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Zusammenfassung

Entwicklung einer einfachen, empfindlichen und schnellen Methode
zur Immundiagnose der Bilharziose (Schistosomiase)

Die Bilharziose, auch Schistosomiase genannt, ist in vielen tropischen und
subtropischen Regionen der Welt nach der Malaria die zweitwichtigste Parasiten-
erkrankung. Die Krankheit wird durch verschiedene Trematoden der Gattung
Schistosoma ausgelost. Da weder zur Zeit noch in naher Zukunft ein ausreichend
wirksamer Impfstoff zur Verfigung stehen wird, missen sich Programme zur
Bekampfung der Schistosomiase auf die Diagnose und die medikamentdse
Behandlung der betroffenen Bevélkerung konzentrieren.

Ziel dieser Arbeit war es, ein Diagnoseverfahren zu entwickeln, welches
empfindlich genug ist, auch mittlere und leichte Infektionen nachzuweisen. Nach
Mdoglichkeit sollte auch versucht werden, zwischen den in Afrika gemeinsam
auftretenden Erreger-Arten Schistosoma mansoni und Schistosoma haematobium zu
diskriminieren. Dies sollte mit Hilfe speziesspezifischer rekombinanter Antigene
erreicht werden.

Aus cDNA-Banken von adulten S. mansoni-Wurmern und Eiern von S. japo-
nicum wurden mit pools von Patientenseren zahlreiche immunreaktive Klone isoliert
und charakterisiert. Dazu wurden die Phagenklone durch PCR-Analyse, Sequenz-
analyse und Expression der Genprodukte als rekombinante Proteine in gréf3erem
Maf3stab in reiner Form dargestellt. Um ihre Brauchbarkeit fir die Immundiagnose zu
testen, wurden die rekombinanten Antigene in einem Westernblot-ahnlichen Verfah-
ren mit groReren Zahlen von Patientenseren und Kontrollseren untersucht. Als
wichtigstes Ergebnis wurde dabei ein neues Antigen, Sj22, entdeckt, das nicht nur zu
einer deutlichen Steigerung der Empfindlichkeit des Nachweises aller wichtigen
Schistosomenarten flihrt, sondern insbesondere auch de Diagnose der asiatischen
Form der Krankheit, fir die es noch kein ausreichend empfindliches Nachweis-
verfahren gibt, zula3t. Die angestrebte Diskriminierung der beiden afrikanischen
Arten der Erreger gelang leider nicht.

Durch die Kombination des neuen Antigens Sj22 mit zwei weiteren schon
bekannten diagnostischen Antigenen konnte ein Nachweisverfahren fur die Krankheit
etabliert werden, das im Unterschied zu anderen Diagnoseverfahren eine extrem
niedrige Nachweisgrenze beziglich der Krankheitserreger hat Es eignet sich daher
insbesondere fiur solche Lander, die durch BekdmpfungsmalRinahmen die Bilharziose
weit-gehend reduziert haben oder gefahrdet sind, die Seuche einzuschleppen.

Da die Diagnose im Feld unter einfachsten Bedingungen erfolgen muf3, wurde

versucht, die Technik moglichst einfach und sicher zu gestalten. Es wurde mit Erfolg
getestet, dal3 Vollblut statt Patientenserum verwendet werden kann und dal3 die
geringe Menge bendtigten Blutes auf Filterpapier eingetrocknet werden kann. Da
hierfir keine Kanilen bendtigt waren, wird dadurch das Infektionsrisiko sowohl fir
das medizinische Personal als auch fur die betroffene Bevolkerung betrachtlich
herabgesetzt.
Schlie8lich gelang es auch noch, das Testverfahren erheblich zu beschleunigen.
Durch ein neu entwickeltes Verfahren zur Konjugation von ProteinA an ein
Kohlenstoffkolloid und dessen Verwendung zum Nachweis von Antigen-Antikdrper-
Komplexen kann der Immuntest mit derselben Empfindlichkeit jetzt innerhalb von 15
Minuten durchgefiihrt werden.
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Definitionen

VIII

Folgende Begriffe werden in dieser Arbeit als Fachworter verwendet:

annealing

background

blunt ends
in frame

linker

ori

PCR
pellet
polylinker

pool
primer
screening
sticky ends

template

Anlagerung von Nukleinsaurestrangen

unspezifischer Hintergrund, der vom spezifischen Signal
subtrahiert werden muf

~Stumpfe* DNA-Enden

im (richtigen) Leseraster

synthetisches, zu sich selbst komplementares Oligonukleotid,
das die Erkennungssequenz fiir ein Restriktionsenzym enthalt
Replikationsursprung

polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)
Sediment nach Zentrifugation

DNA-Region in Vektoren, welche mehrere aneinandergereihte
Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonukleasen enthalt
vereinigte Fraktionen

Oligonucleotid als Startpunkt fur die Kettenverlangerung
Identifizierung positiver Bakterienkolonien

.Klebrige“ DNA-Enden (liberstehende Einzelstrange)

Matrize fir die DNA/RNA-Polymerisation



A- EINLEITUNG

A-1 Epidemiologie der Bilharziose

Die Bilharziose, auch Schistosomiasis genannt, ist in manchen endemischen
Regionen die zweitwichtigste Parasitenerkrankung nach der Malaria. Diese
Infektionskrankheit ist schon lange bekannt und es gibt bereits Aufzeichnungen aus
der Zeit der Pharaonen in Agypten. Der Erreger wurde wissenschaftlich erstmals von
dem deutschen Arzt Theodor Bilharz im Jahre 1851 beschrieben. Nach ihm wird die
Krankheit im deutschen Sprachraum auch als Bilharziose bezeichnet (WHO, 1998).
Uber 200 Millionen Menschen sind weltweit infiziert, 600 Millionen Menschen sind in
gefahrdeten Gebieten einer Infektionsgefahr ausgesetzt (WHO, 1998). Durch die
Entwicklung neuer Medikamente ist die Zahl der schweren Erkrankungen und
Todesféllen in den letzten Jahren zwar gesunken, allerdings hat die Zahl der
Neuinfektionen insgesamt zugenommen. Dies ist hauptsachlich die Folge der
Errichtung neuer Bewasserungsanlagen. Durch diese Stauseen und Kanale
entstehen weitere Biotope fur Sufdwasserschnecken, die als Zwischenwirte fur die
Schistosomen dienen.

Zur Zeit gibt es fur die Diagnose der Bilharziose noch kein optimal geeignetes
immunologisches Diagnoseverfahren. Eine Schistosomen-Infektion wird nach wie vor
mit parasitologischen Methoden diagnostiziert, was einen hohen zeitlichen und
personellen Aufwand erfordert. Den zur Verfligung stehenden immunologischen
Verfahren mangelt es an Sensitivitat und Spezifitat. Hauptgrund dafir ist das Fehlen
geeigneter Antigene. Aullerdem sind die bisher verwendeten Antigene nur durch
zeit- und kostenintensive Reinigungsmethoden in zu geringen Mengen und
schwankender Qualitdt zu gewinnen, was eine Standardisierung von Testverfahren

nicht ermdoglicht.



A-1-1 Der Erreger

Die Schistosomiasis wird durch verschiedene Trematoden der Gattung Schistosoma
ausgelost. Diese digenen Trematoden, auch Saugwirmer genannt, leben
geschlechtlich getrennt in den BlutgefaRen von Warmblutern. Schistosomen sind
sexuell dimorph; das Mannchen ist dicker und erreicht je nach Art eine Lange von bis
zu 20 mm, wahrend das Weibchen dunner und langer wird, je nach Art 7 bis 22 mm
lang (Abb.1). Die dorsoventral abgeflachten Mannchen rollen die lateralen Partien
ein, so dal3 eine Bauchfalte (Canalis gynaecophorus) entsteht, in der das Weibchen
bei der Paarung aufgenommen wird. Durch diese Bauchfalte erscheint der Korper
des Mannchens langsgespalten. Die wichtigsten Schistosomenarten sind S.
haematobium, S. mansoni und S. japonicum. S. haematobium, Erreger der
Urogenitalbilharziose, ist in Afrika und im Mittleren Osten zu finden. S. mansoni,
Erreger der Darmbilharziose, ist endemisch in Afrika, hauptsachlich im Niltal, aber
auch in Sud- und Mittelamerika. S. japonicum, Erreger der asiatischen
Darmbilharziose (Katayama-Fieber), ist endemisch auf den Phillipinen und in China.
Neben dieser drei verbreitetsten Arten, treten in kleinerem Umfang auch S.

intercalatum in Zentralafrika und S. mekongi in Stidasien auf.

Abb. 1: Schistosoma mansoni. Rasterektronenmikroskopische Aufnahme eines

Wurmparchens (Dr. Breternitz)



A-1-2 Der Lebenszyklus von Schistosomen

Die Entwicklung der humanpathogenen Schistosomenarten verlauft weitgehend
identisch (ROLLINSON & SIMPSON, 1987 ; JORDAN, WEBBE & STURROCK,
1993). Auf eine sexuelle Generation im Menschen folgt eine asexuelle
Entwicklungsphase in einer Suflwasserschnecke die fir jede Schistosomenart
spezifisch ist. Die adulten Schistosomen haben eine Lebenserwartung von bis zu 30
Jahren, durchschnittlich liegt das erreichte Alter bei 810 Jahren. Alle Arte leben im
Pfortadersystem der Leber und wandern nach der Paarung zur Eiablage in die
peripheren Blutgefal3e aus, S. mansoni und S. japonicum in die MesenterialgefalRe
des Darmes und S. haematobium in die Venen der Blase. Die Weibchen von S.
mansoni und S. haematobium legen jeweils ca. 300 Eier pro Tag, die Weibchen von
S. japonicum sogar bis zu 3000 Eier. Bei S. mansoni und S. japonicum werden die
Eier mit dem Stuhl abgegeben, bei S. haematobium tber den Harn. Bis zu 50% der
Eier verbleiben jedoch im Kdrper des Wirtes. Diese werden entweder im Bereich von
Blase oder Darm eingekapselt oder mit dem Blutstrom in alle Organe des Korpers
verschleppt, wo es haufig zu schweren pathologischen Veranderungen kommt.

In den fur die jeweilige Schistosomenart spezifischen Eiern entwickelt sich die
Wimpernlarve (Miracidium). Bei Kontakt mit StRwasser schlipfen die Miracidien aus
der Eihdlle und mussen innerhalb von 24 Stunden Suf3wasserschnecken der Gattung
Biomphalaria fur S. mansoni, Oncomelinia fur S. japonicum und Bulinus fur S.
haematobium als Zwischenwirt finden. In den Zwischenwirten differenzieren sich die
Miracidien zu Muttersporocysten, aus denen sich zahlreiche Tochtersporocysten
asexuell entwickeln. Nach einem weiteren Entwicklungsschritt bohren sich schlief3lich
die fir den Menschen infektiosen Cercarien (Gabelschwanzlarven) ins Freie. Pro Tag
kbnnen aus einer infizierten Schnecke bis zu 3000 Cercarien freigesetzt werden.
Kommt der Mensch mit kontaminiertem Wasser in Kontakt, dringen die Cercarien
durch die Haut unter Abwurf ihres Gabelschwanzes in den Korper ein. Dabei beginnt
die Differenzierung der Cercarien zu Schistosomula. Die jungen Wirmer wandern
nach vier bis funf Tagen in die Venen oder Lymphgefal3e der Haut ein und werden
von dort passiv mit dem Blutstrom uUber die rechte Herzkammer zun&chts in die
Lunge transportiert deren Kapillarsystem sie passieren missen. Einige Woche nach
der Infektion erreichen sie das Pfortadersystem der Leber wo sie zu adulten
Wurmern heranwachsen, womit der Zyklus wieder geschlossen ist. (Abb.2)
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Abb. 2: Lebenszyklus von Schistosomen

A-1-3 Die Krankheit

Einige Stunde nach Eindringen der Cercarien in die Haut kommt es zur sogenannten
Schistosomendermatitis. Dabei handelt sich um Juckreize und Hautrétungen, die
durch die von Cercarien abgegebenen Sekrete verursacht sind. Diese erste
Reaktionen auf eine Schistosomeninfektion klingen aber nach wenigen Tagen ab.
Die akute Phase der Schistosomiasis fuihrt nach einer Inkubationszeit von 3 bis 9
Wochen zu meist unspezifischen Symptomen wie Fieber, Mattigkeit, Kopf- und

Gliederschmerzen, Diarrhoe und Gewichtsverlust. Leber und Milz sind leicht



vergroRert, wahrend im Blutbild eine starke Eosinophilie und erhohte
Antikdrperspiegel zu beobachten sind. Diese Symptome sind weitgehend auf die
Ausscheidungen der Wiurmer zurtickzufihren. Diese Phase, die bei Bewohnern von
Endemiegebieten meist unerkannt verlauft, ist bei S. japonicum am heftigsten; es tritt
das sogenannte Katayama-Fieber auf.

Wesentlich gravierendere Schadigungen des Wirtes werden nicht durch den
Parasiten selbst, sondern durch dessen Eier verursacht. Die Eier sitzen in den
Kapillaren fest und I6sen mit ihren Endstacheln Irritationen aus, die zu kleinen
Abszessen fuhren. Dabei treten bei einer Infektion mit S. mansoni oder S. japonicum
Blutungen im Bereich des Enddarmes, bei S. haematobium Blutungen in der
Blasenwand auf. Bei der Urogenitalbilharziose kénnen die Gewebswucherungen eine
Uramie verursachen, in schweren Fallen entwickeln sich maligne Blasentumore.
AulBerdem verursachen die Eier, die in die Leber gelangen, starke
Entziindungsreaktionen (Granulome) bis hin zur Bildung von Pseudopapillen und
Pseudotuberkeln. Dies kann zur VergrolR3erung der Leber (Hepatosplenomegalie)
fuhren. Durch Veradnderungen der Gefal3eigenschaften kommt es zu einem Blutstau
vor der Leber (portale Hypertension), der zur Ausbildung porta-systemischer
Querverbindungen (Anastomosen), zu Ascites und zu Varizen in der Speiserdhre

fihren kann. Starker Befall kann auch zu einer Leberzirrhose fuhren.

A-1-4 Bekampfung der Schistosomiase

Die beste Madoglichkeit zur Bekampfung der Schistosomiasis ware einer weit
verbreiteten Ansicht nach die Entwicklung einer Vakzine (BUTTERWORTH et al.,
1987). In dieser Richtung werden grof3e Anstrengungen unternommen (Reviews:
SMITHERS, 1986; JAMES, 1987; CAPRON et al.,, 1987; SHER et al., 1989). Im
Wesentlichen wurden bisher zwei Strategien mit unterschiedlichem Erfolg eingesetzt:
eine Vakzinierung fur Tiere mit durch ionisierende Strahlen atenuierten Cercarien
und verschiedene biochemisch aufgereinigte oder rekombinant hergestellte
Antigenpraparationen. Mit atenuierten Cercarien kann ein beachtlicher Immunschutz
erzielt werden (bis zu 90%), allerdings ist die Methode aus ethischen Grinden
schwer auf den Menschen Ubertragbar. Die Erfolge mit rekombinanten Antigenen
sind trotz gelegentlicher Erfolgsmeldungen, die bisher aber nie reproduziert werden

konnten, eher negativ zu bewerten. In verschiedenen Tiermodellen wurde eine



Reduktion der Wurmlast um 20-30% erreicht, was eine Anwendung am Menschen
bisher noch nicht rechtfertigt.

Einen weiteren Angriffspunkt zur Bekampfung der Bilharziose bildet der
Zwischenwirt, da Schneckenpopulationen durch Molluskizide und ©6kologische
MalRnahmen dezimiert werden konnen. Dieser Ansatz hat jedoch sehr grof3e
Nachteile. Um die Erfolge der Bekampfung des Zwischenwirtes zu sichern, muss der
Einsatz von Molluskiziden sténdig wiederholt werden, was hohe Kosten verursacht.
Diese Methode hat auch nur Sinn bei isolierten Wasservorkommen, z.B. in
kinstlichen Bewasserungssystemen und Oasen. Der Einsatz von Molluskiziden kann
auch erhebliche negative 0©kologische Folgen mit sich bringen, da er z.B.
Fischbestdnde gefahrdet (FENWICK, 1987). Bemerkenswerte Erfolge in der
Schneckenbekampfung konnten durch das Aussetzen natlrlicher Feinde, wie z.B.
rauberische Fische, erzielt werden (KOLBERG, 1994).

In die Chemotherapie wurde durch die Entwicklung von Praziquantel vor einigen
Jahren ein entscheidender Durchbruch erzielt. Das Medikament ist zwar weitgehend
frei von Nebenwirkungen und kann zur Behandlung der drei wichtigsten
Schistosomeninfektionen verwendet werden (THOMAS, 1981), schitz aber nicht vor
einer Reinfektion, so dal3 die Therapie regelmalig wiederholt werden muss
(GRYSEELS et al., 1991; DUNNE et al., 1992). Au3erdem berichten manche neuere
Studien Uber eine zunehmende Resistenzentwicklung gegen Praziquantel in Agypten
und im Senegal (STELMA et al., 1995; ISMAIL et al., 1996).

Der einfachste Schutz gegen eine Infektion mit Schistosomen ware die Vermeidung
des Kontaktes mit kontaminiertem Wasser. Gerade dies lassen jedoch die
Lebensbedingungen der Bevolkerung von Endemiegebieten meist nicht zu. Durch
fehlende sanitdre Einrichtungen und Klaranlagen kommt es standig zur
Kontamination der Gewasser mit Fékalien und somit auch mit Eiern; in den
betroffenen Regionen dienen diese Wasservorkommen als Nutzwasserreservoire.
Sie werden zum Waschen, zum Baden, fur den Bewasserungslandbau und fir
andere Dingen des taglichen Lebens benétigt. Erziehung zur Hygiene und
allgemeine gesundheitspolitische MalRinahme sind deshalb wichtige Elemente in
Programmen zur Bekampfung der Schistosomiasis (LIESE, 1987).

Zusammenfassend la3t sich sagen, dald in Anbetracht der hohen Zahlen infizierter
Menschen in den endemischen Regionen dringend neue Bekampfungsstrategien zu

entwickeln sind. Da weder zur Zeit noch in naher Zukunft eine Vakzine zur



Verfugung stehen wird, konzentrieren sich Programme zur Bekampfung der
Schistosomiasis auf die Diagnose und medikamentose Behandlung der betroffenen

Bevdlkerung.

A-2 Diagnose der Schistosomiasis

Die zur Zeit eingesetzten Diagnoseverfahren beruhen auf zwei unterschiedlichen
Prinzipien, zum einen auf parasitologischen, zum anderen auf immunologischen
Nachweismethoden. Ein einfaches und héaufig angewandtes Diagnoseverfahren in
Endemiegebieten von S. haematobium ist die Frage nach Blut und Urin
(STOTHARD, 1995). Diese Art der Diagnose ist sicherlich nicht die Lésung, sondern
zeigt nur, wie notwendig es ist, ein einfaches, sensitives und spezifisches

Diagnoseverfahren zu entwickeln.

A-2-1 Parasitologische Verfahren

Die parasitologischen Verfahren beruhen auf der Bestimmung der Eier, die mit dem
Stuhl oder Harn ausgeschieden werden. Bei Stuhluntersuchungen hat sich das Kato-
Katz-Verfahren (KATZ, 1972) etabliert. Bei diesem Verfahren werden Stuhlproben
der Patienten auf Eier von S. mansoni bzw. S. japonicum mikroskopisch untersucht.
Dieses Verfahren ist allgemein anerkannt und wird in der Regel als Standard zur
Bestimmung der Sensitivitdt immunologischer Verfahren herangezogen. Um das
tatsachliche Auftreten der Bilharziose mit dem Kato-Katz-Verfahren zu bestimmen
sind in der Regel aber mehrere Stuhluntersuchungen notwendig. Einmalige
Untersuchungen flihren zu einer starken Unterschatzung der Infektionsrate im
Untersuchungsgebiet (DE VALS & GRYSEELS, 1992). Die Bestimmung der Eier bei
S. haematobium erfolgt durch die Filtration von Urinproben mit einer anschliel3enden
Farbung des Filterpapiers.

Die Ausscheidung der Eier im Stuhl bzw. Urin erfolgt allerdings nicht kontinuierlich.
Bei S. haematobium ist die Anzahl von der Tageszeit abhangig. Bei S. mansoni
treten Schwankungen Uber Tage hinweg auf (FELDMEIER, 1993). Gleichzeitig
kommen bei diesen Verfahren auch individuelle Fehler des Untersuchungspersonals
zum Tragen, die oft auch durch mangelnde Motivation oder Zuverlassigkeit

verursacht werden.



A-2-2 Immunologische Verfahren

Die immunologischen Diagnose zielen zum einen auf den Nachweis zirkulierender
Schistosomen-Antigene in Blut bzw. Urin der Patienten, zum anderen auf den
Nachweis Schistosomen-spezifischer Antikorper.

Der Nachweis von zwei frei zirkulierenden Schistosomen-Antigenen stellt seit einigen
Jahren das aussichtsreichste Verfahren zur Etablierung einer Immundiagnose der
Bilharziose dar. Dabei handelt es sich um die beiden Antigene CCA und CAA
(circulating cathodic/anodic antigen), die mit Hilfe monoklonaler Antikorper
diagnostiziert werden. Das Projekt wird wvorwiegend von der Arbeitsgruppe Deelder in
Leiden betrieben (DEELDER et al., 1989). Der entscheidende Vorteil des
Nachweises von zirkulierenden Antigenen ist, dal3 ein direkter Zusammenhang
zwischen der Antigenmenge und der Starke der Infektion (Wurmlast) kesteht. Dies
gestattet, dal die Behandlung einer Chemotherapie in Bezug auf die Wirkung
verfolgt werden kann (FELDMEIER, 1993). In mehreren Studien wurde der Einsatz
der beiden Antigene in verschiedenen Verfahren getestet. Beim Nachweis einer S.
mansoni Infektion mit CAA konnte z.B. im MBAC-EIA (magnetic bead antigen
capture enzyme-linked immunosorbent assay) eine Sensitivitdt von 88-89 % und eine
100%ige Spezifitat erzielt werden (GUNDERSEN et al., 1992). Ahnliche Erfolge
wurden beim Nachweis von CCA und/oder CAA im Blut bzw. im Urin bei Infektion mit
S. japonicum (QIAN & DEELDER, 1993) und S. mansoni (VAN ETTEN et al., 1994)
erzielt. Der wesentliche Nachteil dieses Verfahrens liegt in der geringen Sensitivitat
bei leichten Infektionen. Weiter zeigte sich in einer epidemiologischen Feldstudie in
Mali, dass die Erwartungen in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitdit des
Diagnoseverfahrens nicht erfullt werden konnten (TRAORE, 1994).

Zum Nachweis spezifischer Antikorper stehen unterschiedliche serologische
Verfahren zur Verfigung. Es werden z.B. folgende Methoden eingesetzt:

Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT), hier werden im Patientenserum vorhandene
Antikorper mit Hilfe indirekter Immunfluoreszenz an Kryostatschnitten von adulten
Schistosomen nachgewiesen. Eine andere, einfachere Technik ist der COP-Test
(circumovaler Prazipitationstest). Der Nachweis beruht auf der Bildung von
Prazipitatlinien um Schistosomeneier aufgrund sekretorischer Ei-Antigene. Daneben
existieren noch zahlreiche modifizierte ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
und RIA- (radio immunosorbent assay) -Verfahren (allg. Ubersicht BERGQUIST,



1990 und FELDMEIER, 1993). Ein weiteres Verfahren ist die Westernblotanalyse mit
Wurmhomogenat (RUPPEL et al., 1988).

Fir den Nachweis parasitenspezifischer Antikdrper gibt es eine Vielzahl von
Antigenpraparationen. Oft werden |l6sliche Ei- Antigene (SEA) oder I6sliche
Wurmantigene (SWAP) eingesetzt, mit denen Sensitivitaten tUber 90 % erzielt wurden
(JANITSCHKE et al, 1987 & BOCTOR et al, 1987). Eine der besten
Antigenpréparationen ist CEF6 (cationic exchange fraction 6). In epidemiologischen
Studien konnte fir dieses Antigen der Nachweis erbracht werden, dald es sich
hervorragend fiir Serodiagnoseverfahren eignet. Es konnte allerdings nur in geringen
Mengen praparativ dargestellt werden (DOENHOFF et al., 1990 &1993). Daneben
existiert eine Reihe weiterer Antigene wie z.B. die Wurmantigene Sm32 und Sm31,
die zum Teil auch schon rekombinant dargestellt werden (Ubersicht siehe WEISS &
JUNGHANSS, 1990).

A-3 Zielsetzung der Arbeit

Durch die Entwicklung neuer Medikamente ist die Mortalitatsrate bei der Bilharziose
in den letzten Jahren zwar gesunken, in der Folge der Errichtung neuer
Bewésserungsanlagen und damit Schaffung neuer Biotope fur die als Zwischenwirte
dienenden SuRwasserschnecken hat die Zahl der Neuinfektionen jedoch insgesamt
zugenommen.  Dabei kommt es nicht nur zur Vermehrung der lokal Dbereits
vorhandener Parasiten, sondern infolge der Verbreitung neuer Schneckenarten auch
zum Auftreten neuer Schistosomen-Spezies. Die verstarkte Mobilitat der
Weltbevolkerung, gerade auch in den Entwicklungslandern, tréagt zur Verbreitung der

Erregerarten ebenfalls bei.

Zur Bekampfung der Seuche ist die Kenntnis der Erregerspezies wichtig, u.a. weil
manche Medikamente nur gegen bestimmte Schistosomenarten wirken und weil
KontrollmaRnahmen auch die Bekdmpfung der Zwischenwirte einschliel3en miussen,
wenn sie wirkungsvoll sein sollen, die fur die einzelnen Schistosomen
unterschiedlichen Zwischenwirte jedoch verschiedene Biotope bevorzugen. Daher
haben wir uns zum Ziel gesetzt, ein Diagnoseverfahren zu entwickeln, welches die

Diskriminierung unterschiedlicher Erregerarten zulafit.



10

Die verschiedenen Schistosomenarten werden heute hauptsachlich anhand ihrer in
Stuhl oder Urin anzufindenden, morphologisch unterschiedlichen Eier identifiziert,
wobei diese Untersuchungen relativ aufwendig und wenig empfindlich sind. Neu
entwickelte immundiagnostischen Methoden (HAKANGARD, C., DEELDER, A.M.,
GABONE, R. M. NILSSON, L. A. AND OUCHTERLONY, O. 1996; KLINKERT, M.Q.
et al, 1992) lassen bisher keine Differenzierung zwischen den verschiedenen
Spezies zu. Wir haben durch mehrjahrige eigene Arbeit und in Kooperation mit
anderen Arbeitsgruppen ein verbessertes Immundiagnoseverfahren entwickelt,
welches auf dem Nachweis Schistosomen-spezifischer Antikorper im peripheren Blut
infizierter Personen beruht KLINKERT, M.Q. et al, 1992; RINNERT, T, 1996). Das
Verfahren eignet sich fur den hochempfindlichen Nachweis von Infektionen mit den
wichtigsten stidamerikanischen und afrikanischen Erregern, S. mansoni und S.
haematobium, und in eingeschrankter Weise auch fur den wichtigsten asiatischen
Typ, S. japonicum. Fur diesen Test werden drei rekombinant hergestellte Antigene
von S. mansoni, Sm31 (Cathepsin B) (KLINKERT, M.Q. et al, 1992; KLINKERT,M.Q.,
RUPPEL, A. and BECK, E. 1987; LIPPS, G., FULLKRUG, R. and BECK, E. 1996),
Sm32 (Hamoglobinase) KLINKERT, M.Q. et al, 1992; KLINKERT,M.Q., RUPPEL, A.
and BECK, E. 1987; KIERLING-PARR, 1994) und SmE16 (Calmodulin) (MOSER, D.,
DOEHOF, M. J., and KLINKERT, M.Q. et al, 1992; ROTH, B. 1993) einzeln oder als
Mischung linienférmig auf eine Tragerfolie aufgebracht, mit Patientenserum oder
Gesamtblut inkubiert, und das Vorhandensein parasitenspezifischer Antikdrper durch
Enzym-gekoppelte zweite Antikorper in  Verbindung mit einer Farbreaktion
nachgewiesen (line blot immuno assay; LIA). Die Menge des fur den LIA bendtigten
Serums ist sehr gering und kann aus einem auf Papier eingetrockneten Tropfen Blut
eluiert werden. Die Gewinnung der Blutproben im Feld erfordert keine Spritzen und
vermeidet somit die Gefahr der Ubertragung infektioser Krankheiten durch den
unsachgemaflen Umgang mit Kanilen, was in vielen Entwicklungsl&ndern in starkem
Malf3 zur Verbreitung von Infektionskrankheiten beitragt.

Neben der Etablierung des fur Feldstudien geeigneten Testverfahrens stehen als
wesentliche Vorarbeiten fur das Projekt der Arbeitsgruppe mehrere cDNA-
Genbanken aus den verschiedenen Entwicklungsstadien von S. mansoni, grof3e
Zahlen von gut charakterisierten Infektionsseren aus Afrika, verschiedene zur
Expression der rekombinanten Antigene geeignete Vektorsysteme und mehrere

etablierte Methoden zur Reindarstellung dieser Antigene zur Verfligung.
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A-4. Geplante Forschungsschwerpunkte

Zur immunologischen Charakterisierung einzelner Schistosomenarten  sollen
speziesspezifische Antigene in rekombinanter Form dargestellt und im Immunoblot
mit Patientenseren eingesetzt werden. Die Strategie zur Isolation dieser Antigene
wird sich folgendermalRen gestalten: Aus cDNA-Expressionsgenbanken von adulten
Wiurmern und von Eiern der wichtigsten Schistosomenarten, S. mansoni, S.
haematobium und S. japonicum werden getrennt mit Pools von entsprechenden
Patientenseren immunreaktive Klone isoliert und mit Serumpools von jeweils mit den
anderen Schistosomenarten infizierten Patienten gegengemessen. Antigene, welche
mit jeweils nur einem Serumpool reagieren, werden dann rein dargestellt und mit
grol3eren Zahlen von Einzelseren auf Sensitivitat und Spezifitdt hin Gberpruft. Die
Uberprifung der Spezifitat muss auch eventuelle Kreuzreaktionen mit anderen
infektiosen Erregern, insbesondere mit haufig auftretenden helminthischen Parasiten,
einschlie3en.

Da zu erwarten ist, dal3 die meisten der flr nur eine Schistosomenart spezifischen
Antigene mit jeweils nur einer Subfraktion der entsprechenden Patientenseren
reagieren wird, missen flr jede Spezies vermutlich mehrere solcher Antigene isoliert
werden. Das Vorkommen monospezifischer Antigene wurde bei friheren
Untersuchungen der Arbeitsgruppe fir S. mansoni schon beobachtet, aber aufgrund

der anders ausgerichteten Interessenlage nicht weiter bearbeitet.



B- MATERIAL

B-1 Bakterienstamme

E. coli W6 (1 ) rex:

Der Stamm enthélt einen defekten | -Prophagen_un produziert konstitutiv das Wildtyp

cl-Repressorgen des Bakteriophagen | (REMAUT et al., 1981 & 1983).

E. coli 537:

E. coli C600 Stamm (m+, F, thr-, leu-, pro-, supkE; Cold Spring Harbour, Appleyard,
1959); enthalt ein Plasmid, das eine temperatursensitive Mutante des |-

Repressorgen cl 857 und als Selektionsmarker das Kanamycinresistenzgen tragt

(KUPPER et al., 1982).

E. coli Y1090:

Bei diesem Stamm (DacU169, proA+, Don, araD139, strA, supF [trpC22::Tn10]
(PMC9 =pBR322-laclq) handelt es sich um ein Derivat des Originalwirtsstammes von

YOUNG & DAVIS, (1983a & b) zur Plattierung des Expressionsvektors | gt11.

E. coli XL1-Blue-pREP:

recAl endAl gyr A96 thi-1 hsdR 17 supE44 relAl
lac [F* proAB laclg ZDM15 Tn10 (Tetr)]

E. coli XL1-Blue-MRF

D (mcrA) 183 OmerCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-I recAl gyrA96 relAl

Lac [F' proAB laclg ZDM15 Tn10 (Tetr)]
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E. coli XLOLR
D (mcrA) 183 O0merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl thi- | recAl gyrA96 relAl

Lac [F' proAB laclg ZDM15 Tn10 (Tetr)] Su- (nonsuppressing) | r (lambda resistant)

B-2 Parasiten

S. mansoni Eier das von der WHO zur Verfigung gestellt wurde (E. BECK, Giel3en)
S. japonicum Adults-Wirmern, das von einer australischen Arbeitsgruppe zur

Verfiigung gestellt wurde.

B-3 Antibiotika

Ampicillin, Serva, Heidelberg
Kanamycinsulfat, Merck und Co. Darmstadt

Tetracyclin, Serva, Heidelberg

B-4 Kulturmedien und Platten

Standard | Nahrbouillon, Merck und Co. Darmstadt

Standard | Platten: Standard | Nahrbouillon mit 1,5% (w/v) Bacto Agar (Difco)
NZYDT-Platten: 21,1 g/l mit 1,5% ) Bacto Agar

NZYDT-Weichagar: 21,1 g/l mit 7 g/l Agarose (Sigma)

NZY-Medium: 1% Bacto-Tryptone, 0,5% Bacto-Yeast-Extract, 0,5% NaCl, 0,2%
MgCI2.6H20

Antibiotikaplatten:
Standard | Platten mit Antibiotika folgender Konzentrationen:

Ampicillin: 100 ug/ml
Kanamycin: 25 ug/ml
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B-5 Antiseren und Immunreagentien

Die verwendeten Antiseren werden bei - 20°C in 50% Glycerin gelagert.

B-5-1 Infektionsseren

Die Seren der chronisch infizierten Afrikaner stammen aus

- einer Feldstudie, die in Zusammenarbeit mit der ,Ecole Nationale de
Medecine et de Pharmacie du Mali“ in dem Zeitraum von 1989 bis 1991
durchgefuihrt wurde. Diese Seren sind Uberwiegend spezifisch fur S.
mansoni. Ein gewisser Teil der Patienten war aber sowohl mit S. mansoni
als auch mit S. haematobium infiziert.

- einer Feldstudie, die von der Arbeitsgruppe von Dr. Grace Adeoye,
Universitat Lagos, in Nigeria durchgefiihrt wurde. Diese Seren stammen

von Patienten mit einen S. haematobium Infektion.

B-5-2 Kontrollseren

Als Kontrollen werden zum einen die Seren von ehemaligen Labormitarbeitern der
Arbeitsgruppe E. Beck (ZMBH, Universitdt Heidelberg) und die Seren von
Blutspendern der Blutbank der Universitatsklinik Giel3en und zum anderen die Seren
von Labormitarbeitern der Ecole Nationale de Medecine et de Pharmacie du Mali,
Bamako, Mali eingesetzt. Es wurde davon ausgegangen, dass keiner der

Serumspender mit Schistosomen infiziert ist bzw. war.

B-5-3 Alkalische Phosphatase gekoppelte Antikérper

Ziege-anti-Humanserum IgG, Fc-Fragmentspezifitat, 0,6 mg/ml (Dianova, Hamburg)
Ziege-anti-Humanserum IgE, Fc-Fragmentspezifitat, 0,6 mg/ml (Dianova, Hamburg)
Ziege-anti-Humanserum IgA, a-Kettenspezifitat, 0,3 mg/ml (Dianova, Hamburg)

Ziege-anti-Humanserum IgM, Fcs, Fragmentspezifitat, 0,3 mg/ml (Dianova, Hamburg)
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B-6 Nucleinsduren und Nucleotide

B-6-1 Schistosomen-cDNA

Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendete cDNA-Bank handelte es sich um eine
| gt11-Ei-cDNA-Bank und eine S. japonicum | ZAPII -cDNA-Bank aus adulten

Wirmern.

B-6-2 Plasmide

pBluescript SK, Phagemid (Firma Stratagene)
pDS-Sti2-His (Beck, unveréffentl. Daten)
pDS56/RBSII-6xHis (STUBER et al., 1990)

pEx34c (ein Derivat von pEx31b, STREBEL et al., 1985
PQE-ZAP (Sané, unveroffentl. Daten)

pREP4 (GOTTESMANN et al., 1981)

B-6-3 Nitrocellulosemanbran:

Hybond-C, Amersham UK
BA 85, Schleicher und Schuell

B-6-4 Oligonucleotide

Die Oligonucleotide wurden im Labor von Dr. J. H. HEGEMANN am Institut fur
Mikrobiologie und Molekularbiologie der Universitat Giel3en synthetisiert

beziehungsweise bei der Firma Pharmacia, Freiburg, erworben.

MS2-primer :

AGAAGGTTTC TTACATGAC

(entspricht Codons 80-85 der MS2-Polymerase, plus-Strang)
MS2-N :

ATTACCCATG GCGAAGAC

(nahe N-Terminus der MS2-Pol.)
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pex :

ATCACCGAAA CGCGCGAGGC
(Pos. 2088-2069 in pBR322, minus-Strang)

pDS-3’:
GAGTTCTGAG GTCATTACTG
(pDS56/RBSII-6xHis, minus-Strang pos. 191-210)

pBR-322:
CGTATCACGA GGCCCTTTCG
(pPBR322, plus-Strang pos. 4333-4352)

pDS-forw:
AGCGGATAAC AATTTCACAC A

lambda gtll-forw:
TGGCGACGAC TCCTGGAGCC CG

lambda gtll-rev:
ACACCAGACC AACTGGTAAT G

still forw:

CTGGTTCCGG CGATGGCGAC GACTCCTGGA GCcCcG
zusammen mit

stillrev:

CTCGCTCCGG CGACACCAGA CCAACTGGTA ATG
(fur PCR mit lambda gt11-Fragmenten)

sti plus:

AATTCACTGG TTCCGGCGCC GGAGCGAGT

zusammen mit

sti minus:

AGCTTACTCG CTCCGGCCGCC GGAACCAGT

(Einfihrung einer sti-Klonierungsstelle zwischen EcoRI und Hindlll)

sti His-1:

AATTACATCA CCATCACCAT CACG
zusammen mit

sti His-2:

AATTCTGGAT GGTGATGGTG ATGT
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(zur Einfuhrung eines N-terminalen His-tails fur pDSsti-exprimierte polypeptide)
Oligonucleotid ZAPAplus:

5'’AA'TTG'AAT'TCG'GCG'GCC'GCT'CTA'GAA'CTA'GTG'GAT'CCT'CGA'GGG'CCC'GGT'ACCAZ
(54mer)

(5'AA'TTG'AAT'TCG'GCG'GCC'GCT'CTA'GAA'CTA'GTG'GAT'CCT'CGA'GGG'CCC'GGT'ACCA3)

Oligonucleotid ZAPAmMinus:

5'AG'CTT'GGT'ACC'GGG'CCC'TCG'AGG'ATC'CAC'TAG'TTC'TAG'AGC'GGC'CGC'CGAATTC3
(54mer)

(5'AG'CTT'GGT'ACC'GGG'CCC'TCG'AGG'ATC'CAC'TAG'TTC'TAG'AGC'GGC'CGC'CGA'ATT'C3")

B-6-5 Nucleotide

Desoxynucleotide (Boehringer Mannheim)

Didesoxynucleotide (Pharmacia, Freiburg)

B-7- Enzyme

B-7-1 Restriktionsendonucleasen

Die Restriktionsendonucleasen BamHlI, Bgl I, Hindlll und NgoMI stammen von
Roche (ehemalige Boehringer Mannheim), die Enzyme EcoRlI, EcoRV, Hpal, Narl,
Notl, Nsil, Pstl, Pvul, Sal I, Smal, Spel, Sspl, Xbal und Xhol von NEB New England
Biolabs, Schwalbach.

B-7-2 Sonstige Enzyme

DNA-Polymerase Klenow-Fragment (Boehringer Mannheim)
RNase A (Boehringer Mannheim)
T4-DNA-Ligase (AGS, Heidelberg)

T4- DNA-Polymerase (Boehringer Mannheim)
T7-- DNA-Polymerase (Promega, Heidelberg)
Tag-DNA-Polymerase (Promega, Heidelberg)

Urease Type VI (Sigma, Deisenhofen)
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B-8 GréRenstandards

B-8-1 DNA-GroRenstandard

pSP64: Hindlll, Dral und Hinfl geschnitten (E. Beck, Gief3en): Angaben in bp

2999 2288 1198 692 517 396 354 218 176

B-8-2 Protein-GrdfRenstandards

Grol3enstandard (Labormischung; E. Beck, Giel3en)

Prestained- GréRenstandard (low molecular weight, Biorad, Miinchen)

Proteine Biorad Labormischung
Phosphorylase B 110 i
Rinderserumalbumin 81 256 ((jggrr]]%//ﬂ))
Qutumi | o4 st o0

annydrase 47 21 (800 ng/u)
Trypsm—l_nhlbltor 33 17.8 (200 ng/y)
Myoglobin o ’ ] gt
tﬁgi{ﬂ;m . 20,200 12,5 (200 ng/l)
Aprotinin 16 6,5 (400 ng/pl)

- 3,5 (400 ng/ul)

Glucagon

Protein-GroéRenstandards. Angaben in kDa
B-9 Affinitatsmatrices
TALON-Matrix zur Proteinaufreinigung (ClonTech, Heidelberg)

Ni-NTA-Agarose zur Proteinaufreinigung (Qiagen, Hilden)
Ni-NTA-Konjugat, gekoppelt an Alkalische Phosphatase (Qiagen, Hilden)
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B-10 Chemikalien

Alle sonst nicht ndher bezeichneten Chemikalien wurden von folgenden Firmen
bezogen:

Bachem, Heidelberg

Biomol, Hamburg

Boehringer Mannheim, Mannheim

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

B-10-1 Spezielle Chemikalien

Acrylamid (Serva)
Agarose fur Gelelektrophorese (Sigma)
Albumin Rinderserum Fraktion V (BSA) (Roth)
Ammoniumpersulfat (APS) (Serva)
Ampicillin (Sigma)
5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP) (Gerbu)
Coomassie Brilliant Blue R250 ((Serva)
N,N-Dimethylformamid (DMF) (Roth)
Dithiothreitol (DTT) (Biomol)
Ethidiumbromid (Serva)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (Serva)
Guanidiniumhydrochlorid (GHC) (ICN)
Harnstoff (ICN)
Isopropyl-3-D-thiogalactopyranose (IPTG) (Gerbu)
Kanamycinsulfat (Serva)
3-Mercaptoethanol (Serva)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Roth)
Nitroblautetrazolium (NBT) (Gerbu)
Nitrocellulose (Schleicher & Schuell)

N,N,N‘,N*- Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)



Tween-20 (Polyoxyethylen-sorbitan-monolaureat)

Triton X-100

Tris (hydroxymethyl) aminomethan

B-10-2 Fertig-Kits

(Serva)
(Merck)
(Roth)

DIG DNA Labelling and Detection Kit (Boehringer Mannheim)

T7-DNA-Sequenzierungs-Kit (Pharmacia, Freiburg)

EasyPure DNA Purification Kit (Biozym, Hess. Oldendorf)

Plasmid DNA Praparation-Kit (Pharmacia, Freiburg)

Ligation-Kit (Eppendorf)

B-11 Losungen und Puffer

Alle Puffer sind in ihren Endkonzentrationen angegeben. Bei den Angaben der

Stockldsungen in Klammern handelt es sich um die empfohlenen Konzentrationen

der anzusetzenden Lésungen.

B-11-1 Puffer fir molekularbiologische Methoden

Ligase-Puffer (fir T4-Ligase)
(Stocklbsung 10x)
pH 8,0

T4-Polymerase-Puffer
(Stocklésung 10x)
pH 8,0

50 mM
10 mM
0,5mM
1 mM
1 mM
50 mM

700 mM
1M
70 mM
10 mM
0,2%

Tris-HCI
MgCl,
ATP
DTT
EDTA
NacCl

Tris-HCI
K-Acetat
MgCl,
DTT
BSA
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10xPolymerase-Puffer

pH 7,0 200 mM
60 mM
500 mM
10 mM
SolA 25 mM
pH 8,0 50 mM
10 mM
SolB 02M
1%
SolC 3M
pH 4,5 2M
TE-Puffer 10 mM
(Stocklbsung 100x) 0,1 mM
pH 8,0

B-11-2 Gelelektrophorese Puffer

B-11-2-1 DNA-Gele

TAE-Puffer 40 mM
(Stocklésung 10x) 40 mM
pH 8,0 2 mM
TBE-Puffer

(Stocklbsung 10x) 90 mM

pH 8,3 2,5mM

Tris-HCI
MgCl,
KCI
DTT

Tris-HCI
Glucose
EDTA

NaOH
SDS

Na-Acetat

Essigsaure

Tris-HCI
EDTA

Tris-OH
Na-Acetat
EDTA

Tris-Borat
EDTA



Farbmarker nativ (FM)

Farbeldsung fir DNA-Gele
(Stocklésung 10.000x)

B-11-2-2 Protein-Gele

Probenpuffer fir Proteine (2x)

pH 6,8

Acrylamidlésung (30:1)
pH 6,8

Sammelgelpuffer

(Stocklosung 4x)

Trenngelpuffer

(Stockldsung 4x)
pH 8,8

Tris-Glycin-Puffer (TG)
(Stocklosung 10x%)

Farbeldsung fur Proteingele

2

0,4 mg/ml
0,2 mg/ml
0,1 mM
75 %

2 ug/ml

125 mM
10 %
20 %
4 %
0,02 %

30 %
0,75 %

125 mM
0,1 %

375 mM
0,1 %

25 mM
192 mM
0,1 %

0,1 %
50 %
10 %

Xylencyanolblau
Bromophenolblau
EDTA

Glycerin
Ethidiumbromid

Tris-HCI
[3-Mercaptoethanol
Glycerin
SDS

Bromphenolblau

Monoacrylamid

Bisacrylamid

Tris-HCI
SDS

Tris-HCI
SDS

Tris-OH
Glycin
SDS

Coomassie Blau
Ethanol

Essigsaure
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Entfarbelbsung fir Proteingele 5 % Ethanol

7,5% Essigsaure

B-11-3 Puffer und L6ésungen fur Western-Blot, das Screening und den Line-Blot

B-11-3-1 Standardpuffer

Denaturierungslésung 0,2M NaOH
1 % SDS
Neutralisierungslésung 200 mM Tris-HCL
pH 7,0
Transferpuffer 25 mM Tris-OH
(TG-Puffer+Ethanol) 192 mM Glycin
10 % Ethanol
1x TBST-Puffer 10 mM Tris-HCI
(Stocklbsung 20x) 150 mM NacCl
pH 8,0 0,05% Tween 20
1x TBS-Puffer 10 mM Tris-HCI
(Stocklésung 20x) 150 mM NacCl
pH 8,0

B-11-3-2 Antigenverdinnungspuffer

Ag-Puffer 1 1 x TBST
0,2 % Tween 20
10 % Glycerin
1mM DTT
Ag-Puffer 2 1 x TBS
10 % Glycerin
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Ag-Puffer 3 1 x TBS

10 % Glycerin

1mM DTT
Ag-Puffer 4 1 x TBS

10 % Glycerin

1mM DTT

1 mM CaCl2

B-11-3-3 Antikdrperverdinnungspuffer

Ak-Puffer 1 1 x TBST
1 % BSA
1mM DTT

Ak-Puffer 2 1 x TBST
1 % BSA
1mM DTT

3 mM EDTA

B-11-3-4 Waschlésung und Puffer fir die Farbreaktion

Waschpuffer 1 x TBST
0,5 M NacCl
Alkalische-Phosphatase-Puffer 100 mM
pH 9,5 100 mM
5mM
Stop-Mix 10 mM
pH 8,0 1mM
Abséttigungspuffer 1 x
1%

Tris-HCI
NacCl
MgCI2

Tris-HCI
EDTA

TBST

Tween 20



25

Colloidal-Gold und Protein A Puffer 0,1% Tween 20
1 x PBS
0,1 % PEG 2000

B-11-3-5 Farbeldsungen

BCIP-L6sung 50 mg/ml BCIP (Bromochlorindolylphosphat)
in 100%igen DMF (Dimethylformamid)

NBT-LAsung 50 mg/ml  NBT (Nitrobluetetrazolium)
in 70%igen DMF

B-12 Fotomaterial und Réntgenfilme

Agfa Rodimal, Negativentwickler (Agfa-Gevart, Leverkusen)

lIford llfospeed, Papierentwickler (liford Limited Mobberley, Cheshire)
lIford Pan F, 18 Din, Negativfilm (liford Limited Mobberley, Cheshire)
Iford RC DE LUXE, Fotopapier (liford Limited Mobberley, Cheshire)
Kodak X-omat XAR5 Réntgenfilme (Eastman Kodak, Rochester, NY)
Polaroid 667 Professional (Polaroid Corporation, Cambridge, MA)
Tetenal Negativfixierer (Tetenal Photowerk, Norderstedt)
Tetenal Papierfixierer (Tetenal Photowerk, Norderstedt)

B-13 Gerate

B-13-1 Blot-Apparatur

Fast-Blot-Apparatur (Biometra, Gottingen)

B-13-2 Gel-Elektrophorese-Systeme

Horizontales Minigel-System (AGS, Heidelberg)

Minigelkammern (Keutz, Reiskirchen)
Spannungsgeber EPS 500/400 (Pharmacia,Freiburg)



Spannungsgeber 2297 Macrodrive 5

Geltrockner

B-13-3 Zentrifugen

Kihlzentrifugen

Tischzentrifugen

B-13-4 Schuttler

Bakterien-Schattler Typ 3020
Certomat R
Diffusions-Entfarbeapparatur
Mixer 5432

B-13-5 PCR-Gerate

Gene ATAQ Controller
UNO Thermoblock
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(LKB, Bromma, Schweden)

(Biorad, Muinchen)

J2-21 (Beckman Instruments, Summerset)
Mit den Rotoren JA 10, JA 14, JA 17, JA 20
Minifuge 2 (Heraeus, Hanau)

Biofuge A (Heraeus, Hanau)

5415 (Eppendorf Geratebau, Hamburg)

(Gesellschaft fur Labortechnik, Burgweldel)
(Braun, Melsungen)

(Desaga, Heidelberg)

(Eppendorf Geratebau, Hamburg)

(Pharmacia, Freiburg)

(Biometra, Gottingen)

B-13-6 Gerate fur Ultraschall-Aufschluss

Desintegrator Sonoplus HD70
Mikrospitze UW

B-13-7 ELISA-Reader

Microplate Reader 3550-UV

Precision Microplate Reader Emax

Microplate Reader MR5000
ELISA plate washer

(Bandelin Electronic, Berlin)

(Bandelin Electronic, Berlin)

(Biorad, Muinchen)

(MWG Biotech, Ebersberg)
(Dynatech, Burlington, MA)
(Dynatech, Burlington, MA)
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B-14 Sonstiges Material

Zeichenkegel 1mm Dundmesser (Rotring, Hamburg)

Zeichenbrett DIN A4 (Rotring, Hamburg)
Inkubationswannen Acutran (Schleicher und Schuell, Dassel)

Standard Mikrotiterplatten (Greiner, Solingen)
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C- METHODEN

C-1 Immunologische Methoden

C-1-1 Immunoscreening der | gt11/1 ZAPI1-Expressions-cDNA-Genbanken

Rekombinante | gt1ll bzw. | ZAPII Phagen, die fir immunreaktive Proteine kodieren,
wurden mit Hilfe eines Humanserumpool (10 Seren, welche stark positiv reagieren,
wurden zu einem Pool gemischt) nach der Methode von Young & Davis (1983a & b)
aus der S. mansoni | gtl1-Ei-cDNA-Genbank und aus der S. japonicum | ZAPII -

cDNA-Genbank aus adulten-Wuirmern isoliert.
C-1-1-1 Plattieren der cDNA-Genbanken

Die cDNA-Genbanken wurden wie unter(C-3-5) beschrieben in einer Dichte von etwa
4 10* pro NZY-Agaroseplatte (12" 12cm) ausplattiert und bei 42°C inkubiert (die

Plaques sollten gerade erkennbar sein).

C-1-1-2 Induktion von B-Galaktosidase-Fusionsproteinen

Danach wurden zuvor in 10mM IPTG getrankte und bei Raumtemperatur getrocknete
Nitrocellulose-Filter luftblasenfrei aufgelegt und 2-3h bei 37°C weiter inkubiert. Die
Position der Filter wurde durch Einstechen mit der Spitze einer Pasteurpipette
markiert und die Filter vorsichtig abgehoben. Die Platten missen vor Abnahme der
Filter fur ca 20 min in den Kuhlraum gestellt werden (der Weichagar konnte an den
Filtern kleben bleiben). Zur Anfertigung von Duplikaten kann nach Entfernung des

ersten Filters ein zweiter aufgelegt und nochmals fir 3 h bei 37°C inkubiert werden.

C-1-1-3 Reaktion mit dem Antiserum

Vor der Inkubation der Filter mit dem Antiserum werden freie Proteinbindungsstellen
auf den Nitrocellulosefiltern abgesattigt, indem sie 1 h bei RT in 1% BSA, 1 ~ TBS,
und 0.05% Tween (Blocking-Solution) inkubiert werden (BATTEIGER et al, 1982).
Zur Bindung des ersten Antikorpers wurden die Filter fir 3 - 4 h bei RT oder Uber
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Nacht bei 4°C in 1: 200 bis 1: 1000 (in 0.5 % BSA, 1 = TBS, 0.05 % Tween)

verdinntes praabsorbiertes Antiserum gelegt. Dieses praabsorbierte Serum muss im
Voraus zubereitet werden.
Nach der Inkubation werden die Filter dreimal fir je 10 min mit 1 © TBST gewaschen,

um Uberschuissiges Antiserum zu entfernen.

Praabsorption des Humanserums:

a)- Extrakt aus | gtll-infizierten Zellen:

Auf die benutzten Platten der am Vortag gescreenten Genbank wurden jeweils 2,5 ml
1 ~ TBST gegeben, ca 20 min stehen lassen und gelegentlich geschuttelt. Der
Uberstand wurde abgesaugt und 10 min bei 10000 rpm zentrifugiert, um Bakterien zu
entfernen. In den klaren Uberstand wurden danach 10 = 10 cm Nylon-Filter gelegt (5
min). AnschlieBend wurden die Nylon-Filter einmal mit TBST gewaschen, dann in 1%
BSAin 1"~ TBST gelegt (1 min).

b)- Praadsorption des Humanserums:

200 pl des ,Humanserumpool” wurden in 20 ml 1 % BSA, 1 ~ TBST verdinnt, einer
der praparierten Nylon-Filtern eingelegt und 2 h bei 4°C leicht geschittelt. Dann
wurde der erster Filter durch weitere praparierte Nylon-Filter ersetzt und 2 bis 3 h
weiter geschiittelt. Danach wurden die Nylon-Filter entfernt und das praadsorbierte

Serum bei 4°C gelagert.

C-1-1-4 Nachweis der Bindung antigenspezifischer Antikorper

Der Nachweis gebundener Antikdrper erfolgte durch Inkubation der Filter mit an
alkalische Phosphatase gekoppelten anti-Human-Antikérpern (IgG) (1: 7500 in 1 %
BSA, 1 ~ TBST verdinnt). Uberschiussiges Antiserum wurde wie oben durch
dreimaliges Waschen entfernt.

Die Farbreaktion lief in Alkalischem Phosphatase- (AP) Puffer (100 mM Tris-HCI pH
9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCI2) ab und beruhte auf der Umsetzung von BCIP und

NBT zu einem unldslichen Farbstoff.



30

Beide Substanzen wurden frisch zugesetzt, 30 pl BCIP-Lésung (50 mg/ml in 100 %
Dimethylformamid) und 30 pl NBT-Losung (50 mg/ml in 70 % Dimethylformamid) auf
10 ml Puffer. Die Filter wurden einzeln in AP-Farbsubstrat-Loésung gelegt und die
Farbentwicklung beobachtet. Die Anfarbung dauert in der Regel 2 - 10 min und geht
bis zu 4 h weiter, wenn sie nicht gestoppt wird. Die Farbreaktion wurde durch
Uberfuihren der Filter in Stop-Mix (20mM Tris-HCI, pH 8.0, 5mM EDTA) beendet. Die

Nitrocellulose-Filter wurden anschlieRend getrocknet und im Dunkeln aufbewahrt.
C-1-1-5 Isolation von Phagen

Die positiven Plaques wurden durch Einstechen mit der Spitze einer Pasteurpipette
vorsichtig isoliert und in Eppendorfrohrchen mit 1 ml Phagenpuffer Gberfuhrt. Davon
wurden zwei bis drei Verdinnungen (10'2 bis 10'4) auf 9 cm NZY-Platten wieder
ausplattiert. Die Platte mit der gunstigsten Zahl von Plaques (mehrere 100) wurde
wie zuvor erneut gescreent. Nach viermal Screenen wurden saubere abgetrennte

positive Plaques isoliert.
C-1-1-6 Phagen-Lysate

Um die Phagen auf lange Zeit lagern zu konnen, wurde aus jedem isolierten
positiven Plaque ein Lysat wie folgt hergestellt:

10* Phagen wurden jeweils auf einer 8 cm NZY-Platte mit 3 ml Weich-Agar plattiert
und uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden auf jede Platte 1.5 ml NZY Medium zugegeben und 2 bis 3
h bei RT schiitteln gelassen. Danach wurde jeder Uberstand 1 min zentrifugiert und
in ein neues Eppendorfréhrchen Uberfihrt. Nach Zugabe von jeweils 20 pl CHCl
wurden die Phagen-Lysate bei 4°C gelagert.

C-1-2 Western-Blot-Analyse

Proteine wurden nach elektrophoretischer Auftrennung mit Hilfe einer Fast-Blot-
Apparatur von Polyacrylamid-Gelen auf Nitrocellulose Ubertragen. Dazu wurden
nacheinander ein Whatman-Papier, die Nitrocellulose-Membran, das Proteingel und

wiederum ein  Whatman-Papier, jeweils mit  Transferpuffer  getrankt,
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Ubereinandergelegt. Der Transfer wurde bei einem Minigel fur 1 h bei 70 mA
durchgefiihrt. Zur Kontrolle des Blots wurde das Proteingel mit Coomassie angefarbt.
Transferpuffer: 1~ Tris/Glycin-Puffer, 20 % Methanol

Zur Absattigung freier Proteinbindungsstellen wurde die Nitrocellulose nach der
Transfer 30 min bis 1 h mit 3 % BSA in TBST-150 inkubiert. Die Reaktion mit
Antiserum erfolgt mindestens 1 hin 1 ©~ TBST, 1 % BSA (Verdinnung abhéngig vom
eingesetzten Serum). In Anschlul3 an die Inkubation mit dem Antiserum wurde die
Nitrocellulose mit 1~ TBST mehrmals gewaschen.

Anschlieend erfolgte der Nachweis gebundener Antikrper wie beim
Immunoscreening durch Inkubation mit einem alkalische Phosphatase-konjugierten
zweiten Antikorper (1. 7500 verdinnt in 1 ©~ TBST, 1 % BSA) und Farbreaktion wie
unter C-1-1-4 beschrieben.

C-1-3 Line-Blot

Bei diesem von ROSSI et al (1991) erstmals beschriebenen Verfahren wurden
Antigene mit Tuschestiften (Zeichenkegel) direkt auf Nitrocellulose aufgetragen. Das
Verfahren beruht auf dem Prinzip des indirekten ELISA. Die bendtigten Antigene
wurden in  einem geeigneten Antigenverdinnungspuffer (Ag-Puffer) in die
Tuschestifte gefullt (ca 100 pl pro Stift) und anschlieRend als durchgehende Linie auf
die Nitrocellulose aufgetragen. Darauf folgt eine Absattigung der Nitrocellulose mit 1

TBST, 1 % Tween 20 fur 30 min. Die Nitrocellulose wurde mit Hilfe eines
Streifenschneiders senkrecht zur Auftragsrichtung der Antigene in 4 mm breite
Streifen geschnitten. Diese praparierten Streifen stellen das Ausgangsmaterial fur die
Diagnose dar. Die zu untersuchenden Humanseren (Infektionsseren und
Kontrollseren) wurden in einem geeigneten Antikorperverdinnungspuffer (Ak-Puffer)
eingesetzt. Es wurden 500 ul des Ak-Puffer plus 5 ul des zu untersuchenden Serums
(Endkonzentration: 1:200) in Inkubationswannen vorgegeben. Die praparierten
Streifen wurden fur 1 Stunde auf einem Diffusions-Schittler in  den
Serumverdinnungen inkubiert. Es folgten drei gemeinsame  10minttige
Waschschritte der NC-Streifen in 150 bs 250 ml Waschlésung (1 = TBST, 0.5 M
NaCl). Danach folgte der Inkubationsschritt mit dem zweiten Antikorper (lgG-Fc,
alkalische Phosphatase konjugiert) fir eine Stunde in Ak-Puffer in einer 1: 7000

Verdinnung.
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Es wurden je 500 pl pro Streifen in die Inkubationswannen vorgegeben.
Anschliel3end erfolgte ein Waschschritt wie oben und die Farbreaktion wie unter C-1-

1-4 beschrieben.

C-2 Molekularbiologische Methoden

C-2-1 Untersuchung rekombinanter Phagen

C-2-1-1 Bestimmung der cDNA-L&nge in Lambda gt11 mit PCR

Isolierte Phagen-Plagues wurden aus Agar-Platten ausgestochen und in 500 ul
Phagenpuffer suspendiert. Von jeder Phagen-Suspension wurden 2 pl abpipettiert
und in ein Eppendorfrohrchen mit 100 pl Wasser uberfiihrt, kurz gevortext und zur
DNA-Denaturierung 10 min lang in ein kochendes Wasserbad gestellt. Die Proben
wurden danach rasch abgekuhlt. Somit bleiben die Einzelstrange getrennt. Von jeder
Probe wurden jeweils 2 pl als Template fiir die PCR-Reaktion eingesetzt. Folgender

Ansatz wurde verwendet:

2 ul Template (aufgekochte Phagen-Suspension)
1ul 10" Tag-Puffer (Promega)

1 pl 25 mM MgCl,

1 uldNTPs (2,5 mM)

1 pll gtll forward primer (20 uM)

1 ull gtll reverse primer (20 uM)

0,2 ul Tag-Polymerase (5 Units pro pl)

mit H2O auf 10 | Gesamtvolumen auffullen und

mit 10 pl Paraffin6l tberschichten und in einen Thermocycler stellen.
Die einzelnen Temperaturschritte betrugen fur insgesamt 35 Zyklen:
Denaturierung: 30s 94°C
Annealing: 60s 60°C
Polymerisation: 90s 72°C
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Nach Beendigung des Zyklus wurden die Proben auf einem Stick Parafilm mit einem
Tropfen Auftragspuffer gemischt und auf ein 1 % Agarose- oder 6 %
Polyacrylamidgel aufgetragen. Danach wurde das Gel in Ethidiumbromidlésung

gefarbt, gewassert und auf einem UV-Schirm betrachtet und fotografiert.

C-2-1-2 Praparative PCR

Zur Subklonierung in den Expressionsvektor pDS-Sti2 wurde die cDNA aus | gtll-
Phagen durch spezieller Primer (sti2-11 forward und sti2-11 reverse) mittels PCR um
die sog. ,sticky“-Sequenzen verldngert, die zur Insertion in den Vektor dienten (s.
Ergebnisse Abb. 7). Als Template diente jeweils eine geringe Menge der
analytischen mit den Primern | gtll forward und | gtll reverse gewonnenen PCR-

Ansatze.

2 ul Template (Aliquot des entsprechenden analytischen PCR-Fragmentes)
3 ul 10° Tag-Puffer (Promega)

3 pl 25 mM MgClk

3 U dNTPs (2,5 mM)

1 ul sti2-11 forward (10 pM)

1 pl sti2-11 reverse (10 uM)

1 ul Tag-Polymerase (5 Units/ul)

auf 30 pl mit HO auffillen und mit Paraffin Uberschichten. Die Amplifikation

erfolgte in insgesamt 25 Zyklen:

Denaturierung: 30 sec 94°C
Annealing: 30 sec 60°C
Polymerisation: 60 sec 72°C

Nach elektrophoretischer Auftrennung und kurzem Anfarben mit Ethidiumbromid
wurde die entsprechende DNA-Bande aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des
EASY PURE Kits (Biozym) nach dem Protokoll des Herstellers gereinigt. Ein Aliquot
der DNA wurde auf einem Agarosegel analysiert.
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C-2-2 Enzymatische Reaktionen an DNA

C-2-2-1 Restriktion von DNA

Zum Zweck einer Ligation oder einer Identifizierung positiver Klone, wurde
die endonukleolytische Spaltung von DNA nach den Standardvorschriften
(SAMBROOK et al., 1989) durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen fir die einzelnen
Enzyme entsprachen dabei den Angaben der jeweiligen Hersteller. Praparitive DNA-
Restriktionen wurden fiur 2-3h inkubiert wahrend fur analytische Zwecke eine
Reaktionszeit von einer Stunde berechnet wurde. Die Vollstandigkeit der Spaltung

wurde durch Trennung der Fragmente in Agarose-Gelen Uberpruft.

C-2-2-2 Einfull-Reaktion

Bei der Klonierung war meist eine Einfull-Reaktion erforderlich. Dabei handelt es sich
um Uberhdngende Enden von Restriktionsfragmenten das man erst zu Blunt-Enden
umwandeln sollte. Uberhangende 5° —Enden von DNA-Fragmenten kénnten durch T4
DNA Polymerase effizient mit dNTPs aufgefillt, 3 —tberhdngende Enden durch die
3'® 5'- Exonuklease-Aktivitat der DNA Polymerase | (Klenow) abgebaut werden.

Nach vollstandiger Spaltung der DNA wurden drekt in den Restriktionsansatz alle 4
Nucleotide in einer Endkonzentration von 100 mM zugegeben und die Reaktion mit
100 U/ml Enzym gestartet. Nach 20 min Inkubation bei RT oder 30 min bei 11°C
wurde die Reaktion gestoppt (10 min bei 75°C). Dann wurde der Ansatz mit
Glasmilch (EASY PURE) gereinigt.

C-2-2-3 Ligation

Die Ligation von DNA-Molekilen erfolgte mit Hilfe von T4-DNA-Ligase. Bei Insertion
von DNA-Fragmenten in Plasmide wurde der Vektor in einer Konzentration von 0,01-
0,1 pmol/10-20 pl Reaktionsansatz eingesetzt, das jeweilige Insert im drei- bis
funffachen molaren UberschuR. Um die Insertions-Effizienz abschatzen zu kénnen,
wurde als Negativ-Kontrolle ein Ligationsansatz mit dem Vektor allein parallel dazu
durchgefuhrt. Fur Religationen linearisierter Plasmide reichten bereits 0,001-0,01

pmol DNA/10 ul aus. Fur die Liegierung homologer tberstehender Enden (Sticky-
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ends) wurden 250 U/ml Ligase eingesetzt. Bei ,blunt end" Ligationen wurde die
Ligasekonzentration auf 500 U/ml erhoht. Die Ligation erfolgte nach einer Inkubation
von 4 h bei RT oder tber Nacht bei 15°C.

C-2-3 Klonierung von PCR-Fragmenten in pDS-Sti2-His Vektor

Um die von den Phagen aufgenommenen Schistosoma-cDNA sequenzieren zu
konnen wurden die PCR-Fragmenten in den Vektor pDS-Sti2-His (E. Beck)
umkloniert. Die Klonierung von PCR-Fragmenten nach diesem System beruht auf
dem Prinzip, dal3 anstelle von Schnittstellen von Restriktionsenzymen kinstliche
sticky-ends von jeweils 15 Nukleotiden Lange sowohl in den Vektor als auch in das
DNA-Fragment eingefuhrt und anschliel3end miteinander hybridisiert werden.

Es wurden folgende Schritte gemacht:

aJ- Linearisierung des Vektors pDS-His-Sti2:
20 pl Plasmid DNA
5 ul NEB4 Puffer
2 pl NgoMl
23 pl H,0
Der Ansatz wurde dann bei 37°C inkubiert und nach 1 h 5 pl davon auf einem 1%
Agarosegel aufgetrennt. Als Kontrolle wurde parallele umgeschnittenes Plasmid-DNA

aufgetragen.

b]- Einfuhrung von sticky ends in pDS-sti-His:
40 pl linearisierte DNA (2-5 ug)
5ul10” T4- Pol-Puffer
5ulmMdTTP
1 yl T4 DNA Polymerase
Der Ansatz wurde 30 min bei 20 — 25°C (RT) inkubiert, anschlieRend mit Glasmilch
gereinigt und in 50 pl TE aufgenommen.
10" T4- Pol-Puffer: 0.7 M Tris/HCI pH 8.0
70 mM MgCl,
1.0 M K-acetat
10mM DTT
2 mg/ml BSA
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c]- Einflhrung von sticky-ends in das PCR-Fragment:

Auf dem cDNA-Fragment waren die Sequenzen fur die komplementaren sticky-ends
durch PCR mit den Primern sti2-11 forward und sti2-11 reverse eingefuihrt worden (s.
C 2-1-2). Danach wurde das PCR-Fragment mit T4 DNA Polymerase 20 min bei RT
inkubiert, diesmal aber in Anwesenheit von dATP. Der Ansatz wurde danach mit

Glasmilch gereinigt und in 10 pl TE aufgenommen.

d]- Hybridisierung

0.3 ul Vektor-DNA

1 pl Fragment

2.3 ul 1 M NaCl/20 mM Tris pH 8.0
Der Ansatz wurde 1 bis 3 h bei RT inkubiert und danach zur Transformation von
100-200 ul XL-1 Blue/pREP Ca-Zellen eingesetzt.

C-2-4 Umwandlung der lambda ZAPI1-Klone im Phagemide

Zunéchst wurden Ubernachtkulturen von E.coli XL1-Blue MRF* und E. coli XLOLR in
NZY Medium mit Tetracyclin (25 pg/ml) und Maltose (0.2%) angelegt.

Die zwei Ubernachtkulture wurden dann in einem Verhéltnis von 1:3 mit frischem
NZY Medium verdinnt und auf Eis gestellt.

Danach wurde in einem sterilen 15 mi-Plastikrohrchen,

200 pl XL1-Blue MRF* Zellen

100 ul Phagensuspension aus einem isolierten Plaque (zuerst zentrifugiert)

1 ul Helferphagen (ExAssist, > 10° pfu/pl), gemischt.
Der Ansatz wurde 15 min bei 37°C inkubiert. Dann wurden 3 ml NZY Medium
zugegeben und 3 h bei 37°C geschiittelt. Die Inkubation tGber Nacht ist auch méglich.
Danach wurden die Probe 20 min bei 65-70°C erhitzt und fur 10 min in einem Swing-
out Rotor zentrifugiert. AnschlieRend wurden 1 bis 2 ml von jedem Uberstand
(Phagemid) in sterile Eppendorfrohrchen Uberfuhrt und bei 4°C gelagert.
Im Anschluf3 wurden einzelne Klone mit Phagemid wie folgt isoliert:
200 pl von XLOLR Zellen und 2 pl von Phagemid wurden in einem sterilen
Eppendorfrohrchen gemischt. Nach einer 15minitigen Inkubation bei 37°C wurden
50 ul davon auf eine Ampicillin-Platte (100 pug/ml) ausgestriechen und tber Nacht bei
37°C inkubiert.
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C-2-5 Praparation von Plasmid-DNA

Die unter Selektionsdruck gewachsenen Bakterien wurden abzentrifugiert, das Pellet
in Sol A resuspendiert und mindestens 5 min bei RT inkubiert. Durch rasche Zugabe
von Sol B wurden die Zellen lysiert, DNA und Proteine denaturiert, die RNA wurde
hydrolysiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis, wurde Sol C zugegeben, der Ansatz
vorsichtig aber gut durchgemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Die Plasmid-DNA
blieb in Losung und konnte von den ausgeféllten Proteinen, der genomischen DNA
und Membranresten durch Zentrifugation abgetrennt werden. Die Menge der

zugegebenen Lésungen richtete sich nach dem jeweiligen Kulturvolumen:

Kulturvolumen 1,5ml 40 ml 250 ml
Sol A 100 pl 4 ml 10 ml
SolB 200 pl 8 mi 20 mi
SolC 150 pl 6 ml 15 ml

Zusammensetzung der Losungen:

Sol A: 25mM Tris-HCI pH 8,0
10mM EDTA
50 MM Glucose

Sol B: 02M  NaOH
1% SDS

Sol C: 3M K-Acetat (fur Midi oder Maxi-Praparation, Na-Acetat)
2 M Essigsaure

Nach 20 min Zentrifugation bei 15000 ~ g wurde der Uberstand mit einem Volumen
80 % Phenol, dann mit einem Volumen Phenol/Chloroform, und schlie3lich mit einem
Volumen Chloroform extrahiert. Bei jedem Extraktionsschritt wurden die Ansatze
heftig gevortext und fir 5 min auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 2,5 Volumen 100
% Ethanol und Inkubation auf Eis (10 bis 20 min) wurde die DNA gefallt.
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Das Prazipitat wurde abzentrifugiert und Uberschissiges Salz durch zweimaliges
Waschen mit 80 % Ethanol entfernt. Die gewonnenen DNA wurde vollstandig
getrocknet und in einer TE/RNase—-Ldsung resuspendiert. Alternativ zu dieser
Methode wurden auch Affinitatssdulen den Firmen Qiagen und Pharmacia (Mini, Midi
Maxi-Kit) verwendet. Die Durchfihrung der Plasmid-Reinigung entsprach den

Anleitungen der Hersteller.

C-2-6 Sequenzanalyse

Fir die DNA-Sequenzanalyse wurde der T7-Sequenzierungs-Kit der Firma
Pharmacia eingesetzt. 2-4 ug Plasmid-DNA in 8 pl TE wurden mit 2 pul 2 M NaOH fir
10 min bei RT denaturiert. Anschlie3end wurde die Losung durch Zugabe von 10 pl
0,9 M Natriumacetat pH 4,5 neutralisiert. Nach Zugabe von 3 Volumen 100%igen
Ethanols wurde die DNA fir 5 min bei RT und 5 min auf Eis prazipitiert, fir 10 min
abzentrifugiert, mit 75%igem Ethanol gewaschen und schlie3lich getrocknet. Danach
wurde das Pellet in 10ul Wasser aufgenommen. Anschliel3end wurden 2 pmol Primer
sowie 2 pl Annealing-Puffer zugegeben. Die Mischung wurde auf 65°C erhitzt und
wahrend 30-60 min wieder auf RT abgekihlt. Zu dem Template-Primer-Hybrid
wurden 3 pl Labelling- Mix (dCTP, dTTP, dGTP, 0,5 pl [a-*S]dATP (=5 uCi), 0,5 pl
0,1 M DTT sowie 2 pl T7-Polymerase (3 U) gegeben.

Nach 5 min bei RT wurden jeweils 4,5 ul des Ansatzes in vier getrennte
Reaktionsgefalie Uberfuhrt, in die zuvor jeweils 2,5 der Sequenzierungsmixe (jeweils
80 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP und 8 pM des jeweiligen dNTP) pipettiert worden
waren. Nach Inkubation fir 5 min bei 37°C wurden die Reaktionen durch Zugabe von
jeweils 5 pl Farbmarker fir denaturierende Gele gestoppt. Nach Erhitzen auf 90°C fur

3 min wurden jeweils 1,5 pl der Proben auf einem Sequenz-Gel analysiert.

C-3 Mikrobiologische Methoden
C-3-1 Kultivierung von E. coli

E. coli- Stamme wurden unter ausreichender Belilftung in Standard 1-Medium und
unter Selektionsdruck Uber Nacht kultiviert. Die Inkubationstemperatur betrug bei
allen verwendeten Stamme 37°C, aul3er bei E. coli 537. Dieser Stamm wurde bei

28°C kultiviert. Die Dichte stationarer Kulturen betragt ca 1-2 . 10° Zellen /ml.



C-3-2 Transformation von E. coli

C-3-2-1 Kompetente Bakterien: Calciumchlorid-Methode

Zur Transformation von E. coli Zellen zur Aufnahme von extrachromosomaler DNA
wurde eine Modifikation der Methode nach HERRMANN et al.,, 1980 verwendet.
Frische Ubernachtkulturen wurden im Verhéltnis 1: 100 in Standard [-Medium
angeimpft und bei 37°C inkubiert. Bei einer Dichte von 1-2 ~ 10® Zellen/ml
(exponentielle Wachstumsphase) wurden die Bakterien-Kulturen pelletiert (5 min bei
5000 g) und in ¥Kulturvolumen eiskalter 30 mM CaCl, resuspendiert.

Nach 30 min auf Eis wurden die Zellen erneut pelletiert (2 min bei 5000 rpm) und in
1/20 Ausgangsvolumen 30 mM CaCl, aufgenommen. Die Kompetenz der Zellen
blieb auf Eis fur etwa 1 Woche erhalten.

C-3-2-2 Transformation

Bei Rucktransformationen von intakten Plasmiden reichte bereits eine DNA-Menge
von 0,001 pmol aus. Fir Ligationsansatze wurden 0,05-0,1 pmol DNA eingesetzt. Die
Inkubation erfolgte mit 100-200 pl kompetenten Bakterien fur 30 min auf Eis. Nach
Hitzeschock (5 min bei 37°C) wurden 0,8 ml antibiotikafreies Standard [-Medium
zugegeben und 30 min bis 1 h bei 37°C inkubiert (E. coli 537, bei 28°C). Durch kurze
Zentrifugation (ca 20 Sekunden) wurden die Bakterien pelletiert, das Medium
dekantiert und nach Resuspendierung im Restiiberstand auf den entsprechenden
Antibiotikaplatten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte tber Nacht bei 37°C bzw.
28°C fur E. coli 537. Es wurden parallel positive und negative Kontrolle durchgefuhrt
um die Kompetenz der Bakterien und die Menge falsch positive Klone abschatzen zu

kdnnen.

C-3-3 Expression von MS2-Fusionsproteinen in E. coli

MS2-Expressionsvektoren wurden in E. coli 537 Bakterien unter Kanamycin- und
Ampicillin-Selektion bei 28°C dber Nacht vermehrt. Von einer solchen
hochgewachsene Kultur wurde im Verhaltnis 1:5 auf 42°C vorgewarmtes antibiotika-

freies Standard | Medium tbergeimpft.
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Das Endvolumen betrug bei analytischen Ansétzen 2,5 ml, bei praparativen
Ansatzen meist 250 ml. Bei ausreichender Bellftung wurden die Kulturen 2 h unter
kraftigem Schitteln bei 42°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien
abzentrifugiert. Im Fall der analytischen Ansatze wurde das Pellet in 100 pl 4 ~
Probenpuffer aufgenommen, 10 min bei 95°C gekocht und 20 ul auf einem SDS-
PAA-Gel analysiert. Bei praparativen Ansatzen wurde eine Fusionsprotein-Reinigung
durchgefihrt (C-4-1).

C-3-4 Expression von Histidin-Fusionsproteinen

Mit pDS/pQE-Derivaten tansformierte E. coli XI-1 Blue, die das Repressorplasmid
pREP4 und den Expressionsvektor enthalten, wurden unter Kanamycin- (50 pg/ml),
Ampicillin- (250 pg/ml) und Tetracyclin- (15 pg/ml) Selektion in Standard-l-Medium
Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. Aus den frischen Ubernachtkulturen wurden im
Verhéltnis 1:10 angeimpft und nur noch unter Ampicillin-Selektion 30 min bei 37°C
weiter inkubiert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von 2 mM Isopropyl-f3-
D-thiogalactosid (IPTG) induziert, anschlieend wurden die Kulturen fiir weitere 3-4 h
inkubiert. FUr analytische Zwecke wurden Aliquots der Kulturen abzentrifugiert, mit
Probenpuffer fur 10 min bei 95°C aufgekocht und mit Hilfe von SDS-PAGE

analysiert.

C-3-5 Plattieren von Lambda-Phagen

Die Angaben beziehen sich auf Platten mit einem Durchmesser von 12 cm, bzw. 9
cm. Zuerst wurde eine Phagentiterbestimmung durchgefihrt, um die geeignete
Verdinnung (die in NZY-Medium erfolgt) fir das Plattieren zu bestimmen. Dann
wurde von der entsprechenden Verdinnung jeweils 100 ul in Wassermannrohrchen
mit 0,5 ml (0,1 ml) einer frischen Kultur von E. coli gemischt. Die Mischung wurde 10
min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde 10 ml (3 ml) Weichagar, der auf 42°C
vorgewarmt wurde, zugegeben, kurz gemischt und auf NZY-Agaroseplatten verteilt.
Die Platten wurden 10 min bei RT stehen gelassen und danach bei 42°C 34 h
inkubiert. Fur | gtl1-Phagen (S. mansoni Ei-Bank) wurden E. coli Y1090 als

Indikator-Bakterien eingesetzt. Bei der S. japonicum Genbank wurden die | ZAPII

Phagen in dem Bakterienstamm E. coli XL1-Blue vermehrt.
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C-4 Biochemische Methoden

C-4-1 Reinigung von MS2-Fusionsproteinen

Die Reinigung von MS2-Fusionsproteinen wurde im wesentlichen nach der Vorschrift
von Kupper et al. (1982) durchgefuhrt.

Zellen einer induzierten 250 ml Kultur wurden pellitiert und mit 8 ml 50 mM Tris pH
8,0, 0,1 M NaCl resuspendiert. Nach diesem Waschschritt wurden die Bakterien
abzentrifugiert und in 1,6 ml 10% Sucrose, 50 mM Tris pH 8,0 aufgenommen. Nach
Zugabe von 1,6 ml EDTA (0,5 M) und 1,6 ml Lysozym (5 mg/ml) wurde der Ansatz
fur 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde zur Degradation der Membranen
4 ml Triton-Lyse-Mix zugegeben und weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Die teilweise
lysierten Zellen wurden dann durch eine kurze Ultraschallbehandlung (4 ~ 15 s)
vollstandig aufgebrochen.

Unlésliches Material (Membranfraktion) wurde durch Zentrifugation fir 15 min bei
10.000 rpm pellitiert. Aus diesem Sediment wurden schrittweise durch jeweils
30minutige Inkubation bei 37°C in je 8 ml 5 % Triton X-100 bzw. 1 M Harnstoff bzw. 7
M Harnstoff, 0,2 % [3-Mercaptoethanol (wobei vor jeder Inkubation ein kurzes
Beschallen erfolgte) die Proteine der Membranfraktion riuckextrahiert. Das

Fusionsprotein findet sich in der Regel in der 7 M Harnstoff-Fraktion.

C-4-2 Reinigung von Histidin-Fusionsproteinen

Bakterien einer mit IPTG induzierten Kultur wurden nach 34 h pellitiert und in 1/10
Volumen 6 M Guanidinium/HCI pH 8,0 aufgenommen, gevortext und nach kurzer
Ultraschallbehandlung 1 h auf einem Schuttler bei 37°C inkubiert. Dabei gehen die
Bakterien nahezu vollstandig in Losung. Nach 10minltige Zentrifugation wurde der
klare Uberstand zusammen mit 1/200 Volumen TALON-Affinitatsmatrix (Firma
ClonTech) unter sanfter Durchmischung auf einem Elektrodrehmotor bei RT Uber
Nacht inkubiert. Die Affinitatsmatrix wurde fir 1 min pelletiert und mit 8 M Harnstoff
dreimal bei pH 8,0 und einmal bei pH 7,5 gewaschen. Anschliel3end wurden die an
die Matrix gebundenen Proteine mit einem geeigneten Volumen 100 mM EDTA in 8
M Harnstoff pH 7,5 eluiert. Ein Aliquot der Proteinlésung wurde durch SDS-PAGE

analysiert.
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C-4-3 Alternative Reinigung von Histidin6- Fusionsproteinen

Bakterien einer wie unter C-3-5 beschrieben induzierten Kultur wurden zentrifugiert
und in 10 ml Sonifikationspuffer (10% wi/v Ethylenglycol, 100 mM NaCl, 40 mM Tris,
HCI pH 8,5) resuspendiert. Nach 5 min Ultraschallbehandlung auf Eis, wurden die
Zellen bei 4 °C 10 min zentrifugiert (10.000 x g).

Das Pellet wurde in 10 ml 8 M Harnstoff, 40 mM Tris, 10% wi/v Ethylenglycol, und
250 mM NaCl, HCI pH 8,5 resuspendiert. Nach 10minutige Zentrifugation bei RT
wurde zu dem Uberstand, 750 pl Talonsuspension ¢ 375 ul Bettvolumen) gegeben
und auf einem Elektrodrehmotor 30 min bis 2 h bei RT inkubieren. Nach einer kurz
Zentrifugation (200 x g, 2 min) wurde die Talonmatrix mit 10 ml 8 M Harnstoff, 40 mM
Tris, 10% w/v Ethylenglycol, und 250 mM NaCl, HCI zweimal bei pH 8,5 und einmal
bei pH 7,0 gewaschen. Die Affinitatsmatrix wurde nach jeder Waschritt fir 2 min
pelletiert. Nach einer sorgfaltige Entfernung des letzten Waschpuffers wurden die
Proteine mit 1 ml 8 M Harnstoff, 40 mM MES/NaOH pH 6,0, 10% w/v Ethylenglycol,
100 mM NacCl, eluiert. (Alternativ mit 50 mM Imidazol oder 100 mM EDTA in einem
der Harnstoffpuffer)

Nach Zentrifugation (14.000 x g, 2 min bei RT) wurde der Uberstand abgenommen

und Reste von Talon mit Sterilfilter entfernt.

C-4-4 Protein-Konzentration Bestimmung

Die Bestimmung der Konzentration Proteinlosungen erfolgte mit Hilfe des
Bicinchoninséure-(BCA-) Protein-Assays der Firma Pierce. Jeweils 5 pl der zu
untersuchenden Probe wurden mit 100 ul der Detektionslésung (50 Teile Reagent A,
1 Teil Reagent B) vermischt und in Mikrotiter-Platten fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Jede
Messung wurde in Doppelwerten durchgefuhrt. Die Protein-Konzentration konnte
nach Extinktions-Messung bei 570 nm im ELISA-Reader durch Vergleich mit einer
Serumalbumin-Verdinnungsreihe mit Konzentration zwischen 50 und 1000 pg/ml

errechnet werden.



C-4-5 Gel-Elektrophorese

C-4-5-1 DNA-Agarose-Gele

Zur Analyse von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarose-
Gele mit Konzentrationen von 1-2 % mit TAE als Laufpuffer verwendet. Zur Kontrolle
des Laufverhaltens wurden die Proben vor dem Auftrag mit Nativ-Farbmarker (20 %)
vermischt. Die Elektrophorese erfolgte bei 90-110 V. Nach dem Lauf wurden die Gele
mit Ethidiumbromid gefarbt, in Wasser entfarbt und bei 254 nm fotografiert. Fur
praparative Zwecke wurden jedoch nur vertikale Agarose-Gele verwendet, um die
DNA quantitativer aus dem Gel gewinnen zu kdnnen. Um eine Schadigung der DNA
zu vermeiden, wurde auch das Gel nur 2 min gefarbt und kurz bei 366 nm betrachtet.
In Frage kommende Banden im Gel wurden markiert und bei Tageslicht mit einem

Skalpell ausgeschnitten.

C-4-5-2 Polyacrylamidgele

Zur Isolierung und Analyse kleiner DNA-Fragmente (< 400 bp) wurden native
Polyacrylamidgele (6 % in ¥2”° TBE) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte mit 40

mA. Die Lokalisierung der DNA-Banden erfolgte wie bei Agarosegelen.

C-4-5-3 Sequenz-Gele

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente zur Sequenzanalyse wurden denaturiende
Polyacrylamid-Gele verwendet (6 % Polyacrylamid, 7 M Harnstoff in TBE). Vor dem
Probenauftrag wurden die Gele, die eine GrofRe von 200 ~ 400 °~ 0,4 mm besal3en,
fur 1 h bei 40-50 W vorlaufen gelassen. Die eigentliche Elektrophorese erfolgte bei
50-55 W. Nach dem Lauf wurden sie in Ethanol/Essigsaure fur 10 min fixiert, auf
Whatman-Papier aufgezogen und 1 h bei 80°C getrocknet. Die Position der
radioaktiv markierten DNA-Banden wurden durch Autoradiographie nach Auflegen

eines Rontgenfilms und Exposition Uber Nacht bei —70°C sichtbar gemacht.
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C-4-5-4 SDS-PAGE zur Auftrennung von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (LAEMMLI, 1970). In der Regel wurden
6%ige Sammelgele und 15-18%ige Trenngele verwendet, der Vernetzungsgrad

betrug 29:1 (Acrylamid: Bisacrylamid). Die Elektrophorese erfolgte bei ca 10 V/cm.

Trenngel 15 % (flr zwei Minigele)

4" Trenngelpuffer 2,5ml
30 % Acrylamid 50ml
bidest. H,O 2,5ml
Ammoniumpersulfat (APS) 5 mg
TEMED 10

Trenngel 18 % (fur zwei Minigele)

4" Trenngelpuffer 2,5ml
30 % Acrylamid 6,0 ml
bidest. H,O 1,5ml
Ammoniumpersulfat (APS) 5 mg
TEMED 10

Sammelgel 6 % (fir zwei Minigele)

4~ Sammelgelpuffer 1,25 ml
30 % Acrylamid 1,0ml
bidest. H,O 2,75 ml
Ammoniumpersulfat (APS) 2,5 mg
TEMED 5l

Nach dem Lauf wurden die Gele fir 30 min mit Coomassie-Blau geféarbt, in
Ethanol/Essigsaure vollstandig entfarbt und auf dem Geltrockner fir 45 min bei 80°C

auf einem Filterpapier als Trager getrocknet.



D — ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, ein Diagnoseverfahren zu entwickeln, welches den sicheren
Nachweis und moglichst auch die Diskriminierung unterschiedlicher Erregerarten der
Bilharziose zulafit. Dies sollte mit Hilfe speziesspezifischer rekombinanter Antigene
erreicht werden. Eine Diskriminierung der Erregerarten wére zum einen wichtig fur
die korrekte medikamentose Behandlung der betroffenen Patienten, zum anderen
wére dies aber auch eine wichtige Information dartber, in welche Weise gegen die
Ubertrager der Seuche vorgegangen werden muR. Die fiir den Menschen infektiosen
Larvenformen dieser Parasiten werden namlich durch SiRRwasser-schnecken
ausgeschieden, die unterschiedlich fur jede Spezies sind, verschiedene Biotope
besiedeln und dementsprechend mit unterschiedlichen Malinahmen bekampft

werden missen.

Im ersten Abschnitt des Ergebnisteils werden Arbeiten zur Isolierung und
Reindarstellung solche Antigene dargestellt. Der zweite Abschnitt befal3t sich mit der
Frage, wie weit die speziesspezifischen rekombinanten Antigenen fir die

Immundiagnose der Bilharziose eignet sind.

Teil 1: Isolierung und Charakterisierung immunreaktiver Antigene

Zur Durchfuhrung des ersten Teils dieser Arbeit muf3ten zunachst Antigene durch
Immunoscreening aus Genbanken der Schistosomenarten S. mansoni und S.
japonicum isoliert werden. Fur die dritte wichtige Schistosomenart S. haematobium
stand leider keine geeignete Genbank zur Verfiigung, da sich diese Spezies nur
unter erheblichem Aufwand im Labor halten 1&Rt. Es konnte jedoch damit gerechnet
werden, daf3 einzelne Antigene von S. mansoni und S. japonicum von den Seren der
mit den verschiedenen Schistosomenarten infizierten Patienten in unterschiedlicher
Weise erkannt wirden und somit eine Diskriminierung zulieRen. Wichtig ist vor Allem
die Unterscheidung von S. haematobium und S. mansoni, da beide Arten in Afrika oft
gemeinsam auftreten. Im asiatischen Raum ist nur S. japonicum von Bedeutung,
wobei es flr diese Spezies bisher allerdings noch keinen ausreichend empfindlichen

immunologischen Nachweis gibt, und in Sidamerika kommt nur S. mansoni vor.
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Fur die Suche nach neuen diagnostischen Antigenen wurden zwei Genbanken

benutzt :

1. Eine Genbank von S. mansoni (cDNA-Bank aus Eiern) in égtll

2. Eine Genbank von S. japonicum (cDNA-Bank aus adulten Wirmern) in éZAP

Die cDNA-Bank aus Eiern von S. mansoni stammt aus dem Labor von E. Beck,
GielRen, die S. japonicum-Bank aus dem Labor von P.J. Brindley, Brisbane,

Australien.

D-1 Rekombinante Antigene aus der S. mansoni Ei-cDNA-Bank

Zur Isolierung rekombinanter Antigene wurde ein Durchmustern (Screening) einer
Phagen-Genbank aus Eiern von S. mansoni mit einer Mischung von 10 Seren von
Personen, bei denen parasitologisch nur eine S. mansoni-Infektion nachgewiesen
worden war, durchgefiihrt. Die Verwendung einer Mischung von Seren war nétig, da
aus friheren Versuchen bekannt war, dal3 jeder Patient ein unterschiedliches Muster

an Antigenen des Parasiten erkennt.

D-1-1 Immunoscreening der S. mansoni Ei-Expressions cDNA-Genbank

Das Immunoscreening wurde nach der Methode von Young & Davis (1983a & b)
durchgefuhrt. Zunachst mufdte der aktuelle Phagentiter der Bank bestimmt werden.
Daraufhin wurde die | gtl1-Expressionsbank so ausplattiert, dal3 pro Platte ca. 4 ~
10* Plaques resultierten. Um die Komplexitat der Bank (5 x 10° Klone) weitgehend
auszunutzen, wurden 10 Platten verwendet. Die Phagen-Plaques wurden auf
Nitrocellulose-Membranen abgeklatscht und mit dem ,Humanserumpool“ inkubiert.
Humanseren aus Afrika besitzen erfahrungsgemald einen hohen Titer von
Antikorpern gegen E. coli. Da diese Antikérper zum einem mit dem E. coli-Rasen und
zum anderen mit dem b-Galaktosidase-Anteil der Fusionsproteine reagieren, kdnnen
falsche positive Signale beim Screening entstehen (MOSER, 1988). Die eingesetzte
Serumverdinnung wurde daher vorab mit einem Extrakt aus | gtll-infizierten Zellen
praabsorbiert. Es wurden insgesamt ca. 100 positive Plaques ermittelt und die

betreffenden Regionen aus den Agarplatten ausgestochen.
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Um die betreffenden rekombinanten Phagen einzeln zu isolieren, wurden sie aus
dem ausgestochenen Agar eluiert, erneut plattiert und wiederum mit dem Serumpool
untersucht.

Nach vier solchen Screening-Runden wurden schlie3lich 53 rekombinante
Phagenklone rein dargestellt und durchnummeriert (s. Abb. 3). Alle eindeutig
isolierten rekombinanten Phagen wurden als Plattenlysate vermehrt, um sie auf

langere Zeit lagern zu kénnen.

ok

Abb 3: Isolation einzelner Klone aus der S. mansoni Ei-cDNA-Bank mit
Infektionsserum. Rekombinante | gt11-Phagen, die fur immunreaktive Antigene kodieren, wurden

mit Hilfe eines  pools von 10 stark positiv reagierenden Patientenseren aus der S. mansonil gt11-Ei-
cDNA-Genbank isoliert. A = erstes Sreening; B = zweites Sreening; C = drittes Screening; der Pfeil
zeigt auf einen positiven Klon beim ersten Screening
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D-1-2 Untersuchung der rekombinanten Phagen

Die immunologisch positiven und rein dargestellten rekombinanten Phagen wurden
im Anschluf3 naher untersucht. Die wichtigsten Kriterien fir die Charakterisierung
waren die Identifizierung des entsprechenden Genprodukts und die Starke und
Haufigkeit der Reaktion mit Seren von Patienten mit Infektionen durch verschiedene
Schistosomenarten. Mdgliche Kreuzreaktionen mit anderen infektiosen Erregern,
insbesondere mit haufig auftretenden Wurmparasiten, mulfdten ausgeschlossen
werden.

D-1-2-1. Bestimmung der cDNA-Lange in Lambda gt1ll mit PCR

Zunachst wurde die GroRe der von den Phagen aufgenommenen Schistosoma-
cDNA mit Hilfe der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) bestimmt. Fur die PCR wurden

Primer verwendet ( gtll foward und | gtll reverse), die ca. 30 bp links und rechts

der Insertionsstelle im Phagenvektor hybridisierten. Die Bedingungen fir die
Durchfihrung der PCR sind im Methodenteil (C-2-1-1) beschrieben. Die PCR-
Produkte wurden durch Gelelektrophorese analysiert (Abb. 4)

M

(bp)

3000
2300
1200
700
500

Abb. 4. PCR-Analyse der in den Phagen integrierten Schistosoma-cDNA. Die PCR-
Ansatze wurden auf analytisch auf einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. M = DNA-Marker.

Die Lange der cDNA-Inserts wurde anhand des parallel aufgetragenen
GroRenmarkers abgeschéatzt. Kleinere cDNA-Inserts, die auf dem 1 %Agarosegel
nicht gut zu sehen sind, wurden teils auf einem 2 %igen -Agarosegel, teils auf einem

6 %igen-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Phagenklone, die bei dieser Analyse kein eindeutiges oder nur ein sehr kurzes
cDNA-Fragment enthielten, wurden erneut beziglich der Starke ihrer Reaktion mit

einem Serumpool untersucht.
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Daraufhin wurden die Klone 1, 2, 5, 7, 15, 17, 27, 28, 30, 32-35, 37, 39, 40-43, 46
und 51 aus verschiedenen Grinden von der weiteren Untersuchung
ausgeschlossen: Fur die Phagenklone 1, 2, 7, 39 und 40 war die Immunantwort sehr
schwach, aulRerdem war die Grole der cDNA-Inserts aufgrund der PCR nicht
eindeutig. Die Phagenklone 5, 17, 27, 32, 43, 45 und 51 hatten sehr kleine Inserts
und die Starke der Immunantwort war nicht eindeutig genug. Fir die Phagenklone
15, 28, 30, 33, 34, 35, 37, 41, 42 und 46 war der PCR wiederholt negativ, was durch
den Verlust bzw. Verdnderung einer der beiden Insertionsstellen wéhrend der
Klonierung zu erklaren ist. Dies ist eine bereits zuvor bekannte Schwéche der
verwendeten relativ alten cDNA-Bank und mufdte in Kauf genommen werden. Als
brauchbar konnten letztlich die Phagenklone 6, 11-13, 16, 18-21, 24-26, 29, 36, 38,
44, 47-50, 52, 54 und 55 herausfiltriert werden.

D-1-2-2. Reindarstellung der Phagenklone

Alle verbliebenen Phagenklone wurden nochmals auf ihre Reinheit Uberpruft. Bei den
Klonen 11, 16, 18, 19, 20 und 21 waren bei der PCR jeweils zwei Banden
aufgetaucht, die auf eine Kontamination mit einen zweiten Phagen hinwiesen. Fur
diese Phagen wurde ein funftes Screening durchgefuhrt, um den jeweils richtigen
Klon herauszufinden. Bei manchen Klonen war im Laufe der Reindarstellung durch
wiederholtes Ausplattieren die Starke des immunologischen Signals deutlich
schwacher geworden. Um auszuschlieBen, daf? wéahrend des Sreenings stark
positive Klone verloren gegangen waren, wurden fir die Phagen 29, 38, 44, 47, 48
und 49 jeweils 2 positive isolierte Plaques des zweiten Screenings nochmals plattiert.
Fur die Phagen 52, 54 und 55 wurde die Aufreinigung sogar ab dem ersten
Screening nochmals durchgefihrt.

Um sicher zu gehen dal3 es sich bei den letztlich isolierten Phagen nicht um falsch
positive Klone handelte, wurden als Kontrolle jeder positive Phagenklon mit einem
negativen Klon als Mischung gemeinsam ausplattiert und durch Immunféarbung der
Plagues Uberprift, ob die Farbreaktion eindeutig starker war als bei den
zugemischten negativen Kontrollplaques. Nach allen Ausschlu3kriterien blieben
schlie3lich nur noch die Phagenklone 11-13, 16, 18, 21, 24-26, 36, 38, 44, 48 und 50
Ubrig.
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In der folgende Tabelle ist die Grol3e der inserierten cDNA (PCR-Fragment) und die

Starke der Immunantwort dieser Phagen dargestellt.

Klone Nr. cDNA Starke der
bp Immunantwort

11 800 ++

12 176 +

13 176 +

16 2100 ++

18 218 ++

21 500 +

24 2200 (+)

25 700 +

26 1300 +++
36 1200 (+)

38 2000 ++

44 1000 +++
50 1000 (+)

Tabelle 1: lange der cDNA-Inserte und Starke der Immunantwort

Legende: +++
++
+

(+)

sehr gute Reaktion mit Patientenseren.
Reaktion mit 50% der Patientenseren.
Reaktion mit < 50% der Patientenseren.

schwache Reaktion mit £ 50% der Patientenseren.

FUr jeden dieser Klone wurde nochmals eine analytische PCR durchgefihrt (Abb.5).

M 11 1213 1618 21 24

M 25 26 36 38 44 48 50

Abb. 5: GroRe der cDNA-Inserts der aus der égtll S. mansoni Ei-cDNA-Bank isolierten
Klone. Jeweils 10 ul PCR-Produkt wurden auf ein analytisches 1%iges Agarosegel aufgetragen.
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D-1-3 Klonierung von PCR-Fragmenten in pDS-Sti2-His Vektor

Fur die Umklonierung der cDNA aus dem égtll-Vektor in ein Expressionsplasmid
wurde jeweils eine praparative PCR (20 il) mit den Primern sti2-11forward und sti2-
11reverse durchgefuhrt (Abb.6). Die DNA-Banden wurden danach aus dem Gel
geschnitten und mit einem DNA-Reinigungs-Kit (Easy Pure, Biozym) nach Anleitung

des Herstellers gereinigt.

M 11 16 18 21 24 25 26 38 44 50

Abb. 6: Praparative Darstellung der cDNA-Inserts; Auftrennung auf einem vertikalen 1%
Agarosegel. Die Fragmente wurden wie markiert aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA isoliert.
Zur Expression der potentiellen diagnostischen Antigene und zum Zweck der DNA-
Sequenzierung wurden de PCR-Fragmente in den Expressionsvektor pDS-Sti2-His
umkloniert (Abb. 7). pDS-Sti2-His ist verwandt mit dem Vektor pQE-9 (Qiagen) und

tragt folgende Sequenz an der Klonierungsstelle:

Eco RI NgoM  Hindl I
. . ATGAGAGAATTACATCACCATCACCATCACGAAT TCGCACCCAACGCCGGCGT GCGTCCGCAAGCTTAAT. . .
M REL HMHHMHHMHETFAUPNAGVRP Q AStop

Durch Linearisierung des Vektors mit dem Restriktionsendonuclease NgoMI und
anschlielende Inkubation mit T4 DNA Polymerase in Anwesenheit von dTTP
entstehen links und rechts der Schnittstelle einzelstrangige Enden. Komplementére
kohasive Enden werden auf dem zu klonierenden DNA-Fragment eingefihrt. Dies
erfolgt durch PCR-Amplifikation des cDNA-Fragments mit Primern, die zuséatzlich zu
den fur die Amplifikation der DNA notwendigen Sequenzen 15 Nukleotide zur
Herstellung der kohasiven Einzelstrangbereiche tragen. Die Inkubation des PCR-
Fragments mit T4 DNA Polymerase, diesmal in Anwesenheit von dATP, fuhrt zu

einzelstrangigen Enden, die komplementar zu den Enden des Vektors sind.
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Vektor und PCR-Fragment wurden anschlieRend miteinander hybridisiert.

Die

Hybride sind bei Raumtemperatur stabil, d. h. es wird keine Ligase zum Verbinden

von Vektor und Insert eingesetzt. Die kohasiven Enden am 5'-Ende und am 3'-Ende

sind unterschiedlich. Dies verhindert die Rezirkularisierung des Vektors und erlaubt

gerichtetes Einklonieren des DNA-Fragments.

pDS-Sti2-His, Sequenz der Klonierungsstelle:

Eco Rl NgoM Hi ndl Il

. . ATGAGAGAATTACAT CACCATCACCATCACGAATTCGCACCCAACGCCGGCGT GCGT CCGCAAGCTTAAT. . .

MR ELMHMHHMHMHMHETFAPNAGVRP Q AStop

kohasive Enden im Vektor:

Eco RI Hond 111
. GAATT 3 5 CCGGCGTGCGTCCGCAAGCTTAAT. . .
. CTTAAGCGTGGGTTGCGGECC 5 3' TTCGAATTA. ..

Primer zur Herstellung kohéasiver Enden am PCR-Fragment:

Sti2 forw gt1ll1 forw
sti2-11f orward: CGCACCCAACGCCGGTggegacgact cct ggagceccg

Sti2 rev gtll rev
sti2-1lreverse: GCGGACGCACGCCGGTacaccagaccaact ggt aat g

Abb. 7 Das pDS-Sti2-His Vektorsystem

Dieser Vektor (3,2 kb) erlaubt die induzierbare Expression des betreffenden Proteins und versieht es
gleichzeitig mit einer Sequenz von 6 Histidin-Resten am N-terminalen Ende, was eine einfache
Reinigung durch Affinitatschromatographie ermdéglicht. Als Selektionsmarker dient das Gen fur
Ampicillinresistenz. Aufgrund der hohen Expressionsrate kann der Vektor pDS-Sti2-His nur stabil inE.
coli etabliert werden, wenn der durch den lac-Operator kontrollierte Promotor effektiv reprimiertist. Da
die meisten E. coli-Stamme nicht gentgend lac-Repressor synthetisieren, missen die Bakterien
zusatzlich das Repressorplasmid pREP4 (GOTTESMANN et al., 1981) enthalten, welches das lacl-

Gen sowie ein Gen fur Kanamycinresistenz als Selektionsmarker tragt.

Kompetente Bakterien des Stammes E. coli XL1-Blue, die das Repressorplasmid

pREP tragen, wurden mit dem Hybridisierungsansatz transformiert. Die resultie-

renden Klone wurden durch PCR mit den Sti2-11-Primern analysiert ( Abb. 8).



Abb. 8: Analyse den pDS-Sti2-His-Klonen. Fir jeder KLon wurden jeweils 3 einzelne Kolonien
(um die Chance auf der richtige Klon zu kommen zu erh6hen) die auf die Selektionsplatte
aufgewachsen sind vorsichtig herauspipettiert, mit 10 ul H20 zusammengemischt, 10 Minuten bei
100°C aufgekocht und dienten dann als Template fir die PCR-Anséatze

Zur ldentifizierung der klonierten Gene und zur Uberprifung des Leserahmens, der
theoretisch richtig sein sollte, muf3ten die Klone durch Restriktionsverdau und DNA-
Sequenzierungen charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurde von allen in der
PCR-Analyse positiven Klonen eine DNA-Mini-Praparation durchgefuhrt und die DNA
durch Spaltungen mit Eco RI untersucht. Alle rekombinanten Klone zeigten

InsertgrofRen im erwarteten Groéf3enbereich (Abb. 10).

M 11 21 25 50
e e N N -,

Abb. 10: Spaltung der pSti2-Klone mit EcoRI. Die aus égtll in pDS-Sti2 His umklonierten

cDNAs (hier am Beispiel der Klone 11, 21, 25 und 50) wurden durch Verdau der Plasmid-DNA mit
EcoRI untersucht. Jeweils 5 pl jedes Spaltungsansatz wurde neben 1 pl ungeschnittener DNA auf ein
1%iges Agarosegel aufgetragen.

Das Umklonieren der cDNA aus den Lambda-Phagen in den pDS-Sti2-His-Vektor
gestaltete sich miihsam, wodurch drei weitere Klone verloren gingen. Da es sich aber

um immunologisch nur schwach reagierende Kandidaten handelte, wurde auf sie
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verzichtet. Letztlich konnten nur die Klone 11, 16, 18, 21, 24, 25, 26, 38, 44 und 50

erfolgreich umgesetzt werden.

D-1-4 Proteinexpression

Zur Darstellung der durch die pDS-Sti2-His-Expressionsvektoren kodierten
rekombinanten Proteine wurden E. coli XL-1 Blue Zellen, die das Repressorplasmid
pREP enthielten, mit den Plasmiden transformiert und unter Kanamycin- und
Ampicillin-Selektion in ST1-Medium bei 37°C uber Nacht kultiviert (Vorschrift von
Stiber et al.,, 1990). Am nachsten Morgen wurden die Zellen 1 : 5 mit frischem
Medium verdinnt und 30 min weiter kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression
erfolgte durch Zugabe von 2 mM IPTG (Endkonzentration) und weiterer Inkubation
fur 3 bis 4 Stunden. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet, wie
unter C-4-2 beschrieben in Guanidinium-Hydrochlorid lysiert und die Proteine mittels

einer Talon-Affinitatsmatrix (Clontech) aufgereinigt. Aliquots der gereinigten Proteine
wurden durch SDS-PAGE analysiert ( Abb.11).

M 11 21 25 50 4 18 16 26 38 44
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66,2 - .
427 __ de ot

s
31 - _— ' J—
215 —— bosned
144

Abb. 11 Expression der rekombinanten Antigene als Histidin-Fusionsproteine.

Aliquots der Uber Talon aufgereinigten Proteine wurden auf einem 15% igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie-Blue gefarbt.

Zwei Klone (18 und 38) exprimierten kein erkennbares Protein, so daf3 letztlich nur 9

Klone Ubrig blieben
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D-1-5 Charakterisierung der S. mansoni cDNA-Klone durch Sequenzanalyse

Die Charakterisierung der codierten Antigene erfolgte die (teilweise) Ermittlung der
Nukleotidsequenz der cDNA und dem Vergleich dieser Sequenzen bzw. der daraus
abgeleiteten Aminosauresequenzen mit verflugbaren Datenbanken. Mit Hilfe
geeigneter Primer wurde eine DNA-Sequenzierung nach der Didesoxy-Methode
durchgefiihrt. Alle cDNAs wurden von beiden Seiten ansequenziert. Die erhaltenen
Sequenzen wurden im Anschlul3 mit den Sequenzen aktueller Datenbanken

verglichen.

Dazu wurde als Software das BLASTN-Programm des Deutschen Krebsforschungs-
zentrums (DKFZ) Heidelberg eingesetzt, das zusammen mit zahlreichen weiteren
Sequenzverarbeitungs-Programmen Uber ein UNIX-Betriebssystem registrierten
Anwendern zur Verfigung gestellt wird (HUSAR = Heidelberg UNIX Sequence
Analysis Resources). Die computergestitzte Sequenz-Analyse mit HUSAR erlaubt
die Analysierung einer gegebenen Nukleinsduresequenz. Nach erfolgter Sequenz-
eingabe gibt es eine Vielzahl verschiedener Analysemoglichkeiten. Unter anderem
besteht die Moglichkeit, eine Nukleinsduresequenz in allen Leserahmen in die Ami-
nosauresequenz zu translatieren, biochemische Parameter berechnen zu lassen,
konservierte oder charakteristische Sequenzen zu suchen, eine Karte der vorhande-
nen Restriktionsschnittstellen zu erstellen oder verschiedene Nukleinsaure- bzw.
Aminosauresequenzen miteinander zu vergleichen, um eventuelle Homologien

aufzuzeigen.

Die ermittelten Nukleotidsequenzen waren nicht immer eindeutig zu lesen. Da die
cDNAs aber jeweils von beiden Richtungen (mit forward-Primer und reverse-Primer)
ansequenziert wurden, konnten jeweils beide ermittelten Sequenzen (d.h. Plus- und

Minusstrang) fur die Homologiesuche eingesetzt werden.
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In der folgenden Tabelle sind die gewonnenen Homologie-Daten zusammengefal3t.

Klon |Fragment Homol. Genbank-Eintrag |Beschreibung
11f 471 bp > 90 % eminv:SMCBP Schistosoma mansoni cacium-binding
protein MRNA
1r 257 bp
16f 247 bp 100 % eminv:SMPMYAL1 | Schistosoma mansoni paramyosin
MRNA, complete cds
16r 282 bp
21f 638 bp (74 %) emvrl:OA40837 Ovine adenovirus termina protein
gene, partia cds
(61 %) eminv:DM4FRNP | Drosophila melanogaster mRNA for
N non-edited RNA binding protein
21r 157 bp (83 %) emhum1:AC00397 |Homo sapiens chromosome 17, clone
6 hCIT.91 J 4, complete sequence
25f 412 bp 73% emvrt: TCATPMR | Torpedo californicamRNA for (Nat+
and K+) ATPase dpha subunit
3% eminv:CE18546 Caenorhabditis elegans NaK-ATPase
alpha subunit (eat-6) gene, complete
cds
69 % eminv:ASATPASE | A.franciscana mRNA for Na,K -
ATPase dpha subunit
25r 265 bp 75 % eminv:ASATPASE | A.franciscana mRNA for Na,K -
ATPase dpha subunit
1% emvrit: TCATPMR | Torpedo californicamRNA for (Nat+
and K+) ATPase alpha subunit
70 % emvrt:GGATPAS | Chicken (Nat + K+)-ATPase mRNA,
complete cds
26f 483 bp 95 % emest1:AAS559386 | TBRI-Saber-cercaria-A Schistosoma
mansoni cDNA clone MC260332.NA
5
26r 260 bp 91 % emestl:AA559387 | TBRI-Saber-cercaria-A Schistosoma
mansoni cDNA clone MC260335.NA
5
3Bf 247 bp (87 %) emest1:AAG639000 |Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:1182366 smilar to
gh:X73424 PROPIONYL-COA
CARBOXYLASE BETA CHAIN
38r 243bp |- - NONE ! ------
A4f 218 bp 97 % eminv:SMCBP Schistosoma mansoni calcium-binding
protein
mRNA, 3' end
A4 196 bp
50f 445 bp 99 % emest14:SMAA288 | Schistosoma mansoni, adult worm
27 (E.Margutti and J.C.Parra)
Schistosoma mansoni cDNA clone
95 % emest14:SMAA405 | Schistosoma mansoni, egg stage
A Schistosoma mansoni cDNA clone
SMEO0131
50r 250 bp

Tabelle 2 : Ergebnisse der Homologie-Suchen fir die cDNA-Klone
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Als Ergebnis dieser Homologiestudie stellte sich heraus, daf’3 zwei Klone (11 und 44)
dem S. mansoni Calmodulin entsprachen, welches in der eigenen Arbeitsgruppe
bereits friher als diagnostisches Antigen charakterisiert worden war (Moser et al.
1991), Klon 16 entsprach dem Paramyosin, einem Hauptbestandteil des Teguments
der adulten Parasiten, welches zu einer starken aber leider nicht spezifischen
Immunreaktion fuhrt, und Klon 25 scheint eine Natrium-Kalium-ATPase zu sein, da er
Homologien zu entsprechenden lonenkanélen in anderen Organismen aufweist. Fur
die tbrigen Klone wurden Homologien zu S. mansoni cDNA-Sequenzen unbekannter
Funktion ermittelt.

D-1-6 Reaktion der rekombinante Proteine mit Patientenseren

Zur Untersuchung der Eignung der rekombinante Proteine fir die Immundiagnose
der Bilharziose, wurde ihre Reaktivitat mit einer gro3en Anzahl von Infektionsseren

getestet. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefal3t:

Klon Nr. Idenditat Reaktion mit
Patientenseren
11 S. mansoni Calmodulin +++
44 S. mansoni Calmodulin +++
4 S. mansoni Paramyosin +++
16 S. mansoni Paramyosin +++
21 unbekannte S. mansoni cDNA +
25 S. mansoni Natrium-Kalium ATPase +
26 unbekannte S. mansoni Cercarien cDNA (+)
50 unbekannte S. mansoni cDNA (+)
24 unbekannte S. mansoni cDNA (+)

Tabelle 3 : Reaktivitat der rekombinante Proteine mit Patientenseren

Legende: ++ +
+

(+)

sehr gute Reaktion mit Patientenseren.
Reaktion mit < 50% der Patientenseren.

schwache Reaktion mit £ 50% der Patientenseren.

Die dem Calmodulin entsprechenden Klone 11 und 44 und der dem Paramyosin
entsprechende Klon 16 reagierten besonders gut mit den Patientenseren. Dies

entsprach der bisher gemachten Erfahrung mit diesen Antigenen.
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Sie scheinen besonders immundominant zu sein und werden daher beim Screenen
einer S. mansoni-Genbank mit Infektionsseren regelmafiig entdeckt. Fur Paramyosin
hat sich in friheren Untersuchungen herausgestellt, dal3 es nicht ausreichend
spezifisch fur Schistosomen ist. Es wurden immunologische Kreuzreaktionen mit
anderen Helminthen beobachtet. Zur groRen Enttauschung wurden bei dieser
Untersuchung keine weiteren, stark immunreaktiven Antigene entdeckt. Die Klone 21
und 25, die ein unbekanntes Antigen bzw. eine Natrium-Kalium-ATPase codieren,
wurden von maximal 50% der Infektionsseren erkannt. AufRerdem wurden beide
Antigene von S. mansoni-Seren und S. haematobium-Seren nicht unterschiedlich
erkannt. Die Haufigkeit der Reaktion der Ubrigen drei von den Klonen 24, 26 und 50
codierten Antigene lag noch deutlich niedriger, und auch hier wurde kein Unterschied
in der Erkennung durch Erreger-spezifische Seren beobachtet. Eine weitere
Bearbeitung schien sich daher nicht zu lohnen. Da sich auf diese Weise das
angestrebte Ziel, die Unterscheidung von S. mansoni und S. haematobium-
Infektionen nicht erreichen liel3, wurde als alternativer Ansatz ein zweiter Anlauf mit

einer Genbank von S. japonicum unternommen.
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D-2 Isolation von Antigenen aus einer cDNA-Bank adulter Wirmer

von S. japonicum

Nachdem die Suche nach neuen, fur die Immundiagnose brauchbaren Antigenen in
der Ei-cDNA-Bank von S. mansoni negativ verlaufen war, sollte als weitere
potentielle Quelle fir solche Antigene eine cDNA-Bank aus adulten Wirmern von S.
japonicum untersucht werden. Diese Bank wurde freundlicherweise von Dr. J. P.
Brindley aus Brisbane, Australien, zur Verfligung gestellt. Bei der Auswahl dieser
Genbank spielte die Uberlegung eine Rolle, daR mit einer gewissen Wahrschein-
lichkeit Antigene anzutreffen waren, die durch Seren von Patienten mit S. mansoni-
Infektionen und S. haematobium-Infektionen unterschiedlich erkannt wirden, da S.
japonicum systematisch weiter von S. mansoni und S. haematobium entfernt ist, als
diese beiden Spezies untereinander. Gleichzeitig wurde erwartet, dal3 bei dieser
Gelegenheit Antigene entdeckt werden konnten, die sich fur die bisher noch

unzureichende Immundiagnose von S. japonicum-Infektionen eignen wirden.

Die S. japonicum-Genbank hat den Phagen Lambda ZAPII als Vektor. Lambda ZAPII
besitzt ein Phagemid als Integrationsstelle fir die cDNA, daher ist das muhsame
Umklonieren der cDNA aus positiven Phagenklonen nicht mehr nétig. Durch
Uberinfektion mit einem Helferphagen kann die cDNA als Bestandteil eines kleinen
Plasmids (Phagemid pBluescript Sk) erhalten und auf diese Weise leicht

charakterisiert werden.

D-2-1 Screening der S. japonicum-Genbank mit Patientenseren

Zur ldentifizierung immunreaktiver Antigene in der Genbank wurden wie anfangs
beschrieben Plaque-Lifts von 12 Platten mit je 4 x 10* ausplattierten Phagen
hergestellt (sie besitzt eine Komplexitdt von 4 x 10° unterschiedlichen Klonen) und
mit einem Pool aus 10 stark positiv reagierenden Seren von Patienten mit
Mischinfektionen von sowohl S. mansoni als auch S. haematobium untersucht. Aus
einer Anzahl von 98 positiv reagierenden Plaques konnten nach vier Screening-
Runden insgesamt 46 positive Phagenklone rein isoliert werden. Anschliel3end
wurden diese Lambda ZAPII-Klone durch Uberinfektion mit einem M13-Helferphagen

in Phagemide umgewandelt.



D-2-3 PCR-Analyse

Nach Umsetzen der cDNA in die pBluescript SK-Phagemide wurde zunachst die
Groe der cDNA durch PCR-Analyse mit Hilfe von Primern bestimmt, die auf die den

Polylinker flankierenden T3 und T7 Promotoren hybridisieren. Die Lange der cDNA-
Inserts aller Phagemide-Klonen lag zwischen 400 und 3000 bp. In Abb 12 sind

einige Ergebnisse exemplarisch dargestellt.

39 40 56 21 24

H_J
51
Abb. 12: Analyse der durchschnittlichen Insertgré3e der Phagemide-Klone.

Aus Lambda ZAPIl in das Phagemid pBluescript SK umgewandelte Klone wurden durch PCR mit den
Primern T7 und T3 analysiert. Von jederm Umwandlungs-Ansatz wurden drei Ampicillin-resistente
Kolonien untersucht und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt.

Um die Zahl der zu analysierenden Klone einzuengen, wurde versucht festzustellen,
ob einige der 46 Klone mehrfach vertreten waren. Sieben Klone hatten die gleiche
cDNA GroRRe von ca 1000 bp. Es wurde vermutet, dal3 diese identisch sind. Dies
wurde durch Verdau der cDNA mit den zwei relativ haufig schneidenden
Restriktionsenzyme Hpall und Rsa | Uberprift. Es stellte sich heraus, daRR alle 7
Klone dasselbe Verdauungsmuster aufwiesen und daher mit Sicherheit denselben
Klon darstellten (Abb.13).
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Abb.13: Restriktionsanalyse der Klone 9, 10, 16, 17, 19, 24 und 26.

Die mit den Primern T7 und T3 erzeugten PCR-Fragmente der 7 Klone wurden jeweils
einzeln mit den Restriktionsenzymen Hpall und Rsal verdaut und auf einem 1%
Agarosegel aufgetrennt. Fur jeden Klon gilt: Spur 1: unverdaut, Spur 2: verdaut mit
Hpall, Spur 3: verdaut mit Rsa |

Durch die spater erfolgte DNA-Analyse stellte sich heraus, dafd es sich um den unten

naher beschriebene Klon Sj22 handelte

D-2-4 Analyse der Klone durch Proteinexpression und Westernblot

Insgesamt sind 46 aus der S. japonicum-Bank isolierte Klone durch PCR-Analyse
naher untersucht worden. Klone, die ein eindeutiges PCR-Fragment aufwiesen,
wurden auf Expression des codierten Proteins untersucht. Aliquots von Minikulturen,
die durch Zugabe von IPTG zur Expression des rekombinanten Proteins induziert
worden waren, wurden auf SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und die Proteine
anschlie3end auf Nitrocellulose-Membranen transferiert. Die Membranen wurden mit
demselben pool von Patientenseren, der flir das Screening der Genbank verwendet
worden war, im Westernblot untersucht. Bei etwa der Halfte der Klone war in diesem
Westernblot ein Protein eindeutig nachweisbar. Induzierte Lysate dieser Klone
wurden anschlieBend einzeln auf Gelen aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membranen
transferiert, die Membranen anschliel3end in Streifen geschnitten und mit jeweils 10
bis 20 verschiedenen Patientenseren nochmals untersucht. Klone, die durch die
Starke ihrer Immunreaktion und der Haufigkeit ihrer Erkennung durch einzelne



62

Patientenseren besonders interessant erschienen, sind auf der folgenden Tabelle

zusammengefal3t.
Klone Nr. Protein (MW) |Immunantwort
9,10, 16, 17,21 24, 26 27 kDa +++
14 55 kDa +++
27 70 kDa (?) +++
28 95 kDa +++
44 65 kDa +++
48 95 kDa +++
49 55 kDa +++
51 - +++
56 24 kDa +++
74 - + + +
79 45 kDa +++
82 55 kDa (?) +++
83 48 kDa +++
84 24 kDa +++
87 24 kDa +++

Tabelle 4: Zusammenstellung der durch Proteinexpression und Westernblot-Analyse
besonders interessant erscheinend Antigene. +++ = starke Reaktion mit Patientenseren; fur
die Klone 51 und 74 war im Westernblot keine eindeutige Proteinbande auszumachen. Die strake
Immunreaktion des Gesamtextraktes fihrte jedoch zu dem Entschluf3, diese Klone weiter zu
untersuchen. Beiden Klonen 27 und 82 trat im Westernblot eine (schwache) Bande der angegebenen
GroRe auf, die Zuordnung zur klonierten cDNA ist jedoch nicht eindeutig, da auch kleinere Banden mit
den Seren reagierten.

D-2-5 Charakterisierung der immunologisch stark reagierenden Klone durch

Sequenzanalyse

Klone, die von mehr als 50 % der Patientenseren erkannt wurden, wurden durch
Sequenzanalyse der cDNA naher untersucht um festzustellen, fir welche Gene sie
kodieren. Die Sequenzen wurden kommerziell mit Hilfe eines vollautomatischen
DNA-Sequenziergerates analysiert und wurden als Textdateien vorgelegt. Mit allen
Sequenzen wurden Homologie-Vergleiche in Datenbanken wie unter D-1-5
beschrieben durchgefuhrt. Dabei stellte sich erwartungsgemafd heraus, dal3 mehrere
Klone demselben Gen entsprachen, auch wenn unterschiedliche Abschnitte als
cDNA kloniert worden waren. Ein erheblicher Teil der Klone lie3 sich keinem
bekannten Gen zuordnen, was beim gegenwartigen Stand der Genomanalyse von

Schistosomen nicht erstaunlich ist.
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Da bisher nur rund 10000 EST-Sequenzen aus verschiedenen Entwicklungsstadien
hauptséachlich von S. mansoni vorhanden sind, wurden fir die Homologiesuche die
Nukleotidsequenzen auch in Aminosaure-sequenzen ubersetzt. Die Ergebnisse fur

die einzelnen Klone sind im Folgenden aufgefthrt.

D-2-5-1 Klone 9 und 26

Von den 7 identisch erscheinenden Klonen 9, 10, 16, 17, 21, 24 und 26 (siehe oben)
wurden die Nummern 9 und 26 sequenziert. Es stellte sich daraus, dal3 beide dem
Gen des Proteins Sj22 von S. japonicum (SANTIAGO et al., 1998) entsprachen. Sj22
ist ein im Tegument von adulten S. japonicum-Wirmern verankertes Membran-
protein. Es wurde von anderen Arbeitsgruppen als Kandidat fir ein protektives
Antigen zur Impfstoffentwicklung untersucht (LI et al, 2000). Allerdings blieben diese
Versuche erfolglos. Seine Eignung als diagnostisches Antigen war bisher aber noch
nicht untersucht worden. Der ermittelte Teil der Sequenz der Klone 9 und 26 (ca. 520
Nukleotide) entspricht dem N-terminalen Bereich des Sj22-Proteins (Aminoséuren 4—
144). Es wurde eine Homologie von 99 % ermittelt. Da dies den Klon eindeutig
identifizierte, wurde auf eine vollstandige Ermittlung der Sequenz verzichtet. Aus der
Sequenz geht klar hervor, dalR der N-Terminus vollstandig enthalten ist. Das
Methionin ist durch den lacZ-Fusionsanteil des Vektors ersetzt. Die Tatsache, daf3
bei der Expression des rekombinanten Proteins ein Molekulargewicht von 27 kDa
ermittelt wurde (s.0.) wies auf eine vollstandige cDNA hin. Dieses Antigen erwies sich
in den weiteren Untersuchungen als &uRRerst wichtig. Daher ist hier die vollstandige
Aminoséuresequenz wiedergegeben (Abb. 14).

Klone9 + 26 ATTEYRLSLMEQFI RAFI EI DKDNNEL | DKQEL TKYCQQNQVDVKQ DPW ARFDTDKD

Sj22.6 MATTEYRLSLMEQFI RAFI El DKDNNEL | DKQEL TKYCQQNQVDVKQ DPW ARFDTDKD 60
Klone9+26  GKVSLEEFCRGFGLKVWEVRREKEELKKDKEGKVSTLPLDI Q | AATMSKAKQYNI CCKF
Sj22.6 GKVSL EEFCRGFGL KVWAEVRREKEEL KKDKEGKVSTLPLDI Q1 | AATMSKAKQYNI CCKF 120
Klone9+26  KELLDKTSRTGDEVRAVANDLKAF

Sj22.6 KEL L DKTSRTGDEVRAVANDL KAFL DSEYGRVWQVI | L TGSYWWNFSHEPFL SMQFKYSN 180
Sj22.6 YVCLLWRTPSS 191

Abb 14. Idenditét der Klone 9 und 26 mit dem Membranprotein S22



D-2-5-2 Klone 28 und 48

Die Klone 28 und 48 kodieren fur das schistosomale Paramyosin. Klone 28 ist
identisch mit der von YANG et al. (1992) publizierten Sequenz fir einen Teilbereich
des Paramyosins von S. japonicum. Klons 48 entspricht einer von LANAR et al.
(1986) publizierten Sequenz, die fur einen anderen Abschnitt des Paramyosin von S.
mansoni kodiert. Das offene Leseraster beginnt an Position 187 und endet an
Position 762 der Nukleotidsequenz und kodiert fir 183 Aminosduren der
Paramyosins von S. japonicum., dessen vollstandige Sequenz in der EMBL-
Invertebraten-Datenbank unter der Nummer Q05870 abgerufen werden kann.
Paramyosin ist in groRen Mengen als Muskelprotein in Schistosomen enthalten und
gilt als Vakzinekandidat CLANAR et al., 1986). In einer Studie wurde die humorale
Antwort parasitologisch positiver und negativer Personen gegen dieses Antigen
untersucht (CORRERA-OLIVEIRA et al.,, 1989). Interessanterweise wurde dabei
gefunden, dal3 parasitologisch negative Personen im Vergleich zu infizierten
Personen einen deutlich erhdhten Antikorper-Titer gegen dieses Protein besal3en.
Dies ist moglicherweise ein Hinweis darauf, daf3 die humorale Immunantwort gegen
Paramyosin eine Rolle bei der natlirlichen Resistenz gegen eine
Schistosomeninfektion spielt. Fir die Immundiagnose ist dieses Protein allerdings
von eingeschranktem Wert — es wurde Kreuzreaktionen mit den homologen

Proteinen anderer Parasiten aufgezeigt.

D-2-5-3 Klone 14, 49 und 83

Die von Klone 14, 49 und 83 kodierten Proteine weisen eine hohe Homologie mit
dem Gen fur das Fimbrin von S. mansoni auf (SABER et al. 1994) (s. Anhang).
Fimbrin spielt eine wichtige Rolle bei der Vernetzung von Actin im Muskel. Es wird
ebenfalls als potentieller Vakzinekandidat fir S. mansoni diskutiert (HIRSCH et al.
1997). Das entsprechende Gen von S. japonicum ist noch nicht beschrieben. Die
sequenzierten Bereiche zeigen eine Homologie von 86 % mit dem Gen von S.
mansoni. Die Lange aller drei Klone konnten der vollstandigen cDNA entsprechen

(bei S. mansoni sind es 2400 bp).



D-2-5-4 Klone 27, 44,51, 74 und 82

Bei den Klonen 27, 44, 51, 74 und 82 handelt es sich um unbekannte Proteine von S.
japonicum, denn es ergaben sich keine signifikanten Homologien zu bereits
bekannten Sequenzen. Die Nukleotidsequenz des Klons 44 zeigte daf3, kein offenes
Leseraster im unmittelbaren Anschlul3 an das durch den Vektor vorgegebene
Starcodon vorhanden war. Da der Klon ohnedies nur schwach mit den
Patientenseren reagierte, wurde auf die weitere Untersuchung verzichtet. Die
Nukleotidsequenz des Klons 74 zeigte von Nukleotid 1-130 eine Homologie mit dem
Paramyosin. Die Sequenz von Position 130 bis 900 ergab jedoch ein offenes
Leseraster fur ein unbekanntes Protein. Da die positive Immunreaktion dieses Klones
vermutlich auf den Paramyosin-Anteil zurtickzufihren war, wurde auch er nicht weiter

bearbeitet.

D-2-6 Beurteilung der Verwendbarkeit dieser Klone

Aus der ermittelten Immunreaktivitdt und den Ergebnissen der Sequenzanalyse
mufite ein Strategie zu Weiterfihrung der Experimente entwickelt werden. Eine

Zusammenfassung der Daten ist in der folgende Tabelle wiedergegeben:

Klon Nr. | cDNA |Protein Beschreibung Reaktion mit
(bp) (MW) Patientenseren

9 1000 27 kDa | Sj22 (Membranprotein) +++
14 2500 55 kDa S.j. Fimbrin +++
26 1000 27 kDa | Sj22 (Membranprotein) +++
27 >2000 ?kDa | unbekanntes S.j Protein +

28 >3000 | 95kDa S.j. Paramyosin ++
44 2500 65 kDa | unbekanntes S.j. Protein +

48 3000 95 kDa S.j. Paramyosin ++
49 2800 55 KDa S. . Fimbrin +++
51 1700 57kDa | unbekanntes S.j Protein +++
74 3000 95kDa S.j. Paramyosin +++
82 1100 28 kDa | unbekanntes S.j Protein +++
83 2400 48 kDa S.j. Fimbrin +++

Tabelle 5: Charkterisierung der in pBluescript SK klonierten S. japonicum Antigene
Legende: +++ = starke Reaktion mit Patientenseren

++ = mittelstarke Reaktion mit Patientenseren

+ = schwache Reaktion mit Patientenseren
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Die Klone 28, 48 und 74 reagierten sehr gut mit den Patientenseren. Sie entsprechen
jedoch dem Paramyosin, von dem aus friheren Publikationen bekannt ist, dal3 es
nicht ausreichend spezifisch fur Schistosomen ist (es gibt immunologische

Kreuzreaktionen mit anderen Helminthen ).

Wesentlich interessanter erschienen die Klone 9 und 26 (Sj22) und 49 und 83 (Sj
Fimbrin). Die rekombinanten Proteine waren als definierte Banden im Westernblot
erkennbar, d.h. sie waren stabil. Aul3erdem reagierten sie immunologisch sehr stark
und eine Spezifitat fur die Spezies Schistosoma sollte zumindest fir Sj22 garantiert
sein. Dies hat sich in der weiteren Arbeit auch bestatigt, wie spater noch beschrieben

werden wird.

Die Klone 27, 51 und 82 waren dagegen als rekombinante Proteine in E. coli
offensichtlich nicht stabil. Dies hat sich in anschlieBenden Experimenten ebenfalls
bestatigt, und es muldten alternative Strategien zu ihrer Expression entwickelt

werden.

Mit Ausnahme von Klon 44 und der drei Klone fiir Paramyosin stellten also alle diese
Antigene potentielle Kandidaten fur die Immundiagnose dar. Es wurde daher
versucht, sie in grofderem Mal3stab und in reiner Form darzustellen. Dazu waren die
Phagemide als Expressionsvektoren ungeeignet. Die entsprechenden cDNAs

wurden daher in ein neues effizienteres Expressionssystem umkloniert, das zu

diesem Zweck eigens konstruiert wurde.

D-2-7 Konstruktion des Expressionsvektor pQE-ZAP

Zur Expression der rekombinanten Antigene wurde der Expressionsvektor pQE-ZAP
neu entworfen. Er erlaubt die Expression von Genen im selben Leseraster wie in
Lambda ZAPII bzw. in den Phagemiden, jedoch in wesentlich gro3erer Menge und
ohne lacZ-Anteil, stattdessen mit einer Affinitdtssequenz zur Reinigung der Proteine
Uber eine Metall-Affinitatsmatrix. Der pQE-ZAP Vektor entspricht im Prinzip dem Typ
I/ IV der pQE—Expressionsvektoren von QIAGEN. Die pQE—-Vektoren besitzen zur
Expression von rekombinanten Genen einen extrem starken Promotor vom

Bakteriophagen T5, dem zwei in Tandem angeordnete lac Operator Sequenzen
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folgen. Dies garantiert eine wirksame Repression des Promotors durch den lac-
Repressor in Abwesenheit des Induktors IPTG. Im Anschlu@ an die
Promotor/Operator-Region folgt als starkes Translationsinitiations-Element eine
synthetische ribosomale Bindungsstelle (RBS II) mit nachfolgendem AUG-Startcodon
und eine Sequenz, die fir 6 Histidine kodiert. Die Transkription wird durch den
Terminator ty des Phagen Lambda und t; des E. coli Operon terminiert. Als

Selektionsmarker dient das Gen fur Ampicillinresistenz.

Fiur die Konstruktion des Vektors pQE-ZAP wurde als Ausgangmaterial das oben
unter D-1-3 schon beschriebene Plasmid pDS-Sti2-E16 verwendet. Zwischen die
EcoRI- und Hindlll-Restriktionsschnittstellen wurde eingefuhrt, der mehrere wichtige
Restriktionsschnittstellen des Mischlinkers in pBluescript SK enthalt. Der Adapter
wurde aus zwei komplementaren 54mer-Oligonukleotiden AP A minus und ZAP A
plus) hergestellt, die nach der Hybridisierung am 5-Ende eine kohasive EcoRI- und

am 3'-Ende eine kohéasive Hindlll-Schnittstelle aufwiesen.

Zur technischen Vereinfachung der Ligierung des Adapters in pDS-Sti2 wurde ein
pDS-Sti2-Klon verwendet, der ein 800 bp Insert trug (ein Derivat des Klones pDS-
Sti2-Sm16, das durch Deletion eines XholFragments konstruiert worden war). Durch

Herausfallen des 800 bp-Fragments nach Spaltung mit EcoRI und Hindlll konnte der
vollstandige Verdau des Vektors leicht tberprtft werden (Abb. 15)

Repressor-Plasmid (3760 b
p p ( p)

< linearer Vektor (3400 bp)

Abb.15: Doppelrestriktionsverdau des Plasmids pDS-Sti2-Sm16 mit EcoRI und Hind IlI.

Plamid-DNA von drei pDS-Sti2-Sm16-KLonen wurde mit EcoRI und Hindlll verdaut und auf einem
vertikalen Agarosegel aufgetrennt.Die lineare Vektorbande ist bereits ausgeschnitten.



68

D-2-8 Uberpriifung des Plasmids pQE-ZAP mittels Restriktionsverdau

Die Konstruktion der Expressionsvektor pQE-ZAP wurde folgendermal3en Uberprift:
Einzelne Kolonien wurden durch PCR mit den Primern ZAP A minus und 322
analysiert. Richtigen Klone ergeben dabei ein 200 bp Fragment, falsche Klone

dagegen kein Fragment (Abb.16).

A
His 6

Promotor EcoRIl Xhol

/'

322-Primer pDS-3’ Primer

pQEZAP
(3478 bp)

B PCR-Fragment 322-pDS 3":

EﬁORI Xhol HI]dIII

322 > < pDS 3’
<4— 150bp > < 50 bp —»<4— 60 bp —»

Abb. 16: Uberprifung den pQEZAP-Plasmide mittels PCR-Analyse. A: Schema des
Plasmids mit eingezeichneten Restriktionsschnittstellen und Primern; B: Strategie der PCR-Analyse;
C: PCR-Ansétze fir mehrere Kolonien wurden auf einem 6% Polyacrylamid Gel analysiert.
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Von Klonen, die in der PCR ein 200 bp-Fragment aufzeigten, wurde DNA isoliert und
mittels Restriktionsverdau nochmals Uberprift. Die Klonierungsstelle in pQE-ZAP hat

folgende Sequenz:

Codierender Bereich am N-Terminus von pQE-ZAP

EcoRI Not |
ATG AGA' GAA' TTA' CAT' CAC CAT' CAC CAT' CAC GAA TTG AAT' TCG GCG
Met Arg Gu Leu His Hi's His His H's Hi's Qu Phe Asn Ser Ala

Xbal Spel BamHl  Xhol Apal Kpnl Hi ndl | |
GCC' GCT' CTA' GAA' CTA' GTG GAT' CCT' CGA' GGG CCC' GGT' ACC AAG CTT
Ala Ala Leu Qu Leu Val Asp Pro Arg Gy Pro Gy Thr Lys Leu

D-2-9 Umklonierung der S. japonicum Antigene in pQE-ZAP

Alle charakterisierten immunreaktiven S. japonicum Klone aus Tabelle 5 wurden aus
dem Phagemid-Vektor pBluescript SK in pQE-ZAP umgesetzt. Dazu wurde die
Phagemid-DNA mit EcoRI und Xhol verdaut, die resultierenden Fragmente auf 1%
Agarosegelen aufgetrennt, die cDNA-Inserts aus den Gel eluiert und in den ebenfalls
mit EcoRI und Xhol geschnittenen Expressionsvektor ligiert. Nach Einschleusung der
rekombinanten DNA in kompetente E. coli XL-1 Blue pREP Bakterien wurden die
Ampicillin + Kanamycin-resistenten Klone durch Verdauung mit EcoRI und Xhol
analysiert.

Im Anschlu3 an die erfolgreiche Klonierung wurde versucht, die entsprechenden
rekombinanten Proteine zu exprimieren. Unglucklicherweise konnte nur das Gen aus
den Klonen 9 und 26 (beide Sj22) erfolgreich exprimiert werden. Fiur die andere

Klone muf3ten neue Strategien zur Expression des Antigens entwickelt werden.

D-2-9-1 Expression von S. mansoni Fimbrin (Klone 49 und 83)

Der Versuch der direkten Umklonierung der cDNA aus den Klonen 49 und 83 (ber
die Restriktionsschnitte EcoRIl und Xhol in den Expressionsvektor pQE-ZAP verlief
erfolglos. Die spéater ermittelte DNA-Sequenz (s. Anhang) ergab, dal’ im Gen

mehrere EcoRI-Schnitte vorhanden sind.
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Es wurde daher versucht, das Gen aus Klon 83 (aufgrund von Sequenz- und
Restriktionsanalysen konnte davon ausgegangen werden, daf3 die cDNA der Klone
49 und 83 nahezu identisch war) Uber die Restriktionsschnittstellen NotXhol
umzuklonieren. Das aus Klon 83 mit NotXhol isolierte 2400 bp Fragment wurde in
das ebenso geschnittenen Plasmid pQE-ZAP ligiert und positive Transformanden mit
Hilfe einer entsprechende Digoxygenin (DIG)-markierten DNA-Sonde identifiziert.

Die Expression des Proteins fiihrte leider nicht zu einem stabilen Produkt (auf der
SDS-PAGE waren viele Abbauprodukte zu sehen). Es wurde daraufhin versucht, ein
verklrztes Protein zu exprimieren. Durch Verdauung mit Spel, welches zweimal in
der cDNA vorkommt, und Zurickligieren wurden ca. 1100 bp aus dem Ausgangskion
deletiert. Die Richtigkeit der Konstruktion durch DNA-Sequenzierung Uberprift. Das
auf diese Weise erhaltene offene Leseraster codiert fiur ein Protein mit einer

errechneten Molekilmasse von 48 KDa, welches sich dann als stabil erwies
(Abb.17).

D-2-9-2 Expression von Klon 82 (Funktion unbekannt)

Die Sequenzanalyse hatte ergeben, dal3 das dffene Leseraster des 1100 bp langen
cDNA-Fragments von Klon 82 nicht mit dem Raster des lacZ-Startcodons
Ubereinstimmte. Die immunologisch positive Reaktion des Klones mulfdte entweder
auf einen Frameshift der Ribosomen oder auf die Verwendung eines inneren
Startcodons zuruckzufiihren sein. Um das Protein in pQE-ZAP zu exprimieren, wurde
das Leseraster wie folgt korrigiert: Das Phagemid wurde zundchst mit EcoRI
gespalten, die Uberhdngenden Enden mit T4 DNA Polymerase | aufgefillt und
schlie3lich mit Xho | geschnitten. Der Vektor pQEZAP wurde mit Xba | gespalten, die
Enden mit T4 DNA Polymerase aufgefillt und dann zurlckligiert. Das erhaltene
Plasmid wurde mit Spe | gespalten, die Enden mit T4 DNA Polymerase aufgefillt,
dann mit Xhol nachgeschnitten. Das 1100 bp-Fragment und der geschnittene pQE-
ZAP-Vektor wurden durch Gelelektrophorese isoliert und ligiert. Das auf diese Weise
korrigierte offene Leserater besteht aus 636 Nukleotiden und codiert fur ein Protein
von 212 Aminoséauren (errechnete Molekilmasse 28 KDa, Abb.17).
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D-2-9-3 Expression von Klon 51 (Funktion unbekannt)

Anhand der ermittelten Nukleotidsequenz von Klon 51 ergab sich, daf nicht das
erste sondern das dritte Leseraster einen Anschlul3 an das lac-Z-Peptid des pQE-
ZAP-Vektors erlaubte. Daher wurde das Phagemid 51 mit Spel linearisiert, die Enden
mit T4 DNA Polymerase aufgefillt und die DNA dann mit Xhol geschnitten. Das
resultierende 1800 bp Fragment wurden in den Vektor pQE-ZAP, der mit EcoR |
linearisiert, mit T4 DNA Polymerase aufgeflllt und schlie3lich mit Xho | geschnitten
worden war, ligiert. Transformierte E. coli XI1-Blue pREP-Zellen exprimierten ein ca.
60 kDa grof3es Protein (Abb. 17).

KI. 9 KI. 51 KI. 74 KI. 83 KI.82a KI.82b M

| ——.. ——— 66,2
iy _ 45

—— 215

. 144

Abb. 17: Aufreinigung der rekombinanten Antigene. Nach Umklonierung den cDNA-Inserts
aus den Phagemide in das Expressionssystem pQE-ZAP wurden die entsprechenden Proteine
exprimiert, Uber eine Talon-Affinitatsmatrix aufgereinigt und auf einem 12% SDS-PAGE-Minigel
analysiert.

D-2-9-5 Expression von Klon 27 als MS2-Fusionsprotein

Da das von Klon 27 codierte Protein als Histidin-Fusionsprotein nicht stabil war,
wurde beschlossen, es als Fusionsprotein mit dem Nterminalen Bereich der MS2-
Polymerase zu synthetisieren. Fusionen mit der MS2-Polymerase sind besonders
schwer I6slich und fallen daher meist als “inclusion bodies" in den Zellen an, wodurch

sie vor endogenen Proteasen weitgehend geschutzt sind.
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Als Vektor stand das Plasmid pEX34c zur Verfugung, in dem die EcoRI-Schnittstelle

als Insertionsort fur die cDNA im richtigen Leseraster vorliegt.

Im Vektor pEX34c steht die Expression unter der Kontrolle des P .—Promotors des
Bakteriophagen | und kann mit Hilfe eines temperatursensitiven Repressors CF857
fur den | P_—Promotor reprimiert bzw. induziert werden (REMAUT et al.,, 1981 &

1983). Am 3’ Ende des MS2-Fragments findet sich eine Polylinker-Region zur
Insertion von Fremd-DNA. pEx34c ist ein Derivat des Expressionsvektors pEx31a,b,c
(STREBEL et al., 1985) und unterscheidet sich von diesem nur durch die Deletion
der Pstl-Schnittstelle im Gen fur Ampicillinresistenz, das als Selektionsmarker dient.
Die Varianten pEX34a, b und c unterscheidet sich durch die relative Lage der
Linkerregion zum Leseraster des MS2-Replikasegens. Das MS2-Expressionssystem
zeichnet sich durch eine hohe Expressionsrate aus, und exprimierte MS2-
Fusionsproteine sind mit relativ einfachen Methoden aufzureinigen. Der MS2-

Fusionsanteil besteht aus 100 Aminosauren.

Die cDNA-Inserts des Klons 27 aus Phagemid wurde wber EcoRI /Hindlll in die ¢
Variante des Vektors pEx34 subkloniert. Kompetente E. coli Ws (I ex) Bakterien, die
den Wildtyp des CFRepressors des Bakteriophagen | produzieren, wurden mit dem
Ligaseansatz transformiert. Von den resultierenden Ampicillin-resistenten Kolonien
wurde Plasmid-DNA isoliert und damit E. coli 537-Zellen transformiert. Diese Zellen
enthalten ein Plasmid, das eine temperatursensitive 857-Mutante des C1-Repressors
und als Selektionsmarker das Kanamycinresistenzgen tragt. Das MS2-
Fusionsprotein von Klon 27 wurde wie in Kapitel C-4-1 beschrieben durch
differentielles Waschen aus der Membranfraktion aufgereinigt (KUPPER et al., 1982)

und in dieser Form als diagnostisches Antigen getestet.
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Teil 2: Diagnose der Bilharziose mit Hilfe rekombinanter Antigene

Nachdem alle rekombinanten Proteine in praparativem Maf3stab und in reiner Form
dargestellt waren, beschéftigte ich mich mit der Frage, ob diese aus verschiedenen
Schistosomenarten isolierten Antigene fir eine Spezies-spezifische Immundiagnose
der Bilharziose geeignet sind. Die Immundiagnose sollte auf dem Nachweis
Parasiten-spezifischer Antikdrper im Blut bzw. im Serum von infizierten Patienten

bestehen.

D-3-1 Seren fur die Immunologische Charakterisierung der Antigene

Die hierbei hauptséachlich verwendeten Infektionsseren stammen aus zwei Feld-
studien, die in Zusammenarbeit mit zwei afrikanischen Arbeitsgruppen durchgefihrt
worden waren. Eine langer dauernde Studie wurde in den Jahren 1987-1989 in
Molodo, einem Dorf norddstlich von Bamako, der Hauptstadt Malis, durchgefuhrt. In
dieser Region treten sowohl S. mansoni als auch S. haematobium auf. Eine Infektion
mit S. haematobium kann Uber die Bestimmung der Eier im Urin durch Filtration
relativ empfindlich nachgewiesen werden. Als S. mansoni-spezifische Seren wurden
solche herangezogen, bei denen die betreffenden Patienten in Stuhluntersuchungen
eindeutig Eier von S. mansoni aufwiesen, gleichzeitig aber frei von S. haematobium-
Eiern im Urin waren. Reine S. haematobium-Seren wurden von Patienten in Nigeria
gewonnen, die in einer Region lebten, wo ausschliel3lich S. haematobium auftritt. Im
Anhang liegen Tabellen mit genaueren Daten der Infektionsseren vor.

Als negative Kontrollen wurden zum einen die Seren von deutschen Labor-
mitarbeitern (,Europaische Kontrollen®) eingesetzt, die nachweislich noch nie mit
Schistosomen infiziert waren. Zum anderen kamen Seren von Labormitarbeitern aus
den Endemiegebieten (,Endemische Kontrollen®), die angeblich weder vor noch zum

Zeitpunkt der Blutabnahme eine Schistosomeninfektion hatten, zum Einsatz.

Zum Nachweis von S. japonicum-Infektionen wurden von Prof. Dr. Andreas Ruppel,
Universitat Heidelberg, mehrere Seren von chinesischen Patienten und chinesischen
gesunden Kontrollpersonen - allerdings nur in sehr kleinen Aliquots - zur Verfigung
gestellt. Es konnten damit nur eine beschrankte Anzahl von Versuchen gemacht

werden
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D-3-2 Immunreaktion der neu isolierten rekombinanten S. japonicum-Antigene

Als immunologische Technik zur Untersuchung der rekombinanten Antigen mit den
Patientenseren wurde das Line-Blot-Verfahren, (T. RINNERT, Diplomarbeit, Univ.
Giessen, 1996) eingesetzt. Bei diesem Verfahren handelt es sich um einen sehr
empfindlichen Nachweis von parasitenspezifischen Antikérpern im Serum oder
Vollblut von infizierten Personen. Die genaue Durchfuhrung des Verfahrens ist oben
unter C-1-1-4 beschrieben. Durch Optimierung der Versuchsparameter anhand der
Immunreaktivitat der rekombinanten Antigenen SmE16 (Ei-Calmodulin), Sm31
(Cathepsin) B und Sm32 (Hamoglobinase) war im Labor schon vor einiger Zeit ein
standardisiertes und reproduzierbares Testverfahren zum Nachweis von Schisto-
somen-Infektionen entwickelt worden. Eine Besonderheit dieses Testverfahrens ist
der kombinierte Einsatz von verschiedenen Antigenen, der eine Steigerung der
Sensitivitdst des immunologischen Nachweises im Vergleich zur Verwendung
einzelner diagnostischen Antigene ermdglicht. Das Verfahren beruht auf dem Prinzip
eines indirekten ELISA. Als Tragerphase diente eine Nitrocellulosemembran, auf die
Antigene mit einem Tuschestift direkt aufgetragen wurden. Durch die Verwendung
bestimmter Antigen-Verdiunnungspuffer und die schonende Art des Auftragens
bleiben Konformationen, die fur die Antigenitdt der Proteine verantwortlich sind,

weitestgehend erhalten.

Nach dem Auftrag der Antigene und Absattigung mit Tween 20 wird die
Nitrocellulosemembran mit Hilfe eines Streifenschneiders senkrecht zur Auftrags-
richtung der Antigene in schmale Streifen geschnitten. Auf diese Weise kdnnen ohne
viel Aufwand mehrere hundert Teststreifen fir die Inkubation mit Patientenseren

gleichzeitig hergestellt werden

Die zu untersuchenden Humanseren (Infektionsseren und Kontrollseren) werden in
1:50 bis 1:200 Verdinnung eingesetzt und 0.5 bis 4 Stunden mit den Teststreifen in
geeigneten Wannen (Acutran, Schleicher & Schuell) inkubiert. Nach einem
Waschschritt folgt die Inkubation mit einem zweiten, alkalische Phosphatase
konjugierten Antikorper fir eine Stunde. Die Bindung des zweiten Antikérpers wird

durch eine durch das konjugierte Enzym bewirkte Farbreaktion sichtbar gemacht.
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Alle aus der S. japonicum-Genbank erfolgreich isolieten und exprimierten
rekombinanten Antigene wurden nach préaparativer Aufreinigung zunachst mit einer
groReren Zahl von afrikanischen Patientenseren mit einer Mischinfektion von S.
mansoni und S. haematobium getestet, um die Starke der jeweiligen Immunreaktion
herauszufinden (Abb.18).
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Abb. 18: Immunreaktion der rekombinanten S. japonicum-Antigene im Line-Blot
Die gereinigten rekombinanten Antigene wurden in der links angegebenen Reihenfolge jeweils
zweifach auf die Nitrocellulosemembran aufgetragen, die Membran in Streifen geschnitten,
jeder Streifen zunachst mit einem Infektions- oder Kontrollserum und anschlieend mit einem
Phosphatase-markierten zweiten Antikérper inkubiert und schlie3lich einer Phosphatase-
spezifischen Farbreaktion unterzogen. Die Infektionsseren sind von Patienten mit einer
Doppelinfektion von S. mansoni und S. haematobium.

Als positives Ergebnis dieses Tests stellte sich heraus, dal3 das Antigen Sj22 mit
allen Infektionsseren stark reagierte, bei den Kontrollseren dagegen zu so gut wie
keiner Farbreaktion fuihrte (die Membran ist leicht Uberfarbt, um die Reaktion der
Ubrigen Antigene zu dokumentieren; eine deutlichere Unterscheidung zwischen
positiver und negativer Reaktion von Sj22 befindet sich auf Abb. 20). Sj22 wird von
den meisten Patientenseren gleich gut oder sogar besser erkannt als die bisher

beschrieben, fur die Diagnose von Infektionen mit S. mansoni und S. haematobium

hervorragend geeigneten Antigene Sm31, Sm32 und SmE16 (s. Abb. 20).
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Als negatives Ergebnis ist anzumerken, dal3 alle anderen untersuchten Proteine
gegenuber Sj22 nur eine unerwartet schwache Reaktivitdt zeigten und die Mehrzahl
von ihnen nur von einem geringen Teil der Patientenseren erkannt wurde. Die
schwache Reaktion war aufgrund der Vorversuche nicht erwartet worden. Allerdings
gehdrte aul3er Sj22 keines der getesteten Antigene zur Gruppe der immunologisch
sehr stark reagierenden Klone, sondern eher zur Gruppe der mittelstark
reagierenden Klone. Eventuell spielt auch die Konformation der rekombinanten
Proteine ein Rolle. Bei der relativ geringen Expressionsrate in den Lambda-Phagen
und Phagemiden konnten sich mdoglicherweise wichtige konformationale Epitope
ausbilden, die bei der Expression in pQE-ZAP und der anschlieRenden
denaturierenden Aufreinigung mit Guanidin-Hydrochlorid und Harnstoff verloren
gingen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte aus Zeitgrinden dieser Frage nicht weiter
nachgegangen werden. In der vorliegenden Form waren die Antigene fir das
angestrebte Ziel einer zwischen S. mansoni und S. haematobium unterscheidenden

Immundiagnose jedenfalls als nicht ausreichend geeignet anzusehen.

Die Starke der Immunreaktion von Sj22 war allerdings so tberzeugend, dal3 sich die
Untersuchung fir sein Verwendung zur Optimierung der allgemeinen Immun-
diagnose der Bilharziose als lohnend erscheinen lie3. Da dieses Antigen aul3erdem
aus einer Genbank des asiatischen Vertreters der Parasiten stammte, konnte es
moglicherweise zur Etablierung einer empfindlichen Nachweismethode fir diese
geographische Variante herangezogen werden, denn die bisher charakterisierten
diagnostischen S. mansoni-Antigene eigneten sich nur bedingt fir den Nachweis
einer Infektion mit S. japonicum. Das bislang beste diagnostische S. mansoni-

Antigen, SmE16, wird von S. japonicum-Patientenseren z.B. gar nicht erkannt.

Da gerade in China in der Vergangenheit der grof3te Fortschritt in der Bekdmpfung
der Bilharziose erreicht wurde, es andererseits aber kein ausreichend empfindliches
Nachweisverfahren zum Aufsplren geringer Zahlen von infizierten Personen in der
Bevdlkerung gibt (eine Infektionsrate < 3% der Bevolkerung ist mit vorhandenen
Nachweismethoden nicht erkennbar), kdonnte das Ergebnis fur die Diagnose der
Seuche im Suden Chinas und dariber hinaus im gesamten sidostasiatischen Raum

von grol3er Bedeutung sein.
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Es war zu erwarten, dal3 das Antigen von den autologen S. japonicum-Seren noch
besser erkannt wirde als von den getesteten heterologen S. mansoni- und S.

haematobium-Seren.

D-3-3 Sj22 als diagnostisches Antigen fur die Schistosomiasis japonica

Die Brauchbarkeit dieses neu charakterisierten Antigens fir die Diagnose von S.
japonicum konnte aufgrund des Mangels an Seren von S. japonicum-infizierten
Patienten nicht im eigenen Labor, sondern nur in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. McManaus in Brisbane/Australien herausgestellt werden.
Neben Sj22 wurden in diesem Zusammenhang auch die bereits beschriebenen
Antigene Sm32- und SmME16 getestet. Sie muf3ten zu diesem Zweck allerdings
zunachst praparativ. gewonnen werden. Da sowohl Sm32 als auch SmE16 als
rekombinante Proteine in einer Fusion mit 6 Histidinen vorliegen, konnten sie wie
Sj22 nach dem im Methodenteil beschriebene Verfahren aufgereinigt werden. Zur
Durchfihrung des Tests wurden die mit den Antigenen beladenen
Nitrocellulosestreifen an das Labor in Brisbane geschickt und die Inkubation mit den

Seren und die Farbreaktion dort durchgefihrt.

Ein erster Test wurde mit Seren von 54 chinesischen Bilharziose-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen durchgefuhrt. Die Seren wurden in vier Kategorien

aufgeteilt:

a) Seren aus einem nicht-endemischen Gebiet von Personen, die negativ fur
eine Infektion mit S. japonicum zu sein schienen

b) Seren aus einem endemischen Gebiet von Personen, die aber ebenfalls
negativ fur eine Infektion mit S. japonicum zu sein schienen

c) Seren von Patienten, bei denen zwei Jahren zuvor Eier von S. japonicum
gefunden wurden, die aber durch eine zweijahrige Nachbehandlung geheilt
worden waren.

d) Serenvon Patienten, bei denen S. japonicum-Eier positiv nachweisbar waren.

Die fur die Testserie verwendeten Seren stammten, abgesehen von den 8
Kontrollseren  (Gruppe A), von einem endemischen Gebiet mit einer

durchschnittlichen Infektionsrate von 15-20% der Bevolkerung.
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Die erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Patienten Einteilung | getestete Anzahl | Anzahl von Positiven| Empfindlichkeit | Spezifitat
% %
A 8 2 -- 75,0
B 6 2 -- 67,0
C 12 6 -- 50,0
D 28 20 71,4 --
Total 54 30 71,4 61,5

Erste vorlaufige Ergebnisse des immunologischen Tests von S. japonicum Infektionen
durch den Line-Blot.

Die Spezifitat (50-70%) und die Empfindlichkeit (71,4%) der Methode erschien
anhand dieser Ergebnisse nicht zufriedenstellend. Da die in GieRen durchgefiihrten
Tests mit afrikanischen Seren zu deutlich besseren Ergebnissen gefihrt hatten, war
die in Australien ermittelte mangelnde Spezifitdt wohl eher auf technische Probleme

bei der Durchfiihrung des Tests zurtickzufthren.

Daher wurde versucht, die Empfindlichkeit und die Spezifitat des Tests durch eine
verbesserte Darstellung der Antigene zu erhéhen. Um  unspezifischen
Hintergrundreaktionen zu verhindern, sollten die rekombinanten Proteine optimal
gereinigt werden. Deshalb wurden neue Antigenpraparationen unter modifizierten
Bedingungen angefertigt. Da nach der bisherigen Proteinaufreinigung mit Hilfe von
Affinitatschromatographie die rekombinanten Proteine noch mit E. coli-Proteinen
verunreinigt waren und auf3erdem eine hohe Menge an Harnstoff (8M) enthielten,
was moglicherweise eine storende Wirkung haben konnte, wurden die Antigene
durch Gel-Filtration und Dialyse vom Harnstoff und von anderen niedermolekularen

Substanzen befreit.

Mit diesen gereinigten Antigenen wurde der Line-Blot in Brisbane mit den gleichen
Seren und unter den gleichen Bedingungen wie bei der ersten Studie wiederholt.
Dabei stellte sich heraus, dal die Spezifitit zwar verbessert wurde (90%), die
Empfindlichkeit dagegen sehr niedrig geworden war (30-40%). Die beobachtete
niedrige Empfindlichkeit ist am ehesten wiederum mit einer technisch

unzureichenden Durchfihrung des Tests zu erklaren, denn unter den optimalen
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Laborbedingungen in Giessen waren mit afrikanischen Seren 98% Empfindlichkeit
festgestellt worden. Dennoch sagte dieses Ergebnis, dal3 die Bedingungen fiur die
Durchfihrung des Tests optimiert werden muf3ten, so dald sie auch unter weniger

gunstigen Umstanden zu einem zuverlassigen Ergebnis flhrten.

Zur Erprobung des Verfahrens mit S. japonicum-Seren wurde in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Andreas Ruppel an der Universitdt Heidelberg ein
weiterer Versuch unternommen. Die Zusammenarbeit mit Heidelberg wurde mdglich,
nachdem Prof. Ruppel eine Kooperation mit der Universitat Wuhan in Sud-China
aufgebaut und eine gréRere Zahl von Patientenseren nach Heidelberg gebracht
hatte. Diese Seren stammten von Schistosomiase-Patienten aus der Hubei Provinz
in Sud-China. Ersten in Heidelberg mit wenigen Seren durchgefuhrte Tests ergaben
eine durchgehend positive Reaktion mit allen Patientenseren, die von chronischen
Tragern der Krankheit stammten. Von den akuten und ,spéaten“ Féllen reagierten
einige Seren jedoch nicht. Alle Kontroll-Seren waren erwartungsgemaf negativ. 6.
Abb. 19)
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Abb.19: Line-Blot mit Seren von S. japonicum Patienten. Das Antigen Sj22
wurde zusammen mit den schon beschrieben Antigenen Sm32 und SmE16 mit Seren
von Patienten mit einer S. japonicum—Infektion getestet. Acute und chronic steht fir
Seren von Patienten mit der akuten und chronischen Form der Erkrankung. Late
bezeichnet Seren von Personen, die nach mindestens zweijahriger Chemotherapie
frei von Parasiten sind.

Zusammengefal3t weisen diese Ergebnisse darauf hin, da Sj22 fur die bisher nur
unzureichend mdgliche Diagnose von S. japonicum durchaus verwendbar ist, auch
wenn der Nachweis in der frihen akuten Phase der Infektion mdglicherweise nicht

immer empfindlich genug ist. Wichtig ist die Diagnose der chronischen Phase, well

chronisch infizierte Patienten mit mittleren und leichten Infektionen oft keine
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klinischen Symptome zeigen, aber dennoch dauernd Eier ausscheiden und so

unerkannt zur Verbreitung der Seuche beitragen.

D-3-4 Allgemeine Eignung von Sj22 fur die Immundiagnose der Bilharziose

Die vorlaufigen Ergebnisse des Line-Blot-Verfahrens nicht nur mit S. japonicum-
Seren, sondern auch mit den zur Identifizierung herangezogenen Seren von
Patienten mit gemischten S. mansoni- und S. haematobium-Infektionen bestéarken
die Ansicht, da3 das Antigen Sj22 ein sehr guter Kandidat fur die allgemeine
Immundiagnose der Bilhaziose ist. Um dies objektiv beurteilen zu kénnen, wurde
eine grof3e Zahl von gut definierten S. mansoni- und S. haematobium-Seren im Line-
Blot untersucht. Auf die Teststreifen wurden zusatzlich zu Sj22 auch Sm32 und
SmE16 aufgetragen (Abb. 20).

Wie aus der Abbildung hervorgeht, ist fur alle drei Antigene haufig eine positive
Reaktion zu sehen. Bei den afrikanischen Patienten handelt es sich in
Uberwiegendem Mal3 (> 98%) um chronische Trager der Krankheit. Sie stammen aus
einer Region mit 90-100% Pravalenz der Bilharziose in der Bevdlkerung. Aus diesem

Test lassen sich mehrere wichtige Ergebnisse ablesen:
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Abb.20: Eignung von Sj22 fur die Immundiagnose der Bilharziose. 65 Seren von Patienten mit einer S. mansoni—Infektion, 44 Seren
von Patienten mit einer S. haematobium-Infektion und 20 Seren von gesunden europaischen Personen wurden im Line-Blot mit den Antigenen
Sj22, Sm32 und SmE16 getestet. Fiur den Blot mit den S.haematobium-Seren wurde das Antigen Sm32 in einer h6heren Konzentration

eingesetzt (1:60-Verdinnung der Stammlésung von ca. 1 mg/ml gegeniber einer 1:100-Verdinnung bei den S. mansoni-Seren)



82

1. Das Sj22-Antigen wird mit hoher Frequenz (96 %) von cen Patientenseren
erkannt.

2. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen S. mansoni- und S.
haematobium-Patientenseren. (Die starker erscheinende Reaktion des
Antigens Sm32 mit den S. haematobium-Seren ist bedingt durch die héhere
Konzentration des Antigens, die bei den Teststreifen fur die S. mansoni-Seren
zu niedrig war).

3. Zieht man alle drei Antigene (Sj22, Sm32 und SmE16) fur die Diagnhose in
Betracht, gelangt man zu einer Empfindlichkeit des Nachweisverfahrens von
99 %. (Eine Analyse der sehr schwach reagierenden Seren ergab, dafd sie
zumeist denaturiert oder sogar schon proteolytisch degradiert waren).

4. Die Kontroll-Seren waren unter den Testbedingungen erwartungsgemal3 alle

eindeutig negativ.

Als Beurteilung der bisher erhaltenen Ergebnisse bei der Suche nach neuen
diagnostischen Antigenen in cDNA-Genbanken von S. mansoni und S. japonicum
l&Rt sich zusammenfassen, dafld mit Sj22 zumindest ein sehr guter Kandidat entdeckt
wurde. Mit Hilfe dieses neuen Antigens laf3t sich zumindest die allgemeine Diagnose
der Bilharziose in Afrika und in Sidamerika so weit optimieren, daf sich auch sehr
seltene Falle von Infektion in der Bevolkerung nachweisen lassen. Das Line-Blot-
Verfahren ist gut geeignet, entsprechende Tests in groRem Mal3stab durchzufihren.
Dies konnte zumindest in Regionen, wo die Krankheit nicht endemisch ist, aber leicht
eingeschleppt werden kann (z.B. in den neu geschaffenen Bewasserungsanlagen im
Norden Afrikas) von enormem Nutzen sein. Wie weiter unten noch ausgefuhrt
werden wird, genugt fur die Durchfihrung eines Line-Blots ein einziger tropfen Blut,

der ohne invasive Mal3nahmen z.B. aus der Fingerbeere gewonnen werden kann.

DarUberhinaus stent mit dem neuen Antigen Sj22 sehr wahrscheinlich ein
hervorragendes Diagnostikum fir die bisher nur unzulanglich nachweisbare
Schistosomiasis japonica zu Verfligung. Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse

mussen allerdings noch durch umfangreichere Untersuchungen belegt werden.
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D-3-5 Ein einfacher Weg zur Serumgewinnung

Fir das Line-Blot-Verfahren,wurden Patientenseren verwendet, die nach Standard-
verfahren aus mehreren Millilitern Blut gewonnen worden waren. Die Verwendung
von Serum ist aber problematisch, denn einerseits ist die Gewinnung von Serum
Zeit- und kostenaufwendig, andererseits besteht die Gefahr der Ubertragung
infektioser Krankheiten durch den unsachgemaflen Umgang mit Kanulen, was in
vielen Entwicklungslandern in starkem MalR zur Verbreitung von Infektions-
krankheiten beitragt. Um diese nicht zu unterschatzenden Probleme zu vermeiden,
wurde versucht, Vollblut anstatt Serum fir das Line-Blot-Verfahren zu verwenden.
Aus Mangel an Bilharziose-Patienten in Giel3en wurde ein Vorversuch mit 30
Patientenseren wie folgt durchgefiihrt: 10 ul heparinisiertes Vollblut (Blutgruppe O)
wurden mit jeweils 10 pl Patientenserum gemischt und in zweit Portionen auf ein
Stick Whatman-Papier pipettiert. Dieses Papier lagerte dann 2 Tage lang bei
Raumtemperatur. Danach wurden die eingetrockneten Blutstropfen aus dem Papier
ausgeschnitten, zusammen mit 0.5 ml Puffer (1 x TBST, 1% BSA und 1 mM DTT) in

Eppendorfréhrchen tberfuhrt und 0.5-1 Stunde lang leicht geschittelt. Mit dem Eluat
aus dem Filterpapier wurde der Line-Blot wie gewohnlich durchgefuhrt. Das in Abb.

21 gezeigte Ergebnis demonstriert, da? Vollblut fir den Line-Blot verwendbar ist.
Trotz einer allgemeinen Herabsetzung der Signalstarke sind die Ergebnisse

insgesamt zufriedenstellend.

Dieses Vorgehen koénnte zum einen die Gewinnung der Blutproben im Feld
wesentlich vereinfachen, zum anderen wiirde es die Gefahr der Ubertragung
infektibser Krankheiten beim Umgang mit den Blutprobenstark herabsetzen. Denn
durch einen Einstich in die Fingerkuppe mit einem spitzen Gegenstand ohne
Hohlraum konnten Blutproben in grof3er Zahl gewonnen und relativ risikofrei gelagert

und transportiert werden.
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Abb. 21: Durchfuhrung des Line-Blots mit Blut statt Serum.
Infektionsseren wurden mit Blut gemischt und auf Filterpapier eingetrocknet.
Mit dem rickeluierten Blut-Serum-Gemisch wurde ein Line-Blot
standardmaflig durchgefiihrt.
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D-3-6 Haltbarkeit der praparierten Nitrocellulosestreifen

Fur die Durchfiuhrung der Diagnose unter Feldbedingungen ist es noétig, da auf
vorgefertigte Teststreifen zurickgegriffen werden kann. Deshalb wurde ihre
Haltbarkeit unter verschiedenen Lagerbedingungen untersucht. Dabei wurde die
Signalstarke als Bewertungskriterium herangezogen. Die Lagerzeit, der Einflu3 der
Temperatur und die Art der Lagerung wurden als Parameter untersucht. Vorgefertigte
Teststreifen wurden unverpackt im trockenen Zustand fur verschiedene Zeiten bei
Raumtemperatur und bei 37°C gelagert und anschlieend im Line-Blot getestet. Als
Vergleichswert fur die Signalstarke wurde jeweils ein Blot mit frisch angefertigten
Teststreifen herangezogen (s. Abb. 22 und 23).

Es stellte sich heraus, dal’3 Sj22 und SmE16 ihre Antigenitat bei langerer Lagerung
auch bei héheren Temperaturen nicht in signifikantem Malf3 verlieren. Parallel wurde
untersucht, ob die gelagerten vorgefertigten Teststreifen vor der Inkubation mit dem
Patientenserum zusatzlich nochmals in 1% Tween abgeséttigt werden sollten oder
nicht. Es ist deutlich zu erkennen, dass eine zusatzliche Absattigung nicht notwendig

ist.



zusatzliches Blocken in 1% Tween ohne zuséatzliches Blocken in 1% Tween

2at16 = : =

Humanseren ..—-i:llzj_%“ R E _:J____

Versuchl: Line-Blot nach 5 Tagen Lagerung der beschichteten Teststreifen bei RT

7usatzliches Rlaocken in 1% Tween ohne zusatzliches Blocken in 1% Tween

] |

Humanseren \ [

Sj22

Versuch2: Line-Blot nach 2 Wochen Lagerung der beschichteten Teststreifen bei RT

zusatzliches Blocken in 1% Tween ohne zusatzliches Blocken in 1% Tween

Humanseren = J ] L__l

Sj22 i -| ._-.-

SmME16 -| .
|

Versuch3: Line-Blot nach 2 Wochen Lagerung der beschichteten Teststreifen bei 37°C

Abb. 22: Einflu® der Lagerzeit, der Temperatur und die Art der Lagerung auf die
Stabilitat der vorgefertigte Teststreifen. Line-Blot nach 5 Tagen und 2 Wochen
Lagerung der Teststreifen bei Raumtemperatur und bei 37°C.
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Versuch 4: Line-Blot nach 2 Monaten Lagerung der beschichteten Teststreifen bei RT
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Versuch 5: Line-Blot nach 2 Monaten Lagerung der beschichteten Teststreifen bei 37°C

Abb. 23: EinfluR der Lagerzeit, der Temperatur und die Art der Lagerung auf die
Stabilitat der vorgefertigte Teststreifen. Line-Blot nach 2 Monaten Lagerung der

Teststreifen bei Raumtemperatur und bei 37°C.



88

D-4 Die Entwicklung eines schnelleren Diagnoseverfahrens ("Dip-Stick")

Obwohl das im Rahmen dieser Arbeit optimierte Line-Blot-Verfahren hervorragend
geeignet ist, groRe Zahlen von Patientenseren bzw. Blutproben mit relativ wenig
Aufwand zu testen, hat es einen Nachteil, der seinen Einsatz unter Feldbedingungen
einschrankt: Die Durchfihrung des Tests dauert ca. drei Stunden. Dies mag bei
umfangreichen epidemiologischen Studien nicht stéren, da viele Proben parallel
getestet werden kdonnen und der grofR3ere Aufwand mit Sicherheit das Einsammeln
der Blutproben ist, selbst wenn dabei nur ein wenig Blut aus einer Fingerkuppe auf
Filterpapier getropft wird. In vielen Fallen mu3 das Resultat in kurzer Zeit und in
Anwesenheit des Patienten erhéltlich sein. In Agypten, wo heute noch ca. 50 % der
Bevolkerung unter Bilharziose leiden, wird der Nachweis der Erkrankung
vorzugsweise mit Teststdbchen fir den Nachweis von Protein im Urin, sog. "Dip-
Sticks", gefuhrt, auch wenn diese Methode nur eine geringe Spezifitat besitzt. Die
Methode funktioniert nur deshalb mit etwa 80 % Spezifitat, weil in Agypten die
haufigste Art der Bilharziose durch den Parasiten S. haematobium verursacht wird,

der hauptsachlich Schaden im Urogenitaltrakt anrichtet.

Das Ergebnis eines Dip-Stick-Tests ist innerhalb weniger Minuten ablesbar und ist
durch wenig geschultes Personal durchzufiihren. Es wurden daher tUberlegt, ob nicht
einige Schritte des zeitaufwendigen Line-Blots durch schnellere und noch einfachere

Methoden ersetzt werden konnten.

Prinzipiell konnte der Immunblot an drei Stellen verkutirzt werden:
1. Die Konzentration der Antigene auf dem Teststreifen konnte erhéht werden
2. die Konzentration der Infektionsseren im Test konnte erhéht werden

3. Die indirekte Farbreaktion konnte durch eine direkte ersetzt werden

Viele Vorversuche im Labor hatten ergeben, dafl} die im Line-Blot standardmaflig
eingesetzten Verdinnungen von Antigen und Patientenseren nicht einfach erhoht
werden konnten, weil dies unweigerlich zu falsch positiven Resultaten fuhrte. Dies
hangt mit der sehr empfindlichen Phosphatase-abhdngigen Farbemethode

zusammen. Wenn aber eine weniger empfindliche direkte, dafur jedoch schnellere
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Farbemethode verwendet wirde, kdnnten sicher auch hdhere Konzentrationen von

Antigen und Infektionsserum eingesetzt werden.

D-4-1 Nachweis der Bindung antigenspezifischer Antikdrper durch mit

kolloidalem Gold konjugierten ProteinA

Die Konjugation mit kolloidalem Gold gilt schon seit vielen Jahren als empfindliche
direkte Farbemethode von Proteinen. Kolloidales Gold ist kommerziell erhaltlich und
wird vor allem in der Elektronenmikroskopie zur Markierung spezifischer Antikorper
benutzt. In jungerer Zeit wird kolloidales Gold auch zur Anfarbung von Proteinen
nach zweidimensionaler gelelektrophoretischer Auftrennung aus komplexen
Gemischen herangezogen (CHEVALLET et al, 1997).

Eine direkte Anfarbung von humanen Antikérpern im Serum erschien nicht sinnvoll,
da mit kolloidalem Gold alle Proteine gefarbt werden und die Anlagerung der
Proteine an kolloidales Gold tchnisch und zeitlich aufwendig ist. Statt dessen sollte
ProteinA aus Staphylococcus aureus mit Goldkolloid gefarbt und mit den spezifisch
an das Antigen gebundenen Immunglobulinen zur Reaktion gebracht werden.
ProteinA hat eine hohe Affinitdt zu Immunglobulinen und in ausreichend hoher

Konzentration findet die Bindung innerhalb sehr kurzer Zeit statt.

Fir die Anfarbung von ProteinA mit kolloidalem Gold wurde eine Modifikation der
Methode von HORISBERGER und CLERC (1985) angewendet. Dabei wird aus 0.1-
0.2 % Tertachlor-Goldsédure (HAuUCl;) unter reduzierenden Bedingungen zunachst
eine Goldkolloidlésung hergestellt und mit 0.05 % Polyvinylalkohol stabilisiert. Die
GrolRe der Gold-Partikel im Kolloid hangt von der Ausgangskonzentration des HAuCl,
ab und reicht von 5 nm bis ca. 200 nm Durchmesser. Zum Anfarben von Protein ist

eine Partikelgréf3e von 10 bis 50 nm Durchmesser geeignet.

Zur Goldmarkierung wurde ProteinA in einer Endkonzentration von 50 i g/ml bei
leicht saurem pH (pH5-6) zu dem Goldkolloid gegeben und nach 5 Minuten nochmals
0.05 % Polyvinylalkohol zur Stabilisierung des Kolloids zugesetzt. Diese Mischung
wurde 40 Minuten lang in der Ultrazentrifuge (Beckman SW40 Ausschwenkrotor bei
20.000 rpm) zentrifugiert, der Uberstand mit dem nicht gebundenen ProteinA
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vorsichtig abgehoben und das aus dem ProteinA-Goldkolloid bestehende Sediment
vorsichtig in einem neutralen Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7.5, 0.15 M NaCl und 0.05
% Polyvinylalkohol) resuspendiert.

Das auf diese Weise hergestellte goldmarkierte ProteinA besald fur kurze Zeit eine
hervorragende Fahigkeit, Antigen-AntikOrperkomplexe sichtbar zu machen. Es
gelang, mit Antigen beschichtete und anschlie3end mit Patientenseren inkubierte
Nitrocellulose-Teststreifen mit diesem ProteinA-Goldkonjugat spezifisch anzufarben.
Leider ging diese F&higkeit des frisch praparierten ProteinA-Goldkomplexes bereits
nach wenigen Stunden wieder verloren, vermutlich weil der zur Stabilisierung der
Goldkolloid-Partikel zugegebene Polyvinylalkohol das ProteinA von seiner
Bindungsstelle am Gold verdrangte. Versuche, Polyvinylalkohol durch andere
stabilisierende Makromolekile (BSA, PEG) zu ersetzen filhrten zu keinen besseren
Ergebnissen. Eine Reduzierung der Menge an Stabilisator filhrte zur Aggregation
d.h. dem Ausfallen der Goldpartikel. Ein weiterer Nachteil der Goldkolloid-Farbung
von ProteinA bestand in der durch die Ultrazentrifugation bedingten limitierenden
Menge an Protein-Gold-Komplexen. Daher wurde trotz der zunachst
vielversprechend aussehenden Anfangserfolge dieser Ansatz wieder fallen gelassen

und nach einer Alternative Ausschau gehalten.

D-4-2 Herstellung von mit kolloidem Kohlenstoff markierten ProteinA

Alternativ zu Goldfarbung existiert ebenfalls seit langer Zeit die Methode der
Tuschefarbung fur auf Membranen Ubertragene Proteine. Die Anfarbung mit Tusche
ist zwar nicht so sensitiv wie die Anfarbung mit kolloidalem Gold, beruht aber auf
demselben Prinzip der Anlagerung von Kkolloidalen Partikeln an geladene
Aminosauren von Proteinen (die Anlagerung der Kolloide beruht auf elektro-
statischen Kraften). Tusche ist ein Kolloid aus fein dispersem Kohlenstoff in einer
walrigen Losung. Das Kohlenstoff-Kolloid wird ahnlich dem Goldkolloid durch die
Zugabe von Stabilisatoren in Losung gehalten. Die bei der Tuscheherstellung
verwendete Stabilisatoren sind allerdings wenig geeignet fur den Einsatz in
biochemischen Reaktionen. Typische Stabilisatoren sind Sauren, Harnstoff und

synthetische Polymere, die nach Eintrocknen der Tusche eine lackartige Eigenschaft
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verleihen, d.h. sie vor dem Wiederauflésen in Wasser schitzen. Daher kann Tusche

nicht direkt zum Markieren nativer Proteine eingesetzt werden.

Fur die Herstellung eines zum Anfarben von Proteine geeigneten Kohlenstoff-
Kolloids waren auch wunter Zuhilfenahme aller erreichbarer elektronischer
Informationsquellen keine Zitate in der wissenschaftlichen Literatur zu finden. Daher

muf3te rein empirisch vorgegangen werden.

Zunachst mufdte eine geeignete Qualitat von Kohlenstoff aufgetrieben werden. Die
Firma Degussa stellt Gber 30 verschiedene Arten von Pigmentrul3en her, die in der
Lack- und Reifenindustrie in groem Umfang verarbeitet werden. Es wurden uns
kostenlose Proben von drei nach unterschiedlichen Herstellungsverfahren
produzierten Ruf3-Typen zur Verfugung gestellt: Farbrul FW 285 (mittlere
TeilchengrofRe 11 nm), Printex U (mittlere TeilchengroRe 25 nm) und Spezial
Schwarz 100 (mittlere TeilchengréRe 50 nm). Erste Versuche, diese Rul3e in Losung
zu bringen, waren erfolglos. Nach kraftigem Schitteln von 1 % (w/v) Suspensionen
setzte sich der Rul3 selbst in Anwesenheit von 1 % Detergens (SDS oder Tween 20)
nach wenigen Minuten wieder ab. Auch durch Zugabe von 1 % Protein (BSA oder
Casein) und hoheren Kochsalzkonzentrationen konnte keine Kkolloid-ahnliche

Suspension hergestellt werden, die nicht sehr schnell wieder ausgeflockt ware.

SchlieB3lich gelang es, durch 15 Minuten langes Beschallen von 10 ml einer 1 %
Suspension eines der Ruldtypen, Spezial Schwarz 100, in Anwesenheit von 1% BSA
und 0.1 % Tween 20 mit einem Ultraschall-Desintegrator bei einer Leistung von 200
Watt/cm? eine RulR-Suspension herzustellen, die nicht sofort wieder koagulierte. Als
Test wurde das Auftropfen der Suspension auf Filterpapier entwickelt: bei
gewohnlichen Suspensionen blieb der Ruf3 an der Auftragstelle liegen, wobei das
Losungsmittel einen grolReren Fleck bildete, bei kolloidal suspendierten Ldsungen

verlief der schwarze Tropfen dagegen gleichmalig.

Nachdem eine Methode zur kolloid-ahnlichen Suspendierung des Rul3typs Spezial
Schwarz 100 und ein einfacher Test zur Bestimmung der Loslichkeit des Kohlenstoffs
gefunden worden war, konnte die Optimierung der Kolloid-Herstellung in Angriff
genommen werden.
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Dazu wurde ein Test entwickelt um zu Uberprifen, ob Protein an das Kohlenstoff-
Kolloid gebunden werden kann und auch stabil gebunden bleibt. Ein von der Firma
Sigma kommerziell erhaltliches gegen BSA gerichtetes Kaninchen-serum wurde auf
eine Nitrocellulosemembran getupfelt und nach Absattigung der Membran mit 1 %
Tween 20 mit dem 1:10 verdinnten BSA-Kohlenstoff-Kolloid inkubiert. Als Kontrolle
wurde ein Kleiner Tropfen einer BSA-LGosung mit &hnlicher Konzentration (10 mg/ml)
ebenfalls auf die Membran aufgetragen. Tatsachlich ergab sich nach 5 Minuten
Inkubation und anschlieBendem Abwaschen des Uberschissigen Kolloids eine
Schwarzfarbung des anti-BSA-Serums, allerdings farbte sich der zur Kontrolle
aufgetragene BSA-Fleck ebenso. Die Farbung war demnach nicht spezifisch sondern

beruhte vermutlich auf der allgemeinen Affinitat von Kohlenstoff zu Protein.

Die unspezifische Anfarbung der Proteinflecken auf der Membran konnte entweder
durch freies Kohlenstoff-Kolloid oder durch nur unvollstandig mit BSA konjugiertes
Kohlenstoff-Kolloid bedingt sein. Um dies zu untersuchen, wurde die Protein-
konzentration bei der Ausbildung des BSA-Kohlenstoff-Kolloid-Komplexes variiert.
Die Erhohung der BSA-Konzentration flhrte zu einem Verschwinden der falsch
positiven Reaktion mit dem BSA-Fleck auf der Membran, gleichzeitig verschwand
aber auch die positive Reaktion mit dem anti-BSA-Serum. Ein besseres Ergebnis
wurde erhalten, wenn zu der fur die Farbreaktion eingesetzten 1:10-Verdinnung des
Kohlenstoff-Konjugates, das nach wie vor durch Beschallung einer 1 % Kohlenstoff-
Suspension in Anwesenheit von 10 mg BSA/ml erfolgte, nachtraglich Casein mit
einer Endkonzentration von 2 mg/ml zugesetzt wurde. Unter diesen Bedingungen
war ein deutlicher Unterschied zwischen der positiven Reaktion am anti-BSA-Serum
und der negativen Kontrolle am BSA-Fleck zu erkennen. Dieses Ergebnis lie3e sich
dadurch erklaren, dal? das Casein die unspezifisch mit Protein reagierenden freien
Stellen am Kohlenstoff-Kolloid abdeckt, zugleich aber nicht mit der Bindung am anti-
BSA-Serum kompetiert. Gleichzeitig wies dieses Ergebnis darauf hin, dal3 BSA stabil
an das Kohlenstoff-Kolloid gekoppelt war.

Nachdem die nachtragliche Zugabe von Casein zur Vermeidung falsch positiver
Reaktionen als wichtiger Fortschritt erkannt worden war, wurde versucht, das
optimale Verhaltnis von BSA zu Kohlenstoffkolloid zu ermitteln. BSA war bisher zur

Stabilisierung des Kohlenstoff-Kolloids in relativ hoher Konzentration (1 % =10mg/ml)
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eingesetzt worden. Dies konnte rechnerisch nicht zu einer hohen spezifischen
Anfarbung des BSA durch das Kohlenstoff-Kolloid fuhren, da es in groRem
UberschuBR vorhanden war. Daher wurde versucht, die BSA-Konzentration deutlich
zu erniedrigen, ohne die Stabilitaét des Kolloid zu gefahrden. Die Reduzierung der
BSA-Konzentration auf 100 i g/ml bei der Kolloidbildung mit einer 0.1% Spezial
Schwarz 100-Suspension filhrte zu einer deutlichen Steigerung der Anfarbung des
anti-BSA-Serums auf der Nitrocellulose. Die niedrigere BSA-Konzentration flhrte
dabei nicht, wie beflrchtet, zum Ausfallen des Kolloids. Vor dem Ansetzen der
Farbereaktion war wiederum 2 mg/ml Casein zur Vermeidung unspezifischer

Anlagerung von freien Kohlenstoff-Kolloiden an Protein zugesetzt worden.

D-4-3 Etablierung eines effizienten ProteinA-Kohlenstoff-Kolloid-Komplexes

Nach dem Nachweis eines effizienten BSA-Kohlenstoff-Komplexes unter diesen
niedrigen  Proteinkonzentrationen  wurde  versucht, einen  entsprechenden
Kohlenstoff-Kolloid-Komplex mit ProteinA auszubilden. Um das wertvolle ProteinA
durch die Ultraschallbehandlung nicht zu zerstéren, wurde versucht, eine 1%
Spezial-Schwarz 100-Suspension direkt, d.h. ohne Zugabe von stabilisierendem
Protein mit dem Ultraschall-Desintegrator in ein Kolloid zu dberfihren — was
Uberraschenderweise gelang. Der zur Suspension der Ruf3partikel verwendete Puffer
enthielt auch kein Detergens, sondern bestand lediglich aus 10 mM Tris/HCI pH7.5.
Offensichtlich ist zur Herstellung einer kolloidalen Kohlenstofflosung gar kein
Stabilisator nétig wie bkei der Herstellung von Goldkolloiden, sondern es bedarf nur

der enormen Scherkréfte, die bei der Beschallung zur Anwendung kommen.

Zu 5 ml des auf diese Weise hergestellten nicht stabilisierten Kohlenstoff-Kolloids
wurden 100 i g ProteinA zugesetzt und ca.2 Stunden lang bei Raumtemperatur
stehen lassen, wobei sich kein sichtbares Sediment ausbildete. Dann wurde die
ProteinA-Kohlenstoff-Kolloid-Lésung nach Zusatz von 2 mg/ml (Endkonzentration)
Casein flr eine Testreaktion eingesetzt. Fir den Test war ein Streifen Nitrocellulose
an einer Stelle mit einer Mischung der drei diagnostischen Schistosoma-Antigene
Sj22, Sm32 und SmE16 in unverdiinnter Form (ca. 1 mg Protein/ml) beschichtet und
nach Blockierung der freien Bindungsstellen der Membran mit 1 % Tween 20 mit

einem stark positiven Patientenserum inkubiert worden.
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Als positive Kontrolle war an einer andern Stelle des Teststreifens ein Tropfen
unverdinnten Serums direkt aufgetragen worden. Zur grof3en Enttduschung war so
gut wie keine Farbreaktion zu sehen, nicht einmal bei dem direkt aufgetragenen

Serum, das grol3e Mengen an IgG enthalten muf3te.

Dieses negative Resultat konnte dadurch erklart werden, dal3 nur ein geringer Tell
des ProteinA an das Kohlenstoff-Kolloid gebunden hatte und ein grol3er Teil
ungebunden vorlag und mit dem konjugierten ProteinA um die IgG-Bindungsstellen
kompetierte. Daraufhin wurde versucht, das ungebundene ProteinA durch einen
Waschschritt zu entfernen. Dies liel3 sich relativ leicht durchfihren, weil das
Kohlenstoff-Kolloid sich im Gegensatz zum Gold-Kolloid relativ leicht abzentrifu-
gieren lieR. Es sedimentierte nach 10 min in der Eppendorf-Tischzentrifuge (bei
13.000 x g) quantitativ und lieR sich nach Abheben des Uberstandes leicht wieder
resuspendieren. Um den Effekt des Auswaschens von ungebundenem ProteinA zu
testen, wurde ein neues Konjugat unter den selben Bedingungen wie oben
beschrieben gebildet, nur wurde das ProteinA statt nur 2 Stunden dieses Mal uber
Nacht mit dem Kohlestoff-Kolloid inkubiert. Das Konjugat wurde durch Zentrifugation
wie zuvor sedimentiert und in einer Losung von 2 mg/ml Casein in 10 mM Tris/HCI
pH 7.5 resuspendiert. Mit dieser Losung wurde der Immuntest wie zuvor
durchgefuhrt. Erstaunlicherweise reagierte dieses Mal der Antigen/Patientenserum-
Komplex positiv, der Kontrollfleck mit dem direkt aufgetragenen Serum jedoch

negativ.

Um zu testen, ob die negative Reaktion des Kontrollflecks moglicherweise dadurch
bedingt war, dafld das ProteinA sterisch nicht mit den mit der Nitrocellulosemembran
verklebten Antikdrpern reagieren konnte, wurde wie beim Antigen-Patientenserum-
Komplex zuerst ein rekombinantes Maul-und-Klauenseuchevirus-Protein aufgetragen
und nach Blockieren des Teststreifens mit Tween 20 mit einem passenden
Kaninchenserum Uberschichtet. Nach kurzem Waschen wurde der Teststreifen mit
dem neu préaparierten ProteinA-Kohlenstoff-Konjugat inkubiert, und jetzt wurde

tatsachlich an beiden Stellen eine deutlich positive Reaktion beobachtet.

Nachdem nun Bedingungen ereicht worden waren unter denen die Effizienz dnes

Dip-Stick erprobt werden konnte, wurde eine grol3ere Zahl Teststreifen unter
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ahnlichen Bedingungen wie beim Line-Blot durch Auftragen der Antigene mit einem
Tuschestift hergestellt. Die diagnostischen Antigene wurden wie oben beschrieben
als Mischung aufgetragen, als Kontrollspur diente wieder das Maul-und-
Klauenseuchevirusprotein. Nach Abblocken der Membran in 1 % Tween 20 wurde
die Membran senkrecht zur Auftragsrichtung der Proteine in Streifen geschnitten und
die untere Halfte der noch feuchten Streifen mit jeweils 1 i | Patientenserum und die
obere Halfte mit jeweils 1 i1 | entsprechendem Kaninchenserumiberschichtet. Nach 5
min wurden die Streifen kurz in einer Waschlosung (1 x PBS) geschwenkt und dann
mit dem ProteinA-Kohlenstoff-Kolloid-Komplex inkubiert. Bei den meisten Streifen
war nach 5 min deutlich die Kontrollspur zu erkennen und mehr oder weniger stark
ausgepragt auch eine Reaktion an der Antigenspur (Abb. 24). Teststreifen, die mit

Kontrollseren inkubiert worden waren, blieben dagegen eindeutig negativ.

Das Ergebnis ist sicher noch provisorisch und die Methode muf3 technisch optimiert
werden. Die Streifen mussen z.B. nach Auftrag des Patientenserums besser
gewaschen oder zuvor effizienter abgeblockt werden, damit nicht, wie bei vielen
Streifen zu erkennen, die Auftragsstelle des Patientenserums durchscheint. Anhand
der teilweise sehr schwach gefarbten Kontrollstreifen zeigte sich auch, daf} die
Fahigkeit der ProteinA-Kohlenstoff-Kolloidlosung zur Anfarbung schnell erschopft
war. Dies konnte durch die Verwendung einer hoheren Konzentration der
Farbeldsung oder durch eine Verbesserung der Bindung des ProteinA an das Kolloid
erreicht werden. Die Arbeit muf3te an dieser Stelle aus Zeitgrinden leider
abgebrochen werden. Das Ergebnis zeigt aber klar an, daf3 es prinzipiell méglich ist,

einen schnellen ,Dip.Stick“-Test fur die Diagnose der Bilharziose zu entwickeln.
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Abb. 24: Immunologischer Nachweis der Biharziose mit Hilfe eines "Dip-Stick" Die drei diagnostischen Antigene Sj22,
Sm32 und SmE16 wurden als Mischung gemeinsam auf Nitrocellulose-Teststreifen aufgetragen, die entsprechende Stelle anschlielend
jeweils 5 min lang mit einem kleinen Tropfen Patientenserum (S. mansoni-infiziert) tberschichtet und gebundene Antikérper durch 5 min
Eintauchen in eine ProteinA-Kohlenstoff-Kolloid-Losung sichtbar gemacht. Als Kontrollspur dient ein Immunkomplex aus einem

rekombinanten MKS-Virus-Protein mit einem entsprechenden Kaninchen-Antiserum.
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E- SCHLUSSBETRACHTUNG

Da es gegen die Bilhaziose auf absehbare Zeit keinen Impfstoff geben wird, kann die
Krankheit in den nachsten Jahren nur durch Medikamente bek&mpft werden. Die
Verwendung von Medikamenten hangt jedoch von einer ausreichend guten
Mdglichkeit zur Diagnose ab. Die hier beschriebene serologische Diagnose mittels
rekombinanter Antigene ist wegen ihrer einfachen Durchfiihrung und niedrigen

Kosten ein wichtiger Meilenstein flr Bekdmpfung der Krankheit in der Zukunft.

Das wichtigste Ergebnis meiner Arbeit ist die Erkenntnis, dal3 das Antigen Sj22 in
hervorragender Weise fir die Diagnose der Schistosomiase eingesetzt werden kann,
insbesondere fir die Diagnose der asiatischen Form der Krankheit, fur die es bisher
noch kein ausreichend empfindliches Nachweisverfahren gibt. Zur Diagnose der
Bilharziose steht mit dem Line-Blot mit rekombinanten Antigenen ein hervorragendes
Verfahren zur Verfigung, das auf grofde Bevolkerungsgruppen angewendet werden
kann. Teststreifen konnen in einem grof3en Umfang mit geringen Mitteln angefertigt
und auch lange gelagert werden. Die Moglichkeit, Vollblut anstatt Serum zu
verwenden, erlaubt das Sammeln von Blut in geringsten Mengen direkt auf
Filterpapier. Somit ist das Infektionsrisiko sowohl fur das medizinische Personal als
auch fur die betroffene Bevdlkerung im Vergleich mit der tblichen Serumgewinnung

betrachtlich herabgesetzt.

Allerdings ist die Line-Blot-Methode fir den Feldeinsatz wegen der Langwierigkeit
ihrer Durchfiihrung nicht immer geeignet. Durch die Weiterentwicklung des in dieser
Arbeit erstmals beschriebenen Dip-Sticks mit Kohlenstoff-markiertem Protein A

koénnte diese wichtige Lucke in der Diagnose der Bilharziose geschlossen werden.
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G —ANHANG

Daten der afrikanische Infektionsseren:

S. mansoni Infektionsseren

Nummer Angaben zur Person
Serum Geschlecht | Alter S. mansoni
Eier / g Stuhl
305 m 12 40
306 m 13 2800
307 m 13 1200
308 f 14 60
309 m 12 9880
310 f 12 720
311 f 14 580
312 m 14 1600
314 m 12 80
318 m 13 1800
320 m 13 440
322 f 16 1600
325 m 14 680
402 m 11 400
405 m 11 1160
406 m 14 60
407 f 12 520
409 m 12 3200
415 m 11 760
416 m 12 1000
418 m 11 280
420 f 12 2000
421 f 12 700
423 m 13 560
425 m 12 1240
428 m 13 920
429 m 11 2540
431 m 13 520
435 f 11 200
436 m 11 300
437 m 11 800
438 m 11 12000
442 f 14 800
445 m 14 1480
449 m 13 400




Daten der afrikanische Infektionsseren:

S. mansoni Infektionsseren

Nummer Angaben zur Person
Serum Geschlecht | Alter S. mansoni
Eier / g Stuhl

450 m 14 320
451 m 12 1640
452 m 11 120
502 f 12 7300
511 f 11 120
516 f 11 1800
520 f 11 1600
527 m 11 320
530 f 12 120
532 m 11 200
534 m 11 1200
535 m 11 120
536 f 12 520
538 m 11 1480
539 f 11 3100
540 m 11 1040
543 m 11 320
544 m 12 1480
546 m 11 960
547 f 12 960
548 m 11 240
552 m 11 2400
553 m 11 680
557 m 11 80

560 f 11 400
571 f 11 960
573 f 11 800
576 m 11 1280
578 m 12 40

579 m 13 2840
582 f 13 800
583 m 12 40

615 f 11 320
633 f 11 80

647 f 11 240




Daten der afrikanische Infektionsseren:

S. haematobium Infektionsseren

Nummer Angaben zur Person
Serum Geschlecht | Alter S. haematobium
Eier / 10 ml Urin
A69 m 13 2
A80 f 13 16
A90 m 12 10
A98 m 13 86
A96 m 13 1
A88 m 12 1
A56 m 13 21
A75 m 14 2
59 m 13 35
A64 m 13 17
A71 m 12 3
A52 m 13 44
A109 m 14 2
A62 m 14 4
A104 f 14 1
A81 f 13 10
A103 f 14 1
A119 m 14 1
A120 m 14 12
Al121 m 13 9
Al1l7 m 13 2
A118 m 14 2
A50 m 12 2
A49 m 13 1
A47 m 13 4
A39 m 17 1
A34 m 16 4
A27 m 16 2
A25 m 14 27
A01 m 16 3
A06 m 16 3
Al10 m 16 2




v

Daten der afrikanische Infektionsseren:

S. haematobium Infektionsseren

Nummer Angaben zur Person
Serum Geschlecht | Alter S. haematobium
Eier / 10 ml Urin
A101 f 13 13
A92 m 12 2
A91 m 15 20
A72 m 11 13
A65 m 12 2
Kontroll Seren (negative Seren)
A89 m 12
A67 f 13
A57 m 13
A84 m 13
A83 m 14

DNA-Sequenzen der wichtigsten untersuchten Klone

Klon 9 (Sj22)

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

GGATCCCCGG

TCCAGTGAAT

TGTGAGICTG

TGCAAACATC

TAATGGACAA

ACATATGCAA

TAAGACAGAT

GCGATTATAA

CCTGGAGGAC

TATGICTGIG

AATATTATAC

ACATCTCGAA

CAGTTTAATA

GCTGCAGGAA

TCTGATCGGA

ACAGTAGTTC

ACCGAAACCT

AGAACTTGAT

ATAAAGAGAA

GACAGITATG

AGAGGATGAA

AGTGCACGGA

TTATCTTTAA

AGAATATCCT

CTGTCTCAAG

CCAAGCAGAA

TTCGGCACGA

CAACCAATGT

TTCCAGTGAT

CTAAAGCTAA

TTACTTGITA

TAAGCAAAAT

GTAACTTCCT

GCCAATTCGA

ATCAGATGCC

ATAGI CACAG

ATCAATTGTC

ACCAAAAACG

CCACCATGAA

GITTTGITTT

TTTCGGCAAA

ATGAGATATG

AGCTCTGGAG

ATAGTATTTA

AAAAATCTTA

TGTTGATGAA

AATGGGTACG

ATTCTTAACT

ACAACCACAT

TTGTGGACGA

AAAAARTCTT

AGAATACCAC

ACCCAACGGT

TTATGATGGT

AAGGAATCAG

TTTGAAGAAC

CGAAAAATCA

GGGTACAATT

GACCCTCTTT

GGAGAATTTA

GICCTGGATG

TTTAAGGCAC

AACAAAAATT

CCGTAGAAAA

CCAGTCAACT



Klon

Klon

651 GTAAAGTATG

701 ATATGITTCA

14 (Fimbrin)
1 GCNCGAATTA
51 GGCGGCCGCT
101 GAGCGTGAAT
151 AATAGTTGGT
201 AACCACGTAA
251 GCTAAAGATA
301 GANACATTCT
351 ATACACGACA
401 ATTAATAAAC
451 AATTGATCCA
501 ATATTATTAT
551 ACGGANGTAT
601 ANGGAAAATT
651 TTGNGTTGIG
701 TTNTTTTAGG
751 TTGGATAAAC
801 TAGCGCATGA

851 T

27
1 TAACCTCACT
51 GCTCTAGAAC
101 GITTACCTCT
151 ATACCACCAC
201 TTTACCTTAT
251 CAAAAGATCC
301 GAGACTTTAC

351 TGITGTACAA

TGGAAATCCA

NCCTCACTAA

CTAGAACTAG

CAAATAATAT

GTATCTGTAG

TTGCCTTAAT

TGAAAGATAC

GAAGATGITA

TTCAGTTAGT

GITTAGGTCA

TCAATTGATG

GTAAACTTGT

AAATCGAGGA

TGGACATTAG

AANANNGGTC

NTNATNNGGC

TGGTGAANGT

ACCGAGATTT

AAAGGGANCA

TAGTGGATCC

TGATGCNGTT

TTTTTACATG

ACTGAACAAG

TAAATTAGCT

GATTACCTGT

ATTGGCCAAC

GICGGATGTA

AGGGANCAAA

TGGATCCCCC

TGCATGGAGT

CTGGACATGA

TTAGCTGAAT

AACAAAAGCA

AGTCGITTAC

AAAGCTGAAG

TGATACAGAA

GICAATTATA

CAATGITCCT

GCTGCTTTAA

CNGNGAATTC

CAGAAGNTTN

ATTAATTCCC

TAGCTTATAC

TATGCGT GGG

AAAGCTGGAG

CCNGGNCTGC

AGTTTAAGAC

GGAGCTACGT

CCAGIGGITC

GNAGAAGI TG

TGATGCTCCA

AAGTATTCAC

AAGAAGT CAG

AGCTGGAGCT

GGGCTGCAGG

GATCTAAAAC

AATAAGAGAT

TCAATGATTT

ATACGTAAAG

TGTTGGCAAA

AAAGAGGCTT

TTACAAAATG

TCAACGATGC

AGTCCAGATA

AAAANNGTTT

AGCTGGCANC

TNTGCAAGGC

GNGGNCNAGT

TGATGGTGAA

TAATAACNTT

CTCCACCGCCG

AGGTAATCTA

GACTTACTTC

TCATCTATTG

TATAATAATA

GIGITAGTAC

TCTGGTGCAT

TTCANCATAT

GACTAATGIG

CCACCGECCGT

AATTCGGCAC

GIGCATTAGA

TTAGITTGGAC

ATATATGAGA

CATTACTATT

AATGATACTG

TACACTATGG

AAATATTACC

AAAAATGGNA

CTATTGATGA

TCCAAGGTNC

AATTGGGANG

AAACGACNNN

GATACATTAC

ATGNNGAGAT

ACACNGCCGG

NGT GGCGGECC

AAACTTAATT

TACTGATCAA

GTGGTCAACT

AAACAACCAA

AATGGAATTA

GGAGTICGITG

TTCCATATTC



Klon

Klon

401

451

501

551

28 (Paramyosin)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

751

44

51
101
151
201
251
301

351

AATTACAAAA

TCATTGGNAG

TCAGAAGGGA

GTGAAGCACG

NACCTCACTA

CTCTAGAACT

TTTTTTTGTA

TTATAATTGT

TACAGAATCT

CAAGTACAAC

GATTTAGAAC

AAGTNATCAA

CTACAACTCA

AAATTACGTA

ANCATCAATG

AGGTGGAAAA

CATCTGATCA

TTAAAGCTAA

ATTGAATCGA

GAATTGAACA

GAGANATTAA

TTCGGCACGA

TATAGCAGCT

TACGCTGCAT

AATCAATACC

TCCCCAATCT

CTAATGICCA

TCCAACAGCA

AGANACTACA

TGATGATAAA

ATAAAANTNG

NTATGCTG

AAGGNAACAA

AGTGGATCCC

TTTATTNCTT

TATCTTCTAA

CATGTGAAAA

AAGACTTGAG

GIGATGCAAG

GITGATGCCC

AACTCAAGAA

AAGATTTAGA

AGACGTCGAC

TTTACAAAAN

TGGAAGTAGA

GCNATCACGCT

TTGAAAACGT

ATGC

CTATGAGAGA

GGGGATCTCT

CACGTTTTTA

TAATGTTAGC

ATTTTGAAGG

TTTCGCGACA

TGGGTTCACC

GCGTCACGCTA

\

ATGGNAAACT

AGTATTGNAA

TTCAAGAAAG

AAGCTGGACC

CNGGGCTGCA

AGCTAACTTA

TCATCATTTA

TTTCGAGAAC

AGTCGAGTTC

AGTTCGAGCT

TTTCGGAACG

TTATTGANAC

GAATGCCAAT

ATCAAACAGC

CNAAAANGGA

TAATGTTCTA

GGAATCAAAA

TAACAGATGA

ATTACATCAC

AAAACGT GGT

ATCATGICTA

TGATGATGAC

CTGCAAATAT

TCTTTAAATG

TGCACCTTCA

CCAGITGCTG

TATTCACCAT

TGATTGICAA

TGNAAATGTT

TCCACCGCGN

GGAATTCGGC

TTTCACTGIT

ATCATTATGA

AATTTATCGT

GTGAATTAGA

GAACGACATG

TTTAGATGAA

GTCGTGAAAT

GCATCACTTG

ATTAAATGAA

AAGCAGAGAN

AGGACAGTTA

TTAGAAGGAT

TCTACAAAGA

CATCACCATC

GCTCCTCCGT

AAAGCGAGTIT

ATCGACGTCGA

CAAGITCGTC

GTAAGAATGT

GCTGCAGTAA

CTGCTGAGAA

TGCCGANATC

AAGTTTAGAT

GAGTTAACAT

GTGGCGGECCG

ACGAGTCGAG

TAATCAGACG

TGAATCACGA

GGAGTATCAC

AGATATTTTG

CTGCTGATTT

GCTGGT GGAT

GGAAATTAAC

AATTACCTGA

TTATCATTGG

AGACAAAAGC

GATGGTGCAC

TGGATAGTCA

CAATTAACTG

ACGAATTGAA

GGCTAAGCCT

AGCTTGIGIG

CAGCCGACAA

GAATCATACC

GAAGGATCTA

CGTCGGCAGT

GCCAAAGGAA



Klon

Klon

401
451
501
551
601

651

45

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

701

48 (Paramyosin)

1

51

101

151

201

251

GCTGTGAAGG

CCATCGCECTT

TGGAAAAAAA

CTGACGCTTGG

CNTNTGGATT

TNGGTNGNGA

CCTCACTATA

GAACTAGTI GG

GIGATTTGIT

ATCAAATTTT

AGTCGTGGTC

TCTTACATTA

GICACTATGT

AGGTCTGGTIT

AAAAAACCTC

GAACAGGATA

TTAACCATGG

CATTTAGTAA

TTGICCTCCA

CAGACCATCA

GGAAGTGGTT

AACCTCACTA

TCTAGAACTA

TGTTCTAGGA

CAAAATTAGA

GATGATCTAC

AACATCAGAG

AGGAAAAGAA

TGECTTGITT

AAAAAAAAAA

ACTCCTGTTN

TGTTCANAAC

ATTCAANGCT

GGGAACAAAG

ATCCCCCGGG

GCATGACTAT

TTCTAATGTG

GAGATAATCA

GACCCGGAGG

CAGTGAAAAA

CCCTGCACCT

GATATCCAGC

CCTTAGTACT

TATTGAGGTT

CATTCATGTC

GITTTCTTAC

GGAAAATATT

CGAGGATATC

AAGGGACAAA

GIGGATCCCC

CAGTTAGATG

AGGATTGGAT

AAAGACAATT

Vi

GGTTGTCTNG

GATTAATTGC

ACTCGANGGC

GNTAGATNCA

GCTCCGGITG

TGCTTTGGECG

CTGGAGCTCC

CTGCAGGAAT

CTACTAACGA

ACGTCATCGT

GICGCTCATT

TTGAGCGTGC

GGCCCGCGAG

TTCGGCGCCC

CTGGAAATCG

GICATTGGIT

AATGATTTTA

TGAATGTGAT

ATGGAAATAT

ACTGACAGAC

CTAT

AGCTGGAGCT

NGGGCTGCAG

GIGCACTTAA

AGTCAATTGA

AACTGAATTG

AATTTTGAAC

TTTTACACAT

GATGACGATT

ACTATATGTA

CCCGGTCCAA

GTAATGGACC

CCCNCCCGGC

GGANTT

ACCGCGGTGG

TCGGCACGAG

GGAGAAAATC

TGAAAATGGG

GATGAACTGC

TCTTCGITTA

CTTATATGGA

AGTATCTATA

CTTTTTGAAT

GITGCTAGGG

ACGTCAATTT

GCACCTTTTG

TCTAGATTTA

CAATGITTTC

CCACCGCGNG

GAATTCGGCA

AGCTAAGCNA

ATCGATTGNN

AACAATGCTA

AAATCAAGAT

CTTGATGAGT

CAGITTAAAT

GCTTAATTAG

TCAGAACTCC

CGTTTTTTTT

CGGCCCTCTA

TTTTACTCTT

TACACTGGECG

TGGACATGTT

TTAGAAACGG

GITGACAGAG

TATGGCATGG

TTGITGCTCT

GITGGTAGTG

TATAATGGTG

CTCACGTGAA

AACGGTCGIT

GTCATCCCCT

CAAAGCCTCT

TGGCGGCCGC

CGAGAGATAA

TCAGCTGAAT

AACGTTAACA

AATCGAGATT

TATGAGGCGC



301

351

401

451

501

551

601

651

AAATTTTGAA

GATTTAAAAC

AGCTCAACTT

ACGATGAAGA

TTTAACCCTG

GAGTNAAACA

TCACTGAACT

TAGAAAANCT

Klon 49 (Fimbrin)

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

CAWATTTACK

TTAACATTAG

GGATGATCTA

CATGGAGTGA

GGACATGAAA

AGCTGAATTC

CAAAAGCAAT

TCGITTACTG

AGCTGAAGAA

ATACAGAATT

CAATTATATC

TGTTGCTAGT

TTTAAAAAaT

CAGCTGCATC

TGCAAGGCAA

TTATTCTAAA

GATCATTAGA

ACATCACTTC

AAGTGAAGAA

ATATTGCTGC

GAGGAATTCG

TGAAGATGTIT

CAAAACAAAA

SGATBATATV

TAACTATGAC

TTTCATAATT

TCTAAAACGT

TAAGAGATTT

AATGATTTAT

ACGTAAAGCA

TTGGCAAAAA

AGAGCCTTTA

ACAAAATGAA

AACGATGCAA

CCAGATACTA

GKTTTCAATG

AATTGGATGG

ACGACATATT

VIII

GCAAAATCAT

TGATGAATCT

AAATGGATTA

GCTAGTAATT

ATTAAAATCA

AAGAAATGAA

GCAGAGAGAG

TTACCACTGG

ATCAATVAGA

AACAATAGAG

TTGAATCATT

GCATTAGAAA

AGTTGGACAA

ATATGAGACC

TTACTATTGA

TGATACTGAT

CACTATGGAT

ATATTACCAA

AAATGGAATA

TTGATGAACG

TTCATGAAAA

TGTGGTGTGA

GITTT

CACTTGAAAG

AGAAATCGIT

TGATAATTTA

TAAGANACCA

AAATTTGAAC

GCGAAAATTG

ACGATTAANA

GAATTAAAG

TGCYATTCAA

TCATTGACTC

ACGTGAATCA

TAGTTGGTGT

CCACGTAATT

TAAAGATATG

AACATTCTGA

ACACGACATT

TAATAAACGT

TTGATCCATC

TTATTATGTA

AGTATAAATC

TTTGACATTA

ATACTGGTCC

TCAAGTAGAT

TCAATCTCCA

CAGGCTAAAT

AGTATCTAAG

GIGAACTTAT

ACAATGAGAA

GCGGTATCAT

TATTTACATT

AAGAACAATG

AATAATATTG

ATCTGTAGCT

GCCTTAATTT

AWAGATACAA

AGATGITAAG

CAGTTAGTAA

TTAGGTCATG

AATTGATGGT

AACTTGTCAA

GAGGAGCTGC

GCTGTGAATT

AGAAGATATA



IX

Ergebnis der Homologie-Suche fur Klon 49 (Fimbrin)

S : 83
Sm 150
S : 143
sm 210
S : 203
Sm 270
S: 263
Sm 330
S : 323
Sm 390
S : 383
sm 450
S : 443
Sm 510
S : 503
Sm 570
Sj: 563
sm 630

Klon 51

1

51

101

151

201

251

301

ATTGACTCAAGAACAATGCGATGATCTATTTCATAATTTTGAATCATTACGTGAATCAAA 142

R R RN N AN A e v R RNy
ATTAACT CAAGAACAATGGGATGATTTATTTCATAAATATAAATCATTACGTGAATCAAA 209

TAATATTGCATGGAGT GATCTAAAACGT GCATTAGAAATAGT TGGTGTATCTGTAGCTGG 202

LEEEEEEeeeeer reee eeeee reeeeeee et et e
TAATATTGCATGGGATGATATAAAAACT GCATTAGAAGT TGTTGGTGTCTCTGTTGCTGG 269

ACATGAAATAAGAGAT TTAGT TGGACAACCACGTAATTGGCTTAATTTAGCTGAATTCAA 262
AR AR A R A e R AR e e e
TCATGAAATAAGAGAT TTAGT TGGACAACAAAGAAAT TGGCT TAATCCAGATGAATTTCA 329
TGATTTATATATGAGAGCTAAAGATAT GAVAGATACAACAAAAGCAATACGT AAAGCATT 322
R AN S S R NN AR Ay
TGAATTATATAAAAAAGCAAAAGAT TTAAAAGATACAACAAAAGCTATTAGCAAAGCTTT 389
ACTATTGAAACATTCTGAAGAT GT TAAGT CGTTTACT GT TGGCAAAAATGATACTGATAC 382
e e e e P e e e e e e ey
ATTATTAAAACATGCT GAAGAT GT GAAGT CATTTACT GT TGGCAAAAATGATACTGATAC 449
ACGACATTCAGT TAGT AAAGCT GAAGAAAGAGGCT TTACACTATGGATTAATAAACGTTT 442
CLCEEEEEE et e e e e et feer e
TAGACATTCAGT TAGT AAAGCAGAAGAAAGAGGT TTTACACTATGGATCAATAAACGTTT 509
AGGT CATGATACAGAAT TACAAAATGAAATATTACCAATTGATCCATCAATTGATGGTCA 502
RN A A o A NN A RN Ay
AGGT CATGATGT CGAAT TGCAAGATGGTATTCTACCAGT TGATCCATCAGT TGATGGTCA 569
ATTATATCAACGATGCAAAAAT GGAATATTATTATGTAAACTTGTCAATGTTGCTAGTCC 562
A AN AR AR A AN ARy
ACTGTATCAACGT TGT AAAAAT GGGATAT TGT TGT GTAAACT TGTCAATGTGGCTAGTCC 629
AGATACTATTGATGAACGA 581

ERARNERRN AR
AAATACTATTGATGAACGA 648

CAGTCGAAAT ACCCTCACTA AAGGGAACAA AGCTGGAGCT CCACCGCGGT
GGCGGCCGCTC TAGAACTAGT GGATCCCCCG GGCTGCAGGA ATTCGGCACG
AGGTTCACTG GATCTGAATA TAGACTTTGG AAGGTCGTGA CGATGAATGA
TTCCCGTGIT CAGGTTGGAG TTAGGAAACT CCCGATGCAT CTCCAAAGTT
CTCAAAATCG TCTACTCATT AAAGGAGGGA AAGTAGTCAA TGATGATCGT
ATGITTACTG CGGATATCTA TATCGAGGAC GGAGITATTA GACAAGTAGG

TAATCAACTG TCTATTCCAG GTGGTGICCG AATCATTGAT GCTTCTGG



Klon

Klon

68
1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

901

74

51
101
151
201
251
301
351
401

451

CATATCAGCN

GCGGTGGCEG

GCACGAGCAA

TTAGATGGTG

ATGGATAGTC

ACAATTAACT

TTGAACTTTT

TCTAAAGCAA

ATTAGATGAT

CATTCAAATG

AAGAAGCTAG

GCTGCATTAA

ATTCGAAGAA

ATGITGCAGA

ACCTTACCCC

NCGCANAGGG

CGGCGTACAC

NACGACAAGT

CNCCAACACA

CTAGAACTAG

CATCTGATCA

TAAAGCTAAG

CAGTCCAATT

ACCAACAGGA

AGCATTCAAC

CATCCAAGCA

AGCGAANAAT

ACAACACGCC

ATATNCAATC

GAAATACCCT

CGCTCTAGAA

AAGCCATCTG

CACTTAAAGC

AATTGAATCG

GAATTGAACA

ACACATAAAT

AATCATCACT

GAATCTAGAA

GATTATCGATA

TAATTTAAGA

AATCAAAATT

ATGAACGCGAA

GAGAGAACGA

TGGNCACTAC

GATACCGCNG

CACACCACCG

NCACCCCCAA

CTTCCNTATC

TGGATCCCCC

TGGAAGTAGA

CAATCAGCTG

GCACATCCGC

CCAATTCAAC

CATCCAGCAG

TTCATGCAGG

CCATCCACTC

ATCCCATTCA

TCCCAAGCTC

CACTAAAGGG

CTAGIGGATC

ATCATGGAAG

TAAGCAATCA

ATTGAAAACG

ATGCTAAATC

CAAGATTATG

TGAAAGTCAA

ATCGTTTCAA

ATTTACAGCC

AACCAAGTAT

TGAACGTGAA

AATTGACAAT

TTAAAAGCGG

AGATCCTAAC

NGCNCACAAG

ACCCACCCCC

CGACCGACCC

NCAAGT CCNA

GGGCTGCAGG

TAATGITCTA

AATCCAAACA

ATTGCAACAA

TGCAATTGCA

CACATTTTGC

CCGCCAACATT

TGGCAACAGT

GCATGCATGC

AACTTCACAT

AACAAAGCTG

CCCCGEECTG

TAGATAATGT

GCTGAATCAA

TTAACAGATG

GAGATTAACA

AGGCGCAAAT

GTAGATGATT

TCTCCAAGCT

TAAATACGAT

CTAAGITTAA

CTTATGAGTA

GAGAATCACT

CATCCTAGAA

GGCNGGAATA

GGGACACAAC

TCNCAACCCA

ACACACAAAC

TCGTCACGCA

AATTCGGCAC

GGACAGTITAG

TTCAGCACAG

CGTTAACAGC

CACCAATCCT

AACCTTTTCA

TTGCACATTC

CNAAGGTCAG

ACATCCTAAG

CCATTCCANA

GAGCTCCACC

CAGGAATTCG

TCTAGGACAG

AATTAGAAGCG

ATCTACAAAG

TCAGAGAATT

TTTGAATTAT

TAAAACGATC

CAACTTACAT

GAAGAAAGT G

CCCTGATATT

AAACAGAGGA

GAACTTGAAG

AATCAAANCA

NAAAGCTCCC

ACGGCCAACC

CNACCNCGCN

ACGCCCCACG

CCA

GAGCAAAAGC

ATGGI GCACT

GCATTGGCAT

ATGCATCCTC

CACAATCCGC

CCACCATACA

ATTCCTCAAC

CATGCATTTC

AAAACATCGT

ATNGGCATTN



501
551
601
651
701
751
801

851

Klon 83

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

701

KLon 88
1

51

101

151

201

ATGCATCAAA

ANGCACAGCT

TTCAACGCCT

GACACCGT GG

ACATGCACAC

GCACCGACTG

AATCAGAACA

ACCACAGGCC

GAATTAACCT

GCCGCTCTAG

TBAATCAACA

TAGATCTATT

GAGTCATTGA

ATTACGTGAA

GAAATAGTI TG

ACAACCACGT

GAGCYAAAGA

CTATTGAAAC

WKKATACBTG

CGTTACACBA

TWCAHAATGT

t ATTCMACGA

CDGTGGTGAG

GATACACCTC

GCGGTGGCEG

GCACGAGCAA

TTAGATGGTG

ATTGGATAGT

TATTCACAGG

CAGTAATCTT

TGCATATTGC

CACTTCATGC

CGNAAACACT

GI'GCCCGCGC

CAACACCAAA

CGGCACCTAG

CACTAAAGGG

AACTAGTGGA

TTCATTTGAA

CAATATTTAC

CTCAAGAACC

TCAAATAATA

GIGTATCTGT

AATTGCCYTA

TATGAAAGAT

ATTCTCRAGA

ATACACKGIT

TRGGXKTAAC

GATATTTWCC

TGYCMAAAAT

ACCMCRAKAC

GAAATACCCT

CGCTCTAGAA

AAGCCATCTG

CACTTAAAGC

CAATTGAATC

XI

CCTAACATCC

CAAAGCAAAA

GITGCCATTC

AGTCAACNCA

GGACCCCATG

AGACGCANGG

ACACAACCAT

CAAGGCCCCC

AaCAAAAGCT

TCCCCGGEECT

CTCATCAACA

ATTTTAACAT

ACGGGATGAT

TTGCATGGGA

AGCTGGACAT

ATTTACCTGA

ACAACAMAAA

TDGITTAAGTC

TTt CAGWMAG

ARAACGBGTY

MMAT GRKMCA

GGGAGAATCA

MATAGTGBAG

CATAAAGGGA

CTAGIGGATC

ATCATGGAAG

TAAGCAATCA

GATGAAAACG

GCATGCAAAG

CCCAAGGTCA

ANCACATCCC

GNAGGCAATC

ACGCAATTCA

AATAAAAAAG

AAAAACACGCG

CACTAAACGC

GGAGCTCCAC

GCAGGAATTC

TATTTACTGA

TAGTAACTAT

CTATTTCATA

GIGATCTAAA

GAAATAAGAG

ATTCVATGAT

GCVMATACGT

GKTTACHGT G

CACAAGTAGC

TCCTCAAGGT

AACAATTNGG

CGCAAAGGCA

CGGACACCTA

CNGGGACNTC

AAAATTAAGG

ACAGGGNGCC

CCCGGTGCECG

GGCACGAGAG

TATATATCAA

GACAACAATA

ATTTTGAATC

ACGTGCATTA

ATTTAGITGG

TTATATATGA

GAAAGCATTA

TGGCSMAAAa

TRAAAGCTGW AAGAAAGAGG

AGT GGCRHGG

CCWMT TGXAT

VWKW GTCRTA

TCYG

ACAAAAGCTG

CCCCGEGECTG

TAGATAATGT

GCTGAATCAA

TTAACAGATG

RTACABARRT

GGGKCAMTAT

CTGTGTGMCA

GAGCTCCACC

CAGGAATTCG

TCTAGGACAG

AATTAGAAGCG

ATCTACAAAG



251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

ACAATTAACT

GAACTTTTAC

TAAAGCAAAA

TAGATGATGA

CTTCAAATGG

AGAAGCTAGT

CTGCATTAAA

TTCGAAGAAA

GITTGCNCGA

CCAAACAANA

AGGCTTTCAT

NTAGATNTGG

AAGGAAGGAG

TNCGTNTNAT

GAATGAACAA

ACATAAATCA

TCATCACTTG

ATCTAGAAAT

ATTATGATAA

AATTTAAGAA

ATCAAAATTT

TGAAGCGAAA

GCAGAGAACC

AATTTAAACT

AGAGAAAGGCG

AACAAAGT GG

AANCAAAGAG

Xl

GCTAAATCGA

AGATTATGAG

AAAGT CAAGT

CGTTTCAATC

TTTACAGGCT

ACCAAGTATC

GAACGTGAAC

ATGAAATGAG

GATTAAAAGG

GGGAATTAAG

GAATAAGNCG

GTATATATGA

GAANGGCGAA

CITTTCITTI

TTTTCTNTGT

GATTAACATC

GCGCAAATTT

AGATGATTTA

TCCAAGCTCA

AAATACGATG

TAAGTTTAAC

TTATGAGTAA

AATCACTGAA

CGGTATCNTT

GATCTANGGC

GNGGGGGAAA

AGTGACAAGN

TAGAATAACT

TGNTGITAA

AGAGAATTTT

TGAATTATTC

AAACGATCAT

ACTTACATCA

AAGAAAGTGA

GCTGATATTG

AACAGAGGAA

CTTGGAAGAT

TAGAAAAACT

TGGAATNGAA

ATNGGGAANC

GAAAAAAACG

GCTTGICCTG



