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1 Zusammenfassung

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazelluldr lebendes, parasitisches Protozoon
mit grofer medizinischer Bedeutung vor allem in zwei Féllen: Zum einen bei
Erstinfektion wéhrend einer Schwangerschaft, hier kann es zur Schidigung des Fotus
kommen, zum anderen als opportunistischer Krankheitserreger bei immunsupprimierten
Patienten (z. B. AIDS), hier kann eine Reaktivierung von Dauerstadien zum Tod fiihren.
Einen Ansatzpunkt zur Bekdmpfung der Parasiten stellt ein spezieller Stoffwechselweg
dar, die Glycosylphosphatidylinositol- (GPI-) Biosynthese. GPIs bestehen aus einer
konservierten hydrophilen Glycan-Grundstruktur, die durch Seitenketten modifiziert
werden kann, und einem hydrophoben Inositol-Phospholipid. Wie bei einer Vielzahl
anderer parasitirer Protozoen sind auch bei 7. gondii die Hauptoberflachenproteine
durch GPIs in der Zelloberfldche verankert, eine Blockierung der GPI-Biosynthese fiihrt
zum Absterben der Parasiten. Um bei therapeutischen Ansétzen jedoch nur die Parasiten
zu bekdmpfen und die in den Wirtszellen ebenfalls stattfindende GPI-Biosynthese nicht
zu beeinflussen, sind detaillierte Kenntnisse iiber diesen Stoffwechselweg notig.

Es wurde ein System aus permeabilisierten Tachyzoiten von 7. gondii entwickelt
und erstmals die Verteilung von GPI-Ankervorldufern und weiterer GPI-
Biosyntheseintermediate iiber die Membran des endoplasmatischen Reticulums (ER)
untersucht. Durch hypotone Behandlung wird die Zellmembran effektiv permeabilisiert,
das ER bleibt bei dieser Behandlung intakt. Dieses System wurde genutzt, um GPIs mit
verschiedenen radioaktiven Vorldufermolekiilen (Zuckernukleotiden) zu markieren. Die
von permeabilisierten Toxoplasmen gebildeten GPI-Intermediate wurden anhand
spezifischer enzymatischer Behandlungen und chemischer Hydrolysen charakterisiert
und mit bereits bekannten Daten verglichen. Dabei wurde festgestellt, dall die
hydrophilen Komponenten der GPI-Intermediate mit den beschriebenen Strukturen
tibereinstimmen. AuBerdem konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dall vor
Einsetzen der Mannosylierungs-Schritte eine Acylierung am Inositol von GIlcN-PI zu
GlcN-(acyl)-PI erfolgt.

Anschlieend an die radioaktive Markierung der Glycolipide wurde mit Hilfe des
Enzyms PI-PLC, das zwischen hydrophilem und hydrophobem Anteil der GPIs spaltet,
die Orientierung der GPI-Biosyntheseintermediate in der ER-Membran untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dal sowohl friihe, als auch hoher glycosylierte Intermediate und
sogar GPI-Ankervorldufer zum iiberwiegenden Teil eine cytoplasmatische Orientierung
in der ER-Membran aufweisen. Im Zusammenhang mit transienter Acylierung des
Inositolringes scheint ein mehrfacher Wechsel der verschiedenen Intermediate iiber die
ER-Membran ("flip-flop") mdglich. Erstmals konnte hier gezeigt werden, dal3 derart
groBe GPI-Ankervorldufer mit einer zusitzlichen hydrophilen Seitenkette, bestehend

aus N-Acetyl-Galactosamina1-4Glucose, eine Lipid-Doppelmembran tiberqueren.



2 Einleitung

2.1 Toxoplasma gondii — eine Einfithrung

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazelluldr lebendes, parasitisches Protozoon.
Es gehort dem Stamm der Apicomplexa an und ist mit Plasmodien, den Erregern der
Malaria, verwandt. 7. gondii ist in der Lage, die meisten warmbliitigen Wirbeltiere zu
infizieren und fiihrt so zu Krankheiten in Menschen und Nutztieren. Im Normalfall
verlduft eine Infektion mit milden, meist unbeachteten Symptomen. Eine gréfere Rolle
spielen Neuinfektionen bei schwangeren Frauen und trichtigen Nutztieren. Hier kann es
zu kongenitalen Krankheiten beim Menschen und Aborten in der Nutztierzucht
kommen. Da es im Verlauf der Toxoplasmose zur Encystierung und lebenslangen
Persistenz der Parasiten im Wirt kommt, ist 7. gondii auch ein wichtiger
opportunistischer Krankheitserreger. In immunsupprimierten Wirten kann es zur
Reaktivierung der chronischen Stadien (Bradyzoiten) kommen und zu schweren
Krankheitsbildern mit letalem Ausgang fithren — ein wichtiger Aspekt bei
Transplantations-, Krebstherapie- und vor allem bei AIDS-Patienten.

Mit dem breiten Wirtspektrum, der hohen Infektionsrate (17-50% aller Menschen,
je nach Region) und der im Normalfall symptomlosen Koexistenz mit dem Wirt kann

T. gondii als einer der erfolgreichsten Parasiten der Welt angesehen werden.

2.2 Systematik

Es handelt sich bei dem Stamm der Apicomplexa um eine artenreiche Gruppe
einzelliger, meist obligat intrazelluldrer Parasiten, dem Krankheitserreger des Menschen
(Toxoplasma, Plasmodium) und tierpathogene Vertreter (Eimeria, Sarcocystis, Babesia
und Theileria) angehodren. Die systematische Zusammenfassung ist auf eine
morphologische Gemeinsamkeit der Zellorganisation der infektiosen Stadien aller Arten
dieses Stammes zuriickzufiihren: dem Apikalkomplex. Er besteht aus Conoid,
Polringen, priconoidalen Ringen und drei unterschiedlichen Organellen: den Rhoptrien,
den dichten Granula ("dense bodies" oder "dense granules") und den Mikronemata. Alle
drei Organelltypen sind sekretorisch aktiv. Apicomplexe Parasiten haben einen
typischen, dreiphasigen Entwicklungsgang mit Generationswechsel und konnen dabei je
nach Art in einem oder, infolge eines Wirtswechsels, in mehreren Wirten parasitieren.
Innerhalb des Stammes der Apicomplexa wird Toxoplasma der Klasse Sporozoea und
der Ordnung der Eucoccida zugeordnet. Die unten aufgefiihrte Aufstellung der
systematischen Einordnung von Toxoplasma (nach Mehlhorn und Piekarski, 1998) stellt
einen Auszug dar und ist teilweise noch umstritten. So werden teilweise die
Apicomplexa zusammen mit Ciliaten und Dinoflagellaten in eine neue Gruppe

Alveolata eingeordnet.
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Protozoa (Einzeller)
Stamm: Apicomplexa (Sporozoa)
Klasse: Sporozoea
Unterklasse: Coccidia
Ordnung: Eucoccidia
1. Unterordnung: Eimeriina 2. Unterordung: Haemosporina

Gattung: Toxoplasma Gattung: Plasmodium

2.3 Morphologie

Bei den Protozoa handelt es sich um meist parasitir lebende Einzeller. Die Zelle
wird von einer Zellmembran begrenzt, in ihrem Inneren befinden sich zahlreiche
Zellorganellen (Abb. 1), die jedoch in einzelnen Protozoengruppen unterschiedlich
ausgeprdgt sein konnen. Bei den beweglichen Stadien der Coccidien treten eine Reihe
gemeinsamer Merkmale auf, die in keiner weiteren Gruppe zu finden sind. Die
Zellbegrenzung besteht aus einer dreischichtigen Pellicula: Die dulere Membran, das
eigentliche Plasmalemma, umschliefit die gesamte Zelle, wihrend die beiden inneren
dem Plasmalemma untergelagerte Zisternen darstellen. Diese Zisternen werden als
Derivate des endoplasmatischen Reticulums (ER) beschrieben (Dubremetz und Torpier,
1978; de Melo und de Souza, 1997). Sie sind sowohl am Apex und am Ende der Zelle
unterbrochen und durch Polringe verstirkt, als auch durch eine seitliche Mikropore,
durch die eine Partikelaufnahme mittels Endocytose stattfinden kann (Nichols et al.,
1994). Die Pellicula wird durch eine Reihe von Mikrotubuli verstarkt, die am vorderen
Polring verankert sind und die Zelle zu etwa 2/3 threr Lange durchziehen.
Namensgebend flir den Stamm der Apicomplexa ist eine Ansammlung von speziellen
morphologischen Elementen und Organellen am apikalen Pol der motilen Stadien. Dies
sind zum einen das Conoid mit weiteren, zum Cytoskelett gehdrigen Elementen, und
zum anderen mehrere elektronendichte Kompartimente, die groBe Bedeutung bei der
Erkennung und Invasion der Wirtszellen haben (fiir einen Uberblick siche Dubremetz,
1998; Lingelbach und Joiner, 1998; Carruthers, 2002): Mikronemata, die zur
Wirtszellerkennung, Bindung an die Wirtszelle und Bewegung wichtig sind, Rhoptrien,
die an der Bildung der parasitophoren Vakuole beteiligt sind, und die dichten Granula,
deren Inhalt nach Etablierung der parasitophoren Vakuole ausgeschiittet wird. Das
Eindringen des Parasiten in die Wirtszelle ist ein aktiver Prozefl und erfolgt innerhalb
von 5-10 s (Dubremetz et al., 1998) im Gegensatz zur Phagocytose, die ca. zwei
Minuten bendtigt.

Apicomplexa enthalten auflerdem eine intrazelluldre Struktur pflanzlichen
Ursprungs, den sogenannten "Apicoplasten" (fiir eine Ubersicht siehe Maréchal und

Cesbron-Delauw, 2001). Der Apicoplast stellt ein Plastid dar, Apicomplexa haben somit
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Abb. 1: Schematische Darstellung und EM-Aufnahme von 7. gondii

A: Schematische Darstellung einer typischen Coccidienzelle (nach Scholtyseck und Mehlhorn,
1973), B: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Tachyzoiten von T. gondii
(Dubremetz, 1998). Die akuten, sich schnell teilenden Stadien (Tachyzoiten) der Toxoplasmen
gleichen morphologisch weitgehend den stoffwechseltrigen, sich langsam teilenden Stadien
(Bradyzoiten). A = Apicoplast, AM = duBere Membran, C = Conoid, D = dichte Granula,
ER = endoplasmatisches Reticulum, Go = Golgi-Apparat, HP = hinterer Polring, IM = innere
Membran, Mi = Mitochondrium, Mn = Mikronemata, Mp = Mikropore, Mt = subpelliculére
Mikrotubuli, Nm = Kernmembran, Np = Kernpore, N = Nucleus, Nu = Nucleolus, P = vorderer
Polring, Rh = Rhoptrien; Groenbalken jeweils 1 um.

zweil nicht kern-lokalisierte Genome: das mitochondriale Genom und eine vom Plastid
stammende zirkuldire DNA von 35 Kb. Der grofite Unterschied zwischen dem Genom
des Apicoplasten und den Genomen der Plastide hoherer Pflanzen oder Algen ist die
vollstindige Abwesenheit von Genen der Photosynthese. Apicoplasten sind von
insgesamt vier Membranen umgeben, was auf eine eukaryontische Alge nach einer
zweiten Endosymbiose als Vorldufer hinweist (McFadden et al., 1996; Kohler et al.,
1997). Jiingste Arbeiten haben gezeigt, dal die Parasiten 7. gondii und Plasmodium
falciparum  in  der Lage sind, das in Chloroplasten vorkommende
Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) und Digalactosyldiacylglycerol (DGDG) zu
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synthetisieren (Maréchal et al., 2002). Des weiteren konnte gezeigt werden, dall Epitope
von Proteinen des Apicoplasten mit denen von Chloroplasten-Proteinen aus
Landpflanzen verwandt sind (Maréchal et al., 2003). Der Apicoplast ist in der Lage
sowohl Fettsduren (Waller et al., 1998) als auch Vorldufermolekiile fiir [soprenoide zu
synthetisieren (Jooma et al., 1999). In P. falciparum kann die Fettsdure-Biosynthese
durch Triclosan (McLeod et al., 2001, Surolia und Surolia, 2001) oder Thiolactomycin
(Waller et al., 1998, 2003) inhibiert werden. Die Biosynthese von Isoprenoid kann
durch Fosmidomycin inhibiert werden (Jooma ef al., 1999). Diese Behandlungen fiihren
zum Absterben der Parasiten, wodurch gezeigt wird, dall der Apicoplast essentiell fiir

das Uberleben von apicomplexen Parasiten ist.

2.4 Entwicklungszyklus und Ubertragungswege

T. gondii durchlduft wie alle Sporozoen einen Generationswechsel. Dieser weist,
typisch fiir die Coccidien, drei Phasen auf (machfolgend aufgefiihrte Nummern
entsprechen der Numerierung in Abb. 2): Auf eine ungeschlechtliche und meist zu
hoher Parasitimie fithrende multiple Vermehrungsphase (Schizogonie) folgt die
geschlechtliche Gamogonie und daran anschlieBend die Sporogonie (Abb. 2; 1, 2). Des
weiteren weist 7. gondii einen Wirtswechsel auf. Endwirte fiir 7. gondii sind
ausschlieflich Felidae, in unseren Breitengraden hauptsichlich die Hauskatze, in denen
alle drei oben geschilderten Entwicklungsphasen ablaufen konnen. Als Zwischenwirt
kann, wie alle Sdugetiere und einige Vogel, auch der Mensch dienen (3-11).

Die geschlechtliche Vermehrung findet ausschlieBlich in Katzen statt. Diese
infizieren sich durch Oocysten (2), "Pseudocysten" und Gewebecysten (6, 11). Hierbei
werden die Sporozoiten bzw. Schizonten durch die Verdauungsenzyme von ihrer
Cystenhiille befreit, und die freigewordenen Stadien befallen die Zellen der Diinndarm-
Mukosa. Es erfolgt eine ungeschlechtliche multiple Vermehrung, die Schizogonie. Die
Merozoiten werden durch Schizogonie gebildet. Diese konnen entweder eine neue
Schizogonie einleiten oder sich zu Gamonten umwandeln, welche sich im Verlauf der
Gamogonie zu Makro- und Mikrogameten differenzieren. Der Mikrogamont macht die
fiir Coccidien typische Teilung durch und bildet kleine bewegliche Mikrogameten.
Nachdem Mikro- und Makrogamet zur Zygote verschmolzen sind, bildet diese eine
Wand aus und wird als Oozyste (1) ausgeschieden. Hieran schliefit sich eine weitere
ungeschlechtliche Vermehrung an, die Sporogonie (2). Im Freien entwickeln sich
innerhalb der Cyste in wenigen Tagen die fiir den ndchsten Wirt infektiosen
Sporozoiten. Geschiitzt durch die Cystenwand konnen diese bis zu einem Jahr und
langer iiberleben (Hutchinson, 1965; Hutchinson et al., 1970; Frenkel et al., 1970).
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Abb. 2: Entwicklungszyklus und Ubertragungswege von Toxoplasma gondii

Nur im Endwirt (Felidea) lduft der fiir Coccidien typische dreiphasige Zyklus mit
geschlechtlicher Vermehrung ab: Schizogonie, Gamogonie und Sporogonie (1, 2).
Zwischenwirte (Warmbliiter, z. B. Mensch) infizieren sich entweder durch Aufnahme von
Oocysten aus Katzenkot (2-6) oder durch Pseudo- bzw. Gewebecysten im Fleisch eines
infizierten Zwischenwirtes 1 (6-10). Zusitzlich kann im Zwischenwirt bei einer Erstinfektion
eine diaplazentare Infektion des Fdotus stattfinden (5.1, 9.1). EN = Endodyogenie, HC =
Wirtszelle, NH = Nucleus der Wirtszelle, OC = Oocyste, PC = Primére Cystenwand,
PV = Parasitophore Vakuole, RB = Restkorper, SP = Sporozoit, SPC = Sporocyste; (nach
Mehlhorn und Piekarski, 1998).

Ein Zwischenwirt kann sich nun ebenfalls durch orale Aufnahme von Oocysten
infizieren (2). Es erfolgt eine starke wungeschlechtliche Vermehrung durch
Endodyogenie (4 und 6 bzw. 8 und 10). Hierbei entstehen in der Ndhe des Zellkerns
Anlagen von zwei neuen Apikalkomplexen, und ohne daB es =zu einer
Chromosomenkondensierung  kommt, teilt sich der Zellkern (4). Die
Tochtertoxoplasmen werden grofler, bis schlieflich die Mutterzelle verschwindet. Fiir
ihre eigene Oberfliche verwenden die Tochterzellen dabei die &duBere Membran der

Mutterzelle. Eine Teilung findet alle 5-9 Stunden statt. Die Teilung findet bis zu einer
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Anzahl von ca. 256 Parasiten statt, so dall die Wirtszelle vollig mit Parasiten gefiillt ist
(Pseudocyste). AnschlieBend platzt die Zelle, die Tachyzoiten werden freigesetzt und
dringen in benachbarte Zellen ein (5). Im Gegensatz zu diesen sogenannten
Pseudocysten bildet 7. gondii nach einiger Zeit auch echte Gewebecysten (6, 10). Diese
von einer festen und widerstandsfahigen Cystenwand umgebenen Toxoplasmaformen
werden aufgrund ihrer langsamen Vermehrung Bradyzoiten genannt. Diese Dauerform
des Parasiten kommt bevorzugt im Gehirn, in der Muskulatur, speziell dem
Herzmuskel, aber auch in der Retina und in anderen Geweben vor. Diese Wartestadien
konnen durch den Genufl von rohem, infizierten Fleisch einen weiteren Zwischenwirt
befallen und dort ebenfalls iiber Endodyogenie und Cystenbildung zum Befall fiihren
(7-10). Werden sie jedoch von der Katze als Endwirt aufgenommen (6.1), initiieren sie
iiber die Entwicklung zu Schizonten den intrafelidaeen Zyklus erneut.

Bei einer Erstinfektion kann in vielen Zwischenwirten auflerdem noch eine

diaplazentare Ubertragung auf den Fotus erfolgen (5.1, 9.1).

2.5 Toxoplasmose

Toxoplasmose ist eine der hdufigsten parasitdren Zoonosen weltweit. Der Erreger
dieser Erkrankung kann, soweit bekannt, jede kernhaltige Zelle hoherer Wirbeltiere
infizieren. Von der adulten menschlichen Bevdlkerung sind 15-85% infiziert, hierbei
steigt eine Prdvalenz proportional zum Lebensalter an. Der Mensch kann sich auf

mehreren Wegen mit Toxoplasmen infizieren:

1) iiber Oocysten in Katzenkot

Oocysten, die aus der sexuellen Vermehrung der Toxoplasmen im Katzendarm
hervorgehen, werden mit dem Kot ausgeschieden. Nach 3-5 Tagen im Freien sind sie
sporuliert, d. h. sie enthalten 2 Sporocysten mit je 4 Sporozoiten. Diese fiir den

Menschen infektiosen Stadien sind sehr widerstandsfahig.

2) iiber rohes oder unzureichend gegartes Fleisch

Gewebecysten von Toxoplasma werden beim Verzehr von rohem Schweine-, Rind-
oder Schaffleisch aufgenommen. In Deutschland stellt fiir den Menschen infiziertes

Schweinefleisch die groBte Infektionsquelle dar.

3) durch konnatale Infektion

Die Erstinfektion einer Schwangeren flihrt unbehandelt in ca. 50% der Félle zu einer
Toxoplasmose des Kindes, wobei die Transmissionsrate vom ersten bis zum dritten
Trimenon deutlich zunimmt (von 25% auf 65%, Desmonts und Couvreur, 1974).
Gleichzeitig nimmt jedoch das Risiko sehr schwerer Schddigungen des Fotus mit dem
Verlauf der Schwangerschaft ab. FEine Infektion im ersten Trimenon der
Schwangerschaft fithrt meist zur Todgeburt, Friihgeburt oder Geburt eines

schwerkranken Kindes. Infektionen im zweiten Trimenon konnen zu einem Hirnbefall
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mit Hydrozephalus, intracerebralen Verkalkungen oder Chorioretinitis fiihren. Findet
die Infektion erst im letzten Trimenon statt, weisen die Kinder oft eine generalisierte
Infektion auf oder sind asymptomatisch. Jedoch droht 80-90% von ihnen eine

Chorioretinitis mit moglicher Erblindung bis zum 20. Lebensjahr.

4) durch Transplantate, die Gewebecysten enthalten

Transplantate, die Gewebecysten von Toxoplasma enthalten (vor allem Knochenmark),
bergen fiir immunsupprimierte Empfanger die Gefahr einer akuten Toxoplasmose. Auch

die Verabreichung von Vollblutpraparaten kann zur Infektion fiihren.

Im Normalfall verlduft eine Toxoplasmainfektion des Menschen asymptomatisch
oder mit milden Symptomen wie Fieber, Kopfschmerz, Frieren, Muskelschmerz,
Lymphdriisenentziindung oder starker Miidigkeit. Selten duBert sie sich mit einer
Lymphadenitis oder Enzephalitis.

Neben der Gefahr einer konnatalen Infektion bei erstinfizierten Schwangeren
spielt 7. gondii bei einer weiteren Personengruppe eine wichtige medizinische Rolle.
Bei latent infizierten Personen kann es aufgrund einer Immunsuppression zu einer
Reaktivierung der Gewebscysten mit nachfolgender cerebraler oder disseminierter
Toxoplasmose kommen. Hierzu bedarf es selektiver Immunerkrankungen des
lymphozytiren T-Zellsystems, speziell Unter- oder Fehlfunktionen der T-Helferzellen.
Dieser Zustand wird auch durch Behandlungen zur Verhinderung von
TransplantatabstoBBungen, bei malignen Leiden des lymphopoetischen Systems und bei
bestimmten Autoaggressionskrankheiten hervorgerufen. Ausschlaggebend fiir die
Reaktivierung einer Toxoplasmose diirfte hierbei der Mangel an T-Zellprodukten wie z.
B. Gamma-Interferon und Interleukin-2 sein (Vollmer et al., 1987).

Bei AIDS-Patienten stellt die cerebrale Toxoplasmose die hiufigste
opportunistische Infektion des zentralen Nervensystems dar. Nach der Ruptur von
Cysten im Gehirn kénnen die freigesetzten Toxoplasmen ungehemmt Zellen der
ndheren Umgebung befallen und durch deren Zerstérung zentrifugal auswachsende
Nekroseareale schaffen. Eine ebenfalls schwerwiegende und zum Tode fiihrende
Manifestation kann der Befall der Lungen sein. Auch hier kommt es zu Nekroseherden.
Ein an sich zu erwartender perakuter Verlauf mit generalisierter organzerstdrender
Toxoplasmose kommt bei AIDS-Patienten nicht vor, obwohl sich wesentlich mehr
Toxoplasmacysten aullerhalb des Gehirns befinden als innerhalb (Adair ef al., 1989). In
Deutschland haben ca. 40% der AIDS-Patienten mit einer cerebraltoxoplasmotischen
Manifestation zu rechnen. Jedoch weisen nur 30-50% der AIDS-Patienten, die
chronisch mit 7. gondii infiziert sind, eine Toxoplasmaencephalitis auf, so wie auch nur
die Halfte der Infektionen wéhrend der Schwangerschaft zu einer congenitalen
Schidigung des Neugeborenen fiihren. Dies weist auf eine unterschiedliche Virulenz

verschiedener Toxoplasma-Stdmme hin.
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Aufgrund der hohen Durchseuchungsrate der Weltbevolkerung mit Toxoplasma
und einer hohen Anzahl mit dem AIDS-Virus infizierter Menschen muf3 vor allem in
Asien und Afrika damit gerechnet werden, dal in den nichsten Jahren und Jahrzehnten
Hunderttausende bis Millionen von Menschen an Cerebraltoxoplasmose erkranken und

sterben konnten.

2.6 Glycosylphosphatidylinositole

Lange Zeit war das Prinzip der Verankerung von Proteinen in Plasmamembranen
durch eine (z. B. Glycophorin A) oder mehrere (z. B. Bakteriorhodopsin) hydrophobe
Transmembrandoménen die einzig bekannte Moglichkeit. Mitte der siebziger Jahre gab
es aber Hinweise darauf, daB3 fiir die stabile Membranverankerung von Proteinen auch
andere Strukturen in Frage kommen. Durch Behandlung mit einem bakteriellen Enzym,
der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PI-PLC), konnten bestimmte
Membranproteine von der Zelloberfliche abgelost werden (Low und Finean, 1977,
Low, 1990). Es wurde darauthin ein Membrananker auf der Basis eines
Phosphatidylinositols postuliert. Untersuchungen am Hauptoberflichenprotein VSG
("variant surface glycoprotein") von Trypanosoma brucei brucei ergaben weiterhin, daf3
der Carboxyterminus des Proteins iiber eine Peptidbindung an ein Ethanolamin und ein
Kohlenhydrat gebunden ist (Holder und Cross, 1981; Holder, 1983). Diese
Beobachtungen fiihrten schlieBlich zu dem Konzept des Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-Membranankers (Cardoso de Almeida und Turner, 1983; Ferguson und Cross,
1984; Ferguson et al., 1985; 1988). Die erste vollstindige Struktur eines GPI-Ankers
wurde fiir das variable Oberflichen-Glycoprotein ("variant surface glycoprotein", VSG)
von T. b. brucei beschrieben (Ferguson et al., 1988).

Proteine entstehen durch Translation an den Ribosomen, wobei der genetische
Code der m-RNA in eine Aminosduresequenz umgesetzt wird. Die meisten der
gebildeten Proteine werden anschlieBend cotranslational oder posttranslational
modifiziert, damit sie ihre endgiiltige Struktur und somit ihren Funktionszustand
erhalten. Bekannt sind Modifikationen durch Fettsduren, Phosphat, Isoprenoide,
Glycane oder Kombinationen dieser Substituenten. Haufig sind diese Modifikationen
fiir die Funktion der Proteine und/oder ihren Transport in der Zelle von entscheidender
Bedeutung (fiir eine Ubersicht siehe "Lipid Modifications of Proteins", Eds. Milton und
Schlesinger, 1993; Clayton et al., 1995; Baumann und Menon, 2002).

Beispiele fiir Glycanmodifikationen von Proteinen sind N-Glycosylierung und O-
Glycosylierung. Es handelt sich dabei um die Ubertragung von Oligosaccharidketten,
die auf bestimmte Aminoséduren iibertragen werden konnen. N-Glycane werden iiber das
Stickstoffatom der Seitenkette der Aminosdure Asparagin gebunden. Dabei muf} sich
Asparagin innerhalb einer bestimmten Aminosduresequenz (Asp-X-Ser/Thr) befinden.

Das Hauptoberflichenprotein SAG1 (surface antigenl) von T. gondii besitzt eine
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potentielle Ankniipfungsstelle fiir N-Glycane, die jedoch nicht genutzt wird (Zinecker et
al., 2001). O-Glycane sind Oligosaccharidketten, die liber eine Hydroxylgruppe der
Aminosduren Serin oder Threonin an das Protein gebunden werden. Bei T. gondii
wurden O-Glycane auf dem Protein GRA2 nachgewiesen (Zinecker et al., 1998). Die
Bindung an Glycosylphosphatidylinositole (GPIs) stellt eine weitere Mdglichkeit der
posttranslationalen Modifikation von Proteinen durch Glycane dar (Ferguson et al.,
1985; Ferguson 1999). GPIs bilden eine Klasse von Glycolipiden, die bei allen
Eukaryonten vorkommt. Sie kommen sowohl in freier als auch in proteingebundener
Form vor (Kinoshita et al., 1997). Als freie GPIs stellen sie Stoffwechselprodukte dar
und erfiillen zahlreiche Funktionen (sieche Abschnitt 2.7; Kinoshita und Inoue, 2000).
Sind GPIs an Proteine gebunden, verankern sie diese in der Zellmembran (Ferguson,
1999). Vor allem fiir Protozoen stellt die Proteinverankerung iiber GPIs die wichtigste
Form dar. So sind zahlreiche Hauptoberflichenproteine mit GPIs in der Membran
verankert (VSG bei T. brucei; MSP bei P. falciparum; SAG1 bei T. gondii)

2.7 Funktion und Bedeutung der GPIs

Die primédre Funktion von GPIs ist die Verankerung von Proteinen auf der
AuBenseite eukaryontischer Plasmamembranen (Schenkmann et al., 1988). Die
Anheftung des GPI-Ankers stellt dabei eine alternative Moglichkeit zur stabilen
Protein-Verankerung in Membranen dar (McConville und Ferguson, 1993). Es sind
zahlreiche Proteine bei den verschiedensten eukaryontischen Organismen bekannt, die
durch GPI in der Zellmembran verankert sind. Dabei gibt es wichtige Unterschiede zu
der direkten Verankerungsmoglichkeit durch hydrophobe Proteinanteile (Field und
Menon, 1992).

GPI-verankerte Proteine sind bei einer Vielzahl von Prozessen beteiligt: Zum
Beispiel das neutrale Zelladhdsions-Molekiil NCAM-1 bei der Zelladhdsion (Powell et
al., 1991), der decay accelerating factor (DAF) bei enzymatischer Katalyse oder die 5'-
Nukleotidase in der Zellmembran (Caras und Weddel, 1988; Stochaj et al., 1989).
Weiterhin weisen Untersuchungen darauf hin, da3 die GPI-Verankerung von Proteinen
eine Rolle beim intrazelluldren Transport spielt, z. B. fiir den gerichteten Transport zur
apikalen Membran von Madin Darby Canine Kidney- (MDCK-)Zellen (Lisanti et al.,
1990; 1991). In Hefe ist die GPI-Biosynthese und -Verankerung iiberlebenswichtig fiir
die Zellen (Leidich et al., 1994) und GPIs spielen eine Rolle bei der Synthese und dem
Aufbau der Zellwand (Kollar ez al., 1997).

Protozoen haben meist einen deutlich hoheren Anteil GPI-verankerter Proteine an
der Zelloberfliche als hohere Eukaryonten. Die GPI-Verankerung des
Hauptoberflichenproteins VSG von T. b. brucei bietet beispielsweise dem Parasiten den
Vorteil, dessen so verankertes VSG sehr dicht packen zu konnen (Cross, 1996;
Ferguson, 1999). Das dicht gepackte VSG verhindert das Eindringen von
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Makromolekiilen in diesen Proteinmantel. Da die Makromolekiile des
Komplementsystems auf diese Weise von der Zellmembran ferngehalten werden, ist der
Parasit vor diesem Abwehrmechanismus seines Wirtes weitgehend geschiitzt (Ferguson,
2000). Auch die eigentliche Struktur der GPIs unterstiitzt diese Schutzwallbildung
(Homans et al., 1989).

GPI-verankerte Proteine in lipid-reichen Mikrodoméinen der Zellmembran
(sogenannte '"rafts") haben eine besondere Bedeutung bei Signaltransduktions-
Prozessen von Proteinkinasen der src-Familie (Stulnig et al., 1998; Kasahara und Sanai,
2000). Botenstoffe konnen dort lokalisierte Proteinkinasen aktivieren, durch deren
Produkte weitere Schritte einer Signalkaskade aktiviert werden (Tachado et al., 1997).
Auf diese Weise kann durch ein Signal an der Zellmembran der Aktivierungszustand
einer Zelle beeinfluBt werden (Tachado et al., 1999). Durch Untersuchungen an
Lymphozytenantigenen (z. B. CD 59, Thy-1 und CD 55 (DAF)) konnte gezeigt werden,
daB identische Oberflichenantigene je nachdem, ob sie durch GPI oder durch eine
transmembrane Proteinkomponente verankert sind, unterschiedlich reagieren. So
konnten bemerkenswerterweise nur die GPI-verankerten Antigene nach Bindung mit
Antikorpern eine Signaltransduktion auslosen (Schofield et al., 1994; Tachado et al.,
1999). Dariiber hinaus wird diskutiert, ob GPIs auch direkt als "second messenger" auf
die Signalgebung der Zelle EinfluB nehmen konnen. Es ist denkbar, da3 verschiedene
GPIs (freie und/oder proteingebundene GPIs) unterschiedliche Funktionen in Zellen
wahrnehmen (Gaulton und Pratt, 1994). Sowohl Kohlenhydrat- als auch Lipidanteil der
GPIs konnen fir die Aktivierung verschiedener Signalwege verantwortlich sein.
Untersuchungen an Makrophagen zeigen, da3 die Zuckerkomponenten verschiedener
parasitidrer GPIs ausreichen, um Protein-Tyrosin-Kinasen zu aktivieren (Tachado ef al.,
1997). Zusitzlich konnen GPI-Diacylglycerole eine Calcium-unabhidngige Form der
Proteinkinase C aktivieren (Tachado et al., 1997). Diese beiden Signalkaskaden sind
beteiligt an der Regulation der Genexpression von Interleukin-1, TNF-a und der NO-
Synthetase (Tachado et al., 1996; 1997; Almeida et al., 2000; Debierre-Grockiego et
al., 2003). Dies hat vor allem fiir das Verstindnis der Pathophysiologie der
Malariaerkrankung und der Toxoplasmose Bedeutung. Aus P. falciparum freigesetzte
GPIs konnen einerseits iiber diesen Mechanismus zu extrem hohen TNF-a-Spiegeln
flihren und die Ausschiittung von IL-1 und NO als weitere wichtige
Entziindungsmediatoren mitbeeinflussen. Dariiber hinaus sind GPIs auch an der
Expressionsregulation von verschiedenen Zelladhidsionsmolekiilen (ICAM-1, VACM-1,
E-Selectin) beteiligt (Vijaykumar et al., 2001; Miller et al., 2002), die eine wichtige
Rolle beim Krankheitsbild der cerebralen Malaria spielen (Ho und White, 1999). Ein
weiterer pathophysiologisch interessanter Aspekt ist die insulinmimetische Wirkung der
GPIs. Anfang der neunziger Jahre sah Saltiel GPIs als mogliche "second messenger" der

Signaltransduktion der Insulinantwort an (Saltiel, 1991; 1996). Da auch im Verlauf
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einer Malariaerkrankung gefahrliche Hypoglykdmien auftreten konnen, wurden GPIs
auch hier zum Gegenstand der pathophysiologischen Forschung. Es zeigte sich, daf3
GPIs von P. falciparum in Adipocyten Glucoseoxidation und Lipogenese auslosen
konnen. Auch im Tierversuch konnte nach Applikation von GPIs aus P. falciparum ein
Abfall der Blutglucose registriert werden (Schofield und Hackett, 1993; Schofield et al.,
1993).

2.8 Struktur und Vorkommen der GPIs

GPIs wurden zundchst bei dem Protozoon 7. b. brucei entdeckt und charakterisiert
(Ferguson et al., 1985; Ferguson et al., 1988). Spéter folgten dann Charakterisierungen
bei zahlreichen anderen eukaryontischen Organismen (fiir eine Ubersicht siehe
McConville und Ferguson, 1993; Gerold et al., 1996b, Eckert et al., 1996; Ferguson,
1999). Mittlerweile ist eine Vielzahl von Proteinen bei den verschiedensten
Eukaryonten bekannt, die liber einen GPI-Membrananker verfiigen (McConville und
Ferguson, 1993, Englund, 1993). Beispiele dafiir sind bei hoheren Lebewesen die
alkalische Phosphatase in Hepatocyten (Kihn ef al., 1990) oder die Acetylcholinesterase
aus Erythrozyten (Hooper, 1997) sowie Prion-Proteine, welche die Erreger der Bovinen
Spongiformen Encephalopathie (BSE), Scrapie und Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK)
darstellen (Prusiner, 1996). Daneben wurden auch zahlreiche freie und
proteingebundene  GPIs hinsichtlich ihrer Struktur untersucht. Bei diesen
Untersuchungen zeigte sich, daB3 es eine in den verschiedenen Organismen gleiche
Grundstruktur der GPIs gibt (graphische Darstellung der Grundstruktur s. Abb. 3; Field
und Menon, 1992; McConville und Ferguson, 1993), die durch Anheftung einer
Vielzahl von Substituenten variiert wird (McConville und Ferguson, 1993; Gerold et
al., 1996b; Eckert et al., 1996; Ferguson, 1999).

GPIs bestehen aus einem Ethanolaminphosphat, das mit der C-terminalen
Aminosiure des Proteins eine Peptidbindung eingeht. Uber eine Phosphodiesterbindung
ist das Ethanolamin auf der anderen Seite mit einem Trimannosyl-Glycan verbunden
(Ferguson et al., 1994). Der Glycananteil kann stark variieren (Ferguson, 1999). Immer
gleich ist jedoch die evolutionir hochkonservierte Glycan-Grundstruktur, bestehend aus
drei a-gebundenen Mannosen (Mannosea 1-2Mannosea 1-6Mannose), die an ein nicht-
acetyliertes Glucosamin gebunden sind. An das Glucosamin schlieBt sich das
Phosphatidylinositol an, an das der Lipidanteil gebunden ist (McConville und Ferguson,
1993). Der hydrophobe Anteil kann sowohl aus an Glycerol gebundenen Fettséduren
oder langkettigen Alkoholen, als auch aus Ceramiden aufgebaut sein (Ubersicht:
Englund, 1993, Field und Menon, 1992, Ferguson, 1999). Eine hiufige Modifikation ist
die Acylierung des Inositols an der C2-Position (Treumann et al., 1995), die eine
Spaltung des GPI-Molekiils durch PI-PLC verhindert (McConville und Ferguson,
1993).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Konservierten Grundstruktur und

Variationsméglichkeiten von GPI-Membranankern

Schwarz dargestellt ist die konservierte Grundstruktur von GPI-Ankern. Sie besteht aus einem
Ethanolaminphosphat (EtN-P), an das der C-Terminus von Proteinen gekniipft wird, dem
Trimannosyl-Core-Glycan, nicht-acetyliertem Glucosamin (GlcN), Inositol (Ino) und einem
Phospholipid. Der Lipidteil kann aus Fettsduren, langkettigen Alkoholen oder Ceramiden
bestehen, zusétzlich kann das Inositol acyliert sein. Grau dargestellt sind Seitengruppen, durch
die GPIs modifiziert sein konnen. Die grau unterlegten Boxen zeigen einige Beispiele fiir
beschriebene Variationen der Grundstruktur. Man = Mannose, Glc = Glucose, Gal = Galactose,
GlcNAc = N-Acetyl-Glucosamin,  GalNAc = N-Acetyl-Galactosamin, = NANA = N-Acetyl-
neuraminsaure.

2.9 GPIs und das "Low Molecular Weight Antigen' von 7. gondii

Die Hauptoberflichenproteine P30 (SAG1), P43 (SAG3), P22 (SAG2), P35 und
P23 (SAG4) in der Membran von Tachyzoiten sind durch GPIs inseriert (Nagel und
Boothroyd, 1989, Tomavo et al., 1989; 1993). Durch umfangreiche Radio-
markierungsexperimente von 7. gondii-Kulturen und zellfreien Membranpriparationen
aus Toxoplasmen konnten die Strukturen der GPI-Anker und deren Vorldufermolekiile
charakterisiert werden. Zunédchst wurde in in vitro-Experimenten ein Strukturvorschlag
der Form EtN-Man;(GalNAc)GIcN-PI erarbeitet (Tomavo et al., 1992¢), dem auch die
Struktur des Ankers des Oberflachenproteins P23 entsprechen soll (Tomavo et al.,
1993). AuBlerdem wurden am Inositol acylierte, vermutlich transiente

Mannosylierungsintermediate beschrieben (Tomavo et al., 1992¢; Striepen et al., 1997).
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Abb. 4: GPI-Struktur von 7. gondii (Striepen et al., 1997; Zineker et al., 2001)

Dargestellt ist die Struktur des Glycolipids II von T. gondii mit endstindigem
Ethanolaminphosphat, S1-4GalNAc-a1-4Glc-Seitenkette und zwei Fettsduren. Glycolipid 11
wird zur Verankerung von Oberflichenproteinen, z. B. SAG1, verwendet oder kommt als freies
Glycolipid auf der Parasitenoberfldche vor. Es unterscheidet sich von den anderen Toxoplasma-
Glycolipiden durch das Vorhandensein von Ethanolaminphosphat und Glucose, sowie in der
Fettsdurezusammensetzung (Abkiirzungen vgl. Abb. 3).

Weiterfiihrende Untersuchungen der freien GPIs offenbarten eine weitere Modifikation
des N-Acetyl-Galactosaminrestes durch eine a1-4-gebundene Glucose (Abb. 4, Striepen
et al., 1997). Es zeigte sich auch, dal} es sich bei dieser Struktur um das sogenannte
"Low Molecular Weight Antigen" handelt: In den 80er Jahren wurden umfangreiche
Western-Blot Analysen mit menschlichen Infektionsseren durchgefiihrt, um fiir
diagnostische Zwecke Marker fiir eine akute Infektion zu bestimmen (Sharma et al.,
1983, Potasman et al., 1986; Potasman et al., 1987; Rotmanns et al., 1988).

Die Diagnose einer akuten Infektion ist vor allem in der Schwangerenvorsorge
von grofler Bedeutung. Wihrend Immunglobuline der Klasse G eine Vielzahl von
Toxoplasma-Molekiilen erkennen, bleibt das Spektrum von IgM auf P30, P22 und ein
bis dahin unbekanntes Antigen mit niedrigem Molekulargewicht ("Low Molecular
Weight Antigen") beschriankt (Sharma et al., 1983). Erste Untersuchungen ergaben
Hinweise auf ein Glycokonjugat mit dem Postulat eines Glycopeptids (Sharma et al.,
1983). In nachfolgenden Studien konnte gezeigt werden, dal das "Low Molecular
Weight Antigen" mit organischen Solventien (Chloroform/Methanol/Wasser, 10:10:3)
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extrahierbar und in  der  Diinnschichtchromatographie = darstellbar st
(Striepen et al., 1991).

Erste Charakterisierungen legten nahe, dal es sich um hochglycosylierte
Glycolipide des Glycosylphosphatidylinositol-Typs handeln konnte (Striepen et al.,
1991; Striepen et al., 1992). Dieses wurde dann durch umfangreiche Analysen bestitigt
(Striepen et al., 1997). Parallele Untersuchungen an dem Membrananker des
Hauptoberflichenproteins P30/SAGI1 offenbarten eine Heterogenitit des verwendeten
Ankertyps. Es konnte gezeigt werden, dall zwei verschiedene Glycosylierungsformen,
mit und ohne Glucose, im GPI-Anker von SAG1 vorkommen (Zinecker ef al., 2001).

Die Fettsdurezusammensetzung der untersuchten GPIs ist heterogen (Striepen et
al., 1997). Die GPI-Anker der Oberflachenproteine P23/SAG4 und P30/SAGI bestehen
jedoch zum iiberwiegenden Teil aus Dipalmitoylglycerol (Tomavo et al., 1993;
Zinecker et al., 2001). Spekuliert wird {iber ein sogenanntes Fettsdure-"Remodelling",
wie es bei T. b. brucei stattfindet (Masterson et al., 1990; Buxbaum et al., 1994).

2.10 GPI Biosynthese und Topologie

Der erste Schritt in der GPI-Anker Biosynthese ist die Ubertragung von N-Acetyl-
Glucosamin (GIcNAc) mit UDP-GIcNAc als Donor auf Phosphatidylinositol (PI) zur
Bildung von GIcNAc-PI (Abb. 5; Masterson et al., 1989; Menon et al., 1990; Stevens
und Raetz, 1991; Costello und Orlean, 1992; Kinoshita et al., 1997). Bereits dieser erste
Schritt der GPI-Anker-Biosynthese erfolgt an einem Enzymkomplex aus mindestens
sechs assoziierten Proteinen (Watanabe et al., 1998; 2000; Shams-Eldin et al., 2002) -
ein Hinweis auf die Komplexitit der GPI-Biosynthese. In der zweiten Reaktion erfolgt
die de-N-Acetylierung (Doering et al., 1989; Kinoshita und Inoue, 2000), wodurch
GIcN-PI entsteht. Das dafiir verantwortliche Enzym, die GlcNAc-PI de-N-Acetylase, ist
das bisher einzige Enzym in der GPI-Anker Biosynthese, das teilweise gereinigt und
biochemisch charakterisiert werden konnte (Milne et al., 1994; Nakamura 1997). Folgt
man dem Grundschema, werden nun drei Mannosen von Dolicholphosphat-Mannose
(Dol-P-Man) als Donor (Menon et al., 1990a) iibertragen. AbschlieBend wird
Ethanolaminphosphat von Phosphatidylethanolamin auf die terminale Mannose des
Core-Glycans iibertragen (Menon et al., 1993).

Wie zu vermuten, gibt es bei den Strukturunterschieden der GPIs verschiedener
Organismen auch Abweichungen bei der GPI-Anker-Biosynthese. So wird zum Beispiel
bei P. falciparum in Analogie zur GPI-Biosynthese in Sdugetierzellen (Englund, 1993)
eine Fettsdure an das Inositol gekniipft, bevor die Mannosen auf das deacetylierte
Glucosamin {ibertragen werden (Gerold et al., 1994; 1999). Bei T. brucei finden
Acylierung und Deacylierung des Inositols parallel zu den Mannosylierungsschritten,
friihestens aber nach Ubertragung der ersten Mannose statt (Giither und Ferguson, 1995;
Smith et al., 1999). Diese hydrophobe Modifikation verhindert bei diesen GPIs die
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Spaltung durch das Enzym (G)PI-PLC. Auch fiir 7. gondii wurden solche PI-PLC-
resistente Zwischenprodukte beschrieben (Tomavo et al., 1992c¢; Striepen et al., 1997).
Weiterhin geht in Siugerzellen einer Ubertragung der Mannosereste zwei und drei die
transiente Anheftung von Ethanolaminphosphat an den ersten Mannoserest voraus
(Hong et al., 1999). Bei T. brucei wiederum erfolgt nach dem Fertigstellen der GPI-
Grundstruktur ein Austausch der Fettsduren am Glycerol, das sogenannte "fatty acid
remodelling" (Masterson et al., 1990; Giither und Ferguson, 1995). Die Substitution der
GPI-Grundstruktur erfolgt bei den bisher untersuchten Protozoen des Stammes
Apicomplexa vor der Ubertragung auf das Protein. Bei P. falciparum beispielsweise
wird terminal ein zusdtzlicher Mannoserest in al-2-Bindung (Gerold et al., 1994) und
bei P. yoelii yoelii an dieser vierten Mannose ein weiteres Ethanolaminphosphat
(Kimmel et al., 2003) angefiigt. Im Gegensatz dazu erfolgt eine Modifikation der GPIs

bei Vertretern der Familie Trypanosomatidae erst nach Ubertragung auf das Protein.

%iQJ@?H\I@

CDP-EtN
/ UDP-Glc

PE

UDP-GalNAc
GDP-Man

Dol-P-Man 4/

. cetyl [ = Phosphatidylinositol
= N-Acetyl-Glucosamin

= Glucosamin

Endoplasmatisches Reticulum

\

= Mannose

o
[

/ \ O = Ethanolaminphosphat
o
o

= N- Acetyl-Galactosamin
UDP-GIcNAc
Nucleus

= Glucose
Abb. 5: Schematische Darstellung der GPI-Biosynthese in 7. gondii

GPI-Anker werden schrittweise am endoplasmatischen Reticulum (ER) synthetisiert. Die
Reaktion startet mit der Ubertragung von N-Acetyl-Glucosamin auf Phosphatidylinositol und
anschlieBender de-N-Acetylierung. Darauf folgend werden drei Mannosen, N-Acetyl-
Galactosamin, Glucose und abschlieBend Ethanolaminphosphat {ibertragen. Die Donoren der
einzelnen Komponenten sind, soweit bekannt, angegeben. Lediglich der Donor fiir die GalNAc-
Modifikation ist nicht bekannt. Die Ubertragung des fertigen GPI-Ankers auf das Protein erfolgt
im Lumen des ER. Die GPI-verankerten Proteine und freie GPIs werden auf dem sekretorischen
Weg iiber den Golgi-Apparat an die Parasitenoberfliche transportiert. PM = Plasmamembran,
PE = Phosphatidylethanolamin.
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Bei T gondii sind GPIs durch eine Seitenkette bestehend aus
B1-4GalNAcal-4Glc an der innersten Mannose modifiziert (Struktur siche Abb. 4;
Striepen et al., 1997; Zinecker et al., 2001). Ein Teil der auf die Oberfliche
gelangenden GPIs (sowohl proteinverankernde als auch freie GPIs) sind allerdings nicht
glucosyliert (Striepen et al., 1997, Zineker et al., 2001). Die Ubertragung der Glucose
erfolgt direkt von UDP-Glucose als Donor (Striepen et al., 1999). Der Donor fiir die
GalNAc-Modifikation konnte bisher nicht identifiziert werden. Es gibt jedoch Hinweise
darauf, daB UDP-GalNAc nicht der direkte Donor ist, sondern ein lipophiler Ubertriger
zwischengeschaltet ist (Tomavo et al., 1992c, Hyams, 1998). Die so vorbereiteten GPI-
Ankervorldufer werden schlieBlich in einer Transamidase-Reaktion auf naszente
Proteine unter Abspaltung einer etwa 20 Aminosdurereste langen, hydrophoben C-
terminalen Signalsequenz {ibertragen (Ferguson, 1999; Ikezawa, 2002). Die einzelnen
Biosyntheseschritte bei 7. gondii sind in Abbildung 5 zusammengefal3t.

Sowohl in Trypanosomen als auch in einer Thy-1" Mauszellinie konnte gezeigt
werden, dall frilhe, noch nicht mannosylierte Biosyntheseintermediate auf der
cytoplasmatischen Seite des ER gefunden werden (Vidugiriene und Menon, 1993;
1994). Bestitigt werden diese Ergebnisse durch Untersuchungen an verschiedenen
weiteren Sdugerzellen. Es wurden GPI-defiziente Mutanten identifiziert und in
verschiedene Komplementationsklassen mit unterschiedlichen Genprodukten eingeteilt
(Kinoshita et al., 1997). So wurde fiir zwei Genprodukte des GIcNAc-
Transferasekomplexes (PIG-A und PIG-H fiir Phosphatidylinositolglycan Klasse A und
H; Watanabe ef al., 1996) und die GIcNAc-PI de-N-Acetylase (PIG-L; Nakamura et al.,
1997) eine cytosolische Orientierung nachgewiesen. Zwei weitere humane
Komplementationsmutanten  deuten  darauf hin, daB die anschlieBenden
Mannosylierungsschritte im Lumen des ER erfolgen: PIG-M codiert fiir ein Protein, das
die erste Mannose auf GIcN-PI iibertrdgt (Maeda et al., 2001) und PIG-B fiir ein
Protein, welches die dritte Mannose von GPI-Ankern tlibertragt (Takahashi et al., 1996).
Beide Gene codieren flir Transmembranproteine des ER mit funktionellen Doménen,
die zum Lumen des ER gerichtet sind. Bei Trypanosomen dagegen wurden auch die
mannosylierten Biosyntheseintermediate zu einem iiberwiegenden Teil auf der
cytoplasmatischen Seite nachgewiesen (Vidugiriene und Menon, 1994). Durch diese
Untersuchungen wird jedoch nicht klar, auf welcher Seite des ER die Ubertragung der
einzelnen Mannosen erfolgt. Bisher ist es auch nicht gelungen, in dem biochemisch sehr
gut untersuchten Trypanosomen-System GPI-defiziente Mutanten herzustellen. Durch
Gensequenzvergleiche konnten aber einige Homologe identifiziert werden, z. B. das
T. brucei pig-B Gen (Siitterlin et al., 1998). Da es Unterschiede bei den Komponenten
des GPI-Biosyntheseapparates zwischen verschiedenen Arten gibt, lassen sich nicht
unbedingt Riickschliisse vom humanen System auf protozodre Systeme ziehen. So gibt

es beispielsweise biochemische Hinweise darauf, da3 die de-N-Acetylase und die erste
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Mannosyltransferase in 7. brucei und Leishmania major assoziiert sind, nicht aber in
humanen Zellen (Smith et al., 1997a, b; Sharma et al., 1997). Diese Unterschiede
bergen die Moglichkeit, spezifisch in die GPI-Biosynthese von pathogenen Organismen
einzugreifen, ohne den Wirt zu schidigen (Smith ez al., 1997b).

Wie oben beschrieben findet die Biosynthese zumindest der friihen GPI-
Ankervorldufer vermutlich auf der cytoplasmatischen Seite des endoplasmatischen
Reticulums statt (Menon und Vidugiriene, 1994; Vidugiriene et al., 1999; Kinoshita et
al., 1997). Die Ubertragung des GPI-Ankers auf das Protein findet hingegen auf der
luminalen Seite des ER statt. Deshalb wird die Existenz einer "Flippase" postuliert, die
den Transport der cytosolisch gefertigten Glycolipide ins Innere des ER gewdhrleistet
(Menon und Vidugiriene, 1994; Vidugiriene et al., 1999). Bisher konnte noch keine
solche Flippase gereinigt werden. Jedoch ist es kiirzlich gelungen, in rekonstituierten
Proteoliposomen aus Ratten-ER eine um das 15-fach erhohte Flippase-Aktivitit

nachzuweisen (Gummadi und Menon, 2002).

2.11 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zur intrazelluldren
Kompartimentierung der GPI-Anker-Biosynthese in 7. gondii beschrieben. Ziel war es,
die Orientierung der GPI-Biosyntheseintermediate in der Membran des
endoplasmatischen Reticulums darzustellen. Hierzu sollte ein System aus
permeabilisierten 7. gondii-Parasiten etabliert werden, bei denen die Zellmembran
sowohl fiir Nukleotidzucker, als auch fiir PI-PLC durchléssig wird, das ER jedoch intakt
bleibt. GPI-Biosyntheseintermediate sollten anschlieBend mit radioaktiv markierten
Nukleotidzuckern gebildet und ihre cytoplasmatische oder luminale Orientierung in der
ER-Membran durch Behandlung mit PI-PLC gepriift werden. Nach Extraktion der
verbliebenen Glycolipide sollten diese mittels Diinnschichtchromatographie dargestellt
und untersucht werden. Cytoplasmatisch orientierte GPI-Biosyntheseintermediate sind
in permeabilisierten Zellen zuginglich fir PI-PLC, luminale nicht. In einem ersten
Schritt  sollte  die  cytoplasmatische  Orientierung  der  friihen  GPI-
Biosyntheseintermediate nach Markierung mit UDP-[?*H]GlcNAc {iberpriift werden. In
weiteren Schritten sollte die Orientierung der mannosylierten und anschlieend der
durch Seitenketten modifizierten Intermediate untersucht werden. Kenntnisse tiber den
genauen GPI-Biosyntheseweg bei Protozoen, hier 7. gondii, sollen genutzt werden, um
Unterschiede zum Syntheseweg ihrer Wirtszellen aufzudecken. Diese Unterschiede
bieten Ansatzpunkte fiir den Einsatz von parasiten-spezifischen Substratanaloga oder
Inhibitoren, mit dem Ziel Grundlagen einer Chemotherapie protozodrer Krankheiten zu

erarbeiten.



3 Material und Methoden

3.1 Gerite, Plastikwaren, Enzyme, Feinchemikalien, Medien und

Radioisotope

3.1.1 Gerite

Analysenwaage Mettler AT 250

Biolmager Fujifilm BAS-1000

Blot-Apparatur

DC-Platten-Scanner LB 2842

Dionex-HPAEC, Typ BIO LC

Diinnschichtplatten (Si-60)

Elektronenmikroskop Zeiss 109

ELISA-Reader PR 2100

Entwicklermaschine Gevamatic 60

Feinwaage Mettler PM 460

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiophot
mit CCD-Kamera Intas Spot™

Fliissigkeitsszintillations-Zdhler LS 1801

Gelelektrophoresekammer

Gelelektrophoresekammer

Geltrockner

Heizblock

Heizofen

Kiihlzentrifuge 5417R

Kiihlzentrifuge Minifuge T

Mikroskop Laborlux S

P4-Sdulen (1 x 150 cm)

pH-Meter CG822

Spannungsquellen

Spektrophotometer Miltron Roy 3000

Tischzentrifuge pico

Ultramikrotom III

Ultraschallbad Branson 3200

Ultrazentrifuge TL-100 mit Rotor TLA-45

Vakuumkonzentrator, Typ SC 200

Mettler, Rabenau-Londorf
Raytest, Straubenhardt
von Keutz, Reiskirchen
Berthold, Wildbad
Dionex, Sunnyvale, USA
Merck, Darmstadt

Zeiss, Gottingen

Sanofi Diagnostics Pasteur, Freiburg

Agfa-Gevaert, Koln

Mettler, Rabenau-Londorf
Zeiss, Gottingen

Diagnostic Intruments Inc., USA
Beckmann, Miinchen
Hoefer, San Francisco, USA
von Keutz, Reiskirchen

von Keutz, Reiskirchen
Labor Technik Barkley, Bielefeld
Holzbauer, Marburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Leitz, Wetzlar

Vogel, Giellen

Schott, Hofheim

von Keutz, Reiskirchen
Fischer, Frankfurt

Heraeus, Hanau

LKB, Stockholm, Schweden
Branson, Niederlande
Beckmann, Miinchen

Savant Instruments, San Francisco, USA
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3.1.2 Plastikwaren

Gewebekulturflaschen und Plastikrohrchen wurden von den Firmen Greiner
(Frickenhausen), Becton Dickinson Labware (Falcon, Lincoln Park, USA), Costar
(Cambrigde, USA) und Nunc (Wiesbaden-Biebrich) bezogen. Sonstige Plastikwaren
stammten von den Firmen Becton Dickinson Labware, Zinser (Frankfurt), Greiner,
Millipore (Eschborn), Sarstedt (Niimbrecht-Rommelsdorf), Nalge (Rochester, USA)
und Eppendorf (Hamburg).

3.1.3 Enzyme

Zur Spaltung freier Glycolipide wurde Phosphatidylinositol-spezifische
Phospholipase C (PI-PLC; E.C. 3.1.4.10) aus Bacillus cereus (Boehringer Mannheim)
verwendet. Zur Spaltung membrangebundener Glycolipide wurde Phosphatidylinositol-
spezifische Phospholipase C aus Bacillus thuringiensis (Glyco, Heyford, UK)
verwendet. Glycosyl-Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase D (GPI-PLD;
E.C.3.1.4.50) wurde nicht als gereinigtes Enzym eingesetzt, sondern es wurde
Kaninchenserum mit GPI-PLD-Aktivitit benutzt (Tierstall, Medizinisches Zentrum fiir

Hygiene, Marburg).

3.1.4 Chemikalien

Falls nicht ndher angegeben, handelte es sich bei den benutzten Chemikalien um
Produkte mit den Reinheitsgraden pro analysi (p. a.) bzw. "fiir HPLC-geeignet" der
Firmen: Boehringer (Mannheim), BioRad (Miinchen), Riedel-de Haen AG (Seelze),
Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg) und Roth (Karlsruhe).

Es wurde nur entionisiertes Wasser benutzt, das durch Reinigung mittels einer

Milli-Q-Filteranlage (Millipore; >10 mS) gewonnen wurde.

3.1.5 Radioaktive Substanzen

Die verwendeten radioaktiven Isotope stammten von den Firmen: Amersham
(Braunschweig), ARC (St. Louis, USA) und NEN (Dreieich). Es wurden folgende

tritium-markierte Isotope mit der hochsten erhéltlichen spezifischen Aktivitdt verwandt:

D-[6->H]Glucosamin Hydrochlorid, 33 Ci/mmol
D-[2-’H]Mannose, 13,6 Ci/mmol
Uridindiphosphat N-Acetyl-D-[6-"H]Glucosamin 60 Ci/mmol
Guanosindiphosphat-D-[6->’H]Mannose 60 Ci/mmol
Uridindiphosphat-[6-"H]Glucose 60 Ci/mmol
Uridindiphosphat N-Acetyl-D-[6-"H]Galactosamin 10 Ci/mmol

AuBerdem zur radioaktiven Markierung von Proteinen:
[**S]Methionin >1.000 Ci/mmol
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3.2 Invitro-Kultivierung von T. gondii-Tachyzoiten

Die Kultivierung von 7. gondii-Tachyzoiten (im folgenden ist bei nicht néherer
Bezeichnung von T. gondii das Stadium der Tachyzoiten gemeint) erfolgt in Vero-
Zellen (Affennierenzellen). Dazu werden konfluent gewachsene Verozellkulturen mit
PBS gewaschen und kurz mit Trypsin/EDTA (Invitrogen, Karlsruhe) gespiilt. Nach dem
Entfernen der Trypsin/EDTA-Losung wird fiir ca. 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
abgeldsten Zellen werden in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM; Invitrogen,
Karlsruhe) mit 10% fotalem Kélberserum (FCS; Quelle je nach Verfiigbarkeit)
aufgenommen und je nach Bedarf auf 5-12 neue Flaschen verteilt. In konfluent
gewachsenen Zellkulturen wird das Medium gegen DMEM mit 2% FCS gewechselt
und es werden ca. 3 x 10’ Tachyzoiten zugesetzt. Nach 4 h wird das Medium erneuert
und nach 48-72 h sind groBle Teile des Zellrasens mit 7. gondii infiziert, nach weiteren
24 h sind alle Wirtszellen lysiert. Infizierte Zellkulturen werden nach 72 h mit einem
Zellschaber abgelost, in ein Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt, zentrifugiert (1.000 x g, 10
min, 4°C) und in DMEM mit 1% FCS resuspendiert (Material aus 1-3
Zellkulturflaschen in 15 ml Medium). Die Toxoplasmen werden mittels Passage durch
zunehmend feinere Kaniilen (2 x 20 G, 2 x 23 G, 3 x 26 G) freigesetzt. Die Suspension
wird auf eine 20 ml Glaswollsdule (2,5 g Glaswolle, equilibriert in DMEM 1% FCS)
gegeben und mit PBS™ (enthilt Mg®" und Ca") eluiert (Grimwood ez al., 1979). Sollte
die Priparation noch zu stark mit Verozellmaterial verunreinigt sein (mikroskopische
Kontrolle), kann erneut iiber eine entsprechend kleinere Glaswollséule oder iiber eine
Millipore Swinnex-47 Filtereinheit mit Corning Polycarbonat-Filtermembran (3 um, @
47 mm) gereinigt werden. Das Eluat wird zentrifugiert (1.000 x g, 10 min, 4 °C), das
Sediment zweimal mit PBS™ gewaschen und die Zellzahl bestimmt (Malassez
Zahlkammer).

3.3 Permeabilisierung von 7. gondii-Zellen

Fiir alle folgenden Behandlungen werden Toxoplasmen wie unter 3.2 beschrieben

aus Zellkulturen isoliert und vom Wirtszellmaterial gereinigt.

3.3.1 Behandlung mit Streptolysin O (nach Bhakdi ez al., 1993)

Die Parasiten werden zu einer Konzentration von 2x 10° Parasiten-
equivalenten/ml (PE/ml) mit DMEM + Proteaseinhibitoren (0,1 mM TLCK, 1 pg/ml
Leupeptin, 1 mM PMSF) resuspendiert und davon 50 pl (entspr. 1 x 10’ PE) pro Ansatz
pipettiert. Zu jedem Ansatz werden 1 bzw. 2 Aliquots Streptolysin O gegeben und mit
DMEM + Proteaseinhibitoren ad 100 pl aufgefiillt. Streptolysin O (freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt von Prof. Bhakdi, Mainz) ist in PBS geldst (16 ul pro Aliquot)
und wird bei —80 °C gelagert. Die erste Inkubation erfolgt fiir 5 min auf Eis und die

Parasiten werden 5 min bei 3.400 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird
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abgenommen, das Parasitensediment mit auf 37°C erwdrmtem DMEM +
Proteaseinhibitoren resuspendiert und fiir 5 min bei 37 °C ein weiteres Mal inkubiert.
Die Parasiten werden erneut abzentrifugiert (s. o0.) und noch einmal mit DMEM +

Proteaseinhibitoren gewaschen.

3.3.2 Behandlung mit Saponin

Wie in 3.3.1 beschrieben werden 50 ul Parasitensuspension mit 1 x 10" PE pro
Ansatz pipettiert, mit unterschiedlichen Mengen (0,025-0,5% Endkonzentration) einer
Saponin-Ldsung (5% in "Sodium-Saline-Citrate"-(SSC)-Puffer) versetzt und ad 100 pl
mit DMEM + Proteaseinhibitoren aufgefiillt. Die Ansdtze werden 5 min auf Eis
inkubiert, anschlieBend zentrifugiert (5 min, 3.400 x g, RT) und noch einmal mit
DMEM + Proteaseinhibitoren gewaschen.

SSC-Puffer: 150 mM NacCl
15 mM Na-Citrat
pH 7,6

3.3.3 Behandlung mit Streptolysin O
(Chaturvedi et al., 1999; mod. nach Ikonen et al., 1995)

Herstellen der Stammlosung: Streptolysin O (reduziert, lyophilisiert) von der
Firma Murex Diagnostics Ldt. (Dartford, UK) wird in 10 ml Kaliumacetat-Puffer +
0,1 mg/ml BSA gelost und anschlieBend die Aktivitdt bestimmt.

Kaliumacetat-Puffer: 115 mM Kaliumacetat
2,5 mM MgCl,
10 mM Glucose
25 mM Hepes
mit 2 M KOH auf pH 7,2
0,1 mg/ml BSA wird vor Gebrauch zugeben

Bestimmen der Streptolysin O-Aktivitit

Von dem frisch gelosten Streptolysin O werden verschiedene Verdiinnungsstufen
bis zu einer Verdiinnung von maximal 1:10 — 1:20 hergestellt. 5 pl pro
Verdiinnungsstufe werden zu 50 pl gewaschener Erythrocytensuspension (2,5%; v/v)
gegeben und 40 min bei 37 °C inkubiert. Zur Bestimmung der totalen Hémolyse
(Positivkontrolle) werden Erythrocyten in Anwesenheit von 0,2% SDS inkubiert, eine
Negativkontrolle wird ausschliefSlich mit Kaliumacetat-Puffer inkubiert. Nach der
Inkubation werden die Proben gut gemischt und 2 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Von
den Uberstinden werden jeweils 30 pl in 1 ml Wasser gegeben und die Extinktion bei A

=412 nm in einem Spektrometer gemessen. Der Prozentsatz der Himolyse wird gegen
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die verwendete Verdiinnung graphisch dargestellt, wobei die Positivkontrolle (0,2%
SDS) 100% Hémolyse und die Negativkontrolle (Kaliumacetat-Puffer) 0% Hémolyse
entspricht. Nach Berechnen einer linearen Regression bestimmt sich die Aktivitit des
Streptolysin O (in 1.U./ml) aus dem Reziproken der Verdiinnung bei 50% Hémolyse.
Die Streptolysin O-Losung wird dann auf 4 1.U./ml eingestellt und in Aliquots von 100

ul bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

Permeabilisierung von 7. gondii mit Streptolysin O

Es werden 5 x 107 gewaschene Parasiten pro Ansatz pipettiert und zentrifugiert
(760 x g, 5 min, 4 °C). Das Parasitensediment wird mit 75 pl Kaliumacetat-Puffer +
0,1 mg/ml BSA resuspendiert. Dann werden 25 pl Streptolysin O-Losung (4 U/ml)
zugegeben und fiir 10 min auf Eis inkubiert. In dieser Zeit inserieren die Streptolysin O-
Molekiile in die Zellmembran der Toxoplasmen. AnschlieBend werden die Ansitze
2 min bei 37 °C inkubiert. Durch den Temperaturanstieg konnen die Streptolysin O-
Molekiile nun aggregieren und Poren in der Zellmembran bilden. Um ein eventuelles
Eindringen von Streptolysin O durch die entstandenen Poren zu verhindern, kdnnen die
Parasiten gewaschen werden, bevor die Porenbildung initiiert wird. Die
permeabilisierten Toxoplasmen werden abzentrifugiert (760 x g, 5 min, 4 °C) und
zweimal mit eiskaltem Kaliumacetat-Puffer gewaschen. Die abschlieende
Resuspension der Parasiten erfolgt in einem fiir den weiteren Verlauf angezeigten
Puffer (s. 3.4).

3.3.4 Behandlung mit Digitonin

Herstellen der Stammldsung: Es werden 8 mg/ml Digitonin (Sigma) in Wasser
gegeben und durch Aufkochen geldst. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die
Losung filtriert (0,4 um Spritzenvorsatzfilter), um ungeldste Partikel zu entfernen. Die
Lagerung erfolgt bei 4 °C, die Losung ist eine Woche haltbar. Zum Herstellen der
Gebrauchslosung (40 pg/ml) wird die Stammldsung 1:200 in Kaliumacetat-Puffer (s.
3.3.3) verdiinnt.

Pro Ansatz werden 5 x 10’ gewaschene Parasiten pipettiert, zentrifugiert (760 x g,
5 min, 4 °C) und mit 100 ul Digitonin (40 pg/ml) resuspendiert. Die Inkubation erfolgt
1 min auf Eis. Die Toxoplasmen werden anschlieend abzentrifugiert (760 x g, 5 min,

4 °C) und zweimal mit eiskaltem Kaliumacetat-Puffer gewaschen.

3.3.5 Behandlung mit hypotonem Puffer

Die gewaschenen und gezdhlten Parasiten werden zentrifugiert (1.000 x g, 10
min, 4 °C) und mit so viel hypotonem Lysispuffer (Wasser mit 1 pg/ml Leupeptin, 0,1
mM Tosyllysinchloromethylketon (TLCK), 0,2 pg/ml Tunicamycin) aufgenommen, um
eine Parasitenkonzentration von 2 x 10° PE/ml zu erhalten, und anschlie3end in einen

eisgekiihlten Homogenisator nach Dounce ("tight fitting"; Wheaton, USA) iiberfiihrt.
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Nach zehnminiitigem Quellen auf Eis werden die Zellen mit 10 Schldgen
homogenisiert, 1:2 mit doppelt-isotonem Inkubationspuffer aufgefiillt und durch weitere
5 Schliage des Dounce-Homogenisators gemischt. Je nach Verwendungszweck (s. 3.4)
wird diese Préaparation direkt eingesetzt oder zweimal mit isotonem Inkubationspuffer A

bzw. B gewaschen (Zentrifugation s. o.).

hypotoner Lysispuffer: Wasser

0,1 mM TLCK

1 pg/ml Leupeptin

0,2 ug/ml Tunicamycin
(TLCK und Leupeptin sind Protease-Inhibitoren)

doppelt-isotoner Inkubationspuffer: 100 mM Na-HEPES, pH 7,4
50 mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MnCl,

Inkubationspuffer A: 50 mM Na-HEPES, pH 7.4
(fiir die Markierung frither 25 mM KCl
GPI-Biosyntheseintermediate) 5 mM MgCl,

8 mM EDTA

0,1 mM TLCK

1 pg/ml Leupeptin

0,2 pg/ml Tunicamycin

Inkubationspuffer B: 50 mM Na-HEPES, pH 7.4
(fur die Markierung mannosylierter 25 mM KCl
GPI-Biosyntheseintermediate) 5 mM MgCl,

5 mM MnCl,

0,1 mM TLCK

1 pg/ml Leupeptin
0,2 pg/ml Tunicamycin

3.3.6 Uberpriifen der Permeabilisierung (Propidiumjodid-Firbung)

Permeabilisierte Toxoplasmen werden zu einer Konzentration von 1 x 10° PE/ml
in PBS resuspendiert und mit einer 1 mg/ml Propidiumjodid-Losung versetzt
(Endkonzentration 10 pg/ml). Die Inkubation erfolgt fiir 30 min bei 4 °C in der
Dunkelheit. Das Propidiumjodid wird durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt
(1.000 x g, 5 min, 4 °C). Der Anteil der Zellen, der positiv fiir eine Kernfarbung ist,

wird mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt.
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3.4 Markierung von GPI-Biosyntheseintermediaten

Die im folgenden beschriebenen Markierungen von Glycolipiden mit aktivierten
Nukleotidzuckern entspricht weitgehend der Markierung im zellfreien System (mod.
nach Masterson et al., 1989). Zellfreie Systeme werden in besonderem Mal3e bei den
Untersuchungen zur Biosynthese von GPI-Ankern eingesetzt (Masterson et al., 1989;
Mayor et al., 1990a; 1990b). Sie erlauben den Einsatz von spezifischen
Glycosylierungsinhibitoren, die nicht in intakte Zellen gelangen, und ermoglichen
radioaktive Markierungen mit aktivierten Vorldufern, z. B. Nukleotidzuckern. Zellfreie
Systeme erlauben dariiber hinaus besonders gut die Markierung von GPI-Anker-
Biosyntheseintermediaten. Die Markierbarkeit von niedrig glycosylierten Intermediaten
ist in der Regel in zellfreien Systemen deutlich besser als bei in vivo-Markierungen, wie
z. B. bei T. b. brucei und T. gondii. Weiterhin kénnen durch den Einsatz bestimmter
Nukleotidzucker ganz gezielt bestimmte GPI-Anker-Biosyntheseintermediate markiert

werden, vorausgesetzt man kennt ihre genaue Zusammensetzung.

3.4.1 Markierung frither GPI-Biosyntheseintermediate
(Markierung mit UDP-["H]GIcNAc)

Zur Markierung frither GPI-Biosyntheseintermediate werden die hypoton
lysierten Parasiten zweimal mit isotonem Inkubationspuffer A (ohne MnCl,, mit § mM
EDTA) gewaschen (1.000 x g, 10 min, 4 °C). Durch das Entfernen zweiwertiger
Kationen, vor allem Mn®", werden die Mannosylierungsschritte der GPI-Biosynthese
durch Inhibition der Dolichyl-Phosphomannose-Synthase verhindert und die friihen,
nicht mannosehaltigen Intermediate akkumulieren (Schutzbach und Zimmerman, 1992).
Die Parasitenpriparation wird zu 100 pl (entspr. 1 x 10® PE/Ansatz) aliquotiert, jeder
Ansatz mit 1,5-3 pCi UDP-[’H]GIcNAc, 1 ul 100 mM ATP und 1 pl 100 mM Coenzym
A supplementiert, gemischt und anschlieBend fiir 30-120 min (typischerweise 90 min)

bei 37 °C inkubiert. Stoppen der Reaktionen durch Plazieren auf Eis.

3.4.2 Markierung hoher glycosylierter und modifizierter GPI-
Biosyntheseintermediate
(Markierung mit GDP-[’H]Man, UDP-[’H]GalNAc und UDP-[*H]Glc)

Zur  Markierung  hoher  glycosylierter — bzw.  modifizierter — GPI-
Biosyntheseintermediate werden die hypoton lysierten Parasiten zweimal mit isotonem
Inkubationspuffer B (mit MnCl,) gewaschen (1.000 x g, 10 min, 4°C). Die
Parasitenpriparation wird zu 100 pl (entspr. 1 x 10° PE/Ansatz) aliquotiert, jeder
Ansatz mit 1 pl 100 mM UDP-GIcNAc, 1 ul 100 mM ATP, 1 ul 100 mM Coenzym A
und, je nach verwendeter radioaktiver Komponente, mit 1 pl 100 mM UDP-GalNAc, 1
ul 100 mM UDP-Glc und/oder 1 ul 100 mM GDP-Man supplementiert. AbschlieBend
wird die Radioaktivitit hinzugefiigt (2-4 nCi GDP-[’H]Man, 4-8 pCi UDP-[*H]GalNAc
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bzw. 3-6 pCi UDP-[’H]Glc pro Ansatz), gemischt und fiir 30-120 min (typischerweise
120 min) bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird durch Plazieren auf Eis gestoppt.

3.5 Behandlung mit PI-PLC

Den radioaktiv markierten Proben wird 1 pul H,O bzw. 1 pl 10% Triton X-100
(Positivkontrolle; Endkonzentration: 0,1% Triton X-100) und anschliefend 1 pl PI-PLC
(B. thuringiensis; ~ Endkonzentration: 3 U/ml)  bzw. 1 ul  PI-PLC-Puffer
(Negativkontrolle) zugesetzt. Die Proben werden fiir 30 min auf Eis inkubiert, durch
Zugabe von 700 pl Chloroform/Methanol (C/M 1:1, v/v) wird die Reaktion gestoppt.
Dies ist gleichzeitig der erste Schritt der Glycolipidextraktion (s. 3.12.2).

PI-PLC-Puffer: 25 mM Tris-Acetat; pH 7,4
50% Glycerin
0,01% Azid

3.6 Kontrollen zur Integritit der permeabilisierten Parasiten

Zur Kontrolle des Systems aus permeabilisierten Parasiten muf3 gezeigt werden,
daB3 die &duBere Zellhiille fiir verschiedene Molekiile durchldssig wird, jedoch die

Integritét der Zellkompartimente, insbesondere des ER, erhalten bleibt.

3.6.1 PB-Galactosidase-Test

Um die Permeabilisierung von Parasiten und das Austreten von
cytoplasmatischem Inhalt nach der hypotonen Behandlung darzustellen, wurde der
klonale Stamm RHB-1 verwendet (freundlicherweise von Herrn Dr. Frank Seeber,
Marburg, zur Verfiigung gestellt). Dieser Stamm ist mit dem /acZ-Gen transfiziert und
exprimiert stabil im Cytosol -Galactosidase von E. coli (Seeber und Boothroyd, 1996).
Aliquots von 5 x 10° PE/100 pl hypoton permeabilisierter bzw. intakter RHp-1
Toxoplasmen werden zentrifugiert (1.000 x g, 10 min, 4°C). 2 ul (entspr. 1 x 10° PE)
des Uberstandes werden in eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (U-Form)
pipettiert und mit PBS ad 50 pl aufgefiillt. Das Parasitensediment wird im
Ausgangsvolumen resuspendiert und entsprechende Mengen parallel zu den
Uberstinden aufgetragen. Durch Zugabe von Triton X-100 (0,1% Endkonzentration)
kann eine vollstdndige Lyse der Parasiten erreicht werden (Positivkontrolle). Zu jedem
Ansatz werden 50 pl Chlorophenol Rot-B-D-Galactopyranosid (CPRG, Boehringer
Mannheim) in 100 mM HEPES pH 8,0 zugegeben. Die Inkubation erfolgt fiir 10-30
min (je nach Farbentwicklung) bei 37 °C und wird mit 20 pl Stopp-Losung (25 mM
EDTA, 500 mM Glycin pH 11,2) gestoppt. Die Auswertung erfolgt an einem ELISA-
Reader (Sanofi, Freiburg; s. u.) bei 570 nm.
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3.6.2 Protease-Schutztest

Hypoton permeabilisierte Parasiten werden mit Inkubationspuffer gewaschen
(3.3.5) und mit 45 pl PBS"™ vorsichtig resuspendiert. Es werden 2,5 pl H,O bzw. 2.5 pl
2% Triton X-100 (Positivkontrolle) und anschliefend 2,5 pl Proteinase K-Losung
(10 mg/ml; Endkonzentration: 500 pg/ml) bzw. Proteinase K-Puffer (Negativkontrolle)
pro Ansatz zugegeben. Die Inkubation erfolgt fiir 30 min auf Eis und wird durch
Zugabe von 300 pul 4 mM PMSF in H,O gestoppt. Die PMSF-Losung mull jeweils
frisch aus einer Stammldsung (200 mM PMSF in 95% Ethanol) hergestellt werden.
Anschlielend erfolgt sofort eine Proteinprézipitation durch Zugabe von 400 pl eiskalter
14% Trichloressigsdure und Féllung fiir 30 min auf Eis. Das Prézipitat wird durch
Zentrifugation sedimentiert (10.000 x g, 15 min, 4 °C) und das Sediment zweimal in
500 pl tiefgekiihltem Aceton resuspendiert, fiir mindestens 30 min bei — 80 °C gelagert
und jeweils wie oben angegeben zentrifugiert. Das resultierende Sediment wird in 50 pl
H,O resuspendiert, mit 20 pl vierfachem Probenpuffer versetzt und sofort gekocht. Die
Analyse der Proben erfolgt mittels SDS-PAGE Immunoplot.

Proteinase K-Puffer: 50 mM Tris-HCI; pH 8,0
1 mM CaCl,

Probenpuffer (4-fach): Tris/HCI, 2 M; pH 6,8 1,88 ml
SDS 20% 6,00 ml
Glycerin 4,50 ml
H,O 2,12 ml
BPB 0,2% 2,00 ml

3.6.3 Elektronenmikroskopie

Pro Ansatz fiir die Elektronenmikroskopie werden 5-10 x 107 freie Toxoplasmen
sedimentiert (1.000 x g, 2 min 4 °C) und mit 1 ml 2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M Na-
Cacodylat-Puffer pH 7,4 aufgenommen. Nach 5 min bei Raumtemperatur werden die
Parasiten abzentrifugiert (13.000 x g, 15 min, RT) und weitere 2 h bei Raumtemperatur
zum Fixieren stehengelassen. Nach Entfernen des Uberstandes wird das Sediment
vorsichtig zweimal mit Cacodylat-Puffer gewaschen (13.000 x g, 5 min, RT), fiir eine
Stunde in 0,25% Tanninsdure in 0,1 M Na-Cacodylat-Puffer pH 7,4 stehengelassen und
erneut zweimal mit Cacodylat-Puffer gewaschen. Eine Nachfixierung erfolgt fiir 2 h mit
1% Osmiumtetroxid in Cacodylat-Puffer bei Raumtemperatur. Die Dehydrierung des
Zellmaterials erfolgt durch eine aufsteigende Alkoholreihe. Die Parasiten werden dafiir
je 3 x fir 10 min in 50%, 70%, 96%, 100% Ethanol und Propylenoxid bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Einbettung erfolgt in Epon 812 (Serva, Heidelberg) fiir
2h bei Raumtemperatur (vollstindige Polymerisation bei 60 °C fiir 1-3 Tage).



MATERIAL UND METHODEN 28

Ultradiinne Schnitte werden an einem Ultramikrotom (LKB, Stockholm, Schweden)
angefertigt und mit 1% Uranylacetat in 50% Aceton gefolgt von Bleicitrat geféarbt. Die
Untersuchung der Schnitte erfolgt an einem Zeiss Elektronenmikroskop (Zeiss,

Gottingen).

3.7 SDS-Gelelektrophorese

Es werden nach der Standardmethode von Laemmli (1970) Gele gegossen. Das
10%ige Trenngel (s. u.) polymerisiert durch den Zusatz von 50 pl Ammoniumpersulfat
(APS; 100 mg/ml) und 10 pul N,N,N',N'-Tetrametylendiamin (TEMED) pro 15 ml
Gellosung. Das 5%ige Sammelgel (s. u.) wird mit 25 pl Ammoniumpersulfat und 5 pl
TEMED polymerisiert.

Die Proben aus 3.6.2 werden zentrifugiert (14.000 x g, 5 min, RT) und ein Aliquot
in eine Tasche des Sammelgels pipettiert. Bei anschlieBendem Transfer auf PVDF-
Membranen werden 8 pl Probe (entspr. 1 x 10’ PE) pro Tasche aufgetragen, bei
Transfer auf Nitrocellulose werden 2,5x 10°PE pro Tasche aufgetragen. Als
Molekulargewichtsmarker dient ein Wide Range Marker, der ein Proteingemisch in den
GroBen von 6,5-205 kDa enthilt (Sigma-Aldrich, Steinheim). Die Elektrophorese
erfolgt bei konstanter Stromstarke von 25 mA/Gel.

Trenngel (10%): 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 5,00 ml
Tris/HCI, 1,5 M; pH 8,8 5,60 ml
SDS 10% 0,15 ml
H,0 4,35 ml
Sammelgel (5%): 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 0,50 ml
Tris/HCI, 1 M; pH 6,8 625 ul
SDS 10% 50 ul
H,0 3,85 ml
Probenpuffer (2-fach): Tris/HCI, 1 M; pH 6,8 1,88 ml
SDS 10% 6,00 ml
Glycerin 3,00 ml
H,0 2,12 ml

1,5 M DTT/0,1% BPB bzw. BPB 0,1% 2,00 ml

Laufpuffer: Tris/HCI, 100 mM 250 ml
Glycin, | M 200 ml
SDS 10% 10 ml

H,O 540 ml
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3.8 Firbung von SDS-Gelen mit Silbernitrat (AgNO3)
Das SDS-Gel wird jeweils 30 min in den Losungen 1, 2 und 3 bewegt. Hierbei

werden die Proteine denaturiert und fixiert. Anschlieend wird ca. 10 x fiir 10-15 min in
Wasser gewaschen, bevor das Gel erneut fiir jeweils 30 min in den Losungen 4 und 5
bewegt wird, wobei die Disulfidbriicken durch Reduktion gelost werden. Das Gel wird
mit Wasser und zweimal mit wenig Losung 6 abgespiilt, bevor es in der Losung 6
entwickelt wird (ca. 2-5 min; Farbentwicklung beobachten). Die Reaktion wird durch
Zugabe von Zitronensdure (Losung 7) gestoppt. Hinterher wird das Gel einige Male mit

Wasser gewaschen, bevor es im Vakuumtrockner auf Filterpapier aufgetrocknet wird.

Losung 1: Methanol 25 ml
Essigsdure 5ml
H,O ad 50 ml
Losung 2: Methanol 2,5 ml
Essigsdure 5ml
H,O ad 50 ml
Losung 3: Glutardialdehyd 25% 20 ml
H,O ad 50 ml
Losung 4: DTT (10 mg/ml) 50 ul
H,O ad 50 ml
Losung 5: AgNO; 50 mg
H,O ad 50 ml
Losung 6: Na,COs3 3g

Formaldehyd 37% 50 ul
(kurz vor Gebrauch zusetzen)
H,O ad 100 ml

Losung 7: Zitronensdure 483 ¢
H,O 10 ml
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3.9 Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulose/PVDF-Membran
und immunologische Firbung (Western-Blot)
(modifiziert nach Towbin et al., 1979)

3.9.1 Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulose oder PVDF-Membran

Zwischen zwei Graphitelektroden werden 6 Filterpapiere (Schleicher & Schiill,
Dassel), eine Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schiill, Dassel) bzw. eine PVDF-
Membran (BioRad, Miinchen), das SDS-Gel und sechs weitere Filterpapiere
iibereinander geschichtet. Die Filterpapiere und die Nitrocellulose werden zuvor einige
Minuten in Transferpuffer getrinkt. Wird eine PVDF-Membran benutzt, wird diese
zuvor in Methanol getrdankt. Die untere Elektrode wird an den Pluspol, die obere an den
Minuspol einer Stromquelle angeschlossen. Fiir 2 Stunden wird eine Spannung
angelegt, die einen Strom von 0,8 mA/cm> Membran flieBen 148t. Nach dem Transfer
konnen die Proteine mit Ponceau Rot (1% Ponceau Rot in 5% Essigsdure) angefarbt
werden, um die Probenspuren besser erkennen zu konnen. Die Membran wird in
Streifen zerschnitten, die Markerspur mit Coomassie gefarbt (s. 3.9.2) und die

Probenspuren nach dem Western-Blot-Verfahren immunologisch gefarbt.

Transfer-Puffer: Tris/HCI 50 mM
Glycin 40 mM
SDS 0,0375%
Methanol 20%

3.9.2 Coomassie-Firbung der Markerspur:

Die Membran wird fiir 6 min unter gelegentlichem Schwenken in der
Farbstofflosung gefarbt, wobei die Proteine gleichzeitig fixiert werden. Anschlieend
wird die Membran 7 min in dem Entfirber 1 und dann mindestens 15 min in dem
Entfarber 2  geschwenkt. Die Membran kann nun getrocknet und die

Molekulargewichtsstufen kdnnen abgelesen werden.

Coomassie-Férbelosung: Coomassie-Brilliant Blue R 250 (Merk) 0,6 g

Ethanol 250 ml
Eisessig 100 ml
H,O ad 600 ml
Entfarber 1: Ethanol 35%
Essigsdure 10%

H,O 55%
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Entfarber 2: Ethanol 10%
Essigsdure 10%
H,O 80%

3.9.3 Inkubation mit Antikorpern

Farbung auf Nitrocellulose:

Die Membran wird fiir eine Stunde in 5% Trockenmilch in PBS/0,05% Tween 20
gesittigt. Danach wird mit monoklonalen Antikoérpern (aus dem Kaninchen) in der
Verdiinnung 1:500 (1% BSA in PBS/0,05% Tween 20) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Nach dreimaligem kurzen Abspiilen mit A. bidest und drei Waschschritten a 5 Minuten
mit 1% Trockenmilch in PBS/0,05% Tween 20 wird zwei Stunden bei Raumtemperatur
mit dem sekunddren Antikorper, einem anti-Kaninchen-alkalische-Phosphatase-
Konjugat (1:2500 verdiinnt mit 1% Trockenmilch in PBS/0,05% Tween 20) inkubiert.
Nach erneutem Waschen (s. 0.) werden die Substrate 33 pl Nitro-Blau-Tetrazolium-
(NBT-) und 16,5 pl 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat- (BCIP-)Losung in 15 ml
Substratpuffer zugegeben und fiir 5-45 Minuten je nach Farbentwicklung inkubiert.
Durch Waschen mit Wasser wird die Farbung beendet.

Substrat-Puffer pH 9,5: Tris/HCI 0,1M
NaCl 0,1 M
MgCl, SmM

Farbung auf PVDF-Membran:
Die Membran wird fiir eine Stunde in 5% Trockenmilch in PBS/0,05% Tween 20

gesdttigt. Danach wird mit monoklonalen Antikdrpern (aus dem Kaninchen) in der
Verdiinnung 1:100 (1% BSA in PBS/0,05% Tween 20) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Nach dreimaligem kurzen Abspiilen mit A. bidest und drei Waschschritten a 5 Minuten
mit 1% Trockenmilch in PBS/0,05% Tween 20 wird zwei Stunden bei Raumtemperatur
mit dem sekunddren Antikorper, ein anti-Kaninchen-Peroxidase-Konjugat (1:50.000
verdiinnt mit 1% Trockenmilch in PBS/0,05% Tween 20) inkubiert. Nach erneutem
Waschen (s. o0.) wird das Peroxidase-Chemolumineszenz-Substrat (ECL-System,
Amersham, Braunschweig) auf die Membran gegeben. Die beiden Reagenzien werden
1:1 gemischt und die Membran fiir 5 min darin entwickelt. Die Membran wird in Folie
eingeschweillt. Nach einer Wartezeit von 20 min wird durch das Auflegen eines
Rontgenfilms (Kodak BioMax™ MR, Frankfurt) die Lumineszenz aufgenommen und
durch Entwickeln sichtbar gemacht. Die Expositionsdauer ist dabei abhidngig von der
Stirke der Reaktion.
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3.10 Markierung mit tritiiertem Glucosamin

Zur Konfluenz gewachsene Vero-Zellkulturen (175 c¢m?) werden mit 4-6 x 10’
Toxoplasmen infiziert. Nach 48-72 Stunden wird das Medium abgenommen und der
Zellrasen zweimal mit je 5 ml Markierungsmedium (ohne Radioaktivitit) gewaschen.
AnschlieBend werden 10 ml Markierungsmedium, das 500 pCi [*’H]Glucosamin enthilt,
zugegeben und flir 9 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Das zuckerfreie
Markierungsmedium enthdlt als Kohlenstoffquelle Pyruvat. Um die Umsetzung des
Pyruvats zu toxischen Derivaten zu vermeiden, wird das Markierungsmedium durch

Einleiten von CO, leicht angeséuert.

Zuckermarkierungsmedium: DMEM ohne Glucose (2 x konz.) 20 ml
200 mM Pyruvat-Losung 488 ul
100 mM Glutamin-Ldsung 200 pl
H,O 19,3 ml

Nach der Markierung werden die Parasiten wie unter 3.2 beschrieben

aufgearbeitet und gereinigt, und die Glycolipide wie unter 3.12 beschrieben extrahiert.

3.11 Markierung mit sulfuriertem Methionin

Bei Toxoplasmakulturen wird 48-72 Stunden nach Infektion das Medium
abgenommen und der Zellrasen zweimal mit je 5 ml Markierungsmedium (ohne
Radioaktivitdt) gewaschen. Anschliefend werden 10 ml Markierungsmedium, das
500 uCi [**S]Methionin enthilt, zugegeben und fir 11 Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

Proteinmarkierungsmedium: DMEM ohne Methionin (2 x konz.) 20 ml
H,O 20 ml

Nach der Markierung werden die Parasiten wie unter 3.2 beschrieben

aufgearbeitet und gereinigt.

3.12 Extraktion von Glycolipiden

Eine sequentielle Extraktion mit Chloroform/Methanol (C/M) gefolgt von
Chloroform/Methanol/Wasser (C/M/W) (Menon et al., 1990b, Field und Menon, 1992)
erlaubt in der Regel die Trennung von nicht-ethanolaminphosphathaltigen GPI-Anker-
Biosyntheseintermediaten (C/M-Extrakt) und ethanolaminphosphathaltigen GPI-
Ankervorldufern (C/M/W-Extrakt) in die beiden organischen Extrakte. Sie ist somit
beispielsweise flir die Extraktion von GPIs aus 7. b. brucei (Mayor et al., 1990a; 1990b)
oder auch 7. gondii (Tomavo et al., 1992a, 1992b, Striepen et al., 1997) von Vorteil.
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Fiir einige besonders hydrophile bzw. hydrophobe GPI-Anker-Biosyntheseintermediate
gilt diese Aufteilung jedoch nicht. Im Fall der GPIs von P. falciparum (Gerold et al.,
1994) oder P. yoelii (Kimmel et al., 2003) beispielsweise fiihrt eine sequentielle
Extraktion der GPIs nicht zu dieser Trennung. In den meisten Fillen wurde die weniger
aufwendige und effektive Ein-Schritt-Extraktion verwendet, da durch die selektive
Markierung bestimmter Glycolipide eine Auftrennung der beiden Glycolipid-Species

nicht erforderlich ist.

3.12.1 Ein-Schritt-Extraktion von Glycolipiden
(mod. nach McDowell und Schwarz, 1988)

Das Volumen des Parasitensediments wird abgeschitzt und 6,7 Volumenteile C/M
(1:1, wv:v) zugegeben, so daB der Wasseranteil der Parasiten zu einem
Mischungsverhéltnis von C/M/W (10:10:3, v:v) fiihrt. In typischen Experimenten
entspricht die Zugabe von C/M 700 pl. Diese Suspension wird fiir 5 min beschallt, 1 h
bei Raumtemperatur extrahiert und anschlieBend zentrifugiert (2.800 x g, 10 min, 4 °C).
Der Uberstand wird abgenommen und das Sediment erneut zweimal mit je 0,5 ml
C/M/W (10:10:3, v:v) extrahiert. Die Uberstinde werden vereinigt und in der
Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Der C/M/W-Extrakt enthédlt neben den an der
posttranslationalen Modifikation beteiligten Glycolipiden noch Phospho- und einige
Sphingolipide. Um den Grofiteil der Phospholipide aus den C/M/W-Extrakten zu
entfernen, werden die Extrakte in C/M (2:1, viv) resuspendiert und anschliefend
"Folch"-gewaschen (Sharma et al., 1974). Dazu werden die C/M/W-Extrakte der
einzelnen Ansitze mit '/s Volumen eiskaltem 4 mM MgCl, gemischt und zentrifugiert
(2.800xg, 2min, 4°C). Die Uberstinde werden abgenommen und die
chloroformreichen Unterphasen noch zweimal mit 2 Volumen, eiskalter "Kiinstlicher
Oberphase" gewaschen. Die wissrigen "Folch-Uberstinde" enthalten hauptsichlich
Nukleotidzucker und Zucker-Phosphate als radioaktive Komponenten. Die Unterphasen
werden in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 200 pl wassergesittigtem 1-
Butanol aufgenommen. Um noch vorhandene wasserlosliche Komponenten zu
entfernen, werden die Butanol-Phasen zweimal mit dem gleichen Volumen Wasser,
anschlieBend die wéssrigen Phasen mit einem Volumen wassergesittigtem 1-Butanol
gewaschen. Die gewaschene Butanol-Phase enthélt u. a. radioaktiv markierte GPIs und
Dolichol-Phosphat-Zucker. Dariiber hinaus enthdlt die Butanol-Phase auch noch
Phospholipide, die jedoch mit Zuckern nicht radioaktiv markierbar sind und daher auch
radioaktiv nicht in Erscheinung treten. Die Butanol-Phasen werden vereinigt und die
Radioaktivitdt eines Aliquots der Probe im Fliissigkeitsszintillations-Zahler (LSC)

bestimmt.
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Kiinstliche Oberphase: Chloroform 30 ml
Methanol 480 ml
Wasser 470 ml
IM MgCl, 1,68 ml

3.12.2 Zwei-Schritt-Extraktion von Glycolipiden
(mod. nach Field und Menon, 1992)

Etwa 2 x 10 Tachyzoiten werden in Glasrohrchen auf Eis in 2 ml C/M (2:1, v:v)
durch Rithren und Ultraschallbehandlung suspendiert und 1 h extrahiert. Nach
Zentrifugation (2.800 x g, 10 min, 4 °C) wird der Extrakt abgenommen und das
Sediment ein zweites Mal extrahiert. Beide Extrakte werden als C/M-Extrakt vereinigt,
in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 1-Butanol resuspendiert. Das Sediment der
C/M-Extraktion wird wie oben beschrieben zweimal mit je 1 ml C/M/W (10:10:3, v:v)
extrahiert und die beiden Extrakte als C/M/W-Extrakt vereinigt. Der C/M/W-Extrakt
wird in der Vakuumzentrifuge getrocknet und der Riickstand zwischen 750 pl
wassergesdttigtem 1-Butanol und 750 pl Wasser verteilt. Die Wasserphase wird erneut
mit 750 pl wassergeséttigtem 1-Butanol extrahiert und mit der ersten organischen Phase
als Butanol-Phase vereinigt. Um die Radioaktivitit zu bestimmen, wird ein Aliquot der
Butanol-Phasen beider Extrakte im Fliissigkeitsszintillations-Zéhler (LSC) gemessen.

Die Extrakte werden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.13 Diinnschichtchromatographie

3.13.1 Vorbereiten der Diinnschichtplatten
Die von der Firma Merck gelieferten Si-60 Platten (10 x 20 cm® oder 20 x 20 cm?)

miissen, um optimale Trennleistungen zu erhalten, vorbehandelt werden. Dazu 146t man
die Platten unter Kennzeichnung der Laufrichtung in Methanol vorlaufen. Schmutz- und
Hilfsstoffe sowie Wasser werden dabei zum Ende der Platte getragen. Nach dem
Verdunsten des Methanols werden die Platten fiir 2 h bei 120 °C getrocknet und
anschlieBend in einem Exsikkator bis zum Gebrauch iiber Trocknungsmittel (Silicagel

mit Indikator) gelagert.

3.13.2 DC-Systeme zur Analyse von Glycolipiden

Die diinnschichtchromatographischen (DC) Analysen der verschiedenen
Glycolipidextrakte erfordern verschiedene DC-Systeme (s. u.). Mit einem weichen
Bleistift wird 2 cm vom unteren Rand eine Linie gezogen, die als Auftragslinie dient.
Am Ende der Laufstrecke von 16 cm wird ein schmaler Streifen des Plattenmaterials
entfernt, um eine gleichmifige Laufstrecke zu gewdéhrleisten. Die Proben werden mit
einem Mindestabstand von 1 cm aufgetragen. Die Proben werden gegebenenfalls

getrocknet und in einem geeigneten Losungsmittelgemisch (C/M 1:1, v:v oder C/M/W
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10:10:3, viv)  resuspendiert. ~ Der  Probenauftrag  erfolgt  mittels 5 ul-
Mikrokapillarpipetten (Hirschmann, Eberstadt). Die Komponenten des jeweiligen
Laufmittels (s. u.) werden exakt im angegebenen Verhiltnis gemischt und anschlieBend
in eine Chromatographiekammer mit darin aufgestelltem Filterpapier gegeben. Damit
die fliichtigen Komponenten des Laufmittels nicht verdunsten, wird die
Chromatographiekammer schnell geschlossen. Zum besseren Aquilibrieren wird die
Kammer kurz geschiittelt und fiir 5 min stehen gelassen, erst dann werden die DC-
Platten hineingestellt. Sobald die gesamte Lauffront die obere Ausschabung erreicht hat,
werden die DC-Platten aus der Kammer genommen und das auf den Platten verbliebene

Laufmittel im Abzug verdunstet.

Laufmittelsystem A

Ein besonders fiir die Analyse der geringer glycosylierten, C/M-extrahierbaren
Glycolipide (GlcN-(acyl)PI bis Mans;-GIcN-PI) und Phospholipide geeignetes Laufmittel
ist Chloroform/Methanol/1 M Ammoniumhydroxyd (10:10:3; v:v) in Verbindung mit
Si-60 Platten (Field und Menon, 1992).

Laufmittelsystem B
Das Laufmittelsystem B eignet sich besonders fiir die Auftrennung der C/M/W-

extrahierbaren Glycolipide (insbesondere der ethanolaminhaltigen GPI-Ankervorldufer),
sowie der gesamten in einem Schritt extrahierten Glycolipide. Es setzt sich wie folgt
zusammen: n-Hexan/C/M/W/Essigsdure (3:10:10:2:1; v:v) in Verbindung mit Si-60
Platten (Striepen et al., 1997). Nach dem Abtrocknen des Laufmittels werden die Platten

fiir 15 min in einer Kammer neutralisiert, die mit 32% Ammoniak dquilibriert ist.

3.13.3 Detektion und Quantifizierung von Radioaktivitit auf DC-Platten

Der Nachweis von Radioaktivitdt auf DC-Platten erfolgt durch einen DC-Platten-
Radioaktivititsscanner LB 2842 (Berthold) unter Verwendung von Argon/Methan
(90% / 10%) als Zédhlgas und mit einem dazugehdrigen Programm zur Auswertung der
Radioaktivitdtsverteilung (Chroma, Berthold). Das Programm kann auBerdem dazu
genutzt werden, einzelne Glycolipide im Radioaktivititsprofil zu integrieren und
quantitative Auswertungen durchzufiihren.

Zusiétzlich wurde zur Detektion und Quantifizierung von Radioaktivitidt auf
ausgewdhlten DC-Platten ein Bio-Imager (Raytest, Straubenhardt) mit der
dazugehorigen Software (Tina 2.09g, Raytest) eingesetzt.

3.13.4 Statistische Auswertung der Spaltungseffizienz

Einzelne Glycolipide werden wie oben beschrieben quantifiziert. PI-PLC-
insensitives Material kann als interner Standard zur Normalisierung verschiedener

Ansitze innerhalb eines Markierungsexperimentes genutzt werden, z. B. GlcN-(acyl)-PI
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bei der Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc, Dol-P-Man bei der Markierung mit GDP-
[*H]Man und Dol-P-Glc bei der Markierung mit UDP-[’H]Glc. Die Anteile der
einzelnen Glycolipide aus der Negativkontrolle (ohne PI-PLC Behandlung, ohne
Detergenz) werden jeweils auf 100% festgelegt und anschlieBend die prozentuale
Spaltung der einzelnen GPIs nach PI-PLC Behandlung berechnet. Die Berechnung der
Mittelwerte und der Standardabweichungen, ihre graphische Darstellung sowie die
Berechnung der Signifikanz (t-Test) erfolgt mit dem Programm SigmaPlot 4.0 (Jandel

Scientific).

3.14 Charakterisierung von Glycolipiden als GPIs

Organische Extrakte, die auf die unter 3.12 beschriebene Weise hergestellt
werden, konnen u. a. Glycosphingolipide, Dolicholzyklusintermediate und Glycosyl-
Phosphatidylinositole enthalten. Die GPIs lassen sich aufgrund verschiedener
enzymatischer und chemischer Reaktionen identifizieren und von den anderen
Glycolipiden unterscheiden. Zu den aussagekréftigsten Behandlungen zdhlen die
Spaltungen mit Phosphatidylinositol-spezifischer Phospholipase C (PI-PLC), Glycosyl-
Phosphatidylinositol-spezifischer Phospholipase D (GPI-PLD) und Phospholipase A,
(PLA;). GPIs sind die einzigen im Tierreich ubiquitir verbreiteten, zelluldren
Glycokonjugate, die ein nicht-acetyliertes Hexosamin enthalten. Dieses nicht-acetylierte
Hexosamin kann durch salpetrige Sdure deaminiert und daraufhin spezifisch gespalten
werden. Daher ist die Sensitivitidt gegeniiber der Behandlung mit salpetriger Sdure
(HNOy; s. 3.14.2) ebenfalls diagnostisch fiir GPIs. Weitere Untersuchungen zur
Strukturaufkldrung von GPIs umfassen Spaltungen mit Kali- (KOH) bzw. Natronlauge
(NaOH) zum Nachweis verseiftbarer Fettsduren und wissriger FluBsdaure (HF) zur
Identifizierung von Phosphodiesterbindungen (Abb. 6).

3.14.1 Identifizierung von GPIs mittels enzymatischer Behandlungen

Phosphatidylinositol-spezifische Hydrolasen konnen verwendet werden, um GPI-
Strukturen zu identifizieren und definierte Fragmente aus GPIs freizusetzen. PI-PLC
(E.C. 3.1.4.10) spaltet GPIs, die kein modifiziertes Inositol tragen und setzt dabei die
hydrophobe Komponente und das Phosphoinositol-Glycanfragment frei. GPI-PLD
(E.C. 3.1.4.50) spaltet GPIs unabhéngig davon, ob das Inositol des GPIs modifiziert ist
oder nicht. Dieses Enzym setzt dabei die phosphorylierte hydrophobe Komponente und
das Inositolglycan frei (Abb. 6).

Die Quelle der verschiedenen Enzyme ist von entscheidender Bedeutung. PI-PLC
aus B. cereus (Boehringer; etwa 0,5 U je Ansatz) und PLA; aus Bienengift (Sigma; etwa
50 U je Ansatz) erkennen und spalten GPIs sehr effektiv. Enzyme aus anderen Quellen
sind z. T. nicht aktiv gegeniiber GPIs. GPI-PLD wird nicht als gereinigtes Enzym
eingesetzt. Die Behandlung erfolgt durch Zugabe von 5 pl Kaninchen-Serum (Field und
Menon, 1993), das GPI-PLD-Aktivitét enthidlt (Davitz ef al., 1989).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der potentiellen Spaltstellen eines GPI-Ankers

GPIs werden aufgrund ihrer Sensitivitdt gegeniiber verschiedenen Behandlungen identifiziert und
charakterisiert (Spaltungen durch Pfeile angezeigt). Anhand des GPI-Anker-Vorldufers P2 von
T. b. brucei sind die verschiedenen Spaltstellen eingetragen. HNO,: Deaminierung mit salpetriger Saure;
HF: Dephosphorylierung mit wéssriger Flusdure; KOH/NHj;: alkalische Verseifung von Fettsdureestern;
GPI-PLD: Glycosyl-Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase D; PI-PLC: Phosphatidylinositol-
spezifische Phospholipase C; PLA,: Phospholipase A,; EtN: Ethanolamin; P: Phosphodiesterbindung;
Man: Mannose; GIcN: Glucosamin; Ino: Inositol; R1, R2, R3: variable Reste 1, 2 und 3; (nach Eckert et
al., 1996).

Alle enzymatischen Spaltungen mittels Phospholipasen erfolgen in 100 mM
Tris/HCI-Puffer pH 7,5 mit 0,1% Desoxycholat. Dieser Puffer wird fiir die Spaltungen
mit PLA; und GPI-PLD durch CaCl, erginzt (1 mM bzw. 2,5 mM Endkonzentration).
Die Inkubationen erfolgen in der Regel fiir 3 h bei 37 °C und werden dadurch gestoppt,
daB3 der gesamte Ansatz fiir etwa 1 min gekocht wird. AnschlieBend werden die Ansitze
zwischen wassergesittigtem 1-Butanol und Wasser verteilt, d. h. die wéssrigen
Enzymansidtze werden zweimal mit dem gleichen Volumen wassergeséttigtem
1-Butanol und die vereinigten Butanolphasen mit 1 Volumen Wasser gewaschen. Die
Inkubationen werden mit im Glycananteil markierten, freien GPIs durchgefiihrt. Die
Spaltungseffizienz wird bestimmt, indem Aliquots beider Phasen im LSC gemessen

werden.
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3.14.2 Charakterisierung von GPIs mittels spezifischer Hydrolysen
Die chemischen Spaltungen beinhalten Behandlungen, die GPI-spezifisch sind

bzw. Aussagen iiber Strukturmerkmale von GPIs erlauben. Dazu gehoren die
Deaminierung mit salpetriger Sédure, alkalische und saure Hydrolysen und die

Dephosphorylierung mit wéssriger Flusdure.

Spaltung durch salpetrige Siure

Zur Identifizierung von GPIs und zur Freisetzung des Glycananteils dient die
Spaltung mit salpetriger Sdure (HNO,). Dabei kommt es unter der intermediédren
Bildung eines Diazoniumkations (R-N'=N) zur Deaminierung des Glucosamins, da
Diazoniumsalze von Alkylverbindungen sehr leicht molekularen Stickstoff eliminieren.
Es kommt zum Bruch der Bindung zwischen der hierbei entstehenden Anhydromannose
und dem Inositol und zur Abspaltung des Glycans vom Lipid. Die Spaltungseffizienz
kann nach einer Butanol/Wasser-Verteilung (s. 3.14.2) im LSC bestimmt werden.
Weiterhin kann der durch HNO, freigesetzte Glycananteil auf einer Bio-Gel P4-
Gelfiltrationssdule analysiert werden. Dazu werden etwa 1.700 cpm der Probe und
Dextranhydrolysat (ca. 15 mg) als interner Standard (Field und Menon, 1992) auf eine
Bio-Gel P4-Saule aufgetragen und mit 0,2 M Ammoniumacetat/0,02% Na-Azid eluiert
(s. 3.16).

Bei der Gelfiltrationschromatographie verweilen kleinere Molekiile langer auf der
Séule als groBere. Molekiile, die grofer als die Ausschlufigrenze des verwandten
Chromatographiematerials sind, laufen ohne Verzdgerung iiber die Séule
(AusschuBBvolumen). Das verwandte Bio-Gel P4-Chromatographiematerial besitzt ein
AusschuBvolumen von 4 kDa und eignet sich daher sehr gut zur Analyse von
Oligosacchariden. Der Nachweis des internen Standards erfolgt, indem Aliquots von 25
ul pro Fraktion (ca. 800 pl) in einer Mikrotiterplatte mit 100 pl 0,2% Orcin/konz.
Schwefelsdure gemischt werden. Anschlieend wird die Mikrotiterplatte fiir 10 min auf
120 °C erhitzt, um die Sensitivitdt der Nachweisreaktion zu erhohen. Die Abschétzung
der Elutionsvolumina der einzelnen Glucoseoligomere erfolgt sowohl per Auge als auch
in einem ELISA-Reader (Sanofi, Freiburg). Dabei wird die OD bei 450 nm gemessen.
Die relativen Elutionsvolumina werden in Glucoseeinheiten (GU) angegeben. Das

tibrige Material einer jeden Fraktion wird im LSC gemessen.

salpetrige Sdure: 1) 0,2 M Natriumacetat, pH 4,0
0,1% (SDS)
2) 0,5 M NaNO; (unmittelbar vor Gebrauch ansetzen)
Lsg. 1) und 2) werden direkt vor Gebrauch im Verhéltnis 1:1 gemischt.
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Alkalische Hydrolysen (Gerold et al., 1994; mod. nach Menon et al., 1990b)
Aussagen lber die Struktur des hydrophoben Anteils von GPIs lassen sich durch

Analysen der Sensitivitdt gegeniiber alkalischer Verseifung erzielen. Eine Behandlung
mit KOH oder NaOH fiihrt unter den unten beschriebenen Bedingungen zur Abspaltung
aller estergebundenen Fettsduren, wogegen ethergebundene Fettsduren sowie
Sphingolipide nicht gespalten werden. Eine mildere alkalische Verseifung mit
konzentriertem Ammoniak (32%) fiihrt bei kiirzerer Inkubationszeit (in der Regel 30
min) zu einer selektiven Abspaltung der am Inositol gebundenen Palmitinsdureester
(Menon et al., 1990b). Sie kann daher eine GPI-Struktur durch Abspalten einer
hydrophoben Inositolmodifikation sensitiv gegeniiber PI-PLC machen.

Die Analyse der Produkte der alkalischen Hydrolysen erfolgt nach dem
Eintrocknen und der Phasenverteilung zwischen wassergesittigtem 1-Butanol und
Wasser im LSC bzw. durch DC-Analysen.

KOH-Hydrolyse: (Gerold et al., 1994)
Die getrocknete Probe wird in 100 ul 0,1 M KOH/Methanol
(1:1) aufgenommen und fir 4h bei 50 °C inkubiert. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 10 pul Essigsdure gestoppt.

NH;-Hydrolyse: (mod. nach Menon et al., 1990b)
Die getrocknete Probe wird in 50 ul Methanol aufgenommen. Es
werden 50 pl 32%iger NH; zugegeben und fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von

25 ul Eisessig gestoppt.

Spaltung durch wissrige Fluf3siiure und Darstellung neutraler Glycane
(Gerold und Schwarz, 2002)

Phosphodiesterbindungen, von denen GPIs mindestens eine zwischen dem
hydrophoben Anteil und dem Inositol enthalten, konnen spezifisch durch wissrige
FluBsdure (HF) gespalten werden. Die Probe wird in einem Eppendorfgefdll getrocknet
und auf Eis flir mindestens 60 h mit 50 pl 48%iger HF inkubiert. AnschlieBend wird die
Probe wie folgt aufgearbeitet: Nach der Inkubation wird die FluBséure iiber Stickstoff
eingetrocknet. Dann wird die Probe fiir 3-4 h mit 100 ul HNO, deaminiert (s. 0.). Die
Reaktion wird durch Zugabe von 16,6 pul 0,8 M Borsdure gestoppt und der pH-Wert
durch Zugabe von 2 M NaOH auf pH 10-11 eingestellt. Die Reduktion erfolgt mit 60 pl
frisch angesetztem 2 M Natriumborhydrid (NaBH4) in 0,3 M NaOH fiir 3-4 h bei
Raumtemperatur. Die Reduktion wird durch Zugabe von 3 x 10 pl 50% Essigsdure
gestoppt. Danach wird die Probe teilweise entsalzt, indem Kationen (400 pl
Kationentauscher AG50W-x12) und anschlieBend fliichtige Boratmethylester (Probe

jeweils zweimal in Methanol/5% HAc, Methanol und Toluol aufnehmen und wieder
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trocknen) entfernt werden. Die Probe wird in 200 pul Wasser aufgenommen, iiber eine
Mischbettionentauschersédule (s. u.) vollstindig entsalzt und abschlieend durch einen
0,2 um HPLC-Filter (Schleicher & Schiill, Dassel) filtriert. Die Analyse der Probe
erfolgt auf einer Dionex "high-pH-anion-exchange-chromatography" (HPAEC)-Anlage
(Dionex). Sollte die Probe noch mit unspezifischer Radioaktivitdt verunreinigt sein, so
kann sie iiber eine Bio-Gel P2-Gelfiltrationssdule (Eluent: Wasser mit 0,02%

Natriumazid) gereinigt werden.

Mischbettionentauscher: Chelex 100 (Na+) oben
AGS50W-x12 (H+)
AG3-x4A (OH-)
QAE Sephadex (OH-) unten

Jeweils 200 pl jedes Ionentauschers (alle von der Firma BioRad) werden in ein
I-ml-Séulchen gefiillt, die Sdule mit dem dreifachen Volumen Wasser dquilibriert, die

Probe aufgetragen und mit dem zweifachen Volumen Wasser eluiert.

3.15 Analyse der intakten Core-Glycane von GPIs

Jeweils etwa 2.000 cpm einer Probe der entsalzten Core-Glycane werden sowohl
auf einer PA1-CarboPak-Sdule der Dionex-HPAEC-Anlage als auch an Bio-Gel P4-
Gelpermeationssdulen analysiert.

Die Dionex-HPAEC ist eine Anionen-Austausch-Chromatographie. Zucker sind
teilweise anionisch und liegen in dem stark basischen Eluenten (pH 13), mit dem die
HPAEC betrieben wird, partiell ionisch vor. In dieser Form konnen Zucker an
Anionentauschern chromatographiert werden. Obwohl Zucker alkalilabil sind, erfolgt
wihrend der kurzen Dauer der Chromatographie keine Destruktion der analysierten
Molekiile. Dariiber hinaus ermoglicht die Dionex-HPAEC eine sehr spezifische
Auftrennung von Mono- bzw. Oligosacchariden, die sogar die Trennung von Anomeren
in Oligosacchariden erlaubt (Hardy und Townsend, 1988). Die Gelpermeations-
chromatographie erfolgt wie unter 3.16 beschrieben, nur werden die neutralen Glycane
mit Wasser (0,02% Azid) von der Saule eluiert.

Fiir beide Analysemethoden dienen Dextranhydrolysate als interne Standards. Der
interne Standard wird bei der Gelfiltration durch Oxidation mit Orcin/Schwefelsdure
nachgewiesen (s. 3.16). Der Nachweis der internen Standards bei der Dionex-HPAEC
erfolgt durch "gepulste amperometrische" Detektion (PAD - pulsed amperometric
detection). Dabei wird ein Teil der Probe oxidiert und der Stromflul gemessen. Das
Elutionsvolumen bzw. die Elutionszeit der Radioaktivitit in bezug auf den
Dextranstandard ergibt eine relative Elutionsposition, die in sogenannten

"Dionexeinheiten" (DU) angegeben wird.
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Elutionsprogramm fiir die Analyse von neutralen Glycanen an der HPAEC:
0,0-6,0 min 1sokratisch 100 mM NaOH
6,1-36,0 min auf 75 mM NaOAc/100 mM NaOH
36,1-66,0 min  isokratisch 250 mM NaOAc/100 mM NaOH
66,1-85,0 min  isokratisch 100 mM NaOH
Durchflufirate: 1 ml/min

3.16 Darstellung von Dextranhydrolysat
(Yamashita et al., 1982)

Als interner Standard und zur Kalibrierung der Bio-Gel P4-Chromatographie
sowie der Dionex-HPAEC zur Untersuchung der Glycanstruktur von GPIs dient in der
Regel partiell hydrolysiertes Dextran. Interne Standards aus Dextranhydrolysat erlauben
es, den radioaktiven Proben relative Grofen (GU bzw. DU) zuzuordnen. Diese Werte
konnen mit den entsprechenden Werten fiir Standards bekannter Struktur, z. B. aus
T. b. brucei oder P. falciparum, und publizierten Werten fiir neutrale Glycane von GPIs
anderer Organismen verglichen werden (Ferguson, 1993).

Dextranhydrolysat wird gewonnen, indem 200 mg Dextran (Sigma) in 1 ml 0,1 M
HCI geldst wird und fiir 2 h bei 100 °C reagiert. Anschlieend wird der Reaktionsansatz
in der Vakuumzentrifuge eingetrocknet und verbliebene HCl durch zweimaliges
Eintrocknen mit Methanol entfernt. Das partiell hydrolysierte Dextran wird zum
Gebrauch als Standard fiir Bio-Gel P4-Séulen mit 1 Volumen Serdolit-MB3-
Ionentauscher versetzt. Das derart entsalzte Dextran wird getrocknet und in Wasser
gelost, so daBl eine Losung von 100 mg/ml entsteht. Etwa 150 pl dieser Dextranldsung
werden mit der radioaktiven Probe versetzt und an Bio-Gel P4 chromatographiert. Der
interne Standard wird nachgewiesen, indem jeweils 25 pl einer Fraktion mit 100 pl
0,2% Orcin/konz. H,SO4 versetzt und fiir 10 min bei 100 °C inkubiert werden (Gerold
et al., 1994). Die oxidierten Zucker farben sich dunkelbraun. Die Intensitéit der Farbung
erlaubt eine Abschdtzung, in welchen Fraktionen die Maxima der verschiedenen
Glucoseoligomere eluieren. Die Abschitzung erfolgt sowohl nach Augenschein als auch
aufgrund der OD bei 450 nm. Die fiir die beschriebenen Analysen eingesetzten Bio-Gel
P4 (>400 mesh)-Sdulen (130 cm x 1 cm) trennen im Bereich von 1-14
Glucoseeinheiten. Dies entspricht einem Molekulargewichtsbereich von 200-3.000
Dalton.

Dextranhydrolysat wird fiir den Gebrauch auf der Dionex-HPAEC 1:1.000
verdiinnt, {iber einen Mischbettionentauscher (s. 3.14.2) entsalzt und mehrfach filtriert.
Etwa 5 pl Dextranhydrolysat werden zusammen mit der radioaktiven Probe injiziert
(Gerold et al., 1994). Die Detektion des Dextranhydrolysates erfolgt durch "gepulste

amperometrische" Messung (s. 0.).



42

4 Ergebnisse

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit gab es nur wenige Erkenntnisse zur Topologie
der Biosynthese von GPI-Ankern in eukaryontischen Zellen. Lediglich fiir frithe
Biosyntheseintermediate konnte in Trypanosomen und einer Mauszellinie gezeigt
werden, daf diese liberwiegend auf der cytoplasmatischen Seite des ER vorhanden sind
(Vidugiriene und Menon, 1993; 1994). Es wurde daher ein System permeabilisierter
Zellen etabliert, das Untersuchungen auch an hoéher glycosylierten und an der
Zuckerseitenkette modifizierter GPI-Anker-Biosyntheseintermediate erlaubt. Im ersten
Abschnitt des Ergebnisteils werden die Etablierung dieses Systems zur
Permeabilisierung von T. gondii-Tachyzoiten und die Kontrollen zur Priifung des
entwickelten Systems beschrieben. In Abschnitt 2 sind Untersuchungen zur
Identifizierung und Charakterisierung von Glycolipiden aus 7. gondii dargestellt. Hier
wird die Ubereinstimmung der unter den angewandten Bedingungen synthetisierten
Glycolipide mit den beschrieben Strukturen (Striepen et al., 1997; Zinecker et al., 2001)
gepriift. In Abschnitt 3 werden schlielich die Untersuchungen zur Topologie der GPI-

Anker-Biosynthese in subzelluldiren Membranen von 7. gondii beschrieben.

4.1 Etablierung eines Systems zur Permeabilisierung von 7. gondii-
Tachyzoiten

Mit T. gondii infizierte Zellkulturen wurden mit [**S]Methionin metabolisch
markiert. Die Parasiten wurden aus den Wirtszellen freigesetzt, gewaschen und gezéhlt.
Resuspendiert wurden die Toxoplasmen mit DMEM + Proteaseinhibitoren (s. u.) zu
einer Konzentration von 2 x 10* PE/ml. AnschlieBend wurde ein Teil der Zellen mit

Streptolysin O, ein anderer Teil mit Saponin behandelt.

4.1.1 Behandlung mit Streptolysin O (mod. nach Bhakdi ef al., 1993) permeabi-
lisiert 7. gondii nicht

Jeweils 1 x 10" Parasiten wurden mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen
Streptolysin O behandelt (0,14 pg/ul bzw. 0,29 pg/ul; freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Prof. Bhakdi, Mainz). Nach der Permeabilisierung (5 min auf Eis, dann
5 min 37 °C) wurden die Parasiten zentrifugiert (1.500 x g, 5 min, 4 °C), in DMEM +
Proteaseinhibitoren (0,1 mM TLCK, 1 pg/ml Leupeptin, 1 mM PMSF) resuspendiert
und erneut zentrifugiert. Aliquots der Uberstinde und des resuspendierten Sediments
wurden im Szintillationszdhler analysiert und die prozentuale Verteilung der
Radioaktivitit zwischen Uberstand und Sediment (Uberstand + Sediment = 100%)
graphisch dargestellt (Abbildung 7). Bei beiden -eingesetzten Streptolysin O-
Konzentrationen konnte nur ein geringer Teil der markierten Proteine in den Uberstand

freigesetzt werden. Der grofite Teil der Radioaktivitdt (90%) blieb im Sediment zuriick.
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Die Behandlung von Toxoplasmen mit Streptolysin O nach diesem Verfahren scheint

daher nicht geeignet zu sein, um die Zellen effektiv zu permeabilisieren.
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Abb. 7: Freisetzung von [3 >S]Methionin-markierten T. gondii-Proteinen nach

unterschiedlichen Behandlungen zur Permeabilisierung der Zellmembran

Proteine von T. gondii wurden mit [*>S]Methionin metabolisch markiert. Die Parasiten wurden
aus den Wirtszellen freigesetzt und gewaschen, und anschlieBend unterschiedlichen
Behandlungen zur Permeabilisierung der Zellen unterzogen. Zwei Proben wurden mit
Streptolysin O (SLO) behandelt, weitere sechs Proben mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Saponin (0-0,5%). Die behandelten Parasiten wurden zentrifugiert und gewaschen, die
Uberstinde vereinigt und das Sediment resuspendiert. Aliquots von Uberstand und Sediment
wurden im Szintillationszihler gemessen und die prozentuale Verteilung zwischen Uberstand
und Sediment dargestellt (Uberstand + Sediment = 100%). Durch die Behandlung mit
Streptolysin O konnte nur ein sehr geringer Anteil intrazelluldrer Proteine in den Uberstand
freigesetzt werden. Bei der Behandlung mit 0,05% Saponin konnten noch keine nennenswerten
Mengen Protein in den Uberstand freigesetzt werden, ab einer Konzentration von 0,15%
Saponin ist ein deutlicher Anstieg der Proteinmenge im Uberstand nachzuweisen.
-K = Negativkontrolle; SLO = Streptolysin O.
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4.1.2 Behandlung mit Saponin zerstort die Zellstruktur

Jeweils 1 x 107 Parasiten wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen Saponin
behandelt (0-0,5% Saponin). Nach der Behandlung (5 min auf Eis) wurden die Parasiten
zentrifugiert (1.500 x g, 5 min, 4 °C), in DMEM + Proteaseinhibitoren (0,1 mM TLCK,
1 pg/ml Leupeptin, | mM PMSF) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Aliquots der
Uberstinde und des resuspendierten Sediments wurden im Szintillationszihler
analysiert und die prozentuale Verteilung der Radioaktivitit zwischen Uberstand und
Sediment (Uberstand + Sediment = 100%) graphisch dargestellt (Abbildung 7). Bis zu
einer Konzentration von 0,05% Saponin werden nur sehr geringe Mengen an Protein,
die im Bereich der Negativkontrolle liegen, in den Uberstand freigesetzt. Ab einer
Konzentration von 0,15% Saponin ist ein deutlicher Anstieg der Proteinmenge im
Uberstand nachzuweisen (33%), der bei 0,5% Saponin auf 58% steigt. Um die
GroBenverteilung der freigesetzten Proteine zu iiberpriifen, wurden zwei 10%ige SDS-
Polyacrylamidgele (nach Laemmli et al., 1970; in Gelkammern der Firma Hofer, ca.
16x16 cm) angefertigt und Aliquots von Uberstand und Sediment nach
Saponinbehandlung aufgetragen. Fiir das eine Gel wurde ein Wide Range-Marker
(Sigma, Steinheim) verwendet, fiir das andere wurde ein radioaktiv markierter Marker
mit [14C]Methylierten Proteinen (Amersham, Braunschweig) verwendet und die
Proteine anschlieend elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine des einen Gels
wurden mittels Silberfarbung sichtbar gemacht und das Gel anschlieBend getrocknet
(Abbildung 8 A). Das radioaktiv markierte Gel wurde getrocknet und mittels Bio-
Imager (Fujifilm, Raytest, Straubenhardt) analysiert (Abbildung 8 B). Bei beiden
Methoden ist zu erkennen, da3 bis zu einer Konzentration von 0,05% Saponin nur sehr
geringe Mengen an Proteinen in den Uberstand gelangt sind. Ab einer Konzentration
von 0,15% Saponin sind dann deutliche Mengen an Protein im Uberstand nachweisbar.
Die GroBe der freigesetzten Proteine verteilt sich iiber den gesamten
Molekulargewichtsbereich. Eine deutliche Proteinbande im Uberstand hat ein
Molekulargewicht von ca. 160 kDa, aber auch deutlich gréBere Proteine sind im
Uberstand nachweisbar. Der Bereich zwischen 0,05% und 0,3% Saponin konnte daher
geeignet sein, um Toxoplasmen effektiv zu permeabilisieren. Die Grofle der
freigesetzten Proteine 14Bt jedoch darauf schlieBen, daB3 die Zellstruktur der Parasiten
zerstort wird. Daher wurden nicht-radioaktiv markierte Toxoplasmen erneut mit
unterschiedlichen Konzentrationen Saponin behandelt und anschlieBend die Zellzahl mit
einer nichtbehandelten Kontrolle verglichen. Bei einer Konzentration von 0,15%
Saponin sind ca. 20% weniger Zellen zdhlbar, bei einer Konzentration von 0,3%

Saponin bereits ca. 50% weniger.
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Abb. 8: GroBienverteilung freigesetzter T. gondii-Proteine nach Behandlung mit

unterschiedlichen Konzentrationen von Saponin

Proteine von 7. gondii wurden metabolisch mit [*S]Methionin radioaktiv markiert. Die
Parasiten wurden aus den Wirtszellen freigesetzt und gewaschen, und anschlieBend mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Saponin (0-0,5%) behandelt. Die behandelten Parasiten
wurden zentrifugiert und gewaschen, die Uberstéinde vereinigt und das Sediment resuspendiert.
Aliquots von Uberstand (U) und Sediment (S) wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Ein Gel
wurde silbergeférbt (A), bei dem anderen wurde die Radioaktivitit mittels Bio-Imager detektiert
(B). Bei der Behandlung mit bis zu 0,05% Saponin konnten nur geringe Mengen Protein in den
Uberstand freigesetzt werden, ab einer Konzentration von 0,15% Saponin ist ein deutlicher
Anstieg der Proteinmenge im Uberstand nachzuweisen. Es wurden Proteine mit einer GroBe von
deutlich iiber 200 kDa freigesetzt. M = Molekulargewichtsmarker; -K = Negativkontrolle.
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4.1.3 GDP-[’H]Man-markierte Glycolipide lassen sich in Streptolysin O-
behandelten Parasiten nicht mit PI-PLC spalten
(mod. nach Chaturvedi et al., 1999)

Da die Permeabilisierung mit Streptolysin O nach Bhakdi et al., 1993 nicht
erfolgreich war, wurde Streptolysin O aus einer anderen Quelle getestet (Murex
Diagnostic, Dartford, UK). Zundchst wurde die Aktivitit des Streptolysin O bestimmt.
Von dem frisch geldsten Streptolysin O wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt und
5 pl jeder Verdiinnungstufe mit 50 pl Humanerythrocyten (2,5%; v/v) 40 min bei 37 °C
inkubiert. Zur Bestimmung der totalen Hdmolyse wurden Erythrocyten in 0,2% SDS
inkubiert, die Negativkontrolle wurde nur mit Kaliumacetat-Puffer inkubiert, der zum
Ldsen des Streptolysin O verwendet wurde. Nach Zentrifugation wurden jeweils 30 pl
Uberstand in 1 ml A. bidest gegeben und die Extinktion photometrisch bestimmt. Der
Prozentsatz der Hamolyse (0,2% SDS entspr. 100% Héamolyse; Puffer entspr. 0%
Héamolyse) wurde gegen die Verdiinnung graphisch dargestellt und mit Hilfe eines
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Abb. 9: Bestimmung der Streptolysin O-Aktivitiit
Verschiedene Verdiinnungsstufen einer Verdiinnungsreihe von Streptolysin O wurden
zusammen mit einer Suspension aus Humanerythrocyten inkubiert. Nach Zentrifugation wurde

der Uberstand in A. bidest verdiinnt und die Extinktion bei A = 412 nm gemessen. Dargestellt ist
die erzielte Hé&molyse [%] in Abhéngigkeit von der verwendeten Streptolysin O-
Verdiinnungsstufe. Totale Hamolyse bei 0,2% SDS im Ansatz = 100%, Negativkontrolle
(Inkubation mit Kaliumacetat-Puffer) = 0%. Die Aktivitdt des Streptolysin O in [.U./ml ergibt
sich aus dem Reziproken der Verdiinnung bei 50% Hamolyse, abgelesen an einer
computererstellten Regressionsgeraden. Danach ergibt sich eine Streptolysin O-Aktivitdt von
6,6 L.U./ml
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Computerprogramms (SigmaPlot) eine lineare Regression berechnet (Abbildung 9). Die
Aktivitdt des Streptolysin O in [.U./ml ergibt sich aus dem Reziproken der Verdiinnung
bei 50% Hamolyse:

Aktivitit [1.U./ml] = —— = 6,62 .U /ml
0,151

5

Die angesetzte Streptolysin O-Losung hat eine Aktivitdt von 6,6 1.U./ml. Fiir die
folgenden Versuche wurde sie auf 4 U/ml eingestellt und bis zu ihrer Verwendung in
Aliquots von 100 pl bei -80 °C gelagert.

Zur Permeabilisierung von 7. gondii-Tachyzoiten wurden diese aus ihren
Wirtszellen freigesetzt, gereinigt und Aliquots von 1 x 10° PE mit Streptolysin O
(1 U/ml) behandelt. Die Permeabilisierung wurde mittels Trypan Blau-Farbung gepriift.
Nach Streptolysin O-Behandlung waren ca. 45% der Toxoplasmen angeférbt, ohne
Behandlung ca. 20%. Nach erneutem Waschen, um das Streptolysin O zu entfernen,
wurden die Parasiten mit 2 pCi GDP-[’H]Man pro Ansatz fiir 2 h bei 37 °C radioaktiv
markiert. Die Markierung wurde durch Transfer der Ansitze auf Eis beendet und die
Parasiten anschlieBend mit 6 U/ml PI-PLC aus B. thuringiensis (rekombinant in B.
subtilis) behandelt. Dieses Enzym ist besonders gut geeignet, um membranverankerte
GPIs zu spalten (Low, 1989; 1992; Menon, 1994), sofern sie nicht am Inositol durch
eine zusétzliche Fettsdure modifiziert sind. Der Negativkontrolle wurde statt PI-PLC die
entsprechende Menge PI-PLC-Aufbewahrungspuffer (25 mM Tris-Acetat; pH 7,4; 50%
Glycerin) zugesetzt. Um zu liberpriifen, ob nach Zerstorung der Membranstrukturen von
T. gondii markierte Glycolipide gespalten werden konnen, wurden weitere
Kontrollansitze in Gegenwart von 0,1% Desoxycholat (DOC) mit PI-PLC behandelt.
Die ungespaltenen Glycolipide wurden anschlieBend mit C/M/W extrahiert und mittels
Phasenverteilung zwischen 1-Butanol und Wasser gereinigt. Aliquots der einzelnen
Ansitze wurden mittels Szintillationszdhler analysiert (Tabelle 1). Nach Behandlung
mit PI-PLC konnten die gleichen Mengen an Glycolipiden extrahiert werden, wie in der
unbehandelten Kontrolle. Das bedeutet, dal durch die Behandlung mit PI-PLC keine
Glycolipide gespalten werden konnten. Nachdem jedoch die Membranstruktur durch
Zugabe eines Detergenz zerstort wurde, konnte nur ein Anteil von 32%, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle, extrahiert werden. Das Enzym hat also erst nach Auflosung der
Membranstruktur Zugang zu den radioaktiv markierten Glycolipiden, was zwei
Ursachen haben kann: Die Glycolipide sind auf der luminalen Seite des ER vor dem
Enzymverdau geschiitzt oder die Parasiten sind nicht ausreichend permeabilisiert, d. h.

PI-PLC gelangt nicht durch die Zellmembran an die cytoplasmatische Seite des ER.
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Tab. 1: PI-PLC-Behandlung nach GDP-[’H]Man-Markierung von Streptolysin O-

behandelten Parasiten
T. gondii-Parasiten wurden mit Streptolysin O behandelt, mit GDP-[’H]Man fiir 2 h bei 37 °C
radioaktiv markiert und anschlieBend 30 min auf Eis mit PI-PLC behandelt. Die Glycolipide
wurden extrahiert und ein Aliquot jeder Probe im Szintillationszdhler gemessen. Die

Negativkontrolle wurde nur mit PI-PLC-Puffer (ohne Enzym) versetzt, bei der Positivkontrolle
wurde die PI-PLC-Behandlung in Anwesenheit von 0,1% Desoxycholat (+ PI-PLC / + DOC)
durchgefiihrt, um die Membranstruktur zu zerstoren. Durch die Behandlung mit PI-PLC kénnen
keine Glycolipide gespalten werden. Erst nachdem die Membranstruktur durch Zugabe von
0,1% DOC zerstort wird, 148t sich ein signifikanter Anteil der Glycolipide (68%) spalten.
Angaben in cpm.

Behandlung Radioaktivitdt [cpm]
- PI-PLC 263.000 + 34.800
+ PI-PLC 265.000 + 41.000
+ PI-PLC /+ DOC 85.000 + 17.700

4.1.4 Hypoton permeabilisierte, nicht aber Streptolysin O-behandelte 7. gondii-

Zellen lassen sich effektiv durch radioaktive Nukleotidzucker markieren

Aus den Wirtszellen freigesetzte und gereinigte 7. gondii-Parasiten wurden mit
Streptolysin O behandelt, bzw. analog zum sogenannten zellfreien System (mod. nach
Masterson et al., 1989; Striepen et al., 1997) hypoton behandelt. Ein Teil des
Parasitenmaterials blieb zur Kontrolle unbehandelt. Aliquots von 5 x 10’ PE pro Ansatz
wurden mit verschiedenen Nukleotidzuckern (UDP—[3H]GICNAC, GDP—[3H]Man und
UDP—[3H]GalNAc) fiir 2 h bei 37 °C radioaktiv markiert. Ein zusétzlicher Ansatz der
UDP-[’H]GIcNAc-Markierung wurde in Anwesenheit von 0,1% Desoxycholat
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Glycolipide mit C/M/W extrahiert, mittels
Phasenverteilung zwischen 1-Butanol und Wasser gereinigt und Aliquots der
glycolipid-haltigen Butanolphase im Szintillationszdhler gemessen (Abbildung 10).
Bereits bei unbehandelten, intakten Toxoplasmen kdnnen Glycolipide deutlich markiert
werden. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufithren, dal} bereits durch den Prozel3 der
Aufarbeitung ein Teil der Zellen geschidigt ist und somit die Nukleotidzucker schnell
und einfach an den Ort der Biosynthese gelangen konnen. Eine Behandlung mit
Streptolysin O brachte allerdings keine deutliche Steigerung der Markierungseftizienz.
Bei der Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc gab es eine Steigerung des Einbaus von
Radioaktivitit in Glycolipide von 17%, bei der Markierung mit GDP-[’H]Man gab es
eine Steigerung von 32% und bei der Markierung mit UDP-[’H]GalNAc gar einen
Riickgang von 20%. Wurden die Parasiten jedoch mit einem hypotonen Puffer
behandelt, so gab es eine deutliche Steigerung der Markierungseffizienz: Bei der
Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc gab es eine Steigerung um das 2,6fache, bei der
Markierung mit GDP-[’H]Man um das 4,2fache und bei der UDP-[’H]GalNAc-

Markierung eine Steigerung um das1,4fache gegeniiber der Markierung intakter Zellen.
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Dies ist ein deutliches Zeichen dafiir, dal erst nach hypotoner Permeabilisierung die
Zellmembran von radioaktiven Nukleotidzuckern effektiv passiert werden kann und
somit eine effektive Markierung mdglich ist. Im Gegensatz dazu ist diese Barriere nach
der Behandlung mit Streptolysin O gegeniiber intakten 7. gondii-Zellen scheinbar nur
unwesentlich beeinflult. Im nichsten Schritt sollte daher die Beschaffenheit der
Parasitenzelle nach hypotoner Behandlung eingehender untersucht werden, da dieses
System voraussichtlich den geforderten Bedingungen nach permeabilisierter
Zellmembran und intaktem ER entspricht.

Eine Kontrollmarkierung hypoton permeabilisierter Parasiten in Anwesenheit von
0,1% Desoxycholat brachte keinen Einbau von UDP-[’H]GIcNAc in T. gondii-
Glycolipide. Durch die Zerstorung der Membranstruktur durch ein Detergenz wird
offenbar ein fiir die ersten Biosyntheseschritte wichtiger Enzymkomplex zerstort und ist

nicht mehr funktionell.

UDP-’H]GIcNAc GDP-[*H]Man UDP{°H]GalNAc
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Abb. 10: Markierungseffizienz unterschiedlich behandelter 7. gondii-Priparationen mit

verschiedenen radioaktiven Nukleotidzuckern

Intakte, mit Streptolysin O (SLO) behandelte und hypoton permeabilisierte (HP) Parasiten
wurden mit unterschiedlichen radioaktiven Nukleotidzuckern fiir 2 h bei 37 °C markiert, die
Glycolipide extrahiert und ein Aliquot jeden Ansatzes im Szintillationszéhler gemessen.
Zusitzlich wurde bei der Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc eine Kontrollmarkierung in
Anwesenheit von 0,1% Desoxycholat (HP + DOC) durchgefiihrt. Die Markierungseffizienz
wird durch die Behandlung mit Streptolysin O gegeniiber intakten Toxoplasmen nicht
wesentlich erhht (UDP-[’H]GIcNAc + 17%, GDP-[’H]Man + 32%), bei Markierung mit UDP-
[’H]GalNAc sogar um 20% verringert. Die Markierungseffizienz bei hypoton permeabilisierten
Parasiten ist dagegen drastisch erhdht (bis um das 4,2fache bei Markierung mit GDP-[*H]Man).
In Anwesenheit von 0,1% Desoxycholat ist keine radioaktive Markierung moglich. Angaben in
cpm.
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Abb. 11: Phasenkontrastaufnahmen von intakten und hypoton permeabilisierten

Toxoplasmen
Toxoplasmen wurden aus den Wirtszellen freigesetzt und gereinigt, ein Teil des Materials
anschlieend hypoton permeabilisiert. Die intakten (A) und hypoton permeabilisierten (B)
Parasiten wurden dann im Phasenkontrastmikroskop betrachtet. Nach hypotoner
Permeabilisierung ist bei 400facher VergroBerung kein Unterschied zu den intakten Parasiten
erkennbar.
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4.1.5 Hypoton permeabilisierte Toxoplasmen behalten ihre Zellmembran

Toxoplasmen wurden aus ihren Wirtszellen freigesetzt und gewaschen. Ein Teil
des Materials wurde in hypotonem Lysispuffer aufgenommen (1 x 10° PE/ml),
anschlieBend in einem Homogenisator nach Dounce homogenisiert und nochmals
gewaschen. Aliquots der beiden Préparationen wurden im Phasenkontrastmikroskop bei
400facher VergroBerung verglichen. Zwischen intakten und hypoton permeabilisierten
Parasiten ist kein Unterschied erkennbar (Abb. 11). Die Parasitenzellen behalten
offenbar durch den komplexen und mehrschichtigen Aufbau ihrer Zellmembran selbst

nach Permeabilisierung mit Wasser ihre typische dullere Form.

4.1.6 Permeabilisierte Toxoplasmen haben eine intakte GPI-Biosynthese

Um zu untersuchen, ob fiir die GPI-Biosynthese essentielle 10sliche Faktoren
durch Permeabilisierung und anschlieendes Zentrifugieren verloren gehen, wurden
permeabilisierte  Parasiten  verschiedenen Zentrifugationsschritten unterzogen.
Freigesetzte und gewaschene Toxoplasmen wurden hypoton permeabilisiert. Diese
Priparation wurde zunichst bei 1.000 x g (10 min, 4 °C) zentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig abgenommen und bei 10.000 x g (10 min, 4 °C) zentrifugiert. Der dabei
entstandene Uberstand wurde ebenfalls vorsichtig abgenommen, abschlieBend bei
100.000 x g (30 min, 4 °C) zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die drei dabei
entstandenen Sedimente wurden im Ausgangsvolumen mit Inkubationspuffer auf
1 x 10° PE/ml resuspendiert und parallel zu dem verbliebenen Uberstand fiir 2 h bei
37 °C mit GDP-[’H]Man radioaktiv markiert. Die Glycolipide wurden extrahiert und
mittels Phasenverteilung zwischen 1-Butanol und Wasser gereinigt. Der Einbau von
Radioaktivitdt in Glycolipide wurde im Szintillationszdhler bestimmt. Die gesamte
eingebaute Radioaktivitdt aus allen Priparationen wurde auf 100% gesetzt und die
Anteile der einzelnen Zentrifugationsschritte graphisch dargestellt (Abbildung 12 A).

Mit dem Sediment der 1.000 x g-Zentrifugation wurden ca. 92% der insgesamt
extrahierbaren Glycolipide gebildet, mit dem 10.000 x g Sediment nur noch ca. 4% und

mit den 100.000 x g-Priiparationen (Sediment und Uberstand) noch jeweils ca. 2%.
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Abb. 12: Markierungseffizienz verschiedener Praparationen von 7. gondii
Freie Toxoplasmen wurden hypoton permeabilisiert und anschliefend sequentiell zentrifugiert:

Die Parasiten wurden zunichst bei 1.000 x g (10 min, 4 °C) zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und bei 10.000 x g (10 min, 4 °C) zentrifugiert und der dabei entstandene
Uberstand bei 100.000 x g (30 min, 4 °C) zentrifugiert. Die Sedimente wurden resuspendiert
und parallel zu dem verbliebenen Uberstand mit GDP-[*’H]Mannose radioaktiv markiert. Die
Glycolipide wurden extrahiert und die eingebaute Radioaktivitit im Szintillationszéhler
bestimmt. A: Graphische Darstellung der Radioaktivitdtsverteilung; alle Ansidtze zusammen =
100%. B: Aliquots der Ansitze wurden mittels DC analysiert (Laufmittelsystem B). Der grofite
Teil der synthetisierten Glycolipide (mehr als 90%) wird durch das 1.000 x g Sediment gebildet.
St = Standard.
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Aliquots der Extrakte 1-4 wurden auBerdem diinnschichtchromatographisch
analysiert. Dazu wurde '/so jeder Probe auf Silika 60-Platten (Merk, Darmstadt)
aufgetragen und in Laufmittelsystem B (n-Hex/C/M/W/HAc; 3:10:10:2:1) entwickelt.
Die Diinnschichtplatte wurde zunédchst auf einem DC-Plattenscanner (Berthold,
Wildbad) analysiert und dann mit Hilfe eines Bio-Imagers (Raytest, Straubenhardt)
zusitzlich ein zweidimensionales Bild der von den einzelnen Priparationen
synthetisierten Glycolipide angefertigt (Abbildung 12 B). Auch hier ist deutlich
erkennbar, da3 die Hauptmenge der radioaktiv markierten Glycolipide von dem 1.000 x
g-Sediment gebildet wird (Abb. 12B, Spur 1). Von dem bei 10.000 x g-
sedimentierbaren Material wird zwar noch das gesamte Spektrum an GDP-[*’H]Man-
markierbaren Glycolipiden gebildet, aber nur noch in sehr geringen Mengen (Abb. 12
B, Spur 2). Von den beiden Priparationen nach 100.000 x g-Zentrifugation konnte nur
noch ein sehr hydrophobes Produkt gebildet werden, andere Intermediate waren nicht
mehr erkennbar (Abb. 12 B, Spur 3 und 4). Bei diesem Produkt handelt es sich
vermutlich um Dolichol-Phosphatmannose. Dieses Experiment zeigt zum einen, daf} die
Toxoplasmen durch die Behandlung mit hypotonem Puffer und anschlieBendem
Homogenisieren nicht fragmentiert werden, da fast das gesamte Material bei 1.000 x g
sedimentierbar ist. Zum anderen werden durch die Permeabilisierung und
anschlieBendes Waschen keine 16slichen Komponenten entfernt, die flir eine
Markierung mit GDP-[’H]Man essentiell sind. Die auffillige Abweichung der

markierten Glycolipide zum verwendeten Standard wird in Abschnitt 4.2.1 behandelt.

4.1.7 Cytoplasmatische Proteine werden nach hypotoner Permeabilisierung

freigesetzt

Um zu iiberpriifen, ob die Parasitenzellen durch die Behandlung mit hypotonem
Puffer tatsdchlich permeabilisiert werden, wurde ein stabil mit dem /lacZ-Gen
transfizierter 7. gondii-Stamm verwendet (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr. Frank Seeber, Marburg). Dieser Stamm ist in der Lage, B-Galactosidase als
cytoplasmatisches Protein (ca. 75 kDa) zu exprimieren. Werden diese Zellen
permeabilisiert, gelangt die B-Galactosidase nach Zentrifugation in den Uberstand und
kann dort durch eine Farbreaktion nachgewiesen werden. Sind die Zellen nicht
permeabilisiert, verbleibt die B-Galactosidase nach Zentrifugation im Sediment und
kann dort nachgewiesen werden. Extrazellulire RHB-1 Toxoplasmen wurden wie
beschrieben  hypoton  permeabilisiert. Duplikate ~ zweier  verschiedener
Parasitenkonzentrationen (5 x 10° PE/100 pl und 1 x 10’ PE/100 ul) der hypoton
permeabilisierten und unbehandelter, intakter Parasiten wurden anschlieend
zentrifugiert. 2 ul des Uberstandes (entspr. 1 bzw. 2 x 10° PE) wurden in eine
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (U-Form) pipettiert und mit PBS bzw. isotonem
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Inkubationspuffer auf 50 pl aufgefiillt. Die Parasitensedimente wurden entsprechend
mit PBS bzw. isotonem Inkubationspuffer im Ausgangsvolumen resuspendiert und
jeweils 2 pl parallel zu den Uberstinden aufgetragen. Als Positivkontrolle wurden
Parallelansdtze mit 1 pl 10% Triton X-100 versetzt (Endkonzentration 0,1% Triton X-
100), um die B-Galactosidase durch Zerstoren der Membranstruktur vollstindig
freizusetzen. Zu jedem Ansatz wurden 50 pl Chlorophenol Rot-f-D-Galactopyranosid
(CPRG) zugegeben und die Platte fiir 25 min bei 37 °C inkubiert. Das Substrat CPRG
wird hierbei durch das Enzym [-Galactosidase umgesetzt, wobei eine Farbverschiebung
von Gelb nach Rot stattfindet. Nach ausreichender Farbentwicklung wurde die Reaktion
mit 20 pl Stopp-Losung (25 mM EDTA; 500 mM Glycin pH 11,2) beendet. In
Abbildung 13 A ist der Computer-Scan eines Tests dargestellt. Die Absorption wurde
mit einem ELISA-Reader (Sanofi Diagnostics Pasteur, Freiburg) bei A =570 nm
bestimmt und die Mittelwerte graphisch dargestellt (Abbildung 13 B). Bei nicht-
permeabilisierten Zellen bleibt die -Galactosidase in den Zellen und wird mit diesen
sedimentiert. Nach Inkubation mit CPRG ist die -Galactosidase-Aktivitdt daher im
Sediment nachweisbar (Abb. 13 A, Reihen A und C). Nur ein geringer Teil der B-
Galactosidase gelangt aus den bereits wihrend der Aufarbeitung zerstorten
Toxoplasmen in den Uberstand. Erst nach Zugabe von Triton X-100 kann die B-
Galactosidase effektiv freigesetzt werden und verbleibt nach der Zentrifugation im
Uberstand (Reihen B und D). Bei hypoton permeabilisierten Parasiten dagegen wird p-
Galactosidase effektiv freigesetzt, gelangt nach der Zentrifugation in den Uberstand und
kann dort nachgewiesen werden (Reihe E). Nur ein geringer Anteil verbleibt in

Parasiten, die vermutlich nicht vollstindig permeabilisiert wurden.
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Abb. 13: B-Galaktosidase-Test zur Uberpriifung der Semipermeabilisierung von 7. gondii
Ein stabil mit dem lacZ-Gen transfizierter Stamm, der [-Galaktosidase cytoplasmatisch
exprimiert wurde verwendet, um die Permeabilisierung nach der hypotonen Lyse darzustellen.
Hypoton permeabilisierte, bzw. intakte RH[3-1 Toxoplasmen wurden in Dublikaten und
verschiedenen Zellkonzentrationen zentrifugiert, Aliquots des Uberstandes (= 1, bzw. 2x10° PE)
wurden in eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (U-Form) pipettiert und mit PBS (Reihen A
+ B), bzw. isotonem Inkubationspuffer (IP, Reihen C - F) auf 50 pl aufgefiillt. Das
Parasitensediment wurde im Ausgangsvolumen resuspendiert und entsprechende Mengen
parallel zu den Uberstéinden aufgetragen. Zur Positivkontrolle wurden Parallelansitze mit 0,1%
Triton X-100 (+TX) versetzt. Zu jedem Ansatz wurden 50 ul CPRG zugegeben, 25 min bei
37 °C inkubiert und die Reaktion mit 20 pl Stopp-Losung beendet (Abb. 13 A = Scan der
Mikrotiterplatte). B zeigt die graphische Darstellung der Absorption bei 570 nm der Reihen C -
F. Bei nicht permeabilisierten Parasiten bleibt die 3-Galaktosidase-Aktivitdt fast vollstdndig im
Sediment erhalten. Erst nach hypotoner Lyse, bzw. Zugabe von Triton X-100 148t sich die 3-
Galaktosidase-Aktivitit im Uberstand nachweisen. Blank = 50 pl isotoner Inkubationspuffer +
50 ul CPRG.
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4.1.8 Zellkompartimente werden durch die Behandlungen nicht zerstort

Nachdem gezeigt werden konnte, dafl Parasitenzellen durch hypotonen Puffer
effektiv permeabilisiert werden konnen, ist es von entscheidender Bedeutung fiir das
gewdhlte System, da3 das ER durch diese Behandlung nicht zerstort wird. Um dies zu
zeigen, wurde ein Protease-Schutztest durchgefiihrt, bei dem luminale Proteine des ER
vor dem Verdau geschiitzt bleiben sollen. Zundchst wurde die Konzentration an
Proteinase K ermittelt, die notig ist, um das zu untersuchende Protein effektiv zu
verdauen. Hypoton permeabilisierte Toxoplasmen wurden fiir 30 min auf Eis in
Anwesenheit eines Detergenz mit unterschiedlichen Konzentrationen an Proteinase K
behandelt (Abb. 14 A, Spuren 2-6). Der Proteinverdau wurde durch Zugabe von PMSF
gestoppt und die verbliebenen Proteine mittels Trichloressigsdure gefillt. Die
prézipitierten Proteine wurden auf einem SDS-Gel elektrophoretisch getrennt und auf
PVDF-Membran {ibertragen. AnschlieBend wurden Immunfarbungen nach dem
Western-Blot-Verfahren durchgefiihrt. Der Nachweis eines Proteins des ER-Lumens
(ER Chaperon GRP78 oder BiP) erfolgte mit einem Antikorper, der freundlicherweise
von Dr. J. Bangs, Madison, USA zur Verfiigung gestellt wurde. Dieser Antikorper ist
eigentlich gegen BiP von T. brucei gerichtet, es besteht jedoch eine Kreuzreaktivitdt mit
BiP von T. gondii. Die Detektion erfolgte liber ein Peroxidase-Konjugat (swine o-rb
HRP, Dako, Déanemark) und Chemoluminiszenz-Substrat (ECL-System, Amersham,
Braunschweig). Bei einer Proteinase-Konzentration von 500 pg/ml wird BiP nahezu
vollstindig abgebaut. Eine Erhdhung auf 750 pg/ml brachte keine wesentliche
Steigerung des Abbaues. Spur 1 zeigt nun, dal das luminale Protein BiP vor dem
Verdau geschiitzt bleibt, erst nach Zugabe eines Detergenz kann das Protein abgebaut
werden (Abb. 14 A, Spur 3 vs. 1). Das bedeutet, dal durch hypotone Permeabilisierung
zwar die Zellmembran durchldssig wird, nicht aber das ER. Bei diesem Ansatz wurde
durch die Detergenz-Zugabe die gesamte Population von BiP nach TCA-Féllung erfaf3t.

Ergédnzend dazu wurden Parasiten nach simulierter radioaktiver Markierung (Abb.
14 B, Spur 4) und anschlieBender PI-PLC Behandlung (Abb. 14 B, Spur 5) getestet. Es
wurden hypoton permeabilisierte Toxoplasmen fiir 30 min auf Eis mit 500 pg/ml
Proteinase K behandelt, die Aufarbeitung und weitere Behandlung der Proben erfolgte
wie oben beschrieben. Als Negativkontrolle wurde jeweils ein Ansatz mit Proteinase K-
Puffer behandelt (Abb. 14 B, Spur 2), als Positivkontrolle wurden Parallelansétze mit
Triton X-100 versetzt (Endkonzentration 0,1% Triton X-100; Abb. 14 B, Spur 1). Spur
3 zeigt die Parasiten vor einer radioaktiven Markierung (analog zu Abb. 14 A, Spur 1).
Weder Bedingungen, die fiir die radioaktive Markierung verwendet werden (Spur 4),
noch die anschlieBende PI-PLC Behandlung (Spur 5) zerstoren die ER-Membran in
permeabilisierten Zellen oder heben ihre urspriingliche Orientierung auf.

Als zusitzliche Kontrolle wurden die Rhoptrien auf ihre Integritét iiberpriift. Der

Nachweis der Rhoptrienproteine (ROP2, 3 und 4) erfolgte mit einem Antikorper, der
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freundlicherweise von Dr. J.-F. Dubremetz, Montpellier, Frankreich, zur Verfligung
gestellt wurde. Der Versuch wurde analog zu dem BiP-Nachweis durchgefiihrt, das
Ergebnis ist in Abbildung 15 dargestellt. Auch die Rhoptrienproteine sind vor dem
Verdau mit Proteinase K geschiitzt, nach Detergenz-Zugabe konnen sie verdaut werden

(Spur 1 vs. 2). Spur 3 zeigt die Negativkontrolle ohne Zugabe von Proteinase K.

A M 1 2 3 4 5 6
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Abb. 14: Protease-Schutztest zur Uberpriifung der Integritiit des ER
A: Hypoton permeabilisierte Parasiten wurden zur Kontrolle der Unversehrtheit des ER mit

Proteinase K behandelt (Spur 1). Einer Negativkontrolle wurde kein Enzym beigesetzt (Spur 6)
und Positivkontrollen nach Zusatz von 0,1% Triton X-100 mit unterschiedlichen Mengen
Proteinase K (Spuren 2-5) inkubiert. Nach dem Verdau wurden die Proteine prizipitiert und
mittels SDS-Gelelektrophorese getrennt. Die Immunférbung nach dem Western-Blot-Verfahren
erfolgte mit einem Antikorper, der gegen ein luminales Protein des ER (BiP) gerichtet ist.
BiP kann nur nach Zusatz eines Detergenz verdaut werden (Spur 1 vs. Spur 3).
B: Erginzend wurden Parasiten nach simulierter radioaktiver Markierung (Spur 4) und
anschlieBender PI-PLC-Behandlung (Spur 5) getestet. Weder die Bedingungen, die fiir die
radioaktive Markierung verwendet werden (Spur 4), noch die PI-PLC-Behandlung (Spur 5)
zerstoren die ER-Membran in permeabilisierten Zellen. Spur 3 zeigt die Parasiten vor der
radioaktiven Markierung. Einer Negativkontrolle wurde kein Enzym beigesetzt (Spur 2) und
eine Positivkontrolle nach Zusatz von 0,1% Triton X-100 (TX-100, Spur 1) inkubiert.



ERGEBNISSE 58

M 1 2 3
&kba) + 4+ . Proteinase K

-t - 0,1%TX-100
205 —

116 —
97 —
84 —
66 —
o - «——ROP34
55 — . ~ <+“ROP2

R=
29 —

24 —
20 —

Abb. 15: Protease-Schutztest zur Uberpriifung der Integritiit der Rhoptrien

Hypoton permeabilisierte Parasiten wurden zur Kontrolle der Unversehrtheit der Rhoptrien mit
Proteinase K behandelt (Spur 1). Einer Negativkontrolle wurde kein Enzym beigesetzt (Spur 3)
und eine Positivkontrolle nach Zusatz von 0,1% Triton X-100 (TX-100, Spur 2) inkubiert. Nach
dem Verdau wurden die Proteine préizipitiert und mittels SDS-Gelelektrophorese getrennt. Die
Immunfirbung nach dem Western-Blot-Verfahren erfolgte mit einem Antikorper, der gegen die
Rhoptrienproteine 2, 3 und 4 (ROP2, 3 und 4) gerichtet ist. ROP2, 3 und 4 sind vor dem Verdau
geschiitzt und kdnnen nur nach Zusatz eines Detergenz verdaut werden (Spur 2 vs. Spur 1).

4.1.9 Ultrastrukturelle Darstellung von Toxoplasmen nach hypotoner

Permeabilisierung

Neben den Dbereits beschriebenen Versuchen zur Untersuchung der
Permeabilisierung von Toxoplasmen und der Integritit von Zellorganellen
permeabilisierter Zellen wurden Parasiten auf ultrastruktureller Ebene untersucht. Dazu
wurden freie Toxoplasmen jeweils unbehandelt (intakt), direkt nach hypotoner
Permeabilisation, nach simulierter radioaktiver Markierung (2 h, 37 °C) und nach
anschlieender PI-PLC-Behandlung fixiert, dehydriert und eingebettet. Die Schnitte
wurden mit einem LKB Ultramikrotom (Stockholm, Schweden) angefertigt, gefarbt und
mit einem Zeiss 109 Elektronenmikroskop untersucht (mit freundlicher Unterstiitzung
von Dr. J.-F. Dubremetz). Von den verschiedenen Priparationen wurden Photos
angefertigt (Abbildung 16). Abbildung 16 A zeigt eine aus den Wirtszellen freigesetzte
und gereinigte, intakte 7. gondii-Zelle. Zu erkennen ist der Apikalkomplex mit seinen
Organellen Conoid (C), Rhoptrien (R) und Mikronemata (m), der Zellkern (N), das
Mitochondrium (M) und der Golgi-Apparat (G). Umschlossen wird die Zelle von der
mehrschichtigen Pellicula (P) und ausgefiillt ist sie mit elektronendichtem

cytosolischem Material.
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Abb. 16: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von T. gondii-Tachyzoiten nach

unterschiedlichen Behandlungen

Parasiten wurden jeweils unbehandelt (A), direkt nach hypotoner Permeabilisierung (B), nach
anschlieBender simulierter radioaktiver Markierung (C) und zusétzlicher PI-PLC-Behandlung
(D) fixiert und eingebettet. Schnitte dieser Pridparationen wurden anschlieBend im
Elektronenmikroskop analysiert. Intakte Toxoplasmen zeigen die typische gebogene Form und
das Zellinnere ist elektronendicht. Hypoton permeabilisierte Parasiten besitzen noch eine
deutliche duBere Zellbegrenzung, haben jedoch nicht mehr ihre typische Form und weisen nur
sehr wenig elektronendichten Inhalt auf. A = Apicoplast, C =Conoid, D =dichte Granula,
G = Golgi-Apparat, m = Mikronemata, M = Mitochondrium, N = Zellkern, P = Pellicula,
R = Rhoptrien, v = kleine Vesikel, V = Vesikel.
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In Abbildung 16 B sind Parasiten nach hypotoner Permeabilisierung zu sehen. Die
Zellen besitzen zwar nicht mehr ihre typische gebogene Form, es ist jedoch noch eine
deutliche duBlere Zellbegrenzung vorhanden. Der gesamte cytoplasmatische Inhalt
inklusive freier Ribosomen hingegen scheint aus den Zellen ausgetreten und
ausgewaschen zu sein. Viele der Organellen, wie Rhoptrien, Mikronemata,
Mitochondrium und Apicoplast, werden in den Zellen zuriickgehalten und sind nach
wie vor erkennbar. Auffillig sind zahlreiche groBe Vesikel (V) im Zellinneren, die sich
durch Verschmelzen von Membranen gebildet haben. Diese Membranen kdnnten vom
ER oder vom Golgi-Apparat stammen (pers. Mitteilung von Dr. J.-F. Dubremetz). Im
weiteren Verlauf der Behandlung, also nach simulierter radioaktiver Markierung fiir 2 h
bei 37 °C (Abb. 16 C) sowie anschlieBender PI-PLC-Behandlung fiir 30 min bei 0 °C
(Abb. 16 D) sind diese als groBere (V) und kleinere (v) Vesikel zu sehen.

4.1.10 Geeignete Inkubationsbedingungen fiir die PI-PLC-Spaltung

Das Standardprotokoll fiir die Spaltung von GPIs mit PI-PLC sieht einen
speziellen PI-PLC-Puffer (100 mM Tris/HCl-Puffer pH 7,5 mit 0,1% Desoxycholat)
und eine Inkubation von 60-180 min bei 37 °C vor. Da diese Bedingungen fiir die
geplanten  Untersuchungen ungeeignet sind, wurden andere Puffer und
Inkubationsverhéltnisse getestet. Als Puffer wurden die beiden Inkubationspuffer
(inklusive aller zusitzlichen Co-Faktoren wie Nukleotidzucker, ATP und CoA) getestet,
die fiir die radioaktive Markierung frither bzw. hoher glycosylierter und modifizierter
GPI-Biosyntheseintermediate verwendet werden (Inkubationspuffer A und B, siehe
3.3.5). Eine Inkubationstemperatur von 37 °C kann nicht eingehalten werden, da bei
dieser Temperatur die GPI-Biosynthese und damit der Einbau von Radioaktivitét in
GPI-Biosyntheseintermediate weiterhin erfolgen kann. Es wurde daher getestet, ob bei
einer Reduktion der Inkubationstemperatur auf 0 °C noch eine effektive Spaltung von
GPIs stattfinden kann. Bei dieser Temperatur sollte zum einen die GPI-Biosynthese auf
ein Minimum reduziert sein, zum anderen sollte die Ubertragung von Glycolipiden iiber
die ER-Membran ("flip-flop") verhindert werden, damit die auf einer Seite der ER-
Membran synthetisierten Intermediate wihrend der PI-PLC-Behandlung nicht auf die
andere Seite der Membran gelangen konnen.

Mit [’H]GIcN markierte Glycolipidextrakte (10.000 cpm/Ansatz) wurden
getrocknet, im entsprechenden Puffer resuspendiert und mit PI-PLC (Glyco; 6 U/ml im
Ansatz) versetzt. Zwei Ansitze in den Inkubationspuffern A und B wurden 30 min bei
0 °C inkubiert, zwei Parallelansidtze und ein weiterer Kontrollansatz in PI-PLC-
Standard-Puffer wurden 90 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch kochen
der Proben gestoppt und die Reaktionsprodukte durch Butanol-Wasser-Verteilung

getrennt. Die Radioaktivititsverteilung der einzelnen Ansitze wurde bestimmt, indem
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Aliquots beider Phasen im Szintillationszdhler gemessen wurden. Die prozentuale
Verteilung zwischen Wasser- (gespaltenenes Material) und Butanol-Phase (ungespalten)
wurde graphisch dargestellt (s. Abb. 17). Die Kontrollspaltung im Standard-Puffer (90
min, 37 °C) erbrachte eine Spaltungseffizienz von knapp 90%. Die beiden Ansétze in
den Inkubationspuffern zeigten bei gleichen Inkubationsbedingungen einen Anteil
gespaltener Phospholipide von 94% (IP A) und 81% (IP B). Die Umstellung auf einen
anderen Puffer hat keinen groflen EinfluB} auf die Spaltungseffizienz. Die Anwesenheit
von EDTA (IP A) scheint die Reaktion zu begiinstigen (Smith et al., 2001). Werden die
Reaktionszeit auf 30 min und die Temperatur auf 0 °C herabgesetzt, werden die
Phospholipide trotzdem mit sehr hoher Effizienz gespalten. So wird in
Inkubationspuffer A eine Spaltungseffizienz von 98% und in Inkubationspuffer B von
94% erreicht. Auch hier wird bei Anwesenheit von EDTA eine bessere Spaltung erzielt.
Die gewiinschten Versuchsbedinungen sind daher sehr gut geeignet, eine effektive

Spaltung von Phosphatidylinositolen mit PI-PLC zu erreichen.
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Abb. 17: Test verschiedener Inkubationsbedingungen fiir die PI-PL.C Spaltung

Mit [’H]GIcN markierte Glycolipide von T. gondii wurden unter verschiedenen
Inkubationsbedingungen mit PI-PLC behandelt. Ein Kontrollansatz wurde im Standard-Puffer
90 min bei 37 °C inkubiert. Zwei weitere Ansitze wurden parallel in Inkubationspuffern A (IP
A) und B (IP B) behandelt, die fiir radioaktive Markierungen frither bzw. héher glycosylierter
und modifizierter GPI-Biosyntheseintermediate verwendet werden. Im Kontrollansatz wurden
knapp 90% der Glycolipide gespalten, in den Parallelansétzen jeweils 94% bzw 89%. Werden
die Inkubationszeit auf 30 min und die Temperatur auf 0 °C gesenkt, so werden 98% (IP A)
bzw. 94% (IP B) des Materials gespalten.
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4.1.11 PI-PLC-Spaltung in Abhiingigkeit von der Zeit

Um eine moglichst optimale Zeitspanne fiir die Spaltung radioaktiv markierter
Glycolipide in permeabilisierten Zellen zu ermitteln, wurde die Spaltungseffizienz in
Abhéngigkeit von der Zeit untersucht. Dabei sollte eine Reaktionszeit ermittelt werden,
die moglichst kurz ist, aber eine effektive Spaltung von Glycolipiden gewéhrleistet.

Aus den Wirtszellen befreite und gewaschene Parasiten wurden hypoton
permeabilisiert, erneut gewaschen und in Inkubationspuffer A zu 5 x 10° PE/ml
resuspendiert. Pro Ansatz wurden 5 x 10" PE mit 3 uCi UDP-[’H]GIcNAc, ATP und
CoA komplementiert und fiir 90 min bei 37 °C inkubiert. Die radioaktive Markierung
wurde durch Platzieren der Proben auf Eis gestoppt. Anschlieend wurden pro Ansatz
0,6 U PI-PLC (B. thuringiensis, 6 U/ml Endkonzentration) zugegeben und die Proben
auf Eis inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Spaltungen durch Zugabe
von 700 pl C/M 1:1 (v/v) gestoppt. Zusammen mit dem Reaktionsgemisch ergibt sich
daraus ein Verhéltnis C/M/W von 10:10:3 (v/v/v). Dies ist gleichzeitig der erste Schritt
der Glycolipidextraktion. Nach sequentieller Extraktion und anschlieBender
Phasenverteilung zwischen wassergesittigtem Butanol und Wasser wurde die
Radioaktivitdt in den jeweiligen Phasen im Szintillationszihler ermittelt. Zum Zeitpunkt
0 min sind 0% des Materials gespalten, das heiflit 100% des Materials sind theoretisch
noch spaltbar. Die Spaltungseffizienz zu den einzelnen Zeitpunkten wurde graphisch
dargestellt (Abb. 18) und mit Hilfe des Programmes SigmaPlot 4.0 eine
Regressionskurve erstellt. Anhand der Regressionskurve ergibt sich bereits nach ca. 5
min eine Spaltung von 50% des vorhandenen Materials. Etwa ab diesem Zeitpunkt
beginnt die Kurve sich deutlich abzuflachen und es wird eine Sattigung bei etwas iiber
73% Spaltung erreicht. Diese Sittigung bei weniger als 100% ergibt sich durch einen
Anteil PI-PLC-insensitiven Materials, der aufgrund einer Acylierung am Inositol nicht
spaltbar ist (vgl. 4.2.2; Abb.21). Der Anteil nicht spaltbaren Materials vom
Gesamtmaterial hidngt vom jeweiligen Markierungsexperiment ab und schwankt bei
verschiedenen Markierungen mit UDP-[’H]GIcNAc zwischen 10% und 50%. Dieser
Anteil kann nach Analyse der DC mit dem Berthold Analyser und Auswertung mit dem
dazugehorigen Programm (Chroma, Berthold) durch Integration bestimmt werden und
als interner Standard zur Normalisierung genutzt werden. Der Anteil nicht spaltbaren
Materials betrug bei dem beschriebenen Versuch ca. 25% (in Abb. 18 angezeigt durch
eine gepunktete Linie). Fiir die zukiinftigen Versuche wurde eine Inkubationszeit von
30 min ausgewdhlt, da zu diesem Zeitpunkt eine fast komplette Spaltung (97%) allen

spaltbaren Materials erreicht wird.
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Abb. 18: Abhiingigkeit der Spaltungseffizienz von der Inkubationszeit

Freie Toxoplasmen wurden hypoton permeabilisiert und mit UDP-[’H]GIcNAc radioaktiv
markiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis mit PI-PLC behandelt und die Inkubation
nach unterschiedlichen Zeiten (t = 0, 5, 10, 20 und 30 min) gestoppt. Die Glycolipide wurden
extrahiert und die Menge der eingebauten Radioaktivitidt bestimmt. Die Spaltungseffizienz
wurde graphisch dargestellt (tp = 0%) und mit Hilfe eines Computerprogramms (SigmaPlot)
eine Regressionskurve berechnet. Bereits nach 5 min wurden 50% des gesamten Materials
gespalten, nach 30 min waren es ca. 73%. Der aufgrund einer zusétzlichen Acylgruppe am
Inositol nicht spaltbare Anteil wurde auf 24,5% bestimmt (gepunktete Linie).

4.1.12 PI-PLC Spaltung in Abhingigkeit von der Konzentration

In einem &hnlichen Versuch wurde die Abhdngigkeit der Spaltungseffizienz von
der eingesetzten Enzymkonzentration untersucht, um eine optimale Enzymmenge fiir
die geplanten Spaltungsversuche zu ermitteln.

Wie unter 4.3.5 beschrieben wurden freie Toxoplasmen hypoton permeabilisiert
und radioaktiv mit UDP-[’H]GIcNAc¢ markiert. Die Reaktion wurde durch Platzieren
der Ansitze auf Eis gestoppt. AnschlieBend wurden zu verschiedenen Ansdtzen
unterschiedliche Mengen PI-PLC gegeben (B. thuringiensis, Endkonzentrationen:
0; 0,12; 0,6; 1,2 und 6 U/ml) und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 700 pul C/M 1:1 (v/v) gestoppt, die Glycolipide extrahiert und mittels
Butanol-Wasser-Verteilung gereinigt. Die Radioaktivitit in den jeweiligen Phasen
wurde im  Szintillationszéhler ermittelt. Die Spaltungseffizienz bei den
unterschiedlichen PI-PLC-Konzentrationen wurde graphisch dargestellt (Abb. 19),
wobei die Negativkontrolle ohne Enzym 0% Spaltung bzw. 100% theoretisch spaltbares
Material bedeuten. AnschlieBend wurde mit dem Computerprogramm SigmaPlot eine
Regressionskurve berechnet. Anhand dieser Regressionskurve 146t sich ermitteln, daf3
50% des gesamten Materials bereits bei einer Konzentration von 0,76 U/ml PI-PLC

gespalten werden. Ab diesem Punkt nimmt die Steigung der Kurve stark ab und bildet
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ein Plateau bei ca. 65% Spaltung. Der Anteil nicht spaltbaren Materials wurde bei
diesem Versuch mit 28,1% ermittelt (in Abb. 19 durch eine gepunktete Linie
dargestellt). Fiir die geplanten Versuche wurde eine PI-PLC Konzentration von 3 U/ml
festgelegt. Bei dieser Konzentration kann bereits ein Anteil von 86% des spaltbaren
Materials umgesetzt werden. Eine Verdoppelung der Enzymkonzentration bewirkt eine

Erhohung der Spaltungseffizienz um lediglich vier Prozentpunkte.
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Abb. 19: Abhiangigkeit der Spaltungseffizienz von der Enzymkonzentration

Freie Toxoplasmen wurden hypoton permeabilisiert und mit UDP-[’H]GIcNAc radioaktiv
markiert. AnschlieBend wurden die Proben mit unterschiedlichen Mengen PI-PLC
(Endkonzentrationen: 0; 0,12; 0,6; 1,2 und 6 U/ml) fiir 30 min auf Eis behandelt. Die
Glycolipide wurden extrahiert und die Menge der eingebauten Radioaktivitit bestimmt. Die
Spaltungseffizienz wurde graphisch dargestellt (co=0%) und mit Hilfe -eines
Computerprogramms (SigmaPlot) eine Regressionskurve berechnet. Bereits mit 0,76 U*ml™
wurden 50% des gesamten Materials gespalten, mit 6 U/ml waren es ca. 65%. Der aufgrund
einer zusétzlichen Acylgruppe am Inositol nicht spaltbare Anteil wurde auf 28,1% bestimmt
(gepunktete Linie).
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4.2 Charakterisierung von 7. gondii-Glycolipiden

Die am effektivsten markierten Glycolipide aus in vivo- und in vitro-
Markierungen zeigen in der DC deutliche Laufunterschiede (Abb. 20). Aullerdem sind
die Bandenmuster der unterschiedlichen Glycolipide aus der in vitro-Inkubation wegen
auftretender /yso-Formen (Tomavo et al., 1992b) schwer zu interpretieren. Daher
wurden umfangreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um einzelne Glycolipide sicher

ansprechen zu konnen.

4.2.1 in vivo- und in vitro-markierte Glycolipiden von 7. gondii haben auf der DC

unterschiedliche Laufeigenschaften

Besonders deutlich wurden die Laufunterschiede zwischen in vivo mit ["H]GIcN
und in vitro mit GDP-["H]Man markierten Glycolipiden (Abb. 20). Zum einen wurden
Toxoplasma-Tachyzoiten 48-72 Stunden nach Infektion in Kultur fiir 9 Stunden bei
37 °C mit [’H]GIcN radioaktiv markiert. AnschlieBend wurden die Parasiten aus ihren
Wirtszellen freigesetzt und gereinigt und die Glycolipide mittels Zwei-Schritt-
Extraktion gewonnen. Dieses Material sollte als Standard dienen. Zum anderen wurden
freigesetzte und gewaschene Toxoplasmen hypoton permeabilisiert und fiir 2 h mit
GDP-[’H]Man radioaktiv markiert. Diese Glycolipide wurden mittels Ein-Schritt-
Extraktion gewonnen. Die Glycolipide wurden auf eine Silika 60 DC-Platte aufgetragen
und in Laufmittelsystem B entwickelt. Abbildung 20 A zeigt einen Ausschnitt von der
Diinnschichtplatte nach Darstellung der zweidimensionalen Radioaktivititsverteilung
mit dem Bio-Imager (RayTest). Spur 1 zeigt das Standard-Material nach in vivo-
Markierung mit den Glycolipiden I-VI (Striepen et al., 1997). Deutlich erkennbar sind
die zwei Dreiergruppen mit den Glycolipiden I-III (mit endstindigem
Ethanolaminphosphat) und IV-VI (ohne Ethanolaminphosphat). Da es sich in dieser
Spur um den C/M/W-Extrakt der [*’H]GlcN-Markierung handelt, sind keine fritheren
Intermediate der GPI-Biosynthese vorhanden. Bei der Markierung mit GDP-[>’H]Man
(Spur 2) ist das gesamte Glycolipid-Spektrum in den hydrophoben Bereich verschoben.
Die Gruppe der Glycolipide I-1II ist um jeweils ca. 1,2 cm verschoben, die Glycolipide
IV-VI sogar um jeweils ca. 1,6 cm. Unter der Annahme, dafl der hydrophile
Zuckeranteil in beiden Praparationen identisch strukturiert ist, sind diese
Verschiebungen auf Unterschiede in der Fettsdurezusammensetzung zuriickzufiihren.
AuBerdem sind aufgrund der Ein-Schritt-Extraktion und der in vitro-Markierung weitere
Glycolipide vorhanden: Zum einen sind hier nicht modifizierte, frithere Biosynthese-
Intermediate vorhanden (Man;, Man,, Man;), zum anderen sind Iyso-Formen
verschiedener Glycolipide zu erwarten (z. B. EtN-P- Man3;GalNAc-lyso-PI; Tomavo et
al., 1992b, Striepen, 1995). Die Abbildungen 20 B und C zeigen zusitzlich die
eindimensionalen Radioaktivitétsprofile der Spuren 1 (20 B) und 2 (20 C).
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Abb. 20: Vergleich von in vivo- und in vitro-markierten Glycolipiden von 7. gondii

Tachyzoiten von 7. gondii wurden zum einen in vivo mit [’H]GIcN (A: Spur 1 und B) und zum
anderen in vitro mit GDP-"H]Man (A: Spur 2 und C) markiert. Die Glycolipide wurden
extrahiert und diinnschichtchromatographisch analysiert. In Spur 1 ist das Standard-Material mit
den Glycolipiden I-IV dargestellt (Striepen et al., 1997). In Spur 2 zeigt sich eine deutliche
Verschiebung dieses Glycolipid-Spektrums in den hydrophoben Bereich. AuBlerdem sind
aufgrund des unterschiedlichen Markierungs- und Extraktionsverfahren weitere Glycolipide
préasent. PSL = photostimulated luminiscence.
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4.2.2 Identifizierung von 7. gondii-Glycolipiden

Um zu zeigen, dal die verdnderten Laufeigenschaften der in vivo- und in vitro-
markierten Glycolipide auf Unterschiede im hydrophoben Anteil der Glycolipide (v. a.
Fettsdurezusammensetzung) zuriickzufithren sind, die entscheidenden hydrophilen
Anteile jedoch unveridndert bleiben, wurden die hydrophilen Anteile ndher untersucht.
Glycolipide wurden mit verschiedenen radioaktiven Komponenten (UDP-[’H]GlcNAc,
GDP-[’H]Man, UDP-[*H]GalNAc und UDP-[’H]Glc) im zellfreien System markiert
und mittels Ein-Schritt-Extraktion gewonnen. An den Gesamtextrakten wurden

verschiedene chemische und enzymatische Spaltungen durchgefiihrt.

4.2.2.1 Charakterisierung nach UDP-[*H] GlcNAc-Markierung

Toxoplasmen wurden aus ihren Wirtszellen freigesetzt, gewaschen und hypoton
lysiert. AnschlieBend wurden die Parasiten mit UDP-[’H]GIcNAc fiir 2 h bei 37 °C
inkubiert. Um nur frithe, nicht modifizierte oder mannosylierte Intermediate zu erhalten,
wurde die Markierung in Abwesenheit von zweiwertigen Kationen (v. a. Mn®" und
Mg**, durch Zugabe von EDTA) durchgefiihrt. Die Glycolipide wurden mittels Ein-
Schritt-Extraktion gewonnen, gewaschen und Aliquots fiir die verschiedenen
Spaltungen eingesetzt. Um die markierten Glycolipide zunédchst als GPIs zu
identifizieren, wurden Spaltungen mit PI-PLC, GPI-PLD und HNO; durchgefiihrt (Abb.
21 B-D). Die dazugehorige ungespaltene Negativkontrolle zeigt mehr als die erwarteten
zweil Glycolipide GIcNAc-PI und GIcN-PI (Abb. 21 A). Eine der beiden
Hauptkomponenten war gegeniiber der Behandlung mit PI-PLC insensitiv (Abb. 21 B),
was darauf schlieffen 1d6t, daB3 dieses Glycolipid entweder durch eine Acylierung am
Inositol vor dem Verdau geschiitzt ist oder es sich nicht um ein GPI handelt. Die
Empfindlichkeit gegeniiber GPI-PLD (Abb. 21 C) und HNO;, (Abb. 21 D) beweist
dagegen, daB es sich ebenfalls um ein GPI handelt. GIcNAc-PI kann aufgrund der
acylierten Aminogruppe nicht durch HNO, gespalten werden (Abb. 21 D). Eine milde
alkalische Hydrolyse (16% NH,", 30 min, Raumtemperatur) wurde durchgefiihrt, um
eine Acylierung des Inositols nachzuweisen. Durch diese milden Bedingungen wird
vorzugsweise die Fettsdure am Inositol gespalten, wogegen die Fettsduren des Glycerols
bestdndiger gegeniiber dieser Behandlung sind (Menon et al., 1990b). Abbildung 21 E
zeigt, dal das PI-PLC-insensitive Material empfindlich gegeniiber Ammoniak-
Behandlung ist. Sein hydrophobes Spaltprodukt migriert auf der Diinnschichtplatte nun
wie das zuvor hydrophilste Intermediat GIcN-PI. Zusitzlich erscheint ein Produkt mit
hydrophileren Eigenschaften bei ca. 10,5 cm. Dieses Spaltprodukt enthélt vermutlich

nur noch eine Fettsdure.
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Abb. 21: Charakterisierung der mit UDP-[’H]GlcNAc¢c markierten Glycolipide von

T. gondii
Mit UDP-[’H]GIcNAc markierte Glycolipidextrakte wurden mit PI-PLC (B), GPI-PLD (C),
HNO, (D) und NH, (E) behandelt. Nach der Inkubation wurden die Ansitze zwischen
wassergesittigtem 1-Butanol und Wasser verteilt. Die organischen Phasen wurden auf DC-
Platten im Laufmittelsystem A analysiert. Die Verteilung der Radioaktivitit wurde mit einem
Berthold DC-Scanner detektiert. Bild A zeigt den unbehandelten Glycolipidextrakt als
Negativkontrolle. Aufgrund ihrer Spaltungseigenschaften konnten die Glycolipide GlcN-PI,
GlcNAc-PI und GlcN-(acyl)PI identifiziert werden.
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Es konnten nach Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc drei Intermediate identifiziert
werden: GlcNAc-PI, GIcN-PI und GlcN-(acyl)PI. Diese Glycolipide komigrieren auch
mit den entsprechenden Glycolipiden aus P. falciparum (Gerold et al., 1994). Das
Vorhandensein von am Inositol acylierten Intermediaten wurde schon friiher
beschrieben (Tomavo et al., 1992b). Sichtbar werden diese Produkte jedoch nur bei in

vitro-Markierungen, bei in vivo-Markierungen mit [’H]GIcN sind sie nicht darstellbar.

4.2.2.2 Charakterisierung nach GDP-[’H|Man Markierung

Nach Markierung mit GDP-[’H]Man im zellfreien System erhdlt man ein
wesentlich komplexeres Glycolipidprofil (Abb. 22 A). Dies ist vor allem durch die Ein-
Schritt-Extraktion bedingt, bei der in einem Schritt alle radioaktiv markierten
Glycolipide gleichzeitig extrahiert werden. Deutlich erkennbar sind zwei Dreiergruppen
von Glycolipiden mit relativ hydrophilen Eigenschaften. Es handelt sich um die von
Boris Striepen beschriebenen Glycolipide I-VI mit den Modifikationen GalNAc +/- Glc
an der innersten Mannose und +/- Ethanolaminphosphat (Striepen et al., 1997). Bei den
hydrophoberen, nur mit geringer Effektivitdt markierten Glycolipiden handelt es sich
voraussichtlich um die nichtmodifizierten, mannosylierten Biosyntheseintermediate
Man;, Man, und Mans. Das hydrophobste dargestellte Glycolipid nahe der Front
komigriert mit einem Dolichol-Phosphat-Mannose (Dol-P-Man)-Standard. Dol-P-Man
liefert die Mannosen fiir die GPI-Grundstruktur. Die Sensitivitdt aller Glycolipide
(auBer Dol-P-Man) gegeniiber PI-PLC, GPI-PLD und HNO; zeigt, dal} es sich um GPIs
handelt. Speziell die Sensitivitdt gegeniiber PI-PLC zeigt, dal in diesem Extrakt keine

am Inositol acylierten Intermediate nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 22: Charakterisierung der mit GDP-[’H|Man markierten Glycolipide von 7. gondii
Mit GDP—[3H]Man markierte Glycolipidextrakte wurden mit PI-PLC (B), GPI-PLD (C) und
HNO,; (D) behandelt. Nach der Inkubation wurden die Ansétze zwischen wassergeséttigtem 1-
Butanol und Wasser verteilt. Die organischen Phasen wurden auf DC-Platten im
Laufmittelsystem B analysiert. Die Verteilung der Radioaktivitdt wurde mit einem Berthold
DC-Scanner detektiert. Bild A zeigt den unbehandelten Glycolipidextrakt als Negativkontrolle.
Am effektivsten markiert sind die durch GalNAc +/- Glc modifizierten Glycolipide I-III (mit
Ethanolaminphosphat) und IV-VI (ohne Ethanolaminphosphat). Nur schwach markiert sind die
mannosylierten, nicht modifizierten Intermediate Man;-GlcN-PI (M1) bis Man;-GIcN-PI (M3).
Bild E zeigt die schematische Darstellung der Glycolipide. DPM = Dolichol-Phosphat-
Mannose.
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4.2.2.3 Charakterisierung nach UDP-[*’H]GalNAc- und UDP-[*H]|Glc-
Markierung

Um nun zu zeigen, dal3 es sich bei den am effektivsten markierten Glycolipiden
tatsdchlich um die Glycolipide I-VI handelt, wurde durch Markierungen mit UDP-
[’H]GalNAc und UDP-[*H]Glc ein fokussierter Blick auf diese Intermediate geworfen.
Durch die Wahl dieser radioaktiven Nukleotidzucker lassen sich gezielt die sechs
GalNAc-haltigen bzw. vier Glc-haltigen Biosyntheseintermediate markieren. In
Abbildung 23 A (unbehandelte Kontrolle) ist die Markierung mit UDP-[’H]GalNAc
dargestellt. Deutlich erkennbar sind die zwei Dreiergruppen mit den Glycolipiden I-III
bzw. IV-VIL. Diese komigrieren mit den Hauptglycolipiden der GDP-[’H]Man-
Markierung (Abb. 22 A). Diese Glycolipide sind ebenfalls vollstdndig durch PI-PLC,
GPI-PLD und HNO; spaltbar (Abb. 23 B-D). Entsprechend dazu zeigt die Markierung
mit UDP-[’H]Glc die vier glucose-haltigen Glycolipide I und II bzw. IV und V (Abb.
24 A, Negativkontrolle). Auch diese waren sensitiv gegeniiber der Behandlung mit PI-
PLC, GPI-PLD und HNO, (Abb. 24 B-D). Deutlich markiert war hier auch ein Lipid
mit sehr hydrophoben Eigenschaften nahe der Lauffront. Aufgrund der
Laufeigenschaften in der DC wurde es als Dolichol-Phosphat-Glucose analysiert, das
jedoch nicht den Donor fiir die Glucose-Modifikation darstellt (Striepen et al., 1999).
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Abb. 23: Charakterisierung der UDP-[’H]GalNA c-markierten Glycolipide von 7. gondii
Mit UDP—[3H]GalNAc markierte Glycolipidextrakte wurden mit PI-PLC (B), GPI-PLD (C) und
HNO, (D) behandelt. Nach der Inkubation wurden die Ansétze zwischen wassergeséttigtem

1-Butanol und Wasser verteilt. Die organischen Phasen wurden auf DC-Platten im
Laufmittelsystem B analysiert. Die Verteilung der Radioaktivitdt wurde mit einem Berthold
DC-Scanner detektiert. Bild A zeigt den unbehandelten Glycolipidextrakt als Negativkontrolle.
Dargestellt sind alle GalNAc-haltigen Glycolipide (I-VI). Ein bisher nicht charakterisiertes
Glycolipid (x) wurde aufgrund seiner Sensitivitdt gegeniiber PI-PLC, GPI-PLD und HNO, als
GPI identifiziert.
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Abb. 24: Charakterisierung der mit UDP-[’H]Glc markierten Glycolipide von 7. gondii
Mit UDP-[’H]Glc markierte Glycolipidextrakte wurden mit PI-PLC (B), GPI-PLD (C) und
HNO, (D) behandelt. Nach der Inkubation wurden die Ansdtze zwischen wassergesittigtem

1-Butanol und Wasser verteilt. Die organischen Phasen wurden auf DC-Platten im
Laufmittelsystem B analysiert. Die Verteilung der Radioaktivitdt wurde mit einem Berthold
DC-Scanner detektiert. Bild A zeigt den unbehandelten Glycolipidextrakt als Negativkontrolle.
Dargestellt sind alle glucose-haltigen Glycolipide (I, II, IV und V). Mit der Lauffront migriert
Dolichol-Phosphat-Glucose (DPG).
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4.2.2.4 Analyse von Core-Glycanen

Auffillig war in mehreren Markierungsexperimenten ein Glycolipid mit sehr
hydrophilen Eigenschaften bei ca. 3 cm (ReWert 0,8; Abb. 22 A und Abb. 23 A,
markiert jeweils mit x). Dieses Glycolipid tauchte sowohl bei Markierungen mit GDP-
[H]Man, als auch bei Markierungen mit UDP-[’H]GalNAc und UDP-[’H]Glc auf.
Seine Sensitivitdt gegeniiber verschiedenen spezifischen Spaltungen (PI-PLC, GPI-PLD
und HNO,) weist es als GPI aus. Um zu untersuchen, ob die hydrophileren
Laufeigenschaften gegeniiber dem Glycolipid I auf einem Unterschied in der
Fettsdurezusammensetzung oder eventuell auf einer zusdtzlichen Modifikation des
hydrophilen Anteils des GPIs beruht, wurden neutrale Core-Glycane hergestellt. Dazu
wurden die Phosphodiesterbindungen zwischen dem Ethanolamin und den Mannosen
des Core-Glycans sowie zwischen dem Inositol und der hydrophoben Komponente
durch Reaktion mit wissriger FluBsiure gespalten. AnschlieBend wurden die Proben mit
salpetriger Sdure behandelt und reduziert. Dabei wird das Glucosamin deaminiert, zu
Anhydromannitol umgelagert und das Inositol abgespalten. Nach Dephosphorylierung,
Deaminierung und Reduktion wurden die Core-Glycane iiber Mischbettionentauscher
entsalzt, filtriert und abschlieBend durch "high-pH-anion-exchange-chromatography"
(HPAEC) an einer Dionex-BioLC-Anlage analysiert. Unter den Bedingungen dieser
HPAEC  werden  Oligosaccharide  sehr  spezifisch  aufgrund  geringster
Strukturunterschiede getrennt. Zusitzlich wurden die Core-Glycane auf einer Bio-Gel
P4-Gelfiltrationssdule analysiert, um ihre GroBe zu bestimmen. In Abbildung 25 sind
die Ergebnisse der Dionex- und Bio-Gel P4-Analysen dargestellt. Es wurden jeweils
Gesamtextrakte einer GDP-[’H]Man- (Abb. 25 A + B) und einer UDP-[H]Glc-
Markierung (Abb. 25 C + D) dephosphoryliert, deaminiert und reduziert. Die Core-
Glycane der mit GDP-[’H]Man markierten Glycolipide I, II, IV und VI eluieren nach
Bio-Gel P4-Chromatographie bei 7,0 Glucoseeinheiten (GU), die der Glycolipide III
und VI bei 6,0 GU (Abb. 25 B). Die endstindige Glucose bewirkt den Unterschied
zwischen diesen beiden Core-Glycanen. Nach Dionex-HPAEC erscheinen beide
Glycane trotz des Unterschiedes einer Glucose an derselben Position bei 3,0
Dionexeinheiten (DU Abb. 25 A). Das Core-Glycan von Man3;-AHM (M) eluiert nach
Bio-Gel P4-Sédule bei 4,2 GU und nach HPAEC bei 2,5 DU, das Core-Glycan von
Man;-AHM (M) bei 1,8 GU bzw. 1,1 DU. Das Core-Glycan von Man,-AHM (M) ist
in diesen Analysen nicht nachgewiesen. Die Core-Glycane der mit UDP-[’H]Glc
markierten GPIs I, II, IV und V eluieren auf der Bio-Gel P4-Siule ebenfalls bei 7,0 GU
und auf der Dionex-HPAEC bei 3,0 DU (Abb. 25 C + D). Die Glycananteile der GPIs
1T und VI sind nicht mit UDP-[’H]Glc markierbar und daher auch nicht sichtbar.
Kleinere Fragmente von 3,4 und 1,6 GU bzw. 2,0 und 0,4 DU sind unspezifische
Spaltprodukte der HF- und HNO;-Behandlungen. Vermutlich handelt es sich um die
abgespaltene Seitenkette, bestehend aus GalNAca1-4Gle, und um freie Glucose.
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Abb. 25: Untersuchung neutraler Core-Glycane von 7. gondii-GPIs nach HF-Spaltung
Core-Glycane wurden aus GDP-’H]Man- (A+B) und UDP-[’H]Glc- (C+D) markierten
Glycolipidextrakten von T. gondii dargestellt. Die entsalzten Core-Glycane wurden auf Dionex-
HPAEC (A+C) und Bio-Gel P4 (B+D) analysiert. In der Bio-Gel P4-Analyse erscheinen die
Core-Glycane der Glycolipide I, II, IV und V bei 7,0 GU (glucose-haltig), die Glycolipide III
und VI bei 6,0 GU (keine Glucose, daher nur in B sichtbar). In der Dionex-HPAEC-Analyse
erscheinen die Core-Glycane der Glycolipide I-VI alle bei 3,0 DU. Weiterhin wurden Core-
Glycane von Man;-AHM (4,2 GU / 2,5 DU) und Man;-AHM (1,8 GU / 1,1 DU) nachgewiesen.
Ein bisher nicht charakterisiertes Fragment eluiert bei 10,0 GU bzw. 3,7 DU. DU = Dionex-
Einheiten, GU = Glucose-Einheiten.

In allen Diagrammen erscheint ein zusétzliches Fragment von 10,0 GU (Bio-Gel
P4-Analyse, Abb. 25 B + D) bzw. 3,7 DU (Dionex-HPAEC, Abb. A + C). Dieses Core-
Glycan stammt von dem oben erwéhnten, bisher nicht beschriebenen Glycolipid. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, da3 ein GPI mit zusitzlicher Modifikation existiert. Eine
ndhere Charakterisierung dieses GPIs wurde wegen des geringen Anteils am

Gesamtmaterial nicht vorgenommen.
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4.3 Untersuchungen zur Topologie der GPI-Anker-Biosynthese

Um die Topologie der GPI-Anker-Biosynthese zu untersuchen, wurde, wie in
Abschnitt 4.1 beschrieben, ein System permeabilisierter 7. gondii-Zellen etabliert.
Toxoplasmen wurden aus ihren Wirtszellen freigesetzt und anschlieBend gereinigt. Die
vom Wirtszellmaterial befreiten Toxoplasmen wurden hypoton aufgeschlossen und mit
einem Homogenisator nach Dounce (tight fitting) homogenisiert. Die permeabilisierten
Parasiten wurden mit dem gewiinschten Radionukleotidzucker (UDP-[’H]GlcNAc,
GDP-[’H]Man, UDP-[’H]GalNAc oder UDP-[’H]Glc), ATP, CoA und den jeweils
fehlenden nichtradioaktiven Nukleotidzuckern versehen und fiir 90-120 min bei 37 °C
inkubiert. Die radioaktive Markierung wurde durch Platzieren auf Eis gestoppt.
AnschlieBend wurden die Parasiten fiir 30 min auf Eis mit PI-PLC (aus B. thuringiensis)
behandelt. Die PI-PLC-Behandlung wurde durch Zugabe von 6,7 Volumenanteilen C/M
1:1 gestoppt und die Glycolipide in einem Schritt extrahiert. Durch die Behandlung mit
PI-PLC sollen eventuell auf der cytoplasmatischen Seite des ER vorhandene GPIs
abgespalten werden. Voraussetzung dafiir ist zum einen, dall die Phospholipase die
Zellmembran des Parasiten passieren kann (siehe 4.1.8), zum anderen, dafl die ER-
Membran intakt bleibt (siche 4.1.9) und im Lumen des ER vorhandene GPIs vor dem
PI-PLC-Verdau geschiitzt bleiben. Nicht gespaltene GPIs gelangen bei der
Phasenverteilung zwischen wassergesittigtem Butanol und Wasser in die organische
Phase. In der Wasserphase befinden sich die eventuell gespaltenen, radioaktiv

markierten Zuckeranteile.

4.3.1 Untersuchung frither GPI-Biosyntheseintermediate
(UDP-[’H]GlcNAc-Markierung)

Wie oben beschrieben wurden freie Toxoplasmen hypoton permeabilisiert und mit
UDP-[’H]GlcNAc radioaktiv markiert. Die Inkubation erfolgte in Inkubationspuffer A
(ohne Mn*", mit 8 mM EDTA), um die Mannosylierung zu verhindern und nur friihe
Biosyntheseintermediate zu erhalten. Nach der radioaktiven Markierung (90 min,
37 °C) erfolgte die PI-PLC-Behandlung (30 min auf Eis). Parallelansidtze wurden nur
mit PI-PLC-Puffer, aber ohne Enzym inkubiert (Negativkontrolle). Ansdtze zur
Positivkontrolle wurden in Gegenwart von 0,1% Triton X-100 mit PI-PLC behandelt.
Durch die Zugabe des Detergenz werden Membranstrukturen zerstort und damit alle
synthetisierten GPI-Intermediate zugénglich fiir die Phospholipase. Anschliefend
wurden die verbliebenen Glycolipide dreimal mit C/M/W 10:10:3 in einem Schritt
extrahiert und mittels Phasenverteilung gereinigt. Aliquots von /1o jeder Butanolphase
wurden zundchst mit dem Szintillationszdhler analysiert. Da jedoch gezeigt wurde, dal3
nach Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc ein PI-PLC insensitives GPI entsteht
(s. 4.2.2.1), liefert die Bestimmung der gesamten eingebauten Radioaktivitit nur einen
ersten Anhaltspunkt fiir die Zugénglichkeit der GPIs fiir PI-PLC.
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Abb. 26: PI-PL.C-Behandlung an permeabilisierten Toxoplasmen nach UDP-[’H]GlcNA c-

Markierung
Hypoton permeabilisierte Toxoplasmen wurden mit UDP-[’H]GIcNAc markiert und

anschlieBend mit PI-PLC behandelt. Nach der Inkubation wurden die verbliebenen Glycolipide
extrahiert, gewaschen und die organischen Phasen auf DC-Platten im Laufmittelsystem A

analysiert. Die Verteilung der Radioaktivitdt wurde mit einem Berthold DC-Scanner detektiert.
Bild A zeigt den unbehandelten Glycolipidextrakt als Negativkontrolle. Durch die Behandlung
mit PI-PLC konnten 87% von GIcN-PI und 68% von GIcNAc-PI gespalten werden (B). Bei der
Behandlung in Anwesenheit eines Detergenz (0,1% Triton X-100) konnten 96% (+ 9%) bzw.
91% (+ 23%) gespalten werden (C). Ein Intermediat mit acyliertem Inositol (GlcN-(acyl-)PI) ist
insensitiv gegeniiber PI-PLC und dient daher als interner Standard. TX = Triton X-100.
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Um eine Aussage zu einzelnen GPIs treffen zu konnen, wurden die Butanolphasen
getrocknet und alle Proben in der DC analysiert. Dazu wurden ca. 10.000 cpm der
Negativkontrolle und gleiche Probenvolumina (entsp. gleiches Parasitendquivalent) der
tibrigen Proben auf die DC-Platte aufgetragen und in Laufmittelsystem A entwickelt.
Die Verteilung der Radioaktivitit wurde mit dem Berthold DC-Platten-Scanner
gemessen und einzelne Glycolipide mit dem dazugehdrigen Programm quantifiziert.
Abbildung 26 zeigt die Radioaktivitdtsprofile eines beispielhaften Versuches. In
Abbildung 26 A ist die Negativkontrolle ohne Einsatz von PI-PLC gezeigt. Deutlich
erkennbar sind die unter 4.2.2 beschriebenen drei Glycolipide: Die Hauptmenge der
Radioaktivitét (ca. 69%) wurde in das hydrophilste der drei GPIs, GlcN-PI, eingebaut.
Der direkte Vorldufer GIcNAc-PI ist nur zu einem geringen Anteil markiert (ca. 6%), da
die Deacetylierung zu GlcN-PI sehr schnell erfolgt. Das acylierte Intermediat GlcN-
(acyl)-PI ist in dem dargestellten Versuch zu ca. 25% enthalten, was bedeutet, dal3
insgesamt ca. 75% des markierten Materials durch PI-PLC spaltbar sind. Der Anteil an
GlcN-(acyl)-PI schwankt zwischen den verschiedenen Markierungsexperimenten sehr
stark. Er kann Werte zwischen 15% und 60% vom gesamten radioaktiv markierten
Material erreichen. Da GlcN-(acyl)-PI nicht PI-PLC spaltbar ist, wurde es als interner
Standard zur Normalisierung der verschiedenen Ansdtze innerhalb eines
Markierungsexperimentes genutzt. Die Anteile von GIcNAc-PI und GIcN-PI in der
Negativkontrolle wurden jeweils auf 100% gesetzt. Durch die Behandlung mit PI-PLC
(Abb. 26 B) konnten in diesem Versuch 87% von GlcN-PI und 68% von GlcNAc-PI
gespalten werden. Die hohe Spaltbarkeit dieser beiden Glycolipide in intakten
Membranen zeigt, da3 sie zugénglich fiir die Phospholipase und somit zur cytosolischen
Seite des ER orientiert sind. Durch PI-PLC-Behandlung in Anwesenheit von Detergenz
(Abb. 26 C) kann ein zusitzlicher Anteil dieser GPIs gespalten werden. Dieser betragt
9% (insgesamt 96%) bei GIcN-PI und 23% (insgesamt 91%) bei GlcNAc-PI. Dies
kommt vermutlich alleine dadurch zustande, dall durch den Einsatz des Detergenz die
Glycolipide nicht mehr in der Membran verankert sind, sondern frei vorliegen und
somit fiir das Enzym PI-PLC besser zugénglich sind. Dies gilt wohl in besonderem
MafBe fiir GIcNAc-PI. Hier kommt es beim membranverankerten GPI zur sterischen
Behinderung der PI-PLC durch die Acetylgruppe. Die Ergebnisse aller Spaltungen nach
UDP-[’H]GlcNAc-Markierung sind in Abbildung 27 zusammengefaBt: Durchschnittlich
kénnen von GlecN-PI 82,2 + 6,2% und von GlcNAc-PI 70,7 + 6,2% gespalten werden.
In Anwesenheit von Detergenz konnen ca. 10% zusétzlich gespalten werden: GlcN-PI
92,5 £ 2,9% und GIlcNAc-PI 81,6 + 7,5%. Diese Werte geben den unter den gewéhlten

Bedingungen maximal spaltbaren Anteil des jeweiligen Glycolipids wieder.
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Abb. 27: Spaltungseffizienz UDP-ISH]GlcNAc-markierter Glycolipide nach PI-PLC-

Behandlung an permeabilisierten Toxoplasmen

Die Ergebnisse von 28 wie unter Abb. 26 beschriebener Versuche wurden zusammengefaf3t und
die Spaltungseffizienz der Glycolipide berechnet. Dazu wurden die einzelnen Glycolipide
integriert und die Werte der Negativkontrolle jeder Versuchsreihe auf 100% gesetzt. Glc-(acyl)-
PI wurde wegen seiner Insensitivitdit gegeniiber PI-PLC als interner Standard zur
Normalisierung genutzt. Die prozentuale Spaltung der Glycolipide wurde berechnet und die
daraus resultierenden Mittelwerte mit Standardabweichungen graphisch dargestellt (linke
Halfte, ohne Detergenz). So kdnnen von GlcN-PI 82,2 + 6,2% und von GIcNAc-PI 70,7 £ 6,2%
gespalten werden. Unter Einfluf eines Detergenz (0,1% Triton X-100) konnen von GlcN-PI
92,5 + 2,9% und GIcNAc-PI 81,6 = 7,5% gespalten werden (rechte Halfte). GIcN-PI =
Glucosamin-Phosphatidylinositol; GIcNAc-PI = N-Acetyl-Glucosamin-Phosphatidyl-inositol.
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Abb. 28: PI-PLC-Behandlung an permeabilisierten Toxoplasmen nach GDP-I3H]Man-

Markierung
Hypoton permeabilisierte Toxoplasmen wurden mit GDP-[*’H]Man markiert und anschlieBend

mit PI-PLC behandelt. Nach der Inkubation wurden die verbliebenen Glycolipide extrahiert,
gewaschen und die organischen Phasen auf DC-Platten im Laufmittelsystem B analysiert. Die
Verteilung der Radioaktivitit wurde mit einem Berthold DC-Scanner detektiert. Bild A zeigt
den unbehandelten Glycolipidextrakt als Negativkontrolle. Die Sensitivitit der Glycolipide
gegeniiber der Behandlung mit PI-PLC (Bild B) ist ein Nachweis fiir ihre cytosolische
Orientierung. Bild C zeigt die PI-PLC-Behandlung in Anwesenheit eines Detergenz (0,1%
Triton X-100) zum Nachweis der im verwendeten System maximal spaltbaren Glycolipid-
mengen (Positivkontrolle). Dolichol-Phosphatmannose (DPM) ist insensitiv gegeniiber PI-PLC
und dient daher als interner Standard zur Normalisierung. TX = Triton X-100.
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4.3.2 Untersuchung mannosylierter GPI-Biosyntheseintermediate
(GDP-[’H]|Man-Markierung)

Die im vorigen Abschnitt beschriebenen Ergebnisse decken sich mit den
Untersuchungen an Trypanosomen und einer Thy-1" Mauszellinie (Vidugiriene und
Menon, 1993; 1994). Um nun die Verteilung der mannosylierten Intermediate zu
untersuchen, wurde eine Markierung an hypoton permeabilisierten Parasiten mit GDP-
[’H]Man durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte in Inkubationspuffer B (5 mM Mg**, 5
mM Mn”") fiir 2 h bei 37 °C. AnschlieBend wurde wie unter 4.3.1 beschrieben die PI-
PLC-Behandlung durchgefiihrt, die Glycolipide extrahiert, gereinigt und schlieBlich
analysiert. Fiir die DC-Analyse wurde Laufmittelsystem B verwendet, es wurden ca.
20.000 cpm der Probe pro Spur fiir die Negativkontrolle und entsprechende Aliquots
(gleiche Parasitendquivalente) der anderen Proben eingesetzt. Abbildung 28 A zeigt das
Radioaktivititsprofil der GDP-[’H]Man-markierten Negativkontrolle. Wie unter 4.2.2
beschrieben erhdlt man eine Vielzahl von Glycolipiden. Bei den am effektivsten
markierten Lipiden handelt es sich um die bereits durch eine Seitenkette modifizierten
Glycolipide I-VI. Die nicht modifizierten, mannosylierten Intermediate Man; bis Man;
sind nur schwach markiert (1-9% des gesamten Materials) und kdnnen mit acylierten
Intermediaten komigrieren (s.u.). Bei dem hydrophobsten, fast mit der Front
migrierenden Glycolipid handelt es sich um Dolichol-Phosphat-Mannose (Dol-P-Man).
Da es sich dabei um ein PI-PLC-insensitives Lipid handelt, kann es als interner
Standard genutzt werden, um einzelne Ansdtze innerhalb eines Experimentes zu
normalisieren. Auch hier wird deutlich, dall ein Grofteil der Glycolipide I-VI in
permeabilisierten Zellen zugénglich fiir PI-PLC ist (zwischen 61% und 74%; Abb. 28
B), was bedeutet, daf sie auf der cytoplasmatischen Seite des ER prisent sind. In dem
dargestellten Experiment ist auch das unter 4.2.2 erwihnte, bisher nicht beschriebene
GPI x deutlich vorhanden, welches hier zu 87% gespalten werden kann. Einige der
hydrophoberen, nicht modifizierten Glycolipide lassen sich nur zu einem geringen
Anteil spalten: Mans-GlcN-PI 43% und Man,;-GlcN-PI 38%. Dies liegt aber vor allem
daran, daf3 hier PI-PLC-insensitives Material mit diesen beiden Glycolipiden komigriert.
Diese acylierten Intermediate bleiben auch in Anwesenheit von Detergenz PI-PLC-
resistent (Abb. 28 C). Die Spaltungseffizienz der modifizierten Glycolipide kann in
Anwesenheit von Detergenz zum Teil deutlich erhht werden (um 20-27%). Dies
kommt zum einen daher, dall wie bereits unter 4.3.1 beschrieben die Zugénglichkeit der
Molekiile verbessert ist, da sie nicht mehr in der Membran verankert sind. Zum anderen
mufl man davon ausgehen, daf sich ein Teil des Glycolipidpools auf der luminalen Seite
der ER-Membran befindet und somit vor dem PI-PLC-Verdau geschiitzt ist. Erst das
Zerstoren der Membranintegritit durch Triton X-100 macht diesen Anteil zugédnglich
fiir die Phospholipase C. Abbildung 29 =zeigt die Zusammenfassung von vier
Experimenten nach GDP-[?’H]Man-Markierung.
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Abb. 29: Spaltungseffizienz GDP-I3H]Man-markierter Glycolipide nach PI-PLC-

Behandlung an permeabilisierten Toxoplasmen
Die Ergebnisse von vier wie unter Abb. 28 beschriebener Versuche wurden zusammengefal3t
und die Spaltungseffizienz der Glycolipide berechnet. Dazu wurden die einzelnen Glycolipide
integriert und die Werte der Negativkontrolle jeder Versuchsreihe auf 100% gesetzt. Dol-P-Man
wurde wegen seiner Insensitivitdt gegeniiber PI-PLC als interner Standard zur Normalisierung
genutzt. Die prozentuale Spaltung der Glycolipide wurde berechnet und die daraus
resultierenden Mittelwerte mit Standardabweichungen graphisch dargestellt. Die linke Halfte
(ohne Detergenz) gibt die Anteile der Glycolipide mit cytosolischer Orientierung wieder, die
rechte Hélte (mit 0,1% Triton X-100) gibt die im verwendeten System maximal spaltbaren
Glycolipidmengen (Positivkontrolle) an. x =bisher nicht charakterisiertes GPI x;
I-VI = T. gondii-Glycolipide I-VI; M1-M3 = Man, 3-GIcN-PI; * = Glycolipide mit acyliertem

Inositol.

Die Glycolipide I-VI lassen sich zu einem Anteil zwischen 59,2 + 1,9% (Glycolipid VI)
und 74,3 + 2,0% (Glycolipid I) spalten. Glycolipid x 148t sich zu einem Anteil von 83,4
+ 2,8% spalten. Auffillig ist die geringe Spaltbarkeit der Intermediate Man3;-GlcN-PI
(36,5 = 6,4%) und Man;-GIcN-PI (39,4 £+ 5,0%). Dies konnte darauf deuten, dall ein
Grofiteil des Materials im Lumen des ER vor dem PI-PLC-Verdau geschiitzt ist.
Dagegen spricht jedoch, dafl auch in Anwesenheit von Detergenz 58,4% (Bereich von
Man;-GlecN-PI) bzw. 47,3% (Bereich von Man;-GIcN-PI) nicht gespalten werden
konnen. Die Erhohung der Spaltungseffizienz im Bereich von Mans-GIcN-PI ist mit
5,1% auch nicht signifikant (p = 0,48). Dies macht deutlich, daf} sich im Bereich dieser



ERGEBNISSE 83

beiden Glycolipide Material befindet, welches PI-PLC-insensitiv ist. Aufgrund der
Laufeigenschaften auf der DC und dem Vergleich mit 7. brucei-Standard 148t sich dem
Bereich Mans-GlcN-PI die acylierte Form von Glycolipid III (EtN-Mans-(GalNAc)-PI)
und dem Bereich Man;-GIcN-PI die acylierte Form von Mans;-GlcN-PI zuordnen. Die
Spaltungseffizienz der {ibrigen Glycolipide wird durch den Einsatz von Detergenz im
Durchschnitt um ca. 21% signifikant erhdht (4,2 x 107 <p < 1,4 x 107). Wie bereits
oben erwidhnt, deutet dies darauf hin, daB sich ein Teil der jeweiligen Intermediate auf

der luminalen Seite des ER befindet, der groBBere Teil jedoch cytosolisch orientiert ist.

4.3.3 Untersuchung modifzierter GPI-Biosyntheseintermediate
(UDP-[*H]Glc-Markierung)

Da das Glycolipid-Spektrum nach Markierung mit GDP-[*’H]Man durch die grofe
Anzahl von Intermediaten und die Anwesenheit von acylierten Produkten sehr komplex
ist, wurde durch die radioaktive Markierung mit UDP-["H]Glc ein fokussierter Blick auf
die glucose-haltigen Glycolipide geworfen. Die Inkubation hypoton permeabilisierter
Parasiten mit UDP-[*H]Glc erfolgte in Inkubationspuffer B (5 mM Mg”", 5 mM Mn*")
fiir 2 h bei 37 °C. AnschlieBend wurde wie unter 4.3.1 beschrieben die PI-PLC-
Behandlung durchgefiihrt, die Glycolipide extrahiert, gereinigt und schlieBlich
analysiert. Fiir die DC-Analyse wurde Laufmittelsystem B verwendet, es wurden ca.
10.000 cpm pro Spur fiir die Negativkontrolle und entsprechende Aliquots (gleiche
Parasitendquivalente) der anderen Proben eingesetzt. Durch die Wahl dieses
Nukleotidzuckers konnen gezielt nur die Glycolipide I, I, III und IV radioaktiv markiert
werden (Abb. 30 A). Es tritt zwar auch Dol-P-Glc als Produkt auf, dieses wird jedoch
nicht als Donor fiir die GPI-Biosynthese verwendet (Striepen et al., 1999). Da es wie
GlcN-(acyl)-PI und Dol-P-Man PI-PLC-insensitiv ist, kann es ebenfalls als interner
Standard dienen, um verschiedene Ansétze innerhalb eines Markierungsexperimentes zu
normalisieren. Ebenfalls mit UDP-[*’H]Glc markierbar ist das Glycolipid x (s. a. 4.2.2),
welches mit in die Untersuchungen einbezogen wurde. Sowohl nach Behandlung mit
PI-PLC als auch nach Zerstérung des Membransystems durch Zugabe von Detergenz
(0,1% Triton X-100, Abb. 30 C) zeigt sich an den permeabilisierten Zellen (Abb. 30 B)
ein sehr hnliches Bild wie bei den analogen Versuchen nach GDP-[’H]Man-
Markierung (vgl. 4.3.2): Dem Grof3teil der markierten Glycolipide kann aufgrund der
Zugénglichkeit fiir das Enzym in permeabilisierten Zellen eine cytosolische
Orientierung zugeordnet werden. Ein Teil des Materials bleibt vor der Spaltung
geschiitzt und wird erst nach Detergenz-Zugabe erreichbar fiir PI-PLC. Betrachtet man
die Zusammenfassung von fiinf Experimenten, so sieht man an permeabilisierten
Parasiten (Abb. 31, linke Halfte) fiir die Glycolipide I, II, IV und V eine
Spaltungseffizienz zwischen 60,8 + 11,8% (Glycolipid V) und 74,6 + 5,8%
(Glycolipid I). Glycolipid x 148t sich hier nur zu einem Anteil von 73,2 + 9,4% spalten.
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Abb. 30: PI-PLC-Behandlung an permeabilisierten Toxoplasmen nach UDP-[’H]Glc-

Markierung
Hypoton permeabilisierte Toxoplasmen wurden mit UDP-[’H]Glc markiert und anschlieBend

mit PI-PLC behandelt. Nach der Inkubation wurden die verbliebenen Glycolipide extrahiert,
gewaschen und die organischen Phasen auf DC-Platten im Laufmittelsystem B analysiert. Die
Verteilung der Radioaktivitit wurde mit einem Berthold DC-Scanner detektiert. Bild A zeigt
den unbehandelten Glycolipidextrakt als Negativkontrolle. Die Sensitivitit der Glycolipide
gegeniiber der Behandlung mit PI-PLC (Bild B) ist ein Nachweis fiir ihre cytosolische
Orientierung. Bild C zeigt die PI-PLC-Behandlung in Anwesenheit eines Detergenz (0,1%
Triton X-100) zum Nachweis der im verwendeten System maximal spaltbaren Glycolipid-
mengen (Positivkontrolle). Dolichol-Phosphatglucose (DPG) ist insensitiv gegeniiber PI-PLC
und dient daher als interner Standard zur Normalisierung. TX = Triton X-100.
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Abb. 31: Spaltungseffizienz  UDP-[’H]Glc-markierter  Glycolipide nach PI-PLC-

Behandlung an permeabilisierten Toxoplasmen

Die Ergebnisse von fiinf wie unter Abb. 30 beschriebener Versuche wurden zusammengefaf3t
und die Spaltungseffizienz der Glycolipide berechnet. Dazu wurden die einzelnen Glycolipide
integriert und die Werte der Negativkontrolle jeder Versuchsreihe auf 100% gesetzt. Dol-P-Glc
wurde wegen seiner Insensitivitdt gegeniiber PI-PLC als interner Standard zur Normalisierung
genutzt. Die prozentuale Spaltung der Glycolipide wurde berechnet und die daraus
resultierenden Mittelwerte mit Standardabweichungen graphisch dargestellt. Die linke Hailfte
(ohne Detergenz) gibt die Anteile der Glycolipide mit cytosolischer Orientierung wieder, die
rechte Hélte (mit 0,1% Triton X-100) gibt die im verwendeten System maximal spaltbaren
Glycolipidmengen (Positivkontrolle) an. x = bisher nicht charakterisiertes GPI x; I, II, IV,
V = T. gondii-Glycolipide I, I, IV und V.

In Anwesenheit von 0,1% Triton X-100 (Abb. 31, rechte Hilfte) kann die
Spaltungseffizienz um durchschnittlich ca. 16% signifikant (0,01<p<0,03) erhoht
werden. Auch hier deutet dies darauf hin, daB} sich ein Teil der jeweiligen Intermediate
auf der luminalen Seite des ER befindet, der groBere Teil jedoch cytosolisch orientiert
ist. Vergleicht man die Ergenisse der beiden Versuchsreihen nach GDP-[’H]Man- und
UDP-[’H]Glc-Markierung miteinander, so stellt man allerdings fest, daB die
Spaltungseffizienz nach UDP-[’H]Glc-Markierung im Durchschnitt um 6,6% niedriger
liegt, als bei den vergleichbaren Versuchen mit GDP-[’H]Man. Diese Abweichungen
sind jedoch groBtenteils nicht signifikant. So liefert der Vergleich der Ergebnisse an
permeabilisierten Zellen p-Werte zwischen 0,08 (Glycolipid x) und 0,90 (Glycolipid I).
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Fiir die PI-PLC-Behandlung unter Detergenz-Bedingungen sind die Abweichungen fiir
die Glycolipide I (p=0,13) und II (p=0,08) ebenfalls nicht signifikant, fiir die
Glycolipide x, IV und V sind die Abweichungen jedoch signifikant (0,01 <p < 0,02).
Fiir alle glucose-markierbaren Glycolipide sind die Ergebnisse aus 4.3.2 und 4.3.3 in
Abbildung 32 zusammengefalit. Die Spaltungseffizienz der einzelnen Glycolipide
bewegt sich zwischen 62,3 + 9,0% (Glycolipid V) und 77,7 + 8,7% (Glycolipid x). In
Anwesenheit des Detergenz steigt die Spaltungseffizienz um durchschnittlich 17,8% auf
Werte von 82,8 + 6,8% (Glycolipid V) und 91,7 £ 7,6% (Glycolipid x) signifikant an.
Insgesamt 146t sich also festhalten, daBl der {iberwiegende Anteil der einzelnen
Glycolipide auf der cytoplasmatischen Seite der ER-Membran présent ist, aber ein Teil

des GPI-Pools auf der luminalen Seite zu finden ist.
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Abb. 32: PI-PLC-Behandlung an permeabilisierten Toxoplasmen — Zusammenfassung der

Ergebnisse nach GDP-[*’H]|Man- und UDP-[’H]Glc-Markierung

Die Ergebnisse der PI-PLC-Behandlungen an permeabilisierten Toxoplasmen nach Markierung
mit GDP-[’H]Man (Abb. 29) und UDP-[’H]Glc (Abb. 31) aller glucose-markierbaren
Glycolipide (Glycolipide x, I, II, IV und V) wurden zusammengefafit (neun Experimente) und
die Mittelwerte der einzelnen Spaltungseffizienzen gebildet. Die linke Hélfte (ohne Detergenz)
gibt die Anteile der Glycolipide mit cytosolischer Orientierung wieder, die rechte Hélfte (mit
0,1% Triton X-100) gibt die im verwendeten System maximal spaltbaren Glycolipidmengen
(Positivkontrolle) an. x = bisher nicht charakterisiertes GPI x; I, II, IV, V = T. gondii-
Glycolipide I, I, IV und V.
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4.4 Die Glycolipide von 7. gondii und ihre Orientierung in der ER-
Membran — eine Zusammenfassung

Tabelle 2 faflit alle Ergebnisse der Abschnitte 4.2 und 4.3 zusammen. Zusitzlich
wurden Ergebnisse aus einer Zusammenarbeit mit Dr. Terry Smith, Dundee, Schottland,
aufgenommen. GlcNAc-PI entsteht durch die Ubertragung von GleNAc auf PI (Donor
ist UDP-[’H]GIcNAc), dieses Produkt wird sehr schnell zu GIcN-PI deacetyliert.
AnschlieBend erfolgt die Ubertragung einer zusitzlichen Fettsidure an das Inositol, es
entsteht GlcN-(acyl)-PI. Diese Intermediate sind bei in vivo-Markierungen mit
[PH]GIcN nicht nachweisbar, da die Umsetzung zu den mannosylierten Folgeprodukten
sehr schnell erfolgt. Bei der Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc im sogenannten
zellfreien System erhédlt man diese Produkte auch nur, wenn die Mannosylierung
inhibiert wird. Durch Weglassen von Mn*" und Mg®" und Zugabe von EDTA im
Reaktionsansatz akkumulieren vor allem die beiden Intermediate GIcN-PI und GIcN-
(acyl)-PI. Die Existenz acylierter Intermediate wurde schon seit ldngerem diskutiert
(Tomavo et al., 1992c; Striepen et al., 1997), der eindeutige Nachweis gelang erst jetzt.
In Zusammenarbeit mit Dr. Terry Smith konnte gezeigt werden, dafl die Acylierung
durch PMSF inhibierbar ist (Manuskript in Vorbereitung).

In Anwesenheit von Mn>" und Mg*" erfolgt dann die schrittweise Ubertragung
von drei Mannosen mit Dolichol-P-Mannose als Donor. Es treten sowohl am Inositol
acylierte, als auch nicht-acylierte Intermediate auf. Moglicherweise findet, &hnlich wie
im 7. brucei-System, parallel zu den Mannosylierungsschritten eine Acylierung und
Deacylierung des Inositols statt (Glither et al., 1994; Giither und Ferguson, 1995; Smith
et al., 1999). Auftretende acylierte Intermediate sind dabei unempfindlich gegeniiber
der Behandlung mit PI-PLC, wodurch die Untersuchung der Topologie erschwert wird.
Fiir das Intermediat Manl-GIcN-PI beispielsweise wurde ein Anteil von 39,4% mit
cytosolischer Orientierung bestimmt. Dieser Wert fdllt im Vergleich zu den anderen
Werten niedriger aus, da Manl-GIcN-PI auf der DC mit Mans-GlcN-(acyl)-PI
komigriert.

SchlieBlich sind die bereits von B. Striepen (1999) beschriebenen T. gondii-
Glycolipide I-VI zu finden. Diese Glycolipide entstehen durch die Ubertragungen von
N-Acetyl-Galactosamin, Glucose und Ethanolamin-Phosphat. Die Glycolipide I-III sind
dabei die Intermediate jeweils mit Ethanolamin und die Glycolipide IV-VI die
Intermediate ohne Ethanolamin. Die Glycolipide I bzw. IV stellen die /yso-Formen der
Glycolipide II bzw. V dar.

Zusitzlich wurde ein Glycolipid x als GPI identifiziert, welches eine zusitzliche
hydrophile, nicht sdurelabile Modifikation am Core-Glycan tragt. Aufgrund der
geringen Menge dieses Intermediates an der Gesamtmenge der GPIs konnte keine

eingehendere Charakterisierung durchgefiihrt werden.
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Tab. 2: GPIs von 7. gondii und ihre Orientierung in der ER-Membran

Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Teilen 4.2 und 4.3 zur Charakterisierung der
T. gondii-Glycolipide und ihrer Orientierung in der Lipiddoppelschicht der ER-Membran.

a

. nicht charakterisierte Modifikation; °: Laufunterschiede zu in vivo auf der DC aufgrund

anderer Fettsdurezusammensetzung von PI; ©: akkumuliert in Anwesenheit von PMSF/DFP bei
Markierung mit [*H]GlcN; 4: komigriert mit acylierter Form von Glycolipid IIT; ©: komigriert
mit acylMj; ND: aufgrund von PI-PLC-Resistenz nicht feststellbar

in vivo Glycolipid in vitro % cytopl. | % luminal
X EtN-Man;-(x %)-(GalNAc-Glc)- 777 3
GIeN-PI
lyso-EtN-Man;-(GalNAc-Glc)- I lyso-EtN-Man;-(GalNAc-Glc)- 145 555
GleN-PI GIeN-PI ' '
EtN-Man;-(GalNAc-Glc)-GleN-PI 11 EtN-Man;-(GalNAc-Glc)-GlecN-Pl b 65,4 34,6
EtN-Man;-(GalNAc)-GlecN-PI I EtN-Man;-(GalNAc)-GIcN-P1 ° 66,2 33,8
lyso-Manz-(GalNAc-Glc)-GlecN-PI v Iyso-Man;-(GalNAc-Glc)-GleN-PI ° 66,3 33,7
Man;-(GalNAc-Glc)-GleN-PI A% Man;-(GalNAc-Glc)-GIeN-PI ° 62,3 37,7
Mans-(GalNAc)-GlcN-PI VI Man;-(GalNAc)-GleN-PI ° 59,2 40,8
Man;-GleN-(acyl)-PI° acylM; Man;-GleN-(acyl)-PI ND ND
M, ¢ Man;-GlcN-PI 36,54 63,5
acylM, Man,-GlceN-(acyl)-PI ND ND
M, Man,-GIcN-PI 67,6 32,4
acylM; Man;-GlcN-(acyl)-PI ND ND
M, ¢ Man1-GleN-PI 39.4° 60,6
GlceN-(acyl)-PI ND ND
GIcN-PI 82,2 17,8
GlcNAc-PI 70,7 29,3
III [’H]GIcN-Markierung  { GDP-[*’H]Man-Markierung (in vitro)
(in vivo) E
DIPM
. )
100 ‘GlcN-‘(acyl)‘-PI

1 UDP-[*H]GIcNAc-

GIcN-PI

1 Markierung (in vitro)

— GIcNAc-PI
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5 Diskussion

Um die Verteilung und Orientierung der GPI-Biosyntheseintermediate in dem
Parasiten 7. gondii zu untersuchen, erschien es am geeignetsten, ein System aus
permeabilisierten Zellen zu etablieren. Durch in die Zellmembran eingebrachte Locher
sollte dann PI-PLC in die zu untersuchenden Zellen eingebracht werden. Dieses Enzym
ist in der Lage, membranstindige GPI-Molekiile zu spalten, also auch eventuell an der
ER-Membran gebildete GPI-Intermediate. Um jedoch zwischen einer Orientierung der
GPIs an der cytoplasmatischen oder luminalen Seite des ER zu unterscheiden, muf3te
gewihrleistet sein, dal PI-PLC nicht in das Lumen des ER eindringen kann. Das
bedeutet, ein System permeabilisierter Zellen muf3 zwei Grundvoraussetzungen erfiillen:
Zum einen missen in der Zellmembran Locher entstehen, die fiir Molekiile von
mindestens 34 kDa (PI-PLC) durchldssig sind, zum anderen miissen Zellkompartimente,
hier vor allem das ER, intakt bleiben. Ein solches System konnte im Rahmen der
vorliegenden Doktorarbeit etabliert werden. Die von diesem System synthetisierten
GPIs wurden identifiziert und charakterisiert, um die Strukturen mit bekannten Daten
abzugleichen. Insbesondere wurden die permeabilisierten Toxoplasmen genutzt, um die
topologische Verteilung der GPI-Biosyntheseintermediate in der ER-Membran zu
untersuchen. Hierbei konnte gezeigt werden, dal sich der {iberwiegende Teil der

Glycolipide auf der cytoplasmatischen Seite des ER befindet.

T. gondii wird durch hypotone Behandlung effizient permeabilisiert

Als ein geeignetes Verfahren, das die gesetzten Voraussetzungen erfiillt, hat sich
die hypotone Permeabilisierung erwiesen. Tachyzoiten von 7. gondii wurden in
Verozellen herangeziichtet, nach 48-72 h Kultur aus ihren Wirtszellen freigesetzt und
durch Passage tiber Glaswolle von dem Wirtszellmaterial befreit. Die freien, gereinigten
Toxoplasmen wurden in Wasser mit Protease-Inhibitoren aufgenommen und nach
zehnminiitigem Quellen in einem Homogenisator nach Dounce mit mehreren Schligen
homogenisiert. Im wesentlichen entspricht dieses Verfahren der Vorbereitung der
Parasiten auf eine Markierung mit radioaktiven Nukleotidzuckern im sogenannten
zellfreien System (Masterson et al., 1989). Hier mufite jedoch in besonderem Malle
darauf geachtet werden, daB3 die Ausgangskulturen eine ausgesuchte Qualitdt haben und
die Parasiten anschlieBend schnell und schonend verarbeitet und stindig auf Eis
gehalten wurden. Dies ist wichtig, um einen mdglichst hohen Anteil unbeschédigter,
vitaler Zellen zu Beginn der Permeabilisierung zu haben. So hat zum Beispiel schon das
Verfahren der Freisetzung der Parasiten aus den Wirtszellen EinfluB3 auf ihre Vitalitit.
Dabei hat sich das Freisetzen mittels Passage durch zunehmend feinere Kaniilen (2 x
20 G, 2 x 23 G, 3 x 26 Q) als das schonenste Verfahren erwiesen.
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Die Poren sind grofl genug, um PI-PLC in das Zellinnere gelangen zu lassen

Um nachzuweisen, dafl Toxoplasmen durch hypotone Behandlung effektiv
permeabilisiert werden, wurde ein stabil mit dem /lacZ-Gen transfizierter 7. gondii
Stamm verwendet (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Frank Seeber,
Marburg). Dieser Stamm RHp-1 exprimiert B-Galactosidase als cytoplasmatisches
Protein (Seeber und Boothroyd, 1996). Werden diese Zellen permeabilisiert, gelangt die
B-Galactosidase in den Uberstand und kann dort nach Zentrifugation mit Hilfe einer
Farbreaktion nachgewiesen werden. Sind die Zellen nicht permeabilisiert, verbleibt die
B-Galactosidase nach Zentrifugation im Sediment und kann dort nachgewiesen werden.
Die Untersuchung des Stammes RH(-1 hat ergeben, daB 7. gondii-Zellen effektiv
permeabilisiert werden. Da die [-Galactosidase mit einer Gréfe von ca. 75 kDa
ungehindert austreten kann, ist hiermit gleichzeitig nachgewiesen, daf3 die entstandenen
Poren grof3 genug sind, um PI-PLC (34 kDa) in das Zellinnere gelangen zu lassen. Auch
der Zugang der fiir die Radiomarkierungen eingesetzten tritiierten Nukleotidzucker zum
ER ist damit gewdhrleistet. In Markierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dal} in
permeabilisierten Zellen die radioaktiven Komponenten effektiv in GPI-
Biosyntheseintermediate eingebaut werden. Im Vergleich mit intakten Zellen wurde in
permeabilisierten Toxoplasmen eine Steigerung der Markierungseffizienz um das
2,6fache (Markierung mit UDP-[*’H]GIcNAc), 4,2fache (GDP-[’H]Man) bzw. 1,4fache
(UDP-[’H]GalNAc) erreicht. Wird eine solche Markierung in Gegenwart von 0,1%
Desoxycholat durchgefiihrt, so findet keine GPI-Biosynthese statt. Bereits die ersten
Intermediate der GPI-Synthese GIcNAc-PI und GIcN-PI werden dann nicht mehr
gebildet. Der Einbau von UDP-[’H]GIcNAc in Anwesenheit des Detergenz liegt bei
0,7% gegeniiber permeabilisierten Zellen ohne Detergenzgabe. Durch das Detergenz
wird die Membranstruktur der Zelle nachhaltig gestort und offenbar ist der fiir die ersten
Biosyntheseschritte verantwortliche Enzymkomplex nicht mehr funktionell.

Der Einbau von Nukleotidzuckern in GPI-Biosyntheseintermediate bei
Priparationen frischer Toxoplasmen ist auf bereits abgestorbene oder bei der
Aufarbeitung geschédigte Parasiten zuriickzufiihren (ca. 20% einer Préparation sind

durch Trypan Blau anfirbbar).

Das ER bleibt durch die hypotone Behandlung unversehrt

Fiir eine Untersuchung der Verteilung von GPI-Biosyntheseintermediaten iiber die
Doppelmembran des ER ist die Unversehrtheit der ER-Membran von entscheidender
Bedeutung. Die Fihigkeit der ER-Membran ein luminales Protein, BiP, vor dem Verdau
einer exogen zugegebenen Protease zu schiitzen, beweist ihre Unversehrtheit. Erst nach
Zerstorung des Membrangefiiges durch Zugabe eines Detergenz, konnte BiP durch
Proteinase K verdaut werden. Unterstiitzt wird dies durch einen weiteren Versuch:

Cerebrosit-Galactosyl-Transferase, ebenfalls ein luminales Protein des ER, ist in
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permeabilisierten 7. gondii-Zellen nicht fiir Concanavalin A zuginglich und dadurch
auch nicht inhibierbar (Dr. Eric Maréchal, Grenoble, Frankreich, personliche
Mitteilung). Auch eine Inkubation der permeabilisierten Parasiten fiir 2 h bei 37 °C, wie
sie fir Radiomarkierungs-Experimente durchgefiihrt wird, und anschlieBende
Behandlung mit PI-PLC haben keinen Einflul auf die Membranintegritit. Der Einsatz
von PI-PLC und anderen Phospholipasen fiir topologische Studien (Sundler et al., 1978)
wurde in der Vergangenheit in Frage gestellt. Vor allem, wenn das Substrat der Enzyme
einen wesentlichen Bestandteil der zu untersuchenden Membran darstellt, besteht die
Moglichkeit, da3 es zur Schidigung (Zerstérung) der Zielmembran kommt (Higgins,
1982; van Meer, 1986; Higgins und Hutson, 1986). Aus mehreren Griinden erscheint es
aber unwahrscheinlich, dal3 PI-PLC die Doppelmembran zerstért und Zugang zu den
luminal gelegenen Substraten bekommt, was zu falschen Bestimmungen der
transmembralen Verteilung von Glycolipiden flihren wiirde: Erstens werden die PI-
PLC-Behandlungen nur fiir eine kurze Zeit (<30 min) auf Eis durchgefiihrt, wodurch
Anderungen  der  Membranintegritit  minimiert ~ werden.  Zweitens  ist
Phosphatidylinositol nur zu einem relativ geringen Anteil im Spektrum der ER-
Phospholipide enthalten (~10%; White, 1973; Higgins et al., 1989), aulerdem ist PI-
PLC spezifisch fiir die hydrophile Inositol-Gruppe ("head-group"; Low, 1992), so dal
keine massenhafte Spaltung von Lipiden zu erwarten ist. Und schlieBlich haben eigene
Untersuchungen permeabilisierter Zellen nach PI-PLC-Behandlung gezeigt, daf$ die ER-
Membranen nach wie vor in der Lage sind, ein Iuminales Protein (BiP) vor
proteolytischer Spaltung zu schiitzen (siche 4.1.8, Abb. 14 B). Zusammengenommen
zeigen diese Ergebnisse, dal PI-PLC membran-impermeabel und somit geeignet ist, die
transmembrale Verteilung von GPI-Intermediaten am ER zu untersuchen. Eine Spaltung
von GPI-Intermediaten in permeabilisierten Zellen ist demnach ein Zeichen fiir die
cytosolische Orientierung der GPIs, nur diese sind zugénglich fiir die PI-PLC.

Bisher wurde davon ausgegangen, dal nach hypotoner Behandlung und
anschlieBendem Homogenisieren in einem Homogenisator nach Dounce die Zellstruktur
aufgebrochen wird, und man ein sogenanntes "zellfreies System" vorliegen hat.
Uberraschenderweise hat sich fiir 7. gondii herausgestellt, daB8 dies nicht der Fall ist. Im
Phasenkontrastmikroskop bei 400facher Vergroflerung weisen hypoton permeabilisierte
Toxoplasmen das gleiche Erscheinungsbild auf wie intakte Zellen, d. h. sie sind
weiterhin als einzelne Zellen erkennbar, manche von ihnen sogar in der fiir
Toxoplasmen typischen gebogenen Form. Selbst Verfahren die iiblicherweise fiir
Zellfraktionierungen eingesetzt werden, wie wiederholtes Frieren/Tauen und Mixen mit
Glasperlen, sind nicht in der Lage die Zellstruktur zu zerstoren. Auch hier ist kein
Unterschied zu intakten Zellen festzustellen. Verantwortlich flir dieses Phdnomen ist
vermutlich zum einen die geringe Grofe der Parasiten (7 pm lang, 2-4 um breit;

Donges, 1988), wodurch sie den mechanischen Einwirkungen entgehen konnen, zum



DISKUSSION 92

anderen wohl ihre robuste AufBlenhiille, eine dreischichtige Pellicula, verstirkt durch
eine Reihe von Mikrotubuli. Bei meinen Untersuchungen auf ultrastruktureller Ebene ist
ebenfalls erkennbar, da3 die &uere Zellhiille im wesentlichen erhalten bleibt. Hypoton
permeabilisierte Parasiten wurden hierzu fixiert und eingebettet und anschlieBend im
Elektronenmikroskop analysiert (s. Abb. 16). Lediglich der geloste Zellinhalt scheint
auszutreten. Viele Zellorganellen, wie Rhoptrien, Mikronemata, Mitochondrium und

Apicoplast, werden in den Zellen zuriickgehalten und bleiben erhalten.

Klassische Methoden zur Permeabilisierung von Zellen erfiillen die geforderten
Bedingungen nicht

Verschiedene klassische Methoden zur Permeabilisierung von Toxoplasmen
fihrten nicht zum gewiinschten Ziel. FEinige Griinde hierfir —werden
vollstdndigkeithalber im einzelnen beschrieben: Zum einen gibt es die Moglichkeit
Detergenzien wie Saponin und Digitonin einzusetzen (Brooks und Treml, 1983; Dunn
und Holz, 1983; Wilson und Kirshner, 1983), zum anderen ist der Einsatz von
porenbildenden Bakterientoxinen wie a-Toxin (Ahnert-Hilger et al., 1985a,b; Bader et
al., 1986), Streptolysin O (Ahnert-Hilger et al., 1985a, 1989a,b; Howell und Gomperts,
1987; Howell et al., 1987), Aerolysin (Buckley et al., 1981; Howard et al., 1987,
Abrami et al., 1998; Fivaz et al., 2001) oder Himolysin (Schmidt ez al., 1996) moglich.
Mit Detergenzien werden in den Zielzellen unspezifisch Poren gebildet, die auch nicht
stabil sind. Die gebildeten Kanile sind jedoch gro3 genug, um auch hochmolekulare
Stoffe passieren zu lassen. Sowohl Saponin als auch Digitonin sind in der Lage
verschiedene Zelltypen zu permeabilisieren, so dal LDH (135 kDa), Tetanus-Toxin
(150 kDa) und Antikorper (IgG: ~150 kDa) austreten bzw. eindringen kdnnen (Ahnert-
Hilger et al., 1989¢ und hierin genannte Referenzen). Dadurch besteht aber auch die
Gefahr des Eindringens ungebundener Detergenz-Molekiile in das Zellinnere und in der
Folge die Schidigung von Zellorganellen. Eigene Untersuchungen an Toxoplasmen
haben gezeigt, dal} bereits bei einer Konzentration von 0,15% Saponin gro3e Mengen an
Proteinen mit einer Molekiilgroe von bis zu ~160 kDa freigesetzt werden kdnnen, die
Zellen aber auch schon nachhaltig zerstért werden. Der Einsatz von Digitonin weist
ebenfalls mehrere Nachteile auf: Erstens ist der Einbau von Digitonin in die
Zielmembran unabhéngig von Inkubationsbedingungen und a6t sich nicht durch
unterschiedliche Temperaturen kontrollieren (Ahnert-Hilger et al., 1989b), zweitens
werden nicht geniigend 7. gondii-Zellen permeabilisiert (~40-50%) und drittens sind die
gebildeten Kanéle nicht iiber eine lidngere Zeit stabil (Dr. Sudha Chaturvedi, New
Haven, USA, pers. Mitteilung). Im Gegensatz zu den Detergenzien lassen sich mit
bakteriellen Exotoxinen gezielt Poren mit definierter Grofle in Zielzellen einbringen.
Als Beispiel fiir porenbildende Proteine sei der C5b-9-Komplex der Komplement-
Kaskade genannt (Bhakdi und Tranum-Jensen, 1984, 1987).
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Aerolysin (Diep et al., 1998; Abrami et al., 1998, 2000) und vor allem a-Toxin
(Gordon et al., 1999; Wichroski et al., 2002) nutzen gar GPI-verankerte Proteine als
Angriffspunkt — Molekiile also, die bei T. gondii in ausreichender Anzahl (GPI-
verankertes SAG1 und SAG3; Zinecker et al., 2001, aber auch freie GPIs; Striepen et
al., 1997) in der Zelloberflache vertreten sind. Viele dieser Toxine bilden Poren, die
klein genug sind, um das Eindringen ungebundener Monomere zu verhindern. Dadurch
bleibt die Porenbildung auf die Plasmamembran beschrinkt und es besteht keine
Gefahr, daB auch Zellorganellen permeabilisiert werden konnen. a-Toxin
beispielsweise bildet Poren von 1-1,5 nm Durchmesser, durch die keine tiberschiissigen
a-Toxin-Molekiile (34 kDa) eindringen konnen (Bhakdi et al., 1981; Fiissle et al., 1981,
Bhakdi und Tranum-Jensen, 1987; Bhakdi et al., 1993). Allerdings sind diese Kanile
damit auch zu klein, um PI-PLC in das Zellinnere gelangen zu lassen — eine
Grundvoraussetzung fiir die erfolgreiche Durchfithrung der geplanten Untersuchungen.
Auch zwei weitere Vertreter dieser Gruppe von Toxinen bilden zu kleine Poren:
Himolysin (1-2 nm;) und Aerolysin (19-23 A, entspr. 1,9-2,3 nm; Tschodrich-Rotter et
al., 1996). Im Gegensatz dazu konnen mit Streptolysin O sowohl in verschiedenen
kernhaltigen (Howell und Gomperts, 1987; Howell et al., 1987; Gravotta et al., 1990;
Tan et al., 1992) als auch in kernlosen Zellen (Bhakdi et al., 1985, Hugo et al., 1986;
Bhakdi und Tranum-Jensen, 1987) Poren erzeugt werden, die es erlauben cytosolische
Proteine mit einer GroBe von >140 kDa freizusetzen. Die Poren kdnnen dabei eine
Grofle von 30 nm im Durchmesser erreichen (Bhakdi ez al., 1985). Die Porenbildung
mit Streptolysin O (SLO) kann sehr gut iliber Temperaturveranderungen gesteuert
werden. Streptolysin O (69 kDa) inseriert bereits bei niedrigen Temperaturen (0 °C) in
die Membran, wobei Cholesterol in der Zielmembran eine Schliisselrolle spielt (Bhakdi
et al., 1985). Die eigentliche Porenbildung, d. h. das Aggregieren der SLO-Monomere,
erfolgt erst durch eine Temperaturerhohung auf 30-37 °C (Ahnert-Hilger et al., 1989b;
c). Werden nach Bindung des Streptolysin O in die Zielmembran und vor der
Porenbildung {iberschiissige Monomere entfernt, besteht daher nicht die Gefahr
Zellorganelle zu permeabilisieren.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es jedoch nicht, 7. gondii mit Streptolysin O in
der gewiinschten Weise zu permeabilisieren. Bei Streptolysin O-behandelten Parasiten
(Bhakdi et al., 1985; SLO freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Bhakdi,
Mainz) kénnen lediglich 10% der Proteine in den Uberstand freigesetzt werden, der
Rest verbleibt nach Zentrifugation im Sediment. Auch eine Erhéhung der Streptolysin
O-Konzentration bringt keine Verbesserung der Permeabilisierung. Da teilweise die
Quelle des Streptolysin O eine Rolle spielt (Ahnert-Hilger et al., 1989¢), wurde eine
kommerziell erhdltliche SLO-Préparation getestet (Murex Diagnostic, Dartford, UK).
Mit 1 U/ml Streptolysin O aus dieser Quelle lassen sich ca. 45% der T. gondii-Zellen

permeabilisieren. Der Einbau von radioaktiven Nukleotidzuckern in GPI-
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Biosyntheseintermediate ldsst sich durch SLO-Behandlung jedoch nicht wesentlich
verbessern. Bei der Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc wird eine Steigerung der
Markierungseffizienz von 17%, bei der Markierung mit GDP-[*’H]Man von 32% erzielt
(bezogen jeweils auf parallele Inkubationen mit intakten Parasiten). Bei der Markierung
mit UDP-[’H]GalNAc ergibt sich sogar ein Riickgang um 20%. Die Steigerung der
Markierungseffizienz bei UDP-[’H]GIcNAc und GDP-[’H]Man liegt damit in dem
Bereich der erhohten Anfarbbarkeit SLO-permeabilisierter Zellen (45% SLO gegeniiber
20% intakter Zellen). Im Gegensatz dazu kann durch hypotone Permeabilisierung eine
sehr deutliche Erhohung der Markierungseffizienz erzielt werden (2,6fach bei
Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc, 4,2fach mit GDP-’H]Man und 1,4fach mit
UDP-[’H]GalNAc; s. o0.). AuBerdem konnen in Streptolysin O-permeabilisierten
Toxoplasmen keine radioaktiv markierten Glycolipide mit PI-PLC gespalten werden.
Erst nach Zerstorung der Membranstruktur durch Zugabe von 0,1% Desoxycholat 146t
sich ein signifikanter Anteil der Glycolipide (68%) spalten. Dies kann zwei Ursachen
haben: Die Glycolipide sind auf der luminalen Seite des ER vor der Spaltung durch das
Enzym geschiitzt oder die Parasiten sind nicht ausreichend permeabilisiert, d. h. PI-PLC
gelangt nicht durch die Zellmembran an die cytoplasmatische Seite des ER. Wie sich in
spateren Versuchen mit hypoton permeabilisierten Toxoplasmen jedoch gezeigt hat, ist
ein GroBteil der GPI-Intermediate sehr wohl fiir PI-PLC zuginglich (s. u.).
Zusammengenommen folgt aus diesen Daten, da auch mit Streptolysin O aus
kommerzieller Herkunft 7. gondii-Zellen nicht effektiv permeabilisiert werden konnen,
um die gewlinschten Untersuchungen durchfiihren zu kénnen. Dies bedeutet jedoch
nicht, dal der Einsatz von Streptolysin O zur Permeabilisierung von 7. gondii
grundsitzlich auszuschlieBen ist, sondern daBl er abhingig von der jeweiligen
Fragestellung ist. So konnten in einer anderen Arbeitsgruppe Streptolysin O-
permeabilisierte Toxoplasmen genutzt werden, um die Calcium-unabhingige

Freisetzung der dichten Granula zu zeigen (Chaturvedi et al., 1999).
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in vivo- und in vitro-synthetisierte GPIs von 7. gondii haben identische hydrophile
Anteile, unterscheiden sich aber im hydrophoben Anteil

Im Verlauf der Voruntersuchungen zur Permeabilisierung von 7. gondii wurden
Laufunterschiede auf der DC zwischen in vivo mit ["H]GIcN und in vitro markierten
Glycolipiden (z. B. bei Markierung mit GDP-[’H]Man) offenbar. Bei der bis Ende der
90er Jahre ausschlieBlich eingesetzten eindimensionalen Analysetechnik mit dem
Berthold DC-Platten-Scanner (Berthold LB 2842, Wildbad) wurden diese
Laufunterschiede nicht erkannt oder anderen Phdnomenen zugeordnet. Dieses Gerét
besitzt zwar eine hohe Empfindlichkeit (typische Scanndauer: 30-120 min), zeigt dabei
aber eine geringe Auflosung. Auf der Diinnschichtplatte benachbarte Glycolipide
erscheinen, bedingt durch die MeBmethode, sehr breit und sind oft nicht voneinander
getrennt. Erst durch den routinemdBigen Einsatz der zweidimensionalen Analyse mit
einem Bio-Imager (Raytest, Straubenhardt) konnen benachbarte Glycolipide klar
voneinander getrennt dargestellt werden. Die Empfindlichkeit dieser Methode ist gering
(typische Expositionsdauer: 3-6 Wochen), die Auflosung dagegen sehr gut. Auf dem
zweidimensionalen Abbild der Diinnschichtplatte konnen auflerdem Abweichungen im
Verlauf der Laufmittelfront deutlich erkannt werden.

Da fiir die weiteren geplanten Versuche eine sichere Identifizierung der einzelnen
Glycolipide  unabdingbar war, wurden ausflihrliche Untersuchungen zur
Charakterisierung der von permeabilisierten Toxoplasmen gebildeten Glycolipide
vorgenommen und mit den bekannten Daten verglichen. Es hat sich herausgestellt, daf3
die Laufunterschiede zwischen in vivo mit [’H]GIcN und in vitro markierten
Glycolipiden auf Unterschiede der hydrophoben Fettsdurekomponenten zuriickzufiihren
sind. Im Gegensatz dazu wurden durch Darstellung der hydrophilen Zuckereinheiten
und Core-Glycane der von permeabilisierten Toxoplasmen gebildeten GPIs die bisher
beschriebenen Strukturen (Striepen et al., 1997; Zieneker et al., 2001) bestdtigt. Die fiir
die geplanten Untersuchungen entscheidenden Komponenten, d. h. die hydrophilen

Anteile der GPIs, entsprechen also den in vivo gebildeten Glycolipiden.

T. gondii bildet acylierte GPI-Intermediate

Bei P. falciparum wird in Analogie zur GPI-Biosynthese in Sdugetierzellen und
Hefe (Urakaze et al., 1992; Costello und Orlean, 1992; Englund, 1993) eine Fettsidure
an das Inositol gekniipft, bevor die Mannosen auf das deacetylierte Glucosamin
tibertragen werden (Gerold et al., 1994; 1999). Bei T. brucei finden dagegen Acylierung
und Deacylierung des Inositols parallel zu den Mannosylierungsschritten, frithestens
aber nach Ubertragung der ersten Mannose statt (Giither et al., 1994; Giither und
Ferguson, 1995; Smith et al., 1999). Solch eine hydrophobe Modifikation verhindert bei
GPIs die Spaltung durch das Enzym PI-PLC. Auch fiir 7. gondii wurden solche PI-PLC-

resistente Zwischenprodukte bereits frither beschrieben (Tomavo et al., 1992b, c;
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Striepen et al., 1997), eine eindeutige Charakterisierung war bisher jedoch nicht erfolgt.
Bei der Markierung mit UDP-[’H]GIcNAc konnte jetzt auch fiir 7. gondii ein acyliertes,
transientes Intermediat eindeutig identifiziert und charakterisiert werden. Werden dem
Reaktionsansatz zur Markierung permeabilisierter Toxoplasmen zweiwertige Kationen,
vor allem Mn®" und Mg*", entzogen, so akkumulieren drei Intermediate. Dies sind die
erwarteten Produkte GIcNAc-PI und GIcN-PI und ein zusétzliches Produkt. Durch
enzymatische und chemische Behandlungen konnte nachgewiesen werden, dal es sich
dabei um GlcN-(acyl)-PI handelt. In Zusammenarbeit mit Dr. Terry Smith (Dundee,
Schottland) konnte gezeigt werden, dal die Acylierung von GIcN-PI durch PMSF
inhibierbar ist (nicht publizierte Daten), nicht aber durch DFP wie bei 7. brucei (Glither
et al., 1994). Dagegen ist die Deacylierung von Mans;-GlcN-(acyl)-PI zu Man;-GlcN-PI
sowohl durch PMSF als auch durch DFP hemmbar (Smith et al., Manuskript in
Vorbereitung). Diese Daten zeigen, daBl der Biosyntheseweg dem Modell von
P. falciparum folgt (Gerold et al., 1994) und die Acylierung bei 7. gondii ebenfalls vor
der Ubertragung des ersten Mannoserestes erfolgt. Auch bei der radioaktiven
Markierung mit GDP-[’H]Man sind in den Extrakten PI-PLC-resistente Glycolipide zu
finden. Abgesehen von Dol-P-Man, das mit der Laufmittelfront migriert, handelt es sich
dabei ausschlieBlich um GPI-Intermediate. Die eindeutige Zuordnung und
Charakterisierung ist hier jedoch auBerordentlich schwierig, da die acylierten mit nicht-
acylierten Intermediaten in der Diinnschichtchromatographie groBtenteils komigrieren.
Eine Unterscheidung ist nur durch das unterschiedliche Spaltungsverhalten gegentiber
PI-PLC moglich. Zusitzlich sind von bestimmten Glycolipiden auch lyso-Formen
beschrieben (Striepen ef al., 1997).

Die Unterschiede im hydrophoben Anteil zwischen in vivo und in vitro gebildeten
GPIs, die (transiente) Acylierung von Intermediaten und das Auftreten von lyso-Formen
deuten darauf hin, daBl bei 7. gondii ein nachtriglicher Austausch von Fettsduren im
Phosphatidyl-Anteil stattfindet. Ein sogenanntes "fatty acid remodelling" wurde bereits
fiir T. brucei beschriecben (Masterson et al., 1990; Buxbaum, 1994; Buxbaum et al.,
1994; Giither und Ferguson, 1995) und wird in der AG Parasitologie, Philipps-

Universitidt Marburg, weiter untersucht.
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Die GPI-Biosynthese beginnt auf der cytoplasmatischen Seite des ER

Die GPI-Biosynthese ist ein aus vielen Einzelschritten bestehender Prozel3, der
zahlreiche verschiedene Enzyme erfordert. So werden mindestens vier
Glycosyltransferasen, eine Deacetylase und eine Ethanolamintransferase benotigt (fiir
eine Ubersicht siehe Kinoshita et al., 1997; Kinoshita und Inoue, 2000; Ferguson, 1999;
Ikezawa, 2002). Die Ubertragung vorgefertigter GPI-Anker auf neu synthetisierte
Proteine erfolgt ziigig (1-5 min) unter Abspaltung einer carboxy-terminalen GPI-
Signalsequenz (zusammengefaflit in Ferguson und Williams, 1988; lkezawa, 2002).
Diese und eine Reihe weiterer Daten (Conzelmann et al., 1988; Kodukula ef al., 1992;
Vidugiriene und Menon, 1993; 1994) deuteten schon frith darauf hin, dafl diese
Vorginge im ER erfolgen. Die Arbeiten von Vidugiriene und Menon waren dabei die
ersten, die gezielt die Orientierung der GPI-Biosyntheseintermediate in der ER-
Membran untersuchten. An ER-Mikrosomen und Streptolysin O-permeabilisierten
Zellen einer Thy-17 Mauszellinie (BW5147.3) wurden zundchst die frilhen GPI-
Biosyntheseintermediate GIcNAc-PI und GIcN-PI untersucht. Durch die Behandlung
radioaktiv markierter ER-Mikrosomen mit PI-PLC konnten ca. 70% von GlcNAc-PI
und GIcN-PI gespalten werden, was bedeutet, daB3 der {iberwiegende Anteil dieser
Glycolipide auf der duBleren (cytoplasmatischen) Seite der Mikrosomen orientiert ist
(Vidugiriene und Menon, 1993). Ahnliche Ergebnisse wurden an Streptolysin O-
permeabilisierten Zellen der gleichen Zellinie erzielt. Hier konnten nach
Permeabilisierung und radioaktiver Markierung mit UDP-[’H]|GIcNAc ca. 85% der
beiden Glycolipide durch PI-PLC-Behandlung gespalten werden (Vidugiriene und
Menon, 1993). Weiterfithrende Untersuchungen an Mikrosomen von 7. brucei haben
diese Ergebnisse auch fiir hoher glycosylierte GPI-Intermediate bestitigt. Sowohl die
mannosylierten Intermediate Man;-GIcN-PI und Man,-GIcN-PI als auch der
ethanolamin-haltige GPI-Ankervorlaufer P2 (EtN-P-Man,-GIcN-PI) wurden zu mehr als
60% auf der &uBeren, also cytoplasmatischen Seite der Mikrosomenmembran
nachgewiesen (Vidugiriene und Menon, 1994). Mit der vorliegenden Arbeit konnten
nun diese Ergebnisse bei einem anderen wichtigen humanpathogenen Parasiten nicht
nur bestdtigt werden, vielmehr konnte auch erstmals die Orientierung von GPI-
Biosyntheseintermediaten und GPI-Ankervorldufern dargestellt werden, die durch
Seitengruppen am Core-Glycan modifiziert sind. Das oben beschriebene System durch
hypotone Behandlung permeabilisierter Tachyzoiten von 7. gondii wurde eingesetzt, um
Untersuchungen zur Verteilung von GPI-Biosyntheseintermediaten in der ER-Membran
durchzufithren. Zunichst konnten Ergebnisse zur Orientierung der frithen GPI-
Biosyntheseintermediate bestdtigt werden: Von GlcNAc-PI, dem ersten Produkt der
GPI-Biosynthese, zeigen 70,7 +6,2% eine cytosolische Orientierung, von dem
Folgeprodukt GIcN-PI 82,2 + 6,2%. Die fiir den ersten Schritt verantwortliche GPI-N-

Acetylglucosaminyltransferase (GPI-GnT) besteht in Sdugerzellen aus mindestens sechs
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Proteinen, bei S. cerevisiae sind bisher fiinf Genprodukte beschrieben (zusammengefalit
in Kinoshita und Inoue, 2000). Fiir die (GlcNAc-PI) de-N-Acetylase ist jeweils ein
Genprodukt bekannt, das PIG-L (Saugerzellen) bzw. GP112 (S. cerevisiae; Watanabe et
al., 1999). Fiir beide Reaktionen deuten die Ergebnisse darauf hin, daf3 die katalytischen
Dominen (PIG-A bei GPI-GnT) auf der cytoplasmatischen Seite der ER-Membran
liegen (Ferguson, 1999; Kinoshita und Inoue, 2000), wodurch eigene Untersuchungen
an T. gondii und frithere Untersuchungen von Vidugiriene und Menon (1993; 1994)
bestdtigt werden. Bei 7. gondii erfolgt als nachster Schritt nun die Acylierung an der
C2-Position des myo-Inositols (eigene Untersuchungen) - analog zu den Reaktionen bei
Saugerzellen, S. cerevisiae und P. falciparum (Gerold et al., 1994; 1999; Kinoshita und
Inoue, 2000; Tkezawa, 2002). Aufgrund der Acylierung ist dieses Intermediat jedoch
insensitiv gegeniiber der PI-PLC-Behandlung (Roberts et al., 1988), weshalb keine
Aussage iiber die Verteilung in der ER-Membran getroffen werden kann. In
Séugerzellen konnte jedoch kiirzlich ein Gen (PIG-W) identifiziert werden, welches
hochstwahrscheinlich fiir die Inositol-Acyltransferase codiert (Murakami et al., 2003).
Untersuchungen an dem Enzym deuten darauf hin, daf3 die katalytische Einheit auf der
luminalen Seite des ER liegt.

Interessant werden die Untersuchungen ab dem niichsten Schritt, der Ubertragung
der ersten Mannose auf GIcN-PI zur Bildung von Man;-GlcN-PI. In der GPI al-4-
Mannosyltransferase (GPI-MT)-I wurde bei Sdugerzellen ein fiir Glycosyltransferasen
typisches DXD-Motiv innerhalb einer ER-luminalen Doméne beschrieben (Maeda et
al., 2001). Dies deutet darauf hin, daB die Ubertragung der Mannose auf der luminalen
Seite des ER stattfindet. Auch fiir die folgenden Biosyntheseschritte werden luminale
Transferasen vermutet (Kinoshita und Inoue, 2000), eindeutige Ergebnisse liegen hierzu
jedoch noch nicht vor. Die bereits oben geschilderten Ergebnisse von Vidugiriene und
Menon (1994) mit einer iiberwiegenden Prisenz der mannosylierten Intermediate auf
der cytoplasmatischen Seite des ER scheinen dagegen zu sprechen. Diese Verteilung
sagt aber nicht unbedingt etwas dariiber aus, auf welcher Seite der ER-Membran die
Biosynthese-Schritte erfolgen. Auch eigene Untersuchungen an 7. gondii haben eine
solche Verteilung der Glycolipide gezeigt (siche zusammengefalite Ergebnisse in Tab.
2). So wurde fir Man;-GIcN-PI zwar nur ein Anteil von 394 + 5,0% auf der
cytoplasmatischen Seite ermittelt, dies liegt aber daran, daBl das Material auf der
Diinnschichtplatte von einem acylierten Intermediat (Man3-GleN-(acyl)-PI) iiberlagert
wird. Deutlich wird dies, wenn man die Spaltungseffizienz nach Zerstorung der ER-
Membran durch ein Detergenz betrachtet: Auch unter diesen Bedingungen sind nur 52,7
+ 8,2% des Materials spaltbar. Die Erhohung der Spaltungseffizienz nach Detergenz-
Einsatz um 13,4% ist jedoch signifikant (p=0,03).
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Auch hoher glycosylierte und modifizierte GPI-Intermediate befinden sich
iiberwiegend auf der cytosolischen Seite des ER

Erstmals gelang es im Rahmen dieser Doktorarbeit die Verteilung von GPI-
Intermediaten und GPI-Anker-Vorldufermolekiilen zu bestimmen, die am Mannose-
Grundgeriist durch eine GalNAc- oder GalNAc-Glc-Seitenkette modifiziert sind. So
wurden fiir 7. gondii-Glycolipide I-VI PI-PLC-sensitive Anteile zwischen 59,2 + 1,9%
(Glycolipid VI) und 74,5 + 2,0% (Glycolipid I) bestimmt. Das heiflt, dal auch diese
fortgeschrittenen Intermediate und direkten Donoren fiir zu verankernde Proteine zu
einem iiberwiegenden Anteil eine cytoplasmatische Orientierung aufweisen. Dies
scheint im Widerspruch zu der Ubertragung der GPI-Ankervorldufer (Glycolipide 1T und
III) auf naszente Proteine zu stehen, die im Lumen des ER stattfindet. Dazu miissen die
GPI-Intermediate spitestens nach Ubertragung des Ethanolaminphosphates iiber die
ER-Membran transferiert werden. Im Falle der 7. gondii-Glycolipide II (EtN-Mans-
(GalNAc-Glc)-GlcN-PI) und III (EtN-Mans;-(GalNAc)-GIcN-PI) handelt es sich um
Molekiile mit groBen hydrophilen Einheiten, die eine Lipid-Doppelmembran
tiberqueren miissen. Dieser Vorgang ist der N-Glycan-Biosynthese sehr dhnlich: Auch
hier wird ein Oligosaccharid, bestehend aus fiinf Mannosen und zwei GIcNAc-
Molekiilen, gebildet, welches an einen lipophilen Triger (Dolicholpyrophosphat)
gekoppelt ist und dann die ER-Membran fiir den weiteren Biosyntheseweg iiberqueren
mull (Helenius und Aebi, 2002; Helenius et al., 2002). Die hydrophobe Barriere in
Form der Lipid-Doppelmembran bedeutet auch eine groBe Energiebarriere. Diese zu
tiberwinden bedarf es besonderer Transporter. Fiir diesen Vorgang werden sogenannte
Flippasen postuliert, die den Transport der cytosolisch (vor-)gefertigten Glycolipide ins
Innere des ER gewéhrleisten (Menon und Vidugiriene, 1994; Menon, 1995; Vidugiriene
et al., 1999). Bisher konnte noch keine solche Flippase gereinigt und charakterisiert
werden. Jedoch ist es mittlerweile gelungen, in rekonstituierten Proteoliposomen aus
Ratten-ER eine um das 15-fach erhohte Flippase-Aktivitit nachzuweisen (Gummadi
und Menon, 2002). Wie bereits oben fiir das Saugerzellen-System beschrieben, erfolgt
der Transfer zur weiteren GPI-Biosynthese in das ER-Lumen aber moglicherweise
bereits fiir den ersten Mannosylierungs-Schritt. Warum sind also hoher glycosylierte
Intermediate und sogar GPI-Ankervorldufer trotzdem zum Grofiteil auf der
cytosolischen Seite des ER zu finden? Uber die Beantwortung dieser Frage kann bisher
nur spekuliert werden. Es liegt die Vermutung nahe, dafl die GPI-Intermediate von
T. gondii zu scheinbar jedem Zeitpunkt die ER-Doppelmembran mit Hilfe von
Flippasen passieren konnen. Moglicherweise stehen diese Vorgénge im Zusammenhang
mit transienten Acylierungen der Intermediate, wie sie auch fiir 7. brucei beschrieben
wurden (Gilither und Ferguson, 1995; Giither et al., 2003). In Saugerzellen wird das
Inositol bereits vor der Ubertragung der ersten Mannose acyliert und diese Acylierung

erst nach Verkniipfen des GPIs mit dem Protein wieder entfernt. Im Gegensatz dazu
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wird bei T. brucei erst nach der Ubertragung der ersten Mannose acyliert. Diese
Acylierung kann dann im weiteren Verlauf der Mannosylierung wechselweise wieder
entfernt und hinzugefiigt werden. Es ist denkbar, daf die Acylierung und Deacylierung
dabei regulative Funktionen zur Steuerung der GPI-Biosynthese erfiillt. Auf der
cytoplasmatischen Seite vorhandene Intermediate konnten dabei einen Speicherort fiir
diese Produkte darstellen. GPI-Intermediate ndher an die ER-Membran - und damit
ndher an das aktive Zentrum von Glycosyltransferasen - zu bringen, konnte ein anderer

Grund fiir eine transiente Acylierung sein.

Ein Teil des GPI-Materials ist vor der Spaltung durch PI-PLC geschiitzt

Wie bereits beschrieben findet sich der iiberwiegende Anteil der T. gondii GPI-
Intermediate auf der cytoplasmatischen Seite der ER-Membran. Ein signifikanter Anteil
dieser Produkte kann aber erst durch Zugabe eines Detergenz und damit der Zerstérung
der ER-Membran mittels PI-PLC gespalten werden. Dies kann verschiedene Ursachen
haben: Fiir GIcNAc-PI und GIcN-PI scheint klar, daB3 diese auf der cytosolischen Seite
des ER gebildet werden. Hier scheint die Ursache fiir eine inkomplette Spaltung darin
zu liegen, dal diese Intermediate in noch unbekannter Weise durch nicht-kovalente
Interaktionen mit anderen Lipiden oder Proteinen vor dem PI-PLC Verdau geschiitzt
sind. Dieses Phdnomen wurde bereits vor ldngerer Zeit fiir GPI-verankerte
Membranproteine beschrieben (Low und Kincade, 1985). Durch den Einsatz des
Detergenz werden sterische Behinderungen durch andere Molekiile minimiert und die
Spaltungseffizienz der GPI-Substrate erhoht. Es ist aber auch nicht ganz auszuschlieflen,
daB ein Teil des GIcNAc-PI- und GlcN-PI-Materials in der luminalen Seite der ER-
Membran vorhanden ist. Etwas anders sieht dies bei den hoher glycosylierten
Intermediaten und GPI-Ankervorldufern aus. Hier mufl davon ausgegangen werden, daf3
spétestens die direkten Ankermolekiile zu einem gewissen Anteil im ER-Lumen
vorhanden sind. Dies scheint auch durch die durchgefiihrten Spaltungsexperimente
bestitigt zu sein: Zwar befindet sich auch hier der iliberwiegende Teil auf der
cytoplasmatischen Seite, aber durch den Einsatz von Detergenz zur Zerstorung der
Membranstrukturen kann ein signifikant deutlicher Teil (im Durchschnitt 21%)
zusitzlich gespalten werden. Es kann daher davon ausgegangen werden, dal3 sich ein
Teil des Materials tatsdchlich auf der luminalen Seite des ER befindet und daher vor
dem PI-PLC Verdau geschiitzt ist.

Ausblick

Mit den vorgestellten Arbeiten konnten neue und teilweise iiberraschende
Erkenntnisse zur Verteilung von GPI-Biosyntheseintermediaten {iiber die ER-
Membranen bei 7. gondii gewonnen werden. So konnte gezeigt werden, dal am GPI-

Grundgeriist modifizierte Intermediate und selbst GPI-Ankervorldufer zum
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tiberwiegenden Teil auf der cytoplasmatischen Seite des ER zu finden sind. Die
Beantwortung der Frage nach dem subzelluliren Ort der Ubertragung von
Einzelkomponenten zur GPI-Biosynthese bedarf allerdings noch weitergehender
Untersuchungen. Einen Anhaltspunkt konnte dabei die Identifizierung des Donors fiir
die GalNAc-Modifikation liefern. Sehr hilfreich wire es, finde man einen Donor, der
nur auf einer Seite der ER-Membran présent ist. Frithere Hinweise, dal nicht UDP-
GalNAc der direkte Donor fiir diese Modifikation, sondern ein lipophiler Ubertriger
zwischengeschaltet ist (Tomavo et al., 1992¢, Hyams, 1998), minimieren allerdings
diese Hoffnung. Wichtig wird es daher sein, einzelne Enzyme des Biosynthese-
Apparates bei T. gondii zu identifizieren und charakterisieren. So konnte in der AG
Parasitologie mittlerweile das GPI8-Gen bei T. gondii identifiziert werden (Genbank-
Nr. CAD44992). Das Genprodukt, die katalytische Komponente der Transamidase, wird
zur Zeit exprimiert. Ein weiteres Gen, das fiir die Inositol-Acylase codiert (PIG-W), ist
ebenfalls teilweise identifiziert. Mit Hilfe daraus resultierender Erkenntnisse wird es
dann auch moglich sein, Unterschiede zu dem Biosyntheseweg in Sédugerzellen zu
erkennen, um auf dieser Grundlage Chemotherapeutika gegen die Parasiten entwickeln
zu konnen. Das hier entwickelte System permeabilisierter Toxoplasmen kann zusitzlich
genutzt werden, um weitergehende Untersuchungen in diese Richtung auf

biochemischem Weg durchzufiihren.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

BCIP
C/M
C/M/W
CPRG
DFP
DMEM
Dol-PMan
DU

EtN
EtN-P
GalNAc
Glc
GlcN
GlcNAc
GPI
GPI-PLD
GU
HPAEC
LSC
Man
MSP
NBT
PBS
PBS™
PE

PI
PI-PLC
PLA,
PMSF
PSL
PVDF
SAG
SLO
SSC
TLCK
VSG

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat
Chloroform/Methanol
Chloroform/Methanol/Wasser

Chlorophenol Rot-B-D-Galactopyranosid
Diisopropylfluorophosphat

Dulbeccos Modified Eagle Medium
Dolicholphosphat-Mannose

Dionex-Einheiten (Dionex unit)

Ethanolamin

Ethanolamin-Phosphat

N-Acetyl-Galactosamin

Glucose

Glucosamin

N-Acetyl-Glucosamin
Glycosylphosphatidylinositol
Glycosylphosphatidylinositol-spezifische Phospholipase D
Glucose-Einheiten (glucose unit)

high pH anion exchange chromatography
Fliissigkeitsszintillations-Zahler

Mannose

Hauptoberflachenprotein von Plasmodien (major surface protein)
Nitroblautetrazoliumchlorid

phosphate buffered saline

PBS mit Mg*" und Ca*"

Parasitenequivalente

Phosphatidylinositol
Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C
Phospholipase A,

Phenylmethylsulfonylfluorid

photostimulated luminiscence
Polyvinylidenfluorid

Oberflachenantigen von 7. gondii (surface antigen)
Streptolysin O

sodium saline citrate
Na-Tosyl-L-lysinchlormethylketon-Hydrochlorid
variables Oberflaichen-Glycoprotein von 7. brucei (variant surface

glycoprotein)
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