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] SUMMARY

Temesgen Samuel (1998):

Purification of the 28 kDa aud 18 kDa Aatigens of Babesia equi from Erythrocyte

Proteins by Preparative Isoelectric F iog and loa Exchange Chr graphy
Diag antigen pi of Bub equi were purified by preparative isoelectric
focustng and anion hange ch graphy of lysed prep of infected

erythrocytes Target proteins of 28 kDa and 18 kDa were first identified by isoelectric
focusing and Westemn blotung Four of the isoelectne focusing fractions with pHS3t057
contaned protein bands of 28 kDa, which were detected only by a positive serum pool.
The 18 kDa protein, also detected only by the positive serum pool, focused at pH gradients
SS157

Further puntication of the proteins was done by anion exchange chromatography. Effiuent
proteins from extracted Bubesia equi-infecied as well as non-infected erythrocytes were
examined by SDS-PAGE and Westem blotting

The flowthrough fractions of extract from infected erythrocytes contained a 29 kDa protein
recognised by both posiive and negative scrum pools Examination of non-infected donor
horse erythracytes revealed that this protein was of erythrocyte origin Specifically reacting
28 kDa protein bands were detecied i fractions eluted by salt gradients between 0.32 and
054 M NaCl When the elecirophoresis system was shifted from glycine-SDS-PAGE to
tnone-SDS-PAGE, the 28 kDa band resolved nto multiple bands, indicating
polymorphtsm The 18 kiDa protemn was hardly soluble in CHAPS

Both 28 kDa and 18 kDda proteins appeared 1o be low abundance antigen proteins.
Especially the 18 kDa protein was d ble only after The 29 kDa antigen




15 suppused to be an alicred 1soantigen of erythrocyte ongin. whose reaction with

1svantibodies becomes ac § following infe of the crythrocyte

Perspectives on possible extension of the punification and utilisation of the proteins are

discussed



95

7 ERWEITERTE ZUSAMMENFASSUNG

Temesgen Samuel (1998):

Reimigung von 28-kDa- und 18-kDa-Babesia equi-Protcinen aws infizierten
Erythrozyten mittels  priparativer  lIsoelektrischer  Fokussicrwng  wad

s heb

L
graphic

Ziel dieser Arbeit war die Idenufizicrung und Reinigung Habesia equi-spezifischer

Antigene fur die Anwendung in serologischen Tests

Zunachst  wurden  Zielantig mittels  p er Isaelekirischer  Fok

P

wentifizien Durch dic Fokussicrung wurden dic gesamten Proteine aus Babesia equi
nfizierten Erythrozyten fraktionient. Fur die Fraktiomerung wurde eine Gesamtmenge von
35 mg Protein im Fokussicrungspuffer, der 2 % NP0 und 9.5 M HamstofT enthiclt,
gelost In 20 untersuchten Fraktronen waren nur in den Fraktionen, deren pH-Werte 2,7-5,8
betrugen, Proteine nachweisbar Mitiels Darstellung dieser Fraktionen im Western Blot
wurden zweir Proteine mit einem Molekulargewicht von 28 kDa und 18 kDa identifiziert
Das 28-kDa-Protcin wurde m wvier Fraktionen (pH 5,3-5.7) nachgewiesen Dic vier
Frakuionen enthielten zusatzhich ein 29-kDa-Protein, das sowoht von Seren infizierter
sowie nicht nfizierter Pferde erkannt wurde Das 18 kDa Protein wurde in Fraktionen mit

pH-Werte von 5,5-5,7 nachgewicsen

Die R der identifi Proteine  erfolgte  muttels  lonenaustausch-

Bung

h graphic  Hubi qui-infizierte Erythrozyten wurden aus i vitro-Kulturen bei
einer PPE von 7 % geemiet und mittels Glycerol lysient. Eine Praparation nicht infiznener
Plerdecrythrozyten erfolgte in gleicher Weisc. Das Lysat wurde 1n einem Extrakuonspuffer
mit 10 mM CHAPS gelost, die Proteine extrahient und mittels Anioncnaustausch-



chromatographie in drer Gruppen getrennt Proteine ym DurchiluB, Proteine, die bey einem
Salzgradienien von ca 0.17 M NaCl und Proteine, die ber einem Salzgradienten 2wischen
0,29 M und 0,60 M NaC’l cluien wurden Muttels Westeen Blot-Darstellung der Proteme im

DurchfluB wurde ein 29-kDa-Protein identifiziert, das sowohl md einerm positiven als auch

mit einem negativen Serum reagierte Durch A hch graphie von nicht
infizienien  Pferdeerythrozyten  wurde  nachgewicsen, daB  dieses Protein von den
Erythrozyten stammie Die ber medniger Salzkonzentration elwenen Proteine wurden von
kemnem  Kontroliscrum  erkannt  Die  Eluate der 0.32- bis 0.54-molasen  NaCl-
Konzentrationen entheclten ein spezifisch reagierendes 28-kDa-Protein Die Darstellung
diweser Fraktionen wn Western Blot nach Glycin-SDS-PAGE zeigten cine 28-kDa-Bande,
wahrend sich 1m Western Blot nach Triem-SDS-PAGE dieselben Protesne in mehrere

Bandea aultrenaten

e in dicsen Verfahren identifizierten 28-kia- und 18-kDa-Proteine sind Bubesia cque-
spezifische Antigene, dic 1m Parasit nur in sehr genngeren Konzentrationen vorkammen
Das 18-kDa-Proten konnte nur 1m  Anreichcrungsverfahren und  nach  Extraktion

nachgewiesen werden Das 29-kDa-Protein stellt ein erythrozytares Isoantigen dar

Im weiteren wire cine Prufung der Fraktionen, die die spezifischen Antigene enthalten, im

F1ISA sinnvoll Dre gegen diese Proteine hergestellten Antikorper konnten fur das

Screening ewner cDNA-Bank und die prechende Herstellung rekomb Proweine

verwendet werden Werterhin ist die Untersuchung der ¢v lien Enzy hafle

B

des 28-kDa-Protein von Interesse



