel, Nylonmembran und Filterpapiere bis in den Stapel Papiertlcher,
wodurch die DNA aus dem Gel auf die Membran geblottet wird.

Am nachsten Tag wurde das Sandwich abgebaut, die Taschen des Gels mit einem
Kugelschreiber auf der Nylonmembran markiert, die Membran kurz in 2x SSC
gewaschen und anschliefend auf einem Papiertuch getrocknet. In einem UV-
Crosslinker wurde die DNA bei 1200 Joule fur 1 min kovalent an die Membran
gebunden.

Die Membran wurde entweder sofort fur eine Hybridisierung weiterverwendet, oder

getrocknet bei —20 °C aufgehoben.

20x SSC
3 M NaCl
300 mM Natriumcitrat
pH 7,0

2.2.2.1.10.3 Koloniehybridisierung

Mittels Koloniehybridisierung ist es moglich, spezifische DNA-Sequenzen in situ in
Bakterienzellen nachzuweisen. Da durch die direkte Fixierung der durch Lyse der
Bakterien freigesetzte DNA an eine Nylonmembran eine Isolierung aus den Zellen
nicht notwendig ist, bietet die Koloniehybridisierung die Moglichkeit, eine grolle
Kolonienzahl in kurzer Zeit auf das Vorhandensein bestimmter DNA-Sequenzen hin
zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde eine ADASH genomische Bibliothek aus dem
T. gondii Stamm P(LK) (Bohne et al., 1998) mit Hilfe der Koloniehybridisierung nach

einem Klon untersucht, der eine Kopie von tgpma1 auf einem Cosmid trug.
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Hierzu wurden Bakterien der Cosmid Genbank auf LB/ Tetracyclin (10 ug/ ml) Platten
ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Eine Nylonmembran der Grofde einer Petrischale wurde ausgeschnitten, mit 2x SSC
angefeuchtet, abgetupft und luftblasenfrei auf den Agar gelegt. Mit einer Kanule und
Tinte wurden am Rand der Membran mehrere Markierungen angebracht, um eine
nachtragliche Zuordnung von Signalen auf der Membran mit bestimmten Klonen zu
ermoglichen.

Die Membran wurde anschlieltend auf Filterpapier 5 min in 0,5 M NaOH/ 1,5 M NaCl
denaturiert. Nun wurde 5 min in 1 M Tris-HCI/ 1,5 M NaCl (pH 7,5) neutralisiert und
anschliefend 5 min in 2x SSC gewaschen. Die so behandelte Membran wurde auf
einem Filterpapier getrocknet und die DNA in einem UV-Crosslinker bei 1200 J fur 1
min kovalent an die Membran gebunden. Analog zum Kapillarblot konnte die
Membran sofort flr eine Hybridisierung verwendet, oder fur langere Zeit bei —20 °C

aufbewahrt werden.

2.2.2.1.10.4 Hybridisierung der Membranen

Um DNA spezifisch auf der Membran mittels einer DNA-Sonde nachweisen zu
konnen, musste diese mit der Sonde hybridisiert werden. Hierbei wurden zwei
verschiedene Protokolle angewendet, je nachdem, ob die verwendete Sonde mit

Digoxigenin oder radioaktiv markiert war.

a) nicht-radioaktiv

Um zu verhindern, dass die Sonde unspezifisch an die Membran bindet, mussten
zunachst freie Bindungsstellen auf der Nylonmembran blockiert werden. Dazu
wurden auf die Membran in einem Hybridisierungsrohrchen etwa 20 ml
Hybridisierungslosung | luftblasenfrei zugegeben und 1 h bei 65 °C in einem
Hybridisierungsofen unter Drehen blockiert. In weiteren 20 ml Hybridisierungslésung
| wurde die Sonde 10 min aufgekocht, damit die DNA einzelstrangig vorlag. Diese
wurde nach dem Kochen sofort gegen die Hybridisierungslésung auf der Membran
ausgetauscht und Uber Nacht im Hybridisierungsofen unter Drehen bei 65 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran kurz mit Waschlésung | gewaschen,
mit H,O dest. gespult und anschlieRend im Hybridisierungsofen unter Drehen 30 min

bei 65 °C mit Waschlésung | gewaschen.
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Hybridisierungslosung | Waschlosung |
5x SSC 0,5x SSC
0,5% Blocking-Reagenz (Boehringer Mannheim) 0,1% SDS
0,1% N-Lauroylsarkosin, Na-Salz
0,02% SDS

b) radioaktiv

Bei Verwendung einer radioaktiv markierten Sonde, wurde zunachst der Blot 1 h in
einem Hybridisierungsrohrchen in Hybridisierungslosung Il bei 60 °C wie oben
beschrieben prahybridisiert. Nach Zugabe der durch 12 minutiges Kochen
denaturierten DNA-Sonde wurde uber Nacht bei 60 °C hybridisiert. AnschlieRend
wurde die Membran kurz mit Waschlosung Ill gespult, dann 3x 10 min in
Waschlésung Il bei 60 °C und 2x 30 min in Waschlésung Il bei 42 °C gewaschen.

Nach dem Trocknen der Membran konnte diese auf einem Rdntgenfilm exponiert

werden.
Hybridisierungslosung Il Waschlosung Il Waschlosung il
10 ml 5x SSPE 2x SSPE 0,2x SSPE
4 ml 5x Denhardt’s solution 0,1% SDS 0,1% SDS
4 ml 1% SDS

einzelstrangige Heringssperma-DNA
ad 40 ml mit H,O bidest

2.2.2.1.10.5 Detektion Digoxigenin-markierter Sonden, alkalische Phosphatase
Farbung

Zur Detektion einer Digoxigenin-markierten Sonde wurden Antikorper verwendet, die
Digoxigenin spezifisch erkennen und an Alkalische Phosphatase gekoppelt sind; alle
folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgeflhrt. Hierzu wurde die
Membran kurz mit Puffer | gewaschen, freie Bindungsstellen 30 min mit Puffer I
unter Drehen blockiert und nochmals kurz mit Puffer | gewaschen. Das Schaf-anti-
Digoxigenin-alkalische = Phosphatase Konjugat (Fab Fragment, Boehringer
Mannheim) wurde 1:5000 in Puffer | verdunnt und 30 min unter Drehen an die Sonde
gebunden. Hiernach wurde zwei mal 15 min in Puffer | gewaschen, anschlieend 2

min in Puffer Il &quilibriert.
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AnschlieRend folgte eine alkalische Phosphatase Farbung aus neun Teilen Puffer lll,
einem Teil NBT und 0,1 Teilen X-Phosphat. Die Losung wurde 30 min bis 2 h im
Dunkeln auf der Membran unter leichtem Schatteln verteilt, bis eine spezifische
Farbung erkennbar war. Die Farbereaktion wurde durch Waschen der Membran mit
H,0O dest. gestoppt und die Membran anschliel3end auf einem Filterpapier getrocknet

und aufbewahrt.

Puffer | Puffer Il Puffer Il
0,1 M Tris 5% Blocking-Reagenz 0,1 M Tris-HCI
0,15 M NaCl (Boehringer Mannheim) in 0,1 M NaCl
pH 7,5 Puffer | 50 mM MgCl;
pH 9,5
NBT: 1 mg/ ml 4-Nitroblau Tetrazoliumchlorid

X-Phosphat: 5 mg/ ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat, Toluidin-Salz in

Dimethylformamid

2.2.2.1.10.6 Detektion Digoxigenin-markierter Sonden, CSPD Farbung

Fir manche Versuche ist es notig, eine mdglichst hohe Sensitivitdt des
Nachweisverfahrens zu verwenden. Wenn auf3erdem ein Blot fur mehrere Farbungen
verwendet werden soll, empfiehlt es sich, statt einer irreversiblen alkalischen
Phosphatase-Farbung direkt auf der Membran ein Substrat zu verwenden, welches
mittels Chemilumineszenz indirekt auf einem Rontgenfilm nachgewiesen werden
kann.

Zu diesem Zweck wurde der Farbstoff CSPD (Boehringer Mannheim) verwendet. Der
gewaschene Blot wurde kurz in CSPD Waschpuffer aquilibriert und anschlief3end 30
min in 100 ml CSPD-Blocking Buffer blockiert. Nun wurde Schaf-anti-Digoxigenin-
alkalische Phosphatase Konjugat in einer Verdinnung von 1/10000 dazugegeben
und 30 min mit der Membran inkubiert. Uberschiissige Antikdrper wurden in 2x 15
min mit 100 ml CSPD Waschpuffer entfernt und der Blot 3 min in 0,1 M Tris-HCI/ 0,1
M NaCl, pH 9,5 aquilibriert. Der Blot wurde auf einer Glasplatte mit 1 ml CSPD
Gebrauchslésung beschichtet und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Uberschissige Flissigkeit wurde vorsichtig entfernt, die feuchte Membran mit einer

dinnen Plastikfolie Iluftblasenfrei verschlossen und zur Verstarkung der
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Chemilumineszenz 10 min im Dunkeln bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der

so behandelte Blot 5 bis 20 min auf einem Rontgenfilm exponiert und entwickelt.

CSPD Waschpuffer CSPD-Blocking Buffer
0,1 M Maleinsaure 0,1 M Maleinsaure
0,15 M NaCl, pH 7,5 0,15 M NaCl, pH 7,5
0,3% Tween 20 1% Blockierungsreagenz (Boehringer Mannheim)

2.2.2.2 Proteine
2.2.2.2.1 Herstellung und Aufreinigung rekombinanter His-Tag Fusionsproteine

2.2.2.2.1.1 Prinzip des QiaExpress Systems

QiaExpress (Qiagen) ist ein System zur Klonierung, Expression, Aufreinigung und
Nachweis von rekombinanten Proteinen in dem E. coli Stamm M15(pREP4).

Die DNA-Sequenz, die das gewunschte Protein kodiert wird per PCR amplifiziert
und in die Multiple Cloning Site des pQE30 Expressionsvektors kloniert. Auf dem
Vektor befinden sich ein starker Phage-T5 Promotor mit zwei lac-Operon
Sequenzen, ein eigenes ATG-Start Codon mit einem ,Tag' bestehend aus sechs
Histidin-Resten und Stopp-Codons in allen Leserahmen. Die lac-Operons dienen der
effizienten Repression des T5-Promotors. Lac-Repressor Protein, welches in relativ
grollen Mengen durch das pREP4-Plasmid des E. coli Wirtes M15(pREP4)
konstitutiv exprimiert wird, bindet an die lac-Operons und verhindert so die
Transkription am T5-Promotor. Setzt man IPTG hinzu, bindet dieses an das lac-
Repressor Protein, so dass eine Transkription am T5 Promoter stattfinden kann.

Die Transkripte werden daraufhin in das rekombinante Protein translatiert. Der
Histidin-Tag am N-Terminus dient der Aufreinigung und des spateren Nachweises
der Proteine. Sechs aufeinanderfolgende Histidin-Molekule bilden eine Struktur aus,
die spezifisch an Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA) bindet, was man zur
Aufreinigung der Proteine nutzen kann. Ni-NTA Agarose (Ni-NTA gekoppelt an
Sepharose) dient dabei als Matrix, an die spezifisch die rekombinanten His-Tag
Fusionsproteine gebunden werden, wodurch sie sich aus E. coli Lysat isolieren
lassen. Mittels Antikdrpern, die spezifisch den His-Tag erkennen, lassen sich die so

aufgereinigten Proteine in spateren Experimenten nachweisen.
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In dieser Arbeit wurden zwei rekombinante His-Tag Fusionsproteine aus dem Loop

und dem C-Terminus von TgPMA1 kloniert, in E. coli exprimiert und aufgereinigt.

2.2.2.2.1.2 Expression der rekombinanten Loop und C-Terminus Proteine

Zum Nachweis der Induzierbarkeit und Expression der His-Tag Fusionsproteine,
wurden jeweils zwei Klone fur Loop- (L2, L3) und C-Terminus (C4, C5) ausgewahlt
und in 3 ml LB-Medium mit 100 ug/ ml Ampicillin und 25 pg/ ml Kanamycin Uber
Nacht bei 37 °C im Schuttelinkubator inkubiert. Am nachsten Tag wurde 1 ml der
Ubernachtkulturen in 25 ml LB-Medium mit 100 pyg/ ml Ampicillin und 25 pg/ ml
Kanamycin verdunnt und bis zu einer optischen Dichte von ODgyp= 0,5- 0,7
hochgezogen. Nun wurde von jeder Kultur ein Aliquot von 1 ml abgenommen und
Proteinexpression in der Ubrigen Kultur durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1
mM) induziert. Nach weiteren 5 h Inkubation wurden die Kulturen zusammen mit den
zuvor entnommenen nicht-induzierten Aliquots durch Zentrifugation pelletiert und in
PBS aufgenommen.

Vergleichbare Mengen aller Aliquots wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel

aufgetrennt und analysiert.

2.2.2.2.1.3 Optimierung der Protein-Aufreinigungsbedingungen

Aus einer Ubernachtkultur der Klone L2 und C5 wurde 1 ml auf 15 ml LB-Medium mit
100 pg/ ml Ampicillin und 25 ug/ ml Kanamycin tUberimpft und im Schattelinkubator
bei 37 °C bis zu einer ODggp von 0,6 inkubiert. Ein Aliquot von 1 ml wurde aus jeder
Kultur entnommen, pelletiert und zur spateren Verwendung bei —20 °C aufbewahrt.
Der Rest wurde durch Zusatz von IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziert und
weitere 5 h im Schuttelinkubator inkubiert. Die ODggp von beiden Kulturen wurde
erneut gemessen (L2= 1,48; C5= 1,38) und von jeder jeweils zwei mal 1 ml pelletiert

und zur spateren Verwendung bei —20 °C aufbewahrt.

2.2.2.2.1.3.1 Native Proteinaufreinigung, Optimierung

Je ein Pellet der induzierten L2 und C5 Kulturen wurde auf Eis aufgetaut und in 100
Ml Lysepuffer aufgenommen, ein Aliquot (A1) von 10 pl enthommen und weggefroren.

Lysozym wurde zu einer Endkonzentration von 1 mg/ ml zugesetzt, 30 min auf Eis
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inkubiert und die Zellen schlielBlich durch Vortexen lysiert. Das Lysat wurde im
Anschluss 10 min bei 14000 rpm in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen, erneut ein Aliquot (A2) von 10 ul entnommen und
weggefroren. Zum restlichen Uberstand wurden 20 pl Ni-NTA Agarose zugesetzt und
30 min bei 4 °C auf einem Uberkopfschittler bei 200 rpm das Fusionsprotein an die
Matrix gebunden. Die Ni-NTA Agarose mit gebundenem Fusionsprotein wurde im
Anschluss fir 10 s bei 14000 rpm pelletiert, ein 10 pl Aliquot (A3) vom Uberstand
abgenommen und der Rest verworfen. Das verbleibende Ni-NTA Agarose Pellet
wurde zwei mal mit je 100 pyl Waschpuffer gewaschen, nach dem zweiten
Waschschritt ein 10 pl Aliquot (A4) des Uberstandes entnommen und das
gebundene Fusionsprotein danach drei mal mit jeweils 20 ul Elutionspuffer von der
Matrix eluiert (A5-7).

Vergleichbare Mengen aller Aliquots wurden zusammen mit je 10 ul des induzierten
und des nicht-induzierten E. coli Lysats durch SDS-PAGE aufgetrennt und die
Proteine im Anschluss durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

Lysepuffer Waschpuffer Elutionspuffer
50 mM NaH2POg4, pH 8,0 50 mM NaH,PO4, pH 8,0 50 mM NaH,POQOy4, pH 8,0
300 mM NaCl 300 mM NaCl 300 mM NaCl
10 mM Imidazol 20 mM Imidazol 250 mM Imidazol

2.2.2.2.1.3.2 Denaturierende Proteinaufreinigung, Optimierung

Die Pellets der induzierten L2 und C5 Kulturen wurden auf Eis aufgetaut, in 200 pl
Puffer B resuspendiert und 5 ul flr Aliquot A1 abgenommen. Die Zellen wurden
durch Vortexen lysiert und die Zellreste durch Zentrifugation 10 min bei 14000 rpm
pelletiert. 5 pl des Uberstandes wurden fiir A2 abgenommen, der Rest mit 50 pl Ni-
NTA Agarose versetzt und wie bei der nativen Proteinaufreinigung 30 min bei 4 °C im
Uberkopfschittler vermischt. Die Matrix wurde 10 s bei 14000 rpm pelletiert, 1,25 pl
des Uberstandes flir A3 abgenommen, der Rest verworfen. Das Waschen erfolgte
einmal mit 250 pl Puffer C (6,25 ul fir A4 abgenommen) und einmal mit 250 pl Puffer
D (6,25 pl Aliquot fur A5). SchlielBlich wurde das Fusionsprotein durch dreimalige
Elution mit je 25 ul Puffer E (je 0,6 ul entsprechen A6, A7 und A8) wieder von der
Matrix eluiert.
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Alle Aliquots wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschliellend mit Comassie-
Blau gefarbt.
Puffer B (Lysepuffer) Puffer C (Waschpuffer) Puffer D (Elutionspuffer)

8 M Harnstoff 8 M Harnstoff 8 M Harnstoff
0,1 M NaH;PO4 0,1 M NaH,PO4 0,1 M NaH;PO4
0,01 M Tris-Cl, pH 8,0 0,01 M Tris-Cl, pH 6,3 0,01 M Tris-Cl, pH 5,9

Puffer E (Elutionspuffer)
8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO4
0,01 M Tris-Cl, pH 4,5

2.2.2.2.1.4 Denaturierende Proteinaufreinigung, praparativ

Zur praparativen Aufreinigung der His-Tag Fusionsproteine wurden L2 und C5 in je
2x 0,5 | in LB-Medium mit 100 pg/ ml Ampicillin und 25 ug/ ml Kanamycin aus einer
Ubernachtkultur angeimpft, bis zu einer ODggo von 0,6 bis 0,7 im Schiittelinkubator
bei 37 °C inkubiert, je 1 ml abgenommen, pelletiert und bei —20 °C zur spateren
Verwendung aufbewahrt. Nach Induktion der Proteinexpression mit 1 mM IPTG
wurde weitere 5 h inkubiert, anschlie®end die Kulturen durch Zentrifugation pelletiert
und die Pellets gewogen (zwischen 1,6 und 4,4 g). Die Pellets wurden in 5 ml Puffer
B pro Gramm Nassgewicht aufgenommen, jeweils die beiden L2 und C5 Kulturen
gepoolt und fiir 60 min auf dem Uberkopfschittler bei 4 °C lysiert. Die Zellreste
wurden durch 30 min Zentrifugation bei 10000 g abgetrennt und der Uberstand
abgenommen. Pro 4 ml Lysat wurde 1 ml Ni-NTA Agarose zugegeben und fir 60 min
bei Raumtemperatur auf dem Uberkopfschiittler die His-Tag Fusionsproteine an die
Matrix gebunden.

Ein Gradi-Frac System (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) wurde mit
Puffer B durchgesplilt, das Ni-NTA Agarose Gemisch mit dem Lysat auf eine leere
Saule gegeben und der Durchfluss so weit abgelassen und fur spatere Verwendung
aufbewahrt, bis nur noch die Ni-NTA Agarose auf der Fritte mit wenig Flussigkeit in
der Saule blieb. An einem an das System angeschlossenen Schreiber konnten
eluierte Proteine in den einzelnen Fraktionen beim Durchlaufen des Systems sichtbar
gemacht werden. Die Saule wurde an das System angeschlossen und so viel Puffer

B zugegeben, bis sich an dem Schreiber ein konstanter Wert eingestellt hatte.
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Anschlie®end wurde vier mal mit Puffer C und vier mal mit Puffer D gewaschen, bis
sich ein konstanter Wert eingestellt hatte. In beiden Proben war ein leichter
Proteinpeak bei dem jeweils zweiten Waschschritt mit Puffer C und D erkennbar.
Anschlie®end wurden die His-Tag Fusionsproteine mit Puffer E von der Saule geldst,
wobei mehrere kleine Fraktionen getrennt aufgenommen wurden. Nachdem sich ein
konstanter Wert eingestellt hatte wurde zusatzlich stringenter unter saurerem pH-
Wert mit Puffer E, pH 3,5 gewaschen, um restliche noch gebundene Proteine von der
Saule zu losen.

Die Saule wurde vom System abgekoppelt, mit 0,2 M Essigsaure+ 30% Glycerin
durchgesplilt, die Gelmatrix aufgeschuttelt, samtliche Flussigkeit ablaufen lassen, mit

30% Ethanol aufgeflllt, verschlossen und bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.2.2.2 Proteinbestimmung

Eine Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte im Prinzip nach der Methode von
Lowry et al. (1951) mit Hilfe des BCA Protein Assay Kits (Pierce, Rockford, IL, USA)

nach den Angaben des Herstellers.

2.2.2.2.3 SDS-Gelelektrophorese

Um Proteine elektrophoretisch  aufzutrennen, wurden diese auf SDS-
Polyacrylamidgele geladen und im elektrischen Feld indirekt nach ihrer GroRle
aufgetrennt.

Die zu untersuchenden Proteine wurden mit vierfach konzentrietem SDS-
Probenpuffer im Verhaltnis 1:4 gemischt, 5 min auf 100 °C erhitzt und auf SDS-
Polyacrylamidgele aufgetragen. Parallel wurde ein Gemisch von Markerproteinen

bekannten Molekulargewichts aufgetragen.

Die SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (1970) unter denaturierenden
Bedingungen in 0,75 mm dicken Vertikalgelen durchgefuhrt. Fur die Herstellung der
Gele wurden zunachst die Trenngele mit ca. 12% Polyacrylamid zum Nachweis von
Proteinen unter 100 kDa und 7,5% Polyacrylamid zum Nachweis von gréReren
Proteinen in die Gelkammern gegossen. Bis zur vollstandigen Polymerisation der

Trenngele wurden sie vorsichtig mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Entfernen
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des Alkohols durch grundliches Waschen wurde ein 4,4%iges Sammelgel auf das

Trenngel gegossen und der Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt.

Nach dem Probenauftrag erfolgte die Gelelektrophorese mit einem diskontinuier-

lichen Laufpuffer bei 25 mA pro Gel fur etwa 90 min bis die Bromphenolblaufront aus

dem Gel herauslief.

750 mM Tris, pH 8,8
Acrylamid/ Bisacrylamid 30% (30/ 0,8)
SDS 10%

H>O bidest.
APS 10%

TEMED

250 mM Tris, pH 6,8

Acrylamid/ Bisacrylamid 30% (30/ 0,8)
SDS 10%

H20 bidest.

APS 10%

TEMED

Bromphenolblau 1%

Laufpuffer
25 mM Tris, pH 8,3
0,2 M Glycin
0,1% SDS

2.2.2.2.4 Coomassie-Farbung

Trenngel, 7,5% Trenngel, ca. 12%

2,5ml 2,5ml
1,25 ml 1,94 ml
121 ul 121 ul
1,1 ml 0,875 ml
20 wl 20 ul
10 pl 10 pl

Sammelgel, 4,4%
1,25 ml
250 ul
25 ul
1 ml
10 wl
10
10

Zweifach-Probenpuffer
20% Glycerin
65 mM Dithiothreitol (DTT)
4% SDS
0,004% Bromphenolblau
125 mM Tris-HCI, pH 6,8

Um Proteine auf dem SDS-Polyacrylamidgel sichtbar zu machen, wurden die Gele

nach Beendigung der Elektrophorese flir mindestens 2 h bei Raumtemperatur in

Coomassie-Farbelésung geschwenkt (Weber et al., 1972). Farbrickstande wurden
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anschliefend durch Schwenken flr 45 min in einem Entfarbebad herausgewaschen.
Danach wurden die Gele in 1% Glycerin in H2O dest. mit ebenfalls in dieser Losung

angefeuchteter Einmachfolie mehrere Tage in einem Rahmen getrocknet.

Coomassie-Farbelosung Coomassie-Entfarbelosung
50% Methanol 10% Methanol
10% Essigsaure 5% Essigsaure

0,1% Coomassie Brilliant Blue

2.2.2.2.5 Western Blot

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Semi-Dry-Blotting
(Kyhse-Andersen, 1984) elektrophoretisch auf Nitrozellulose-Membranen (Hybond
ECL Nitrocellulose Membrane, Amersham Buchler, Braunschweig) Ubertragen.

Die Transfereinheit war wie folgt aufgebaut:

e Graphitelektrode (Kathode)
e 1 Filterpapier dick

e 1 Whatman Filterpapier dinn
e SDS-PAGE Gel

e Nitrocellulose-Membran

e 1 Whatman Filterpapier dinn
e 1 Filterpapier dick

e Graphitelektrode (Anode)

Alle Bestandteile der Transfereinheit, aulRer dem Gel, waren in Western-Blot Puffer
getrankt und wurden wahrend des Aufbaus feucht gehalten.

Die Proteine wurden mit 0,8 mA/ cm? Transferflache fiir 90 min auf die Nitrozellulose-
Membran Ubertragen. Zur Kontrolle des Transfers wurde die Membran anschlie3end
fur 2 min in Ponceau S Loésung inkubiert und anschlieend mit destilliertem Wasser
entfarbt. Mit dieser Farbung konnte zusatzlich eine gleichmaRige Beladung aller
Spuren kontrolliert werden.

Um spezifische Proteine mittels einer Immunfarbung nachzuweisen, wurden
zunachst unspezifische Bindungsstellen Uber Nacht bei 4 °C in Blockierldsung

abgesattigt. Nach kurzem Waschen in Waschlosung wurde die Membran 2 h mit dem
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Primarantikorper in der angegebenen Konzentration in Inkubationslésung inkubiert.
Nach 3x 10 min Waschen in Waschlésung wurde 1 h mit dem Sekundarantikorper
(Peroxidase-konjugiertes Ziege-anti-Kaninchen IgG oder Peroxidase-konjugiertes
Ziege-anti-Maus 1gG) in Inkubationsldsung inkubiert. Anschliellend wurde intensiv
mit Waschlésung gewaschen (mind. 3x 20 min). Die Membran wurde ca. 2 min in
Peroxidase-Farbelosung inkubiert bis ein Signal zu erkennen war und die
Farbereaktion durch Waschen mit H,O gestoppt.

Western Blot Puffer Blockierlosung Inkubationslosung
25 mM Tris 5% Magermilchpulver 5% Magermilchpulver
150 mM Glycin 0,2% Tween 20 0,02% Tween 20 in PBS
20% Methanol 0,02% NaNj3;
in PBS
Waschldsung Peroxidase-Farbeldosung
0,02% Tween 20 1,25 ml1 M Tris, pH 7,5
in PBS 1,25 ml 10% NiCl,

15 }J| 30% H202
Spatelspitze 3,3‘-Diaminobenzidin
22,5 ml H,O dest.

2.2.3 Tierexperimente und Antikorperaufreinigung

2.2.3.1 Immunisierung von Mausen zur Antikdrpergewinnung

Um Antiseren gegen TgPMA1 zu gewinnen, wurden jeweils 4 Balb/c Mause (6- 8
Wochen alt) mit den aufgereinigten His-Tag Fusionsproteinen aus dem C-Terminus
bzw. dem Loop von TgPMA1 immunisiert. Je 0,5 mg aufgereinigtes Protein in 2 ml
PBS wurden in einem Flaschchen Adjuvans ABM-S (Antibody-Multiplier spezial,
Linaris, Bettingen) nach den Angaben des Herstellers gelost und mit diesem
vermengt. Je 0,1 ml der Emulsion wurde intramuskular in den Beinmuskel und
subkutan in den Nacken jeder Maus gespritzt. Zur Nachboosterung nach zwei
Wochen wurde ABM-N (Antibody-Multiplier normal, Linaris) verwendet, in dem

jeweils 0,5 mg His-Tag Fusionsprotein geldst worden war. Dieses wurde wie oben
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den Mausen injiziert. Nach weiteren zwei Wochen erfolgte eine weitere Boosterung
mit ABM-N, um nach insgesamt sechs Wochen die Mause auszubluten. Nach 3 h bei
Raumtemperatur wurde das inzwischen geronnene Blut 5 min bei 3000 rpm und 4 °C
abzentrifugiert, das Serum abgenommen und zur Konservierung mit 0,02% NaN3

versetzt.

2.2.3.2 Affinitatschromatographie tiiber CNBr-aktivierte Sepharose B

Zur Erhdhung der Spezifitat der durch Immunisierung mit dem Loop-His-Tag
Fusionsprotein gewonnenen Maus-Antiseren, sollten durch eine
Affinitatschromatographie nur die fur das Fusionsprotein spezifischen Antikorper
angereichert werden.

Als Matrix zur Immobilisierung des Liganden wurde CNBr-aktivierte Sepharose 4B
(Pharmacia, Erlangen) ausgewahlt. Zur Vorbereitung des Gels wurde 1 g der
gefriergetrockneten Sepharose mit 200 ml 1 mM HCI fur 15 min gewaschen. 1,2 ml
der nun gequollenen Sepharose wurde auf eine leere Saule gegeben, nach dem
Absetzen der Saulenmatrix zwei mal mit 5 ml H,O bidest. gewaschen und die Saule
unten verschlossen.

1,2 mg des aufgereinigten Loop-His-Tag Fusionsproteins wurden in 1,2 ml
Kopplungspuffer geldst, mit der Sdulenmatrix vermischt und die verschlossene Saule
zur Kopplung des Peptids an die Sepharose 2 h bei Raumtemperatur in einem
Uberkopfschiittler vermischt. Uberschiissige Liganden wurden durch Waschen mit 6
Volumina Kopplungspuffer entfernt und die dbrigen aktiven Bindestellen der
Sepharose in Blockierungspuffer fur 2 h blockiert. Vor der Zugabe des Serums wurde
die Saule noch drei mal alternierend mit Waschpuffer I, gefolgt von Waschpuffer |l
gewaschen. Anschliellend wurde die Saule einmal mit PBS gespdlt, das Kaninchen-
anti-Peptid Serum 1:1 mit PBS verdunnt und auf die jeweilige Saule gegeben. Der
Durchfluss wurde jeweils aufgefangen und insgesamt zwei mal Uber die Saule laufen
lassen um madglichst alle fur die Peptide spezifischen Antikdrper an diese zu binden.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die gebundenen Antikérper mit 15 mM
NaOH eluiert und in Eppendorf-Caps aufgefangen, in denen 0,2 M Tris, pH 7/ 0,5 M

NaCl vorgelegt war.
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Kopplungspuffer Blockierungspuffer Waschpuffer |
0,1 M NaHCO3 0,1 M Tris-HCI 0,1 M Azetat-Puffer
0,5 M NaCl pH 8,0 0,5 M NacCl
pH 8,3 pH 4,0
Waschpuffer Il
0,1 M Tris-HCI
0,5 M NacCl
pH 8,3

2.2.3.3 Affinitaitschromatographie mit dem HydraS Activated Affinity Resin Kit

Zur Erhéhung der Spezifitat der Kaninchen-anti-Peptidantiseren sollten durch eine
Affinitatschromatographie nur die fur die jeweiligen Peptide spezifischen Antikorper
angereichert werden.

Zur Immobilisierung der Liganden wurde der HydraS activated affinity resin kit
(ImmunoTec, Marl) ausgewahlt. Die HydraS Matrix reagiert dabei wahrend der
Kopplungsreaktion mit primaren oder sekundaren Aminogruppen des Proteins und
prasentiert diese Uber acht-C-Atome lange hydrophile Spacer dem Serum, das Uber
die Saule gegeben wird.

Jeweils ca. 4 mg der Peptide WB1 und WB2 wurden mit 5 ml Coupling Buffer
vermengt, mit je 5 ml der aktivierten HydraS Matrix versetzt und bei Raumtemperatur
fur 36 h im Uberkopfschittler an die Matrix gebunden. Um restliche freie
Bindungsstellen zu blockieren, wurden 7 ml Blocking Buffer zugesetzt und weitere 5
h im Uberkopfschittler inkubiert. Das Gemisch wurde auf die untere Fritte einer
verschlossenen leeren Saule pipettiert, nach dem Absetzen der Saulenmatrix die
obere Fritte eingesetzt und das Gel drei mal mit je 30 ml H,O bidest. und
anschlieend mit 25 ml Elution Buffer gewaschen. Die Saulen wurden mit drei mal 30
ml PBS &aquilibriert und das mit PBS verdliinnte Kaninchen-anti-Peptid-Serum drei
mal Uber die Saule gegeben, an die das jeweilige Peptid gekoppelt war. Nach
Waschen mit 5x 15 ml PBS wurden die an die Peptide gebundenen Antikorper mit je
50 ml Elution Buffer von der Saule eluiert und in Fraktionen zu je ca. 5 ml
aufgefangen.

AnschlieRend wurden die Saulen einmal mit PBS/ 0,1% NaN3 uber Nacht bei 4 °C
gespult, und in weiteren 30 ml PBS/ 0,1% NaNj3; bei 4 °C aufbewahrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Eigenschaften von TgPMA1

Ein den vollstandigen offenen Leserahmen von tgpma1 umfassender 3,1 kb cDNA
Klon wurde sequenziert und konzeptionell translatiert.

Abhangig vom prognostizierten Startcodon kodiert der offene Leserahmen fur 1151,
bzw. 1039 Aminosauren, was einem errechneten Molekulargewicht von 127, bzw.
116 kDa entspricht. Dies ist etwas mehr als die durchschnittliche GréRe von P-Typ
Plasmamembran Protonen-ATPasen aus anderen Spezies von ca. 100 kDa. Ein
Hydropathie-Plot zeigt das fur diese Klasse von Proteinen typische Bild von 10
Transmembrandomanen und vier zytoplasmatischen Domanen mit einem kleinen
und einem grolden zytoplasmatischen Loop, wie in Abb. 4 dargestellt (Serrano, 1988;
Lutsenko & Kaplan, 1995).

3.1.1 Homologievergleich mit anderen P-Typ ATPasen

Ein Homologievergleich (Aminoséure gegen translatierte DNA) liefert grofite Ahnlich-

keit zu einer P-Typ ATPase der Rotalge Cyanidium caldarium mit einem P-Wert von

e und 27,7% ldentitat auf Aminosdure-Ebene. Neben Homologen aus Rotalgen

und Archaebakterien wie Methanococcus jannaschii (P= e''?) zeigen vor allem

-110)

Homologe aus hoheren Pflanzen wie Arabidopsis thaliana (P= e ), Lycopersicum

esculentum (P= e''°) oder Prunus persica (P= e'%°) groRere Ahnlichkeiten zu

TgPMA1 als solche aus Pilzen wie Saccharomyces cerevisiae (P= g%

). Als Beispiel
fir das Ausmal der Ahnlichkeit hochkonservierter Bereiche wurde der groRe zyto-
plasmatische Loop von TgPMA1 mit jeweils einem Vertreter der Rotalgen,

Archaebakterien, Parasiten und Pilze verglichen (s. Anhang, Abb. 22).
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Abb. 4. A) Modell von P-Typ Plasmamembran-ATPasen. Typisch fur diese Klasse von Proteinen sind
die 8- 10 Transmembrandomanen, der kleine und grof3e zytoplasmatische Loop mit ATP-Bindungs-
und Phosphorylierungsstelle. Modifiziert aus Lodish et al., 2000. B) Hydropathie-Plot von TgPMA1 mit
voraussichtlich 10 Transmembrandoméanen. Die in dieser Darstellung negativen Werte weisen auf

Transmembrandomanen hin.

3.1.2 Expressionsprofil von tgpma1

Um die Stadienspezifitat der Expression von tgpma1 experimentell zu bestatigen und

festzustellen, wann in der Differenzierung zum Bradyzoiten tgpma1 exprimiert wird,

wurde eine semiquantitative RT-PCR an in vitro differenzierten Bradyzoiten zu ver-

schiedenen Zeiten nach Induktion der Differenzierung durchgefthrt.
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Tachyzoiten des Stammes Prugniaud/HX wurden auf einem konfluenten Zellrasen
HFFs in T25 Zellkulturflaschen 6 Tage lang einem pH-Shift (pH=8,2) unterzogen,
wobei 2, 4 und 6 Tage nach Induktion des pH-Shifts Parasiten geerntet wurden. Als
Kontrolle wurden Tachyzoiten zwei Tage nach Infektion von HFFs in DMEM/ 1%
FCS verwendet.

Die Parasiten wurden durch Filtration von den Wirtszellresten getrennt, Gesamt-RNA
isoliert und die mMRNA in cDNA umgeschrieben.

In einer semiquantitativen RT-PCR wurden die Mengen der so gewonnenen cDNA-
Proben durch Vergleich der Expressionsstarke des konstitutiv exprimierten B-tubulin
Gens angeglichen. Um eine Vergleichbarkeit der Bandenintensitaten zu gewahr-
leisten, wurden jeweils drei Verdunnungen (1, 1/3, 1/10) jeder cDNA Probe in der
PCR-Reaktion eingesetzt (s. Abb. 5).

Der Erfolg des pH-Shifts konnte durch Analyse der Expression des bradyzoit-
spezifisch exprimierten Gens bag?1 (Bohne et al., 1995) Uberprift werden. Die
Expression von tgpma1 verhielt sich ahnlich wie die von bag1, indem erst nach vier
Tagen pH-Shift Bedingungen ein Transkript nachgewiesen werden konnte. Allerdings
war die Expression von tgpma1 sehr viel schwacher als die von bag1, da fir den
Nachweis eine um funf Zyklen langere PCR durchgefuhrt werden musste, um ein
Signal zu erhalten.

Neben TgPMA1 besitzt T. gondii noch mindestens eine weitere Isoform einer P-Typ
H*-ATPase, die durch das EST-Fragment TgEST 1435326 reprasentiert wird. Die
Expression von tgpma2 wurde ebenfalls per RT-PCR untersucht. Wie in Abb. 5 zu
sehen ist, lasst sich auch bei dieser Isoform eine Hochregulierung im Brady-
zoitenstadium feststellen, allerdings ist, im Gegensatz zu tgpma, auch eine deut-

liche Expression im Tachyzoitenstadium zu erkennen.
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Abb. 5. Semiquantitative RT-PCR Analyse zur Induktion der tgpma1 Expression wahrend der Sta-
dienkonversion.

Prugniaud/HX™ Tachyzoiten wurden fiir 2, 4 und 6 Tage (T2-6) einem pH-Shift unterzogen. Als Kon-
trolle wurden nicht-differenzierte Tachyzoiten (Tachy) mitgefiuhrt. In einer semiquantitativen RT-PCR
Analyse wurden die Proben bezlglich ihrer Expression der Gene bag1, ftgpmal und ftgpmaZ2
untersucht. Als Beladungskontrolle diente das konstitutiv exprimierte B-tubulin Gen aus Toxoplasma
gondii. Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu gewahrleisten, wurden fur jede Probe drei Verdin-
nungsstufen (1, 1/3, 1/10) an cDNA in der PCR eingesetzt.

3.2 Genomische Organisation von tgpma1

3.2.1 Isolierung eines genomischen Klons

Um Informationen Uber die Intron-Exon Struktur von tgpma1 zu erhalten und fur
nachfolgende Experimente ein moglichst grofles Stuck flankierender DNA aus dem
tgpma1 Lokus zu isolieren, wurde eine ADASH genomische Bibliothek aus dem T.

gondii Stamm P(LK) (Bohne et al., 1998) nach einem geeigneten Klon durchsucht.

3.2.1.1 Generierung einer Sonde

Eine nicht-radioaktive Sonde wurde durch Digoxigenin-Markierung eines PCR-Frag-
ments erstellt. Ein 1100 nt Fragment aus dem Offenen Leserahmen von fgpmat

wurde mit den Oligonukleotiden 9-2/+ und 9-10/- amplifiziert (fur die Lage der
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Primer: s. Anhang, Abb. 21). Die DNA wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und

die 1100 nt Bande ausgeschnitten und aufgereinigt.

3.2.1.2 Screening einer genomischen T. gondii Cosmid Bibliothek

Um eine genomische Toxoplasma gondii Bibliothek nach einem Klon zu durch-
suchen, der den tgpma1 Lokus enthielt, musste zunachst sichergestellt werden, dass
zumindest theoretisch jedes Gen einmal auf den Platten reprasentiert wurde. Bei
einer errechneten Genomgrofle von 89 Mb fur Toxoplasma gondii und durchschnitt-
lich 40 kb Insert pro Cosmid mussten mindestens 8 Platten mit je ca. 150 Kolonien in
der ersten Runde des Screens eingesetzt werden. Die Bakterien der genomischen T.
gondii Bibliothek wurden auf acht LB/ Tetracyclin-Platten hochgezogen und mittels
Kolonie-Blot auf Nitrocellulose-Filter Ubertragen. Die Filter wurden mit der
Digoxigenin-markierten aufgereinigten Sonde hybridisiert. Mit Anti-Digoxigenin-
alkalische Phosphatase Konjugat wurde die Sonde detektiert und mittels alkalischer
Phosphatase Farbung auf der Membran sichtbar gemacht.

Im ersten Durchlauf konnten auf diese Weise funf positive Klone von zwei unter-
schiedlichen Platten gepickt werden, die erneut auf einer LB/ Tetracyclin Platte
ausgestrichen wurden. Zusammen mit sieben neu ausgestrichenen Platten aus der
T. gondii Bibliothek wurden in der nachsten Runde des Screens von den urspriing-
lichen funf vermeintlich positiven Klonen einer als positiv verifiziert und drei neue
gepickt. Von diesen vier blieben nach der dritten Runde des Screens die zwei posi-
tiven Klone A1 und B3 Ubrig, die beide ursprunglich von der selben Platte gestammt

hatten.

3.2.1.3 Verifizierung der positiven Klone

Cosmid-DNA wurde aus den beiden Klonen A1 und B3 isoliert und die DNA- Kon-
zentration bestimmt. Um herauszufinden, ob es sich bei A1 und B3 tatsachlich um
verschiedene Klone, oder um zwei Isolate des selben Klons handelte, wurde je 1 ug
Plasmid-DNA von A1 und B3 in einem Restriktionsdoppelverdau mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI verdaut, auf einem Agarosegel aufgetrennt

und durch einen Kapillarblot auf eine Nylonmembran ubertragen. Diese wurde im
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Anschluss mit der gleichen Sonde hybridisiert, die auch schon flir das Screening der
genomischen Toxoplasma Cosmid Bibliothek verwendet worden war.

Eine bereits bekannte Erkennungsstelle fur EcoRI befindet sich im tgpma1 Lokus ca.
300 nt 3° der Sonde, so dass durch diesen Restriktionsdoppelverdau die Position
einer 5' der Sonde gelegenen BamHI oder EcoRI Schnittstelle bestimmt werden
konnte. Nach dem Nachweis der Sonde auf dem Southern Blot mit dem Anti-
Digoxigenin-alkalische Phosphatase Konjugat und anschlieBender alkalischer
Phosphatase Farbung, wurde in beiden Restriktionsverdauen jeweils eine Bande von
4,5 kb sichtbar gemacht.

Da das Bandenmuster der Restriktionsfragmente beider Klone im Agarosegel
identisch war und in beiden das gleiche tgpma1-Fragment im Southern Blot nachge-
wiesen werden konnte, legte dies den Schluss nahe, dass es sich bei A1 und B3 um

den selben Cosmid-Klon handelt.

3.2.1.4 Subklonierung eines Cosmid-Fragments in pKS

Da zur Sequenzierung und naheren Charakterisierung des tgpmal Lokus das
Cosmid mit geschatzten 36 kb Insert zu grol3 erschien, sollte ein Fragment von ca. 8
kb in den Vektor pKS subkloniert werden, welches den kompletten offenen Lese-
rahmen von fgpma1 enthielt.

Cosmid DNA des Klons A1 wurde durch Kombination zweier geeigneter Restrik-
tionsenzyme verdaut, auf einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
geblottet. Durch Hybridisierung mit der Digoxigenin-markierten DNA Sonde wurde
nach Fragmenten gesucht, die ca. 8 kb umfassten. Von den Kombinationen der
Restriktionsenzyme BamHI/ Sacll, BamHI/ Apal, BamHI/ Notl, BamHI/ Sall, BamHI/
Xbal, Notl/ Bglll, Notl/ BspDI, Notl/ EcoRV, Notl/ Hpal, Notl/ Ndel, Notl/ Kpnl, zeigten
die vier Kombinationen BamHI/ Apal, BamHI/ Sall, Notl/ EcoRV und Notl/ Kpnl
jeweils eine Bande in der gewlinschten Grol3e.

Um ein DNA-Fragment in den Vektor pKS zu klonieren, wurden sowohl Cosmid DNA,
als auch DNA des Vektors pKS erneut mit BamHI/Sall und Notl/Kpnl verdaut und die
Bande der durch den vorangegangenen Blot bereits bekannten Gréflie aus dem Gel
isoliert, aufgereinigt und in den geschnittenen pKS Vektor ligiert. Nach Transfor-
mation in chemisch kompetente E. coli DH5a und Plasmid DNA Minipraparation wur-

den die so isolierten Cosmid-Subklone erneut durch Southern Blot verifiziert. Durch
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Kombination geeigneter Restriktionsenzyme konnte eine vorlaufige Restriktionskarte
erstellt werden, die spater durch Sequenzierung der kompletten Insert-Region

vervollstandigt wurde.

3.2.1.5 Charakterisierung der genomischen tgpma1 Subklone

Die auf diese Weise gewonnene Sequenzinformation umschlie3t den gesamten
offenen Leserahmen, einschliel3lich 1100 nt 5° des putativen Startcodons und 600 nt
3' des Stopp-Codons in dem Notl/ Kpnl Subklon A. In dem Insert des durch BamHI/
Sall Verdau erhaltenen Subklons F war weniger Sequenz aus dem 5° UTR, dafur
aber zusatzliche 2200 nt aus dem 3' UTR enthalten.

Ein Vergleich mit der Sequenz der cDNA offenbarte zwei Introns, die beide die
typische GT/AG Sequenz an der Splei3-Donor und Spleil3-Akzeptor Stelle aufweisen.
Wie in Abb. 6 schematisch dargestellt befindet sich das erste, 321 nt grol3e Intron in
dem 5° untranslatierten Bereich bei nt 1453-1665, nur 156 nt 5 des putativen Start-
Codons. Ein zweites, 397 nt langes Intron befindet sich bei nt 2376-2769, 496 nt 3
des putativen Start-Codons (s. Anhang, Abb. 23 fur die Sequenz).

0 1 2 3 4 5 6 kb

Abb. 6. Schematische Darstellung der genomischen Organisation von tgpmai. Die Lage der
kodierenden Region ist durch das putative ATG Start- und TGA-Stopp Codon angegeben. Die
Positionen der beiden Introns sind durch ,I* und ,II' angedeutet. Die 10 Transmembrandomanen
wurden durch das Programm TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html)
vorhergesagt und sind durch schwarze Balken dargestellt. L1 und L2 reprasentieren den kleinen und
den grofRen zytoplasmatischen Loop. Nicht-translatierte Bereiche auRerhalb der kodierenden Region
sind durch dinne Linien gekennzeichnet.

3.2.1.6 Klonierung des 5’ UTR von tgpma1

Eine Klonierung der bisher unbekannten DNA-Region, die sich direkt 5° der bekann-
ten tgpma1-Sequenz befand, sollte mittels einer inversen PCR ermdoglicht werden.
Genomische DNA des Stammes RH/HX" wurde aus zwei durchlysierten 175er Zell-

kulturflaschen isoliert, in H,O bidest. geldst und mit den Restriktionsenzymen Sacl,
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Xhol, EcoRI, Dral und Nhel verdaut. Die Proben wurden anschlieRend aufgereinigt
und in einem grof3en Volumen mit sich selbst ligiert. Nun wurden sie erneut aufgerei-
nigt und pro Ligationsansatz jeweils zwei PCR Reaktionen mit den Primern 9-20/-
und 9-21/- durchgeflihrt. Die Primer wurden so gewahlt, dass jeweils 9-20/- oder 9-
21/- in 5' Richtung aus der bekannten Sequenz heraus amplifizierten und je nach
vorherigem Restriktionsverdau ein Primer, der moglichst nahe der Restriktions-
schnittstelle innerhalb des tgpma? Lokus lag, in 3° Richtung amplifizierte: Sacl:
PMA1seq/+; Xhol: PM1-5'-2; EcoRI: P-7/+; Dral: PMA1seq/+; Nhel: P-13/+. Da
grolkere PCR-Produkte zu erwarten waren, wurde zusatzlich jede Reaktion mit und
ohne Zusatz von TaqExtender durchgefuhrt, um die Ausbeute zu verbessern. Die
PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, einige Banden
ausgeschnitten und aus dem Gel aufgereinigt. Die Fragmente wurden in den Vektor
pCR2.1 subkloniert und sequenziert.

Durch Generierung neuer Primer und eine weitere Runde inverser PCR mit an-
schlielender Subklonierung und Sequenzierung konnte auf diese Weise die

bekannte Sequenz aus dem 5° UTR von tgpma1 auf 2,1 kb erweitert werden.

3.2.2 Bestimmung der Kopienzahl von tgpma1

Toxoplasma gondii hat ein haploides Genom, was die Charakterisierung von Genen
stark vereinfacht.

Um herauszufinden, ob fgpma1 in nur einer oder in mehreren Kopien im Genom des
Parasiten vertreten ist, wurde genomische DNA aus Toxoplasma gondii isoliert und
mit den Restriktionsenzymen EcoRI, BamHI, bzw. Hindlll verdaut. Die so ge-
schnittene DNA wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und durch Kapillarblot auf
eine Nylonmembran geblottet. Nach Hybridisierung mit einem *’P-markierten 1,6 kb
tgpma1 cDNA Fragment unter hochstringenten Bedingungen, konnte in jedem
Restriktionsverdau nur eine Bande sichtbar gemacht werden (s. Abb. 7). Dies besta-

tigt, dass es sich bei fgpma1 um ein single-copy Gen handelt.



3 Ergebnisse 81

[kbl EcoRl BamHI Hindlll

12 —
-

3— @ -

0.7 — -

Abb. 7. Southern Blot Analyse an mit Restriktionsenzymen verdauter genomischer Toxoplasma
gondii DNA, hybridisiert mit einem p_markierten 1,6 kb tgpma1 cDNA Fragment. Die GroRen der
DNA-Fragmente (in kb) sind links angegeben.

3.3 Lokalisation von TgPMA1 in Bradyzoiten

Um die Lokalisation von TgPMA1 innerhalb des Parasiten mittels Immunfluoreszenz
bestimmen zu kdnnen, sollte Antiserum gegen das Protein generiert werden. Zu die-
sem Zweck musste entweder das komplette Protein, oder ein Teil davon rekombinant
exprimiert, aufgereinigt und zusammen mit Adjuvantien flir eine Immunisierung

verwendet werden.

3.3.1 Expression rekombinanter TJPMA1-Fragmente in E. coli

Da TgPMA1 ein sehr grofles und mit seinen zehn Transmembrandomanen auch
sehr hydrophobes Protein ist, wurden zwei hydrophile Fragmente aus dem zytoplas-
matischen Loop und dem C-Terminus des Proteins zur spateren Expression in E. coli

ausgewahlt, deren Lage innerhalb von TgPMA1 in Abb. 8 schematisch dargestellt ist.
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*1 : Position von Peptid WB1: NH,-CKTSTEDEVALPRKDA-COOH
*2 : Position von Peptid WB2: NH,-CAVDQKNREVSRSSGK-COOH

Abb. 8. Schematische Darstellung der Lage des zytoplasmatischen Loop und C-Terminus Fragments
innerhalb von TgPMA1, die beide als His-Tag Fusionsproteine in E. coli exprimiert wurden. N= N-
Terminus, C= C-Terminus von TgPMA1. Mit ,** sind die Positionen der beiden Peptide WB1 und WB2
gekennzeichnet, die zur Immunisierung von Kaninchen verwendet wurden.

3.3.1.1 Klonierung des rekombinanten Loop und C-Terminus Fragments

Zur Klonierung in den Expressionsvektor pQE30 wurden die zwei Fragmente aus
Loop und C-Terminus mittels PCR an einem cDNA-Klon amplifiziert, welcher den
kompletten ORF von TgPMA1 enthielt. Die hierflir verwendeten Primer wurden so
gewahlt, dass sie jeweils am 5-Ende des Amplifikats eine BamHI und am 3‘-Ende
eine Kpnl-Schnittstelle an die amplifizierte cDNA anfugten. Das Loop-Fragment
(Primer PM1-1008-Bam/+, PM1-1785-Kpn/-) kodiert mit 777 bp fur ein 28,7 kDa
grol3es Protein, wahrend das C-Terminus Fragment (Primer PM1-2608-Bam/+,
ATPase-3-Kpn/-) mit einer GroRe von ca. 500 nt fur ein 18,7 kDa grof3es Protein
kodiert. Die PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die
Banden ausgeschnitten und aufgereinigt. Nach Restriktionsdoppelverdau mit den
Restriktionsenzymen BamH| und Kpnl wurden die beiden DNA-Fragmente in den
Vektor pQE30 ligiert, welcher zuvor ebenfalls mit BamHI/ Kpnl linearisiert worden
war. Nach Transformation in kompetente E. coli M15(pREP4) und Selektion auf
Ampicillin/ Kanamycin haltigen LB-Agarplatten wurden jeweils acht Klone nach DNA-
Minipraparation mittels Restriktionsverdau mit BamHI/ Kpnl auf erfolgreiche Insertion

des PCR-Fragments getestet.

3.3.1.2 Expression der rekombinanten Loop und C-Terminus Proteine

Zum Nachweis der Induzierbarkeit und Expression der His-Tag Fusionsproteine,

wurden jeweils zwei Klone fur Loop- (L2, L3) und C-Terminus (C4, C5) ausgewahlt.
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Vergleichbare Mengen der nicht-induzierten und der IPTG-induzierten E. coli Lysate
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mittels Coomassie-Farbung
sichtbar gemacht. Nach Entfarben des Gels konnte eine deutliche Bande der zu
erwartenden Grole nur in der jeweils induzierten Probe nachgewiesen werden, was

die Induzierbarkeit der His-Tag Fusionsproteine bestatigte (s. Abb. 9).
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Abb. 9. Expression von TgPMA1 Loop und C-Terminus als His-Tag Fusionsproteine. E. coli Lysate
aus induzierten (+) und nicht-induzierten (-) Kulturen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie-Blau angefarbt. Die Positionen der induzierten Proteine sind rechts mit einem Pfeil
angedeutet. Proteingrofien in kDa sind angegeben.

Um zu zeigen, dass es sich bei den im Coomassie-gefarbten Gel beobachteten Ban-
den auch tatsachlich um die His-Tag Fusionsproteine handelte und um die
Expressionsstarke einzelner Klone vergleichen zu kdnnen, wurden jeweils vier Klone
fur Loop und C-Terminus (L2-5, C2-5) induziert. Nach Auftrennung der Lysate durch
SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Diese
wurde nach Blockieren in 1% Magermilchpulver mit monoklonalen Maus-anti-His-Tag
Antikorpern (1:2000 in PBS) inkubiert und anschlielend mit alkalische Phosphatase-
Ziege-anti-Maus 1gG Konjugat (1:5000 in PBS) nachgewiesen. Durch eine alkalische
Phosphatase-Farbung wurden die erkannten Proteine auf der Membran sichtbar ge-
macht.

In den Lysaten aller Klone bis auf C2 war eine deutliche Bande in der erwarteten
Hohe zu sehen, wobei die Expressionsstarke in allen positiven Klonen annahernd

gleich war.
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3.3.1.3 Optimierung der Protein-Aufreinigungsbedingungen

Da die Bindung von Ni-NTA an den His-Tag des rekombinanten Proteins nicht von
der Tertiarstruktur abhangt, konnen die Proteine entweder unter nativen oder unter
denaturierenden Bedingungen aufgereinigt werden. Die Entscheidung, welche
Aufreinigungsbedingungen fur ein rekombinantes Protein die besten sind, hangt von
der Lokalisation innerhalb der Zelle, der Léslichkeit des jeweiligen Proteins, der Lage
des His-Tags innerhalb des Proteins und dem spateren Verwendungszweck ab.

Weil fur die angedachten Anwendungen der His-Tag Fusionsproteine (Immunisie-
rung und Western Blot) keine biologische Funktionalitat und auch nicht unbedingt
eine intakte Tertiarstruktur erforderlich waren, wurde die Aufreinigung unter nativen
und denaturierenden Bedingungen mit einer kleinen Kultur von L2 und C5 ausge-
testet, um dann im groReren Malistab mit den optimalen Bedingungen arbeiten zu

konnen.

3.3.1.3.1 Native Proteinaufreinigung

Jeweils 1 ml einer induzierten Kultur von L2 und C5 wurden fir eine Proteinauf-
reinigung unter nativen Bedingungen verwendet. Vergleichbare Mengen aller
Aliquots wurden zusammen mit je 10 yl des induzierten und des nicht-induzierten E.
coli Lysats durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine im Anschluss durch
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

Bei L2 war das Fusionsprotein zwar im Lysepuffer (A1) deutlich sichtbar, doch be-
reits nach dem Lysieren der Zellen, noch vor der Bindung an Ni-NTA Agarose (A2),
nicht mehr nachweisbar. Folglich liegt das induzierte Fusionsprotein in E. coli nicht in
|6slicher Form, sondern vor allem unldslich in Form von Einschlusskorperchen vor
und kann durch native Bedingungen nicht effektiv gewonnen werden.

Das C-Terminale His-Tag Fusionsprotein (C5) war nach Induktion und Lyse der
Zellen als deutliche Bande im Gel zu erkennen. Doch auch hier war das Protein noch
vor Bindung an die Ni-NTA-Agarose kaum noch nachweisbar und lag damit vor allem

in unléslicher Form vor.
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3.3.1.3.2 Denaturierende Bedingungen

Um die Proteinaufreinigung unter denaturierenden Bedingungen auszutesten, wurde
ebenfalls jeweils 1 ml einer induzierten Kultur von L2 und C5 verwendet.

Die Aliquots wurden nach der Aufreinigung durch SDS-PAGE aufgetrennt und an-
schliefend mit Comassie-Blau gefarbt. Bei der Aufreinigung beider Proteine war eine
deutliche Bande in allen Proben zu erkennen. Das Protein lie} sich also durch die
Lysebedingungen in Losung bringen, aber ein grofl3er Teil konnte nicht an die Ni-NTA
Agarose gebunden werden. Bei den Waschschritten ging nur ein relativ geringer
Anteil des Proteins verloren, der Rest war stabil an die Matrix gekoppelt und lie? sich
unter den vorliegenden Elutionsbedingungen auch in ausreichenden Mengen wieder
|0sen.

Die gewahlten denaturierenden Bedingungen waren also geeignet, groRere Mengen

des Fusionsproteins aus induzierten E. coli Lysaten aufzureinigen.

3.3.1.4 Proteinaufreinigung unter denaturierenden Bedingungen

Nachdem die geeigneten Aufreinigungsbedingungen ausgetestet worden waren,
wurden fur einen grolReren Ansatz Kulturen von jeweils 1 | fir L2 und C5 unter de-
naturierenden Bedingungen aufgearbeitet.

Aliquots aller bei der Proteinaufreinigung angefallener Fraktionen wurden auf SDS

Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt (s. Abb. 10).
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Abb. 10. Proteinaufreinigung der His-Tag Fusionsproteine aus dem C-Terminus (A) und Loop (B) von
TgPMA1 unter denaturierenden Bedingungen. Aliquots wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie-Blau Farbung sichtbar gemacht. Es ist eine deutliche Anreicherung des Proteins in den
Elutionsschritten (E1-7) gegenliber den Waschschritten (C, D) zu erkennen.
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Proteinbanden waren in allen Waschfraktionen erkennbar, allerdings wurde deutlich
mehr Protein in den einzelnen Elutionsschritten von der Saule gelost, was in
Einklang mit den Daten des Schreibers wahrend der Proteinaufreinigung steht. Es
war jeweils eine saubere Bande erkennbar, nur in einer Elutionsfraktion des Proteins
aus dem C-Terminus war eine kontaminierende Proteinbande zu sehen. Die besten
Elutionsfraktionen wurden zu jeweils zwei Pools zusammengefasst und die Protein-
konzentration bestimmt. Damit ergab sich die in Tabelle 4 dargestellte Ausbeute an

aufgereinigtem His-Tag Fusionsprotein.

Proteinausbeute bestehend aus  Proteinkonzentration Gesamtmenge Protein

nach Aufreinigung Fraktionen [Mg/ ml] [mg]
Loop, Pool | E3, E4, ES 580 8
Loop, Pool Il E2, E6, E7 187 3,5

C-Terminus, Pool | E2, E3, ES 339 3

C-Terminus, Pool E6, E7 131 2,3

Tabelle 4. Konzentration und Gesamtmenge an aufgereinigten His-Tag Fusionsproteinen.

3.3.2 Gewinnung von Antiserum gegen TgPMA1

In einem ersten Versuch, Antiserum gegen TgPMA1 zu gewinnen, wurden jeweils
vier Balb/c Mause mit dialysierten aufgereinigten His-Tag Fusionsproteinen aus dem
C-Terminus oder dem Loop von TgPMA1 immunisiert. Den Mausen wurde das Anti-
gen, gemischt mit Adjuvans, je zur Halfte subkutan und intramuskular gespritzt. Nach
jeweils zwei Wochen wurde mit Antigen geboostert, anschlieRend nach insgesamt
sechs Wochen den Mausen Blut enthommen und Serum gewonnen.

Zysten wurden aus chronisch infizierten Mausen isoliert, durch einen Pepsinverdau
die Bradyzoiten aus den Zysten befreit und auf Lochobjekttragern mit 4% Paraform-
aldehyd/ PBS fixiert. In einer Immunfluoreszenzfarbung wurden extrazellulare Brady-
zoiten mit den Maus-anti-TgPMA1 Seren (jeweils 1:100 und 1:1000 in PBS) inkubiert
und mit Cy3-konjugiertem Esel-anti-Maus IgG (1:1000 in PBS) nachgewiesen. Von
den vier Antiseren, die gegen den C-Terminus von TgPMA1 gerichtet waren, konnte
bei zweien eine schwache Membranfarbung und bei einem eine relativ starke
granulare Farbung der Bradyzoiten beobachtet werden. Ein Serum zeigte Uberhaupt
keine Reaktion mit den Parasiten. Bei den Loop-Antiseren war in allen Fallen eine

deutliche Membranfarbung zu erkennen.
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Um die Spezifitdt der Antiseren fur Bradyzoiten auszutesten wurden Tachyzoiten auf
HFFs, die zwei Tage zuvor infiziert worden waren, mit 4% Paraformaldehyd/ PBS
fixiert und permeabilisiert. In einer Immunfluoreszenzfarbung wurden die Maus-anti-
TgPMA1 Seren 1:100 und 1:1000 in PBS verdunnt auf die Zellen gegeben und mit
Cy3-konjugiertem Esel-anti-Maus IgG nachgewiesen. In allen Fallen war eine leichte
Membranfarbung der Tachyzoiten zu erkennen, wobei zusatzlich interne Strukturen
der Parasiten und der Wirtszellen angefarbt waren.

Da bei allen Antiseren eine Membranfarbung der Tachyzoiten auftrat, aber die Loop-
Antiseren eine deutlich bessere Membranfarbung an Bradyzoiten lieferten, sollten
diese durch eine Affinitatsreinigung gegen das rekombinante Loop His-Tag Fusions-
protein aufgereinigt werden. Hierzu wurden die anti-Loop Antiseren gepoolt und Uber
eine Saule aus CNBr-aktivierter Sepharose B affinitatsgereinigt, an die zuvor das
Loop His-Tag Fusionsprotein gekoppelt worden war. Die Eluate wurden
anschlielend in verschiedenen Verdinnungen (1:100, 1:10, 1:5, 1:2 in PBS) in einer
Immunfluoreszenzfarbung an in vitro durch einen pH-Shift induzierten Bradyzoiten
ausgetestet. In keinem Fall konnte eine Membranfarbung beobachtet werden, wobei
bei der Verdinnung von 1:2 die Wirtszellen stark angefarbt wurden. Da auch in
einem Western Blot das Loop His-Tag Fusionsprotein durch die affinitatsgereinigten
Loop-Antiseren nicht mehr nachgewiesen werden konnte, mussten neue Antiseren
zum Nachweis von TgPMA1 erstellt werden.

Hierfur wurde eine andere Strategie gewahlt: Es sollte ein Antiserum aus Kaninchen
gewonnen werden, welches nur gegen ein relativ kleines Peptid von TgPMA1
gerichtet war. Um eine spatere Kreuzreaktivitdt gegen andere P-Typ ATPasen der
Wirtszelle und Toxoplasma gondii von Anfang an madglichst gering zu halten, wurden
durch intensiven Vergleich der Aminosauresequenzen von TgPMA1 mit anderen
bekannten P-Typ ATPasen, einschliellich TgPMA2, mehrere Peptide von ca. 10 bis
30 Aminosauren Lange ausgewahlt, die in den nicht-konservierten Bereichen des
groRen zytoplasmatischen Loops, bzw. des C-Terminus von TgPMA1 liegen. Die
Sequenz und Lage der beiden Peptide WB1 und WB2 innerhalb von TgPMA1, die
schlie3lich fur die Immunisierung verwendet wurden, zeigt Abb. 8. Durch die Firma
BioScience (Gottingen) wurden die beiden Peptide ausgewahlt, synthetisiert, an KLH
(Keyhole Limpet Hemocyanin) gekoppelt und dazu verwendet, zwei Kaninchen zu
immunisieren. Vor der Immunisierung wurde zehn Kaninchen Praimmunserum abge-

nommen, um eine eventuell bereits vorhandene Infektion der Tiere mit Toxoplasma
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gondii auszuschliel®en, die ansonsten zu starker Kreuzreaktivitat der Seren gefuhrt
hatte. Hierzu wurden die Seren 1:20 verdunnt im Immunfluoreszenztest auf HFFs
getestet, die zwei Tage zuvor mit Tachyzoiten des RH/HX-Stammes infiziert worden
waren. Als Nachweisantikdrper wurde Cy3-konjugiertes Esel-anti-Kaninchen 1gG
eingesetzt. Es wurden schliellich die zwei Kaninchen ausgewahlt, deren Praimmun-
seren die niedrigste Reaktion mit Toxoplasma gondii Tachyzoiten zeigten und fur die
Immunisierung gegen jeweils ein Peptid verwendet. Nach 21 Tagen wurde den Tiere
zur Erhéhung der Immunantwort erneut gekoppeltes Peptid injiziert. Nach 35 Tagen
erfolgte die erste Blutabnahme, 14 Tage spater wurde ein letztes mal geboostert, um

nach insgesamt 60 Tagen die finale Blutentnahme vorzunehmen.

3.3.3 Affinitatsreinigung der Peptidantikorper

Samtliche Seren wurden im Immunfluoreszenztest wie oben beschrieben gegen mit
Tachyzoiten infizierte HFFs ausgetestet. Allerdings zeigten die Seren beider Kanin-
chen eine hohe unspezifische Hintergrundfarbung, so dass eine Affinitatsreinigung
notwendig wurde.

Hierzu wurde eine Affinitatschromatographie mit dem HydraS activated affinity resin
kit durchgefuhrt, wobei die Antiseren Uber eine Saule aus HydraS Matrix gereinigt
wurden, an die zuvor das jeweilige Peptid gekoppelt worden war.

Um den Erfolg der Affinitatsreinigung zu Uberprufen, wurden jeweils 5 ug der aufge-
reinigten TgPMA1 Loop und C-Terminus His-Tag Fusionsproteine mit 5 pl eines E.
coli Lysats vermischt, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-
membran geblottet. Der Blot wurde durch eine Ponceau S Farbung der Membran
kontrolliert und Uber Nacht mit 10% FCS bei 4 °C blockiert. Die Membran wurde in
dinne Streifen geschnitten und die einzelnen Streifen mit den verschiedenen Anti-
korperfraktionen (1:500 in PBS) inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS/ 0,5% Tween 20, Inkubation mit Peroxidase-
gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen IgG (1:5000 in PBS) und erneutem dreimaligem
Waschen mit PBS/ 0,5% Tween 20 wurde eine Peroxidase-Farbung durchgefuhrt.
Das Ergebnis dieser Farbung ist in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11. Spezifitdt der affinitdtsgereinigten Peptidantikdrperfraktionen. Nach Elution von der Saule
wurden die Antikérperfraktionen 1:500 in PBS verdinnt und gegen rekombinante His-Tag
Fusionsproteine im Western Blot ausgetestet. Die GroRen der Loop- und C-Terminus His-Tag
Fusionsproteine sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. A) Anti-WB1 Fraktionen; es ist keine Affinitat
gegeniiber den Fusionsproteinen erkennbar. B) Anti-WB2 Fraktionen; das His-Tag Fusionsprotein aus
dem C-Terminus von TgPMA1 wird spezifisch erkannt. Die ersten fiinf Fraktionen wurden gepoolt und
flr spatere Versuche weiterverwendet.

I

Die Antikorperfraktionen des anti-WB1 Serums zeigten nur eine schwache Reaktion
gegen rekombinantes Loop-Protein und wurden daher fir weitere Versuche nicht
weiter verwendet. Die Fraktion 2- 6 des anti-WB2 Serums reagierten hingegen stark
mit dem rekombinanten C-Terminus Protein; sie wurden gepoolt und als anti-

TgPMA1 Antiserum fur Immunfluoreszenzfarbungen eingesetzt.

3.3.4 Lokalisation von TgPMA1 auf der Oberflaiche von Toxoplasma Brady-

zoiten

Um mit den affinitatsgereinigten Antikérpern die Lokalisation von TgPMA1 innerhalb
des Parasiten festzustellen, wurden Doppelimmunfluoreszenz-Studien an Tachy-
zoiten und Bradyzoiten durchgefuhrt.

Zysten des Stammes ME49 wurden aus den Gehirnen chronisch infizierter NMRI
Mause isoliert und Uber einen Percollgradienten aufgereinigt. Durch einen Pepsin-
verdau wurden Bradyzoiten aus den Zysten befreit und dazu verwendet, einen kon-
fluenten HFF Zellrasen auf Glasplattchen in 24-Napf Schalen in DMEM/ 1% FCS/ 1%
Pen-Strep zu infizieren. Drei Stunden nach Infektion wurden die Kulturen mit 4%
Paraformaldehyd/ PBS fixiert und mit PBS/ 0,25% Triton X-100 permeabilisiert. In



3 Ergebnisse 90

einem Doppelimmunfluoreszenztest wurden sie mit Kaninchen-anti-TgPMA1 (1:100
in PBS), und dem Bag1 spezifischen monoklonalen Antikorper 7ES angefarbt. Als
Zweitantikdrper wurden Cy3-konjugiertes Esel-anti-Kaninchen IgG und DTAF-
konjugiertes Esel-anti-Maus IgG eingesetzt.

HFFs auf Glasplattchen, die mit ME49 Tachyzoiten infiziert waren, wurden 36 h nach
Infektion analog fixiert und permeabilisiert. Diese wurden mit Kaninchen-anti-
TgPMA1 (1:100 in PBS) in Kombination mit 6A8 (1:500 in PBS; Kasper, 1987),
einem monoklonalem Antikorper, der fur das Hauptoberflachenantigen von Tachy-
zoiten Sag1 spezifisch ist, gefarbt und mit den gleichen Zweitantikdrpern detektiert.
Durch Auswertung an einem Konfokalmikroskop und Uberlagerung der Farbungen
lasst sich erkennen, dass TgPMA1 ausschlie3lich auf der Membran von Bradyzoiten
lokalisiert ist, interne Strukturen wurden nicht angefarbt (s. Abb. 12). In Tachyzoiten
lasst sich kein TgPMA1 nachweisen, was die stadienspezifische Expression besta-
tigt, die bereits durch RT-PCR auf RNA-Ebene gezeigt werden konnte.
Kontrollexperimente, in denen anstatt Kaninchen-anti-TgPMA1-Antiserum Pra-
immunserum verwendet wurde, ergaben keine Farbung von Tachyzoiten oder

Bradyzoiten.

TgPMA1 Sag1 Uberlagerung

Tachyzoit

Bradyzoit

TgPMA1 Bag1 Uberlagerung

Abb. 12. Immunfluoreszenzfarbung von Tachyzoiten und aus dem Gehirn von chronisch infizierten
Mé&usen isolierten Bradyzoiten mit affinitdtsgereinigtem Kaninchen-anti-TgPMA1 Antiserum. Die Para-
siten wurden nach Infektion von HFFs auf Deckglaschen fixiert und in einer Doppelimmunfluores-
zenzfarbung gefarbt. Als Nachweis von Tachyzoiten wurde in der Farbung neben Kaninchen-anti-
TgPMA1 der monoklonale Antikorper 6A8 verwendet, der das Hauptoberflachenantigen von Tachy-
zoiten Sag1 erkennt. Bei Bradyzoiten wurde neben Kaninchen-anti-TgPMA1 der monoklonale Anti-
korper 7E5 verwendet, der gegen das bradyzoitspezifische kleine Hitzeschockprotein Bag1 gerichtet
ist.
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3.4 Disruption des tgpma1 Lokus

Zur genaueren Untersuchung der Funktion der stadienspezifisch exprimierten P-Typ
Plasmamembran ATPase TgPMA1 im Parasiten, sollte die Expression des
funktionellen Proteins durch Disruption des offenen Leserahmens unterbunden
werden, also eine Gendeletionsmutante generiert werden. In Toxoplasma gondii
nutzt man zu diesem Zweck die relativ hohe Rate homologer Rekombination des
Parasiten aus, indem man auf einem Plasmid den offenen Leserahmen des Zielgens
durch Integration eines Selektionsmarkers unterbricht und dieses sogenannte
,Targeting Construct' in den Parasiten transfiziert (Donald et al., 1994).

Da Toxoplasma gondii ein haploides Genom besitzt und bereits durch Southern Blot
gezeigt wurde, dass TgPMA1 ein single-copy Gen ist, musste zu diesem Zweck nur
eine einfache Integration des Plasmids an seinen homologen Genlokus im Wildtyp

erreicht werden.

3.4.1 Klonierung des tgpma1 ,Targeting Construct'

Um eine Gendeletion im Genom von Toxoplasma gondii einzufihren, muss auf dem
Plasmid, mit dem die homologe Rekombination erreicht werden soll, ein mdglichst
grolies Fragment homologer Sequenz 5' und 3‘ der Deletionsstelle des Zielgens vor-
handen sein. An Stelle der deletierten Sequenz wird ein Selektionsmarker eingefugt,
so dass nach der Transfektion auf die Integration des Targeting Constructs selektiert
werden kann.

Fir die Klonierung des Targeting Constructs wurden zwei DNA-Fragmente aus dem
genomischen tgpma1 Klon uber PCR mit Pfu-DNA-Polymerase jeweils 5° und 3 der
Deletionsstelle amplifiziert.

Das 5'-tgpma1 Fragment umfasst mit einer Gro3e von 2369 nt beide Introns, das
Startcodon, einen Bereich von 1117 nt aus dem 5° untranslatierten Bereich und die
ersten 854 nt aus dem kodierenden Bereich. Auf diesem Fragment sind der N-
Terminus des Proteins, die ersten zwei Transmembrandomanen und die Halfte des
kleinen zytoplasmatischen Loops kodiert. Zur Klonierung wurde durch die verwen-
deten Primer PMAIS'Apa/+ und PMAIS'Cla/- eine Apal Schnittstelle am 5'-Ende des

Fragments und eine Erkennungsstelle flr Clal am 3‘-Ende eingefugt.
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Das 2812 nt groRe 3'-tgpma1 Fragment, amplifiziert durch die Primer PMAI3'/+ und
PMAI3'/-, umfasst 2179 nt aus dem offenen Leserahmen von tgpma1 zuzuglich 633
nt aus dem 3' untranslatierten Bereich. Der auf diesem Fragment kodierte Bereich
umfasst alle Domanen des Proteins, die C-terminal des grof’en zytoplasmatischen
Loops liegen, einschliel3lich diesem.

Beide PCR-Fragmente wurden zunachst in den TOPO pCR2.1 Vektor kloniert, aus
dem sie durch Restriktionsdoppelverdau mit BamHI/ Notl (3‘tgpma1) und Apal/ Clal
(5‘tgpma1) isoliert wurden.

Als Ausgangsplasmid fur die Klonierung des Targeting Constructs wurde das Plas-
mid pSK-Tub/CAT/Sag verwendet. Dieses basiert auf pSK Bluescript (Stratagene)
und tragt zusatzlich eine CAT-Expressionskassette, die als Selektionsmarker in T.
gondii verwendet werden kann. Die Expressionskassette besteht aus der kodieren-
den Sequenz des Chloramphenicoltransferase (CAT) Gens, flankiert von einem 2,9
kb Fragment aus dem 5° UTR des T .gondii B-tubulin Gens und ca. 300 nt aus dem 3
UTR des sag? Gens von Toxoplasma gondii.

In dieses Plasmid wurde das 3‘tgpmai-Fragment tUber BamHI/ Notl, sowie das
5‘tgpma1-Fragment GUber Apal/ Clal Restriktionsschnittstellen eingeftigt.

Wie in Abb. 13 schematisch dargestellt, enthalt das fertiggestellte Targeting
Construct fast den kompletten offenen Leserahmen von tgpma1, einschlieBlich bei-
der Introns und kurzer flankierender Bereiche aus dem 5° und 3 UTR. Dabei wurde
an die Stelle einer 422 nt Deletion der Selektionsmarker Tub/CAT/Sag eingeflgt,
welcher den offenen Leserahmen unterbricht. Einem maoglichen Translationsprodukt
des auf diesem Plasmid kodierten TgPMA1 wurden somit die Halfte des kleinen
zytoplasmatischen Loops und zwei Transmembrandomanen fehlen, wobei aulder der
Integration des Selektionsmarkers zusatzlich eine Verschiebung des offenen Lese-

rahmens eingefuhrt wurde.
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Abb. 13. Schematische Darstellung der Disruption von tgpma? durch homologe Integration des
Targeting Constructs. Introns (1, 1l), Exons (Ex1-3), und die von ihnen kodierten Bereiche des Proteins
sind wie in Abb. 6 dargestellt. Wichtige Restriktionsschnittstellen fur Spel, Apal und Sacl, sowie durch
einen Restriktionsverdau zu erwartende DNA-FragmentgréRen sind angegeben. Die Positionen der
Primer Intr/+ und P-12/-, die zur Unterscheidung zwischen homologer und nicht-homologer Integration
verwendet wurden, sind durch rote Pfeile angedeutet. Die DNA-Sonde, die zur Hybridisierung der
restriktionsverdauten genomischen DNA benutzt wurde, ist als roter Balken dargestellit.

Durch einen doppelten Cross-Over am tgpma1 Lokus wird dieser durch das Targeting Construct
ersetzt. Durch die Integration des Selektionsmarkers in den offenen Leserahmen von tgpma? wird
dieser unterbrochen und ein 422 nt Fragment deletiert, so dass keine Expression des funktionellen
Proteins mehr stattfinden kann.

3.4.2 Transfektion des Targeting Constructs und Selektion einer TgPMA1 Gen-

deletionsmutante

Ca. 1 mg an Plasmid-DNA des fertigen Targeting Constructs wurden durch DNA-
Maxipraparation gewonnen, durch Restriktionsverdau mit Notl linearisiert,
anschlieend mit Ethanol gefallt und in sterilem Cytomix in einer Konzentration von 1
Mg/ ul aufgenommen.

Tachyzoiten des Stammes Prugniaud/HX" (D. Soldati) wurden in 2 mm Elektro-
porationskuvetten mit 50 g linearisiertem Targeting Construct (1 pg/ pl in Cytomix)
vermischt und in einem BTX ElectroCell Manipulator transfiziert. Anschlie3end wur-
den die Parasiten auf T25 Zellkulturflaschen gegeben, die mit einem konfluenten
HFF Zellrasen beschichtet waren und in DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep/ 20 uM
Chloramphenicol selektiert.

Als Selektionskontrolle wurde eine Flasche mit nicht-transfizierten Prugniaud/HX
infiziert und mitgefuhrt. Nach drei bis vier Passagen auf HFFs setzte die Selektions-
wirkung des Chloramphenicols ein und etwa 80% aller Parasiten wurden abgetotet,

wobei keine Parasiten der Negativkontrolle Uberlebten. Die Gbrigen chloramphenicol-
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resistenten Parasiten wurden noch zwei mal unter 20 uyM Chloramphenicol
passagiert und anschlieBend auf HFF-beschichteten Mikrotiter-Flachbodenplatten
durch differentielle Verdinnungsreihen kloniert.

Die Klone wurden auf 12-Napf Zellkulturschalen, die zuvor mit einem konfluenten
Zellrasen HFFs beschichtet worden waren, Uberfuhrt und diese so lange inkubiert,
bis erste Plaques im Zellrasen zu erkennen waren. Die Parasiten wurden daraufhin
zusammen mit den Wirtszellen abgeschabt, durch Kanulen gepresst und die eine
Halfte weiter passagiert, wahrend aus der anderen Halfte der Parasiten genomische
DNA durch Aceton-Fallung gewonnen wurde.

Die isolierte genomische DNA der Klone wurde durch PCR auf Integration des
Targeting Constructs Uberpruft. Es wurden jeweils zwei PCR Reaktionen pro Klon
durchgefuhrt. Mit der Primerkombination Intr/+, P11/- (fir die Lage der Primer: s.
Anhang, Abb. 21) wurde auf Vorhandensein des wildtypischen tgpma? Lokus
getestet. Wahrend der Primer P11/- 837 nt 3 der Deletionsstelle im Targeting
Construct bindet, befindet sich die Bindungsstelle fur Intr/+ 423 nt 5° der Deletions-
stelle, innerhalb des zweiten Introns von fgpma1. Durch Lokalisation der Primer-
bindungsstelle innerhalb des Introns konnte gleichzeitig eine potentielle Kontamina-
tion mit tgpma1 cDNA vermieden werden. Auf diese Weise ergibt sich sowohl bei
nicht-transfizierten Parasiten, als auch bei solchen, die das Targeting Construct
durch nicht-homologe Integration an einer anderen Stelle ihres Genoms integriert
haben, ein PCR-Produkt von 1683 nt, wohingegen bei homologer Integration ein
PCR-Produkt von etwa 4,8 kb zu erwarten ist. Da allerdings ein PCR-Produkt von 4,8
kb mit genomischer DNA, die durch Aceton-Fallung gewonnen wurde, kaum zu
erreichen ist, wurde mit einer zweiten PCR-Reaktion auf Vorhandensein des
Targeting Constructs in den Klonen getestet. Hierfir wurde wieder der Primer P11/-
verwendet, allerdings diesmal in Kombination mit Tub/CAT4/+, einem Primer, der
innerhalb der kodierenden Sequenz des CAT-Selektionsmarkers bindet. Eine PCR-
Reaktion mit dieser Primerkombination sollte bei allen Parasiten, die das Targeting
Construct in ihrem Genom integriert haben, die gewlnschte Bande von ca. 1700 nt
liefern. Da eine Selektion mit Chloramphenicol bei Toxoplasma gondii immer einige
Parasiten Uberleben, ohne eigentlich resistent zu sein, war dieser zweite Schritt not-
wendig, um die doch recht hohe Anzahl an Klonen herauszufiltern, die kein Targeting

Construct integriert hatten. Als Kontrolle flr die PCR-Reaktionen wurde jeweils gDNA
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von nicht-transfizierten Prugniaud/HX" als Wildtyp-Kontrolle und isoliertes Targeting
Construct als Positivkontrolle fur die Gendeletionsmutante mitgefuhrt.

Nachdem auf diese Weise einige hundert Klone gescreent worden waren, konnte der
Klon IH5 gefunden werden, der zwar das Targeting Construct im Genom integriert
hatte, aber kein Produkt nach PCR-Reaktion mit den flankierenden Primern Intr/+,
P11/- lieferte.

3.4.3 Nachweis der homologen Integration in der TgPMA1 Gendeletions-

mutante

Um zu beweisen, dass es sich bei der Mutante IH5 tatsachlich um eine funktionelle
TgPMA1 Deletionsmutante handelte, und um nachzuweisen, dass sich das Targeting
Construct nur einmal in das Genom integriert hatte, und zwar durch homologe
Rekombination, wurden drei Nachweisverfahren angewandt.

Erstens wurde mit Restriktionsenzymen verdaute genomische DNA von Wildtyp und
Mutante im Southern Blot auf veranderte FragmentgroRe untersucht. Zweitens wurde
eine PCR-Reaktion mit Primern durchgefuhrt, die die Integrationsstelle flankieren und
ebenfalls mittels Southern Blot die Identitat der Banden verifiziert. Ferner wurde in
einer Immunfluoreszenzfarbung an in vitro differenzierten Bradyzoiten direkt das

Fehlen der TgPMA1 Expression nachgewiesen.

3.4.3.1 Southern Blot mit genomischer DNA

Zum Nachweis einer homologen Rekombination am fgpma1 Lokus in der IH5
Mutante wurden 4 pg genomische DNA des Klons und des Prugniaud/HX™ Wildtyp-
stammes mit dem Restriktionsenzym Spel Gber Nacht verdaut. Spel schneidet im
Wildtyp einmal innerhalb der kodierenden Region von tgpma1, etwa auf HOhe des
Stopp-Codons. Eine weitere Schnittstelle befindet sich etwa 5,5 kb 5° davon, aul3er-
halb der kodierenden Region. Auf dem Targeting Construct ist eine zusatzliche Spel-
Schnittstelle, gleich 3 des Selektionsmarkers. Durch homologe Integration des
Targeting Constructs in das Chromosom an der Stelle des tgpma1 Lokus wird auf

diese Weise eine zusatzliche Spel-Schnittstelle in den tgpma1 Lokus eingefuhrt, was
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eine Vergrollerung des Spel-Restriktionsproduktes durch den Selektionsmarker auf
ca. 6,5 kb zur Folge hat.

Die Spel-verdaute genomische DNA wurde auf einem 0,7 prozentigen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Zur Hybridisie-
rung wurde ein 250 nt *?P-markiertes Sacl/ EcoRI Restriktionsfragment des geno-
mischen TgPMA1 Klons verwendet. Dieses liegt zwischen dem Startcodon und dem
3-Ende des zweiten Introns, also noch &' der Integrationsstelle des Selektions-
markers auf dem Targeting Construct.

Nach Auswertung eines exponierten Screens an einem Phospho-Imager war deutlich
jeweils eine Bande in der erwarteten Hohe bei Wildtyp und IH5 zu erkennen, was auf
eine Integration des Targeting Constructs durch homologe Rekombination bei der
Mutante schlieRen Iasst (s. Abb. 14 A).

3.4.3.2 PCR mit flankierenden Primern

An isolierter genomischer DNA von Prugniaud/HX™ Wildtyp und Mutante IH5 wurde
eine PCR-Reaktion mit den Primern Intr/+ und 9-3/- durchgefuhrt. Diese Primer
flankieren den Bereich des tgpma1 Leserahmens, der im Targeting Construct dele-
tiert und in den der Selektionsmarker integriert wurde. In einer PCR Reaktion sollte
im Wildtyp durch diese Primer ein Amplifikat von 1262 nt erzeugt werden, wogegen
bei einer homologen Integration des Targeting Constructs eine Bande von ca. 4,8 kb
auf dem Agarosegel zu erwarten ist. Eine PCR-Reaktion mit nachfolgender Agarose-
gelelektrophorese ergab die erwarteten BandengrofRen bei Wildtyp und Mutante. Um
sicherzustellen, dass es sich bei den beobachteten PCR-Produkten wirklich um die
gewunschten Amplifikate aus dem tgpma71 Lokus handelte, wurde ihre Spezifitat
durch Hybridisierung mit einer tgpma1-Sonde Uberpruft.

Hierfir wurden anndhernd gleiche Mengen der Amplifikate auf einem Agarosegel
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Als Sonde wurde ein Digoxigenin-
markiertes PCR-Fragment verwendet, welches mit den Primern Intr/+ und P-12/- an
genomischer Prugniaud/HX" DNA amplifiziert worden war. Der Primer P-12/- bindet
ca. 60 nt 5 der Deletionsstelle auf dem Targeting Construct, so dass durch dieses
PCR-Fragment die geblotteten Amplifikate von sowohl Wildtyp als auch Gendele-

tionsmutante erkannt werden sollten.
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A) wt KO B) wt KO
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Abb. 14. Nachweis der funktionellen Disruption von fgpma1 in der Gendeletionsmutante. A) Mit Spel
verdaute genomische DNA von Wildtyp (wt) und Mutante (KO) wurde auf eine Nylonmembran Uber-
tragen und mit einem radioaktiv markierten 250 nt Restriktionsfragment aus dem offenen Leserahmen
von tgpma1 hybridisiert. B) Eine PCR-Reaktion mit Primern, die die Integrationsstelle des Selek-
tionsmarkers flankieren, wurde an genomischer DNA von Wildtyp und Gendeletionsmutante durch-
geflhrt. Nach Agarosegelelektrophorese wurde die DNA auf eine Nylonmembran Ubertragen und mit
einem Digoxigenin-markierten PCR-Fragment hybridisiert. C) In vitro differenzierte Bradyzoiten wur-
den mit ihren Wirtszellen auf Deckglaschen fixiert und in einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit
Kaninchen-anti-TgPMA1 und dem Bag1-spezifischen 7E5 gefarbt.

Die Sonde wurde mit anti-Digoxigenin-alkalische Phosphatase Konjugat erkannt und
mittels CSPD Chemiluminiszenz-Farbung auf einem Rontgenfilm detektiert, wodurch
die Spezifitat der PCR-Produkte bestatigt werden konnte (s. Abb. 14 B).
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3.4.3.3 Doppelimmunfluoreszenzfarbung an Bradyzoiten

Fir den direkten Nachweis einer fehlenden Expression von TgPMA1 in der IH5-
Mutante wurden Tachyzoiten von IH5 und des Prugniaud/HX™ Wildtypstammes auf
HFFs gegeben, die konfluent auf Glasplattchen in 24-Napf-Zellkulturschalen
wuchsen. Stadienkonversion der Parasiten wurde durch einen pH-Shift von sechs
Tagen induziert. Anschlielend wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd/ PBS
fixiert, mit 0,25% Triton X100 in PBS permeabilisiert und in einem Doppelimmun-
fluoreszenztest auf die gleichzeitige Expression von Bag1 und TgPMA1 untersucht.
Der Bag1-spezifische monoklonale Antikorper 7ES (1:500 in PBS) wurde zusammen
mit affinitdtsgereinigtem Kaninchen-anti-TgPMA1 (1:100 in PBS) auf den Zellen
inkubiert. Zur Detektion der Antikérper wurden Cy2-konjugiertes Esel-anti-Maus IgG
(1:500 in PBS) und Cy3-konjugiertes Esel-anti-Kaninchen IgG (1:1000 in PBS) ver-
wendet. Die Fluoreszenz der Proben wurde an einem konfokalen Mikroskop analy-
siert.

Wie in Abb. 14 C zu erkennen ist, konnte keine Expression von TgPMA1 in den
Bradyzoiten der |IH5 Mutante festgestellt werden, wogegen durch die vorhandene
Expression von Bag1 der Erfolg der induzierten Stadienkonversion verifiziert wurde.
In den Prugniaud/HX" Parasiten konnte dagegen eine Co-Expression von TgPMA1

und Bag1 in den selben Parasiten gezeigt werden.

3.5 Charakterisierung der tgpma1 Gendeletionsmutante in vitro

3.5.1 Wachstumsgeschwindigkeit von Tachyzoiten

Obwonhl tgpma1 ein bradyzoitspezifisch exprimiertes Gen ist, sollte zunachst fest-
gestellt werden, ob die tgpma1 Gendeletionsmutante im Tachyzoitenstadium durch
die Disruption des tgpma1 Leserahmens in ihrer Vitalitat beeintrachtigt wurden.

Ein konfluenter Zellrasen HFFs wurde auf Glasplattchen in 24-Napf-Zellkulturschalen
mit Tachyzoiten von Prugniaud/HX und tgpma1 Deletionsmutante infiziert und in
DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep im Zellkulturinkubator fur 30 h, bzw. 45 h inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen mit Methanol fixiert und in einer Immunfluoreszenz-
farbung mit polyklonalem Kaninchen-anti-Toxoplasma Antiserum (1:2000 in PBS),

nachgewiesen durch Cy3-markiertes Esel-anti-Kaninchen I1gG (1:1000 in PBS),
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angefarbt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde die Anzahl an Parasiten pro
Vakuole aus jeweils drei mal 100 Vakuolen die mindestens zwei Parasiten enthielten,
fur Wildtyp und Mutante bestimmt. Die Mittelwerte der prozentualen Verteilung sind
in Abb. 15 A+B jeweils fur Wildtyp und Mutante von Vakuolen mit 2, 4, 8, 16 und >32
Parasiten angegeben.

Mit der durchschnittlichen Anzahl an Parasiten in einer bestimmten Zeit ergibt sich
ein Mal} fur die Wachstumsgeschwindigkeit und damit die Vitalitat der Parasiten.
Diese ist, wie zu erwarten, bei Wildtyp und Gendeletionsmutante im Tachyzoiten-

stadium ohne signifikanten Unterschied (s. Tabelle 5).

Inkubationszeit als Tachyzoiten 30 h 45 h
Prugniaud/HX 5,53 +0,79 16,24 + 2,48
tgpma1 Gendeletion 4,59 + 0,93 15,90 + 0,68

Tabelle 5. Durchschnittliche Anzahl an Parasiten pro Vakuole nach Inkubation als Tachyzoiten fiir 30,
bzw. 45 h.

3.5.2 Wachstumsgeschwindigkeit wahrend Stadienkonversion von Tachyzoiten

zu Bradyzoiten

Da tgpma1 ein bradyzoitspezifisch exprimiertes Gen ist, kdnnte sich die Disruption
von tgpma1 auf das Wachstum im Bradyzoitenstadium auswirken. Um dies zu unter-
suchen, wurden Tachyzoiten des Prugniaud/HX  Stammes und der Gendeletions-
mutante dazu verwendet, einen konfluenten Zellrasen HFFs auf Deckglaschen in
DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep zu infizieren. Nach 4 h wurde das Medium gegen
pH-Shift Medium (pH 8,2) ausgetauscht und die Zellen in einem Zellkulturinkubator
bei 37 °C ohne CO,-Zufuhr inkubiert. Nach 20 h, bzw. 41 h Inkubation in pH-Shift
Medium wurden die Zellen mit Methanol fixiert und wie zuvor die Tachyzoiten in einer
Immunfluoreszenzfarbung mit polyklonalem Kaninchen-anti-Toxoplasma Antiserum
(1:2000 in PBS) und anschlieBend mit Cy3-markiertem Esel-anti-Kaninchen IgG
(1:1000 in PBS) angefarbt. Wieder wurde bei je drei mal 100 Vakuolen die Anzahl mit
2, 4, 8, 16, oder >32 Parasiten am Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt, jeweils die
Mittelwerte gebildet und die prozentuale Verteilung der VakuolengroRe fur Wildtyp
und Mutante in einem Saulendiagramm in Abb. 15 C+D dargestellt. Die

durchschnittliche Anzahl an Parasiten pro Vakuole wurde berechnet (s. Tabelle 6).
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Auch wahrend Bedingungen, die eine Stadienkonversion induzierten, war die Repli-

kationsrate bei Wildtyp und Gendeletionsmutante ohne signifikante Unterschiede.

Inkubationszeit wahrend pH-Shift 20 h 41 h
Prugniaud/HX 4,22 +0,70 16,33 £ 2,91
tgpma1 Gendeletion 3,52 £ 0,62 16,17 £ 0,70

Tabelle 6. Durchschnittiche Anzahl an Parasiten pro Vakuole wéahrend Induktion der Stadien-
konversion durch pH-Shift Bedingungen.
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3.5.3 Wachstumsgeschwindigkeit wahrend Stadienkonversion von Bradyzoiten

zu Tachyzoiten

Zur Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit von Bradyzoiten wahrend der
Stadienkonversion zu Tachyzoiten wurden Mause i p. mit 10- 20 Zysten
Prugniaud/HX" oder tgpma1 Deletionsmutante infiziert und vier Wochen nach In-
fektion die Gehirne dieser Mause prapariert. Die Gehirne wurden homogenisiert und
Zysten uber Percollgradienten isoliert. Durch einen Pepsinverdau wurden die Brady-
zoiten aus den Zysten befreit und dazu verwendet, einen konfluenten Zellrasen HFFs
auf Deckglaschen in 24-Napf-Zellkulturschalen zu infizieren. Nach 48 h wurden die
Zellen mit Methanol fixiert und mit polyklonalem Kaninchen-anti-Toxoplasma Anti-
serum (1:2000 in PBS) in einer Immunfluoreszenzfarbung inkubiert. Durch DTAF-
konjugiertes Esel-anti-Kaninchen 1gG (1:500 in PBS) wurden die Parasiten angefarbt
und mit einem Immunfluoreszenzmikroskop die Verteilung der Parasitenanzahl pro
Vakuole wie zuvor bestimmt (s. Abb. 15 E). Eine Berechnung der durchschnittlichen
Anzahl der Parasiten pro Vakuole ergab beim Wildtyp mit 8,06 + 3,76 und bei der
Mutante mit 7,69 £ 0,98 auch hier keinen signifikanten Unterschied.

3.5.4 Induktion der Stadienkonversion

Zur weiteren Charakterisierung der Gendeletionsmutante sollte die Fahigkeit zur
Bradyzoitendifferenzierung geprift werden. Hierflir wurde die Expression verschie-
dener stadienspezifischer Gene wahrend der ersten Tage der Stadienkonversion fur

Prugniaud/HX" und Mutante verglichen.

3.5.4.1 Stadienkonversion durch pH-Shift

Ein konfluenter Zellrasen HFFs auf Deckglaschen wurde mit Tachyzoiten des
Prugniaud/HX" Stammes und der Gendeletionsmutante infiziert und ein pH-Shift (pH
8,2) von vier, bzw. sechs Tagen durchgefuhrt. Zur Untersuchung der Expression ver-
schiedener stadienspezifischer Antigene wurden die Zellen, je nach verwendetem

Antikorper (s. Tabelle 7), entweder mit 4% Paraformaldehyd/ PBS und anschliel3end
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mit 0,25% Triton X100/ PBS fixiert und permeabilisiert oder ohne zusatzliche Per-
meabilisierung nur mit Methanol fixiert. In einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung
wurden die fixierten Zellen mit verschiedenen monoklonalen Antikdrpern (s. Tabelle
7; 1:500 in PBS) und polyklonalem Kaninchen-anti-Toxoplasma Antiserum (1:2000 in
PBS) inkubiert und anschlieBend mit Cy2-, bzw. Cy3- markiertem Sekundar-
antikorper angefarbt. An einem Fluoreszenzmikroskop wurden fur jeden zu unter-
suchenden Marker drei mal 50 Vakuolen ausgezahlt und der prozentuale Anteil der
fur den jeweiligen Marker positiven Vakuolen bestimmt. Die Mittelwerte der
Expression eines Markers nach 4, bzw. 6 Tagen pH-Shift Bedingungen sind fur
Prugniaud/HX" und tgpma1 Deletionsmutante jeweils im Vergleich in Abbildung 16
graphisch dargestellt. Unabhangig vom verwendeten Bradyzoitenmarker konnte in
allen Fallen eine deutlich reduzierte Expression in der Deletionsmutante im Vergleich

zum parentalen Stamm festgestellt werden.

Bezeichnung erkanntes Fixierungs- Herkunft aus Literaturangabe
des AK Protein  bedingung Spezies
7E5 Bag1 Pfa Maus Bohne et al., 1993
4F8 ? Methanol Maus Bohne et al., 1993
T8 4A12 Pb36 Methanol Maus Tomavo et al., 1991
(= BSR4) Knoll & Boothroyd, 1998a
T8 3B1 Pb18 Methanol Maus '[omavo et al., 1991
(= Sag4) Odberg-Ferragut et al., 1996
T8 2C2 Pb34 Methanol Maus Tomavo et al., 1991
T8 4G10 Pb21 Methanol Maus Tomavo et al., 1991
DC11 ? Methanol Ratte Gross et al., 1995
DB Lektin CST1 Pfa Dolichos  Boothroyd et al., 1997
biflorus Zhang et al., 2001

Tabelle 7. Bezeichnung, Herkunft und Spezifitdt der verwendeten Antikérper
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Abb. 16. Stadienkonversion durch pH-Shift. Ein konfluenter Zellrasen HFFs auf Deckglaschen wurde
mit Tachyzoiten des Prugniaud/HX Stammes und der tgpma1 Gendeletionsmutante infiziert und
diese anschlielend fur A) vier, bzw. B) sechs Tage unter pH-Shift Bedingungen gehalten. Die Zellen
wurden fixiert und in einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit polyklonalem Kaninchen-anti-
Toxoplasma Antiserum in Kombination mit verschiedenen monoklonalen Antikérpern gefarbt, die
jeweils ein bradyzoitspezifisch exprimiertes Antigen erkannten. Der Prozentsatz der flr den jeweiligen
Marker positiven Vakuolen wurde ausgezahlt und jeweils der Mittelwert aus drei mal 50 Vakuolen
gebildet. Die Werte fur Prugniaud/HX sind als schwarze Saulen dargestellt, jene fir die
Deletionsmutante sind schraffiert, Standardabweichungen sind angegeben. Die Namen der jeweils
nachgewiesenen Proteine oder der verwendeten Antikorper sind unter dem Diagramm aufgefihrt.

3.5.4.2 Stadienkonversion durch andere Shift-Methoden

Da ein deutlicher Unterschied in der Expression samtlicher untersuchter
stadienspezifisch exprimierter Proteine zwischen der Gendeletionsmutante und dem

Wildtyp zu erkennen war, stellte sich die Frage, ob es sich um ein generelles
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Phanomen handelte, oder ob dies nur auf die Methode zurickzufiihren war, mit der
die Stadienkonversion induziert worden war.
Um dies zu beantworten, wurden alternative Methoden ausgetestet, von denen

bekannt war, dass sie auch zu einer Stadienkonversion fihren konnen.

3.5.4.2.1 Stadienkonversion durch extrazellulare Inkubation

Tachyzoiten von Wildtyp und Deletionsmutante wurden zusammen mit ihren
Wirtszellen aus einer T25 Zellkulturflasche abgeschabt und durch mehrere Passagen
durch Kanulen von diesen befreit. In einer leeren T25 Zellkulturflasche wurden die
Parasiten 12 h bei 37 °C in einem Zellkulturinkubator unter CO»-Begasung inkubiert.
Die Zellen wurden pelletiert, das Medium gegen frisches DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-
Strep ausgetauscht und auf HFFs verteilt, die konfluent auf Glasplattchen in 24-Napf-
Zellkulturschalen wuchsen. Nach zwei Tagen wurden die Zellen mit Methanol fixiert
und in einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit den bradyzoitspezifischen
monoklonalen Antikérpern 4F8, bzw. T8 4A12 (je 1:500 in PBS) und polyklonalem
Kaninchen-anti-Toxoplasma Antiserum (1:2000 in PBS) inkubiert. Durch Cy3-
konjugiertes Esel-anti-Maus IgG (1:1000 in PBS) und DTAF-markiertes Esel-anti-
Kaninchen IgG (1:500 in PBS) wurden die Antikorper detektiert. Mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops wurden drei mal 50 Vakuolen, die mindestens vier Parasiten
enthielten, ausgezahlt und die prozentuale Haufigkeit an Vakuolen bestimmt, die fur
4F8, bzw. T8 4A12 (BSR4) positiv waren.

Wahrend im Wildtyp eine deutliche Expression der untersuchten Marker zu erkennen
war, konnte fast keine Expression der untersuchten bradyzoitspezifischen Proteine
in der Mutante festgestellt werden (s. Abb. 17 A).

Eine Wiederholung des Versuchs mit extrazellularer Inkubation in pH-Shift Medium
(pH 8,2), anstatt DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep und in einem Zellkulturinkubator

ohne CO»-Begasung, lieferte ein ahnliches Ergebnis.
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Abb. 17. Alternative Differenzierungsmethoden. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte von drei mal
50 ausgezahlten Vakuolen mit Standardabweichung. Es wurden Tachyzoiten des Prugniaud/HX
Stammes (rote Balken) und der tgpma1 Deletionsmutante (blaue Balken) verwendet. A) extrazellulare
Inkubation. Tachyzoiten wurden von ihren Wirtszellen befreit und 12 h extrazellular bei 37 °C inkubiert.
Mit den Parasiten wurde ein konfluenter Zellrasen HFFs auf Deckglaschen infiziert und zwei Tage
nach Infektion fixiert. In einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung wurde der Prozentsatz an 4F8, bzw.
T8 4A12 (=BSR4) positiven Vakuolen bestimmt.

B) Stadienkonversion durch Oligomycin. Aus ihren Wirtszellen befreite Tachyzoiten wurden
zusammen mit 0,1 ug/ ml und 0,5 pg/ ml Oligomycin im umgebenden Medium fiir vier Tage auf HFFs
inkubiert und anschlielRend fixiert. In einem Doppelimmunfluoreszenztest wurde die Anzahl der 4F8
positiven Vakuolen bestimmt. C) Stadienkonversion durch eine externe NO-Quelle. Tachyzoiten
wurden zusammen mit 10 uM, 50 uM und 100 uM SNP fir vier Tage auf HFFs inkubiert, anschlielend
fixiert und in einem Doppelimmunfluoreszenztest die Anzahl an 4F8 positiven Vakuolen bestimmt.

3.5.4.2.2 Stadienkonversion durch Oligomycin

Oligomycin ist ein Inhibitor der mitochondrialen Atmungskette. Es flhrt bei Exposition
Toxoplasma gondii Tachyzoiten gegenuber zur Induktion der Bradyzoitbildung
(Bohne et al., 1994) und bietet damit eine weitere Moglichkeit, Tachyzoiten zur
Stadienkonversion anzuregen.

Tachyzoiten des Wildtyps und der Gendeletionsmutante wurden mitsamt ihrer Wirts-
zellen aus einer T25 Zellkulturflasche abgeschabt und mit mehrfachen Passagen
durch Kanulen von diesen befreit. Durch Zentrifugation wurde das Medium gegen
frisches DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep ausgetauscht und jeweils Oligomycin in
einer Endkonzentration von 0,1 pg/ ml, 0,5 pg/ ml, bzw. 1 ng/ ml zugegeben. Ein
konfluenter Zellrasen HFFs, die zuvor auf Glasplattchen in 24-Napf-Zellkulturschalen
ausgesat worden waren, wurde mit den Tachyzoiten in Medium unterschiedlicher

Oligomycinkonzentration infiziert und in einem Zellkulturinkubator bei 37 °C mit CO,-
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Zufuhr vier Tage lang inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Methanol fixiert
und einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung unterzogen. Die verwendeten Antikorper
waren hierbei der bradyzoitspezifische monoklonale Antikdrper 4F8 (1:500 in PBS),
nachgewiesen durch Cy3-konjugiertes Esel-anti-Maus IgG und polyklonales Kanin-
chen-anti-Toxoplasma Antiserum (1:2000 in PBS), angefarbt durch DTAF-konjugier-
tes Esel-anti-Kaninchen IgG (1:500 in PBS). An einem Fluoreszenzmikroskop wurde
durch Auszahlen von je drei mal 50 Vakuolen der prozentuale Anteil an 4F8-positiven
bestimmt (s. Abb. 17 B).

Bei einer Oligomycinkonzentration von 0,5 pg/ ml waren die Vakuolen deutlich kleiner
als bei 0,1 ug/ ml und bei 1 pug/ ml waren keine Vakuolen mehr sichtbar, was die

Wirksamkeit von Oligomycin als mitochondrialer Inhibitor bestatigt.

3.5.4.2.3 Stadienkonversion durch eine externe NO-Quelle

Eine weitere Moglichkeit, Stadienkonversion zu induzieren, ist eine Erhdéhung der
Konzentration von NO im externen Medium. NO wird normalerweise von aktivierten
Makrophagen ausgeschuttet und reagiert mit Eisen-Schwefel-Zentren in Proteinen,
wodurch letztendlich Proteine der mitochondrialen Atmungskette inhibiert werden. Es
konnte gezeigt werden, dass Natriumnitroprussiat (SNP) als externe NO-Quelle im
Medium einen ahnlichen Effekt auf Tachyzoiten hat, wie Interferon-y aktivierte
Makrophagen, namlich eine Induktion der Stadienkonversion zu bewirken (Bohne et
al., 1994).

Tachyzoiten wurden wie oben beschrieben von ihren Wirtszellen befreit und dazu
verwendet, einen konfluenten Zellrasen HFFs auf Glasplattchen zu infizieren. In das
DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep Medium der Zellen wurde zusatzlich SNP in den
Konzentrationen 10 uM, 50 uM und 100 puM zugesetzt und vier Tage in einem
Zellkulturinkubator bei 37 °C unter CO,-Begasung inkubiert. Das Medium wurde
jeden Tag erneuert und am vierten Tag die Zellen mit Methanol fixiert. In einer
Doppelimmunfluoreszenzfarbung wurden die Parasiten mit dem monoklonalen
Antikérper 4F8 (1:500 in PBS) und polyklonalem Kaninchen-anti-Toxoplasma
Antiserum (1:2000 in PBS), jeweils detektiert durch Cy3-konjugiertes Esel-anti-Maus
IgG (1:1000 in PBS) und DTAF-konjugiertes Esel-anti-Kaninchen 1gG (1:500 in PBS),
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angefarbt. Unter einem Fluoreszenzmikroskop wurden wie zuvor drei mal 50
Vakuolen ausgezahlt und der Anteil an 4F8-positiven bestimmt (s. Abb. 17 C).

Auch hier zeigte sich, wie bereits zuvor bei der extrazellularen Inkubation und bei
Zugabe von Oligomycin zum Medium, dass zwar Tachyzoiten des Wildtyps zur
Stadienkonversion angeregt werden konnten, bei der tgpma1 Mutante aber fast

keine Expression bradyzoitspezifischer Proteine induziert wurde.

3.5.5 Semiquantitative RT-PCR an in vitro differenzierten Bradyzoiten

Eine Untersuchung der Stadienkonversion durch Immunfluoreszenztests war limitiert
durch die geringe Anzahl an verfugbaren Antikorpern gegen stadienspezifisch
exprimierte Proteine. Eine umfassendere Untersuchung der Regulation von Genen
fur die keine Antikorper existierten, war also nicht weiter auf Proteinebene mdglich,
jedoch auf RNA-Ebene durch semiquantitative RT-PCR durchzufuhren.

Da alle untersuchten Methoden zur Induktion der Stadienkonversion ein dhnliches
Ergebnis lieferten, aber der pH-Shift sich als die effektivste und zuverlassigste
Methode erwiesen hatte, wurde zur Gewinnung von in vitro differenzierten
Bradyzoiten fur die RT-PCR Analyse ein pH-Shift durchgefuhrt.

Jeweils vier T25 Zellkulturflaschchen die mit einem konfluenten Zellrasen HFFs
beschichtet waren, wurden mit Tachyzoiten von Prugniaud/HX und tgpmat
Gendeletionsmutante infiziert. Stadienkonversion der Parasiten wurde durch einen
pH-Shift (pH 8,2) von sechs Tagen induziert. Als Kontrolle wurden Tachyzoiten des
Prugniaud/HX" Ausgangsstammes und der Mutante mitgeflhrt, die zwei Tage lang
auf HFFs in DMEM/ 1% FCS/ 1% Pen-Strep bei 37 °C in einem Zellkulturinkubator
mit CO,-Zufuhr gehalten wurden.

Die Parasiten wurden samt Wirtszellen von den Flaschchen abgeschabt, mehrmals
durch Kanulen gepresst und durch Filtration (Porengrof3e 3 pm) von den Zellresten
befreit. Gesamt-RNA wurde aus den Parasiten isoliert, mit DNase behandelt und in
cDNA umgeschrieben.

In einer semiquantitativen RT-PCR Analyse wurde zunachst die Konzentration der
Proben mit Hilfe des konstitutiv exprimierten B-fubulin Gens angeglichen. Da die
Tubulin-Primer Tub2/+ und Tub/2- so gewahlt worden waren, dass sie ein Intron im
B-tubulin Lokus umspannten, konnten die Proben auf diese Weise nochmals auf das

Vorhandensein von restlicher genomischer DNA Uberpruft werden.
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Um die Bandenintensitaten besser vergleichen zu kdnnen und zu gewahrleisten,
dass sich die PCR-Reaktion noch nicht im Sattigungsbereich befand, wurden von
den Proben jeweils drei Verdunnungsstufen von 1, 1/3 und 1/10 in der PCR
eingesetzt und nebeneinander auf dem Gel aufgetragen.

Nach dem Abgleich der Proben in Bezug auf die B-tubulin Expression, wurde durch
semiquantitative RT-PCR die Expression einer Reihe von Genen untersucht von
denen bekannt war, dass sie im Bradyzoitenstadium hochreguliert werden (Singh et
al., 2002; http://paradb.cis.upenn.edu/toxo1/index.html) (s. Tabelle 8 und 9).

Das Ergebnis der RT-PCR Analyse ist in Abb. 18 zusammengefasst. Die in der
Literatur beschriebene Hochregulierung im Bradyzoitenstadium konnte allerdings

nicht fur alle Gene bestatigt werden.

Toxoplasma Gen kodiertes Protein Literaturangabe
B-tubulin B-Tubulin Nagel & Boothroyd, 1988
tgpmat P-Typ Plasmamembran ATPase 1 Holpert et al., 2001
BAG1 Hitzeschock Protein HSP30 Bohne et al., 1995
ENO1 Enolase Manger et al., 1998
LDH2 Lactat Dehydrogenase Yang& Parmley, 1997
Sag4 Surface antigen Sag4 Odberg-Ferragut et al., 1996
SRS9 Sag1-related protein SRS9 Cleary et al., 2002
tgpis1 Phosphatidylinositol Synthase 1  Yahiaoui et al., 1999
Mag1 Matrix associated antigen 1 Parmley et al., 1994
Sag1 Surface antigen 1 Kasper et al., 1983
Sag2D Surface antigen 2 related Sag2D Lekutis et al., 2000

Tabelle 8. In der RT-PCR untersuchte stadienspezifisch exprimierte Gene

EST Homologes Gen (Abkurzung) aus Spezies
ctoxoqual_4101 - -
ctoxoqual_4436 Desoxyribosephosphat Aldolase  Plasmodium spec.
(DRPA)

ctoxoqual_3969 - -

ctoxoqual_4080 Methionin Aminopeptidase Typ Il  Plasmodium spec.
(MetAP2)

ctoxoqual_2388 Translations Initiations Faktor elf-5A Plasmodium yoellii yoellii

(TIF)

ctoxoqual_1284 Oligoendopeptidase F Sinorhizobium melioti,

(Oligopep) Agrobacterium tumefaciens

Tabelle 9. Untersuchte ESTs, Bezeichnung und mdégliche Homologe.
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Abb. 18. Semiquantitative RT-PCR an in vitro differenzierten Bradyzoiten. Tachyzoiten des
Prugniaud/HX Stammes (wt) und der fgpma? Gendeletionsmutante (KO) wurden fir sechs Tage
unter pH-Shift Bedingungen gehalten, bevor RNA aus ihnen isoliert wurde. Nach der cDNA Synthese
wurden die Proben in einer semiquantitativen RT-PCR Analyse auf gleiche Bandenintensitaten des
konstitutiv exprimierten S-tubulin Gens eingestellt. Die Expression verschiedener stadienspezifischer
Gene in Tachyzoiten und Bradyzoiten wurde untersucht. Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu
gewabhrleisten, wurden fiir jede Probe drei Verdinnungsstufen (1, 1/3, 1/10) an cDNA in der PCR
eingesetzt. Gene, deren Expression in Wildtyp Bradyzoiten starker hochreguliert wurde als in der
Mutante, sind links im Bild dargestellt. Gene, deren Expression in Wildtyp und KO Bradyzoiten &hnlich
stark hochreguliert wurden, sind in der rechten Spalte oben dargestellt. Gene, fir die eine
bradyzoitspezifische Expression nicht bestatigt werden konnte, sind in der rechten Spalte unten
dargestellt. Untersuchte Gene sind: fgpmai; bag1; Ctoxo4101 (=Ctoxoqual_4101); DRPA
(=Ctoxoqual_4436); ENO1, LDH2, Sag4, SRS9, Tgpis1, Ctoxo03969 (=Ctoxoqual_3969); MagfT,
MetAP2 (=Ctoxoqual_4080); TIF (=Ctoxoqual_2388); Oligopep (=Ctoxoqual_1284); Sag1; Sag2D

3.5.6 Real-Time RT-PCR an in vitro Bradyzoiten

Da durch semiquantitative RT-PCR nur Vergleiche in der Hoch- oder Runter-
regulation der Expression einzelner Gene zwischen Wildtyp und Deletionsmutante

getroffen werden konnten, aber kein Vergleich Uber die Expressionsstarke der Gene



3 Ergebnisse 110

untereinander mdglich war, wurde die Expression einzelner Gene mittels Real-Time
RT-PCR quantitativ untersucht.

RNA wurde wie beschrieben aus Parasiten gewonnen, die vier Tage unter pH-Shift
Bedingungen (pH 8,2) gehalten worden waren. Nach DNase Behandlung zur
Vermeidung von kontaminierender genomischer DNA in den Proben wurde die RNA
in cDNA umgeschrieben. Diese wurde in einem Lightcycler einer quantitativen RT-
PCR unterzogen, um die Expression folgender Gene zu untersuchen: bag1,
Lactatdehydrogenase LDHZ2, tgpmaZ2, einem Homologen zu VEE-repeat Proteinen
aus P. falciparum (= ctoxoqual_4131), einem Homologen zu 14-3-3 Proteinen
(Koyama et al., 2001), myosinC, und der V-Typ Protonen ATPase tgvp1 (Drozdowicz
et al., 2003). Es wurde jeweils die Expression des zu untersuchenden Gens und 3-
tubulin in Tachyzoiten und Bradyzoiten aus Wildtyp und Mutante gemessen, um die
eingesetzten cDNA Mengen abgleichen zu kénnen. Bezuglich der Expression von 3-
tubulin normiert, wurden die Induktionsfaktoren (If) als MaRR flr die Expression in
Bradyzoiten berechnet und zum Vergleich von Wildtyp und Gendeletionsmutante auf
einer logarithmischen Skala dargestellt (s. Abb. 19). Der Quotient der
Induktionsfaktoren If,/ Ifco wurde fur jedes Gen berechnet. Er besagt, wie viel starker
ein Gen im Wildtyp im Vergleich mit der Mutante durch den pH-Stress induziert

wurde.
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Abb. 19. Real-Time RT-PCR Analyse einiger ausgewdahlter Gene. In vitro durch pH-Stress
differenzierte Bradyzoiten aus Wildtyp (wt, schwarze Balken) und fgpma1 Deletionsmutante (KO,
schraffiert) wurden im Lightcycler auf die Expression von bag1, LDH2, TgPMA2, VEE
(=ctoxoqual_4131), 14-3-3 (=ctoxoqual_3690), MyoC (=ctoxoqual_3175) und TgVP1 untersucht. Die
Werte wurden Uber die B-Tubulin Expression abgeglichen, mit Proben aus nicht-differenzierten
Tachyzoiten verglichen und die Differenz der abgeglichenen Expression Bradyzoit/ Tachyzoit als Maf3
fur die Induktion der Stadienkonversion angegeben. Die absoluten Induktionswerte der Expression
von wt und KO sind in der Tabelle unterhalb der Grafik zu sehen, zusammen mit dem Quotienten aus
den Werten der Induktion wt/ Induktion KO.

3.6 Charakterisierung der tgpma1 Gendeletionsmutante in vivo

Wahrend in vitro nur die ersten Schritte der Differenzierung vom Tachyzoiten zum
Bradyzoiten untersucht werden koénnen, ist das Mausmodell immer noch
unerlasslich, um ausdifferenzierte Bradyzoiten zu studieren. Folgende Fragen sollten
fur die tgpma1 Gendeletionsmutante geklart werden:

a) koénnen in der Maus noch Zysten gebildet werden?

b) sind diese noch infektios?

c) koénnen sie eine Magenpassage Uberstehen?

3.6.1 Infektion von Mausen mit Tachyzoiten

Tachyzoiten des Prugniaud/HX  Stammes und der tgpma1 Deletionsmutante wurden
aus T25 Zellkulturflaschen zusammen mit den HFFs abgeschabt und durch

mehrfache Passagen durch Kantlen aus diesen befreit.
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Je drei NMRI Mause wurden mit 500, 5000 und 50000 Tachyzoiten i. p. infiziert.
Nach 4 Wochen wurden die Gehirne der Mause prapariert, durch Schatteln mit
Glaskugeln homogenisiert und in jeweils 3 ml RPMI aufgenommen. Das umgebende
Zellgewebe wurde durch mehrfache Passagen durch Kanillen zerstért und
vorhandene Zysten freigesetzt. Lichtmikroskopisch wurde die Anzahl der Zysten pro
Gehirn in drei Aliquots zu je 10 pl ausgezahlt, der Mittelwert gebildet und auf die
Gesamtmenge hochgerechnet.

Zu einem spateren Zeitpunkt wurden weitere vier NMRI Mause mit je 5000
Tachyzoiten aus Wildtyp und Mutante infiziert und wie oben beschrieben nach vier
Wochen Zysten aus den Gehirnen isoliert und ausgezahlt. Die Anzahl der
gefundenen Zysten pro Maus aus beiden Praparationen ist in Abb. 20 A dargestellt.
An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass aus einer Maus, die zuvor mit 500
Tachyzoiten der tgpma1 Mutante infiziert worden war, rechnerisch 32000 Zysten
isoliert wurden. Da diese hohe Anzahl im Kontext der anderen errechneten Werte
aus dem Rahmen fiel, wurde dies als Einzelfall gewertet und nicht in der Grafik
aufgenommen. Je eine Maus, die mit 5000 Tachyzoiten der Deletionsmutante, bzw.
50000 Tachyzoiten des Wildtyps infiziert worden war verstarb, bevor Zysten
prapariert wurden.

Durch Infektion mit Tachyzoiten der Gendeletionsmutante lieRen sich in allen Fallen
Zysten aus dem Gehirn chronisch infizierter Mause isolieren. Dies beweist, dass
diese Tachyzoiten in vivo noch eine vollstandige Differenzierung zum Brady-

zoitenstadium mit Zystenbildung durchlaufen kénnen.

3.6.2 i.p. Infektion von Mausen mit Zysten

Die aus der Infektion mit Tachyzoiten gewonnenen Zysten wurden dazu verwendet,
wiederum Mause i. p. mit jeweils 10- 20 Zysten zu infizieren. Vier Wochen nach
Infektion wurden die Gehirne der Mause prapariert, Zysten von dem umgebenden
Gewebe durch Homogenisieren mit Glaskugeln und mehrfacher Passage durch
Kanulen befreit und in 3 ml RPMI Medium pro Gehirn aufgenommen. Unter einem
Lichtmikroskop wurden Aliquots zu je 10 pl ausgezahlt und rechnerisch die Anzahl an

Zysten pro Gehirn bestimmt.
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10- 20 der praparierten Zysten wurden mitsamt des Gehirn-Homogenats in 200 pl
RPMI wiederum i. p. in NMRI und CBA/Ca Mause injiziert und aus diesen Mausen
nach vier Wochen erneut Zysten isoliert.

Auf diese Weise konnten Daten uUber die Zystenzahl von 8 mit Prugniaud/HX
infizierten NMRI, bzw. 9 CBA/Ca Mausen und 9 mit tgpma1 Gendeletionsparasiten
infizierten NMRI, bzw. 10 CBA/Ca Mausen gewonnen werden. Aus jeder Gruppe
wurde der Median berechnet und die Werte grafisch dargestellt (s. Abb. 20 B).

Auch hier konnte kein Unterschied in der Zystenzahl zwischen dem Wildtyp und der
Mutante festgestellt werden. Die Tatsache, dass Zysten der Deletionsmutante in vivo
noch voll infektids sind, weist darauf hin, dass die Parasiten noch einen kompletten
Differenzierungszyklus durchlaufen konnen: Die injizierten Bradyzoiten mussen sich
zur Infektion von Zellen in Tachyzoiten umwandeln, welche sich wiederum in
Bradyzoiten zurlckdifferenzieren mussen, die schlieBlich im Gehirn in Form von

Zysten nachgewiesen wurden.

3.6.3 Orale Infektion mit Zysten

Bradyzoiten gelten im Gegensatz zu Tachyzoiten als magensaureresistent. Sie
konnen allerdings nicht nur langere Zeit den Enzymen des Magensafts widerstehen
(Jacobs et al., 1960), sondern auch saurem Milieu allgemein (Pettersen, 1979), was
bei Tachyzoiten unter den gleichen Bedingungen innerhalb kurzer Zeit zum Verlust
der Infektiositat fuhrt.

Fir P-Typ Plasmamembran Protonen ATPasen aus Pflanzen konnte gezeigt werden,
dass ihre transgene Expression in Hefemutanten und in Arabidopsis thaliana das
Wachstum auf sauren pH-Werten ermoglicht (Luo et al., 1999, Young et al., 1998).
Auch Wurzelzellen aus Zea mays konnen sich durch eine verstarkte Expression von
P-Typ Plasmamembran Protonen ATPasen an saure pH-Werte anpassen (Yan et al.,
1998).

Da bisher noch keine Erklarung fur den Unterschied in der pH-Resistenz zwischen
Tachyzoiten und Bradyzoiten von T. gondii gefunden werden konnte, sollte getestet
werden, ob dies mit der bradyzoitspezifischen Expression von TgPMA1 zusammen-
hangt und Bradyzoiten der tgpma1 Deletionsmutante noch immer den sauren pH-

Wert einer Magenpassage uberstehen kdnnen.
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Aus dem Gehirn chronisch infizierter NMRI Mause wurden Zysten des Prugniaud/HX
Stammes und der fgpmal Gendeletionsmutante durch Homogenisieren und
anschliefende wiederholte Passagen durch Kanulen aus dem Gewebe isoliert, in 3
ml RPMI aufgenommen und ausgezahlt. 10- 20 Zysten wurden in 100 ul RPMI
Medium aufgenommen und mittels einer Magensonde, die zuvor in Pflanzendl
getaucht worden war, oral jeweils 5 NMRI Mausen appliziert.

Vier Wochen nach Infektion wurden die Gehirne der Mause isoliert. Das Hirngewebe
wurde homogenisiert, in 2 ml RPMI aufgenommen und Zysten durch mehrere
Passagen durch Kanllen von sie umschlieBendem Gewebe befreit. Unter einem
Lichtmikroskop wurden pro Gehirn zwei Aliquots von jeweils 10 ul ausgezahlt, die
Gesamtzahl an Zysten pro Gehirn rechnerisch bestimmt und der Median jeder
Gruppe gebildet. Die gefundenen Werte sind in Abb. 20 C dargestellt. Die Werte
einer mit der Mutante infizierten Maus wurde nicht in der Grafik aufgenommen, da
bei dieser mit errechneten 90000 Zysten deutlich mehr als bei den restlichen Mausen
gefunden wurden. Diese Maus war ein paar Tage vor Praparation bereits durch ihre
kleine Gestalt und motorische Stérungen aufgefallen.

Auch nach oraler Infektion konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante in
der Anzahl der Zysten festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass TgPMA1
zumindest nicht alleine fur die beobachtete Saureresistenz von Bradyzoiten
verantwortlich ist

Die aus den Gehirnen isolierten Zysten des Wildtyps und der Mutante wurden Uber
einen Percollgradienten aufgereinigt und Bradyzoiten durch Pepsinverdau
freigesetzt. Aus den so gewonnenen Parasiten wurde genomische DNA gewonnen
und diese in einer PCR-Reaktion analog der in Kapitel 3.4.3.2. zum Nachweis der
Gendeletionsmutante als Template eingesetzt. Die GroRe der PCR-Produkte

entsprach den in Abb. 14 B, was die Identitat der Mutante verifizierte.
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Abb. 20. Anzahl an Zysten im Gehirn von Mausen, die chronisch mit den parentalen Prugniaud/HX
(wt) und Parasiten der tgpma1 Gendeletionsmutante (KO) infiziert waren. 28 Tage nach Infektion
wurden die Gehirne in 3 ml PBS/ Gehirn homogenisiert und die Zystenanzahl aus je drei Aliquots von
10 pl bestimmt. (A) NMRI Mause wurden i.p. mit 500, 5000 und 50000 Tachyzoiten infiziert. (B) NMRI

und CBA/Ca Mause wurden i.p. mit Hirnhomogenat infiziert, in dem sich 10- 20 Zysten befanden.

(C) NMRI Mause wurden mit 10-20 Zysten oral durch eine Magensonde infiziert. Der Median jeder

Gruppe ist angegeben (-).
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4 Diskussion

Aktive lonentransportprozesse finden in jeder lebenden Zelle statt und haben die
Aufgabe, bestimmte lonenkonzentrationen innerhalb des Zytosols oder der Orga-
nellen unabhangig von auferen Bedingungen aufrecht zu erhalten. Durch ATP
getriebene lonenpumpen lassen sich dabei in drei Klassen unterteilen: F-, V- und P-
Typ ATPasen.

F- und V- Typ lonenpumpen sind sich strukturell ahnlich und unterscheiden sich
hierbei stark von P-Typ ATPasen. Alle bekannten F- und V-Typ Pumpen
transportieren ausschlieRlich Protonen. Sie bestehen aus gro3en Komplexen, die
aus Uber neun Untereinheiten zusammengesetzt sind. V-Typ ATPasen halten den
pH-Wert saurer Kompartimente wie der Vakuolen in Pflanzen, oder Lysosomen und
anderer Vesikel in tierischen Zellen aufrecht, indem sie Protonen entgegen dem
Konzentrationsgradienten in die Organellen transportieren. F-Typ ATPasen finden
sich in bakteriellen Plasmamembranen, Chloroplasten und Mitochondrien. Im
Gegensatz zu Pumpen vom V-Typ arbeiten sie normalerweise, indem sie Protonen
mit dem Konzentrationsgefalle transportieren und dabei ATP produzieren.

P-Typ ATPasen bestehen aus einer katalytischen Untereinheit von ca. 100 kDa, die
ATP Hydrolyse und lonentransport durchfiihren kann. Bei einigen spezialisierten
tierischen P-Typ ATPasen wird noch eine zweite Glykoprotein Untereinheit von ca.
35 kDa zur korrekten Faltung und Katalyse bendtigt (McDonough et al., 1990). Ein
Charakteristikum von P-Typ ATPasen ist die Bildung eines phosphorylierten
Intermediats an einem hochkonservierten Aspartat durch Ubertragung eines
Phosphatrests des ATP wahrend des Reaktionszyklus, was auch zu dem Namen ,P-
Typ' gefuhrt hat. Dieses Aspartat befindet sich innerhalb des streng konservierten
Motivs DKTGT, welches in allen P-Typ ATPasen zu finden ist. Eine weitere
Gemeinsamkeit aller P-Typ ATPasen ist, dass sie durch geringe Konzentrationen an
Orthovanadat gehemmt werden konnen (Pedersen & Carafoli, 1987).

Diese Klasse von Transportproteinen lasst sich aufgrund von Sequenzvergleichen in
funf Subtypen (I-V) unterteilen, die mit der lonenspezifitat der einzelnen Mitglieder

korrelieren (Axelsen & Palmgren, 1998; s. Tabelle 10).
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Subtyp lonenspezifitat

Typ | A | K

B | Schwermetalle
Typ Il A | Ca®

B | Ca®

C | H'/K"; Na'/K*

D | unbekannt
Typ llI A |H

B | Mg*
Typ IV Phospholipide
Typ V unbekannt

Tabelle 10. Korrelation der lonenspezifitdit mit der Zugehdrigkeit zu phylogenetisch verwandten
Subtypen innerhalb der P-Typ ATPasen.

Strukturell sind sich alle P-Typ ATPasen ahnlich. Sie bestehen gewodhnlich aus acht
bis 10 Transmembrandomanen, wobei sich der N- und C-Terminus auf der Seite des
Zytosols befinden. Innerhalb von zwei zytoplasmatischen Domanen, dem kleinen und
grol3en zytoplasmatischen Loop, befinden sich alle hochkonservierten Bereiche, die
fur diese Klasse von Transportproteinen charakteristisch sind. P-Typ ATPasen stel-
len eine sehr grofRe Klasse von Transportproteinen dar, die untereinander eine recht
unterschiedliche Aminosauresequenz aufweisen, wobei lediglich 18 Aminosauren
zwischen allen heute bekannten Vertretern identisch sind (Lutsenko & Kaplan, 1995;
Morsomme et al., 2000). Allerdings lassen sich zwischen Angehdrigen der gleichen
Subtypen recht groRe Ubereinstimmungen in der Sequenz feststellen. Durch Ver-
gleich der Réntgenkristallstruktur der Ca?*-ATPase aus dem sarkoplasmatischen
Reticulum (Zhang et al., 1998) und der Neurospora crassa H'-ATPase (Auer et al.,
1998) konnte gezeigt werden, dass trotz erheblicher Unterschiede in der Amino-
sauresequenz eine fast identische Transmembrantopologie zwischen diesen beiden
Proteinen besteht. Signifikante strukturelle Unterschiede wurden allerdings in den
zytoplasmatischen Domanen gefunden, was auf eine Rolle in der lonenspezifitat
schlielen lasst (Kuhlbrandt et al., 1998). Der genaue Mechanismus der lonenspezi-
fitat ist zwar noch immer unbekannt, es wird aber angenommen, dass die
lonenbindung an einer gut konservierten Bindungsstelle innerhalb einer Trans-

membrandomane stattfindet (Clarke et al., 1989).



4 Diskussion 118

4.1 lonenspezifitat von TgPMA1

Die lonenspezifitat von P-Typ ATPasen ist nicht unmittelbar aus der Sequenz
ersichtlich. Allerdings weisen P-Typ ATPasen gleicher lonenspezifitat untereinander
wesentlich gréRere Ahnlichkeiten auf, als mit Angehdrigen der anderen Subtypen.

Ein Datenbankvergleich mit der kompletten Aminosauresequenz von TgPMA1 liefert
als Proteine mit der gréRten Ahnlichkeit mit P-Werten von e und e "2 die P-Typ
Protonen ATPasen aus der Rotalge Cyanidium caldarium und dem Archaebakterium
Methanococcus jannaschii mit jeweils 27,7% und 27,4% Identitdt auf
Aminosaureebene. Da N- und C-Terminus von P-Typ ATPasen in ihrer Sequenz
besonders stark divergieren, lasst sich die Ahnlichkeit durch Beschrankung des
Vergleichs auf die Sequenzen zwischen den Transmembransegmenten TM2 und
TM9 auf 36,2%, bzw. 38,3% erhdhen, wie es bereits flr Aspergillus nidulans pmaA
vorgeschlagen wurde (Reoyo et al., 1998). Ein Vergleich von TgPMA1 mit samtlichen
P-Typ ATPasen anderer lonenspezifitat als fiir H* des Saccharomyces cerevisiae
Genoms, erbrachte signifikant geringere Aminosaureidentitaten von 18% bis 22%.
Von 118 Aminosauren aus P-Typ ATPasen von Pilzen und Pflanzen, die in keiner P-
Typ ATPase anderer lonenspezifitdt vorkommen und daher mit H*-Spezifitat in
Verbindung gebracht wurden (Wach et al., 1992), kommen uber 50% an den
entsprechenden Stellen auch in TgPMA1 vor.

Zusammengenommen deuten diese Daten sehr stark auf eine Rolle von TgPMA1 als
Protonenpumpe hin, auch wenn andere lonenspezifitaten nicht vollig ausgeschlossen

werden konnen.

4.2 Analyse der genetischen Organisation von tgpma1

Fir eine erfolgreiche Expression von TgPMA1 kommen zwei mdgliche Startcodons
in Betracht. Wahrend bei einer Translation ab ATGqggo (die Nummerierung der
Nukleotide bezieht sich auf die Sequenz im Anhang, Abb. 23) ein Protein mit einem
errechneten Molekulargewicht von 127 kDa kodiert wird, wirde ab ATG16 ein
Protein von 116 kDa entstehen. Die durchschnittliche GréRe von P-Typ Protonen
ATPasen anderer Spezies liegt bei 100 kDa, also in jedem Fall darunter. Da N- und

C-Terminus der P-Typ ATPasen nur sehr schwach konserviert sind, ist es alleine mit
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Homologievergleichen schwierig zu entscheiden, welches Startcodon das
wahrscheinlich verwendete ist.

Bei Eukaryonten findet meistens die Translationsinitiation am ersten AUG-Triplett
nach dem 5'-Ende statt. Nach dem ,Scanning-Modell’ bindet dabei die 40S
Untereinheit der Ribosomen an die 5-Cap Struktur der mRNA und ,scannt’ in 3'-
Richtung nach dem ersten AUG-Codon, welches innerhalb eines bestimmten
Nukleotidkontexts steht. Dies fuhrt dann zum Translationsstart, welcher positiv durch
die Consensus-Sequenz um das Startcodon beeinflusst wird (Kozak, 1987; Lutcke,
1987). FUr Toxoplasma gondii konnte eine Consensus-Sequenz ermittelt werden, die
leicht von der flr hdhere Eukaryonten geltenden Kozak-Sequenz abweicht (Seeber,
1997).

Die zwei mdglichen Startcodons von tgpma1 liegen 336 nt voneinander entfernt.
Betrachtet man die Consensus-Sequenz und vergleicht diese mit dem Kontext der
beiden potentiellen Startcodons (s. Tabelle 11), so zeigt sich ein entscheidender
Unterschied in der Position —3 bezogen auf das ATG. Da gerade ein Purin an dieser
Position eine wichtige Rolle bei der Translationsinitiation am ersten Startcodon spielt,
und dieses nur bei dem weiter 5'-gelegenen ATG1ggo zu finden ist, spricht dies flr
ATG1ggp als tatsachlichen Startpunkt der Translation (Kozak, 1989; Pain, 1996).

Startcodon Kontext

Toxoplasma Consensus-Sequenz gNCAAaATGg
ATG1sg0 TGAAGTATGG
ATG2216 CGAGTGATGG

Tabelle 11. Vergleich der unmittelbaren Nukleotidumgebung der potentiellen Translations-Startcodons

mit der flr Toxoplasma ermittelten Consensus-Sequenz.

Die zweite Aminosaure eines Proteins scheint bei der Proteinexpression in
Toxoplasma eine entscheidende Rolle zu spielen. In 32% von 86 untersuchten
Proteinen aus T. gondii kommt ein Alanin an zweiter Position vor, mit grolem
Abstand gefolgt von Arginin mit einem Vorkommen in 9% der Proteine (Matrajt et al.,
2002b). Auch dieser Befund spricht fur ATGqsgp als das tatsachlich verwendetes
Startcodon, da in diesem Fall ein Alanin an zweiter Position im Protein steht. Da es
sich bei ATGiggo um das erste Startcodon auf der mRNA handelt und unter
Berucksichtigung oben erwahnter Hinweise, soll es im Folgenden als das tatsachlich

verwendete Startcodon angesehen werden.
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Bei der Betrachtung der genomischen Organisation von tgpma1 fallen die beiden
Introns auf, bei denen sich eines unmittelbar 5 und das andere etwas 3’ des
Startcodons befindet. Zwei oder mehr Introns sind in T. gondii nichts ungewohnliches
und unterbrechen die Leserahmen etlicher Toxoplasma Gene. Aber ein Intron im 5'-
untranslatierten Bereich ist ungewohnlich und wurde in T. gondii bisher nur fir MAG1
beschrieben, das fur ein 65 kDa Antigen kodiert, welches in der Matrix und Wand von
Zysten vorkommt (Parmley et al., 1994). Hier konnte zwar keine Funktion des Introns
nachgewiesen werden, es wurde ihm aber eine regulatorische Rolle zugeschrieben,
da es wahrscheinlich das erste AUG Codon der mRNA von weiter 5’ gelegenen
Erkennungssequenzen der Translationsinitiation trennt.

Eine mogliche Polyadenylierungssequenz befindet sich zwischen den Nukleotiden
6427-6436, wie im Anhang, Abb. 23 angegeben (Webgene HCpola;
http://www.itba.mi.cnr.it/webgene/).

Promotoren in T. gondii sind nicht besonders gut untersucht. Zwar sind einige
stadienspezifische 5-UTRs beschrieben, die teilweise durch Deletionsstudien auf
wichtige Elemente reduziert werden konnten, doch sind kaum konservierte Elemente
bekannt (Bohne et al., 1997; Nakaar et al., 1998). Konventionelle cis-wirkende
eukaryontische Promotorelemente wie TATA-Box oder SP1 Motiv konnten bisher in
keiner 5-UTR von T. gondii gefunden werden. Analysen von 5-UTR Sequenzen
einiger Gene fuhrten allerdings zur Identifizierung der hochkonservierten
Heptanukleotidsequenz T/AGAGACG in den Promotor-Bereichen von GRA1, GRAZ2,
GRAS, GRA6, TUB1, SAG1 und MIC2 (Ajioka et al.,, 2001). Dieses Motiv kommt
auch in dem 27 bp Element vor, das in sechs Wiederholungen in tandem im 5-UTR
von SAG1 den Startpunkt der Transkriptionsinitiation festlegt (Soldati & Boorthroyd,
1995). Die Anzahl und Position dieser Heptanukleotidmotive ist in den untersuchten
Genen sehr variabel, ebenso ihre Orientierung, die direkt oder invertiert sein kann.
Promotor-Expressionsstudien mit CAT als Reporterprotein ergaben, dass eine
Deletion des Heptanukleotidmotivs, das dem Startcodon am nachsten ist, den
groldten Effekt auf die CAT Aktivitat zeigt (Soldati & Boothroyd, 1995; Mercier et al.,
1996). Dies deutet auf eine Funktion ahnlich der SP1 Elemente bei der Festlegung
des Startpunktes der Transkriptionsinitiation in der Abwesenheit von TATA Boxen
hin. Interessanterweise lassen sich auch in der 5UTR von fgpma1 einige dieser

Heptanukleotidmotive wiederfinden (s. Anhang, Abb. 23).
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Obwohl mehrere Versuche, den tatsachlichen Anfang der mRNA von tgpma1 per 5'-
RACE zu bestimmen fehlschlugen, konnte dieser durch versetzte 5’-Primer in einer
RT-PCR auf ca. 120 Nukleotide eingegrenzt werden. Die Sequenz GCAGTCC, die
an Position 1061-1067 innerhalb dieser Sequenz liegt, passt dabei genau zu der
Konsensussequenz PyPyA(+1)N(T/A)PyPy, die flir den Transkriptionsstartpunkt ,Inr
einer grof3en Gruppe von Genen vorgeschlagen wurde, denen TATA Boxen fehlen.
Dabei ist A+1 der Transkriptionsstart. Fur die T. gondii NTPase NTP3 konnte gezeigt
werden, dass eine Mutation der ,Inr“-ahnlichen Sequenz die Expression eines

Reportergens fast vollstandig inhibiert (Nakaar et al., 1998).

4.3 Aufgaben von P-Typ Protonen ATPasen

In den meisten hoheren Eukaryonten, deren externer pH-Wert neutral ist, werden
metabolisch generierte Protonen gegen Na® durch einen Na'/H*-Antiporter
ausgetauscht. Dies wird durch einen Na'-Gradienten erméglicht, der durch eine
Na*/K*-ATPase aufgebaut wird. Wenn aber der externe pH-Wert niedriger ist als der
innere, ist ein Na'/K'-Austausch energetisch unvorteilhaft. Deshalb verwenden
Zellen, die einen alkalischeren inneren pH-Wert (pH;) haben als ihre Umgebung,
meist ATP-getriebene Protonen Pumpen. Das Ausschleusen von Protonen ist
elektrogen und wird gewohnlich durch einen oder mehrere Anionen- oder
Kationenkanale unterstitzt, die dazu dienen, das Membranpotential aufrecht zu
erhalten und dabei die Effizienz der Pumpe noch verstarken (Vanderheyden et al.,
2000).

In Pilzen, Pflanzen und Protozoen konnten P-Typ Protonen ATPasen etliche
Funktionen nachgewiesen werden, wobei in Protozoen noch nicht sehr viel Uber die

Aufgaben dieser Klasse von Transportmolekilen bekannt ist.

4.3.1 P-Typ Protonen ATPasen in Pilzen

In Saccharomyces cerevisiae existieren zwei Isoformen einer P-Typ Protonen
ATPase, wobei eine (PMA1) essentiell fur das Wachstum der Hefen ist (Serrano et
al., 1986). Das Protein ist das Hauptoberflachenprotein von S. cerevisiae und macht

ca. 9% bis 20% des Gesamtproteinanteils der Plasmamembran aus (Perlin et al.,
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1989; Chang & Fink, 1995). Dabei ist die Menge des Proteins direkt proportional zur
Wachstumsgeschwindigkeit der Hefen. Neben der Menge an Protein kann auch die
Aktivitast des Enzyms durch &uBere Einflisse wie pH-Anderungen,
Glucosekonzentration oder Hitzeschock um das zwei- bis dreifache reguliert werden
(Eraso & Gancedo, 1987). Das Enzym baut einen Protonengradienten Uber der
Plasmamembran auf, der flr eine Nahrstoffaufnahme durch Symport von Protonen
essentiell ist. Ferner wird dem Protein eine strukturelle Rolle in der Plasmamembran
zugesprochen und es wird mit der Aufrechterhaltung des intrazellularen pH Wertes in
Verbindung gebracht. In einer Reihe wichtiger pathogener Pilze, wie Candida
albicans, Aspergillus fumigatus und Cryptococcus neoformans wurde die
Plasmamembran Protonen ATPase durch ihre essentiellen Aufgaben als neuer
Angriffspunkt fur Arzneimittel postuliert (Monk et al., 1995; Soteropoulos et al., 2000;
Burghoorn et al., 2002). Das Fehlen von P-Typ Protonen ATPasen in den Zellen
héherer Tiere und die recht groflen Unterschiede in der Sequenz zu Transportern
anderer lonenspezifitdten machen sie dafur geeignet. Bereits in der Medizin
verwendete P-Typ ATPase-Hemmer wie Digoxin, Omeprazol, Oubain oder
Staurosporin zeigen, dass trotz ihrer gro3en Verbreitung selektiv einzelne Typen von

ATPasen gehemmt werden kdnnen (Perlin, 1998).

4.3.2 Pflanzen: viele Isoformen an P-Typ Protonen ATPasen

In allen bisher untersuchten Pflanzen wurde jeweils eine grof3e Anzahl Isoformen von
P-Typ Protonen ATPasen gefunden. Durch das Arabidopsis Genom Projekt
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000) weil3 man mittlerweile, dass es 12 Arabidopsis
Gene fir P-Typ H" ATPasen gibt, von denen eines wahrscheinlich ein Pseudogen ist.
Im Genom von Nicotiana plumbaginifolia wurden bisher neun entsprechende Gene
gefunden (Boutry et al.,, 1989; Oufattole et al., 2000), was die Meinung bestatigt,
dass es in jeder Pflanze eine groRe Familie an H*-ATPasen gibt. Plasmamembran
H*-ATPasen sind in der Pflanze sehr verbreitet- sie wurden bisher in fast jedem
untersuchten Zelltyp gefunden. Allerdings haben manche Zelltypen wesentlich
hdéhere Konzentrationen dieser Proteine, als andere. Im Allgemeinen sind die
Zelltypen mit hohem Vorkommen an H*-ATPasen auf besonders aktiven Transport
spezialisiert und akkumulieren l6sliche Stoffe aus ihrer Umgebung (Palmgren, 2001).

So sind H*-ATPasen essentiell fir die Beladung von Sucrose und mdglicherweise
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anderer photosynthetischer Assimilate ins Phloem (Zhao et al., 2000). Eine
Regulierung der Stomatadffnung kann, ebenso wie die Nahrstoffaufnahme der
Wurzeln und die Beladung des Xylems wahrscheinlich ebenfalls auf die Wirkung von
H*-ATPasen zurlickgefiihrt werden (Assmann et al., 1985; Parets-Soler et al., 1990).
Neben ihrer Hauptaufgabe, der Aktivierung des sekundaren Metabolittransports,
kommen Plasmamembran H*-ATPasen aber noch eine Reihe anderer Funktionen
zu. Durch einen Protonengradienten kann zum Beispiel eine Salztoleranz der Pflanze
induziert werden, wobei ein Na’/H*-Antiport ermdglicht wird. So erklart sich auch die
Akkumulierung von H*-ATPase mRNA in den Wurzeln und Blattern wahrend
Salzstress. Die Aufrechterhaltung des pH; konnte in Pflanzen noch nicht auf eine
alleinige Wirkung der Plasmamembran H*-ATPasen zuriickgefiihrt werden, aber es
scheint gesichert, dass sie zumindest darin involviert sind (Morsomme & Boutry,
2000). Ebenso konnten H*-ATPasen fir das Langenwachstum und die zellulére
Expansion verantwortlich gemacht werden (Palmgren, 2001; Rayle & Cleland, 1992).
Selbst so spezialisierte Aufgaben, wie die Ansauerung des Verdauungssaftes
fleischfressender Pflanzen, oder der Metabolitaustausch von Leguminosen mit
symbiontischen Bakteroiden kénnen auf P-Typ H*-ATPasen zuriickgefiihrt werden
(An et al., 2001; Fedorova et al., 1999).

Bei der Vielzahl an Aufgaben, die H*-ATPasen in Pflanzen zu erfiillen haben, ver-
wundert die grol3e Anzahl an Isoformen nicht, die differentiell in den verschiedenen
Zelltypen exprimiert werden. Eine biochemische Charakterisierung einzelner Enzyme
wurde zunachst durch die gleichzeitige Expression mehrerer Isoformen in einer Zelle
erschwert. Mittlerweile ist aber eine heterologe Expression von P-Typ H*-ATPasen in
Hefemutanten méglich, in denen die beiden endogenen H*-ATPasen entweder dele-
tiert wurden, oder durch einen induzierbaren Promotor ausgeschaltet werden kénnen
(Villalba et al., 1992). Es konnte gezeigt werden, dass P-Typ H'-ATPasen aus
Pflanzen und anderen Spezies in diesem heterologen Expressionssystem die essen-
tielle Rolle der Hefe PMA1 komplementieren kdnnen (Palmgren & Christensen,
1993). Dabei funktioniert eine erfolgreiche Komplementation nicht mit allen H*-
ATPasen, was womadglich in erster Linie auf eine autoinhibitorische Domane am C-
Terminus von pflanzlichen H*-ATPasen zurlickzufiihren ist, wodurch das Protein in
Hefe zwar synthetisiert, aber nicht zur Plasmamembran transportiert wird (Dambly &
Boutry, 2000; Maudoux et al., 2000). Durch die erfolgreiche Expression mehrerer

Isoformen in Hefe wurde der Nachweis ermdglicht, dass diese unterschiedliche
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enzymatische Aktivitaten aufweisen und den Hefemutanten verschiedene pH-Sensi-
tivitaten verleihen (Palmgren et al., 1994; Luo et al., 1999). Mutationen dieser
heterolog exprimierten Proteine konnen die Aktivitat der Enzyme noch verstarken
und damit Hefen das Wachstum auf niedrigeren pH-Werten erlauben (Morsomme et
al., 1996).

4.3.3 P-Typ Protonen ATPasen in Protozoen

4.3.3.1 Funktion von P-Typ H*-ATPasen in Flagellaten

In Protozoen konnten auch P-Typ H™-ATPasen nachgewiesen werden, deren
Funktion in einigen Fallen auch aufgeklart werden konnte. In ihrem Entwicklungs-
zyklus wandeln sich Leishmania Parasiten von den Promastigoten zu Amastigoten
um. Wahrend Promastigoten flagelliert sind und im pH neutralen Darm des Vektors
des Parasiten, der Sandfliege, leben, finden sich die obligat intrazellularen unbeweg-
lichen Amastigoten im sauren Milieu von Phagolysosomen in Makrophagen von
Saugetieren. Die erfolgreiche Anpassung und das Uberleben des Parasiten in diesen
stark unterschiedlichen Umgebungen hangt von seiner Fahigkeit ab, Nahrstoffe aus
seiner Umgebung aufzunehmen und das intrazellulare Milieu konstant zu halten. Die
beiden Lebensstadien zeigen verschiedene Abhangigkeiten des Metabolismus:
wahrend Promastigoten wesentlich mehr L-Prolin aufnehmen als Amastigoten und
dies als Hauptenergiequelle nutzen, decken Amastigoten ihren Energiebedarf eher
durch Fettsauren (Krassner & Flory, 1972; Hart & Coombs, 1982). Mit Inhibitions-
studien konnte gezeigt werden, dass die aktive Aufnahme von L-Prolin und Glucose
in Leishmania donovani Promastigoten und Amastigoten abhangig von einem pH-
Gradienten und dem Membranpotential ist, die beide von einer Protonen ATPase
aufgebaut werden. Ob diese ATPase vom P- oder V-Typ ist, wurde nicht untersucht
(Glaser & Mukkada, 1992; Glaser et al., 1992). Eine Vanadat-sensitive P-Typ
ATPase, die eine Aktivitat im Transport von Protonen zeigte, konnte auf der Ober-
flache von Leishmania donovani Promastigoten nachgewiesen werden (Zilberstein &
Dwyer, 1988; Liveanu et al., 1991; Anderson et al., 1994). Zwei Gene, die beide fur
P-Typ H'-ATPasen kodieren, werden in Leishmania donovani differentiell exprimiert.
Die beiden Gene, LDH1A und LDH1B, liegen in tandem etwa 2 kb voneinander ent-
fernt und unterscheiden sich nur durch 34 Nukleotide. Wahrend LDH1A in beiden
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Lebensstadien gleich stark exprimiert wird, zeigt LDH1B eine wesentlich starkere
Expression in Amastigoten (Meade et al., 1987; 1989). Beide Gene sind in den ver-
schiedenen Leishmania Spezies hochkonserviert (Meade et al., 1991). In Leishmania
major Promastigoten wurde neben der H*-ATPase auch eine Rolle von ClI'-Kanalen
bei der Aufrechterhaltung des pH; und Membranpotentials festgestellt (Vieira et al.,
1995). Dies steht in guter Ubereinstimmung mit dem Befund, dass eine P-Typ H*-
ATPase in Leishmania mexicana amazonensis Amastigoten fur die Aufrechterhal-
tung des intrazellularen pH Wertes und Membranpotentials verantwortlich ist,
wahrend Promastigoten ihren pH; nur sehr schlecht regulieren kdnnen (Marchesini &
Docampo, 2002).

Zusammenfassend deutet alles auf unterschiedliche Regulierungsvorgange des pH;
und der Nahrstoffaufnahme in den beiden Lebensstadien von Leishmania spp. hin,

die von verschiedenen P-Typ H*-ATPase Isoformen abhéngig sind.

Ahnlich sieht es bei den verwandten Trypanosomen aus. Trypanosoma brucei, der
Erreger der Schlafkrankheit, lebt in Vertebraten extrazellular im Blut. Die Blutformen
des Erregers sind dabei einem konstanten auf3eren pH-Wert ausgesetzt. Werden die
Parasiten von blutsaugenden Tsetsefliegen aufgenommen, wandeln sie sich im
Mitteldarm des Insekts in die prozyklische Form um. Hier sind sie einem sauren
aulderen pH-Wert ausgesetzt. Die unterschiedlichen dul3eren Bedingungen machen
sich auch in verschiedenen metabolischen Adaptionen des Parasiten bemerkbar. Die
Blutformen des Erregers finden im Blut konstante Konzentrationen von Glucose vor.
Die Energiegewinnung erfolgt dabei ausschliel3lich uber Glykolyse. Eine Glucose-
aufnahme erfolgt Uber einen Glucosetransporter in der Plasmamembran durch einen
diffusionsabhéngigen Vorgang, unabhéngig von Na*-, oder H*-Gradienten (Seyfang
& Duszenko, 1991). Durch Glykolyse wird Glucose zu Pyruvat abgebaut, welches
uber einen Pyruvattransporter diffusionsabhangig wieder ins Blut abgegeben wird
(Wiemer et al., 1992; Barnard et al., 1993). Bei der Differenzierung in die pro-
zyklische Form andern sich die aulderen Verhaltnisse und der Parasit passt sich den
neuen Lebensbedingungen entsprechend an. Durch Herunterregulierung der Pyruvat
Kinase wird nun 100-fach weniger Pyruvat abgegeben, als in der Blutstromform
(Barnard & Pedersen, 1994). Die Hauptsubstrate des Metabolismus der
prozyklischen Form sind Aminosauren und Glucose, die durch einen aktiven Trans-

portprozess, abhangig von einem Protonengradienten aufgenommen werden
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kénnen, wobei Glykolyse und oxidative Phosphorylierung stattfinden (Zilberstein,
1993). Auch die Regulierung des pH; spiegelt die externen Bedingungen wieder und
findet in den beiden Lebensstadien Uber verschiedene Mechanismen statt. Wahrend
die prozyklische Form ihren pH; auch bei groReren dulleren Schwankungen konstant
halten kann und vor allem eine H'-ATPase fir diesen Zweck verwendet, kann die
Blutstromform ihren pH-Wert nur sehr schlecht schwankenden externen pH-Werten
anpassen. Fur die Regulierung wird hierbei zwar zu einem geringen Anteil auch eine
H*-ATPase gebraucht, doch die Hauptaufgabe erledigt in diesem Lebensstadium ein
Pyruvat/ H*-Symporter (Fraser-L'Hostis et al., 1997; Vanderheyden et al., 2000).
Neben der Protonenpumpe exprimieren beide Lebensstadien noch eine Na*-Pumpe,
die neben dieser fur die Generierung des Membranpotentials verantwortlich gemacht
wird. Dabei kommt in der prozyklischen Form auch fur diese Aufgabe vor allem die
H*-ATPase auf, wahrend in der Blutstromform eine Na’-Pumpe die Hauptaufgabe
ubernimmt (Van Der Heyden & Docampo, 2002a). Neben der P-Typ Protonen
ATPase ubernimmt auch eine V-Typ Protonen Pyrophosphatase (V-H(+)-PPase) die
Rolle der pH;i-Regulation. Mutanten mit geringerer Expression der V-H(+)-PPase VP1
in entweder der prozyklischen oder der Blutstromform haben Defekte bei der Auf-
rechterhaltung ihres intrazellularen pH Wertes, verbunden mit einer reduzierten
Wachstumsrate (Lemercier et al., 2002).

Wiederum ahnlich sind die Verhaltnisse in Trypanosoma cruzi, dem Erreger der
Chagas-Krankheit. Wahrend in allen Lebensstadien, Trypomastigoten, Epimastigoten
und Amastigoten, eine H*-ATPase eine groRRe Rolle bei der Aufrechterhaltung des
Membranpotentials spielt, wird diese nur in Trypomastigoten durch eine Na*-Pumpe
unterstutzt (Van Der Heyden & Docampo, 2002b). Zwei P-Typ Protonen ATPasen,
deren Gene TcHA1 und TcHAZ2 analog denen in Leishmania strukturiert und zu 80%
mit diesen identisch sind, wurden im Genom von T. cruzi entdeckt (Meade et al.,
2000). Diese werden differentiell in den verschiedenen Lebensstadien des Parasiten
exprimiert, TcHAZ2 vor allem in Trypomastigoten und TcHA7T in erster Linie in
Epimastigoten. Beide Proteine stellen funktionelle Plasmamembran H*-ATPasen dar,
was durch erfolgreiche Komplementierung von Hefemutanten bewiesen werden
konnte (Luo et al., 2002).

Amastigoten und Trypomastigoten regulieren beide ihren pH; Uber Plasmamembran
Protonen ATPasen, die von K'- und CI-Kandlen unterstiitzt werden (Van Der

Heyden & Docampo, 2000). Die Wirkungsweise der Protonen ATPase, die den pH;
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reguliert, scheint sich aber bei Amastigoten und Trypomastigoten zu unterscheiden.
Wahrend in beiden Lebensstadien eine V-Typ H*-ATPase auf der Oberflache und in
intrazellularen Kompartimenten des Parasiten nachgewiesen werden konnte, deren
Funktion den pH-Wert beeinflusst, schleust diese nur in Amastigoten Protonen aus
dem Parasiten heraus (Benchimol et al., 1998). Es wurde postuliert, dass V-Typ H*-
ATPasen in der reduzierenden Umgebung des Zytoplasmas wahrscheinlich aktiv,
dagegen aber in der putativ oxidierenden Umgebung vieler Plasmamembranen inak-
tiv sind (Harvey & Wieczorek, 1997). Intrazellulare Parasiten, die im Kontakt mit dem
Zytosol ihrer Wirtszelle stehen, sollten sich dabei wie intrazellulare Organelle ver-
halten, so dass V-Typ H*-ATPasen in ihrer Plasmamembran aller Wahrscheinlichkeit
nach aktiv sind (Moreno et al.,, 1998). Dies konnte auch die oben beschriebene
stadienspezifische Protonenausschleusung durch V-Typ Protonen ATPasen bei

(intrazellularen) T. cruzi Amastigoten und (extrazellularen) Epimastigoten erklaren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass P-Typ Protonen ATPasen ein breites
Spektrum an Aufgaben zuteil wird, wobei ihre Hauptaufgabe in allen untersuchten
Spezies in der Generierung und Aufrechterhaltung eines Protonengradienten liegt,
der fur sekundaren Metabolittransport und Membranpotential wichtig ist. Allerdings
kénnen Aufgaben wie die Aufrechterhaltung des pH; auch durch V-Typ H*-PPasen
oder H*-ATPasen (bernommen werden und werden oft nicht alleine von P-Typ H*-
ATPasen erfullt.

4.3.3.2 Transportvorgange in Plasmodium

Da T. gondii oft als Modellorganismus fur Plasmodium bezeichnet wird, stellt sich die
Frage, ob P-Typ ATPasen in Plasmodium ahnlich vertreten sind, wie in Toxoplasma
und vielleicht ahnliche Aufgaben Ubernehmen. Nach der Komplettierung des
Genomprojektes flr Plasmodium falciparum und Plasmodium yoelii yoelii (Gardner et
al., 2002; Carlton et al., 2002) kann uber eine Datenbankabfrage das komplette
Genom beider Spezies nach P-Typ ATPasen durchsucht werden. In beiden
Plasmodium Spezies lassen sich mindestens zehn unterschiedliche P-Typ ATPasen
finden. Darunter befinden sich die bereits untersuchten PfATPasen 1-6 aus
Plasmodium falciparum (Krishna et al., 1993; Trottein & Cowman, 1995; Rozmajzl et

al., 2001), als auch bisher noch unbekannte Proteine. Durch Homologien zu
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bekannten ATPasen lassen sich diese in Schwermetall-transportierende ATPasen
(Subtyp 1), Ca**-ATPasen (Subtyp II), Phospholipid-transportierende ATPasen (Sub-
typ 1V) und P-Typ ATPasen des Subtyps V mit bisher unbekannter Spezifitat eintei-
len. Auffallig ist hierbei, dass im Genom von P. falciparum und P. yoelii yoelii keine
Typ Il P-Typ ATPasen kodiert sind. Um eine mogliche Erklarung dieses Unterschie-
des zu T. gondii zu finden, muss kurz etwas Uber lonentransport in Plasmodium
falciparum und die bereits charakterisierten P-Typ ATPasen aufgefuhrt werden.

Durch den Stich infizierter Anopheles Micken kommen die Sporozoiten ins Blut des
Menschen, von wo aus die Parasiten sich zunachst in der Leber weiterentwickeln
und danach wieder in die Blutbahn zuriickkehren, um Erythrozyten zu befallen und
sich in ihnen innerhalb einer parasitophoren Vakuole zu vermehren und weiterzuent-
wickeln. Infizierte Erythrozyten werden dabei vom Parasiten extensiv modifiziert, es
wird ein tubovesikulares Netzwerk aufgebaut, das die parasitophore Vakuole mit der
Peripherie des Erythrozyten verbindet. Es wird angenommen, dass durch dieses
Netzwerk Nahrstoffe wie Nukleoside und Aminosauren effizient in den Parasiten
gelangen konnen (Lauer et al., 1997). Der Metabolismus der Lebensstadien inner-
halb der Erythrozyten hangt stark von Energiegewinnung durch Glykolyse ab, die zu
der Produktion von Lactat fihrt (Sherman, 1979). Lactat und durch ATP-Hydrolyse
generierte Protonen werden durch einen Lactat/ H*-Symporter in der Plasma-
membran aus dem Parasiten entfernt, und dadurch sowohl der pH; reguliert, als auch
die Glykolyse effizient gehalten (Elliot et al., 2001). Der Hauptteil der Protonen wird
durch diesen Lactat-Symport aus der Zelle transportiert (Ginsburg, 2002), aber
daneben konnten noch drei weitere Protonen-Pumpen in der Plasmamembran des
Parasiten nachgewiesen werden: eine V-Typ H*-ATPase und zwei V-Typ H*-PPasen
(Saliba & Kirk, 1999; Mcintosh et al., 2001). Durch Inhibitorstudien konnte gezeigt
werden, dass die V-Typ H*-ATPase fir die Aufrechterhaltung des pH; des Parasiten
und eine Ansauerung des Zytoplasmas des Erythrozyten verantwortlich ist, also
einen Protonengradienten Uber der Plasmamembran des Parasiten aufrecht erhalt
(Saliba & Kirk, 1999; Hayashi et al., 2000). Der Protonengradient wird in Plasmodium
wie in anderen Organismen dazu gebraucht, um Nahrstoffe in die Zelle zu transpor-
tieren, wie im Falle von Pantothenat gezeigt werden konnte (Saliba & Kirk, 2001).
Beide Typen von V-Typ Protonen Pumpen konnten auch in der Membran der Ver-
dauungsvakuole des Parasiten nachgewiesen werden, wo sie ahnlich den sauren

Tonoplasten von Pflanzen fiur eine Ansauerung des Innenraums dieses Organells
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sorgen (Saliba et al., 2003). V-Typ Protonen ATPasen werden auch in zunehmen-
dem Male in den Plasmamembranen tierischer Zellen gefunden, wo sie wichtige
spezialisierte Aufgaben ubernehmen (Finbow & Harris, 1997).

Die P-Typ ATPasen aus Plasmodium unterscheiden sich von P-Typ ATPasen aus
anderen Spezies, indem sie nur sehr geringe Ahnlichkeiten in ihrer Sequenz aufwei-
sen und teilweise extrem hydrophile Insertionen enthalten. Diese sogenannten
,malarial inserts“ wurden auch in anderen Proteinen aus Plasmodium gefunden und
scheinen keinen Einfluss auf die Struktur und enzymatische Aktivitat der Proteine zu
auszulben (Krishna et al., 2001).

Warum Plasmodium keine P-Typ Protonen ATPase, sondern V-Typ Protonen
ATPase und PPase in der Plasmamembran besitzt, kann hier nicht beantwortet
werden. Es ist aber interessant, dass auch durch die angelaufenen Genomprojekte
anderer Apicomplexa, wie Babesia bovis, Eimeria tenella und Cryptosporidium

parvum bisher noch keine P-Typ Protonen ATPasen gefunden werden konnten.

4.3.3.3 Transportprozesse in Toxoplasma gondii

Uber Transportprozesse in T. gondii ist recht wenig bekannt und die meisten
Untersuchungen haben sich bislang auf das Tachyzoitenstadium beschrankt.

Nach Infektion mit Tachyzoiten kann ein Absinken der Na’-Konzentration im
Wirtszellzytoplasma beobachtet werden, wahrend gleichzeitig die Konzentrationen
an K" und CI steigen (Bouchot et al., 1999). Da die parasitophore Vakuole wie ein
Molekularsieb funktioniert und kleinere Substanzen als 1300 kDa, einschlief3lich
lonen, ungehindert zwischen Wirtszelle und parasitophorer Vakuole diffundieren
konnen (Schwab et al., 1994), wirken sich lonentransportvorgdnge des Parasiten
innerhalb der Vakuole direkt auf das Membranpotential der Wirtszelle aus. So findet
nach Infektion mit T. gondii eine Hyperpolarisation der Wirtszellplasmamembran statt
(Bouchot et al., 2001).

Was Protonen ATPasen betrifft, wurde bereits eine V-Typ H*-ATPase in T. gondii
identifiziert (Moreno et al., 1998). Das Enzym befindet sich auf der Plasmamembran
und in zytoplasmatischen Vesikeln innerhalb von Tachyzoiten. Eine Inhibitionsstudie
zeigte, dass die V-Typ H'-ATPase fir die Aufrechterhaltung des pH; und
Membranpotentials wichtig ist. Uber eine Expression und Funktion in Bradyzoiten ist

nichts bekannt.
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Die T. gondii P-Typ Ca®**-ATPase TgA1 wurde kloniert und charakterisiert (Luo et al.,
2001). Das Gen wird sowohl in Tachyzoiten, als auch in Bradyzoiten exprimiert.
TgA1 Iakt sich auch auf der Plasmamembran, aber vor allem in zytoplasmatischen
Vakuolen von Tachyzoiten und Bradyzoiten nachweisen. Diese Vakuolen konnten als
Acidocalcisomen identifiziert werden, einem sauren Organell, das zuvor in
Trypanosomen beschrieben worden war. Acidocalcisomen stellen einen
intrazelluldren Speicher von Ca?*, Mg®*, Zink und Polyphosphaten dar, was an
isolierten Acidocalcisomen von T. gondii bestatigt werden konnte (Rodrigues et al.,
2002). Fir dieses Organell typisch sind die Transportproteine, die in der Membran
gefunden werden konnen. Unter anderem lassen sich dort typischerweise neben
einer V-Typ H*-ATPase, einer Ca**-ATPase, und einem Na*/K*-Austauscher auch V-
Typ H*-PPasen finden. Letztere wurde auch in Toxoplasma zunachst biochemisch
identifiziert und charakterisiert, spater durch Klonierung und Expression in Hefe
bestatigt (Rodrigues et al., 2000; Drozdowicz et al., 2003). Die V-Typ H'-PPase
TgVP1 spaltet Pyrophosphat und pumpt K'-abhangig Protonen in die
Acidocalcisomen, wodurch sich dieses Organell erheblich ansauert. Die Verteilung
von TgVP1 in der Zelle ist dynamisch und andert sich bei der Invasion einer
Wirtszelle. Wahrend das Protein normalerweise hauptsachlich apikal punktiert
innerhalb des Parasiten nachzuweisen ist, verandert sich diese Verteilung wahrend
einer Wirtszellinvasion derart, dass sich eine gurtelahnliche Struktur um den
Parasiten ausbildet, die im Laufe der Invasion posterior wandert. Inhibitoren des
Enzyms blockieren allerdings nicht die Invasion, sondern die Replikation
intrazellularer Parasiten. Es wurde eine wichtige Rolle von TgVP1 bei der
Bereitstellung eines Ca’*-Speichers postuliert, der fiir die Motilitat des Parasiten und
wahrend der Invasion bendtigt wird (Drozdowicz et al., 2003). Ob das Protein auch
auf der Plasmamembran lokalisiert ist, ist umstritten (Luo et al., 2001; Drozdowicz et
al., 2002). Wieder beschrankten sich alle durchgefuhrten Studien auf das
Tachyzoitenstadium, so dass eine Rolle von TgVP1 in Bradyzoiten vollig ungeklart
bleibt.

Fasst man alle bisher aufgefiihrten Daten Uber P-Typ und V-Typ H*-ATPasen und
PPasen in Protozoen zusammen, scheint es eher so, als ware die bradyzoitspezi-
fische Expression von TgPMA1 eine Anpassung an die besonderen Lebensbe-
dingungen in den Zysten wahrend dieses Lebensstadiums. Ob eine Expression einer
weiteren P-Typ H'-ATPase (wie TgPMA2) auf der Oberfliche von T. gondii
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Tachyzoiten stattfindet, muss noch gezeigt werden. Innerhalb der Apicomplexa
scheint also nicht Plasmodium durch das Fehlen einer P-Typ H*-ATPase, sondern
Toxoplasma durch die Anwesenheit eines solchen lonentransporters herauszu-
stechen.

Ihren phylogenetischen Ursprung haben viele Gene der Apicomplexa in einer Grin-
oder Rotalge, die durch sekundare Endosymbiose aufgenommen wurde und deren
Uberbleibsel im heutigen Apicoplasten des Parasiten zu finden sind. Deshalb
verwundert es auch nicht weiter, dass sehr viele Proteine aus T. gondii oder anderen
Apicomplexa groRe Ahnlichkeiten zu Griin- oder Rotalgen aufweisen (Roos et al.,
1999). Wie auch bei anderen extrachromosomalen Genomen fand in Apicoplasten im
Laufe der Evolution ein Gentransfer vom Plastid in den Nukleus statt, so dass viele
Gene im Nukleus kodiert werden, ihr phylogenetischer Ursprung aber im Vorlaufer
des Apicoplasten liegt. Dies erklart auch die groRe Ahnlichkeit von tgpmat zu
Homologen aus Rotalgen und Archaebakterien. Wie oben erwahnt, konnte im
Gegensatz zu den ubrigen Angehorigen der Apicomplexa bisher nur in Toxoplasma
eine P-Typ H'-ATPase gefunden werden. Phylogenetisch betrachtet ist daher davon
auszugehen, dass das Gen im Laufe der Evolution in den ubrigen Vertretern der

Apicomplexa verloren ging und nur in T. gondii erhalten blieb.

4.4 Charakterisierung der tgpma1 Gendeletionsmutante

Die erfolgreiche Disruption von tgpmat in Tachyzoiten von T. gondii beweist, dass
das Gen fur dieses Lebensstadium nicht essentiell ist, wie durch die bradyzoitspe-
zifische Expression auch zu vermuten war. In Pilzen wie Saccharomyces cerevisiae
und wahrscheinlich in Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans und Cryptococcus
neoformans stellt die P-Typ Protonen ATPase ein essentielles Gen dar (Serrano et
al., 1986; Burghoorn et al., 2002; Reoyo et al., 1998; Soteropoulos et al., 2000).
Allerdings lasst sich die zweite Isoform PMAZ2 in Saccharomyces ohne einen erkenn-
baren Phanotyp ausschalten, ist also mit Sicherheit auch nicht essentiell (Supply et
al., 1993).

Parasiten der tgpma1 Gendeletionsmutante sind in der Lage, sowohl in vitro, als
auch in vivo infektiose Zysten zu bilden. Moglicherweise kann ein anderes Enzym,
eine V-Typ H'-ATPase oder die zweite Isoform TgPMA2 das Fehlen von TgPMA1
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komplementieren, oder TgPMA1 wird fir die Bildung von Zysten nicht bendtigt. In der
Wachstumsrate von Tachyzoiten und von sich differenzierenden Parasiten zeigte
sich ebenfalls kein Unterschied zwischen wildtypischen und tgpma1™ Parasiten, was
wiederum zeigt, dass TgPMA1, im Unterschied zu Saccharomyces PMA1, die
Wachstumsrate nicht beeinflusst. Im Falle der Hefe PMA1 konnte gezeigt werden,
dass die Proteinmenge direkt proportional zur Wachstumsrate ansteigt und auf diese
einen direkten Einfluss ausubt (Rao et al., 1993).

Obwohl in vivo kein Unterschied in der Zystenmenge zwischen einer Infektion von
Mausen mit Wildtyp und tgpma1 Parasiten festgestellt werden konnte, war bei der
Induktion einer Stadienkonversion in vitro ein deutlicher Unterschied im
Expressionsmuster aller per Immunfluoreszenz untersuchten bradyzoitspezifischen
Proteine sichtbar. Dieser beobachtete Phanotyp der Gendeletionsmutante rtuhrt von
einer unterschiedlichen Effizienz in der Stadienkonversion zwischen den Wildtyp und
tgpma1” Parasiten her. Wie eingangs bereits erwahnt, wird bei Stadienkonversions-
versuchen in der Zellkultur eine Art von Stress auf die Parasiten appliziert, der immer
auch fur die Wirtszellen toxisch ist. So lassen sich derartige Versuche nur Uber die
Dauer von ein paar Tagen durchfihren und die so induzierten Bradyzoiten unter-
scheiden sich noch erheblich von solchen, die aus chronisch infizierten Mausen
isoliert werden konnen. Wahrend der Stadienkonversion in vivo treten auch zunachst
Zwischenformen auf, also Parasiten, die sowohl tachyzoit-, als auch bradyzoitspe-
zifische Proteine exprimieren (Ferguson & Hutchison, 1987). Die durch in vitro
Induktion erzeugten Bradyzoiten ahneln diesen insofern, dass bestimmte ,spate’
Bradyzoitenmarker wie Pb21 entweder gar nicht, oder nur selten zu beobachten sind
und auch oft eine Co-Expression von Tachyzoiten- und Bradyzoitenmarkern auftritt.
In der Zellkultur lassen sich also nur die ersten Schritte der Stadienkonversion zum
Bradyzoiten induzieren, wahrend spatere Schritte nur in vivo auftreten.

Wahrend der Stadienkonversion in vitro zeigte sich ein deutlicher Unterschied
zwischen den tgpma1  Parasiten und dem Ausgangsstamm. Bei Parasiten der
Mutante lie® sich zwar eine Stadienkonversion induzieren, die Differenzierungsrate
war aber fur die meisten untersuchten Bradyzoitenmarker in der Immunfluoreszenz
um den Faktor vier bis sechs niedriger, als im Wildtyp. Dies kdonnte dadurch erklart
werden, dass die Induktion der Stadienkonversion, also der Reiz, der die
Differenzierung auslost, in tgpma1™ Parasiten starker sein muss. Die Reizschwelle

scheint in den Mutanten hoher zu liegen, so dass ein starkerer, oder langer
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wirkender Reiz nétig ist, um in den Parasiten eine Stadienkonversion auszulésen. Im
Einklang mit dieser Hypothese steht auch das Ergebnis der verschiedenen, an der
Gendeletionsmutante ausgetesteten Methoden zur Induktion der Stadienkonversion.
Wahrend ein pH-Shift sich als zuverlassigste Methode herausstellte und bei 60-90%
der Parasiten des Wildtyps eine Expression der meisten Bradyzoitenmarker
induzierte, konnten durch extrazellulare Inkubation oder Behandlung mit Oligomycin
und SNP nur in 20-30% der wildtypischen Parasiten eine Stadienkonversion induziert
werden. Der Reiz, den diese Shift-Methoden auf die Parasiten ausubten, war also
entsprechend niedriger, als eine Anderung des &uBeren pH-Wertes. In der
Gendeletionsmutante konnten diese schwacheren Reize dementsprechend auch nur
bei 1-5% der Parasiten eine Stadienkonversion auslésen, deutlich weniger, als durch
einen pH-Shift induziert wurden. Doch obwohl die Differenzierungsrate der Mutante
deutlich niedriger war, konnten bei den in vivo Infektionsversuchen Kkeine
Unterschiede in der Zystenzahl im Gehirn chronisch infizierter Mause festgestellt
werden. Dies deutet darauf hin, dass sich ausdifferenzierte Bradyzoiten zwischen
Deletionsmutante und Wildtyp nicht weiter unterscheiden. Die Stadienkonversion
wird oft als ein Mechanismus beschrieben, der es dem Parasiten ermdglicht, der
wahrend der akuten Phase der Infektion entstehenden Immunantwort des Wirtes zu
entkommen. Ob die durch die Immunantwort bedingte Differenzierungsrate der
tgpma1” Parasiten sich von der des Ausgangsstammes unterscheidet, geht aus den
durchgefuhrten Experimenten nicht hervor. Gesichert ist aber, dass sich die
Mutanten auch in vivo differenzieren kénnen und die Differenzierungsrate
ausreichend ist, ahnliche Zystenzahlen wie der Ausgangsstamm im Gehirn von
Mausen zu erzeugen. Demnach muss TgPMA1 eine Rolle wahrend der frihen
Phase der Stadienkonversion spielen, die im spateren Verlauf der Differenzierung
nicht mehr notig ist.

Eine genauere Untersuchung des in vitro beobachteten Phanotyps wurde durch RT-
PCR ermoglicht. Da samtliche durch Antikbrper nachgewiesenen Bradyzoiten-
proteine eine ahnliche verringerte Differenzierungsrate in der Gendeletionsmutante
zeigten war es von Interesse, die Expression weiterer bradyzoitspezifisch regulierter
Gene zu untersuchen. Hierdurch sollte festgestellt werden, ob einige stadienspezi-
fische Gene nicht vom Fehlen der TgPMA1 Expression beeinflusst wurden, oder ob
tatsachlich alle bradyzoitspezifischen Gene betroffen waren. Die Auswahl der zu

untersuchenden Gene richtete sich dabei nach zwei kurz zuvor veroffentlichten
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Arbeiten mit T. gondii Differenzierungsmutanten, die durch Microarrays mit den je-
weiligen Wildtypen verglichen worden waren (Matrajt et al., 2002a; Singh et al.,
2002). Die durch chemische oder Insertionsmutagenese erzeugten Mutanten waren
dabei in beiden Fallen auf Defekte in der Bradyzoitendifferenzierung selektiert wor-
den und zeigten einen vergleichbaren Phanotyp mit der tgpma1 Gendeletions-
mutante: eine verringerte Stadienkonversionsrate in vitro. Allerdings konnten Matrajt
et al. eine erhdohte Wachstumsrate ihrer Differenzierungsmutanten unter Stadien-
konversionsbedingungen (Pyrimidinmangel und pH-Shift) feststellen, die die tgpma1
Deletionsmutante nicht aufwies. Singh et al. konnten fir ihre Differenzierungs-
mutanten eine verringerte Zystenbildung in Mausen nachweisen. Das Trans-
kriptionsprofil der Differenzierungsmutanten wies starke Ahnlichkeiten, aber auch
einige Unterschiede zu der tgpma1 Gendeletionsmutante auf (s. Abb. 18).

Die Expression der Gene des kleinen Hitzeschockproteins Bag1, der
Lactatdehydrogenase LDH2, der Enolase ENO1 und des Oberflachenproteins SAG4
war in allen Mutanten reduziert. Ferner war das Gen des bradyzoitspezifischen
Oberflachenproteins SRS9 (Cleary et al., 2002) und ein Gen mit Homologie zu dem
P. falciparum VEE Repeat Protein oder der Desoxyribosephosphat Aldolase DRPA in
den Differenzierungsmutanten von Singh et al. ebenfalls weniger stark hochreguliert.
Eine bradyzoitspezifische Expression von SAG2D (Lekutis et al., 2000) und eines
Gens mit Homologie zu Oligoendopeptidasen (Cleary et al., 2002), konnte unter den
hier gewahlten Bedingungen zur Induktion der Stadienkonversion nicht bestatigt
werden.

Bei den durchgefuhrten RT-PCR Studien wurden einige Gene zwar wahrend der
Stadienkonversion heraufreguliert, aber von der fehlenden fgpma1 Expression nicht
beeinflusst, darunter Gene mit Homologie zu Methionin Aminopeptidase 2 (MetAP2),
dem Tranlationsinitiationsfaktor elF-5A aus Plasmodium, oder einem T. gondii
Homologen zu 14-3-3 Proteinen. Dieses ist zwar kaum stadienspezifisch reguliert,
wie durch Real-Time RT-PCR gezeigt werden konnte (s. Abb. 19), die Expression
dieses Gens in der Gendeletionsmutante war aber von besonderem Interesse. 14-3-
3 Proteine erfillen in der Zelle eine grolle Anzahl an Funktionen, unter anderem
konnte ihnen auch eine Rolle bei der Aktivierung pflanzlicher P-Typ H*-ATPasen
nachgewiesen werden. Dabei muss zunachst die vorletzte Aminosaure, ein in
pflanzlichen H*-ATPasen hochkonserviertes Threonin, phosphoryliert werden. 14-3-3

Proteine binden anschlieliend an dieses phosphorylierte Threonin und bewirken,
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dass der C-Terminus, der in pflanzlichen H'-ATPasen eine autoinhibitorische
Domane darstellt, eine Konformationsanderung durchlauft und dadurch die ATPase
aktiviert wird (Portillo, 2000). Diese Aktivierung durch Phosphorylierung findet auch
bei heterologer Expression der pflanzlichen ATPasen in Hefe statt (Maudoux et al.,
2000). Endogene Hefe P-Typ H*-ATPasen werden zwar auch phosphoryliert, aber
nicht von 14-3-3 Proteinen gebunden und muissen daher durch einen anderen
Mechanismus aktiviert werden (Goossens et al., 2000).

Ein weiteres interessantes Ergebnis der RT-PCR Studien war, dass TgPMAZ2 in der
tgpma1 Gendeletionsmutante ebenfalls weniger stark induziert wird, als im Wildtyp.
Eine Mdglichkeit bei der Disruption eines Gens ist, dass ein anderes Protein die
Funktion des betroffenen Proteins Ubernehmen kann und dadurch die fehlende
Expression zumindest partiell komplementiert. Dies scheint im Falle von TgPMA2

aber nicht zu geschehen, zumindest nicht durch verstarkte Transkription des Gens.

4.5 Transportprozesse in Bradyzoiten und mogliche Funktion von
TgPMA1

Uber aktive Transportprozesse in Bradyzoiten kann man nur spekulieren. Da sich
Metabolismus und Zusammensetzung der Oberflachenmolekile erheblich von
Tachyzoiten unterscheiden, lassen sich die Ergebnisse der Transporterstudien aus
Tachyzoiten auch nicht einfach auf Bradyzoiten Ubertragen. Wie bei Leishmanien
und Trypanosomen findet man auch bei Toxoplasma eine Umstellung des Metabo-
lismus in den verschiedenen Lebensstadien. Da ein veranderter Metabolismus unter-
schiedliche intrazelluléare Verhaltnisse hervorruft ist es sehr wahrscheinlich, dass
auch T. gondii Tachyzoiten und Bradyzoiten dies durch verschiedene
lonentransportvorgange regulieren, wie es bei anderen Protozoen bereits nachge-
wiesen werden konnte. Die stadienspezifische Expression von TgPMA1 auf der
Oberflache von Bradyzoiten deutet darauf hin, dass sich die beiden Lebensstadien
von T. gondii in solchen Prozessen wie Nahrstoffaufnahme und/ oder Kontrolle des
pH;, sowie des Membranpotentials unterscheiden konnten. TgPMA1 scheint dabei
eine wichtige Rolle wahrend der frihen Phase der Stadienkonversion zu spielen.
Eine mdgliche Funktion ware dabei eine Anderung des zytoplasmatischen pH-

Wertes als ein Signal, das die Differenzierung vorantreibt. In zahlreichen Organismen



4 Diskussion 136

konnten veranderte intrazellulare pH-Werte mit Differenzierungsvorgangen in Ver-
bindung gebracht werden. Durch zytosolische pH-Anderungen kdénnen solche
Prozesse wie Glykolyse, Protein- und DNA Synthese, Motilitat und Aktivierung von
dormanten Lebensstadien reguliert werden (Busa & Nuccitelli, 1984). In der Amodbe
Dictyostelium discoideum bewirkt hyperosmotischer Stress eine Stressantwort in
Form einer Ansauerung des Zytosols und der externen Umgebung, wobei letzteres
auf die Ausschleusung von Protonen aus der Zelle zurlckgefuhrt werden kann
(Oyama & Kubota, 1997; Pintsch et al., 2001). Eine Rolle von zytoplasmatischen pH-
Anderungen bei Differenzierungsvorgéngen in Fibroblasten konnte durch heterologe
Expression der Hefe P-Typ Protonen ATPase PMA1 nachgewiesen werden (Perona
& Serrano, 1988). Die transgenen Fibroblasten exprimierten PMA1 zumindest teil-
weise auf ihrer Oberflache, zeigten einen transformierten Phanotyp in vitro und
konnten eine Tumorbildung in Nacktmausen induzieren. PMA1 verhielt sich dabei
wie ein Onkogen in den tierischen Zellen, was auf die Aktivitat der ATPase zurlck-
gefuhrt werden konnte. Die transformierten Zellen =zeigten einen erhohten
intrazellularen pH-Wert, was auch in anderen Tumorzellen festgestellt wurde, die zu-
satzlich einen aktivierten Na*/H'-Tauscher aufwiesen (Ober & Pardee, 1987).
Dagegen kénnen Fibroblasten, die einen Defekt im Na*/H*-Austauscher haben, ihren
zytoplasmatischen pH-Wert als Antwort auf Wachstumsfaktoren nicht mehr erhdhen,
um die DNA-Synthese zu reinitialisieren (Pouyssegur et al., 1985). Ein erhdhter pH;
aktiviert in tierischen Zellen Glykolyse, Protein- und DNA Synthese und
Mikrotubulusbildung (Epel & Dube, 1987).

Im Gegensatz zu Tachyzoiten sind Bradyzoiten ausschliellich auf Glykolyse
angewiesen. Da eine Alkalisierung des intrazellularen pH-Wertes in tierischen Zellen
unter anderem die Glykolyse aktivieren kann, bietet sich folgendes Arbeitsmodell fur
die Wirkungsweise von TgPMA1 wahrend der friihen Phase der Bradyzoitenbildung
an:

Eine Expression von TgPMA1 fuhrt zu erhdohtem Ausstol3 von Protonen aus dem
Parasiten. Dies bewirkt eine Alkalisierung des intrazellularen pH-Wertes, der
wiederum ein Signal fur die Umstellung des Parasiten auf das Bradyzoitenstadium
darstellt. Glykolyse wird dabei zum alleinigen Weg der Energiegewinnung und der
Parasit durchlauft die vollstandige Stadienkonversion zum Bradyzoiten. Eine
modgliche Erklarung dafur, dass TgPMA1 nur wahrend der frihen Stadien der

Differenzierung und nicht mehr spater eine Rolle spielt, kdnnte darin begriindet sein,
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dass zytosolische pH-Anderungen als ,synergistischer Messenger* agieren (Busa &
Nuccitelli, 1984), also immer in Verbindung mit anderen Botenstoffen, die etwas
zeitverzogert durchaus alleine eine Differenzierung bewirken kdnnten.

Um dieses Modell zu bekraftigen, misste der pH; von Wildtyp und Gendeletionsmu-
tante gemessen werden. Dieser sollte sich im Bradyzoitenstadium unterscheiden, zu
erwarten ware ein niedrigerer pH; in der Mutante zumindest wahrend der frihen
Phasen der Differenzierung. Ebenfalls interessant ware eine Untersuchung der
Regulationsmechanismen, die den pH; in Tachyzoiten und Bradyzoiten aufrecht er-
halten. Wie oben bereits erwahnt unterscheiden sich diese, ebenso wie die Mecha-
nismen der Nahrstoffaufnahme, zwischen den Lebensstadien anderer Protozoen
teilweise erheblich. Der Reiz, der eine Stadienkonversion der Gendeletionsmutante
auslost, muss anscheinend starker sein, als im Wildtyp. Da zu erwarten ist, dass
mehrere verschiedene Botenstoffe an der Induktion der Stadienkonversion beteiligt
sein mussen, kdnnte eine starkere Anreicherung dieser Botenstoffe in der Gendele-
tionsmutante zu deren ldentifizierung fihren. Somit konnten die Schlusselgene, die
fur die Differenzierung des Parasiten verantwortlich sind, entdeckt und neue Ansatz-
punkte fUr eine Therapie gegen die chronische Phase der Infektion gewonnen

werden.
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5 Zusammenfassung

Die Differenzierung zu Bradyzoiten ist eine wichtige Vorraussetzung fur die Per-
sistenz von Toxoplasma gondii in seinen Wirten. Wahrend dieser Stadienkonversion
beginnt der Parasit eine Reihe neuer, bradyzoitspezifischer Gene zu exprimieren,
wahrend die Expression vieler tachyzoitspezifischer Gene herunterreguliert wird. Die
Schlusselgene des Parasiten, die diese Differenzierung auslosen, sind bisher nicht

bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine bradyzoitspezifische P-Typ Protonen-ATPase
(TgPMA1) identifiziert und funktionell charakterisiert. In Pflanzen, Pilzen und einigen
Protozoen generiert dieser Proteintyp einen Protonengradienten, der fur die
Nahrstoffaufnahme durch sekundare Transporter essentiell ist. Ferner konnten diese
Transportproteine mit der Regulation des intrazellularen pH Wertes (pHi) in
Verbindung gebracht werden. Uber Transportprozesse im Bradyzoitenstadium von T.
gondii ist bisher so gut wie nichts bekannt. Da Anderungen des pH; in vielen
Zelltypen Differenzierungsvorgange auslosen konnen, war es von Interesse zu
erfahren, ob TgPMA1 eine Aufgabe bei der Stadienkonversion des Parasiten

Ubernimmt.

TgPMA1 hat eine errechnete GroéfRe von 127 kDa und besitzt die fir P-Typ ATPasen
typischen 10 Transmembrandomanen, sowie alle in dieser Klasse von Transport-
proteinen hochkonservierten Bereiche. Auf Aminosaureebene zeigen sich grofite
Ahnlichkeiten zu P-Typ H*-ATPasen aus der Rotalge Cyanidium caldarium und dem
Archaebakterium Methanococcus jannaschii. Der Leserahmen des single-copy Gens
wird durch zwei etwa 350 nt grof3e Introns unterbrochen, wobei eines direkt 5’ und
das andere 3’ des putativen Startcodons liegt. Mit Hilfe eines Antiserums, das gegen
ein Peptid aus dem C-Terminus generiert wurde, konnte in einem Immunfluores-
zenztest gezeigt werden, dass TgPMA1 ausschlieBlich auf der Membran von Brady-

zoiten lokalisiert ist.

Zur weiteren Charakterisierung wurde durch Disruption des Leserahmens von

tgpma1 eine Gendeletionsmutante in T. gondii hergestellt. Diese wies unabhangig
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vom Parasitenstadium keine veranderte Teilungsrate auf. Eine Differenzierung zu
Bradyzoiten konnte in vitro zwar noch immer erfolgreich induziert werden, die Para-
siten wiesen jedoch eine im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduzierte
Expressionsrate einiger bradyzoitspezifischer Gene auf. Obwohl die in vitro unter-
suchte frihe Differenzierung zu Bradyzoiten in der Gendeletionsmutante weniger
effizient zu sein scheint, ist die generelle Fahigkeit zur Zystenbildung in vivo nicht
beeinflusst.

Von besonderem Interesse war auch, ob TgPMA1 als Protonentransporter fur die
Saureresistenz von Bradyzoiten verantwortlich ist und somit das Uberleben einer
Magenpassage vermittelt. Dies scheint allerdings nicht der Fall zu sein, da nach
oraler Infektion von Mausen mit Zysten der Gendeletionsmutante auch weiterhin eine

erfolgreiche Infektion etabliert werden kann.

Das Fehlen von TgPMA1 fihrt demnach zwar in der Fruhphase der Differenzierung
zu einer Veranderung des Transkriptionsprofils, wichtige physiologische Merkmale
wie Persistenz und Infektiositat bleiben hiervon jedoch unbeeinflusst. Eine mdgliche
Erklarung hierfir ist, dass eine durch TgPMA1 verursachte Anderung des pH; als
Differenzierungssignal in der Gendeletionsmutante fehlt. Da pH-Anderungen immer
als synergistische Signale auftreten, kann dieses Fehlen jedoch wahrscheinlich
durch andere Differenzierungssignale kompensiert werden. Die Deletionsmutante
scheint einen starkeren Reiz zur Induktion der Differenzierung zu bendtigen, sich
danach aber nicht weiter von wildtypischen Bradyzoiten zu unterscheiden. Zukunftige
Versuche mussen demnach den pH; von Wildtyp und Gendeletionsmutante messen
und miteinander vergleichen. Ferner muss geklart werden, ob sich Tachyzoiten und
Bradyzoiten ahnlich der Lebensstadien anderer Protozoen hinsichtlich ihrer Nahr-
stoffaufnahme und Regulation des pH; unterscheiden. Die Deletionsmutante konnte
ein guter Ansatzpunkt sein, die fur die Stadienkonversion des Parasiten noétigen
SchlUsselgene zu identifizieren und somit helfen, neue Medikamente gegen das

Zystenstadium des Parasiten zu entwickeln.
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6 Summary

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that causes persistent
infections in a broad range of warm-blooded vertebrates, including humans. A stage
differentiation from tachyzoites to bradyzoites is a prerequisite for the persistence of
the parasite in its hosts, as it is a mechanism for evasion of the host's immune
response. During this differentiation event, a set of genes is down-regulated, while a
new set of genes is switched on. The key genes responsible for this stage conversion

have yet to be identified.

In this work, we studied the expression and function of the bradyzoite-specific P-type
proton ATPase TgPMA1. In plants, fungi and some protozoa, this class of transport
proteins generates a proton gradient across the plasma membrane that is essential
for nutrient uptake by secondary transporters. Furthermore, they have been
correlated to the regulation of intracellular pH. Almost nothing is known about
transport processes in bradyzoites. As changes in intracellular pH can initiate
differentiation processes in several different cells, it was of interest to determine the

role of TJPMA1 for stage differentiation of Toxoplasma gondii.

TgPMA1 has an estimated molecular weight of 127 kDa and possesses all of the ten
transmembrane segments and highly conserved sequence motifs characteristic for
P-type ATPases. Highest amino acid homology can be seen with P-type proton
ATPases of the red alga Cyanidium caldarium and the archaebacterium
Methanococcus jannaschii. The open reading frame of this single-copy gene is
interrupted by two introns approximately 350 nt in size, one of which is positioned
immediately upstream and the other one downstream of the putative start codon. To
localize the expression of the protein in the parasite, rabbit antiserum was raised
against a small peptide of the C-terminus of TgPMA1. In an immunofluorescence
assay, the protein could be visualized exclusively on the outer membrane of

bradyzoites.

To further characterize the gene, a T. gondii gene ‘knock out’ mutant was generated

by disruption of the tgpma1 open reading frame. To do this, a plasmid carrying the
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genomic locus of tgpma1 in which the open reading frame had been interrupted by
deletion of a small fragment and insertion of a selectable marker was transfected into
tachyzoites of the cyst-forming T. gondii strain Prugniaud/HX". After cloning the
parasites, one T. gondii clone could be isolated that carried a single copy of the
targeting construct in its genome that had been integrated by homologous
recombination. The identity of the gene knock out mutant was characterized and the
lacking expression of TgPMA1 in bradyzoites was confirmed in an

immunofluorescence assay.

The knock out mutant did not show an altered growth rate as tachyzoites, during
conversion to bradyzoites or during the spontaneous re-differentiation from
bradyzoites to tachyzoites. A differentiation to bradyzoites could still be induced
successfully in vitro, but the mutant parasites exhibited a markedly reduced
expression of some bradyzoite-specific genes, when compared to the wild type
strain. This difference in expression could be quantified to approximately the factor
10.

Although the early events of differentiation to bradyzoites that were studied in vitro
occur less efficiently in the knock out mutant, the ability to generate tissue cysts in
vivo is not effected. When parasites of the knock out mutant were used to infect mice
i. p., similar amounts of cysts could be found in the brains of these mice as were
generated by the wild type. Of special interest was whether TgPMA1 as a proton
transporter was responsible for the observed acid resistance of bradyzoites, thereby
allowing survival of a stomach passage. This does not seem to be the case, though,
as parasites remain viable and able to establish a successful infection cycle after oral

infection of mice with cysts of the knock out strain.

Thus, lack of TgPMA1 expression leads to a difference in the transcription profile
during the early phase of differentiation, but important physiological characteristics
like persistance and infectivity remain unaltered. A possible explanation could be that
TgPMA1 causes a change in intracellular pH during stage conversion of the parasite,
a signal that is missing in the knock out mutant. As changes in intracellular pH
always act as synergistic messengers, this could be complemented by other

differentiation signals. As these would have to be stronger than in the wildtype, this
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would explain the phenotype of the knock out mutant with its decrease in
differentiation rate during the early phase of stage conversion. The gene deletion
mutant seems to need a stronger signal for the induction of differentiation but does
not differ from wildtype parasites in later stage of differentiation. Future studies have
to measure and compare the intracellular pH of wildtype and knock out mutant.
Furthermore, it has to be tested whether tachyzoites and bradyzoites differ in their
means of nutrient acquisition and regulation of intracellular pH, as has been found
for the alternative life stages of other protozoans. The gene knock out mutant could
be a good start for identifying the key genes needed for stage conversion of T. gondii

and could thus help to develop new drugs against the cyst stage of the parasite.
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1: PMAI5 Apa/+ 12:9-3/-

2: 9-21/- 13: 9-2/+

3: PM1-5%-2 14: PM1-1008-Bam/+

4: PMA1seq/+ 15: P-11/-

5: 9-20/- 16: 9-15/+

6: P-7/+ 17: PM1-1785-Kpn/-

7: PM1-1008-Bam/+ 18: PM1-2608-Bam/+

8: 9-P12/- 19: 9-P10/-

9: P-13/+ 20: ATPase-3-Kpn/-

10: PMAI5’Cla/- 21: PMAI3'/-

11: PMAI3'/+

Abb. 21. Schematische Darstellung der Primerbindungsstellen. Primer sind durch Pfeile dargestellt,
die die Bindung in 5°-3° (Pfeil nach rechts), oder 3‘-5° Richtung (Pfeil nach links) angeben. Fiir eine
genauere Beschreibung der schematischen Darstellung des genomischen tgpma7-Lokus: s. Abb. 6.
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Abb. 22. Homologie-Vergleich von TgPMA1 mit PM-(H")-ATPasen anderer Spezies. Vergleich des
grof3en cytoplasmatischen Loops von TgPMA1 mit homologen Genen aus Saccharomyces cerevisiae

(accession # g6321430), Cyanidium caldarium (accession # 7436369), Leishmania donovani

(accession # 4585231) und Methanococcus jannaschii (accession # g2127956). Uberlagerungen
wurden mit dem Programm ClustalW durchgefiihrt. Aminosauren, die in mindestens vier Spezies

identisch sind, wurden schattiert. P-typ ATPase-spezifische Motive wie die Phosphorylierungsstelle

(*1), die FITC-Bindungsstelle (*2) und die ATP-Bindungsstelle (*3) sind gekennzeichnet.
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361
421
481
541
601
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721
781
841
901
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
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2041
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2221
2281
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2461
2521
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2701
2761
2821
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2941
3001
3061
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TTCTCAGCCA
CACGGATGTA
CAGTGGCATA
CTGCCGTACG
ATACACAGGC
CCCGCGACGC
CGATTCATCG
GGCGTCGTTT
GCGCCTGTCC
CCACGCGGTA
TGTGCGAAAG
ATCCCACGTC
GCCACTTTTA
GTTAAGGCGC
ATTGTAGAAC
TTCACACCTC
ACGCGTTCCT
AACGCCATGC
GTTTGCAGAC
GGACTCGTGC
CGTAGCTAGA
TTTCTGATAA
TGTGGCACCA
ACGTCCGAAA
TTACTGCCAC
TAGTGTTACA

ATGAGGACAC
CAAATATGTT
CCTCGATGAA
ACACATCCCT
AACTTTGATT
ACTAGCATGC
CCCAATCGTT
TAGTTCTTTC
CCTGCCGGCT
GATTTCTTGG
CAACATGGGT
ACGAAAATAA
TTGCTACCGA
CCGTGAACTT
GTAAATACAT
CGCATGCTCC
TCTACTGGTC
TTACAGGCCA
AGTGCGTGCG
ATGCTGCCTG
CGGACTGGTT
GCTGCACGGT
AGACCGCAGG
CGTGTTTGAG
AGGTAAGATA

GACCGTTACG
GCGATCCACG
TATCATACTA
ACCGGAGTGT
GGTGCAGCTT
GCGTGGCCCA
TCGACGAAGC
CTGTGGTTTG
GAGGTCCCCT
TAAAAGCACA
GGCACAGCTA
CTTAAGGTAT
GGCCAACATT
GGCACATAAA
CAACATTCCA
CCAATTCAGA
CGACAACCAG
GCGAGGTAGA
CGGGCGTGGC
TATGACAGTC
CTGCGTGTGC
AGATACTGGC
CCGGAAACAA
CCGCGATTCT
ACAGATGTAT

CAACTCGGCG
ACTCTATAGC
GTTTTGAGAT
TGAATCAGTA
TAGCGTGTGC
GCGTGGTGAA
AGCGGAACAG
TCTTACTGCA
AATAGGTGAC
GGCCTGGATC
TAGGAAGACC
CAATTAGCAC
GATGAATTCG
CGGATCCGAA
CGCACACCAA
GAATGACTTC
CTGACCCTGT
CGCGTCTCTG
AATCAAGGAT
GGCTTCGTTG
CACCAGTGTG
TCGAGTGTCT
TGATGTGCGA
ACCTTGATAA
ACTGGCTGCG

GACACGTACT
TCAAATAGAA
GTAAACCCAA
TAAGCGTGCT
CGAATTTCCA
CCTGTTCTTA
CTAAGCCGTG
TTATACTCTA
CTTCGAGTGC
TTTTCCCCGG
TTGTGACGCT
CTTTCCATAT
TAGATCCTGS
GTGTTGCTGA
CGAGCGATTT
AATGCAAAGG
GCCTGTCTTG
CAGTCCCGTG
GTCCACGGGT
TTGATAAGGG
GGTAGCGCTG
ATAAAGCGTC
CTCATGCCTT
TCAGGACAGA
TCAATACTCC

TCTGCAACTG
CATGCAGACA
TTCTTTGGCG
CGGCATCAGT
CATTCATCAC
ATGTTTTCGC
CTGATGCTCA
AATGGTGTCA
TCACTTTTAT
CGCAAGAATG
GATCTTCTCA
CCGCTTGTCC
ATCACTGCGC
CGCTATTTGA
GCGTGGACCA
AGCTGTTGCC
GCGCATTTCA
CGCCGGGAAC
TTCCTGTGAT
AAGCGTGAAG
GGAGAGTGAG
TTACCTGAAC
TTCATCTTCT
TATGCCAGAA
CGGCAATTGT

TGCGTCTAAA

ATGTAGGTCT

GCCGAAGTGA

AGGGATTATC

ATTCTATGTC

TTGCATGGAT

TTCAAAAACT

TGCCCCTCCA

CTAGGTTGCA

ACTGCGGTGA

TTGCGGTTCG

TCCACTTAAT

TCTTATCCGC

CCTTGTGGGT

TGATGTGGTT

TCCAGGCCGG

CCTTAAGTCG
ATTAGGGTTG
GCCGACGCAA
TTCTGTGCTG
AAGCCAGCGG
TGCAGCGGGA
CAACAGCAGG
CTGGTCAAAA
GCAACGAGAA
AAGCGAGCAG
CGGTAACCGT
AGAAATATGG
AACCCATAAA

AAGTGTCTCG
ACCGTGAGAC
GAGTGCAGTA
CTGAAGTATG
CCAGCTGCCG
TGGAGCGCCT
AGGCTCCATT
TGTGGTAGAT
AGCAAGTGAA
AAGGGCAGCA
AAACTACGAC
CTGGAATGAA
GGGTTTTCTG

CGCCTGCGGT
TATCTTCCGA
AATGTATAAG
GCAACCGTCT
TCGTCCATCA
AACGCCGGAA
GAATTGCATT
GGAACAGCTG
GGAGCTCACT
GAACTCGAAG
ACACGAGGCC
GTGAAGCCCC
ACCGTGCAGA

TGTCCGTCCT
ATGTCGGCAC
ACAGGTGCAA
CCAGTGAGAA
CTGGGCGTCC
CGCCGACCGA
CGGGTGCGAG
GATTAACCTC
CAAGCGAACG
CAGCAGCAGA
TGACGTCGGA
ACCAGGTACG

GCAATTGGTA
CTGCTTTGAA
TCCTTGCGCT
GGGGGCACTT
TCGTTTTAAA
GCATTCATAT
TGTAAAGTCT
TGGCGTGCAG
AGGCGCACGA
CAAGTTGGAG
CCAAGTTGCG
TAGCTTGGTC

CTGGCTGATC
GAAGCCTGGA
TACCGAGGCC
GCCTTACAGC
CTCCCCAAGA
AACACCACAC
CAAAAACTCA
GTAACAGGTA
CGGGTGCTTA
GTGATGGACG
CAAACAGAGA
GACCTCAGAA
GAGAGCGTGT

GCACTGGGCT

GCAGCGGAAG

AATTCGTGAT

AATGAGTTTA

GGTATCTCGA

CTAAGACGCT

CTGTATTGTT

ATCAAGCATG

TGGCCTACAC

GCGTGTTCTC

TAACATTCTA

TAGGTGACGT

GGCGAAACTC

GTCCCACTGC

GTCTCTACTC

AGCACAAAAC

TTCCCTGTTC

AAAATGTCGA

TGACGACCTA

AACATGCTAA

TTAAAAAAAA

TCCGGTTCAA

CTGTGGTGTG

TTGCCGATCT

TTTGTTATAT

ATGTGTACAC

ATGAACCACA

CCGCGTGCCA

CGACGAGCAG

TTGCCGCTAT

TTCCAAAGTC

GTTTTTACAT

GTGACTGTAT

CCGTGTGAGC
ATGTTGTTGA
TGGTTTTCTT
GGGCAGCGGT
CAGGTGAAGA
GTTGTTCATC
ACGACCATCA
CCGGGGGLCGL
ACTAAGACAG
CGACAAGGCT
AGCTGCTGTG
ATCCCTGAAA
GCGCCGGCAG
ACGAAACAGA
ATTCTATTTA
GAGTCCATGA
AGTGATACGC

AGGTGCCTGA
TCGTCGCGGC
TCGCTCTTCT
CCGCACATAA
GAGATGGACA
TTAAGGCGGG
CTGTTGACGA
CACTTCTCTC
GCAACGACTC
ACCTTGAAAC
CCGCGTTCCT
GGCGTTATCT
CTATGCCTGT
ATGCAGCTGT
GTGACAAGAC
TAGAGCCCGG
AGGAGCCAGA

ATGGTTCAAA
TCTTTTCTCA
TCTCTTTCTG
CGCCATTGCA
GTGGCAGAAT
CGTGATCATG
ATCTGCTCTG
GGGGTCCGTG
TTTCTATGGC
CGTTCTGCAT
CTTCTTCTGG
GATTGCGCTG
AGTTACGACG
TTCTCGATTG
GGGGACTTTG
CTACGACGAG
ACCTATAGAC

GTGTTGAAGA
GTCTGCGTGG
AACAACTCAA
GCTGTTGAGA
CGACAGGTGC
CCAGCTGACG
ACAGGAGAAT
GTAGACAGGG
AAAACGTTGT
AGGACGTCGC
CAGTCCTTTA
AAGCACGCAT
ACGGTTTTGT
TCTGCAATCG
ACGAAAAACC
GAAACTATGC
CGAACAATCA

AATACCTCTC
TGGAGGACAA
TGGTCTGGGC
AGTTGGGCGC
GCGATCTCGT
GAGTGTTTGT
CTGTGCCTAT
GCGAGGGGGA
CGTTGCTAGC
TGTTCATCAC
ATTCCGATTG
TCATCTTGAT
CAGTTGGAGC
AGGAGGCAGC
AGCTTTCCCT
TTCTCTACGC
ATGCGGCTGC

CCTTGTGCCC
CATGCGCGAC
CGATTATATT
CCCGGTGTGT
GCCAGGAGAC
GACCAAAGGG
CCGAAAGCGT
AATGCTTGTA
GCGCGCTGAG
CTTCGTCGCC
GAAATTGATT
CGCATCTGTC
TCTGATCATT
TGGCGTCGTG
TTTCAAAGAG
AAGCCTCTGC
CGATATGACA
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3781
3841
3901
3961
4021
4081
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4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
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5041
5101
5161
5221
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5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541

GAGCGAGCAA
GAGGCGACTG
GTTATCAGGG
ATTTTGAATA
GATGGTGTGG
CCTCCTCGTG
ATAATGGTAA
GGCACAAACA
GGGAAAGCTC
CATAAGTACG
GATGGAGTGA
GCAACTCAAG
ATCATCACTG
TTCCGCATAT
CGGTATCAGT
ATGAGTTGCT
AGGGTAATTT
GTTGTATTCG
TTCACTCCTG
GGTGTATGGC
GGCCTATTTT
CAAATTTGTG
CCCGGGTCGG
TGGGGCATCC
TGGCCAGTGA
GAGATCGAGA
GAGCGCGAGC
GTAACGGATG
GAGCACAAAG
AGGAAGGACG
GGCTTCGACG
AGGGAAGTGT
GGATGCGCGG
GTTGTTTTTG
CTCACCAGGT
CCATGCTGTG
AACCCGGCAC
TGCTGCTTTC
CTTGGGCATA
ATCACTCAGC
GAAGACTACC
CCGGCAAGTA
CCATGTCTGT
TACCCGTTTG
TGAGAATCTA
CAGCAACCGG
GCCCTGTAGT

AGTATCAAAT
TAGTAAGCCC
ACCTCGTCTG
AAGCAAAGCG
CTGGTGACGC
AAGACACTGC
CTGGCGATCA
TCGTCGGCCC
TTGCCGAATT
CAATAGTGAA
ACGATGCTCC
CAGCGAGGGC
TCATGTCTCT
ACACTAGCTT
TTCCATCCTG
CTCGCGATCG
GCCTCTCCAC
CAGATCCGTC
ATTGGCCTCT
TTTTGATGAC
GTAGGTACAA
CTGTGGTGGT
GACCACGTAT
TATGGTTTTT
TAACACGAAA
ACAACAACGT
GTAATGTGGA
CCGGTGAGCT
TATCGCCTGA
CGAATTCCTT
ATGCCGATGC
CGCGCTCATC
TTCCTTCGAT
CAGATGTGTA
GGGCACCGGC
GTCACCCTAG
ACTATTTGCT
CGCAGTGTGT
TACTACGGCT
CCGTTTTCAG
AGCCCCGCGA
ATTTGCAGGA
CAGACAAACG
ACGGCCGCCT
TACACGCCGA
GTCGTCTACT
TTTCTGACAT

TCTTGAGTAT
TGAAGGGAAG
CTACGAAGAC
GGGGCTGAGG
GCCGCGCTGG
CGCAACTATC
ACAGGCCATT
AGAAATATGG
TATTGAAACT
TGCGATGATG
AGCATTGAAA
AGCAGCAGAC
GTCGAGACAA
GATCATTTTG
GACTTTGGTT
AGTTGCGAGT
TTGGCTTGGT
ACACTGTGTC
CCCGGTTTCT
TGTCCTCATC
CGAGAATAAC
GACAATATTC
GGTGGGAATC
TGTAATGGAT
TGTAGTGTAC
CGCGTCGAAA
AAAGCTTGAA
TGTCAAGAAT
GCCAGGGAAA
CGTTGTTTCA
TGGCACTGCG
CGGGAAAACC
CACGCGTTGA
CATGCGGGCG
CGCTATGCGG
CTAGAAATGC
GGTCTGTCCG
CCGTAACGTA
TTACTTGATA
GTTGGCACTC
TCGTGAGCGG
GTTTTCGTAC
AATGCGCAAC
TGAAATTCAT
CGAGCTGACA
TTCTCTTCGC
TTCGCTGTTC

GTACCTTTCA
AAGTTCATTA
CAGAAACTGC
ACTCTTGGAG
AAGCTTGTCG
CAGAGGGCAA
GCTGTTGAGA
AAAGAAGAGA
GTTGATGGAT
GATGCGCACA
CGAGCGACTA
ATCATTCTGT
ATCTTCAAAC
GGCATGTGGT
CTCATGTCAA
TCCACCTCAC
TTTCTAGCGA
AACTGGTGGC
GAACACTTCA
CAGTTCTCGT
CAGTTCCCGG
CTTTCAATTT
AATTGGGGTC
GCCACCAAGA
AAATCTATAG
GTAATGCAGA
GAGAAAGTGG
GACCATGGGA
ACAAGCACCG
ATCACTAGTG
AAACACCGAG
AGTATCCCGC
TGGGGTAATG
ATAGACGAAA
GGGTGTCTCC
CAAGAATACG
TGTGCCATGG
GCCCGTAGCT
GCACGAGTGC
CTTTAATGAG
AAATGGCTTT
CACATAGAAC
TGCTCTCTTG
CGATTTCCTC
CGATCTCCAC
CGCCCAGTTG
CATATTTTGT

ACCCTGTGGA
CTACAAAGGG
GTGAGCAGCT
TTGCAGTGAA
GGTACTTATC
ACGAATTGGG
CTGCCAGACA
AGGAGACTGG
TCGCTGGCGT
AGCTAGTAGC
TTGGTATCGC
TTGCACCTGG
GCGTTGAATC
GGGGATGTAT
TGATTAATGA
CCATGATCTG
CAGTCTCTAT
CCCGATGGGG
TGAGCTACCA
TTCAGAGTGT
CCCTCGTTAT
ACTGGAAGAT
AAGCGTGGGT
TCGGCTTCTA
CTGAGACCGC
ATACGGTGCA
AAGACGCTTT
AAAGTCACAT
AGGACGAAGT
AAGAGGGAGC
TCGCCGTGGA
TGCACCCGGA
TTGTGCTCGT
GTGATTCCTC
CCCGTGGAAT
CAGAGTGTCG
CTGCTACCCG
CATTCGCGGT
TATGCGAACA
AACCCGTTTC
GTAGATATTG
CACGTTTCTG
TTTCACAAGG
GCTACGTGGA
AGGATACAGC
CTTTGGAATC
GAGATATCGC

CAAGAGAACT
TGCTCCCCAC
GAACGAACTC
ACCCGTCCCC
GCTGTTCGAC
TATTCGTGTA
GCTGCACATG
CCTGGTACAA
TTTCCCAGAA
AATGACAGGT
GGTTAGCGGC
CCTGAAGACA
CTACATTATT
AGTAATTTTG
CTTTGTCTTG
GTCAATGCTG
TCTGCTCTAC
ATTACCAAAG
AACAAATGCT
TCGAACACGA
CATTATTCCC
CGCATGGAGG
CACGATCTTC
CAAGTATGCG
CTGCCAGCGG
TTTTCTGGAG
TCTTGCTGCA
TGACAGAAAG
CTCGCTGCCG
GTGCCGGACC
CCAGAAAAAT
TGTCGGAAAA
TTCGATACTC
TTTTCCTTTG
CCAGAGCAGA
GCGTTGAACC
AGGCAGTAGC
TACTGTGCGG
TGAAACTGGC
ACCTTCTGAT
CCCGTGACAG
GTGTTCAGCA
CACAATGCGG
AAGTGTAGTT
AGCACCCGGA
TACCTATCGT
TTACTGTTTC

Abb. 23. Sequenz von tgpmal mit flankierenden 5 und 3’ Sequenzen. Im Text erwahnte
Sequenzmotive sind wie folgt markiert: (rot): Sequenzen mit Ahnlichkeit zu dem Heptanukleotidmotiv
T/AGAGACG aus dem 5 UTR von T. gondii Genen und mdgliche Polyadenylierungssequenz
TCTATACACG im 3’ UTR; (rot, fett): mdgliche ,Inr' Sequenz, putativer Startpunkt der Transkription.
Die Sequenzen der beiden Introns sind unterstrichen. Die beiden putativen ATG-Startcodons und das
Stoppcodon TGA sind hervorgehoben.



8 Anhang 170

Kongressbeitrage

Holpert, M., Wirsing, A., Bohne, W., GroR, U. Identifizierung einer Plasmamembran
ATPase in Toxoplasma gondii. 4. Minisymposium ,Mikrobielle Pathogenitat®, 18.- 20.
Juni 1999, Burg Rothenfels.

Holpert, M., Bohne, W. Stadienspezifische Expression von Plasmamembran-(H*)-
ATPasen in Toxoplasma gondii. V. Statusworkshop ,Eukaryontische
Krankheitserreger®, 28-29. Januar 2000, Marburg.

Holpert, M., Grof3, U., Bohne, W. Stadienspezifische Expression von

Plasmamembran-(H*)-ATPasen in Toxoplasma gondii
. 19. Tagung der Deutschen Gesellschaft fur Parasitologie e.V., 28. Marz- 1. April
2000, Stuttgart-Hohenheim.

Holpert, M., Grol3, U., Bohne, W. Characterization of stage-specific plasma-
membrane (H")-ATPases in Toxoplasma gondii. 12th Japanese-German Symposium
on Protozoan Diseases, 23- 27. September 2000, Bonn

Holpert, M., Pusch, S., Grol3, U., Bohne, W. Targeted disruption of a bradyzoite-
specific P-type plasma membrane ATPase in Toxoplasma gondii

. Joint Annual Meeting of the German and Dutch Societies of Parasitology, 20-23.
Marz 2002, Lubeck-Travemunde.

Holpert, M., Pusch, S., Grol3, U., Bohne, W. Targeted disruption of a bradyzoite-
specific P-type plasma membrane ATPase in Toxoplasma gondii. Gordon
Conference on Biology Of Host-Parasite Interactions, 16-21 Juni 2002, Newport,
Rhode Island, USA

Holpert, M., Pusch, S., Bohne, W. Charakterisierung einer P-Typ Plasma-Membran
ATPase in Toxoplasma gondii. Statusworkshop ,Eukaryontische Krankheitserreger®,
8-9. Februar 2002, Hannover

Holpert, M., Grof3, U., Bohne, W. Targeted disruption of a bradyzoite-specific P-type
plasma membrane ATPase in Toxoplasma gondii.

, 54. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft flir Hygiene und Mikrobiologie, 6.-10.
Oktober 2002, Heidelberg.



8 Anhang 171

Publikationen

Kowalski, J. C., Belfort, M., Stapleton, M. A., Holpert, M., Dansereau, J. T.,
Pietrokovski, S., Baxter, S. M., Derbyshire, V. (1999). Configuration of the catalytic
GIlY-YIG domain of intron endonuclease |-Tevl: coincidence of computational and
molecular findings. Nucleic Acids Res. 27, 2115-2125.

Bohne, W., Holpert, M., Gross, U. (1999). Stage differentiation of the protozoan

parasite Toxoplasma gondii. Immunobiology 201, 248-54. Review.

Holpert M., Liider, C. G., Gross, U., Bohne, W. (2001). Bradyzoite-specific
expression of a P-type ATPase in Toxoplasma gondii. Mol. Biochem. Parasitol. 112,
293-296.



8 Anhang 172
Lebenslauf
Mathias Holpert
Geburtsdatum: 16.03.1974
Geburtsort: Wasserlos/ Alzenau
Familienstand: ledig
Nationalitat: deutsch
Schule: 1980- 1984 Grundschule Mdmbris
1984- 1993 Hanns-Seidel-Gymnasium Hésbach
Studium: 1993- 1998 Biologie (Diplom) an der Julius-Maximilians- Universitat

Wirzburg
Oktober 1995: Diplom-Vorprifung

September 1996- Mai 1997: Stipendium fir Austausch-Studium in
,Biomedical Sciences’ an der State University at Albany/ School of
Public Health, Albany, NY, USA

Mai 1997- August 1997: angestellt zur Vollendung der Diplomarbeit bei
Prof. Dr. M. Belfort, Wadsworth Center, Albany, NY, USA

September 1998: Diplomprifung in Wirzburg, Abgabe Diplomarbeit
bei Prof. Dr. M. Belfort, David Axelrod Institute, School Of Public
Health, Albany, NY, USA, Uber das Thema: “Characterization of the
linker region of I-Tevl, the td intron-encoded endonuclease of phage
T4".

ab Oktober 1998: Beginn der Doktorarbeit bei Prof. Dr. U. Grof3, Institut
fur Hygiene und Mikrobiologie, Julius-Maximilians-Universitat
Wirzburg, Uber das Thema: ,,Charakterisierung der bradyzoitspezifisch
exprimierten P-Typ Plasmamembran ATPase TgPMA1 in Toxoplasma

gondii*.

seit August 2000: Umzug der Arbeitsgruppe, Weiterfihrung der
Doktorarbeit bei Prof. Dr. U. Grof}, Institut fir Medizinische
Mikrobiologie, Georg-August-Universitat Gottingen Uber das gleiche

Thema.



	Dokumentstruktur
	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Entdeckung und Lebenszyklus von Toxoplasma gondii 
	1.2 Medizinische Bedeutung von Toxoplasma gondii 
	1.3 Aufbau von Tachyzoiten und Bradyzoiten 
	1.4 Interaktion mit der Wirtszelle 
	1.5 Genetische Manipulation von T. gondii 
	1.6 Stadienkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten in vitro 
	1.7 Molekulare Unterschiede zwischen Tachyzoiten und Bradyzoiten
	1.7.1 Differentielle Expression von Oberflächenproteinen 
	 1.7.2 Stressantwort während der Stadienkonversion 
	1.7.3 Unterschiedlicher Metabolismus von Tachyzoiten und Bradyzoiten 

	1.8 Strategien zur Identifizierung von stadienspezifisch regulierten Genen
	1.9 Ziele der Arbeit 

	2 Material und Methoden
	2.1 Material 
	2.1.1 Geräte 
	2.1.2 Medien und Verbrauchsmaterialien für die Zellkultur 
	2.1.2.1 Medien und deren Zusätze 
	2.1.2.2 Verbrauchsmaterialien für die Zellkultur 
	2.1.2.3 Zelllinien (Wirtszellen, T. gondii Stämme, E. coli Linien) 

	2.1.3 Puffer für die Bakterienkultur 
	2.1.4 Chemikalien und Reagenzien 
	2.1.5 Antikörper 
	2.1.6 Filter 
	2.1.7 Enzyme 
	2.1.8 Reaktionssets (“Kits”) und Reagenzien zur Isolierung und Bearbeitung von Nukleinsäuren 
	2.1.9 Molekulargewichtsmarker 
	2.1.10 Oligonukleotide 

	2.2 Methoden 
	2.2.1 Zellkultur 
	2.2.1.1 Kultur und Passagierung der humanen Vorhaut Fibroblasten (HFFs) 
	2.2.1.2 Kultur und Isolierung von T. gondii 
	2.2.1.2.1 Tachyzoiten 
	2.2.1.2.2 Bradyzoiten 

	2.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
	2.2.1.4 Transfektion von Toxoplasma gondii 
	2.2.1.4.1 Optimierung der Transfektionsbedingungen für Prugniaud/HX-; ß-
	2.2.1.4.2 Selektion von transfizierten T. gondii 

	2.2.1.5 Klonierung von T. gondii 
	2.2.1.6 Immunfluoreszenztest 
	2.2.1.7 Isolierung von RNA aus Toxoplasma gondii 
	2.2.1.8 cDNA Synthese aus RNA 
	2.2.1.9 Semiquantitative RT-PCR 
	2.2.1.10 Isolierung von genomischer DNA (gDNA) aus T. gondii 
	2.2.1.10.1 Isolierung genomischer DNA durch Aceton-Fällung 

	2.2.1.11 Mykoplasmen-Test 

	2.2.2 Molekularbiologie 
	2.2.2.1 Nukleinsäuren 
	2.2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli 
	2.2.2.1.2 Alkoholische Fällung von DNA 
	2.2.2.1.3 Modifikation von DNA 
	2.2.2.1.3.1 Enzymatische Restriktion 
	2.2.2.1.3.2 Dephosphorylieren von DNA 
	2.2.2.1.3.3 Ligation von DNA durch T4 DNA Ligase 
	2.2.2.1.4 DNA-Analyse 
	2.2.2.1.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung 
	2.2.2.1.4.2 Agarosegelelektrophorese 
	2.2.2.1.4.3 Extraktion von DNA aus einem präparativen Agarosegel 

	2.2.2.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
	2.2.2.1.6 Real-Time PCR am Lightcycler 
	2.2.2.1.7 Subklonierung von PCR-Produkten in pCR2.1 TOPO 
	2.2.2.1.8 Klonierung durch inverse PCR 
	2.2.2.1.9 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli 
	2.2.2.1.9.1 Präparation kompetenter Zellen, CaCl2-Methode 
	2.2.2.1.9.2 Transformation in CaCl2-kompetente E. coli 

	2.2.2.1.10 Southern Blot 
	2.2.2.1.10.1 Herstellung der Sonde 
	2.2.2.1.10.2 Kapillarblot 
	2.2.2.1.10.3 Koloniehybridisierung 
	2.2.2.1.10.4 Hybridisierung der Membranen 
	2.2.2.1.10.5 Detektion Digoxigenin-markierter Sonden, alkalische Phosphatase Färbung 
	2.2.2.1.10.6 Detektion Digoxigenin-markierter Sonden, CSPD Färbung 




	2.2.2.2 Proteine 
	2.2.2.2.1 Herstellung und Aufreinigung rekombinanter His-Tag Fusionsproteine 
	2.2.2.2.1.1 Prinzip des QiaExpress Systems 
	2.2.2.2.1.2 Expression der rekombinanten Loop und C-Terminus Proteine 
	2.2.2.2.1.3 Optimierung der Protein-Aufreinigungsbedingungen 
	2.2.2.2.1.3.1 Native Proteinaufreinigung, Optimierung 
	2.2.2.2.1.3.2 Denaturierende Proteinaufreinigung, Optimierung 

	2.2.2.2.1.4 Denaturierende Proteinaufreinigung, präparativ 

	2.2.2.2.2 Proteinbestimmung  
	2.2.2.2.3 SDS-Gelelektrophorese 
	2.2.2.2.4 Coomassie-Färbung 
	2.2.2.2.5 Western Blot 


	2.2.3 Tierexperimente und Antikörperaufreinigung 
	2.2.3.1 Immunisierung von Mäusen zur Antikörpergewinnung 
	2.2.3.2 Affinitätschromatographie über CNBr-aktivierte Sepharose B 
	2.2.3.3 Affinitätschromatographie mit dem HydraS Activated Affinity Resin Kit 



	3 Ergebnisse
	3.1 Eigenschaften von TgPMA1 
	3.1.1 Homologievergleich mit anderen P-Typ ATPasen 
	3.1.2 Expressionsprofil von tgpma1 

	3.2 Genomische Organisation von tgpma1 
	3.2.1 Isolierung eines genomischen Klons 
	3.2.1.1 Generierung einer Sonde 
	3.2.1.2 Screening einer genomischen T. gondii Cosmid Bibliothek 
	3.2.1.3 Verifizierung der positiven Klone 
	3.2.1.4 Subklonierung eines Cosmid-Fragments in pKS 
	3.2.1.5 Charakterisierung der genomischen tgpma1 Subklone 
	3.2.1.6 Klonierung des 5’ UTR von tgpma1 

	3.2.2 Bestimmung der Kopienzahl von tgpma1 

	3.3 Lokalisation von TgPMA1 in Bradyzoiten 
	3.3.1 Expression rekombinanter TgPMA1-Fragmente in E. coli 
	3.3.1.1 Klonierung des rekombinanten Loop und C-Terminus Fragments 
	3.3.1.2 Expression der rekombinanten Loop und C-Terminus Proteine 
	3.3.1.3 Optimierung der Protein-Aufreinigungsbedingungen 
	3.3.1.3.1 Native Proteinaufreinigung 
	3.3.1.3.2 Denaturierende Bedingungen 

	3.3.1.4 Proteinaufreinigung unter denaturierenden Bedingungen 

	3.3.2 Gewinnung von Antiserum gegen TgPMA1 
	3.3.3 Affinitätsreinigung der Peptidantikörper 

	3.4 Disruption des tgpma1 Lokus 
	3.4.1 Klonierung des tgpma1 ‚Targeting Construct‘ 
	3.4.2 Transfektion des Targeting Constructs und Selektion einer TgPMA1 Gendeletionsmutante 
	3.4.3 Nachweis der homologen Integration in der TgPMA1 Gendeletionsmutante 
	3.4.3.1 Southern Blot mit genomischer DNA 
	3.4.3.2 PCR mit flankierenden Primern 
	3.4.3.3 Doppelimmunfluoreszenzfärbung an Bradyzoiten 


	3.5 Charakterisierung der tgpma1 Gendeletionsmutante in vitro 
	3.5.1 Wachstumsgeschwindigkeit von Tachyzoiten 
	3.5.2 Wachstumsgeschwindigkeit während Stadienkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten 
	3.5.3 Wachstumsgeschwindigkeit während Stadienkonversion von Bradyzoiten zu Tachyzoiten 
	3.5.4 Induktion der Stadienkonversion 
	3.5.4.1 Stadienkonversion durch pH-Shift 
	3.5.4.2 Stadienkonversion durch andere Shift-Methoden 
	3.5.4.2.1 Stadienkonversion durch extrazelluläre Inkubation 
	3.5.4.2.2 Stadienkonversion durch Oligomycin 
	3.5.4.2.3 Stadienkonversion durch eine externe NO-Quelle 


	3.5.5 Semiquantitative RT-PCR an in vitro differenzierten Bradyzoiten 
	3.5.6 Real-Time RT-PCR an in vitro Bradyzoiten 

	3.6 Charakterisierung der tgpma1 Gendeletionsmutante in vivo 
	3.6.1 Infektion von Mäusen mit Tachyzoiten 
	3.6.2 i.p. Infektion von Mäusen mit Zysten  
	3.6.3 Orale Infektion mit Zysten 


	4 Diskussion
	4.1 Ionenspezifität von TgPMA1 
	4.2 Analyse der genetischen Organisation von tgpma1  
	4.3 Aufgaben von P-Typ Protonen ATPasen  
	4.3.1 P-Typ Protonen ATPasen in Pilzen 
	4.3.2 Pflanzen: viele Isoformen an P-Typ Protonen ATPasen 
	4.3.3 P-Typ Protonen ATPasen in Protozoen 
	4.3.3.1 Funktion von P-Typ H+-ATPasen in Flagellaten 
	4.3.3.2 Transportvorgänge in Plasmodium  
	4.3.3.3 Transportprozesse in Toxoplasma gondii 


	4.4 Charakterisierung der tgpma1 Gendeletionsmutante 
	4.5 Transportprozesse in Bradyzoiten und mögliche Funktion von TgPMA1 

	5 Zusammenfassung
	6 Summary
	7 Literatur
	8 Anhang
	Kongressbeiträge 
	Publikationen 
	Lebenslauf 



