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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Eimeriose des Rindes ist eine weltweit vorkommende Erkrankung von Kilbern und
Jungtieren, die mit akuten bis chronischen, meist nicht fieberhaften, katarrhalischen oder
hidmorrhagischen Enteritiden einhergeht (Biirger, 1983). Beim Rind sind weltweit 21
Eimeria-Arten bekannt (Pellerdy, 1974); 13 davon sind in Mitteleuropa nachgewiesen.
Darunter gelten als die pathogensten Arten E. bovis und E. zuernii (Sahlinger, 1977).
E. bovis-Infektionen konnen in schweren Fillen zwar zum Tode fiihren, doch sind es wie
bei den anderen Kokzidioseerregern in erster Linie weniger auffillige Faktoren, die fiir den
Tierhalter zu wirtschaftlichen Einbuflen fiihren, wie schlechte Futterverwertung und

mangelnde Gewichtszunahmen (Gréfner et al., 1985)

E. bovis ist ein intrazelluldrer Parasit und befillt seine Wirtszellen, wie Kokzidien generell,
durch aktives Eindringen (Chobotar et al., 1993). Wiahrend der Invasion erfolgen in
zeitabhéngiger Weise die Freisetzung von einer Reihe von Molekiilen aus Organellen des
Apikalkomplexes der Parasiten sowie eine Reihe morphologischer und physiologischer
Verianderungen in der Parasitenzelle (Dubremetz et al., 1998; Carruthers und Sibley,
1997). Calcium-Signale in der Parasitenzelle spielen dabei eine wichtige Rolle und sind ein
kritischer Faktor einer erfolgreichen Invasion, welche dem Parasiten das Uberleben und die
Weiterentwicklung sichert (Carruthers und Sibley, 1999; Pezzella et al., 1997). Unter den
Calcium-abhédngigen Proteinkinasen von Apicomplexa findet sich eine besondere mit
Calmodulin-dhnlicher Doméine ausgestattete Gruppe (CDPK), die urspriinglich bei
Pflanzen beschrieben worden war, sich aber weder bei Pilzen noch metazodren Tieren
findet (Harper et al., 1991, Zhang und Choi, 2001). Da einige Befunde bei Parasiten der
Gattungen Plasmodium und Toxoplasma darauf hindeuten, daf} derartige Enzyme eine
Rolle bei der Wirtszellinvasion spielen (Kieschnick et al., 2001; Billiker et al., 2004),
erscheinen sie von besonderem parasitologischem Interesse, auch im Bezug auf die

Kokzidiosen des Rindes.

In der vorliegenden Arbeit wird daher eine Isoform der Proteinkinase mit Calmodulin-
dhnlicher Doméne aus E. bovis sequenziert (EbCDPK 1), teils charakterisiert und in

Sporozoiten und Merozoiten I des Parasiten lokalisiert.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Eimeria-Infektionen des Rindes
2.1.1 Eimeria bovis: Taxonomie

Der Erreger Eimeria bovis ist ein Protozoon der Gattung Eimeria, der der Familie
Eimeriidae angehort und mit anderen wichtigen Krankheitserregern, wie Cryptosporidium
spp., Toxoplasma gondii und Neospora caninum zu der Klasse Coccidea zéhlt. In Tabelle

2.1 ist die aktuelle Taxonomie des Erregers dargestellt.

Tabelle 2.1 Taxonomie von E. bovis

Reich PROTOZOA
Stamm ALVEOLATA
Unterstamm APICOMPLEXA
Klasse COCCIDEA
Ordnung EIMERIIDA
Familie EIMERIIDAE
Gattung EIMERIA
Art EIMERIA BOVIS
2.1.2 Entwicklungszyklus von E. bovis

Die Entwicklung von E. bovis verlauft nach einem allgemeinem Grundmuster der Gattung
Eimeria (Long, 1978). Der Lebenszyklus von E. bovis (siche Abbildung 2.1) umfasst damit

drei Vermehrungsphasen (Sporogonie, Schizogonie und Gamogonie) und lauft

2
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obligatorisch zum Teil exogen (Sporogonie) und zum Teil endogen im Wirt (Schizogonie

und Gamogonie) ab.

Die unsporulierten Oozysten (Abbildung 2.1, A) werden mit den Fézes in die AuBlenwelt
ausgeschieden. Dort sporulieren sie in wenigen Tagen unter Bildung von 4 Sporozysten
mit je 2 Sporozoiten in jeder Sporozyste (B). Die Sporulation der Oozysten erfolgt in der
AuBenwelt und wird durch Feuchtigkeit und héhere Temperaturen bis 25 — 28 © C sowie
ausreichend Sauerstoff stimuliert. Sie dauert unter optimalen Bedingungen 2 — 3 Tage
(Ernst und Benz, 1986; Graat at al., 1994). Die Tiere infizieren sich durch die orale
Aufnahme von sporulierten Oozysten, aus welchen dann im Diinndarm unter Einfluss von
Trypsin bei pH 7,5 — 8,5 und unter Einwirkung von Galle die Sporozoiten (C) freigesetzt
werden (Nyberg und Hammond, 1964). Die freien Sporozoiten invadieren aktiv die
Endothelzellen (D) der zentralen Lymphkapillaren der Zotten des hinteren Diinndarmes,
bevorzugt im terminalen Ileum, und entwickeln sich dort zu 1. Schizonten (E), die wegen
threr GroBBe (bis > 435 pum) auch als Makroschizonten bezeichnet werden. Diese sind
makroskopisch als weile Piinktchen durch die Darmmukosa sichtbar und enthalten 14 — 18
Tage p.i. durchschnittlich ca. 120.000 Merozoiten (F) der ersten Generation (Hammond et
al., 1946).

Die Merozoiten der ersten Generation entwickeln sich nach ihrer Freisetzung in den
Epithelzellen von Zakum und Kolon zu ca. 10 um groBlen 2. Schizonten (G) (Hammond et
al. 1963), die nur jeweils 30 — 36 Merozoiten der zweiten Generation enthalten (Hammond
et al. 1963). Aus diesen Merozoiten entstehen die geschlechtlichen Stadien: Mikro- (1),
Makrogamonten (J) und schlieBlich Mikro-, Makrogametozyten, aus denen nach einer
Syngamie letztlich die Oozysten (K) entstehen, die 18 bis 21. Tag p. i. erstmals in den

Fézes nachweisbar sind (Hammond et al., 1963; Daugschies et al., 1986).
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Abbildung 2.1: Entwicklungszyklus von E. bovis (Quelle: Bowman, 1995) A:
unsporulierte Oozyste; B: sporulierte Oozyste; C: Sporozoit; D: befallene Endothelzellen;
E: Makroschizont; F: Merozoiten I; G: Schizont II; H: Merozoit II; I+J: mannliche und

weibliche Gamonten; K: neugebildete Oozyste
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2.1.3 Pathogenese und Klinik der E. bovis-Infektion

Bei E. bovis — Infektionen sind die Reaktionen auf die sich in Endothelzellen befindenden
Makroschizonten 1 relativ gering. Sie bestehen in Hypertrophie des Kernes und
Zytoplasmas der befallenen Zelle (Biirger, 1983). Erst die Schizonten II, Gamonten und in
den Zellen gebildeten Oozysten rufen schwere Verdnderungen vor allem in Zikum, aber
auch in den distalen 2 Metern des Diinndarmes und im proximalen Kolon hervor. Sie
gelten als pathogene Entwicklungsstadien und verursachen die klinischen Symptone
(Hammond et al., 1946). Um den 16. — 18. Tag nach der Infektion mit £. bovis — Oozysten
sind, im Ausmaf} abhédngig von der Infektionsdosis, Epithelzellen an der Basis der Driisen
mit Schizonten II, und Gamonten besetzt. Die Driisen sind erweitert, subepithelial zellular
infiltriert und im Bereich der Lamina propria und Submukosa ddematds mit erweiterten
Lymph- und BlutgefdBen (Biirger, 1983). Bei schweren Infektionen heben sich an den
folgenden Tagen die Epithelien groBflachig ab, und auf der nackten Lamina propria
befinden sich diphteroide Auflagerungen aus Blut, Fibrin, Granulozyten, Bakterien,
Oozysten und Zellresten. Die Kapillaren sind erweitert, thrombosiert oder aufgerissen, und
es kommt zu starken Hamorrhagien. Infolge einer Stérung der Prostaglandinsynthese und
-abgabe kommt es zusdtzlich zu einer Beeintrachtigung der Blutstillung (Biirger, 1983).
Vom 22. — 26. Tag p.i. ersetzen dichte, flache Lagen von Granulationsgewebe die Mukosa,
oft bis hinunter zur Lamina muscularis. Bei weitgehender Zerstorung der Driisenzellen
sind nur Epithelinseln sichtbar. Die tieferen Gewebeschichten werden 6dematos, stark
zellig infiltriert und hyperdmisch (Hammond et al., 1946; Friend und Stockdale , 1980).
Abgesehen von oft schweren Hadmorrhagien fithren die Dickdarmverdnderungen zu
Resorptionsstorungen, u. a. von Natrium- und Chloridionen und damit verbunden zu
Wasserverlust mit dem Kot und Dehydratation (Stockdale und Sheard, 1982; Daugschies et
al 1986).

Gelegentlich konnen auch zentralnervose Storungen bei einer E. bovis — Infektion
auftreten, wobei als Symptome Schreckhaftigkeit, tetanische Krimpfe, Nystagmus,
Opisthotonus und Ruderbewegungen beschrieben wurden (Niilo, 1970; Isler et al. 1987).
Nach dem hédmorrhagischen Durchfall entwickelt sich die Andmie. Todesfille sind
besonders bei Jungtieren nicht selten. Eine Kokzidiose-Rekonvaleszenz verlduft oftmals

zogerlich (Daugschies et al., 1986)
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2.2 Ultrastrukturelle Besonderheiten der Apicomplexa, ihrer Organellen und

deren Produkte

Die Parasiten des Substammes der Apicomplexa besitzen als Eukariota Zellkern und
typische  Organellen  wie  Mitochondrien,  Golgi-Apparat, Ribosomen  und
Endoplasmatisches Retikulum (Roberts und Hammond, 1970). Eine Reihe von
morphologischen Merkmalen wie eine gestreckte Form der Zelle und das Vorhandensein
bestimmter Organellen am apikalen Ende (apikaler Komplex, daher der Name des

Stammes) sind fiir die Parasiten dieses Stammes typisch (Levine, 1970).

Die Sporozoiten und Merozoiten sind von einer Pellikula umgegeben. Die Pellikula hat
eine komplexe Struktur, die aus einer duBleren Membran, einem inneren
Membranenkomplex (IMC) und einer dazwischenliegenden osmiophoben Schicht besteht
(Roberts und Hammond, 1970). Die #uBere Membran hat eine Dicke von etwa 90 A und
stellt eine durchgehende Umbhiillung des Parasiten dar. Der IMC hat eine Dicke von etwa
115 A und weist Unterbrechungen an den Polarringen und Mikroporen auf (Roberts und
Hammond, 1970; Chobotar et al., 1975). Zwischen duflerer Membran und IMC in der
osmiophoben Schicht (Dicke = 165 A) wurde eine Reihe von Proteinen beschrieben,
welche vermutlich fiir die ,,gliding motility* und Invasion verantwortlich sind (Ubersicht
in Meissner et al., 2002; Soldati und Meissner, 2004). Und zwar befindet sich in dieser
Schicht auf der inneren Seite der dufleren Membran ein heterotrimerer Myosin A —
Proteinkomplex. Ein solcher Proteinkomplex besteht bei 7. gondii aus einer schweren
Kette des Myosin A (7gMyoA), welches der Klasse XIV der Myosine angehort, einer
leichten Kette 1 (7¢gMLC 1) sowie einem myristoylierten Protein (7gMADP), durch
welches der Komplex in der Membran verankert wird (Herm-Go6tz et al., 2002). Auf der
gegeniiberliegenden Seite liegt im Komplex mit dem IMC zum grofiten Teil globuldres
Aktin (Dobrowolski et al., 1998; Foussard et al., 1990). Nach einer anderen Meinung
befindet sich der Myosin A-Proteinkomplex auf der IMC Seite und Aktin auf der Seite der
duBeren Membran (Soldati und Meissner, 2004; Bergman et al., 2003). Bei der
Fortbewegung des Parasiten findet auf bis jetzt ungeklarte Weise findet eine kurzfristige
Polymerisierung von Aktin statt und der Aktin-Myosin-Motor setzt die Proteine,
vorwiegend aus den Mikronemen, in Bewegung. Die Pellikula ist auBlerdem mit
Bestandteilen des Zytoskeletts verkniipft, welches Mikrotubuli und ein Netzwerk von
Intermedidrfilament-dhnlichen Proteinen umfasst (Ubersicht bei Morrissette und Sibley,

2002).
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Konoid

Pellikula

Refraktiles Kérperchen

Sporozoit Merozoit

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines Eimeria - Sporozoiten und -

Merozoiten. A: Organellen des apikalen Komplexes (Quelle: Hammond, 1973).

Der apikale Komplex setzt sich aus folgenden Elementen zusammen (Chobotar und
Scholtyseck, 1982):

e Polarring-Komplex

e Subpellikuldre Mikrotubuli

e Konoid und konoidale Ringe

e Mikronemen

e Rhoptrien

e Mikroporen
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e Dichte Granula

Der Polarring-Komplex ist eine osmiophile ringférmige Verdickung am apikalen Pol der
Parasitenzelle und wird durch den IMC und die Verankerung von subpellikuldren
Mikrotubuli geformt (Nichols und Chiapinno, 1987). Bei hoheren VergroBerungen
beobachteten Nichols und Chiapinno (1987), dass der Polarring aus zwei diinneren Ringen
besteht, wobei der posterior liegende Ring als Mikrotubuli-organisierendes Zentrum
(MTO) dient (Russel und Burns, 1984; Nichols und Chiapinno, 1987). Am Polarring
setzen die subpellikuldren Mikrotubuli an, welche sich in einer helikalen Anordnung bis
hin zum Zellkern erstrecken (Chobotar und Scholtyseck, 1982; Chiappino et al., 1984;
Nichols und Chiapinno, 1987). Die Anzahl der Mikrotubuli (18 — 73) variiert stark stadien-
und auch speziesspezifisch (Scholtyseck et al., 1972). Die Mikrotubuli der Coccidia haben
einen Durchmesser von 20 — 26 nm und sind wie herkdmmliche Mikrotubuli aus 13
langsverlaufenden Protofilamenten aufgebaut, welche ihrerseits aus o- und J-
Tubulindimeren bestehen (Russel und Burns, 1984; Schwarzman et al., 1985; Hu et al.,

2002).

Das Konoid stellt einen hohlen, abgestumpften Kegel dar, der aus einem Satz von spiralig
angeordneten, filamentdren Strukturen mit 25 — 30 nm im Durchmesser besteht (Chobotar
und Scholtyseck, 1982). Die Anzahl der fibrilliren Strukturen unterliegt starken
speziesabhidngigen Schwankungen (Chobotar und Scholtyseck, 1982). In Abhingigkeit von
den jeweiligen Vertretern der Apicomplexa hat das Konoid an seinem Vorderende einen
Durchmesser von 150 — 400 nm, an seinem Hinterende von 200 — 530 nm (Scholtyseck,
1973). Die Lénge des Konoids betrdgt 1/20 — 1/75 der Léange der einzelnen
Parasitenstadien (Scholtyseck et al., 1970). Die filamentdren Strukturen des Konoids sind
aus unkonventionellen Tubulinpolymeren aufgebaut (Hu, et al., 2002). Konoidale Tubulin-
Protofilamente werden (anders als die geschlossenen, aus 13 Protofilamenten bestehenden
Mikrotubuli) als geodffnete, Komma-éhnliche und aus 9 Protofilamenten bestehende
Strukturen beschrieben (Hu et al., 2002). Am Vorderende des Konoids befinden sich zwei
prikonoidale Ringe, welche integrale Bestandteile des Konoids darstellen und durch eine
Membran mit fibrilldren Strukturen des Konoids verbunden sind (Scholtyseck et al., 1970;
Chobotar und Scholtyseck, 1982). Innerhalb des Konoids verlaufen die Ausfithrungsginge
der Rhoptrien getrennt durch zwei konventionell aufgebaute Mikrotubuli (Hu, et al., 2002;
Nichols und Chiappino, 1987). Die Lage des Konoids beziiglich des Polarring-Komplexes

ist variabel; es kann bis iiber das MTO vorgestreckt werden (Roberts und Hammond, 1970;



LITERATURUBERSICHT

Monteiro et al., 2001; Mondragon und Frixione, 1996). Die Protrusion des Konoids ist
abhingig von der Konzentration von Ca*" im Zytoplasma der Parasitenzelle (Mondragon
und Frixione, 1996; Monteiro et al., 2001). Es wird vermutet, dass das Konoid eine
mechanische Rolle bei der Penetration von Zellen spielt (Chobotar und Scholtyseck, 1982;
Mondragon und Frixione, 1996).

Zu den sekretorischen Organellen des apikalen Komplexes gehdren Mikronemen,
Rhoptrien und dichte Granula, deren Sekretion im Laufe des Invasionsvorganges zeitlich

aufeinander abgestimmt ist (Carruthers and Sibley, 1997).

Die Mikronemen sind osmiophile, lidngliche, vesikuldre Strukturen (Chobotar und
Scholtyseck, 1982), welche ihren Inhalt (Mikronemenproteine) unmittelbar vor und
wihrend der Invasion der Wirtszelle sezernieren (Ubersicht bei Tomley und Soldati, 2001;
Carruthers, 2002). Die Ausschiittung erfolgt iiber das ,,vorgestreckte* Konoid vermutlich
mittels der Fusion von einzelnen Mikronemen-Vesikeln mit der duleren Plasmamembran
(Carruthers und Sibley, 1999). Bei Apicomplexa wurden bisher 29 Mikronemenprotein-
kodierende Gene identifiziert (Ubersicht bei Tomley und Soldati, 2001). Dabei wurden auf
Proteinebene einige Leitmotive festgestellt:
e ctwa bei der Hilfte der bekannten Mikronemenproteine wurde eine
Transmembrandomine in der Ndhe des COOH-Terminus vorhergesagt (Carruthers,
2002);
e viele Mikronemenproteine weisen Homologien zu adhédsiven Motiven auf, welche
sich in Integrinen, Trombospondin, Kallikrein und EGF (Epidermal growth factor) in
hoheren Eukarionten finden (Ubersicht bei Tomley und Soldati, 2001);
e mehrere Mikronemenproteine konnen miteinander interagieren und sogenannte
adhdsive Komplexe bilden (Carruthers, 2002; Meissner et al., 2002). TgMIC 1
(Toxoplasma gondii-Mikronemenprotein 1) besitzt zwei Thrombospondin-dhnliche
Polypeptide und hat als Interaktionspartner 7gMIC 4 (6 Kallikrein-dhnliche ,,Apple*-
Domaénen) und 7gMIC 6 (3 EGF-dhnliche Doménen und eine Transmembran-Doméne);
beide 7gMIC 1 und 7gMIC 4 kénnen Liganden der Wirtszelloberfliche binden und sind
fiir die adhésiven Eigenschaften des Komplexes verantwortlich. In diesem Komplex
dient vermutlich TgMIC 6 mit seiner Transmembrandoméne als ein Linker zwischen
adhdsiven Doménen der Micronemenproteine und dem Aktin-Myosin-Motor (Meissner
et al., 2002; Reiss et al., 2001). In den anderen Mikronemenprotein-Komplexen

[TgMIC 8/MIC 3] und [TgMIC 2/M2AP] fungieren 7gMIC 8 und 7gMIC 2 mit ihren
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Transmembrandoménen als Trager des Proteinkomplexes auf der Parasitenoberflédche
(Reis et al., 2001; Rabenau et al., 2001). Bei Eimeria tenella werden die adhdsiven
Komplexe zwischen EfMIC 4 und EtMIC 5 gebildet, wobei EtMIC 4 als Tréger des fiir
die Zelladhésion verantwortlichen EtMIC 5 dient (Periz et al., 2005)

An Mikronemenproteinen wurde gezeigt, das sie nach der Sekretion auf der
Pellikulaoberfliche mit Hilfe eines pellikuldren Aktin-Myosin-Motors vom apikalen Pol in
Richtung Hinterende gebracht werden. Dabei wird postuliert, dass im Falle einer
erfolgreichen Bindung von adhdsiven Mikronemenprotein-Komplexen an ihren Liganden
im Wirt und Versetzung von oben genannten Komplexen vom apikalen zum distalen Pol
eine Vorwirtsbewegung des Parasiten stattfindet (Carruthers und Sibley, 1999; Bumstead
und Tomley, 2000). Immer noch ist aber unbekannt, tiber welches Molekiil (welche
Molekiile) die Verbindung zwischen dem Aktin-Myosin-Motor und der zytoplasmatischen
Domine der Mikronemenprotein-Komplexe stattfindet (Ubersicht bei Soldati et al., 2001,
Soldati und Meissner, 2004).

Andere Organellen mit sekretorischer Funktion sind Rhoptrien. Die Rhoptriensekretion
erfolgt nach der Reorientierung des Parasiten mit dem apikalen Pol zu Wirtszellmembran
und wihrend des Endringens in die Wirtszelle. Dabei wird bei der invadierten Wirtszelle
durch die Invagination der Wirtszellmembran eine parasitophore Vakuole (PV) gebildet
(Nichols et al., 1983; Suss-Toby et al., 1996). Hakansson et al. (2001) berichteten bei
T. gondii iiber die Entstehung von Satelliten-Vesikeln wéhrend des Invasionsvorganges,
welche sich im Wirtszellzytosol befinden und ohne Beteiligung der Wirtzellmembran
geformt werden. Beide Strukturen beinhalten Rhoptrien-spezifische Proteine ROP 1
(Saffer et al., 1992) und ROP 2 (Beckers et al., 1994) und kénnen nach der Invasion
miteinander fusionieren (Hakansson et al., 2001). Die aus Rhoptrien sezernierten Proteine
spielen eine Rolle bei der Modifizierung der Wirtszellmembran zur PV-Membran (Mordue
et al., 1999). Um die spitere Fusion von Lysosomen mit PV verhindern zu kdnnen, werden
die Zelloberflichenrezeptoren (FcR, MHC I und MHC II) wihrend der Bildung der PV-
Membran ausgeschlossen. Ferner fehlten in der PV-Membran auch lysosomale
Kompartimentmarker und Fusionsproteine (rab5, rab7 NSF, H' - Protonpumpe) (Mordue
und Sibley, 1997). AuBBerdem wurde die Beteiligung von in PV-assoziiertem ROP 2 bei der
Anheftung von Wirtsmitochondrien an die PV und der Rekrutierung von Lipiden aus dem

Zytosol beschrieben (Nakaar et al., 2003).
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Dichte Granula sind mit einer Membran abgegrenzte, kugelige Vesikel und befinden sich
je nach Stadium und Spezies nicht nur im apikalen Komplex sondern auch im Zytoplasma
hinter dem Zellkern (Scholtyseck, 1979; Carruthers und Sibley, 1997). Die Sekretion aus
dichten Granula erfolgt in die PV nach dem Eindringen des Parasiten in die Wirtszelle
(Leriche und Dubremetz, 1990). Im Unterschied zu Mikronemen und Rhoptrien setzen
dichte Granula ihren Inhalt nicht iiber den apikalen Pol, sondern iiber die Pellikula,
vorwiegend im apikalen Bereich, frei (Leriche und Dubremetz, 1990; Dubremetz et al.,
1993). Sie wandern hierzu in Richtung Pellikula und fusionieren mit der &ufleren
Plasmalemma (Leriche und Dubremetz, 1990). Einige Proteine aus den dichten Granula
wurden bei 7. gondii teilweise charakterisiert. Unter ihnen finden sich Nukleosid-
triphosphat-Hydrolasen (Sibley et al., 1994); Proteaseinhibitoren (Morris et al., 2002) und
9 dichte Granula—spezifische Proteine GRA 1 — 9, deren Funktion nicht vollstindig
aufgeklart wurde (Cesbron-Delauw, 1994; Fischer et al., 1998; Jacobs et al., 1998; Carey et
al., 2000; Adjogble et al., 2004). Einige Dichte Granula-spezifische Proteine (GRA 3,
GRA 5) werden in die PV-Membran integriert, andere (GRA 2, GRA 1) verbleiben
zwischen PV-Membran und Pellikula (Lecordier et al., 1993). Bermudes et al. (1994)
beobachteten fluoreszenzmikroskopisch im Wirtszellzytoplasma feine Stringe von GRA 3,

welche zu den Vakuolen oder zum Zellkern abzweigten.

2.3 Proteinkinasen mit Calmodulin-dhnlicher Doméne und bekannte

Vertreter bei Apicomplexa

Die Proteinphosphorylierung stellt einen wichtigen biochemischen Prozess bei der
Signaltransduktion dar. Die kovalente Bindung von Phosphatgruppen an Aminosduren
kann bei den Zielproteinen Verdnderungen der Konformation bewirken und damit
verbunden zu Verdnderungen ihrer enzymatischen Aktivitit oder Ligandenbildung fiihren.
Die Proteinphosphorylierung ist ein reversibler Prozess und kann durch Phosphatasen
rickgingig gemacht werden. Das macht Schritte der Signaltransduktion, welche durch
Kinasen und Phosphatasen vermittelt werden zu einem feineinregulierbaren System

(Alberts et al., 2002).

Die Proteinkinasen mit Calmodulin-dhnlicher Doméine werden aufgrund ihrer
Sequenzhomologien und ihrer enzymatischen Spezifitdt in einer Superfamilie der Serin-,
Threonin-, und Tyrosinkinasen zusammengefasst. Die Molekiile dieser Superfamilie

katalysieren den Transfer von Phosphat vom ATP an die entsprechende Aminosédure des zu
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phosphorylierenden Proteins. Die Superfamilie teilt sich in 5 grofe Gruppen, unter
welchen sich die CaM-Gruppe (Calmodulin; Aktivierung von Kinasen durch
Wechselwirkung mit Ca®") findet (Hanks und Hunter, 1995). Calmodulin ist ein kleines
calciumbindendes Molekiil, das in allen eukaryontischen Zellen vorhanden ist und als
Mehrzweckrezeptor fiir intrazellulire Ca*-Schwankungen dient. Das Protein besitzt an
seinen NH,- und COOH-terminalen Enden zwei hochaffine Ca2+—Bindungsd0méinen (EF-
Hinde). Calmodulin verindert nach der Bindung von vier Ca®-lonen  seine
dreidimensionale Konformation und in der Interaktion mit Ca**/Calmodulin abhingigen

Kinasen fiihrt dies zu einer allosterischen Aktivierung des Enzyms (Alberts et al., 2002).

In die CaM-Gruppe gehort ebenfalls die erstmals bei Pflanzen und spéter bei einigen
Protozoen beschriebene relativ neue Familie der Proteinkinasen mit Calmodulin-dhnlicher
Domine (CDPK). CDPKs wurden bis jetzt bei Pflanzen, einigen Dinoflagellata und
Apicomplexa sowie Griinalgen beschrieben, aber sie wurde nicht bei hoheren Tieren und
Pilzen ermittelt (Harper et al., 1991; Zhao et al., 1992). Bei den Vertretern der CDPK-
Familie handelt es sich um Proteine, die aus einer Polypeptidkette mit einer katalytischen
Kinasedomidne am NH,-terminalen Ende, einer Zwischendomine und einer Calmodulin-
ghlichen Domine mit 4 Ca**-bindenden EF-Hianden am COOH-terminalen Ende bestehen.
Die Zwischendoméne wirkt auf die katalytische Domédne autoinhibitorisch (Harper et al.,
1994; Vitart et al., 2000). Die am COOH-terminalen Ende liegende Ca**-Bindungsdoméne
stellt einen Calciumsensor zur Aktivierung der Kinase dar (Christodoulou et al., 2004;
Weljie und Vogel, 2004). An der AfCDPK Isoform AK 1 aus Arabidopsis thalina und
PfCDPK Isoform 1 aus Plasmodium falciparum wurde gezeigt, dass die COOH-terminal
liegenden EF-Hinde (COOH-Lobus) eine héhere Bindungsaffinitit zu Ca*" als die NHa-
terminal liegenden EF-Hénde (NH,-Lobus) besitzen (Christodoulou et al., 2004; Zhao et
al., 1994, siehe Abbildung 2.3). Dies fiihrt dazu, dall vermutlich in vivo der COOH-Lobus
der Calmodulin-homologen Domine permanent mit Ca’® aus dem basalen
zytoplasmatischen Calcium-Pool aufgeladen ist, und der NH,-Lobus mit seiner geringeren
Affinitit zu Ca®" als sensibler Sensor fiir Calcium-Konzentrationsschwankungen dient.
Nach der Bindung von zwei weiteren Calciumionen am NH;-Lobus erfolgt eine weitere
Verdnderung der dreidimensionalen Konformation des Proteins. Im Zuge dieser
Verianderung 16st sich das Pseudosubstrat der autoinhibitorischen Doméne vom aktiven

Zentrum des Enzyms und die Kinase wird aktiv (Christodoulou et al., 2004).
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der CDPK — Aktivierung durch Ca®™ am
Beispiel der Aktivierung von AtCDPK Isoform AK 1. (Quelle : Christodoulou et al.,

Die Sequenzierung des Arabidopsis thaliana-Genoms zeigte, dal 34 Gene verschiedene

Isoformen der CDPK kodieren und die Erkenntnisse aus Sequenzierprojekten von

f die Zugehorigkeit von
CDPK-Isoformen durch

»multi copy“-Gene kodiert werden (Harper and Harmon, 2005). Die unterschiedliche
Lokalisation von verschiedenen Isoformen der CDPKs in den Pflanzenzellen I&sst
vermuten, dal} sie an vielseitigen Wegen der Signaltransduktion teilnehmen. Bei Pflanzen
wurden die CDPKs im endoplasmatischem Retikulum (Lu und Hrabak, 2002; Dammann et

al., 2003), in Plasmamembranen (Yoon et al., 1999; Dammann et al., 2003) und
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Peroxisomen (Dammann et al., 2003) nachgewiesen. Die Mehrheit der CDPK-Sequenzen
aus Arabidopsis thaliana trigt die Konsensussequenz fiir die N-Myristoylierung am
Glycin 2 (Boisson et al., 2003), wobei die N-Myristoylierung am NH;-terminalen Glycin
bei Cucurbita pepo CDPK 1 (Zucchini, Ellard-Ivey et al., 1999), Arabidopsis thaliana
CPK 2 (Lu und Hrabak, 2002), Lycopersicon esculentum CPK 1 (Tomate; Rutschmann et
al., 2002) nachgewiesen wurde. Die Myristoylierung ermoglicht die Verankerung des

Proteins uber einen Fettsdurenrest in der Membran.

Die biochemischen Untersuchungen der Aktivitdt von verschiedenen CDPK-Isoformen in
verschiedenen Pflanzen lassen vermuten, dass CDPKs bestimmte lokale Calcium-Signale
erkennen und je nach der CDPK-Isoform unterschiedliche Signaltransduktionswege
einschalten kénnen (Ubersicht bei Ludwig et al., 2004). Die sogenannten Ca”'-Signaturen
werden von verschiedenen pflanzlichen Stressfaktoren wie Kélte, Diirre, Salz oder
pathogenen Mikroorganismen ausgeldst (Ubersicht bei Evans et al., 2001) und fiihren {iber
verschiedene CDPK-Isoformen zur Aktivierung bestimmter Signalwege, welche mit der
Aktivierung von Resistenz-Genen gegeniiber den jeweiligen Stref3faktoren enden (Ludwig

et al, 2004).

Die CDPKs bei Apicomplexa haben die gleiche Doméanenstruktur wie jene bei Pflanzen
und weisen etwa 50 % Ahnlichkeit mit diesen auf, die CDPK-Familie bei Apicomplexa ist
aber mit deutlich weniger Isoformen in jedem Organismus vertreten. Das Genom von
Plasmodium falciparum kodiert 6 putative CDPKs und eine CDPK-dhnliche Kinase, bei
der aber die Calmodulin-dhnliche Domaine fehlt (Billker et al., 2004). Bei 7. gondii sind bis
jetzt nur 2 CDPKs sequenziert worden (Kieschnick, 2001). Die Tabelle 2.1 gibt eine
Ubersicht iiber einige bekannte CDPKs bei Apicomplexa.

Die Rolle der CDPKs bei Apicomplexa wie auch bei Pflanzen wird der Ca’"-abhingigen
Signaltransduktion zugeschrieben. Auffallend ist auch das Expressionsmuster
verschiedener CDPK-Isoformen bei unterschiedlichen Parasitenstadien. Bei Toxoplama
gondii-Tachyzoiten werden 7gCDPK 1 und 7gCDPK 2-Transkripte nachgewiesen, aber
nur 7gCDPK 1-mRNA wird in Protein translatiert (Kieschnick et al., 2001). Bei
Plasmodium falciparum-befallenen Erythrozyten wurden PfCDPK 1 als Protein und
PfCDPK 2 als Transkript im Ringstadium (5 — 18 h p. i.), Trophozoitenstadium (17 — 33 h
p.i.) und Schizontenstadium (37 — 43 h p.i.) nachgewiesen (Zhao et al., 1993; Farber et al.,
1997), wobei Li et al. (2000) die PfCDPK 1-mRNA in allen intraerythrozytéren Stadien

nachweisen konnten. Die Expression einer weiteren Isoform, PfCDPK 3, findet in
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intraerythrozytidren Geschlechtsstadien — Gametozyten statt (Li et al., 2000) und die
Expression von PfCDPK 4 wurde sowohl in intraerytrozyteren Stadien (Gametozyten) als

auch in Entwicklungsstadien in Moskitos (Gameten und Ookineten) nachgewiesen (Billker

et al 2004).

Tabelle 2.1: CDPKSs von Apicomplexa aus Datenbanken

Spezies Molekiil Accesion-number Beschrieben von/durch
C. hominis ChCDPK 1 EAL36787 Genomsequenzierung
C. hominis ChCDPK 2 EAL38263 Genomsequenzierung
C. hominis ChCDPK 7 EAL37804 Genomsequenzierung
C. parvum CpCDPK 3 AAS47707 Huang, 2004
T. gondii T¢gCDPK 1 AAG53993 Kieschnick, 2001
T. gondii TgCDPK 2 AAG53994 Kieschnick, 2001
E. tenella EtCDPK CAA96439 Dunn et al., 1996
P. falciparum PfCDPK 1 CAA47704 Zhao, 1992
P. falciparum PfCDPK 2 X99763.1 Férber, 1997
P. falciparum PfCDPK 3 QINJU9 Genomsequenzierung
P. falciparum PfCDPK 4 Q8IBSS5 Gardner et al., 2002

Es liegen Befunde vor, nach denen CDPKs an der Invasion von Wirtszellen und am
Parasiten-Egress beteiligt sind. Der Einsatz des [Ca®’]i -abhingigen Proteinkinasen-
Inhibitors KT5926 in einer Konzentration von 1 — 5 uM fiihrte zur Hemmung der ,,gliding
motility” und Invasionsfahigkeit von 7. gondii-Tachyzoiten. Dies konnte aber auch durch
die Inhibition der Freisetzung von Mikronemenproteinen erkldrt werden, denn es wurde
keine Sekretion und kein ,,surface capping™ von TgMIC 2 registriert (Dobrowolski et al.,
1997). KT5926 ist ein Inhibitor der Myosin light-chain kinase (MLCK), welcher in der
Konzentration von 20 nM (ICsy fiir MLCK aus Sdugern) beide (Ca®*/Calmodulin-
abhingige und —unabhingige) MLCK's der glatten Muskulatur blockiert (Nakanishi et al.,
1990). Interessanterweise wird die Kinaseaktivitdit von rekombinanter 7gCDPK 1 auch
durch KT5926 in der Konzentration von 1 uM inhibiert (Kieschnick et al., 2001). Ein bei
P. berghei orthologes Molekiil, POCDPK 4, ist unter anderem auch an der Invasion
beteiligt. Billker et al. (2004) beobachteten eine 50fache Reduktion der Invasionsfahigkeit
von Ookineten zu Moskito, welche aus PhCDPK 4-knockout Gameten gebildet wurden.

Eine andere Funktion von POCDPK 4 ist die Aktivierung einer Signaltransduktionskaskade
als Antwort auf einen erhéhten Ca®*-Spiegel nach Induktion durch das Moskito-spezifische

Molekiil Xanthurensdure (Billker et al. 2004). Diese PhCDPK 4-abhidngige Regulation
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koordiniert bei ménnlichen Gamonten die Parasitendifferenzierung, und zwar die
Replikation des Genoms, Mitose-assoziierte Verdnderungen des Zytoskeletts und die

Zusammensetzung von Axonemen (Billker et al. 2004).

Bei Sporozoiten von Eimeria maxima wurde CDPK erstmals als eines der Leukozyten-
stimulierenden  Antigene identifiziert (Bumstead et al. 1995). Nachfolgende
Charakterisierung der CDPK aus Eimeria maxima und Eimeria tenella zeigte, dass die
beiden Kinasen zu CDPK I aus Plasmodium falciparum und Toxoplasma gondii hoch
homolog sind. EtCDPK und EmCDPK konnten nicht in unsporulierten Oozysten
nachgewiesen werden; wéhrend der Sporulierung wird das Protein erst nach 6 — 18 h
nachgewiesen. Bei den sporulierten Oozysten und Sporozoiten wird die Kinase konstitutiv
exprimiert und im apikalen Bereich des Methanol/Aceton-fixierten Sporozoiten lokalisiert
(Dunn et al., 1996). Bei E. tenella-infizierten Zellen hatte die CDPK eine tendenzielle
Oberfldachenlokalisation. Die genaue Funktion der CDPK bei Eimerien ist unbekannt,
allerdings wird die Beteiligung der CDPK bei der Infektion von Wirtszellen und spiter

beim Egress von Merozoiten I aus infizierten Zellen angenommen (Dunn et al., 1996).

24 Rolle des Ca*" als Second Messenger in der Signaltransduktion bei

Apicomplexa

Viele extrazellulire Signale induzieren eine Erhohung der zytosolischen Konzentration
Ca®", welches als wichtiger ,,second messenger* in eukariontischen Zellen sowohl bei der
Antwort auf externe Stimuli als auch bei der Steuerung von vielen weiteren intrazelluldren
Prozessen eine Rolle spielt. In eukariontischen Zellen dienen Ca**-bindende Proteine, wie
Troponin C, Calmodulin, CDPK als Ubertriger des Calciumsignals und kénnen in vielen
Féllen enzymatische Kaskaden ausldsen. Dies resultiert unter anderem in einer Aktivierung

der Gentranskription und Translation (Alberts et al., 2002).

Die Invasion von Wirtszellen durch Parasiten des Stammes Apicomplexa héngt kritisch
von der Mobilisierung von Ca®" aus intrazelluliren Speichern und dem Ca®*-Einstrom in
das Parasitenzytoplasma ab. Das Invasionsvermogen von 7. gondii-Tachyzoiten wird
dramatisch reduziert, wenn das extrazelluldre Calcium durch die Chelatoren EGTA oder
BAPTA und das zytoplasmatische Calcium durch BAPTA-AM oder die Kombination von
EGTA und A23187 abgereichert wird (Pezzella et al., 1997; Vieira und Moreno, 2000).

Lovett und Sibley (2003) postulieren allerdings, dass nur die Chelation von intrazellulirem

16



LITERATURUBERSICHT

Calcium einen Einfluf} auf das Invasionsvermogen von 7. gondii — Tachyzoiten hat und die
Abwesenheit von extrazellulirem Ca®" Mikronemensekretion und ,,gliding motility* nicht

beeinflusst.

Auf der anderen Seite 16st der mit dem Ca®"-Tonophor A23187 induzierte Anstieg der
intrazelluliren Ca”’- Konzentration morphologische Verinderungen in der Parasitenzelle
aus. Bei T gondii-Tachyzoiten wird nach Ca®"-Ionophor-Behandlung das Konoid
herausgestreckt, welches sich vor der Behandlung bei den meisten Parasitenzellen in einem
zuriickgezogenen Zustand auf der Hohe des Polarring-Komplexes befindet (Monteiro et
al., 2001; Mondragon und Frixione, 1996). Behandlung mit den Ca*"-Inophoren A23187
oder Ionomycin ruft auch Mikronemensekretion hervor, wobei Mikronemenproteine
offenbar durch die Fusion von Mikronemenvesikeln mit der Plasmamembran sezerniert
werden (Carruthers und Sibley, 1999). In dem apikalen Bereich der Parasitenzelle wurden
nach der A23187-Behandlung auch elektronen-transparente Vesikel beobachtet, welche
den entleerten Mikronemen &hnlich sahen (Carruthers und Sibley, 1999; Monteiro et al.,
2001). Monteiro et al. (2001) stellten nach der A23187-Behandlung auch fest, da3 die
dichte Granula sich am Rande der Parasitenzelle befanden und in manchen Fillen einen
Kontakt zum IMC hatten. Im Gegensatz zu Mikronemen konnte der erhéhte Ca**-Spiegel
keine Sekretion von Rhoptrien und Dichten Granula auslosen (Carruthers und Sibley,
1999). Auch beim Egress intrazelluldrer Parasiten aus ihren Wirtszellen scheinen
Calciumsignale beteiligt zu sein. In fritheren Arbeiten wurde gezeigt, dass eine
experimentell erhdhte [Ca*"]i zum Egress intrazellulirer Stadien von T. gondii fiihrt
(Ellison et al., 2001; Stommel et al., 1997; Black et al., 2000). Bei in vitro-Kulturen von
Sarcocystis neurona bewirkte die Erhdhung der [Ca*']i die synchrone Freisetzung der

Merozoiten aus den reifen Schizonten (Ellison et al., 2001).

Aus fritheren Arbeiten geht deutlich hervor, dass die Calciumsignale im Zytosol des
Parasiten und der Wirtszelle bei verschiedenen Prozessen im Infektionsgeschehen beteiligt
sind und offenbar die Signaltransduktionskaskaden mittels Calcium-bindender Proteine
wie Calmodulin, CDPK, MLCK einleiten. Im Moment ist noch sehr wenig {iiber
Signaltrasduktion bei Apicomplexa bekannt. Viele Prozesse, wie die Ausstiilpung des
Konoids, die Sekretion aus Organellen des Apikalkomplexes oder die ,,gliding motility*
sind noch in weiten Teilen unverstanden. Es ist wichtig, die Mechanismen der
Signaltransduktion wihrend der Invasion und Parasit-Wirt-Interaktion aufzukldren, da

einzelne Komponeneten von Signalkaskaden als Angrifsstellen fiir Antiparasitika
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fungieren konnten. In diesem Zusammenhang bietet sich die CDPK der Apicomplexa als
ein mogliches Zielprotein bei der Entwicklung einer neuen causativen Coccidien-Therapie

an.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Versuchstiere
3.1.1 Kélber

Um Eimeria bovis-Oozysten zu gewinnen und die Erhaltung des E. bovis-Stammes [dabei
handelt es sich um einen E. bovis-Stamm H, ein vor einigen Jahren in Norddeutschland
gewonnenes Feldisolat (Fliege et al., 1992)] zu sichern, werden regelméfig Bullenkilber
eingesetzt. Konventionell gezilichtete und gehaltene Kélber der Rasse Deutsch
Schwarzbunte werden im Alter von 2 Wochen von ortsansédssigern Viehhédndlern gekauft.
Um akzidentelle Kokzidieninfektionen zu vermeiden, werden die Kélber im
institutseigenen Stall untergebracht und aufgezogen. Zwei getrennte Stockwerke stehen fiir
die kokzidienfreie Haltung zur Verfiigung. Die Kélber werden am Anfang zweimal téglich
mit Milchaustauscher (200 g/Mahlzeit, RCG, Miinster) gefiittert. Ab der zweiten Woche
wird zusitzlich pelletiertes Ergidnzungsfutter (Raiffeisen Warenzentrale Rhein Main eG
Werk, Wiesbaden) ad libitum gegeben. Wasser und autoklaviertes Heu stehen ebenso ad

libitum zur Verfiigung.

3.1.2 Gewinnung vom Seren
Material:
e Blut

e  Glycerol (MP Biochemicals)
Vorgehensweise:
Das abgenommene Blut wird fiir 4 h bei Raumtemperatur stehen gelassen, damit sich das
Blutgerinnsel bildet. Zur Retraktion des Blutgerinsels wird der Ansatz bei 4° C {iber Nacht
inkubiert. Danach wird das Serum gesammelt und das Gerinnsel wird zusitzlich 10 min bei
3000 xg zentrifugiert. Das Serum wird aus dem Uberstand entnommen und aliquotiert bei
-20° C aufbewahrt. Um wiederholtes Auftauen und Einfrieren des Serums zu vermeiden,

wird das Serum 1:1 mit Glycerol vermischt und bei —20° C aufbewabhrt.
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3.2 Eimeria bovis
3.2.1 Infektion von Kélbern mit £. bovis
Material:

e  Oozystensuspension in 2% K,Cr,O; (wird bei 4° C im Kiihlraum aufbewahrt)
e Phosphate buffered saline (PBS) wird aus einer 10fachen Stammldsung zubereitet
e 10xPBS

137 mM NacCl, 80 g/l (Roth)

2,7 mM KCl, 2 g/l (Merck)

1,5 mM KH,POy, 2 g/l, (Merck)

6,5 mM Na,HPO,-2H,0, 11,5 g/l (Merck)

Vorgehensweise:

Kaélber werden im Alter von ca. 7 Wochen mit je. 50.000 sporulierten Oozysten von E.
bovis infiziert. Dazu wird die entsprechende Menge Oozysten-Suspension 10 min bei
400 xg zentrifugiert. Das Pellet wird dreimal mit PBS gewaschen um die Reste von
K;,Cr,07 zu entfernen. AnschlieBend wird es in 10 ml PBS resuspendiert und den Kélbern
per os appliziert. Ab dem 18. Tag p. i. werden Kotproben téglich untersucht. Mit Beginn
der Oozystenausscheidung (in der Regel dauert die Prdpatenz 21 Tage) wird die
Oozystenausscheidung téglich anhand der OPG (Oozysten pro Gramm Kot)-Werte

ermittelt.

Fiir die Gewinung von Infektionssera werden die Kélber am 48 Tag p. i. mit der gleichen
Oozystenmenge reinfiziert. Am 14. Tag nach der Reinfektion werden von jedem Kalb etwa

200 ml Blut entnommen und Serum gewonnen (Kapitel 3.1.2).

322 Gewinnung von E. bovis-Oozysten

Material:

3 Siebe mit Maschenweiten von 300 um, 150 um und 80 um
gesittigte Zuckerlosung mit einer Dichte von 1,35

Ardometer (IDL), Messbereich: 1 — 1.2 g/mlund 1.2 — 1.4 g/ml
flache Plastikschalen und Glasplatten

Plastikeimer, 10 1

ZentrifugengefdBe 250 ml aus Polypropylen (Herolab LongLife®)
4% und 2% K,Cr,0 - Losungen (Merck)

80 cm” oder 175 cm? Zellkulturflaschen, Nunc EasYFlask™ (Nunc)

Vorgehensweise:

Wihrend der Patenz werden die Fizes der Kélber mit einem OPG-Wert von >1000

gesammelt. Der Kot wird mit Leitungswasser durch die Siebe mit absteigender
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Maschenweite gewaschen, um grobe Partikel aus der Suspension zu entfernen. Die
resultierende Suspension wird in 10 1-Eimern 2 Stunden bei Raumtemperatur stehen
gelassen, um die Oozysten sedimentieren zu lassen. Danach wird vorsichtig etwa die
Hilfte des Uberstands abgekippt und verworfen. Die restliche Suspension, die die
Oozysten im Sediment enthélt, wird mit gesittigter Zuckerlosung im Verhéltnis 1:1

gemischt, anschlieend mit der gesittigten Zuckerldsung auf die Dichte von 1,15 justiert.

Die Flotation der Oozysten findet in Plastikwannen mit einer Oberfliche von 800 cm” statt.
Zuerst werden die Plastikwannen mit aufgelegten Glasplatten mit Hilfe von Wasserwaage
und Holzkeilen pridzise waagrecht justiert. Dann werden auf die mit der Kot-Zucker-
Suspension randvoll gefiillten Schalen mdglichst luftblasenfrei die Glassplatten aufgelegt.
Nach Ablauf der Flotationszeit von zwei Stunden werden die Glasplatten vorsichtig
abgehoben und die an der Glasplattenunterseite anhaftenden, flotierten Oozysten mit
Wasser abgewaschen. Die die abgewaschenen Oozysten enthaltende Fliissigkeit wird
gesammelt und zentrifugiert (10 min 400 xg); die Sedimente werden in Aqua dest.
resuspendiert und anschlieBend 1:1 mit einer 4 % igen (w/v) Kaliumdichromatlésung
vermischt. Die somit entstandene 2 % ige Kaliumdichromat-Oozysten-Suspension
verbleibt bis zum AbschluB3 der Sporulation der Oozysten gewohnlich 1 Woche in den
offenen Schalen, wobei eine ausreichende Sauerstoffzufuhr gewihrleistet sein muss. Diese
wird durch ein zweimal tigliches vorsichtiges Aufriihren der Oozystensuspension oder
durch das Einblasen von Luft mit Hilfe einer Pipette sichergestellt. Danach werden die
sporulierten Oozysten nochmals abzentrifugiert (10 min 400 xg) und in 2 % iger
Kaliumdichromatlosung aufgenommen. In dieser Losung werden die sporulierten
Oozysten in 75 cm® oder 175 cm’-groBen Zellkulturflaschen bei 4° C im Kiihlraum
aufbewahrt, wobei die Flaschen nicht dicht verschlossen sein diirfen, um den Zutritt von

Sauerstoff zu ermoglichen.

3.23 Gewinnung von E. bovis-Sporozoiten
Material:
e  Oozysten-Suspension in 2 % iger K,Cr,0O; — Losung (Kapitel 3.2.2)
e Percoll™ (Amersham Bioscience)
e 1,5M NaCl (Roth)
e 0,15 M NaCl (Roth)
e  Natriumhypochloritldsung mit 4 % wirksamem Chlor, wird frisch von Natriumhypochlorit, NaCIO

(Roth; 12 % wirksames Chlor) hergestellt
e Inkubationsmedium wird frisch hergestellt und steril filtriert:
0,35 % L-Cystein-HCI (Serva)
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1,68% Natriumhydrogenkarbonat, NaHCO; (Merk)
e Excystiermedium (nach dem Ansetzen steril filtriert und auf 37° C vorgewirmt):
0,12 g Trypsin 1:250 (Sigma)
2,4 ml Rindergalle (die Galle wird aus der Gallenblase frisch geschlachteter Rinder entnommen und
bei —20° C nicht langer als 3 Wochen aufbewahrt)
27,6 ml 1 x HBSS (Hank's balanced salt solution) wird frisch aus 10 x HBSS erstellt;
e 75 cm’ Zellkulturflaschen (Nunc)

Vorgehensweise:
Die E. bovis-Sporozoitengewinnung beinhaltet zwei Schritte: Oozystenaufreinigung und
Excystierung. Die Oozystenaufreinigung erfolgt mit Hilfe einer isopyknischen

Zentrifugation mit Percoll-Gradienten.
Herstellung von Percollgradienten:

Zuerst wird eine isotonische Percoll-Stocklosung (IPS) hergestellt. Dafiir werden 9 Teile
(v/v) Percoll und 1 Teil (v/v) 1,5 M NaCl-Losung gemischt. Zur Herstellung einer
60 % igen (v/v) und 50 % igen (v/v) Percoll-Losung werden IPS und 0,15 M NaCl wie
folgt gemischt:

60 % ige Percoll-Losung: 6 Teile (v/v) IPS + 4 Teile (v/v) 0,15 M NaCl-Losung
50 % ige Percoll-Losung: 5 Teile (v/v) IPS + 5 Teile (v/v) 0,15 M NaCl-Losung

Jeweils 10 ml von der hergestellten Percoll-Losungen werden in 14 ml-Beckmann-
Zentrifugenrohrchen gefiillt und 20 min bei 4° C mit 30.000 xg zentrifugiert; im Laufe

dieser Zentrifugation baut sich ein Dichtegradient auf.
Oozystenaufreinigung:

Die Oozysten-Suspension wird zundchst 10 min bei 400 xg zentrifugiert. Das Oozysten
enhaltende Pellet wird in der Natriumhypochlorit-Losung aufgenommen und im Eisbad
unter Rithren 20 min inkubiert. Dieses Gemisch wird danach 5 min bei 200 Xg
zentrifugiert. Nach dieser Zentrifugation befinden sich die Oozysten im Uberstand,
welcher mit der Pipette abgenommen und 1:1 mit Wasser gemischt wird. Dann folgt die
nichste Zentrifugation (10 min bei 400 xg), um Oozysten zu sedimentieren. Das Sediment
wird mit wenig Wasser resuspendiert und auf den 60 % - Percoll-Gradienten aufgetragen.
Der Gradient wird 20 min bei 400 xg in einem Schwenkbecher-Rotor zentrifugiert. Die
Oozysten-Bande, die sich im oberen Teil des Gradientes befindet wird abgesaugt und
sofort auf den 50 %-Percoll-Gradienten aufgetragen. Die durch Zentrifugation (20 min,

400 xg) entstandenen ,,sauberen* Oozysten-Banden werden gesammelt und mit mindestens
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40 % (v/v) Wasser gemischt. Eine weitere Zentrifugation (20 min, 400 xg) sedimentiert die
Oozysten.

Fiir die Excystierung wird das Oozysten-Sediment mit dem sterilen Inkubationsmedium
versetzt und in einer 80 cm®-groBen Zellkulturflasche in 100 %iger CO,-Atmosphire bei
37°C 20 Stunden inkubiert. Danach werden Oozysten und zum Teil ausgetretene
Sporozysten aus dem Inkubationsmedium abzentrifugiert. Das Oozystensediment wird im
bei 37°C vorgewdrmten Exzystiermedium aufgenommen und in die 80 mm’-
Zellkulturflaschen tberfiihrt. Die Exzystierung von Sporozoiten erfolgt in 5 %iger CO»-
Atmosphédre bei 37° C unter mikroskopischer Kontrolle in stiindlichen Intervallen. Die

Exzystierung findet i. d. R. im Verlauf von drei bis vier Stunden statt.

Gewdhnlich wird bei einer Exzystierungsrate von 50 % die Suspension mit 400 xg 10 min
abzentrifugiert und das Pellet wird, je nach dem fiir welche Versuche die Sporozoiten
eingesezt werden, entweder dreimal mit 1x PBS gewaschen und bei -80° C eingefroren
oder im Zellkulturmedium aufgenommen. Die Sporozoitenanzahl wird mit Hilfe einer

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

324 Infektion von Bovinen fetalen Gastrointestinalzellen (BFGZ 1) mit Sporozoiten

und Entwicklung von E. bovis-Schizonten I in der Zellkultur

3.2.4.1 Wirtszellen BFGZ 1

Material:

e Bovine fetale Gastrointestinalzellen (BFGZ I; Hermosilla et al., 2002)
e  Versenpuffer (portioniert je 200 ml und autoklaviert):
136,9 mM NaCL, 8 g/l (Roth)
2 mM KCl, 0,2 g/l (Meck)
8,1 mM Na,HPO,x2H,0, 1,45 g/l (Roth)
1,4 mM KH,POy, 0,2 g/l (Merck)
5,3 mM EDTA, 0,2 g/l (Sigma)
H,0
e  Gepufferte Trypsin-Losung (wird sterilfiltriert und portioniert je 50 ml bei 4° C aufbewahrt):
136,9 mM NaCL, 8 g /I (Roth)
5 mM KCl, 0,38 g/l (Merck)
7 mM Na,HPO,*x2H,0, 0,125 g/l (Roth)
5,5 mM Glucose, 1 g/l (Merk)
0,82 mM Tris, 3 g/l (MP Biomedicals)
2,5 g Trypsin 1:250 (Sigma)
H,O
e Trypsin/Versen-Puffer: 1 Teil gepuferter Trypsin-Losung zu 4 Teilen Versenpufer dazugeben
e Iscove’s modified dulbecco’s medium, (IMDM; Sigma); vor der Verwendung miissen pro eine 500
ml Medium 100 ml L-Glutamine-Penicillin-Streptomycin-Losung (Sigma) zugegeben werden
e Foetales Kilber Serum, FKS (Biochrom)
e 25 cm’ Zellkulturflaschen (Nunc)
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e  Zellkultur-Platten, Multidish 6 Wells Nunclon Delta Si (Nunc)
e  Deckglésser, 24x24 mm

Vorgehensweise:

BFGZ I waren urspriinglich aus der Diinn- und Dickdarmschleimhaut 4 — 6 Monate alter
Rinderfeten isoliert und immortalisiert worden (Hermosilla et al., 2002). Die Zelllinie wird
in substituiertem IMDM mit 10 % FKS in 25 cm?®-Zellkulturflaschen kultiviert. Nach
Konfluenz der Zellrasen werden die Zellen einmalig mit Versenpuffer gewaschen und
anschlieBend mit Trypsin in Versenpuffer (3 ml pro Flasche) abgeldst. Nach einmaligem
Waschen im IMDM (5 min bei 400 xg), werden die Zellen in jeweils 3 neue Flaschen oder
in die Vertiefungen einer 6-Loch-Platte, die vorher mit jeweils einem Deckglas ausgelegt
worden waren, verteilt. Mediumwechsel erfolgt jeden zweiten Tag. Zur Infektion mit E.

bovis-Sporozoiten werden Zellrasen mit 70 — 80 % Konfluenz verwendet.

3.2.4.2 Infektion von BFGZ I

Material:

e  Sporozoiten in IMDM
Vorgehensweise:
Je nach Fragestellung werden 2 x 10° — 4 x 10° (pro Zellkulturflasche) oder 3 x 10* —
6 x 10* (pro Vertiefung einer 6er Lochplatte) E. bovis-Sporozoiten auf die BFGZ 1
gegeben. Danach werden die Zellen weitere 14 — 20 Tage lang kultiviert. Ab dem 10. Tag
p.i. kann man im Mikroskop die Makroschizonten beobachten, und ab dem Tag 14 p. i.

erfolgt das Austreten von Merozoiten I aus Makroschizonten.

3.2.5 Gewinnung von E. bovis-Merozoiten I aus Zellkultur
Material:

e Infizierte BFGZ I mit reifen Schizonten

e 50 ml Zentrifugationsgefédsse (Nunc)

e IMDM (Sigma)

e 1xPBS

e 1,8 ml Kryogefisse (Nunc)

Vorgehensweise:

Die  Merozoiten I-enthaltenden  Zellkulturiiberstinde = werden in den 50 ml-
ZentrifugationsgefiBen gesammelt und 10 min bei 600 xg zentrifugiert. Die Uberstinde
werden abgesaugt und verworfen und die die Merozoiten und Zellreste enthaltenden

Pellets werden im einem 50 ml-Zentrifugationsgefal zusammengefiigt und einmal mit PBS
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gewaschen (10 min bei 600 xg). Weitere Verunreinigungen, wie Wirtszellen oder ihre
Reste werden durch dreifaches Waschen mit PBS entfernt. Dazu wird das Pellet in 20 ml
1 x PBS resuspendiert und 1 min bei 200 xg zentrifugiert. Der Merozoiten-enthaltende
Uberstand wird gesammelt und der Vorgang wird noch zweimal wiederholt. Die
gesammelten Uberstinde werden 15 min bei 300 xg zentrifugiert, um die Merozoiten I zu
sedimentieren. Das Waschen unter diesen Bedingungen wird noch einmal wiederholt. Je
nach Verwendung werden die Merozoiten I entweder in 1 ml PBS bei —80° C oder in
Pelletform (fiir die Praparation von Nukleinsduren) in einem 1,5 ml-Zentrifugengefal in

flissigem Stickstoff eingefroren.

3.3 Nukleinsiduren
3.3.1 Gewinnung von DNA aus E. bovis-Sporozoiten
Material:

e frisch excystierte Sporozoiten

e DNA Extraktionspuffer, pH 8

100 mM Tris (MP Biomedicals)

100 mM EDTA (Sigma)

0,5 % Sodium Dodecyl Sulfate, SDS (Serva)

Ribonuclease A (Rnase A; Sigma), Stammldsung: 20 mg/ml; wird bei —20° C aufbewahrt

Proteinase K (Serva) Stammldsung: 20 mg/ml wird bei —20° C aufbewahrt

Roti®-Phenol (Roth)

Chloroform/Isoamylalkohol: Chloroform wird mit Isoamylalkohol in einem Verhéltnis von 49:1

gemischt

e  Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol: Phenol wird im Verhéltnis 1:1 mit Chloroform/Isoamylalkohol
(49/1) gemischt und bei 4° C aufbewahrt

e 3M Natriumacetat: der pH-Wert wird mit Essigsdure auf pH 5,2 eingestellt; die Losung wird
autoklaviert und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

e Isopropanol (Riedel-de Haén)

o TE Puffer (Kaptel 3.3.1)

e  QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen)

Vorgehensweise:

Fiir die Gewinnung von genomischer DNA wird das aus Sporozoiten bestehende Pellet
(Kapitel 3.2.3) in Extraktionspuffer aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wird
auf einem Schiittler 30 min bei 37° C inkubiert. Es folgt eine Rnase A-Behandlung (30 min
bei 37° C, Endkonzentration der Rnase 20 pg/ml) und eine Proteinase K-Behandlung (5 h
bei 56° C, bei langsamer Zugabe der Proteinase auf eine Endkonzentration von 100 pg/ml
und gelegentlichem Mischen), daf} sich eine klare, viskdse Fliissigkeit bildet. Diese, die

freie genomische DNA enthaltene Fliissigkeit wird nach Zugabe eines gleichen Volumens
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Phenol durch Kippen des Gefdsses gemischt, bis sich eine Emulsion bildet. Die Emulsion
wird mit 5000 xg, 10 min bei 4° C zentrifugiert. Die wissrige (obere) Phase wird mit einer
Pipette mit weiter Offnung in ein neues Gefiss verbracht, mit 1 Volumen
Phenol/Chloroform versetzt, gemischt wie zuvor und nochmals zu den oben genannten
Bedingungen zentrifugiert. Die Phenol/Chloroform-Extraktion wird einmal wiederholt.
Der Uberstand wird wiederum in ein neues GefiBl gegeben, mit einem Volumen
Chloroform versetzt, gemischt und zentrifugiert wie zuvor. Die Chloroformextraktion wird
einmal wiederholt. Der Uberstand der letzten Chloroformbehandlung wird in ein frisches
Gefdss uberfiihrt, mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat und 2,5 Volumen Ethanol
(alternativ 1 Volumen Isopropanol) versetzt und mit 25000 xg 30 min zentrifugiert. Das
entstandene DNA-Pellet wird zweimal mit 70 % igem Alkohol gewaschen und in einem
gedftneten Eppendorf-Gefd3 luftgetrocknet. Das Pellet wird in 200 ul TE Puffer
aufgenommen und bei 4° C iiber Nacht geldst. Optionales Erhitzen des DNA-Pellets auf
50° C im TE Puffer beschleunigt das Lésen der DNA. Die genomische DNA wird bei 4° C
aufbewahrt.

Fiir die Isolierung der genomischen DNA wird alternativ der QIAamp® Mini Kit von
Qiagen verwendet. Im Einzelnen: das Sporozoiten-Pellet wird in 180 pl ATL-Puffer
aufgenommen. Anschliefend werden 20 pl Proteinase K dazugegeben, durch kurzes
Vortexen gemischt und bei 56° C unter Schiitteln auf dem Schiittel-Heiz-Block solange
inkubiert, bis die Sporozoiten sich komplett 16sen. In der Regel ist die Lyse nach 2 — 3
Stunden abgeschlossen. Es werden 20 pl Rnase A zugegeben, gemischt und 2 min bei RT
inkubiert. Danach werden 200 pl Puffer AL dazugegeben, gemischt und 10 min bei 70° C
inkubiert. Nach dem Abkiihlen des Ansatzes bei Raumtemperatur werden 200 pl Ethanol
(96 — 100 %) hinzugegeben und gemischt. Die Losung wird auf die QIAamp-Zentrifuge-
Séule geladen und 1 min bei 6000 xg zentrifugiert. Es folgt das Waschen der Sédule mit
jeweils 500 pl der Puffer AWI und AW2 bei 20 000 xg. Die DNA wird mit 200 pl
deionisiertem Wasser eluiert (2 min 6000 xg). Diese Elution wird mit dem Durchflu3 noch

mal wiederholt. Die Ausbeute liegt bei 2 — 3 ug DNA aus 10’ Sporozoiten.

3.3.2 Gewinnung von Gesamt-RNA und mRNA aus £. bovis-Merozoiten |

Material:

e  E.bovis-Merozoiten
e RNeasy"- Micro Kit (Qiagen)
e Oligotex ™-mRNA Mini Kit (Qiagen)
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Vorgehensweise:

Fiir die Isolierung der gesamten RNA wird der RNeasy®“-Kit verwendet. Die mRNA wird
aus der gesamten RNA mit Hilfe des Oligotex'V-Kits isoliert. Im Allgemeinen richteten
sich die eingesetzten Verfahren nach den dem Kit beiliegenden Protokollen. In Kiirze: die
aus der Zellkultur gewonnenen Merozoiten I (Kapitel 3.2.5) werden in 600 ul RLT Puffer
aufgenommen, durch kurzes Vortexen gemischt und mit Hilfe einer sterilen 20G Kaniile
und steriler Spritze resuspendiert. Dabei erfolgt das Scheren genomischer DNA und grof3er
Molekiilkomplexe. Es wird ein Volumen von 70 %igem Ethanol dazugegeben und durch
Pipettieren gut gemischt. Da das Sdulenladevolumen 700 pl nicht {ibersteigen darf, wird
der Ansatz portionsweise auf die Sdule geladen und 1 min bei 800 xg zentrifugiert. Die
Sdule wird zuerst einmal mit 700 ul RW1 Puffer, dann zweimal mit 500 ul RPE Puffer
gewaschen (1 min 20000 xg). Zur RNA-Elution werden 50 pl DEPC-Wasser direkt auf die
Séulenmatrix pipettiert, I min bei RT inkubiert und 1 min bei 800 xg zentrifugiert. Der
Gesamt-RNA-Ertrag liegt bei 10 pg aus 10° Merozoiten I.

Die mRNA wird wie folgt isoliert:

Das Gesamtvolumen der RNA-haltigen Losung wird mit DEPC-H,O auf 500 pl gebracht.
500 pul OBB Puffer und 30 pl Oligotex-Suspension wurden zugegeben und durch
mehrfaches Kippen des Zentrifugengefales gemischt. Die Suspension wird 3 min bei
70° C auf einer Heizplatte inkubiert, um die Sekundérstruktur der RNA aufzulésen. Nach
der Inkubation wird die Suspension auf Raumtemperatur gebracht (etwa 10 min). Die
Oligotex-Matrix mit der gebundenen mRNA wird 2 min bei 14000 xg zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und der sedimentierte mRNA-Oligotex-Komplex wird mit 400
ul OW 2 Puffer gemischt. Die Suspension wird auf die Zentrifugier-Séule aufgetragen und
diese in einem SammelgefdB 1 min bei 20.000 xg zentrifugiert. Die Sdule wird mit 400 pl
OW Puffer 2 unter oben genannten Bedingungen gewaschen. Zur mRNA-Elution wird die
Séule in ein 1,5 ml Zentrifugengefd eingesetzt. Die Oligotex-Matrix wird durch
Pipettieren mit 30 pl 70° C-heiles OEB Puffer gemischt und dann 1 min bei 20.000 xg
zentrifugiert. Die Konzentration der mRNA wird mit Hilfe des Spektrophotometers
abgeschatzt.

333 Fallung und Konzentrationsbestimmung der DNA

Material:
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Ethanol absolut (Riedel-de Haén), gekiihlt bei -20°C
Isopropanol (Riedel-de Haén)

70% Ethanol

3 M Natriumacetat, pH 5,5

TE-Puffer, pH 7,5:

10 mM Tris-HCI (MP Biomedicals)

1 mM EDTA (Sigma)

Vorgehensweise:

Zur Féllung von DNA werden 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2,5 Volumen Ethanol
96 % (alternativ 0,5 Volumen Isopropanol) zugegeben, vermischt und zur Sedimentation
30 min bei 20000 xg und 4° C zentrifugiert (langere Zeiten bei < 1 pg DNA).
AnschlieBend wird der Uberstand abgezogen und zweimal mit 70 %igem Ethanol
gewaschen, indem jeweils 500 pl Ethanol zum Pellet pipettiert werden und unter den
Bedingungen von oben 5 min zentrifugiert wird. Das DNA-Pellet wird 10 min bei RT
(alternativ 5 min bei 37°C) getrocknet und in der gewiinschten Menge TE-Puffer

(alternativ in sterilem H,O milli-Q) aufgenommen.

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-haltigen Losungen erfolgt iiber
Absorptionsspektrometrie bei einer Wellenldnge von 260 nm. Die Konzentration wird nach

der folgenden Gleichung ausgerechnet:
c[ug/ml] =0Da2sox VxF

Die molare Konzentration von Oligonukleotiden (Primer) wird anndhernd nach der

folgenden Formel berechnet:

. [pmol/ul] _ OD2s0x V x100

c Konzentration der Ausgangsldsung
OD,sp  Adsorption bei 260 nm
A% Verdiinnungsfaktor
F Multiplikationsfaktor:

50 fiir ds DNA,

40 fiir RNA,

33 fiir ssDNA,

20 fiir Nukleotide.
n Anzahl der Nukleotide

Alternativ kann die Menge der DNA direkt auf einem Agarosegel in Anwesenheit eines
DNA-Markers bekannter Konzentration (GeneRuler™ DNA Ladder Mix) nach Firbung

im Ethidiumbromidbad (Kapitel 3.3.4) abgeschétzt werden. Die Konzentration einer
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bestimmten DNA-Bande wurde abgeschitzt, indem die Fluoreszenz-Intensitdt dieser

Bande mit der einer von der Grof8e dhnlichen DNA-Marker-Bande verglichen wird.

334 DNA-Auftrennung in Agarosegelen

Material:

e  Agarose, Elektrophoresis Grade (MP Biomedicals)
e 50x TAE-Puffer, pH 8,3 mit Essigsiure eingestellt:
2 M Tris (MP Biomedicals),
50 mM EDTA (Sigma),
0,5 M Natrium Acetat, (68 g/1).
e  Ethidiumbromid (Roth):
Ethidiumbromidstammldsung (10 mg/ml) wird im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt; die Gele werden in
einer Losung aus ca. 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in 1x TAE-Puffer im Dunkeln bei RT gefarbt
e 10x Gel-Ladepuffer:
5ml Glycerol,Ultra Pure (MP Biomedicals)
100 pl gesétigte Losung Bromphenolblau (Merck)
100 pl 10 % Losung Xylencyanol FF (Sigma)
2 ml 0,5 M EDTA (Sigma)
1 ml 10x TAE
H,0 ad 10 ml
e Molekulargewichtstandard: GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas) BandengroBen in kb: 10/ 8
/6/5/4/3,5/3/2,5/2/1,5/1,2/1,031/0,9/0,8/0,7/0,6/0,5/0,4/0,3/0,2/0,1

Vorgehensweise:

DNA-Fragmente werden durch Elektrophorese in Agarose-Gelen entsprechend ihrer Grof3e
aufgetrennt. Die Elektrophorese wird in Horizontal-Apparaturen eigener Herstellung
(Werkstatt MZI, Giessen) durchgefiihrt (Gelgroen: Minigel 7,5 x 5,0 x 0,4 cm und
Midigel 14 x 11 x 0,4 cm). Der Grosse der erwarteten DNA-Fragmente entsprechend
werden 0,5 — 2 % ige Agarose-Gele verwendet. Agarose wird in 1x TAE-Puffer in der
Mikrowelle aufgekocht, in den Gelschlitten gegossen und mit einem sog. Probenkamm
versehen. Zum Laden wurden die Proben mit 1/10 Volumen Gel-Ladepuffer versetzt. Die
Elektrophorese erfolgt bei einer konstanten Spannung von 120 V fiir 45 min (Minigel) oder
von 20 V fiir 12 h (Midigel) in einer mit 1 x TAE-Puffer gefiillten Elektrophoresekammer.
Als Kontrolle fiir den Verlauf der Elektrophorese dient die Farbstoffbande des
Ladepuffers. In einem 0,8 % igem Gel lduft Xylencyanol bei 4 kb und Bromphenolblau bei
0,3 kb. Die DNA-Fragmente werden im Gel nach Anfirbung mit dem interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (10 min wund anschlieBend dreimal mit
Leitungswasser gewaschen) unter UV-Licht (312 nm) sichtbar gemacht und
photographiert. Anhand der Molelulargewichtstandards wird die Groe der Banden

bestimmt.
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3.3.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Material:

E.ZN.A.® Gel-Extraktionskit (PeqLab)
Silika-Suspension nach Boom et al. (1990)
6 M NalJ-Losung

Waschpuffer pH 7,5:

100 mM NaCl

10 mM Tris

2,5 mM EDTA

50°% Ethanol

Vorgehensweise:

Nach einer Ethidiumbromid-Farbung wird die DNA im Gel mit Hilfe schonenden,
langwelligen UV-Lichts (365 nm) kurz visualisiert, um die Lage der gewiinschten DNA-
Bande markieren zu konnen. Das Gelstiick mit der Bande wird ausgeschnitten, in 3
Volumen der NaJ-Losung aufgenommen und bei 50° C 5 min unter Schiitteln inkubiert, bis
die Agarose komplett aufgelost ist. Dann werden 10 pl der Glassmilch dazugegeben, gut
vermischt und anschlieBend 5 min bei RT inkubiert. Die Suspension wird 1 min bei
20.000 xg zentrifugiert. Das Pellet wird zuerst zweimal mit der NaJ-Losung, dann zweimal
mit Waschpuffer gewaschen und getrocknet. Die DNA wird in der gewiinschten Menge
autoklaviertem H,O (milli Q) aufgenommen. Alternativ kann die DNA mit Hilfe des
EZNA® — Kits (gleiches Funktionsprinzip) isoliert werden.

3.3.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Material:

e zuspaltende DNA
e Restriktionsendonukleasen (Fermentas)
e  10x Puffer (Fermentas)

Vorgehensweise:

Die Spaltung erfolgt nach Angaben der Hersteller unter Verwendung mitgelieferter 10x
Restriktionspuffer. Um »atern“-Aktivititen (Spaltung an abweichenden
Erkennungssequenzen) zu vermeiden, darf die Konzentration des Enzyms 10 Units pro
lug zu spaltenden DNA nicht ibersteigen; die Glycerolkonzentration sollte ebenfalls < 5%
sein. Zur Stabilisierung wird bei Inkubationszeiten von mehr als 3 h BSA (0,1 mg/ml)
zugesetzt. Bei der Restriktion mit zwei Enzymen, die verschiedene Reaktionsbedingungen
erfordern, wird zunédchst das Enzym mit den Niedrigsalzbedingungen eingesetzt; nach

Inaktivierung (15 min, 80° C) wird die Pufferbedingung fiir das zweite Enzym eingestellt.
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Alternativ kann man einen speziellen Puffer fiir eine Doppelrestriktion einsetzen. Fiir die
Restriktion randstindiger Schnittstellen wird das 2 — 3 fache der Enzymkonzentration
verwendet. Die Dauer der Inkubation richtet sich nach Angaben des Herstellers und kann
bis zu 20 h betragen. Die Reaktion wird durch Inaktivierung der Enzyme bei 80° C fiir 15
min gestoppt.

3.3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

(nach Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1985 und 1988)
Material:

e Taq-DNA-Polymerase, 1 U/ul (PeqLab)
e 10x Reaktionspuffer Y fiir hohe Ertrage (PeqLab):
200 mM Tris-HCI (pH 8,55)
160 mM (NH,4),SO4
20 mM MgCl,
e 10x Reaktionspuffer S fiir hohe Spezifititen (PeqLab):
100 mM Tris-HCI (pH 8,8)
500 mM KCl
15 mM MgCl
e  Verdiinnungspuffer fiir Taqg-DNA-Polymerase (PeqLab):
20 mM Tris-HCI (pH 8.8)
100 mM KCl
0,2 mM EDTA
55 % Glycerin
0,5 % Tween
0,5 % Nonidet P40
250 pg/ml Gelatine
e dANTP-Mix: je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, (Fermentas)
e PCR-Reaktionsgefifle, 200 pl (MSP)
e H,O (milli Q Grade)

Vorgehensweise:

Die Durchfiihrung erfolgt entweder in einem Thermoblock mit schneller Heiz-Kiihl-
Funktion (PCR-Maschine mit einem Peltier-Effekt), oder in einem Robocycler mit 4
Blocken. In diesem Fall hat jeder Block seine konstante Temperatur und der Arm der PCR-

Maschine bewegt die PCR-Gefédlle zwischen den Heiz- bzw. Kiihlblocken.

Die jeweiligen Reaktionsbedingungen (Puffer, Zyklen) sind von der verwendeten DNA-
Polymerase, der Kombination von Oligonukleotiden und der zu amplifizierenden Sequenz
abhingig. Ein 50 pl-Reaktionsmix wird wie in Tabele 3.1 aufgefiihrt angesetzt. In die
PCR-Reaktionsmixe mit dem Reaktionsvolumen von 20ul, 25ul und 100ul werden die

einzelnen Reagenzien mit Beriicksichtigung der notwendigen Endkonzentration gegeben.
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung eines typischen 50 pl PCR-Ansatzes

Quantitit u. Endkon-

) ; Bemerkun
Konzentration | zentration &

Reagenz

Bei PCRs mit genomischer DNA (Amplifikation
von ,,single copy“- Fragmenten) werden in der
Template-DNA Xl - Regel 100 ng DNA eingesetzt. Bei Plasmiden oder
,,multi copy*‘- Fragmenten wird die DNA-Menge
auf Ing — 100 pg reduziert.

1wl (15 pmol/ul) | 0,3 uM je Je nach gewiinschter Ausbeute kann die

Primer . . : Primerkonzentration zwischen 10 pmol/ul und 30
von jedem Primer Primer .
pmol/pl variieren.
10x Je nach Anwendung wird Reaktionspuffer S oder Y
. 5pul 1%
Reaktionspuffer genommen
dNTPs-Mix Lul (.10 mMyvon | 200 uM Je Zu hohe Konzentrationen hemmen die Reaktion.
jedem) Nucleotid
Wird zum Schluss pipetiert. Sie kann aber auch
nach der initialen Denaturierung zugegeben werden
(,,hot start®). Tag-Polymerase von PeqLab muss
Polymerase U (1 U 0,02 Urul vorher mit mitgeliefertem Verdiinnungspuffer auf
die Arbeitsverdiinnung von 1 U/ul verdiinnt
werden.
H,O auf 50 pl - verwendet wurde ,,Cross-linked* Wasser.

Bei der parallelen Durchfiihrung von vielen Reaktionen wird ein Master-Mix (Wasser, 10x
Puffer, dNTPs, Primer und Taq in einem Gefdss) angefertigt, der dann in einzelne 0,2 ml
PCR-Reaktionsgefafle aliquotiert wird. Am Ende wird nur die Template-DNA zugegeben.
Alle Pipettiervorginge werden auf Eis durchgefiihrt.

Die PCR wird iiblicherweise nach dem in Tabelle 3.2 wiedergegebenen Schema
ausgefiihrt. Die Annealingtemperaturen und die Elongationszeiten konnen je nach

Anwendung stark variieren.

Tabelle 3.2: Temperaturschema einer typischen PCR

Schritt T [°C] Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 94 2 min 1
Denaturierung 94 30 sek
Annealing 45-65 30 sek 30 bis 35
Elongation 72 1-3 min
finale Elongation 72 5 min 1
Kiihlblock 4 o0

Im Robocycler dagegen miissen die Zeiten entsprechend den Temperaturunterschieden
zwischen den einzelnen Schritten verlangert werden, denn beim Wechsel des Heizblockes

verdndert sich die Temperatur im PCR-Gefédss mit der Geschwindigkeit von 1° C/sek.

32



MATERIAL UND METHODEN

Nach der PCR werden 8 — 12 ul von jedem Reaktionsansatz elektrophoretisch aufgetrennt,

im Ethidiumbromidbad gefarbt und unter UV-Licht begutachtet (Kapitel 3.3.4).

3.3.7.1 Aufreinigung von PCR-Produkten

Material:

e PCR-Produkt
e E.ZN.A." Cycle-Pure Kit (PeqLab)
e H,O (milli Q Grade)

Vorgehensweise:

Die Aufreinigung der PCR-Produkte dient zur Entfernung von restlichen Primern,
Nukleotiden, Salzen und Enzymen nach der PCR. Der PCR-Reaktionsansatz wird mit 4 bis
5 Volumina CP-Puffer durch Vortexen gemischt. Die Mischung wird auf die HiBind®-
DNA-Séule geladen und 1 min bei 10.000 xg zentrifugiert. Es folgen 2 Waschschritte mit
750 ul DNA-Waschpuffer (1 min, 10.000 xg). Danach wird die Siule durch Zentrifugieren
(1 min, 10.000 xg) getrocknet. Die DNA wird mit 30 pl deionsiertem Wasser eluiert. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgt mit Hilfe des Spektrophotometers (Kapitel 3.3.3).

3.3.7.2 Herstellung von Digoxigenin-markierten Sonden mittels PCR

Material:

e PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche)
e  Primer (Tabelle 3.5, s. 20)

Vorgehensweise:

Es werden nach den Richtlinien aus dem Kapitel 3.3.7 gleichzeitig zwei 100 pul PCR-
Ansitze vorbereitet. Der erste mit 10 x PCR DIG probe synthesis mix und der andere mit
normalen dNTPs (dies dient zur qualitativen Kontrolle des DIG-dUTP Einbaus). In der
PCR-Maschiene werden 30 Zyklen gefahren. Die Dig-markierten und normalen PCR-
Produkte werden mittels Gelelektrophorese (Kapitel 3.3.4) iiberpriift. Ublicherweise ist das
markierte Produkt bedingt durch den Digoxigenin-dUTP-Einbau etwas groBer als das
unmarkierte. Das DIG-PCR-Produkt wird mit Hilfe eines Cycle-Pure-Kits aufgereinigt
(Kapitel 3.3.7.1) und die Konzentration der Sonde wird mittels Spektrophotometrie
ermittelt (Kapitel 3.3.3).

3.3.7.3 PCR mit Bakterienkolonien
Material:
e LB-Medium mit Selektionsantibiotika (Kapitel 3.4.1)
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Zahnstocher aus Holz (autoklaviert)

96 Loch-Mikrotiterplatte (TPP-Tissue Culture Products)

Primer, PCR-Puffer, Taq-Polymerase dNTPs-Mix (Kapitel 3.3.4)
Mineral6l (Sigma)

PCR-Reaktionsgefafie (MSP)

Vorgehensweise:

Diese Technik dient zur schnellen Ermittlung der Insertgrofen nach einer Klonierung und
Transformierung der kompetenten Zellen. Von ausplattierten Bakterien werden 10 — 20
Kolonien mit sterilen Zahnstochern aufgenommen, in 100 pl LB-Medium (mit je nach
Vektor selektiven Antibiotika) in eine 96 Loch-Mikrotiterplatte verbracht und bei 37° C 1
h unter Schiitteln (160 rpm) inkubiert. Es wird ein Mastermix fiir 20 Reaktionen mit je 20
ul angesetzt [4 ul Vorwirtsprimer (15 pM), 4 ul Riickwértsprimer (15 uM), 20 pl 10x
Reaktionspuffer, 4 ul ANTPs-Mix 4 ul Tag-Polymerase (1 U/ul), 160 ul H,O]. Von den 20
Kulturen wird nach einer Stunde je 1 pl Bakteriensuspension entnommen und als Template
mit 19 pl Mastermix im PCR-Gefédss gemischt. Der Ansatz wird mit 20 pl Mineral6l

iberschichtet und nach dem in der Tabelle 3.3 abgebildeten Programm amplifiziert.

Tabelle 3.3: Temperaturschema einer typischen Kolonien-PCR

Temperatur, °C Zeit Zyklen
94 2 min 1
94 30 sec
55 30 sec 30
72 X min
72 5 min 1

Die Amplifikationszeit X hdngt von der Grofle des erwarteten Inserts und von der
ungefahren Prozessivitit der Taq (1 kb/min) ab. Bei Fragmenten <500 bp wird mit

mindestens 30 sec gerechnet.

Von jedem Ansatz werden 10 pl auf ein 1% iges Agarose-Gel aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt, im Ethidiumbromidbad gefdarbt und unter UV-Licht
begutachtet (Kapitel 3.3.4).

33.8 Klonierung von PCR-Fragmenten

Fiir die Proteinexpression und die DNA-Sequenzierungen wird das Klonieren der DNA-

Fragmente in Vektoren bendtigt.
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3.3.8.1 Vektoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die Sequenzierung und Proteinexpression Plasmid-
Vektoren verwendet. Die Expressionsvektoren (pQE) kann man am besten in E. coli XL-1
blue vermehren, denn dieser Stamm besitzt eine natiirliche Mutation lagl ?. Das fiihrt zu
einer Uberproduktion des Repressorproteins fiir ein lac — Operon und im Endeffekt zur

Unterdriickung der basalen Proteinexpression und problemlosen Plasmidvermehrung.

In der multiplen Klonierungsstelle (MKS) werden die passenden Schnittstellen ausgesucht.
Bei der Klonierung in die Expressionsvektoren muss man immer darauf achten, das der
richtige Leserahmen nach der Ligation erhalten bleibt. Um das zu erleichtern, gibt es vor
MKS bei pQE-31, -32 Vektoren zusétzliche ein oder zwei Basenpaare (Abbildung 3.1). Es
wird die Restriktionsspaltung von 10 pg Vektor-DNA mit zwei ausgewéhlten Enzymen
angesetzt (Kapitel 3.3.6). Die Reaktion wird durch Zugabe von EDTA gestoppt, und die
verdaute Plasmid-DNA wird mit Na-Acetat/Ethanol gefillt (Kapitel 3.3.3). Die DNA wird
in 30 pl autoklaviertem H,O (milli Q) geldst, mit 10x Ladepuffer versetzt und
elektrophoretisch aufgetrennt (Kapitel 3.3.4), um die kleinen DNA-Fragmente nach der

Restriktionsspaltung zu entfernen.

pQE-30

Sma
Eco RI/RBS BxHis BamHI  Sphl Sac Kpn  Xma Sall Pst Hind 1l .
ATGAGAGGATCG- —— GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTT AATTAGCTGAG

pQE-31

Sma
Eco RI/RBS GxHis BamHI Sphl Sac Kpn Xma Sall Pst Hind Il
ATGAGAGGATCG- A C GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTT AATTAGCTGAG

t

pQE-32

Sma
Eco RI/RBS BxHis BamHI Sphl Sac Kpn Xma Sall Pst Hind 1l &
ATGAGAGGATCG- — GGGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTT AATTAGCTGAG

Abbildung 3.1: Darstellung der pQE-Vektoren und ihren multiplen
Klonierungsstellen. Zwischen His-Tag (griin markiert) und der multiplen
Klonierungsstelle (Rahmen) befinden sich je nach Vektor zusétzliche Basenpaare (rot
markiert), um den gewiinschten Leserahmen zu erzielen. Quelle: QIAexpressioniest’,

Qiagen, 2003

Die gewiinschte Plasmid-DNA-Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten und die Plasmid-
DNA wird daraus eluiert (Kapitel 3.3.5). Die Konzentration des Vektors wird mit Hilfe des
Spektrophotometers bestimmt (Kapitel 3.3.3).
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3.3.8.2 Vorbereitung des Zielfragmentes zur Ligation

Fiir das Klonieren von PCR-Fragmenten in Vektoren mit iiberstehenden Enden (,,sticky
ends*) werden vor allem fiir die PCR die sog. Anker-Primer verwendet. Sie besitzen am 5'-
Ende eine oder mehrere Restriktionsschnittstellen sowie eine flankierende Schutz-Sequenz
von meist drei Nukleotiden. Die Effizienz der Schneidbarkeit terminaler
Restriktionsschnittstellen kann aus einer Tabelle des New England Biolab-Kataloges
entnommen werden. Nach der PCR (Kapitel 3.3.7), der Aufreinigung des PCR-Produktes
(Kapitel 3.3.7.1), und der Spaltung mit gewiinschten Restriktionsendonukleasen (Kapitel
3.3.6) wird das PCR-Produkt nochmals aufgereinigt (Kapitel 3.3.7.1), und die
Konzentration der DNA wird im Spektrophotometer (Kapitel 3.3.3) bestimmt.

3.3.8.3 Ligation

Material:

Vektor-DNA

DNA-Fragment

T4 DNA-Ligase (Invitrogen)

5% Ligationspuffer (Invitrogen) bei —20° C aufbewahrt:
250 mM Tris'HCI (pH7,6)

50 mM MgCl,

5 mM ATP

5 mM Dithiothreitol

25 % (w/v) Polyethylenglykol 8000

e 0,5MEDTA (Sigma)

Vorgehensweise:
Zur Ligation (,,Blunt-End-Ligation, ,,Cohesive-End-Ligation*) werden die Vektor- und
die Fragment-DNA in einem molaren Verhéltnis 1:3 vermischt. Der Ligationsansatz wird

wie in der Tabelle 3.4 dargestellt angesetzt.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung eines typischen 20 pl Ligationsansatzes.

Quantitat u.
Reagenz Konzentration Bemerkung
5x Ligationspuffer 4 ul
Vektor-DNA 3-30 fmol in der Regel werden 100 ng DNA eingesetzt
Fragment-DNA 9-90 fmol
T4 DNA-Ligase 1 pl (1 U/ub)
H,0 (milli Q) ad 20 pl

Die Ligation erfolgt 1 h bei RT. Bei der Blunt-End-Ligation, sowie bei der Cohesive-End-
Ligation mit AT-reichen {iberstehenden Enden (z. B. Eco R I-Schnittstellen) den
Ligationsansatz bei 12° C 16 — 24 Stunden zu inkubieren. Zum Stoppen der Reaktion wird
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1 ul 0,5 M EDTA dazugegeben. Der Ligationsansatz wird bei 4° C aufbewahrt, alternativ

bei -20° C eingefroren.

3.3.8.4 Transformation von kompetenten E. coli

Material:

e FE. coli (Stamme-K12-Derivate: XL 1 blue, M15, SG13009)
e Eiskalte CaCl,-Losung:
50 mM CacCl, (Roth)
10 mM Tris (MP-Biomedicals)
e S.0.C.-Medium (pH 7, autoklaviert, wird eingefroren bei —20° C aufbewahrt):
1 % Tryptone (Invitrogen)
0,5 % Yeast Extract (Invitrogen)
10 mM NaCl (Roth)
2,5 mM KCI (Merck)
10 mM MgSO,4 7H,0 (Merck)
10 mM MgCl, (Merck)
20 mM Glukose (Merck)
e runde LB-Agar-Petrischallen mit entsprechenden Selektionsantibiotikum (Kapitel 3.5.1)

Vorgehensweise:

Fiir die Transformation werden 1 ul und 5 pl vom Ligationsansatz (Kapitel 3.3.8.3) in
einem 1,5 ml ReaktionsgefdB3 mit 100 pl der Suspension mit kompetenten Zellen vorsichtig
gemischt. Die Mischung wird 30 min auf Eis inkubiert (Adsorbtion). Anschliessend erfolgt
ein Hitzeschock bei 42° C fiir 2 min (alternativ bei 37° C fiir 5 min) mit einer Abkiihlung 2
min auf Eis. Der Hitzeschock wird einmal wiederholt. Zu jedem Ansatz werden 900 ul bei
37° C vorgewdrmtes S.0.C.-Medium dazugegeben und anschlieBend unter leichtem
Schiitteln (160-170 rpm) fiir 1 h bei 37° C inkubiert (Regeneration und Expression der
Antibiotika-Resistenzgene). Auf die Antibiotika-LB-Agar-Petrischalen werden 100 pl und
restliche 900 pl der Bakteriensuspension ausplatiert. Die Platten werden umgedreht bei

37° C uber Nacht inkubiert.

Parallel dazu wird eine positive Kontrolle gefiihrt, um die Transformationseffizienz der
kompetenten Zellen zu tiberpriifen. Die kompetenten Zellen werden mit 1 ng unverdautem
Kontrollplasmid in 20 pl TE-Puffer bei o. g. Bedingungen transformiert. Diese
Transformationsmischung wird unverdiinnt sowie 1:10 und 1:100 in vorgewdrmtem SOC-
Medium verdiinnt ausplattiert. Die Transformationseffizienz liegt in der Regel bei 10°-107

Kolonien/pg Plasmid-DNA.

Die Insert-Grofen werden mit Hilfe der Kolonien-PCR {iberpriift (Kapitel 3.3.7.3). Die
Kolonien, die das gewiinschte Fragment enthalten, werden separat auf einer Agarplatte mit

Selektionsantibiotika ausgestrichen.
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339 Primersynthese

Alle Oligonukleotide wurden nach eigenen Vorgaben von MWG Biotech synthetisiert. Die
Primer werden in 200 pl sterilem ddH,O durch Vortexen geldst (Primer-Stammldsung).
Zur Konzentrationsbestimmung der Primer-Stammldsung wird eine 1:200 Verdiinnung

angefertigt (Kapitel 3.3.3). Aus dieser Primer-Stammlosung werden 15 pmol/ul oder 10

pmol/ul Arbeitslosungen in autoklaviertem H,O (milli Q) hergestellt.

Tabelle 3.5: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Primer

Name Gen/Spezies Orientierung Sequenz 5’ — 3’
Eb.3 exp S2 Kinase-Klon 3 sense gcggatccGAGGAAATCCACAAAATG
Eb.3 exp A Kinase-Klon 3 anti 2aaagcttTAAATGTTGCTGCTGATG

Eb.CDPK exp6 S EbCDPK sense catggatccTGAGGTGCTTCACGG
Eb.CDPK exp5 S EbCDPK sense caaggatccCAGAAATTAGCAGCAGCG
Eb.CDPK exp5+6 A EbCDPK anti agetgcagCTTTCGGATCACCGC
Eb.CaM2 seq S EbCDPK sense TCGAGAAAACGACTGGAAAG
Eb(Ca)CaM _seq S EbCDPK sense TACATGCATCGGAACAGGAT
Eb.CaM exp S EbCDPK sense aaggatccAGCAGGCTCAAAGGTGGA
Eb.CaM exp A EbCDPK anti ataaagcttTCCAGTGACGGTACATCA
Eb.ref.body S Refraktilkorperchen sense AAGTGACGTGGATCAAGG
Eb.ref.body A Refraktilkorperchen anti ACATCATTAGCAGCAAC

pQE seq for pQE-Vektoren sense TTGCTTTGTGAGCGGATAAC
pQE-f pQE-Vektoren sense GAATTCATTAAAGAGGAGAAA
pQE-r pQE-Vektoren anti CATTACTGGATCTATCAACAGG
5'-SeqTriplEx2 pTrilEx2-Vektor sense TCCGAGATCTGGACGAGC
3'-SeqTriplEx3 pTrilEx2-Vektor anti TAATACGACTCACTATAGGG
SiTag-Primer pSCREEN1-Vektor sense CGAACGCCAGCACATGGACA

SP6-Promoter_1-

pSCREEN1-Vektor

anti

GCATTTAGGTGACACTATAGA

Primer

Eb18S.s1 Eimeria bovis 18S sense CCCATGCATGTCTAAGTATAAGC
rDNA

Eb18S.al Eimeria bovis 18S anti CCATGTCTGGACCTGGTGAGT
rDNA

M13F Vektoren sense CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

M I3 R Vektoren anti AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

SMART-5"PCR SMART-Linker sense AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

SMART-3"PCR SMART-Linker anti TAGAGGCCGAGGCGGCCGAC

3.3.10 Sequenzieren von Nukleinsiduren

Alle Sequenzierungen im Rahmen dieser Arbeit wurden von SEQLAB (Sequence
Laboratories GmbH, Géttingen) durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung werden die Plasmid-
DNA (Kapitel 3.4.3 u. 3.4.4) bzw. die aufgereinigten PCR-Produkte (Kapitel 3.3.7.1)
eingesetzt. Die notwendige Menge an DNA (Plasmid-DNA: 0,6 pg; PCR-Produkte: ~1000
bp: 200 ng, ~500 bp: 100 ng, ~200 bp: 40 ng) wird mit 20 pmol eines geeigneten Primers
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(18 bis 22 bp, Tp= 54 — 62°C) in einem PCR-Gefdss gemischt und versendet. Die

Auswertung der Sequenzen erfolgt mit Hilfe eines Chromas-Programms.

3.3.11 Southern Blot und Hybridisierung von Nukleinsduren

3.3.11.1 Nukleinséurentransfer auf Membranen (Vakuumtransfer)

Material:

e Ethidiumbromidlésung (Kapitel 3.3.2)
e Denaturierungslosung:
0,5 M NaOH (Roth)
1,5 M NaCl (Roth)
e  Depurinierungslosung:
0,25 M HCI: 1 Teil 36 % HCI (Riedel-de Haén) + 45,4 Teile ddH,O
Biodyne® A oder B Membrane (Pall GmbH Filtrationstechnik)
Whatmann-Papier (diinn)
Gummi-Maske mit einem Fenster in Gelform, aber 0,5 cm allseits kleiner
20x SSC (Kapitel 3.4.2.2)
1% Agarose in 1x TAE-Puffer (Kapitel 3.3.4)
Gerite fiirden Transfer:
Vakuumkammer TE80 Transvac (HOEFER)
Vakuumpumpe PV100 Red-Evac (HOEFER)
e  Chemilumineszenz-Substrat: CDP-Star™ Chemiluminescent Substrat (New England Biolabs):
1:250 Verdiinnung von CDP-Star™ in 1x Assay-Puffer (0,025-0,1 ml/cm* Membran)
e Plastikfolie: Polystar PE-Schlauchfolie (Rische & Herfurth)
e  Frischhaltefolie
e BioMax Light 1- Rontgenfilme, BioMax Light-1 (Kodak)

Vorgehensweise:

Ein Agarose-Gel mit der elektrophoretisch-aufgetrennten DNA (Kapitel 3.3.4) wird 15 min
im Ethidiumbromidbad geférbt und unter UV-Licht zusammen mit einem Lineal neben
dem Gel photographiert, um spiter die Position der Banden auf der Membran lokalisieren
zu konnen. Vor dem Transfer wird das Agarose-Gel 2x10 min in Depurinierungs- und
2x15 min in Denaturierungslosung bei RT in einer Glaswanne geschwenkt. Auf die
Vakuumkammer wird ein in 20xSSC getrinktes Whatmann-Papier gelegt, darauf eine
Nylon-Membran (vorher in H,O und 2x SSC getaucht), dann die Gummi-Maske und zum
Schluss das Gel, wobei das Gel 0,5 cm allseits der Maske aufliegen sollte. Die Gelrdnder
und Probentaschen werden mit 1% Agarose abgedichtet. Nachdem die Klammern an die
Vakuumkammer angebracht worden sind, wird ein Unterdruck von 0,6 Bar mit
Vakuumpumpe angelegt. Die Pufferkammer wird anschlieBend mit 20xSSC bis iiber das
Gel gefiillt, und wenn alles abgedichtet ist, kommt die 20xSSC-Ldsung nur trépfchenweise
in die Vakuumkammer. Nach einer Transferzeit von 1 h werden die Auftragstaschen auf

der Membran mit Bleistift gekennzeichnet und beschriftet. Das Gel wird zur Kontrolle des
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Transfers erneut im Ethidiumbromidbad gefarbt. Membran wird in 2xSSC gewaschen und

zur Fixierung der DNA zwischen zwei dicken Whatmann-Papieren in Alufolie 1 h bei

80° C gebacken.

3.3.11.2 Hybridisierung von Nukleinséuren.

Material:

20xSSC (pH 7,0 mit 1 M HCI eingestellt, Puffer wird autoklaviert und bei RT aufbewahrt):

3 M NaCl (Roth)

0,3 M NajsCitrat (Sigma)

Heringsperm-DNA: 10 mg/ml (hitzedenaturiert, bei —20 °C bis zur Verwendung aufbewahrt).
100x Denhardts:

2x SSC,

2% (w/v) BSA Albumin Fraktion V (Roth)

2% (w/v) Ficoll Typ 400 (Sigma)

2% (w/v) Polyvinylpyrolidon (Serva)

Hybridisierungslosung:

5% SSC,

50 mM Na-Phosphat pH 6,5,

0,1 % SDS,

5x Denhardts,

200 pg/ml denaturierte gescherte Heringsperm-DNA

DIG (Digoxigenin-markierte)-DNA-Sonden (Kapitel 3.3.7.2)

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments (Roche): es wird zum Nachweiss von Digoxigenin eine
1 :10000 Verdiinnung der Antikorper in Blockierungspuffer verwendet

Waschpuffer I: e  Waschpuffer II:
2x SSC 0,2x SSC
0,1 % SDS 0,1 % SDS

Maleinsdure-Puffer, pH 7,5 wird mit NaOH ecingestellt, Puffer wird autoklaviert und bei RT
aufbewabhrt:

100 mM Maleinséure (Sigma)

150 mM NacCl

10 % Kaseinstocklosung, Blocking-Reagenz aus dem Kit: ,Dig DNA Labeling and Detection Kit’
(Boehringer Mannheim) in Maleinsdure-Puffer wird bei —20° C aufbewahrt.

Blockirungspuffer:

1 % ige Kaseinlosung (10°% ige Kaseinstocklosung wird mit Maleinsdurepuffer 1:10 verdiinnt)
Waschlosung:

Maleinséure-Puffer

0,3 % Tween-20 (Aldrich)

Cronex MF-E-Fixierer, 2 1 Arbeitslosung werden wie folgt angesetzt: zu 1 1 Leitungswasser werden
unter Riihren zuerst 500 ml Losung A und dann 100 ml Lsung B, zum Schluss werden noch 400 ml
Wasser dazugegeben.

Cronex MD-Entwickler, 2 1 Arbeitslosung werden wie folgt angesetzt: zu 1 1 Leitungswasser werden
unter Rithren 500 ml Losung A, 50 ml Losung B und dann 100 ml Lésung C dazugegeben, danach
wird das ganze mit 350 ml Wasser auf 2 1 gebracht.

e Rontgenfilme BioMax Light — 1 (Sigma)

e CDP - Star Substrat (25 mM), (New England BioLabs)

e CDP - Star Assay Puffer (25%) (New England BioLabs)

e Detektionspuffer (pH 9,5 autoklaviert und bei RT aufbewahrt) vor dem Gebrauch wird 1M MgCl,
bis zu einer Konzentration von 1 mM dazugegeben.
0,1 M Tris-Puffer
0,1 M NacCl

e  Frischhaltefolie

Vorgehensweise:

40



MATERIAL UND METHODEN

Die Hybridisierung Digoxigenin-markierter DNA an membrangebundener Nukleinsdure
wird in einem Hybridisierungsofen (Biometra) durchgefiihrt. Der Vorteil des
Hybridisierungsofens liegt neben der leichten Handhabbarkeit darin, dass sehr wenig (3-5
ml) Hybridisierungslosung benétigt wird und damit eine hohe spezifische Aktivitdt der

markierten Probe erreicht werden kann.

Die Membranen mit der darauf fixierten DNA werden kurz in 2x SSC angefeuchtet und
zur Absittigung freier Bindungsstellen (Vorhybridisierung) 30 min bei 50° C in 40 ml
Hybridisierungslosung pro Hybridisierungsrohre inkubiert. Die Hybridisierung erfolgt
dann in 5 ml frischer Hybridisierunglosung mit der hitzedenaturierten DIG-DNA-Sonde
(Die Losung wird hier 5 min im Wasserbad gekocht, danach sofort im fliissigen Stickstoff
fiir 5 min eingefroren und anschlieBend langsam auf Eis aufgetaut; die Konzentration
betrdgt 10 — 15 ng DIG-markierter DNA pro ml Hybridisierundslosung) iiber Nacht bei
60° C. Danach wird die unspezifisch gebundene DNA-Probe durch mehrere Waschschritte

entfernt:
2x15 min im Waschpuffer I bei RT in einer Plastikschale unter leichtem Schwenken;
1x15 min mit 42° C vorgewarmtem Waschpuffer II;

2x10 min mit auf 60° C vorgewarmtem Waschpuffer I im 60° C Schiittel-Wasserbad, je

nach gewiinschter Stringenz auch bei hoheren Temperaturen.

Wenn eine Kreuzhybridisierung erforderlich ist, werden die Hybridisierung bei 45° C iiber
Nacht und der 3. Waschschritt bei 50° C mit 0,4x SSC (niedrigere Stringenz) durchgefiihrt.
Anschliefend werden die Membranen kurz in Maleinséure-Puffer dquilibriert, dann 30 —
60 min im Blockierungspuffer inkubiert und anschlieBend in der Anti-DIG-
Antikoperverdinnung im Blockierungspuffer weitere 30 — 60 min inkubiert.
Ungebundenes Antikorper-Konjugat wird durch 2x 10 min Waschen in Waschldsung

entfernt.

Zur Visualisierung werden die Membranen im Detektionspuffer kurz gewaschen. Der
Assay-Puffer wird mit H,O milli-Q bis ein Mal verdiinnt (man verwendet 0,025 — 0,1
ml/cm® der Membran). AnschlieBend wird eine Arbeitsverdiinnung des Substrats von
1:200 mit 1x Assay-Puffer erstellt. Die Membran wird in Plastikfolie mit der
entsprechenden Menge der Arbeitsverdiinnung des Chemiluminiszenz-Substrats
luftblasenfrei eingeschweiflit und 5 min im Dunkeln inkubiert. Danach werden der

Plastikbeutel angeschnitten die Membran herausgenommen, iiberschiissiges Substrat
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abgetropft und die Membran zwischen zwei Bléttern Frischhaltefolie luftblasenfrei gelegt.
In der Dunkelkammer bei rotem Licht werden die Rontgenfilme auf die Membranen
aufgelegt. Die Exponierungszeiten dauern iiblicherweise zwischen 1 — 30 min. Danach

werden die Filme bis zur gewiinschten Farbintensitdt entwickelt, fixiert und getrocknet.

34 Bakterien (E. coli)

Tabelle 3.6: In dieser Arbeit verwendete E. coli — Staimme.

Stamm Genotyp Stockplate

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl,

(Stratagene) | lac’, [F” lac* Z AM15, proAB, Tn10(Tet)] LB-Tetrazyklin 15pg/ml

M15[pREP4] Nal’, Str*, Rif', Lac’, Ara’, Gal', Mtl, F", RecA", Uvr",

(Qiagen) Lon LB-Kanamycin 25 pg/ml

ER 1647 F fhud2 A(lacZ)r1 supE44 recD1014 trp31 mcrA1272::
(Novagen) Tnl10(Tc®) his-1 7psL104 (strR) xyl7 mtl2 metB1 A(merC- | LB-Tetrazyklin 15 pg/ml
mrr)102:: Tn10(Tc®) hsdS (ry- myjn-)

s J : - - - - + +
SG13009 [pREP4] | Nal’, Str', Rif', Lac’, Ara’, Gal , Mtl', F, RecA™, Uvr’, LB-Kanamycin 25 pg/ml

(Qiagen) Lon"
BM 25.8 supE44, thi A(lac-proAB) [F' traD36, proAB’, laclZ LB-Kanamycin 50pg/ml,
(Novagen) AM15] \imm434 (kan®)P1 (cam®) hsdR (ry;»- my»-) Chloramphenikol 34 pg/ml
BL21(DE3)pLysE | o R LB-Chloramphenikol 34
(Novagen) F—ompT hsdSg (rg— mp—) gal dem (DE3) pLys E (Cm") wg/ml
34.1 Anzucht und Aufbewahrung
Material:

e Luria Broth Base Medium, LB (Invitrogen):
25 g Mediumpulver auf 1 1 H,O. Das LB-Medium wird autoklaviert und bei Raumtemperatur
aufbewahrt
e LB-Agar-Nihrplatten:
1 1 LB + 15 g Agar werden autoklaviert und in 94/16 mm Platten (ca. 20 — 25 ml pro Platte)
gegossen.
e  Glycerol Ultra Pure (MP Biomedicals)

Vorgehensweise:

Die Bakterien-Stimme werden in Glycerinkulturen bei —80° C aufbewahrt, und, ausgehend
von einer Einzelkolonie bzw. einem Abstrich aus einer Glycerinkultur, in LB-Medium (bei
Zusatz entsprechender Antibiotika wird eine Selektion erreicht) bei 37° C angezogen. Die
Aufbewahrung erfolgt als Ausstrich auf (Antibiotika)-LB-Agarplatten (1 — 2 Monate) und
in einer 15 % igen Glycerinkultur bei -80° C (mehrere Jahre).

42




MATERIAL UND METHODEN

342 Herstellung kompetenter Zellen (CaCl,-Methode)

Material:
e E coli Stamm XL1
e LB-Medium (Kapitel 3.4.1)
e  CaCl,-Puffer, (autoklaviert und bei —4° C aufbewahrt):
10 mM Tris-HCl pH 7,5 ;
100 mM CaCl,.
Vorgehensweise:
Eine Einzellkolonie oder eine Stecknadelspitzen-grole Menge der Glycerinkultur wird in
10 ml LB-Medium mit entsprechenden Selektionsantibiotika verbracht und {iber Nacht bei
37° C und Schiitteln inkubiert. Am nichsten Tag werden 10 ml der Ubernachtkultur zu 40
ml LB-Medium (ohne Antibiotika) in ein 250 ml GefaB pipettiert und 2-3 h unter gleichen
Bedingungen inkubiert, bis eine optische Dichte 0,5 bei einer Wellenldnge von 600 nm
(ODgoo = 0,5) erreicht wird. Die Bakterienkultur wird dann fiir 10 min auf Eis gestellt und
anschlieBend mit 3000 xg, 5 min bei 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig
abgegossen und das Bakterienpellet vorsichtig in 30 ml eiskaltem CaCl,-Puffer
resuspendiert und auf Eis bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag werden die
kompetenten Zellen vor der Transformation nochmal unter gleichen Bedingungen

zentrifugiert und in 3 ml eiskaltem CaCl,-Puffer resuspendiert. Die kompetenten Zellen

werden bis zur Transformation auf Eis gehalten.

3423 Isolierung von Plasmid-DNA (Minipriparation) durch alkalische Lyse

Material:

e LB-Medium + Selektionsantibiotika (Kapitel 3.4.2)
Losung I pH 8,0:
25 mM Tris-HCI1 (MP Biomedcals)
10 mM EDTA (Sigma)
50 mM Glucose (Merck)
e LosungII:
0,2 M NaOH
1% SDS (Serva)
e  Losung III:
3 M Kalium-Acetat pH 4,8 (mit Eisessig eingestellt)
e Isopropanol (Merck, Darmstadt)
¢ Rnase A (Sigma)
e Handelsiibliche Zahnstocher, autoklaviert

Vorgehensweise:

Die Einzelkolonien werden von einer Agarplatte mit einem sterilen Zahnstocher

aufgenommen, in 10 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum verbracht und iiber Nacht
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unter Schiitteln (200 rpm) bei 37° C inkubiert. Von der Ubernachtkultur werden dann 2 ml
oder 5 ml (je nach Kopienanzahl der zu isolierenden Plasmide) abgenommen, 5 min bei
3000 xg zentrifugiert. Zum Bakteriensediment werden 100 pl Losung I hinzugegeben und
die Bakterien werden durch ,,Ratschen iiber ein Metallgitter resuspendiert. Die Bakterien
werden durch Zugabe von 200 ul Losung II und vorsichtiges Mischen lysiert. Sofort
nachdem die Bakteriensuspension klar geworden ist, werden 150 pl der Losung III
hinzugegeben, kréftig gemischt und das ausgefallene Netzwerk aus Bakterien-DNA und
Protein/SDS-Komplex fiir 20 min bei 20.000 xg sedimentiert. Der Uberstand wird in ein
Reaktionsgefd3 dekantiert. Es erfolgt das Fillen der Plasmid-DNA mit 0,7 Volumen
Isopropanol (20 min mit 20.000 xg). Das DNA-Sediment wird zwei Mal mit 70% Ethanol
gewaschen, luftgetrocknet und in 50 pl TE-Puffer mit Rnase A (40 pg/ml) geldst. Die
Konzentration der Plasmid-DNA wird spektrophotometrisch bestimmt (Kapitel 3.3.3).

344 Isolierung von Plasmid-DNA fiir Sequenzierungen

Material:

e LB-Medium + Selektionsantibiotikum: (Kapitel 3.4.2)
e  QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit (Qiagen)

Vorgehensweise:

Von ausgewihlten Klonen werden Ubernachtkulturen in 10 ml LB-Medim mit
Selektionsantibiotika angelegt. Die Bakterien aus 2 ml einer Ubernachtkultur werden 1 min
bei 20.000 xg, sedimentiert und die Plasmid-DNA wird mittels des QIAprep Spin Plasmid
Miniprep Kits gemdll den Angaben des Herstellers isoliert. Die isolierte DNA von jedem
Klon wird von der DNA-Bindungsmatrix der Mini-Sédulen in 50 pl autoklaviertes H,O
(milli Q) eluiert. Die Konzentration spektrophotometrisch ermittelt (Kapitel 3.3.3).

345 Herstellung von Plating-Bakterien fiir die Amplifikation von Phagen

Material:

e FE. coli Stamm XL1-Blue MRA (Stratagene, Heidelberg), ER 1647 (Novagen)
e MgSO4-LB-Medium:
LB-Medium (Kapitel 3.4.1)
10 mM MgSO,
0,2 % Maltose (erhdht die Anzahl der /amB-Rezeptoren)
e 10 mM MgSOy,, (autoklaviert und bei 4° C auftbewahrt)
o 20 % Maltose (Sigma), steril filtriert

Vorgehensweise:
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10 ml MgSO4-LB-Medium werden mit einer Einzelkolonie angeimpft und {iber Nacht
unter Schiitteln (200 rpm) inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur wird 1 ml entnommen
und zu 30 ml MgSO4-LB-Medium mit 0,5 ml 20 % iger Maltose (Endkonzentration
0,2%,) gegeben und unter Schiitteln bei 37° C so lange inkubiert, bis eine ODgp9 = 1,0
erreicht ist. Nach einer Zentrifugation bei 3000 xg, 5 min wird das Bakteriensediment in
12 ml (0,4 Volumen) 10 mM MgSO;, vorsichtig resuspendiert. Diese Bakteriensuspension

wird bei 4° C aufbewahrt und kann 1 Woche lang verwendet werden.

34.6 Cre loxP-vermitteltes Ausschneiden von Plasmiden aus der Phagen-DNA

Material:

e FE.coli Stamm BM 25.8 (Novagen)

e runde LB-Agar-Néhrplatten mit Selektionsantibiotikum (Penicillin oder Carbenicillin, alternativ
auch andere Selektionsantibiotika je nach Resistenzgen)

e 1M MgCl,

e LB-Medium (Kapitel 3.4.1)

Vorgehensweise:

Eine Einzelkolonie von der Kanamycin-LB-Agarplatte wird in 10 ml LB-Medium
verbracht und bei 31° C unter Schiitteln (150 rpm) inkubiert, bis die Keimdichte eine
ODgpo=1,1 — 1,4 erreicht. Zu der Kultur werden 10 pl der 1M MgCl,-Losung hinzugefiigt
(die Endkonzentration soll 10 mM betragen). In einem 15 ml Glasréhrchen werden 200 pl
Kultur mit 20 pl Phagenlysat (Kapitel 3.5.1) vermischt und bei 31° C 15 min inkubiert.
AnschlieBend werden 500 pl LB-Medium hinzugegeben und eine weitere Stunde bei 31 C
und Schiitteln (150 rpm) inkubiert. Danach werden 50 pl und 200 pl auf die LB-Agar-
Néhrplatte mit Penicillin (100 pg/ml) oder Carbenicillin (50 pg/ml) ausplatiert und bei
37° C iiber Nacht inkubiert. Die Einzelkolonien konnen direkt in einer PCR (Kapitel
3.3.7.3) auf die Insertgrofen analysiert werden. Die Plasmide, die direkt aus BM 25.8
isoliert werden, konnen nicht sequenziert werden. Aus diesem Grund wird der E. coli-
Stamm XL-1 blue mit diesen Plamiden zusétzlich transformiert und fiir die Sequenzierung

(Kapitel 3.3.9) verwendet.
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3.5 Bakteriophagen
3.5.1 Titerbestimmung, Amplifikation und Aufbewahrung
Material:

e Runde und quadratische Petrischalen (94/16 und 120/120/17 mm, Greiner Bio-One) mit MgSOy-
LB-Agar-Ndhrboden (Medium wird autoklaviert und fliissig in die Platten ausgegossen, der
Néhrboden wird 1h unter einem Laminar Flow getrocknet):
11LB
10 mM MgSO47H,0 (Merck)

1,5 % Selekt Agar (Invitrogen)

e 10x A-Verdiinnungspuffer pH 7,5 (wird autoklaviert und bei 4° C aufbewahrt):

1 M NaCl (Roth)
0,1 M MgS0O,7H,0 (Merck)
0,35 M Tris-HC1 (MP Biomedicals)

e 1x A-Verdiinnungpuffer. Dazu wird 10x Puffer 1:10 mit H,O verdiinnt, die Gelatine (Serva) von
einer 2 % igen Stocklosung in einer Konzentration von 0,01% dazugegeben. Der 1x A-
Verdiinnungspuffer wird autoklaviert und bei 4° C aufbewabhrt.

e  Chloroform (Roth)

e Di-Methyl Sulfoxid, DMSO (Roth)

e LB-Top-Agarose (autoklaviert und bei RT aufbewahrt):
LB-Medium (Kapitel 3.4.1)
0,6-0,7 % Agarose Elektrophoresis Grade (MP Biomedicals)
10 mM MgSO,4 7H,0 (Merck)

e Plating-Bakterien (Kapitel 3.4.5)

Vorgehensweise:

Titerbestimmung. Zur Bestimmung des Titers einer Phagenlésung werden Aliquots einer

10fachen Verdiinnungsreihe in dem 1x A-Verdiinnungspuffer mit 100 pl Plating-Bakterien
(Kapitel 3.4.5) gemischt (200 pl bei quadratischen Platten), nach 15 min Adsorption bei
37° C (Wasserbad, ohne Schiitteln) mit 3 ml (8 ml bei quadratischen Platten) Top-Agarose
(48° C, wurde mit abgeflammten Pipetten mit breiter Offnung pipettiert) gemischt, auf eine
trockene, bei 37° C vorgewidrmte LB-Agar-Nihrplatte ausgegossen und gleichmissig
verteilt. Nach 5 min ist die Top-Agarose fest, und die Platte wird umgedreht bei 37° C (A
TriplEx2: 6-10 h) inkubiert. Ein Phagenpartikel kann durch Infektion und Lyse der ihn
umgebenden Bakterien 10° — 10’ Phagen produzieren, dabei entsteht in einem
Bakterienrasen ein klarer Plaque. Der Phagentiter wird in pfu/ml (plaque forming unit)

angegeben und wird nach der folgenden Formel berechnet:

Anzahl der Plaques x Verdiinnungsfaktor x10°

pfu/ml = : - .
ul Aliquot der 10 x Verdiinnungsreihe

Amplifikation einer cDNA-Bank. Um eine ausreichend grofle Anzahl an Klonen in der

cDNA-Bibliothek zu erlangen wird die cDNA-Bank amplifiziert. Dazu werden etwa 5 —
7x10* Phagenklone auf einer quadratischen Platte ausplattiert. Fiir ATtiplEx2- und
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ASCREEN-1-Phagen wird generell die o.g. Zahl empfohlen (Angaben von Clontech und
Novagen). Nach der Inkubation bei 37° C fiir 6-18 h oder nachdem die Plaques konfluent
geworden sind, werden 10 ml vom 1x A-Verdiinnungspuffer dazugegeben und iiber Nacht
bei 4° C inkubiert; danach wird zusétzlich 1 h bei RT auf einem Orbitalschiittler
geschiittelt, um die Phagenpartikel aus den Plaques zu eluieren. Die Phagenlésung wird
nach der Sedimentation der Bakterien- und Agarosereste (10 min, 5000 xg) mit 0,3 %
Chloroform versetzt. Die Aufbewahrung erfolgt in 50 ml-Schraubdeckelr6hrchen bei 4° C.
Bei dieser Methode fillt der Titer pro Jahr etwa um den Faktor 10. Fiir die langfristige
Aufbewahrung wird die Phagenlosung nach Zugabe von DMSO (10 % Endkonzentration)

bei —80° C eingefroren.

3.6 Merozoiten I cDNA-Banken

3.6.1 Herstellung einer SMART™ ¢DNA-Bank

SMART-Technologie (Switching Mechanism At 5 End of RNA Transkript) ist eine
Methode zur Produktion der vollstindigen cDNA (theoretisch jeder zweite Klon enthélt
eine vollstindige cDNA), aus sowohl der gesamten RNA als auch der poly-A™ RNA. In
diesem System hybridisiert ein dT-Primer am polyA-Schwanz einer mRNA und mit Hilfe
einer reversen Transkriptase wird die Kopie des mRNA-Molekiils hergestellt. Nach der
Klonierung der cDNA in den A TripleEx2™-Phagenvektor bieten sich zum Screen weitere
Moglichkeiten, wie Blau/Weil-Selektierung der rekombinanten Kolonien, Expression in
allen 3 Leserahmen und Cre-/ox-vermittelte Subklonierung der Phagen-DNA in die
Plasmid-DNA. Fiir die Herstellung der SMART™ cDNA-Bank wurde ein Kit von
Clontech verwendet.

Material:
e Merozoiten-spezifische poly A" RNA
e 10 uM SMART IV™ Oligonukleotid (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCG-
GG-3')
10 uM CDS III/3""PCR Primer (5-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N_N-3)
10 uM 5" PCR Primer (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3")
PowerScript™ Reverse Transcriptase
5% First-Strand Buffer:
250 mM Tris (pH 8,3)
30 mM MgCl,
375 mM KCl
e 20 mM Dithiothreitol (DTT)
e 20 pg/ul Proteinase K
e  Sfi I Restriktionsverdau
20 U/pl Sfi 1 Enzym (60 pl)
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10x Sfi I — Puffer (150 pl)
100 x BSA
e Advantage 2 PCR Kit
50x Adwantage 2 Polymerase Mix
10x Adwantage 2 PCR Puffer
50x dNTPs Mix (10 mM von jedem Nukleotid)
PCR-Grade Water
e Ligation mit Vektor
A TriplEx2 (SfiI A und B Phagen-DNA-Arme)
T 4 DNA-Ligase
10x DNA-Ligationspuffer
ATP

Vorgehensweise:

Erststrangsynthese. Fiir die Erststrangsynthese wird die aus Merozoiten I isolierte poly

(A)" RNA verwendet. Zu diesem Zweck werden zuerst in einem PCR-ReaktionsgefaB 3 pl
der poly A" RNA mit jeweils 1 ul SMART IV Oligonukleotid und 1 ul CDS III/3" PCR
Primer vermischt und 2 min. bei 72° C inkubiert (die Sekundéarstrukturen werden dabei
denaturiert). Der Ansatz wird 2 min auf Eis abgekiihlt. In Tabelle 3.7 ist der Ansatz fiir die
Erststrangsynthese aufgefiihrt.

Tabelle 3.7: Reaktionsansatz zur Erststrangsynthese einer SMART-cDNA

Reagenz Quantitit
poly(A)" RNA, SMART IV Oligonukleotid, CDS | 5ul
111/3""PCR Primer

5x Erststrang-Puffer 2 ul
DTT (20 mM) 1ul
dNTP Mix (10 mM) 1 ul
PowerScript reverse Transkriptase 1 pul
Gesamtvolumen 10 pl

Der Ansatz wird gemischt und bei 42° C 1 h inkubiert.

Amplifikation durch PCR: Als néchstes wird die neu syntetisierte cDNA per PCR

amplifiziert. Die Reaktionkomponenten sind in der Tabelle 3.8 aufgefiihrt.

Tabelle 3.8: ReaktionsAnsatz zur Amplifizierung der cDNA durch PCR
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Reagenz Quantitét
Erststrang cDNA 2 ul
milliQ-H,O 80 ul

10x Advantage 2 PCR-Puffer 10 pl

50x dNTPs Mix 2 ul

5' PCR Primer 2 ul

CDS 1II/3’ PCR Primer 2 ul

50x Advantage 2 Polymerase Mix 2 ul
Gesamtvolumen 100 pl
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Abhingig von der Menge der poly (A)'RNA werden die cDNAs mit einer
unterschiedlichen Anzahl von Zyklen amplifiziert. Fiir 125 — 500 ng poly A" RNA reichen
in der Regel 20 — 24 Zyklen. In der Tabelle 3.9 ist die Temperaturschema in dieser Arbeit
verwendeten PCR dargestellt.

Tabelle 3.9: Temperaturschema der PCR zur Amplifizierung der SMART-cDNA

Schritt T°C Zeit Zyklen
initiale Denaturierung 95 1 min 1
Denaturierung 95 15 sek 20
Annealing und Elongation 68 6 min

Nach und optional wéhrend der Amplifikation (etwa nach 15 oder 20 Zyklen) werden 5 pl
der amplifizierten cDNA auf einem Gel analysiert (Kapitel 3.3.4). Im Gel erscheint die
cDNA als Schmier, der sich von 4 kb bis 0,1 kb zieht. 50 pl der amplifizierten cDNA
werden dann mit 2 pl Proteinase K 20 min bei 45° C behandelt, um die DNA-Polymerase
zu inaktivieren. Der Ansatz wird auf 100 ul mit deionisiertem Wasser aufgefiillt. Es folgt
die Chloroform : Isoamylalkohol Extraktion und die Prézipitation mit 3 M Natriumacetat.

Das cDNA-Pellet wird in 79 pl deionisiertem Wasser aufgenommen.

Restriktionsspaltung der Linker: Die das cDNA-Molekiil flankierenden Linker (in den bei

der Erstrangsynthese verwendeten Primern eingebaut) werden mit Sfi I -
Resktriktionsenzym gespalten (Restriktionsansatz s. Tabelle 3.10), um die cDNA in die

Phagenarme-DNA klonieren zu kdnnen.

Tabelle 3.10: Restriktionsansatz zur Spaltung der cDNA-flankierenden Linker

Reagenz Quantitét
cDNA 79 ul

10x Sfi 1 Puffer 10 pl

Sfi 1 Enzym 10 pl

100x BSA 1 ul
Gesamtvolumen 100 pl

Der Reaktionsansatz wird bei 50° C 2 h inkubiert.

GroBenfraktionierung: Mit Hilfe der Gelelektrophorese werden kleine DNA-Fragmente

entfernt. Dafiir wird der Restriktionsspaltungsansatz mit 10 pl Ladepuffer gemischt und in
einem praparativen Gel aufgetrennt. Nach der Ethidiumbromidfarbung und Visualisierung
im UV-Licht wird aus dem Agarosegel das Stiick ausgeschnitten, das die cDNAs in der
Grofle ab 400 bp enthilt (Kapitel 3.3.4). Damit entfernt man sowohl abgeschnittene Linker,
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als auch die kleinen cDNAs, die bei der Klonierung stéren. Die ¢cDNA wird aus der
Agarose mit Hilfe von Glasmilch isoliert (Kapitel 3.3.5), mit Natriumacetat prizipitiert
(Kapitel 3.3.3) und in 6 pl H,O wieder aufgeldst.

Ligation in den A TripleEx 2-Vektor und Verpackung in die Phagen.

Ligation wird wie in der Tabelle 3.11 ausgefiihrt, angesetzt.

Tabelle 3.11: Reaktionsansatz zur Ligation von cDNAs in die Phagenarme.

Reagenz Quantitét
cDNA 2,5 ul

A Phagen-Arme (ng/ul) 1 ul

ATP (10 mM) 0,5 pl
Ligationspuffer 0,5 ul

T4 Ligase 0,5 ul
Gesamtvolumen S5ul

Die Reaktion erfolgt iiber Nacht bei 16°C. Die ganze Ligation wird zu dem
Phagenverpackungsextrakt (packaging extract) gegeben und bei 22° C 2 Stunden inkubiert.
Danach werden 500 pl des A-Verdiinnungspuffers und 20 pl Chloroform hinzugefligt.
Danach wird der Titer der primiren unamplifizierten cDNA-Bank gepriift (Kapitel 3.5.1).
Die primire cDNA-Bank mit dem Phagentiter >10° pfu kann amplifiziert werden (Kapitel
3.5.1).

3.6.2 Herstellung  einer  OrientExpress™-cDNA-Bank  (OrientExpress™-cDNA

Synthese- und Klonierungs-Kit, Novagen)

Fiir die Hestellung dieser cDNA-Bank wird die Strategie des Random-Primer-Systems
ausgenutzt. Hier hybridisieren die Hexameren, kurze Oligonukleotide aus 6 Basen
bestehend, entlang der mRNA. Anschlieend wird in einer Primerverldngerungsreaktion
eine Kopie der mRNA hergestellt. Die cDNAs werden dann entsprechend ihren 5'- und 3'-
Enden in der mRNA gerichtet kloniert.

Material:
cDNA-Synthese cDNA-Enden-Modifikation
e  Hind Il Random-Primers (NNNNNNTT) e T4 DNA Polymerase
e MMLV Reverse Transkriptase e  10% Flush-Puffer
e  5x Erststrang-Puffer e  EcoRl/Hindlll-Linker
e DNA-Polymerase I e 10x Hind 111 Puffer
e RNaseH e | mM dNTPs-Mix (1:10 Verdiinnung vom
e  5x Zweitstrang-Puffer 10 mM dNTPs-Mix)
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e  10x methylierter ANTPs-Mix e 10x EcoR 1 Ausgleich-Puffer
e 100 mM DTT e FEcoRl1
e 10 mg/ml Glycogen e T4 Polynukleotid-Kinase
e 4 M Amonium Acetat
Ligation cDNA-GroBenfraktionisierung und Verpackung
e T4 DNA-Ligase e  Minisdule-Filtration-Kit
e Ligase Verdiinnungspuffer e EcoR I/Hind I verdaute
e 10x Ligationspuffer dephosphorylierte ASCREEN-1-
e 10mM ATP Phagenarme
e  PhageMaker Extrakt
Vorgehensweise:

Erststrangsynthese. Fiir die Erststrangsynthese nach gegebener Methode bendtigt man

reine poly (A)" RNA. Es werden 4 pg der poly A” RNA mit 1 pg Hind 111 Random-

Primern vermischt und mit Nuklease-freiem Wasser auf 20 ul Gesamtvolumen gebracht.
Der Ansatz wird 10 min bei 70° C inkubiert, um die Sekundérstrukturen der mRNA zu
zerstoren. Der Ansatz wird auf Eis abgekiihlt und die Reaktion wird wie in der Tabelle

3.12 dargestellt, angesetzt.

Tabelle 3.12: Reaktionsansatz zur Erststrangsynthese der OrientExpress-cDNA

Reagenz Quantitit
poly A" RNA, Hind 111 Random-Primern 20 pl

5x Erststrang-Puffer 10 pl

100 mM DTT S5ul

10x methylierter ANTPs-Mix 2,5 ul
MMLV RT (200 U/ul) 4 ul
Nukleasen-freies H,O 8,5 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Die Erststrangsynthese erfolgt 1 h bei 37° C. Danach wird die Reaktion 10 min bei 70° C

inkubiert. Danach folgt die Zweitstrangsynthese. Dazu werden zum Erststrangsythese-

Reaktionsansatz die in Tabelle 3.13 aufgefiihrten Reagenzien zugegeben.

Tabelle 3.13: Reaktionsansatz zur Zweitstrangsynthese

Reagenz Quantitit
Erststrangsynthese-Reaktionsansatz 50 pul

5x Zweitstrang-Puffer 50 ul

100 mM DTT 6 ul

10x methylierten dNTPs-Mix 25 ul
Nukleasen-freies H,O 112,5 ul
DNA-Polymerasel (10U/ul) 5l
RNase H (1 U/ul) 1,5 ul
Gesamtvolumen 250 ul
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Der Reaktionsansatz wird gemischt und 90 min bei 15° C inkubiert. Die synthetisierte
cDNA wird mit dem gleichen Volumen Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (25:24:1)
extrahiert (30 s vortexen, danach 1 min bei 20000 xg zentrifugieren). Die wéssrige Phase
wird in ein neues Gefdss transferiert und die cDNA wird durch Zugabe von 1 pl Glycogen,
250 ul 4 M Ammonium-Acetat und 300 pl Isopropanol prézipitiert (8 min bei 20000 xg).
Das cDNA-Pellet wird nacheinander mit dem 70 % igen und dem 100 % igen Ethanol
gewaschen, getrocknet und zum Schluf3 in 20 pl TE-Puffer wieder aufgelost.

Erzeugung von glatten Enden der cDNA. Die bei der cDNA-Synthese zuriickstehenden
Enden werden nun mit T4-DNA-Polymerase aufgefiillt (Tabelle 3.14).

Tabelle 3.14: Reaktionsansatz zur Erzeugung von glatten Enden der cDNA.

Reagenz Quantitat
Doppelstringige cDNA 20 ul

10x Flush-Puffer 3ul

100 mM DTT 1,5 ul

1 mM dNTPs 3ul

T4 DNA Polymerase 1,50
RNase H (1 U/ul) 1,5 ul
Gesamtvolumen 30 pl

Die Reaktion erfolgt 20 min bei 11° C. Der ReaktionsAnsatz wird mit TE-Puffer auf 50 pl
aufgefiillt und die cDNA wird mit gleicher Menge Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol
(25:24:1) extrahiert. Die wéssrige Phase wird das neue Gefidss transferiert und die cDNA
wird durch Zugabe von 1 pl Glycogen, 250 pul 4 M Amonium-Acetat und 300 pl
Isopropanol prézipitiert (8 min bei 20000 xg). Das Pellet wird nacheinander mit dem
70 % igen und dem 100 % igen Ethanol gewaschen, getrocknet und in 10 pl TE-Puffer
gelost.

Ligation von EcoRI/HindIIl-Linkern und EcoRI und Hindlll Restriktionsverdau. Vor der

Ligation werden die Linker durch kurze Inkubation mit T4 Polynukleotidkinase inkubiert

(Reaktionsansatz s. Tabelle 3.15).
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Tabelle 3.15: Reaktionsansatz zur Ligation von flankierenden Linker an die ¢cDNA-

Enden

Reagenz Quantitit
cDNA mit glatten Enden 10 pl

10x Ligationpuffer-Puffer 2 ul

1 mM ATP 2 ul

100 mM DTT 2 ul

(100 pmol) EcoRI/HindllI-Linkers 2 ul

T4 Polynukleotid-Kinase () 0,5 pl(5 U)
Gesamtvolumen 20 pl

Die Reaktion wird 5 min bei 37° C inkubiert. Danach werden 2 pl (4 U/ul) T4-DNA-

Ligase dazugegeben und 20 h bei 16° C inkubiert. Nach der Ligation wird die Ligase durch

Inkubation bei 70° C (10 min) inaktiviert. Zur Restriktionsverdau mit Hind 111 und EcoR 1

wird der Reaktionsmix wie in der Tabelle 3.16 dargestellt, angesetzt.

Tabelle 3.16: Restriktionsverdau von cDNA-Linkern mit EcoR I und Hind 111

Reagenz Quantitit
cDNA 20 pl

10x Hind 111 — Puffer 10 pl
Hind 111 5pul

H,O 65 ul

100 mM DTT 2 ul
Gesamtvolumen 100 pl
Inkubation 2 h bei 37° C, danach werden EcoR I-Puffer und Enzym
zugegeben

10x EcoR 1 — Ausgleichpuffer 10 pl
EcoR 1 Sl
Inkubation 4 h bei 37° C

Nach vierstundiger Inkubation folgen die Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol-Extraktion

und eine Prézipitation nach Zugabe von 1 ul Glycogen, 120 pul 4M Ammonium-Acetat und

500 pl Ethanol. Das Pellet wird nacheinander mit 70 % igem und 100 % igem Ethanol

gewaschen und getrocknet. Die GroBenfraktionisierung wird wie im Kapitel 3.3.10

durchgefiihrt.

Ligation in den A SCREEN 1-Vektor und Verpackung in die Phagen. Die cDNA wird mit

Phagenarmen von A SCREEN 1 wie im Kapitel 3.3.10 beschrieben ligiert und in die

Phagenhiillen verpackt. Es wird der Titer der primiren unamplifizierten cDNA-Bank

gepriift (Kapitel 3.5.1). Eine primire cDNA-Bank mit dem Kolonieentiter >10° pfu kann in
Bakterien (Stamm ER 1647) amplifiziert werden (Kapitel 3.5.1).
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3.7 Screen der cDNA-Banken
3.7.1 Immunscreen einer Expressions-cDNA-Bank
Material:

e Nitrocellulose-Membranen 0,45 pm (Schleicher und Schuell), 10 cm % 10 cm, mit 10 mM IPTG
getrankt und getrocknet

e Plating-Bakterien BL 21 (DE 3) pLysE (Kapitel 3.5) fiir A-SCREEN 1

e Petrischalen, quadratisch (Greiner Bio-One) mit 2x YT Nahrboden:

16 g Select Pepton (Invitrogen)

10 g Hefeextrackt (Invitrogen)

5 g NaCl (Roth)

15 g Select Agar (Invitrogen)

ad 1 L H,O autoklaviert und bei RT aufbewahrt

LB-Top-Agarose (Kapitel 3.5.1)

Waschpuffer (Kapitel 3.8.5.2)

Blockierungspuffer (Kapitel 3.8.5.2)

Antikoérper-Inkubationspuffer (Kapitel 3.8.5.2)

Seren von Rindern nach wiederholten E. bovis-Infektion und auf infizierten Zellen

affinititsgereinigte Antikdrper

Sekundirantikorper: Alkalische Phosphatase-gekoppelt

Chinesische Tusche

Substratlosung BCIP/NBT (Kapitel 3.8.5.3)

Plastikfolie, Polystar PE-Schlauchfolie (Rische & Herfurth)

Vorgehensweise:

Der Erstscreen der cDNA-Bank erfolgte mit etwa 100.000 Klonen. Die Klone wurden, auf
7 YT-Platten verteilt, ausplatiert. Die Platten werden umgedreht im Brutschrank bei 37° C
6 Stunden inkubiert, bis die Phagen-Plaques 0,5 — 1 mm grof3 sind. Dann werden die IPTG-
Nitrocelullose-Membranen auf die Bakterienrasen luftblasenfrei aufgelegt und 3 h bei
37° C inkubiert. Danach werden die Petrischalen 1 h bei 4° C inkubiert (erleichtert die
Trennung der Membranen von der Agarose). Die Membranen mit anhaftenden
rekombinanten Proteinen werden von der Platte vorsichtig abgenommen und kurz im
Waschpuffer gewaschen, dann werden die Membranen im Blockierungspuffer 1 h bei RT
inkubiert. Gleich im Anschluf3 folgt die Inkubation 1 h bei RT mit Antiseren in einer
Verdiinnung 1:1000 bzw. bei affinitdtsgereinigten Antikorpern in einer Verdiinnung 1:100.
Unspezifisch-gebundene Antikorper werden durch dreimaliges 10miniitiges Waschen im
Waschpuffer entfernt. Die Membranen werden weiter 1 h bei RT mit dem
Sekundérantikorper in einer Verdiinnng 1:10.000 inkubiert, danach wie oben ausgefiihrt
gewaschen und mit Substratldsung je 2 Stiick ,,mit dem Riicken* zu einander luftblasenfrei

in die Plastikfolie eingeschweil}t. Die Entwicklung erfolgt iiber Nacht.
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372 Screen der cDNA-Bank mit Digoxigenin-markierten DNA-Sonden

Material:

Nitrocellulose-Membranen 0,45 um (Schleicher und Schuell)

quadratische Petrischallen (Greiner Bio-One) mit MgSO,-LB-Agar-Néhrboden (Kapitel 3.5.1)
LB-Top-Agarose (Kapil 3.6.1)

Plating-Bakterien ER 1647 fiir A-SCREEN 1 und XL 1 blue fiir A TriplEx 2
Digoxigenin-markierte DNA-Sonden

20x SSC (Kapitel 3.3.9.2)

Heringsperm-DNA (Kapitel 3.3.10.2)

Hybridisierungslosung (Kapitel 3.3.10.2)

Anti-Digoxigenin-AP Konjugat (Kapitel 3.3.10.2)

Waschpuffer I und 1T (Kapitel 3.3.10.2)

Maleinséaure-Puffer, pH 7,5 (Kapitel 3.3.10.2)

Waschlosung (Kapitel 3.3.10.2)

Caseinlosung (Kapitel 3.3.10.2)

Vorgehensweise:

Fiir einen Erstscreen werden 100.000 Klone verteilt auf 5 Platten ausplatiert (Kapitel
3.5.1). Die Platten werden 5 — 6 Stunden bei 37° C inkubiert, bis die Phagenplaques
sichtbar sind. Je 2 Membranen pro Platte (Doppelabdruck) werden nacheinander
luftblasenfrei aufgelegt. Die erste Membrane wird 2 min und die zweite im Anschluf} 3
min auf dem Bakterienrasen inkubiert. Danach werden die Membranen 1 min im
Denaturierungsbad und dann 1 min im Neutralisierungsbad inkubiert. Im Anschlufl werden
sie kurz in 2x SSC gewaschen und auf dem Filterpapier getrocknet. Die Fixierung der
Nukleinsduren findet iiber 1 h bei 80° C statt. Die Hybridisierung Membran-gebundener
Phagen-DNA mit Digoxigenin-markierten Sonden ist im Kapitel 3.3.11.2 beschrieben. Die
Entwicklung erfolgt iiber Nacht in Substrat BCIP/NBT. Die positiven Signale werden

durch Vergleich von zwei Menbranen einer Platte ermittelt.

373 Isolierung der positiven Klone

Material:

e 1xA-Verdiinnungspuffer (Kapitel 3.4.1)
e  Chloroform (Roth)

Vorgehensweise:

Die Umrisse der Membranen und ihre Tintenmarkierungen werden auf eine durchsichtige
Folie iibertragen, die zur Deckung mit den korrespondierenden Phagenplatten gebracht
wird. Die positiven Plaques werden mit einem abgeflammten Skalpell ausgeschnitten
(etwa 0,5 cm x 0,5 cm) und das resultierende Agarstiickchen wird in 500 ul 1x A-

Verdiinnungspuffer + Chloroform (0,3 %) resuspendiert. Die enthaltenen Phagen werden
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nun so vereinzelt, dass nach einem zweiten oder dritten Screening ein positives Signal
einem isolierten Plaque zugeordnet werden kann, welcher dann mit einer sterilen
Pasteurpipette ausgestochen wird. Zur Charakterisierung der positiven Phagen wird zuerst
eine PCR durchgefiihrt. Als Matrizen-DNA dienen 3 pl der Phagenlésung und mit je nach
Vektor spezifischen Primern [ATriplEx2: 5'-SeqTriplEx2 und 3'-SeqTriplEx2; ASCREEN-
1: SiTag-Primer und SP6-Promoter I-Primer (Kapitel 3.3.9)] werden die in den Phagen
klonierten DNAs amplifiziert. Zur weiteren Charakterisierung werden aus Phagen iiber Cre
loxP-Sites die klonierten Fragment-tragenden Plasmide ausgeschnitten (Kapitel 3.4.6), und

der Sequenzierung zugefiihrt.

3.8 Proteine
3.8.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Material:

e Protein Assay (Bio-Rad)
e Bovines Serum Albumin, Albumin Fraktion V, BSA (Roth)
e 16-Loch-Mikrotiterplatten (Nunc-Immuno Module, Maxisorp F16)

Vorgehensweise:

Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgt nach Bradford (1976). Alternativ kann die
Menge von einzelnen Proteinen direkt auf einem Acrylamidgel (Kapitel 3.8.3 und 3.8.4) in
Anwesenheit von einem Protein-Marker bekannter Konzentration nach Coomassie-

Féarbung abgeschitzt werden.

3.8.2 Prézipitation von Proteinen
Material:
e proteinhaltige Losung
e  Methanol (Merck)
e  Chloroform (Roth)
e Aceton, -20° C kalt (Roth)
e 1x Probenpuffer wird vom 5x Probenpuffer (Kapitel 3.8.3) hergestellt
e H,OmilliQ
Vorgehensweise:

Zum Zweck der Proteinkonzentrierung vor der SDS-PAGE oder der Entfernung der
Detergentien werden die Proteine mit Hilfe von Methanol/Chloroform prézipitiert. Die
proteinhaltige Losung wird mit Methanol/Chloroform/Wasser in einem Verhiltniss 1:4/1/3
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(v/v) gemischt (Vortex) und 1 min bei 21.000 xg zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
haben sich 2 Phasen gebildet: eine obere wéssrige Phase und die untere
Chlorophormphase; zwischen den Phasen, finden sich die Proteine. Die obere wéssrige
Phase wird abpipettiert und verworfen; zum Rest werden 400 pl Methanol gegeben. Der
Ansatz wird gemischt und 2 min bei 21.000 xg zentrifugiert. Das Pellet wird im Speed-vac
10 min getrocknet und anschliefend in 20 pl 1x Probenpuffer aufgenommen. Alternativ
konnen die Proteine auch mit —20° C kaltem Aceton prézipitiert werden. Dazu wird die
Protein-haltige Losung mit Aceton im Verhiltniss 1:4 (v/v) gemischt und bei —20°C 1 h
inkubiert. Danach wird das Proteinprézipitat bei 20.000 xg abzentrifugiert.

3.8.3 SDS-PAGE
Material:
e 4x Tris:Cl/SDS, pH 6,8 mit 1 N HCI eingestellt (die Losung wird bei 4° C hochstens 1 Monat
aufbewahrt)
0,5 M Tris (MP Biomedicals)
0,4 % SDS (Serva)
e  4x Tris'Cl/SDS, mit 1 N HCI auf pH 8,8 eingestellt (die Losung wird bei 4° C hiochstens 1 Monat
aufbewahrt)

1,5 M Tris (MP Biomedicals)
0,4 % SDS (Serva)

e Acrylamid/Bisacrylamid-Losung: Rotiphorese® Gel 30 (Roth): gebrauchsfertige, gasstabilisierte,
wiassrige, 30%ige Acrylamidstammlosung mit 0,8% Bisacrylamid im Verhéltnis 37,5:1; 4°C
aufbewahrt

e mit Wasser gesittiges Isobuthanol

e  Ammoniumpersulphat, APS (Amersham Bioscience): eine 10 % ige Losung (w/v) in H,O angesetzt
und in 100 ul Aliquots bei -20°C aufbewahrt

e TEMED (Amersham Bioscience)

e 10x Elektroden (Lauf)-Puffer (pH 8,3):

30,3 g Tris (MP Biochemicals)
144,0 g Glycine (MP Biochemicals)
10,0 g SDS (Serva)

H,0O ad 1000 ml,

e  5x Probenpuffer pH 6,8; aliquotiert bei — 80° C aufbewahrt:

150 mM Tris'HC1 (MP Biomedicals)
10 % SDS (Serva)
12,5 % 2-Mercaptoethanol (Serva)
25 % Glycerol ultra pure (MP Biomedicals)
0,005% Bromphenolblau (Merck)
e Molekulargewichtsmarker: BenchMark ™Protein Ladder, 15 Banden, 10-220 kDa (Invitrogen)

Vorgehensweise:

Zum Herstellen der Gele werden die mit 70 % Ethanol geputzen Glasplatten mit den
Spacern in die Halterung eingespannt und im Giesstand justiert. Je nach gewiinschter
Polyacrylamidkonzentration des Trenngeles werden die Reagentien, wie in der Tabelle 3.4

aufgeflihrt angesetzt.
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Tabelle 3.17: Zusammensetzung von Acrylamid — Monomeren

Ldsungen, ml Endkonzentration des Acrylamids im Gel (%)
6 7 8 9 10 12 13
Acrylamid/Bisacrylamid 3 3,5 4 4,50 5 6 6,5
4x Tris-Cl/SDS, pH 8,8 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75
H,0 8,25 7,75 7,25 6,75 6,25 5,25 4,75

Die gewlinschte Acrylamidkonzentration Gel-Losung wird unmittelbar vor dem Gielen
mit 50 pl 10 % APS-Losung und 10 pl TEMED versetzt und in die Gelkammern zwischen
die durch Spacer auseinandergehaltenen Glasplatten gegossen. Das Monomer wird mit
Isobuthanol iiberschichtet und 30-60 min bei RT zum Polymerisieren stehengelassen. Nach
der Polymerisation wird das Gel im Giestand mit 70 % Ethanol und mit H,O gespiillt.
Das Sammelgel wird als 3,9 %ige Polyacrylamid-Losung (0,65 ml Acrylamidldsung:
Rotiphorese® Gel 30, 1,25 ml 4x Tris-Cl/SDS (pH 6,8), 3,05 ml H,O, 25 ul 10% APS und
5 ul TEMED) auf das Trenngel aufgetragen. Anschlieend werden sofort die Kdimme zur
Formung der Geltaschen angebracht. Nach der Polymerisation des Sammelgels (30 min)
werden die Gelkassetten in die Trennkammer eingesetzt und die Kdmme vorsichtig
entfernt. Die Geltaschen werden mittels einer Pasteur-Pipette vorsichtig mit 1%
Elektrodenpuffer gespiilt und mit den aufbereiteten Proben versehen. Das Volumen der
Probe soll zur besseren Auflosung der Proteine nicht 10 pl {iberschreiten. Die
Elektrophorese erfolgt bei einer konstanten Stromstérke von 10 mA fiir ca. 15 min (bis die
Lauffront das Trenngel erreicht) und dann weiter bei 15 mA bis die Laufront den unteren
Gelrand erreicht. Bei diesen Bedingungen dauert die Elektrophorese etwa 1,5 h. Nach der
Elektrophorese wird das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt. Die Proteine aus dem
Trenngel werden entweder direkt im Gel gefarbt (Kapitel 3.8.4) oder auf eine Membran

geblottet (Kapitel 3.8.5).

384 Coomassie-Fiarbung von Proteinen

Material:

e Coomassiefirbelosung:
0,05 % Serva Blau R-250
10 % Essigsédure (Merck)
50 % Methanol (Merck)
H,0

o  Entfirber fiir Polyacrylamidgele:
15 % Methanol (Merck)
0,75 % Essigséaure (Merck)
Hzo

e  Entfirber fiir PVDF-Membranen:
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45 % Methanol (Merck)
1 % Essigsdure (Merck)
H,0

e  Whatman-Papier

Vorgehensweise:

Die Coomassie-Farbung basiert auf einer unspezifischen Bindung des Farbstoffes an
basische und aromatische Seitenketten des Proteins und erlaubt den Nachweiss von 100 —
300 ng /Proteinbande. Die Farbung des Gels erfolgt 1 h bei RT unter leichtem Schwenken
in Coomassie-Farbelosung; die PVDF-Membranen werden 10 min gefdarbt. Danach wird
mit Entfirbelosung ca. 2 — 3 h entfarbt. Nach der Férbung wird die Membran auf
Filterpapier getrocknet. Das Gel wird in eine 5 % ige Glycerinldsung verbracht und kann
so bis 2 Wochen aufbewahrt werden. Zum Trocknen wird das Gel auf feuchtes Whatman-
Papier verbracht, mit Frischhaltefolie knitterfrei abgedeckt und im Vakuumtrockner bei

80°C 1 h getrocknet.

3.8.5 Western Blot und Immunfirbung

3.8.5.1 Proteintransfer auf Membranen

Material:

e PVDF-Transfer-Membran: Immobilon™-P (Millipore), auf die Gelgrosse zugeschnitten
e Filter-Papier: 3 mm dickes Filterpapier (Whatman), jeweils 2 pro Gel
e  Transfer-Puffer:

25 mM Tris (MP Biochemicals)

192 mM Glycin (MP Biochemicals)

15% Methanol (Merck)
H,O

e  Methanol (Merck)

L4 Hzo

e  Ponceaurot:
1 % Essigsdure (Merck)
0,05 % Ponceau S (Acros )
H,O

Vorgehensweise:

Western Blotting stellt ein Verfahren zum Transfer von Proteinen nach SDS-PAGE auf
Tréger dar und ist die Voraussetzung fiir die Durchfiihrung von Immunoblot-Techniken.
Das Protein-Blotting wird mit einem Semi-Dry-System durchgefiihrt. Die
Transfereffizienz hidngt von vielen Faktoren, wie Gelkonzentration und -dicke,

Proteineigenschaften, angelegte Stromstérke, ab.

Die SDS-PAGE-Gele werden nach Beendigung der Elektrophorese und Abtrennen des

Sammelgels im Transfer-Puffer zusammen mit den Filterpapieren 15 min dquilibriert. Die
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PVDF-Membran wird zuerst kurz in Methanol gelegt (5 - 10 s) sowie 5 min in H,O und

anschlieBend fiir 10 — 15 min im Transferpuffer dquilibriert.

Die Elektroden des Blotting-Gerites werden mit 1 — 2 ml Transfer-Puffer benetzt. Auf die
untere Elektrode (+) wird ein mit Transfer-Puffer vollgesogenes Filterpapier gelegt, darauf
werden die Membran und das Gel gelegt. Nach Auflegen des zweiten mit Transfer-Puffer
vollgesogenen Filterpapieres wird iiber den ,,Sandwich® eine 2 ml Glasspipette vorsichtig
so gewilzt, daB3 evtl. vorhandene Luftblasen entfernt werden. AnschlieBend wird die obere
Elektrode (-) auf die Kontakte gesetzt. Der Transfer erfolgt mit 200 mA Stromstérke tiber 1
h. Das SDS-PAGE-Gel kann danach in Coomassie (Kapitel 3.8.4) gefirbt werden, um die
Effizienz des Blotting-Vorganges zu iliberpriifen. Die geblotete Membran wird 3 — 5 min in

Ponceaurot gefarbt und bei Bedarf mit Aqua dest entfarbt.

3.8.5.2 Blockieren der Membran und Inkubation mit Antikdrpern

Material:

e PVDF-Membran mit geblotteten Proteinen
e Blockierungspuffer:

1x TBS pH 7,4 (Kapitel 3.4.5.2)

0,1 % Tween 20 (Aldrich)

4% BSA (Roth)
e  Antikorper-Inkubationspuffer:

1x TBS

0,1 % Tween 20 (Aldrich)

1 % BSA (Roth)
e Sekundédrantikorper: Peroxidase-gekoppelt
e  Waschpuffer:

1x TBS

0,1 % Tween 20 (Aldrich)
e 10xTBSpH74

60,57 g Tris'HCI (MP Biochemicals)

85 g NaCl (Roth)

H,0 ad 1000

Vorgehensweise:

Zur langfristigen Aufbewahrung der gebloteten Antigene werden die Membranen in Aqua
dest. gewaschen und getrocknet. Wenn die Immunfarbung folgt, werden die Membranen in
Blockierungs-Puffer verbracht und 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4° C im Kiihlraum auf

der Rotationsplattform zur Absétigung von unspezifischen Proteinbindungstellen inkubiert.

Nach der Blockierung wird der Blockierungspuffer gegen die gewiinschte
Serumverdiinnung ausgetauscht (je nach Antikorpertiter und Entwicklungsmethode
schwankt die Serumverdiinnung von 100 bis 100.000). Nach Inkubation bei RT fiir 1 h

wird das Serum entfernt. Die unspezifisch gebundenen Antikérper werden durch 5
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Waschschritte im Waschpuffer (jeweils 10 min) beseitigt. Danach folgt die Inkubation (1h,

RT) in den mit alkalischer Phosphatase oder Peroxidase gekoppelten sekundiren

Antikorpern. Danach werden die Membranen wie oben mit Waschpuffer und einmal in 1%

TBS gewaschen.

3.8.5.3 Visualisierung

Material:

Chemilumineszenz-Substrat zum Nachweis der Peroxidase: ECL+Plus™ Western Blotting
Detection System (Amersham Bioscience). Die Losungen A und B werden bei 4°C aufbewahrt, vor
Anfertigung der Substratlgsung ca. 30 min bei RT &quilibriert und vor Anwendung im Verhéltnis
40:1 (v/v) gemischt; Substratmenge 0.1 ml/cm”* Membran.

Chemilumineszenz-Substrat zum Nachweis der alkalischen Phosphatase: CPD-Star (New England
Biolabs). Die Losungen werden bei 4° C aufbewahrt. Der 25% AssayPuffer wird mit HO auf 1x
Verdﬁgnt und im Verhéltnis 1:200 Substrat vermischt. Der Substratverbrauch liegt bei 0,025
ml/cm

Substrat zum Nachweis der Peroxidase: 4-Chloro-1-Naphthol-Tablets (Sigma). 1 Tablette wird in 10
ml Methanol gelost (Stocklosung). Fiir den gebrauchsfertigen Substrat werden 2 ml der Stocklosung
+ 10 ml 1x TBS + 10 ul H,O, angesetzt.

Substrat zum Nachweis der alkalischen Phophatase: BCIP/NBT (Roche). 200 ul Substrat + 10 ml
Nachweispuffer (pH 9,5)

Nachweispuffer, pH 9,5:

100 mM Tris-HCl

100 mM NacCl

50 mM MgCl,

1x TBS

Plastikfolie (Polystar PE-Schlauchfolie, Rische & Herfurth, Hamburg)

Frischhaltefolie

Kodak BioMax Light Film, BioMax Light-1 (Sigma)

Vorgehensweise:

Die Membranen werden solange in der Substratlosung inkubiert bis der Farbumschlag und

das Verhéltnis zwischen der Reaktion und Hintergrund eine gewiinschte Intensitét erreicht

haben. Im Falle von Peroxidase dauert die chromogene Entwicklung 5 — 10 min, bei

alkalischer Phosphatase von 5 min bis {iber Nacht.

Fiir den chemilumineszenten Nachweis werden die Membranen abgetropft in Plastikfolie

eingeschweisst und 5 min mit mit dem entsprechenden Substrat im Substratpuffer

inkubiert. Danach werden sie feucht zwischen zwei Blétter der Frischhaltefolie eingelegt.

Das weitere Verfahren ist in Kapitel 3.3.10.3 beschrieben.

3.9

Herstellung und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

Zum Zweck der Immunisierung werden rekombinante Proteine in E. coli hergestellt und

mittels Affinitdtschromatografie aufgereinigt.
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39.1 Expression von 6xHis-Proteinen in E. coli

Material:

e LB-Medium (Kapitel 3.5.1) mit 100 pg/ml Ampicillin, 20 pg/ml Chloramphenicol, 30 pg/ml
Kanamycin
e | MIPTG dioxanfrei (Isopropyl-p-thiogalaktosid) (Roth)

Vorgehensweise:

Ein zu exprimierendes DNA-Fragment wird in einem der pQE-30, -31, -32 Vektoren
kloniert und zur Transformation des Expressionsstamms M 15 eingesetzt (Kapitel 3.3.7
und untenstehende Unterkapitel). Bei der Expression der E. bovis-cDNA-Sequenzen, die
reich an Adenin und Tymin sind, ist ein niedriges Expressionsniveau zu erwarten wegen
der anderen Codon-Usage von E. coli. Um das Problem zu vermeiden, bendtigt man eine
zusitzliche Transformation mit pCodon+ (Stratagene). Dieses ist ein Plamid, das die
zusitzliche tRNAs-kodierenden Gene von Arginin, Leucin, und Isoleucin tragt, so dal3 E.
coli mit zusdtzlichen tRNAs substituiert wird. Dabei ist die Transformationsreihenfolge:

zuerst pCodon+ und dann pQE.

Screening von kleinen Expressionskulturen mit Zeitverlauf dient dazu das

Expressionsniveau in zweistliindigen Abstdnden nach der Induktion zu ermitteln. Von 3
Einzelkolonien werden mit LB-Medium (Amp/Kan/Cam) Ubernachtkulturen hergestellt.
Von diesen 3 Ubernachtkulturen werden 500 pl entnommen und dann damit 10 ml LB
(Amp/Kan/Cam) angeimpft. Die 10 ml-Kulturen werden bei 37° C und unter Schiitteln
(160 — 180 rpm) bis ODgpp = 0,6 inbubiert. Es werden jeweils Iml nicht-induzierte
Kontrollen entnommen und die Bakterien bei 20.000 xg 1 min zentrifugiert. Die
Bakterienpellets werden fiir spéitere Bearbeitung bei —20° C eingefroren. Die Kulturen
werden wihrenddessen durch Zugabe von 1 M IPTG (Endkonzentration 1mM) induziert.
Danach werden stiindlich 1 ml Kultur (1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach der Induktion)
entnommen und bei o. g. Bedingungen verarbeitet. Die Bakterienpellets werden in jeweils
50 pl 1x Probenpuffer resuspendiert und bei 98° C fiir 2 min inkubiert (Kochen). Es folgt
eine Zentrifugation (20000 xg 5 min), um Proteinextrakt von der freien DNA zu trennen.
Danach werden 5 pl von jedem Proteinextrakt in SDS-PAGE mit anschliefender
Coomassie-Gel-Farbung analysiert. Es werden die Proteinbanden von der erwarteten
GroBe von nicht induzierten und induzierten Bakterien verglichen. Von den 3 Klonen eines
Konstrukts wird einer fiir die préparative Proteinexpression ausgewéhlt. Aus diesem Klon
wird auch die Plasmid-DNA pripariert (Kapitel 3.4.4), um das Leseraster auf Fehler durch
Sequenzierung (Kapitel 3.3.10) zu liberpriifen.
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Praparative Proteinexpression in 1 1-Kulturen. Dafir werden zuerst im LB-Medium

(Amp/Kan/Cam) 100 ml Ubernacht-Kulturen gewachsen, welche dann zum Animpfen von
1 I Kultur benutzt werden. Ein Liter vorgewirmtes 1 1 LB(Amp/Kan/Cam)-Medium wird
in 8 Erlenmeyer-Flaschen (nicht mehr als 160 ml pro Flasche, um die Beliiftung des
Mediums zu gewihrleisten) verteilt und mit 10 ml Ubernacht-Kultur angeimpft. Die
Kulturen werden bei 37° C und unter Schiitteln (160 rpm) 2 — 3 h inkubiert bis ODgpp = 0,8
erreicht. Nach Entnahme von 1 ml Kultur (nicht induzierte Kontrolle) wird die 1 1 Kultur
mit [PTG (Endkonzentration 1 mM) induziert und weitere 2,5 h bei o.g. Bedingungen
inkubiert. Danach wird 1 ml induzierter Kontrolle entnommen. Die Bakterien aus der 11
Kultur werden dann durch Zentrifugation (20 min bei 4000 xg) geerntet. Sie werden im

fliissigen Stickstoff eingefroren und bei - 20° C aufbewahrt.

3.9.2 6x His-tag Proteinreinigung mittels Ni-NTA-Chelatsiule

Material:

e Ni-NTA Agarose (Qiagen)

e  Chromatographie-Propylenséulen (Qiagen)

e Puffer A pH 8 (pH-Wert mit einer | N NaOH Losung eingestellt):
100 mM NaH:PO: (Roth)
10 mM Tris CI (MP Biochemicals)
6 M Guanidin Hydrochlorid 98 % (Acros Organics)

e Puffer B pH 8 (pH-Wert mit einer 1 N NaOH Ldsung eingestellt):
100 mM NaH:PO: (Roth)
10 mM Tris Cl (MP Biomedicals)
8 M Harnstoff (Sigma)

e Puffer C pH 7 (pH-Wert mit einer 1 N HCI Losung eingestellt):
100 mM NaH:POs(Roth)
10 mM Tris Cl1 (MP Biochemicals)
8 M Harnstoff (Sigma)

e Elutionspuffer E pH 7 (pH-Wert mit einer | N HC] Losung eingestellt):
100 mM NaH:POs(Roth)
10 mM Tris Cl (MP Biochemcals)
8 M Harnstoff (Sigma)
200 mM Imidazol (Merk)

Vorgehensweise:

Die Bakterienpellets werden langsam auf dem Eis aufgetaut und zur Zell-Lyse im Puffer A
resuspendiert (5 ml pro g Bakterienmasse). Die Suspension wird 60 min bei RT auf einem
Magnetriihrer langsam geriihrt. Danach wird der Bakteriendebris durch Zentrifugation bei

10000 xg fiir 30 min entfernt.

3 ml 50 % ige Ni-NTA-Agarose (die Menge an Ni-NTA-Agarose errechnet sich aus dem
Expressionsneveau; die Bindekapazitit der Ni-NTA-Agarose liegt zwischen 5 — 10 mg/ml)
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wird im Puffer A &quilibriert. Das Ni-NTA-Agarosepellet wird im Uberstand der

Bakterienlysate suspendiert und 60 min bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert.

AnschlieBend wird das Gemisch aus Ni-NTA-Agarose und Lysatiiberstand in eine unten
verschlossene Chromatographie-Sdule gefiillt. Nach Ablauf des Puffers wird die Séule
einmal mit 10 ml Puffer A und danach so lange mit Puffer B gewaschen bis bei
spektrophotometrischer Messung des Durchlaufes bei einer Wellenldnge von 280 nm Ejgp<
0,01 ist (i.d.R. 5 — 10 Sdulen-Volumen). Danach wird die Sdule dreimal mit 10 ml Puffer C
gewaschen. Die ,,6xHis tagged“-Proteine werden zehnmal mit jeweils 500 pl
Elutionspuffer E von der Ni-NTA-Agarose-Sdule in 1,5 ml Reaktionsgefdsse eluiert (10
Fraktionen). Jeweils 10 pl von jeder Fraktion werden mit 5 pl 5x Probenpuffer versetzt

und mittels SDS-PAGE iiberpriift.

393 Aufreinigung mittels SDS-PAGE

Zur Immunisierung mit rekombinanten Antigenen werden die Kontamination von E. coli-
Proteinen und die Produkte der proteolytischen Spaltung des rekombinanten 6xHis-
Proteins (sie tragen an ihrem N-terminalen Ende auch ein 6% His-tag und werden in der Ni-
NTA-Chromatografiesdule mit aufgereinigt) mittels einer zusétzlichen SDS-PAGE

aufgereinigt. Dabei erfolgt die GroBenfraktionisierung in einer Polyacrylamidgel-Saule.

Material:

Acrylamidlésung: Rotiphorese® Gel 30 (Roth) (Kapitel 3.4.3)
1,5 M Tris'HCI (MP Biochemecals), pH 8,8

0,5 M Tris'HCI (MP Biochemicals), pH 6,8

Aqua dest

10 % APS und TEMED (Kapitel 3.4.3)

1x SDS-Elektrophorese Laufpuffer (Kapitel 3.4.3)

Puffer B (Kapitel 3.4.6.2)

Vorgehensweise:

Je nach Molekulargewicht von zu reinigenden Proteinen und der Kontaminationsproteinen

wird die optimale Acrylamidkonzentration ausgwéhlt (Tabelle 3.18).

Tabelle 3.18: Die optimale Monomerkonzentration der Acrylamid je anch

Molekulargewicht des Proteins (Mini Prep Cell, Instruction Manual, Bio-Rad).

Molekulargewicht des Proteins % T des Gels
15-30kDa 10-16 %
30 —50 kDa 9-12%
50 — 70 kDa 7-10%
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70 — 100 kDa 5-9%
100 — 200 kDa 4-8%

Die Gel-Losung wird wie im Kapitel 3.8.3 vorbereitet und danach 5 min in der
Vacuumkammer entgast. Nach zu Zugabe von 50 pul APS und 2,5 ul TEMED wird der
Ansatz in das Gelrohr bis auf 10 cm Hohe gegossen. Die Gel-Losung wird mit Isobuthanol
tiberdeckt und iiber Nacht zum Polymerisieren stehen gelassen. Mini Prep Cell wird mit

der Gel-Sdule nach der Anleitung von Bio-Rad zusammengesetzt.

Die Pufferkammern werden mit einem 1x Laufpuffer gefiillt. Die Elutionspufferkammer
wird mit dem Puffer B eingefiillt. Die Proteinprobe (wird vorher mit 5% Probenpuffer
versetzt) wird vorsichtig auf das Gel der Gelsdule aufgeladen. Die Elekrophorese erfolgt
bei der konstanten 200 V Spannung {iiber 6 Stunden. Wenn der Lauffront mit
Bromphenolblau das Boden der Gelséule erreicht hat, wird die peristaltische Pumpe an das
Elutionsschlauch angeschlossen und mit der Geschwindigkeit von 100 pl/min wird das
Elutionspuffer aus dem Elutionsverteiler mit nacheinander aus der Gelsédule austrettenen
Proteinen abgepumpt. Alle 4 min werden die Fraktionen gesammelt. Zum Ermitteln der
Fraktionen mit dem gewiinschten Protein werden von jeder dritten Fraktion 100 pl Eluat
entnommen und mit Methanol/Chloroform prézipitiert (Kapittel 3.8.2). Die Proteinpellets
werden in 20 pl 1x Probenpuffer aufgenommen und in SDS-PAGE aufgetrennt (Kapitel
3.8.3), dann werden nach Coomassie-Farbung und Trocknung der Gele (Kapitel 3.8.4) die

Fraktionen ermittelt, die ein kontaminationsfreies Protein enthalten.

394 Dialyse von Proteinen

Material:

e Spectra/Por Dialysemembran-Set: 7 Verschlussklammern in drei verschiedenen Ausfiihrungen, ein
Dialysegefdss 1800 ml mit Magnetstdbchen und Dialysemembranen der Flachbreite 16 mm und
Lange 1 m aus regenerierter Zellulose mit MWCO 3500, 8000, 15000, 25000 und 60000 (Spectrum
Laboratories, Roth)

e Proteinldsung, die zu dialysieren ist und geeigneter Dialyse-Puffer

e | M Harnstoff (Sigma) in 1x PBS

e 1xPBS

Vorgehensweise:

Ein geeigneter Dialyseschlauch wird ca. 30 min in 500 ml dH,O einlegt, um Glycerol zu
entfernen und dann griindlich mit H,O abgespiilt. Der MWCO der Membran (,,Molecular
Weight Cut Off* oder Ausschlussgrenze in kDa) soll ca. die Hilfte des

Molekulargewichtes der in der Membran verbleibenden Makromolekiile haben. Nach
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Befiillung mit Dialysiergut und Verschlu3 wird der Dialysierschlauch in einen mit Dialyse-
Puffer gefiillten Behilter gelegt. Die Dialyse erfolgt bei 4° C auf einem Magnetriihrer
zuerst 12 h gegen 1 M Harnstoff und dann 12 h gegen PBS.

395 Immunisierung von Kaninchen und Seren

Die Immunisierung des Kaninchens wurde im Auftrag bei Seq Lab, Géttingen
durchgefiihrt. Die dialysierten Proteine werden in Portionen 4 200 pg mit Aceton
prazipitiert (Kapitel 3.8.2) und versandt. Die Immunseren von Kaninchen werden
aliquotiert und mit 50 % Glycerol versetzt bei —20° C auftbewahrt. Vor der Immunisierung
wurden die Seren der dafiir vorgesehenen Tiere auf Reaktivitit gegen die Antigene
tiberpriift. Nur Tiere mit eindeutig negativen Ergebnis wurden verwendet. Im Rahmen

dieser Arbeit wurden Antiseren gegen 3 {iberlappende Fragmente von EbCDPK hergestellt.

3.10 Immunbhistologie
3.10.1 Fixierung von E. bovis-Sporozoiten; -Merozoiten I sowie von infizierten Zellen
Material:

e Sporozoiten (Kapitel 3.2.3), Merozoiten I, infizierte Wirtszellen BFGZ, sowie nicht infizierten
Kontrollzellen (Kapitel 3.2.4.1 und 3.2.4.2)
e Diagnostische Objekttrager, 12 Wells, 5 mm, nummeriert (Erie Scientific Company)
e 10 %ige Paraformaldehyd-Losung (wird bei —20° C aufbewahrt)
fiir 100 ml der 10 % igen Paraformaldehydldsung werden 10 g Paraformaldehyd (Serva) in 60 ml
H,0 nach Zugabe von 2 — 3 Tropfen 1 N NaOH gelost. Die Losung wird mit H,O auf 100 ml
gebracht und durch Filterpapier filtriert, und aliquotiert bei — 20° C aufbewahrt.
e  Gebrauchsfertige gepufferte Paraformaldehyd/Glutaraldehyd (Pfa/Ga) — Fixierungslosung:
4 %ige Paraformaldehyd-Losung; aus 10 %iger Stockldsung verdiinnt;
0,25 %ige Glutaraldehyd-Losung; aus 25 %iger (Serva) verdiinnt;
1x PBS; aus 10 x PBS verdiinnen.
Methanol (Merk)
e 1xPBS

Vorgehensweise:

Die frisch excystierten Sporozoiten und frisch geernteten Merozoiten I werden mit PBS
gewaschen und in 10 — 20 pl mit einer Konzentration von 1000 Parasiten/ul auf die
Objekttrager aufgebracht. Die Objekttrager werden bei RT 3 — 4 h getrocknet und kdnnen
danach entweder fixiert oder bei - 80° C eingefroren werden. Fiir die Pfa/Ga-Fixierung
werden die Objektrager in der gepufferten Pfa/Ga-Fixierungslosung 10 min bei RT

inkubiert. Danach werden sie dreimal mit 1x PBS 5 min gewaschen, getrocknet und bei —
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20° C aufbewahrt. Fiir die Methanol-Fixierung werden die Objekttrager 10 min in —20° C
kaltem Methanol inkubiert, dann luftgetrocknet und bei —20° C aufbewabhrt.

3.10.2 Indirekter Immunfluoreszenztest

Material:

e  Objekttrager mit fixierten Sporozoiten oder Merozoiten I; Deckgldschen mit fixierten Wirtszellen
e 1xPBS
e Blockierungspuffer I (zur Blockierung von freien Aldehydgruppen):
100 mM Glycin (MP Biomedicals) in 1x PBS
e Blockierungspuffer II:
2 % BSA (Roth) in 1x PBS
e  Antikorper-Inkubationspuffer:
1 % BSA (Roth)
1x PBS
Antikorper (gewiinschte Serumverdiinunng)
0,2 % (w/v) Evans Blue-Losung (Serva) in 1x PBS
e Testsera:
aEbCDPK 1-Fragment 3 in den Verdiinungen: 1:100, 1:500, 1:1000
Affinitatsgereinigte Antikoper auf dem Fragment 3-Antigen aus dem aEbCDPK 1-Fragment 3-
Serum in den Verdiinnungen: 1:10, 1:100, 1:500
e Konjugate:
Fluorescein (FITC)-gekoppelter affinititsgereinigter anti-Kaninchen IgG aus Esel. Verdiinnung
1:100 (Dianova)
e Einbettungsmitte] Mowiol 4.88:
80 ml PBS
40 ml Glycerol ultra pure (MP Biochemicals)
2,4 g Propylgalat (Sigma)
20 g Mowiol 4.88 (Calbiochem) in kleinen Portionen zugeben, iiber Nacht rithren, danach bei 25.000
xg 30 min zentrifugieren. Der Uberstand wird aliquotiert und bei 4° C aufbewahrt.
e Deckgliser (lang)
Objekttrager fiir die infizierten Zellen

Vorgehensweise:

Die auf Objekttragern bzw. Deckgldsern Pfa-Ga-fixierten Sporozoiten, Merozoiten und
infizierten Zellen werden 10 min bei RT in Blockierungspuffer I inkubiert, um die
Reaktivitdt der freien Aldehydgruppen zu unterbinden. Dieser Schritt entféllt bei den
Methanol-fixierten Parasiten und Zellen. Danach werden die Objekttrager einmal in 1%
PBS gewaschen und im Blockierungspuffer II 30 min bei 37° C inkubiert (Blockierung
von unspezifischen Proteinbindungsstellen). Im Anschlul werden die in Antikorper-
Inkubationspuffer verdiinnten Antisera aufgetragen und bei 37°C 1 h inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fiir 10 min mit 1x PBS werden die in Inkubationspuffer mit Evans
Blue-Losung zur Gegenfarbung 1:1000 verdiinnten Konjugate aufgebracht und 1 h bei RT
inkubiert. Nach der Inkubation werden unspezifisch gebundene Immunglobuline durch
dreimaliges Waschen wie oben entfernt. Die Objekttriger werden mit Mowiol

eingedeckelt, die Deckgldsern mit infizierten Zellen mit Mowiol, den Zellrasen nach unten
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auf Glassobjekttrager, geklebt. Die Préparate wurden nach einer Aushirtungszeit des
Mowiols von 24 h im CLSM oder Fluoreszenzmikroskop mit Aufsichtentwicklung

untersucht.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Herstellung und Screen der cDNA-Banken
4.1.1 Uberpriifung der durchnittlichen GréBen der klonierten cDNAs

Nach der Herstellung der Merozoiten -cDNA-Banken wurden die durchschnittlichen
InsertgroBen von 10 bis 20 zufillig ausgewdhlten Klonen tiberpriift, um ungefidhr die
GroBBen der klonierten cDNAs abzuschdtzen. Im Falle der OrientExpress™-cDNA-Bank
(Random Priming Strategie, Vektor A SCREEN-1) betrug die Insertgrofle von 0,2 kb bis
1,5 kb (Abbildung 4.1).

M1 23 456 7891011 12 13 14 15 16 1718 19 20 M
Bt

Abbildung 4.1: PCR mit Phagenklonen zur Bestimmung der Insertgrofien;
OrientExpress™-cDNA-Bank M: Marker, kb; 1-20: zufillig ausgewéhlte Phagenklone

Die SMART-cDNA-Bank (Vektor ATriplEx 2) wies eine durchschnittliche Insergrof3e von
0,3 kb bis 1,5 bp auf (Abbildung 4.2).

M 12 3 45 6 7 8 91011 121314151617 M

2999
1198
517

Abblidung 4.2: PCR mit Phagenklonen zur Bestimmung der Insertgrofien;
SMART™-cDNA-Bank. M: Marker, bp; 1-17: zuféllig ausgewéhlte Phagenklone

Bei der SMART-cDNA-Bank wurde der Anteil nicht rekombinanter Phagen ermittelt.
Unter 20 000 Phagen-Klonen fanden sich nur vier nicht rekombinante Klone (0,02 %).
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4.1.2 Screenen der cDNA-Banken

4.1.2.1 Screen mit Seren aus postpatenten reinfizierten Rindern

Der Fragestellung nach war geplant, E. bovis-spezifische Oberflichenantigene auf
infizierten Zellen durch Antikorperscreening von E. bovis-cDNA-Banken zu erfassen. Als
Werkzeug standen zwei cDNA-Banken zur Verfiigung — eine OrientExpress™-cDNA-
Bank im Vektor ASCREEN 1 und eine SMART™-cDNA-Bank im Vektor ATriplEx2 —
sowie entsprechende, teils an infizierten Zellen affinitdtsgereinigte Rinderseren. Der
Screen der SMART™-cDNA-Bank mit den Seren verlief erfolglos. Fiir den weiteren

Immunscreen wurde daher die OrientExpress™-cDNA-Bank verwendet.

Fiir den Screen wurde die Verwendung der auf infizierten Zellen affinitdtsgereinigten
Antikdrper aus Immunseren aus reinfizierten Kilber (Badawy, 2004) vorgesehen. Da nicht
ausreichend affinitétsgereinigte Antikorper fiir der Screen zur Verfligung standen, wurde
der Screen von 10° Phagenklonen der Merozoiten-I-Expression-cDNA-Bank anfangs mit
Gesamt-Seren von postpatenten Rindern durchgefiihrt. Dabei wurden 106 reaktive
Phagenklone ermittelt, welche in einer zweiten und dritten Screenening-Runde aufgereinigt
wurden. Diese mit nicht aufgereinigtem Serum reaktive Phagenklone wurden spiter auf

zwel Membranen mit affinititgereinigten AntikOrpern getestet.

4.1.2.2 Screen mit affinitdtsgereinigten Antikdpern

Diese Klone wurden mit an infizierten Zellen affinititgereinigten Antikorpern gescreent.
Dabei reagierten 6 Klone, die im Anschlufl sequenziert wurden. Es stellte sich heraus, dass
kein cDNA-Insert einen vollstandigen, durchgehenden Leserahmen aufwies. Nur bei Klon
3 wurde ein durchgehender Leseraster (ORF —2) in der cDNA ermittelt, der jedoch nicht
im selben Leserahmen mit dem vorhandenen His-Tag war (Abbildung 4.3). Die
Homologiesuche (blastp) in der NCBI Datenbank zeigte, dall ein Teil der abgeleiteten
Aminosdurensequenz mit der katalytischen Doméne der Serin/Threonin Proteinkinasen mit
Calmodulin-dhnlicher Doméne aus Protozoa und Pflanzen homolog war. Die
Aminosiurensequenz hatte eine 39 %ige Identitit und 57 %ige Ahnlichkeit zu einer
Proteinkinase mit Calmodulin-dhnlicher Domine (CDPK) aus Cryptosporidium parvum
und 40 % Identitit und 62 % Ahnlichkeit zu homologen Proteinen aus Ceratopteris
richardii. An beiden Enden der Kinaseteilsequenz konnte man ,,Jow complexity* Bereiche

feststellen.
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der cDNA-Sequenz des Phagenklons 3 mit
Translation in allen 6 Leserastern. Das Leseraster mit dem His-Tag ist griin unterlegt;
das durchgehende Leseraster mit einer Kinase-homologen Sequenz ist rot unterlegt. Die
CDPK-homologe Sequenz liegt zwischen R 48 — Y 157. Stopkodons sind mit Sternen
gekennzeichnet. Die Position der Primer Eb3 exp S2 und Eb3 exp A (sieche Tabelle 3.5,
Kapitel 3.3.9) ist mit Pfeilen gekennzeichnet.

Da CDPKs bisher nur bei Protozoa und Pflanzen beschrieben waren und es auch Hinweise
auf das Vorkommen dieser Kinase auf der Oberfliche von Plasmodium falciparum-
infizierten Zellen gab (Zhao et al., 1992), deutete dies auf Vorkommen bei E. bovis von
Protozoa-spezifischen Signaltransduktionskaskaden, die aber bei Vertebraten nicht
vorhanden sind. Die Charakterisierung von einzelnen Molekiilen dieser Kaskaden — in
dieser Arbeit die Proteinkinase mit Calmodulin-dhnlicher Doméne bei Eimeria bovis
(EbCDPK 1) — wiirde Signaltransduktionswege aufdecken und als mogliche Grundlage fiir

Entwicklung von neuen Kokzidienmitteln dienen.

Um die vollstindige cDNA-Sequenz der EbCDPK 1 zu ermitteln, wurde fiir ein Screen mit
der Sonde S2 (Kinase-Doméne-kodierende c¢cDNA-Sequenz aus dem Klon 3) mit

Phagenklonen der Banken entschieden.

4.1.2.3 Screen der SMART-cDNA-Bank mit einer Digoxigenin-markierten Sonde von
Klon 3.

Zur Erweiterung der EbCDPK 1-cDNA erfolgte ein Screen der SMART-cDNA-Bank mit
DNA-Sonden (der Vorteil dieser cDNA-Bank gegeniiber der OrientExpress™-cDNA-
Bank ist, daB das 5'-Ende der meisten cDNA-Klone erhalten ist). Die Digoxigenin-
markierte Sonde S2 wurde mittels PCR mit den Primern Eb3 exp S2 und Eb3 exp A
(vgl. Abbildung 4.3 und Tabelle 3.5) hergestellt. Fiir den Screen wurden etwa 80 000
Phagenklone eingesetzt. Hybridisieren und Waschen wurde unter weniger stringenten
Bedingungen durchgefiihrt, denn die Sonde hatte nur 40 % Identitit mit heterologen
CDPKs aus Apicomplexa.

Uber den Screen wurden 11 positive Klone identifiziert und in einem weiteren Screen
aufgereinigt. Mittels PCR wurden die Insertlingen ermittelt; die Klone mit cDNA-Inserts
iber 500 bp wurden von beiden Seiten ansequenziert. Dabei wurde ein Klon (Klon 8/S2-H)

ermittelt, welcher fiir eine Kinase-Domine der gesuchten CDPK kodierte. Die 325
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Aminoséduren-lange Sequenz hatte 94 % Identitit zu CDPK aus E. tenella und 84 %
Identitdt zu CDPK 1 aus 7. gondii. Die ¢cDNA hatte ein durchgehendes Leseraster und
endete ohne Stop-Kodon und ohne 3'-UTR mit einem polyA-Schwanz. Hier wurde als
Ursache ein Artefakt vermutet. Dies konnte spater bestitigt werden (wegen des hohen AU-
Anteils in der mRNA der EACDPK 1 hatte der dT-Primer bei der cDNA-Synthese an einer
Adenin-reichen Stelle in der kodierenden Sequenz hybridisiert, was zur Synthese vom

ersten cDNA-Strang in der Mitte der mRNA fiihrte).

Bei der Suche nach funktionellen Doméanen mit SMART (Simple Modular Architecture
Research Tool) wurde in der abgeleiteten Aminosdurensequenz eine vollstdndige
katalytische Serin/Threonin-Kinasedoméne festgestellt. Diese Aminoséurensequenz wies
eine hohe Homologie zu einer Eimeria tenella-CDPK mit der Identitdt von 96 % und der
Ahnlichkeit von 98 % auf. Die Homologie zu der CDPK aus der Pflanze Arabidopsis
taliana war mit der Identitit von 48 % und der Ahlichkeit von 64 % jedoch geringer. Von
den Homologien ausgehend und durch das Vorhandensein der typischen Kozak-Sequenz
(XXRXXAUGG, R-Purine ein A oder ein G) konnte der Translationsstart fiir das Protein
ermittelt werden (Kozak, 1987). Somit war das 5’-Ende der cDNA sequenziert.

4.2 Ermittlung des 3’-Endes der EbCDPK 1-cDNA

Nachdem das 5’-Ende der EbCDPK 1-kodierenden cDNA sequenziert worden war, wurde
zuerst per PCR mit der unklonierten SMART-cDNA iiberpriift, ob eine lingere cDNA
existiert. Die Amplifikation wurde mit einem Linker-spezifischen Primer (SMART 3’
PCR) am 3’-Ende und dem Sequenz-spezifischen Primer (Eb(Ca)-CaM_seq S) am 5’-Ende
durchgefiihrt (siche Primertabelle 3.5, Kapitel 3.3.9).

Die erhaltenen PCR-Produkte hatten Grofen von etwa 800 bp und 680 bp (Abbildung 4.4),
was ungefdhr der Insert-Gréfe des Klons 8/S2-H (vgl. Kapitel 4.1.2.3) entsprach. Das
sprach dafiir, daB bei den meisten EHACDPK 1-cDNAs der dT-Primer innerhalb der

kodierenden Sequenz hybridisierte.

Der Versuch, das 3'-Ende mittels RACE-PCR aus Sporozoiten-mRNA zu amplifizieren
blieb erfolglos.
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Abbildung 4.4: Amplifikation des 3'-Endes der EbCDPK 1-cDNA aus der
unklonierten ¢cDNA. Die PCR-Produkte hatten eine Grofle von etwa 800 bp und 680 bp.
M: Marker, kb

In der Folge wurde versucht, die OrientExpress™-cDNA-Bank mit einer Sonde aus der
Kinase-kodierenden Sequenz aus EbCDPK 1 (Sonde S4) zu screenen, um die vorhandene
Sequenz zu vervollstindigen. Die Position der S4-flankierenden Primer ist der Abbildung

4.5 zu entnehmen.

Die S4-Digoxigenin-markierte Sonde wurde mittels PCR mit Kinase-flankierenden
Primern (Eb.(Ca)-CaM_seq S und Eb.CaM _exp A, siehe Primertabelle 3.5 im Kapitel
3.3.9 und Abbildung 4.5) hergestellt. Fiir den Screen wurden etwa 50 000 Phagenklone
eingesetzt. Die positiven Phagenklone wurden nach einem Rescreen isoliert und die
InsertgroBen wurden mittels PCR mit der Primerkombinationen Eb(Ca)-Cam _seq S/ T7-
Terminator und SiTag/EbCam exp A (siehe Primertabelle 3.5 im Kapitel 3.3.9 und
Abbildung 4.5) gepriift. Die Phagenklone 2/S4-H und 28/S4-H, von denen es in der PCR
mit Eb.CaM_exp S/T7-Terminator die grofiten PCR-Produkte ergab, wurden im zweiten
Screen aufgereinigt und zum Sequenzieren in pSCREEN-1 umkloniert. Mit der in Klon
2/S4-H enthaltenen cDNA konnte die bekannte EHCDPK 1-Sequenz zwar um 479
Basenpaaren verldngert werden, doch horten noch vor dem Stop-Kodon die Homologien
zu CDPKs aus anderen Protozoen auf. Man konnte weiterhin in der cDNA nach etwa 60 bp
die ganze Linker-Sequenz und anschlieend eine kodierende Sequenz feststellen, die eine
hohe Homologie zu einem Microneme-Protein 4 von Eimeria tenella aufwies. Dies weist
auf eine artefiziell zusammengesetzte cDNA des Klones hin. Der vermutliche Grund zur
Entstehung von mehreren zusammenligierten cDNAs ist die Restriktion auch an internen

EcoR 1T und Hind 111 Schnittstellen und die anschlieBende Ligation von verschiedenen
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cDNAs. In einem weiteren, Klon 28/S4-H, waren dagegen die Sequenz, die das gesamte C-
terminale Ende der EACDPK 1 kodiert und eine etwa 700 bp lange Sequenz nach dem
Stopkodon aus dem 3’-Nicht-Kodierungsregion (3’-UTR) enthalten.

4.3 Die Sequenz von EhCDPK 1

43.1 cDNA und abgeleitete Aminosiduresequenz

Die cDNA-Sequenz umfasst 2376 bp (Abbildung 4.5); davon entfallen 1535 bp auf den
kodierenden Bereich. Bei der cDNA fillt der hohe AT—Anteil (59 % gegeniiber 41 % GC)
auf. In der kodierenden cDNA betrdgt der AT-Gehalt 61 %. Die abgeleitete
Aminosdurensequenz besteht aus 511 Aminosduren. Fiir das Protein ergibt sich ein
berechnetes Molekulargewicht von 57,81 kDa. Der Translationsstart und die Position des
ersten Methionins wurden durch Homologievergleich und das Vorhandensein einer

typischen Kozak-Sequenz am 5'-Ende der cDNA ermittelt.
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416 [ERNENSINENENVE TV ANMEDEREKN T L L S R K QREDISNESREASE
EbCaM2 seq S
1351 GAATATTCAGAATTTGTAACAGTAGCGATGGATAGGAARACCCTTTTATCGAGAAAACGACTGGAAAGAGCCTTC

441 [GEMIEND ANDG S e KRS S SsS R L AT E RGOS E OF
1426 GGAATGTTTGATGCCGATGGATCAGGAAAGATCTCCTCATCTGAATTAGCAACGATATTTGGAGTARAGCGAGTTT
466 D s E . W R R M L A E V¥V D K N N D G E V¥ D F D E F
1501 GATAGCGAGACATGGCGGCGTGTCTTAGCTGAGGTTGATAAAAATAATGATGGAGAAGTTGATTTTGATGAGTTT

491 @M L L KL C 6 D P K A A A S A E R T M *

Eb CDPK_exp5+6 A
< : :
1576 CAGCAGATGCTATTGAAGCTTTGCGGTGATCCGAAAGCGGCAGCTTCAGCCGAAAGAACCATGTAARAAGGATTA

1651 AAAAAAGATCCATTAGCTAGCTAACTAGCTAGCTAGCTAGCTAATTGGCTAACTAGCTAGTTAGTTAGCTAGCTA

1726 GCTAGCTAATTGGCTAACTAGCTAGTTAGCTGGTTAGCTAGTTAGCTGGTTAGCGARAGGGAAGAGCAGATAGCT

1801 TATGAGARAGGAGAGGAAGGGGAGAGAAAAGAMAGAGAGAGCGACGCAACATAAATTTAGARAGACGTTATARAATA

1876 AAAATTTGGTAGGATGAGCTCCTACCGCTTATTTATTATGTGGGCAAGACAGCGGGGCGTTCCGGCTTTGTCTCA
1951 ACAGGCCGGTTTAACAAAGGTGCTTCGGGCAGCAGAAAGACGTAGCTAGCTAGCCAGTTGGCCCGCTAGTTAGCT

2026 AGCTAGCTAGCTAGCTAACTAGCGGGCTGAATGCGGGCGGCTGGCGGCTGCCGGCGAGCAAGCTAACAAGTGAAT

2101 GGGGTTTGCAGCGTTGAGGCGAGAGCGATGTTAAAACAGGTAGCCAGCTAGCTGGCTAGCTAGCCAGCTAGCTAG

2176 CTAGCTAGCTGGTCAGTCAGCTCATCCAGTAAGGGAGCAAACCAGCTGTACATCTGCTGGGTATTAAGTTAATTG

2251 GATAARGGGACATGTGACCATTTGGCTACCTTGTCAAGGTGGCCATCATCCAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGGT

2326 AGCTAGCTAGCTGGCCAGCCGTGGGAGCAAGAGAATAGAGAGGGAAAGCTT

Abbildung 4.5: Vollstindige ¢DNA vom EbCDPK1 wund abgeleitete
Aminosidurensequenz. Der Translationsstart und die Kozak-Sequenz befinden sich in
Position 103-109 in der Nukleinsdurensequenz. Die funktionalen Domidnen in der
Aminosdurensequenz, eine katalytische Serin/Threonin-Kinase-Domine in Position Y 44 —
L 301, und Calcium-bindende Dominen E 352 — L 380, E 399 — K 428, R 435 — S 463,
T469 — L 497 (sind blau bzw. griin unterlegt). Zur Position der Doménen wvgl.
Abbildungen 3.6 und 3.7. Die Position der Primersequenzen sind mit Pfeilen markiert. In

der 3’-UTR sind wiederholte Motive unterstrichen.

432 Funktionale Doménen des Proteins

Die Aminosdurensequenz wurde mit dem Computerprogram SMART im Hinblick auf
Proteindoménen analysiert. Die Tabelle 4.1 und die Abbildungen 4.5 und 4.6 zeigen die

Position der von SMART identifizierten einzelnen Doménen.
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Tabelle 4.1: Vorhergesagte (SMART) Proteindoménen, Motive und Wiederholungen
von EbCDPK 1

Doméne Beginn, AS | Ende, AS | E-value
DisEMBL:HOTLOOPS: Region von “intrinsic 1 19 -
disorder”
S TKc: Serine/Threonine Proteinkinase, 44 301 1,73e-109
katalytische Doméne
Efh: EF-hand, Calcium-bindendes Motiv 352 380 1,53e-06
Efh: EF-hand, Calcium-bindendes Motiv 399 428 1,90e-02
Efh: EF-hand, Calcium-bindendes Motiv 435 463 2,72e-03
Efh: EF-hand, Calcium-bindendes Motiv 469 497 1,50e-05
DisEMBL:REM 465: Region von “intrinsic 501 511 -
disorder”

AuBerdem weist die Aminosdurensequenz des identifizierten Proteins vier fiir die CDPK-
Familie charakteristische Doménen auf: (1) variables NHj-terminales Segment; (2)
kalytische Serin/Threonin-Kinasedoméne; (3) Verbindungsdoméne (Junction-Doméne);

(4) Calmodulin-dhnliche Doméne (siche Abbildung 4.6).

a

.

: M |co es Ml es (Il es)
S_TKC - |D -?— E,-ED-SJ-

|
si
SI

Abbildung 4.6: Lokalisation der funktionellen Doméinen von EACDPK 1 ermittelt
durch Simple Modular Architecture Research Tool (SMART). Dis: Region von
Hintrinsic disorder; S TKc: katalytische Doméne von Serin/Threonin-Proteinkinase; JD:

Verbindungsdomine; Efh: Calcium-bindendes Motiv.

Im variablen NHj-terminalen Segment des Proteins wurde eine potenzielle
Myristoylierungsstelle (Program: Myristoylator von ExPASy) ermittelt. Die NH,-terminale
Aminosdurensequenz (MGQQEST) entspricht nach potentieller Methioninentfernung der

Konsensus-Sequenz fiir Myristoylierung von Prosite (Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2: Darstellung einer Konsensussequenz fiir die potenzielle Myristoylierung
(Bologna et al., 2004)

G-{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P}

Position Aminosduren Legende
1 G NH,-terminales Glycin, an den Myristilrest gebunden
wird
2 {EDRKHPFYW} | Aminosiuren, die an der Position 2 nicht zuldssig sind
3-4 X(2) zwel bieliebige Aminosiuren
5 [STAGCN] Aminosauren, die an der Position 5 erwiinscht sind
6 {P} Prolin, an der Position 6 ist nicht erwiinscht

Myristoylierung ist eine reversible Proteinmodifikation mit einer 14-C saturierten Fettsdure
— Myristylat. In Abbildung 4.7 wird die NH-terminale Sequenz von EACDPK 1 im
Vergleich mit 7. gondii-CDPK 1 und P. falciparum-CDPK 1 und Oryza sativa-CPK 2
dargestellt. Die beiden letzteren werden nachgewiesenermallen am NH,-terminalen Ende
mit Myristylat (Acylierung von Glycin) und Palmitat (Acylierung von Cystein) konjugiert.
Im Vergleich féllt in den Sequenzen von EbCDPK 1 und 7. gondii-CDPK 1 das Fehlen
von Cysteinen am NHj-terminalen Ende auf. Dies schlie8t die Palmitin-Modifation von
EbCDPK 1 und TgCDPK 1 aus, denn Palmitylat wird an die Cysteine konjugiert, die in der
Néhe des myristoylierten Glycins liegen.

EbCDPK1 MGQQESTLPAEPRPKQPAGSKVDKLAATPGVFVQHSTAAFS
TgCDPK1 MGQQESTLGGAAGEPRSRGHAAGTSGGPGDHLHATPGMFVQ
PTCDPK1 MGESQSSNVKDFKTRRSKFTNGNNYGKSGNNKNSEDLAINP
OsCDPK2 MGSBCSRATSPDSGRGGANGYGYSHQTKPAQTTPSYNHPQP

Abbildung 4.7: Multiples Alignment von NH,-terminalen Sequenzen von EbCDPK 1,
T. gondii CDPK 1 (TgCDPK 1; AAGS53993), P. falciparum CDPK 1 (PfCDPK 1;
P62343) und Oryza sativa CDPK 2 (OsCDPK 2; P53683) zum Vergleich mit dem
Konsensusmotiv und Darstellung von zu acylierenden Aminosduren. Fett und
unterstrichen sind die Aminoséuren aus dem Myrostylierung-Konsusmotiv markiert,
basischen Aminosduren sind blau unterlegt, die Cysteine, die mit Palmitin acyliert werden,

sind rot unterlegt.

Die katalytische Kinasedoméne liegt NH,-terminal und befindet sich in Position Y 44-
L 301 auf der Polypeptidkette (Abbildung 4.5). In der katalytischen Domine des Proteins
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finden sich alle charakteristischen Merkmale einer Kinase — 11 Subdomaénen, zwischen
anderen Kinasen konservierte Bereiche und invarianten Aminosduren an den definierten

Positionen (Abbildung 4.8).

EbCDPK1 YKGQRVLGKGSFGEVILCKDKVTGEEYAVKVISKROVKQKTDKELLLKEVELLKKLD-HP 59
TgCDPK1 YKGQRVLGKGSFGEVILCKDKITGQECAVKVISKROVKQKTDKESLLREVQLLKQLD-HP 59
FICDPK4 YKGIKILGKGSFGEVILSREDKHTGHEYAIKVISKKHVKRKTDKESLLREVELLKMLD-HI 59

AtCDPK1_AK]l YSLGRKLGQGOFGTTFLCVEKTTGKEFACKSIAKRKLLTDEDVEDVRREIQIMHHLAGHP 60
MmCaM-KinZ YHLYEDIGKGAFSVVRRCVKLCTGHEYASKIINTKKLSAR-DHHKLEREARICRLLK-HS 58

MmCDK1 YIKIEKIGEGTYGVVYKGRHRVTGQIVAMKKIR-LESEEEGVPSTAIREISLLKELR-HP 58
* sk ks * ok * k& sk . * +
EbCDPK1 NIMKLYEFFEDKGYFYLVTEVYTG--GELFDEIISRKRFSEVDAARIIRQVLSGITYMHR 117
TgCDPK1 NIMKLYEFFEDKGYFYLVGEVYTG--GELFDEIISRKRFSEVDAARIIRQVLSGITYMHK 117
PfCDPK4 NIMKLYEFFEDNNYYYLVSDVYTG--GELFDEIISRKRFYEIDAARIIKQILSGITYMHK 117

AtCDPK1l BRK]l NVISIKGAYEDVVAVHLVMECCAG--GELFDRIIQRGHYTERKAAELTRTIVGVVEACHS 118
MmCaM-Kin2 NIVRLHDSISEEGFHYLVFDLVTG--GELFEDIVAREYYSEADASHCIQQILEAVLHCHQ 116

MmCDK1 NIVSLQDVLMQDSRLYLIFEFLSMDLKKYLDSIPPGQFMDSSLVKSYLHQILQGIVFCHS 118
* s e . 3 s k. - - - - . * - . . - *
EBCDPK1 NRIVHRDLKPENLLLESKRK-DANIRIIDFGLSTHFEATK-KMKDKIGTAYYIARPEVLHG 175
TgCDPK1 NKIVHRDLKPENLLLESKSK-DANIRIIDFGLSTHFEASK-KMKDKIGTAYYIAPEVLHG 175
PfCDPK4 NNVVHRDLKPENILLETKNKEDMIIKIIDFGLSTHFEYSK-KMKDKIGTAYYIAPDVLHG 176

AtCDPK]l AK]l LGVMHRDLKPENFLFVSKHE-DSLLKTIDFGLSMFFKPDD-VFTDVVGSPYYVAPEVLEK 176
MmCaM-Kin2 MGVVHRDLKPENLLLASKCK-GAAVKLADFGLAIEVQGDQQOAWFGFAGTPGYLSPEVLRK 175

MmCDK1 RRVLHRDLKPONLLIDDKGT----IKLADEGLARAFGIPIRVYTHEVVTLWYRSPEVLLG 174

_:**i’***:*:*: * HEH ***i’: Z s * :*:**

Vi Vil VI
EBCDPK1 --TYDEKCDVWSTGVILYILLSGCPPFNGANEFEILKKVEKGK--—--—--—-——=-—~ ¥ 217
TgCDPK1 --TYDEKCDVWSTGVILYILLSGCPPFNGANEYDILKKVEKGK----~-=-=======——~ ¥ 217
PICDPK4 --TYDEKCDIWSCGVILYILLSGCPPFNGSNEYDILKKVEAGK---------—-—---—-~- Y 218
AtCDPK1_AKl --RYGPEADVWSAGVIVYILLSGVPPFWAETEQGIFEQVLHGD-------=-=-=-===--~ L 218
MmCaM-Kin2 E-AYGKPVDIWACGVILYILLVGYPPFWDEDQHKLYQQIKAGA----—--—————=—-=-——~— Y 218
MmCDK1 SARYSTPVDIWSIGTIFAELATKKPLFHGDSEIDQLFRIFRALGTPNNEVWPEVESLQDY 234

* * o+ k. * * * * * - . .

IX X

EbCDPK1 TFDLPOWK-—-——-————- KVSESAKDLIRKMLTYVPTMRISARDALEHAWL 258
T'gCDPK1 D EELROW K-~ KVSESAKDLIRKMLTYVPSMRISARDALDHEWI 258
PICDPK4 TERLEPOR K- ewmmer s KISDKAKDLIKKMLMYTSAVRISARDALEHEWI 259
AtCDPKl AKl DFSSDPWP--------- SISESAKDLVRKMLVRDPKKRLTAHQVLCHPWV 259
MmCaM-Kin2 DFPSPEWD----=-—-—---— TVTPEAKNLINQMLTINPAKRITAHEALKHPWV 259
MmCDK1 KNTFPKWKPGSLASHVKNLDENGLDLLSKMLVYDPAKRISGKMALKHPYF 284

' -k k *oe o - * *

Xl

Abbildung 4.8: Multiples Alignment von katalytischen Ser/Thr-Kinasedomiinen von
E. bovis CDPK 1 (EbCDPK 1), T. gondii CDPK 1 (TgCDPK 1), P. falciparum CDPK 4
(PfCDPK 4), Arabidopsis thaliana CDPK 1 Isophorm AK 1 (4tCDPK 1_AK1), Mus
musculus Calcium/Calmodulin-abhéingigen Proteinkinase II (MmCam-Kinase2;
NP _031621) und Mus musculus Cyclin-abhingigen Proteinkinase 1 (MmCDK 1;
P11440). Die zwischen Kinasen konservierten Motive sind blau unterlegt, die invarianten

Aminosauren sind fett markiert.
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Zwischen katalytischen Kinasedomine und Calmodulin-dhnlicher Doméne findet sich eine
Verbindungdomine, welche wegen ihrer Funktion bei orthologen Proteinen auch als
autoinhibitorische Doméne bezeichnet wird (Christodoulou et al., 2004). Weiter in
Richtung C-Terminus treten nacheinander 4 Calcium-bindende Doménen (EF-Hinde) auf.
Alle vier Doménen bestehen aus 29 Aminosduren langen Polypeptidketten und besitzen an
bestimmten Stellen konservierte Aminosduren (Abbildung 4.9): Asparaginsiure (D' in
EbCDPK 1-Sequenz auf Positionen: 386; 433; 469; 503), Asparaginsdure oder Asparagin
([DN]" in EbCDPK 1-Sequenz auf Positionen: 388; 435; 471; 505), Glycin (G' in
EbCDPK 1-Sequenz auf Positionen: 391; 438; 474; 508) und Glutaminsdure (E21 in
EbCDPK 1-Sequenz auf Positionen: 397; 444; 480, 514).

EbCDPK1_EFh1 1 EINK
EbCDPK1_EFh2 1 [@YDQ
EbCDPK1_EFH3 1 REER
EbCDPK1_EFh4 1 TWRR
TgCDPK1_EFh1 1 @iT

TgCDPK1_EFh2 1 [8DQ
TgCDPK1_EFh3 1 REER
TgCDPK1_EFh4 1 TWKS
AtCDPK_EFh1 1 G[EKE
AtCDPK_EFh2 1 @ILD
AtCDPK_EFh3 1 HEFA
AtCDPK_EFh4 1 R|EE
MmCaM_EFh1 1 BFKE
MmCaM_EFh2 1 [@QD
MmCaM_EFh3 1 |IRE
MmCaM_EFh4 1 [@VDE

Abbildung 4.9: Multiples Alignment von 4 Calciumbindungsdoménen aus EbCDPK 1
(EbCDPK 1_EFhl bis 4), T gondii CDPK1 (TgCDPK1 _EFhl bis 4),
Arabidopsis. thaliana CDPK AK1 (4¢CDPK_Efh1 bis 4) und M. musculus Calmodulin
1 (MmCaM_Efh1 bis 4). Die identischen Aminosiuren sind schwarz, dhnliche grau

unterlegt.

Uber das Programm ,,Intrinsic Protein Disorder Prediction 1.4 wurden am N-Terminus
(Aminosduren in der Sequenz 1 — 19) und C-Terminus (Aminosduren in der Sequenz 501 —
511) nicht strukturierten Bereiche (,,disordered*/,unstructured regions) vorhergesagt.
Um zu iiberpriifen, ob sich in diesen Bereichen Aminosdurensequenzen befinden, die als
Liganden fiir Interaktionspartner dienen konnen, wurde die Aminosdurensequenz iiber

ELM (Eukaryotic Linear Motif resource for Functional Sites in Proteins) gepriift. Im NH,-
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terminalen Bereich (Aminosduren in der Sequenz 1-19) wurden vom Programm Stellen
bestimmt, die mit der hohen Wahrscheinlichkeit als Liganden fiir Doménen der

Interaktionspartner fungieren kdnnen.

Ein aus 4 Aminosduren-bestehendes Peptid T L P A (Aminosduren in der Sequenz 7-10)
wurde als ein Forkhead-assoziierte-Domaine-Interaktionsmotiv 1 (LIG FHA 1) ermittelt.
Dieser Ligand benoétigt fiir die Interaktion mit FHA einen phosphoryliertes Threonin,
welcher bei der Autophosphorylierung von EACDPK 1 entstehen kann. Forkhead-
assoziierte-Doméne (FHA) ist ein aus 120 — 140 Aminosduren bestehendes Proteinmodul,
welches in Proteinen aus eukaryontischen und prokaryontischen Zellen vorkommt. Diese
Domine nimmt an der Protein-Protein-Interaktion teil und ist direkt in mehrere zellulére
Ereignisse, wie Signaltransduktion, Zellproliferation und DNA-Reparatur involviert

(Ubersicht in Durocher und Jackson, 2002).

Zwei weitere Motive (Aminosduren Nr. 6-12: STLPAEP und 11-17: EPRPKQP) wurden
als potentieller SH 3-Ligand 3 (Srk Homology 3-Doméne) erkannt. SH 3 ist eine kleine
Proteindomine aus 50 — 60 Aminosduren. SH 3-Dominen kommen ebenfalls bei Proteinen
vor, welche unter anderem an der Signaltransduktion beteiligt sind. Durch ELM wurden
auch weitere Liganden auflerhalb der globuldren Kinase- und Calmodulin-homologen

Domaénen ermittelt, welche aber nicht im Intrinsic Disorder-Bereich liegen.

433 Homologievergleiche.

Mit der abgeleiteten Aminosdurensequenz von EbCDPK 1 wurden Homologievergleiche
durchgefiihrt. Als Vergleichssequenzen wurden Proteinkinasen mit Calmodulin-dhnlicher
Domaéne aus den Coccidea Eimeria tenella, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium hominis
sowie aus Plasmodium falciparum und aus einer Pflanze Arabidopsis thaliana
herangezogen. Die prozentualen Anteile identischer und dhnlicher Aminosduren zwischen

EbCDPK 1 und den verglichenen Molekiilen sind in der Tabelle 4.2 zusammengefal3t.

Das multiple Aligment der homologen CDPK-Sequenzen von E. tenella, E. bovis, T.
gondii, P. falciparum, C. hominis ist in der Abbildung 4.10 dargestellt.
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o100 T I M-\ QH S TAIIFSDRYKGQRVLGKGSFGEV I LCKDKVTGEE YAVKV 1 SKRQVK
EtCDPK i/ QHSTAIFSDRYKGQRVLGKGSFGEV I LCKDKVTGEEYAVKV I SKRQVK
TgCDPK1 1 SVIRY) IFSDRYKGQRVLGKGSFGEVILCKDKITGQEIAVKVISKRQVK
300 T B O - [ O SIAY FNEG] Y K G[JRMIL GKGSFGEV I LERDKETGRE YANKV I SKKE

ChCDPK1 1 [gIJTSKKEH L.MlQRV[EK.SHVERRlTSMS

EbCDPK1 SYMOKTDKEMLLKEVELLKML DHPN IMKLYEFFEDKGYFYLVIEEVYTGGELFD
EtCDPK SYMIOKTDKEMLLKEVELLKML DHPN IMKLYEFFEDKGYFYLVIEEVYTGGELFD
TgCDPK1 SHOKTDKESLLREV@LLK®L DHPN IMKLYEFFEDKGYFYLVEEVYTGGELFD
28 {60/ A Y IR TDKERL LREVEL LKYLDH[N IMKLYEFFEDNNYNYLVSBVYTGGELFD
ChCDPK1 SYERISSNEE L | [=F /AL KBLDHPN IMKLYBFFEDKRNYY L VYE@YEGGELFD

EbCDPK1 101
ETCDPK 101
TgCDPK1 101
PFCDPK4 101
ChCDPK1 100

[=e]0{0]= RN ESTOMDAN I R 1 | DFGLSTHFERWKKMKDKIGTAYY IAPEVLHGTYDEKCDVWSTG
EtCDPK 150 DANIRIIDFGLSTHFEﬁTKKMKDKIGTAYYIAPEVLHGTYDEKCDVWSTG
LEe[Ohl RN ESTORDAN I R 1 I DFGLSTHFERSKKMKDKIGTAYY IAPEVLHGTYDEKCDVWSTG
(28 JOI0Io (RN ESW R D(A 1 1 K 1 | DFGLSTHFEMSKKMKDKIGTAYY IAPBVLHGTYDEKCDEWS®G
(oalein]o) R Al D Al 1 K | VDFGL SIA\YFENOKKMKEREGTAYY 1 APEVLRINNY DEKCDVWSLIG

(= o]0I0] (G REZ{0 Ol | LY | LLSGCPPFNGANEERE I LKKVEKGKYTFDLPQWKKVSESAKDL IRK
EtCDPK pdolol\/ 1LY | LLSGCPPFNGANEED I LKKVEKGKETFDLPQWKKVSE[gAKDL IRK
fEe]oin]od @ RZ{e IOl | LY | LLSGCPPFNGANEND I LKKVEKGKYTFELPQWKKVSESAKDL IRK
28 (0] A I0N M\ 1 LY 1 LLSGCPPFNGENEYD I LKKVERGKYTFDLPQEKKMSBAKDL IKK
ChCDPK1 199

EbCDPK1 250
EtCDPK 250
TgCDPK1 250
PTCDPK4 251
ChCDPK1 249

EbCDPK1 299 SNAANYERIBE ERiEINAE P E ES
EtCDPK 299 QKLA”AALLYMGSKLTTNEET.ELKIF@RMDKNGDGQLDKQELMEGY
Lo S RIS MO K L AQAAL LYMGSKL TSQBE TKEL TR I FHKMDKNGDGQLDREEL 1EGY
3O M OK L AQAAL L YMGSKLTIJBE TKEL TK | FKKMDKNGDGQLDRNEL I[JGY]
(elaen) T BT I WO K | AQAAL LYMBSKL TSQEETKEL THI FREMDKNGDGQLDRQEL 1BGYSE

[=o]0Ip]o (G RS/l \IKLKGEDVSALDNSA 1 E®EVDQVLDAVDFDKNGE I EYSEFVTVAMDRKT
EtCDPK 349 LMKLKGEDVSALDQSAIEFEVEQVLDAVHFDKNGFIEYSEFVTVAMDRKT
Lo (oG R Iel \RNIK GRDASY L DINSAVEREVDQVLDAVDFDKNGY IEYSEFVTVAMDRKT
PTCDPK4 351
ChCDPK1 348
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EbCDPK1 399
EtCDPK 399
LEe[ehl G RN | SRERL ERAFRMFDSDNSGK ISSEELAT IFGVSBVDSETWKEVLEEVD
28 (IR TON | | SPIERL ERAFMEFDNDGSGK I SANEL AGEFGESDVESERWKYVLNEVDE]
ChCDPK1 396

EbCDPK1 449
EtCDPK 449
TgCDPK1 449
PFCDPK4 451
ChCDPK1 446

Abbildung 4.10: Multiples Alignment von EACDPK 1 und den Calmodulin-Domiine
Proteinkinasen von Eimeria tenella (EtCDPK), Toxoplasma gondii (TgCDPK 1), und
Plasmodium falciparum (PfCDPK 4), und Cryptosporidium hominis (ChCDPK 1). Die

identischen Aminosiuren sind schwarz, dhnliche grau unterlegt.

Tabelle 4.2: Anteil identischer und dhnlicher Aminosiduren zwischen E~bCDPK 1 und

CDPK’s anderer Apicomplexa und aus Arabidopsis thaliana

Identische Identische +
Vergleichssequenz aus: Zugangsnt. Aminoséduren dhnliche
Aminosiuren
Eimeria tenella CDPK AAT97980 93 % 97 %
Toxoplasma gondii CDPK 1 AAG53993 83 % 90 %
Plasmodium falciparum CDPK 4 QS8IBS5 72 % 87 %
Arabidopsis Q06850 40 % 56 %
thaliana CDPK AK1

Wie aus der Abbildung 4.10 und der Tabelle 4.2 zu entnehmen ist, sind Proteinkinasen mit
Calmodulin-dhnlicher Doméne aus der Subklasse A bei Apicomplexa sehr konservierte
Molekiile, so dal man prinzipiell aus der &hnlichen Struktur auch auf eine &dhnliche
Funktion dieser Molekiilen schlieBen kann. Ein Bereich in der Sequenz zwischen den
Aminosduren 271-281 ist weniger konserviert und befindet sich genau hinter der

Kinasedomaine.
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CaM-Kinase Il
Maus

OsCDPK

Abbildung 4.11: Phylogenetischer Baum von ausgewihlten heterologen

Serin/Threonin Proteinkinasen mit Calmodulin-ihnlicher Domiine von Apicomplexa
(Subgruppe A rot, Subgruppe B orange und Subgruppe C violett unterlegt), Pflanzen
(blau unterlegt), Griinalgen (griin unterlegt) und von einer Calcium/Calmodulin
abhingigen Proteinkinase II (gelb unterlegt). EbCDPK 1, E. bovis CDPK; EfCDPK und
EtCDPK 2, E. tenella CDPK (ABA60894) E. tenella CDPK Isoform 2 (ABA60893);
PfCDPK 1 bis 4, P. falciparum CDPK Isoformen 1 bis 4 (CAA47704, NP 703768,
QINJU9, Q8IBSS); PyyCDPK 1 und 3 Plasmodium yoelii yoelii CDPK Isoformen 1 und 3
(Q7RAH3, Q7RAVYS); TgCDPK 1 und 2, T. gondii CDPK Isoformen 1 und 2 (AAG53993,
AAGS53994); ChCDPK 1, 2 und Chro. 40377, Cryptosporidium hominis CDPK Isoformen
I, 2 und hypotetisches Protein Chro. 40377 (EAL36787, EAL38263, EAL38411);
CpCDPK 1-3, C. parvum CDPK Isoformen 1 bis 3 (AAS47705, AAS47706, AAS47707);
OsCDPK, Oryza sativa CDPK (XP _473487.1); OsCDPK 2, Oryza sativa CDPK 2
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(P53683); CeCPK, Chlamydomonas eugametos CDPK; DtCPK, Dunaliella tertiolecta
CDPK; TaCDPK, Theileria annulata CDPK, putativ (CAI74586, CAI73022); TpCDPK,
Theileria parva CDPK, putativ; CaM-Kinase II Maus, Mus musculus Calcium/calmodulin
abhingige Proteinkianse II, § (NP_031621.2).

In der Abbildung 4.11 ist die Verwandtschaft zwischen einigen Isoformen von den
CDPK'’s von Apicomplexa, Planzen und Griinalgen dargestellt. Als ,,Outgroup Kinase*
wurde die Calcium/Calmodulin abhéngige Proteinkinase II (CaM II) aus der Maus
genommen. Bei dieser Analyse wurde festgestellt, dass die protozodren CDPK’s im
Vergleich zu metazodren CDPK’s und CaM-Kinase II mehr Verwandschaft aufweisen.
Aus der Abbildung geht auch hervor, daBl bei CDPK’s aus Apicomplexa die weitere
Aufteilung anhand der Homologie von Isoformen in drei weitere Subgruppen A, B und C
moglich ist. Die EbCDPK 1 findet sich auf einem Zweig mit heterologen Molekiilen:
PfCDPK 1 und PfCDPK 4 aus P. falciparum, TeCDPK 1 aus 7. gondii, ChtCDPK 1 aus C.
hominis, EtCDPK aus Eimeria tenella. Diese CDPK's scheinen enger miteinander
verwandt als die CDPK’s aus der Subgruppe B. Bei den PfCDPK 1, PfCDPK 4 sowie
TgCDPK 1 gibt es Erkenntnisse iiber die Funktion (siehe Disskussion).

4.4 Expression der Teilsequenzen von EbCDPK 1 in Escherichia coli

4.4.1 Expressionskonstrukte

Zur Herstellung eines Antiserums gegen EbCDPK 1 fiir die weitere Charakterisierung des
Molekiils wurden bestimmte Teilsequenzen des abgeleiteten Proteins in E. coli exprimiert.
Die gewihlten Abschnitte des Molekiils sind in Abbildung 4.12 dargestellt. Das zu
exprimierende Fragment 1 (P 17 — S 343) enthielt am N-terminalen Ende 3 Aminosduren
aus dem Bereich ,Intrinsic Disorder und die Kinasedoméine. Dieser Bereich wurde
ausgewdhlt, um ein Antiserum zu erhalten, das neben der Kinasedomine der EACDPK 1
moglicherweise auch andere Proteine mit Serin/Threonin katalytischen Kinasedomidnen
erkennt. Das Fragment 2 (P 213 — A 530) beinhaltete eine Kinasedoméneteilsequenz, die
Interdomidne und das Calmodulinhomolog mit 4 Calcium-bindenden Doménen. Das
Fragment 3 (G 355 — A 530) war fiir ein Antiserum gegen ein Peptid mit den 4 Calcium-
bindenden Doménen konzipiert. Positionen und Ausrichtung der jeweiligen Primer fiir die

Klonierung sind aus der Abbildung 3.6 zu entnehmen. Die Expressionsfragment-
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kodierende ¢cDNA wurde mittels PCR amplifiziert und nach Restriktionsspaltung von
Ankersequenzen in die pQE-Vektoren kloniert.

S TKc Zal 1D [

sid
/

‘{iE[
WA
|
WA
|
WA
i
SI(]

Fragment 1

H

le——— Fragment2 ——3

e<— Fragment3 —l

Abbildung 4.12: Schematische Darstellung der EACDPK 1 mit Fragmenten 1, 2 und

3, die fiir Proteinexpression ausgewihlt wurden.

4472 Proteinexpression und die Aufreinigung von 6X His-Fusionsproteinen

Der Versuch, EbCDPK 1-Fragment 1 unter standardméfigen Bedingungen (Induktion mit
1 mM IPTG bei ODgpp = 0,6) zu exprimieren, war erfolglos. Als ein Grund wurde die
unterschiedliche Codonnutzung bei Eimeria bovis und Escherichia coli vermutet. Die
Codon-Nutzung wurde mittels des Computerprogramms ,,Graphical Codon Usage
Analyser analysiert. Dabei zeigte sich zwischen E. coli und EPCDPK 1 eine mittlere
Differenz von 15,39 %. In der Tabelle 4.3 sind die Codons dargestellt, in deren Nutzung

die deutlichsten Unterschiede auftraten.

Tabelle 4.3: Vergleich der Codonnutzung in EACDPK 1 und E. coli (Stamm K 12)

- Codon-Nutzung, %
Codon Aminosaure ZhCDPK 1 F coli
AGA Arginin 33 4
AGG Arginin 25 2
GGA Glycin 56 11
TTA Leucin 54 13
ATA Isoleucin 22 7
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Zur Erhohung des Expressionslevels wurde der Expressionsstamm M 15 [pREP4] mit
einem zusitzlichen pACY C-basierten Plasmid (Codon+) transformiert, welches die Kopien
von tRNA-Genen argU (Erkennungskodon AGR, R-Purine: G oder A), ileY
(Erkennungskodon AUA) und /euW (Erkennungskodon CUR, R-Purine: G oder A) trégt.

Diese Substituierung von E. coli fiihrte zu Steigerung der Proteinexpression.

4.4.2.1 Fragment 1 (EbCDPK 1-Fragment 1)

Bei der Expression von EbCDPK 1-Fragment 1 (36,19 kDa) stellte sich heraus, daB3 das
Expressionsprodukt auf die Zellen toxisch wirkte, d. h. es hemmte das bakterielle
Wachstum nach Induktion. Allerdings liess sich das rekombinante Protein in der SDS-
PAGE nachweisen (Abbildung 4.13). Gleichzeitig wurde auch die Anwesenheit des
tRNAs-Gene-substituierenden Plasmids kontrolliert, wobei das Produkt des Resistenzgens,

die Chloramphenicol-Acetyltransferase, nachgewiesen wurde.
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Abbildung 4.13: Expression von EbCDPK 1-Fragment 1 in E. coli M 15 [pREP4,
Codon+]. Die Bakterienextrakte wurden in der SDS-PAGE auf einem 10 %igen
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie brilliant blue gefiarbt. M: Marker,
kDa; 1: Extrakt aus nicht induzierten Bakterien; 2: Extrakt mit IPTG-induzierten Bakterien
nach einer Inkubationszeit von 2 h; 3: Extrakt aus IPTG-induzierten Bakterien nach einer
Inkubationszeit von 4 h; 4: Extrakt aus £ coli M 15 [pREP 4] ohne Transformation mit
,»Codont+* (Kontrolle); 5: Extrakt aus E coli M 15 [pREP 4] nach der Transformation mit
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,Codon+*“. Die Pfleile zeigen: bei 2 und 3 die Bande des rekombinanten Proteins, bei 5 die

Chloramphenicol-Acetyltransferase des Resistenzgenes von Codon+.

Das Expressionsniveau lag bei 2,4 mg Protein aus 1 1 Kultur bei 2stiindiger Induktion. Im
Fragment 1 war die letzte Aminosdure am C-terminalen Ende dem T 344 in der
EbCDPK 1-Sequenz. Das heil3t das Peptid, das die autoinhibitorische Rolle spielen konnte,
wurde nur teilweise exprimiert und die Kinase konnte theoretisch bei der Expression in

Bakterien nicht inhibiert werden

Zur Immunisierung wurde das Protein EACDPK 1-Fragment 1 aus E. coli mittels
Affinitdtschromatografie aufgereinigt (Abbildung 4.14, vgl. Kapitel 3.9.2). Um ein
kontaminationsfreies Protein zu bekommen, wurden die einzelnen Eluate mittels SDS-
PAGE (Miniprep-Cell) nach der Molekiilgrofe fraktioniert (Abbildung 4.15 vgl. Kapitel
3.9.3).
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Abbildung 4.14: Aufreinigung von His-Tag-Fusionsprotein — EbCDPK 1-Fragmentl
mittels Affinititschromatografie. Die eluierten Fraktionen wurden in der SDS-PAGE
auf einem 12 %igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie brilliant blue
gefiarbt. M: Marker, kDa; 1: Extrakt aus nicht induzierten E. coli; 2-8: Sauleneluate, die

ein His-tag-Fusionsprotein enthalten (Pfeile).

89



ERGEBNISSE

aufgereinigte Fraktionen

100 — | &5

50— | W l
+ - .y -
30

25
20

15 1.61%“

Abbildung 4.15: Aufreinigung von EACDPK 1-Fragmentl mittels SDS-PAGE in
Miniprep-Cell. Fraktioniertes Eluat wurde in der SDS-PAGE auf einem 12 %igen
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie brilliant blue gefiarbt. M: Marker,
kDa; eluierte Fraktionen. Der Pfeil zeigt das aufgereinigte EACDPK 1-Fragment 1 in

einzelnen Fraktionen.

Somit wurden die geringsten Kontaminationen von FE. coli-Proteinen und die
Abbruchbanden (Produkte des proteolytischen Abbaus des exprimierten Proteins, die an
threm N-terminalen Ende noch ein His-tag trugen.) entfernt. Fiir die Immunisierung wurde

Antigen aus kontaminationsfreien Fraktionen verwendet.

4.4.2.2 Expression von Fragment 2 (EbCDPK 1-Fragment 2)

Das Fragment 2 (34,72 kDa) wurde im etablierten Expressions- und Reinigungssystem
produziert (Abbildungen 4.16 und 4.17). Aus 1 1 Kultur wurden nach 2stiindiger Induktion

etwa 3 mg rekombinantes Protein gewonnen
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Abbildung 4.16: Aufreinigung von His-Tag-Fusionsprotein — EbCDPK 1-Fragment 2
mittels Affinititschromatografie. Die eluierten Fraktionen wurden in SDS-PAGE auf
einem 13 %igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie brilliant blue

gefiarbt. M: Marker, kDa; 1: Extrakt aus nicht induzierten E. coli; 2 — 10: Sduleneluate, die

ein His-tag-Fusionsprotein enthalten (Pfeile).
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Abbildung 4.17: Aufreinigung von EbCDPK 1-Fragment 2 mittels SDS-PAGE in
Miniprep-Cell. Fraktionisiertes Eluat wurde in SDS-PAGE auf einem 13 %igen

Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie brilliant blue gefirbt. M: Marker,
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kDa; aufgereinigte Fraktionen: einzellne Fraktionen vom Eluat. Der Pfeil zeigt das

aufgereinigte EbCDPK 1-Fragment 2 in einzelnen Fraktionen.

4.4.2.3 Expression von Fragment 3 (EbCDPK 1-Fragment 3)

Auch EbCDPK 1-Fragment 3 (21,45 kDa) wurde in dem oben ausgefiihrten System
hergestellt. Die Ausbeute war gegeniiber den Fragmenten 1 und 2 deutlich héher: etwa 15
mg Fusionsprotein konnten aus einer 1 1-Kultur gewonnen werden (Abbildung 4.18). Bei
der Auftrennung des rekombinanten Proteins in der SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen spaltete sich das nach der Ableitung 21,45 kDa grole Molekiil in drei
Fraktionen, die sich im Gel mit Banden bei 19, 22 und 24 kDa darstellt (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.18: Aufreinigung von His-Tag-Fusionsprotein — EbCDPK 1-Fragment 3
mittels Affinititschromatografie. Die eluierten Fraktionen wurden mittels SDS-
PAGE auf einem 13 %igen PolyAcrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie
brilliant blue gefirbt. M: Marker, kDa; Fraktionen: Sauleneluate, die ein His-tag-

Fusionsprotein enthalten (Pfeile).
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Abbildung 4.19: Laufverhalten von EbCDPK 1-Fragment 3 in der SDS-PAGE. M:
Marker, kDa; Auftrennung des Fusionsproteins (21,45 kDa) in drei Banden bei 24, 22 und
19 kDa.

4.5 Antiseren und Reaktivitit der Antikorper gegen rekombinante

EbCDPK 1-Peptide

Alle 3 kommerziell hergestellten polyklonalen Antikorper aus Kaninchen reagierten stark
mit den rekombinanten Proteinen in der Verdiinnung 1:100.000 im Immunoblot. In der
gleichen Verdiinnungen wurden die Antisera gegen Parasitenextrakte im Immunoblot

iiberpriift.

4.5.1 Antiserum gegen Fragment 1 (0£bCDPK 1-Fragment 1)

aEbCDPK 1-Fragment 1 reagierte weder in Extrakten von Sporozoiten, Merozoiten I noch
von infizierten bovinen fetalen Gastrointestinalzellen (BFGZ) mit einem Protein der
erwarteten Masse von 57,8 kDa, erfasste aber unbekannte Proteine bei Sporozoiten von
etwa 22, 36, 39 und 45 kDa, bei Merozoiten und infizierten Zellen von 18, 36 und 39 kDa
(Abbildung 3.20). Bei infizierten Zellen und auch bei nicht infizierten Kontrollzellen

zeigten sich dariiberhinaus Reaktionen im Bereich von 80 und 100 kDa.
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Abbildung 4.20: Reaktion des Antiserums gegen das rekombinante Fragment 1 von
EbCDPK 1 mit Extrakten von E.bovis-Sporozoiten (1), -Merozoiten I (2), infizierten
(15 Tage p. i.; 3) und, nicht infizierten Zellen (BFGZ) (4). Trenngel: 10 %;
aEbCDPK 1-Fragment 1-Verdiinnung 1:100 000; Konjugatverdiinnung (Peroxidase-
gekoppeltes  Anti-Kaninchen-IgG  aus der Ziege) 1:100.000; Nachweis durch

Chemiluminiszenz-Substrat (ECL+): Exposition 10 min.

452 Antiserum gegen Fragment 2 (0£bCDPK 1-Fragment 2)

Das Antiserum gegen Fragment 2 erkennt ein Antigen im Bereich von 55-57 kDa
(Abbildung 3.21). Das Antigen war nachweisbar in Sporozoiten, Merozoiten I und

infizierten Zellen (15 Tage p.i.), fehlte jedoch in nicht infizierten Zellen.

Auf kiirzer exponierten Blots zeigte sich, daB3 sich bei Sporozoiten die markante 58 kDa-
Bande aus zwei Banden von 57 kDa und 59 kDa zusammensetzte. Die untere Bande fand
sich in der gleichen Position wie die Reaktionsbanden in Merozoiten- und infizierten

Zellextrakten (aus technischen Griinden nicht abgebildet).
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Abbildung 4.21: Reaktion des Antiserums gegen das rekombinante Fragment 2 von
EbCDPK 1 mit Extrakten von E.bovis-Sporozoiten (1), -Merozoiten I (2), infizierten
und (15 Tage p. i.; 3) und nicht infizierten Zellen (BFGZ) (4) M: Marker, kDa.
Trenngel: 10 %; aE£bCDPK 1-Fragment 1-Verdiinnung 1:100.000; Konjugatverdiinnung
(Peroxidase-gekoppeltes Anti-Kaninchen-IgG aus der Ziege) 1:100.000; Nachweis durch

Chemiluminiszenz-Substrat (ECL+): Exposition 1 min.

453 Antiserum gegen Fragment 3 (a£6CDPK 1-Fragment 3)

Das Antiserum gegen Fragment 3 erkennt wie a£ZbCDPK 1-Fragment 2 ausschlieflich ein
Antigen im Bereich von 57 kDa (Abbildung 4.22). Das Antigen war nachweisbar in
Sporozoiten, Merozoiten 1 und infizierten BFGZ (15 Tage p.i.), fehlte jedoch in nicht

infizierten Zellen.
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Abbildung 4.22: Reaktion von dem Antiserum gegen Fragment 3 mit den Extrakten
aus E. bovis-Sporozoiten (1), -Merozoiten I (2), infizierten (3) und nicht infizierten
BFGZ (4). M: Marker, kDa. Trenngel: 10 %; aE£bCDPK 1-Fragment 3-Verdiinnung
1:100 000; Konjugatverdiinnung (Peroxidase-gekoppeltes Anti-Kaninchen-IgG aus der
Ziege) 1:100 000; Nachweis durch Chemiluminiszenz-Substrat (ECL+): Exposition 3 min.

454 Antiserum CaEm70/1 gegen EmCDPK (Eimeria maxima-Proteinkinase mit

Calmodulin-dhnlicher Doméne)

Im Immunoblot zeigte sich eine Kreuzreaktivitit zwischen EACDPK 1 (Antigen im
Bereich 57 kDa) und den Antikorpern gegen rekombinante EmCDPK (Bumstead et al.
1995) (Abbildung 4.23). Das Antiserum erkennt neben anderen reaktiven Antigenen die
EbCDPK 1 bei 57 kDa in Extrakten aus Sporozoiten, Merozoiten und infizierten Zellen.

Beim Vergleich des Reaktionsmusters mit dem auf der Abbildung 4.20 (Reaktion des
Antiserums oEbCDPK 1-Fragment 1) konnten iibereinstimmende reaktive Banden
festgestellt werden. Die bei Sporozoiten stark reagierenden Antigene von 22 und 36 kDa
sind auch in der Abbildung 4.23 auf dem Blot mit Sporozoiten-Antigen zu finden (Pfeile).
Im Falle von Merozoiten I und infizierten Zellen konnten keine reaktiven Antigen-Banden

bei 36 kDa und 39 kDa auf dem Immunoblot (Abbildung 4.23) festgestellt werden.
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Abbildung 4.23: Reaktion von dem Antiserum CoEm70/1 gegen EmCDPK mit den
Extrakten aus E. bovis-Sporozoiten (1), -Merozoiten I (2), infizierten Zellen (BFGZ)
(3) und mit dem rekombinant hergestellten Peptid aus der Kinasedomiine der
EbCDPK 1 (4). M: Marker, kDa. Trenngel: 10 %; CaEm70/1-Verdiinnung 1:10 000;
Konjugatverdiinnung (Alkalische Phosphatase gekoppeltes Anti-Huhn-IgG aus Kaninchen)
1:100 000; Nachweis durch Chemiluminiszenz-Substrat (CPD-Star): Exposition 12 min.

4.6 Nachweis von EbCDPK 1 in Entwicklungsstadien von E. bovis

Zum Nachweis von EbCDPK 1 mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests (IIFT) in
Parasiten wurden die oEbCDPK 1-Fragment 3-Antikoper verwendet, da diese
ausschlieBlich ein parasitenspezifisches 57 kDa-Antigen, d.h. ein in seiner Masse der
berechneten Masse von EbCDPK 1 Immunoblot erkannten. Zur Sicherheit wurden diese

Antikdrper einer zusétzlichen Affinititsreinigung unterworfen.

4.6.1 EbCDPK 1 in Sporozoiten

Der Antikorper oEbCDPK 1-Fragment 3 erfasste die FEPCDPK 1 im indirekten
Immunfluoreszenztest (IIFT) bei frisch excystierten, Methanol- und

Paraformaldehyd/Glutaraldehyd-fixierten Sporozoiten. Im Gegensatz dazu konnte keine
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spezifische—Fluoreszenz nach der Reaktion mit Prdimmunseren ermittelt werden

(Abbildung 4.24).

Autofluoreszenz im Zytoplasma und verstirkt im Bereich der refraktilen Kdorperchen

konnte nach Gegenfarbung mit Evans blue in das rote Spektrum umgeleitet werden.

Bei Methanol-fixierten Sporozoiten zeigte sich eine spezifische Fluoreszenz im Bereich
des apikalen Komplexes und im Zytoplasma der Parasiten, wobei die Fluoreszenz im
apikalen Bereich deutlich stirker war (Abbildung 4.24). Zusétzlich zeigte sich bei den
meisten Parasiten eine gegeniiber den Zytoplasma verstirkte Fluoreszenz der Oberfliche.
Im Vergleich zu den Methanol-fixierten Sporozoiten war die spezifische Fluoreszenz bei
Pfa/Ga-fixierten Sporozoiten relativ schwach; sie war am intensivsten am apikalen Ende
der Sporozoiten und erstrekte sich, in der Intensitét nachlassend, nach kaudal iiber ca. ¥4

der Parasiten (Abbildung 4.25).

Abbildung 4.24: Reaktion der Antikoper gegen EbCDPK 1-Fragment3 mit
Methanol-fixierten Sporozoiten von E. bovis; Antikorper- und Konjugatverdiinnung
jeweils 1:100. Spezifische Fluoreszenz im apikalen Bereich (A), im Zytoplasma (Z),
R=Refraktiles Korperchen.
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Abbildung 4.25: Reaktion der Antikoper gegen EbACDPK 1-Fragment3 mit
Paraformaldehyd/Glutaraldehyd-fixierten Sporozoiten von E.bovis; Antikoper- und
Konjugatverdiinnung jeweils 1:100. Spezifische Fluoreszenz auf der Parasitenoberfliche
vom apikalen Ende (A) ausgehend und sich nach kaudal abschwichend (O); R=Refraktiles
Korperchen

Abbildung 4.26: Reaktion von Priimmunseren aus Kaninchen mit Methanol-fixierten
Sporozoiten von E. bovis; Testserum- und Konjugatverdiinnung jeweils 1:100; rote
Fluoreszenz ist die Autofluoreszenz der refraktilen Korperchen (R) nach der Gegenfarbung

mit Evans Blue.
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Abbildung 4.27: Reaktion von Priimmunseren aus Kaninchen mit
Paraformaldehyd/Glutaraldehyd-fixierten Sporozoiten von E. bovis; Testserum- und
Konjugatverdiinnung jeweils 1:100; rote Fluoreszenz ist die Autofluoreszenz der

refraktilen Korperchen (R) nach der Gegenfiarbung mit Evans Blue.

4.6.2 EbCDPK 1 in Merozoiten [

Bei Merozoiten 1 erkannten die Antikorper gegen EHCDPK 1-Fragment3 wie bei
Sporozoiten Strukturen 1im apikalen Bereich der Methanol-fixierten Parasiten
(Abbildungen 4.28). Bei Pfa/Ga-fixierten Parasiten war, wie auch bei den Sporozoiten,
eine Reaktion der Parasitenoberfliche nachzuweisen, die sich iiber die gesamte Zelle
erstreckte. Prdimmunseren reagierten im IIFT weder mit Methanol-fixierten noch mit
Pfa/Ga-fixierten Merozoiten I (Abbildung 4.29). Da die Merozoiten im Gegensatz zu
Sporozoiten kein refraktiles Kdrperchen besitzen, wurde bei diesen Zelle auch keine

Autofluoreszenz beobachtet.
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Abbildung 4.28: Reaktion der Antikoper gegen EbCDPK 1-Fragment3 mit
Methanol-fixierten Merozoiten I von E. bovis. Antikoper- und Konjugatverdiinnung
jeweils 1:100. Spezifische FITC-Fluoreszenz im apikalen Bereich des Merozoiten I. (A);
K=Zellkern;

10 um

Abbildung 4.29: Reaktion der Antikoper gegen EbCDPK 1-Fragment3 mit
Paraformaldehyd/Glutaraldehyd-fixierten Merozoiten I von E. bovis. Antikdper- und
Konjugatverdiinnung jeweils 1:100. Spezifische FITC-Fluoreszenz auf der Zelloberflache
im apikalen Bereich (A), in Zytoplasma (Z); K=Zellkern
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4.6.3 Agglutinationstest mit EbCDPK-Antiseren

Zur Uberpriifung der Oberflichenlokalisation der EbCDPK 1 bei den motilen Stadien
wurde ein Agglutinationstest durchgefiihrt. Dabei wurden die Merozoiten I mit
polyklonalen Antikérpern gegen allen drei Fragmenten sowie mit Prdimmunseren

(Negativkontrollen) und mit Rinderimmunseren (Positivkontrollen) getestet.

Die Rinderimmunseren fithrten zum erwarteten Ergebnis, in dem Sie die Merozoiten
agglutinierten, und zwar in der Regel so, da3 zahlreiche Zellen zu einem Konglomerat
zusammengeballt wurden. Diese Reaktion unterblieb dagegen beim Einsatz der
Priimmunseren, der Antiseren gegen die drei EbCDPK 1-Fragmente sowie in serumfreien

(Medium-) Kontrollen (ohne Abbildung).
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wird bei Eimeria bovis erstmals eine Serin/Threonin-Kinase mit
Calmodulin-dhnlicher Domédne EACDPK 1 identifiziert und beschrieben. Serin/Threonin-
Kinasen mit vier Calcium-bindenden Doménen wurden bisher bei Pflanzen, darunter auch
bei Griinalgen (Dunaliella tertiolecta und Chlamydomonas eugametos), und einigen
Protozoen beschrieben (erstmals beschrieben u.a. von Harper et al., 1991; Zhao et al.,
1992; Pinontoan et al., 2000). Sie fanden sich bei den Einzellern des Stammes Alveolata,
den Parasiten der Gattungen Cryptosporidium, Plasmodium, Toxoplasma und Eimeria
(Unterstamm Apicomplexa) und bei freilebenden Cilliaten der Gattungen Moneuplotes,
Paramecium und Eufolliculina (Unterstamm Cilliophora). Derartige Kinasen konnten aber
bis jetzt weder bei Pilzen noch bei mehrzelligen Tieren identifiziert werden (Zhang und

Choi, 2001).

Bei den Apicomplexa wurden bis dato 28 CDPKs (einschlieBlich der in dieser Arbeit neu
sequenzierte EbCDPK 1) sequenziert (vgl. Tabelle 5.1). Bei diesen Kinasen wurde bisher
keine Systematik erstellt und die Nummerierung von Isoformen erfolgte willkiirlich. In
Tabelle 5.1 wird der Versuch einer Einordnung der CDPKs aus Apicomplexa in drei
Subgruppen nach einem globalen Alignment von CDPK-Aminosdurensequenzen in
ClustalW und anschlieBender Analyse des phylogenetischen Baums gemacht. Nach
phylogenetischer Analyse von EACDPK und in den Datenbanken vorhandener CDPKs aus
Apicomplexa, kann man die CDPK Isoformen in drei Subgruppen, hier mit A, B und C
bezeichnet unterteilen (siche Tabelle 5.1). Die EbCDPK 1 ordnet sich dabei, wie sich aus
der anschliefenden Diskussionen ergibt, in die Subgruppe A ein. In Subgruppe A werden
CDPKs zusammengefasst, welche eine Myrostoylierung-Konsensus-Sequenz (Ausnahme
Theileria anulata CDPK) besitzen und im Vergleich zu CDPKs aus Subgruppe B enger
miteinander verwandt sind (Analyse mit ClustalW und TreeView, siche Abbildung 4.11).
Die CDPKs aus der B-Subklasse sind im Vergleich dazu weniger miteinander verwandt
und weisen etwa 50 — 70 % Identitdt zu den Kinasen der CDPK-Subgruppe A auf. In der
C-Subgruppe werden CDPK-relevante Kinasen vereinigt (Abbildung 4.11), welche sich in
threr Doménen-Struktur von konventionellen CDPKs unterscheiden (u.a. unterschiedliche

Anzahl und Platzierung von EF-Hénden in bezug auf die katalytische Kinasedoméine).
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Tabelle 5.1: In Apicomplexa identifizierte/charakterisierte CDPKs geordnet nach

ihrer phylogenetischen Verwandtschaft.

Spezies | Access.-Nr. | Sequenzierung/Beschreibung
Subgruppe A
Babesia rodhaini CDPK BAC57465 | Fujii et al., unpubliziert

Cryptosporidium hominis CDPK 1 | EAL36787 | Genomsequenzierung: Xu et al., 2004
Eimeria bovis CDPK

L ABA60894, | Donald und Liberator, 2005 (unpubliziert)
Eimeria tenella CDPK CAA96439 | Dunn et al., 1996
Eimeria tenella CDPK 2 ABA60893 | Donald und Liberator, 2005 (unpubliziert)
Plasmodium berghei CDPK 4 P62345 Billker et al., 2004
Plasmodium falciparum CDPK 1 | CAA47704 | Zhao, 1992
Plasmodium falciparum CDPK 4 | Q8IBSS, Genomsequenzierung: Gardner et al., 2002
Plasmodium yoelii yoelii CDPK 1 |Q7RAH3 | Genomsequenzierung: Carlton et al., 2002
Plasmodium yoelii yoelii CDPK 4 | Q7RJG2 Genomsequenzierung: Carlton et al., 2002
Theileria annulata CDPK, putativ | CAI73022 | Genomsequenzierung: Pain et al., 2005
gfggm parva(Stamm Muguga) XP_766594 | Genomsequenzierung: Gardner et al., 2005
Toxoplasma gondii CDPK CAD32376 | Kieschnick et al., 2001
Subgruppe B
Cryptosporidium parvum CDPK 1 | AAS47705 | Huang et al., 2004
Cryptosporidium parvum CDPK 2 | AAS47706 |Huang et al., 2004

Cryptosporidium hominis CDPK 2

EAL38263

Genomsequenzierung: Xu et al., 2004

Plasmodium chabaudi CDPK,

. CAH78864 | Genomsequenzierung
putative
Plasmodium falciparum CDPK 2 | 015865 Farber et al., 1997
Plasmodium falciparum CDPK 3 | QINJU9 Lietal., 2000
Plasmodium yoelii yoelii CDPK 3 |Q7RAVS | Genomsequenzierung: Carlton et al., 2002
Toxoplasma gondii CDPK 2 AAG53994 | Kieschnick et al., 2001
Subgruppe C
Cryptosporidium hominis CDPK | EAL37743 | Genomsequenzierung: Xu et al., 2004
Cryp tosp oridium hominis CDPK2 EAL37872 | Genomsequenzierung: Xu et al., 2004
protein-related
Cryptosporidium hominis EAL38411 | Genomsequenzierung: Xu et al., 2004

CDPK Chro.40377

Cryptosporidium hominis CDPK 7

EAL37804

Genomsequenzierung: Xu et al., 2004

Cryptosporidium parvum CDPK 3

AAS47707

Huang et al., 2004

Theileria annulata CDPK, putativ

CAI74286

Genomsequenzierung: Pain et al., 2005

Theileria parva CDPK, putative

EAN32980

Genomsequenzierung: Gardner et al., 2005
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Davon ausgehend, dal bei den bisher untersuchten Vertretern des Substammes
Apicomplexa mehrere CDPK-Isoformen existieren, ist damit zu rechnen, daf} auch bei
Eimeria bovis weitere CDPK-Isoformen vorkommen. Das hier beschriebene Enzym wurde

daher als EbCDPK 1 bezeichnet.

EbCDPK 1 weist ein abgeleitetes Molekulargewicht von 57,81 kDa auf. Aus der
Aminosdurensequenz von EbCDPK 1 lassen sich eine Reihe von Motiven und Domédnen
vorhersagen, aus welchen sich Hinweise auf Lokalisation und Funktion der Kinase
ergeben: am NH,-terminalen Ende der EACDPK 1 liegt die katalytische Serin/Threonin-
Kinasedomine. In der 283 Aminosduren langen Sequenz finden sich alle fiir
Proteinkinasen typischen 11 Subdoménen (vgl. Hanks et al., 1988; Hanks und Hunter,
1995). Unter anderem lassen sich folgende charakteristische Elemente darstellen
(Abbildung 3.8):
e NH,-terminal in der ersten Subdoméne liegt eine Glycinschleife mit drei
konservierten Glycinen (G 52-X-G 54-X-X-G 57), welche Teil einer ATP-
Bindungsstelle ist (Hanks und Hunter, 1995);
e in der Subdomine II befindet sich nach 15 Aminosduren vom letzten konservierten
Glycin aus ein invariantes K 72. Dieses Lysin ist auch bei anderen Kinasen relativ
konstant und liegt COOH-terminal 14 — 23 Aminosduren hinter dem letzten
konservierten Glycin der Glycinschleife. Es wird vermutet, daf} dieses Lysin direkt am
Phosphattransfer beteiligt ist (Hanks und Quinn, 1991).
e zwischen den Subdoménen VI bis IX verteilt liegt eine Reihe von konstanten
Aminoséuren; sie bilden den zentralen Bereich der katalytischen Doméne (vgl. Hanks
und Hunter, 1995). Hier finden sich die konstanten D 167, N 172 (Subdoméne VI) und
ein Triplet D 188-F 189-G 190 (Subdoméne VII). Ein Merkmal der Subdoméne VIII —
das konservierte Triplet A-P-G mit konstantem Glycin (in EACDPK 1 A 212-P 213-
G 214) — wird oft als Indikator fiir die katalytische Domine bezeichnet (Hanks und
Hunter, 1995).
e In den Subdoménen VI und VIII finden sich die Motive, anhand derer die
katalytischen Doménen von Serin/Threonin-Proteinkinasen und von Tyrosin-
Proteinkinasen unterschieden werden konnen (Hanks und Hunter, 1995). Die Sequenz
D-L-K-P-E-N zwischen den oben erwidhnten, invarianten D 167 und N 172 ist ein
Indikator fiir die Substratspezifitit von Ser/Thr-Proteinkinasen, wihrend fiir die

Tyrosinkinasen eine Sequenz D-L-A-A-R-N (fiir Tyrosinkinasen der Src-Familie D-L-
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R-A-A-N) typisch ist (Hanks und Hunter, 1995). Eine weitere Konsensussequenz liegt
direkt vor einem konservierten Triplet A-P-G und lautet fiir Serin/Threonin-Kinasen: G-
T/S-X-X-Y/F-X-A-P-E, fiir Tyrosin-Kinasen: P-I/V-K/R-W-T/M-A-P-E (Hanks et al,
1988; Hanks und Quinn, 1991; Bossemeyer, 1995).

Die kristallographische Aufkldrung der Struktur von Kinasen belegt die Bedeutung dieser

konservierten Regionen und Subdoménen (Bossemeyer, 1995; Hanks und Hunter, 1995).

Das Vorhandensein all dieser Regionen in der Sequenz der katalytischen Kinasedoméne
der EbCDPK 1 lésst vermuten, daf3 das Protein in vivo aktiv ist und eine katalytische Rolle
spielt. Ein indirekter Hinweis auf mdgliche Kinaseaktivitdt in vitro ergab sich bei der
Expression von EbCDPK-Fragment 1 in E. coli, wobei nach der Induktion eine Hemmung
des Wachstums der Bakterien zu beobachten war. Das EbCDPK 1-Fragement 1 enthélt
neben der katalytischen Domidne nur eine kurze Aminosdurensequenz aus der
Verbindungsdoméne; die [Ca*"]i-bindenden Doménen fehlen. Da der Verbindungsdomine
eine autoinhibitorische Rolle zugeschrieben wird (Harper et al., 1994), liee sich die
Hemmung des Bakterienwachstums moglicherweise mit einer ungehemmten
Kinaseaktivitiat erkldren. Auflerdem stellten Harmon et al. (1994) fest, dass ein 312
Aminosduren-Konstrukt aus Soja-CDPKa, bei dem die Calmodulin-&hnliche Doméne und

ein Grofteil der Verbindungsdoméne fehlten, ohne Anwesenheit von Calcium aktiv war.

Die Verbindungsdomine im Bereich K 336 — K 365 liegt zwischen der katalytischen und
der Calmodulin-dhnlichen Doméne. Diesem Bereich wird bei den heterologen CDPKSs eine
Kinase-autoinhibitorische Rolle zugeschrieben (Harper et al., 1994; Harmon et al, 1994).
Ein bis jetzt nicht genau definiertes Motiv aus der Verbindungsdomine wirkt als
Pseudosubstrat und interagiert mit der Substratbindungsregion in der katalytischen
Domaéne. Dies resultiert in einer Blockierung der Region und somit einer Kinaseinhibition

(Harmon et al., 1994; Harper et al., 1994).

Die in EbCDPK 1 vorgefundene Konsensussequenz fiir eine NH;-terminale
Mpyristoylierung und das Auftreten von basischen Aminosiuren im anschlieBenden Bereich
lasst vermuten, da3 die EbCDPK 1 mit Hilfe eines Myristinsdurenrests in einer Membran
verankert wird. Proteine, die myristoyliert werden, beginnen mit der Sequenz MGXXXS/T
(sieche Tabelle 4.2; vgl. Bologna et al., 2004). Dabei wird das initiale Methionin iiber eine

Methionin-Aminopeptidase kotranslational entfernt und die Myristinsdure wird iiber N-
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Mpyristintransferase an die Aminogruppe des NHj-terminalen Glycin-Rests gebunden

(Krauss, 1997).

Die Acylierung vom NHj-terminalen Glycin mit einem Myristinsdure-Rest ist nur eine
Voraussetzung fiir die Membranverankerung eines Proteins. Biophysikalische Studien
zeigten, dass die Bindungsenergie des Myristinsdure-Rests in einer Membran relativ
schwach ist und ungefihr bei 10* M Ky liegt (Peitzsch und McLaughlin, 1993). Zur
wirksamen Verankerung eines Proteins in der Membran wird ein zweites Signal bendtigt:
eine zusitzliche Acylierung mit Palmitinsdure des NH,-terminaliegenden Cysteins (in der
Regel nach der Modifikation eines NH,-terminalen Glycins) oder eine an basischen
Aminoséuren reiche Sequenz, welche mit sauren Phospholipiden elektrostatisch interagiert
(Buser et al, 1994; Sigal et al, 1994; Murray et al., 1998). Die Motive fiir dieses ,,zwei-
Signal-Modell*“ der Membranverankerung sind bei Tyrosinkinasen der Src-Familie und
den a-Untereinheiten von heterotrimeren G-Protein-Komplexen besonders deutlich. Im
Einzelnen wurde unter myristoylierten Proteinen fiir Src selbst, HIV-1 Gag, HIV-1 Nef
und MARCKS-Proteine die Myristoylierung in Kombination mit mit einem Cluster aus

basischen Aminosiuren beobachtet (Ubersicht bei Resh, 1994).

Die Assoziation von CDPK in der Membran mit Hilfe von kovalent gebundenen Fettsduren
(kombinierte Myristoylierung mit einer Palmitoylierung) wurde bei P. falciparum an
PfCDPK 1 gezeigt (Moskes et al., 2004). Auch im Falle von Pflanzen, bei einer Isoform
der Reis CDPK (OsCPK 2), wurde die Doppelmodifizierung beobachtet und das Protein
wurde in der Membranfraktion nachgewiesen (Martin und Busconi, 2000;). PfCDPK 1
weist jedoch auBlerdem und im Gegensatz zu anderen CDPKs noch jenen Cluster aus
basischen Aminosduren als zusétzliches Signal zur Membranverankerung auf (Mdskes et
al., 2004). Eine Modifikation mit Palmitin ist dagegen bei EbCDPK 1, PfCDPK 4 und
T¢CDPK 1 wegen eines fehlenden Cysteins (siche Abbildungen 4.7 und 5.1) nicht

moglich.
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Abbildung 5.1: Hypothetische Darstellung einer Membranverankerung durch einen
Myristinsidure-Rest von EACDPK 1 und 7gCDPK 1 (Kieschnick et al., 2001) (bei E.
bovis bzw. T. gondii) im Vergleich zu PfCDPK 1 (Zhao et al., 1994) aus P. falciparum.
Der Myristinsdure-Rest ist als ,,Zick-zack“-Linie am NHj-terminalen Glycin dargestellt.
Die basischen Aminosduren sind fett markiert, unterstrichen und mit der Ladung
dargestellt. Bei PfCDPK 1 ist der Palmitinsdure-Rest als zweite ,,Zick-zack“-Linie am

Cystein dargestellt.

Das fiir die Membranverankerung erforderliche zweite Signal diirfte bei EbCDPK 1 iiber
die vier basischen Aminoséduren (ein Arginin sowie drei Lysine) in Position R 13, K 15,
K 21, K24 zustande kommen. Im Falle der gleichfalls aus Apicomplexa stammenden
TeCDPK 1 besteht der basische Cluster aus zwei Argininen und einem Histidin
(Kieschnick et al., 2001), bei PfCDPK 4 aus drei Lysinen (Gardner et al., 2002; letztere
nicht in der Abbildung).

Aus der NHj-terminalen Aminosduren-Sequenz von EbCDPK 1 ergeben sich nicht nur

Hinweise auf eine Membranverankerung des Molekiils, sondern auch auf dessen mdgliche
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Abspaltung. Eine Rolle konnten dabei die Aminosduren Serin und Threonin in den
Positionen 5 und 6 in Form eines ,,Myristol-elektrostatischen Schalters* spielen, wie er z.
B. bei MARCS-Proteinen als verantwortlich fiir deren intrazelluldre Lokalisation
beschrieben worden ist (Thelen et al., 1991). MARCKS-Proteine sind durch hydrophobe
und elektrostatische Wechselwirkungen in der Membran verankert. Falls an eine der
beiden Aminosduren durch Autophosphorylierung der EbCDPK 1 ein Phosphat gekniipft
wird, kann dies theoretisch durch negative Ladung des Phosphats die Wechselwirkung
zwischen basischen Aminosduren und negativ geladenen sauren Phospholipiden
beeinflussen und die Membranverankerung destabilisieren (vgl. McLaughlin und Aderem,

1995).

Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Kinase gehort demnach zur Gruppe der
Calmodulin-Kinasen und in die Familie Serin/Threonin Proteinkinasen mit Calmodulin-
dhnlicher Doméne. EbCDPK 1 ist somit Calcium-abhédngig/Calmodulin-unabhéngig, d. h.
benotigt fiir ihre Aktivierung kein Calmodulin.

Mit dem Ziel, geeignete Antigene zur Produktion polyklonaler AntikOper gegen
EbCDPK 1 herzustellen, wurde die Kinase in 3 Fragmenten exprimiert. Bei der Expression
von EbCDPK 1-Fragment 1 wurde davon ausgegangen, dass die resultierenden Antisera
wegen der Konservierung bestimmter Motive in der katalytischen Kinasedoméine auch mit
anderen Kinasen kreuzreagieren wiirden. Die Antiseren gegen die beiden anderen

Fragmente sollten spezifisch EbCDPK 1 erkennen.

Der Expressionserfolg war in den ersten Versuchen unbefriedigend. Als eine Ursache
wurden Unterschiede zwischen den Bakterien und E. bovis in der Kodonnutzung vermutet.
Die kodierende EHCDPK 1-cDNA und vermutlich die meisten anderen kodierenden
cDNA-Sequenzen aus E. bovis sind reich an Adenin und Thymin. Dies scheint ein
Charakteristikum des Substammes Apicomplexa zu sein. Aus den Daten der P. falciparum-
Genom-Sequenzierung ergibt sich ein A+T-Gesamtgehalt von 80,6 %, in den Introns sogar
von bis zu 90 % (Gardner et al., 2002). Der hohe Gehalt an Adenin und Thymin in der
cDNA von E. bovis spiegelt sich auch in der Kodon-Nutzung wieder und kann bei der
Expression rekombinanter Proteine in E. coli zu geringen Ausbeuten fithren. Die
entscheidende Verbesserung der Proteinexpression war daher erst nach der Substituierung

der Bakterienzellen mit zusitzlichen tRNA’s durch die Co-Transformation von tRNA-
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kodierenden Genen moglich. Bei diesen tRNA-Genen handelte es sich um die tRNA s mit
den Antikodons fiir Arginin, Leucin, und Isoleucin (Kleber-Janke und Becker, 2000).

Beim exprimierten Peptid EbCDPK-Fragment 3 (Calcium-bindende Doméne) wurde in der
SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen ein besonderes Laufverhalten beobachtet.
Dabei spaltete sich das 21,45 kDa-grole EbCDPK-Fragment 3 in drei Fraktionen, die sich
im Gel mit Banden bei 19, 22 und 24 kDa darstellten. Ein dhnliches Phdnomen wurde auch
bei anderen calciumbindenden Proteinen wie Calmodulin und Proponin C beschrieben
(Head und Perry, 1973; Grand et al., 1978; Garrigos et al, 1991). Nach den eigenen
Versuchen scheint die Ursache zu sein, dal das Peptid EACDPK-Fragment3 im
Probenpuffer mit 2-Merkaptoethanol und SDS zum Teil renaturiert, wenn die 2-
Merkaptoethanol-Konzentration im Probenpuffer durch Verdunstung abnimmt. Nach
Zugabe von 100 mM DTT erwies sich das EbCDPK-Fragment 3 dann soweit denaturiert,
daB es sich in der SDS-PAGE als eine einzelne Bande darstellte.

Die mit den rekombinanten Peptiden hergestellten polyklonalen Antikorper lieferten zum
Teil tiberraschende Ergebnisse. Das aZbCDPK 1-Fragment 1-Serum reagierte nicht mit
EbCDPK 1 im erwarteten Bereich von 57 kDa, sondern erkannte andere Antigene und
zwar bei Sporozoiten in Bereichen von 22 kDa und 36 kDa und bei Merozoiten I und
infizierten Zellen von 36 kDa und 39 kDa. Zum Vergleich wurde ein polyklonaler
Antikorper tEm70/1 aus dem Huhn herangezogen, der sich gegen eine rekombinante E.
maxima-CDPK (cDNA-Klon CaEm70/1) richtet (Dunn et al., 1996). Die cDNA aus
diesem Klon kodiert fiir die EmCDPK ohne NH;-terminalem Segment. Die aEm70/1-
Antikorper reagierten unter anderem spezifisch mit EbCDPK 1 im Bereich von 57 kDa und
erfassten zusdtzlich eine Reihe anderer Antigene, unter welchen sich auch die bei
Sporozoiten mit a£ZbCDPK 1-Fragment 1 reagierenden Antigene im Bereich von 22 kDa
und 36 kDa fanden. Es kann daher angenommen werden, dass die beiden Antiseren
aEbCDPK 1-Fragment 1 und aEm70/1 mit konservierten Subdoménen oder Motiven in
anderen Proteinen kreuzreagieren. Unerklédrlich ist derzeit aber, warum diese Motive nicht

in EbCDPK 1 erfasst wurden.

Die polyklonalen Antikorper a£bCDPK 1-Fragment 2 erfassten spezifisch die EbCDPK 1
im Bereich von 57 kDa bei Sporozoiten, Merozoiten I, und infizierten Zellen (15 Tage
p.i.), reagierten aber bei Sporozoiten in Form einer nahe beieinander liegenden

Doppelbande. Verantwortlich fiir die besondere Situation bei Sporozoiten konnte a) die
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Existenz einer weiteren EbCDPK-Isoform, welche mit diesem Antikorper kreuzreagiert
und ein dhnliches Molekulargewicht besitzt, b) eine Sporozoiten-spezifische Modifikation
der EbCDPK 1 oder c) ein alternatives Spleilen der EbCDPK 1-cDNA sein. Welche der

Moglichkeiten in Betracht kommt, ldsst sich derzeit nicht entscheiden.

Die Reaktionen der Antikdrper mit Extrakten aus Sporozoiten, Merozoiten I und reifen
Schizonten (infizierten Zellen 15 dpi.) zeigten eine Expression der EACDPK 1 in allen
diesen Stadien. Die Ergebnisse gleichen den bisherigen Daten zur Expression von EfCDPK
in motilen E. tenella-Stadien und in Schizonten-tragenden infizierten Zellen (Dunn et al.,
1996). Ob die EbCDPK 1 auch noch von Trophozoiten friih nach der Zellinvasion gebildet
wird, ist derzeit noch offen. Dunn et al. (1996) haben dies fiir E£CDPK verneint, doch
erhebt sich die Frage, ob der fehlende Nachweis in dieser Phase nicht vielleicht nur durch
eine zu geringe Konzentration bedingt war. Eine Auskunft sollte hier eine Untersuchung

auf mRNA-Ebene geben.

Zur Lokalisierung der Kinase in den motilen Stadien von E. bovis wurden
affinititsgereinigte Antikorper aEbCDPK 1-Fragment 3 verwendet, da diese im Vergleich
zu aEbCDPK 1-Fragment 2 eine stirkere und deutlichere Reaktion im IIFT lieferten.

Die Untersuchungen mit aZbCDPK 1-Fragment 3 und Sporozoiten und Merozoiten im
IIFT und anschlieBender CLSM zeigten, dal EACDPK 1 vorwiegend im apikalen Komplex
dieser Stadien lokalisiert und mit der Pellicula der Parasiten assoziiert ist. Dies entspricht

der Lokalisation der orthologen Molekiile bei E. tenella und E. maxima (Dunn et al.,1996).

Die Lokalisation der Kinase im Apikalkomplex ist von besonderem Interesse, weil die
Organellen des Apikalkomplexes an der Invasion der Wirtszelle und an anderen Parasit-
Wirt-Interaktionen direkt beteiligt sind (Carruthers und Sibley, 1997; Carruthers et al.,
1999; Ubersicht bei Tomley und Soldati, 2001; Soldati et al., 2001, Dubremetz et al.,
1998). Hier bestinde die Moglichkeit, dal EACDPK 1 die Phosphorylierung von
Molekiilen iibernimmt, die in diesem Zusammenhang von Bedeutung sind. Dal} diese
Moglichkeit gegeben ist, ergibt sich anhand der Befunde der orthologen CDPK Isoform 1
(TgCDPK 1) von T. gondii. Dobrowolski et al. (1997) hatten bereits frither gezeigt, da3 die
Motilitdit und Wirtszellinvasion von 7. gondii-Tachyzoiten durch KT5926, d. h. einen
selektiven Hemmer Calmodulin-abhingiger Kinasen, in tierischen Zellen drastisch
reduziert wird. Den direkten Zusammenhang konnten dann Kieschnick et al. (2001)

nachweisen, denn KT5926 hemmt in vitro die Aktivitit der rekombinanten 7gCDPK 1.
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Insbesondere wurden insgesamt nur drei Phosphoproteine gefunden, welche in vivo in
einer KT5926-sensitiven Weise phosphoryliert werden und mit den von der rekombinanten
TgCDPK 1 in vitro phosphorylierten Proteinen identisch sind (Kieschnick et al., 2001). Die
Autoren charakterisierten diese Substrate nicht weiter, aber es ist durchaus denkbar, daf3 es
sich um Produkte aus Mikronemen handelte, da diese entscheidend fiir Andock- und friihe
Invasionsschritte sind (Ubersicht bei Menard et al., 2001; Soldati et al., 2001; Sibley,
2003). Parallele Experimente zur Hemmbarkeit der Wirtszellinvasion von E. bovis-
Sporozoiten durch KT5926 wurden bisher nicht durchgefiihrt, so dal der Analogieschluss
zu T. gondii nicht mdglich ist. Ahnliche Verhiltnisse zwischen den beiden Parasiten sind
jedoch nicht ausgeschlossen, insbesondere, weil im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
weiter beriicksichtigte immunelektronenmikroskopische Untersuchung annehmen lassen,

dafl EbCDPK 1 in die Mikronemenmembran integriert ist.

Allerdings miissen jegliche Versuche von Analogieschliissen bei den CDPKs aus
Apicomplexa vorerst sehr vorsichtig beurteilt werden. Zwar scheint das Substratspektrum
zumindest hinsichtlich der CDPK-Untergruppe A, zu denen EACDPK 1 zu zdhlen ist, nach
den Ergebnissen bei 7. gondii (Kieschnick et al., 2001) relativ schmal zu sein, doch ist die

Frage bei Eimerien offen.

Als schwieriger zu interpretieren stellt sich dagegen bei genauer Betrachtung der Befund
dar, dafl gegen ELCDPK 1 gerichtete Antikorper an mit Paraformaldehyd/Glutaraldehyd
fixierte Parasiten banden. Dieses war vor allem im apikalem Bereich sehr ausgeprigt; zum
hinteren Bereich der Parasiten hin wurde die Reaktion schwicher. Im Prinzip entspricht
das Bild dem, das Heise et al. (1999) fiir die Reaktion von E. bovis-Mikronemen-
spezifischen monoklonalen Antikdrpern mit Sporozoiten nach erstem Kontakt mit
Wirtszellen beschrieben hat. Dieses steht wiederum im Einklang mit den generellen
Kenntnissen zur Exozytose von Mikronemenproteinen (vgl. Soldati et al., 2001 Carruthers
und Sibley, 1999; Carruthers und Sibley, 1997; Tomley et al., 1996). Nachdem gemeinhin
angenommen wird, daBl mit der hier verwendeten Fixationsmethode die Proteine der
Pellikula so vernetzt werden, da3 eine Durchdringung mit Antikdpern nicht mdglich ist
(vgl. Dunn et al., 1996), wire anzunehmen, daf} der fluoreszenztechnische Nachweis einer
Bindung von EbCDPK-Fragment 3-Serum tatsdchlich eine Lokalisation des Proteins auf
der Zelloberflidche belegt. Dies wird auch von Dunn et al. (1996) nach im Prinzip gleichem
Versuchsansatz fiir die moglicherweise orthologen E. tenella- und E. maxima-Proteine so

gesehen.
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Vorausgesetzt, dal EbCDPK 1 wirklich in der Mikronemenmembran verankert ist, wire
demnach anzunehmen, dafl es mit den Organellen iiber eine Vesikelexocytose (vgl.
Carruthers und Sibley, 1999; Vierra und Moreno, 2000) nach auBlen geschleust und auf die
Pellikula der Parasiten aufgelagert wird. Die Art der Membranbindung wiirde {iber den
genannten Mechanismus (Carruthers and Sibley, 1999) eine rasche Freisetzung des

Enzyms ermoglichen.

Diese Interpretation, die auch der von Dunn et al., (1996) entspricht, kann allerdings nicht
ohne Einschrinkung gelten. So war es nicht moglich, durch die polyklonalen Antikdrper
gegen EbCDPK-Fragment 3 eine Agglutination von freien Sporozoiten zu erzielen, wie
dies z.B. durch Seren von rekonvaleszenten Kélbern und kolostralen Antikdrpern erfolgt
(J. H. Behrendt, pers. Mitteilung). Beim Rind sind kolostrale Antikorper vorwiegend IgG;
(Butler, 1983; Saif und Smith, 1985) und auch in den reaktiven Seren spielten
entsprechend vorgenommener Absorptionsstudien IgG-Antikdrper die entscheidende
Rolle. Da nach dem Immunisierungsschema auch im Antiserum aus Kaninchen IgG-
Antikoper  dominieren  sollten,  verwundert diese  Diskrepanz.  Laufende
immunelektronenmikroskopische Untersuchungen sollten genauere Aufklarung iiber die
Loklisation des Enzyms erbringen. Dal CDPKs von Apicomplexa aber grundsétzlich nach
auBen geschleust werden konnen, ergibt sich aus den Untersuchungen von Mdskes et al.
(2004) bei PfCDPK 1 aus P. falciparum, denn dieses Enzym konnte in Erythrozyten in der
parasitophoren Vakuole und in den sogenannten Maurer’s Clefts nachgewiesen werden.
Unklar ist derzeit aber, ob und gegebenfalls wie EbCDPK 1 bei der Invasion der Wirtszelle
eine unmittelbare Rolle spielt, oder ob seine Freisetzung quasi ein Epiphenomen im
Zusammenhang mit der Exozytose von Organellen ist. Dies sollte in Weiterfithrung dieser

Arbeit u.a. mittels der hier vorgestellten Antikorper iiberpriift werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wird bei Eimeria bovis, einem wichtigen Kokzid des Rindes,
unter Verwendung von cDNA-Banken aus Merozoitenl eine ungewdhnliche
Serin/Threonin-Proteinkinase mit Calmodulin-dhnlicher Doméne (EACDPK 1) identifiziert.
CDPKs wurden bisher bei Pflanzen und einigen Protozoen einschlieflich Apicomplexa

gefunden, nicht aber bei metazoéren Tieren.

Die ¢cDNA von EbACDPK 1 wurde sequenziert. Nach der Sequenzanalyse lielen sich im
kodierten Protein mehrere funktionelle Domédnen ermitteln, und zwar: eine katalytische
Serin/Threonin-Kinasedoméne, eine Zwischensequenz und eine Calmodulin-homologe
Doméne mit 4 Calciumbindungsstellen (EF-Hénde). EACDPK 1 ist damit Calmodulin-
unabhingig und wird direkt durch die Bindung von Ca®" aktiviert. Das Vorhandensein
konservierter Aminosduren in den Subdoménen und aktiven Zentren des Proteins la0t
annehmen, dal} die Kinase in vivo aktiv ist. Eine potenzielle Myristoylierungsstelle und ein
Cluster aus vier basischen Aminosduren am NH,-terminalen Ende lassen vermuten, daf3
EbCDPK 1 in einer Membran durch die Acylierung mit einem Myristinsdure-Rest

verankert ist.

EbCDPK 1 weist eine hohe Homologie zu bestimmten CDPKs aus Apicomplexa auf,

welche sich einer von insgesamt drei phylogenetischen Gruppen zuordnen lassen.

Drei iiberlappende Fragmente von EACDPK 1 wurden in E. coli exprimiert und zur
Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Fragment 1 deckt die gesamte katalytische
Domine und einen Teil der Zwischendomine, Fragment 2 einen COOH-terminalen Teil
der katalytischen Kinasedomine und die Calmodulin-homologe Sequenz, Fragment 3 die
Calmodulin-homologe Sequenz ab. Nur die Antikorper gegen Fragmente2 und 3
reagierten im Immunoblot mit EACDPK 1 in Extrakten aus Sporozoiten, Merozoiten und

infizierten Zellen (15 Tage p.i.) im Bereich von 57 kDa.

Der Antikorper gegen Fragment 3 wurde zur Lokalisation des Antigens mittels konfokaler
Laser-Rastermikroskopie (CLSM) in fixierten Parasiten benutzt. EbCDPK 1 lieB3 sich bei

Methanol-fixierten Sporozoiten und Merozoiten I vorwiegend im apikalen Bereich, mit
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gewisser Wabhrscheinlichkeit n den Mikronemen, nachweisen. Bei
Paraformaldehyd/Glutaraldehyd-fixierten =~ Sporozoiten und Merozoiten I kam es
offensichtlich zur Antikorperbindung auf der Parasitenoberfliche, insbesondere im
apikalen Bereich. Die mogliche Funktion von EACDPK 1 wird im Zusammenhang mit der

Lokalisation des Molekiils im Parasiten diskutiert.

115



SUMMARY

7 SUMMARY

An uncommon serin/threonin protein kinase with a calmodulin like domain EACDPK 1
was identified in the important cattle coccid Eimeria bovis using 1st generation merozoite
cDNA expression librarries. Corresponding enzymes have been observed so far in plants

and protozoa including Apicomplexa but not in metazoan animales.

The c¢cDNA of EbCDPK 1 was sequenced. Sequence analysis suggests three main
functional domains of the encoded protein — a catalytic serin/threonine kinase domain, a
junction domain and a calmodulin like domain with 4 calcium binding sites (EF-hands).
The presence of conserved amino acids in the subdomains and active sites suggests in vivo
activity of the enzyme. An NH,-terminal potential myristoylation site and clusters of basic

amino acids argue for membrane anchoring of the kinase via myristyl residues.

EbCDPK 1 shows high homology to a particular group of CDPKs in other Apicomplexa.
In addition two groups of genetically different CDPKs are known in this parasite phylum.

Three overlapping fragments of EACDPK 1 were expressed in E. coli and used to
immunize rabbits. Fragment 1 contained the kinase domain and a partial sequence of the
junction domain, fragment2 — part of kinase domain, the junction domain and the
calmodulin like domain, EbCDPK-Fragmen 3 — the whole calmodulin like domain. Only
antibodies against fragment 2 and fragment 3 reacted with EbCDPK 1 by immunobloting
in extracts of sporozoites, first generation merozoites and infected host cells (15 days p.i.)
and detected a 57 kDa protein. Antibodies to fragment 3 were used to localize the antigen
in the fixed parasites by confocal laser scanning microscopy (CLSM). The antigen could
be shown prodominantely within the apical area of methanol fixed sporozoites and
merozoites I, probably within the micronemes. Paraformaldehyde/glutaraldehyde fixed
parasites bound the antibody predominantly to their surface, particulary in the apical part.
Considering the localization of EbCDPK 1 the possible function of the enzyme is

discussed
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9 ANHANG

Tabelle 9.1: In dieser Arbeit verwendete Programme

Programme

URL

Datenbanksuche

BLAST

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

European Bioinformatics Institute

http://www.ebi.ac.uk/

Eimeria tenella-Genomprojekt

http://www.sanger.ac.uk/Projects/E tenella/

Programme zur Sequenzanalyse

The Sequence Manipulation Suite

http://bioinformatics.org/sms/

Multipler Sequenzvergleich
(Clustal W)

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

Boxshade

http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html

Simple Modular Architecture
Research Tool, SMART

http://smart.embl-heidelberg.de/

Ermittlung der Myristoylierung-
konsensus-Sequenz, Myristoylator

http://www.expasy.ch/tools/myristoylator/

Voraussage von funktiondlen http://elm.eu.org/
Gruppen von einer Proteinsequez,

ELM

Kodon-Nutzung-Analyse, GCUA http://gcua.schoedl.de/

Primerdesign

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3 www.cgi

Chromas 1.45

http://www.technelysium.com.au/chromas14x.html

Erstellung von phylogenetischen
Biumen

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
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