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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung
1. Gebiet der Erfindung

[0001] Diese Erfindung betrifft das Gebiet der Vogelkokzidiose und bezieht sich auf ein DNA-Molekdl, das ein
antigenes Protein des Antigens 1 der apikalen Membran von Eimeria codiert, und seine Verwendung.

[0002] Kokzidiose ist eine Darmstérung von Gefliigel und verursacht eine Vielzahl von Problemen fiir den in-
fizierten Wirt. Diese Probleme reichen von schlechten Futterumwandlungsverhaltnissen bei leichten Infektio-
nen bis zu akuten Todesfallen bei schwereren Infektionen.

[0003] Kokzidiose wird durch Protozoen verursacht, die zur Gattung Eimeria gehoéren. Die Vertreter dieser
Gattung im Gefligel sind E. acervulina, E. tenella, E. maxima, E. necatrix, E. brunetti, E. mitis und E. praecox.
Einige Forscher stellen auch E. mivati und E. hagani zu der Gattung. Alle diese Spezies haben &hnliche Le-
benszyklen, weisen aber eine unterschiedliche Gewebespezifitat und Pathogenitat auf. Ein Masthahnchen
wird durch E. acervulina oder E. maxima erheblich geschadigt, da sie in grof3en Teilen des Diinndarms para-
sitieren, wo die Nahrungsverdauung eine Hauptrolle spielt.

[0004] Kokzidiose kann durch die Verabreichung von Anti-Kokzidiose-Mitteln bekampft werden. Es treten je-
doch haufig wirkstoffresistente Stdamme auf, und die Kosten der Entwicklung von neuen Wirkstoffen sind ziem-
lich hoch. AuRerdem hinterlassen mehrere dieser Erreger Riickstédnde im Fleisch, was zu Problemen flir den
Verbraucher flihren kénnte.

[0005] Es wurde versucht, die Krankheit zu verhindern, indem man Huhner mit lebenden abgeschwachten
Stdmmen von Eimeria oder inaktivierten Parasiten impfte. Diese lebenden abgeschwachten Stamme, wie frih-
reife Linien, werden erhalten, indem man Hihner mit Oocysten einer wilden Eimeria-Spezies impft und den
allerersten Parasiten einsammelt, der aufgrund der Infektion ausgeschieden wird (J. Parasitol. 1975, 61:
1083-1090). Solche abgeschwachten Lebendimpfstoffe produzieren jedoch weniger Parasiten und haben bei
geimpften Huhnern einen merklichen Krankheitseffekt. Andererseits ist die Schutzwirkung unter Verwendung
des letzteren (inaktivierter Impfstoff) bei weitem nicht vollstandig. Weiterhin ist ein Nachteil dieser Impfstoffe,
dass sie nur kostspielig herzustellen sind, da bei einer Produktion dieser Impfstoffe im gro3en MaRstab viele
lebende Hihner benétigt werden.

[0006] Eine alternative LOsung bestiinde darin, die schitzenden Antigene von Eimeria-Parasiten gentech-
nisch herzustellen. Einmal entwickelt, kbnnten diese Immunogene in einem prokaryontischen oder eukaryon-
tischen Kultursystem billig in unbegrenzter Menge hergestellt und zum Impfen von Hihnern gegen Kokzidiose
verwendet werden.

2. Stand der Technik

[0007] Mehrere schitzende Antigen-Gene von Eimeria wurden beschrieben. Zum Beispiel beschrieben Jen-
kins et al. ein Screeningverfahren unter Verwendung eines Kaninchenserums gegen die Membranfraktion von
E. acervulina und einen Teil der cDNA, die ein 250-kDa-Protein in der Parasitenoberflache codiert (Exp. Para-
sitol. 1988; 66: 96-107, US-Patent 5,122,471). Einige Eimeria-Antigen-Gene wurden einem Screening unter
Verwendung von monoklonalen Antikdrpern gegen Eimeria-Parasiten anstelle von Antiseren unterzogen
(US-Patente 5,028,694, 5,279,960, 5,814,320, 5,449,768). Diese Antigene konnten Hihnern, die mit einem re-
kombinanten Protein oder einem das Antigen exprimierenden rekombinanten Virus immunisiert wurden, je-
doch nur einen partiellen Schutz vor einer Eimeria-Infektion verleihen (US-Patente 5,387,414, 5,403,581,
5,602,033, 6,001,363).

[0008] Infection and Immunity, Marz 1991, Seite 983-989, Vol. 59, Nr. 3, Y. D. Karkhanis et al., offenbart die
Reinigung und Charakterisierung eines schitzenden Antigens von Eimeria tenella. Extrakte wurden aus ultra-
schallbehandelten sporulierten Oocysten oder aus ultraschallbehandelten Sporozoiten hergestellt, und nach
Gelffiltration und Reinigung wurde ein schiitzendes Antigen mit einer Molmasse von 26 kDa identifiziert. Es wur-
de gezeigt, dass der Extrakt zum partiellen Schutz von Hihnern vor durch E. tenella induzierter Kokzidiose
fuhrt, siehe Diskussion Seite 987-989.

[0009] US-A-5,661,015 (Binger et al.) offenbart DNA-Sequenzen, die fir Eimeria-Oberflachenantigene codie-
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ren, rekombinante Vektoren, die die DNA enthalten, transformierte Wirtszellen und Verfahren zur Herstellung
der Antigene unter Verwendung der transformierten Mikroorganismen. Ebenfalls mit dabei sind Verfahren zum
Schutzen von Geflugel vor Kokzidiose unter Verwendung von Eimeria-Oberflachenantigenen, die entweder als
gereinigte Proteine oder in Form von DNA, die die Proteine codiert, in einem viralen Vektor verabreicht werden.

[0010] Plasmodium, das Malaria beim Menschen verursacht, ist mit Eimeria nahe verwandt, und beide Para-
siten gehdéren zum Stamm der Apicomplexa. Malaria ist eine der drei bedeutendsten Infektionskrankheiten
beim Menschen, und es gibt schatzungsweise 500 Millionen infizierte Menschen, wobei 1-2 Millionen jahrlich
sterben. Daher konzentrieren sich viele Forschungsgruppen auf die Entwicklung eines Malariaimpfstoffs, um
die Infektion zu bekampfen.

[0011] Das Antigen 1 der apikalen Membran von Plasmodium ist zur Zeit eines der vielversprechendsten An-
tigene fir einen Malariaimpfstoff (Molecular Microbiology (2004) 52, 159-168, The Journal of Immunology 172
(2004) 6167-6174, und Infect. Immun. 72 (2004) 4464-4470). Das Gen des Antigens 1 der apikalen Membran
von Eimeria (AMA-1) wird im spezifischen Organ von Eimeria nur in kleiner Menge exprimiert. Daher war die
Reinigung des Antigens schwierig, und die volle Aminosauresequenz war unbekannt. Da es kein gereinigtes
AMA-1 gab, war es schwierig, das AMA-1-Gen durch das allgemeine Screeningverfahren zu erhalten, das
heildt, einen Antikdrper gegen das Antigen zu erhalten und eine cDNA-Bibliothek mit dem Antikdrper zu durch-
mustern.

[0012] Wie oben beschrieben ist, gibt es keinen befriedigenden Impfstoff gegen Vogelkokzidiose. Aulterdem
wurde noch kein DNA-Molekil, das Eimeria-AMA-1-Protein codiert, kloniert und ist bezuglich seiner Eignung
als Impfstoffantigen bekannt.

Kurzbeschreibung der Erfindung

[0013] Dementsprechend besteht ein Ziel der vorliegenden Erfindung darin, ein Mittel zum Identifizieren und
Klonieren von cDNA, die Eimeria-tenella-AMA-1 codiert, bereitzustellen. Ein weiteres Ziel der vorliegenden Er-
findung besteht darin, ein DNA-Moleklil, das Eimeria-tenella-AMA-1 codiert, bereitzustellen und seine Verwen-
dung anzugeben. Noch weitere Ziele der vorliegenden Erfindung bestehen darin, Verfahren und Impfstoffe be-
reitzustellen, die zum Schitzen von Hihnern vor Vogelkokzidiose geeignet sind.

[0014] Die vorliegende Erfindung stellt ein DNA-Molekul bereit, das ein antigenes Protein von Eime-
ria-AMA-1, insbesondere Eimeria-tenella-AMA-1, codiert. Die DNA-Sequenz codiert das Eimeria-tenel-
la-AMA-1-Protein, das aus der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Aminosauresequenz besteht.

[0015] Auflerdem stellt die vorliegende Erfindung ein DNA-Molekiil bereit, das ein antigenes Protein von Ei-
meria-tenella-AMA-1 codiert, wobei das antigene Protein eine Aminosauresequenz umfasst, die durch Inserti-
on, Deletion und/oder Substitution von einer oder mehreren Aminoséauren in der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Se-
quenz modifiziert ist, oder wobei das antigene Protein mehr als 90% Identitat mit der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten
Aminosauresequenz aufweist.

[0016] Auferdem stellt die vorliegende Erfindung ein DNA-Molekiil bereit, das ein antigenes Protein von Ei-
meria-tenella-AMA-1 codiert, wobei das DNA-Molekil unter hochstringenten Bedingungen mit dem Bereich
des offenen Leserasters in der in SEQ ID Nr. 1 gezeigten DNA hybridisiert.

[0017] Ein DNA-Vektor, der das oben beschriebene DNA-Molekil enthalt, ist hier ebenfalls offenbart und kann
als DNA-Impfstoff fir Vogelkokzidiose verwendet werden.

[0018] Die vorliegende Erfindung stellt ein antigenes Protein von Eimeria-tenella-AMA-1 und ein Verfahren zu
seiner Herstellung bereit.

[0019] Das Protein eignet sich auch zum Schiitzen von Hiihnern vor Vogelkokzidiose.
Ausfuhrliche Beschreibung der Erfindung
Antigenes Protein des Antigens 1 der apikalen Membran von Eimeria

[0020] Das Antigen 1 der apikalen Membran (AMA-1) von Eimeria gemaf der vorliegenden Erfindung ist von
dem Vogelparasiten Eimeria abgeleitet und umfasst insbesondere die Aminosauresequenz von SEQ ID Nr. 2.
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[0021] Das antigene Protein von Eimeria-AMA-1 ist jedoch nicht nur auf AMA-1 beschrankt, sondern umfasst
auch das Protein, das die Aminosauresequenz umfasst, die durch Substitution, Deletion, Addition und/oder In-
sertion von einer oder mehreren Aminosauren in SEQ ID Nr. 2 modifiziert ist, solange es bei Hihnern die glei-
chen Antikérper induzieren kann wie bei Hihnern, die mit Eimeria-AMA-1 immunisiert sind. Ein Beispiel fur das
antigene Protein ist eines mit demselben Epitop wie Eimeria-tenella-AMA-1, das die in SEQ ID Nr. 2 gezeigte
Aminosauresequenz umfasst, und ein Beispiel ist das in Beispiel 3 beschriebene rekombinante Protein, das
die 57. bis 276. Aminosaure von SEQ ID Nr. 2 enthalt.

[0022] Die Zahl der obigen modifizierten Aminosauren betragt vorzugsweise weniger als 10%, besonders be-
vorzugt weniger als 5% der Gesamtheit von SEQ ID Nr. 2 und am meisten bevorzugt weniger als 10 Amino-
sauren.

[0023] Das antigene Protein von Eimeria-tenella-AMA-1 gemaR der vorliegenden Erfindung ist auch in dem
DNA-Molekil codiert, das unter hochstringenten Bedingungen mit dem DNA-Molekul des offenen Leserasters
in SEQ ID Nr. 1 hybridisiert. In diesem Fall sind "hochstringente Bedingungen" aquivalent zu "0,2 x SSC und
68°C".

[0024] Antigene Proteine von Eimeria-tenella-AMA-1 gemaR der vorliegenden Erfindung umfassen auler-
dem das Protein, das eine Aminosauresequenz umfasst, die mehr als 90% Identitat mit der in SEQ ID Nr. 2
gezeigten Aminosauresequenz aufweist. Vorzugsweise betragt die Identitat wenigstens mehr als 95%.

DNA-Molekdl, das ein antigenes Protein von Eimeria-AMA-1 codiert

[0025] Das DNA-Molekil der vorliegenden Erfindung codiert ein antigenes Protein des oben genannten
AMA-1 des Vogelparasiten Eimeria tenella. Ein spezifisches Beispiel fir eine DNA der vorliegenden Erfindung
ist eine, die das Eimeria-tenella-AMA-1 codiert, das die in SEQ ID Nr. 2 gezeigte Aminosauresequenz umfasst.
Insbesondere ist ein DNA-Molekul der vorliegenden Erfindung eines, das die in SEQ ID Nr. 1 gezeigte Nucle-
otidsequenz aufweist.

[0026] Die DNA der vorliegenden Erfindung ist jedoch nicht nur auf diejenige mit der Sequenz von SEQ ID
Nr. 1 beschrankt, sondern umfasst auch eine DNA, die ein Protein codiert, das die Aminosauresequenz um-
fasst, die durch Substitution, Deletion, Addition und/oder Insertion von einer oder mehreren Aminosauren in
SEQ ID Nr. 2 modifiziert ist, solange das Protein bei Hilhnern die gleichen Antikérper induzieren kann wie bei
Huhnern, die mit Eimeria-tenella-AMA-1 immunisiert sind.

[0027] Die Zahl der obigen modifizierten Aminosauren betragt vorzugsweise weniger als 10%, besonders be-
vorzugt weniger als 5% der Gesamtheit von SEQ ID Nr. 2 und am meisten bevorzugt weniger als 10 Amino-
sauren.

[0028] Die DNA-Molekile der vorliegenden Erfindung, die ein antigenes Protein von Eimeria-tenella-AMA-1
codieren, umfassen auch ein DNA-Molekdl, das unter hochstringenten Bedingungen mit dem DNA-Molekdil
des offenen Leserasters in SEQ ID Nr. 1 hybridisiert. In diesem Fall sind "hochstringente Bedingungen" aqui-
valent zu "0,2 x SSC und 68°C".

[0029] AuRerdem umfassen die DNA-Molekiile der vorliegenden Erfindung, die ein antigenes Protein von Ei-
meria-tenella-AMA-1 codieren, auch ein DNA-Molekiil, das ein Protein mit einer Aminosauresequenz codiert,
die mehr als 90% (besonders bevorzugt mehr als 95%) Identitat mit der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Aminosau-
resequenz aufweist. In diesem Fall wird die Identitat mit Hilfe des Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
berechnet.

[0030] Eines der Verfahren, um das obige DNA-Molekil zu erhalten, das unter hochstringenten Bedingungen
mit dem DNA-Molekul des offenen Leserasters in SEQ ID Nr. 1 hybridisiert oder das ein Protein mit einer Ami-
nosauresequenz codiert, die mehr als 90% ldentitat mit der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Aminosauresequenz
aufweist, ist die Modifikation des DNA-Molekils von SEQ ID Nr. 1. Um das DNA-Molekiil zu modifizieren, sind
in der Technik die ortsspezifische Mutation mit Hilfe von Primern und/oder die statistische Mutation bekannt:
siehe z. B. Sambrook et al., Kapitel 13 von Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3. Auflage, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y. 2001.
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Vektor und dessen Konstruktion

[0031] Ein DNA-Vektor der vorliegenden Erfindung ist der Vektor, der das oben beschriebene DNA-Molekiil
enthalt. Um einen DNA-Vektor der vorliegenden Erfindung zu erhalten, kann eine DNA mit einer kiinstlichen
Nucleotidsequenz mit dem DNA-Molekil der vorliegenden Erfindung verbunden werden. Ein Beispiel fir die
DNA fiir die Verbindung ist ein Linker, der in der Gentechnik tblicherweise verwendet wird. Bei dem Linker han-
delt es sich um wenigstens ein oder zwei weitere Nucleotide, die nicht naturlicherweise mit dem DNA-Molekil
der vorliegenden Erfindung verbunden sind und in Abhangigkeit von der Stelle des Vektors, in die die DNA ein-
gefligt werden soll, in geeigneter Weise gestaltet werden.

[0032] Der DNA-Vektor, in den das DNA-Molekil der vorliegenden Erfindung integriert wird, kann ausgewahlt
werden aus einem Plasmid, wie pBR322, pBR325, pUC7, pUC8, pUC18, pUC19, pBluescript oder pGEM, ei-
nem Cosmid, wie pHC79, oder einem Phagen, wie A- oder M13-Phage. Der Vektor wird mit einem oder meh-
reren geeigneten Restriktionsenzymen verdaut, und das DNA-Molekil der vorliegenden Erfindung oder eine
andere notwendige DNA, wie ein Linker, wird nach dem Standardverfahren darin eingefugt.

[0033] Ein DNA-Vektor zum Aufbau des Expressionsvektors flur ein antigenes Protein von Eimeria-tenel-
la-AMA-1 unterliegt keiner Einschrankung und kann aus den oben genannten Vektoren ausgewahlt werden.
Ein DNA-Vektor, um das Zielprotein als Fusionsprotein mit einem Tag zu exprimieren, mittels dessen das Ziel-
protein affinitatsgereinigt werden kdnnte, ist besonders gut geeignet. Als Beispiele flir einen solchen Vektor
sind pGEX-Vektor (AMERSHAM BIOSCIENCES Corp.) oder pQE-Vektor (QIAGEN Inc.) kommerziell erhalt-
lich. Ein Beispiel daflr ist pGEX-6p-3, der in Beispiel 3 beschrieben ist.

[0034] Der Transcriptionsregulations-Bereich, wie ein Promotor oder Terminator, muss notwendigerweise in
den Expressionsvektor mit aufgenommen werden. Der geeignete Promotor ist je nach Wirtszelle unterschied-
lich. Zum Beispiel wird ein lac-, tac- oder T5-Promotor als Promotor verwendet, wenn E. coli die Wirtszelle ist.
Im Falle von Hefe sind OAX1- oder GAPDH-Promotor, im Falle einer Insektenzelle der Polyhedrin-Promotor
oder bei Saugerzellen der cmv- oder 3-Actin-Promotor geeignet.

Wirtszelle

[0035] Unter Verwendung des resultierenden Expressionsvektors kann eine Vielzahl von Wirtszellen in geeig-
neter Weise transformiert werden, um einen Mikroorganismus oder Zellen zu erhalten, die ein antigenes Pro-
tein von Eimeria-tenella-AMA-1 oder ein rekombinantes Protein, das einen Teil von SEQ ID Nr. 2 und eine
Tag-Sequenz umfasst, produzieren kénnen.

[0036] Die hier verwendeten Wirtszellen kénnen anhand ihrer Vertraglichkeit mit dem Expressionsvektor, Eig-
nung der Produkte usw. ausgewahlt werden, und es kann sich entweder um prokaryontische oder um eukary-
ontische Zellen handeln. Spezifische Beispiele fur die Wirtszellen sind Bakterien, wie die Gattung Escherichia
(z. B. E. coli) oder die Gattung Salmonella (z. B. Salmonella typhimurium), und niedere eukaryontische Zellen,
wie Hefe (z. B. Saccharomyces cerevisiae) oder Pilze (z. B. Penicillium).

[0037] Und Beispiele fir die Wirtszellen bei hdheren eukaryontischen Zellen sind Insektenzellen, Eierstock-
zellen des chinesischen Streifenhamsters (CHO), CEF-Zellen oder humane Zelllinien (z. B. HeLa).

[0038] Um einige Wirtszellen mit dem obigen Expressionsvektor zu transduzieren, kénnen je nach den Wirts-
zellen geeignete Verfahren verwendet werden, die dem Fachmann wohlbekannt sind.

Expression eines antigenen Proteins von Eimeria-AMA-1

[0039] Die mit einem geeigneten Expressionsvektor transformierten Wirtszellen kénnen unter Inkubationsbe-
dingungen, die dem Fachmann wohlbekannt sind, kultiviert und vermehrt werden.

[0040] Zum Beispiel kann transformierte E. coli gut unter aeroben Bedingungen in LB-Medium bei 37°C kul-
tiviert werden. Bei der Herstellung eines antigenen Proteins von Eimeria-tenella-AMA-1 kénnen die Bedingun-
gen fir die Induktion des Proteins gemaf dem verwendeten Promotor ausgewahlt werden. Im Falle des E.-co-
li-Lactose-Promotor- und -Operator-Systems als spezielles Beispiel wird dies erreicht, indem man eine geeig-
nete Menge Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (IPTG) zu einem Kulturmedium gibt.

[0041] Das Verfahren zum Reinigen des antigenen Proteins von Eimeria-AMA-1 unterliegt keiner besonderen

5/30



DE 60 2005 003 429 T2 2008.10.02

Einschrankung, sondern es kann jedes bekannte Verfahren in Kombination mit Techniken, die auf diesem Ge-
biet wohlbekannt sind, auf die Reinigung angewendet werden. Wenn das antigene Protein von Eimeria-tenel-
la-AMA-1 als Fusionsprotein, das ein Tag enthalt, welches bei der Reinigung durch eine Affinitatssaule verwen-
det werden kann, exprimiert wird, ist die Affinitdtssaule ein sehr zweckmaRiges Werkzeug. Zum Beispiel konn-
te das antigene Protein von Eimeria-tenellla-AMA-1, das als Fusion mit Glutathion-S-Transferase (GST) unter
Verwendung von pGEX-Vektor exprimiert wird, leicht durch eine Glutathion-Sepharose-4B-Saule
(AMERSHAM BIOSCIENCES Corp.) gereinigt werden.

Impfstoffe gegen Kokzidiose

[0042] Zu den Impfstoffen gegen Kokzidiose gemafR der vorliegenden Erfindung gehéren DNA-Impfstoffe und
Proteinimpfstoffe. Der DNA-Impfstoff der vorliegenden Erfindung kann bei Hihnern, die damit geimpft werden,
die Immunitat induzieren. Dagegen enthalt Proteinimpfstoff das antigene Protein von Eimeria-tenella-AMA-1
der vorliegenden Erfindung, das die Immunitét bei Hihnern induzieren kann.

[0043] Der DNA-Impfstoff der vorliegenden Erfindung enthalt das DNA-Molekiil der vorliegenden Erfindung,
und bei dem Hauptbestandteil kann es sich insbesondere um einen rekombinanten DNA-Vektor, wie ein Plas-
mid, handeln, in den das DNA-Molekiil der vorliegenden Erfindung eingefigt wird. Der rekombinante DNA-Vek-
tor kann der obige Expressionsvektor fir ein antigenes Protein von Eimeria-tenella-AMA-1 sein, ist aber nicht
darauf beschrankt, solange der DNA-Impfstoff das Gen fiir das antigene Protein von Eimeria-tenella-AMA-1 in
dem immunisierten Huhn exprimieren kann.

[0044] Der DNA-Impfstoff kann neben dem DNA-Molekil, das das antigene Protein von Eimeria-tenel-
la-AMA-1 codiert, noch beliebige weitere Bestandteile enthalten. Als anderer Bestandteil kann CpG-Oligonuc-
leotid, das von einem TLR (toll-like receptor) auf der Zelloberflache erkannt wird und zellvermittelte Immunitat
aktivieren kann, oder Stabilisatoradditiv verwendet werden, nachdem es in phosphatgepufferter Kochsalzl6-
sung (PBS) in Lésung gebracht wurde.

[0045] Das Verabreichungsverfahren fir den DNA-Impfstoff der vorliegenden Erfindung unterliegt keiner be-
sonderen Einschrankung, und ein allgemeines Verfahren zur intramuskularen, intravendsen oder subkutanen
Injektion ist aufgefiihrt. Der DNA-Impfstoff wird in einer Menge von 50 pl einer Lésung von 0,1 bis 10 mg/ml,
besonders bevorzugt 0,5 bis 5 mg/ml, pro Vogel verabreicht.

[0046] Der Proteinimpfstoff der vorliegenden Erfindung besteht hauptsachlich aus dem antigenen Protein von
Eimeria-tenella-AMA-1 und kann beliebige Bestandteile, wie Kochsalzlésung, Adjuvans und/oder Konservie-
rungsstoffe enthalten, solange Huhner sicher mit dem DNA-Impfstoff immunisiert werden kénnen.

[0047] Das Verabreichungsverfahren fir den Proteinimpfstoff der vorliegenden Erfindung unterliegt keiner be-
sonderen Einschrankung, solange es bei dem Huhn, dem der Impfstoff verabreicht wurde, Immunantworten
induzieren kann. Vorzugsweise wird der Proteinimpfstoff mit Adjuvans injiziert, da er dann bei dem Huhn, dem
er injiziert wurde, starke Immunantworten induzieren kann. Das Adjuvans kann aus zahlreichen Adjuvantien,
die in der Technik wohlbekannt sind, ausgewahit werden, zum Beispiel Ol-Adjuvans oder Aluminiumhydroxid.
Die Menge des injizierten Proteinimpfstoffs unterliegt ebenfalls keiner Einschréankung. Zum Beispiel kann Pro-
tein, das in PBS suspendiert ist, in einer Menge von mehr als 0,02 ml bei einer Konzentration von mehr als 0,1
mg/ml injiziert werden, und in diesem Fall ist eine Auffrischungsimmunisierung zu bevorzugen.

Kurzbeschreibung der Zeichnungsfiguren

[0048] Fig. 1: Ergebnisse einer tBLASTn-Recherche in der Eimeria-EST-Datenbank unter Verwendung der
N-terminalen Aminosauresequenz von PfAMA-1.

[0049] Fig. 2: Ergebnisse einer tBLASTn-Recherche in der Eimeria-tenella-Genomdatenbank unter Verwen-
dung der Aminosauresequenz von TgAMA-1.

[0050] Fig. 3: Abbildungen von mutmaflichen Exon/Intron-Bereichen von AMA-1 im Eimeria-tenella-Genom.

[0051] Fig. 4: Ergebnisse einer Homologierecherche unter Verwendung der Aminosauresequenz von Eime-
ria-tenella-AMA-1.

[0052] Fig. 5: Konstruktion des Plasmids pGEX-EtAMA.
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Liste der SEQ-ID-Sequenzen.

SEQ ID Nr. 1: cDNA-Sequenz des Eimeria-tenella-AMA-1-Gens.

SEQ ID Nr. 2: Aminosauresequenz des Eimeria-tenella-AMA-1-Proteins.
SEQ ID Nr. 3: PCR-Primer BG708-F.

SEQ ID Nr. 4: PCR-Primer BG003-R.

SEQ ID Nr. 5: PCR-Primer BG003-F.

SEQ ID Nr. 6: PCR-Primer c545-1F.

SEQ ID Nr. 7: PCR-Primer c545-2R.

SEQ ID Nr. 8: PCR-Primer c755-4F.

SEQ ID Nr. 9: PCR-Primer c755-4R.

SEQ ID Nr. 10: PCR-Primer fir die ortsspezifische Mutagenese ECOAMA1.
SEQ ID Nr. 11: PCR-Primer fiir die ortsspezifische Mutagenese AMA1Sal.
SEQ ID Nr. 12: PCR-Primer fir die ortsspezifische Mutagenese XbaAMA1.
SEQ ID Nr. 13: PCR-Primer fir die ortsspezifische Mutagenese AMA1endSal.
SEQ ID Nr. 14: Oligonucleotid fiir Adjuvans CpG.

SEQ ID Nr. 15: Oligonucleotid fiir Adjuvans CpG-30.

Beschreibung der bevorzugten Ausfiihrungsformen

[0053] Der Aufbau der Plasmide wurde im Wesentlichen nach den Standardtechniken der Molekularbiologie
durchgefihrt (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N. Y. 2001). DNA-Restriktionsfragmente wurden einer Elektrophorese auf Agarose-Gelen unterzogen
und mit einem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Kat. -Nr. 28704) gereinigt.

[0054] Eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde, wenn nichts anderes erwahnt ist, unter Verwendung
von ExTag-Polymerase (Produkt-Nr.: RR0O01A, TaKaRa Bio, Shiga, Japan) unter den Bedingungen von 30
Temperaturzyklen, die aus 1 Minute Denaturierung bei 94°C, 2 Minuten Assoziation bei 55°C und 3 Minuten
Verlangerung bei 72°C bestanden, durchgefiihrt.

Beispiel 1
Klonierung von cDNA, die Eimeria-AMA-1 codiert
1.1 Herstellung einer Eimeria-tenella-cDNA-Bibliothek

[0055] Sporozoiten wurden aus 1 x 10® Oocysten eines im Japanischen Feld isolierten Stammes von Eimeria
tenella (Spende vom Research Institute for Animal Science, Kanagawa, Japan) nach dem auf diesem Gebiet
Ublichen Verfahren prapariert, mit PBS gewaschen und mit 0,5 ml Lysepuffer (4M Guanidinthiocyanat, 25 mM
Natriumcitrat, 0,5% Natriumlaurylsarcosinat und 0,1 M B-Mercaptoethanol) lysiert. Messenger-RNA wurde an
einer Oligo(dT)-Saule (FastTrack 2.0 mRNA Isolation Kit, Invitrogen Carlsbad, Kalifornien) gereinigt und als
Matrize fur die cDNA-Synthese (cDNA Synthesis Kit, Produkt-Nr.: 6120, Takara Bio, Shiga, Japan) verwendet.
Nach der Synthese von doppelstrangiger cDNA wurde eine cDNA-Bibliothek unter Verwendung eines cDNA
Library Kit (Produkt-Nr.: 6119, TaKara Bio, Shiga, Japan) und des Cassette-Adapters im Kit hergestellit.

1.2 Recherche in der Eimeria-EST-Datenbank und Klonierung des 5'-Endes des Eimeria-AMA-1-Gens

[0056] Das Gen fir AMA-1 des Malariaparasiten Plasmodium falciparum (PfAMA-1) und die entsprechenden
Proteinsequenzen wurden bereits veroffentlicht. Es wurde in der Eimeria-EST-Datenbank mit dem Transla-
ting-BLAST-Tool (tBLASTn) (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/e_tenella/omni) recherchiert,
wobei die N-terminale 392-Aminosauren-Sequenz von PfAMA-1 (Proteindatenbank-Zugriffs-Nr.: AAA29475)
verwendet wurde, und die Ergebnisse sind in Fig. 1 gezeigt.

[0057] EST-Sequenzen mit hoher Punktzahl, die in Fig. 1A gezeigt sind, wurden aneinander ausgerichtet. Die
Ergebnisse zeigten an, dass ein Teil (394 bp) von BG725003 mit dem von BG724708 identisch ist, wie in
Fig. 1B gezeigt ist. Zwei PCR-Primer (BG708-F und BG003-R) wurden anhand des Teils vor und hinter dem
identischen Bereich gestaltet (unterstrichene Sequenz in Fig. 1B). Sequenzen dieser PCR-Primer sind in SEQ
ID Nr. 3 bzw. 4 gezeigt. Unter Verwendung dieser PCR-Primer (BG708-F und BG003-R) und der oben be-
schriebenen cDNA-Bibliothek als Matrize wurde eine PCR durchgefuhrt.
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[0058] Bei der PCR wurde ein DNA-Fragment von etwa 0,6 kbp amplifiziert, das in den Plasmidvektor des
PCR Script Amp Cloning Kit (STRATAGENE, Produkt-Nr.: 211188) ligiert wurde. Die resultierenden Transfor-
manten wurden kultiviert, und jedes Plasmid wurde gereinigt. Der Insert jedes Plasmids wurde sequenziert,
und es wurde ein Plasmid mit einem DNA-Fragment gefunden, das den 5'-untranslatierten Bereich von 181 bp
und den N-terminalen Bereich (151 Aminosauren) des offenen Leserasters (ORF), der zu PFAMA-1 homolog
ist, codiert. Das Plasmid wurde pPCR-EtAMA1-N genannt.

1.3 Klonierung des mittleren und des 3'-Ende-Bereichs von Eimeria-AMA-1 unbekannter Sequenz

[0059] Eine schnelle 3'-Amplifikation des cDNA-Endes (3' RACE) wurde durchgefiihrt, wobei man einen neu-
en Primer (BGOO03-F; SEQ ID Nr. 5), der im 3'-Ende des Inserts von pPCR-EtAMA1-N existierte, und den Oli-
go(dT)-Primer, der im oben beschriebenen cDNA Synthesis Kit vorhanden ist (Takara Bio, Produkt-Nr.: 6120),
verwendete, aber leider wurde keine DNA amplifiziert. Daher wurde als nachster Versuch mit dem Transla-
ting-BLAST-Tool (tBLASTN) (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/e_tenella/omni) unter Verwen-
dung der Aminosauresequenz von der 150. bis zur 240. Aminosaure von Toxoplasmagondii-AMA-1 (TgJAMA-1)
(Proteindatenbank-Zugriffs-Nr.: AAB65410) in der Eimeria-EST-Datenbank recherchiert, und infolgedessen
wurde herausgefunden, dass die Aminosauresequenz, die sich von der Sequenz des 753. bis 989.

[0060] Nucleotids von c001002545.Contig1 ableitet, mit der von TJAMA-1 homolog ist, wie in Fig. 2A gezeigt
ist.

[0061] Weiterhin wurde in der Eimeria-EST-Datenbank auch mit dem Translating-BLAST-Tool (tBLASTn)
(http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/e_tenella/omni) unter Verwendung der Aminosauresequenz
von der 240. bis 420. Aminosaure von TgJAMA-1 recherchiert, und infolgedessen wurde herausgefunden, dass
die Aminosauresequenz, die sich von der Sequenz des 990. bis 1046. Nucleotids von c001002545.Contig1 ab-
leitet, mit der des 260. bis 276. Nucleotids von TgAMA-1 homolog ist, wie in Fig. 2B gezeigt ist. Die Aminosau-
resequenz von der 260. bis 276. Aminosaure von TgAMA-1 erwies sich als homolog zu derjenigen, die vom
1255. bis 1305. Nucleotid von c001002545.Contig1 abgeleitet ist, wie in Fig. 2C gezeigt ist. AuRerdem war die
Aminosauresequenz von der 336. bis 395. Aminosaure von TgAMA-1 zu derjenigen homolog, die von der Se-
quenz vom 711. bis 878. Nucleotid von c008400755.Contig1 abgeleitet ist, wie in Fig. 2D gezeigt ist.

[0062] Wegen der Annahme der Existenz eines Introns anhand der obigen Ergebnisse und der Regel des
Spleifsignals wurde eine Exon-Intron-Struktur des Eimeria-AMA-1-Gens angenommen, wie in Fig. 3 gezeigt
ist. Aufgrund dieser Annahme wurden vier Primer (c545-1F, c545-2R, ¢755-4F, c755-4R: die Sequenzen sind
jeweils SEQ ID Nr. 6 bis 9) gestaltet.

[0063] Eine PCR wurde durchgefihrt, wobei die in Beispiel 1.1 beschriebene cDNA-Bibliothek als Matrize und
der PCR-Primersatz ¢545-1F und ¢545-12R verwendet wurden. Das DNA-Fragment von etwa 450 bp wurde
amplifiziert. Im Falle des PCR-Primersatzes ¢545-1F und c755-4R wurde das DNA-Fragment von etwa 850 bp
amplifiziert, in den pBluescript-SK(+)-Plasmidvektor (STRATAGENE, Produkt-Nr.: 212205) eingefugt und se-
quenziert. Da die eingefiigte DNA anscheinend einen zentralen Bereich von Eimeria-AMA-1 codiert, wurde das
Plasmid als pBS-EtAMA1-M bezeichnet.

[0064] Dann wurde ein 3'-RACE durchgefihrt, wobei die in Beispiel 1.1 beschriebene cDNA-Bibliothek als
Matrize, der Primersatz c755-4F und der OligodT-Primer in dem oben beschriebenen cDNA Synthesis Kit (Ta-
kara Bio, Produkt-Nr.: 6120) verwendet wurde, und in der Folge wurde ein DNA-Fragment von etwa 630 bp
amplifiziert. Das DNA-Fragment wurde auch in pBluescript SK(+) eingefiigt und sequenziert. Die Sequenzda-
ten zeigten an, dass es sich bei dem Insert um die DNA handelte, die den C-terminalen Bereich von Eime-
ria-AMA-1 und einen 3'-untranslatierten Bereich enthalt. Das eingefligte Plasmid wurde als pBS-EtAMA1-C be-
zeichnet.

[0065] Beiden Inserts von drei Plasmiden, pPCR-EtAMA1-N, pBS-EtAMA1-M und pBS-EtAMA1-C, handelte
es sich aufgrund ihrer Sequenzdaten um den 5'-Terminus, das Zentrum bzw. den 3'-Terminus von cDNA, die
Eimeria-tenella-AMA-1 codiert. Da die drei Inserts Uberlappende Enden hatten, wo es Restriktionsen-
zym-Schnittstellen gab, wurden sie unter Verwendung dieser Stellen zu einer einzigen kontinuierlichen cDNA
verbunden (deren Sequenz in SEQ ID Nr. 1 gezeigt ist). Das Plasmid, das die kontinuierliche cDNA enthielt,
wurde als pBS-EtAMA1 bezeichnet.
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Beispiel 2
Nucleotid/Aminosauresequenz-Analyse von Eimeria-AMA-1

[0066] Das DNA-Molekil von SEQ ID Nr. 1 hat insgesamt 2002 Nucleotide, die einen 5'-untranslatierten Be-
reich von 126 bp, ein offenes Leseraster von 536 Aminosauren und einen 3'-untranslatierten Bereich ein-
schliel3lich eines PolyA-Signals enthalten. Die Aminosauresequenz ist in SEQ ID Nr. 2 gezeigt.

[0067] Eine Protein-Protein-BLAST(BLASTp)-Recherche (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) wurde
durchgefiihrt, wobei man die in SEQ ID Nr. 2 gezeigte Aminosauresequenz verwendete. In der Proteindaten-
bank wurde kein identisches Protein gefunden, und das ahnlichste Protein war TgAMA-1 (E-Wert von 9e-92
und 52% Homologie). Die BLASTp-Recherche-Ergebnisse sind in Fig. 4 gezeigt. AuRerhalb von TJAMA-1 war
die Homologie zwar kleiner als 50%, doch wurde mit mehreren AMA-1 von Plasmodium-Spezies Treffer erzielt
als Proteine mit einer Aminosauresequenzhomologie zu SEQ ID Nr. 2, was auch stark die Annahme stutzt,
dass es sich bei dem Protein von SEQ ID Nr. 2 um Eimeria-AMA-1 handelt. Bisher wurde die Nucleotid- oder
Aminosauresequenz von Eimeria-AMA-1 noch nicht veréffentlicht, und die Sequenz dieser Erfindung ist der
erste Bericht Uber volle Sequenzdaten von Eimeria-AMA-1.

[0068] Aufgrund des Aminosauresequenzprofils von SEQ ID Nr. 2 enthalt Eimeria-AMA-1 ein Signalpeptid am
N-Terminus (4. bis 25.) und eine Transmembrandoméane am C-Terminus (445. bis 467.). Daher wird vermutet,
dass dieses Protein auf der Oberflache des Eimeria-Parasiten existiert und sein C-Terminus (vom 468. bis zum
Ende) die cytoplasmatische Domane ist.

Beispiel 3
Produktion von antigenem Protein von Eimeria-AMA-1
3.1 Konstruktion eines E.-coli-Exressionsvektors fiir Eimeria-AMA-1

[0069] Um ein antigenes Protein von Eimeria-AMA-1 als GST-Fusionsprotein zu exprimieren, wurde ein
E.-coli-Expressionsvektor pGEX-EtAMA wie folgt konstruiert (Eig. 5). Um eine DNA, die Eimeria-AMA-1 co-
diert, in einen pGEX-6p-3-Vektor (Amersham Nr. 27-4599-01), der ein GST-Gen enthalt, zu ligieren, wurde ein
DNA-Fragment von etwa 1,1 kbp durch PCR amplifiziert, wobei pBS-EtAMA1 als Matrize sowie ECOAMA1
(SEQ ID Nr. 10) und AMA1Sal (SEQ ID No. 11) als Primersatz verwendet wurden.

[0070] Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit EcoRI und Sall geschnitten, durch eine Agarose-Gel-Elek-
trophorese fraktioniert und mit einem QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt. Das Plasmid pGEX-6p-3 wurde
ebenfalls mit EcoRI und Sall geschnitten, durch eine Agarose-Gel-Elektrophorese fraktioniert und mit einem
QlAquick Gel Extraction Kit gereinigt. Diese gewonnenen DNA-Fragmente wurden miteinander ligiert, wobei
pGEX-EtAMA entstand, und in kompetente E.-coli-Zellen von JM109 (TaKaRa Bio Inc., Japan) Ubertragen. Die
resultierenden ampicillinresistenten Transformanten wurden zuféllig herausgesucht und mit jeweils 2 ml
LB-Bruhe, die Ampicillin enthielt (LB+amp), kultiviert. Jedes Plasmid wurde nach den Standardverfahren (al-
kalische Lyse) prapariert und durch Schneiden mit Restriktionsenzym analysiert. Ein Zielplasmid, das durch
Restriktionsenzymanalyse ausgewahlt wurde, wurde mit zwei Sequenzprimern von Amersham, Nr.
27-1410-01 und 27-1411-01, sequenziert, um zu bestatigen, dass das Eimeria-AMA-1-Gen rastergleich in den
pGEX-Vektor eingefligt wurde.

3.2 Expression eines antigenen Proteins von Eimeria AMA-1

[0071] E.-coli-BL21-Zellen (Amersham Nr. 27-1542-01) wurden mit pGEX-EtAMA transformiert. Die resultie-
renden Transformanten wurden 16 Stunden lang mit LB+amp-Brihe kultiviert, in 100 frische Volumina von
LB+amp-Brihe eingeimpft und zwei Stunden lang weiterkultiviert. Sie wurden nach der Zugabe von IPTG bis
zu einer Endkonzentration von 1 mM mehr als drei Stunden lang kultiviert, durch Zentrifugation geerntet und
mit Laemmli-Probenpuffer (60 mM Tris-Cl (pH 6,8), 25% Glycerin, 2% SDS, 5% 2-Mercaptoethanol, 0,01%
Bromphenolblau) durch Kochen bei 100°C lysiert. Das Lysat wurde zur Elektrophorese (PAGE) auf 12,5%iges
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen, und das Gel wurde mit 0,05%iger Coomassie-Brilliant-Blau(CBB)-Lo-
sung angefarbt. Das erwartete Protein von etwa 53 kDa wurde sehr gut als GST-Fusionsprotein induziert.
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3.3 Reinigung eines antigenen Proteins von Eimeria AMA-1

[0072] BL21-Zellen, die mit pGEX-GAPDH transformiert wurden, wurden 16 Stunden lang in einer
2-ml-LB+amp-Bruhe kultiviert und in frische 100-mILB+amp-Briihe eingeimpft und zwei Stunden lang weiter-
kultiviert. Sie wurden nach der Zugabe von IPTG bis zu einer Endkonzentration von 1 mM mehr als drei Stun-
den lang kultiviert, geerntet und zweimal mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen. Das Zell-
sediment wurde in Lysepuffer (50 mM Tris-Cl (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,2 mM 4-(2-Aminoe-
thyl)benzolsulfonylfluorid-Hydrochlorid (Merck Ltd., Japan; Produktname: Pefabloc SC), 1,5 mg/ml Lysozym)
suspendiert und eine Stunde und 20 Minuten lang langsam geschuittelt, und danach wurde Triton X-100 bis zu
einer Endkonzentration von 0,3% hinzugefligt. Die Suspension wurde in ein Réhrchen Gbergefihrt und 30 Mi-
nuten lang mit 12 000 x g zentrifugiert. Das Sediment und der Uberstand wurden getrennt und auf 12,5%
SDS-PAGE aufgetragen. Die meisten Fusionsproteine fanden sich in der Sedimentfraktion.

[0073] Das Sediment wurde mit Laemmli-Probenpuffer suspendiert, gekocht und auf 8% SDS-PAGE aufge-
tragen. Das Zielfusionsprotein von 53 kDa wurde aus dem Gelbereich, in dem das Protein vorlag, eluiert und
fraktioniert, wobei man einen Mini Whole Gel Eluter (Bio-Rad) mit dem Elutionspuffer (60 mM Tris-Cl (pH 8,7),
25 mM Borsaure) verwendete. Die gewonnenen Proteine in den Fraktionen wurden durch 12,5%-SDS-PAGE
und CBB-Farbung uberprift, und die Fraktion, in der das Zielprotein vorlag und nicht mit anderen Proteinen
kontaminiert war, wurde ausgewahlt. Das antigene Protein von Eimeria-AMA-1 von etwa 1 mg wurde aus
BL21-Transformanten gereinigt, die mit 100 ml LB+amp-Brihe kultiviert wurden, wie es hier beschrieben ist.

Beispiel 4
Immunantwort von Hiihnern, die mit antigenem Protein von Eimeria-AMA-1 geimpft wurden

[0074] Das antigene Protein von Eimeria-AMA-1 (0,3 mg/ml), das so gereinigt wurde, wie es im obigen Bei-
spiel 3 beschrieben ist, wurde mit dem gleichen Volumen Freunds vollstdndigem Adjuvans (FCA; Sigma) ge-
mischt, wobei 2-mlI-Micellen entstanden. Zehn Hihner, die 4 Wochen alt waren, wurden subkutan (sc) mit je-
weils 0,2-ml-Micellen immunisiert und zweimal in Abstanden von einer Woche einer sc-Auffrischungsimpfung
mit derselben Menge an AMA-1-Protein und Freunds unvollstdndigem Adjuvans (IFA; Sigma) unterzogen.

[0075] Zehn Tage nach der letzten Immunisierung wurde den immunisierten Hiihnern jeweils etwa 2 ml Blut
entnommen, und die Lymphocyten des peripheren Bluts und Seren wurden durch Standardtechniken prapa-
riert. Aus funf nichtimmunisierten Hihnern wurden ebenfalls die Lymphocyten des peripheren Bluts und Seren
als negative Kontrollproben prapariert.

[0076] Antikdrper in den Seren gegen E.-tenella-Sporozoiten wurden durch das Western-Blotting-Verfahren
Uberprift. 1 x 10 Sporozoiten von E. tenella wurden mit Laemmli-Probenpuffer lysiert und 5 min lang gekocht
und auf 12,5%-SDS-PAGE aufgetragen. Nach dem PAGE wurden die Proteine der Sporozoiten durch Blotting
auf eine PVDF-Membran (MILLIPORE; Produktname: Immobilon) aufgetragen. Nach dem Blotting wurde die
Membran getrocknet und in insgesamt 12 Stiicke geschnitten. Jedes Stlick wurde 1 Stunde lang bei Raum-
temperatur (RT) mit jedem Serum (1:500 Verdiinnung) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde
die Membran 1 Stunde lang bei RT mit Ziegen-Anti-Hlhner-IgG (H+L), konjugiert mit Alkalischer Phosphatase
(Verdinnung 1:1000; Bethyl, Inc. Katalog-Nr. A30-106AP) inkubiert, mehrmals mit PBS gewaschen und mit der
Substratlésung von Bromchlorindolylphosphat/Nitroblautetrazolium (BCIP/NBT) entwickelt. Alle 10 Seren, die
aus immunisierten Huhnern prapariert wurden, reagierten spezifisch auf etwa 60-kDa-Protein von Sporozoiten,
wahrend zwei negative Kontrollseren nicht reagierten, obwohl es einige Proteine gab, die unspezifisch reagier-
ten. Diese Ergebnisse zeigten an, dass das antigene Protein von Eimeria-AMA-1 bei Hihnern humorale Im-
munitat induzieren kann und das Eimeria-AMA-1 von etwa 60 kDa in den E.-tenella-Sporozoiten. exprimiert
wird.

Beispiel 5
Immunantworten von Hihnern, denen DNA-Impfstoff injiziert wird, der Eimeria-AMA-1-Gen enthalt

[0077] Das Plasmid pNZ45/46BacpA, das in den Beispielen von US-Patent 6,764,684 beschrieben ist, wurde
als Gerustplasmidvektor fir DNA-Impfstoff verwendet.

[0078] Um das DNA-Fragment zu erhalten, das Restriktionsenzym-Schnittstellen vor und nach dem ORF von
Eimeria-AMA-1 enthalt, wurde eine PCR durchgefuhrt, wobei pBS-EtAMA1 als Matrize und der Primersatz
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XbaAMA1 (SEQ ID Nr. 12) und AMA1endSal (SEQ ID Nr. 13) verwendet wurde.

[0079] Die amplifizierte DNA von 1,6 kbp wurde mit Xbal und Sall geschnitten und in Xbal/Sall-Stellen von
pNZ45/46BacpA (7,4 kb) eingefligt. Das resultierende Plasmid p45BacEtAMA1 (9 kbp) kénnte als DNA-Impf-
stoff und/oder homologer Vektor fur die Konstruktion von rekombinantem Herpesvirus des Truthahns verwen-
det werden.

[0080] Dann wurde zur Bewertung des Plasmids fir DNA-Impfstoff eine Konfrontation von immunisierten
Huhnern mit Eimeria tenella durchgefiihrt.

[0081] Befruchtete SPF-Eier der Linie M wurden vom NIPPON INSTITUTE FOR BIOLOGICAL SCIENCE, Ja-
pan, bezogen und ausgebriitet. Die geschlipften Hihner wurden in drei Gruppen eingeteilt. 1 mg des Plasmids
p45BacEtAMA-1 und jeweils 0,1 mg des Adjuvans CpG (SEQ ID Nr. 14) und CpG-30 (SEQ ID Nr. 15) wurden
mit 1 ml PBS verdiinnt und zweimal im Alter von 2 und 9 Tagen durch in-vivo-Elektroporation (bei 50 V, 20 us
dreimal und noch dreimal mit umgekehrter Polaritat unter Verwendung von Model ECM830; Gentronics Inc.,
San Diego, USA) subkutan in den Beinmuskel von Hihnern aus einer Gruppe eingeimpft. Die Hihner der an-
deren beiden Gruppen wurden nicht geimpft.

[0082] Vier Wochen spater (im Alter von 37 Tagen) wurden die Kérpergewichte von allen Hihnern gemessen.
Die HUhner wurden aufRer einem aus zwei nichtimmunisierten Gruppen oral (in den Schlund der Hihner) mit
1000 sporulierten Oocysten des E.-tenella-Stamms Rt7 (aus japanischem Feld isoliert) konfrontiert. Nicht kon-
frontierte Hihner bildeten die negative Kontrolle (nicht immunisiert und nicht konfrontiert). Alle Hilhner wurden
bis 8 Tage nach der Konfrontation beobachtet und zur Messung des Korpergewichts vorbereitet. Kot wurde 5
bis 8 Tage nach der Konfrontation gesammelt, und Oocysten aus dem Kot wurden durch das Schwimmverfah-
ren in gesattigter Kochsalzldsung Gberprift. Wenn im Kot Oocysten nachgewiesen wurden, wurden die Oocys-
ten des Kots nach der Zentrifugation in Chromsulfatiésung mikroskopisch gezahlt und als Anzahl pro Gramm
Kot berechnet. Die Ergebnisse der Gewichtszunahmen und der Zahl der abgegebenen Oocysten im Kot fir
jede Gruppe sind in Tabelle 1 gezeigt.

[0083] Tabelle 1 zeigt an, dass mit DNA-Impfstoff dieser Erfindung immunisierte Hihner sowohl in Bezug auf
die Zahl der abgegebenen Oocysten im Kot als auch in Bezug auf die Gewichtszunahme von der nichtimmu-
nisierten Konfrontationskontrolle statisch verschieden waren und dass DNA-Impfstoff eine schitzende Immu-
nitat gegenuber Konfrontation durch Eimeria tenella induzieren kénnte.

Tabelle 1
Gruppe Zahl der Vogel Bewertung
abgegebene Oocys- | Gewichtszunahme
ten im Kot* (%)
nicht immunisierte, nicht konfron- | 12 - 352+3,8
tierte Kontrolle
nicht immunisierte Kontrolle 10 ++ 179+2,0
immunisiert mit DNA-Impfstoff 10 + 30,0+ 3,0

*: Zahl der Oocysten pro g Kot 6 Tage nach der Konfrontation: (=) bedeutet "unter der Nachweisgrenze" (10°),
(+) bedeutet weniger als 10°, (++) bedeutet tber 10°.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Zeon Corporation

<120> DNA, die flur das Antigen 1 der apikalen Membran von Eimeria codiert

<130> HMJO4141EP

<160> 15

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1
<211> 2002
<212> DNA

<213> Eimeria tenella

<220>
<221> CDS
<222>  (127)..(1737)
<223>
<400> 1
tgcagcagca gcagctggceg tggcccttcet gcagcagttg cggtctcttg atattccatt 60
cgagtttgat tttactcaaa atttgaaaaa aagaaatccc aaaacttgaa aagacccccc 120
agcacc atg cgg cgg ctt tcc cca gct ctg gge ctt ctt gct gcg gec 168
Met Arg Arg Leu Ser Pro Ala Leu Gly Leu Leu Ala Ala Ala
1 5 10
ctc agc tgc gca ggg ccg gca gca ggg gtg cag cac aag ctg cag cac 216
Leu Ser Cys Ala Gly Pro Ala Ala Gly Val Gln His Lys Leu Gln His
15 20 25 30
agg cag cag cag cag cag cag cac agc cac gcc tca act tcg cat gcect 264

Arg Gln Gln Gln Gln Gln Gln His Ser His Ala Ser Thr Ser His Ala
35 40 45
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gct
Ala

ttc
Phe

aaa

Lys

aac

Asn

aag

Lys

aag

Lys

ttg
Leu

175

acg

Thr

gca

Ala

atg
Met

gtc
Val
80

aag

Lys

aaa

Lys

gac

Asp

CcCccC

Pro

ccc
Pro

160

aag

Lys

acg

Thr

gtt
Val

cag
Gln
65

cac

His

gga
Gly

aac

Asn

Tttt
Phe

ctc
Leu

145

Lttt

Phe

gcg
Ala

gcg
Ala

ctt
Leu
50

ccg

Pro

999
Gly

aag

Lys

atc

Ile

ctc
Leu

130

ccc

Pro

tcg

Ser

cgg
Arg

gcg
Ala

gct
Ala

ccc

Pro

agc

Ser

atg
Met

gag
Glu
115

gaa

Glu

gga
Gly

ccg

Pro

acg

Thr

ggc
Gly
195
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gct
Ala

tat
Tyr

999
Gly

tac
Tyr
100

Tttt
Phe

aat

Asn

ggc
Gly

atg
Met

ggce
Gly
180

agc

Ser

tct

Ser

gcc

Ala

gtg
Val
85

aga

Arg

tat

Tyr

gtc
Val

ttc
Phe

tct
Ser

165

ctg

Leu

agc

Ser

tcg

Ser

gag
Glu
70

tac

gag
Glu

cag

Gln

ccg

Pro

aac
Asn

150

gtg
Val

994

tac

Tyr

gat
Asp
55

ttc
Phe

gtg
Val

cct

Pro

cCccC

Pro

acqg
Thr
135

aac

Asn

gcg
Ala

aag

Lys

aga

Arg

gca tcc

Ala Ser

atg gcc
Met Ala

gac ctg
Asp Leu

999 ggc
Gly Gly
105

ctg gat
Leu Asp
120

gaa gaa

Glu Glu

aac ttt
Asn Phe

cag ctc

Gln Leu

tgc gcg
Cys Ala
185

tac ccc
Tyr Pro
200
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aca

Thr

gga
Gly

999
Gly
90

cgc

Arg

tcg

Ser

gca
Ala

ttg

Leu

aac
Asn

170

gag
Glu

ttc
Phe

2008.10.02

gac tcc aat ccc
Asp Ser Asn Pro
60

ttc aac att ccc
Phe Asn Ile Pro
75

aac gac aaa gag

Asn Asp Lys Glu

tgt ccc gtc ttt
Cys Pro Val Phe
110

gac ttg tac aaa
Asp Leu Tyr Lys
125

gca gca gca gca
Ala Ala Ala Ala
140

atg aaa gac aaa
Met Lys Asp Lys
155

agc tac ccg cag

Ser Tyr Pro Gln

atg agc tac ctg
Met Ser Tyr Leu
190

gtg ttc ggc agc
Val Phe Gly Ser
205

312

360

408

504

600

648

696
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aaa aag gac ttg tgc tat ttg ctg ctg gtc ccg ctg cag cgg ctc atg 792
Lys Lys Asp Leu Cys Tyr Leu Leu Leu Val Pro Leu Gln Arg Leu Met
210 215 220

ggg gaa aga tac tgt tca act cgg gga agt cct ccg gge ctt tcc cac 840
Gly Glu Arg Tyr Cys Ser Thr Arg Gly Ser Pro Pro Gly Leu Ser His
225 230 235

ttc tge ttc aaa ccc tta aag agt gtt tce ctc cge ccg cac ctg gtc 888
Phe Cys Phe Lys Pro Leu Lys Ser Val Ser Leu Arg Pro His Leu Val
240 245 250

tac ggc tce gcc tac gtg gge gag cgc ccc gac gac tgg gag acc aag 936
Tyr Gly Ser Ala Tyr Val Gly Glu Arg Pro Asp Asp Trp Glu Thr Lys

255 260 265 270
tgc ccg aac aag gcg gtg aag gac gcg gtg ttc ggg gtg tgg gag ggg 984
Cys Pro Asn Lys Ala Val Lys Asp Ala Val Phe Gly Val Trp Glu Gly
275 280 285
ggc cgc tge gag gag cag cgg ctg cgg ctg ggc gcg cag act gca gca 1032
Gly Arg Cys Glu Glu Gln Arg Leu Arg Leu Gly Ala Gln Thr Ala Ala
290 295 300
gca gca gca aaa gaa gac tgc tgg get ttg gct ttt aat aat cct ttt 1080

Ala Ala Ala Lys Glu Asp Cys Trp Ala Leu Ala Phe Asn Asn Pro Phe
305 310 315

gct gct tec gac cag ccc aca tet caa gac gaa gca gca aca agt ccc 1128
Ala Rla Ser Asp Gln Pro Thr Ser Gln Asp Glu Ala Ala Thr Ser Pro
320 325 330

ggc tac tac ttc cct tcc atc acc ccc agc cag ccc aaa tcc ggg ggc 1176
Gly Tyr Tyr Phe Pro Ser Ile Thr Pro Ser Gln Pro Lys Ser Gly Gly
335 340 345 350
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gtg ggg gtg aac ttc gcg agc tac tac ccc tcg gge gag tgc gtc ctg 1224
Val Gly Val Asn Phe Ala Ser Tyr Tyr Pro Ser Gly Glu Cys Val Leu

355 360 365
tcg ggc gaa gtg ccc act tgt ttg ctg cca agg caa gga gca gca gca 1272

Ser Gly Glu Val Pro Thr Cys Leu Leu Pro Arg Gln Gly Ala Ala Ala
370 375 380

ttt act tct gtg ggg tct ttg gaa gaa gaa gaa ctt ccc cac tgc gac 1320
Phe Thr Ser Val Gly Ser Leu Glu Glu Glu Glu Leu Pro His Cys Asp
385 390 395

ccc aca ttt ccc gec tec ctg gga tcg tge gat ccc age tce tge aag 1363
Pro Thr Phe Pro Ala Ser Leu Gly Ser Cys Asp Pro Ser Ser Cys Lys

400 405 410
gcg atc ctc acg gag tgc agg ggc ggc cgce ctc gtc gag cag cag acg 1416
Ala Ile Leu Thr Glu Cys Arg Gly Gly Arg Leu Val Glu Gln Gln Thr
415 420 425 430
gac tgc gtc ccc gaa gac ggc agc aag tgc gag tct aaa ggg ggc ggt 1464

Asp Cys Val Pro Glu Asp Gly Ser Lys Cys Glu Ser Lys Gly Gly Gly

435 440 445
gtc ttc att ggg ctg gcc gtc gcg ggg ggt ctg ctg ctg ctg ctg ctg 1512
Val Phe Ile Gly Leu Ala Val Ala Gly Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu
450 455 460
acg gga ggg gct ttc ttc att tac aag cag cgg caa aaa gct ctt ccg 1560

Thr Gly Gly Ala Phe Phe Ile Tyr Lys Gln Arg Gln Lys Ala Leu Pro
465 470 475

aaa gaa tct tct ccg cag cga aca gat ttt gtt caa gac gaa gca gca 1608
Lys Glu Ser Ser Pro Gln Arg Thr Asp Phe Val Gln Asp Glu Ala Ala
480 485 490

aca ggc cgc ggc aaa aag aga cag tcc gat ttg gtg cag cag gcc gag 1656

Thr Gly Arg Gly Lys Lys Arg Gln Ser Asp Leu Val Gln Gln Ala Glu
495 500 505 510
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ccg tcc

Pro Ser

aac acc

Asn Thr

acagcag

aaagagc

cagcagc

ttctttt

aaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

ttt
Phe

caa

Gln

cag

agc

aaa

ctt

2
536
PRT

tgg
Trp

gtg
Val
530

gaa
Glu
515

ctg

Leu

DE 60 2005 003 429 T2 2008.10.02

gaa gca gaa gct gat gag cct cac gcc gat gaa

Glu Ala Glu Ala Asp Glu Pro His Ala Asp Glu

520

ctg gac cag gaa tac tag tagcagcagc
Leu Asp Gln Glu Tyr
535

cagcagctac tgctgctgcet gctgcagetg caggtgcage

aaagagcagc agcagcagca aagagcagca gcagcagcaa

agggaaattg aatttaactg aattcaattc gaattagttt

caaattaact ctccattttc cttttttatt caaaaaaaaa

Eimeria tenella

525

agcaacaaca

tgcagcggca

aaagcagcag

cattcaaaag

aaaaaaaaaa

Met Arg Arg Leu Ser Pro Ala Leu Gly Leu Leu Ala Ala Ala Leu Ser

1

5

10

15

Cys Ala Gly Pro Ala Ala Gly Val Gln His Lys Leu Gln His Arg Gln

20

25 30

Gln Gln Gln Gln Gln His Ser His Ala Ser Thr Ser His Ala Ala Ala

35

40 45
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Val

Gln

His

Gly

Asn

Phe

Leu

145

Phe

Ala

Ala

Leu

50

Pro

Gly

Lys

Ile

Leu

130

Pro

Ser

Arg

Ala

Ala

Pro

Ser

Met

Glu

115

Glu

Gly

Pro

Thr

Gly
195

Ala

Tyr

Gly

Tyx

100

Phe

Asn

Gly

Met

Gly

180

Ser

Ser

Ala

Val

85

Arg

Tyr

Val

Phe

Ser

165

Leu

Ser
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Ser

Glu

70

Tyr

Glu

Gln

Pro

Asn

150

Val

Gly

Tyr

Asp

55

Phe

Val

Pro

Pro

Thr

135

Asn

Ala

Lys

Arg

Ala Ser Thr Asp Ser

Met

Asp

Gly

Leu

120

Glu

Asn

Gln

Cys

Tyr
200

Ala

Leu

Gly

105

Asp

Glu

Phe

Leu

Ala

185

Pro

Gly Phe
75

Gly Asn
90

Arg Cys

Ser Asp

Ala Ala

Leu Met

155

Asn Ser

170

Glu Met

Phe Val
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60

Asn

Asp

Pro

Leu

Ala

140

Lys

Tyr

Ser

Phe

2008.10.02

Asn Pro Phe Met

Ile Pro Lys Val
80

Lys Glu Val Lys

Val Phe Gly Lys
110

Tyr Lys Asn Asp
125

Ala Ala Lys Pro

Asp Lys Lys Pro
160

Pro Gln Leu Lys
175

Tyr Leu Thr Thr
190

Gly Ser Lys Lys
205



Asp

225

Phe

Asn

Cys

Ala

305

Ser

Tyr

Leu

210

Tyr

Lys

Ala

Lys

Glu

290

Lys

Asp

Phe

Asn

Cys

Cys

Pro

Tyr

Ala

275

Glu

Glu

Gln

Pro

Phe
355

Tyr

Ser

Leu

Val

260

Val

Gln

Asp

Pro

Ser

340

Ala

Leu

Thr

Lys

245

Gly

Lys

Arg

Cys

Thr

325

Ile

Ser
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Leu

Arg

230

Ser

Glu

Asp

Leu

Trp

310

Ser

Thr

Tyr

Leu

‘215

Gly

Val

Arg

Ala

Arg

295

Ala

Gln

Pro

Tyr

Val Pro Leu Gln Arg
220

Ser Pro Pro Gly Leu
235

Ser Leu Arg Pro His
250

Pro Asp Asp Trp Glu
265

Val Phe Gly Val Trp
280

Leu Gly Ala Gln Thr
300

Leu Ala Phe Asn Asn
315

Asp Glu Ala Ala Thr
330

Ser Gln Pro Lys Ser
345

Pro Ser Gly Glu Cys
360
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Leu

Ser

Leu

Thr

Glu

285

Ala

Pro

Ser

Gly

Val
365

Met Gly Glu

His

Val

Lys

270

Gly

Ala

Phe

Pro

Gly

350

Leu

Phe

Cys

Gly

Ala

Ala

Cys

240

Gly

Pro

Arg

Ala

Ala

© 320

Gly
335

val

Ser

Tyr

Gly

Gly



Glu

Ser

385

Phe

Leu

Val

Ile

Gly

465

Ser

Arg

Val

370

Val

Pro

Thr

Pro

Gly

450

Ala

Ser

Gly

Pro

Gly

Ala

Glu

Glu

435

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

Ser

Ser

Cys

420

Asp

Ala

Phe

Gln

Lys
500

Cys

Leu

Leu

405

Arg

Gly

Val

Ile

Arg

485

Arg
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Leu

Glu

390

Gly

Gly

Ser

Ala

Tyr

470

Thr

Gln

Leu

375

Glu

Ser

Gly

Lys

Gly

455

Lys

Asp

Ser

Pro Arg Gln Gly Ala

Glu

Cys

Arg

Cys

440

Gly

Gln

Phe

Asp

Glu

Asp

Leu

425

Glu

Leu

Arg

Val

Leu

505

Leu Pro

395

Pro Ser

410

Val Glu

Ser Lys

Leu Leu

Gln Lys

475

Gln Asp
490

Val Gln
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380

His

Ser

Gln

Gly

Leu

460

Ala

Glu

Gln

2008.10.02

Ala Ala Phe

Cys Asp Pro

Cys Lys Ala
415

Gln Thr Asp
430

Gly Gly Val
445

Leu Leu Thr

Leu Pro Lys

Ala Ala Thr
495

Ala Glu Pro
510

Thr

Thr

400

Ile

Cys

Phe

Gly

Glu

480

Gly

Ser
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Phe Trp Glu Glu Ala Glu Ala Asp Glu Pro His Ala Asp Glu Asn Thr
515 520 525

Gln Val Leu Leu Asp Gln Glu Tyr

530 535
<210> 3
<211> 22
<212> DNA

<213> Eimeria tenella

<400> 3
tgcagcagca gctggecgtgg cc

<210> 4
<211> 25
<212> DNA

<213> Eimeria tenella

<400> 4
gttgttgaag cctccgggga ggggce

<210> 5
<211> 27
<212> DNA

<213> Eimeria tenella

<400> 5

cccgacggaa gaagcagcag cagcagc

<210> 6
<211> 25
<212> DNA

<213> Eimeria tenella
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<400> 6

gcccctecce ggaggcecttca acaac 25
<210> 7

<211> 26

<212> DNA

<213> Eimeria tenella

<400> 7

cacaccccga acaccgcgtc cttcac 26
<210> 8

<211> 28

<212> DNA

<213> Eimeria tenella

<400> 8

cctcacggag tgcaggggcg gccgectc 28
<210> 9

<211> 28

<212> DNA

<213> Eimeria tenella

<400> 9
gaggcggceccecg cccctgcact ccgtgagg 28
<210> 10
<211> 27

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>

<223> Primer fiir ortsspezifische Mutagenese uber PCR
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<400>
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10

gctgcttctt cgaattcatc cacagac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11
27
DNA

kiinstliche Sequenz

Primer fir ortsspezifische Mutagenese uber PCR

11

gtccgtctge tggtcgacga ggcggcec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
26
DNA

kinstliche Sequenz

Primer fir ortsspezifische Mutagenese uUber PCR

12

cccaaaactt gtctagaccc cccagce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13
29
DNA

kinstliche Sequenz

Primer fir ortsspezifische Mutagenese uber PCR

13

ctgttgttgt cgactgctgc tgctactag

22/30
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<210> 14
<211> 20
<212> DNA

<213> kiunstliche Sequenz

<220>
<223> synthetisches Oligonucleotid fir Adjuvans

<400> 14

tccatgacgt tcctgacgtt 20
<210> 15

<211> 30

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<223> synthetisches Oligonucleotid fiir Adjuvans

<400> 15
accgataacg ttgccggtgt cgttaccacg 30

Patentanspriiche

1. Isoliertes DNA-Molekiil, das ein antigenes Protein, welches vom Antigen 1 der apikalen Membran von
Eimeria tenella abgeleitet ist, oder ein Fragment davon, das gegeniber Antikbrpern gegen das Antigen 1 der
apikalen Membran von Eimeria tenella kreuzreaktiv ist, codiert, wobei die DNA wenigstens 150 aufeinander-
folgende Basen des offenen Leserasters der in SEQ ID Nr. 1 gezeigten Nucleotidsequenz umfasst oder unter
hochstringenten Bedingungen mit der DNA von SEQ ID Nr. 1 hybridisierbar ist.

2. DNA-Molekiil gemaf Anspruch 1, wobei das antigene Protein eine Sequenz von wenigstens 50 aufein-
anderfolgenden Resten der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Aminosauresequenz, vorzugsweise wenigstens 200 auf-
einanderfolgende Reste, umfasst.

3. DNA-Molekul gemafl® Anspruch 2, wobei die Sequenz durch Insertion, Deletion und/oder Substitution
von einer oder mehreren Aminosauren in der in SEQ ID Nr. 2 gezeigten Sequenz modifiziert ist.

4. DNA-Molekil gemafR Anspruch 2, wobei die wenigstens 50 Reste die Reste 57 bis 276 der Sequenz ID
Nr. 2 umfassen, die gegebenenfalls durch Insertion, Deletion und/oder Substitution von einer oder mehreren
Aminosauren in dieser Sequenz modifiziert ist.

5. DNA-Molekiil gemaf Anspruch 2, wobei das antigene Protein mehr als 90% Identitat mit der in SEQ ID
Nr. 2 gezeigten Aminosauresequenz oder den genannten 50 aufeinanderfolgenden Resten davon aufweist.

6. DNA-Vektor, der das DNA-Molekil gemaf einem der vorstehenden Anspriiche enthalt.
7. Wirtszelle, die einen DNA-Vektor gemaly Anspruch 6 aufweist.

8. Antigenes Protein des Antigens 1 der apikalen Membran von Eimeria tenella, das von dem DNA-Molekil
gemal’ Anspruch 1 codiert wird.
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9. Antigenes Protein des Antigens 1 der apikalen Membran von Eimeria tenella, das wenigstens 50 aufei-
nanderfolgende Reste der Aminosauresequenz von SEQ ID Nr. 2 umfasst und das gegenuber Antikérpern ge-
gen das Antigen 1 der apikalen Membran von Eimeria tenella kreuzreaktiv ist.

10. Antigenes Protein gemaf Anspruch 9, das wenigstens 200 aufeinanderfolgende Reste von SEQ ID Nr.
2, vorzugsweise die Reste 57 bis 276 von SEQ ID Nr. 2, umfasst.

11. Antigenes Protein gemaR einem der Anspriiche 8 bis 10, das zur Verwendung bei einem Verfahren zur
Behandlung eines Vogels bestimmt ist.

12. Antigenes Protein gemaf einem der Anspruche 8 bis 11, das isoliert ist.

13. Verwendung eines antigenen Proteins gemaf einem der Anspriiche 8 bis 12 bei der Herstellung eines
Impfstoffs zur Verwendung bei der Prophylaxe von Kokzidiose.

14. DNA-Impfstoff fur Vogelkokzidiose, der das DNA-Molekil gemaR einem der Anspriiche 1 bis 8 enthalt.

15. Protein-Impfstoff fir Vogelkokzidiose, der das antigene Protein gemafR einem der Anspriiche 8 bis 12
enthalt.

16. Verfahren zur Herstellung des antigenen Proteins gemaf einem der Anspriiche 8 bis 12, das das Kul-
tivieren von Wirtszellen gemal Anspruch 7 umfasst, wobei das antigene Protein exprimiert wird.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig.1

Lese- hohe

Sequenzen, die Segmentpaare mit hoher Punktzahl bitden: raster Pz PN)
EMBL:BG516125 EtESTed49e08.y1 Eimeria tenella $5-2 ¢D... +1 202 2.0e-16
EMBL:BG725003 FEtESTed44d06.y1 Eimeria tenella $5-2 ¢D... +1 178 9.0e-14
EMBL:BG724708 EtESTed87d05.y1 Eimeria tenella S5-2 cD... +3 113 1.1e-10
EMBL:A1759570 EtESTea22¢10.x1 Eimeria S5-2 Sporozoite... -1 67 0.24
EMBL:BM321931 EtESTeel9c06.y1 Eimeria tenella M5-6 cD... +2 76 0.43
EMBL:BG561244 EtESTed82e07.y1 Eimeria tenella $5-2 ¢D... +1 76 0.49
_EMBL:BM322018 EtESTee20g07.y1 Eimeria tenetia M5-6 cD... -2 70 0.98

(8)

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

BG725003
BG724708

30
121

90
181

150
24

210
30

270
361

329
421

389
481

449
486

509
486

AGACACCCGG CGGCACTGCA GCAGCAGCAG

CTCTTGATAT TCCATTCGAG TTTGATTTTA

CTTGAAAAGA CCCCCCAGCA GCATGCGGCG
CTTGAAAAGA CCCCCCAGCA CCATGCGGCG

GGCCCTCAGC TGCGCAGGGC CGGCAGCAGG
GGCCCTCAGC TGCGCAGGGG CGGCAGCAGG

GCAGCAGCAG. CAGCACAGCC ACGCCTCAAC
GCAGCAGCAG ‘CAGCACAGCC ACGCCTCAAC

TTCGGATGCA TCCACAGACT CCAATCCCTT
TTCGGATGCA TCCACAGACT CCAATCCCTT

TCCACGGGAG
TCCACGGGAG

CAGATTCAAC ATTCCCAAAG
CAGATTCAAC ATTCCCAAAG

TACAGAGAGC
TACAGAGAGC

AAGAGGTGAA GGGAAAGATG
AAGAGGTGAA GGGAAAGATG

ACATCGAGTT TTATCAGCCC CTGGATTCGG

CTGGCGTGGC CCTTCTGCAG CAGTTGCGGT

-TCAAAATTT GAAAAAAAGA AATCCCAAAA
CTCAAAATTT GAAAAAAAGA AATCCCAAAA

GCTTTCCCCA GCTCTGGGCC TTCTTGCTGC
GCTTTCCCCA GCTCTGGGCC TTCTTGCTGC

GGTGCAGCAC AAGCTGCAGC ACAGGCAGCA
GGTGCAGCAC AAGCTGCAGC ACAGGCAGCA

TTCGCATGCT GCTGCAGTTC TTGCTGCTTC
TTCGCATGCT GCTGCAGTTC TTGCTGCTTC

CATGCAGCCG CCCTATGCCG AGTTCATGGC
CATGCAGCCG CCCTATGCCG AGTTCATGGC

CGGGG-TGTA CGTGGACCTG GGGAACGACA
CGGGGNTGTA CGTGGACGTG GGGAACGACA

CTGGGGGCCG CTGTCCCGTC TTTGGCAAAA
CTGGGGGCCG CTGTCCCGTC TTTGGCAAAA

ACTTGTACAA AAACGACTTT CTCGAAAATG

ACATCG----

TCCCGACGGA AGAAGCAGCA GCAGCAGCAA

AGCCCCTCCC CGGAGGCTTC AACAACAACT

TTTTG
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Fig. 4

(A)

Sequenzen, die signifikante Alignments ergeben: (bits) wert
AF010264_1 (AF010264 |pid:g2293476) Toxoplasma gondii apical memb... 339 9e-92
PCU49743_1(U49743|pid:g1469496) Plasmodium chabaudi DS apical m... 148 3e-34

(B)

AF010264_1(AFO10264|pid:g2293476) Toxoplasma gondii apical membrane antigen 1 homolog (AMA1Tg)
Lange = 541 A

Punktzahi = 339 bits (861). Erwartungswert = 9e-92
Identitaten = 192/485 (39%), Positive = 255/485 (52%), Licken = 37/485 (7%)

G DKEV

EtAMAT: 61 ﬁgFM—OPPYAEEﬂAGFE!PKVHGSGVYVDLGNDKEVKgKM;gEPGchgVFgKNIEFYOS 119
TgAMAT: 42 NPFOANVEMKTFMERFNLTHHHOSGIYVDLGODKEVDGTLYREPAGLCPIWGKHIELQOP 101

EtAMAT: 120 LDSDLYKNDFLENVPTE—EAAAAAKPLPGGFNNNFLMKDKKPFSPMSVAQLNSYPOLKAR 178
D Y+N+FLE+VPTE E PLPGGFN NF+ SP L +KA
TzAMA1: 102 —DRLPYRNNFLEDVPTEKEYKQSGNPLPGGFNLNFVTPSGORlSPFPMELLEKNSNIKAS 160

EtAMAT: 179 TGLGKCAEMSYLTTA———-—AGSSYRYPFVFGSKKDLCYLLLVPLORLMGERYCSTRGSP 233
CAE ++ + YRYPFV+ SKK LC++L V +Q + G++YCS +
TgAMAT: 161 TDLGRCAEFAFKTVAMDKNNKATKYRYPFVYDSKKRLCHlLYVSMOLMEGKKYCSVKGEP 220

EtAMAT: 234 PGLSHFCFKPLKSVSLRPHLVYGSAYVGERPDDWETKCPNKAVKDAVFGVWEGGRCEEQR 293
P L+ +CFKP KSV+  HL+YGSAYVGE PD + +KCPN+A++ FGVW+ GRG +

TgAMA1: 221 PDLTWYCFKPRKSVTENHHLIYGSAYVGENPDAFISKCPNOALRGYRFGVWKKGRCLDYT 280

EtANAT: 294 LRLGAQTAAAAAKEDCWALAFNNPFAASDDP TSODEAATSPGYYFPSITPS%&FSG%y% 352

K CW FN T S SGGV
TeAMAT: 281 ELTDTVIERVESKAQCWVKTFENDGVASDOPHTYPLTSOASWNDWWPLHOSDQPHSGGVG 340

EtAMAT: 353 VNFASYY-—-—PS%E%VLEGEV;TgLLPRQGAAAFTSVGSLEEEELPHCDPT-—-—--—— 400

A ++T+ GSL

N+ YY LS +VP CL+ E
TgAMAL: 341 RNYGFYYVDT TGEGKCALSDQVPDCLVSDSAAVSYTAAGSLSEETPNF | IPSNPSVTPPT 400 .

EtAMAT: 401 -——-——-—--—FPASLGSCDPSSCKAILTECRGGRLVEOOTDCVPEDGSKCESKGGGVFl 449

++ ++C S

FP S +CK T C GG++
TgAMAT: 401 PETALOCTADKFPDSFGACDVOACKROKTSCVGGOIQSTSVDCTADEONECGSNTALIAG 460

EtAMAT: 450 GLAVAGGLLLLLLTGGAFFlYKOROKALPKESSPORTDFVODEAATGRGKKRQSDLVUOA 509
+ o +lsll+ G F RK+ +++ +F D G KKR SDL+Q+A

TgAMA1: 461 L AVGGVLLLALLGGGCYFAKRLDRNKGY—QAAHHEHEFQSDRGAR—--KKRPSDLMQEA 515

EtAMA1: 510 EPSFW 514
EPSFW
TgAMA1: 516 EPSFW 520
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Fig.5

Sacl  Xbal Spel BamHi

phi

f pBS-EtAMA1
pGEX-6P-3 (4,926bp)

(4983 bp)
Scal

Matrize Xhol

Primersatz von

i AMA1Bam/AMA1Sal
BamHI/Sall-Schnitt
PCR-Produkt
(0.7-kbp)
BamHI Sall
4,9-kbp-Fragment
—_*

BamHI/Sall-Schnitt
0.7-kbp

Ligierung

amH}

pGEX-AMA
(5.637 bp)
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