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1. Einleitung

Filarien sind endoparasitisch lebende Nematoden, die mit Ausnahme der arktischen Zonen
weltweit verbreitet sind und einzelne humanpathogene Arten hervorgebracht haben, zu de-
nen auch Vertreter der Gattung Brugia zahlen. Die Lymphatische Filariose, eine Erkrankung
des Menschen in den Tropen, wird durch eine Infektion mit Wuchereria bancrofti und zwei
Arten der Gattung Brugia, B. malayi und B. timori hervorgerufen. Dabei handelt es sich um
eng verwandte Arten, die sich in der geographischen Verbreitung und in der Ubertragung
Uber verschiedene Muckenspezies als Zwischenwirte unterscheiden. Die nach einer Infekti-
on auftretenden Krankheitserscheinungen sind bei den drei oben genannten Filarienarten
ahnlich. Im chronischen Fall kommt es zu schweren lymphatischen Obstruktionen mit mogli-
cher Sekundarinfektion. Die Erkrankung tritt in mehr als 80 Landern auf, vgl. Abb.1 (WHO,
2002). Indien, Bangladesh, Indonesien, die Philippinen, Nigeria, die Demokratische Republik

Kongo sowie Madagaskar zéhlen zu den am schwersten betroffenen Landern.

B - o _ Abb. 1: Verbreitung
I TR EY . ' der Lymphatischen
. ' Filariose im Jahr
2000
rot: endemische Ge-
biete, rosa: verdach-
tige Gebiete

(WHO 2002)

Im Jahre 2000 waren nach Angaben der WHO (2002) 120 Millionen Menschen infiziert; 1,2
Milliarden Menschen leben mit dem Risiko einer Erkrankung. Die Erkrankung betrifft vorwie-
gend die Einwohner der Slums und landlichen Gebiete und tragt entscheidend zur Armut bei.
Es sind hauptséchlich Erwachsene mittleren Alters betroffen, so dass erhebliche soziodko-
nomische Konsequenzen auftreten. Die Menschen leben mit Behinderungen und muissen
soziale Stigmatisierung ertragen. Die Behandlungen (meist operative Eingriffe) verursachen
hohe Kosten. In Indien entsteht jahrlich allein durch Lymphatische Filariose ein Verlust von
einer Milliarde $ (WHO, 2002).

Eine Behandlung mit Diethylcarbamazin oder Ivermectin, Substanzen, die vorwiegend
mikrofilarizid wirken, kann die Parasiten im Wirt effektiv bekdmpfen, ist aber mit Nebenwir-
kungen verbunden, u.a. weil von den sterbenden Mikrofilarien Antigene freigesetzt werden
(PACQUE et al.,1989; OTTESEN, 1987b; GREENE, 1985), die im sensibilisierten Wirt
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Uberempfindlichkeitsreaktionen auslésen kénnen. Uberlebende Adulte konnen nach der
Behandlung weiterhin Mikrofilarien entlassen (GREENE et al., 1985).

Alle bisherigen Ansétze zur Eradikation der Erkrankung haben nicht zu befriedigenden Er-
folgen gefiihrt, so dass es erforderlich ist, die Grundlagenforschung auszudehnen, um lang-

fristig neue Wege zur Prophylaxe zu finden.

Eine Erschwernis bei der Entwicklung von Vakzinen gegen Filarien besteht darin, dass die
meisten Arten ein extrem enges Wirtsspektrum aufweisen. Zahlreiche Antigene von Filarien
konnten zwar bisher kloniert werden, zur Uberpriifung auf schitzende Immunitat miissen
jedoch Tiermodelle herangezogen werden. Da die Pathologie von Filariosen weitgehend auf
Immunantworten des Wirts zurickzufuhren ist (MAIZELS et al, 1987; OTTESEN, 1980;

PIESSENS et al., 1980), besitzen Tiermodelle meist nur eine begrenzte Aussagekraft.

Parasitenmaterial von B. malayi kann in ausreichender Menge aus Labortieren gewonnen
werden. Dieses Infektionsmodell kann aber nicht herangezogen werden, um zu kléaren, wie
der Wirt Mensch auf den Parasiten reagiert, was im Hinblick auf die klinischen Konsequen-
zen der Infektion, der Mdoglichkeit der Diagnose und Prophylaxe von Bedeutung ist.
W. bancrofti konnte bisher nicht auf Labornager Gbertragen werden. Das zu Versuchszwe-
cken nur sparlich zur Verfligung stehende Material stammt von infizierten Menschen, dem
naturlichen Zwischenwirt (Miicken) sowie experimentell infizierten Affen (Presbytis cristatus,
PALMIERI et al., 1982; LOK & ABRAHAM, 1992; Macaca cyclopis, CROSS et al., 1974).

Der eng verwandte Parasit Brugia pahangi kann gleichfalls im Labor in ausreichenden
Quantitaten erzeugt werden und stellt auch fir immunpathologische Untersuchungen ein
nutzliches Modellsystem dar. So zeigen wiederholt mit B. pahangi Larven 3 infizierte Katzen
nach DENHAM et al. (1992) Symptome und pathophysiologische Veranderungen, die der
Lymphatischen Filariose des Menschen entsprechen. Es kdnnen sogar die verschiedenen
klassischen Manifestationsformen unterschieden werden (SNOWDEN & HAMMERBERG
1987, 1989; DENHAM et al., 1972a, 1972b, 1975, 1983, 1987; ROGERS & DENHAM 1974,
ROGERS et al.,, 1975a, 1975b). Entwicklungsgeschichtlich stehen sich B. pahangi und
B. malayi noch sehr nahe; so sind ihre Oberflachenantigene hochgradig homolog (MAIZELS
et al., 1983).

Die im Lymphsystem des Wirtes parasitierenden adulten weiblichen Filarien, die eine Le-
bensdauer von acht oder mehr Jahren (LEEUWIN, 1962) aufweisen kdnnen, produzieren
Millionen von Mikrofilarien (L 1), die in die Blutbahn gelangen. Diese von einer ,Scheide” als
AuRerste Hille umgebenen Stadien bendtigen fur ihr Uberleben im Wirt verschiedene Stra-

tegien, um vom Immunsystem nicht eliminiert zu werden.
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Bisher liegen bereits detaillierte Kenntnisse Uber die biochemische Zusammensetzung der
Mikrofilarienscheide vor (BARDEHLE, 1990; HINTZ, 1995). Die einzelnen Proteinkompo-
nenten und Antigene der Scheide konnten modellhaft vor allem an dem Nagerparasiten Li-
tomosoides sigmodontis (CONRATHS et al., 1993; SCHUTZLE, 1994; SCHARES et al.,
1994; HIRZMANN, 1997; DAFA'ALLA, 1997; DAFA ALLA et al., 2000) studiert werden.

Ziel der Untersuchungen ist es, Strukturen der Scheide zu definieren, die mit dem Immun-
system des Wirts in Wechselwirkung treten. In der vorliegenden Arbeit wird ein Scheidenan-
tigen des Parasiten Brugia pahangi mit molekularbiologischen und immunologischen Metho-
den charakterisiert. Es wird geprift, ob das Protein an der Oberflache der Mikrofilarienschei-
de zugéanglich ist und ein schitzendes Antigen darstellt. Um mogliche Homologien zu den
bereits intensiver erforschten Mikrofilarienscheidenproteinen der Parasiten L. sigmodontis

und B. malayi aufzufinden, wurden auch vergleichende Untersuchungen durchgefihrt.
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2.  Literaturtbersicht
2.1 Lymphatische Filariosen
2.1.1  Entwicklung von Filarien

Bis zum Heranreifen zum adulten Nematoden werden 4 Larvenstadien (vgl. Abb. 2) durch-
laufen. Die Larve 1 wird bei Filarien auch als Mikrofilarie bezeichnet. Diese wird bei einer
Blutmahlzeit von Arthropoden aufgenommen und entwickelt sich im Vektor tUber die Larve 2
zur metazyklischen Drittlarve. Letztere wird bei einer weiteren Blutmahlzeit auf den Endwirt
ubertragen, wo eine Weiterentwicklung tber das 4. Larvalstadium zur adulten Filarie erfolgt.
Einzelne Parasiten tberleben im Wirt bis zu acht Jahre oder langer (LEEUWIN, 1962).

Abb. 2:

Lebenszyklus von Filarien

(OTTESEN, 1987b)

2.1.2  Geschichtliche Grundlagen und Verbreitung

Die Lymphatische Filariose des Menschen stellt eine weitverbreitete Tropenkrankheit dar,
die durch verschiedene hamatophage Arthropoden als Vektoren Ubertragen wird (siehe
Tab.1). Ein Erreger der Erkrankung, W. bancrofti, riickte bereits Ende des 19. Jahrhunderts
in den Mittelpunkt des Interesses: zunachst wurden die Mikrofilarien im Blut des Menschen
von Demaquay 1863 (McMAHON & SIMONSEN, 1996) beschrieben. Wucherer fand 1868
Mikrofilarien im Urin eines Patienten mit Hamatochylurie. Adulte Parasiten wurden zuerst
von Bancroft (1876) gefunden und von Cobbold (1877) beschrieben. 1878 vermutete Man-
son eine Ubertragung durch Miicken als Vektoren. Er bemerkte die nachtliche Periodizitat
der W. bancrofti-Mikrofilarien im Blut (SASA, 1976). Erst in diesem Jahrhundert wurden bei

vergleichenden morphologischen Untersuchungen adulter Parasiten nunmehr drei human-
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pathogene Arten (vgl. Tab. 1) unterschieden (B. malayi: BRUG, 1927; B. timori: PARTONO
etal., 1977).

Die fur den Endwirt infektiosen Larven 3 der einzelnen Arten sowie deren im Blut des End-
wirts zirkulierenden Mikrofilarien sind morphologisch schwer voneinander zu unterscheiden
und teilweise auch schwierig von fir Menschen apathogenen Brugia-Arten abzugrenzen
(WHO, 1992). Die genaue Differenzierung ist mit Hilfe von DNA-Sonden (POOLE &
WILLIAMS, 1990, WILLIAMS et al., 1988) und monoklonalen Antikérpern (CARLOW et al.,
1987) erleichtert worden.

Bis jetzt wurden 10 Brugia-Arten beschrieben, davon parasitieren acht (auch B. pahangi) in
tierischen Endwirten (WHO, 1992). Funf der beim Tier beschriebenen Brugia-Arten kommen
in Asien und dem Pazifik vor, so dass die Differenzierung des endemisch ebenfalls in die-
sem Gebiet verbreiteten Parasiten B. malayi erschwert wird. Zwei Arten (B. timori und
B. malayi) infizieren Menschen auf natirlichem Weg. B. pahangi ist experimentell infektios
fur den Menschen, obwohl bisher keine natirlichen Infektionen gesichert nachgewiesen
werden konnten (WHO 1992).

Tab. 1: Erreger der menschlichen Lymphatischen Filariose und deren Verbreitung

Spezies Wirte Vektoren Verbreitung

W. bancrofti Mensch Miicken Tropen

(hauptséachlich:
Culex quinquefasciatus,
Anopheles spp., Aedes spp.)

B. malayi Mensch, Affen, Mucken Sid-China, Indien, Sri Lanka,

andere Wild- und (hauptsachlich: Indonesien, Timor, Korea, Malaysia,

Haustiere Mansonioides s Philippinen, Thailand,
PP, Koshima Island (Japan)
Anopheles spp.)
B. timori Mensch Miicken Indonesien (Timor, Flores, Rote Alor)

(hauptsachlich:
Anopheles barbirostris)

Zusammengestellt nach MAK (1987); MCMAHON & SIMONSEN (1996); WHO (1992)
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2.1.3  Die menschliche Lymphatische Filariose und deren Einteilung nach klinischen Ge-
sichtspunkten

Die Symptomatik der Lymphatischen Filariose des Menschen ist vielféltig. Es reicht von
Symptomlosigkeit bis zu schweren obstruktiven Veranderungen. Das Paradoxon dieser
Erkrankung stellt die oft inverse Beziehung zwischen der Parasitendichte (Menge
zirkulierender Mikrofilarien im Blut) und der Schwere der Erkrankung dar, da die chronisch
schwer erkrankten Personen meist amikrofilaramisch sind. Nicht jede exponierte und infi-
Zierte Person entwickelt Symptome. Manche Personen zeigen eine hohe Mikrofilariendichte

im Blut, bleiben aber (teils lebenslang) symptomfrei.

LICHTENBERG vermutete bereits 1956 einen Zusammenhang der pathologischen Verande-
rungen, die im Verlauf einer menschlichen Lymphatischen Filariose auftreten kénnen, mit
der Immunantwort des Wirts auf die Parasiten. PARTONO (1987) teilt die Erkrankung nach
pathophysiologischen Gesichtspunkten in zwei Kategorien ein: Das eine ,Syndrom* wird
durch Adulte oder sich entwickelnde Adulte verursacht und wird als ,Klassische Filariose®
betrachtet. Das andere ist durch die Uberreaktion des Immunsystems des menschlichen
Wirtes gegen die Mikrofilarien charakterisiert (Okkulte Filariose und Tropische Pulmonale
Eosinophilie (TPE)). OTTESEN (1987a) vermutete, dass ein Teil der Symptome der
Lymphatischen Filariose durch Immunreaktionen gegen Mikrofilarien verursacht werden, die
vom Wirt eliminiert werden und bezieht sich dabei auf Beobachtungen von VAN DELLEN et
al. (1985). DENHAM & FLETCHER (1987) sieht in der Okkulten Filariose zwei verschiedene
amikrofilaramische Formen: TPE auf der einen Seite und eine Erkrankung, die sich in
Lymphangitis und Lymphadenitis aul3ert, auf der anderen. MAIZELS et al. (1995) erkennen
ein Spektrum klinischer Krankheitsbilder mit zwei Schwerpunkten: Eine Form, die gepragt ist
von asymptomatischer Mikrofilaramie mit hoher Parasitendichte und reversibler Immuntole-
ranz (geringe T-Zellproliferation, insbesondere der Thl-Zellpopulation sowie hohe fila-
rienspezifische 1gG4-Titer) und die amikrofilaramische chronische Erkrankung, die sowohl
durch den Parasiten wie durch die Immunreaktion bedingt ist (verstarkte zellulare Reaktio-

nen, humorale Immunantwort, Uberwiegend IgG1-,2- und 3- Isotypen).

Die derzeit meist verwendete Einteilung bezieht sich auf unterschiedliche Muster von Im-
munreaktionen, die bei in endemischen Gebieten lebenden Individuen auftreten und geht auf
OTTESEN (1984) zuruck:
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1. Asymptomatische Infektion mit bestehender Mikrofilaramie:

Diese Personen weisen hohe Mikrofilarienspiegel im Blut auf, zeigen aber jahrelang
(manchmal lebenslang) keine Symptome. Nach OTTESEN et al. (1977) und PIESSENS et
al. (1980) reagieren Lymphozyten dieser Individuen in vitro nicht signifikant auf Filarienanti-
gene. Filarienspezifische Antikdrper sind nur in geringer Konzentration vorhanden oder feh-
len vollig (OTTESEN et al., 1982; MCGREEVY et al., 1980). Nach OTTESEN (1984) wiirde
das Vorhandensein eines ,Uberreaktiven” Suppressormechanismus, der die Immunantwort

auf den Parasiten hemmt, diese Manifestationsform erklaren.

2. Lymphatische Filariose:

a. Akute klinische Manifestation: Hier stehen Lymphangitis (meist retrograd) und -adenitis,
Fieber, Schittelfrost, Mattigkeit - mehrmals im Jahr sich wiederholend - im Vordergrund. Bei
mit W. bancrofti infizierten Mannern auflert sich diese Form meist als akute Epididymo-
Orchitis. Falle mit entziindlichen Knoten in den Bristen, Skrotum und subkutanem Bindege-
webe - wahrscheinlich Folgen von Entziindungsreaktionen um adulte oder sich entwickelnde
adulte Parasiten - sind ebenfalls dokumentiert (WHO, 1992). Besonders starke Entziin-
dungsreaktionen gegen Larven und Adultwirmer zeigen Infizierte aus Nicht-Endemie-
Gebieten (WHARTMAN, 1947; PARTONO & PURNOMO, 1978).

b. Chronische klinische Manifestation: mit Hydrozele, Chylurie (evtl. mit Hamaturie),
Lymphotdemen und Elephantiasis. Chronische Epididymitis, Funikulitis und lymphddemattse
Verdickung der Skrotalhaut treten bei genitaler Manifestation einer W. bancrofti-Infektion
auf. Lymphodeme und schlie3lich Elephantiasis der Extremitaten (meist ist unilateral eine
GliedmaRe betroffen) fuhren zu schweren Entstellungen der erkrankten Personen.
Sekundarinfektionen (Bakterien und Pilze) sind haufig (WHO, 1992). Das Krankheitsbild wird
gepragt durch die chronisch obstruktive Lymphangitis und -adenitis. Die Symptome zeigen
sich etwa 10-15 Jahre nach der akuten Erkrankung bei Personen aus endemischen Ge-
bieten und nach etwa ein bis zwei Jahren bei Infizierten aus Nicht-Endemie-Gebieten
(PARTONO & PURNOMO, 1978).

Nach OTTESEN (1980) und KLEI et al. (1981) besteht eine direkte Korrelation der Schwere
der Schadigung des lymphatischen Gewebes und der Immunantwort des Wirtes. Je besser
die Parasiten vom Immunsystem des Wirtes erkannt werden (d.h. je geringer die Immun-
suppression), desto eher kommt es zu lokalen Entziindungsreaktionen mit Schadigung des
Lymphsystems (OTTESEN, 1984). An der Immunreaktion ist sowohl die zellulare als auch
die humorale Abwehr beteiligt (OTTESEN et al., 1977; PIESSENS et al., 1980; OTTESEN et
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al., 1982). Patienten mit klinisch manifester Lymphatischer Filariose sind aufgrund mikrofila-

rienspezifischer Antikdrper selten mikrofilaramisch (OTTESEN, 1984).

3. Tropische Pulmonale Eosinophilie (TPE):

Weniger als 1% der an Lymphatischer Filariose erkrankten Personen leiden an TPE
(OTTESEN, 1984). Manner sind zweimal haufiger betroffen als Frauen, Kinder erkranken
noch seltener (WHO, 1992). Die TPE wird als klassisches Beispiel einer Okkulten Filariose
angesehen. Lungenbeschwerden (vorwiegend nachtliche Hustenanfélle) stehen hier im Vor-
dergrund. Die Patienten zeigen eine immunologische Hyperreaktivitat gegen alle Filarienan-
tigene, besonders aber gegen Mikrofilarienantigene (OTTESEN et al., 1979). Die fila-
rienspezifischen Immunglobuline aller Klassen insbesondere IgE sind erhéht. Es besteht oft
extreme Bluteosinophilie (3000-50.000 Zellen/mm?® Blut), aber die Schwere der Symptome

korreliert nicht mit der Hohe der Eosinophilie.

TPE-Patienten sprechen gut auf eine Behandlung mit Diethylcarbamazin (DEC) an. Unbe-

handelt entsteht eine chronische Lungenfibrose.

4. Asymptomatische amikrofilaramische Form:

Die sehr heterogene Gruppe umfal3t Personen, die in endemischen Gebieten leben (d.h.
einem hohen Infektionsdruck ausgesetzt sind) und bei denen weder parasitdre Stadien noch
klinische Symptome, jedoch in unterschiedlichem Mal3 spezifische AntikOrper vorhanden
sind. Ein Teil dieser Population umfaft subklinisch Infizierte (amikrofilaramisch, mit nach-
weislich Filarienantigen im Blut), die interessanteste Fraktion aber bilden Personen, die als
immun gelten kdnnen: hier finden sich starke zellulare Immunreaktionen gegen Filarienanti-
gene (OTTESEN et al., 1977) und hohe filarienspezifische Antikorperspiegel (OTTESEN et
al., 1982).
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2.2 Modellinfektionen
2.2.1 Infektionen mit Litomosoides sigmodontis (TRAVASSQOS, 1919)

Die Baumwollrattenfilarie L. sigmodontis wird als Modellfilarie haufig eingesetzt
(CULBERTSON & ROSE; 1944; LOK & ABRAHAM, 1992). Die Ubertragung erfolgt durch
eine tropische Milbenart (Bdellonyssus bacoti; HIRST, 1913; WILLIAMS & BROWN, 1946).
L. sigmodontis kann im Labor auf3er im natirlichen Endwirt, der aus dem Siden der USA
stammenden Baumwollratte (Sigmodon hispidus), auch in verschiedenen anderen Nagetie-
ren gehalten werden (HAWKING & BURROUGHS 1946; SINGH & RAGHAVAN, 1962;
WENK & HEIMBURGER, 1967; SCHUTZE et al., 1970), z.B. in der Vielzitzenmaus Masto-
mys coucha (Smith 1834; LAMMLER et al., 1968; PRINGLE & KING, 1968).

Der Entwicklungszyklus von L. sigmodontis wurde von SCOTT (1946), CROSS & SCOTT
(1947), WILLIAMS (1948) sowie SCOTT et al. (1951) beschrieben. Die von den in der Pleu-
rahohle lebenden adulten Weibchen freigesetzten Larven 1 (Mikrofilarien; 70-90 pum x
5-6 um) zirkulieren im Blut des Endwirts und werden bei der Blutmahlzeit von den hama-
tophagen Milben aufgenommen. In der Milbe finden zwei Hautungen zu fir den Endwirt in-
fektiosen (metazyklischen) Larven 3 statt. Der Endwirt infiziert sich beim erneuten Saugakt
der Milbe. Die Larven 3 gelangen Uber die Lymphe in den regionalen Lymphknoten und tber
den Ductus thoracicus in das vendse System. Nach der Passage des rechten Herzens und
der Lunge wird die Pleurahohle erreicht (WENK, 1967), wo nach zwei H&autungen
(10-15 Tage p.i. und 23-24 Tage p.i.) Praadulte entstehen, die sich bis zum 46. Tag p.i. zu
adulten Parasiten differenzieren. Wahrend die adulten Weibchen eine Lange von ca.
8-10 cm erreichen, weisen adulte Mannchen nur ein Lange von ca. 2,2-2,3 cm auf. Die Pra-
patenz, d.h. der Zeitraum von der Infektion bis zum Auftreten der ersten nachweisbaren
Mikrofilarien im Blut betragt 50-52 Tage (LAMMLER et al., 1968; PRINGLE & KING, 1968).
Ein Maximum der Mikrofilariendichte im Blut wird meist 120-150 Tage p.i. erreicht; danach
fallen die Dichten allmahlich ab (LAMMLER et al., 1968). Eine Periodizitat - d.h. eine mit der
Tageszeit sich verandernde Mikrofilariendichte im Blut - besteht nicht (BELL & BROWN,
1945). 240-300 Tage p.i. werden die meisten Tiere wieder amikrofilaramisch. LAMMLER et
al. (1968) weisen aber bis zu 500 Tage p.i. noch adulte Parasiten nach.
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2.2.2  Infektionen mit Brugia malayi (BRUG, 1927)

LAING et al. (1960) fanden bei epidemiologischen Studien im naturlichen Verbreitungsgebiet
von B. malayi in Malaysia au3er dem Menschen verschiedene Haus- und Wildtiere als
Endwirte: verschiedene Primaten, wie Javaneraffen (Macaca irus) und Brillenlanguren
(Presbytis obscurus), Karnivoren, wie die Hauskatze (Felis catus) und den Fleckenmusang
(Paradoxurus hermaphroditus) sowie einen Vertreter der Edentata, das Javanische Schup-

pentier (Manis javanica). Diese wiesen Mikrofilarien im Blut auf.

Die experimentelle Ubertragung von B. malayi vom Menschen auf die Hauskatze gelang
EDESON & WHARTON (1957) in Malaysia und ermdglichte erstmals die ndhere morpholo-
gische Untersuchung adulter Parasiten. So konnte BUCKLEY (1960) fur die bis dato be-
kannten Spezies B. malayi (BRUG, 1927), B. pahangi (BUCKLEY & EDESON, 1956) und
B. patei (BUCKLEY, NELSON & HEISCH, 1958) - vormals aufgrund der morphologischen

Ahnlichkeit dem Genus Wuchereria zugeordnet - das neue Genus Brugia definieren.

Die adulten Weibchen, die sich vorzugsweise in den Lymphknoten und -bahnen des Be-
ckens, der Extremitaten und der Genitalien (EDESON & BUCKLEY, 1959) aufhalten und im
Wirt mehr als 5 Jahre Uberleben kénnen (GRENFELL et al., 1991), produzieren bescheidete
Mikrofilarien (Lange ca. 170-230 um; LAING et al., 1960), die sich nach ca. 80-100 Tagen im
peripheren Blut nachweisen (EDESON & BUCKLEY, 1959) lassen. Bei der experimentellen
Infektion von Labornagern bleibt die hohe Mikrofilariendichte im Blut Gber 5-26 Wochen be-
stehen (ASH & RILEY, 1970b).

In den endemischen Gebieten nehmen vor allem Micken des Subgenus Mansonioides
(Sud- und Sudostasien) und des Genus Anopheles (Sudasien) bei der Blutmabhlzeit Mikrofila-

rien auf.

Nach subkutaner Infektion von Hauskatzen wiesen EDESON & BUCKLEY (1959) in das
Lymphsystem migrierte infektiose Larven (Larven 3) schon innerhalb von 16 Stunden p.i.
nach. Sie beobachteten zwei Hautungen (zur Larve 4: 9.-10. Tag p.i.; nach ASH & RILEY
(1970b) am 7.-8. Tag p.i. bei der experimentellen Infektion des Gerbils) und zum Préadulten
35.-40. Tag p.i. (bzw. am 29.-35. Tag p.i. im Gerbil bei ASH & RILEY, 1970b). Die Weibchen
erreichten ihre endgultige GréfRe nach ca. 280 Tagen (5-10 cm, GRENFELL et al., 1991),
wahrend die Mannchen nach ca. dem 64. Tag im GroéRenwachstum mehr oder weniger

stagnierten.
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2.2.3 Infektionen mit Brugia pahangi (BUCKLEY & EDESON, 1956)

B. pahangi ist eine Brugia-Spezies, die - nach East Pahang, einem Gebiet in Malaysia be-
nannt - zuerst von BUCKLEY & EDESON (1956) beschrieben wurde. Sie isolierten adulte

Parasiten aus natirlich infizierten Katzen und Hunden.

B. pahangi-Weibchen kénnen in infizierten Katzen 7-8 Jahren Uberleben und erreichen eine
Lange von 3-7 cm (GRENFELL et al., 1991), die M&nnchen von 1,3-1,7 cm (SCHACHER,
1962). Die Mikrofilarien von B. pahangi weisen eine Lange von 215-270 um auf (LAING et
al., 1960).

Die Entwicklung des Parasiten in der Katze ist insbesondere von SCHACHER (1962) be-
schrieben worden. Entwicklungsgeschichtlich stehen sich B. pahangi und B. malayi sehr
nahe; so sind beide hinsichtlich ihrer Oberflachenantigene hochgradig homolog (MAIZELS et
al., 1983).

Die geographische Verbreitung von B. pahangi Uberschneidet sich mit der von B. malayi
(Indonesien und Malaysia; WHO, 1992). Da beide Spezies zudem durch hamatophage
Arthropoden des gleichen Genus (Mansonia) Ubertragen werden und sich natirliche End-
wirte teilen, kdnnen Mischinfektionen bei Wild- und Haustieren auftreten. LAING et al. (1960)
beschrieben Mischinfektionen in Haus- und Bengalkatzen sowie in Javanischen Schuppen-
tieren (Manis javanica). Naturliche Infektionen wurden im Verbreitungsgebiet auf3er in Haus-
katze und -hund auch bei anderen Karnivoren wie dem Tiger, verschiedenen Palmenrollern
(Fleckenmusang, Fleckenroller, Binturong) und der Indien-Zibetkatze, bei Primaten, wie dem
Plumplori (Nycticebus coucang) und bei Insektivoren, wie dem Haarigel (Echinosorex gym-
nurus) und Nagetieren, wie den Riesenhdrnchen (Ratufa spp.), gefunden (LAING et al.,
1960).

Trotz der oben genannten Gemeinsamkeiten mit B. malayi konnte der Beweis, dass es sich
bei B. pahangi um einen Zoonoseerreger handelt, bisher nicht endgultig erbracht werden,
obwohl auf Borneo (Indonesien) Félle einer nattrlichen Infektion bei dort anséssigen Men-
schen beschrieben wurden (PALMIERI et al., 1985). Die Zuverlassigkeit dieser Untersu-
chung ist umstritten, da die Parasitenspezies nicht durch detaillierte morphologische Studien
bestatigt wurde. Die experimentelle Ubertragung auf den Menschen ist dagegen belegt
(EDESON et al., 1960b) und fuhrt zu Mikrofilaramie (WHO, 1992). In einem Fall resultierte
die Ubertragung auf eine freiwillige Versuchsperson (BUCKLEY, 1958) in einem Krankheits-
bild vergleichbar mit TPE, einer Manifestationsform der Lymphatischen Filariose (vgl. 2.1.3.).

Fur Versuchszwecke eignen sich au3er den gut fur die Haltung im Labor geeigneten End-
wirten Gerbils (Meriones unguiculatus; ASH & RILEY, 1970a), Baumwollratten (Sigmodon
hispidus; RAMACHANDRAN & PACHECO, 1965) und Vielzitzenmausen (Mastomys coucha;
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AHMED, 1967) insbesondere die natlrlichen Endwirte Hund und Katze zur Etablierung eines
Modellsystems, da sich die Parasiten hier nicht nur entwickeln, sondern auch Immunreaktio-
nen des Wirts zu beobachten sind, die denen bei mit Brugia malayi-, B. timori- und W. banc-
rofti- infizierten Menschen (Lymphatische Filariose) sehr &hnlich sind (SNOWDEN &
HAMMERBERG, 1987,1989; DENHAM et al., 1972a, 1972b, 1975,1983, 1987; ROGERS &
DENHAM, 1974; ROGERS et al., 1975a, 1975b). GRENFELL et al. (1991) bezeichnen die
Erkrankung der Katze als Feline Lymphatische Filariose und stellen diese der humanen

Form im direkten Vergleich gegenuber.

LAWRENCE & DENHAM (1992, 1993) wiesen bei Ratten nach, dass die Population adulter

B. pahangi und die Mikrofilarien von getrennten Immunmechanismen kontrolliert werden.

Auch bei Labornagern kénnen Organschadigungen durch die nach einer Filarieninfektion
einsetzende Immunreaktion auftreten. KLEI et al. (1974) sowie KLEI & CROWELL (1981)
beschrieben pathologische Veranderungen in Nieren, Leber und Milz B. pahangi-infizierter
Gerbils. So treten in der Patenz filarienassoziierte Granulome in der Leber auf, wie sie auch
bei infizierten Menschen beobachtet werden. Ahnliche Beobachtungen finden sich auch bei
AH & THOMPSON (1973) sowie MALONE et al. (1976). Als Ursache der von KLEI &
CROWELL (1981) beobachteten filarieninduzierten Amyloidose (Milz) vermuten diese die
langanhaltende Immunstimulation durch Mikrofilarien und/ oder exkretorisch-sekretorische
Antigene der Parasiten. Die Autoren weisen auf einen Zusammenhang von Immunsuppres-
sion und Amyloidose hin, mit einem Hinweis auf Untersuchungen von DRUET & JANIGAN
(1966), HARDT, (1971) sowie HARDT & CLAESSON (1971). So beschleunigt eine Immun-
suppression eine Sekundére Amyloidose, umgekehrt zeigen Mause mit Amyloidose eine
verminderte AbstoBungsreaktion nach Hauttransplantation. KLEI & CROWELL (1981)
verweisen auf das Auftreten einer Sekundaren Amyloidose beim Menschen in Verbindung

mit einer W. bancrofti-Infektion in Papua-Neuguinea.

2.2.4  Die Feline Lymphatische Filariose

Die mit B. pahangi infizierte Katze kann offensichtlich als Modell fur die menschliche
Lymphatische Filariose dienen (DENHAM et al., 1972a, 1972b, 1975, 1983, 1987; ROGERS
& DENHAM, 1974, ROGERS et al., 1975a, 1975b; PONNUDURAI et al., 1974; FLETCHER
et al., 1986, 1992; GRENFELL et al., 1991), in dem es mdoglich ist, die Wechselwirkungen

zwischen Infektion, Immunitéat und Erkrankung néher zu untersuchen.

Nach subkutaner Injektion in das Hinterbein der Katze oder durch eine Infektion mittels Na-
delstich und Auftropfen einer L3-haltigen Losung auf die Haut (EWERT & SINGH, 1969),

wandern die infektiosen Larven innerhalb weniger Stunden in das Lymphsystem ein und
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verweilen im Perinodalsinus des der Inokulationsstelle nachstgelegenen Lymphknotens fir
ca. 20 Tage (SUSWILLO et al., 1982). Sie kehren dann in die afferenten Lymphe zuriick, wo
sie - nach Injektion in das Hinterbein - bis in den Pfotenbereich wandern, sich zu Adulten
entwickeln und Mikrofilarien freisetzen (SUSWILLO et al., 1982; EWERT & EL BIHARI,
1971). Innerhalb von vier Tagen nach Einwanderung in die Lymphe sind erste histopatholo-
gische Veranderungen im betroffenen Lymphknoten zu beobachten (DENHAM & ROGERS,
1975). Als Folge der Immunreaktion (ROGERS et al., 1975a, 1975b) ist der regionale
Lymphknoten stark vergrof3ert. Innerhalb von zwei Wochen nach der Infektion ist eine Dila-
tation der betroffenen Lymphgefaf3e zu beobachten, wobei die anfanglich akute entzindliche
Reaktion, die in Lymphgefal3wand und -lumen zu beobachten ist, innerhalb von 4 Monaten
in eine chronische Entziindung Ubergeht (ROGERS & DENHAM, 1974). Die Veranderungen
wurden auch von SCHACHER & SAHYOUN (1967) beschrieben. Der Durchmesser der
Lymphgefal3e ist bis zu 10-fach vergroRert (DENHAM & ROGERS, 1975).

Parasiten, die innerhalb von drei Wochen nach der Infektion nicht vom Immunsystem des
Wirts eliminiert werden, kdénnen bis zu 10 Jahre im Wirt persistieren (WILSON &
RAMACHANDRAN, 1971) und Mikrofilarien freisetzen. In wochentlichen Intervallen infizierte
Katzen kénnen amikrofilaramisch werden (DENHAM et al., 1972b; DENHAM & FLETCHER,
1987) und zeigen vergleichbar der Lymphatischer Filariose des Menschen Lymphddeme.
Manche Katzen aber weisen weiterhin hohe Mikrofilariendichten auf und bleiben klinisch
symptomfrei, ein Ph&dnomen, das bei der asymptomatisch-mikrofilaramischen Manifestati-
onsform der menschlichen Lymphatischen Filariose auftritt. Wenn das Immunsystem
postmikrofilaramischer Katzen mit infektidsen Larven erneut konfrontiert wird, werden die
meisten dieser Parasiten innerhalb weniger Stunden eliminiert, nur wenige Uberleben -
langstens aber 28 Tage (DENHAM, et al., 1983). DENHAM & FLETCHER (1987) vermute-
ten, dass diese anschlieBend eliminierten Filarien fir die progressiven Verénderungen bei

der Chronischen Lymphatischen Filariose des Menschen verantwortlich sind.

Eine Reduktion oder Eliminierung von Mikrofilarien kann in mikrofilaramischen Katzen durch
Injektion von Serum oder IgG (besonders IgG1) aus infizierten amikrofilaramischen Tieren
erreicht werden (MEDEIROS et al, 1996). Die Wirkung basiert auf einer antikérperabhangi-
gen zellvermittelten zytotoxischen Reaktion (ADCC). In vitro reagieren 1gG1-Antikdrper von
Seren derart behandelter Katzen mit der Mikrofilarienscheide (MEDEIROS et al., 1996).
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2.3 Die Mikrofilarienscheide
2.3.1  Entstehung, Morphologie und Zusammensetzung der Mikrofilarienscheide

L. sigmodontis-, B. malayi- und B. pahangi- Weibchen bringen (wie Wuchereria bancrofti)
bescheidete Mikrofilarien hervor, wéahrend bei anderen Filariengattungen (Onchocerca,
Mansonella, Dirofilaria, Dipetalonema) die Larven 1 unbescheidet in die Blutzirkulation oder
Haut gelangen (VINCENT et al., 1975; BAIN, 1975; MARTINEZ-PALOMO, 1978).

Untersuchungen uber die intrauterine Entwicklung von Mikrofilarien liegen von verschiede-
nen Autoren vor (TERRY et al., 1961; KERSHAW, 1948; McFADZEAN & SMILES, 1956;
TAYLOR, 1960; NEAFIE, 1972), darunter fur B. pahangi von ROGERS et al. (1976). Die
Ultrastruktur ausgereifter B. pahangi-Mikrofilarien wurde von LAURENCE & SIMPSON
(1974) und SUGURI (1977) beschrieben. Vergleichende elektronenoptische Studien der
Eihtlle und Mikrofilarienscheide von B. malayi wurden von ZAMAN (1987) und
SCHRAERMEYER et al. (1987a) durchgefihrt.

Die bei Brugia 42 nm dicke Mikrofilarienscheide leitet sich von der embryonalen Eihtille ab
(ROGERS et al., 1976; SELKIRK et al., 1986; SCHRAERMEYER et al., 1987a), wobei an
deren Entstehung nach Beobachtungen von ROGERS et al. (1976) und SCHRAERMEYER
et al. (1987a) nicht nur die sich entwickelnde Mikrofilarie beteiligt ist (die die sog. homogene
.Basisschicht" bildet), sondern zu der auch Zellen des Uterusepithels beitragen, indem sie
eine elektronendichte, partikular erscheinende &uf3ere Schicht auflagern (McLAREN, 1972;
LAURENCE & SIMPSON; 1974; ROGERS et al., 1976; SCHRAERMEYER et al., 1987a).
LAURENCE & SIMPSON (1974) und SCHRAERMEYER et al. (1987a) beschrieben fir
B. pahangi bzw. B. malayi eine weitere innere elektronendichte Partikelschicht, eine Be-

obachtung, die McLAREN (1972) auch fir L. sigmodontis und Loa loa mitteilte.

Chemische Analysen isolierter L. sigmodontis- und Brugia-Mikrofilarienscheiden wurden von
BARDEHLE (1990), BARDEHLE et al. (1992a) und KLONISCH (1990) sowie KLONISCH et
al. (1991) durchgefuhrt. Sie fanden im Rahmen von Bausteinanalysen heraus, dass die
Scheide zum Grof3teil aus Aminosauren (mit Prolin, Glutaminsdure / Glutamin, Alanin,
Cystein / Cystin und Glycin als Hauptkomponenten) besteht und somit eine Proteinstruktur

darstellt. Kohlehydrate sind nur zu etwa 5 Mol-% enthalten.

Die ermittelten Werte aus den Aminosaure- und Hexosaminanalysen der Brugia- Scheiden
weichen nur geringfligig von den Resultaten, die BARDEHLE et al. (1992a) fur L. sigmodon-
tis -Scheiden ermittelten, ab (KLONISCH et al., 1987, 1991) und decken sich weitgehend mit
Analysenergebnissen von Eihillen anderer Nematoden (ANYA, 1976).



Literaturtibersicht 15

Erste histochemische Untersuchungen der Oberflachenkohlenhydrate der Scheiden wurden
von SIMPSON & LAURENCE (1972), LAURENCE & SIMPSON (1974) sowie von SAYERS
et al. (1984) und HAMMERBERG et al. (1984) durchgefihrt. Durch den Einsatz kohlenhy-
dratspezifisch bindender Lektine (GOLDSTEIN, 1981) konnten detailliertere Informationen
gewonnen werden. Mit FITC-markierten Lektine zum Nachweis von Kohlenhydraten auf der
Oberflache der embryonalen Eihtllen und Scheiden arbeiteten verschiedene Autoren
(FUHRMAN & ASH, 1983a, 1983b; KAUSHAL et al., 1984; DEVANEY, 1985; FUHRMAN &
PIESSENS, 1985; RAO et al., 1987a, 1987b; SCHRAERMEYER et al., 1987b; PAULSON et
al., 1988), die allerdings zu unterschiedlichen Ergebnissen kamen, insbesondere das Vor-
handensein von Chitin betreffend. Ubereinstimmend wird jedoch (iber die Bindung von
Wheat Germ Agglutinin" (WGA) an die Scheidenoberflache berichtet, was auf das Vorhan-
densein von N-Acetyl-Glucosamin (GlucNAc) hindeutet. FUHRMAN & PIESSENS (1985)
schlieRen sogar, dass Chitin (ein B[1->4]-verknipftes GlucNAc-Polymer) am Aufbau von
B. malayi-Scheiden wesentlich beteiligt ist. Dies steht in starkem Widerspruch zu den Er-
gebnissen von SCHRAERMEYER et al. (1987a,b) und PETERS et al. (1987), die nach elekt-
ronenoptischen Untersuchungen an Schnitten gravider B. malayi- und L. sigmodontis-
Weibchen sowie reifer Mikrofilarien beobachteten, dass die Affinitat der Scheide fur WGA
nach Auflagerung der uterinen Partikelschicht verloren geht. Die Eihtllen friher Embryonal-
stadien zeigten im Gegensatz zu der Scheidenoberflache reifer uteriner und Blutmikrofilarien
eine hohe Affinitat zu WGA, was auf einen Abbau von Chitin wahrend der Embryonalent-
wicklung deutet. Bestatigt werden diese Untersuchungen durch die Ergebnisse von
PAULSON et al. (1988), wonach Eihillen von B. pahangi und W. bancrofti eine zehnfach
starkere Affinitat zu WGA aufwiesen als reife Mikrofilarien. KLONISCH et al. (1991) und
BARDEHLE et al. (1992a) konnten bei ihren biochemischen Analysen der Mikrofilarienschei-
den kein GlucNAc nachweisen, ein Hinweis darauf, dass die Scheiden der Blutmikrofilarien

kein Chitin mehr enthalten.

2.3.2 Proteine der Mikrofilarienscheide

Die Mikrofilarienscheidenoberflache von B. pahangi, B. malayi und L. sigmodontis ist als
primare Interaktionsflache in der Auseinandersetzung mit dem Wirtsorganismus anzusehen.
Sie ist fur groRRere Proteine — wie Antikérper — nicht durchléassig (ZAHNER et al, 1995). Dar-
aus laRt sich folgern, dass die Oberflachenantigene am Immungeschehen maf3geblich betei-
ligt sind. Sie werden meist vom mikrofilaramischen Wirt nicht erkannt. Eine mogliche Erkla-
rung hierfir sehen ZAHNER et al. (1995) in der Préasentation von wirtseigenen Antigen-
strukturen oder Proteinmodifikationen auf der Mikrofilarienoberflache, auch kénnten an die

Oberflache adsorbierte Serumproteine des Wirts eine Rolle spielen.
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Nach CONRATHS et al. (1997) besteht die Scheide von B. pahangi, B. malayi und L. sigmo-
dontis aus vermutlich 7-10 verschiedenen Proteinen. Die Autoren stiitzen diese Vermutung
auf die Ergebnisse der Untersuchungen von CHRIST et al. (1992), HINTZ et al. (1994) und
HIRZMANN et al. (1995).

HINTZ (1995) sequenzierte proteolytische Peptidfragmente von finf Scheidenproteinen von
L. sigmodontis [shpl (22 kDa), shpla (24 kDa), shp3 (120 kDa), shp3a (40 kDa), shp4 (34

kDa)] und Gesamtscheiden partiell.

Bei der Analyse der in 2-Mercaptoethanol und SDS-Igslichen Fraktion der radioaktiv mar-
kierten Mikrofilarienscheide von L. sigmodontis Uber eine SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese konnte BARDEHLE (1990) eine Bande mit der scheinbaren molekularen
Masse von 22 kDa durch N-terminale Sequenzierung identifizieren (shpl). SELKIRK et al.
(1991) gelang es, mit einem Antiserum in der Mikrofilarienscheide von B. pahangi ein Mole-
kul (Mf22) zu identifizieren, das sich als homolog zu shpl von L. sigmodontis erwies
(CHRIST et al., 1992). Shpl wird nur in Embryonalzellen exprimiert und transkribiert
(CONRATHS et al., 1993; ZAHNER et al., 1995) und reprasentiert einen Bestandteil der
inneren homogenen Schicht der Mikrofilarienscheide. Das Protein ist spezifischen Antikor-
pern — ohne Einsatz proteolytischer Enzyme - nicht zuganglich (BARDEHLE et al., 1991)
und scheint unter einer Schicht uterinen Ursprungs verborgen zu sein (ZAHNER et al.,
1995).

Shp3 und shp3a sind zwei einander sehr ahnliche Oberflachenproteine (HINTZ et al., 1994;
HINTZ et al., 1996). Durch immunhistologische Studien lassen sich Epitope von shp3 und
shp3a nur im distalen Uterus auf Mikrofilarien und im uterinen Epithel nachweisen
(SCHARES et. al., 1994). Nach den Untersuchungen von HINTZ et al. (1996) enthalten
Mikrofilarienscheiden Dimethylaminoethanol, das wahrscheinlich Utber Phophodiester-
Briicken an shp3 und shp3a gebunden ist. Shp3 und shp3a sind vermutlich an der aulR3eren
Scheidenoberflache lokalisiert. Shp 3 und shp3a werden vom Immunsystem bei einer natir-
lichen Infektion nicht erkannt (BARDEHLE et al., 1992b). ZAHNER et al. (1995) vermuten,
dass die shp3 Polypeptid-Sequenz nach der Translation unter den zugefligten Strukturele-
menten vollig verborgen ist. Bei den Strukturelementen kdnnte es sich um wirtseigene
Strukturen handeln, so dass der Parasit vor der Immunabwehr des Wirts geschutzt ist. Die
Scheidenprotein-Gene shp3 und shp3a von L. sigmodontis, B. pahangi und B. malayi wur-
den von HIRZMANN (1997) isoliert und charakterisiert. Nach HIRZMANN (1997) werden

shp3/3a in den Embryonalzellen und im distalen Uterus exprimiert.

HINTZ et al. (1994) gelang es bei der Analyse des in SDS/2ME unldslichen Scheidenanteils
von L. sigmodontis durch enzymatische Proteolyse Peptidfragmente zu isolieren, deren N-

terminale Sequenzierung moéglich war. Anhand geeigneter Peptidsequenzen wurden dege-
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nerierte Oligonukleotide synthetisiert und diese in der PCR zur Amplifikation der komple-
mentaren cDNA eingesetzt (HIRZMANN et al., 1995). Aus dem von einer Genombibliothek
isolierten Gen liel3 sich die vollstandige Aminosauresequenz ableiten, die die von HINTZ et.
al (1994) gefundenen Peptidfragmente beinhaltete. Das L. sigmodontis-Gen kodiert fur ein
Polypeptid von 222 Aminosauren (24 kDa). Die homologen Gene von B. pahangi und
B. malayi wurden von HIRZMANN (1997) isoliert und charakterisiert. Die Homologie zwi-
schen den shp2-Molekillen der beiden Brugia spp. betragt 94%, zwischen den shp2-
Molekilen der beiden Brugia spp. und L. sigmodontis 61%. Shp2 stellt in der Scheide einen
Bestandteil der homogenen Schicht (Matrix) dar (HINTZ et al., 1994). Shp2 wird in embryo-
nalen und maternalen Zellen, insbesondere im uterinen Epithel transkribiert (CONRATHS et
al., 1997). HIRZMANN et al. (1995) fanden fur L. sigmodontis und B. malayi die Transkripti-
on nur bei adulten Weibchen.

DAFA'ALLA (1997) isolierte mittels eines Kaninchen-Antiserums gegen den SDS/2ME-
I6slichen Teil der Mikrofilarienscheide zwei cDNA-Klone aus einer Expressions-cDNA-Bank,
die charakterisiert wurden. Die cDNA- und genomische DNA-Sequenz von Iscl wurde er-
mittelt, von Isc2 die cDNA-Sequenz. Beide Gene kommen nur einmal im Genom vor. Eines
der beiden Gene (Iscl, von DAFA"ALLA et al., 2000 in Ls110 umbenannt) wird in Embryo-
nalzellen transkribiert. Das Protein (382 Aminosauren) wurde bei den Untersuchungen nicht
nur in diesen Zellen nachgewiesen, sondern auch im Uteruslumen und intrauterinen Embry-
onalstadien. Bei immunhistologischen Untersuchungen an intrauterinen Embryonalstadien
wurde das Protein an der Eihille bzw. Scheide gebunden. Ausnahmen stellen friihe multi-
zellulare Embryonalstadien, aber auch fertig entwickelte Mikrofilarien dar. Die Autoren ver-
muten, dass das Protein eine Rolle bei der Entstehung der Scheide wahrend der Embryo-

nalentwicklung, evtl. im Sinne eines Chaperons, spielt (DAFA"ALLA et al., 2000).
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3. Material und Methoden
3.1 Versuchstiere
3.1.1  Mastomys coucha

M. coucha hat sich wegen ihrer Empfanglichkeit fur Filarieninfektionen als Endwirt in Infekti-
onsmodellen als geeignet erwiesen. So wurden adulte L. sigmodontis, B. malayi und B. pa-
hangi (vgl. 3.4.2) und Mikrofilarien der beiden Brugia-Arten (vgl. 3.4.1) aus im Institut fur Para-
sitologie, GieRen geziichteten M. coucha (Stamm ,GRA-Giel3en") isoliert. Die Nager wurden in
Makrolon®-Kéfigen (PAG Presswerk AG, Essen) auf Hobelspaneinstreu bei 22° C und 50%
relativer Luftfeuchte gehalten und mit einem Mischfuttermittel sowie Wasser ad libitum versorgt
(vgl. SCHARES, 1992).

3.1.2  Sigmodon hispidus

Das Blut zur Gewinnung von L. sigmodontis-Mikrofilarien wurde von aus institutseigener Zucht
stammenden Baumwollratten (Sigmodon hispidus) gewonnen, da die Filarie L. sigmodontis
hier eine hohe Mikrofilaramie entwickelt und somit gréRere Mengen bescheidete L1 isoliert

(vgl. 3.4.1) werden kdnnen.

Die Tiere wurden einzeln in Makrolon®-Ké&figen auf Hobelspaneinstreu gehalten. Die Tiere
wurden mit Alleinfutter fur Ratten und M&ause (Altromin®; Altromin GmbH, Lage) sowie Trink-

wasser ad libitum versorgt.

3.1.3 Kaninchen

Das zur Herstellung von Antiserum gegen das [3-Galaktosidase-Fusionsprotein (vgl. 3.5.1)
eingesetzte Kaninchen der Rasse ,WeilRer Neuseelander" und das als Zellspender im Zytoad-
harenztest (vgl. 3.7.2) dienende Tier gleicher Rasse wurden in Kafigen auf Gitterrost gehalten.
Die Futterung erfolgte mit Alleinfutter fir Kaninchen (RRF 52 Ringkanin Combi; Raiffeisen,

Wiesbaden). Heu und Trinkwasser standen ad libitum zur Verfligung.
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3.2 Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Blutentnahme bei M. coucha und S. hispidus erfolgte mit Hilfe einer Pasteurpipette (Ent-
nahmevolumen ca. 1,0 bis 1,5 ml je Tier) aus dem retrobulb&ren Venenplexus. Fur die Ver-
wendung des Blutes zur Gewinnung von Parasitenmaterial wurde dem Blut Gerinnungshem-
mer zugesetzt: fur Brugia-Arten 1/10 Vol. 3,8% (w/v) Natriumcitrat-Losung (Merck, Darmstadt),
fur L. sigmodontis 75 E/ml Heparin (Liquemin®; Hoffmann-LaRoche AG, Grenzach-Whylen).

Kaninchen wurde Blut durch Punktion der Ohrvenen mittels Luer®- Injektionskanilen (Terumo
Europe N.V., Leuven, Belgien) enthommen und in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen aufgefan-

gen. Das Entnahmevolumen betrug jeweils ca. 20 ml.

Zur Serumgewinnung wurde das Blut nach der Gerinnung (1 h bei Raumtemperatur (RT) und
30 min bei 4° C) 10 min mit 5.000 rpm (Minifuge RF; Heraeus) zentrifugiert. Das abgezogene

Serum wurde aliquotiert und bis zur Verwendung bei —20° C aufbewabhrt.

3.3 Parasit und Infektion

Die Stammbhaltung von L. sigmodontis erfolgte im urspriinglichen Endwirt, der Baumwollratte
(Sigmodon hispidus). Die Entwicklung im Zwischenwirt fand in der tropischen Milbenart Bdello-
nyssus bacoti (HIRST, 1913) statt.

Als Endwirt fir den Infektionszyklus bei den Brugia-Arten wurde die Vielzitzenmaus Mastomys

coucha eingesetzt, als Zwischenwirt diente die Micke Aedes aegypti.

3.3.1 Zwischenwirte

Die zum Zwecke der Stammbhaltung von L. sigmodontis gehaltenen und geziichteten Raubmil-
ben (B. bacoti) befanden sich in nach oben offenen Glaszylindern (ca. 45 x 25 cm) in einer ca.
10 cm hohen Hobelspanschicht (unbehandeltes Material) mit etwas Watte. Der Raum wurde
auf einem gleichbleibenden Temperaturniveau von 26-28° C und einer relativen Luftfeuchte
von 70-80% gehalten.

Im Mickenraum herrschten gleiche klimatische Verhaltnisse wie im Milbenraum. Die Micken
befanden sich zu je ca. 100 Stick in Kafigen (mit Gaze Uberzogenen Drahtgestelle), wo sie vor
und nach der Blutmahlzeit mit einer 10%igen Saccharose-Ldsung (Feinzucker; Stdzucker,
Mannheim) versorgt wurden und Mdoglichkeit zur Eiablage hatten. Die Muckenzucht erfolgte
wie bei KLONISCH (1990) beschrieben.
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3.3.2 Infektion der Zwischen- und Endwirte

Die Milbenpopulation wurde, wie bei SCHARES (1992) beschrieben, durch Saugenlassen an
mikrofilaramischen (1700 bis 4000 L. sigmodontis-Mf/mm?3 Blut, vgl. 3.3.3) Baumwollratten
infiziert. Daraufhin wurden nicht infizierte Tiere (M. coucha und S. hispidus) und infizierte pa-
tente Baumwollratten in die Glaszylinder alternierend eingesetzt, so dass eine kontinuierliche

Infektion der Versuchstiere und Reinfektion der Milbenpopulation gewéhrleistet war.

Zur Infektion der Micken wurden je drei mit B. malayi oder B. pahangi infizierte M. coucha
(80-100 Mf/20 mm® Blut) mit Pentobarbital (Nembutal®; Abbott, Wiesbaden; 50 mg/kg KG, i.p.)
betaubt, rasiert und in einen Miickenkéfig gelegt. Alternativ wurde den Miicken mit Liquemin®
(Hoffmann-LaRoche, Grenzach-Whylen; vgl. 3.2) ungerinnbar gemachtes, kérperwarmes Blut
dieser Tiere Uber eine mit Serum bestrichene Membran (Parafilm M; American Can Company)
angeboten. Den Mucken wurde im abgedunkelten Raum fiir ca. 2 Stunden die Moglichkeit zur
Blutmahlzeit gegeben. EIf Tage nach der Infektion fand die Sektion der Micken statt, wobei
Larven 3 nach Quetschen der infizierten Mucken in Ringer-Lésung (GIBCO BRL GmbH, Eg-
genstein) Uber das Trichterverfahren nach BAERMANN (1917) isoliert und angereichert wur-
den. Die Dichte der L3 in der Ringer-Losung wurde unter dem Binokularmikroskop (Leitz,
Wetzlar) bestimmt. Die Infektionsdosis fir die etwa 6 Wochen alten M. coucha betrug fur
B. malayi 85 L3 je Tier (LAMMLER et al., 1978; SANGER & LAMMLER, 1979) und fiir
B. pahangi 70 L3 je Tier (s.c., Nackenregion).

3.3.3  Bestimmung der Mikrofilariendichte (RAETHER und MAYERHOFER, 1967)

Material:

¢ Leukozytenmischpipette nach THOMA (J. Lehnecke GmbH, Schortens)
¢ Zahlkammern FUCHS-ROSENTHAL und NAGEOTTE (J. Lehnecke GmbH)

¢ 4% (vIv) Essigsaure (Merck, Darmstadt)

Durchfihrung:

Nach 3.2 gewonnenes Blut wurde in einer Leukozytenmischpipette nach THOMA mit 4% (v/v)
Essigsaure 1:20 (L. sigmodontis) oder 1:10 (Brugia-Arten) verdinnt. Die Mikrofilarien (Mf)
wurden in einer Zahlkammer mit Netzteilung FUCHS-ROSENTHAL (L. sigmodontis) oder
NAGEOTTE (Brugia-Arten) unter dem Binokularmikroskop (Leitz, Wetzlar) ausgezahlt. Die
Angabe der Mikrofilariendichte erfolgte in Mf/mm® (L. sigmodontis) oder Mf/20 mm® (Brugia-
Arten).
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3.4 Antigengewinnung aus Parasitenmaterial
3.4.1  Mikrofilarienantigen

Die Isolierung von Mikrofilarienantigen erfolgte wber Percoll-Dichtegradientenzentrifugation
modifiziert nach CHANDRASHEKAR et al. (1984).

Material:

¢ LoOsung 1: 9 g Percoll (flussig; Sigma, Deisenhofen) + 1 g 2,5 M Saccharose; H,O ad 10 ml
¢ LOsung 2: 0,25 M Saccharose-Ldsung

¢ 1X PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7,4:7,2 g NaCl; 3,08 g Na,HPO, x 2 H,0;
0,354 g KH,PO,; H,O ad 1000 ml

Durchfiihrung:

Blut wurde den Versuchstieren wie in 3.2 beschrieben, enthommen. Fir die Isolierung von
L. sigmodontis-Mikrofilarien wurde Percoll in 0,25 M Saccharose als 30%ige und 25%ige Lo-
sung angesetzt und in Glaszentrifugenréhrchen geschichtet: Fir B. pahangi-Mikrofilarien in
Schichten von 40% und 35%, fur B. malayi-Mikrofilarien in Schichten von 40% und 30%. Dar-
tiber wurde das mit Liquemin® (Hoffmann-LaRoche-AG, Grenzach-Wyhlen; vgl. 3.2) ungerinn-
bar gemachte und 1:2 mit phys. NaCl-Losung oder 1X PBS verdunnte Blut aufgetragen. Nach
Zentrifugation (1600 rpm fur 30 min; Auslauf ohne Bremse; Minifuge RF, Heraeus) konnten die
Mikrofilarien aus der Grenzschicht der Percoll-L6sungen Uber eine Pasteurpipette mit ange-
schlossener Wasserstrahlpumpe isoliert werden. Der Erfolg der Dichtegradientenzentrifugation
wurde mikroskopisch kontrolliert. Zwei Waschschritte mit phys. NaCl-Lésung oder 1X PBS mit
Sedimentation (je 10 min bei 1200 rpm; Minifuge RF, Heraeus) schlossen sich an. Die so
gewonnenen Mikrofilarien wurden als Suspension (2 x 10° Mikrofilarien in 1 ml 1X PBS) im
Eisbad ca. 100x fur 1 s bei 20 kHz beschallt (Branson-Sonifier B 12, Danburg) und in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge 13.000 rpm fur 10 min zentrifugiert. Der Proteingehalt wurde
spektrophotometrisch bei 280 nm ermittelt und die aliquotierten Proben wurden bis zur Ver-

wendung bei -20° C aufbewahrt.
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3.4.2 Adulte Filarien

Als Material fur die Herstellung einer genomischen Bank aus B. pahangi sowie flr den Einsatz
in Westernblot und PAP-Test wurden adulte Filarien aus M. coucha isoliert. Filarieninfizierte
M. coucha wurden mit CO, betéubt und anschliel3end sofort dekapitiert. Die adulten B. pahangi
und B. malayi wurden aus Herz, Lunge sowie ggf. aus den Hoden und dem Lymphsystem

isoliert. Zur Gewinnung von L. sigmodontis wurde die Pleurahthle (Tag 130 p.i.) er6ffnet.

Die adulten Filarien wurden nach Geschlecht getrennt in Petrischalen in phys. NaCl-Lésung
oder 1X PBS (vgl. 3.4.1) Uberfiihrt und gewaschen. Nach der Trocknung auf Filterpapierzu-
schnitten (Schleicher und Schiull, Dassel) wurden sie in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff
(fur die Herstellung einer genomischen B. pahangi-Bank vgl. 3.21) oder bei -80° C in 1,5 ml-
Eppendorf-ReaktionsgefalRen als Antigen fir den Einsatz in Standardtechniken nach 3.6 ein-

gefroren und aufbewabhrt.

343 Mikrofilarienscheiden

B. malayi-Mikrofilarien wurden Uber die Percoll-Dichtegradientenzentrifugation (vgl. 3.4.1)
gewonnen. Die Scheiden wurden von Dr. M. Hintz (Biochemisches Institut am Klinikum der
Justus-Liebig-Universitat, GieRen) nach der Methode von BARDEHLE et al. (1991) prépariert
und freundlicherweise fiir den Einsatz in den in 3.6 beschriebenen Standardtechniken zur

Verfligung gestellt.

3.4.4  Embryonalstadien

Embryonalstadien wurden aus dem Uterus der weiblichen Parasiten (vgl. 3.4.2) gewonnen,
indem ca. 30 lebende adulte Wirmer in 1 ml PBS (vgl. 3.4.1) in einem Moérser aus Acrylglas
(WEGERHOF et al., 1979) mit einer feinen Schere zerschnitten und mit dem Pistill vorsichtig
gequetscht wurden. In einem Zentrifugenglas wurde die Suspension auf 5 ml PBS aufgefillt.
Nach 30 min konnten die Embryonalstadien aus dem Uberstand abgezogen und mehrfach mit
PBS gewaschen werden (200 x g, 10 min).
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3.5 Antiseren

Die hier angefiihrten Seren dienten der ndheren immunologischen Charakterisierung von

Scheidenoberflachenantigenen.

3.5.1 Herstellung eines Antiserums gegen das rekombinante Protein Bpl (Anti-Bp1)

Material:

¢ 300 ug B-Galaktosidase-Fusionsprotein (vgl. 3.21.2)
¢ Freund'sches Adjuvans incomplett (FA; Behringwerke AG, Marburg)

Durchfihrung:

Zur Herstellung von Antiserum gegen das [-Galaktosidase-Fusionsprotein (vgl. 3.21) wurden
einem Kaninchen (vgl. 3.1.3) bei der ersten Immunisierung 100 ug des Uber praparative 8%ige
Acrylamidgele (vgl. 3.6.1) gewonnenen und in einem gleichen Volumen Freund'schem in-
komplettem Adjuvans emulgierten Proteins s.c. in die Nackenregion verabreicht. Boosterinjek-
tionen erfolgten zweimal in dreiwdchigem Abstand mit jeweils 100 pg des in Adjuvans emul-
gierten Proteins. Die Serumgewinnung (vgl. 3.2) erfolgte sechs Wochen nach der ersten Injek-

tion. Als Kontrolle diente PrAimmunserum (Pra-Bpl).

3.5.2  Antiseren gegen SDS/2ME-I6sliche und -unlésliche Komponenten von L. sigmodontis-
Mikrofilarienscheiden

Die Kaninchenantiseren gegen die in 2ME-I6sliche (Anti-s) und -unldsliche (Anti-p) Antigen-
fraktion der Mikrofilarienscheide von L. sigmodontis wurden wie bei SCHARES et al. (1994)

beschrieben, gewonnen und standen fur die Arbeit zur Verfigung.
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3.6 Standardtechniken fir Antikdrper- oder Antigennachweise

3.6.1  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE; LAMMLI, 1970)

Die SDS-PAGE zur Auftrennung von Proteinen diente dem Auffinden des Fusionsproteins im
Vektor, in praparativer Form zur Gewinnung des zur Immunisierung des Kaninchens benétig-
ten Fusionsproteins und als Vorstufe fur Immunoblots zur Spezifitatskontrolle des Antiserums.
Es wurde eine einheitliche Acrylamidkonzentration von 8% in einem diskontinuierlichen Puffer-
system nach LAMMLI (1970) gewahlt (Glycin-SDS-PAGE). Verwendung fand eine Mini-
Protean-lI-Zelle (BIO-RAD, Minchen) fir 7 cm x 10 cm grol3e Gele.

Material:

¢ Losung A (Sammelgelpuffer, pH 6,8): 6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan;
4 ml 10%ige (w/v) SDS-Ldsung; mit HCI auf pH 6,8 eingestellt; H,O ad 100 ml

¢ LoOsung B (Trenngelpuffer, pH 8,8): 18,17 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan;
4 ml 10%ige (w/v) SDS-Ldsung, mit HCI auf pH 8,8 eingestellt; H,O ad 100 ml

¢ Losung C (Acrylamid-Stammldsung): 30 g Acrylamid (Sigma, Deisenhofen);
0,8 g N,N -Methylen-bis-acrylamid (Sigma, Deisenhofen); H,O ad 100 ml

¢ Elektrodenpuffer (5-fach konzentriert): 15,15 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan;
72,05 g Glycin; 5 g SDS; H,O ad 1000 ml

¢ Probenpuffer (reduzierend; 5-fach konzentriert): 1 ml 20%iges (w/v) SDS;
1 ml Glycerin; 1 ml 2-Mercaptoethanol (BIO-RAD, Miinchen); 1 ml Losung A,
einige Tropfen Bromphenolblau-L6sung

¢ TEMED: N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin (BIO-RAD, Miinchen)
¢  10% (w/v in H,O) Ammoniumpersulfat (BIO-RAD, Miinchen)

¢ Molekulargewichtsmarker:
HMW (High Molecular Weight)-Marker (Sigma, Deisenhofen):

Myosin 205 kDa
R-Galaktosidase 116 kDa
Phosphorylase B 97 kDa
Rinderserumalbumin 67 kDa
Ovalbumin 45 kDa

Carboanhydrase 29 kDa
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Durchfihrung:

a) Herstellung der Polyacrylamidgele

Zur Herstellung der Gele wurden die Gelplatten mit den Spacern in den Glasplattenhaltern
eingespannt und im Giel3stand justiert. Fir zwei 8%ige Gele mit je 0,75 mm Dicke wurden fiir
das Trenngel 3,75 ml Lésung B, 4 ml Losung C sowie 7,25 ml H,O verwendet. Nach Zugabe
von 60 pl 10% (w/v in H,O) Ammoniumpersulfatiosung (BIO-RAD, Minchen) sowie 10 pl
TEMED (BIO-RAD, Minchen) wurde die Trenngel-Lésung vorsichtig gemischt, in die Gel-
kammern gefillt und mit 70% (v/v) Ethanol Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation (i.d.R.
30 min bei Raumtemperatur) wurde nach dem Abgiel3en des Ethanols die Trenngeloberkante
mit destilliertem Wasser gespult, trockengetupft, mit der Sammelgel-Losung tberschichtet und
die Kdmme eingesetzt. Die 4%ige Sammelgel-Losung setzte sich aus 1,5 ml Losung A, 0,6 ml
Losung C, 3,6 ml H,O, 30 pl 10% (w/v in H,O) Ammoniumpersulfat-Lésung und 10 pl TEMED
zusammen. Der Probenauftrag erfolgte 30 min spater, nach Entfernen der Kdmme und Spilen
der Auftragstaschen mit destilliertem Wasser sowie nach dem Zusammensetzen der
Elektrophoresekammern und dem Einfillen von 1X Elektrodenpuffer in die innere (125 ml) und

aulRere Kammer (200 ml).

b) Vorbereitung der Proben und Elektrophoreseablauf

Der Proteingehalt des als Probe aufgetragenen Antigens wurde spektrophotometrisch be-
stimmt. Pro Spur wurden etwa 40-50 ug Protein verwendet. Die Proben wurden vor dem Auf-
trag 5:1 mit 5X Probenpuffer versetzt, im Wasserbad 5 min gekocht und 5 min bei 13.000 rpm
(Eppendorf-Tischzentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde unmittelbar nach der Zentrifu-
gation zur Elektrophorese aufgetragen. In einer Vergleichsspur wurde eine Mischung von
Standardproteinen (HMW-Marker) platziert. Die zur Auftrennung der Proben angelegte Span-
nung betrug 150 Volt, die Stromstarke 60 mA. Mit Erreichen der Bromphenolblaufront am

unteren Gelrand wurde der Trenngang beendet.
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3.6.2  Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Material:

¢ Coomassie-Farbstoff-Losung (Losung P): 2,5 g Coomassie Brilliant Blue R 250 (Serva, Heidelberg);
95% (v/v) Ethanol (vergallt) ad 1000 ml

¢ Entfarbelésung (L6sung S): 50 ml Eisessig; H,O ad 1000 ml
¢ Entfarbelésung (L6sung R): 200 ml 96% (v/v) Ethanol; 50 ml Eisessig; H,O ad 1000 ml
¢ Methanol (Merck, Darmstadt)

Durchflihrung:

Die Gele wurden durch Schwenken fir ca. 2 h in einem Teil Coomassie-Farbstoff-Lésung
(Losung P), einem Teil Entfarbeldésung (Losung S) und etwas Methanol gleichzeitig fixiert und
gefarbt. Die Entfarbung wurde in Entfarbelésung (Lésung R; mehrere Stunden) vollzogen, bis

das Gel klar erschien.

3.6.3  Westernblottechnik (TOWBIN & GORDON, 1984)

Material:

¢ Tris-Glycin-Puffer (Transferpuffer fur SDS-Polyacrylamidgele nach BURNETTE, 1981):
3,03 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan; 14,4 g Glycin; H,O ad 1000 ml

¢ PVDF-Folie (Immobilon®p-Transfer Membran; Millipore, Eschborn)
¢ Blottingpapier: GB 003 (Schleicher & Schuill, Dassel)
¢ Fiber-Pads (BIO-RAD, Miinchen)

Durchfiihrung:

Die zu prufenden Antigene wurden wie in 3.6.1 beschrieben elektrophoretisch aufgetrennt. Fur
die Reaktion mit Antikérpern wurden sie auf eine PVDF-Folie (Immobilon®p-Transfer Memb-
ran) transferiert. Dazu wurde das Gel mit der Membran in einem , Transblot-Sandwich": Fibre-
Pad - Blottingpapier — Gel — Immobilon®p-Transfer Membran — Blottingpapier - Fibre-Pad
feucht und luftblasenfrei zusammengepackt. Der Transfer erfolgte in einem Tris-Glycin-Puffer
unter Eiskiihlung bei 100 V in 1 h in der Trans-Blot-Einheit der Mini-Protean-lI-Dual-Slab-Cell
mit Kidhlelement (BIO-RAD, Minchen).
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3.6.4  Ponceau-S-Farbung

Zur Lokalisation und Abtrennung der Markerspuren sowie zur Kontrolle des Transfers nach
Westernblotting wurden die PVDF-Folien (nach 3.6.3) kurze Zeit reversibel mit dem Farbstoff

Ponceau-Rot angefarbt.

Material:

¢ PBS/T-Puffer: 0,05% (v/v) Tween 20 in 1X PBS (vgl. 3.4.1)
¢ Farbeldsung: 0,05 g Ponceau-Rot (Chroma, Stuttgart); 0,5 ml Eisessig; H,O ad 500 ml
¢ PVDF-Folie (vgl. 3.6.3)

Durchfuhrung:

Nach Beendigung des Transfers wurde die PVDF-Folie bis zum Sichtbarwerden der Protein-
banden in die Farbelésung getaucht und leicht geschwenkt. Die Markerspuren wurden abge-
trennt und nach dem Entfarben in PBS/T-Puffer Coomassie-gefarbt (vgl. 3.6.5). Die restliche
Membran wurde zundchst mit PBS/T-Puffer entféarbt, anschlieBend wurde eine Coomassie-

(vgl. 3.6.5) oder Immunfarbung (vgl. 3.6.6) durchgefihrt.

3.6.5 Coomassie- Farbung von PVDF-Folien

Proteinbanden auf der PVDF-Folie (vgl. 3.6.3) konnten nach beendetem Transfer durch eine

Coomassie-Farbung dauerhaft sichtbar gemacht werden.

Material:

¢ Coomassie-Farbstoff-Losung: vgl. 3.6.2
¢ LOsung P und Lésung S: vgl. 3.6.2
¢ Entfarbeldésung: 7,5 ml Eisessig; 20 ml Methanol; H,O ad 100 ml

Durchfuhrung:

Die Membran wurde zundachst fir 10 min bei Raumtemperatur unter Schwenken in je einem
gleichen Vol. Losung P und Ldsung S fixiert und gefarbt. AnschlieRend wurde mit der Entfar-

belosung (Schwenken, mehrmaliger Wechsel der Losung) Giberschissiger Farbstoff entfernt.
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3.6.6  Immunfarbung (Immunoblottechnik)

Der immunologische Nachweis transferierter Proteine erfolgte tUber die Immunoblot-Technik.

Material:

¢ TBS-Puffer: 12 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan; 23 g NaCl; H,O ad 2000 mli;
der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,4 eingestellt.

1X PBS-Puffer: vgl 3.4.1
PBS/T-Puffer: 0,05% (v/v) Tween 20 in 1X PBS
PBS/T-BSA-LAsung: 2% (w/v) Bovines Serumalbumin (Fraktion V; Roth, Karlsruhe) in PBS/T-Puffer

* & o o

Substratlésung: 30 mg 4-Chloro-1-Naphtol (Sigma, Deisenhofen) geldst in 10 ml Methanol
(Merck, Darmstadt) + 30 ml 1X PBS-Puffer (vgl. 3.4.1) + 15 pl H,O, (30%ig)

Konjugat: Peroxidase-konjugiertes Anti-Kaninchen-Serum (Dianova, Minchen)
Protein aus aufgearbeiteten E. coli-Zellen (vgl. 3.6.7)

Antiseren: Anti-p (vgl. 3.5.2) und Anti-Bp1 (vgl. 3.5.1)

* & o o

Filterpapierzuschnitte GB 003 (Schleicher und Schull, Dassel)

Durchflihrung:

Die PVDF-Folien (vgl. 3.6.3) wurden nach Westernblotting (vgl. 3.6.3) und der Farbung mit
Ponceau-S (mit anschlieBendem Entfarben in PBS/T-Puffer; vgl. 3.6.4) 20 min bei RT in der
PBS/T-BSA-Losung inkubiert. Im Falle einer Praadsorption wurde der PBS/T-BSA-L6sung
0,4 mg/ml des durch Aufarbeitung von E. coli-Zellen (vgl. 3.6.7) erhaltenen Proteins zugege-
ben. Das Antiserum Anti-p (vgl. 3.5.2) wurde mit PBS/T-Puffer auf eine Endverdiinnung von
1:1000 eingestellt, das Antiserum gegen das lac-Z-Fusionsprotein (Anti-Bp1, vgl. 3.5.1) auf
1:200. Die Membranen wurden in den verdiinnten Seren Uber Nacht unter Schwenken bei 4° C
inkubiert. Nach Waschen der Membranen 2x fiir 5 min in PBS-T-Puffer und 1x fir 5 min in 1X
PBS, wurden sie 1 h mit dem Anti-Kaninchen-Konjugat unter Schwenken bei RT inkubiert und
danach erneut gewaschen (5x fur je 5 min in PBS-Puffer). Das Substrat wurde angesetzt und
die Membranen mit dem Substrat inkubiert bis die gewtinschte Intensitat der Banden erreicht
war. Nach dem Uberfiihren und Waschen der Membranen in Ag. dest. (ca. 30 min) konnten
sie auf Filterpapierzuschnitten (Schleicher und Schiill, Dassel) getrocknet und fotografisch

dokumentiert werden.
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3.6.7  Aufarbeitung von E.coli-Zellen

Durch Préadsorption mit einer Proteinpraparation aus dem E. coli-Stamm Y1089 konnten

Kreuzreaktionen mit E. coli-Proteinen im Immunoblot vermieden werden.

Material:

¢ TBS-Puffer: 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 150 mM NaCl
¢ LB-Amp-Medium: vgl. 3.9
¢ Bakterienstamm E. coli Y1089 (Promega, SERVA, Heidelberg): vgl. 3.9

Durchfihrung:

E. coli Y 1089-Zellen wurden utber Nacht in 50 ml LB-Amp-Medium im Schiittelinkubator
(37° C) bis zur Sattigung angezlchtet und bei 5.000 rpm (Minifuge RF, Heraeus) fur 20 min bei
RT sedimentiert. Nach Suspension des Bakterienpellets in 10 ml TBS wurde die Suspension
im Eisbad beschallt (Branson-Sonifier B 12; Danburg; 20kHz; Gesamtbeschallungszeit etwa
3 min), bei 4°C fiir 30 min bei 13.000 rpm (Eppendorf-Tischzentrifuge) zentrifugiert und nach
Bestimmung des Proteingehalts (spektrophotometrisch bei 280 nm) die Uberstande aliquotiert

und bis zur Verwendung in Aliquots bei -20° C aufbewahrt.

3.6.8  Bestimmung der Molekulargewichte

Das relative Molekulargewicht eines im SDS-PAGE aufgetrennten Molekils wurde Uber den
Vergleich seines Migrationsfaktors (MF; Quotient der Wanderungsstrecke des Molekuls und
der Gesamtlaufstrecke) mit dem eines Probenmolekuls (Molekulargewichtsmarker) bestimmt.
Die halblogarithmische Darstellung ergab eine Eichgerade, aus der die unbekannte Masse des

Proteins bei bekannter Laufstrecke ermittelt werden konnte.

3.6.9  Chymotrypsinierung und Indirekter Immunfluoreszenztest (IIFT) mit Mikrofilarien

Bei der indirekten Methode der Immunfluoreszenztechnik erfolgt der Nachweis der gebunde-
nen Antikorper mittels eines fluoreszeinmarkierten Anti-lmmunglobulinantikbrpers. Somit
konnten Antigene und fluorochrommarkierte Antikorper aufgrund ihrer Fluoreszenz erregt

durch UV-Licht lokalisiert werden.
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Um zu gewahrleisten, dass mdglichst alle Scheidenkomponenten der Mikrofilarien fur die zu
untersuchenden Antikorper zuganglich sind, wurden unbehandelte und unterschiedlich lange
enzymatisch behandelte Mikrofilarien eingesetzt. Chymotrypsin A wurde - als die Mikrofilarien-
scheide aufschlieRendes Enzym - wie bei SCHUTZLE (1994) beschrieben, verwendet.

Material:

Evans Blue-Stammldsung: 0,2% (w/v) Evans-Blue (Serva, Heidelberg) in 1X PBS (vgl. 3.4.1)
Formaldehyd (Merck, Darmstadt)-Lsung: 4% (v/v) in 1X PBS (vgl. 3.4.1)
Konjugat: Anti-Rabbit IgG (whole molecule) FITC Conjugate (Sigma, Deisenhofen)

1X PBS (vgl. 3.4.1)

¢

¢

¢

¢ Seren: Anti-p, Anti-s, Anti-Bpl, Pra-Bp1 (vgl. 3.5)
¢

¢ Chymotrypsin A (ChyA; Boehringer, Mannheim)
¢

Phenylmethylsuphonylfluorid (PMSF; Sigma)

Durchfihrung:

Mikrofilarien von B. pahangi, B. malayi und L. sigmodontis wurden dber Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation (3.4.1) isoliert und 3x mit 1X PBS gewaschen. Ein Teil der so
gewonnenen Mikrofilarien wurde lebend im IIFT eingesetzt, ein Teil wurde Formaldehyd-fixiert
und Uber Nacht bei 4° C gelagert. Ein anderer Teil wurde auf 1000 Mf/ul 1X PBS eingestellt
und vor dem Einsatz im IIFT im Wasserbad (37° C) einer Enzymaktivitat von 90 U/ml (ChyA)
ausgesetzt. Die Reaktion wurde nach einer Dauer von 5, 10, 15 und 30 min durch Zusatz von
0,1 mM PMSF abgestoppt. Die Mikrofilarien wurden anschlieBend in 1X PBS gewaschen
(300 U/min; Eppendorfzentrifuge 5415).

Alle Inkubationsschritte des IIFT wurden in 1,5 ml-Eppendorf-GefaRen durchgefihrt. Hierzu
wurden jeweils etwa 2000 Mikrofilarien pro Ansatz eingesetzt. Die Antiseren wurden im Falle
von Anti-Bpl und Pra-Bpl 1:20 in 1X PBS vorverdinnt, die Antiseren Anti-s und Anti-p 1:50.
Die Mikrofilarien wurden 1 h mit den Antiseren inkubiert. Das Gesamtvolumen betrug je Reak-
tionsansatz 200 pl. Nach der Inkubation wurde nicht gebundener Uberschissiger Antikorper
durch drei Waschschritte in je 500 pl 1X PBS entfernt. Die sedimentierten (10 min, 300 x Q)
Mikrofilarien wurden mit je 100 ul des 1:20 in 1X PBS und 0,02% Evans-Blue-Ldsung vorver-
dunnten Konjugats (Anti-Rabbit IgG FITC Conjugate) versetzt und nach dem Mischen 1 h bei
Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in 1X PBS
wurden die sedimentierten Mikrofilarien (10 min; 300 x g) auf Objekttrager getropft unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Diaplan Floureszenz-Mikroskop, Leitz) bei Auflicht betrachtet, die Er-

gebnisse verglichen und fotografiert (Farbdias: Kodak Ektachrome Elite 400).
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3.6.10 Peroxidase-Anti-Peroxidase-Test (PAP-Test)

Material:

¢ 1XTBS fur PAP-Test: 6,057 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 8 g NaCl;
mit HCI auf pH 7,65 eingestellt; H,O ad 1000 ml

¢ TBS-S: 20% (w/v) Schweineserum (DAKO, Hamburg) in 1X TBS
¢ Imidazol-HCI-Puffer:  0,1M Imidazol (Fluka, Buchs, Schweiz); mit HCI auf pH 7,1 eingestellt

¢ DAB-L6sung: 100 mg Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (Fluka);
Imidazol-HCI-Puffer ad 200 ml; kurz vor Gebrauch Zusatz von 70 pl H,0,

¢ Alkoholreihe: 50, 70, 80, 96, 100% (v/v) Ethanol (Merck, Darmstadt)

¢ Isopropanol (Merck)

¢ Methanol-Wasserstoffperoxid-Losung: 0,5% (v/v) H,O, in Methanol (Merck)

¢ Methylbenzoat (Merck)

¢ Benzol (Merck)

¢ Bouin-Ldsung: 15 ml geséttigte Pikrinsdure (Merck); 5 ml 40% (v/v) Formaldehyd (Merck);
1 ml Eisessig (Merck)

¢ Xylolersatz: Rotihistol® (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

¢ Konjugate: Schwein-Anti-Rabbit-1IgG (DAKO);

PAP-Komplex entwickelt im Kaninchen (Sigma, Deisenhofen)
¢ LOsung nach Papanicolaou (Merck)

¢ Kanadabalsam (Merck)

Durchfiihrung:

Die lebenden adulten Parasiten wurden 3x in phys. NaCl-Lésung gewaschen und 24 Stunden
in frisch angesetzter Bouin-Losung fixiert. Die Dehydrierung wurde in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50, 70, 80, 96, 100% (v/v) Ethanol, fir je 5 min) vorgenommen. AnschlielRend
wurde der Alkohol wieder durch das Uberfiinren der Parasiten in die Zwischenlésung Methyl-
benzoat entfernt. Die Filarien wurden in mehrere Segmente unterteilt, die 2x fir je 5 min in
Benzol inkubiert und bei 60° C in Paraffin eingebettet wurden. Nach Aushéartung wurden mit
einem Schlittenmikrotoms (Jung, NufBloch) 5 um dicke Schnitte hergestellt, auf eiweil3be-
schichtete Objekttrager aufgezogen und bei 40° C tber Nacht getrocknet. Nach dem Entparaf-
finieren der Schnitte in dem organisches Lésungsmittel enthaltenden Rotihistol® (2x fir je
10 min), und dem Uberfithren in Alkohol (je 3 min in Isopropanol, 100% (v/v) Ethanol, 96%
(v/v) Ethanol), wurde die endogene Peroxidase durch Inkubation in Methanol-
Wasserstoffperoxid-Losung inaktiviert. Nach dem Waschen in 1X TBS fir 3 min und der Ab-

grenzung der einzelnen Felder mit Hilfe eines sogenannten PAP-Stiftes, erfolgte die Blockie-
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rung der Schnitte durch Auftropfen von je 20 ul Schweineserum pro Feld und eine Inkubation
fur 30 min bei 37° C in einer feuchten Kammer im Brutschrank. Das Schweineserum wurde mit
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entfernt und der zu testende Antikorper (1:100 und 1:500 in
TBS-S) aufgetragen. Wahrend einer weiteren Inkubation (30 min bei 37° C; feuchte Kammer)
erfolgte die Bindung des Antikorpers an sein Antigen. Ungebundener Antikérper wurde durch
3x Waschen in 1X TBS entfernt. Anti-Rabbit-IgG als Sekundarantikbrper wurde mit TBS-S
1:100 verdunnt und aufgetropft (je 20 ul pro Feld). Nach erneuter Inkubation bei gleichen Be-
dingungen und dreimaligem Waschen in 1X TBS, wurde der PAP-Komplex (1:100 in TBS-S)
aufgetragen. Ein weiterer Inkubationsschritt schloss sich an. Anschlieend wurden die Prapa-
rate dreimal mit 1X TBS gewaschen und in eine Glaskuvette mit DAB-Losung uberfuhrt. Die
Farbreaktion wurde nach 10 min mit 1X TBS abgestoppt. Ein Teil der Praparate wurde nach
Waschen mit Wasser 25 s in Papanicolaous Losung gegengefarbt. Uberschiissiger Farbstoff
wurde dabei durch erneutes Waschen in Wasser entfernt. Gegengefarbte wie nicht gegenge-
farbte Praparate wurden nach Uberfiihren in eine Alkoholreihe mit steigender Konzentration
(50, 70, 80, 96% (v/v) Ethanol, 2x in Isopropanol p.a.; fiir je 3 min) und Rotihistol® (2x fir je
5 min) in ein durchsichtiges, haltbares Einschlussmittel (Kanadabalsam) gebracht, durch ein
Deckglas (24 x 60 mm) konserviert, nach dem Trocknen mikroskopisch (Olympus BH-2) un-
tersucht und fotografiert (Kodak Ektachrom 64T).

3.7 In vitro-Versuche mit Mikrofilarien
3.7.1  Mikrofilarien-in vitro-Agglutination (Mikrofilarien-Agglutinations-Assay, MAA)

Material:

¢ PBS-Puffer: vgl. 3.4.1
¢ Seren: Anti-Bp1, Anti-s, Anti-p, Pré-Bp1 (vgl. 3.5)

Durchfiihrung:

L. sigmodontis-, B. malayi- und B. pahangi-Mikrofilarien wurden Uber Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation (3.4.1) isoliert und 3x in 1X PBS gewaschen. Etwa je 5000
Mikrofilarien (in 20 pl PBS) wurden mit einem gleichen Volumen unverdiinntem Kaninchense-
rum Anti-Bpl sowie Anti-s oder Anti-p als Positivkontrollseren bzw. Pra-Bpl oder 1X PBS als
Negativkontrollen tber Nacht bei Raumtemperatur in 1,5 ml Eppendorfgefaf3en inkubiert. Ali-
quots von je 5 yl wurden auf einen Objekttrager aufgetragen und mikroskopisch durch Aus-
zahlung (vgl. 3.3.3) von je 3 x 100 Mikrofilarien (Prozentualer Anteil agglutinierter und nicht

agglutinierter Mikrofilarien) bewertet.
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3.7.2  Antikdrpervermittelter Zytoadharenztest an Mikrofilarien

Im Falle einer Bindung von Antikdrpern an die Oberflache von Mikrofilarien, kann es tber den

Fc-Teil des Antikdrpers zur Anlagerung von Zellen an die Parasiten kommen.

Die Antikorper-vermittelte Zelladhasion wurde, anstatt wie bei ZAHNER & WEGERHOF (1985)
beschrieben, mit Milzzellen eines Kaninchens anstelle der Peritonealzellen der M. coucha
durchgefiihrt. Fir jeden Ansatz wurden 5000 Mikrofilarien (15 pl, in RPMI 1640; Gibco, Eg-
genstein) von B. pahangi und L. sigmodontis mit einer Zellsuspension (30 i, Zellen in Medium
RPMI 1640) von je 510 000 Zellen und je 40 yl Serum (Anti-s, Anti-p, Anti-Bpl sowie das Se-
rum des Milzzellspenders (P-Serum) und Praimmunserum (Préa-Bpl) als Negativkontrollseren)
verwendet. die mikroskopische Beurteilung erfolgte frihestens nach einstiindiger Inkubation
bei 37° C. Es wurden jeweils 1000 Zellen pro Ansatz (je eingesetztes Serum) mit B. pahangi
und 500 Zellen mit L. sigmodontis ausgezéahlt und der prozentuale Anteil der adh&rierenden

Zellen errechnet. Die Ergebnisse wurden verglichen und fotografiert.

3.8 Passive Immunisierung

Drei Gruppen von je funf mit L. sigmodontis-, und drei Gruppen von je funf mit B. pahangi-
infizierte, mikrofilaramische M. coucha erhielten intravends (Injektion in den retrobulbéren
Plexus) je 0,5 ml Kaninchenserum Anti-Bp1, ein Positivkontrollserum (Anti-s) oder das Praim-
munserum (Pra-Bpl) als Negativkontrolle. Blutenthahmen erfolgten in regelmaRigen Zeitab-
standen bis zum 30. Tag nach der Behandlung. Die Mikrofilariendichte im Blut wurde nach der
Methode von RAETHER & MEYERHOFER (1967) bestimmt (vgl. 3.3.3). Die Untersuchungs-
ergebnisse wurden in der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbe-
reichs Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat, Giel3en statistisch analysiert. Die Daten-
haltung und -auswertung erfolgte auf der Rechenanlage Cyber 960 des Hochschulrechenzent-
rums der Justus-Liebig-Universitat, Giel3en unter Verwendung des Statistikprogrammes BMPD
(Dixon, 1987).

Nach dem Ende des Versuchs erfolgte die Sektion der Tiere mit Bestimmung der Anzahl a-
dulter Stadien in den Organen und der Pleurahthle. Bei mit B. pahangi-infizierten Tieren wur-
den zusatzlich, jeweils fur jede Gruppe ein Embryogramm nach WEGERHOF et al. (1979)
erstellt.
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3.9 Bakterienkulturen

Material:

4 Bakterienstimme (Promega, SERVA, Heidelberg):
E. coli Y1089: araD139 AlacU169 proA” Alon rpsL hflA150[chr:: Tn10(tet")) pMC9
E. coli Y1090:  lacU169 proA” Alon araD139 rpsL strA supF, hsdR" hsdM*
E. coli LE392: SUpE44 supF58 hsdR514 galK2 galT22 metB1 trpR55 lacY1
E. coli IM109: F'[traD36 proAB” lacl® lacZAM15] recAl endAl gyrA96 hsdR17 supE44 relAl thiA
(lac-proAB)

¢ Medien:
LB (Luria-Bertani)-Medium (MILLER, 1972):
10 g NaCl (Merck, Darmstadt); 10 g Bacto-Trypton (GIBCO BRL GmbH, Eggenstein);
5 g Hefeextrakt (GIBCO BRL GmbH); H,O ad 1000 ml; pH eingestellt mit NaOH auf 7,2
a. Bei Verwendung von Phagen:.+ 10 mM MgSO, (Merck) + 0,2% (w/v) Maltose (Sigma,Deisenhf.)
b. Zum GielRen von Platten: + 10 g Agar (Bacteriological Grade; GIBCO BRL GmbH)
c. LB-Amp-Plattenagar/LB-Amp-Medium: + 100 pg/ml Ampicillin (Sigma, Deisenhofen)

3.9.1  Vermehrung

Die Bakterien wurden entweder auf LB-Agarplatten oder in LB-Flussigkulturen bei 37° C ver-
mehrt. Zur Selektion von transformierter Bakterien wurde LB-Amp-Medium bzw. -Agar ver-

wendet (+100 pg Ampicillin/ml).

3.9.2 Aufbewahrung (,Stab Cultures", SAMBROOK et al., 1989)

Zur dauerhaften Aufbewahrung der Bakterienstamme wurden Glycerinkulturen angelegt.

0,85 ml einer Bakterienkultur wurde mit 0,15 ml (sterilem) Glycerin (Merck, Darmstadt) ver-

setzt, gevortext und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Aufbewahrung erfolgte bei -80° C.

3.10 Vermehrung von Phagen-Zellen

Material:

¢ A-Phagen (vgl. 3.11)
¢ Bakterienstamme: E. coli Y1089, E. coli Y1090, E. coli LE392 (vgl. 3.9)
¢ LB-Amp-Medium (vgl. 3.9) + 10 mM MgSO, (Merck) + 0,2% (w/v) Maltose (Sigma, Deisenhofen)

Durchfiihrung:

Die fur die Vermehrung von A-Phagen benétigten Bakterienzellen wurden wie in 3.9.1 in LB-

Medium angezichtet. FUr die Stamme E.coli Y1089 und Y1090 war der Zusatz von 10 mM
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MgSO, und 0,2% (w/v) Maltose im Medium ndétig, da Magnesiumionen eine stabilisierende
Wirkung auf die Phagenpartikel haben. Maltose ermdglicht die Adsorption der Phagen durch
Expression von Maltoserezeptoren auf der Bakterienoberflache, an die die Phagenpartikel

binden.

3.11 Immunoscreening der Agt11/B. pahangi-cDNA-Bank

Das hier angewandte Verfahren zur Identifikation serologisch exprimierter Fusionsproteine ist
eine Modifikation eines auf Erkennung virusspezifischen Antigens in Plaques beruhenden Zell-
ELISA (PAULI et al., 1984).

Material:

¢ Agtl1/B. pahangi-cDNA-Bank (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. M. Selkirk,
Imperial College of Science, Technology and Medicine, London, GroR3britannien)

E. coli Y1090 (vgl. 3.9)

Anti-p-Serum (vgl. 3.5.2)

10 mM IPTG (Isopropyl-B-thiogalaktopyranosid; Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

PBS/T-Puffer: 0,05% (v/v) Tween 20 in 1X PBS (vgl. 3.4.1)

PBS/T-BSA-L6sung: 2% (w/v) Bovines Serumalbumin (Fraktion V; Carl Roth GmbH in PBS/T

* & & & o o

SM-Puffer: 5,8 g NaCl; 2 g MgSO4x7H,0; 50 ml 1M TrisCl (pH 7,5); 5 ml 2% Gelatineldsung; H,O ad
1000 ml)

<

A-Diluent: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,
¢ Chloroform (Carl Roth GmbH)

¢ Medien: LB-Medium bzw. —Platten (vgl. 3.9)
Top-Agar: 0,5 % Agarose (Serva, Heidelberg); 10 mM MgSO,

¢ Nitrocellulosefilter (S&S Nukleinsaure- und Proteintransfermedien, 0,45 um,11 x 11 cm; Schleicher
& Schiill, Dassel)

3.11.1 Ausplattieren der cDNA-Genbank

300 pl einer Ubernachtkultur aus E. coli Y1090 (in LB-Medium fiir Phagenvermehrung; Inkuba-
tion im Schuttelinkubator bei 37° C Gber Nacht) wurden zur Transduktion mit ca. 20.000 Pha-
gen versetzt und fur 20 min zur Adsorption der Phagen bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Vermischen mit 8 ml in der Mikrowelle aufgekochtem und im Wasserbad auf 50-55° C abge-
kiihltem Top-Agar (vgl. 3.9), wurden die Bakterien/Phagen-Suspension uber eine vorgewarm-
te, ampicillinhaltige (100 pg/ml) LB-Agarplatte (vgl. 3.9) in einer quadratischen Petrischale (120
x 120 mm; Greiner, Solingen) geschichtet und die Platten nach Erstarren des Agars fur 3 h bei
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42° C im Brutschrank inkubiert. Zur Inaktivierung des lac-Repressors und zur Bindung expri-
mierten Proteins, wurden die mit 10 mM IPTG getrankten und danach bei Raumtemperatur
getrockneten Nitrocellulosefilter luftblasenfrei auf den Bakterienrasen aufgelegt. Die Inkubation
wurde 2 h bei 38° C fortgesetzt. Die Lage der Nitrocellulosefilter wurde tber ein Muster mehre-
rer Einstiche (durch Filter und Agar) mit einer Kanlle markiert und die Konturen der Nitrocellu-
losefilter sowie die Lage der Einstiche auf der Rickseite der Platten nachgezeichnet. An-
schlielend wurden die Nitrocellulosemembranen vorsichtig vom Agar abgezogen und kurz (ca.
5 min) in PBS/T-Puffer gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer Antikorper-Reaktionen
wurden die Filter fir 20 min bei Raumtemperatur in der PBS/T-BSA-LAsung inkubiert. Far die
serologische Detektion antigener Fusionsproteine wurden die Nitrocellulosemembranen in
einer Petrischale mit dem 1:1000 in PBS/T-Puffer verdiinnten Anti-p-Serum Uber Nacht im
Kihlraum unter Schwenken inkubiert. Weiter wurde verfahren wie in 3.6.6 (Immunfarbung)

beschrieben.

3.11.2 Zuordnung positiver Signale, Plaquereinigung

Positive Signale wurden mittels der auf der Rickseite der Platten angebrachten Markierungen
mit den korrespondierenden Plaques in Deckung gebracht, diese mit einer sterilen Pasteurpi-
pette vorsichtig von der Kulturplatte entfernt und einzeln in je 1000 pl SM-Puffer und ca. 50 pl
Chloroform (Carl Roth GmbH) Uberfiihrt. Nach Lagerung bei 4° C Uber Nacht wurde der Titer
der im Puffer enthaltenen Agtll-Phagen ermittelt (vgl. 3.11.3). Da die zur Identifikation einge-
brachte Menge an Phagen eine Kontamination mit nicht rekombinanten Phagen, die andere
als die gewiinschten DNA-Fragmente tragen, nicht ausschlie3t, wurde eine sogenannte Pla-
guereinigung vorgenommen. Dazu wurde das unter 3.11.1 beschriebene Verfahren in der
Regel dreimal mit kontinuierlich abnehmender Menge eingesetzter Phagen (vgl. 3.11.3) durch-
gefuhrt, bis ein Plague isoliert werden konnte, der eindeutig einzeln anzusprechen war. Erst

Agtll-Klone aus diesen Plaques wurde zur Isolierung der integrierten DNA verwendet.

3.11.3 Phagentitration (,Spot-on"-Verfahren)

Zur Titerbestimmung wurde eine Verdunnungsreihe der Phagen (10° bis 107) in SM-Puffer
oder A-Diluent hergestellt und Bakterienzellen (E. coli Y1090 oder LE392) wie in 3.9.1 be-
schrieben angezichtet. 200 pl Bakteriensuspension wurden im Glasrohrchen mit 3-4 ml 50° C
erwarmtem Top-Agar versetzt, gemischt und sofort auf eine LB-Agarplatte gegossen. Nach
Aushartung des Top-Agars wurden die Phagenverdinnungen (je 5 pl) als ,Spots" auf die Agar-

oberflache getropft und die Platten ca. 8 Stunden im Brutschrank bei 37° C inkubiert. Der
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Phagentiter (pfu, plague forming units) konnte anhand der Plaquezahl und der jeweiligen

Verdunnungsstufe bestimmt werden.

3.11.4 Plattenlysat-Amplifikation (,Wet-Box")

Um einen ausreichend hohen Phagentiter als Ausgangspunkt fur die DNA-Isolierung zu erhal-
ten wurden 0,2 ml einer E. coli Y1090-Ubernachtkultur mit etwa 10° pfu der gereinigten Pha-
gen transduziert und mit 3 ml 0,5% Top-Agar Uber eine frischgegossene LB-Platte gegeben.
Die verschlossene Platte wurde mit Parafilm (Parafilm M, American Can Comp.) abgedichtet
(,Wet Box") und mit dem Nahrboden nach unten im Brutschrank bei 37° C tber Nacht inku-
biert. Der konfluente Lysis aufweisende Bakterienrasen wurde mit 5 ml SM-Puffer oder A-
Diluent von der Platte abgeschwemmt, in einen 50 ml Erlenmeyerkolben tberfiihrt und nach
Zugeben von ca. 100 ul Chloroform zur Abtétung bakterieller Keime unter stéandigem Rihren
bei Raumtemperatur gehalten. Grofiere Zellbestandteile und Fest-Medium wurden durch
Zentrifugation (10 min, 5.000 rpm; Minifuge RF, Heraeus) sedimentiert und der Phagentiter im
Uberstand (vgl. 3.11.3) bestimmit.

3.12 Isolierung rekombinanter A-DNA

Material:

¢ UltraClear™-Zentrifugenrohrchen (Beckmann, Dreieich)

<

10 mg RNase A (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)-Stammlésung/ml
in 10 mM TrisCl (pH 7,5) und 15 mM NacCl

Proteinase K (Boehringer Mannheim GmbH)-Stammlésung: 10 mg/mi
TE-Puffer (pH 8,0): 10 mM MgCl,, 0,5 M EDTA (pH 8,0)

SM-Puffer (vgl. 3.11)

20%ige SDS (Serva, Deisenhofen)-Stammldsung, pH 7,2
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Medien: LB-Medium (vgl. 3.9)

Durchfihrung:

200 pl einer E. coli Y1090-Ubernachtkultur wurden mit 1 x 10° Phagen infiziert, zu 10 ml LB-
Medium (+10 mM MgSO, und 0,2% (w/v) Maltose) gegeben und tber Nacht im Schuttelinku-
bator bei 37° C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (5.000 rpm, Minifuge RF, Heraeus)
fir 20 min bei Raumtemperatur wurde der phagenhaltige Uberstand abgenommen, in Ultra-

Clear™-Zentifugenréhrchen (Beckmann, Dreieich) tberfiihrt und in der Ultrazentrifuge (1 h,
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100.000 x g, 4° C) zentrifugiert (Rotor SW 41). Das sich glasig darstellende Pellet wurde nach
vorsichtigem Dekantieren des Uberstandes in 200 pl TE-Puffer aufgenommen, mit 2 pl RNase
A-Stammlésung versetzt und fiir 30 min bei 37" C im Wasserbad inkubiert. Nach Zufiigen von
8 W EDTA (0,5 M, pH 8,0) auf 20 mM wurde dem Gemisch 100 pug/ml Proteinase K zugegeben
sowie 5 pl SDS (aus einer 20 %igen Stocklosung). Nach einem Inkubationsschritt (1 h, 37" C,
im Wasserbad) folgte die Phenol-Chloroformextraktion (vgl. 3.14.2) und Ethanolféallung (vgl.
3.13.1). Das Pellet wurde nach Trocknung im Vakuum in 50 yl TE-Puffer aufgenommen. Zur
Kontrolle der Praparation und Konzentrationsabschatzung diente ein 0,7%iges (w/v) Agarose-
gel (Auftrag von 1 pl DNA-L6sung). Nach restriktionsendonukleolytischer Spaltung mit EcoR |
(vgl. 3.17) konnte die Grol3e des Inserts mit Hilfe eines 2%igen (w/v) Agarosegels abgeschéatzt

werden.

3.13 Prazipitation von Nukleinséuren mittels alkoholischer Fallung
(SAMBROOK et. al., 1989)

Die DNA wurde zur Konzentration und Reinigung mit Ethanol (unter Zusatz von Natrium- oder

Ammoniumsalz) oder Isopropanol gefallt.

Material:

¢ Ethanol p. a. (Merck; Darmstadt)

¢ 70%iges und 80%iges (v/v) Ethanol (Merck)
¢ 3 M Natriumazetat pH 5,2 (pH 7,4; Merck)
¢ 7,5M Ammoniumazetat (pH 7,5; Merck)

¢ TE-Puffer (pH 8,0): vgl. 3.12

3.13.1 Ethanolfallung von DNA

Die DNA-L6sung wurde mit 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol (abs. reinst) und 1/10 Vol. 3 M Natrium-
azetat (pH 5,2 bzw. pH 7,4 bei EDTA-haltigen Losungen) oder 7,5 M Ammoniumazetat (pH
7,5) versetzt und tber Nacht bei -20° C oder 10 min bei 0" C inkubiert. Die DNA wurde als
Natrium- oder Ammoniumsalz sedimentiert (13.000 rpm, 30 min, 4 C; Eppendorf-
Tischzentrifuge) und der Uberstand dekantiert. Zur Entfernung tiberschiissiger Salze aus dem
Prazipitat erfolgten zwei Waschschritte mit 80%igem Ethanol (10 min, 13 000 rpm; Eppendorf-
Zentrifuge). Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das Préazipitat unter Vakuum getrock-
net und in einem der DNA-Konzentration entsprechenden Volumen TE—Puffer (pH 8.0) oder

H,O44 aufgenommen.
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3.13.2 Isopropanolfallung von DNA

Material:

¢ Isopropanol (Isopropylalkohol; Merck, Darmstadt)
¢ 3 M Natriumazetat pH 5,0 (pH 7,4; Merck)
¢ 80%iges (v/v) Ethanol (Merck)

Die Fallung gréRerer Mengen DNA erfolgte nach Zugabe von 1 Vol. Isopropanol und 1/10 Vol.
3 M Natriumazetat (pH 5,2) iiber Nacht bei -20° C. Weiter wurde verfahren wie in 3.13.1 be-

schrieben.

3.14 DNA-Aufreinigung
3.14.1 ,Glasmilch-Verfahren* (modifiziert nach VOGELSTEIN & GILLESPIE, 1979)

Das Glasmilchverfahren eignet sich aul3er zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen (vgl.
3.19.4) auch dazu, DNA-L6sungen (z.B. A-DNA vor der Sequenzierung) von Salzen, Phenol-

resten, Proteinen etc. zu befreien.

Material:

¢ Natriumjodid-Ldsung: 90,8 g NaJ, 1,5 g Na,SOs, H,O ad 100 ml

¢ Ethanol-Waschlésung (-20° C): 50% (v/v) Ethanol, 0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM
EDTA

¢ Silica-Matrix-Suspension (,Glasmilch", freundlicherweise von Dr. J. Hirzmann zur Verfligung gestellt)

¢ Agarosegel/TAE-Puffer (50X; vgl. 3.18)

Durchfiihrung:
Bei dieser Methode erfolgt die Isolierung durch Adsorption an Glaspartikel.

Die Elektrophorese eines praparativen Agarosegels wurde in 1X TAE-Puffer durchgefiihrt, das
ausgeschnittene Gelstlick in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal mit 3 Vol. Natriumjodid-
L6sung versetzt und 5 min bei 60" C im Wasserbad bis zur Gelauflésung erwarmt. Die Lésung
wurde mit 5 ul Silica-Matrix-Suspension (,Glasmilch") versetzt und gemischt. Zur Bindung der
DNA an die Matrix wurde die Losung fur 20 min bei Raumtemperatur unter gelegentlichem

Mischen inkubiert. Die Sedimentation des DNA-Glasmilchkomplexes erfolgte durch kurzes
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Anzentrifugieren (20 s) in einer Eppendorf-Tischzentrifuge. Das Sediment wurde 3x mit je
800 ul Ethanol-Waschlésung gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uber-
stand vollstandig abgezogen und die DNA durch Resuspendieren mit 15 ul TE-Puffer (pH 8,0)
und anschlie3ender Zentrifugation (5 min, 10.000 rpm; Eppendorf-Tischzentrifuge) eluiert.

3.14.2 Phenol/Chloroformextraktion (SAMBROOK et al., 1989)

Material:

¢ TE-aquilibriertes Phenol (Roti®Phenol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
¢ 8-Hydroxychinolin (Sigma, Deisenhofen)
¢ Chloroform (Carl Roth GmbH)

Zur Entfernung von Proteinen und Enzymen nach in vitro Reaktionen wurde, unter Ausnutzung
der unterschiedlichen Hydrophobizitat von DNA und Proteinen, die DNA-Losung mit TE-

aquilibriertem Phenol (+ 0,1% 8-Hydroxychinolin) ausgeschuittelt.

Gleiche Volumina von Phenol und DNA-LOsung wurden in einem Reaktionsgefal? mit Deckel
gut gemischt und fir 5 min in einer Eppendorf-Zentrifuge bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die
nukleinsaurehaltige obere (wassrige) Phase wurde abgezogen, die proteinhaltige gelbliche
(phenolische) Phase verworfen. Die nukleinsdurehaltige Phase wurde mit 1 Vol. Chloroform
und 1 Vol. Phenol gemischt bis sich eine Emulsion bildete und unter den oben genannten
Bedingungen zentrifugiert. Die nun erhaltene obere Phase wurde abgenommen und mit 1 Vol.
Chloroform ausgeschdttelt, um tberschissiges Phenol aus der DNA-haltigen Phase zu entfer-
nen. Nach erneuter Zentrifugation (unter oben beschriebenen Bedingungen) und erneutem
Abziehen der wassrigen Phase wurde die DNA geféllt (vgl. 3.13.1 und 3.13.2).
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3.15 Spektrophotometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Nukleinsdurekonzentration wurde mit einem Spektralphotometer (Pharmacia) bestimmt.
Nach SAMBBROOK et al. (1989) erlaubt eine Messung bei 260 nm eine diesbeziigliche Kal-
kulation, da die Absorptionsmaxima fur Nukleinsauren im UV-Bereich bei 260 nm liegen. Die
Messungen erfolgten nach geeigneter Verdinnung in Wasser. Den Konzentrationsbestim-
mungen wurde zugrunde gelegt, dass eine OD,5=1.0 bei doppelstrangigen Nukleinsduren
einer Konzentration von 50 pg/ml, bei Einzelstrdngen 40 pg/ml und bei Oligonukleotiden
30 pg/ml entspricht und das Verhéltnis der Absorptionsquotienten (A), Azeo:Azso, bei reinen
Nukleinsédurepréaparationen im Bereich von 1,8 bis 2,0 liegt (SAMBBROOK et al., 1989).

3.16 Isolierung von Plasmid-DNA

3.16.1 Isolierung von Plasmid-DNA Uber ,Minipraparation”
(,Lysis by boiling"; HOLMES & QUIGLEY, 1981)

Material:

¢ M-stet-Puffer: 5% Triton X-100, 50 mM Tris-HCL (pH 8,0), 5% Sucrose, 50 mM EDTA
¢ 25% (w/v) Sucrose-Losung
¢ LB-Amp-Medium: vgl. 3.9

¢ Lysozym (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim; 10 mg/ml; in Wasser aufgelost, aliquotiert und
bei -20 C vorratig gehalten)

¢ RNase A (Boehringer Mannheim GmbH; vgl. 3.12)
¢ Proteinase K (Boehringer Mannheim GmbH; vgl. 3.12)

Durchfihrung:

Die plasmidhaltigen Bakterien wurden in 2 ml LB-Amp-Medium im Schuttelinkubator Uber
Nacht bei 37" C vermehrt. Von den Ubernachtkulturen wurden 1 ml in 1,5 ml-Eppendorf-
ReaktionsgefaRe uberfiihrt und in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (5 min, 13.000 rpm, 4" C)
zentrifugiert. Die Uberstande wurden anschlieRend dekantiert und die Sedimente getrocknet.
Die Bakterienpellets wurden in 50 pl eisgekhlter 25%iger (w/v) Sucrose-Ldsung im Eiswas-
serbad resuspendiert, anschlieBend mit 300 pl eisgekihitem M-stet-Puffer versetzt, griindlich
gevortext, 25 pl Lysozym (10 mg/ml) zugesetzt, kurz gemischt und nach Kochen im siedenden
Wasser (40 s) sofort (20 min, 13.000 rpm, 4 C; Eppendorf-Tischzentrifuge) sedimentiert. Die
Uberstande wurden in Eppendorf-ReaktionsgefaRe tberfilhrt und mit je 10 ul RNase A
(1 mg/ml) versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37" C im Wasserbad, erfolgten

der Zusatz von 15 pl Proteinase K (10 mg/ml) je Ansatz und eine weitere Inkubation im Was-
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serbad (30 min, 37" C). Eine Phenolextraktion (vgl. 3.14.2) und eine Ethanolfallung schlossen
sich an (vgl. 3.13.1). Anschlie3end wurde zur Kontrolle und Konzentrationsabschéatzung eine
Agarosegelelektrophorese (0,7 % Agarose) durchgefihrt. Durch eine restriktionsendonukleoly-
tische Spaltung und erneute Agarosegelelektrophorese (1%iges Agarosegel) konnte die GroRRe

des Inserts bestimmt werden.

3.16.2 ,Midipraparation” von Plasmid-DNA

Zur Isolierung grofRerer Mengen wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe eines Kits gewonnen. Nach
Lyse der Zellen in Anwesenheit von SDS, Denaturierung der Plasmid- und chromosomalen
DNA unter alkalischen Bedingungen und Renaturierung der Plasmid-DNA durch Neutralisie-

rung erfolgte die Reinigung der DNA Uber im Kit enthaltene Anionenaustauschersaulen.

Material:

¢ Plasmid Midi Kit (Qiagen GmbH, Hilden)
¢ LB-Medium (vgl. 3.9)

¢ Ampicillin (Sigma, Deisenhofen)

Aus 60 ml einer Ubernachtkultur plasmidhaltiger Zellen (LB-Medium +50 pg Ampicillin/ml)
wurde Plasmid-DNA mit dem Plasmid Midi Kit isoliert. Es wurde nach der Anleitung des Her-

stellers verfahren.

3.17 DNA-Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Die Aktivitat eines Enzyms wird in Units (U) angegeben, wobei 1 Unit eines Enzyms 1 pg A-
DNA in einer Stunde bei 37" C volistandig verdaut. Die Restriktionsenzymmenge, die fiir einen
vollstandigen Verdau von DNA bendtigt wird, ist abhéangig von der Anzahl der potentiellen
Schnittstellen und der Menge der zu verdauenden DNA. Plasmid-DNA wurde mit 5-10 U/ug fur
1 h und genomische DNA mit 10-20 U/ug Uber Nacht (Stabilisierung mit 0,1 mg/ml BSA; Boeh-
ringer Mannheim GmbH, Mannheim) behandelt. Zur Klonierung von DNA-Fragmenten miissen
sowohl Vektor wie auch das entsprechende DNA-Fragment in grof3erer Menge gespalten
werden. Das Volumen eines préparativen Spaltungsansatzes betrug 20-50 pl (bis 100 pl). Die
Inkubationstemperatur zur restriktionsendonukleolytischen Spaltung betrug fur die meisten

Restriktionsenzyme 37" C, in jedem Fall wurde der Empfehlung des Herstellers Folge geleistet.
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Die Vollstandigkeit des Verdaus konnte mittels Agarosegelelektrophorese (Analytisches Gel,

vgl. 3.18) im Anschlul? an die Spaltung utberprtft werden.

3.18 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel

Die Auftrennung von DNA-Molekilen entsprechend ihrer Grof3e - DNA in wassriger Losung
wandert im Gel bei angelegter Spannung aufgrund des negativ geladenen Zucker-
Phosphatgeriists in  Richtung Anode — wurde zwecks Konzentrationsabschéatzung
(SAMBROOK et al., 1989) oder Kontrolle der nach enzymatischer Spaltung entstandenen
Fragmente angewandt. Die Detektion der DNA erfolgte Uber UV-Licht nach Inkubation des

Gels in Ethidiumbromid (Interkalation des floureszierenden Farbstoffes in die Doppelhelix).

Material:

¢ Agarose fir DNA-Elektrophorese (Serva, Heidelberg)
¢ Low Melting Gel Agarose (Biozym, Hameln)

¢ Puffer: TAE (50X): 242 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, Darmstadt),
57,1 ml Eisessig (Merck),
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0; Sigma, Deisenhofen) ad 11 Aqua dest.
TPE: (10X): 108 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck),
15,5 ml 85 % Phosphorséaure (1,679 g/ml; Merck),
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0; Sigma) ad 1l Aqua dest.
TBE: (5X): 54 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck),
27,5 g Borsaure (Serva, Heidelberg),
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0; Sigma) ad 1l Aqua dest.

¢ DNA-Ladepuffer (6X): 1mM EDTA (Sigma), 30% Glycerin (Merck),
0,25% Bromphenolblau (Merck)

¢ Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen)-Stammlésung: 10 mg/ml

¢ Ethidiumbromid-Farbebad:  0,5-1 pl Stammldsung pro 10 ml des Puffers,
in dem die Elektrophorese gefahren wird
(=0,5 ug-1,0 pg Ethidiumbromid/ml Puffer)

¢ Langenstandards: A dv1 Octamer-DNA (partielle EcoR I-Spaltung):
25224, 22071, 18918, 12612, 9459, 6306, 3153 bp

A dv1-DNA (Hae Il gespalten):
1713, 1310, 890, 534, 460, 362, 352, 272, 223, 213, 212,
178, 142, 131, 83, 40, 36, 18, 13 bp

DNA molecular-weight marker Il
(A-DNA; Hind 1l gespalten; Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim):
23130, 9416, 6682, 4361, 2322, 2027, 564 bp

DNA molecular-weight marker VI
(pBR 328 DNA; Bgl I und Hinf | gespalten; Boehringer Mannheim):
2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234, 220, 154
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Durchfihrung:

Die entsprechend der gewlnschten Konzentration (0,7% bis 2% (w/v)) in 1X Elektrophorese-
puffer eingewogene Agarose wurde in einem Mikrowellengeréat aufgekocht und in Flachbett-
formen gegossen. Die Proben wurden vor dem Auftrag mit 1/6 Vol. Ladepuffer gemischt und in
die Auftragstaschen gefullt. Fir die horizontale Elektrophorese wurde je nach Schmelzpunkt
der Agarose sowie Dimensionen des Gels und in Abhangigkeit der Zeit eine Spannung von 30
bis 100 V angelegt. Zur Sichtbarmachung der Banden wurden die Agarosegele nach der
Elektrophorese fur 20-40 min bei Raumtemperatur im Ethidiumbromid-Farbebad (SHARP et
al., 1973) gefarbt, anschlielRend auf einem UV-Transilluminator (312 nm, 8000 pwW/cm?
Renner GmbH, Darmstadt) betrachtet und ggf. fotografiert (Polaroid Typ 667 Schwarzweil3

Land Film, unter Vorschaltung eines Orangefilters).

3.19 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

3.19.1 Gelase-Verfahren

Material:

¢ Gelase™-Kit (Biozym Diagnostik GmbH, Hameln): Gelase und Gelase-Puffer (50X)
¢ Biozym Low Melt DNA Agarose (Biozym)

¢ TAE-Puffer (50X): vgl. 3.18

¢ 3 M Natriumazetat (pH 5,2; Merck, Darmstadt)

¢ Ethanol p.a. (Merck)

¢ TE-Puffer (pH 8,0; vgl. 3.12)

Durchfiihrung:

Das Enzym Gelase™ spaltet das Kohlenwasserstoffgeriist gelierter Agarose in 16sliche Oligo-
saccharide, so dass eine klare Losung entsteht, aus der Nukleinsduren Uber eine Ethanolfal-
lung mit 3 M Natriumazetat (zur Verhinderung des Mitfallens eventueller Proteinkontaminan-

ten) gewonnen werden kdnnen.

Die DNA wurde nach Anleitung des Herstellers isoliert. Hierzu wurden 1%ige Agarosegele
(Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt) ,frisch" hergestellt, da das Enzym nach Angaben des
Herstellers die Vekntpfungen der bei regelierter Agarose vorliegenden Helixstruktur aus steri-
schen Griinden nicht vollstandig aufspalten kann. Als Elektrophoresepuffer diente 1-fach kon-
zentrierter TAE-Puffer, der erst kurz vor Gebrauch angesetzt wurde. Auf eine Phenol-und/oder
Chloroformextraktion wurde verzichtet. Das lyophilisierte DNA-Pellet wurde in einem entspre-

chenden Volumen TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen.
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3.19.2 ,Squeeze-Freeze“-Verfahren

Material:

Aquilibriertes Phenol (Roti®Phenol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Chloroform (Carl Roth GmbH)

Ethanol p.a. (Merck, Darmstadt)

3 M Natriumazetat (pH 5,2; Merck)

TE-Puffer (pH 8,0; vgl. 3.12)
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Agarosegel/Puffer (vgl. 3.18)

Durchfihrung:

Die Agarosestreifen mit der darin enthaltenen DNA wurden durch den Nadelansatzstutzen

einer 1- oder 2-ml Spritze in ein 1,5 ml- Eppendorf-Reaktionsgefal? gepresst und dadurch

zerkleinert. Das Volumen wurde abgeschatzt und das doppelte Volumen Phenol zugegeben.

Nach griindlichem Vortexen (30 s) wurde die Probe fiir 30 min bei -20" C inkubiert und danach

sofort 15 min bei 4 C und 13.000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert. Der

Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefaR tiberfiihrt und mit 2 Vol. Chloroform

versetzt. Nach grindlichem Vortexen erfolgte eine kurze Zentrifugation (5 min, 13.000 rpm,
RT; Eppendorf-Tischzentrifuge). Die DNA im Uberstand wurde mit Ethanol geféllt (vgl. 3.13.1).

Das vakuumgetrocknete Pellet wurde in einer der DNA-Konzentration entsprechenden Menge

TE-Puffer (pH 8,0) aufgeldst und bis zur weiteren Verwendung bei -20° C aufbewahrt.

3.19.3 ,Spin-N-Freeze"

Material:

Freeze-N-SpinWI Filter Cups (Stratagene, La Jolla, USA)
Ethanol p.a. (Merck, Darmstadt)

3 M Natriumazetat (pH 5,2; Merck)

TE-Puffer (pH 8,0; vgl. 3.12.)

TAE-Puffer (50X; vgl. 3.18.)

* & & o o o

Agarosegel (vgl. 3.18)
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Durchfihrung:

Die Methode nutzt insbesondere eine zentrifugale Filtration zur Isolierung der DNA aus Agaro-
se (HEERY et al., 1990). Die aus einem 1%igen praparativen Agarosegel (1X TAE-Puffer)
isolierte, das entspechende DNA-Fragment enthaltende Bande, wurde in ein Freeze-N-Spin™
Filter Cup (Stratagene, La Jolla, USA) gegeben, dieses in ein 1,5 ml-Eppendorf-
ReaktionsgefaR (Deckel vorher entfernt) platziert und fiir 5 min bei -80° C inkubiert. Anschlie-
Rend erfolgte ein Zentrifugationsschritt (5 min, 5.000 rpm; Eppendorf-Tischzentrifuge), wo-
durch die Trennung der Agarose (blieb im Filter Cup) von der DNA-L6sung erreicht wurde. Die
DNA-LGsung konnte durch Zusatz von 0,1 Vol. 3 M Natriumazetat (pH 5.5) und 2,5 Vol. eis-
kaltem Ethanol prazipitiert werden. Nach einer Zentrifugation fur 10 min bei 10.000 rpm (4 C)
in einer Eppendorf-Tischzentrifuge, wurden der Alkohol abgezogen, die DNA durch Vakuum
lyophilisiert, in einem entsprechenden Volumen TE-Puffer (pH 8,0) aufgeldst und bis zur weite-

ren Verwendung bei -20° C aufbewahrt.

3.19.4 |, Glasmilch-Verfahren*

Das Glasmilchverfahren wurde durchgefiihrt wie in 3.14.1 beschrieben, es eignet sich insbe-

sondere zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen.

3.19.5 Elektroelution aus Agarosegelen (McDONNELL et al., 1977)

Material:

¢ Dialyseschlauch (Starke 0,02 mm; Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
¢ Agarosegel/TAE-Puffer (50X): vgl. 3.18

¢ Chloroform (Carl Roth GmbH)

¢ Ethanol p.a. (Merck, Darmstadt)

¢ 3 M Natriumazetat (pH 5,2; Merck)

Durchfiihrung:

Das aus einem praparativen Agarosegel isolierte, das entspechende DNA-Fragment enthal-
tende Gelblockchen wurde mittels einer Pinzette in einen mit 0,5X TAE-Puffer gefillten Dialy-
seschlauch luftblasenfrei eingeschlossen und in 0,5X TAE in einer Flachbettapparatur quer
zum Feldlinienverlauf platziert. Nach 2 Stunden bei 30 mA wurde fur 2 min umgepolt, um die

wahrend der Elektrophorese aus dem Puffer in die innere Wand des Schlauchs gewanderte
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DNA abzultésen. Der flussige Inhalt des Schlauchs wurde mit einer Pasteurpipette abgezogen.
Nach Phenol-/Chloroformextraktion (vgl. 3.14.2) konnte die DNA mittels einer Ethanolfallung

(vgl. 3.13.1) gewonnen werden.

3.20 Subklonierung von DNA in Plasmidvektoren
3.20.1 Vorbereitung des Plasmidvektors

Material:

Vektoren: pUC19 und pNGS21 (New England Biolabs®, Schwalbach)
Enzyme: Alkalische Phosphatase (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)
EcoR | (New England Biolabs®)

Puffer: 10X CIP-Dephosphorylierungspuffer (Boehringer Mannheim GmbH)
EcoR I-Puffer (New England Biolabs®)

EDTA (Sigma, Deisenhofen)

Phenol

Chloroform (Carl Roth GmbH)

70% Ethanol (Merck, Darmstadt)

Ethanol p.a. (Merck)

3 M Natriumazetat (pH 5,2; Merck)

TE-Puffer (pH 8,0; vgl. 3.12)

® S 6 & 6 ¢ O O o o o o

Durchfihrung:

Zum Zweck der spateren Klonierung von DNA-Fragmenten in pNGS21 oder pUC19 wurde
1 pg Vektor-DNA (Uber eine Spaltung (vgl. 3.17) mit der Restriktionsendonuklease EcoR |
(20 U) in einem 10 pl Ansatz in der multiplen Klonierungsregion linearisiert. AnschlieRend
wurden 8 ul des Ansatzes mit alkalischer Phosphatase (2 U/ul) dephosphoryliert, um eine
Selbstligation des Vektors weitgehend auszuschlieRen und die Klonierungseffizienz zu erho-
hen. Nach einer Inkubation (30 min, 37" C, im Wasserbad) wurde die Reaktion durch Zugabe
von EDTA (pH 7,5; Endkonzentration 20 mM) und Inkubation bei 65 C (5 min) gestoppt. Nach
einer Phenol/Chloroformextraktion (3.14.2), einer Ethanolfallung (vgl. 3.13.1) und 1x Waschen
in 70% Ethanol (10 min, 13.000 rpm; Eppendorf Tischzentrifuge) wurde das DNA-Pellet ge-
trocknet und in 50 ul TE-Puffer geltst. Die Konzentration wurde mittels Agarosegelelektropho-

rese (vgl. 3.18) abgeschétzt.
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3.20.2 Vektor-Insert-Ligation

Material:

¢ T4-DNA-Ligase (40.000 U/ml; Stratagene GmbH, Heidelberg)
¢ 10X Ligase-Puffer (Stratagene)
¢ ATP (10mM; Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)

Durchfihrung:

Uber eine Veresterung (unter ATP-Verbrauch) wurde die Verkniipfung der kompatiblen tiber-
stehenden Enden (,sticky-ends™) der Doppelstrang-DNA mittels des Enzyms T4-DNA-Ligase
erzielt. Um einen optimalen Klonierungserfolg zu erreichen, wurde nach Anweisung des Her-
stellers die Vektor- und zu klonierende Fremd-DNA in einem molaren Verhaltnis von 2:1 einge-

setzt.

Die ,Sticky-end"-Ligationen wurden in einem Reaktionsvolumen von 10 ul (mit 2 U T4-Ligase
und 2,5 mM ATP) durchgefiihrt und Gber Nacht bei 16° C inkubiert.

3.20.3 Herstellung kompetenter E. coli und Transformation von Plasmid-DNA in kompetente
Zellen (modifiziert nach LEDERBERG & COHEN, 1974)

Unter dem Begriff ,Transformation" versteht man die Aufnahme ,nackter" Fremd-DNA (meist
Plasmid-DNA) in (,kompetente") Bakterienzellen. Kompetente Bakterienzellen werden in die
Lage versetzt, groRere Mengen DNA aufzunehmen und nach Aufnahme, Replikation und
Expression derselben, andere phénotypische Eigenschaften zu entwickeln (z.B. Antibiotikare-

sistenz).

Die Farbselektion von rekombinanten Phagen auf IPTG-X-Gal-behandelten Platten beruht auf
der Zerstorung eines funktionellen R-Galaktosidase-Gens durch Insertionen in der Polylinker-
Region des lac Z-Cistrons. Bei intakter 3-Galaktosidase wird X-Gal (farblos) in den Farbstoff

Indigo (blau) umgewandelt, wobei IPTG zur Induktion des lac-Operons dient.
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Material:

¢ Transformationspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 50 mM CacCl,

¢ 1 MIPTG (Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid; Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

¢ X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-3-D-Galaktopyranosid; 50 mg/ml; Carl Roth GmbH)
¢ Medien: LB-Medium: vgl. 3.9

LB-Amp-Platten: vgl. 3.9
SOC-Medium: LB-Medium + 10 mM MgSQO, + 10 mM Glukose

¢ Zellen: E. coli IM109 (Promega, SERVA, Heidelberg; vgl. 3.9)

Durchfihrung:

Zur Erzeugung kompetenter Zellen wurden 50 ml LB-Medium mit 1 ml einer E. coli JIM109-
Ubernachtkultur beimpft und im Schiittelinkubator bei 37° C inkubiert, bis eine Extinktion von
0,3 bis 0,4, gemessen im Spektralphotometer (Pharmacia) bei 660 nm, erreicht wurde (loga-
rithmische Wachstumsphase). Die Zellen wurden fir einige Minuten auf Eis gestellt und fur
10 min bei 5.000 rpm (Minifuge RF, Heraeus) und 4  C zentrifugiert. Nach dem Resuspendie-
ren des Bakterienpellets in 25 ml kaltem Transformationspuffer erfolgte eine Inkubation im
Eisbad (20 min). Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt - unter den gleichen Bedingungen
- wurde das Sediment in 2,5 ml Transformationspuffer im Eisbad resuspendiert und inkubiert
(30 min). Nach dem Aliquotieren (300 pl Aliquots) der nun kompetenten Zellen in vorgekuhlte
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle, wurde je 10 pl vorgekihltes ,Ligationsprodukt (vgl.
3.20.2) zugegeben und gemischt. Das Zellen-/DNA-Gemisch wurde einem wiederholten Tem-
peraturwechsel unterzogen: 30 min Inkubation im Eisbad, 120 Sekunden im 42" C warmen
Wasserbad (Hitzeschock/unter Schutteln), danach sofort fur 1-2 min auf Eis abgekuhlt und je
zu 800 upl SOC-Medium in ein Reagenzglas gegeben. Nach einer Inkubationsdauer von
1 Stunde bei 37" C im Schiittelinkubator (zur Replikation und Expression des aufgenommenen
Plasmids), wurden von jedem Reagenzglas 50 pl und 200 pl der transformierten Klone auf je
eine LB-Amp-Agarplatte (Durchmesser: 90 mm) getropft, auf die zur Farbselektion je 20 pl 1M
IPTG und 20 yl X-Gal aufgebracht worden waren. Die aufgetragene Flissigkeit wurde aus-
gespatelt und die Platten bei 37" C iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Die Selektion trans-
formierter Klone wurde anhand der Blau-/Weil3-Reaktion vorgenommen. Zur Analyse der
Transformanten wurden Plasmid-DNA wie in 3.16 beschrieben isoliert und eine Restriktions-

analyse durchgefihrt.
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3.21 Herstellung des B-Galaktosidase-Bpl-Fusionsproteins (HUYNH et. al., 1985)

3.21.1 Transduktion rekombinanter Agtl1-Phagen in E. coli Y1089

Material:

E. coli Y1089 (vgl. 3.9)

Rekombinante Agt11-Phagen (vgl. 3.11)
LB-Amp-Medium (vgl. 3.9)

1 M IPTG (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

* & & o o

X-Gal (Carl Roth GmbH)-Stammldsung: 40 mg X-Gal/ml in Dimethylformamid (Sigma, Deisenhofen)

Durchfiihrung:

Die Bakterienzellen (ca. 10° Zellen/ml) wurden mit den Phagen im Verhaltnis 1:5 auf einer LB-
Amp-Agarplatte (90 x 90 mm) mit 40 pl X-Gal Stammldésung und 20 pl 1 M IPTG ausplattiert
und bei 32° C Uber Nacht inkubiert. Einzelne Bakterienkolonien wurden der Platte entnommen
und auf je zwei LB-Amp-Agarplatten Uberfuhrt, von denen parallel eine Platte Giber Nacht bei
32° C und eine Platte bei 42° C bebritet wurde. Die Selektion erfolgte anhand eines Ver-
gleichs des Wachstums, da das ausbleibende Wachstum bei 42° C Inaktivierung des tempe-
ratursensitiven Repressors (Lytischer Phagenzyklus) bedeutet. Die selektierten Kolonien wur-
den wie in 3.9.1 (bei 32° C) vermehrt und als ,Stab cultures” (vgl. 3.9.2) aufbewahrt.

3.21.2 Expression des (3-Galaktosidase-Bp1-Fusionsproteins

Material:

¢ Rekombinanten Klon enthaltende Ubernachtkultur aus 3.21.1
¢ LB-Amp-Medium (vgl. 3.9)

¢ 1MIPTG (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

¢ 1XPBS (vgl. 3.4.1)

Durchfuhrung:

50 ml LB-Amp-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur aus 3.21.2 (Verhéltnis 1:100) beimpft
und bei 30° C bis zur ODgy=0,5-0,6 inkubiert. Die Hitzeinaktivierung des temperatursensitiven

Repressors und Exzision des Prophagen aus dem Wirtszellgenom wurde durch eine plétzliche
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Temperaturerhéhung und Inkubation bei 42° C (20 min) vorgenommen. Ein nicht-induzierter
Kontrollansatz wurde entnommen, die restliche Kultur mit IPTG (Endkonzentration: 10 mM; zur
Induktion des lacZ-Gens, was Transkription und Translation des Fusionsproteins ermdglicht)
versetzt und bei 37-38° C (1-3 h) inkubiert. Induzierter und nicht-induzierter Ansatz wurden
zentrifugiert (20-30 min, 4000 x g, 30° C), das Pellet in 1X PBS gel6st und einer Ultraschallbe-
handlung unterzogen. Nach einer weiteren Zentrifugation (5 min, 10.000 x g) wurde der Uber-
stand Uber eine SDS-PAGE (vgl. 3.6.1) analysiert.

3.22 Herstellung einer Genombibliothek von B. pahangi im Phagenvektor AEMBL3

Zur Verifizierung der cDNA-Sequenz und weiterer Analyse wurden genomische DNA isoliert
und eine Genombibliothek von B. pahangi im Phagenvektor AEMBL3 hergestellt. Die genomi-
sche Bibliothek stellt einen Satz rekombinanter Klone dar, die — im Idealfall — die gesamte DNA
eines Organismus in Uberlappenden Fragmenten enthalten. Mit geeigneten Methoden ist es

mdglich, jedes gewiinschte Gen zu isolieren und zu untersuchen.

3.22.1 Isolierung von genomischer DNA aus adulten B. pahangi
(modifiziert nach SAMBROOK et al., 1989)

Material:

Adulte B. pahangi-Weibchen (vgl. 3.4.2)
Extraktionspuffer: 10 mM Tris-Cl (pH 8,0); 0,1 M EDTA; 0,5% SDS
RNase A (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)

Proteinase K (Merck, Darmstadt)

¢
¢
¢
¢
¢ Phenol (Roti®Phenol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
¢ Chloroform (Carl Roth GmbH)

¢ 3 M Natriumazetat (pH 7,0; Merck)

¢ Ethanol p.a. (Merck, Darmstadt)

¢

TE Puffer (pH 8,0; vgl. 3.12)

Durchfiihrung:

Adulte B. pahangi-Weibchen wurden wie in 3.4.2 beschrieben isoliert und aufbewahrt. Die
tiefgefrorenen Filarien wurden mit etwas flissigem Stickstoff im Mdrser (10 min) homogeni-

siert. Das Material wurde in Extraktionspuffer (bis 0,1 g Filarien/ml) aufgenommen und bei
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37° C eine Stunde inkubiert. Die Gewebesuspension wurde mit RNase A (1 h bei 37° C; End-
konzentration 20 pg/ml) und Proteinase K (5 h bei 50° C; Endkonzentration 100 pg/ml) behan-
delt. Nach 3x Phenol- und 1x Chloroformextraktion wurde die DNA gefallt (0.3 M NaAc, 2.5 Vol
Ethanol p.a.) und in TE-Puffer gelost.

Die DNA Konzentration wurde spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt und mit TE-Puffer

auf 0,5 ug/ul eingestellit.

3.22.2 Vorbereitung des Phagenvektors
(nach FRISCHAUF et al., 1983)

Bei den Vektoren des EMBL3-Systems handelt es sich um sogenannte ,Replacement-
Vektoren. Das zentrale Fragment enthélt u.a. die viruseigenen Rekombinationsgene red und
gam, die durch Fremd-DNA (9-23 kb) ersetzt werden konnen. (gam’)-Phagen ist es nicht
moglich, sich in Bakterien zu vermehren, die mit dem Phagen P2 lysogenisiert (z.B. E. coli
P2392) sind (,sensitive to P2 Inhibition“; spi-Selektion). Rekombinante (gam ’)-Phagen kdnnen

jedoch auf P2-lysogenen E. coli-Zellen Plaques bilden.

Material:

A-Vektor: AEMBL3 (BamH I/EcoR I; Genofit)

Restriktionsenzyme: BamH |, EcoR | (New England Biolabs®, Schwalbach)
Natriumazetat (pH 6,0; Merck, Darmstadt)

Isopropanol (Merck, Darmstadt)

70% Ethanol (Merck)

TE-Puffer (pH 8,0; vgl. 3.12)

* & & & o o

Durchfiihrung:

Das zentrale Fragment des A-Vektors wurde mit dem Restriktionsenzym BamH | heraus-
gespalten, im zweiten Schritt wurden mit EcoR | die BamH I-Enden abgespalten, um eine
Ruckligation zu vermeiden. Eine selektive Isopropanolféllung (0.7 Vol. Isopropanol, 0.3 M
NaAc pH 6.0, 2x Waschen mit 70% EtOH) entfernte die wenige Nukleotide grol3en Fragmente.
Die DNA Konzentration wurde spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt und mit TE-Puffer

auf 0,5 ug/ul eingestellit.
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3.22.3 Partielle Spaltung genomischer DNA

Material:

Mbo | (New England Biolabs®, Schwalbach)

Alkalische Phosphatase (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)
10X CIP-Dephosphorylierungspuffer (Boehringer Mannheim GmbH)
EDTA (Sigma, Deisenhofen)

Phenol (Roti®Phenol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Chloroform (Carl Roth GmbH)

* & & ¢ o oo o

TE-Puffer (pH 8,0; vgl. 3.12)

Um Uberlappende Fragmente zu erhalten und damit das sogenannte ,Chromosome walking“
zu ermdOglichen, wurden niedrige Enzymkonzentrationen (Mbo I) eingesetzt, so dass keine
vollstandige Spaltung erzielt wurde. Auf diese Weise wurden zufallsmafig verschiedene

Fragmente im Gro3enbereich von 9-23 kb erhalten.

Die praparative Spaltung wurde mit 0,03 U und 0,06 U Mbo | pro 0,5 pg (Reaktionsvolumen
30 ul; Inkubation bei 37° C fur 1 h) durchgefiuhrt und nach Agarosegelelektrophorese der Be-
reich von 9-23 kb aus dem 0,4%igem Agarosegel durch Elektroelution (vgl. 3.19.5) isoliert. Die
Konzentration der DNA wurde nach einem Dephosphorylierungsschritt (1U CIP/5 pg DNA;
Inkubation 1 h bei 37° C, anschlieRende Inaktivierung mit 1/10 Vol 0.2 M EDTA fir 5 min und
65° C) und Phenol/Chloroform-Extraktion (vgl. 3.14.2) mit TE-Puffer auf 0,5 pg/ul eingestellt.

3.22.4 Ligation, in vitro-Verpackung und Amplifikation

Material:

Gigapack® Il Gold Packaging-Extract (Stratagene, Heidelberg)

E. coli: P2392: LE392 (P2) (EDGERTON, M.D., unpublished; Stratagene, SERVA, Heidelberg)
T4-Ligase (12 U/ul; Fermentas, bts, St. Leon-Rot)

ATP (10mM; Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)

* & & o o

10X Ligase-Puffer (,Sticky ends*): 0.2 M Tris-HCI (pH 7,5); 0.1 M MgCl,; 0.1 M DTE; 6 mM ATP
(ATP wird aufgrund der Instabilitat getrennt zur Reaktion zugegeben)

Chloroform (Carl Roth GmbH)
SM (Sinsheimer Medium): 0.1 M NaCl; 83mM MgS04; 20mM Tris-HCI (pH 7,5); 0,01% Gelatine
LB-Agarplatten (vgl. 3.9)

* & o o

Top-Agar (vgl. 3.9)
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Durchfihrung:

Zur Vermehrung rekombinanter A-DNA wird diese zunéchst in Phagenpartikel verpackt. Die
Verpackungsextrakte bestehen aus zwei unterschiedlichen Lysaten, die gemeinsam alle
Hullproteine des Phagen enthalten. Durch Mischen der Extrakte und Zugabe der concate-
meren A-DNA wird die DNA eingebaut und die Viren aus Képfen und Schwanzen in vitro

zusammengesetzt.

Der Reaktionsansatz aus 2 pl vorbereiteter A-Phagen-DNA (0,5 pg/pl), 1 pl genomischer DNA
(0,5 pg/pl), 0,5 pl 10 mM ATP, 0,5 pl 10X Ligase-Puffer und 1 pl T4-Ligase (4 U/ul) wurde Uber
Nacht zur Ligation bei 4° C inkubiert.

Die Verpackungsreaktion mit dem Gigapack® Il Gold Packaging Extract wurde nach Vorschrift
des Herstellers durchgefihrt: Je 1 pl des Ligationsansatzes wurde im Eisbad dem ,Freeze-
Thaw"-Extrakt zugegeben und mit 15 pl des ,Sonic"-Extrakts versetzt. Nach Mischen und
kurzem Anzentrifugieren (5 s; Eppendorf-Tischzentrifuge) erfolgte eine Inkubation fir 2 h bei
22° C im Wasserbad. Nach Hinzufigen von 500 ul SM-Puffer und 20 ul Chloroform wurde
gemischt und 1 min zentrifugiert (13.000 rpm; Eppendorf-Tischzentrifuge). Ein Aliquot des

nunmehr komplette Phagen enthaltenden Uberstandes wurde titriert.

Die Titration erfolgte mit unterschiedlichen Phagenverdiinnungen (je 100 pl), die in 1,5 ml-
Eppendorfgefallen zur Adsorption mit je 200 pl Bakteriensuspension von E. coli LE 392
(ODeggo: Extinktion von 0,1; Vorbereitung der Zellen nach Anweisung des Herstellers) fiir 20 min
bei 37° C inkubiert und anschlieRend in flissigem Top-Agar (3 ml, 48° C) auf vorgewarmte LB-
Agarplatten ausplattiert wurden. Nach Inkubation im Brutschrank (37° C, tber Nacht) waren die
Phagenplaques zu erkennen. Anhand der Plaquezahl und unter Bericksichtigung der jewei-

ligen Verdunnung konnte der Phagentiter bestimmt werden.

Die Primarphagen wurden Uber die Methode der Plattenlysat-Amplifikation vermehrt (Ausplat-
tieren der Verpackungen mit dem P2 lysogenen E. coli-Stamm P 2392; Dichte 12.000 Plaques
auf einer 12 x12 cm grofRen LB-Agarplatte; Inkubation ca. 8 Stunden). Einige Platten wurden
mit 10 ml SM und 0,5 ml Chloroform Uberschichtet und ber Nacht bei 4° C bewegt. Der Uber-
stand wurde zwecks Titererhdhung auf weitere Agarplatten verteilt. Die Uberstande wurden
vereinigt, zur Entfernung von Bakterienresten zentrifugiert (10 min, 5 000 rpm) und die Sus-
pension auf 0,3% Chloroform eingestellt. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4° C oder in 7%

DMSO bei -80° C zur Langzeitaufbewahrung.
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3.23 Screening der genomischen Bank (Klon-Analyse)
3.23.1 Markierungsreaktion (,Random-Priming“; modifiziert nach SAMBROOK et al.,1989)

An den aufgeschmolzenen Doppelstrang der zu markierenden Probe (cDNA-Klon Bp1) wurden
kurze DNA-Hexamere hybridisiert, die als Primer flr das Klenow-Fragment der DNA-
Polymerase | dienten. Bei der danach ablaufenden Synthese eines neuen Strangs wurde die

Markierung durch den Einbau radioaktiver Desoxyribonukleotide erreicht.

Material:

¢ Hexanukleotid-Primer (20 pg/pl; Boehringer, Mannheim)
¢ Klenow-Polymerase (5 U/ul; Klenow Fill-in Kit, Stratagene, Heidelberg)
10X Klenow-Puffer: 0,5 M Tris-HCI (pH 7,6), 0,1 M MgCl,

*

Radioaktives Desoxyribonukleotid: a-32P-dCTP (3000 Ci/mM; Amersham, Braunschweig)
TE-4-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0); 0.1mM EDTA (pH 8.0)
Bovines Serumalbumin (New England Biolabs®, Schwalbach)

96% Ethanol (Merck, Darmstadt)

* & & o o

7,5 M Ammoniumazetat pH 7.5

Durchfihrung:

100 bis 200 ng der Uber das Glasmilchverfahren (vgl. 3.19.4) isolierten und gereinigten (vgl.
3.14.1) cDNA wurden mit 2 pl Hexanukleotidgemisch und H,0 ad 10 ul durch Erhitzen (10 min
im siedenden Wasserbad) denaturiert und im flissigen Stickstoff und anschlieend im Eisbad
abgekunhlt. Nach Zusatz von 2 pl 10x Klenow-Puffer, 0,5 yl 10 mg/ml BSA, 0,5 pl 0.1 uM dCTP,
2 pl 0,5 M Lésung tibriger dNTPs (je 500 uM), 5 pl o**P-dCTP (50 uCi, 3.000 Ci/mM), 5 U
Klenow-Polymerase und H,O ad 20 pl wurde der Ansatz fir 90 min im Wasserbad bei 37° C
inkubiert. Die Fallung erfolgte mit 0,5 Vol. Ammoniumazetat und 3 Vol. 96% Ethanol. Das nach
Zentrifugation (20 min, 13.000 rpm; Eppendorf-Tischzentrifuge) gewonnene Pellet wurde 2x
mit 80% Ethanol gewaschen, in 100 ul TE-4-Puffer aufgenommen und die Ausbeute der ein-

gesetzten Radioaktivitat durch Messung im Szintillationszéhler Uberpruft.
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3.23.2 Transfer von Plagues auf Nylonmembranen (,Plaques lift*)

Analog zur Southern-Blot-Technik lasst sich die Phagen-DNA der Plagues im Topagar auf
Spezialpapier Ubertragen, um sie flr markierte Sonden zugénglich zu machen. Auf diese Wei-

se konnen rekombinante Phagen identifiziert werden.

Material:

Nylonmembran QIABRANE (Qiagen, Hilden; zugeschnitten auf 11 x 11 cm)
Tinte: India Ink (Pelikan, Hannover); 1:5 in H,Oyqy

Injektions-Kanile (20 G)

Filterpapierzuschnitte 3MM (Whatman, Maidstone England)
Denaturierungslésung: 1,5 M NaCl; 0,5 N NaOH

Neutralisierungslésung: 1 M Tris (pH 7,4); 1,5 M NaCl

20X SSC: 3 M NacCl; 0,3 M NazCitrat (pH 7,0; mit 1 M HCI)

* & & & o oo o

Durchfihrung:

Auf die ausplattierten Phagen (vgl. 3.21.4) wurden Nylonmembranzuschnitte aufgelegt. Durch
mehrere Einstiche in Membran und Agar mit der mit Tinte getrankten Spitze der Kanile wurde
die Orientierung festgehalten. Nach 2 min wurden die Membranen abgenommen und mit der
DNA-Seite nach oben fur weitere 2 min auf die mit Denaturierungslésung bzw. anschlieend
Neutralisierungslosung getrankten Filterpapierzuschnitte gelegt. Die Membranen wurden kurz
in 2X SSC gewaschen, luftgetrocknet und fir 1 h bei 80° C fixiert. Es wurden zur besseren

Kontrolle von jeder Platte zwei Filter gezogen.

3.23.3 Hybridisierung

Material:

¢ 50X Denhardt's: 5 g Ficoll (Type 400, Sigma, Deisenhofen), 5 g Polyvinylpyrrolidon (Serva, Heidel-
berg); 5 g Bovines Serumalbumin (Fraktion V; Carl Roth GmbH, Karlsruhe); H,O ad 500 ml

¢ (Pra)hybridisierungslésung: 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6.5); 0.1% (w/v) SDS; 5X Denhardt’s,
5X SSC; 200 pg/ml denaturierte Heringssperma-DNA (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)

Waschlésung | : 2X SSC; 0,5% (w/v) SDS
Waschlésung 1l: 0,2X SSC; 0,5% (w/v) SDS
Radioaktiv markierte Probe (cDNA des Klons Bp1, 100-200 ng/ml; vgl. 3.23.1)

Nylonmembranen aus 3.22.2

* & & oo o

Blottingpapier (GB 003; Schleicher & Schiill, Dassel)
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Durchfihrung:

Die Nylonmembranen (vgl. 3.23.2) wurden in 2X SSC angefeuchtet und mit 40 ml Pra-
hybridisierungslosung in einer Hybridisierungsréhre 30 min bei 45° C im Hybridisierungsofen
(Bachhofer, Ebersberg) prahybridisiert. Anschlieend wurde die Prahybridisierungslosung
dekantiert. Die radioaktiv markierte DNA-Probe (cDNA-Klon Bp1, 100-200 ng/ml; vgl. 3.23.1)
wurde 10 min im siedenden Wasser denaturiert, im fliissigen Stickstoff und anschlieBendem
Eisbad abgekihlt und vermischt mit ca. 8 ml Prahybridisierungslésung zu den in der
Hybridisierungsrohre befindlichen Membranen gegeben. Die Hybridisierung erfolgte Uber
Nacht im Hybridisierungsofen bei 45° C. Nach der Hybridisierung wurden die Membranen in
Waschlosung | (RT) und Il (ca. 50° C) unter Schwenken gewaschen, anschlieend auf
Blottingpapier (GB 003, Schleicher und Schull, Dassel) getrocknet und feucht in Schlauchfolie

eingeschweildt. An die Hybridisierung schloss sich die Autoradiografie an.

3.23.4 Autoradiografie

Durch Autoradiografie konnte das durch Random-Priming (vgl. 3.23.1) in die Probe eingebaute

a*P-dCTP nachgewiesen werden.

Material:

¢ Intensifying Screens (Amersham, Braunschweig)

¢ Kodak scientific Imaging Film X-Omat™ LS-Film (Kodak, New York)

Durchfihrung:

Die Membranen (vgl. 3.23.2 und 3.23.3) wurden feucht in Frischhaltefolie eingeschlagen oder
in Schlauchfolie eingeschweil3t und zusammen mit einem fir Autoradiografie geeigneten Film
in Rontgenfilmkassetten mit Verstarkerfolien (Intensifying Screens) bei -70° C mehrere Tage
lang exponiert. Nach der Entwicklung des Films konnten nach ,Plaques lift* positive Phagen

bzw. nach Southern-Blot-Analyse markierte Banden identifiziert werden.
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3.23.5 Isolierung der mit der markierten Probe hybridisierenden genomischen Klone

Material:

¢ LE 392 kompetente Zellen (vgl. 3.21.4)
¢ A-Diluent: vgl. 3.11
¢ Chloroform (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

¢ Pasteurpipetten

Plaques, die in der Autoradiografie positive Signale gezeigt haben, wurden mit dem weiten Teil
einer Pasteurpipette aus dem Agar ausgestanzt, in je 500 pl A-Diluent (einen Tropfen Chloro-
form enthaltend) Gberfiihrt und tGber Nacht bei 4° C aufbewahrt. Der Titer wurde bestimmt wie
in 3.11.3 beschrieben.

3.23.6 Spaltung genomischer DNA mit Restriktionsenzymen und gelelektrophoretische Auf-
trennung

Material:

¢ Restriktionsenzyme: EcoR |, Sal |, Hind Ill, Pst I, EcoR V, Nsil (New England Biolabs®, Schwalbach)
¢ 0.8%iges Agarosegel (vgl. 3.18)

¢ 1X TBE (vgl. 3.18)

¢ Ethidiumbromidlésung (3.18)

Durchfuhrung:

Zur weiteren Analyse wurde genomische DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen
(EcoR I, EcoR I/Sal I, Sal I, Hind 1ll, Hind 1ll/ Sal I, Pst I/ Sal I, EcoR V, Nsi I, Pst I) wie in
3.17 beschrieben gespalten und mit Molekulargewichtsmarkern zur Koelektrophorese auf
einem 0.8%igen Agarosegel (GelgrofRe 18 x 11 x 0.4 cm) aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte in 1X TBE-Puffer fur 5 h bei 100 V. Das Gel wurde anschlielend fir mehrere Minu-
ten in Ethidiumbromid-Losung gefarbt und unter UV 312 nm fotografiert (Polaroid-

Dokumentation, vgl. 3.18).
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3.23.7 DNA-Transfer durch Kapillarblotting
(Genomischer Southern-Blot; nach SOUTHERN, 1975)

Die sogenannte ,Southern-Blot" -Technik (SOUTHERN, 1975) ermdglicht den Transfer der zu
untersuchenden DNA (nach Spaltung mit geeigneten Restriktionsenzymen) aus einem Agaro-
segel auf eine geeignete Membran. Bei der hier angewandten Technik erfolgte der Transfer
durch Nutzung der Kapillarkrafte. An den Southern-Blot schloss sich die Hybridisierung
(3.23.3) und Autoradiografie (3.23.4) an.

Material:

¢ 0.25 M HCI (Merck, Darmstadt)

¢ Denaturierungslésung: 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl (Merck)

¢ 20X SSC (vgl. 3.23.2)

¢ Filterpapier 3MM (Whatman, Maidstone England)

¢ Nylonmembran QIABRANE (Qiagen, Hilden)

¢ Parafilm M (American Can Comp.)

¢ Zellstofftiicher (Einmal-Papierhandtiicher, haushaltsiibliche Ware)

Durchfihrung:

Das Agarosegel (vgl. 3.18) wurde mit den darin nach GroRe aufgetrennten DNA-Fragmenten
vor dem Transfer zur partiellen Depurinisierung (Einzelstrangbriiche werden erzeugt, wodurch
auch grolRere Fragmente effizient geblottet werden kénnen) in einer 0,25 M HCI-Lésung fir 2x
10 min und anschlieBend zur Denaturierung und Hydrolyse der DNA in Alkali
(Denaturierungslésung) 2x 15 min geschwenkt. Die Filterpapiere wurden in 20X SSC und die
Nylonmembran in H,O und 2X SSC angefeuchtet. Eine Glasplatte wurde auf eine mit 20X SSC
geflllte Schale gelegt, Uber deren Rand zwei Filterpapiere als Saugdocht in die Pufferlésung
ragten. Darauf wurden ein Filterpapier in Gelgrof3e, das Agarosegel (mit Parafilm um den
Gelrand), die Nylonmembran, ein weiteres Filterpapier und ein Papierhandtuchstapel platziert.
Der Aufbau wurde mit einem Gewicht beschwert. Nach dem Transfer Uber Nacht wurden die
Lage der Auftragstaschen mit Bleistift auf der Membran markiert, die Membran in 2X SSC
gewaschen und die DNA durch UV-Crosslinking (30 s; Stratalinker, Stratagene, Heidelberg)

fixiert.
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3.24 Sequenzierung der DNA nach der Kettenabbruchmethode (SANGER et al., 1977)
3.24.1 Sequenzierung der cDNA

Das verwendete Sequenzier-Kit (CircumVent™PhototopeTM Kit, New England Biolabs®) nutzt
fur die Sequenzierungsreaktion die Methode nach SANGER et al. (1977), die auf der Fahigkeit
der DNA- Polymerase beruht, zur Primer-Extension bis zur Inkorporation eines terminierenden
Didesoxyribonukleotids zu fuhren. 27,3 -Didesoxyribonukleotide dienen hierbei als Substrat-
analoge der 2°- Desoxyribonukleotide und werden in den elongierten DNA-Strang zuféllig
eingebaut. An den Stellen der Inkorporation der Didesoxyribonukleotide terminiert die DNA-
Synthese aufgrund des Fehlens der fur die Knupfung der nachsten Phosphodiesterbriicke
nétigen 3°- Hydroxylgruppe. Die gesuchte Sequenz konnte nach Auftrennung der Oligomere in
der Polyacrylamid-Gelelektrophorese und DNA Transfer auf die Membran (NY 13N Nytran,
Schleicher & Schill, Dassel) aus dem resultierenden Bandenmuster abgeleitet werden. Das
Bandenmuster wurde nach Durchfiihrung einer Chemolumineszenzreaktion durch die Emissi-

on von Licht auf einem Rontgenfilm (X-Omat™ LS; Kodak) sichtbar gemacht.

3.24.1.1 Sequenzierungsreaktion/PCR (Polymerase Chain Reaction)

Material:

¢ CircumVent™ Phototope™ DNA Sequencing Kit (New England Biolabs®, Schwalbach/Ts.)

¢ Biotinylierte Agtll1-Primer (,forward“ und ,reverse”; New England Biolabs®), mit TE- Puffer (pH 8,0;
vgl. 3.12) auf 1,2 pM/ul, vorratig gehalten bei —20° C.

¢ DNA-Polymerase aus Thermococcus litoralis (Vent® (exo-) DNA Polymerase, New England Bio-
labs®)

¢ Mineraldl (Sigma, Deisenhofen)

In der Sequenzierungsreaktion wurden biotinylierte Agt11-Primer (,forward“ und ,reverse) des
Herstellers (New England Biolabs®, Schwalbach/Ts.) und die exonukleasefreie DNA-
Polymerase aus Thermococcus litoralis (Vent® (exo-) DNA Polymerase) eingesetzt. Durch
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden nach Denaturierung, Annealing und Extension in
Gegenwart von Desoxyribonukleotid-Triphosphaten (dNTP) und Didesoxyribonukleotid-
Triphosphaten (ddNTP) Reaktionsprodukte linear amplifiziert.
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Durchfihrung:

Die Reaktion wurde nach dem Protokoll des Herstellers mit vier verschiedenen Ansatzen
durchgefihrt. Als Template diente der cDNA-Klon Bpl (vgl. 3.11 und 3.12). Je 1 pg DNA
wurde mit 2,4 pM biotinyliertem Primer, 1 pl 30X Triton X-100, 1,5 pl 10X Vent Puffer und
2 U Vent®(exo) DNA-Polymerase versetzt (Gesamtvolumen 15 pl). Jedes der vier Aliquots
von je 3,2 pl wurde mit vier dNTPs sowie einem ddNTP versehen. Die Reaktion fand im
Thermal Cycler (Hybaid Thermal Reactor, Model No. HB-TR1, Hybaid Limited, Middlesex,
USA) unter folgenden Bedingungen statt:

1. Denaturierung (95°C, 20 s)
2. Annealing (55°C, 20 59)
3. Extension (72° C, 20 s).

Die Reaktion wurden nach 20 Zyklen durch Zugabe des im Kit enthaltenen Lade-/Stop-
puffers (4 pl je Ansatz) abgestoppt.

3.24.1.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Material:

¢ Rotiphorese® DNA-Sequenzier-Kit (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
¢ Laufpuffer: 1X TBE-Puffer (vgl. 3.18)

¢ Sequenziereinrichtung: ,Model S2 Sequencing Gel Electrophoresis System" (BRL Life Technologies,
Eggenstein) fiir Gele mit den MaRen 30 x 40 x 0,04 cm.

Durchfihrung:

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in 8%igen Polyacrylamidgelen, die mit dem
Rotiphorese® DNA-Sequenzier-Kit (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) nach den Angaben des
Herstellers vorbereitet wurden. Die Pufferkammern der Sequenziervorrichtung (Vertikal-
Elektrophoresekammer der Fa. BRL Life Technologies, Berlin) wurden mit 1X TBE-Puffer
gefullt. Vor dem Beladen fir den 1. Lauf wurden die Proben im Thermal Cycler 2 min bei 94° C
denaturiert. Von jedem Reaktionsgemisch wurden je 3 ul pro Geltasche aufgetragen. Vor dem
Probenauftrag fand eine Praelektrophorese von ca. 15-30 min Dauer statt, um Nicht-Puffer-
lonen aus dem Gel zu entfernen. Die Auftrennung erfolgte bei 1500-1900 Volt (30-45 mA/
60 Watt). Als Spannungsquelle diente ein Geréat der Firma BRL Life Technologies, Eggen-

stein.
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3.24.1.3 DNA-Transfer durch Kapillarblotting

Material:

¢ Nylon Membran (NY 13N Nytran, Nukleinsaure- und Transfermedium 0,45 mm, Schleicher & Schill,
Dassel)

Blottingpapier: 3MM Filterpapier (vgl. 3.23.7)
Transferpuffer: 0,5X TBE (vgl. 3.18)
Parafilm M (vgl. 3.23.7)

Zellstofftlicher (vgl. 3.23.7)

* & o o

Nach Beendigung des letzten Laufs wurde ein Kapillarblot durchgefuhrt wie in 3.23.7 beschrie-
ben. Allerdings wurden abweichend die vom Hersteller des Kits (vgl. 3.24.1.1) vorgegebenen

Materialien benutzt.

3.24.14 Crosslinking

Nach dem Abbau des Blots wurde die Membran bei 45° C fur 30 min getrocknet und die DNA
durch Crosslinking unter Benutzung eines Transilluminators als UV-Lichtquelle (254 nm; 20 s)

an die Membran fixiert.

3.24.1.5 Chemolumineszenzreaktion

Material:

¢ CircumVent™ Phototope™ DNA Sequencing Kit (New England Biolabs®, Schwalbach/Ts.)
¢ Phototope™ Detection Kit 30K (New England Biolabs®, Schwalbach/Ts.)

¢ Blocking Solution (5% SDS/Phosphatlésung, pH 7,2): 125 mM NacCl, 17 mM Na,HPO,, 8 mM
NaH,PO4x2H,0, 173 mM SDS

¢ Waschlésung | (0,5% SDS/Phosphatlésung): 1:10 verdiinnte Blocking Solution in ddH,O
¢ Waschldsung Il (10X), pH 9,5: 100 mM Tris-HCI (pH 9,5); 100 mM NacCl; 10 mM MgCl,
¢ Rodntgenfilm: Kodak Scientific Imaging Film X-Omat™ SL (Kodak, New York)

Durchfiihrung:

Die Membran wurde in einer Plastikwanne in ca. 150 ml Blocking Solution (0,1 ml pro cm?)
5 min bei 37° C unter Schwenken inkubiert. Die Streptavidin-Stocklésung (Phototope™ Detec-
tion Kit 30K) wurde in Blocking Solution auf 1 pg/ml verdiinnt (Gesamtvolumen 60 pl) und nach

Abgiel3en der Flissigkeit aus dem 1. Schritt zur Membran gegeben. Nach erneuter Inkubation
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- unter gleichen Bedingungen wie oben beschrieben - folgten zwei Waschschritte in je 500 ml
1:10 verdiinnter Blocking Solution (Waschldsung I; 0,5 ml pro cm?) fiir jeweils ebenfalls 5 min.
Biotinylierte Alkalische Phosphatase (Phototope™ Detection Kit 30K) wurde mit Blockierungs-
l6sung auf eine Konzentration von 0,5 pg/ml eingestellt und mit der Membran (0,05 ml pro cm?)
5 min inkubiert. Nach zwei Waschschritten in je 500 ml 1:10 verdinnter Waschlésung Il (0,5 ml
pro cm®) wurde die Membran 5 min in 25 ml 1:100 verdiinntem Lumigen-PPD-Reagenz (Pho-
totope™ Detection Kit 30K) getrankt und in Folie luftblasenfrei eingeschwei3t. Nach Auflegen
eines Rontgenfilms und zweistindiger Exposition bei RT in einer Autoradiografiekassette

konnte die Sequenz anhand des Bandenmusters ermittelt werden.

3.24.2 Computerunterstutzte Sequenzanalyse der genomischen DNA

Die DNA-Sequenzen wurden unter Benutzung des ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kits (Perkin EImer Corp.) ermittelt. In der Sequenzierungsreak-
tion wurden jeweils 376 ng DNA und 3,2 pM spezifischer Primer (MWG-Biotech GmbH,
Ebersberg) pro Ansatz (Gesamtvolumen 20 pl) eingesetzt. Es wurde Schritt fr Schritt von
beiden Enden die 6,0 kb und 3,8 kb groRen Fragmente Uberlappend sequenziert. Zusatzlich

wurden interne spezifische Primer (aus der cDNA-Sequenz) eingesetzt.

3.25 Computergestitzte Homologiesuche

Die ermittelten DNA-Sequenzen wurden zum Vergleich mit bekannten Sequenzen auf DNA-
und Aminosaure-Ebene einer Homologiesuche unter Verwendung der Programme Fasta
(PEARSON & LIPMAN, 1988) und BLAST-Algorithm (Basic Alignment Search Tool,
ALTSCHUL et al, 1990) unterzogen. Auf die EMBL/GenBank-Datenbank

(nttp://wm ebi . ac. uk) wurde zur Analyse zuriickgegriffen. Eine Genkarte wurde mit Hilfe des

Programms Clone Manager for Windows (Version 4.0; Scientific & Educational Software)
erstellt. Zur weiteren Analyse wurde auf GENSCAN 1.0 (BURGE & KARLIN, 1997,
ht t p: / / genome. dkf z- hei del ber g. de/ cgi - bi n/ GENSCAN) und GENE-FINDER (SOLOVYEV &
SALAMOV, 1999;  http://genomic.sanger.ac.uk/gf/gfb.htm ) zurickgegriffen. Die

Proteinsequenz  wurde ferner Uber den CBS-Server (Signalpeptid-Vorhersage)

http://genone. cbs. dt u. dk/ servi ces/ Si gnal P und PROSITE analysiert

(http://www. ebi . ac. uk/ ht bi n/ prosite).
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4. Ergebnisse

4.1 Immunoscreening der Agt11/B. pahangi-cDNA Bank

Die cDNA Bank aus adulten B. pahangi wies einen Titer von 0,8 x 10° pfu/ml auf. Beim
Screening von insgesamt 140.000 Phagen mit dem Serum Anti-p fanden sich 33 reaktive
Klone, die tber ,Rescreenings* aufgereinigt wurden. Bei 16 handelte es sich um falsch positive
Klone. Von den verbliebenen 17 — mit positiven Signalen auch nach mehreren Aufreinigungs-
schritten - wurde ein cDNA-Klon (Bp1) aufgrund der eindeutigen Reaktion mit dem Serum zur
Charakterisierung mit molekularbiologischen und immunologischen Standardtechniken ausge-
wahlt. Die Rescreenings wurden so oft wiederholt, bis Kontaminationen durch benachbarte

Bakteriophagen ausgeschlossen werden konnten.

4.2 GrofRenbestimmung, Subklonierung und Sequenzierung des cDNA-Klons Bpl

Die isolierte A-DNA des cDNA-Klons Bpl wurde einer restriktionsendonukleolytischen Spaltung
mit dem Enzym EcoR | unterzogen. Der Restriktionsansatz wurde mittels analytischer Agaro-
segelelektrophorese untersucht (vgl. Abb. 3). Anhand des gleichzeitig aufgetragenen Langen-
standards wurde die Grof3e des Agtll-Inserts bestimmt. Die cDNA von Bpl wies eine Grof3e
von 156 bp auf (vgl. Abb. 3). Bpl wurde in den Vektor pNGS subkloniert und von beiden En-
den ausgehend sequenziert. Die cDNA- und die daraus abgeleitete Aminosaure-Sequenz von
52 Aminosauren sind aus Abb. 5B (AS 5754-6104) ersichtlich.

bp Abb. 3: Restriktionsanalyse des Agtll Klons Bp1l
Auftrennung des Spaltungsansatzes Uber ein 2%iges Agarose-
gel mit nachfolgender Ethidiumbromidfarbung.
[ ] (1) DNA-Langenstandard VI,
—d (2) EcoR I-Verdau des cDNA-Klons Bp1
; Die cDNA von Bpl weist eine Grof3e von 156 bp auf.
————
517 - I
298 - =S
234 - MR

154 -
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4.3 Screening der genomischen B. pahangi-Bank

Die aus B. pahangi-Weibchen hergestellte genomische Bibliothek (im Phagenvektor AEMBL3)
wies einen Primartiter rekombinanter Phagen von 1,0 x 10° auf. Nach der Amplifikation (in
E. coli P2392) wurde ein Titer von 1,6 x 10° erreicht.

Fur das Screening wurde die *P-markierte cDNA (Bpl) als Probe (2 x 10* counts nach ,Ran-
dom-Priming*“) eingesetzt. Mit der Probe hybridisierende Klone wurden tber Rescreening auf-
gereinigt und deren Phagen-DNA isoliert. Zur weiteren Analyse wurde die Phagen-DNA mit
verschiedenen Restriktionsenzymen gespalten und eine Agarosegelelektrophorese durchge-
fuhrt (s. Abb. 3A).

4.4 Southern-Blot-Analyse der rekombinanten Phagen-Klone

Bei den Restriktionsspaltungen EcoR |, Hind 1ll, und EcoR V hybridisierte je nur ein Fragment
mit der radioaktiv markierten Probe (vgl. Abb. 4B). Die als Probe dienende cDNA (Bp1l) verfligt

Uber keine interne Schnittstelle fur diese Enzyme.

Aus der Restriktionsspaltung mit dem Enzym Pst | resultierten zwei mit der Probe hybridisie-
rende Fragmente (6,0 und 3,8 kb), die zur weiteren Untersuchung aus einem praparativen

Agarosegel (0,8%) isoliert wurden.

4.5 Subklonierung und Sequenzierung der Pst I-Fragmente (gBp1)

Die mit der radioaktiv markierten Probe hybridisierenden 6,0 und 3,8 kb-Fragmente wurden in
den Plasmidvektor pUC19 subkloniert und die DNA-Sequenz ermittelt. Die Sequenzierung
wurde von beiden Enden ausgehend und mit internen spezifischen Primern aus der Bpl-
cDNA-Sequenz uberlappend durchgefiihrt. Insgesamt wurde ein genomischer Abschnitt von
10110 bp sequenziert, der das vollstandige Bp1-Gen enthélt. In Abb. 5A sind die genomische
Organisation und das Ergebnis des Homologievergleichs mit der ,GenBank"-Datenbank (vgl.
3.25) schematisch dargestellt; in Abb. 5B die genomische Sequenz. Aufgrund der Vorhersage
der Exon/Intron-Grenzen und Kodierregionen mit den Programmen GENSCAN und GENE-
FINDER (vgl. 3.25) ergaben sich fur das Bp1l-Gen funf potentielle Exons. Die der isolierten

partiellen cDNA-Sequenz entsprechende genomische Sequenz Uberspannt zwei Introns,
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Abb. 4 A/B: Southern-Blot-Analyse von gBpl

A:Gelelektrophorese in einem 0,8%igem Agarosegel nach Restriktionsspaltungen.
Die Fragmente wurden durch Farbung in Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

SpurNre: . Auftrag:

1) A dv1-DNA-Langenstandard

(2) A dv1 Octamer-DNA-Langenstandard

3) DNA-Langenstandard Il

(4) Bpl-Phagen-DNA verdaut mit EcoR |

(5) Bpl-Phagen-DNA verdaut mit EcoR I/Sall
(6) Bpl-Phagen-DNA verdaut mit Sall

(7 Bp1-Phagen-DNA verdaut mit Hind Ill/Sall
(8) Bpl-Phagen-DNA verdaut mit Hind Il

(9) Bpl-Phagen-DNA verdaut mit Pst I/Sall
(20) Bpl-Phagen-DNA verdaut mit ECOR V
(11) Bp1-Phagen-DNA verdaut mit Nsil

(12) Bpl-Phagen-DNA verdaut mit Pst |

B: Autoradiografie nach Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Probe (cDNA-Klon).
Die Pfeile zeigen die 6,0 und 3,8 kb Fragmente in Spur 12.



Ergebnisse 67

beginnend mit der EcoR I-Restriktionsschnittstelle im Exon 3 (Position 5754 der genomischen
Sequenz) bis zur EcoR I-Restriktionsschnittstelle im Exon 5 (Position 6110 der genomischen
Sequenz). Die abgeleitete cDNA dieses genomischen Abschnitts ist mit der Sequenz der iso-
lierten cDNA identisch. Vor dem ersten potentiellen Exon liegt eine Spleil3-Akzeptor-Sequenz,
die vermutllich als Trans-Splei3-Akzeptor dient (Position 4874-4879 in Abb. 5B). Eine Konsen-
sus-Polyadenylierungssequenz (AATAAA) fehlt in der potentiellen 3"nicht translatierten Regi-

on. Die abgeleitete cDNA der finf Exons kodiert fiir ein Polypeptid von 185 Aminosauren.

4.6 Homologiesuche

Die computerunterstitzte Homologiesuche in den Datenbanken ergab signifikante Homologien
in der sequenzierten genomischen Sequenz. Insbesondere fanden sich Homologien in der
Region zwischen 2 und 3 kb und bei 10 kb (Verteilung vgl. Abb. 5A). Signifikant war insbeson-
dere die Homologie (90% Identitat, Position 2171-2266, 2351-2570, 2690-2825) mit dem
.GenBank“-Eintrag AA 842051, ein Klon aus einer cDNA-Bank adulter B. malayi-Weibchen.
Signifikante Homologien fanden sich auch mit AZ515383 B. malayi Genomic Bac Library 1 & 2
B. malayi genomic, DNA sequence (Position 3661-3875; Identitdit von 92%) und mit
AW114883 Pristionchus pacificus cDNA (Position 2118-2270, 2246-2533) mit einer Uberein-
stimmung von 69%. Zusétzlich fand sich hier eine Homologie auf Aminosaureebene mit
C. elegans T23B12 (Position 2295-2528, Exon 3; Identitat von 86%). Alle genannten Sequen-
zen mit Homologie zu der Region zwischen 2-3 kb sind auf Aminosaureebene zu 40% iden-
tisch mit dem humanen Nierenzelltumor-Antigen NY-REN-45. Eine weitere signifikante Uber-
einstimmung wurde zu AW562153 Onchocerca volvolus adult female cDNA (Position 10110-
9956) mit einer Identitéat von 79% (auf Aminosdure-Ebene von 90%) und in diesem Bereich
auch zu einem C. elegans-Klon C13C12/960628 gefunden. In der Region der Bpl-cDNA-
Sequenz (Position 5754-6104) fanden sich keine hochgradig homologen Sequenzen und auf
Aminosaure-Ebene keine signifikanten Homologien, die einen Rickschluss auf die mdgliche
Funktion des Bpl-Proteins ermdglichen wirden (vgl. Abb. 5A). Eine potentielle
N-Glykosylierungsstelle (N-Glykosylierungs-Potential von 0,7 bei einem Schwellenwert von
0,5) findet sich fur Asparaginséure (AS 83; vgl. Abb. 5B).
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Abb. 5A: Genomische Organisation des Bp1-Gens

graue Kastchen: vorhergesagte Exons nach GENSCAN-Analyse; farbliche Bereiche: Verteilung von 57 Treffern aus der BLAST-
Homologiesuche in der ,GenBank“-Datenbank (abnehmende Homologie von rot nach griin, blau, schwarz). In der Region der Bp1-
cDNA-Sequenz (Position 5754-6104, blaue Kastchen) fand sich keine signifikante Homologie.
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Nukleotid-
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und Aminosauresequenz des Gens gBpl

ct gcagt ggaagt cat at t gaat ggt t ct ccat t caaagcat cgcaacagccacgtttge
tt ccaagcat ggaagct aaat t t caagt gt ggat t agaatt at gt gcat aagtt actt at
tattacaaccaattaagcttgattgtatcattgattcttcccgattttgtctttccttat
gcaaaagt t cgat gt ggggaagt gaacat ttt aagat t t gat t aat gaat aggct t aaac
gat agcttaaattttaagaaaagtggtatatttttttcatacatatttactgagtggacg
atcaaaagttctactgaaattaatttttttttttcaggttccacatgccgt cgaagtatt
ggt cgacaaaact gt aaat at gt cttt at t agagaaaaatttttagat gcttctat agat
attgttttatattaattaatttactgaataatttctacgcatagctatttcagagcacac
acaatgtttgcagtaacctttttaaaaattactcaaaccttat gaagaagagctcgtctg
aat t aact cgt caggt aat cacct gaat t cgct tt cgt gat acacat cgat acaact gct
t at cacaaccagt t gcat t acaaat gacacttatctcactagcttacttttttactctga
accttttgttgtagtatttctactttctttcagctgaaaggcgagttatcactgttgatg
cgttact ct gcacgggt at ct gat cat gggct acccaagt t t ggcaacaaaacaaccgt ¢
t gaaagccat gcat cat tt gcaaat gaaggt aattcttgactcggtttgtatattttcat
ttcaaacacattttcattttctagat ccaaaat at ccagt cagt acggaaaaat cggaag
cagcaaactt at cagt ggaaagt agcagcaat acgt caaggaacacat cacagaattttg
cttcacatctcccagtagatagtttagattttatgatatgtaatttctccttctcaagga
aattgctcatttctgcaattaacaactttgactacataaaatatcaaggcttaacttttt
tgatatccttcaggttat gt at ccct agt aat att gt cggaaccact aagagt t cgagt g
attcgagcacatt at aat gcagt t gccgt aggt t at gcaaatttt gt gt gt t gt t acagg
taattgtttattttactaccatcattagctttccttttcacgaagtttcttgcatgcact
aagaagaaacaccact act aaaat gat ccagt at cct acttt aaat cttcacctt cacct
accagcaaaaggagaaaagtttttaaaatttctggataaattcttaatttcatgcataga
at gaaggaaagct t gggt t ggcaacagct gt at at at cgccacgt at ggat gct gt t gt t
cgt cat gt agcgt t gt at gcaaaat t t ggcgaaaaaat gct ggct gt t t cat t aact aat
aat gct at acat tt at ggaat at t t cagaaggagat gct aat t t cgggaccaaaat t ggt
gatttttcttttctttttttaataaaattattgaatttttggtggtcggcgaacaacaca
gaagt gat agt t t gcaaat aagat t at aaat ct ct aacaaat t t ggaat aagccat at t t
t gaat at tt cgagaaat tt ccgt gcaggaacgt t cact ctctt ggttgct gt t gat aagt
tgttctttattgggagccagttggt agcgct aagt aaaat t ggaaaggt t ggaat ct ggc
at ccaat gact cat aat t ggcaagt ccaaggt cagt aaat gt t ct cat gct gt t gct gaa
aat caggaaagtttcttattactgctat aagtatccatttaacaccaaaat aagctcatg
ctttaat gaaat aagat catggtttcattctgctgat at aaaacacaaagctcattttag
tcatgaattctgacgcaattttgcatattcatataattttttaaagtcctttgggaatca
tagt gcttccctcat cgt agat gt t gt cgcgat at cat gt t at gat acggt cggt cgggt
catttttgcttctcggatgcact aatggatctatttattatattgatat gcaaaaatccc
ctttgcgt at gaaagat aacgat tt gct aatt acggaact tt at cgaaat ccaaacgctg
at gttaacact gct at aagcgtct attt gacaccgaaaacaattatatttttgcatgttt
gaact gtt caaaaat t t aaaat cat gaaaaacagaat cttgcttttctcact gcacaact
tgaaatttttagatcttcgtggaaattggattgaaattgcttatgggacttcaagtggta
gt gt ccgagt aat cgt gcagcat ccaaaaacagt t ggt cat ggcccacaact at t ccaaa
cat acact gt gcat acat ct ccagt t acacgagt cgct ct cact accaaccatcttatca
gcggt gaggat gaagt gaagt agt agt t at acctttcatggttcagttttgattttatcce
at ctact cat aagaacactttttcaatttaaat gt aagat aaaat cttct gagatattca
tccagttctcactgtttatgtaccagttggaaagttttatcgcactttagtgtgcagtga
atataatcatgttcgttcctggggt gt aacacgttttcgtggcatgatttcgacgcagec
aggaagt acatctttggcatctttcaaggtgcttacccattaaattgtaaaatgct at ag
gttattgatttgttgcttgcaggctttgtactattcgaaccgttggtgattcagcaataa
ctgcctttttggttcacgaat gt gaaggtt cacgcegt aaatt caagaccgacgagatttt
tgttcact ggaacttccaatggttccattcaagtgagatatttgttccgaccttattgct
aggact gaat catttt aaat cagt aatt ggtt ccaggagtt gt aat gct act agt gaaga
tgatttaatatctcttctgttgaatttccgecatttatttcagatgtgggacttaacaaca
gctttggaccagt at cacgctagttatcattcccaaatttttctttaagt aat caaacaa
gt gcagct cagaaaacagct ggt act gt at ct t cgact act acagcat ct att aacgcca
atgctatactttttgcaagt cgagccagt ggt at cat acggcaagt cagtatttcattta
ttaacgatttaatagttgtatattattaaatcgttaatactttatctataacgtaataag
taacagtttat ct aaaacgt aat aatt at t aaat caat aatt agt caggaggcat agaaa
at acatt act gt aat t ggggt gct gcact aaacatttaggct ggtttggtgacatttatt
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3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
1
4861
12
4921
32
4981
5041
5101
48
5161
50
5221
70
5281
90
5341
5401
5461
5521
5581
5641
95
5701

106
5761
111
5821
117
5881
137
5941
6001
149

6061
161
6121

aaggtttgtgtattgtgtttttatttgegttgtttagaagtcgagttct aaaaaattcga
gatttcagtccatctttaagtggtaatttccataagatttaaagttttgttttttaggga
ccaact cctgatgaacttctccgtttgattgatgactgtgagatttgttgtacaagcttg
agcacaacaccgt aaaat acaccgcat gcat cct ccgt acat tt at ccgaact ggatt gt
caacgccact act agaagcaatcttcttattt at gaat agat gt acagaaagttatattt
tttcattcttctgtgataaattatttgtatttaatttgaataaactcttttccctatggt
ttctgtagtttaggtttttattgatttttcat cgaaaaaaattttcttgtatttgtaaat
aat at at at gcgaaaat ct ct acaat gt t gcgtt gcgcgcgctt caat ggaat gccaaat
aaacttggtgattgcattttgaaat gacacaaaagcaat cgatt gaat gaagttaacagc
atatgttttttctaggtgttatttgttccgaaaat gtgtatattgacatacggtttgttg
t gaaat t cagt cact cat agt gaagccaat gat gat t agaaggat aat t at cgt gaaaat
at gt ggaacagt aat gt agactt caggacttcatcgcactattttatttgattatatcgt
gt aacttcagtgtggtcatcctgttgttgacatgtctttatagtatttcttttttcactt
ttttcaaagtttttttgattggtact gt gacaacagt aaat aaacat cagtttcattcat
aatgtttaatgtttgtagttcgttgcataaatgtatccacgttgttctttcttcatttce
aaatttcagtggtttttggttgatcatataactcgtttgectgttctgacctgtcgaaaat
attatgagttaatttatgaagcctttcttttccaaat aaaacatttgaattcttaaaacg
ttat cagagcaaaaat ct gt agcacaagt catactttatgatagtatttatgcttctgtg
cttggtaacccagaat ctgtggaatcttcattggtgttttgttagagcaatctgctatta
attgaaattctaattattgttttatcagatttagagtat ggctggcaactccttgataga
tttcgatccatat gagttgttagatttgaaaccggact gcacggat acgcaaatt gt aaa
agcat t cagggaaagct gct ct gaagt ggcat aaagaccaaaat cccgat cgt aaacaaa
gcaggtaatctatttcgtttattcaatcacgattttttaaaccgttcttccccaatcata
M F L K1 S K AUF E L
gtgcgttcattaattttagCACAAGAAATGT TCCTGAAGATATCCAAGCCTTTTGAGITG
L S DA AARAAYV L AARTAMHT.I
TTATCGGATGCAGCGGECT CGAGCTGCTTATGT ACT GGCTGCTAGAACAGCACATACCATT
Y VR RRNNZEGEIKRRIKTL R
TATGTACGAAGACGAAATAAT GAAGGCGAGAAACGACGGAAATTACGt gaggaact t gaa
aggcgaggct aat gt gt t aaacgt t caacacgagaaagaaaaggccaaaagggagctt ga
gaaagaggtattttcaaatttgcccattcttgttaattggcttgtaatttacttaatatg
L |1
gctccattttatgatatttat aaaatttggtcaaagtcagttcataactcacagGICITA
L F EKEIKZFQI QRLRIKEUGSI KL L
TTTTATTTGAGAAAGAAAAGT TTCAGATTCAACGT CTGCGGAAGGAAGGTTCCAAACTGC
Q RESENI EQ QI RKNATVEE Q
TACAACGT GAAAGT GAAAATATTGAACAACAAATTCGT AAAAAT GCGACT GT GGAAGAGC
N G D K P
AGAACGGTGATAAACgt aact ttt gaaagccttcttegttttaggttttaat cactttac
actttatttaaggaaattgaattctccaagaaatctatttgtatttccagggttattagc
ctgttat aaatt aagat ggaagt gt ggaact ggt caat gt aatt at gat gaagat gattt
aaggaaattattctctaggtgaattttttaaaattatttgtcgtggaatttctaaattac
t caaat aagaggaaggttgttttctttttcacact caggat ggttacctccaatgcagtc
agcttagtggtgtttgaccct cgaaaacggt gaaatatgttacatgttatttcagtatgg
I T K A W Q I L D
acacat ttccgat gt aat cgt t t caagCAATAACCAAGGCATGGCAAATTTT

. S

E L L DV
ATGAATTGITGGATGT Agt aagt at t gt ggat gaaaacgttt gt caat attcgaaaattt
D G 1 E K E
gtttggtttcacaaaaaatttcatatgttgtctttattttcagGATGEGATTGAAAAAGA
T GK P DV PI ATTZ CLIRIKWPSSRIL

AACGCCGAAACCT GATGI TCCAATTGCTACGACATGT TTGCGAAAACCGT CTTCCAGGT T
GAGAAGTTCGGAAATACAACGAAGTAGACCAGTAgt aagattatttctttt gcgt aaat
tttcgat aaaaacactttttggtctacaaataaatttttataattgaccagaaaat gaga

ORI E F A D F E

v
t cat cat gaaat act gcact gcagAACGGCCGATGACATCTGT TIGAATTQGCTGATTTTG
A E VL AT MMAGS S KIRIKADK G E S
AAGCTGAAGT TTTGGCGACGAT GAT GGCTGGEGT CAAAGCGGAAAGCT GATAAAGGCGAAA

EcoR1

EcoR1
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6181
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K F DN L *
GCAAATTTGATAATTTGTAAt t cgaatttttagctgataatttttttget ggtagcaatt
ttt caat agaat acaat ggaaaaaaaat t aagact gaaaaaaaaagaaaaaaaaaact ag
aactgaatcattttgttgttaccagagt cgaaaaaaaattttttttttttttcagttctc
t aaaaat cgcaat t agt aaaact gaagt acttcagatttttaaaaatttaaatctccagc
tagatttttttttgtcagatttttgcacact aaactttggcggttattagacaagtggaa
ctctcactgctttgcttcattgaaatttgtaatgtattatttgtaaatattattttttta
tgtgattaatgtttcatttcatacctcgctcgacgtattcagtaacct caat at aaaatc
tttcattcgtgttacat caaat gcaaacaagattacatcattatatgtttaagcaaattc
ttcatgattttttatagtctgtgcattcattaatgatattgattgtttgggaaacggggc
ctaatttgtttacact gaaaataatgcttgttgtgggatgatgttgtttttcatgaaatt
cttattattttttattttcatgtattagtttaagatttcaggcagaaggattgtttcttc
tcattatatttaagtcttttaattttacttctgtttgttccaaatgttcaaatttagctg
t aacggat t ggat cgccttt aat aggat cct acaagaagttt aaaatttct gaaactgtt
cgt agt t gcact gaat cgt acaat caaaat ctt agacggaaat at t act ct aaat at aac
at cgaat aat t gt ggaat aactt act gcact cactcttcagaaattattttatattggtt
tacacaactatatccaatattttaatgttaacagtagtttatttcttattcattagtcat
cagt at t gaagaaat gat gat gt ct cct ccat cagt act acgat t agat aact aagct ca
t aggagaat gttttt agacagt cat gaaaat gcat gagcagagattt aagt agcgt actt
caagttaaaacacatacgtattttgattgtcattttaaaagagcttataactacattagt
atttctgttaaggttagcaggttcaattcagtcaattaacggttctattcaatatgtgca
cat ct cgaagat gt agt att cagct gatt aaccattattt caaaaaaagtaatatcattc
t gt t agt cagat caaaat gagct gaagcaaagt agt agaaaat accaatt gaaatacttt
aatttatttcattccctaaacggat gatgaattcagtttagctgaatttgtttcattcta
gaat gaaat ggaat gaact tt at aat at at gt gat ccaaacagcttaat ct at attagct
t aat ggagaatggtttcagtcatttaatttctcttcagttcaat at aat ct gaat aaaaa
actttttttgagtaaagtactttcttagaggacatcttttccttatagacat atacgaac
aagtagcttcttcaaatctttctttttatacctctcggtttaaactagectttgggaaca
tt aaatt aaaaacacagttaattttat ggggcgaaacgcaatccttat gaagttat caaa
aacgatttttcctat cagaaagagcaattttttgttggcat cacaact gagt gt cgagag
attgacaatagtatgttatgtcgttactcagccattaattagcacaagcaaaat ccgaat
gat cat cagtt gat at aaat ctat cttaacaatttacactgggttttatttagaaat gat
tactt cgt aaggt aaat t ggt gaat aaact cgt caaggct tt gccagt gaaagaat gaca
attttttcagctttctgatcagttagcetgtgttacgataggcat gagccactttatcact
aaat gat agaatt at caaatt aaaaatctttacagtgcatttctcttttccttcctgaag
ctattccatttccagtaaagacatttataatttttacaacatttacaatttcctcaaaaa
cgcgaacgacacagct cctcattccactt aat agaaaccat tt at ggagaaagaaact gt
aaat aggaagt agaacccaat cgaat gcaat catt ccgt cccgaagcaattgtcattctc
tcaagctattat catttgtataccacagcaaaaaat gt agaacggaat cgcatagttttt
aaaacatgctttttaatcgatttttctaaat aact gaat gatttacaaaaagt gt aat at
ccttcttgaaggatttatctgatctttgaacattctcacatttccaat aaaggaaagcta
aaaagt aattctctacagtatgactttcgctataatccattatgtgtacttttaccagtt
actatgtactgtattcgttgaagttaaactatttaaagtcataatattgttacaacaata
at gaaat acaaat gcaaaatatttcttttattttggggt gacacaaacaactt gcacgat
atttcatattcaaatttgctacgtaatttaaattacttttatcttcctcttctagtgaat
aagat aaagggaggt at cgacgat agt aaaat gcacgtt aaggatt aatttcaaattaaa
ttactctttcaattcgttataatataacagaactttgtttattgacacatattgcacggt
att caagt gaat t aaaat aacaaggct aact gt act gagagaagt t aat caaacaaaaaa
t aaatt caact ggaagttcatctctgaatttcatttcttttccttttaaagcgagcaact
ttctttttgttgcagaat aaaacttcccaaagcat at cgt cagttaatacaaacttttac
tgatttcttaat aat gagaaat cgcttaagtcgtatatttgataattgatattataaggc
tctctct acat agaaaacgat at aggaaagaat ccat ggt ggagagcagt aagagcggaa
tt cgt at aagaacat ct gt t at caggaagcat cgaagagagagcgact ggact gggtt gt
cttgatgat act gt gt at cact cgat gcgatttatct ccat at caagtt ccaaat caaaa
t at at at gt gat ggacccgt ccgt t aat ggaaggaaatt ct gtt aaact t aggaacat gg
aaaaccccaaat t aacat acat caggacgat gcgggccacat aactt gt cat t ccaggag
attgttcaat aacgt cgt aaat gggt cagt ctttgaggcattttttccacacatctttcg
gct agagat t gggcaat at cctt gact t caacagt acccggt ggat gt ggt ggaat t cgt
ct gaaaaat aaat ccgt gaggt t aaagaaaact t gcaat gcgat gat att at acaaattg
atgacattcaaattttccaat aat ctttagtgtgaggtcgatttgaaat cat agat aggt
cacat gat ct t gggaat gat ggaat gaat gaat agattt aagtt gaat tt gct gacaaag
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9781 aatt at agagccagaagaaat cgacttaccagctttcacagttgagtaatttggtgatat
9841 acat at gcacattacaaat at gtt aaat cact gaaatttaaattccaatataatttaacc
9901 aaaaattttcaagtagaaactcgctgtattatcggtagtgaagtaatagcttcctgattt
9961 ggataattgttttctttcaagaagt gaataacgtctgcatatgatgttgtcgtgcgataa
10021 ttaaattcaact gt at agcat gcaacgat gcgt gct gt at gat gcaaacagcgccgt gcc
10081 cagttattcttgcactcttctttactgcag

Abb. 5B: Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des Gens gBpl

Die flankierenden EcoR1-Restriktionsschnittstellen des partiellen cDNA-Klons (Bpl) sind
hervorgehoben. Die abgeleitete Aminoséuresequenz ist schwarz hinterlegt
(AS 103 bis 154).
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4.7 Expression des B-Galaktosidase-Bpl-Fusionsproteins

Der rekombinante Klon Bpl wurde im E. coli-Stamm Y1089 exprimiert. Die Bakterienlysate
wurden in einer SDS-PAGE mit einem 10%igen Trenngel analysiert. IPTG-induzierte und
nicht-induzierte Bakterienlysate wurden zum direkten Vergleich nebeneinander aufgetragen
(vgl. Abb. 6A). Die B-Galaktosidase-Fusionsprotein-Banden konnten Uber die Reaktion der
Fusionsproteine mit einem monoklonalen Antikérper aus der Maus gegen [-Galaktosidase
identifiziert werden (vgl. Abb. 6B). Das Fusionsprotein konnte in gréf3eren Mengen exprimiert

werden.

M,
[kDa] A

B> 116 -

B

—

97 - "
P

67 -

45 -

29 -

Abb. 6 A/B: Expression des B-Galaktosidase-Fusionsproteins Bp1l

A: Westernblot nach SDS-PAGE der rekombinanten und nicht-rekombinanten Y1089-
Bakterienlysate; 10%iges Coomassie-Blue gefarbtes Polyacrylamidgel.

(1) Y1089/Bp1l-Bakterienlysat induziert

(2) Y1089/Bpl-Bakterienlysat nicht-induziert

B: Immunoblot nach SDS-PAGE der rekombinanten und nicht-rekombinanten Y1089-
Bakterienlysate;

Reaktion der Bakterienlysate mit einem monoklonalen Antikérper gegen B-Galaktosidase
aus der Maus (1:500).

(1) Y1089/Bp1-Bakterienlysat induziert

(2) Y1089/Bp1-Bakterienlysat nicht-induziert
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4.8 Herstellung eines Antiserums gegen das rekombinante Protein

Ein Y1089/Bpl-Bakterienlysat wurde in einer SDS-PAGE mit 10%igem Trenngel praparativ
aufgetrennt. Nach der Farbung (Coomassie-Brillant-Blue) wurde die Bpl-Fusionsprotein-
Bande ausgeschnitten und zur Immunisierung eines Kaninchens eingesetzt. Das aus dem

Kaninchen gewonnene polyklonale Serum wurde als Anti-Bp1 bezeichnet.

4.9 Reaktionen des Antiserums gegen das rekombinante Protein im Immunoblot

In Immunoblots (vgl. Abb. 7A/B) reagierte das Antiserum gegen das [-Galaktosidase-
Fusionsprotein (Anti-Bpl) mit Antigenen in Extrakten aus B. pahangi-Mikrofilarien von 35-39
(Doppelbande), 51, 56 und 59 kDa, mit Antigenen in Extrakten aus B. malayi-Mikrofilarien von
66-68 kDa (Doppelbande) und 70 kDa sowie aus L. sigmodontis-Mikrofilarien von 68 kDa (vgl.
Tab. 2).

Tab. 2: Molekulargewichte der Filarien-Antigene, die im Immunoblot von Anti-Bp1 erkannt

wurden
Extrahierte Stadien Molekulargewichte [kDa]
B. pahangi g 30 39 51
? 30 39 51
Mf 35-39" 51 56 59
B. malayi g 30 39 51
? 30 39 51
Mf 66-68" 70
Mf-Scheide 41 58
L3 30 78-81'  94-99*
L. sigmodontis g 30 39 68
Q 30 39 68
Mf 68

! Doppelbanden
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In Antigenpréparationen von adulten B. malayi und B. pahangi reagierte das Serum mit Anti-
genen von 30, 39 und 51 kDa. Bei adulten L. sigmodontis waren Banden bei 30, 39 und
68 kDa sichtbar.

L.s. — B.n. — Bm.

[kDa] Mfd’QQd‘Mfgo’Mf

29- - o

Abb. 7A/B:Immunoblots mit Anti-Bp1 nach SDS-PAGE verschiedener Filarienantigene

Reaktion mit Anti-Bp1 (1:200). Nachweis gebundener Antikdrper mittels Peroxidase-
gekoppeltem Anti-Kaninchen-lgG-Konjugat.

A: Immunoblot mit Antigenpraparationen verschiedener Filarienspezies und -stadien

(1) Extrakt aus L. sigmodontis-Mikrofilarien, (2) Extrakt aus L. sigmodontis-M&nnchen,
(3) Extrakt aus L. sigmodontis-Weibchen, (4) Extrakt aus B. pahangi-Weibchen, (5) Extrakt
aus B. pahangi-Mannchen, (6) Extrakt aus B. pahangi-Mikrofilarien, (7) Extrakt aus B. ma-
layi-Weibchen, (8) Extrakt aus B. malayi-Mannchen, (9) Extrakt aus B. pahangi-Mikrofilarien
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B: Immunoblot mit Antigenpréparationen von Brugia-Larven und Mikrofilarien-
scheiden

(1) Material aus aufgereinigten B. malayi-Scheiden, (2) Extrakt aus B. malayi- Mikrofilarien,
(3) Extrakt aus B. malayi-L3, (4) Extrakt aus B. pahangi- Mikrofilarien
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Bei Antigenpraparationen aus B. malayi-L3 wurde eine Bande von 30 kDa beobachtet, zusatz-
lich fanden sich noch schwachere Banden von 78, 81, 94 und 99 kDa (vgl. Abb. 7B).

Aus Materialgrinden konnte fiir den Immunoblot nur Scheidenmaterial von B. malayi verwen-
det werden, das aufgrund der engen Verwandtschaft zu B. pahangi herangezogen wurde. Das
Antiserum Anti-Bpl reagierte mit einem Antigen der Scheide von 58 kDa. Eine schwachere
Bande war bei 41 kDa zu erkennen (vgl. Abb. 7B).

4.10 Mikrofilarien-Agglutinationsassay

Das Antiserum gegen das rekombinante Protein Bpl (Anti-Bpl) war in der Lage, Mikrofilarien
von B. pahangi, B. malayi und L. sigmodontis zu agglutinieren. Die Mikrofilarien agglutinierten
sternformig (vgl. Abb. 8). Wahrend die Mikrofilarien in Gegenwart von Anti-s ,haufen&hnlich®
agglutinierten (vgl. Abb. 8; im IIFT zeigt sich eine homogene Fluoreszenz Uber die gesamte
Scheide), zeigte sich beim Einsatz des Serums Anti-p ein eher als netzartig zu bezeichnendes

Bild (im IIFT ist eine fleckige Fluoreszenz Uber die gesamte Scheide zu erkennen).

Bei B. pahangi- und L. sigmodontis- Mikrofilarien wurde bei der Agglutination eine Effizienz von
maximal 30% erreicht. Zum Vergleich wurden Anti-s und Anti-p (Positivkontrollen, Effizienz

zwischen 60 und 100%) sowie Préa-Bpl als Negativkontrolle eingesetzt (vgl. Abb. 9A/B).

4.11 Antikdrpervermittelte Zytoadharenz an Mikrofilarien

Die Fahigkeit an Mikrofilarien die Adharenz von Milzzellen aus Kaninchen zu induzieren, wurde
fur Anti-Bp1, Anti-s, Anti-p sowie flr das Anti-Bpl zugehorige Pra-Bpl und das Serum des
Milzzellspenders (P-Serum) untersucht. Verwendet wurden Mikrofilarien von L. sigmodontis
und B. pahangi. Abb. 10 zeigt typische Beispiele fir B. pahangi bei Verwendung des Anti-Bp1-
Serums, des zugehorigen Praimmunserums (Pra-Bpl) sowie des Anti-s-Serums. Wie aus
Abb. 11A ersichtlich, existieren im Durchschnitt der Werte Unterschiede zwischen den Antise-
ren und den beiden normalen Seren, doch waren sie gering. Deutliche Unterschiede ergaben
sich dagegen bei L. sigmodontis-Mikrofilarien, bei denen die Normalseren nur in einem sehr
niedrigen Prozentsatz der Larven zur Zellanlagerung fuhrten, wahrend Antiseren massive
Zellanlagerungen bewirkten. Dies galt insbesondere fir die ,homologen” Antiseren gegen
L. sigmodontis-Scheiden, bei denen praktisch alle Mikrofilarien betroffen waren. Im Falle des
Anti-Bpl wurden zwar nur ca. 55% der Larven erfasst, doch war der Unterschied zu Pra-Bpl

eindeutig.
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Abb. 8: Agglutination von
B. pahangi-Mikrofilarien

Lebende Mikrofilarien wurden
in Antiserum gegen das re-
kombinante Protein Bpl (Anti-
Bpl; oben), im zugehorigen
Praimmunserum (Pra-Bp1;
Mitte) und in einem Antiserum
gegen den SDS/2ME-Iéslichen
Anteil von L. sigmodontis-
Scheiden (Anti-s; unten) inku-
biert und das Agglutinations-
verhalten verglichen. Die Anti-
seren wurden unverdinnt ein-
gesetzt. (Phasenkontrast x290)
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Abb. 9: Vergleich der Agglutinationsrate der Mikrofilarien von B. pahangi (A) und
L. sigmodontis (B) nach Inkubation in verschiedenen Antiseren

Lebende Mikrofilarien wurden in Antiserum gegen Bpl (Anti-Bpl), im zugehdrigen Préa-
immunserum (Pra-Bpl) sowie in einem Antiserum gegen den SDS/2ME-I6slichen (Anti-s)
und SDS/2ME-unldslichen Anteil (Anti-p) von L. sigmodontis-Scheiden inkubiert und das
Agglutionationsverhalten verglichen. Der prozentuale Anteil der agglutinierten Mikrofilarien in
Relation zu dem nicht agglutinierten Anteil wurde berechnet und grafisch wiedergegeben.



Ergebnisse

80

Abb. 10: Antikérpervermit-
telte Anlagerung von
Kaninchenmilzzellen an
Mikrofilarien von B. pahangi

Mikrofilarien wurden im Antise-
rum gegen das rekombinante
Protein Bpl (Anti-Bpl), im
zugehoérigen  Praimmunserum
(Pra-Bpl) sowie im Antiserum
gegen den SDS/2ME-I6slichen
Anteil von L. sigmodontis-
Scheiden (Anti-s) inkubiert. Die
Anlagerung der Milzzellen an
die Mikrofilarien wurde beo-
bachtet und verglichen.
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Abb. 11: Antikdrpervermittelte Anlagerung von Milzzellen aus Kaninchen an Mikrofila-
rien von B. pahangi (A) und L. sigmodontis (B)

Mikrofilarien wurden im Antiserum gegen das rekombinante Protein Bpl (Anti-Bp1l),
im zugehodrigen Praimmunserum (Pré-Bpl), in Antiseren gegen den SDS/2ME-
l6slichen (Anti-s) und —unldslichen Anteil (Anti-p) von L. sigmodontis-Scheiden sowie
dem Serum des Milzzellspenders (P-Serum) inkubiert. Der prozentuale Anteil der
sich an die Mikrofilarien anlagernden (adharierenden) Zellen wurde ermittelt und
grafisch dargestellt.



Ergebnisse 82

412 Antigennachweis auf Mikrofilarienscheiden im IIFT

Der Indirekte Immunfluoreszenztest wurde an lebenden B. pahangi, B. malayi und L. sigmo-
dontis sowie Embryonalstadien mit den Seren Anti-Bpl sowie Anti-s, Anti-p (Positivkontrollse-
ren) und Pra-Bpl (Negativkontrollserum) durchgefihrt. Es wurden lebende Larven eingesetzt,
um fixierungsbedingte Veranderungen auszuschliel3en. Die Mikrofilarienscheiden aller 3 Arten
reagierten mit den Antiseren Anti-Bpl, Anti-s und Anti-p. Das Normalserum Pr&-Bpl erkannte
in keinem Fall die Scheidenoberflache. Die Antiseren fuhrten zu unterschiedlichen Reaktions-
bildern. Anti-s filhrte zu einer intensiv leuchtenden homogenen Oberflachenfloureszenz bei
L. sigmodontis und einer als diffus tber die Oberflache verbreiteten Floureszenz bei den Bru-
gia-Arten. Anti-p erkannte die Scheidenoberflache ungleichmafig, was in einer eher fleckigen
Floureszenz bei L. sigmodontis und den beiden Brugia-Spezies resultierte. Anti-Bpl reagierte
mit einer eng umschriebenen Region im proximalen Abschnitt der Mikrofilarienscheide der
Brugia-Arten (vgl. Abb. 12). Bei L. sigmodontis-Mikrofilarien lief3 sich keine Lokalisation zuord-
nen, es fand sich eine unregelmafige, fleckige Verteilung der Fluoreszenz Uber die gesamte
Scheidenoberflache. Auf der Eihillenoberfliche von Embryonalstadien reagierte nur Anti-s,
das an die Eihulle aller untersuchten Arten band. Anti-Bpl erkannte derartige Antigene in kei-
nem Fall (vgl. Abb. 13). Eine Behandlung der Mikrofilarien der untersuchten Filarienspezies mit
Chymotrypsin bewirkte eine verstarkte Bindung des Antiserums Bpl an die Scheidenoberfla-
che. Der Effekt war bereits nach 5 minutigem Verdau erkennbar und steigerte sich mit verlan-
gerter Behandlung (vgl. Abb. 14). Insbesondere war mit zunehmender Dauer der Behandlung
eine intensiver werdende homogene Fluoreszenz Uber die gesamte Oberflache der Brugia-
Mikrofilarien zu beobachten. Bei L. sigmodontis-Mikrofilarien blieb das unregelmaRig fleckige

Erscheinungsbild bestehen, bei langerem Verdau wurde dies noch intensiviert.

4.13 Reaktionen gegen das rekombinante Protein im PAP-Test

Immunhistologische Untersuchungen an Schnitten adulter weiblicher L. sigmodontis zeigten
eine Bindung von (Anti-Bp1l) in epithelialen und subepithelialen Zellen des distalen Uterus (vgl.
Abb. 15), woraus geschlossen werden kann, dass die Expression des Proteins hier stattfindet.
Das vergleichsweise eingesetzte Anti-s erkannte Zellen des Uterusepithels. Fur das zu Anti-
Bpl gehdrige Praimmunserum (Pré-Bp1l) liel3 sich keine Bindung an Parasitengewebe aufzei-

gen.
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r

Anti-Bp1

Praimmunserum

Abb. 12: Antigennachweis auf Mikrofilarienscheiden von B. pahangi

Reaktion von lebenden B. pahangi-Mikrofilarien mit dem Antiserum gegen das rekombinante
Protein Bpl (Anti-Bp1; oben) und dem dazugehdrigen Praimmunserum (Pra-Bpl; unten).
(IIFT; x 900 bzw. x 740)
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Anti-Bp1l

Abb. 13: Antigennachweis auf der Scheide von B. pahangi-Embryonalstadien

Reaktion von intrauterinen Stadien von B. pahangi mit dem Antiserum gegen das
rekombinante Protein Bpl (Anti-Bpl; oben) und dem Antiserum gegen den 2ME/SDS-
I6slichen Anteil aus L. sigmodontis-Mikrofilarienscheiden (Anti-s; unten).

(IFT; x 740 bzw. x 900)
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anti-Bp1 S min

anti-Bp1 15 min

Abb. 14: Antigennachweis auf der Scheide von B. pahangi-Mikrofilaren nach Verdau
mit Chymotrypsin

Reaktion des Antiserums gegen das rekombinante Protein Bpl (Anti-Bpl) mit der Scheide
von B. pahangi-Mikrofilarien nach deren Hydrolyse mit Chymotrypsin A.

Reaktionsbilder nach 5 mindtiger (oben) und 15 minutiger (unten) Hydrolyse.

(IIFT; x 480)
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Anti-Bpl

Abb. 15: Immunhis-
tologische Untersu-
chungen adulter

L. sigmodontis-
Weibchen

Bindung von Antikor-
pern (Pfeile) gegen das
rekombinante Protein
Bpl (Anti-Bpl, oben),
dem zugehorigen Pra-
immunserum (Pra-Bp1,
Mitte) sowie gegen den
2ME/SDS-I6slichen An-
teil aus L. sigmodontis-
Mikrofilarienscheiden
(Anti-s; unten) an inne-
re Strukturen von weib-
lichen L. sigmodontis.
PAP-Test (oben, x 320;
Mitte und unten, x360)
(ut) Uterus
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414 Einfluss der Antiseren gegen das rekombinante Bpl und gegen den SDS/2ME-
I6slichen Anteil der Mikrofilarienscheide (Anti-s) auf die Mikrofilardmie in vivo
und intrauterine Stadien

Die einmalige intravendse Applikation von Anti-Bpl bewirkte in B. pahangi-infizierten M. cou-
cha einen raschen signifikanten (p<0.01) Abfall der Parasitamie um ca. 50% (Abb. 16A). Nach
etwa 7 Tagen kam es zu einem Wiederanstieg auf Kontrollwerte. Auch in L. sigmodontis-
infizierten Tieren zeigte sich ein vorubergehender, allerdings nicht signifikanter Abfall der
Mikrofilaramie. Anti-s wirkte in B. pahangi-infizierten Tieren anfangs ahnlich wie Anti-Bp1, doch
blieben die Mikrofilaramiewerte Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 30 Tagen
signifikant um mehr als 70% gegeniber dem Ausgangswert reduziert. Bei L. sigmodontis-
infizierten M. coucha (vgl. Abb. 16B) hatte dieses Serum innerhalb eines halben Tages einen
hochsignifikanten (p<0,01) reduzierenden Effekt auf die Mikrofilarienzahlen im peripheren Blut.
Im Gegensatz zu B. pahangi-infizierten Tieren ergab sich jedoch nach dem 5. Tag ein konti-
nuierlicher Anstieg der Parasitamie Uber den nach ca. 3 Wochen wieder Kontrollwerte erreicht
wurden. Uber die Injektion des Praimmunserums (Pra-Bpl) lieR sich die Mikrofilaramie in kei-

nem Fall beeinflussen.

Das im Anschluss an den Versuch erstellte Embryogramm (Anteil pathologisch veranderter
intrauteriner Embryonalstadien) der isolierten Filarien aus den B. pahangi-infizierten M. coucha
ergab keine Unterschiede zwischen den Mastomys denen Antiserum injiziert wurde und den

Kontrolltieren denen Praiimmunserum injiziert wurde (vgl. Abb. 17).
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Abb. 16: Parasitamieverlauf bei B. pahangi- (A) und L. sigmodontis-infizierten (B)
M. coucha nach einmaliger intraventser Seruminjektion

Es wurden jeweils 0,5 ml des Normalserums (Pra-Bpl) sowie der Antiseren gegen das re-
kombinante Protein Bpl (Anti-Bpl) und den SDS/2ME-lIéslichen Teil von L. sigmodontis-
Scheiden (Anti-s) eingesetzt. Die Mikrofilardmie wird jeweils als prozentualer Anteil bezogen
auf die Werte am Tag 0 (=100%) dargestellt.
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Abb. 17: Verteilung unveranderter und pathologisch veranderter intrauteriner Stadien von B. pahangi 30 Tage nach Seruminjektion in
M. coucha

Es wurden jeweils 0,5 ml des Normalserums (Pra-Bpl) sowie der Antiseren gegen das rekombinante Protein Bpl (Anti-Bpl) und den
SDS/2ME-loslichen Teil von L. sigmodontis-Scheiden (Anti-s) eingesetzt. Fir jede Gruppe wurde anschlieRend ein Embryogramm nach
WEGERHOF et al. (1979) erstellt und der prozentuale Anteil pathologisch verénderter Stadien ermittelt.
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5. Diskussion

Die Scheide von Mikrofilarien ist eine biochemisch komplexe Struktur (KLONISCH et al,
1991; BARDEHLE et al., 1992a) mit komplizierter Genese (SCHRAERMEYER et al.,1987b;
CONRATHS et al.,, 1993; ZAHNER et al., 1995). Sie besteht vorwiegend aus Proteinen
(KLONISCH et al., 1991; BARDEHLE et al., 1992b), von denen eine begrenzte Anzahl inzwi-
schen auf molekularer Ebene charakterisiert und hinsichtlich ihres Syntheseorts und Lokali-

sation in der Scheide beschrieben wurden (vgl. Tab. 3).

Am besten sind die Verhaltnisse bisher bei L. sigmodontis untersucht (ZAHNER et al., 1995).
Bekannt sind bisher die als Scheidenproteine benannten Shpl (BARDEHLE, 1990; SELKIRK
et al., 1991), Shpla (HINTZ et al., 1994), Shp2 (HINTZ et al., 1994), Shp3/3a (HINTZ et al.,
1994; 1996, HIRZMANN 1997) und Shp4 (HINTZ et al., 1994). Ein weiteres Protein, Ls110,
ist zwar offensichtlich bei der Morpho- und Biosynthese der Scheide beteiligt, findet sich je-
doch nicht mehr in der reifen Scheide. DAFA’ALLA et al. (2000) diskutieren eine Chaperon-

funktion.

Fur Shpl (SELKIRK et al., 1991, CHRIST et al., 1992), Shpla (HIRZMANN, 1997), Shp2
(HIRZMANN et al., 1995), Shp3/3a (HIRZMANN, 1997) wurden homologe Polypeptide/Gene
bei B. malayi und B. pahangi gefunden (vgl. Tab. 3). ZAHNER et al. (1995) folgerten daraus
in Ubereinstimmung mit den morphologischen (SCHRAERMEYER et al., 1987b) und bio-
chemischen Untersuchungen (KLONISCH et al., 1991; BARDEHLE et al., 1992a), dass Ge-
nese und Struktur der Scheide gattungsubergreifend hoch konserviert sind.

Mit den vorliegenden Untersuchungen wurde ein weiteres als Shp6 einzuordnendes Poly-
peptid der Mikrofilarienscheide erfasst und beschrieben (vgl. Tab. 3). Anders als bei den
meisten der bisher bekannten Scheidenproteine, die anhand von biochemisch erarbeiteten
Aminosaure-Sequenzen Uber abgeleitete Oligonukleotide als cDNA isoliert worden waren
(Shpl-4; CHRIST et al., 1992, HIRZMANN et al., 1995, HIRZMANN 1997), wurde der Aus-
gangsklon Bpl im vorliegenden Fall Uber den Immunoscreen einer B. pahangi-
Expressionsbank identifiziert. Hierfir wurde ein polyklonales Antiserum gegen den SDS/

2ME-unl6slichen Anteil der Mikrofilarienscheide benutzt.

Die partielle Bp1l-cDNA-Sequenz besitzt einen durchgehenden Leseraster (als Fusionspro-
tein mit dem Leseraster der (-Galaktosidase) der fiir ein Polypeptid von 52 Aminosauren
kodiert. Unter Verwendung des Klons als Sonde gelang die Isolierung eines genomischen
Klons, der das vollstandige Bp1-Gen enthalt. Aus der computergestitzten Vorhersage erga-

ben sich 5 potentielle Exons. Die isolierte partielle cDNA-Sequenz Uberspannt zwei Introns.



Tab. 3: Polypetide der Mikrofilarienscheiden

Scheidenprotein Vorkommen bei  Transkriptionsort Lokalisation und Bedeutung Untersuchungen
L.s. B.m./B.p.
Shpl X X Weibchen Oocyten und Matrixprotein BARDEHLE, 1990
intrauterine SELKIRK et al., 1991
Embryonalstadien CHRIST et al., 1992
Shpla X X Weibchen Oocyten und Matrixprotein HINTZ et al., 1994
intrauterine HIRZMANN, 1997
Embryonalstadien
Shp2 X X Weibchen intrauterine Haupt-Matrixprotein HINTZ et al., 1994
Embryonalstadien und  (50% des Proteinbestandteils) HIRZMANN et al., 1995
Uterusepithel CONRATHS et al., 1997
Shp3 X X Weibchen terminales Uterusepithel Muzin-&hnliches Oberflachenprotein HINTZ et al., 1994
(75% Modifikation u.a. DMAE) SCHARES et al., 1994
HINTZ et al., 1996
HIRZMANN, 1997
Shp3a X X Weibchen terminales Uterusepithel Muzin-&hnliches Oberflachenprotein HINTZ et al., 1994
(75% Modifikation u.a. DMAE) SCHARES et al., 1994
HINTZ et al., 1996
Shp4 X 2 Weibchen anteriore n.b. HINTZ et al., 1994
Wurmsegmente mit HIRZMANN, 1997
reifen Embryonalstadien
Shp5 x* n.b. n.b n.b. HINTZ, 1995
HIRZMANN, 1997
Shp6 X x> n.b. anteriorer Bereich auf der MF-Scheide  entspricht Bpl
(Ls110) X n.b. Weibchen Embryonalzellen auf der Eihille- und der Scheide unreifer DAFA'ALLA, 1997
Mikrofilarien (Chaperonfunktion) DAFA'ALLA et al., 2000
b. nicht bekannt,

w N RS

Hypothetisch auf der Basis einer abundanten Aminosauresequenz in der Scheide
Keine mit L.s. Shp 4-homologen Sequenzen gefunden
Kreuzreagierende Antigene bekannt

uoIssnysig

T6
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Die abgeleitete cDNA aller Exons kodiert fur ein Polypeptid von 185 Aminoséuren mit einer

molaren Masse von 21.311 kDa.

Das Vorhandensein einer Splei3-Akzeptor-Sequenz vor dem ersten potentiellen Exon von
Shp6 ist ein Hinweis auf eine Prozessierung der mRNA durch Trans-Splei3en oder ein weite-
res 5 gelegenes Exon. Trans-SpleiRen wird fur ~80% aller Nematodengene (NILSEN, 1989,
DONELSON & ZENG, 1990) und die Mehrzahl der Scheidenproteingene (HIRZMANN, 1997)

beschrieben.

Shp6 zeigt keine Homologie zu den bisher bekannten Scheidenproteinen. Die weitere com-
puterunterstutzte Homologiesuche fuhrte zu keinen Aufschliissen tber eine eventuelle Funk-
tion. Nur in den zu Shp6 benachbarten genomischen Sequenzen wurden ausgepragte Ho-
mologien zu EST-Sequenzen aus B. malayi und O. volvolus sowie zu C. elegans-Sequenzen

unbekannter Funktion und einem menschlichen Nierentumorantigen gefunden.

Das Bpl-Peptid liel3 sich rekombinant in flir eine Immunisierung ausreichendem Umfang
herstellen. Das Antiserum aus Kaninchen erkannte eine Reihe von Polypeptiden in Extrakten
aus adulten mannlichen und weiblichen B. pahangi, B. malayi und L. sigmodontis, Mikrofila-
rien von B. pahangi, B. malayi und L. sigmodontis, der B. malayi-Mikrofilarienscheide aber

auch B. malayi-L3.

Mdglicherweise wird Shp6 gattungstbergreifend exprimiert und kommt anders als bei den
bisher bekannten Scheidenproteinen (vgl. Tab. 3) auch in anderen Stadien als Mikrofilarien
und adulten Weibchen zur Synthese. Soweit hier getestet, scheinen Shp6 oder immunolo-
gisch kreuzreagierende Proteine zumindest auch in Larven 3 synthetisiert zu werden. Die
letztere Beobachtung entspricht einer Reihe von friheren Berichten. So fanden THOMPSON
et al. (1981), dass Antikdrper aus mit B. pahangi-Mikrofilarien immunisierten Mausen an die
Oberflache von Larven 3 binden. MAIZELS et al. (1983) bestatigten diese Ergebnisse fir alle
drei bekannten Brugia-Arten. In Anbetracht der anschlieBend zu diskutierenden Untersu-
chungen zur passiven Immunisierung von infizierten Tieren mit Anti-Bpl konnen solche
Kreuzreaktionen antigene Bedeutung haben, denn Reinfektionen von Katzen mit B. pahangi-
Larven 3 fuhren zu reduzierten Wurmbirden (DENHAM et al., 1992; GRENFELL et al.,
1991).

Die Molekulargewichte aller vom Anti-Bpl-Serum erkannten Komponenten liegen deutlich
Uber dem aus der cDNA errechneten (21.3 kDa) Gewicht. Ob diese Unterschiede auf
posttranslationalen Modifikationen beruhen, kann hier nicht beantwortet werden. Computer-
analysen lieRen keine potentiellen N-Glykosilierungsstellen erkennen. Méglich ist auch, dass

vom Antiserum nur mit Bp1 verwandte Proteine erkannt werden.

Die Zuordnung der hier beobachteten mit Anti-Bp1 reaktiven Antigene zu in der Literatur be-

schriebenen Scheidenoberflachenantigenen ist nicht eindeutig moglich. MAIZELS et al.



Diskussion 93

(1987) fanden auf B. malayi-Mikrofilarienscheiden tber Oberflachenjodierung drei Antikorper
mit Massen von 65, 70 bzw. 75 kDa, die in unterschiedlicher Weise von Seren aus Patienten
mit verschiedener Symptomatik erkannt wurden und verweisen in diesem Zusammenhang
auf monoklonale Antikérper, die mit B. malayi-Scheidenantigenen von 70-75 kDa reagieren
(CANLAS et al., 1984) und in mit B. malayi infizierten Gerbils eine Reduktion der Mikrofila-
ramie bewirken. KURNIAWAN et al. (1990) konnten anhand von Westernblots zeigen, dass
Seren von Personen, die in einem endemischen Gebiet fiir B. malayi mehrere Jahre amikro-
filaramisch blieben, praferentiell mit einem 70-75 kDa Mikrofilarienantigen reagierten. Seren
von mit B. pahangi infizierten Katzen, die amikrofilardmisch wurden, reagierten stark mit An-
tigenen von 61-81 kDa (DENHAM & FLETCHER, 1987; FLETCHER et al. 1986, 1992).

Im Gegensatz zu W. bancrofti-Mikrofilarien, die einfach zu identifizierendes menschliches
Serumalbumin mit einer Masse von 67 kDa auf der Oberflache aufweisen (MAIZELS et al.,
1984), existieren auf der Oberflache von Brugia-Mikrofilarien Molekile von 67 kDa, die mit
Maus-Antikdrpern gegen aus Mucken isolierten Larven 3 reagieren und somit kein Saugetier-
Albumin darstellen kénnen (MAIZELS et al., 1983).

Unabhéngig von solchen Fragen zeigten die Immunofloureszenz-Untersuchungen, dass
das/die Antigen/e auf der Scheidenoberflache zugéanglich ist/sind. Dabei ergaben sich aller-
dings Unterschiede flr die Spezies und ein Bindungsverhalten, das sich deutlich von dem
unterschied, das fur Antiseren gegen L. sigmodontis-Scheiden beobachtet wurde. Letztere
banden bei allen Spezies homogen bzw. fleckig auf der Scheidenoberflache. Die homogene
Bindung, die tUber das Antiserum gegen SDS/2ME-I6sliche Scheidenkomponenten zustande
kam, ist verstandlich, da dieses Serum hohe Antikdrperspiegel gegen die, die Scheidenober-
flache homogen uberziehenden posttranslationalen Modifikationen der Scheidenoberfla-
chenproteine Shp3 und Shp3a aufweist (HINTZ et al.,, 1996, WAGNER, 1998). Das Bin-
dungsverhalten von Anti-p, dem die obige Spezifitat fehlt, entsprach friheren Beobachtun-
gen (SCHUTZLE, 1994). Es ahnelte dem, das mit Anti-Bp1 auf der Scheidenoberflache von
L. sigmodontis erhalten wurde und lasst vermuten, dass es dort Strukturen erfasste, die von
Shp3/3a nicht komplett abgedeckt werden. Die enge Begrenzung der Bindung von Anti-Bpl
auf einen engen proximalen Abschnitt der Scheide von B. pahangi kann derzeit nicht erklart
werden. Es existieren weder morphologische noch biochemische Besonderheiten der Schei-
de in diesem Bereich. Allerdings sprechen die Befunde, die nach partiellem Verdau der
Scheide mit Chymotrypsin erhalten wurden, dass Bpl auf B. pahangi-Scheiden durchaus
von anderen Strukturen abgedeckt sein kann, denn in der Folge der enzymatischen Be-
handlung trat eine sich homogen Uber die Scheide erstreckende Floureszenz auf. Diese Re-
aktionsweise ahnelt der, die CONRATHS et al. (1997) fur ein Antiserum gegen das Haupt-

strukturprotein der Scheide Shp2 berichteten. Es kann ausgeschlossen werden, dass Shp2
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im vorliegenden Fall eine Rolle spielt, da zwischen Bpl und Shp2 (HIRZMANN et al., 1995)

keinerlei Verwandtschaft auf Proteinebene besteht.

Fir eine Lokalisation der von Anti-Bpl erkannten Antigene sprechen indirekt auch die Er-
gebnisse des PAP-Tests. Die Bindung des Antiserums an Uterusepithelzellen lasst vermu-
ten, dass von dort analog der Shp3- und Shp3a-Molekiile, eine Auflagerung auf die Schei-
denoberflache erfolgt (SCHRAERMEYER et al., 1987a; ZAHNER et al., 1995). Diese Protei-
ne werden ausschlie3lich im distalen Uterusbereich transkribiert und exprimiert (fir Bpl ist
der Transkripitionsort bisher nicht bekannt) und decken die Scheidenoberflache offensichtlich

weitgehend ab.

Als weiterer Beweis fur die Lage an der Mikrofilarienoberflache von Bpl kénnen die Ergeb-
nisse zur Agglutination von Mikrofilarien und zur Zytoadharenz an Mikrofilarien Gber Anti-Bpl
angesehen werden. Inwieweit die meist ,sternférmige” Zusammenlagerung der B. pahangi-
Mikrofilarien Uber Anti-Bpl tatsédchlich damit zusammenhéangt, dass nach dem Immunflou-
reszenzuntersuchungen Bpl auf den vorderen (proximalen) Teil der Scheide begrenzt ist,
sollte vorerst offen bleiben. Die Anlagerung von Milzzellen an Mikrofilarien Uber Anti-Bpl
entspricht dem Vorgang einer ,ADCC* (antibody dependent cellular cytotoxity)-Reaktion, die
in vivo als wesentlicher Mechanismus der Mikrofilarienelimination anzusehen ist. So beo-
bachteten u.a. TANNER & WEISS (1978), WEISS & TANNER (1979), HAQUE et al. (1980,
1981), JOHNSON et al. (1991), PINDER et al. (1992); TITANJI et al. (1992), OWHASHI et al.
(1993) Antikdrper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat. Eine IgE-abhangige Zelladhasion
und Zytotoxizitat wurde von MEHTA et al. (1980, 1981a/b, 1982) beschrieben und von HA-
QUE et al. (1980, 1981) bestatigt. Als Effektorzellen dienen Makrophagen (HAQUE et al.,
1980, 1981) sowie eosinophile und neutrophile Granulozyten (GREENE et al., 1981; HAQUE
et al., 1981; CHANDRASHEKAR et al., 1990; JOHNSON et al., 1991).

Die Versuche zur passiven Immunisierung B. pahangi- und L. sigmodontis-infizierter M. cou-
cha mit Anti-Bpl zeigen, dass zu den verschiedenen in vitro-Reaktionen schlief3lich ein
in vivo-Korrelat besteht. In beiden Infektionen bewirkte die einmalige intravendse Injektion
von Anti-Bpl einen abrupten Abfall der Mikrofilariendichte im peripheren Blut. Dieser war
zwar bei L. sigmodontis deutlich schwacher als bei der Behandlung mit dem gegen die ho-
mologen Scheidenproteine gerichteten Serum, entspricht aber bei B. pahangi der Wirkung
dieses Serums durchaus. Es ist anzunehmen, dass durch die Scheidenoberflachen-
spezifischen Antikérper Mikrofilarien in den Kapillaren agglutiniert oder Uberreaktive Zellen
aus der Zirkulation herausgefangen und eliminiert wurden. Der mehr oder weniger rasche
Wiederanstieg der Parasitamie durfte die Elimination des heterologen Antikérpers aus den
Versuchstieren und ein kompensierendes Nachproduzieren von Mikrofilarien durch die a-
dulten Parasiten wiederspiegeln. Weshalb die Parasitamie speziell bei B. pahangi-infizierten

Tieren nach Behandlung mit dem Serum Anti-s anhaltend reduziert blieb, ist damit allerdings
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nicht zu erklaren. Es handelte sich in beiden Fallen um Kaninchenseren, die zumindest in
ahnlichen Zeitrdumen hatten abgebaut werden miissen. Der Versuch, eine Erklarung tber
eine moglliche Schadigung der Embryogenese zu finden, erbrachte zwar keine klaren Er-
gebnisse, doch war der eventuelle Effekt so gering, dass er als Ursache fir die anhaltende

Reduktion die Parasitamiedichte kaum in Frage kommen durfte.

Zusammenfassend lassen die vorstehend beschriebenen und diskutierten Ergebnisse an-
nehmen, dass mit Shp6 ein neues, konserviertes Protein der Mikrofilarienscheide gefunden
wurde. Seine molekularbiologische Charakterisierung ist mit dieser Studie nicht abgeschlos-
sen. Insbesondere sollte die gesamte cDNA erfasst werden, um Klarheit Gber deren GréiRe
zu erhalten. Desweiteren gilt es zu klaren, in wieviel Kopien das Gen vorliegt, wo es transkri-
biert wird. Da Bp1 offensichtlich auf der Scheidenoberflache fur Antikérper zugénglich ist und
Mikrofilarien Gber Anti-Bpl-Antikdrper in vitro und in vivo eliminiert werden, spielt das Mole-
kil moglicherweise eine Rolle bei der immunologischen Kontrolle der Mikrofilaramie. Hier ist
zu klaren, ob Bpl von Seren infizierter Wirte aus verschiedenen Infektionsphasen erkannt
wird und so Zusammenhange zwischen den Héhen der Parasitamie und dem Antikérper-

spiegel bestehen.
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6. Zusammenfassung

Filarien (Filarioidea) sind an Arthropoden als Zwischenwirte gebundene bedeutende Krank-
heitserreger beim Menschen und bei Tieren. Sie sind vivipar und entlassen die fur den Zwi-
schenwirt infektiosen Larven 1 (Mikrofilarien) ins Blut oder in andere Gewebe des Endwirts.
Dabei besteht innerhalb der Familie Onchocercidae eine Dichotomie, indem bei einigen
Gattungen die Mikrofilarien eine sie allseits umgebende Hiulle, die sogenannte Scheide, tra-
gen, wahrend bei anderen Gattungen die Larven frei zirkulieren. Die Scheide entsteht Uber
ein komplexes Zusammenwirken von intrauterinen Embryonalstadien und Uterus-Zellen der
weiblichen Filarie, besteht Uberwiegend aus Proteinen und stellt aufgrund seiner Undurch-
lassigkeit fur Antikorper eine Interaktionszone zwischen Parasit und Immunreaktion des
Wirts dar.

In der vorliegenden Arbeit wird ein Scheidenoberflachenantigen (Bpl) des Parasiten Brugia
pahangi, einer dem Erreger der Lymphatischen Filariose des Menschen B. malayi nahe ver-
wandte Art, dargestellt und mit molekularbiologischen und immunologischen Methoden cha-

rakterisiert.

Der cDNA-Klon Bpl (156 bp) wurde nach einer Expressionsklonierung aus einer cDNA-Bank
adulter weiblicher B. pahangi mit einem Antiserum gegen den SDS/2ME-unldslichen Anteil
der Mikrofilarienscheide von Litomosoides sigmodontis, also heterologe Scheidenkompo-
nenten, identifiziert. Aus einer genomischen Bibliothek konnte mit dem als Probe fungieren-
den cDNA-Klon ein genomischer Klon (gBp1, 10110 bp) isoliert werden. Die Sequenzen der
partiellen cDNA und der genomischen DNA sind identisch. Das vollstandige Bp1-Gen enthalt
nach computergestitzter Vorhersage funf Exons und kodiert fir ein Polypeptid von 185 Ami-
nosauren. Die computerunterstiitzte Homologiesuche in den Datenbanken ergab signifikante
Homologien in der sequenzierten genomischen Sequenz. Fir die Bp1l-cDNA-Sequenz fan-

den sich aber weder auf DNA- noch auf Aminosaureebene signifikante Homologien.

Die Erkennung mehrerer kreuzreagierender Antigene, die auch in Antigenpraparationen
adulter Parasiten und Larven 3 auftreten, lassen vermuten, dass Bpl nicht stadienspezifisch

exprimiert wird.

Ein Antiserum gegen das rekombinante [-Galaktosidase-Fusionsprotein erkennt im
Immunoblot in adulten Stadien und Mikrofilarien von B. pahangi, B. malayi und
L. sigmodontis sowie Larven 3 von B. malayi jeweils bis zu 5 Komponenten im Bereich zwi-
schen 30 kDa und 99 kDa. In B. malayi-Mikrofilarienscheiden wurden Moleklle von 41 kDa
und 58 kDa erfasst. Die Ergebnisse sprechen vorab weiterer Analysen fur eine gattungs- und
stadienubergreifende Expression.
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Bei adulten weiblichen Filarien reagierte das Antiserum (PAP-Test) mit Epithelzellen im
distalen Uterus. Es wird angenommen, dass Bpl von diesen Zellen in das Uteruslumen se-
zerniert und auf die Scheide der herangereiften Mikrofilarien aufgelagert wird, da das Antise-
rum bei aus dem Blut isolierten Mikrofilarien von B. pahangi, B. malayi und L. sigmodontis an
die Scheidenoberflache bindet. Diese Befunde entsprechen im Prinzip denen, die fir andere
Oberflachenkomponenten von Mikrofilarienscheiden erhoben wurden, doch lasst sich die
Bindung des Antiserums durch eine Vorbehandlung der Mikrofilarien mit Chymotrypsin stei-

gern.

Fir eine Lokalisation von Bpl auf der Scheidenoberflache sprechen auch die Beobachtun-
gen, dass das Antiserum gegen Bpl lebende Mikrofilarien der genannten Arten agglutiniert
und die Adharenz von homologen Milzzellen an die Scheidenoberflache vermittelt. Damit
korreliert weiterhin, dass die intravendse Injektion des Antiserums in mikrofilaramische,
B. pahangi- oder L. sigmodontis-infizierte Mastomys coucha zu einem raschen, etwa 5 Tage

anhaltenden Abfall der Parasitamie um ca. 50% bzw. 25% fuhrte.

Die Untersuchungen sprechen dafiir, dass es sich bei Bpl um ein neues, konserviertes Anti-
gen auf der Scheidenoberflache von Mikrofilarien handelt, das moglicherweise Bedeutung
hat fir die Persistenz/Immunelimination der Mikrofilarien im Wirt. Es wird vorgeschlagen,
Bpl in die Systematik der bisher beschriebenen Scheidenproteine einzugliedern und als

Shp6 zu bezeichnen.
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1. Summary

Filariae (Filarioidea) are important metazoan pathogens of humans and animals which are
transmitted by blood-sucking arthropods. They are viviparous and release first stage larvae
(microfilariae) which have to be ingested by the intermediate host. There is a dichotomy within
the family Onchocercidae as the microfilariae of some genera are enclosed by a so-called
sheath whereas in other genera the microfilariae are released free. Sheath formation is a
complex procedure involving both interuterine stages and the uterus epithelium of the female
worm. The sheath is a predominantly proteinceous structure which is impermeable for
antibodies. Thus it represents an area of interaction between the parasite and the host's
immune response. The present thesis describes molecular and immunologic characteristics of a
sheath surface protein (Bpl) of B. pahangi, a species which is closely related with B. malayi, a

causative agent of human lymphatic filariasis.

The cDNA clone Bpl (156 bp) was identified by immunoscreening of a expression cDNA library
of adult female B. pahangi using antibodies to heterologous sheath components, i.e. the
SDS/2ME insoluble portion of the Litomosoides sigmodontis microfilariae sheath. Using the
clone as a probe a genomic clone (101,10 bp) could be isolated. According to online sequence
analysis resources the Bpl gene contains 5 exons and encodes a polypeptide of 185 amino
acids. There are homologies to some filariae EST sequences but there were no relations to

known sheath components.

An antiserum raised against the recombinant [3-galactosidase fusion protein reacted with up to 4
polypeptides of 30 kDa to 99 kDa in adults and microfilariae of B. pahangi, B. malayi and
L. sigmodontis and in third stage larvae of B. malayi when tested by immunoblotting.

In microfilariae sheaths of B. malayi the antiserum recognized molecules of 41 kDa and 58 kDa.
The current results suggest genus and stage overlapping expression. Sections of adult female
filariae showed binding of the antibodies to the recombinant protein to epithelial cells of the
distal uterus (PAP test). It therefore seems the Bpl is synthesized by the epithelium of the
uterus and accumulates on the sheath. Localization on the sheath surface could be shown by
indirect immunoflourescence assays for B. pahangi, B. malayi and L. sigmodontis microfilariae.
These data in principle correspond with those reported for other sheath surface components.
However, binding of the antibodies could be intensified by pre-treatment of the microfilariae with

chymotrypsin.

A localization of Bpl on the sheath surface is also suggested by the agglutination activity of the
antiserum to Bpl1 and antibody mediated adherence of homologous (rabbit) spleen cells. These
observations correlate with the in vivo effects of the antiserum in B. pahangi and L. sigmodontis



Summary 99

infected Mastomy coucha: intravenous injection of the antiserum results in a rapid decrease of

microfilaraemia levels by approximately 50% and 25%, respectively, which persists for 5-7 days.

Thus Bpl seems to represent a new, conserved antigen of the microfilariae sheath surface
which possibly plays a role in persistence/immune-mediated elimination of microfilariae in the

host. It is proposed name it Shp6 according to the currently used nomenclatur.
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