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Einleitung

FUr die Serodiagnose von Toxoplasma-infektionen stehen verschiedene Antikorper-
titrations-Verfahren zur Verfigung. Eines davon, der Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA), ist ein besonders kostenglnstiger Screening-Test. Seiner weiteren
Verbreitung und einer breiten Anwendung — z. B. im Rahmen der serologischen
Uberwachung der Schwangeren — stehen allerdings seine mangelnde Vergleichbar-
keit und seine geringe Standardisierung entgegen. Die in den Enzymimmuntests be-
nutzten Antigene sind in den verschiedenen Kits und Praparationen unterschiedliche,
nicht definierte Mischungen von Parasiten- und Wirtsproteinen. Wir haben versucht,
das von uns benutzte Antigen mittels einer Gelfiltration zu zerlegen, dann die Antige-
nitat der Fraktionen im ELISA zu bestimmen, und anschlieBend die Proteine einzel-
ner Fraktionen in einer SDS-PAGE zu charakterisieren. Ziel der Arbeit war es, zu er-
kunden, ob durch eine Sortierung der Antigenproteine nach ihrer GréBe die Isolie-
rung einer Fraktion mit erhohter Spezifitdt moglich ist.

Methoden

Trophozoiten von Toxoplasma gondii (Stamm BK) wurden intraperitoneal in Mausen
(Stamm Him:OF1 [Swiss] SPF) gezlichtet und jeweils 2 Tage p. i. geerntet. Die Tro-
phozoiten (Kontamination mit Wirtszellen: << 1%o) wurden dreimal in 145 mM Koch-
salzlésung gewaschen, in a. d. resuspendiert (1 ml X 10°° Parasitenzellen) und be-
schallt (Sonifer Cell Disruptor B-30, Branson Sonic Power Co., USA). Das Homoge-
nat wurde bei 3000 g 20 min. zentrifugiert, dann wurde der Proteingehalt bestimmt
(Protein Assay, Bio-Rad Lab., Wien) und auf 1,2 mg/ml durch Einengung mittels Po-
lyathylenglykol (20 kDA) eingestellt. AbschlieBend wurde das Antigen 24 Stunden
gegen PBS (116 mM Phosphat-gepufferte Kochsalzidsung) + 0,02% NaNj dialysiert.
Dieses Rohantigen wurde bis zum Gebrauch in kleinen Portionen tiefgefroren (— 20°
C) aufbewahrt.

Jeweils 300 ul des Antigens wurden auf eine 60 X 1,6 cm Saule, geflllt mit Sephacryl
S§-300 (Pharmacia Ges. m. b. H., Wien) aufgetragen und filtriert. (Puffer: PBS +
0,02% NaNg; 12 ml X cm™? X h™'. Detektion: AU 280 nm.) Die einzelnen Fraktionen
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wurden getrennt gesammelt, gegen a. d. dialysiert, lyophilisiert und in coating buffer
resuspendiert (Proteingehalt aller Peaks: 10 ug X mi™”'). Die Molekulargewichtsbe-
stimmung der Peaks erfolgte mit Hilfe kauflicher Markerproteine (Pharmacia Ges.
m. b. H.).

Neun Seren von Schwangeren mit einem hohen IgG-Titer im Indirekten Immunfluo-
reszenztest (> 1 : 1000) und vier Seren ohne mefBbaren Antikdrpertiter wurden in
einem ELISA gegen die Antigenfraktionen getestet. (ELISA: Mikrotiterplatten: Nunc,
Kamstrup, Dédnemark; ELISA-Puffer: PBS + 2% BSA + 0,25% Tween 20; Testmen-
gen: 100 pl; Serumverdiinnung: 1 : 1000; Inkubationszeiten: 2 Stunden; Konjugat:
Anti-Mensch-Ziegen-lgG/PO (Cappel; Cochranville, PA, USA) Verdinnung: 1
2000; Substrat: 0,005% H,0, + gereinigte 5-Amino-hydroxybenzoeséure; Ablesung:
Extinktion bei 492 nm).

Weiters wurden Seren von vier i. m. und s. ¢. mit Rohantigen immunisierten Kanin-
chen (IHA-Titer > 1 : 256.000) und zwei negative Kontrollseren von SPF-Kaninchen
im ELISA getestet. Der Test wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt, lediglich das
Konjugat war ein Anti-Kaninchen-Ziegen-lgG/PO (Nordic; Tilburg, NL) 1 : 1000.

Das Rohantigen sowie die Proteine der Peaks Nr. 2 und Nr. 3 wurden einer SDS-
PAGE nach LAEMMLI (9) unter reduzierenden Bedingungen unterzogen. (Trenngel:
12,5%, Sammelgel: 6%, 6 mA konstanter Widerstand Uber Nacht). Die Farbung
erfolgte mit Coomassie Blue R-250 in der allgemein ublichen Art. Die Molekularge-
wichte wurden mittels kduflicher Standards (Bio-Rad. Lab.) ermittelt.

Ergebnisse

In der Gelfiltration konnte das Toxoplasma-Rohantigen in sechs reaktive Fraktionen
zerlegt werden. Die Lage der Peaks und die Fraktionsgrenzen sind in Abb. 1 darge-
stellt. Die MolekulargréBen der Peak-Maxima und die Antigenitat der Fraktionen sind
in Tab. 1 aufgefiihrt. Die Ergebnisse der SDS-PAGE sind Abb. 2 zu entnehmen.
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Ergebnis der Gelfiltration von Toxoplasma-Rohantigen
Abszisse: Volumen; Fraktionen mit Fraktionsgrenzen - Ordinate: Extinktion bei 280 nm;
Molekulargewichte in kDa - strichliert: Kurve der Molekulargewichtsstandards
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Abb. 2
Ergebnisse der Elektrophorese (SDS-PAGE)
MW: Molekulargewichte der Proteine in kDa - Ag: Rohantigen - 2, 3: Peak Nr. 2, 3

Diskussion

Die Gelfiltration ist ein sehr leistungsfahiges Trennnsystem, das besonders zur
Verarbeitung groBer Probenmengen bei geringem technischen und personellen Auf-
wand geeignet ist. Sie hat gegenliber anderen Techniken den Vorteil, daB die antige-
nen Strukturen der Proteine unverandert erhalten bleiben. Diese Eigenschaften
lassen sie als Routineverfahren zur Antigenaufbereitung besonders geeignet er-
scheinen. Wir haben daher die Gelfiltration gewahlt, um das Proteingemisch unseres
ELISA-Antigens, eines Trophozoitenlysats, zu zerlegen.

Das Lysat zerfiel durch die Chromatographie in sechs deutlich unterscheidbare Frak-
tionen. Klammert man die fir dieses Gel (Sepahcryl S-300) zu groBen (> 103 kDa)
und die zu kleinen Proteine (<< 1 kDa) aus den weiteren Betrachtungen aus, bleiben
Fraktionen mit einem Molekulargewicht (Peak-Maximum) von 320, 65, 27 und 6 kDa.
Fir jedes dieser Fraktionsgewichte 4Bt sich in der Literatur mindestens ein Beleg
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TABELLE 1
Molekulargewichte und Antigenitat der Fraktionen aus der Gelfiltration von Toxoplasma-

Antigenen

N MG + HS —HS + KS — K8

' in kDa EX. S. EX. EX. S. EX.
1 > 10° 0,247 0,048 0,092 0,305 0,057 0,007
2 320 0,393 0,021 0,058 kD kD kD
3 0,1 0,09 ,

65 196 ° 0,004 0,093 0,039 0,001
4 27 0,222 0,084 0,051
5 6 0,160 0,026 0,060 0,149 0,083 0,002
6 <1 0,150 0,050 0,065 0,049 0,023 0,001
Puffer max. 0,010

Nr. = Peak Nr. - MG = Molekulargewicht des Peakmaximums - HS = Humanseren
KS = Kaninchenseren - Ex. = Extinktion -+ S = Standardabweichung
kD = keine Daten vorhanden

finden: HUGHES und VAN KNAPEN (7) und HUGHES (5) beschrieben ein Antigen
von 324 bzw. 325 kDa GroBe, HUGHES und BALFOUR (6) und CHUMPITAZI et al.
(2) eine somatischen Antigenbestandteil von 61 bzw. 64,5 kDa, HANDMAN und RE-
MINGTON (3), JOHNSON et al. (8) und PARTANEN et al. (10) konnten durch ganz
unterschiedliche Methoden ein offenbar quantitativ.dominierendes (Oberflachen-)
Antigen von 27 - 29 kDa nachweisen, und POTASMAN et al. (11) fand schlieBlich ein
IgM-reaktives 4 kDa Protein im Toxoplasma-Lysat. Die von uns isolierten Fraktionen
bestehen natirlich ihrerseits wiederum aus vielen Einzelproteinen, jedoch fiihrt das
Uberdurchschnittlich haufige Auftreten bestimmter Proteine zur Ausbildung der Ein-
zelpeaks. Eine Gelfiltration kann sich daher als durchaus sinnvolle erste Stufe in ei-
ner Kette von Reinigungsschritten erweisen.

Antigene konnten, wie zu erwarten, in jeder Fraktion nachgewiesen werden, jedoch
waren die Starken der Imnmunreaktionen deutlich unterschiedlich. Die Fraktion Nr. 2
mit einem Peak-Maximum von 320 kDa erwies sich als starkstes und spezifischstes
Antigen (hdchste Extinktion, geringste Schwankungsbreite). In der SDS-PAGE zerfiel
diese Fraktion in eine geringe Anzahl von Banden, was auf eine relativ homogene
Zusammensetzung dieser Fraktion schlieBen 14Bt. Es zeichnet sich somit die Még-
lichkeit der Isolierung einer definierbaren Antigenfraktion ab.

Weitere Untersuchungen werden zeigen, welcher Weg einzuschlagen ist, um das
ELISA-Antigen besser zu charakterisieren. Flir analytische Belange ist die Isolierung
ausgewahlter Proteine aus Zellysaten durch eine Kombination verschiedener Reini-
gungstechniken (z. B. Chromatographie und Elektrophoresen [4]) eine vielverspre-
chende Mdglichkeit. Fur die Herstellung von Routinetest-Antigen eignen sich hinge-
gen besonders Kombinationen verschiedener chromatographischer Methoden, da
sie die Reinigung betrachtlicher Substanzmengen erlauben.
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Zusammenfassung

Ein wafriges Lysat von Toxoplasma gondii-Trophozoiten wurde in einer Gelfiltration
in Fraktionen mit Molekulargewichten von > 108, 320, 65, 27, 6 und < 1 kDa zerlegt.
Die Fraktionen wurden getrennt gesammelt und gegen Human- und Versuchstierse-
ren in einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay getestet. Sie erwiesen sich als
unterschiedlich reaktiv. Die Fraktion mit der hochsten Reaktion (320 kDa) wurde in
einer SDS-PAGE aufgetrennt, um ihre Proteinzusammensetzung zu studieren. Die
Gelfiltration erwies sich als nutzlicher erster Schritt, um komplexe Antigengemische
zu zerlegen und einzelne Bestandteile zu reinigen.

Schliisselworter
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Summary

Chromatographic and immunological investigations on antigen
constituation of Toxoplasma gondii

An aqueous lysate of Toxoplasma gondii trophozoites was divided into fractions with
molecular weights of > 103, 320, 65, 27, 6, and < 1 kd respectively by gel filtration.
The fractions were separately collected and individually tested against human and
rabbit antisera in an ELISA. The fractions proved to be of different reactivity. The
fraction with the highest reactivity (320 kd) was separated in a SDS-PAGE to analyse
its protein composition. Gel filtration turned out to be a useful primary step for the se-
pa-

ration of complex antigen mixtures and for the purification of independent compo-
nents.
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