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1. EINLEITUNG

Filarien (Filaroidea: Nematoden) sind wichtige Krankheitserreger in den Subtropen und
Tropen. Die grosste Bedeutung beim Menschen haben die Verursacher der lymphatischen
Filariose, Wuchereria bancrofti und Brugia spp., die im gesamten tropischen Bereich der Erde
bzw. im siid- und siidostasiatischen Raum vorkommen sowie der Erreger der Flussblindheit in
Afrika, auf der arabischen Halbinsel und in Mittelamerika, Onchocerca volvulus.

Die lymphatische Filariose tritt in mehr als 80 Landern auf, und 1.2 Milliarden Menschen
leben in endemischen Gebieten (WHO, 2000a). Gut ein Viertel von ihnen kann infiziert sein
(DAS et al., 2000); die letzte Schitzung geht von 128 Millionen Infizierten aus. 90% der
Infektionen verursacht W. bancrofti, 10% sind auf B. malayi und B. timori zuriickzufiihren.
Die Onchocercose kommt in 36 Landern vor, und 120 Millionen Menschen leben in
endemischen Gebieten (96% davon in Afrika), wobei 18 Millionen davon infiziert sind (99%
in Afrika; WHO, 2000b).

Die Filariosen verlaufen nicht letal, sondern fithren zu chronischen Krankheitsformen wie
Elephantiasis und massiver Hydrozele bei der lymphatischen Filariose oder Dermatitiden bei
der Onchocercose, die ein Drittel der Infizierten betreffen. Die Onchocercose stellt dariiber
hinaus mit 270 000 bzw. 500 000 Féllen (WHO, 2000b) weltweit die zweitwichtigste
infektiose Ursache von Blindheit und Sehbehinderung und die lymphatische Filariose von
dauerhafter Arbeitsunfahigkeit (WHO, 2000a). Dies hat grosse sozio-6konomische Folgen fiir
die betroffenen Regionen, die ohnehin zu den drmsten der Welt gehdren.

Die WHO lancierte ein globales Programm, um die Lymphatische Filariose bis 2020 zu
eliminieren, wobei eine einmalige, jahrliche Massen-Chemotherapie mit Diethylcarbamazin
(DEC) oder Ivermectin in Kombination mit Albendazol empfohlen wurde (OTTESEN, 2000).
Kontrollstrategien bei der Onchocercose zielen darauf ab, durch eine breit angelegte, jéhrliche
Chemotherapie mit Ivermectin sowie durch eine Einddmmung von Kriebelmiicken als
Vektoren mit Hilfe von Insektiziden die Ubertragung zu unterbrechen. Der Einsatz von
Ivermectin besitzt insofern nur einen limitierenden Effekt, weil er die langlebenden adulten
Wiirmer nicht beeintrichtigt und seine embryozide Wirkung sich hauptsichlich auf die spiten
Stadien der Mikrofilarienentwicklung beschrinkt, ohne die frithe Embryogenese zu storen
(PLAISIER et al., 1991). Studien, die Albendazol verwendeten, zeigten dass diese Substanz
nur einen kurzen Effekt auf die friihe Embryogenese ausiibt (AWADZI et al., 1995).

Seit den letzten Jahren wird auferdem die Behandlung mit Doxycyclin (iiber 6 Wochen)

getestet. Durch dieses Antibiotikum wird bei adulten Weibchen durch Abtdétung der
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Wolbachia-Endobakterien die Embryogenese nachhaltig bis zu 24 Monate unterbrochen
(Ivermectin allein blockiert die Embryogenese fiir 4 Monate) (HORAUF et al. 2003). Es
eignet sich aber nicht fiir eine Massen-Chemotherapie, da es u.a. an schwangere und stillende
Frauen und Kinder unter neun Jahren nicht verabreicht werden kann. Die systemische
Behandlung mit DEC, das bei lymphatischen Filarien anders als Ivermectin neben einem
mikrofilariziden Effekt auch eine gewisse Wirkung auf adulte Parasiten hat
(SUBRAHMANYAM, 1987), ist mit Nebenwirkungen behaftet und wird deswegen bei der
Onchocercose nicht eingesetzt (vgl. WHO, 1995). Zudem werden von den die Therapie
iiberlebenden Adulten innerhalb weniger Monate wieder neue Mikrofilarien abgesetzt
(GREENE et al., 1985b). Nach Therapie mit Ivermectin werden einerseits die Mikrofilarien
bei wesentlich geringeren Nebenwirkungen abgetdtet sowie andererseits bei den weiblichen
Parasiten embryostatische Effekte erzielt (DARGE et al., 1991).

Das Fehlen eines Impfstoffes, der eine protektive Immunitét verleiht und eine Reinfektion
verhindert sowie die im Prinzip unzureichenden Behandlungsmoglichkeiten mit
Chemotherapeutika verlangen eine weitere Erforschung dieser Krankheiten und ihrer
Ursachen. Dabei spielen die molekularen und immunologischen Mechanismen der Persistenz
der Parasiten im Wirt eine Schliisselrolle.

10.000 bis 20.000 Mikrofilarien werden bei Loa loa (EBERHARD et al., 1986) und
Litomosoides sigmodontis, einer Nagerfilarie (MOSSINGER et al., 1986), 700 bis 1500 bei
Onchocerca volvulus (SCHULZ-KEY et al., 1990) wihrend der Patenz téglich von einem
einzigen Weibchen ausgeschieden. Bezogen auf die Grosse entspricht dies des Mehrfachen
der Oberfliache eines adulten Parasiten. Es ist aber auffallend, dass bei infizierten Personen
mit einer hohen Mikrofilariendichte im Blut keine oder nur eine stark verminderte
filarienspezifische Immunantwort zu beobachten ist (OTTESEN et al., 1977; PIESSENS et
al., 1980; GALLIN et al., 1988).

Besonderes Kennzeichen der Mikrofilarien der lymphatischen Filarienarten des Menschen
und einiger anderer tierspezifischer Arten, wie L. sigmodontis, ist eine sic umgebende Hiille,
die Mikrofilarienscheide. Da sie eine Durchlédssigkeit fiir Molekiile bis maximal 70 kDa
besitzt (DEVANEY, 1985; ZAHNER et al., 1995) und somit fiir Antikdrper nicht passierbar
ist, stellt die Mikrofilarienscheide die eigentliche Interaktionsfliche mit dem Immunsystem
des Wirtes dar. Parasitimische Wirte entwickeln eine stadienspezifische Immuntoleranz und
bilden keine Antikorper gegen die Oberflachenproteine der Mikrofilarienscheide (MAIZELS
& LAWRENCE, 1991; BARDEHLE et al., 1992a). Es war deswegen von besonderem

Interesse diese Oberflichenmolekiile zu identifizieren und ihre Bedeutung in der
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Immunevasionsstrategie der Parasiten zu analysieren. Die Hauptproteine der
Mikrofilarienscheiden-Oberflache von L. sigmodontis, Shp3 und Shp3a, und deren Orthologe
bei dem Humanparasiten B. malayi und der Nagerfilarie B. pahangi konnten
molekularbiologisch und bei L. sigmodontis auch biochemisch charakterisiert werden (HINTZ
et al., 1994; HIRZMANN et al., 2002).

Nun besteht innerhalb der Familie Onchocercidae, der die wichtigsten Filarien angehdren,
insofern eine Dichotomie, dass neben Gattungen, deren Mikrofilarien bescheidet sind, auch
solche auftreten, bei denen die Larven unbescheidet freigesetzt werden, so bei den Gattungen
Onchocerca, Acanthocheilonema und Dirofilaria (vgl. ANDERSON, 2000). Es {iberraschte
daher, dass im Vorfeld dieser Arbeit unter Verwendung von konservierten Primern durch
PCR und RT-PCR ein shp3a-orthologes Gen bei Acanthocheilonema viteae amplifiziert
werden konnte (HIRZMANN & ZAHNER, 2000). Nach Restriktionsspaltung, Klonierung
und Sequenzierung der PCR-Produkte konnte eine Sequenz von 1650 bp zusammengestellt
werden, auf die zu Beginn dieser Arbeit zuriickgegriffen werden konnte(vgl. Kapitel 8.1).

In der vorliegenden Arbeit wurden das shp3a-Gen von A. viteae (Av-shp3a) und seine
Expression auf der Basis der Vorversuche mit molekularbiologischen und immunologischen
Methoden charakterisiert. Vor allem wurde der Fragestellung nachgegangen, ob das Protein
Av-Shp3a auch auf der Kutikula, d.h. auf der Oberfliche unbescheideter Larven 1, der
Blutmikrofilarien, lokalisiert ist und bei der Immunevasion der Parasiten eine Rolle spielt.
Desweiteren wurde untersucht, ob auch bei A. viteae e¢in nahe verwandtes zweites, bei Brugia
spp. und L. sigmodontis beschriebenes, fiir Scheidenproteine kodierendes Gen — shp3 —
vorhanden ist, und ob die humanpathogene Filarie O. volvulus, die auch unbescheidete

Mikrofilarien freisetzt, ebenfalls shp3- und shp3a-homologe Gene besitzt.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1 Biologie der Filarien
(u.a. aus OTTESEN, 1990; GREENE, 1990; MCMAHON & SIMONSEN, 1996)

Filarien sind parasitische, ovovivipare oder vivipare Nematoden aus der Superfamilie
Filaroidea, die in die beiden Familien Filariidae und Onchocercidae eingeordnet werden
(ANDERSON, 2000). Ihre Vertreter befallen als Endwirte auller Fischen alle Vertebraten. Als
Zwischenwirte dienen blutsaugende Arthropoden. Mehrere Filarien sind von medizinischer
oder veterinirmedizinischer Bedeutung. Die Tabelle 2-1 gibt eine Ubersicht iiber die
Merkmale und Krankheitssymptome der acht humanpathogenen Arten. In der
Veterinarmedizin steht vor allem Dirofilaria immitis, die Filarie, die die ,Herzwurmkrankheit’
der Hunde hervorruft, im Vordergrund. Daneben kommen bei Einhufern und Wiederkduern
u.a. Filarien der Gattungen Parafilaria bzw. Stephanofilaria (sie verursachen die sog.
Sommerwunden der Pferde und das ,Sommerbluten’ der Rinder) und Setaria (Adulte halten
sich in der Peritonealh6hle und in inneren Organen auf) vor. Da Filarien i.d.R. sehr
wirtsspezifisch sind, werden in der wissenschaftlichen Forschung hiufig nagerspezifische
Arten als Modellparasiten eingesetzt. Eine solche Modellfilarie ist die Baumwollrattenfilarie
Litomosoides sigmodontis (u.a. LOK & ABRAHAM, 1992), die durch die tropische
Milbenart Ornithonyssus bacoti tibertragen wird. Diese Filarie kann im Labor aufBler im
natiirlichen Endwirt, der aus dem Siiden der USA und aus Mittelamerika stammenden
Baumwollrate (Sigmodon hispidus), auch in verschiedenen anderen Nagetieren gehalten
werden, z.B. in der Vielzitzenmaus Mastomys coucha (LAMMLER et al., 1968). Auf einen
weiteren Modellparasiten, der in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde,
Acanthocheilonema viteae, wird ausfiihrlich im Kapitel 2.3 eingegangen.

Alle Arten sind getrenntgeschlechtlich, wobei das Weibchen stets grosser als das Ménnchen
ist (Ldnge Brugia malayi: @ 4-6 cm, & 0.2 mm, & 2.5 cm, & 0.1 mm; L. sigmodontis: 6-12
cm, & 0.25 mm bzw. 2-2.5 cm, & 0.1 mm; Wuchereria bancrofti: 8-10 cm, & 0.3 mm bzw. 4
cm, & 0.1 mm und Onchocerca volvulus: 35-70 cm, & 0.4 mm bzw. 2-4 cm, & 0.2 mm). Die
Adulten befinden sich je nach Art an verschiedenen Aufenthaltsorten im Wirt: in den
Lymphgefdassen und Sinus der Lymphknoten (Brugia-Arten und W. bancrofti), im
Unterhautbindegewebe (Loa loa, Mansonella streptocerca, Onchocerca spp., A. viteae), in
der Leibeshohle, vor allem in Bauchhohle und/oder Brustkorb (M. ozzardi, M. perstans, L.

sigmodontis) oder in der Herzkammer und in grosseren Blutgefassen (D. immitis). Die
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geschlechtsreifen Weibchen setzen je nach Spezies Eier oder tdglich mehrere hundert bis
mehrere tausend (vgl. Einleitung) als Mikrofilarien bezeichnete Larven 1 frei, die in
Blutgefdsse eindringen und mit dem peripheren Blutkreislauf zirkulieren oder in die
Unterhaut und Haut einwandern. Die Mikrofilarien sind je nach Art zwischen 100-400 um

lange und 5-10 um dicke Stadien.

Tabelle 2-1: Merkmale der humanpathogenen Filarien und haufige klinische Symptome

(modifiziert nach MCMAHON & SIMONSEN, 1996)

Lokalisation Lokalisation
Spezies Verbreitung Vektoren Adulte Mikrofilarien | Symptomatik
Wuchereria Tropen Moskitos Lymphsystem Blut Hydrozele
bancrofti Lymphadenitis
Elephantiasis
Brugia malayi Ost- und Stidost- | Moskitos Lymphsystem Blut Lymphadenitis
Asien; Siid-Indien Elephantiasis
Brugia timori Indonesien Moskitos Lymphsystem Blut
Loa loa West- und Zentral- | Chrysops spp. Bindegewebe Blut Kamerunbeule
Afrika (Bremsen)
Mansonella Afrika;  Zentral- | Culicoides spp. | Leibeshdhlen Blut i.d.R. keine
perstans und Siidamerika (Gnitzen) serdse Héute
Mansonella Zentral- und West- | Culicoides spp. | Haut Haut i.d.R. keine
streptocerca Afrika
Mansonella ozzardi | Zentral- und Siid- | Culicoides spp. | Bauchfellhohle | Blut und Haut |i.d.R. keine
Amerika; Karibik | Simulium spp. serose Haute
Onchocerca Afrika; Jemen; Simulium spp. Haut Haut Dermatitis
volvulus Zentral- und Siid- | (Kriebelmiicken) Auge Blindheit
Amerika Lymphknoten | Lymphadenitis

Die meisten Filariengattungen sind vivipar; nur einige Filarien bei Vogeln sind ovipar. Die
Mikrofilarien entwickeln sich im Uterus innerhalb der Eihiille, die im distalen Uterus vor der
Freisetzung verlassen wird (unbescheidetete Mikrofilarien, z.B. bei den Gattungen
Mansonella, Onchocerca, Dirofilaria, Acanthocheilonema), oder nach einer
Umstrukturierung und Dehnung (Kapitel 2.4.1) bis zur Aufnahme durch den Zwischenwirt als
extrakutikuldre Hiille, die sogenannte Mikrofilarienscheide, erhalten bleibt (bescheidete
Mikrofilarien, z.B. bei den Gattungen Brugia, Loa, Wuchereria, Litomosoides). Der
Lebenszyklus verlduft bei allen Arten prinzipiell gleich (Abb. 2-1). Die Mikrofilarien werden
bei der Blutmahlzeit durch den Zwischenwirt aufgenommen, penetrieren die Darmwand und
wandern in die Speicheldriisen, Flugmuskeln oder andere Gewebe ein, wo sie sich meist
innerhalb von 14 Tagen zweimal hiuten und zu infektidsen Larven 3 entwickeln. Bei einer
erneuten Blutmahlzeit wandern die L3 iiber die Mundwerkzeuge in den Stichkanal ein.

Im Endwirt entwickeln sie sich iiber zwei Hautungen zu geschlechtsreifen Adulten.
Entwicklungsdauer und Pripatenz sind artspezifisch unterschiedlich und erstrecken sich von

ca. 50 Tagen (A. viteae, L. sigmodontis) bis zu 2 und mehr Jahren (z.B. O. volvulus).
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Abbildung 2-1: Lebenszyklus von Filarien
(modifiziert nach MCMAHON & SIMONSEN, 1996)

2.2  Onchocerca volvulus und Onchocercose beim Menschen
(u.a. aus GREENE, 1990; MCMAHON & SIMONSEN, 1996; WHO, 2000a)

Verursacher ist O. volvulus. Die Filarie wird in West-Afrika durch Kriebelmiicken des

Simulium damnosum-Komplexes iibertragen; in Siid- und Zentralamerika sind die Ubertriger

hauptsachlich S. metallicum (avidum), S. ochraceum und S. callidum (mooseri). In Guatemala

sind zB. 11% der Simulien natiirlich infiziert. Obwohl es keine morphologischen

Unterschiede zwischen den verschiedenen geographischen Formen von O. volvulus gibt,

existieren mindestens sechs Onchocerca-Simulium-Komplexe, die ihre eigenen klinischen

und biologischen Merkmale besitzen.
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Simulium-Weibchen sind tagaktiv (06.00 bis 18.00 Uhr) und legen ihre Eier auf
Wasserpflanzen im schnell fliessenden, gut mit Sauerstoff versorgten Gewdssern, in deren
Nihe meistens auch die Ubertragung stattfindet (deswegen auch der Name Flussblindheit).
Die Kriebelmiicken machen eine Entwicklung iiber 6-9 Larvenstadien und ein Puppenstadium
durch und leben bis zu 4 Wochen.

Die klinische Manifestation der Onchocercose beginnt ein bis drei Jahre nach der Infektion,
ein Zeitraum, der sich mit der Prépatenz deckt (Kapitel 2.1). Erst die Mikrofilarien induzieren
die charakteristischen pathologischen Veriinderungen (ALI et al., 2003; HORAUF et al.,
2003). Die Larven sind hauptsichlich in der oberen Dermis, in Wurmknoten sowie Femoral-,
Unguinal- und Zervikallymphknoten zu finden, kénnen aber auch in Blut oder Urin sowie in
anderen Korperfliissigkeiten auftreten. Die Mikrofilarienbiirde kann 2000 Mff pro mg Haut
betragen. L1 werden hdufig im Auge gefunden, wohin sie hauptséchlich aus der umgebenden
Haut einzuwandern scheinen. Charakteristisch fiir die Onchocercose sind Hautausschldge und
Liasionen, die mit starkem Juckreiz einhergehen konnen, bis hin zu chronischer Dermatitis
und Hautatrophie sowie Lymphadenitis und Augenentziindungen, die bis zur vollstindigen
Blindheit fithren kdnnen.

Lebende Mikrofilarien scheinen unabhingig von der Lokalisation nicht mit der Entwicklung
von schweren Krankheitssymptomen assoziiert zu sein. Wenn die L1 jedoch sterben, kann es
auf die degenerierenden Parasiten zu starken entziindlichen Reaktionen kommen, die z.B. im
Auge zu den schweren Schiden mit progressiver Sehbehinderung und vollstdndiger Blindheit
fiihren kénnen (vgl. HORAUF et al., 2003). Bis vor kurzem wurden Filarienprodukte fiir die
Entstehung dieser Entziindungsreaktionen verantwortlich gemacht. Neuere Studien sprechen
jedoch dafiir, dass Rickettsien der Gattung Wolbachia, die in den meisten Filarienarten als
wahrscheinliche Symbionten auftreten (BANDI et al., 1998, 2001) bei diesen Reaktionen des
Wirts eine Rolle spielen. So besteht eine signifikante Korrelation zwischen entziindlichen
Reaktionen nach mikrofilarizider Behandlung und erhohten Konzentrationen von Wolbachia
DNA im Serum der Patienten (KEISER et al., 2002). Die Granulozyten-Aggregation an
Onchocercomen ist offensichtlich abhéngig von der Existenz von Wolbachien, da
Onchocercome bei Patienten nach Behandlung mit Doxycyclin ausgesprochen arm an
neutrophilen Granulozyten sind (BRATTIG et al., 2001).

Die Abtotung dieser Bakterien durch die Behandlung der Wirte mit Tetracyclinen resultiert in
einer Unterbrechung der Embryogenese bei Filarien-Weibchen (TAYLOR & HOERAUF,
2001; BANDI et al., 2001) und bei der bovinen Onchocercose in einer partiellen adultiziden
Wirkung (LANGWORTHY et al., 2000). Diese Effekte sind strikt mit dem Verlust der
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Wolbachia-Symbionten assoziiert und werden bei Filarienspezies, die keine Bakterien
enthalten, nicht beobachtet. Zu letzteren gehoren die menschlichen Filarien L. loa und M.
perstans (GROBUSCH et al., 2003; MCGARRY et al., 2003; BUTTNER et al., 2003), die
Nagerfilarie A. viteae, die Hirschfilarie O. flexuosa und die Pferdefilarie Setaria equina
(MCLAREN et al., 1975; PLENGE-BONIG et al., 1995; BANDI et al., 1998; CHIRGWIN
etal., 2002). Eine aktuelle Studie zeigt, dass Wolbachia-Bakterien aus L. sigmodontis auf A.
viteae iibertragen werden konnen (HARTMANN et al., 2003).

Neuere Studien zeigten, dass Endotoxin-dhnliche Wolbachia-Produkte einen wesentlichen
proinflammatorischen Reiz im Auge darstellen (HALL & PEARLMAN, 2002). Weitere
molekulare Analysen belegten die Beteiligung von Lipopolysaccharid-dhnlichen Molekiilen
in diesem Prozess, und zwar durch die Bindung an ihrem Rezeptor TLR4 (,Toll-like’
Rezeptor) auf Sdugetierzellen (ST. ANDRE, 2002).

Bei der Onchocercose, wie auch bei der lymphatischen Filariose reicht die Manifestation von
der asymptomatischen Infektion bis zu den beschriebenen starken pathologischen
Veranderungen (MURDOCH, 1992; KING & NUTMAN, 1992), wobei das Spektrum der
klinischen Symptome mit unterschiedlicher Ausprigung der zelluliren Immunantwort
korreliert. In fiir Onchocercose endemischen Gebieten bleiben einige Bewohner offensichtlich
frei von der Infektion, obwohl sie stindig einem Infektionsrisiko mit O. volvulus ausgesetzt
sind. Diese Personen weisen immunologisch eine dominante Typl-T-Helferzellen (Tyl)-
Antwort auf Filarienantigene (WARD et al., 1988; ELSON et al., 1995) auf. Eine zweite
Kategorie von Individuen ist anfangs klinisch asymptomatisch, obwohl Mikrofilarien in der
Haut nachgewiesen werden. Diese Personen sind immunologisch durch eine Antigen-
spezifische zelluldre Anergie oder Hyporesponsivitit (GREENE et al., 1983) sowie vor allem
durch eine verringerte Induzierbarkeit Ty, 1-typischer Zytokine (IFN-y und IL-2) charakterisiert
(GREENE et al., 1985a; GALLIN et al., 1988). Dem steht die dritte Kategorie von Patienten
gegeniiber, bei denen man keine oder nur sehr wenige Mikrofilarien nachweisen kann, die
aber heftige zelluldre Reaktionen auf parasitenspezifische Antigene (GREENE et al., 1983)
zeigen und starke Hautverdnderungen entwickeln. Mikrofilarien-positive Personen mit
entziindlicher Augenkrankheit zeigen im Unterschied zu solchen Personen ohne gleichzeitige
Augensymptomatik eine deutlich ausgeprigte T,2-Typ-Zellantwort (PLIER et al., 1996).
Viele Faktoren werden fiir diese voneinander abweichenden Reaktionsformen verantwortlich
gemacht: prénatale (intrauterine O. volvulus-Exposition) oder frithe postnatale (iiber O.
volvulus-Antigene in  der Muttermilch  infizierter =~ Frauen)  Toleranzinduktion

(PETRALANDA, 1988; ELSON et al., 1996), genetische Pradisposition des humanen Wirtes
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(MEYER et al, 1994), Immunmodulation durch extrazellulire und zirkulierende
Parasitenantigene (ALLEN & MACDONALD, 1998; HASLAM et al., 1999; WHELAN et
al., 2000, SCHONEMEYER et al.,, 2001; SOMMER et al., 2003) und unterschiedliche
Polarisierung der T-Helferzellen-Immunantwort (MAIZELS et al., 1993; PLIER et al., 1996;
DOETZE et al., 2000).

2.3 Die Nagetierfilarie Acanthocheilonema viteae und ihre Verwendung in der

experimentellen Filarienforschung

Untersuchungen 1tiber die Mechanismen von Immunitdt, Toleranz und Pathologie
menschlicher Filarieninfektionen sind auf Grund der strengen Wirtsspezifitit der Parasiten
nur eingeschrinkt moglich, so dass auf Tiermodelle ausgewichen werden muss. Eine gut
untersuchte Art in verschiedenen Modellsystemen ist die Bindegewebsfilarie
Acanthocheilonema viteae (HAQUE et al., 1980, 1981, 1988; HARNETT et al., 1989;
ADAM et al., 1994; LUCIUS & TEXTOR, 1995; MISRA et al., 1998; ABRAHAM et al.,
2002), die als Zwischenwirt Lederzecken der Gattung Ornithodoros und als Endwirte ein
bestimmtes Spektrum an Nagern aufweist. Als natiirliche Endwirte wurden die Libysche
Rennmaus (Meriones libycus), die Persische Rennmaus (Meriones persicus) und die Grosse
Rennmaus (Rhombomys opimus) identifiziert (WEISS, 1970). Als infektionsresistente Tiere
sind Laborratten, weisse Méduse und Meerschweinchen bekannt (WORMS et al., 1961).
Bisher wurden als experimentelle Endwirte hauptsdchlich Mongolische Rennmaiuse
(Meriones unguiculatus), Goldhamster (Mesocricetus auratus) und Vielzitzenmause
[Mastomys coucha (SMITH, 1836), oft als Mastomys natalensis (SMITH, 1834) bezeichnet
(KRUPPA et al., 1990)] eingesetzt. Der Infektionsverlauf wvariiert zwischen diesen
Wirtsspezies (WEISS, 1978; SANGER & LAMMLER, 1979; LUCIUS et al., 1987), was u.a.
vergleichende Studien von spezifischen Aspekten der Wirt-Parasit-Beziehung erlaubt. Der
Lebenszyklus ist in Abb. 2-2 am Beispiel der Mongolischen Rennmaus (M. unguiculatus)
dargestellt. In diesem Zyklus dient die Lederzecke Ornithodoros moubata als Zwischenwirt,
die bei der Blutmahlzeit Mikrofilarien aufnimmt. Diese entwickeln sich dann innerhalb von
etwa 30 Tagen durch zweimaliges Hauten zu infektiosen Drittlarven (L3; 1.3-1.6 mm).
Infizierte O. moubata konnen allerdings im Unterschied zu O. tartakowski (LONDONO,
1976b) offensichtlich durch Blutsaugen keine L3 auf M. unguiculatus tibertragen (LUCIUS &
TEXTOR, 1995). Das Ubertreten der Drittlarven bei einer natiirlichen Infektion erfolgt immer

zu Beginn einer Blutmahlzeit innerhalb von 30 bis 60 Sekunden, wobei das Signal fiir die
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Abgabe immer der Stich der Zecke ist und nicht die Blutaufnahme (BAIN, 1967;
LONDONO; 1976a). Die Hautung zur Larve 4 erfolgt bei M. unguiculatus um den 7. Tag p.i.
und zu Prdadulten am 23. Tag p.i. (JOHNSON et al., 1974). Die adulten Ménnchen (Linge
20-42 mm, g 0.16 mm) und Weibchen (Linge 40-72 mm, <& 0.3 mm) halten sich im
subkutanen Bindegewebe auf, wo es zur Begattung der Weibchen kommt. Die Pripatenz
betrdgt bei der Mongolischen Rennmaus 47 Tage (JOHNSON et al., 1974) und bei der
Vielzitzenmaus 49 (CHANDRASHEKAR et al., 1990) bis 57 (SANGER & LAMMLER,
1979) Tage. Die A. viteae-Weibchen entlassen unbescheidete Mikrofilarien, die im Blut
zirkulieren. Der Verlauf der Mikrofilaramie bei M. coucha ist durch einen langsamen Anstieg
der Mikrofilarien im zirkulierenden Blut auf ein relativ niedriges Maximum von im
Durchschnitt < 10 Mff/ul Blut um 192 Tage p.i. gekennzeichnet (SANGER & LAMMLER,
1979). Anschliessend folgt ein schneller Abfall der Mikrofilariendichte, wobei jedoch bis 261
Tage p.i. Mikrofilarien im Blut nachweisbar waren. Bei M. unguiculatus sind
Mikrofilarienkonzentrationen bis 1000 Mff/ul Blut nicht selten, wobei ein Anstieg bis 210
Tage p.1. stattfindet, und die Mikrofilarien bis zum 18. Monat nachweisbar sind (BEAVER et
al.,, 1974; LUCIUS & TEXTOR, 1995). Diese Zahlen geben aber nur einen Teil der im
Wirtsorganismus tatsdchlich vorhandenen Larven wieder. Ihre Verteilung in den Organen bei
M. lybicus wurde von WORMS et al. (1961) durch histologische Untersuchung von Organ-
und Gewebsgefrierschnitten dargestellt: z.B. enthielten Blut 53.3%, Skelettmuskulatur 37.1%,
Herzmuskulatur 2.6% oder Niere und Lunge 2.3% der gesamten Mikrofilarien. Diese Zahlen
konnen jedoch nicht auf das lebende Tier iibertragen werden, da postmortal eine Wanderung
der Mikrofilarien stattfindet, da die Anzahl der Blutmikrofilarien beim lebenden geringer als
beim toten Tier ist. Umgekehrt muss die Lunge intra vitam eine Speicherfunktion besitzen,
denn nach dem Tod ist ein Anstieg von 0.3 Mff/ul auf 143 Mff/ul Blut im linken Ventrikel zu
finden, was fiir eine erhebliche Freisetzung aus der Lunge in den linken Ventrikel und die
vorgeschalteten GefdBle spricht (WORMS et al, 1961). Bei M. coucha scheint die
Speicherfunktion der Lunge besonders ausgepriigt zu sein (vgl. SANGER & LAMMLER,
1979), d.h. die relativ niedrigen Mikrofilardmiewerte bei diesem Wirt spiegeln bei Weitem
nicht die tatsdchliche Larvenmenge im Organismus wider.

Bei experimenteller Infektion mit 50 L3 konnten in M. coucha am 300. Tag p.i. keine
lebenden Weibchen mehr gefunden werden (SANGER & LAMMLER, 1979);
CHANDRASHEKAR et al. (1990) geben als Uberlebenszeitraum 390 Tage an. In M.
unguiculatus konnten bis 750 Tage p.i. lebende Wiirmer isoliert werden, die noch
Mikrofilarien bzw. Spermien enthielten (JOHSON et al., 1974). Die Uberlebensfihigkeit
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adulter Parasiten ist auch beim natiirlichen Endwirt begrenzt. Die Kalzifikation oder Lysis
von Parasiten setzt bei M. lybicus etwa mit dem 15. Infektionsmonat ein; lebende adulte

Wiirmer konnten noch bis 19 Monate p.i. gefunden werden (WEISS, 1970).

Adults

\Mlkrofilaren
)

Abbildung 2-2: Entwicklungszyklus der Nagetierfilarie Acanthocheilonema viteae
(Archiv des Lehrstuhls fiir Molekulare Parasitologie, HU Berlin)

Nach paarweiser Transplantation von 1, 2, oder 3 adulten ménnlichen und weiblichen A.
viteae in nicht infizierte Wirte (M. unguiculatus) persistierten die Parasiten bis zu 2 Jahre
(BEAVER et al., 1974). A. viteae-Mikrofilarien kénnen wihrend der Patenz transplazentar
(vertikal) von der Mutter auf die Nachkommen iibertragen werden (HAQUE & CAPRON,
1982; HAQUE et al., 1988). Eine intrauterine Infektion mit A. viteae-Mikrofilarien fiihrte bei
Ratten zu einer reversiblen Immuntoleranz, die in einem ansonsten resistenten Rattenstamm
die Entwicklung von geschlechtsreifen A. viteae nach Infektion mit L3 ermoglichte (HAQUE
& CAPRON, 1982).

Die Riickfindungsrate adulter Wiirmer in M. coucha betrug 140 bzw. 189 Tage p.i. 47.6% und
26.4% der inokulierten 50 L3 (SANGER & LAMMLER, 1979). In M. unguiculatus war die
Riickfindungsrate adulter A. viteae 84 Tage p.i. 20-30%, unanhdngig von der Anzahl der
inokulierten Larven (LUCIUS & TEXTOR, 1995).



- LITERATURUBERSICHT - 25

Das Verschwinden der Mikrofilarien aus dem Blut von M. coucha korreliert mit dem
Erscheinen von zytotoxischen Antikdrpern, die erstmals ab Tag 105 bis 126 p.i. nachweisbar
sind (CHANDRASHEKAR et al., 1990). Uber Serum infizierter M. coucha (252 Tage p.i.)
liessen sich in vitro bei Anwesenheit von Wirtslymphozyten 70% der Mikrofilarien abtoten.
Fiir die Antikorper-abhédngige zelluldre Zytotoxizitit (ADCC) gegen L1 in vitro und in vivo
sind IgM-Antikorper verantwortlich. Durch Transfer dieser IgM-Fraktion ldsst sich die
ADCC vermittelte Immunitét gegen Mikrofilarien auch auf infizierte Tiere in der Patenz
tibertragen. Makrophagen waren effektiver zytotoxisch als eosinophile und neutrophile
Granulozyten. In Sera amikrofilardmisch gewordener M. unguiculatus konnten Antikérper
gegen die Mikrofilarienoberfliche gefunden werden, die eine Zelladhdrenz und Eliminierung
der L1 bewirkten (LUCIUS & TEXTOR, 1995). Die ADCC von Makrophagen gegen A.
viteae-Mikrofilarien bei Ratten in vitro ist stadienspezifisch und abhédngig von IgE (HAQUE
et al., 1980). Die ADCC gegen L1 bei Ratten, vermittelt durch neutrophile Granulozyten in
vitro, ist spezifisch fiir Mikrofilarien von A. viteae und abhidngig von IgE, IgG und
Komplement (AIME et al., 1984).

A. viteae verursacht nicht die typischen Haut- und Augenverdnderungen wie O. volvulus,
sondern wird von den Endwirten gut toleriert. Trotzdem konnen Ergebnisse aus diesem
Modellsystem wichtige Hinweise fiir die humane Parasitose liefern, da sich die Adultwiirmer
wie bei der Onchocercose im subkutanen Bindegewebe aufhalten und hohe Homologien von
Antigenen zwischen O. volvulus und A. viteae bestehen (u.a. WILLENBUCHER et al., 1993;
ADAM et al., 1996). Das A. viteae-Modellsystem eignet sich auch zum Screening von
Substanzen auf filarizidle Wirkung (ZAHNER & SCHARES, 1993) und wurde zur
exemplarischen Charakterisierung von Antigenen als potentielle Vakzine-Kandidaten
verwendet, da die Nager durch eine Immunisierung mit Strahlen-attenuierten infektiosen L3
und exkretorischen Antigenen gegen Belastungsinfektionen partiell geschiitzt werden kénnen
(TANNER & WEISS, 1981; LUCIUS et al., 1986; 1991; ABRAHAM et al., 1986; 2002;
BLEISS et al., 2002).

2.4 Entstehung, Struktur und Zusammensetzung der Mikrofilarienscheide

24.1 Die Dichotomie beziiglich der Mikrofilarienscheide

Die Eier von Nematoden sind generell von einer komplex aufgebauten Eihiille umgeben, die

nach einem gemeinsamen Grundmuster gebildet wird, aber im Einzelnen so verschieden sein
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kann, dass unter den zahlreichen Eitypen von Nematoden die Zahl der Eihiillenschichten von
1-5 variiert (WHARTON, 1980). Im grundsétzlichen Aufbau besteht die Eihiille von innen
nach aullen aus einer Lipidschicht, einer medianen Schicht, die Chitin-Mikrofibrillen
eingebettet in eine prolinreiche Matrix enthilt und einer duBleren, aus der Vitellinmembran,
die sich mit der Fertilisierung der Oozyte bildet, hervorgehenden Lage. Zusétzlich kann es zur
Auflagerung von maternalem Material auf die Eioberfliche kommen. Bei Filarien trennt sich
nach der dritten bis vierten Teilung der Zygote die Eihiille vom Embryo. Wéhrend der
intrauterinen Embryonalentwicklung entsteht im Uterus aus der Eihiille durch
Umstrukturierung unter Beteiligung von sekretierten Produkten des Embryos und des
maternalen Uterusepithels und durch Modellierung der sich streckenden Mikrofilarie die
Mikrofilarienscheide (Abb. 2-3, 2-4, 2-5; ROGERS et al., 1976; SCHRAEMEYER et al.,
1987). Diese umgibt die Mikrofilarie im Blut als lose, extrakutikuldre und allumschliessende
Hille. Bei Filariengattungen, welche unbescheidete Mikrofilarien freisetzen (z.B. A. viteae

und O. volvulus), kommt es intrauterin zum Schlupf aus der Eihiille (Abb. 2-3, 2-4).

!
:
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-

Abbildung 2-3: Unbescheidete Mikrofilarie von Mansonella perstans (links) und
bescheidete Mikrofilarie von Loa loa (rechts), die gleichzeitig im Blut eines Menschen
zirkulierten (Dicker Tropfen; CDS, Image Library).

In dem paarig angelegten Uterus von Filarien konnen fiinf aufeinanderfolgende Abschnitte
mit morphologisch unterscheidbaren Entwicklungsstadien von Mikrofilarien abgegrenzt
werden (ROGERS et al., 1976; FRANZ & ANDREWS, 1986; BUTTNER et al., 1988). Nach
der Befruchtung entwickeln sich iiber Morulastadien die undifferenzierten, multizelluldren

Embryonen. Diese invaginieren und bilden eine C-Form, und spiter ein Wurmstadium, das
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Brezel- bzw. Ring-dhnlich aufgeknduelt ist. Mit dem Erreichen dieses Stadiums ist das
Liangenwachstum der heranreifenden Embryonen abgeschlossen (Abb. 2-4). Danach streckt
sich bei Arten mit bescheideten L1 die Mikrofilarie und dehnt die sie umgebende Eihiille,
wobei die Mikrofilarie zuerst eine Hufeisenform einnimmt und schliesslich vollends gestreckt
ist. Bei Arten mit unbescheideten Mikrofilarien kommt es nicht zu einer Dehnung der Eihiille.
Die Mikrofilarie durchbricht vielmehr mit ihrem Vorderende die Eihiille und windet sich
heraus, wobei die leere, kollabierte Eihiille am Hinterende der vollentwickelten,
unbescheideten Mikrofilarien oft noch voriibergehend beobachtet werden kann (Abb. 2-4).
Der Ubergang vom Brezel-Stadium zu gestreckten Mikrofilarien geht bei Arten mit
bescheideten L1 mit erheblichen strukturellen Verdnderungen der zur Scheide werdenden
Eihiille einher. Dabei wird auch das in der Eihiille vorhandene Chitin abgebaut
(SCHRAEMEYER et al, 1987a; PETERS et al., 1987). Entsprechend konnte in der
biochemischen Analyse von Mikrofilarienscheiden aus Blutmikrofilarien kein N-Acetyl-
Glucosamin, der Baustein von Chitin, nachgewiesen werden (KLONISCH et al., 1991;
BARDEHLE et al., 1992a). Nachdem in immunhistologischen Studien mit Antikdrpern gegen
eine rekombinante Chitinase aus L3 von W. bancrofti eine homologe Chitinase in
intrauterinen Mikrofilarien von B. malayi nachgewiesen wurde (RAGHAVAN et al., 1994),
konnte der Abbau iiber diese erfolgen. Intrauterine Mikrofilarien von Filarien-Gattungen, die
unbescheidete Mikrofilarien freisetzen, exprimieren ebenfalls eine Chitinase. Diese Chitinase
konnte bei A. viteae in der Epidermis und in der Kutikula von intrauterinen L1 in dem
Stadium, wo die Mikrofilarien noch von der sphérischen Eihiille umschlossen sind, lokalisiert
werden (ADAM et al., 1996). Es erscheint denkbar, dass damit der Austritt der Mikrofilarien
aus den chitinhaltigen Eihiillen ermoglicht wird.

Mit dem Strecken der Larven und der Ausdehnung der primdren Eihiille wird diese bei L.
sigmodontis von 20 nm auf 2-3 nm und bei B. malayi von ca. 35 nm auf 7 nm verdiinnt und
stellt danach die sog. homogene Schicht der Scheide dar. Diese wird durch den Uterus mit
einer sog. granuldren oder uterinen Schicht verstirkt. Im Abschnitt des Brezel-Stadiums und
distal davon weist das Uterusepithel eine hohe Translationsaktivitdt und zahlreiche Vesikel
auf, deren Inhalt in das Uteruslumen sekretiert und im Stadium der gestreckten Mikrofilarien

partikuldr auf die aus der Eihiille hervorgehende, primére Scheide aufgelagert wird.
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Abbildung 2-4: Vergleichende Darstellung der intrauterinen Entwicklungsstadien der
Mikrofilarien von Brugia pahangi (1) und Onchocerca gutturosa (2) (modifiziert nach
ROGERS et al., 1976).

1 (vertikale Bildreihe links) - Entwicklungsstadien der bescheideten Mikrofilarien von B.
pahangi: (a) befruchtete Oozyte in der Eihiille im proximalen Teil des Uterus; (b) C-formiger
Embryo; (€¢) Ring- und Brezelstadien in der Eihiille; (d) typische Hufeisenform der sich
streckenden Mikrofilarie; (e) Ubergangsstadien zur gestreckten, reifen, bescheideten L1 im
distalen Teil des Uterus (f). 2 (vertikale Bildreihe rechts) - Entwicklungsstadien der
unbescheideten Mikrofilarien von O. gutturosa: (a), (b) und (c) sind den entsprechenden
Stadien von B. pahangi &hnlich, danach schliipft aber aus der Eihiille (Pfeil) die reife,
unbescheidete Mikrofilarie (d). Mit einem Pfeil ist leere, kollabierte Eihiille am Hinterende
der vollentwickelten, unbescheideten L1 dargestellt.
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Die partikuldre Auflagerung besteht aus elektronendichten, globuldren Produkten mit einer
irreguldren Grosse bis 120 nm bei B. malayi (SCHRAEMEYER et al., 1987b, ARAUJO et al.,
1994), bis 7 nm bei L. sigmodontis (SCHRAEMEYER et al., 1987b) und bis 150 nm bei W.
bancrofti (DE SOUZA et al., 1989; ARAUJO et al., 1994). Diese Partikel lassen sich nicht
durch SDS-Extraktion ablosen (BARDEHLE et al., 1992b).

2.4.2 Biochemische Zusammensetzung der Mikrofilarienscheide

Nachdem eine Methode zur Isolierung hochreiner Mikrofilarienscheiden entwickelt worden
war (BARDEHLE et al., 1987), konnte die biochemische Zusammensetzung der Scheiden
von L. sigmodontis (BARDEHLE et al., 1992a) und Brugia spp. (KLONISCH et al., 1991)
analysiert werden. Bei L. sigmodontis wurden bisher ca. 73% des Scheiden-Trockengewichtes
analytisch erfasst: 54% stellen Aminosduren, 8% Kohlenhydrate (3.3% Galaktosamin, 4.3%
Uronséuren) und 11% anorganische Komponenten (9.3% Phosphat, 1.5% Na" und K") dar.
Zwei  weitere, quantitativ  bedeutende = Komponenten sind  Galaktose  und
Dimethylaminoethanol (DMAE; macht 3.3 Mol% des Scheidenhydrolysats aus), sowie in
geringen Mengen (0.3 Mol%) Cholin (HINTZ et al., 1996; KASPER, 2000). Bei B. malayi
wurde eine Aminosdure- und Kohlenhydratanalyse, bei B. pahangi nur eine
Aminosdureanalyse durchgefiihrt; eine Trockengewichtsbestimmung war wegen des
Materialmangels nicht moglich. Die Kohlenhydratanalyse ergab 1.4 Mol% N-Acetyl-
Galaktosamin, 3.5 Mol% Glukose und 0.1 Mol% Galaktose (Uronsduren wurden nicht
analysiert; Glukose konnte nach Ansicht von KLONISCH et al., 1991, auch auf eine
Kontamination zuriickzufiihren sein). Scheiden von Brugia spp. enthalten ebenfalls DMAE,
aber in deutlich geringeren Mengen als bei L. sigmodontis (HINTZ, 1995). Die
Aminosdurezusammensetzung der Scheiden beider Gattungen ist durch einen hohen Gehalt an

Prolin und Glutamin gepragt.

2.4.3 Die Proteine der Mikrofilarienscheide

2.43.1 Die Hauptproteine der Mikrofilarienscheide

In den vergangenen Jahren wurden sechs Hauptproteine der Mikrofilarienscheide von L.
sigmodontis, Shp1, Shpla, Shp2, Shp3, Shp3a und Shp4 sowie ihre Orthologe bei Brugia spp.

auf molekularer Ebene charakterisiert. Die Proteine Shpl und Shp2 sind Bestandteil der aus
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der primdren Eihiille entstandenen Scheidenmatrix (Basisschicht). Das Protein Shpl (friiher
als gp22 bzw. Mf22 bezeichnet; BARDEHLE et al., 1991; SELKIRK et al., 1991; CHRIST et
al., 1992) wurde als Hauptbestandteil des SDS/ME-I6slichen Scheidenextraktes bei L.
sigmodontis identifiziert. Die Gene shpl und shpla von L. sigmodontis liegen in konvergenter
Orientierung eng gekoppelt im Genom, und die Aminosdurensequenzen von Shpl und Shpla
sind zu 43% identisch (HIRZMANN, 1997). Die Transkription von shpl konnte bereits in
Oozyten in der Rachiszone beobachtet werden, steigt zu einem Maximum in multizelluldren
Embryonen an und ldsst wihrend der Reifung der Mikrofilarien nach (Abb. 2-5). Bei
gestreckten Stadien lassen sich deutlich weniger Transkripte von shpl nachweisen, bei reifen,
intrauterinen Mikrofilarien wird das Gen kaum noch transkribiert, in Blutmikrofilarien fehlt
das Transkript vollstindig (CONRATHS et al., 1993). Wihrend die Transkription von shpl
bereits in unbefruchteten Oozyten nachgewiesen wurde, fand sich das Protein frithestens bei
multizelluldren Embryonen, bei denen es in den Embryonen, im Zwischenraum von Embryo
und Eihiille und in den Eihiillen lokalisiert wurde. Bei reifen Mikrofilarien findet sich das
Protein in der inneren, homogenen Schicht der Mikrofilarienscheide (BARDEHLE et al.,
1991; CONRATHS et al., 1993; ZAHNER et al., 1995). Ein Shpl-Ortholog wurde mit
gleicher Lokalisation auch bei B. malayi identifiziert (SELKIRK et al., 1991). Ahnliche
Verhiltnisse wie fiir Shpl scheinen fiir das paraloge Protein Shpla vorzuliegen
(HIRZMANN, Giessen, pers. Mitteilung; Abb. 2-5).

Shp2 stellt das Haupt-Matrixprotein der Mikrofilarienscheide dar. Dieses Protein bildet ca.
50% der Scheidenproteinmasse, wobei es unter reduzierenden Bedingungen mit SDS/ME
unloslich ist (HINTZ et al., 1994; HINTZ, 1995). Shp2 ist in intakten Mikrofilarienscheiden
fiir Antikorper nicht zugénglich und eine immunhistologische Darstellung ist erst nach
enzymatischer Vorbehandlung mit Chymotrypsin A moglich (CONRATHS et al., 1997).
Dieses Ergebnis zeigt, dass Shp2 Bestandteil der inneren, homogenen Schicht der
Mikrofilarienscheide ist. Durch Northern-Blot-Analyse und in situ-Hybridisierung konnte
gezeigt werden, dass Shp2 von L. sigmodontis geschlechts- und stadienspezifisch im
Uterusepithel und in intrauterinen multizelluldiren Embryonen adulter Weibchen transkribiert
wird (HIRZMANN, 1997; Abb. 2-5) und bei B. malayi zumindest auch dort translatiert wird
(CONRATHS et al., 1997). Shp2 findet sich in der Mikrofilarienscheide ausschliesslich als

Polymer, wihrend es in adulten, weiblichen L. sigmodontis als Monomer synthetisiert wird.
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Genese der Mikrofilarienscheide
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Abbildung 2-5: Genese der Mikrofilarienscheide von Litomosoides sigmodontis

Die Ring- und Brezelstadien, die sich nach den multizelluliren Embryonen und vor der
Streckung der Mikrofilarien (Hufeisenstadium) ausbilden, sind auf der schematischen
Abbildung links nicht dargestellt (Herkunft der Daten vgl. Text).

Die Vernetzung erfolgt iiber kovalente Bindungen [g-(y-Glutamyl)-Lysin-Bindungen] und
Disulfidbriicken (TARCSA et al., 1992). In Blutmikrofilarien waren weder Shp2-Transkripte
(HIRZMANN et al., 1995), noch Shp2-Monomere nachweisbar (CONRATHS et al., 1997).

Die L. sigmodontis-Scheidenproteine Shp3 und Shp3a sind neben Shpl die
Hauptkomponenten der SDS/ME-I6slichen Scheidenproteine (BARDEHLE et al., 1992;
HINTZ et al., 1994). Shp3 und Shp3a wurden im Immunoblot (120 kDa bzw. 40 kDa) als
Oberflachenproteine  durch  Antikorper identifiziert, die  spezifisch mit  der
Mikrofilarienscheiden-Oberfliche reagieren (SCHARES et al., 1994). Beide Proteine besitzen
damit oberflichenlokalisierte Epitope. Die Expression (SCHARES et al., 1994) und die
Transkription (HIRZMANN et al., 2002) der Proteine Shp3 und Shp3a findet im Uterus-

Epithel des apikalen, die ersten 2 cm umfassenden Wurmabschnittes statt, der ausgestreckte
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Mikrofilarien enthidlt. Nach der Sekretion werden beide Proteine auf die Scheidenoberfldche
aufgelagert (Abb. 2-5). Sera, die 15-36 Tage p.i., d.h. in der Prépatenz von L. sigmodontis-
infizierten M. coucha isoliert worden waren, erkannten in Immunoblots in SDS/ME-Extrakten
der Scheiden selektiv die 40 kDa und 120 kDa-Banden, wogegen nach dem Tag 36, aus der
Patenz oder der Postpatenz gewonnene Sera keine Reaktion zeigten (BARDEHLE, 1990).
Die shp3- und shp3a-Gene und ¢cDNAs von L. sigmodontis und deren Orthologe von B.
malayi und B. pahangi wurden kloniert und sequenziert (HIRZMANN, 1997; HIRZMANN et
al., 2002). Sie kodieren fiir sekretorische, Muzin-dhnliche Proteine, deren abgeleitete
Aminosdurensequenzen in drei Doménen unterteilt werden konnen: in eine N-terminale
Signalsequenz, eine zentrale Serin/Threonin-reiche Sequenz mit iiberwiegend repetitiver
Anordnung und eine an hydrophoben Aminosduren reiche C-terminale Sequenz mit dem
konservierten Tryptophan-Motiv.e WWCWW. Die genomische Analyse ergab, dass die
paralogen Gene shp3a und shp3 bei L. sigmodontis und B. malayi in einem Tandem, mit
einem Abstand von 5,5 kb (vgl. Abb. 8-2) organisiert sind, und eine hoch konservierte
Promotorregion (Homologie 75% iiber einen Bereich von 247 bp) besitzen.

Die errechneten Molekulargewichte fiir die reifen Ls-Shp3 und Ls-Shp3a liegen mit 24.6 kDa
und 10.8 kDa deutlich unter den durch SDS-PAGE abgeschétzen Massen von 120 kDa und 40
kDa, und der fiir Ls-Shp3a durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie exakt bestimmten
molaren Masse von 45.5 kDa (HINTZ, 1995). Fiir die Differenz zwischen Aminosiure-Masse
und tatséchlicher Molekiilmasse, die im Fall von Ls-Shp3a 75% der molaren Masse ausmacht,
sind Modifikation des Proteins mit Dimethylaminoethanol (DMAE 50 Mol%; HINTZ et al.,
1996) verantwortlich. Da in keinem der aus dem konservierten C-Terminus stammenden
tryptischen und chymotryptischen Fragmente DMAE nachgewiesen werden konnte (HINTZ,
1995), sind die Modifikationen an die Serin- und/oder Threonin-Seitenketten der
Serin/Threonin-reichen Region gebunden, die 82% (Ls-Shp3) bzw. 56% (Ls-Shp3a) der
Aminosdurensequenz  der  reifen  Proteine = ausmachen. nDMAE ist  durch
Phosphodiesterbindung an Kohlenhydratmolekiile - u.a. das Trisaccharid GalNAc - gebunden,
die wiederum O-glykosidisch mit der Polypeptidkette von Shp3 und Shp3a von L.
sigmodontis  verkniipft sind (KASPER, 2000). IIFT-Analysen der intrauterinen
Embryonalstadien von L. sigmodontis mit einem Antikorper gegen die DMAE-
Modifikationen zeigten, dass nur Scheidenoberflichen gestreckter Mikrofilarien reagieren,
was im Einklang mit Expression von Shp3 und Shp3a im Epithel des distalen, gestreckte
Mikrofilarien enthaltenden Uterusabschnittes steht (vgl. HIRZMANN et al., 2002).
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Bei B. malayi konnte DMAE als Modifikation ebenfalls nachgewiesen werden, der molare
Anteil an den Gesamtscheiden war jedoch wesentlich geringer als bei L. sigmodontis (HINTZ,
1995). Als Ursache hierfiir werden entweder eine geringere Modifikation von Shp3 und
Shp3a mit DMAE oder ein geringerer molarer Anteil dieser Scheiden-Oberfldchenproteine
bei B. malayi diskutiert (HIRZMANN, 1997).

Frithere Studien haben gezeigt, dass beide Mikrofilarienscheiden-Oberfldchenproteine (Ls-
Shp3 und Ls-Shp3a) und ein ES-Protein von juvenilen L. sigmodontis-Weibchen (Juv-p120)
kreuzreagieren (SCHARES et al., 1994). Die molekulare Charakterisierung von Juv-p120
ergab, dass es ebenso wie Shp3 und Shp3a posttranslational hochgradig mit DMAE
modifiziert ist, und dass die Kreuzreaktivitit auf den gemeinsamen Modifikationen mit
DMAE beruht (WAGNER, 1998; HINTZ et al., 1998). Die DMAE-Molekiile sind bei diesem
ES-Protein ebenfalls iiber Phosphodiesterbriicken mit O-glykosidisch gebundenen
Oligosacchariden in der Serin/Threonin-reichen Region verkniipft (KASPER, 2000).
Praadulte L. sigmodontis-Weibchen sezernieren Juv-p120 an Tag 32 und 46 p.i., von adulten
Weibchen wurde es nicht sezerniert (SCHARES et al., 1994). Dieses Ergebnis deckt sich mit
alteren Untersuchungen, die bei 40 bis 42 Tage alten L. sigmodontis-Weibchen ein 130-160
kDa grosses ES-Produkt beschreiben (HARNETT et al., 1986). Juv-p120 wird in vivo sowohl
in der Pleurahéhle infizierter M. coucha (Tag 38 p.i., HINTZ et al., 1998), als auch im Blut
infizierter Tiere gefunden (Tag 41 und 45 p.i., TAUBERT, pers. Mitteilung).

Shp4 ist das letzte von filinf 16slichen Scheidenproteinen (nach Shpl, 1a, 3, 3a), das durch die
Desintegration und Radiocarboxymethylierung der Mikrofilarienscheide von L. sigmodontis
erfasst werden konnte (HINTZ, 1995). Legt man Coomassie- und Silberfarbung der SDS-
PAGE zugrunde, so ist Shp4 im Vergleich zu den anderen l6slichen Scheidenproteinen
mengenmadssig in der Scheide in geringerer Konzentration vorhanden. Das vollstdndige shp4-
Gen wurde isoliert und charakterisiert (HIRZMANN, 1997). Die Southern-Blot-Analyse
ergab, dass shp4 in nur einer Kopie im Genom vorliegt. Das abgeleitete Ls-Shp4-Protein
besitzt ein Signalpeptid und ein 6-Cystein-Motiv. Anders als die bisher beschriebenen
Scheidenproteine hat Ls-Shp4 keine repetitiven oder durch die AS-Zusammensetzung
auffilligen Motive. Die Northern-Blot-Analyse zeigte wie bei den anderen aus der Scheide
isolierten Proteinen eine weibchenspezifische Transkription, wobei LsS-shp4 nur in den
terminalen Wurmsegmenten mit reifen Embryonalstadien transkribiert wird (Abb. 2-5). Eine
Isolierung der homologen Gene von Brugia spp. war aufgrund der fehlenden
Kreuzhybridisierung nicht moglich, eine homologe Bm-EST-Sequenz wurde aber kiirzlich in

der Datenbank identifiziert (HIRZMANN et al., in Vorbereitung).
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2432 Weitere Proteine der Mikrofilarienscheide

Mittels eines polyklonalen Antiserums gegen L. sigmodontis-Mikrofilarienscheiden wurde
aus einer cDNA-Expressionsbank adulter weiblicher B. pahangi ein weiterer Klon
identifiziert, dessen abgeleitete Aminosdurensequenz eine auffillige Homologie (40%
Identitdt) zu einem Drosophila-Protein unbekannter Funktion besitzt. Das Protein wird
inzwischen als neues Scheidenprotein Shp6 gefithrt (REITZENSTEIN, 2003). Ein
polyklonales Antiserum gegen das rekombinante Protein bindet an die Scheidenoberfliche
von B. pahangi, B. malayi und L. sigmodontis und 146t auch Mikrofilarien in vitro
agglutinieren. Dessen intravendse Injektion in B. pahangi- oder L. sigmodontis-infizierte,
parasitdimische M. coucha bewirkte eine rasche, effiziente, iiber 6-7 Tage andauernde
Reduktion der Parasitimie (REITZENSTEIN, 2003). Die genomische Bp-shp6-Sequenz
umfasst die Promoterregion und das 5’-benachbarte Gen, welches eine signifikante
Homologie zu einem Nieren-Tumorantigen beim Menschen (NY-REN-45) aufweist.
Analysen zu Klonen, die im Immunoscreen einer cDNA-Expressionsbank von adulten
weiblichen L. sigmodontis mit dem genannten polyklonalen Antiserum gegen Scheiden
identifiziert worden waren, erbrachten Hinweise, dass Spectrin ein Bestandteil der
Mikrofilarienscheide ist (DAFFA’ALLA, unveroffentlicht). Unter Verwendung einer
entsprechenden L. sigmodontis-DNA-Sonde und mittels unterschiedlicher Techniken gelang
die Identifizierung der 16 kb groen genomischen Sequenz von B. malayi-beta-Spectrin,
deren abgeleitete Aminosdurensequenz mit einer Homologie von 86% betag-Spectrin von C.
elegans entspricht (OBERMEIER, 2002). Im Zuge des Versuches, eine evtl.
stadienspezifische Transkription aufzuzeigen, wurden vier alternative Splicingformen
identifiziert. Die Transkripte fiir die Varianten 1-3 wurden bei adulten weiblichen und
ménnlichen B. malayi sowie Mikrofilarien nachgewiesen, der Nachweis der Transkription von
Variante 4 gelang ausschlieBlich bei adulten, weiblichen B. malayi (OBERMEIER, 2002).

Als weiteres Molekiil, das an der Synthese der Mikrofilarienscheide zumindest beteiligt ist,
wurde das L. sigmodontis-Protein Ls110 identifiziert. Transkription und Translation dieses
Proteins erfolgen ausschlieBlich in Uterusepithelzellen, ausgenommen der Bereiche des
Uterus, die an Ovarien und Vagina grenzen. Ls110 ist auch im Lumen des Uterus zu finden.
Hier kommt es in direkten Kontakt mit der Oberfliche der Eihiillen bzw.
Mikrofilarienscheiden, wobei es zu einer Adsorption an diese Strukturen kommt. Das Protein
konnte auf der Eihiille/Scheide unterschiedlicher Entwicklungsstadien der Mikrofilarien

nachgewiesen werden, beginnend mit dem Stadium der spédten multizelluldren Embryonen bis
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hin zu fast vollstindig entwickelten Mikrofilarien. Bei komplett ausgereiften, intrauterinen
Mikrofilarien und Blutmikrofilarien gelang der Nachweis nicht. Hierfiir werden zwei
mdgliche Ursachen diskutiert: zum einen besteht die Mdglichkeit, dass das Protein bei diesen
Stadien nicht mehr vorhanden ist, zum anderen wéire denkbar, dass Ls110 zwar vorhanden ist,
jedoch von anderen Proteinen und/oder anderen, auf der Scheidenoberfliche vorhandenen
Strukturen so verdeckt wird, dass es fiir Antikorper nicht mehr zuginglich ist, und damit der
Nachweis scheitert (DAFFA’ALLA, 1997; DAFFA’ALLA et al., 2000). Die Tatsache, dass
es insbesondere im distalen Bereich des Uterus zur Auflagerung unterschiedlicher Substanzen
auf die Scheidenoberfliche kommit, ist bekannt (SCHRAERMEYER et al., 1987a; ZAHNER
et al., 1995). Gegen die Vermutung, dass Ls110 unter anderen Proteinen in der Scheide
,versteckt’ liegt spricht aber, dass es trotz enzymatischer Auflosung der Scheidenoberfliche
nicht gelang, Ls110 immunhistologisch nachzuweisen (DAFFA’ALLA et al., 2000). Diese
Methode wurde bereits erfolgreich bei der Darstellung von Shpl angewendet (BARDEHLE et
al., 1991).

25 Die Persistenz der Mikrofilarien und Evasionsmechanismen

Die persistierende Mikrofilardmie ist ein gut bekanntes und faszinierendes Merkmal von
Filarieninfektionen. Dies trifft sowohl fiir Arten mit bescheideten als auch fiir solche mit
unbescheideten Mikrofilarien zu, aber es scheint, dass sie die Persistenz auf unterschiedliche
Art und Weise erreichen. Wenn lebende A. viteae-Mikrofilarien in M. unguiculatus injiziert
werden, konnen sie noch bis zu 64 Wochen danach isoliert werden. Im Gegensatz dazu
tiberleben L. sigmodontis-Mikrofilarien nach Injektion in Baumwollratten nicht langer als 1-3
Wochen (BAYER & WENK, 1988). Dies gilt fiir L. sigmodontis auch im Mausmodell, aber
die Anwesenheit von nur einem adulten Weibchen (nicht Mannchen) in der Maus erlaubt den
iibertragenen Mikrofilarien viel lingere Zirkulationszeiten (HOFFMANN et al., 2001). Diese
zwei Studien zeigen eindeutig, dass das Uberleben der bescheideten Mikrofilarien von L.
sigmodontis entscheidend durch das Vorhandensein adulter Weibchen reguliert wird, die die
Immunantwort des Wirtes modulieren, um die Persistenz ihrer Nachkommen zu sichern.
Praadulte L. sigmodontis-Weibchen produzieren das ES-Protein Juv-p120, dessen
posttranslationale Modifikationen (DMAE) mit denen der Scheidenoberflichenkomponenten
Shp3 und Shp3a iibereinstimmen (vgl. Kapitel 2.4.3.1). Juv-p120 induziert die Bildung von
Antikorpern in der Pripatenz, die mit den beiden Oberflichenproteinen kreuzreagieren, aber

in der Patenz und Postpatenz nicht mehr nachgewiesen werden. Die Gleichartigkeit der
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Modifikationen von Juv-p120 und den Scheidenoberflichenproteinen sowie die Beobachtung,
dass mit der Expression von Juv-p120 eine charakteristische Verdnderung des Zytokinprofils
bei infizierten BALB/c-Méiusen einhergeht [alle gepriiften Zytokine (IL-2, IL-4, IL-5, IL-13,
[FNy) mit Ausnahme von IL-10 wurden in dieser Phase nach unten reguliert (TAUBERT &
ZAHNER, 2001)], lieB vermuten, dass dem Molekiil, evtl. &hnlich Phosphorylcholin-
modifizierten Proteinen von Nematoden (HARNETT et al., 1999a), immunmodulierende
Eigenschaften zukommen.

Die Priavalenz von Antikdrpern gegen die Scheidenoberfliche bei Kindern mit W. bancrofti in
Indien war nach Untersuchungen von RAVINDRAN et al. (2000) viel hoher als bei
Erwachsenen. 78% der Kinder unter 10 Jahren hatten solche Antikdrper, obwohl
Mikrofilarien oder zirkulierende Filarienantigene [nach TURNER et al. (1993) ein definitiver
Parameter fiir Filarieninfektionen bei Menschen] nur bei 4.5% bzw. 22.7% der Kinder
nachweisbar waren. Das spricht dafiir, dass auch bei dieser Filarie die sich entwickelnden
Larven oder die prdadulten Stadien als Quelle fiir Antigene, die Antikérper gegen die
Scheidenoberfliche der Mikrofilarien in der Pripatenz induzieren, in Fragen kommen. Die
Oberfldachen uteriner Mikrofilarien von B. malayi und L. sigmodontis reagierten im IIFT mit
Sera aus W. bancrofti infizierten Patienten (DIESFELD et al., 1981), aber nicht mit Sera aus
O. volvulus infizierten Patienten oder A. viteae infizierten Hamstern. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Mikrofilarienscheiden-Oberflichen der drei bescheideten Arten
kreuzreagierende Epitope besitzen, wohingegen die Mikrofilarien-Oberflichen bzw. ES-
Proteine unbescheideter Arten andersartige Epitope (z.B. Modifikationen) aufweisen.

ZANG et al. (2000) isolierten mit Bm-SPN-2 einen Serinprotease-Inhibitor (Serpin) als stark
T-Zellen stimulierendes Antigen aus Bm-Mikrofilarien. Bm-SPN-2 wird von Mikrofilarien
sezerniert und blockiert zwei Schliisselproteasen von neutrophilen Granulozyten. Weitere
immunmodulierende Molekiile, die durch adulte B. malayi sezerniert werden (ES-Produkte),
sind ein TGF-B-Homolog (Bm-TGH-2, das an TGF-B-Rezeptoren des Wirtes binden kann),
ein Cysteinprotease-Inhibitor (Cystatin), Bm-CPI-2, der die MHC-II-Antigenprozessierung in
humanen B-Zellen hemmt (MAIZELS et al., 2001) und ein Homolog des humanen
Migrationsinhibitionsfaktors (MIF), genannt Bm-MIF (PASTRANA et al., 1998).

Wie schon oben beschrieben scheinen die unbescheideten Mikrofilarien von A. viteae nicht so
sehr wie die von L. sigmodontis auf das Vorhandensein eines adulten Weibchens angewiesen
zu sein, um ldngere Zeit im Wirt zirkulieren zu kdnnen. Mikrofilarien unbescheideter Arten
haben offensichtlich zusétzliche Strategien entwickelt, um iiberleben zu kdnnen. Ein Beispiel

ist die enzymatische Spaltung von Oberflichen-gebundenen Wirtsantikdrpern. Dieses
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Phanomen ist fiir die Mikrofilarien von A. viteae und von D. immitis, die ebenfalls
unbescheidete L1 freisetzen, beschriecben (HAMMERBERG et al., 1984; GATRILL et al.,
1991). Eine andere Studie zeigt, dass zwei Oberflaichenproteine von Av-Mikrofilarien in
groen Mengen produziert und als Monomere und Pentamere aktiv in die Umgebung
sezerniert werden (APFEL & MEYER, 1990). Sera aus patenten M. unguiculatus erkennen
zwar diese Proteine, aber nicht die Oberfldche von lebenden Mikrofilarien.

Dariiberhinaus sind priaadulte und adulte Stadien von Arten, die unbescheidete Mikrofilarien
freisetzen, auch in der Lage immunmodulatorische ES-Proteine zu produzieren. ES-62 ist ein
PC-haltiges ES-Produkt von A. viteae, das bereits gut untersucht wurde (HARNETT et al.,
1990; 1993; 1999b; 2003) und die Immunantwort des Wirtes auf verschiedene Weise
moduliert. Sein immunmodulatorischer Effekt (es hemmt u.a. die Proliferation von B-Zellen)
ist PC-abhingig und konnte durch PC-modifiziertes BSA (PC-BSA) oder PC alleine simuliert
werden (HARNETT & HARNETT, 2001).

A. viteae und O. volvulus kénnen, wie B. malayi, Cysteinproteaseinhibitoren (Av17 und
Ov17) sezernieren (SCHIERACK et al., 2003). Die immunmodulatorische Wirkung von
Av17 beruhte auf einer Suppression der Proliferation von murinen T-Zellen und einer
Steigerung der IL-10 Produktion. Ov17 fiihrt zu einer Suppression der spezifischen und
unspezifischen Proliferation humaner T-Zellen und einer Steigerung der NO-Produktion von
IFNy-stimulierten Makrophagen.

Auch von D. immitis konnte ein immunmodulatorisches ES-Produkt identifiziert werden
(YAMAOKA et al., 1994). Dieses ES-Produkt modulierte die Funktion von T-Zellen, indem
es die Expression von CD23 erhohte, und die IL-4 induzierte IgE-Synthese in Milzzellen
steigerte.

Mehrere Untersuchungen zeigen, dass bei Filarien generell eine prénatale und/oder neonatale
Exposition aufgrund einer maternalen Infektion die Immunantwort der Nachkommen
beinflussen kann (OTTESEN, 1980; 1984; 1989; HAQUE & CAPRON, 1982; KLEI et al.,
1986; PIESSENS et al., 1987, PETRALANDA et al., 1988; WEIL et al., 1990;
BOSSHARDT et al., 1992; STEEL et al., 1994; ELSON et al., 1996).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchstiere und Parasiten

3.1.1 Mastomys coucha und Meriones unquiculatus, ihre Haltung und Infektion mit

Acanthocheilonema viteae

3.1.1.1 Haltung der Versuchstiere

Material:
1. Makrolon®-Kifige Typ II (PAG Presswerk AG, Essen) und Hobelspéneeinstreu
2. Mischfutter fiir Syrische Hamster:

Weizen 3.0 g Hihnervollkorn 2.0 g
Gerste 3.0 g Garnelen 0.5 g
Mais 2.5 g Sonnenblumenkerne 2.5 g
Hafer 9.0 g
Vorgehensweise:

Die afrikanische Vielzitzenmaus M. coucha (Stamm ,,GRA Giessen) und die Mongolische
Rennmaus M. unguiculatus dienten als Endwirte.

Die Nager wurden in Makrolon®-Kifigen auf Hobelspineeinstreu in klimatisierten Rdumen
bei ca. 22°C und 50% relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Fiitterung erfolgte vormittags
mit einem fiir Syrische Hamster entwickelten Mischfutter. Trinkwasser stand ad libitum zur
Verfiigung. Zweimal wochentlich wurden die Tiere in gereinigte, mit frischer Einstreu

versehene Kéfige umgesetzt.

3.1.1.2 Infektion der Versuchstiere
Material;

1. Lederzecken der Art Ornithodoros moubata, die infektiose Larven III von A. viteae enthalten

2. Tyrodelosung: Tyrode-I-Konzentrat: 40 g NaCl (Sigma, Deisenhofen), 1 g KCI (Merck, Darmstadt), 1 g
CaCl,2H,0 (Merck, Darmstadt), 0,5 g MgCl,:6H,O (Sigma, Deisenhofen) mit ddH,O aufgefiillt;
Tyrode-II-Konzentrat: 0,25 g NaH,PO,H,O (Merck, Darmstadt), 5 g Na,HPO42H,O (Merck,
Darmstadt) mit ddH,O auf 500 ml aufgefiillt. Fiir 500 ml Tyrodelésung wurden 350 ml ddH,O mit 50
ml Tyrode-I-Losung gemischt; anschliessend wurden 50 ml Tyrode-II-Lésung dazugegeben und das
Volumen mit ddH,O auf 500 ml aufgefiillt.

3. Gummischlauch, Pasteurpipette und sterile 1 ml Einmalspritzen

4. Injektionskaniilen (0,8 x 25 mm)
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5. Plastik-Petrischalen (94/16) mit Luftlochern und kleine Rundfilter (Durchmesser 90 mm, Schleicher &
Schuell, Dassel)

Vorgehensweise:

Die Lederzecke Ornithodoros moubata diente als Zwischenwirt fiir A. viteae.

Mit A. viteae infizierte Zecken wurden freundlicherweise von Richard Lucius (Lehrstuhl fiir
Molekulare Parasitologie, HU Berlin) zur Verfiigung gestellt. Die Zecken waren an
infizierten, narkotisierten M. unguiculatus oder iiber Membranfiitterung mit Schafblut, dem
Mikrofilarien von A. viteae zugesetzt waren, infiziert worden.

Die Zecken wurden bei 28°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 80 bis 90% in mit
Filterpapier ausgelegten Plastik-Petrischalen (94/16 mm) gehalten.

Die infektiosen Larven 3 wurden 3 Monate p.i. aus den Zecken isoliert. Bei der Sektion der
Zecken, die in 37°C warmer Tyrode erfolgte, wurden die in der Himolymphe befindlichen
metazyklischen Larven freigesetzt und unter dem Binokular ausgezihlt. Die
Larvensuspension wurde mit einer an der Offnung abgerundeten Pasteurpipette, an der ein
Schlauch mit Spritze befestigt war, aufgezogen, direkt in eine 1 ml Einmalspritze {ibertragen
und in einer Dosis von 70 Larven 3/Tier subkutan im Nackenbereich der Tiere appliziert. Als

Versuchstiere dienten 4-6 Wochen alte M. coucha.

3.1.1.3 Blutentnahme und Bestimmung der Mikrofilariendichte

Material:

1. Histaminhydrochlorid, reinst (Merck, Darmstadt)

2. Glaskapillare (Schmelzpunktbestimmungsrohrchen, 1,35 mm Aussendurchmesser, beidseitig offen;
Hirschmann Laborgerite)

3. Zahlkammer nach Jessen mit geschliffenem Deckgldschen 20 x 25 cm, Leukozytenpipette, 3%

Essigsdure

Vorgehensweise:

Zur Provokation der Mikrofilarimie wurde den Tieren 30 min vor der Entnahme
Histaminhydrochlorid (5 mg/kg KG geldst in Aqua dest.) in den Nackenbereich injiziert. Die
Gewinnung von Blut erfolgte durch Punktion des retroorbitalen Venenplexus im medialen
Augenwinkel mittels einer Glaskapillare (ndheres iiber die Blutentnahmetechnik vgl. JUNG,
1962).

Die Bestimmung der Mikrofilariendichte im Blut der Endwirte erfolgte nach der Methode von
RAETHER & MAYERHOFER (1967). Das Blut wurde sofort in eine Leukozytenpipette
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aufgezogen und darin 1:10 mit 3% Essigsdure verdiinnt. Anschliessend wurden die

Mikrofilariendichte mit der Jessen-Kammer ausgezéhlt.
3.1.2 Kaninchen

3.1.2.1 Haltung

Vorgehensweise:

Die zur Herstellung von Antisera eingesetzten Kaninchen der Rasse ,,Deutscher Riese*
wurden in Boxen auf Einstreu gehalten. Die Fiitterung erfolgte mit einem Alleinfutter fiir
Kaninchen (RRF 52 Ringkanin Combi; Raiffeisen, Wiesbaden). Trinkwasser stand in

Trénkeflaschen ohne Einschrinkung zur Verfiigung.

3.1.2.2 Blutentnahme

Material:

1. 70% Ethanol
2. Injektionskaniile (0,9 x 40 mm) und 50 ml Zentrifugenréhrchen (Nunc)

Vorgehensweise:
Den Kaninchen wurde das Blut durch Punktion der zentralen Ohrarterie mittels einer
Injektionskaniile entnommen. Vorher wurden die Haare an der Einstichstelle ausgezupft und

diese mit 70%igem Alkohol desinfiziert. Das Entnahmevolumen betrug pro Termin 5-20 ml.

3.1.2.3 Immunisierung von Kaninchen zur Gewinnung von Antiseren
(modifiziert nach COLIGAN et al., 1995)

Material:
1. 1x PBS: 8 g NaCl + 1,15 g Na,HPO, + 0,2 g KH,PO, auf 1 1 ddH,0, pH 7,3
2. ,Complete Freunds adjuvant’ (CFA, Behring, Marburg, 377009A)
3. ,Incomplete Freunds adjuvant’ ( IFA, Sigma, Deisenhofen, F 5506)
4. STP-Adjuvans: 4 pl Tween 80 (Sigma) + 10 pl Synperonic L61 (Serva) + 100 ul Squalane (Sigma),
dann auf 1 ml 1x PBS und 3-5 min vortexen bis eine homogene Emulsion entsteht
5. 200 ug gereinigtes Proteinantigen pro Tier, dialysiert iiber Nacht bei 4°C gegen 1x PBS

6. Injektionskaniilen (0,7 x 25 mm), 1 oder 2 ml sterile Einmalspritzen, 70% Ethanol

Vorgehensweise:
Vor der Immunisierung wurde von jedem Kaninchen Blut entnommen, daraus Serum

gewonnen (Kapitel 3.1.3) und dieses bei -20°C aufbewahrt. Um unspezifische Reaktionen der
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spateren Antiseren auszuschliessen, wurden die Prdimmunseren jeweils im Immunoblot
(Kapitel 3.9.1) gegen das zur Immunisierung vorgesehene Antigen getestet. Geeignete Tiere
wurden dann fiir die Immunisierung verwendet.

Fiir die erste Immunisierung wurden 100 pg gereinigtes Proteinantigen (in 300 ul 1x PBS)
mit einem Volumen CFA gemischt (Endvolumen 600 pl). CFA wurde vor der Entnahme
geschiittelt, damit sich unlosliche Mycobacterium tuberculosis-Bakterien besser verteilen. Es
wurde so lange gevortext (ca. 5 Minuten), bis ein homogenes und weisses Gemisch (Ol-in-
Wasser-Emulsion) entstand. Um zu testen, ob die Emulsion gelungen war, wurde ein Tropfen
des Gemisches auf die Oberfliche von 50 ml kaltem Wasser in einem 100 ml Glasbecher
pipettiert. Wenn sich der Tropfen auf die Oberflidche verteilte, wurde nochmals gevortext. Bis
zur Immunisierung wurden alle Schritte bei 4°C durchgefiihrt. Die CFA-Antigen-Emulsion
wurde mittels steriler Einmalspritze und Kaniile subkutan an drei Stellen im Nackenbereich
(zwischen den Schulterblittern) vom Kaninchen injiziert, nachdem dieser mit 70% Ethanol
desinfiziert worden war. Die erste Booster-Injektion erfolgte in vierwdchigem Abstand mit 50
ug Antigen und IFA. Nach weiteren drei Wochen wurde die Boosterung mit 50 pg Antigen
und IFA wiederholt. Alternativ wurde zur Reduzierung der Nebenwirkungen das STP-
Adjuvans eingesetzt (modifiziert nach BYARS & ALLISON, 1987; gleiches Volumen wie
CFA, nach der Zugabe vom Antigen nur kurz gevortext, Booster-Injektionen wieder mit dem
STP-Adjuvans und 50 pg Antigen). Die Blutentnahmen zur Serumgewinnung fanden jeweils

12 Tage nach den Booster-Injektionen statt.

3.1.3 Serumgewinnung

Vorgehensweise:

Zur Serumgewinnung wurde das Blut sofort je nach Menge in Eppendorf-Reaktionsgefédsse
oder 10 bzw. 50 ml Zentrifugenréhrchen (Nunc) gefiillt und nach der Gerinnung (4 h bei
Raumtemperatur) und Gerinnselretraktion (iiber Nacht bei 4°C) 10 min bei 4.000 rpm (JA-20,
Beckman) und 4°C zentrifugiert. Vor der Zentrifugation wurde das Gerinsel vorsichtig von
der Wand des Gefésses gelost. Die abgezogenen Seren wurden aliquotiert und bis zur

Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

3.2 Isolierung und Aufarbeitung von Parasitenstadien

3.2.1 Isolierung adulter A. viteae

Material:
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1. M. coucha, infiziert mit A. viteae (60 Tage p.i.)
2. 1x PBS (Kapitel 3.1.2.3)

Vorgehensweise:

Mit A. viteae infizierte M. coucha wurden mit Kohlendioxid (CO;) betdubt, dekapitiert und
unter Inspektion nach Nematoden-haltigen Knoétchen in der Unterhaut enthéutet.
Anschliessend wurden das intermuskuldre Fett- und Bindegewebe der Gliedmassen und der
Kopfbereich auf weitere Parasiten untersucht.

Die gewonnenen Filarien wurden in Petrischalen mit 1x PBS nach Weibchen und Méannchen

sortiert und nach Absaugen tiberschiissiger Fliissigkeit mit Zellstoff bei -70°C eingefroren.

3.2.2 Isolierung von A. viteae-Mikrofilarien aus Blut

Material:

1. M. coucha, mit A. viteae infiziert (60 Tage p.i.)

2. Glasperlen (0,45 — 0,50 mm Durchmesser, B. Braun Melsungen Apparatebau)

3. Liquemin® (Hoffmann-La-Roche AG, Grenzach-Whylen)

4. RPMI 1640: 104,3 g RPMI-Pulver mit Glutamin (GIBCO BRL, Eggenstein) ad 10 1 Aqua bidest., 20 g
NaHCOs ; auf pH 7,2 eingestellt und steril abgefiillt

(9,

Percoll (Dichte 1,130 g/ml, Pharmacia, Freiburg)
6. 2,5 M Saccharoselosung (Haushaltszucker)
7. 0,25 M Saccharoseldsung

Vorgehensweise:

Die Isolierung der Mikrofilarien erfolgte iiber eine Percoll-Dichtegradientenzentrifugation,
modifiziert nach CHANDRASHEKAR et al. (1984).

Das Blut infizierter M. coucha mit einer Mikrofilardimie von ca. 300 Mff/ul Blut oder mehr
wurde in einem 10 ml Zentrifugenrohrchen (Nunc) gesammelt (Kapitel 3.1.1.3), dessen
Konus unten zur Hélfte mit Glasperlen versehen war. Unter mehrmaligem Umdrehen des
Rohrchens wurde das Blut defibriniert und im Verhéltnis 1:1 mit RPMI 1640 verdiinnt.
Alternativ wurde das Blut auch mit Liquemin® ungerinnbar gemacht (0,2 ml auf 30 ml Blut,
vor Blutentnahme in das Rohrchen pipettiert).

Fiir den Gradienten wurde iso-osmotisches Percoll (IOP) aus neun Teilen Percoll und einem
Teil 2.5 M Saccharoselosung hergestellt. Daraus wurden eine 45%ige und eine 40%ige
Losung in 0,25 M Saccharose (v/v) angesetzt. Jeweils 3 ml dieser Losungen wurden in 10 ml
Duran-Glas-Zentrifugenrohrchen geschichtet und mit 0,5 ml verdiinntem, defibriniertem Blut

tiberschichtet. Nach Zentrifugation (400 x g, 30 min, ohne Bremse, RT) konnten die
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Mikrofilarien, als heller, weisslicher Ring an der Grenzzone erkennbar, mittels einer
Pasteurpipette abgesaugt werden. Um eine vollstdndige Trennung der Mikrofilarien von den
Blutzellen zu erreichen, wurde die Percoll-Dichtegradientenzentrifugation noch einmal
wiederholt. Dabei verliert man ca. 10% der Mikrofilarien im Erythrozytenpellet. Zum Schluss
wurden die Mikrofilarien je nach gewonnener Menge in 300-400 pl RPMI 1640
aufgenommen, falls notwendig, wie unter 3.1.1.3. beschrieben, gezdhlt und bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

3.2.3 Einzelwurm-Segmente mit Isolierung der korrespondierenden Embryonalstadien,

Wurmabschnitte sowie Gesamt-Embryonalstadien

Material:
1. 1x PBS (Kapitel 3.1.2.3)

2. Glasblockschélchen

3. Objekttriger (ca. 76 x 26 mm)

4. sterile Rasierklingen

5. Plastik-Petrischale (94/16 mm)

6. Glasplatte und sterile Gaze
Vorgehensweise:

Zur genaueren Lokalisierung der weibchenspezifischen Transkription wurde cDNA aus
definierten Einzelwurm-Segmenten und den mit den Segmenten korrespondierenden
Embryonalstadien hergestellt. Zu diesem Zweck wurden frisch isolierte, adulte A. viteae-
Weibchen (ca. 200 Tage p.i., ~ 7 cm lang, Kapitel 3.2.1) einzeln in Glasblockschilchen mit
1x PBS verbracht und 2 h bei 4°C zwecks Immobilisierung inkubiert. Anschliessend wurde
jedes Weibchen auf einem Objekttrager unter dem Mikroskop orientiert (Vorderende stumpf,
Hinterende spitz auslaufend). Die adulten Weibchen wurden in 4 Segmente (1 — 4)
geschnitten, die iiber die Entwicklungsstufen der im Uterus enthaltenen Embryonen definiert
wurden (Abb. 3-1). Zuerst wurde der Wurmkorper am Vorderende (ca. auf der Hohe der
Genital6ffnung; 1 cm vom apikalen Ende) mit einer frischen sterilen Rasierklinge
durchgeschnitten. Danach wurden die geschnittenen Enden etwas umgebogen und darauf 20
bis 30 ul Ix PBS pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden dann ziigig die austretenden
Mikrofilarien aufgezogen. Der Vorgang wurde einmal wiederholt, wobei darauf zu achten
war, dass liber die PBS die dahinter liegenden Wurmbereiche nicht kontaminiert wurden. Der
zweite Schnitt wurde 2,0 cm hinter dem ersten gefiihrt, wonach die austretenden Ring- und

Brezelstadien wie oben beschrieben gewonnen wurden. Nach dem dritten Schnitt (weitere 2,0
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cm nach hinten) wurden die multizelluldiren Embryonalstadien gewonnen. Der vierte, etwa 1,5
cm dahinter gesetzte Schnitt diente zur Isolierung der Oozyten. Anschliessend wurden von
den so entstandenen Wurmsegmenten 0,5 cm rechts und links des jeweiligen Schnittes
abgetrennt (Abb. 3-1). Ein definiertes Einzelwurm-Segment entsprach also dem Bereich, der
sich jeweils 0.5 cm rechts und links der Schnittstelle erstreckte. Die daraus resultierenden
Einzelwurm-Segmente von 1 cm Linge wurden jeweils in separate 1,5 ml Reaktionsgefdsse

verbracht und bei -70°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

Ring-und multizellulédre
Mikrofilarien Brezelstadien Stadien

2,0 cm 2,0 cm 1,5 cm

Abbildung 3-1: Anfertigung der definierten Einzelwurm-Segmente 1 bis 4 und
Isolierung der korrespondierenden Embryonalstadien.

Adulte A. viteae-Weibchen wurden in 4 Segmente geschnitten, die iiber die
Entwicklungsstufen der im Uterus enthaltenen Embryonen (iiber dem Filarienkorper
dargestellt) definiert wurden. Horizontale Pfeile sowie eine punktierte Linie (exemplarisch
fiir den ersten Einzelwurm-Segment) geben den Abstand zwischen den Schnitten an.
Darstellung in Anlehnung an PLAPPERT et al. (2002) unter Beriicksichtigung der
Angaben von FRANZ & ANDREWS (1986), FRANZ & BUTTNER (1986) sowie
SCHRAERMEYER et al. (1987b).

Fiir die Herstellung von Parasiten-Antigen fiir Immunoblot-Studien wurden Wurmabschnitte
(I - V) von mehreren adulten A. viteae-Weibchen (ca. 70 Tage p.i.) ohne gleichzeitige
Isolierung von Embryonalstadien angefertigt, die anders als die Einzelwurm-Segmente
definiert wurden:

Abschnitt I: 0 — 1 cm vom apikalen Ende

Abschnitt II: 0,5 cm im Anschluss an Abschnitt I
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Abschnitt III: 0,5 cm im Anschluss an Abschnitt 11
Abschnitt IV: 0,5 cm im Anschluss an Abschnitt 111
Abschnitt V: sich anschliessender Bereich ab 2.5 cm vom apikalen Ende bis
zum kaudalen Ende
In diesem Fall wurden neun A. viteae-Weibchen aneinander auf einer Glasplatte gelegt und
dann die Abschnitte angefertigt. Wie bei der Herstellung von Einzelwurm-Segmenten wurde

auch hier fiir jeden Schnitt eine andere sterile Rasierklinge benutzt.

Gesamt-Embryonalstadien wurden aus ca. 30 adulten A. viteae-Weibchen gewonnen. Jeweils
2 bis 3 Wiirmer wurden auf eine Glasplatte gelegt und mit zwei Tropfen 1x PBS bedeckt. Mit
dem Rand einer Plastik-Petrischale wurden die Wiirmer zerstiickelt und mit 1x PBS von der
Glasplatte in ein geeignetes Gefdss gespiilt. Die so entstandene Masse wurde iiber eine
Einzellage Gaze in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen (Nunc) gegossen und mit 1x PBS
nachgespiilt. Diese Suspension wurde in ein 10 ml Nunc-Réhrchen gegeben und durch
Sedimentation von groberen Partikeln befreit. Anschliessend wurden die Gesamt-
Embryonalstadien im Uberstand gewonnen, gezihlt (Kapitel 3.1.1.3) und auf 200 pro ul mit
1x PBS eingestellt.

3.2.4 Herstellung von Proteinhomogenaten (Antigen) aus A. viteae

Material:

1. 1x PBS (Kapitel 3.1.2.3)

2. reduzierender Probenpuffer: Roti®-Load 1, 4-fach-konz. (Roth, Karlsruhe)

3. 5x Probenpuffer (reduzierend): 5% SDS, 12,5% 2-ME (Serva, Heidelberg), 25% Glycerol und 0,005%
Bromphenolblau in 156 mM Tris-HCI pH 6,8

4. 2x Tricin-Probenpuffer: Kapitel 3.8.4

Vorgehensweise:

Die Isolierung der Parasiten erfolgte wie in den Kapiteln 3.2.1, 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben.
Die Wiirmer wurden in fliissigem Stickstoff in einem Porzellanmdrser zu feinem Pulver
zerrieben, dann in 1x PBS aufgenommen und mit Ultraschall weiter homogenisiert (10
Zyklen a 20 s, 20 kHz, mit 30 s Intervall auf Eis; Sonifier B-12, Danburg, Connecticut).
Definierte Wurmabschnitte wurden in 150 pl 1x PBS in 1,5 ml Reaktionsgefdssen mittels
eines Mikro-Homogenisator-Stempels zerkleinert (vgl. Kapitel 3.2.3) und anschliessend
beschallt. Die Homogenate wurden mit 0,34 Volumen Roti®-Load oder 0,25 Volumen 5x

Probenpuffer vermischt oder fiir die Auftrennung in einem Peptidgel in einem Volumen 2x
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Tricin-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 100°C erhitzt. Um unlosliche
Gewebepartikel zu entfernen, wurde anschliessend 20 min mit 10.000 x g zentrifugiert. Die
Aufbewahrung erfolgte bei -20°C.

Um in PBS 16sliche von unl6slichen Proteinen zu trennen, wurde ein zusédtzlicher Schritt
eingefiihrt. Das homogenisierte und beschallte Material wurde 10 min mit 13 000 rpm (JA-20,
Beckman), 4°C zentrifugiert. Uberstand (PBS-1oslich) und Pellet (PBS-unldslich) wurden

danach getrennt weiter behandelt.
3.3 DNA und RNA
3.3.1 Isolierung genomischer DNA aus A. viteae

(modifiziert nach SAMBROOK et al., 1989)
Material:

1. DNA-Extraktionspuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8§,0), 0,1 M EDTA (pH 8,0), 0,5% SDS

RNase A (Boehringer Mannheim, Mannheim)

Proteinase K (Merck, Darmstadt)

Phenol (Roti®-Phenol, Roth, Karlsruhe)

Chloroform/Isoamylalkohol: Chloroform (Roth, Karlsruhe) wurde mit Isoamylalkohol (IAA, Merck,

vk

Darmstadt) in einem Verhéltnis von 49:1 gemischt

6. Phenol/Chloroform: Phenol wurde im Verhiltnis 1:1 mit Chloroform/Isoamylalkohol (49/1) gemischt
(aufbewahrt bei 4°C)

7. 3 M Natriumacetat (Sigma, Deisenhofen): Der pH-Wert wurde mit Essigsdure auf pH 5,2 eingestellt,
die Losung autoklaviert und bei Raumtemperatur aufbewahrt

8. Isopropanol (Merck, Darmstadt)

9. TE Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA; autoklaviert

Vorgehensweise:

Fiir die Isolierung der DNA wurden ca. 100 adulte Weibchen (ca. 100 mg, Kapitel 3.2.1) in
fliissigem Stickstoff in einem Porzellanmorser zu feinem Pulver zerrieben. Dieses wurde in 8
ml DNA-Extraktionspuffer aufgenommen (bis zu 0,1 g Wiirmer/ml) und anschliessend 1 h bei
37°C inkubiert. Es folgte eine RNase A-Behandlung (1 h bei 37°; Endkonz. des Enzyms: 20
ug/ml) und eine Proteinase K-Behandlung (5 h bei 50°C; Endkonz. des Enzyms: 100 pg/ml;
langsame Zugabe unter gelegentlichem Mischen). Die klare und viskdse Fliissigkeit wurde
mit einem gleichen Volumen Phenol vorsichtig gemischt, bis sich eine Emulsion gebildet
hatte, und zentrifugiert (5.000 x g, 10 min, 4°C). Die wéssrige (obere) Phase wurde mit einer
Pipette mit weiter Offnung in ein neues Gefiiss verbracht und weiteren zwei Phenol-

Extraktionen unterzogen. Der Uberstand der dritten Extraktion wurde zweimal mit



- MATERIAL UND METHODEN - 47

Chloroform extrahiert. Der Uberstand der letzten Chloroformbehandlung wurde in ein
frisches Gefédss iiberfiihrt und mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat und 1 Volumen
Isopropanol (alternativ 2,5 Volumen Ethanol) versetzt. Nach leichtem Kippen des Rohrchens
konnte man die genomische DNA ausfallen sehen. Die prazipitierte DNA wurde mit einem
Glashédkchen (angeschmolzene Pasteurpipette) aus der Fliissigkeit gefischt, durch dreimaliges
Eintauchen in 1 ml 70% Ethanol gewaschen, ca. 10 min an der Luft bei Raumtemperatur
getrocknet und anschliessend in 300 pl TE Puffer bei 4°C iiber Nacht geldst. Die
Konzentration der DNA wurde spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm

gemessen (Kapitel 3.3.3). Die Ausbeute lag bei 1,0 +/- 0,5 mg DNA/g Wiirmer.

3.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus A. viteae

Material:
1. Adulte minnliche und weibliche A. viteae (Kapitel 3.2.1), Mikrofilarien (Kapitel 3.2.2), definierte

Einzelwurm-Segmente weiblicher A. viteae sowie aus diesen Segmenten stammende Embryonalstadien
(Kapitel 3.2.3).

2. Mikro-Homogenisator-Stempel aus Polypropylen, konisch, passend fiir 1,5 ml Reaktionsgefésse
(neoLab, Heidelberg), vor Gebrauch mit 70% Ethanol gereinigt.

3. Denaturierungslosung : 100 g Guanidinum-Isothiocyanat (FLUKA) wurden in der Herstellerflasche
mit 126,9 ml H,0, 2,6 ml 2 M Na-Citrat, pH 7,0 und 5,3 ml 20% N-Lauroylsarcosin bei 65°C geldst.
Diese Losung kann 3 Monate bei RT aufbewahrt werden. Zu 50 ml der Vorratslosung werden 360 pl

2-ME zugegeben (kann 1 Monat bei RT aufbewahrt werden)

4. 2 M Natriumacetat, pH 4,0, autoklaviert
5. Phenol (Roth, Karlsruhe): RNA-Qualitdt, wassergeséttigt
6.  Chloroform/Isoamylalkohol: Kapitel 3.3.1
7. Isopropanol (Merck, Darmstadt), aufbewahrt bei -20°C
8. 70% Ethanol

Vorgehensweise:

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte nach der Sauren-Guanidium-Isothiocyanat-Phenol-
Chloroform (AGPC)-Methode (CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). Zur Gewinnung von
RNA aus Weibchen, Ménnchen, Mikrofilarien, definierten Einzelwurm-Segmenten oder den
Embryonalstadien aus diesen Segmenten wurden die Parasiten oder Parasitenteile in
autoklavierte  Eppendorf-Reaktionsgefdsse verbracht. Die Mikrofilarien und die
Embryonalstadien wurden dazu bei 14.000 rpm (SK 54.94/24x3g; Hettich), 2 min, 4°C
pelletiert und der Uberstand verworfen.

In die Reaktionsgefdsse wurden 50 pl der Denaturierungslosung pipettiert und der Inhalt mit

dem Mikro-Homogenisator-Stempel (fiir jede Probe ein Stempel) homogenisiert. Der Stempel
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wurde dann mit 100 pl Denaturierungslosung im Reaktionsgeféss abgespiilt und der Inhalt
wurde nochmals homogenisiert. Zu dem Lysat wurden nacheinander folgende Ldsungen
zugegeben und damit gemischt (bezogen auf 150 pl): 15 pl 2 M Natriumacetat pH 4,0, 150 pl
Phenol (RNA-Qualitét, wassergeséttigt), 30 ul Chloroform/IAA (49:1). Die Mischung wurde
10 s stark geschiittelt, 15 min auf Eis inkubiert und zur Phasentrennung 20 min mit 10.000 x g
bei 4°C zentrifugiert (trat keine Phasenbildung auf, wurde mehr Chloroform/IAA zugegeben).
Der Uberstand (die RNA-haltige wissrige Phase) wurde mit 150 ul Isopropanol versetzt,
gevortext, 30 min zum Féllen der RNA bei -20°C inkubiert und anschliessend zentrifugiert
(20 min, 10 000 x g, 4°C). Das Pellet wurde zweimal mit 300 pl 70% Ethanol gewaschen (5
min, 13 000 rpm, 4°C). Danach wurde das RNA-Pellet getrocknet (es darf kein Alkohol mehr
vorhanden sein) und in 20 ul ddH,O geldst. Gelagert wurde die RNA bei -80°C.

3.3.3 Fallung und Konzentrationsbestimmung von DNA

Material:
1. Ethanol (96%), aufbewahrt bei -20°C oder Isopropanol (Merck, Darmstadt)
2. 70% Ethanol
3. 3 M Natriumacetat, pH 5,5
4. TE-Puffer: Kapitel 3.3.1
Vorgehensweise:

Zur Fillung von DNA wurden 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,5 und 2,5 Volumen
Ethanol (alternativ 0,5 Volumen Isopropanol) zugegeben, vermischt und 20 min bei 13.000
rpm (SK 54.94/24x3g; Hettich) und 4°C zentrifugiert (lingere Zeiten bei < 1 pg DNA). Der
Uberstand wurde abgezogen, das Pellet zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, 10 min bei RT
(alternativ 5 min bei 37°C) getrocknet und in der gewiinschten Menge TE-Puffer
aufgenommen.

Die  Konzentrationsbestimmung von  DNA-haltigen  Losungen  erfolgte  iiber
Absorptionsspektrometrie bei einer Wellenldnge von 260 nm. Die Absorption bei 260 nm
(ODygp) wurde mit 50 multipliziert (eine OD von 1 entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA) und anschliessend nochmals mit dem Verdiinnungsfaktor (i.d.R. erfolgte eine 1:50

Verdiinnung) multipliziert. Die DNA-Menge wurde in pg/ml angegeben.

3.3.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Vorgehensweise:
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Die Restriktionsspaltung erfolgte nach Angaben der Hersteller unter Verwendung
mitgelieferter 10x Restriktionspuffer. Zur Stabilisierung wurde bei Inkubationszeiten von
mehr als 3 h BSA (0,1 mg/ml) zugesetzt. Bei der Spaltung mit zwei Enzymen, die
verschiedene Reaktionsbedingungen erforderte, wurde zunichst das Enzym mit den
Niedrigsalzbedingungen eingesetzt; nach Inaktivierung (15 min, 80°C) wurden die
Pufferbedingung fiir das zweite Enzym eingestellt. Fiir die Restriktionsspaltung randstindiger
Schnittstellen wurde das 2-3fache der Enzymkonzentration verwendet. Die Dauer der
Inkubation richtete sich nach den Angaben des Herstellers. Die Reaktion wurde durch 15

miniitige Inkubation bei 80°C gestoppt.

3.34.1 Spaltung genomischer DNA mit ECORI

Material:

1. EcoRI (hc, 60 U/ul, MBI Fermentas, Leon Roth)
2. Puffer: NEBuffer 3 (10x, New England Biolabs, Schwalbach)
3. BSA (100x, 10 mg/ml, New England Biolabs, Schwalbach)

Vorgehensweise:

Fiir eine Southern Blot-Analyse wurde genomische DNA mit ECORI gespalten. Die Reaktion
wurde in 100 pl Volumen mit 5 pg DNA, 1 pl Enzym, 10 pl 10x Puffer und 1 pl BSA (mit
sterilem ddH,O auf 100 pl aufgefiillt) in 5 h bei 37°C durchgefiihrt, wobei nach 2,5 h noch 1
ul Enzym zugegeben wurde. Danach erfolgte eine Féllung. Die gespaltene DNA wurde in 15
ul TE-Puffer aufgenommen und anschliessend elektrophoretisch aufgetrennt (Kapitel 3.3.7).

3342 Spaltungen und Dephosphorylierung von Plasmid-Vektoren
Material:

1. Plasmidvektor pBluescript®SK (+/-) (pBSK, Stratagene, Heidelberg)

2. Plasmidvektor pQE-30 (Typ IV Vektor, Qiagen, Hilden)

3. Alkalische Phosphatase (SAP, USB-Shrimp Alkaline Phosphatase, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) und 10x SAP-Puffer

Vorgehensweise:

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Subklonierungen wurden in den Plasmid-
Vektoren pBSK und pQE-30 durchgefiihrt (Abb. 3-2 und 3-3).

Plasmid-DNA wurde mit 5-10 U Enzym/pg in einem geeigneten 10x Puffer fiir eine Stunde
bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert (30 bis 50 pl Reaktionsvolumen).

Danach erfolgte eine Inaktivierung der Enzyme bei 80°C in 15 min. Bei einer Spaltung mit
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nur einem Restriktionsenzym wurde anschliessend eine Dephosphorylierung mit 1 U
,Shrimp’-Alkalische Phosphatase (SAP) pro 2 pg gespaltener DNA (3 kb) fiir 1 h bei 37°C
durchgefiihrt (verhindert einen Ringschluss durch Ligation der DNA-Enden). Die SAP wurde
anschliessend bei 70°C 15 min inaktiviert. Gegebenenfalls erfolgte eine Isolierung der
linearisierten Plasmid-DNA nach Agarosegelelektrophorese mittels der ,Freeze-Squeeze’-

Methode (Kapitel 3.3.8).

Nael 134
Sspl 2850 Sspl22 Sspl 445
Xmin) 2645 oo 333
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Kpnl 657 Abbildung 3-2:

PBluescript SK (+#-) MCS Plasmidkarten von
2958 bp Sacl 759 0BSK und pQE-30
| (Stratagene,
Pvuil 977 Heidelberg bzw.

ColE1orf Qiagen, Hilden).
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Eco RI RBS
5. GAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCAC
5 pQE-forward 3 > 6 x His-tag

GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTTAATTAG

Bam HI Sph 1 Sac I Kpn 1 Sma I Sal I Pst 1 Hind III
Xma I

CTGAGCTTGGACT(}JTGTTGATAGATCCAGTAATGACCT. 3
3 pQE-reverse 5 pQ E-30

M 13 Reverse Primer > T3 Primer

>
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA....CAAGCTCGAAATTAACCCTCACTAAAGGGAACA

Sac I Sac I Not I Xbal Spel BamHI Smal Pstl
AAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGC

EcoRI _EcoRV  HindIIl _ Clal Sal T Xho I Apal Kpn
AGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCCA

T7 Primer M 13 Forward Primer

ATTCGC%TATAGTGAGTCGTATTAC ........ GT(ETGACTGGGAAAACCCTGGCG. .3

pBSK

Abbildung 3-3: DNA-Sequenz der MCS (,Multiple Cloning Site’) und der
flankierenden Bereiche der Plasmid-Vektoren pQE-30 (oben; Qiagen, Hilden)
und pBluescript® SK (+/-) (unten; Stratagene, Heidelberg).

Die Linien ober- bzw. unterhalb der Sequenz zeigen die Restriktionsschnittstellen an,
und bei pQE-30 noch zusitzlich die Ribosomenbindungsstelle (RBS), den Start-
Codon (ATG), die Abfolge von 6 Histidinen (6 x His-tag) und am Ende 3 Stop-
Codons (TAA, TAG und TGA). Die Pfeile iiber bzw. unter den Sequenzen der fiir
PCR- und Sequenzierungsreaktionen benutzten Oligonukleotide zeigen die Richtung
deren Elongation an.
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3.3.5 Ligation einzelstriangig iiberhdangender DNA-Enden

Material:

1. T4 DNA Ligase (1 U/ul) und 5x DNA Ligase Reaktionspuffer (Gibco BRL, Eggenstein)
2. Plasmid-Vektoren pQE-30 und pBSK (Kapitel 3.3.4.2 und 3.4.4.1)

Vorgehensweise:

Die Ligation wurde mit 1 pul T4 DNA Ligase, 3 pl 5x Ligationspuffer und Fragment/Vektor in
einem molaren Verhéltnis von 3:1 (0,1 bis 0,5 pg Total-DNA) in einem Reaktionsvolumen
von 15 pl tber Nacht bei 12°C (alternativ 1 h bei RT) durchgefiihrt. Fiir die meisten
Reaktionen wurde eine Standardmenge von 100 ng Vektor-DNA eingesetzt und die Menge an

Insert-DNA (X) mit der folgenden Formel berechnet:

(Grosse Insert-DNA in bp) x (100 ng Vektor)
X ng Insert-DNA = x3
(Grosse Vektor-DNA in bp)

3.3.6 Sequenzierung und verwendete Oligonukleotide

Vorgehensweise:

Alle Sequenzierungen im Rahmen dieser Arbeit wurden von SEQLAB (Sequence
Laboratories GmbH, Goéttingen) durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung wurden nach Kapitel
3.4.4.2 gewonnene Plasmid-DNA und nach Kapitel 3.6.1 aufgereinigte PCR-Produkte
eingesetzt. Die notwendige Menge DNA (Plasmid-DNA: 0,6 ug; PCR-Produkte: ~1000 bp:
200 ng, ~500 bp: 100 ng, ~200 bp: 40 ng) wurde mit 20 pmol eines geeigneten Primers (18
bis 22 bp, Ty= 52-60°C) in einem 0,2 ml PCR-Gefdss in einem Volumen von 7 pl mit
sterilem ddH,O gemischt und eingeschickt. Es wurden i.d.R. ca. 600 bp pro Sequenzierung
gelesen (,Extended Hot Shot’). Alle Oligonukleotide und Oligonukleotidgemische, die im
Rahmen dieser Studie fiir die Sequenzierungen, Reverse Transkriptionen und PCR-
Amplifikationen verwendet wurden, sind in Tabelle 3-1 aufgefiihrt. Alle Oligonukleotide
wurden nach eigenen Vorgaben von MWG Biotech (Ebersberg) und Sigma (Darmstadt)
synthetisiert. Die Primer wurden in 300 pl sterilem ddH,O durch Vortexen geldst
(Stammlosung); von dieser Losung wurde eine 1:200 Verdiinnung angefertigt. Nach einer
spektrophotometrischen Messung bei 260 nm Wellenldnge wurde die Konzentration der

Stammldsung nach folgender Formel berechnet:
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A260nmX 200 (Verd.) x 100

= pmol/pul Stammldsung

Nukleotidenanzahl (bp)

Aus dieser Stammldsung wurde eine 15 pmol/ul-Arbeitslosung in sterilem ddH,O hergestellt.

Tabelle 3-1: Fur Sequenzierungen, Reverse Transkriptionen und PCR-Amplifikationen
verwendete Oligonukleotide:

Name | Gen/Spezies, |Orien- |Sequenz (5’ = 3’), Position Lange/
Verwendung |tierung Tm(4+2)

T7 Vektor anti GTAATACGACTCACTATAGGGC 22/64

T3 Vektor sense |AATTAACCCTCACTAAAGGG 20/56

M 13 F. |Vektor anti CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 24/78

M 13 R. |Vektor sense |AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 24/68

pQE-f. | Vektor sense |GAATTCATTAAAGAGGAGAAA 21/54

pQE-r. | Vektor anti CATTACTGGATCTATCAACAGG 22/62

dT24VN |RT-PCR - T24VN 26/52

dT21- PCR - atactcgagtcgacT;; 35/42(84)

Sal/Xho (XhoI- u. SalI-Adapter)

SL-1 SL sense |tatctcgagGTTTAATTACCCAAGTTTG 28/50(76)

(XhoI-Adapter)

Bm- Aktin/Av, Ls, |sense |GGGTGACGAAGAAGTAGCGGCTCTTG 26/82

Aktin 5> |Bm

Bm- Aktin/Av, Ls, |anti GCCGATAGTGATGACCTGTCCATCC 25/78

Aktin 3> |Bm

Prol shp3, 3a/ sense |CCGCTTTCCYGAAGCTTTGGATGAG, -3976 |25/76
Av, Ls, Bm

WCW3 Shp3, 3a/ anti TGRAKACCACCAACACCACCA, 2516 21/64
Av(3a), Ls, Bm

Av-Pro5 |shp3, 3a/Av sense | TGTGAGGTCTTTAGTGTGATAC, 9224 22/62

Av-Pro4 |shp3a/Av anti GTTGGCCGACTCATGCGAATGTA, 3829 23/70

Av3-1 shp3a/Av sense | GTTTGCTTGAAAATGGGAAG, -3699 20/56

Av3-2  |shp3a/Av anti CTGTCGTTACTGCAGATTCTG, 2710 21/62

Av3-3 shp3a/Av sense | cggaat TCACAAAGCAGCAATTCAAC, -2834 [26/56(74)
Klonierung (EcoRI-Adapter)

Av3-3-1T |shp3a/Av sense | cggaattcTCACAAAGCAGCAATTCAAC 28/56(80)
Klonierung (EcoRI-Adapter) ,-2836

Av3- shp3a/Av sense | cgggatccCCTCAACCAGGAAAACTC, -2575 | 26/54(92)

exp s Klonierung (BamHI-Adapter)

Av3- shp3a/Av anti tgtatgCATACATGTAATCCGAATTT, 2461 |26/52(68)

€Xp a Klonierung (NsiI-Adapter)
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Av3-4 shp3a/Av anti TACTCAATCGATTGATCATTCGA, 2362 23/62

Av3-5 shp3a/Av sense | TGTATTGAACCTGTGGAATTCA, -2469 22/60

Av3-13 |5°C29F5.1/Av |sense |TAAATAATGCTAAGTAATGTCCT, 377 23/58

Av 3-3° | C29F5.1-shp3a, | anti GGTAATCAATTCGAAATACTA, -1512, 21/54
Intergen3Exon/Av 5523

Av3-12 C29F5.1-shp3a, anti TTCCAGGAAGAGTTCCTCTAT, -1996, 21/60
4395identisch/Av 4395

Av3-11 |shp3a-Intergen/ |sense |TTGCTCAGAATGAAGTCACTG, 4275 21/60
Av

Av3-18 |shp3a-Intergen/ |sense |AGAACTCGCAAATCCGTTAAT, 4789 21/58
Av

Avls Intergen/Av,Ov |sense | GTGTGGTACTGTTTATATCAAT, 5205 22/58

Av19 Intergen/Av sense | TAACTGTTTCCGTAAGTTATAC, 5259 22/58

Av15 Intergen, 8660 |anti ACCTGCTTATAACAACGATAGA, -5909, 22/60
homolog/Av 8660

Av-Pro7 |Intergen/Av  |anti TCTGCAACATATTTCAAGCAGT, -6407 22/60

Av3-10  |Intergen/Av,0v |sense |ATCTTCGATCACATTGGCGTAA, 6702 22/62

Avlas Intergen/Av,Ov | anti TTGCATTTAATAGATTACCGCT, -6912 22/58

Av16 Intergen-shp3/ |sense |TGCGCTATCCAGAACAGATAA, 7214, 21/60
Av, 4932 hom. 4932

Av20 Intergen-shp3/ |anti CAGTTCATCATTCATTTCAAAG, -8080 22/58
Av

Avl17 Intergen-shp3/ |anti GTCTTTCAAATCTTTCATATGA, -8576 22/56
Av

Av-Pro6 | Intergen-shp3/ |anti GTACAAAGAAATTATGTACTCG, -9040 22/58
Av

Av3-9 shp3(a)/Av sense | GGCATATTTCAATCGAAGTGAA, 9403(-3817) | 22/60

Av3-8 shp3-Promoter- | anti CGTAGCCTCATTGATTATGGAT, -10469 22/62
Ende

Ov2 C29F5.1/0v, sense | GAATTGGCTCATATCAATGGTA, 173 22/60
Av, Ls, (Bm)

Ov5 C29F5.1/0v sense | CGGTGTGATTATATACGATGT, 661 21/58

Ov6 C29F5.1/0v  |sense |CAGCCATATTAGCTGCACAT, 1125 20/58

Ov-Sc3 | C29F5.1/0v anti TTTGACCTCGCTTTCGTCAT, -1835 20/58

Ov-Sc2 [C29F5.1/0v anti ATTATCTTCATCAACATTGTTG, -2523 22/56

Ov-Sc C29F5.1/0v anti TGAAGAATGGAAATCCAGCAC, -2768 21/60

Ov8 C29F5.1/0v sense | TCCGAATTTAAATGTGCTTTG, 3102 21/56

Ovll C29F5.1/0v  |sense |CGTAAACTAGAGATTGAGTTT, 3583 21/56

Ov10 C29F5.1- anti GCTCGAGTAAGTTATGCTGGT, -4354 21/62
Intergen/Ov

Ov9 5’Intergen/Ov | anti TTACCAAGCATCAAGAAAGTG, -4862 21/58

Ov4 Intergen/Ov anti GTGGAGGCAAATATTGCCCAG, -5366 21/64
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Ov3 Intergen/Ov anti TTGAACTGATTATCTGATGTAG, -5600 22/58
Ovl Intergen/Ov, anti TGCCACAGTTGTTATCATGCT, -6073 21/60
Av, Ls, (Bm)

3.3.7 Agarosegel-Elektrophorese

Material:

1. Agarose (Elektrophoresis Grade, ICN Biomedicals, Eschwege)

2. TAE (50x)-Puffer: 2 M Tris (242 g/1, ICN), 50 mM EDTA (18,6 g/l, Sigma), 0,5 M Natriumacetat (68
g/l), pH 8,3 (mit Essigséure, Merck)

3. Ethidiumbromidlésung: Die Stammldsung mit 10 mg Ethidiumbromid (Serva, Heidelberg) pro ml
ddH,O wurde im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt; die Gele wurden in einer Losung von ca. 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid in 1x TAE-Puffer im Dunkeln bei RT gefarbt

4.  Gel-Ladepuffer (10x): 5 ml Glycerol (Ultra Pure, ICN), 100 pl gesdt. Bromphenolblaulésung (BPB,
Merck, Darmstadt), 100 pl 10%ige Xylencyanol FF (XC-FF, Sigma, Deisenhofen)-Losung, 2 ml 0,5
M EDTA (Sigma), 1 ml 10x TAE, mit H,O ad 10 ml

5. Molekulargewichtstandards: M1: GeneRuler™ DNA Ladder Mix (MBI Fermentas, in kB), 10/8/6/5/
4/3,5/3/2,5/2/1,5/1,2/1,031/0,9/0,8/0,7/0,6/0,5/0,4/0,3/0,2/0,1 und M2: AE+H=AcI857 EcoRI- plus
HindIII-Spaltung (Boehringer Mannheim, in bp), 23130/21226/9416/7421/6557/5804/5643/4878/
4361/3530/2322/2027/564/125

Vorgehensweise:

DNA-Fragmente wurden durch Elektrophorese in Agarose-Gelen ihrer Grosse entsprechend
aufgetrennt, um Reaktionen wie z.B. PCR, Plasmidisolierung oder Restriktionsspaltungen zu
kontrollieren. Die Elektrophorese wurde in Horizontal-Apparaturen eigener Herstellung
durchgefiihrt (Gelgréssen: Minigel 7,5 x 5,0 x 0,4 cm und Midigel 14 x 11 x 0,4 cm; LxBxH).
Der Grosse der erwarteten DNA-Fragmente entsprechend wurden 0,5 — 1,6%ige Agarose-
Gele verwendet. 0,5% bis 1,6% Agarose in 1x TAE-Puffer wurde in der Mikrowelle
aufgekocht und in den Gelschlitten gegossen, in den ein Teflonprobenkamm eingesetzt war.
Zum Laden wurden die Proben mit 1/10 Volumen Gel-Ladepuffer versetzt. Die
Elektrophorese erfolgte bei konstant 120 V fiir 45 min (Minigel) in einer mit 1x TAE-Puffer
gefiillten Elektrophoresekammer. Als Kontrolle fiir den Verlauf der Elektrophorese diente die
Farbstoffbande des Ladepuffers. Die DNA-Fragmente wurden im Gel nach Anfirbung mit
dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (10 min und anschliessend
dreimal mit Wasser gewaschen) unter UV-Licht (312 nm) sichtbar gemacht und
photographiert. Anhand der Molelulargewichtstandards wurde die Grosse der Fragmente

bestimmt.
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3.3.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Material:
1. Sterile Skalpell- oder Rasierklinge
2. Taschen aus Parafilm: Durch Falten eines 5 x 10 cm grossen Stiickes Parafilm und Verschliessen der

Seitenrdnder durch Andriicken wurden kleine, an 3 Seiten verschlossene und an einer Seite offene

Taschen hergestellt
3. Isoamylalkohol (Merck, Darmstadt)
4. Chloroform/Isoamylalkohol: Kapitel 3.3.1
5. Phenol/Chloroform: Kapitel 3.3.1
6. 3 M Natriumacetat pH 5,5, Ethanol (96% und 70%) (Kapitel 3.3.3)
Vorgehensweise:

Nach Spaltung mit geeigneten Restriktionsenzymen wurden die DNA-Fragmente auf einem
praparativen Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (Kapitel 3.3.7). Nach der Farbung im
Ethidiumbromid-Bad und anschliessender Kontrolle mittels einer UV-Lampe (360 nm; dabei
wurde die zu isolierende Bande markiert) wurde das Gelstiickchen mit einer sterilen Skalpell-
oder Rasierklinge moglichst eng um die Bande ausgeschnitten und in eine Parafilmtasche
verbracht. Nach einer Inkubation bei -80°C fiir 15 min wurde der gefrorene Gelstreifen in der
Hand kurz aufgetaut, die Fliissigkeit durch leichten, gleichmaissig verteilten Druck abgepresst,
abpipettiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdss transferiert. Es folgte eine Extraktion mit einem
Volumen Isoamylalkohol (Mischen durch Vortexen, Zentrifugation mit 10.000 x g fiir 2
min). Die obere Schicht wurde verworfen und die untere wéssrige, die DNA enthaltende
Phase in ein neues Gefdss iberfiihrt. Nach einer Phenol/Chloroform- und einer
Chloroform/IAA-Extraktion wurde die DNA gefillt. Das getrocknete DNA-Pellet wurde in
10 pl ddH,0 aufgenommen.

3.3.9 Southern Blot-Analyse genomischer DNA
(nach SOUTHERN, 1975)
Material:

1.  Ethidiumbromidlésung: Kapitel 3.3.7

2. Denaturierungslésung: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

3. Depurinierungslosung: 0,25 M HCI: 1 Teil 36% HCI + 45,4 Teile ddH,O

4. Biodyne®” A Nylonmembran (Pall GmbH Filtrationstechnik, Dreieich) und Whatmann-Filterpapier

(diinn): beide allseits ca. 0,5 cm grosser als das Gel zugeschnitten

9]

Gummi-Maske mit einem Fenster in Gelform, aber allseits 0,5 cm kleiner
6. SSC (20x): Kapitel 3.5.2.2
7. 1% Agarose in 1x TAE-Puffer (Kapitel 3.3.7)
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8.  Losungen fiir die Hybridisierung (Kapitel 3.5.2.3)

9. Chemilumineszenz-Substrat: CDP-Star' Chemilumineszenz Substrat (New England Biolabs,
Schwalbach): 1:250 Verdiinnung von CDP-Star™ in 1x Assay-Puffer (0,025-0,1 ml/cm® Membran)

10. Plastikfolie (Polystar PE-Schlauchfolie, Rische & Herfurth, Hamburg)

11. Frischhaltefolie

12.  Aluminiumfolie

13. Kodak BioMax Light Film (BioMax Light-1, Sigma)

Vorgehensweise:

Agarose-Gele mit elektrophoretisch aufgetrennten Restriktionsspaltprodukten genomischer
DNA (Kapitel 3.3.4 bzw. 3.3.4.1 und 3.3.7) wurden nach Féarbung in Ethidiumbromid
zusammen mit einem fluoreszierenden Lineal unter UV-Licht photographiert, um spiter die
Grosse der hybridisierenden DNA-Fragmente anhand der Laufstrecke der Markerfragmente
bestimmen zu kénnen. Vor dem Transfer wurde das Agarose-Gel zur Depurinierung der DNA
zweimal 10 min in 0,25 M HCI-Lsung und zweimal 15 min in Denaturierungslosung bei RT
in einer Glaswanne geschwenkt. Auf die Vakuumkammer (TE80 Transvac, HOEFER)
wurden ein in 20x SSC getranktes Whatmann-Papier, dann darauf die Nylon-Membran
(vorher in H,O und 2x SSC getaucht), dann die Gummi-Maske und zum Schluss darauf das
Gel gelegt, welches an allen Seiten 0,5 cm grdosser war als die Maske, damit ein ausreichendes
Vakuum enstand (Abb. 3-4). Die Gelrinder und Probentaschen wurden mit 1% Agarose
abgedichtet, die Pufferkammer mit der Vakuumkammer durch Klammern fixiert und ein
Unterdruck von 0,6 Bar (Vakuumpumpe PV100 Red-Evac, HOEFER) angelegt. Die
Pufferkammer wurde anschliessend mit 20x SSC bis liber das Gel gefiillt. Nach einer
Transferzeit von 1 h wurden die Auftragstaschen auf der Membran mit einem Bleistift
gekennzeichnet und beschriftet. Zur Transferkontrolle wurde das Gel mit Ethidiumbromid
gefarbt. Die Membran wurde in 2x SSC gewaschen und zur Fixierung der DNA 1 h bei 80°C
zwischen zwei dicken Whatmann-Papieren in Aluminiumfolie inkubiert. Die Hybridisierung
wurde nach Kapitel 3.5.2.3 durchgefiihrt. Wenn eine Kreuzhybridisierung erwiinscht war,
wurden die Hybridisierung bei 45°C und der 3. Waschschritt bei 50°C mit 0,4x SSC
(niedrigere Stringenz) durchgefiihrt. Nach der Aquilibrierung im Substrat-Puffer wurde die
Membran in Plastikfolie mit 10 ml Chemilumineszenz-Substrat eingeschweisst und 5 min bei
RT inkubiert. Anschliessend wurde die Membran in Frischhaltefolie eingeschlagen und dann
fiir 30 s, 5 und 10 min mit einem ,BioMax Light’ Film exponiert. Nach dem Auflegen des
Filmes auf die Membran wurden dessen Rédnder mit Farbstift markiert, damit nachher die

Markierungen der Auftragstaschen auf den Film iibertragen werden konnten.
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Abbildung 3-4: Funktionsweise einer Vakuumkammer fur Southern-Transfers

3.3.10 Markierung von DNA-Fragmenten mit Digoxigenin-dUTP

Material:

1. ,DNA Labeling and Detection Kit Nonradioactive’ (Boehringer Mannheim, Mannheim):
1.1) 10x Hexanukleotid-,Mix’: 0,5 M Tris-HCI1 pH 7,2, 0,1 M MgCl,, 1 mM DTE, 3,143 mg/ml
p(dN)s, 2 mg/ml BSA
1.2) 10x DIG-dNTP-,Mix’: 1 mM dATP/dCTP/dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-dUTP, pH 6,5
1.3) Klenow-Enzym (2 U/ pul)

2. 0,2MEDTA, pH 8,0, 4 M LiClI und Ethanol (96% und 70%, -20°C), TE-Puffer, pH 8,0

Vorgehensweise:

Die Markierung mit Digoxigenin-dUTP wurde modifiziert nach dem Protkoll aus dem ,DNA
Labeling and Detection Kit Nonradioactive’ (Boehringer Mannheim) durchgefiihrt. 6 ul DNA
(ca. 1 pg, aufgereingtes PCR-Produkt), 2 ul 10x Hexanukleotid-,Mix’ und 9 ul ddH,O
(insgesamt 17 pl) wurden 10 min im Wasserbad gekocht (Denaturieren der DNA), dann sofort
fiir 10 min in Fliissig-Stickstoff inkubiert und anschliessend auf Eis gestellt. Zu dieser Losung
wurden 2 pl 10x DIG-ANTP-,Mix’ und 1 pl Klenow (2 U/ul) pipettiert und mindestens 1 h
bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 2 pl 0,2 M EDTA gestoppt, und die markierte
DNA wurde mit 2,5 pl 4 M LiCl und 75 pl Ethanol (96%, -20°C) gefillt (30 min bei -70°C
oder 2 h bei -20°C). Es folgten eine Zentrifugation (12.000 x g, 20 min), Waschen des Pellets
mit 300 pl kaltem 70% Ethanol, Trocknen des Pellets fiir 10 min bei RT und Aufnahme in 50
ul TE-Puffer. Eine anndhrungsweise Bestimmung des Markierungseffekts war durch einen
Vergleich mit im Kit enthaltener markierter Kontroll-DNA moglich.

Weitere Moglichkeiten der Markierung ergeben sich mit Hilfe der PCR (Kapitel 3.6.3).

Nylon-Membran
‘Whatmann-Papier
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3.4 Bakterien (E. coli)
3.4.1 Anzucht und Aufbewahrung
Material:
1. E. coli Stamm XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg): recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac, [F’, proAB, lacZAM15, Tn10, (Tet")]; als Glycerinkultur bei -80°C aufbewahrt
2. E.coli Stamm MI15[pREP4] (QIAexpress Empfianger-Stamm, Qiagen, Hilden): auf der Basis von E.
coli Stamm K12 (Nal’, Str’, Rif®, Lac’, Ara’, Gal', Mtl, F", RecA", Uvr', Lon"); als Glycerinkultur bei -
80°C aufbewahrt
3. Luria Broth Base Medium (LB, Life Technologies, Gibco BRL, Eggenstein): 25 g Medium auf 1 1
ddH,0, autoklaviert und aufbewahrt bei Raumtemperatur
4. Runde LB-Agar-Nahrplatten: 1 1 LB + 18 g Agar (1,8%, Life Technologies, Gibco BRL, Eggenstein),
autoklaviert und in 94/16 mm Platten (ca. 20 ml pro Platte) gegossen; in Sterilbank mit geéffnetem
Deckel stehen gelassen bis zur Aushértung des Agars (ca. 30 min); verschlossen aufbewahrt bei 4°C fiir
4 Wochen verwendbar.
5. Glycerin (Glycerol Ultra Pure, ICN Biomedicals, Eschwege)
Vorgehensweise:

Bakterien wurden ausgehend von einer Einzelkolonie oder einem Ausstrich aus einer

Glycerinkultur in LB-Medium bei 37°C angezogen. Die Aufbewahrung erfolgte als Ausstrich
auf (Antibiotika)-LB-Agarplatten (1-2 Monate) und als 15% Glycerinkultur bei -80°C.

3.4.2 Herstellung kompetenter Zellen

Material:

1.

E. coli Stamm XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg): recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac, [F, proAB, lacI'ZAM15, Tn10, (Tet")]; als Glycerinkultur bei -80°C aufbewahrt

2. E. coli Stamm MI15[pREP4] (QIAexpress Empfinger-Stamm, Qiagen, Hilden): auf der Basis von E.
coli Stamm K12 (Nal®, Str®, Rif*, Lac’, Ara’, Gal, Mtl, F, RecA", Uvr’, Lon"); als Glycerinkultur bei -
80°C aufbewahrt

3. LB-Medium (Kapitel 3.4.1)

4. LB-Medium (+ Kanamycin): LB-Medium mit Zugabe von Kanamycin (Stammlosung 25 mg/ml H,0, -
20°C) mit einer Endkonzentration von 25 pg/ml, aufbewahrt bei 4°C innerhalb von 2 Wochen
verwendet

5. CaCl,—Puffer: 100 mM CaCl,, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, nach Autoklavieren bei 4°C aufbewahrt

Vorgehensweise:

10 ml LB-Medium (bei E. coli M15[pREP4] LB-Medium mit Kanamycin) wurden aus einer
Bakterien-Glycerinkultur angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und kréftigem Schiitteln



- MATERIAL UND METHODEN - 60

inkubiert. Der E. coli-Stamm M15 enthélt in niedriger Kopienzahl das pREP4-Plasmid mit
einem Kanamycin-Resistenz-Gen und dem Gen fiir den lac-Repressor, welcher die
Expression rekombinanter Proteine streng reguliert.

Mit 1 ml der Ubernachtkultur wurden am nichsten Tag 100 ml LB-Medium und LB-
Kanamycin angeimpft und bei 37°C und Schiitteln bis zu einer optischen Zelldichte von 0,5
bei einer Wellenldnge von 600 nm inkubiert. Die Bakterienkultur wurde dann fiir 10 min auf
Eis gestellt und anschliessend mit 4.000 rpm (JA-20, Beckman) 10 min bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen, das Bakterienpellet vorsichtig in 30 ml kaltem
CaCl,-Puffer resuspendiert und auf Eis bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurde
vor der Transformation nochmals unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und das Pellet in 3
ml kaltem CaCl,-Puffer resuspendiert. Die Bakterien wurden bis zur Transformation immer

auf Eis gehalten.

3.4.3 Transformation

Material:
1. E. coli-Stimme XL-1 Blue und M15[pREP4], kompetente Zellen (Kapitel 3.4.2)
2. SOC-Medium (10 ml): 9,6 ml LB + 100 pul 1 M MgSO,4 (10 mM) + 100 pl 1 M MgCl, (10 mM) + 0,2
ml 20% Glucose (0,4% Endkonz., sterilfiltriert), pH 7,0 (mit NaOH eingestellt)
1 M Stammlosung IPTG (Roth, Karlsruhe) in H,O, bei -20°C aufbewahrt
50 mg/ml Stammlésung X-Gal (Roth, Karlsruhe) in DMF, bei -20°C aufbewahrt
Kontroll-Plasmid

A

Runde LB-Agar-Néhrplatten [ + Ampicillin, + Kanamycin (nur bei E. coli M15, Kapitel 3.4.2), + IPTG,
+ X-Gal (IPTG-und X-Gal-Zugabe entfillt bei der Verwendung von E. coli M15 bzw. von dem Plasmid
pQE-30, Kapitel 3.4.4.1) ]: 200 ml LB-Agar wurde wie im Kapitel 3.4.1 hergestellt. Nach
Autoklavieren und Abkiithlen des Mediums auf ca. 50°C erfolgte die Zugabe von 200 pul
Ampicillinldsung (Stammldsung 50 mg/ml H,O, aufbewahrt bei -20°C, Endkonz. 50 pg/ml), 200 pl
Kanamycin ( nur bei M15, Kapitel 3.4.2), 400 pl X-Gal (0,01% Endkonz.) und 100 pl 1 M IPTG (0,5
mM Endkonz.). Der fliissige Agar wurde in @ 94/16 mm Platten gegossen (ca. 20 ml pro Platte). Nach

Erstarren des Agars wurden die Platten bei 4°C aufbewahrt und innerhalb von 4 Wochen verbraucht.

Vorgehensweise:

150 pl der Suspension kompetenter Zellen wurden mit 7,5 pl von einem Ligationsansatz
(Kapitel 3.3.5) in einem 1,5 ml Reaktionsgefiss vorsichtig vermischt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Anschliessend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 90 s (alternativ bei 37°C fiir 5
min), gefolgt von einer erneuten Inkubation auf Eis fiir 5 min. Zu jedem Ansatz wurden 500
ul SOC-Medium dazugegeben und die Gefdsse kurz geschwenkt. Die Mischung wurde fiir 5
min in ein 37°C Wasserbad gestellt und anschliessend unter leichtem Schiitteln (160-170 rpm)
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1 h bei 37°C inkubiert (Regeneration und Expression der Antibiotika-Resistenzgene). Die
transformierten Bakterien wurden sodann mit 1.400 x g 1 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde bis auf ca. 200 ul verworfen, das Pellet in dem verbliebenen Mediumrest resuspendiert
und auf den Agarplatten (+ Ampicillin, ggf. + Kanamycin, ggf. + IPTG und X-Gal)
ausplattiert. Die Platten wurden umgedreht bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

Parallel dazu wurde eine positive Kontrolle durchgefiihrt, um die Transformationseffizienz
der kompetenten Zellen zu {berpriifen. Die kompetenten Zellen wurden mit 1 ng
unverdautem Kontrollplasmid in 20 pl TE-Puffer transformiert; eine 1:100- und 1:10-
Verdiinnung davon wurde ausplattiert. Die zu erwartende Transformationseffizienz liegt bei

10° Kolonien/pg supercoil Plasmid-DNA.

3.4.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

344.1 Plasmid-Minipriparation zur Analyse rekombinanter Klone
(modifiziert nach BIRNBOIM & DOLY, 1979)

Material:

1. LB-Medium (+ Ampicillin): LB-Medium (Kapitel 3.4.2) + Ampicillin mit einer Endkonzentration
von 50 pg/ml (Stammlsg. 50 mg/ml H,O, -20°C)

2. Loésung I: 50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA
3. Losung II: 0,2 M NaOH, 1% SDS
4.  Losung III: 3 M Kaliumacetat, auf pH 4,8 mit Eisessig eingestellt
5. Isopropanol (Merck, Darmstadt)
6. RNase A (Boehringer Mannheim, Mannheim)
7. Holzzahnstocher, autoklaviert
Vorgehensweise:

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmidvektor pBluescript®SK (+/-) (pBSK,
Stratagene, Heidelberg) besitzt das Gen fiir das lacZa-Peptid (lacZ’) und darin integriert die
MCS (Abb. 3-2 und 3-3). Das a-Peptid komplementiert das funktionslose lacZAM15-Produkt
vom E. coli-Stamm XL-1 Blue (Kapitel 3.4.2) zu einer funktionellen beta-Galaktosidase, die
das synthetische X-Gal-Substrat in das Indoxylderivat iiberfiihrt, welches an der Luft zum
blauen Indigofarbstoff oxidiert. Rekombinante Plasmide bilden kein funktionelles a-Peptid
und sind daher als weisse Kolonien von den blauen nicht-rekombinanten Kolonien
unterscheidbar. Voraussetzung ist die Benutzung von X-Gal/IPTG-Platten.

Fiinf potentiell positive Klone (weisse Kolonien) wurden mit einem sterilen Zahnstocher

aufgenommen, in 3 ml LB-Medium (+ Ampicillin) inokuliert und {iber Nacht bei kréftigem
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Schiitteln (200 rpm) und 37°C inkubiert. Eine Blau/Weiss-Selektion war im Fall vom E. coli-
Stamm M15[pREP4] (Kapitel 3.4.2) und vom Vektorplasmid pQE-30 (Kapitel 3.3.4.2 und
Abb. 3-2 und 3-3) nicht moglich, so dass hier 10 bis 20 weisse Kolonien aufgenommen und
weiter mittels der PCR-Technik analysiert wurden (Kapitel 3.6.4). Dies erfolgte auch im Fall
einer Blau/Weiss-Selektierung, wenn viele weisse Kolonien analysiert werden sollten.

Von der Ubernachtkultur wurden dann 2 ml abgenommen, die Bakterien pelletiert [5 min,
5.000 rpm (SK 54.94/24x3g; Hettich), Medium wurde vollstindig entfernt] und in 100 ul Lsg.
I resuspendiert. Die Bakterien wurden dann durch Zugabe von 200 pl Lsg. II und vorsichtiges
Mischen lysiert. Sofort nachdem die Bakteriensuspension klar geworden war (wenige
Sekunden), wurden 150 pl der Lsg. III hinzugegeben, kréftig gemischt und das ausgefallene
Netzwerk aus Bakterien-DNA und Protein/SDS-Komplex (Plasmid-DNA renaturiert, 16slich)
fiir 20 min bei 12.000 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde in ein Reaktionsgefiiss mit 300 pl
Isopropanol dekantiert, gemischt, und die ausgefallene Plasmid-DNA 5 min bei 12.000 rpm
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde 2x mit 70% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet, und in
50 pl TE-Puffer (Kapitel 3.3.1) mit RNase A (40 pg/ml) gelost. Fiir eine charakteristische

Restriktionsenzymspaltung wurden 5 pl der Plasmid-DNA-Losung eingesetzt.

3442 Isolierung von Plasmid-DNA fiir Sequenzierungen

Material:
1.  LB-Medium (+ Ampicillin): Kapitel 3.4.4.1
2. LB-Medium (+ Ampicillin, + Kanamycin): LB-Medium (+ Ampicillin) + Kanamycin mit einer
Endkonzentration von 25 pg/ml (Stammlsg. 25 mg/ml H,O, bei -20°C aufbewahrt)
3. QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Hilden): beinhaltet Mini-Sdulen mit DNA-

Bindungsmatrix und Puffer

Vorgehensweise:

Von ausgewihlten Klonen (Kapitel 3.4.4.1) wurden Ubernachtkulturen in 3 ml LB-Medium
(+ Antibiotika) hergestellt. Von 2 ml Ubernachtkultur wurde die Plasmid-DNA mit dem
QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit gemdss den Angaben des Herstellers isoliert. Die
isolierte DNA aus den einzelnen Klonen wurde von der DNA-Bindungsmatrix der Mini-

Sdulen in 50 pl steriles ddH,O eluiert und spektrophotometrisch quantifiziert (Kapitel 3.3.3).
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3.4.5 Herstellung von .Plating’-Bakterien fiir die Amplifikation von Phagen

Material:

1. E. coli-Stamm XL1-Blue MRA (Stratagene, Heidelberg): [A(mcrA), 183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr),
173, endAl, supE44, thi-1, gyrA96, relAl, lac], als Glycerinkultur bei -80°C aufbewahrt

2. LB-Medium + 10 mM MgSO,

3. 10 mM MgSO,, autoklaviert und bei 4°C aufbewahrt

4.  20% Maltose, steril filtriert

Vorgehensweise:

50 ml LB-Medium plus MgSO4 (10 mM) und Maltose (0,2%) wurden mit 0,5 ml einer E. coli
XL1-Blue MRA-Ubernachtkultur angeimpft und unter kriftigem Schiitteln bei 37°C
(alternativ bei 30°C iiber Nacht) so lange inkubiert, bis eine optische Dichte von 1,0 bei einer
Wellenldnge von 600 nm erreicht war. Nach einer Zentrifugation mit 4.000 rpm (JA-20,
Beckman), 4°C wurde das Bakterienpellet in 20 ml 10 mM MgSOj vorsichtig resuspendiert.
Diese Bakteriensuspension wurde bei 4°C aufbewahrt und konnte bis zu 2 Wochen verwendet

werden.
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3.5  Phagen (Bakteriophagen)

3.5.1 Titerbestimmung, Amplifikation und Aufbewahrung

Material;

1.  Runde LB-Agar-Nahrplatten mit 10 mM MgSO, (Kapitel 3.4.1) oder quadratische (grosse) LB-Agar-
Nihrplatten (120/17 mm, Greiner, Solingen) mit 10 mM MgSQO, (ca. 50 ml Agar pro Platte)

2. Sinsheimer Medium (SM): 0,1 M NaCl (Sigma, Deisenhofen), 8 mM MgSO, (Sigma, Deisenhofen),
20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,01% Gelatine (Fluka, Deisenhofen)

3. Chloroform (Roth, Karlsruhe)

4. LB-Top-Agarose: LB-Medium (Kapitel 3.4.1) + 0,6-0,7% Agarose (Elektrophoresis Grade, ICN
Biomedicals, Eschwege) + 10 mM MgSO,, autoklaviert und bei RT aufbewahrt

5. Plating-Bakterien: Kapitel 3.4.5

Vorgehensweise:

Zur Bestimmung des Titers einer Phagenlosung werden Aliquots (< 100 pl) einer 10er
Verdiinnungsreihe in SM mit 100 ul Plating-Bakterien gemischt (400 pl bei grossen Platten),
nach 20 min Adsorption bei 37°C (Wasserbad, ohne Schiitteln) mit 3 bzw. 8 ml Top-Agarose
(48°C) gemischt, auf eine trockene, bei 37°C vorgewidrmte LB-Agar-Néhrplatte ausgegossen
und gleichmdssig verteilt. Nach 5 min war die Top-Agarose fest, und die Platte wurde
umgedreht bei 37°C (ADASH II: 8-10 h) inkubiert. Ein Phagenpartikel kann durch Infektion
und Lyse der ihn umgebenden Bakterien 10°-10" Phagen produzieren, wobei in einem
Bakterienrasen ein klarer Plaque entsteht. Der Phagentiter wird in pfu (plaque forming unit)

angegeben.

Plaque-Zahl x Verdiinnungsfaktor (z.B. 10%) x 10° (ul/ml)

pfu/ml =
ul Aliquot der Verdiinnung

Zur Amplifikation eines Phagenklons wurden konfluente Platten (94/16 mm Platten: > 7.500
pfu, 120/17 mm: > 30.000 pfu) mit SM (3 bzw. 10 ml) und 100 pl Chloroform iiberschichtet,
und zur Diffusion der Phagen {liber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Die Phagenlosung wurde nach
Abtrennung von Bakterien- und Agaroseresten [Zentrifugation 10 min mit 5.000 rpm (JA-20;
Beckman)] mit Chloroform versetzt (0,3%), und in Schraubdeckelrohrchen bei 4°C
aufbewahrt. Bei dieser Methode fdllt der Titer pro Jahr etwa um den Faktor 10. Fiir eine
Langzeit-Aufbewahrung ohne Titerabfall wurde die Phagenlosung aliquotiert und mit 7%

DMSO (v/v) versetzt bei -70°C eingefroren.
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3.5.2 Screening der genomischen Phagenbank von A. viteae

3.5.2.1 Ausplattieren der genomischen Bank

Material:
l. Quadratische (grosse) LB-Agar-Nahrplatten (+ MgSO,): Kapitel 3.5.1
2 Plating-Bakterien: Kapitel 3.4.5
3. LB-Top-Agarose: Kapitel 3.5.1
4 Genomische ADASH II-Phagenbank von A. viteae

Vorgehensweise:

Fiir die vorliegende Arbeit fand eine in dem Phagen-Vektor ADASH II (Stratagene,
Heidelberg) unter Verwendung von partiell mit Mbol gespaltener genomischer A. viteae-DNA
hergestellte genomische Bank Verwendung (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von J.
Hirzmann, Giessen), die nach der Amplifikation im P2-lysogenen E. coli Stamm P2392 einen
Titer von 2,7 x 10° pfu/ml aufwies. Der Phage ADASH II ist ein sogenannter Replacement-
Vektor, bei dem ein zentrales Fragment, welches u.a. die viruseigenen Rekombinationsgene
red und gam enthélt, durch 9-23 kb Fremd-DNA (in diesem Fall von A.viteae) ersetzt werden
kann (hier wurde dieses zentrale Fragment mit BamHI herausgespalten).

Fiir die Durchmusterung der genomischen Bank nach einem spezifischen Gen wurde die
Anzahl von Phagen, die bezogen auf die mittlere Grosse integrierter A. viteae-DNA (ca. 15
kb) 10 Genomiquivalenten entsprach (Filariengenom ca. 1,5 x 10° bp, UNNASCH &
WILLIAMS, 2000), auf grosse LB-Agar-Néhrplatten (+MgSO,) in einer Dichte von 25.000
Phagen/Platte ausplattiert (Kapitel 3.5.1). Dies entsprach bei dieser genomischen Bank ca.
100.000 Phagen bzw. 4 Platten. Nach Inkubation iiber etwa 8 h wurden die Phagenplatten auf
4°C abgekiihlt (dies verhindert, dass der Plaquerasen beim DNA-Transfer mit abgehoben

wird).

3.52.2 Transfer der Plaques auf eine Nylonmembran

Material:

1. Schwarze Tinte (Pelikan, Hannover), 1:5 mit ddH,O verdiinnt

2. Biodyne” A Nylon-Membran (Pall GmbH Filtrationstechnik, Dreieich), geschnitten in 10 x 10 cm
grosse Stiicke

3. Denaturierungslosung: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

4.  Neutralisierungslosung: 1,5 M NacCl, 0,5 M Tris-HCI, pH 7,5

5. SSC (20x): 3 M NaCl, 0,3 M Na;Citrat, pH 7,0 (mit 1 M HCI eingestellt), autoklaviert und bei RT
aufbewahrt
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6. 3 mm Filterpapier (Whatmann, Maidstone)

Vorgehensweise:

Zur spdteren Identifizierung positiver Plaques wurden mit einer zuvor in schwarze Tinte
getauchten, aufgebogenen Biiroklammer vier Locher asymmetrisch in den Plaquerasen
gestochen. Dann wurde eine 10 x 10 cm grosse, beschriftete Nylonmembran luftblasenfrei
aufgelegt, wobei sich die Tintenmarkierungen auf die Membran iibertragen. Nach 1 min
wurde die Membran mit einer Pinzette von einer Seite her abgehoben und mit der Plaqueseite
nach oben auf einem mit Denaturierungslosung getrinkten 3 mm dicken Whatmann-Filter 1
min inkubiert, dann 1 min auf einen mit Neutralisierungslosung getrinkten Whatmann-Filter
und schliesslich fiir zweimal 5 min in 2x SSC gelegt. Von jeder Phagenplatte wurde
zusitzlich ein zweites Membranreplikat hergestellt (Inkubation 2 min), um spiter falsch
positive Signale ausschliessen zu konnen. Anschliessend wurden alle Membranen zum
Trocknen auf ein Filterpapier gelegt. Die getrockneten Membranen wurden dann zwischen 2
Filterpapiere in Alufolie eingepackt zur Fixierung der DNA auf die Nylonmembran 1 h bei
80°C gebacken.

3.523 Hybridisierung
Material:

1. SSC (20x): Kapitel 3.5.2.2

2. Heringsperma-DNA: 1 g Heringsperma Na-Salz (Boeringer Mannheim, Mannheim) in 100 ml H,O
gelost, auf 0,1 M NaCl eingestellt, 1x Phenol-, 1x Phenol/Chloroform-Extraktion (Kapitel 3.3.1); die
Losung wurde 12x durch eine 17 gauge-Nadel passiert (scheren), ohne Salz mit 2 Volumen Ethanol
gefillt (Kapitel 3.3.3), auf 10 mg/ml eingestellt und hitzedenaturiert (10 min im Wasserbad gekocht),
sofort in Fliissig-Stickstoff abgekiihlt und dann bei -20°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

3. Denbhardts (100x): 2x SSC, 2% (w/v) BSA (Albumin Fraktion V, Roth, Karlsruhe), 2% (w/v) Ficoll
(Typ 400, Sigma, Deisenhofen), 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon (Serva, Heidelberg)

4. Hybridisierungslosung: 5x SSC, 50 mM Na-Phosphat, pH 6,5, 0,1% SDS, 5x Denhardts, 200 pg/ml
denaturierte gescherte Heringsperma-DNA

5. DIG (Digoxigenin-markierte)-DNA-Sonden: fiir die Herstellung vgl. Kapitel 3.3.10 und 3.6.3

6. Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat, Fab Fragmente (Boehringer Mannheim, Mannheim)

7. Farbelosung zum Immunnachweis: 200 pl Stammldsung NBT/BCIP (Roche, Mannheim) zu 10 ml
Nachweispuffer (0,05 M MgCl,, 0,1 M NaCl, 0,1 M Tris-Puffer, pH 9,5, autoklaviert und bei RT
aufbewahrt)

8. 2 Waschpuffer: I: 2x SSC, 0,1% SDS; II: 0,2x SSC, 0,1% SDS

9. Maleinsdure-Puffer: 100 mM Maleinsdure (Sigma, Deisenhofen), 150 mM NaCl, pH 7,5 (mit NaOH
eingestellt), autoklaviert und bei RT aufbewahrt
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10. Caseinlosung: 10% Blocking-Reagenz (aus dem Kit: ,Dig DNA Labeling and Detection Kit” von
Boehringer Mannheim, Mannheim) in Maleinsdure-Puffer
11. Waschlosung: Maleinsdure-Puffer mit 0,3% Tween-20 (Polyoxyethylenesorbitan 20, Sigma,

Deisenhofen)

Vorgehensweise:

Die Hybridisierung wurde in einem Hybridisierungsofen (Bachofer) oder eingeschweisst in
Plastikfolie (Polystar PE-Schlauchfolie, Rische & Herfurth, Hamburg) in einem Schiittel-
Wasserbad durchgefiihrt. Die Membranen mit der darauf fixierten DNA wurden kurz in 2x
SSC angefeuchtet und zur Absittigung freier Bindungsstellen (Vorhybridisierung) 30 min bei
50°C in 40 ml Hybridisierungslosung pro Hybridisierungsrohre inkubiert (in eine
Hybridisierungsrohre passen zwei 10 x 10 cm Membranen; ein Uberlappen der Membranen
sollte vermieden werden, da es zu hohem Hintergrund fiihren kann). Die Hybridisierung
erfolgte dann in 5 ml frischer Hybridisierunglosung mit der hitzedenaturierten DIG-DNA-
Sonde (ca. 15 ng markierte DNA pro ml Hybridisierungslosung; 10 min gekocht im
Wasserbad, dann sofort in Fliissig-Stickstoff 10 min abgekiihlt und anschliessend auf Eis bis
zur Verwendung aufbewahrt) iiber Nacht bei 50°C. Danach wurde die unspezifisch
gebundene DNA durch mehrere Waschschritte entfernt: 1.) zweimal 15 min im Waschpuffer I
bei RT in einer Plastikschale unter leichtem Schwenken; 2.) einmal 15 min mit auf 42°C
vorgewiarmtem Waschpuffer II und 3.) zweimal 10 min mit auf 60°C vorgewidrmtem
Waschpuffer II in einer geschlossenen Plastikschale im 60°C Schiittel-Wasserbad.
Anschliessend wurden die Membranen kurz in Maleinsdure-Puffer dquilibriert, dann 30 min
in 1:10 verdiinnter Caseinldsung (in Maleinsiure-Puffer, 20 ml pro Rohre) blockiert und
anschliessend 60 min in verdiinnter Antikdrper-Konjugat-Losung (Anti-DIG-AP Fab
Fragments 1:10.000 in 1:10 verdinnter Caseinlésung, 3 ml pro Rohre) inkubiert.
Ungebundenes Antikorper-Konjugat wurde durch Schwenken (zweimal 10 min) in
Waschlosung entfernt. Danach wurden die Membranen in Nachweispuffer kurz dquilibriert.
Zum Reaktionsnachweis wurden je zwei Membranen mit der Riickseite zueinander in 3 ml
Férbelosung eingeschweisst und im Dunkeln bis zur gewiinschten Intensitdt ohne Bewegung

inkubiert (i.d.R. iiber Nacht) Die Reaktion wurde mit TE-Puffer (Kapitel 3.3.1) gestoppt.

3524 Isolierung der positiven Klone

Material:

1. Sinsheimer Medium (SM): Kapitel 3.5.1
2. Chloroform (Roth, Karlsruhe)
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Vorgehensweise:

Die Umrisse der Membranen und ihre Tintenmarkierungen wurden auf eine durchsichtige
Folie tibertragen und diese zur Deckung mit den korrespondierenden Phagenplatten gebracht.
Die positiven Plaques (auf beiden Replikamembranen identische Signale) wurden mit dem
weiten Ende einer Pasteurpipette (ca. 0,5 x 0,5 cm) ausgestochen und das Agarstiickchen in 1
ml SM plus Chloroform (0,3%) resuspendiert. Die Phagen dieser Losungen wurden
anschliessend dreimal gescreent bis ein positives Signal einem isolierten Plaque zugeordnet
werden konnte, welcher dann mit dem diinnen Vorderende einer sterilen Pasteurpipette
ausgestochen wurde. Zur Charakterisierung der positiven Phagen wurde entweder direkt eine
,Long Range’-PCR gefahren (5 pul der Phagenlosung, ein spezifischer Primer und ein T3 bzw.
T7-Vektor-Primer, Kapitel 3.6.5) oder erst nach einer Amplifikation mit nachfolgender DNA-
Isolierung (Kapitel 3.5.3). Zur weiteren Charakterisierung dienten Sequenzierungen der PCR-
Produkte (3.3.6) bzw. Spaltungen der Phagen-DNA mit Restriktionsendonukleasen mit
nachfolgender Southern Blot-Analyse (3.3.4 und 3.3.9).

3.5.3 Isolierung von Phagen-DNA nach Flissig-Lyse
(modifiziert nach AUSUBEL et al., 1990)

Material:

—_—

Plating-Bakterien: Kapitel 3.4.5

LB-Medium (Kapitel 3.4.1) + 10 mM MgSO,4 + 10 mM CacCl,
Chloroform: (Roth, Karlsruhe)

Chloroform/Isoamylalkohol (49:1): Kapitel 3.3.1
Phenol/Chloroform: Kapitel 3.3.1

A-Diluent-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgSO,
EDTA (Sigma, Deisenhofen), 0,5 M, pH 8,0

DNase I (Merck, Darmstadt)

A e A o

RNase A (Boehringer Mannheim, Mannheim)

_
e

Proteinase K (Merck, Darmstadt): als 10 mg/ml-Stammldsung in 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) hergestellt,
aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt
10% SDS (Serva, Heidelberg): als 10%ige Losung in ddH,O hergestellt, autoklaviert und bei RT

—_—
—_—

aufbewahrt
12. Natriumacetat, 3 M, pH 5,2
13. Isopropanol (Merck, Darmstadt)
14. Ethanol, 70% (Merck, Darmstadt)
15. TE-Puffer: Kapitel 3.3.1
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Vorgehensweise:

0,1 ml einer Phagenldsung (10°-10° Phagen/ml) wurden mit 0,1 ml Plating-Bakterien und 0,1
ml 10 mM MgCl,/10 mM CaCl,-Lésung 20 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Diese
Suspension wurde dann zu 50 ml LB-Medium (+ 10 mM MgSOs, + 10 mM CacCl,) in einem
250 oder 500 ml Gefdss pipettiert und so lange bei 37°C und 200 rpm kriftig geschiittelt bis
eine Lyse eintrat. Eine Lyse kann man an dem sich bildenden Zelldebris am Boden des
Gefisses erkennen. Ab 6 h wurde regelmissig kontrolliert und nach ersten Lyse-Anzeichen
wurden die Phagen geerntet, um eine Adsorbtion an den Zelldebris zu verhindern. Nach
Zugabe von wenigen Tropfen Chloroform wurde die Suspension unter Zuriicklassung des
Chloroforms in Zentrifugenréhrchen umgefiillt und 10 min bei 10.000 rpm (JA-20; Beckman)
und 4°C zentrifugiert, um die Bakterienreste zu pelletieren. Mit dieser Methode wurden
Ertrige von 5 x 10° bis 3 x 10'® Phagen/ml erzielt. Der die Phagen enthaltende Uberstand
wurde in Ultrazentrifugenrohrchen tiberfiihrt und zentrifugiert [37.000 rpm (SW 41 Ti;
Beckman), 1 h, 4°C]. Der Uberstand wurde verworfen und die Réhrchen wurden 5 min iiber
Kopf stehen gelassen, um Mediumreste zu entfernen. Die Phagen-Pellets wurden in 200 pl A-
Diluent-Puffer suspendiert. Pro Pellet erfolgte die Zugabe von 20 pul DNase und 30 ul RNase
zum Abbau bakterieller DNA und RNA mit anschliessender Inkubation fiir 30 min bei 37°C
im Wasserbad. Zum Aufbrechen der Phagen wurden pro Pellet bzw. 200 pl 8 ul 0,5 M EDTA
(Inhibition der DNase bzw. RNase), 10 pl 10% SDS und 20 pl Proteinase K (Aufschluss des
Phagenkapsids und Freisetzung der Phagen-DNA) zupipettiert, wobei nach jeder Zugabe
gemischt wurde. Nach anschliessender Inkubation bei 37°C fiir 1 h im Wasserbad wurden
zwei Phenol/Chloroform-Extraktionen durchgefiihrt, um die Proteine aus der Losung zu
entfernen. Dazu wurde ein Volumen Phenol/Chloroform zu der Losung gegeben, 1 min
gevortext und 5 min mit 14.000 rpm (SK 54.94/24x3g; Hettich) zentrifugiert. Der DNA-
haltige Uberstand wurde aufbewahrt. Um Phenolreste zu entfernen wurde danach der gleiche
Vorgang mit einem Volumen Chloroform/IAA durchgefiihrt. Der Uberstand der
Chloroform/IAA-Extraktion wurde in ein neues Gefdss gegeben; durch Zugabe von 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat und einem Volumen Isopropanol wurde die Phagen-DNA gefillt
und bei 14.000 rpm, 4°C, 30 min pelletiert. Bei wenig DNA wurde iiber Nacht bei -20°C
inkubiert und am nichsten Tag zentrifugiert. Anschliessend wurde das DNA-Pellet mit 70%
Ethanol (300 pl) gewaschen und erneut 10 min zentrifugiert. Der Ethanol wurde vollstindig
abpipettiert und zur Entfernung des restlichen Ethanols wurde das Pellet 5 min im
Wiérmeschrank (37°C) getrocknet. Die DNA wurde je nach Menge in bis zu 100 pl TE-Puffer

gelost, ihre Konzentration spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt
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(Kapitel 3.3.3) und qualitativ mittels Gelelektrophorese (0,7% TAE-Gel, 120 V, 40 min,
3.3.7) beurteilt. Falls noch RNA vorhanden war (erkennbar als Schmier im unteren Bereich
des Gels) wurde eine weitere RNase-Behandlung mit anschliessender Phenol/Chloroform-

Extraktion durchgefiihrt. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C.
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3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(nach MULLIS et al., 1986; SAIKI et al., 1985 und 1988)

3.6.1 Standard-PCR und kritische Parameter

Material:
1. Taq-DNA-Polymerase (1 U/ul, MBI Fermentas, Leon Roth)
2. 10x Tag-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,8 bei 25°C, 500 mM KCl, 0,8% Nonidet P40) und 25 mM

MgCl, (MBI Fermentas)
10 mM dNTP-Mix :dATP, dCTP, dGTP, dTTP (MBI Fermentas)
4. QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

Vorgehensweise:

Bei der Standard-PCR wird ein Doppelstrang-DNA-Fragment mittels zweier flankierender
Oligonukleotide durch eine hitzestabile DNA-Polymerase in wiederholten Zyklen von
Hitzedenaturierung, Oligonukleotid-Hybridisierung (,Annealing’) und Primerverlingerung
expotentiell (2") amplifiziert (mehr als 10° Kopien aus nur wenigen Molekiilen Ziel-DNA).
Die Durchfiihrung erfolgte in einem Thermoblock mit schneller Heiz-Kiihl-Funktion (PCR-
Maschine) (vgl. Tab. 3-2). Alle PCRs im Rahmen dieser Arbeit wurden in einem ,Single-
Block-Thermo-Cycler’” mit heizbarem Deckel (PTC-100™, Programmable Thermal
Controller, MJ Research) durchgefiihrt.

Tabelle 3-2: Beispiel fur eine Standard-PCR

PCR-Maschine = Denaturierung 3 min 94°C

35 Zyklen 1 min Denaturierung 94°C

I min Hybridisierung | Primer-T,, — 5°C

2 min Elongation 72°C

zusatzlich 5 min 72°C

Zur Vervollstindigung aller Polymerisationen wurde an den letzten Zyklus ein zusétzlicher
Verlidngerungsschritt angehéngt. Die jeweiligen Reaktionsbedingungen (Puffer, Zyklen) sind
von der verwendeten DNA-Polymerase, der Kombination von Oligonukleotiden und der zu
amplifizierenden Sequenz abhéngig. Sie sind kritische Parameter fiir den Erfolg und bei der
Optimierung einer Amplifikation. Als Beispiel wird eine Amplifikation genomischer DNA
mit 100% komplementdren Oligonukleotiden durch Tag-Polymerase (Thermus aquaticus)
aufgefiihrt.
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Reaktion (50 ul): 100 ng genomische DNA(1 bis 5 ul), 5 ul 10x Taqg-Puffer, 3 pl 25 mM
MgCl, (1,5 mM Endkonzentration), 1 pul 10 mM dNTP-Mix (jeweils 0,2 mM Endkonz.), 15
pmol Oligonukleotid-1, 15 pmol Oligonukleotid-2, mit sterilem ddH,O ad 49 pl, 1 pl Tag-
Polymerase (1 U/ul). Wenn man viele Reaktionen parallel durchfiihrt, empfiehlt sich ein
Master-Mix von Wasser, 10x Puffer, ANTPs, Primer und Taq in einem Gefass, der aliquotiert
und dann MgCl, und Matrizen-DNA zugegeben wird. Alle Pipettiervorginge sollten auf Eis
durchgefiihrt werden. Die Taqg-Polymerase kann ggf. nach der Denaturierung zugegeben
werden (reduziert unspezifische Amplifikation, ,hot start’). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde fir PCR-Reaktionen neben der Taqg-Polymerase von MBI Fermentas die
peqGOLD Tag-DNA-Polymerase von Peqlab (Erlangen) mit 10x Reaktionspuffern fiir hohe
Ertrage bzw. hohe Spezifititen verwendet.

Die amplifizierten Fragmente wurden ggf. vor Einsatz in Sequenzierungen,
Restriktionsenzymspaltungen oder als Matrize in anderen PCRs nach Angaben des Herstellers
mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Nukleotiden und Salzen gereinigt und
anschliessend mit 30 pl ster. ddH,O eluiert.

3.6.2 Klonierung von PCR-Fragmenten

Vorgehensweise:
Fir die PCR wurden Anker-Oligonukleotide synthetisiert, die zusitzlich zur spezifischen
Sequenz am 5’-Ende eine oder mehrere Restriktionsschnitstellen besassen, sowie eine

flankierende Schutzsequenz von meist drei Nukleotiden (Tab. 3-1).

3.63 Herstellung von DIG-markierten DNA-Sonden mittels der PCR-Technik

Material:
1. 10x DIG-dNTP-,Mix’: 1 mM dATP/dCTP/dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-dUTP, pH 6,5 aus

dem ,DNA Labeling and Detection Kit Nonradioactive’ (Boehringer Mannheim, Mannheim)

2. 10x Taq-Puffer, Tag-DNA-Polymerase (Kapitel 3.6.1)

3. Oligonukleotid-1: Av3-3 (Tab. 3-1), 30 pmol/ul

4. Oligonukleotid-2: Av3-4 (Tab. 3-1), 30 pmol/ul

5. genomische Av-DNA (Kapitel 3.3.1)
Vorgehensweise:

Als Beispiel (vgl. Tab. 3-3) wird die Herstellung einer 472 bp lange DIG-DNA-Sonde aus
dem Gen Av-shp3a dargestellt, die fiir Screenings der genomischen Bank von A. viteae und
fiir diec Southern Blot-Analyse genomischer Av-DNA hinsichtlich des Av-shp3a-Gens
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verwendet wurde (Kapitel 4.1). Reaktion (100 pl): 1ul Av-DNA (200 ng/ul), 1 ul Oligo-1
(Av3-3, 30 pmol/ul), 1 ul Oligo-2 (Av3-4, 30 pmol/ul), 10 pl 10x Taqg-Puffer, 6 pl 25 mM
MgCl,, 10 pl 10x DIG-ANTP-,Mix’, 2 pl Tag-Polymerase (1 U/ul) und 69 pl steriles ddH,O.
Parallel dazu wurde eine Kontroll-Reaktion ohne Markierung (1pl 10 mM dNTP-Mix)
durchgefiihrt.

Tabelle 3-3: Programmierung des Thermo-Cyclers fiir die Herstellung einer DIG-DNA-

Sonde aus dem Gen Av-shp3a

Thermo-Cycler = Denaturierung 2 min 94°C
35 Zyklen 45 s 94°C

1 min 56°C

1 min 72°C

zusitzlich 5 min 72°C

Das PCR-Produkt wurde mittels Gelelektrophorese (1%iges Gel in TAE-Puffer, 120 V, 45
min, Kapitel 3.3.7) tiberpriift.

3.6.4 PCR-Analyse von Bakterien mit rekombinanten Plasmiden

Material:

1. LB-Medium [+ Ampicillin, + Kanamycin (nur bei E. coli M15, Kapitel 3.4.2)]: LB-Medium (+
Ampicillin, Kapitel 3.4.4.1) + Kanamycin mit einer Endkonzentration von 25 pg/ml (Stammlsg. 25
mg/ml H,O, aufbewahrt bei -20°C)

Handelsuibliche Zahnstocher, autoklaviert

96 Loch-Mikrotiterplatte (Nunc, Wiesbaden)

10x dNTP-Mix, 10x Taqg-Puffer, Taqg-DNA-Polymerase (Kapitel 3.6.1)
Oligonukleotid-1: pQE-forward (Tab. 3-1), 15 pmol/ul
Oligonukleotid-2: pQE-reverse (Tab. 3-1), 15 pmol/ul

AL

Mineraldl (Sigma, Deisenhofen)

Vorgehensweise:

Diese Technik wird am Beispiel des Plasmid-Vektors pQE-30 (Kapitel 3.4.4.1 und 3.3.4.2)
dargestellt. Von ausplattierten Bakterien, transformiert mit rekombinanten pQE-30-Plasmiden
(Kapitel 3.4.4.1), wurden 10-20 Kolonien mit sterilen Zahnstochern aufgenommen, jeweils
auf 50 pl LB-Medium (+ Ampicillin, + ggf. Kanamycin) in einer 96 Loch-Mikrotiterplatte
iberimpft und bei 37°C 2-3 h geschiittelt (160 rpm). Es wurde ein Master-Mix fiir 40
Reaktionen mit jeweils 10 pl hergestellt. Aliquots von 10 pl wurden in 40 0,2 ml PCR-
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Gefasse pipettiert. Mit sterilen Zahnstochern wurden wenige transformierte Bakterien von den
Mikrokulturen in den PCR-Mix iiberfiihrt. Jeder Ansatz wurde mit einem Tropfen Mineraldl
iberschichtet und danach die PCR initiiert (vgl. Tab. 3-4)

Tabelle 3-4: PCR-Programm zur Amplifikation eines Plasmid-Inserts. Die
Elongationszeit richtete sich nach der Grosse der Inserts: pro kB eine Minute

Thermo-Cycler = Denaturierung 2 min 94°C
35 Zyklen 1 min 94°C

1 min 50°C

X min 72°C

zusitzlich 5 min 72°C

Von jedem Ansatz wurden 5 pl auf ein 0,7% oder 1 % Agarose-Gel (abhédngig von der Grosse
der Insert-DNA) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt, im Ethidiumbromidbad
gefiarbt und unter UV-Licht ausgewertet (Kapitel 3.3.7).

3.6.5 .Long Range’-PCR
Material:

1. ,Herculase™ Enhanced® DNA Polymerase (5 U/ul) und 10x Herculase™ Reaktionspuffer
(Stratagene, Heidelberg)
2. 10 mM dNTP-Mix :dATP, dCTP, dGTP, dTTP (MBI Fermentas, Leon Roth)

Vorgehensweise :

Die ,Herculase™ Enhanced’ DNA Polymerase ist eine Mischung aus Pfu DNA Polymerase
und einer geringen Menge Taq 2000™ DNA Polymerase mit einem PfuTurbo® PCR
,Enhancing Factor’. In der vorliegenden Arbeit wurden fiir ,Long Range’-PCRs mit
vergleichbaren Erfolgen auch das SAWADY ,Long Range PCR’-System von Peqlab
(Erlangen) sowie das ProofSprinter’ DNA Polymerase ,Mixture’-System von Hybaid
(Heidelberg), jeweils nach Angaben der Hersteller verwendet.

Mit dem folgenden Protokoll (vgl. Tab. 3-5) wurden problemlos Fragmente von bis zu 15 kb
amplifiziert. Reaktionsbedingungen (50 pl): 1 ul DNA-Matrize (ca. 200 ng genomische
DNA bzw. ca. 50 ng A-DNA), 5 ul 10x Herculase ™ Reaktionspuffer, 1 ul 10 mM dNTP-Mix,
1 pl Oligonukleotid-1 (15 pmol/ul), 1 pl Oligonukleotid-2 (15 pmol/ul), 0,5 ul ,Herculase™
Enhanced’ DNA Polymerase (5 U/ul) und 40,5 ul ster. ddH,O.
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Tabelle 3-5: Programmierung des Thermo-Cyclers fir eine ,Long Range’-PCR

Thermo-Cycler = Denaturierung 2 min 94°C
10 Zyklen 15s 92°C
30s Primer-T,, — 5°C
15 min 68°C
20 Zyklen 15s 92°C
30s Primer-T,,— 5°C
I5min+10s 68°C
zusitzlich 10 min 68°C

Das PCR-Produkt wurde mittels Gelelektrophorese (0,7%iges Gel in TAE-Puffer, 120 V, 45
min, Kapitel 3.3.7) tiberpriift.

3.6.6 RT-PCR
Material:

1. M-MLV-H Reverse Transkriptase (SuperScript™, RNase H’, 200 U/ul), 5x H-RT-Puffer (250 mM
Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,) und 100 mM DTT, alle drei von Gibco BRL,
Eggenstein

2. Oligo(dT)dVdN (20 pmol/ul) und Oligo(dN)y (50 pmol/ul) (Tab. 3-1)

3. 10 mM dNTP-Mix, Kapitel 3.6.1

4.  Material 1., 2., und 3. aus Kapitel 3.6.1

Vorgehensweise:

Fiir die cDNA-Synthese wurde eine klonierte M-MLV-Reverse Transkriptase mit reduzierter
RNaseH-Aktivitdit verwendet. Die Volllingen-cDNA-Synthese erfolgte mit einem
Oligo(dT),4dVdN-Gemisch. Reaktion (30 pl): 17,5 ul Gesamt-RNA (Kapitel 3.3.2), 0,5 pul
dT24VN (20 pmol/pl) und 0,5 pl dNg (50 pmol/pul) wurden 10 min bei 70°C denaturiert, fiir 10
min auf Eis gestellt und anschliessend nach Zugabe von 6 pl 5x RT-Puffer, 1,5 ul 10 mM
dNTP-Mix und 3 pl 100 mM DTT 2 min bei 40°C &quilibriert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 pl M-MLV Reverse Transkriptase gestartet, und fiir I h bei 40°C inkubiert.
Nach der reversen Transkription wurde die Reverse Transkriptase 10 min bei 90°C inaktiviert

und ein Aliquot fiir die PCR eingesetzt (Kapitel 3.6.1).
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3.7  Expression der rekombinanten 6xHis-Proteine Av-Shp3a-1p und Av-Shp3a-12p

(modifiziert nach QIAexpressionist’ ", Qiagen)

3.7.1 Klonierung in den Expressionsvektor pQE-30

Vorgehensweise:

1) Klonierung von Av-Shp3a-1p: Mit den spezifischen Primern Av3-3 und Av3-exp a (vgl.
Tab. 3-1) wurde ein Abschnitt der Kodierregion (AS 56-AS 133, Abb. 4-18) des Gens Av-
shp3a (als Matrize diente Av-shp3a-cDNA) durch PCR amplifiziert. Dieses Fragment wurde
nach Reinigung (Kapitel 3.6.1), Restriktionsspaltung mit den Endonukleasen Pstl und Nsil
(Kapitel 3.3.4 und 3.6.2) und anschliessender Gel-Isolierung (Kapitel 3.3.8) in einen mit Pstl
geschnittenen und dephosphorylierten Plasmid-Expressionsvektor pQE-30 (Kapitel 3.3.4.2)
kloniert.

2) Klonierung von Av-Shp3a-12p: In diesem Fall wurde mit den spezifischen Primern Av3-
exp s und Av3-exp a (vgl. Tab. 3-1) ein Abschnitt aus der Av-shp3a-cDNA amplifiziert, der
fiir die AS 109-133 kodiert (Abb. 4-18). Nach der Restriktionsspaltung mit BamHI und Nsil
erfolgte die Klonierung in einen mit BamHI und Pstl geschnittenen pQE-30-
Expressionsvektor.

Mit den Ligationsansdtzen wurden kompetente Zellen des E. coli Stammes M15[pREP4]
transformiert (Kapitel 3.4.3) und positive Klone durch PCR identifiziert (Kapitel 3.6.4). Bei
Av-Shp3a-1p war eine PCR mit einem spezifischen Primer notwendig, um die Orientierung
der ,Inserts’ zu bestimmen (ungerichtete Klonierung). Von den positiven Klonen wurden 1,5

ml Ubernachtkulturen hergestellt.

3.7.2 Uberpriifung der Expression rekombinanter Klone im Mikromassstab

Material:

1. 1,5 ml Ubernachtkulturen, Kapitel 3.7.1

2. LB-Medium (+ Ampicillin, + Kanamycin): Kapitel 3.4.4.2

3. 1M Stammldsung IPTG (Roth, Karlsruhe), bei -20°C aufbewahrt

4. Lyse-Puffer B: 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0

Vorgehensweise:

Jeweils 10 ml vorgewarmtes LB-Medium (+ Ampicillin, + Kanamycin) wurden in einem
autoklavierten 15 ml-Glasrohrchen mit 500 pl der Ubernachtkulturen rekombinanter
Expressionsklone angeimpft und so lange bei 37°C geschiittelt, bis ein ODgpo-Wert von 0,5-

0,7 erreicht war. 2 ml jeder Kultur wurden in ein extra Rohrchen iiberfiihrt und als
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Expressionskontrolle weiter inkubiert. Bei den verbleibenden 8 ml wurde die Expression
durch Zugabe von 8,5 pl IPTG-Stammldsung induziert (Endkonzentration 1 mM IPTG). Nach
1, 2 und 3 h wurden aus jedem Rohrchen 2 ml entnommen und 1 min mit 15.000 x g
zentrifugiert. Die nicht induzierte Expressionskontrolle wurde nach 3 h entnommen. Die
Bakterienpellets wurden in 40 pl Lyse-Puffer B resuspendiert, nach Zugabe von 10 pl 5x
reduzierendem Probenpuffer 5 min im Wasserbad gekocht und in jeweils 15 pl-Proben auf ein
20% SDS-PAGE-Gel nach OKAJIMA et al. (1993) aufgetragen (Kapitel 3.8.3). Nach
Elektrophorese, Coomassie-Fiarbung und Trocknung der Gele wurden die Proteinbanden von
nicht induzierten und induzierten Bakterien verglichen. Anschliessend wurden 2
Bakterienklone ausgewdhlt, die jeweils ein Protein erwarteter Grdosse synthetisierten. Aus
diesen zwei Klonen wurde Plasmid-DNA isoliert (Kapitel 3.4.4.2), und das Insert
ansequenziert [jeweils mit einem Sense- und einem Antisense-Primer (pQE-forward und

pQE-reverse, Kapitel 3.3.4.2 und 3.3.6)], um Sequenz und Leseraster zu iiberpriifen.

3.7.3 Isolierung von Av-Shp3a-1p und Av-Shp3a-12p uber Ni-NTA-Agarose-Siulen
Material:

1. LB-Medium (+ Ampicillin, + Kanamycin): Kapitel 3.4.4.2

2. 1 M Stammlosung IPTG (Roth, Karlsruhe), bei -20°C aufbewahrt

3. Lyse-Puffer A: 6 M GuHCI (Guanidinhydrochlorid), 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-Cl, pH 8,0

4.  Waschpuffer C: 8 M CON,H, (Harnstoff), 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-Cl, pH 6,3

5. Eluationspuffer E: gleiche Zusammensetzung wie Waschpuffer C, jedoch mit HCI auf 4,5 eingestellt

6. 15 ml Chromatographie-Saule (Disposable Polypropylene Columns for gravity-flow chromatography,
bed volume 5 ml, Qiagen)

7. Ni-NTA-Agarose (Qiagen)

8. 1 M Tris-HCI, pH 9,0

Vorgehensweise:

Nach Ubernachtkultur der ausgewihlten Bakterienklone (Kapitel 3.7.2) wurden jeweils 600
ml LB-Medium (+ Ampicillin, + Kanamycin) mit 12 ml der Ubernachtkulturen angeimpft
(1:50) und unter Schiitteln bei 37°C inkubiert, bis ein ODgy von 0,6 erreicht war. Nach
Zugabe von IPTG induziert (1 mM Endkonzentration), wurden die Kulturen fiir weitere 4 h
inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert (Zentrifugation mit 4.000 x g, 20 min, 4°C), 5 min
in Flissig-Stickstoff schockgefroren und iiber Nacht bei -20°C aufbewahrt. Am néchsten Tag
wurden die Bakterienpellets auf Eis aufgetaut und erneut 5 min bei -70°C schockgefroren.
Dies wurde dreimal wiederholt. Nach dem letzten Auftauen fiir 15 min auf Eis wurden die

Pellets zur Zell-Lyse in Lyse-Puffer A resuspendiert (5 ml pro g Bakterienmasse), 60 min bei
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RT unter leichtem Schwenken inkubiert und einer Ultraschallbehandlung unterzogen (5
Zyklen a 10 s, 20 kHz mit 30 s-Intervallen auf Eis; Sonifier B-12, Danburg, Connecticut).
Anschliessend erfolgte eine Zentrifugation der Bakterienlysate mit 10.000 x g fiir 30 min bei
RT, um Zelltriimmer zu pelletieren. Der Uberstand wurde in ein neues Réhrchen iiberfiihrt.

5 ml 50%ige Ni-NTA-Agarose wurden kurz zentrifugiert, das Pellet in Lyse-Puffer A
resuspendiert und dieser Vorgang einmal wiederholt. Danach wurde zu dem Ni-NTA-
Agarosepellet der Uberstand der Bakterienlysate gegeben, gemischt und zur Bindung der
Proteine 30 min bei RT unter leichtem Schwenken inkubiert. Das Gemisch aus Ni-NTA-
Agarose und Lysatiiberstand wurde in eine nach unten verschlossene, leere Chromatographie-
Sdule gefiillt. Nach Ablauf des Puffers wurde die Sdule mit Lyse-Puffer gewaschen bis die
Absorption bei spektrophotometrischer Messung des Durchlaufes bei einer Wellenldnge von
280 nm unter 0,01 lag. Nach jeder Zugabe von Lyse-Puffer wurde gewartet, bis die
Flissigkeit vollstindig abgelaufen war. Es folgte ein Waschschritt unter gleichen
Bedingungen mit Waschpuffer C. Anschliessend erfolgte die Elution der 6xHis-tag-Proteine
mit jeweils 500 pl Elutionspuffer E, pH 4,5, in 1,5 ml Reaktionsgefédsse (15 Fraktionen). Vor
der Elution wurden in jedes der 15 1,5 ml Reaktionsgefasse 50 ul 1 M Tris-HCI, pH 9,0
pipettiert, um den pH-Wert der eluierten Fraktionen zu neutralisieren. Jeweils 10 pl der
Fraktionen 1 bis 15 wurden mit 0,25 Volumen 5x reduzierendem Probenpuffer versetzt, auf
ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und nach Elektrophorese, Coomassie-Farbung und
Trocknung der Gele hinsichtlich der Reinheit der Protein-Eluate beurteilt (Kapitel 3.8.3).
Nach der Elution der 6xHis-Proteine wurden saubere Fraktionen vereinigt und in
Dialysierschlduchen mit einer Ausschlussgrenze 3.500 Da dialysiert (Kapitel 3.8.2). Die
Dialyse erfolgte mit langsam abnehmender Harnstoffkonzentration bei 4°C auf einem
Magnetriihrer. Beginnend mit 2.000 ml 7 M Lyse-Puffer B (Kapitel 3.7.2) wurden nach 2 h
500 ml des Puffers durch 500 ml 1x PBS (Kapitel 3.1.2.3) ersetzt. Danach wurde im 4-
Stunden-Takt jeweils die Hélfte des Dialysepuffers gegen 1x PBS ausgetauscht, bis eine
Konzentration von 10 mM Harnstoff erreicht war. Der Restharnstoff wurde durch Dialyse
gegen 2 Liter 1x PBS iiber Nacht bei 4°C entfernt. Die Proteinmenge wurde nach SDS-PAGE
der rekombinanten Proteine abgeschétzt (Kapitel 3.8.1). Mit jedem rekombinanten Protein

wurden jeweils zwei geeignete Kaninchen immunisiert (Kapitel 3.1.2.3).
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3.8 Proteinanalytische Verfahren

3.8.1 Bestimmung der Proteinmenge

Material;

1. Protein Assay (Bio-Rad, Miinchen)
2. Bovines Serum Albumin (BSA, Albumin Fraktion V, Roth, Karlsruhe)
3. 16-Loch-Mikrotiterplatten (Nunc-Immuno Module, Maxisorp F16, Wiesbaden)

Vorgehensweise:

Die Bestimmung der Proteinmenge nach BRADFORD (1976) erfolgte nach Angaben des
Assay-Herstellers. Die Mengen werden in pg/ml angegeben.

Die IgG-Konzentration (Kapitel 3.10.2.1) wurde spektrophotometrisch bei einer Wellenlédnge
von 280 nm bestimmt (COLIGAN et al., 1995).

Die Menge von einzelnen Proteinen (besonders dieser, die in 1x PBS unldslich waren) wurde
direkt auf einem Acrylamidgel (SDS-PAGE-Gelelektrophorese, Kapitel 3.8.3 und 3.8.4) in
Anwesenheit von Protein-Markern bekannter Konzentration nach Coomassie-Farbung

abgeschitzt.

3.8.2  Dialyse von Proteinen

Material:

1. Spectra/Por Dialysemembran-Set: 7 Verschlussklammern in drei verschiedenen Ausfithrungen, ein
Dialysegefdass 1.800 ml mit Magnetstdibchen und Dialysemembranen der Breite 16 mm aus
regenerierter Zellulose mit MWCO 3.500, 8.000, 15.000, 25.000 und 60.000 (Spectrum Laboratories,
Roth, Karlsruhe)

2. Mikro-Dialysekapsel QuixSep mit einem Volumen von max. 0,1, 0,5 und 1,0 ml (Roth, Karlsruhe)

3. geeigneter Dialyse-Puffer (1x PBS)

Vorgehensweise:

Eine Dialyse von Proteinlosungen wurde zum Entsalzen, Puffer- oder pH-Wechsel
durchgefiihrt. Eine Membran (Schlauch) geeigneter Porengrosse wurde ca. 30 min vor der
Dialyse in 500 ml dH,O einlegt, um Glycerol zu entfernen und dann griindlich mit dH,O
gespiilt. Der MWCO der Membran (,Molecular Weight Cut Off” oder Ausschlussgrenze in
kDa) betrug die Halfte (oder kleiner) des Molekulargewichtes der in der Membran zu
verbleibenden Makromolekiile. Ein Ende des Schlauches wurde so mit der Klammer
verschlossen, dass mindestens 1 cm des Schlauches iiber die Klammer herausragte. Die

Losung wurde eingefiillt und die Offnung wie eben beschrieben verschlossen. Der
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Dialysierschlauch wurde in einen mit Dialyse-Puffer (Volumen betrug mindestens das

100fache des Probenvolumens) gefiillten Behilter untergetaucht. Die gesamte Dialyse

erfolgte bei 4°C unter langsamem Riihren des Puffers (Magnetriihrer) mit Wechseln des

Puffers nach 2-4 h, nach 6-8 h und nach einer Inkubation tiber Nacht. Zwei Stunden danach

wurde die Dialyse beendet; eine Verschlussklammer wurde entfernt, der Schlauch gedftnet

und die Probe mit einer Pipette entnommen.

Dialysen von geringen Volumina (bis zu 1 ml) wurden in Mikro-Dialysekapseln durchgefiihrt.

3.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-Fiarbung
Material:

1.  Mini-Protean-II-Elektrophorese-Einheit mit Glasplatten, Kédmme, 0,75- und 1 mm-Spacer (Bio-Rad,
Miinchen)

2. Losung A (Sammelgelpuffer): 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 und 0,4% SDS; bei 4°C aufbewahrt

3. Losung B (Trenngelpuffer): 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 und 0,4% SDS; bei 4°C aufbewahrt

4.  Losung C: Rotiphorese” Gel 30 (Roth, Karlsruhe): gebrauchsfertige, gasstabilisierte, wissrige, 30%ige
Acrylamidstammldsung mit 0,8% Bisacrylamid im Verhéltnis 37,5:1; bei 4°C autbewahrt

5. 70% (v/v) Ethanol

6.  Ammonium Persulphat (APS, Pharmacia Biotech): eine 10% Loésung (w/v) in ddH,O wurde angesetzt
und in 200 pl-Aliquots bei -20°C aufbewahrt

7. TEMED (Pharmacia Biotech)

8. 1x Elektrophorese Laufpuffer: pH 8,3; 25 mM Tris/HCI, 192 mM Glycin, 0,1% SDS; bei 4°C als 10x
Stammldsung aufbewahrt

9.  reduzierender Probenpuffer: Roti®-Load 1, 4-fach-konz. (Roth, Karlsruhe)

10. 5x Probenpuffer (reduzierend): 5% SDS, 12,5% 2-ME (Serva, Heidelberg), 25% Glycerol und 0,005%
Bromphenolblau in 156 mM Tris-HCI pH 6,8 und 5x Probenpuffer (als nicht reduzierender Puffer):
ohne 2-ME

11. Molekulargewichtsmarker: M1) Protein MW Marker (Recombinant), Serva Liquid Mix (12 Banden,
20-200 kDa, 50 und 100 kDa stirkere Banden); M2) BenchMark VProtein Ladder (Invitrogen, 15
Banden, 10-220 kDa, 20 und 50 stéarker); M3) Protein Marker, Broad Range (Biolabs, 13 Banden, 2,3-
212 kDa, 66,4 und 26,6 stirker); M4) 10 kDa Protein Ladder (Gibco BRL, 13 Banden, 10-200 kDa, 50
stérker)

12. Coomassie Blue-Férbelosung: 0,125% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidelberg),
15% Methanol (absolut, Merck) und 7,5% Eisessig (98%, Merck) in ddH,0O

13. Entfarbelosung fiir Acrylamidgele: 15% Methanol, 7,5% Eisessig in ddH,O

14. Frischhaltefolie und 1mm Whatmann-Filterpapier
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Vorgehensweise:

Die SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) wurde zur Kontrolle und Charakterisierung der Protein
(Parasiten-Homogenate und rekombinante Proteine)- und Immunglobulin-Priparationen
eingesetzt. Desweiteren war sie eine notwendige Vorstufe fliir Immunoblot-Techniken zur
Spezifititskontrolle von Antisera und bei Analysen der antigenspezifischen
Antikorperantwort A. viteae infizierter M. coucha.

Zum Herstellen der Gele wurden die mit 70% Ethanol gereinigten Glasplatten mit den
Spacern in die Halterung eingespannt und im Giessstand justiert. Je nach gewlinschter
Acrylamidkonzentration des Gels wurden die entsprechenden Mengen an Losung C, Losung
B und ddH,O (Tab. 3-6) mit 70 pl 10% APS-Losung und 15 pl TEMED versetzt,
luftblasenfrei in den Zwischenraum des Glasplatten-,Sandwich’ gegossen und mit 70%igem
Ethanol tiberschichtet, um eine glatte Gel-Oberfliche zu erhalten. Nach der Polymerisation
(30-60 min bei RT) des Trenngels und Abgiessen des Ethanols wurde einmal mit ddH,O
nachgespiilt, um das Anhaften des Sammelgels an das Tenngel zu gewihrleisten. Das
Sammelgel wurde als 3,9%ige Acrylamid-Losung (1,25 ml Losung A, 0,65 ml Losung C,
3,05 ml ddH,O, 35 pul 10% APS und 15 pl TEMED) hergestellt und auf das erstarrte Trenngel

gegossen. Anschliessend wurden sofort die Kimme zur Formung der Geltaschen eingesetzt.

Tabelle 3-6: Zusammensetzung der bei der SDS-PAGE verwendeten Trenngel-Ldsungen

(Volumina fir zwei Mini-Gele)

Acrylamid- Losung C Losung B ddH,O
konzentration (ml) (ml) (ml)
7,5% 3,75 3,75 7,50
10% 5,00 3,75 6,25
12,5% 6,25 3,75 5,00
15% 7,50 3,75 3,75

Nach der Polymerisation des Sammelgels (30-45 min) wurden die Gele mit der Halterung in
die Trennkammer eingesetzt, die Kdmme vorsichtig entfernt und die Reservoirs mit 1x
Laufpuffer gefiillt. Die Proben wurden mit 0,34 Volumen reduzierendem Roti®-Load 4x
Probenpuffer, 0,25 Volumen 5x reduzierendem oder nicht reduzierendem Probenpuffer
versetzt, 5 min im kochenden Wasserbad denaturiert und in die vorsichtig gespiilten

Geltaschen tiberfiihrt (10-15 pl pro Geltasche). Die Elektrophorese erfolgte iiber 30 min bei
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einer Spannung von 70 V und danach bei 120 V. Die SDS-PAGE wurde beendet, wenn die
Bromphenolblau-Front den unteren Gelrand erreicht hatte (nach ca. 1 h bei 120 V).

Eine Auftrennung von Peptiden und Proteinen unter 10-15 kDa ist mit dem Laemmli-
Gelsystem aufgrund der ,Ko-Migration’ von SDS und kleineren Proteinen, welche die
Auflosung storen, nicht moglich. Mit einer einfachen Modifikation des traditionellen
Laemmli-Puffersystems (erhohte Konzentrationen der Puffer), die eine bessere Trennung der
Peptide und der SDS-Mizellen erlaubt, konnten Peptide bis zu 5 kDa aufgetrennt werden
(OKAJIMA et al., 1993).

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel 1 h bei RT unter
leichtem Schwenken in Coomassie-Farbelosung inkubiert. Die Entfirbung dauerte in der
Entfarbelosung 4-5 h, wobei die Losung mehrfach gewechselt wurde. Anschliessend wurde
das Gel in ddH,O abgespiilt, auf ein feuchtes Whatmann-Papier gelegt, mit Frischhaltefolie
abgedeckt und im Vakuumtrockner bei 80°C 45 min getrocknet. Anhand der

Molelulargewichtstandards wurde die Grosse der Proteinbanden bestimmt (Kapitel 3.8.4).

3.8.3.1 SDS-PAGE zur Auftrennung von Peptiden bis zu 1 kDa

Material:

1. 2x Tricin-Probenpuffer: 2 ml Losung A (Kapitel 3.8.3; 0,1 M Endkonz.) + 2,4 ml (3,0 g) Glycerol
(24% Endkonz.) + 0,8 g SDS (8% Endkonz.) + 0,31 g DTT (0,2 M Endkonz.) + 2 mg Coomassie Blue
G-250 (0,02% Endkonz.) mit ddH,O auf 10 ml

2. Acrylamidlésung: 24 g Acrylamid (PAGE, Pharmacia Biotech, 48% Endkonz.) + 0,75 g Bisacrylamid
(Pharmacia Biotech, 1,5% Endkonz.) mit ddH,O auf 50 ml

3. Gelpuffer (3,0 M Tris/HCI und 0,3% SDS): 72,68 g Tris in 120 ml H,O geldst, auf pH 8,45 mit 1 N
HCI eingestellt und mit ddH,O auf 200 ml aufgefiillt. Die Lésung wurde durch einen 0,45 um-Filter
filtriert, 0,6 g SDS (Serva) zugegeben und bei 4°C aufbewahrt

4.  Anodenpuffer: 121,1 g Tris (0,2 M Endkonz.) + 500 ml ddH,O, dann pH auf 8,9 mit konz. HCI
eingestellt und auf 5 Liter mit ddH,O aufgefiillt

5. Kathodenpuffer: 12,11 g Tris (0,1 M Endkonz.) + 17,92 g Tricin (Sigma, 0,1 M Endkonz.) + 1 g SDS
(0,1% Endkonz.) mit ddH,O auf 1 Liter, der pH-Wert sollte ohne weitere Einstellung ca. 8,25 betragen

6.  Molekulargewichtsmarker: Mpl) Peptidmarker eigener Zusammenstellung freundlicherweise
iiberlassen von M. Eberle (Inst. fiir Biochemie, Giessen), 8 Banden, 3,5-66 kDa; Mp2) Protein
Molecular Weight Standards, 2,850 — 43,000 Molecular Weight Range (Gibco BRL), Peptid-Marker
mit 6 Banden, 2,850-43,000 kDa, jedes Protein ist in einer Konzentration von 1 mg/ml vorhanden

7.  vgl.Material 1.,5.,6.,7.,12., 13., und 14. aus Kapitel 3.8.3

8. 40% (v/v) Glycerol (Ultra Pure, ICN) in ddH,O
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Vorgehensweise:

Dieses Gelsystem erlaubt die Trennung von Peptiden bis zu einem Molekulargewicht von 1
kDa (Zusammensetzung der Gele s. Tab. 3-7). Dies wird erreicht durch die Einfiihrung eines
zusitzlichen Spacergels (Abb. 3-5) und die Verwendung von Tricin statt Glycin als Leitanion

(SCHAGGER & VON JAGOW, 1987).

Tabelle 3-7: Zusammensetzung der zur Trennung von Peptiden verwendeten Gel-

Losungen
Trenngel (16,5%) Spacergel (15,3%) Sammelgel (5%)
6 ml Acrylamidlosung 1,86 ml Acrylamidlosung 0,72 ml Acrylamidldsung
6 ml Gelpuffer 3,0 ml Gelpuffer 2,22 ml Gelpuffer
6 ml 40% (v/v) Glycerol 4,14 ml ddH,O 4,14 ml ddH,0O
60 ul 10% APS 30 ul 10% APS 72 ul 10 APS
6 ul TEMED 3ul TEMED 7,2 ul TEMED

Im Unterschied zum Laemmli-Gelsystem (Kapitel 3.8.3) wurde hier direkt nach dem Giessen
der Trenngel-Losung die Spacergel-Losung aufgegossen (Abb. 3-5). Ethanolreste wurden mit
einer Pufferlosung [2,5 ml Losung B (Kapitel 3.7.3) + 7,5 ml ddH,O] abgespiilt. Es wurden
getrennte Anoden- und Kathodenpuffer verwendet. Die Proben wurden 1:1 mit dem 2x
Tricin-Probenpuffer vermischt und 5 min im kochenden Wasser erhitzt. Die Elektrophorese
erfolgte 1 h bei 30 V, sodann 1 h bei 70 V und abschliessend 1 h bei 120 V. Nach dem Lauf

wurden die Gele wie im Kapitel 3.7.3 beschrieben mit Coomassie gefarbt und getrocknet.

Sammelgel 1,5 cm .
Abbildung 3-5: Gelaufbau

Spacergel 1,5 cm zur Trennung von Peptiden
in der SDS-PAGE

Glasplatte
7 cm

Trenngel 4 cm
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3.8.4 Bestimmung der relativen Molekularegewichte nach SDS-PAGE

Vorgehensweise:

Um die Grosse der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine kalkulieren zu kénnen, wurde
bei jedem Lauf ein Molekulargewichtsmarker mit aufgetragen (Kapitel 3.8.3 u. 3.8.3.1).

Mit der Hilfe der Markerbanden konnte eine Eichkurve erstellt werden. Zu diesem Zweck

wurden die Migrationsfaktoren (MF) fiir jede Markerbande nach folgender Formel bestimmt:

Laufstrecke der Molekiile

MF =
Gesamtlaufstrecke

In einem Koordinatensystem wurden die errechneten MF-Werte auf die x-Achse und der
dekadische Logarithmus der Molekulargewichte der Markermolekiile auf die y-Achse
aufgetragen. Anhand dieser Werte erfolgte die Erstellung einer Eichkurve. Das
Molekulargewicht des gewlinschten Proteins konnte dann iiber seinen MF-Wert anndhrend

bestimmt werden.

3.8.5 Silberfiarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Material:

1. Losung 1 (50% Methanol/10% Essigséure): 400 ml dH,O + 100 ml Essigséure + 500 ml Methanol

2. Losung 2: 50% Methanol in dH,O

3. Loésung 3 (0,8 mM Natriumthiosulfat-Losung): 0,1 g Na,SO,5H,0 (248,18 g/mol) in 500 ml dH,O
geldst und vor Gebrauch 1:1 mit dH,O versetzt

4. Losung 4: 0,2 g Silbernitrat (AgNOs, 169,87 g/mol, 0,2% Endkonz.) + 75 pl 37% Formaldehyd +
dH,0 auf 100 ml, frisch angesetzt

5. Losung 5: 30 g Na,COs (105,99 g/mol) + 2 mg Na,S,05 (248,18 g/mol) + 0,25 ml 37% Formaldehyd
+ dH,0 auf 500 ml, vor Gebrauch 1:3 bis 1:4 mit dH,O verdiinnt

6. Losung 6: 9,3 g Na,EDTA2H,0 (372,24 g/mol, 0,05 M EDTA Endkonz.) in 500 ml dH,O

Vorgehensweise:

Alle Arbeitsschritte wurden bei RT in einem Kunststoffbehilter (8 x 14 cm) unter leichtem
Schwenken in 50 ml Lésung durchgefiihrt. Die Gele wurden nach der Elektrophorese (Kapitel
3.8.3 und 3.8.3.1) und Abtrennung des Sammelgels 2 h mit Losung 1 fixiert und dann mit
dH,O 1 h oder iiber Nacht bei einmaligem Wasserwechsel gewaschen. Es folgten eine
Waschung mit Losung 3 (dreimal 10 min) und die Vorbehandlung mit Losung 4 (2 min).
Anschliessend wurde mit dH,O dreimal 20 s gewaschen und 10 min in Losung 6 inkubiert.

Dieser Schritt und alle folgenden wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Nach erneuter Waschung
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mit dH,O zweimal 30 s erfolgte die Entwicklung mit Lésung 8 fiir 2-5 min. Dabei war zu
beachten, dass bis zum Erreichen der gewiinschten Farbintensitit eine gewisse Nachfirbung
auch nach dem Stoppen erfolgt. Dann wurde wieder mit dH,O zweimal 30 s gewaschen und
die Reaktion mit Losung 10 gestoppt (10 min). Nach anschliessender Waschung mit dH,O fiir

30 min wurden die Gele wie im Kapitel 3.8.3 getrocknet.

3.8.6  Western-Blotting (Semi-Dry-Blotting)

Material:

1.  Immobilon™-P Transfer Membran (PVDF, Millipore, Eschborn), auf Gelgrosse zugeschnitten (bei
Mini-Gelen ca. 6 X 9 cm)

2. Filter-Papier: 3 mm dickes Filterpapier (Whatmann, Maidstone), jeweils zwei pro Gel, auf Gelgrosse
(ca. 6 x 9 cm) zugeschnitten

3. Transfer-Puffer: 3,03 g Tris (25 mM Endkonz.) + 14,4 g Glycin (0,192 mM Endkonz.) + 150 ml
Methanol (15% Endkonz.) + ddH,O auf 1 Liter, pH-Wert der Losung sollte dann ca. 8,3-8,4 betragen

4. Transfer-Puffer (+ 0,4% CHAPS): 200 ml Transfer-Puffer (vgl. Punkt 3.) + 0,8 g CHAPS
(Calbiochem)

5. Methanol (Merck)

Vorgehensweise:

Western-Blotting ist ein Verfahren zum Transfer von Proteinen (hier: A. viteae-Antigen,
rekombinante 6xHis-Proteine und M. coucha-IgG) auf Membranen nach der SDS-PAGE. Das
Western-Blotting wurde mit einem Semi-Dry-System (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt.
Die SDS-PAGE-Gele wurden nach Beendigung der Elektrophorese und Abtrennen vom
Sammelgel in Transfer-Puffer zusammen mit den Filterpapieren 15 min &quilibriert. Die
PVDF-Membran wurde vorher 10 s in Methanol gelegt. Fiir die Wiederherstellung der
Antikorper-Bindungsfahigkeit von auf PVDF-Membran transferierten, hydrophoben
(Membran)-Proteinen wurde ein Transfer-Puffer mit dem zwitterionischen Detergenz CHAPS
verwendet (modifiziert nach MANDRELL & ZOLLINGER, 1984).

Ca. 3-5 ml Transfer-Puffer wurden auf die Mitte der unteren Platte pipettiert. Darauf wurden
ein in Transfer-Puffer dquilibriertes Filterpapier, die Membran, das Gel und ein zweites in
Transfer-Puffer &dquilibriertes Filterpapier gelegt (Abb. 3-6). Evtl. vorhandene Luftblasen
wurden mit einer Pipette durch Rollen entfernt. Anschliessend wurde die Kathoden-Platte auf
die Kontakte gesetzt und der Transfer bei 200 mA (mindestens 0,8 mA/cm? Gel) Stromstirke
1 h durchgefiihrt. Das SDS-PAGE-Gel wurde anschliessend in Coomassie (Kapitel 3.8.3)
gefirbt, um die Effizienz des Blotting-Vorganges zu liberpriifen.
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Filter-Papier €—
PVDF-Membran 44— T

Acrylamid-Gel €— [~
Filter-Papier <+

@ Anode

Abbildung 3-6: Vorbereitung eines Semi-Dry-Transfers

3.8.7 Dot-Blotting
Material:

1. Immobilon™-P Transfer Membran (PVDF, Millipore, Eschborn)

2. Methanol (Merck)

3. 10x TBS (Tris Buffered Saline): 60,57 g Tris (0,05 M Endkonz.) + 85 g NaCl (0,85% Endkonz.) + 800
ml ddH,0, auf pH 7,5 mit konz. HCI eingestellt und auf 1 Liter mit ddH,O aufgefiillt; autoklaviert und
bei RT aufbewahrt; vor Gebrauch fiir 1:10 mit ddH,O verdiinnt

4. 1 mm Filterpapier (Whatmann)

5. 5x Probenpuffer (reduzierend): Kapitel 3.8.3, ohne Bromphenolblau (BPB)

Vorgehensweise:

Dot-Blotting wurde als eine schnelle und effektive Methode eingesetzt, wenn keine
elektrophoretische Auftrennung von Proteinen notwendig war (z.B. Losung mit nur einem,
bekannten Protein).

PVDF-Membran wurde 5 s in Methanol gelegt und anschliessend 15 min in 1x TBS
dquilibriert. Die Membran wurde dann auf ein Filterpapier gelegt und getrocknet (ca. 5-10
min; bis diinne, weisse Striche auf der Membran erschienen). Danach wurden 5 pl einer
Proteinlosung in 1x PBS aufgetropft und an der Luft vollstindig getrocknet (15-20 min).
Wenn es sich um Proteine handelte, die in 1x PBS unl6slich waren, wurde die Probe vor dem
Auftropfen auf die Membran mit 0,25 Volumen 5x Probenpuffer ohne BPB versetzt und 5
min im Wasserbad gekocht. Die getrockneten Membranen wurden danach sofort blockiert

(Kapitel 3.9.1.1).
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3.9 Immunnachweise

3.9.1 Immunoblot-Techniken

Immunoblots wurden eingesetzt zur Uberpriifung der Praimmunsera auf Kreuzreaktivitt,

Spezifititskontrolle von Antisera und bei Analysen der antigenspezifischen

Antikdrperantwort A. viteae-infizierter M. coucha.

39.1.1

Material:

1.
2.

Antikorpernachweis mit chromogenem Substrat (Immunfirbung)

PVDF-Membran mit transferierten Proteinen (Kapitel 3.8.6 und 3.8.7)

Ponceau S-Farbelosung: 0,5 g Ponceau S (Sigma; Endkonz. 0,5%) in 1 ml Essigsdure geldst und
auf 100 ml mit dH,O aufgefillt

Coomassie Blue-Farbelosung: Kapitel 3.8.3

Entfarbelosung fiir PVDF-Membranen: 45% Methanol und 10% Essigsdure in dH,O
Blockierungs-, und Waschlosung (TTBS: Tween 20/TBS): 0,1% Tween 20 (Polyoxyethylene-
Sorbitan Monolaurate, Sigma) in 1x TBS (Kapitel 3.8.7), bei 4°C aufbewahrt und innerhalb einer
Woche verbraucht

Primére Antikorper: 1) Praiimmunsera von Kaninchen (vor der Immunisierung gewonnen) sowie
affinitétsgereinigte Kaninchen-Prdiimmunsera und Sera nicht-infizierter M. coucha (vor der
Infektion mit A. viteae-L3, Poolserum); 2) Antisera: 2.1) polyklonale Kaninchensera gegen das
rekombinante 6xHis-Protein Av-Shp3a-12p und gegen M. coucha-IgG vor und nach
Affinitdtsreinigung und Sera mit A. viteae infizierter M. coucha (aus unterschiedlichen
Zeitpunkten der Infektion, Poolsera); 2.2) monoklonaler Maus-IgA, kappa, TEPC15 (Sigma)
Sekundire Antikorper (Konjugate): Kommerzielle Konjugate: Peroxidase-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch, Dianova, Hamburg): mit Peroxidase
markierte Anti-Kaninchen IgG-Antikorper von der Ziege; eigenes nach TIJSSEN & KURSTAK
(1984) hergestelltes Anti-M. coucha IgG-Konjugat, mit Peroxidase markiert (Kapitel 3.10.2);
Anti-IgA-Peroxidase-Konjugat (Sigma)

Substratlosung (chromogenes Substrat): 1 Tablette 4-Chloro-1-Naphthol (4-CN, Sigma) in 10 ml
Methanol geldst (Stocklosung, bei 4°C im Dunkeln 2-4 Wochen verwendbar). 2 ml dieser
Stocklosung + 10 ml 1xTBS + 10 pl H,O,, unmittelbar vor Gebrauch angesetzt, 2 ml pro

Membranstreifen

Vorgehensweise:

Nach dem ,Western’-Transfer erfolgte eine reversible Féarbung der Proteine auf der

PVDF-Membran mit Ponceau-Farbelosung fiir 10 min. Danach wurde die Membran kurz

gewdssert (dH,O) und den Spuren des Gels entsprechend in Streifen geschnitten. Die

Membranstreifen wurden einzeln in einer eigens dafiir hergestellten Plastik-Kammer
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(11,5x10,5x1,5 cm Plastik-Kammer mit 10 Spuren a 0,7 cm Breite) mit jeweils 3 ml
ddH,0 unter Schwenken zur vollstindigen Entfernung des Ponceau-Farbstoffes 10 min
gewaschen. Membranstreifen mit Markerbanden und ein Kontrollstreifen mit Antigen
wurden in Coomassie Blue-Féarbelosung inkubiert und anschliessend in der
Entfarbelosung fiir PVDF-Membranen fiir 5-10 min entférbt (2-3 Wechsel der Losung),
dann an der Luft getrocknet und bei -20°C aufbewahrt.

Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei RT in der Plastik-Kammer, wobei die
Blockierung und die Antikorperinkubationen auf einer Rotations-Plattform unter
langsamem Drehen und die Waschschritte auf einem Taumler unter kréftigem Schiitteln
durchgefiihrt wurden. Die Protein-beschichteten Membranstreifen wurden 60 min bei RT
oder bei 4°C iiber Nacht in jeweils 3 ml Blockierungslosung zur Séttigung unspezifischer
(freier) Bindungsstellen auf der Membran inkubiert. In der Zwischenzeit erfolgte die
Verdiinnung des ersten Antikorpers mit Blockierungspuffer (Kaninchensera 1:1.000 bis
1:2.000, affinitdtsgereinigte Kaninchensera 1:5 bis 1:100; M. coucha-Sera 1:10). Nach
Absaugen der Blockierungslosung wurden zu jedem Streifen 2 ml der Antikorperlosung
gegeben und 1 h bei RT oder bei 4°C {iber Nacht inkubiert. Nach Smaligem Waschen (je
10 min) in je 3 ml TTBS erfolgte die einstiindige Inkubation mit dem sekunddren
Antikorper (Anti-Kaninchen IgG 1:3.000 in TTBS oder Anti-M. coucha IgG 1:10 in
TTBS; je 2 ml zu jedem Streifen). In den Fillen, in denen eine Kontrolle der
Konjugatspezifitit beabsichtigt war, entfiel die Inkubation mit der primiren Antikorper.
Nach erneutem Waschen in TTBS erfolgten zwei Waschschritte (5 min und 15 min) mit je
3 ml 1x TBS. Tween 20 in TTBS beeintréichtigt die 4-CN Entwicklung (BJERRUM et al.,
1988). Danach wurde die frisch angesetzte Substratlosung (je 2 ml pro Membranstreifen)
zugegeben. Die Farbreaktion war nach 10 min beendet. Die Streifen wurden kurz in dH,O
gewaschen und im Dunkeln getrocknet. Als Grossenvergleich diente der Coomassie-
gefarbte Membranstreifen mit dem Marker. Die Membranen wurden in Alufolie verpackt

und bei -20°C aufbewahrt.

39.12 Antikorpernachweis mit Chemilumineszenz-Substrat

Material:
1. Material 1., 2., 3. und 4. aus Kapitel 3.9.1.1
2. Blockierungslosung: 5% (w/v) fettfreies Trockenmilchpulver und 0,1% (v/v) Tween 20 (Sigma)
in 1x TBS (Kapitel 3.8.7)
3. Waschlosung (TTBS: Tween 20/TBS): Kapitel 3.9.1.1
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4. Primdre Antikdrper: 1) polyklonale, affinitdtsgereinigte Kaninchensera; 2) DMAE-reaktive
Antikorper (SCHARES et al., 1994) (Kapitel 4.7.3)

5. Sekunddrer Antikdrper (Konjugat): Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG
(H+L) (Jackson ImmunoResearch, Dianova, Hamburg): mit Peroxidase markierte Anti-
Kaninchen IgG-Antikdrper von der Ziege

6. Chemilumineszenz-Substrat: Die Losungen A und B (ECL Plus™ Western blotting detection
reagents, Parmacia Biotech), bei 4°C aufbewahrt, wurden ca. 30 min vor Anfertigung der
Substratlosung bei RT &dquilibriert und vor Anwendung 40:1 gemischt; verwendet wurden 0.1
ml/cm® Membran

7. Frischhaltefolie

8. Plastikfolie (Polystar PE-Schlauchfolie, Rische & Herfurth, Hamburg)

9. Kodak BioMax Light Film (BioMax Light-1, Sigma)

Vorgehensweise:

Es wurde wie im Kapitel 3.9.1.1 verfahren, aber mit folgenden Anderungen: 1. die
Blockierungslosung enthielt noch zusétzlich fettfreies Trockenmilchpulver (0,5%); nach
dem Blockieren wurde zweimal 2 min mit TTBS (> 4 ml/cm”* Membran) gewaschen; 2.
Antikorperverdiinnungen und Waschschritte wurden mit TTBS durchgefiihrt, wobei
jeweils das zweite Waschen in grosserem Volumen (> 4 ml/cm® Membran) 15 min
dauerte; 3. nach dem letzten Waschschritt wurden nach vollstindiger Entfernung der
Waschldsung auf jeden Membranstreifen 0,1 ml/cm”* Membran Substratlsung aufgetropft
und 5 min inkubiert. Bei Arbeiten mit ganzen Membranen wurden diese mit
entsprechender Menge Sustratlosung fiir 5 min in Plastikfolie eingeschweisst.
Anschliessend wurden die Membranen bzw. die Membranstreifen unter Vermeidung von
Luftblasen zwischen zwei Blitter Frischhaltefolie gelegt und 10 s, 30 s und 3 min auf
,BioMax Light’ Film exponiert. Nach dem Auflegen des Filmes auf die Membran wurden
dessen Rinder mit Farbstift markiert, damit nachher die Membran-Grenzen auf den Film

ibertragen werden konnten.

3.9.2 Mikrofilarien-Agglutinations-Assay (MAA)
(modifiziert nach ZAHNER & WEGERHOF, 1985)
Material:

1. A.viteae-Mikrofilarien: Kapitel 3.2.2
2. RPMI 1640: Kapitel 3.2.2
3. Antikorper: affinitdtsgereinigtes Kaninchen-Prdimmunserum, polyklonales Kaninchenserum

gegen das rekombinante 6xHis-Protein Av-Shp3a-12p nach Affinitdtsreinigung, Sera von M.
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coucha vor der Infektion (Poolserum), sowie Sera mit A. viteae infizierter M. coucha (ca. 140

Tage p.i., Poolserum)

Vorgehensweise:

A. viteae-Blutmikrofilarien wurden nach der Isolierung (Kapitel 3.2.2) dreimal mit 50 ml
RPMI 1640 gewaschen (Zentrifugation 10 min, 400 x g, ohne Bremse). Anschliessend
wurden je 5.000 Mikrofilarien in RPMI 1640 mit 10 pl Serum in einem Gesamtvolumen
von 40 pl in 1,5 ml Eppendorf-Gefidssen mindestens 1 h bei RT inkubiert. Danach wurden
nach kréftigem Schiitteln je 5 pl entnommen, auf einen Objekttriager aufgetropft und mit
einem Deckglas abgedeckt. Bei der mikroskopischen Auswertung wurde der Prozentsatz

agglutinierter Mikrofilarien bestimmt.

3.10  Herstellung und Reinigung von Antikérpern und Konjugaten

3.10.1 Affinititsreinigung von Antiseren

Material:

1. Material von Kapiteln 3.8.3, 3.8.4 (+ priparative Kdmme) und 3.8.6

2. Polyklonale Kaninchen-Antisera gegen das rekombinante 6xHis-Protein Av-Shp3a-12p und
gegen M. coucha-IgG sowie Praimmunsera

3. 1x TBS (Kapitel 3.8.7)

4.  BSA-Losung (2%): 0,2 g BSA (Albumin Fraktion V, Roth, Karlsruhe) in 10 ml TTBS (Kapitel
3.9.1.1)

5. 0,1 M Glycin, pH 2,3

6. 1 M Tris-HCI, pH 8,0

Vorgehensweise :

Spezifische Sera wurden durch Affinitdtsreinigung von Kaninchen-Antisera bzw.
Praimmunsera (als Kontrolle) an auf eine PVDF-Membran transferiertem Protein
(rekombinantes 6xHis-Protein Av-Shp3a-12p und M. coucha-IgG) hergestellt. 50 pg
Protein wurden auf ein priparatives SDS-PAGE-Gel (je zwei Gele pro
Affinitédtsreinigung) aufgetragen. Im Fall von Av-Shp3a-12p waren es Peptidgele (Kapitel
3.8.4) und bei M. coucha-IgG 7,5%ige Gele (Kapitel 3.8.3). M. coucha-IgG wurde in
einem Probenpuffer ohne 2-ME aufgenommen. Nach dem Transfer der Proteine auf
PVDF-Membranen mit Semi-Dry-Blotting (Kapitel 3.8.6) und anschliessender Ponceau-

Féarbung (Kapitel 3.9.1.1) wurden die Proteinbanden ausgeschnitten und in einem 15 ml
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Plastikrohrchen (Nunc) mit 10 ml 2%iger BSA-Losung fiir 60 min bei RT unter leichtem
Schwenken blockiert. Alle folgenden Schritte wurden in diesem Rohrchen mit 10 ml
Volumen bei RT unter Schwenken durchgefiihrt. Nach der Blockierung wurden die
Membranstreifen mit dem gebundenen Protein in 1:50 in TTBS verdiinntem Antiserum
tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde der Streifen mit TTBS viermal 5
min gewaschen. Gebundene Antikdrper wurden durch Zugabe von 1 ml 0,1 M Glycin (pH
2,3) und einminiitiges Schwenken eluiert. Die Losung mit den eluierten Antikdrpern
wurde sofort durch Zugabe von 0,35 Volumen 1 M Tris-HCI (pH 8,0) und 0,5 ml 2%iger
BSA-Losung neutralisiert und bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Die
Membranstreifen wurden zweimal 5 min mit 10 ml 1x TBS gewaschen und fiir spitere

Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

3.10.2 Herstellung eines Anti-M. coucha IgG-Peroxidase-Konjugates

3.10.2.1 Isolierung von IgG aus Serum von M. coucha
Material:
1. 10ml M. coucha-Serum
sterile Glaswolle und Plastik-Trichter
Protein A-Sepharose CL-4B (Pharmacia Biotech)
1x PBS (Kapitel 3.1.2.3) mit pH 8,0 (Bindungspuffer) und pH 7,3 (Dialyse-Puffer)
0,1 M Citronensdure auf pH 3,0 mit 1 M NaOH eingestellt
0,2 um Ready-To-Use Filter Holders (30 mm Diameter, Renner)

N kW

15 ml Chromatographie-Sdule (Disposable Polypropylene Columns for gravity-flow
chromatography, bed volume 5 ml, Qiagen)

8. 1M Tris-HCL pH 9,0

Vorgehensweise:

500 mg Protein A-Sepharose wurden mit 4 ml sterilem ddH,O versetzt, 30 min bei RT
gequollen, auf die Chromatographie-Saule aufgetragen und mit 20 ml Bindungspuffer (1x
PBS, pH 8,0) dquilibriert. Das M. coucha-Serum war sehr lipdmisch und wurde zur
Entfernung der Lipide durch einen Trichter, dessen Offnung mit Glaswolle bedeckt war,
gefiltert. Danach wurde die Glaswolle mit etwas Bindungspuffer gespiilt und vorsichtig
mit Handschuhen ausgepresst. Das Serum wurde anschliessend auf 2 ml Reaktionsgefdsse
verteilt, 30 min bei 13.000 rpm (SK 54.94/24x3g; Hettich) und 4°C zentrifugiert, durch

einen 0,2 pum-Filter steril filtriert, 1:10 mit Bindungspuffer verdiinnt und auf die mit
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Bindungspuffer dquilibrierte Sdule aufgetragen. Danach wurde solange mit
Bindungspuffer gewaschen, bis kein Protein mehr nachweisbar war (Absorptionsmessung
bei 280 nm). Gebundenes IgG wurde dann mit jeweils 500 pl 0,1 M Citronensdure, pH
3,0, von der Protein A-Sepharose-Saule eluiert (20 Fraktionen). Vor der Eluierung wurden
die Reaktionsgefdsse mit 50 ul 1 M Tris-HCl, pH 9,0, versehen, um die eluierten
Fraktionen zu neutralisieren.

Jeweils 10 pl der Fraktionen 1 bis 20 wurden zur Kontrolle mit 0,25 Volumen 5x nicht
reduzierendem Probenpuffer versetzt, auf 7,5% SDS-PAGE-Gele aufgetragen und nach
Elektrophorese, Coomassie-Farbung und Trocknung der Gele auf Reinheit beurteilt
(Kapitel 3.8.3). Reine IgG-Fraktionen wurden in Mikro-Dialysekapseln mit einem
MWCO der Dialyse-Membran von 60 kDa gegen Dialyse-Puffer (1x PBS, pH 7,3)
dialysiert (Kapitel 3.8.2). Nach Bestimmung der IgG-Konzentration (Kapitel 3.8.1),
Immunisierung geeigneter Kaninchen (Kapitel 3.1.2.3) und Affinititsreinigung der
polyklonalen Kaninchen-Antisera (Kapitel 3.10.1) erfolgte die Konjugation der

Antikorper mit Peroxidase.

3.10.2.2 Konjugation von Antikoérpern mit Peroxidase
(nach TIJSSEN & KURSTAK, 1984)
Material:

1. 1 mg/ml Antikorperlosung (affinititsgereinigte, polyklonale Antikorper von Kaninchen gegen
M. coucha IgG)

2. ,Horseradish’ Peroxidase (HRPO; Sigma Type VI-A)

3. 0,1 M Phosphat-Puffer, pH 6,8: 510 ml Stock A + 490 ml Stock B + 1000 ml ddH,O gemischt.
Stock A (0,2 M): 31,2 g NaH,PO,-2H,0 in 1 Liter H,O; Stock B (0,2 M): 28,39 g Na,HPO, in 1
Liter H,O

4. 0,1 M Carbonat-Puffer, pH 9,2: 1,36 g Na,CO; + 7,35 NaHCO; + 950 ml ddH,0, pH 9,2, und
auf 1 Liter mit ddH,O aufgefiillt

5. Natrium-m-Perjodat-Losung (NalO,, Sigma): 0,0855 g in 50 ml ddH,O, unmittelbar vor
Anwendung angesetzt

6. Natrium-Borohydrid-Losung (NaBH,): 0,05 g + 1 ul 1 M NaOH (0,1 mM Endkonz.) + 10 ml
ddH,0, unmittelbar vor Anwendung angesetzt

7. gesittigte Ammoniumsulfat-Losung: zuerst eine 0,01 M Tris-HCI-Ldsung angesetzt: 1,21 g Tris
mit 990 ml ddH,0 versetzt und pH auf 7,0 eingestellt und auf 1 Liter mit ddH,O aufgefiillt. 767
g (NH,),SO,4 in 1000 ml 0,01 M Tris, pH 7,0, geldst, auf pH 7,0 eingestellt und bei 4°C
aufbewahrt.

8. Bovines Serum Albumin (Albumin Fraktion V, Roth, Karlsruhe)

9. Glycerol (Ultra Pure, ICN)
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10. Dialyse-Membran (MWCO 25000) und Mikro-Dialysierkapseln (Kapitel 3.8.2)

11. 6 ml Chromatographie-Séule (Disposable Polypropylene Columns for gravity-flow
chromatography, bed volume 1 ml, Qiagen)

12. chromatographisches Medium: Sephadex G-25 (Pharmacia Biotech)

13. Tris/EDTA/NaCl (TEN)-Puffer, pH 7,2: 6,06 g Tris + 0,37 g Na,EDTA + 8,77 g NaCl + 930 ml
ddH,0, auf pH 7,2 mit HCI eingestellt und auf 1 Liter mit ddH,O aufgefiillt

Vorgehensweise:

1 ml Antikdrper-Losung (IgG-Konzentration > 1 mg/ml) wurde iiber Nacht bei 4°C gegen
0,1 M Phosphat-Puffer, pH 6,8, in Mikro-Dialysekapseln dialysiert (Kapitel 3.8.2). Am
ndchsten Tag wurden 5 mg HRPO in 0,5 ml 0,1 M Carbonat-Puffer, pH 9,2, geldost und
0,25 ml der Losung mit 0,25 ml frisch angesetzter NalO4-Ldsung gemischt. Die Mischung
wurde in einem mit Parafilm abgedichteten Gefdss bei RT im Dunkeln 2 h inkubiert. Zur
Konjugation wurden nacheinander die 0,5 ml Peroxidase-NalOs-Losung und 1 ml
dialysierte Antikérper-LOosung in eine unten verschlossene 6 ml Chromatographie-Séule
gegeben und sofort mit ungequollenem Sephadex G-25 Medium (0,3 g) versetzt. Es folgte
eine Inkubation von 3 h bei RT im Dunkeln. Das Konjugat wurde von der Saule mit 0,75
ml Carbonat-Puffer eluiert, mit 38 pl frisch angesetzter NaBH4-Losung gemischt, 30 min
im Dunkeln bei RT inkubiert, nochmals mit 112 pl NaBH4-Losung (neu angesetzt)
versetzt und 60 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Es fogten die Zugabe von 0,9 ml
gesittigte (NH4),SO4-Losung, eine Inkubation bei 4°C fiir 30 min unter leichtem
Schwenken und eine Zentrifugation mit 10.000 x g (15 min, 4°C). Der Uberstand wurde
verworfen, und das Pellet in 0,75 ml TEN-Puffer resuspendiert. Das resuspendierte Pellet
wurde liber Nacht bei 4°C gegen 2 Liter TEN-Puffer und nach einem Wechsel des TEN-
Puffers am nédchsten Morgen fiir weitere 4 h bei 4°C in Mikro-Dialysierkapseln dialysiert.
Nach der Dialyse wurde zur Stabilisierung der Konjugatlosung BSA in einer
Endkonzentration von 20 mg BSA/ml zugegeben. Anschliessend wurde ein Volumen

Glycerol hinzugefiigt, das Konjugat aliquotiert und bei -20°C aufbewabhrt.
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3.11 Immunbhistologie
3.11.1 Herstellung von Gewebeschnitten aus adulten A. viteae und Nachweis
antigener Strukturen
3.11.1.1 Paraffinschnitte
Material:
1. Bouin-Fixierlosung: 15 Teile gesittigte Pikrinsdure (Merck), 5 Teile Formalin (37%
Formaldehyd, Merck), 1 Teil Essigsdure (Merck)
2. Alkoholreihe: 30%, 50%, 70%, 90%, 96% abs. Ethanol (Merck)
3. Methylbenzoat und Benzen (Merck)
4.  Chromotrop 2R (Sigma)
5. Paraplast (Histowax, Reichert Jung, schmelzend bei 57°C
6.  Objekttriger Super Frost”Plus (Menzel-Gliser, Braunschweig) und PAP-Pen (Stift, SCI Science
Services)
7. 1x TBS (Kapitel 3.8.7)
8. Rotihistol® (Roth)
9.  Blockierungslosung: 1% BSA (Roth) in 1x TBS
10. Verdiinnung der Prd- und Antisera von Kaninchen (1:200 und 1:500) in 1x TBS + 0,5% BSA
(50-100fach niedrigere Verdiinnung bei affinititsgereinigten Sera)
11. AP-Konjugat: Anti-Rabbit IgG (Fc), AP Conjugate (Promega): 1:1000 Verdiinnung in 1x TBS
12. Nachweispuffer (0,05 M MgCl,, 0,1 M NaCl, 0,1 M Tris-Puffer, pH 9,5, autoklaviert und bei
RT aufbewahrt)
12. Stammlosung NBT/BCIP (Roche, Mannheim)
13. Substratlosung: 200 pl Stammldsung NBT/BCIP zu 10 ml Nachweispuffer
14. TE-Puffer: Kapitel 3.3.1
15. Phytohistol” (Roth)
Vorgehensweise:

Die Isolierung der Parasiten erfolgte wie im Kapitel 3.2.1 beschrieben. Ganze Filarien

wurden in Bouin-Fixierlosung 90 min bei RT fixiert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe

dehydriert (je 1 h 30%, 50%, 70%, 90%, 96%, abs. Ethanol) und in Methylbenzoat iiber

Nacht inkubiert. Um die Wiirmer bei der Einbettung besser lokalisieren zu konnen

wurden dem 96%igen Ethanol einige Tropfen Chromotrop 2R zugesetzt. Vor der

Einbettung erfolgte eine Inkubation in Benzen (zweimal 5 min).

Die Parasiten wurden danach zunéchst 2 h in 60°C warmem Paraplast inkubiert, bevor die

vollstdndige Gewebeinfiltration in frischem, filtriertem Paraplast in Ausgiessformen bei
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60°C tber Nacht erfolgte. Zur Aushirtung wurden die Schélchen schnell auf Eis
abgekiihlt. Die Paraplastblocke wurden mit einer Rasierklinge so getrimmt, dass die
spatere Schnittfliche eine Trapezform hatte (Schnittflache nicht grosser als 5 x 5 mm) und
mit einem heissen Spatel auf Holzblockchen aufgeschmolzen.

Zur Herstellung der Schnitte wurde ein Schlittenmikrotom Histoslide 2000 R (Jung Leica)
verwendet. 5 pum-Schnitte wurden mit einem Rosshaarpinsel (Nr. 1) auf die Oberfldche
eines 42°C-Wasserbades iiberfiihrt und mit einem Objekttriger aufgenommen.
Anschliessend wurden sie bei 37°C getrocknet und zum Schmelzen vom Paraplast und
zur Fixierung der Schnitte an den Objekttriger 3 h bei 60°C, und dann iiber Nacht bei
45°C inkubiert.

Die Schnitte wurden dreimal 4 min in Rotihistol (Xylol-Ersatz) deparaffiniert und in einer
absteigender Alkoholreihe hydriert (dreimal 3 min 96%, je 5 min 90%, 70%, 50%
Ethanol). Anschliessend wurden die Objekttridger 5 min in 1x TBS verbracht, wonach die
einzelnen Schnitte mit dem PAP-Stift umrandet wurden. Zur Blockierung wurden 200 pl
Blockierungslosung pro umrandeten Schnitt aufgetragen, gleichmaissig innerhalb der
Umrandung verteilt und in einer feuchten Kammer bei 37°C 1 h im Wérmeschrank
inkubiert. Anschliessend wurde die Blockierungslosung abgesaugt (Wasserstrahlpumpe)
und durch verdiinntes Test- oder Kontrollserum (200 pl) ersetzt. Als Negativkontrolle
diente die entsprechende Verdiinnung des Priimmunserums. Die Schnitte wurden erneut 1
h in der feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. Nach Absaugen des Serums wurde auf
jeden Schnitt fiinfmal grossziigig 1x TBS aufgetropft und wieder abgesaugt. Nach dem
letzten Waschschritt wurde das TBS durch AP-Konjugat-Verdiinnung ersetzt. Nach 30
min bei 37°C wurde das AP-Konjugat entfernt. Die Schnitte wurden fiinfmal mit 1x TBS
gewaschen und 5 min in Nachweispuffer dquilibriert. Zur Entwicklung wurden die
Schnitte mit der Substratlosung (200 pl) liberschichtet und im Dunkeln 3 min inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Einlegen der Objekttréger in eine Glas-Kiivette mit TE-Puffer
gestoppt. Um die Priparate zu fixieren, wurden sie mit einer Mischung aus 1 Volumen
Phytohistol und 0,5 Volumen ddH,O abgedeckt und mit einem Deckglas blasenfrei
eingedeckelt.
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3.11.1.2 Kryoschnitte

Material:

1. Fixierlosung: 1x PBS (Kapitel 3.1.2.3) mit 4% Formaldehyd (Merck, Darmstadt)

2. Sucrose-Losung: 30% Sucrose (Sigma, Deisenhofen) in PBS, autoklaviert und bei 4°C
aufbewahrt

3. OCT-Compound (Miles, Elkhart, USA)

4. Alkoholreihe: 30%, 50%, 70%, 90%, 96% abs. Ethanol (Merck)

5.  Aluminiumformchen: aus Aluminiumfolie wurden 3 c¢cm hohe und 0,5 cm im Durchmesser
grosse Gefédsse geformt

6. Materialien 6. bis 15. wie im Kapitel 3.11.1.1

Vorgehensweise:

Die Isolierung der Parasiten erfolgte wie im Kapitel 3.2.1 beschrieben. Die Fixierung der
frisch gewonnenen Filarien (n = ca. 20) erfolgte durch Inkubation fiir 1 h bei 4°C in der
Fixierlosung. Anschliessend wurden sie in 50 ml Sucroseldsung verbracht und {iber Nacht
bei 4°C gelagert. Die Sucrose-behandelten Nematoden wurden dann in die
Aluminiumform gegeben, mit ca. 2 ml OCT-Compound iiberschichtet und fiir 1 h bei —
80°C eingefroren. Fiir die Herstellung der Gefrierschnitte wurde der Block mit den
gefrorenen Wiirmern mit OCT auf einen auf —30°C vorgekiihlten Halter fixiert und in den
Kryostat (Jung Frigocut 2800E, Leica, Nussloch) eingespannt. Bei —30°C wurden 6 um
diinne Schnitte hergestellt und auf die Objekttriger gebracht. Es folgte eine Inkubation bei
45°C tiber Nacht im Warmeschrank und Lagerung bis zur Wiederverwendung bei —80°C.

Das weitere Vorgehen erfolgte wie im Kapitel 3.11.1.1 beschrieben.

3.12 1IFT mit intakten, intrauterinen Embryonalstadien (Flotationsverfahren)
Material:
1. HFT-Stammpuffer (10x): 85,0 g NaCl + 12,8 g Na,HPO, -2H,0 + 1,56 g NaH,PO, -H,0 + ddH,0O
auf 1000 ml, pH 7,3
2. ,Antifading’-Puffer: 0,01 g Paraphenylendiamin (Sigma) wurden in 9 ml Glycerol (Ultra Pure,
ICN) und 0,8 ml 1x PBS (vgl. Kapitel 3.1.2.3) geldst. Der pH-Wert wurde mit einer gesittigten
Bicarbonatlosung auf 9,0 eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C
3. Verdiinnung der Prd- und Antisera von Kaninchen 1:50 bis 1:400 (50-100fach niedrigere
Verdiinnung bei affinititsgereinigten Sera) in 1x IIFT-Puffer + 2% (w/v) BSA (Roth)
4. Anti Rabbit IgG (whole molecule) FITC Conjugate (Sigma): 1:20 Verdiinnung in 0,2% Evans-
Blue-Losung [0,2% (w/v) Evans-Blue (Serva) in 1x [IFT-Puffer]
5. Objekttriager (geputzt /gebrauchsfertig, IDL, Nidderau)
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Vorgehensweise:

Die Isolierung von intakten, intrauterinen Embryonalstadien erfolgte wie im Kapitel 3.2.3
beschrieben. Alle nachfolgenden Schritte wurden in 1,5 ml Eppendorf-Gefdssen
durchgefiihrt. Die Embryonalstadien wurden unmittelbar nach der Isolierung dreimal mit
Ix IIFT-Puffer gewaschen [3.000 rpm (SK 54.94/24x3g; Hettich), 3 min, Entfernen des
Uberstandes, Auffiillen mit 1 ml 1x IIFT-Puffer]. Anschliessend wurden 100 ul
Embryonalstadien-Suspension in 1x IIFT-Puffer zu 400 pl verdiinntem Testserum
gegeben und bei 37°C unter leichtem Schwenken 1 h inkubiert. Danach wurde wie oben
beschrieben fiinfmal gewaschen und das nach der letzten Waschung erhaltene Pellet in
100 pl Konjugatverdiinnung resuspendiert. Nach einer Inkubation bei 37°C fiir 30 min im
Wasserbad  unter gelegentlichem Schiitteln wurde mit 1x IFT-Puffer mehrmals
gewaschen bis der Uberstand farblos wurde. Nach dem letzten Waschschritt wurde etwas
Ix IIFT-Puffer zuriickgelassen und mit 2-3 Tropfen ,Antifading’-Puffer versetzt. 20 pl
der Suspension wurden auf einen Objekttrager aufgetropft, mit einem Deckglas versehen
und mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (Diaplan Fluoreszenzmikroskop, Leitz)

untersucht.

3.13 Computer-Programme zur Sequenz-Analyse und Internet URL-Adressen

Zum Sequenzvergleich und zur Homologiesuche wurden die in Tabelle 3-8

zusammengestellten Programme und Internet URL-Adressen genutzt.

Tabelle 3-8: Verwendete Computer-Programme und Internet URL-Adressen:

Programme im Internet | URL-Adresse

Ubergreifend

CMS Molecular Biology Resource http://restools.sdsc.edu/

European Molecular Biology Laboratory (EMBL) | http://www.embl-heidelberg.de/

European Bioinformatics Institute (EBI) Toolbox | http://www.ebi.ac.uk/Tools/index.html

National Center for Biotechnology Information | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

(NCBI])

ExPASy Molecular Biology Server http://www.expasy.org/

Center for Biological Sequence Analysis (CBS) http://www.cbs.dtu.dk/services/

WebGene http://www.itba.mi.cnr.it/webgene/
Datenbanksuche

NCBI BLAST Home Page http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

BlaxterLab Nematode Blast Server http://nema.cap.ed.ac.uk/ncbi_blast.html

TIGR Brugia Blast Search http://tigrblast.tigr.org/er-blast/index.cgi?project=bmal
MS BLAST Search at EMBL http://dove.embl-heidelberg.de/Blast2/msblast.html
Vector Search Engine http://www.redasoft.com/rsn/vectorsearch.htm

Sequenz-Analyse
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The Sequence Manipulation Suite http://www.bioinformatics.org/sms/index.html

Sequence Extractor http://ingene2.upm.edu.my/se/

Primer3 (Primerdesign) http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3 www.cgi

Clustal W-multipler Sequenzvergleich http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

BoxShade Server; BOXSHADE 3.21 http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html

BOXSHADE (Hofmann, Baron) http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/boxshade-
simple.html

SMART http://smart.embl-heidelberg.de/

Signalpeptid-Vorhersage http://www.cbs.dtu.dk/services/Signal P/

Codon usage-Tabellen http://www .kazusa.or.jp/codon/

Clone Manager Programm

Nematoden-Server

Blaxter lab Nematode Genomics (BaNG) http://www.nematodes.org/

The Filarial Genome Network http://nema.cap.ed.ac.uk/fgn/filgen.html

Caenorhabditis elegans WWW Server http://elegans.swmed.edu/

3.14 Hinweise zu Sequenzvergleichen

Vergleiche der hier erarbeiteten nt- und AS-Sequenzen mit solchen bei Litomosoides
sigmodontis und Brugia spp. beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf die
Untersuchungen von HIRZMANN et al. (2002).
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ERGEBNISSE

4.1.1 Bestitigung der Existenz von Av-shp3a

Zu Beginn dieser Arbeit sollten die bisherigen, auf PCR beruhenden Ergebnisse (vgl. Kapitel

8.1), nach denen bei A. viteae ein shp3a-Gen mit Homologie zu L. sigmodontis und B. malayi

existiert, durch Southern Blot-Analysen bestétigt werden.

Hierfiir wurde genomische DNA von A. viteae mit verschiedenen Restriktionsenzymen

gespalten, und der Southern Blot mit einer amplifizierten Av-shp3a-Sonde (472 bp, 2363-

2826 in der Av-Sequenz) hybridisiert. Diese Sonde enthélt das gesamte zweite Exon mit 78%

der kodierenden Sequenz und eine randstindige ECORI-Restriktionsschnittstelle. Als Matrize

fiir die PCR-Amplifikation der Digoxigenin-markierten Sonde diente genomische A. viteae-
DNA,; als Primer wurden Av3-3 und Av3-4 (vgl. Abb. 4-2) eingesetzt.

kb

8.0 ™)

1.0 ™)

E H N

Abbildung 4-1: Southern Blot-Analyse von Av-shp3a.

A. viteae-DNA wurde mit den Enzymen EcoRI (E), HindIII
(H) und Nsil (N) gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt,
geblottet, und mit einer Digoxigenin-markierten Av-shp3a-
Sonde hybridisiert. Nach Vorliegen der gesamten
genomischen A. viteae-Sequenz (Abb. 4-10) und
Identifizierung der Restriktionsschnittstellen fiir die drei
Enzyme sowie Bestimmung der Grosse der Fragmente,
welche flir eine Hybridisierung mit dieser Sonde in Frage
gekommen wiren, erfolgte ein Vergleich mit den im Southern
Blot positiv reagierenden Fragmenten. Das DNA-Fragment
der EcoRI (963 bp, 2448-3411 in der gen. Sequenz)-, sowie
der Nsil (3085 bp, 1183-4268)-Restriktionsspaltung konnten
anhand der Grosse den positiv reagierenden Banden des
Southern Blots eindeutig zugeordnet werden. Fiir HindIII
konnte nur ein Restriktionsschnitt (3959) in der vorliegenden
genomischen Sequenz ermittelt werden.
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Das Auftreten von jeweils nur einer Bande (Abb. 4-1) deutet darauthin, dass es sich bei Av-
shp3a um ein Single-Copy-Gen handelt.

Anhand der spiter erarbeiteten genomischen Sequenz von Av-shp3a ist ersichtlich, dass ein
weiteres ECORI-Fragment (240 bp, 2208-2448, Abb. 4-9) zu erwarten gewesen wire, welches
jedoch auf dem Southern Blot der Abb. 4-1 fehlte. Als Ursache ist anzunehmen, dass derartig
kleine Fragmente im Zuge der Elektrophorese aus dem Gel ,herauslaufen’ und deswegen

nicht auf der Nylon-Membran vorhanden waren.

4.1.2 cDNA und abgeleitete AS-Sequenz

Das 5’-Ende der cDNA von Av-shp3a, die Kodierregion und die 3’-Sequenz bis zur Sall-
Restriktionsschnittstelle an Position 606-611 (Abb. 4-2) sowie die genomische Sequenz von
der Promotorregion bis zu dem Tryptophan-reichen Motiv waren vor Beginn dieser Studie
bekannt (HIRZMANN & ZAHNER, 2000; vgl. Kapitel 8.1). Am 5’-Ende der Av-shp3a-
cDNA befindet sich die vollstindige 22nt-Trans-Spleiss-,Leader’-Sequenz (Abb. 4-2). Die
zum 5°-Ende der ¢cDNA korrespondierende genomische Sequenz mit dem Trans-Spleiss-
Akzeptor ist in Abb. 4-2 iiber der cDNA aufgefiihrt. Aufgrund der Trans-Spleiss-
Prozessierung stimmt das 5’-Ende der ,reifen” mRNA nicht mit dem Transkriptionsstart
iiberein.

Um das 3’-Ende der Av-shp3a-cDNA zu bestimmen wurde cine PCR mit revers
transkribierter A. viteae-Q polyA™-RNA, mit den Primern Av3-3 und (dT),;-Sal/Xho
durchgefiihrt. Das amplifizierte 560 bp-Fragment wurde aufgereinigt, mit den
Restriktionsenzymen Pstl (Abb. 4-2) und Xhol (Adapter vom dT,;-Primer) gespalten, in einen
ebenfalls mit Pstl und Xhol geschnittenen Plasmid-Vektor pBSK kloniert und danach

doppelstringig sequenziert.



- ERGEBNISSE - 101

TATA-Box ( 375 bp +1
. -faataaattcttcaagtttttcagtacattcy. . . . . . ttatatttagcctggactcgatcgatcaaattaaacdatg]. .
-440 SL-1 .
1 GGTTTAATTACCCAAGTTTGAGCCTGGACTCGATCGATCAAATTAAACGATGAAAACACA
S T > M K T Q
ECORI Intron ¢ av3-NT T

61 AAGATTGGAATTCGTTATCATTGCITTTATTGIGTTITACCCTTATGCGTCACAAAGCAG
S RLEFV I 1 AF I VFYPYASAOQS|S
------------------------ Signalpeptid ----------———-—-c—->
e —
121 CAATTCAACAACACCAATAACGTCAAACTTCACAACACCAATAACGTCAAACTCCACAAC

25 N s T T P I T/|s N F T T P I T/|s N S T T

[ ——— ——— [ ——
PstrI

181 ACCAATAACGTCAAACTCCACAACTTCAGAATCTGCAGTAACGACAGCTTTTTCGTTAAC
45 p I T/[S N S T T S E S
H_J

AS-Sequenz von Av-Shp3a-1p

241 TACAACTTCTCCATCAATTGAAACTATTTTTACCTCAACAGTTAATGATTCAACAACAAA
65
—_
301 AGCAACTTTGGAAACGACAACTTCAACACCAATCCTTCGAACTACATCATCTGTCGTTTT
85
Av3-exp s o P WCW3
361 AACGTCAACTCCTCAACCAGGAAAACTCTATTTCTGCTATTGGTGGTGTTGGTGGTATCC
105
_/ ——>»AS-Sequenz von év—ShpSa—lZp /Av3—exp a
421 AACAAATGCCGTTTATTTATGGAATATGTGAAATTCGGATTACATGTATGTATTGAACCT
125 *

481 GTGGAATTCATTGTTCACATAGTATTTCTGGAATTTATTCAACTTCCTTTATAATTGAAC
< Av3-4
541 ATTGTAAAACAATCGAATGATHRAATCIGATTGAGTIARTACTTCAAGAGTIATTICACCCCTT

sal1 o
601 TTGATGTCRACTTAAAAGATIGITATGAGCGTTGAaaaatataaaaaaaataaatttgta

661l ttggttaatatttgcattctgatggaaaataacttcatttttaaattccgtccttttttg
721 tttgaattccaactctctgataattgtcaaattcttattaatcaataagtatttattttg

781 cgcatataagtgatgtaatttcgttcatatgaatttctttttaacattattcatcaaact

841 gaaalctttthacgcagaagtttagtgcaptfatataaata

Abbildung 4-2: cDNA und abgeleitete Aminosaurensequenz von Av-shp3a.

Die dargestellte 880 bp-lange Sequenz wurde aus zwei cDNA Fragmenten, die durch RT-PCR mit den
Primerkombinationen SL-1/WCW3 und Av3-3/(dT),;-Sal/Xho gewonnen wurden, und aus der sich
anschliessenden genomischen Sequenz (kleine Buchstaben) zusammengestellt. Die verwendeten
Primer und im Text erwdhnte Restriktionsstellen sind eingezeichnet. In der abgeleiteten AS-Sequenz
sind das Signalpeptid, die vier nahezu identischen repetitiven Peptide und die Sequenz der
rekombinanten Proteine Av-Shp3a-l1p und -12p hervorgehoben. Fiinf potentielle, durch
computergestiitzte Vorhersage bestimmte N-Glykosylierungsstellen, vier davon in den repetitiven
Peptiden, sind durch Klammern unter der Sequenz angegeben. Der Trans-Spleiss-,Leader’, die
Position des Introns im genomischen Klon und potentielle Polyadenylierungs-Sequenzen
(unterstrichen) sind ebenfalls gekennzeichnet. Eine interne Poly (dA)-Sequenz (Klammer iiber der
Sequenz), an die der (dT),;-Sal/Xho-Primer gebunden hatte, sowie identische Basen bei A. viteae, B.
malayi und L. sigmodontis im 3’-flankierenden Bereich sind durch einen Rahmen hervorgehoben.
Uber der cDNA ist mit fettgedruckten Kleinbuchstaben die korrespondierende genomische Av-
Sequenz dargestellt, wobei die Numerierung auf dem ATG-Start-Kodon basiert. Der bei Ls-shp3 und -
3a durch 5’-RACE-PCR bestimmte Transkriptionsstart ist durch einen Strichpfeil gekennzeichnet. Das
CA-Dinukleotid des potentiellen CAP-Signals und die Trans-Spleiss-Akzeptor-Sequenz sind
unterstrichen.
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Die 5’-Sequenz dieses 3’-cDNA Klons iiberlappte identisch mit dem 5’-cDNA-Klon, aber das
3’-Ende (Nukleotid-Sequenz mit grossen Buchstaben in Abb. 4-2) entsprach nicht der
Polyadenylierungsstelle, sondern endet schon vor dem ersten potentiellen
Polyadenylierungssignal, wie die anschliessende genomische Sequenzierung ergab. Der
(dT)2;-Sal/Xho-Adapter-Primer hatte offensichtlich an die interne Poly (dA)-Sequenz (auf
Abb. 4-2 mit einer Klammer hervorgehoben, 17x Adenin und 3x Thymidin) hybridisiert. Am
3’-Ende wurde die cDNA-Sequenz daher durch die sich anschliessende genomische Sequenz
erginzt.

Die Aminoséuresequenz von Av-shp3a, die von der genomischen Sequenz nach Vergleich mit
den amplifizierten cDNA-Fragmenten abgeleitet wurde und mit dem ersten Methionin-Kodon
nach der Trans-Spleiss-Akzeptorstelle beginnt, ergibt ein Polypeptid von 133 AS (123 AS fiir
Ls-shp3a und 140 AS fiir Bm-shp3a). Wie bei shp3 und shp3a von Brugia spp. und L.
sigmodontis kann die abgeleitete Sequenz in drei Abschnitte unterteilt werden. Die N-
terminale Region (AS 1-23) entspricht einer sekretorischen Standard-Signalsequenz mit einer
vorhersagbaren Protease-Schnittstelle zwischen Ser” und Ser®* (Abb. 4-2). Demnach ist der
N-Terminus des reifen Proteins die Serin/Threonin-reiche Region [AS 24-108 mit 48 Ser/Thr
von 85 AS (57%)], die vier nahezu identische, repetitive Peptide aufweist. Der dritte
Abschnitt, die C-terminale Region (AS 109-133), enthélt mehrere hydrophobe Aminoséuren
und ein besonders auffilliges, bei allen untersuchten Spezies konserviertes Tryptophan-
reiches Motiv: WWCWW. Fiir das ,reife’ Polypeptid (ohne Signalsequenz) ergibt sich ein
errechnetes Molekulargewicht von 12.04 kDa.

Das ,reife’, abgeleitete Polypeptid besitzt auch fiinf potentielle N-Glykosilierungsstellen an
den Positionen 25, 33, 41, 49 und 79, die mit dem Programm NetNGlyc 1.0 von CBS
ermittelt wurden und alle iiber dem Schwellenwert von 0.5 liegen. Vier dieser N-

Glykosilierungsstellen sind jeweils in den nahezu identischen repetitiven Peptiden.
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4.2  Av-shp3

4.2.1 Versuch des Nachweises von Av-shp3 iiber Kreuzhybridisierung und ,Long Range’-
PCR

In der Folge sollte geklért werden, ob ein paraloges Gen shp3 vorhanden ist, das mit Av-shp3a
kreuzreagiert. Dies ist bei L. sigmodontis der Fall, wo die 3’-kodierenden Bereiche der shp3a-
und shp3-Gene bis zu 97% identisch sind und kreuzreagieren (HIRZMANN, 1997).

Die homologen Gene shp3a und shp3 sind bei L. sigmodontis und B. malayi in einem Tandem
mit einem Abstand von 5,5 kb organisiert (HIRZMANN et al., 2002). Um festzustellen, ob
bei A. viteae ein orthologes Gen shp3 vorhanden ist, wurde eine genomische Phagenbank mit
derselben Sonde aus dem 3’-kodierenden Bereich von Av-shp3a (Kapitel 4.1) gescreent und
positive Klone wurden analysiert. Bei der verwendeten genomischen A. viteae-Bank handelte
es sich um eine ADASH-II-Bank. Fiir die Vermehrung der Phagen wurde der E. coli-Stamm
XL1-Blue-MRA eingesetzt. Die Titerbestimmung ergab einen Wert von 1,1 x 10° pfu/ml. Es
konnten zwei positive Klone isoliert werden (AAv3-1 und AAV3-2).

Von beiden genomischen Klonen wurde Phagen-DNA fiir eine Southern Blot-Analyse
isoliert. Die DNA wurde mit BglII, ECORI, ECORV, Nsil und Pstl gespalten. Die Fragmente
wurden auf einem 0,7 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 4-3A) und auf
eine Nylon-Membran geblottet. Als Sonde fiir die Hybridisierung wurde ein Digoxigenin-
markiertes PCR-Fragment aus dem Av-shp3a-Gen eingesetzt, das die vollstindige Sequenz
zwischen Promoter und der Pstl-Restriktionsschnittstelle im zweiten Exon umfasst (ein
Amplifikat mit dem Sense-Oligonukleotid Prol und dem Antisense-Oligonukleotid Av3-2,
1266 bp, 2710-3975 in der Av-Sequenz, Abb. 8-2). Abbildung 4-3B zeigt das Ergebnis der
Hybridisierung nach Farbreaktion. Die Grosse der hybridisierenden Bande bei der Nsil-
Spaltung (3.1 kb) ist mit dem Ergebnis der genomischen Southern Blot-Analyse (Abb. 4-1)
identisch. Das gleiche gilt fiir die 1.0 kb grosse Bande bei EcORI-Spaltung (in Abb. 4-3B

unterstrichen).
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AAvV3-1 AAV3-2
kb M12345123451234512345

Abbildung 4-3: Southern
Blot- Analyse der
genomischen Phagenklone
R AAv3-1 und AAV3-2.

™ s Beide Klone enthalten das Av-

10 — oo shp3a-Gen. Jeweils 5 pug
6 Phagen-DNA wurde einzeln
24— -\ -asl mit den Enzymen BglIl (1),
L2 ® T ECoRI (2), ECORV (3), Nsil (4)
L [ - [=] oder Pstl (5) gespalten und auf
15 | \ einem Agarosegel aufgetrennt
1 (A, Gelphoto). Der Southern
1 - - Blot wurde mit einer Av-

= shp3a-Sonde hybridisiert (B),
05 die einen internen ECORI-
' Schnitt aufweist.

B

Die hybridisierende 3.9 kb Bande bei der Pstl-Spaltung, sowie das 2.4 kb-Fragment nach der
EcoRI-Spaltung (umrandet) konnten anhand der Grosse nach spdterem Vorliegen der
gesamten genomischen Sequenz den entsprechenden genomischen Fragmenten (3894 bp,
2719-6613, bzw. 2422 bp, 3411-5833 in der Av-Sequenz, Abb. 4-10) zugeordnet werden. Die
zwel hybridisierenden Banden der EcORI-Spaltung, die auf der Abb. 4-3B mit Pfeilen
markiert sind, resultieren, wie die spétere Sequenzanalyse ergab, aus einer partiellen Spaltung
der Phagen-DNA mit EcoRI (2448-5833 und 2208-3411 bp in der genomischen Av-Sequenz).
Diese Southern Blot-Analyse zeigte, dass beide Klone, AAv3-1 und AAv3-2, das Gen Av-
shp3a enthalten. Die Hybridisierung von zwei ECORI-Banden war aufgrund der vorliegenden
cDNA-Sequenz zu erwarten, da die hier eingesetzte Sonde im Unterschied zur Sonde bei der
genomischen Southern Blot-Hybridisierung (Abb. 4-1) einen internen ECORI-Schnitt aufwies.
Obwohl diese lingere DNA-Sonde die hochkonservierte Promoter-Sequenz enthielt, kam es
aber nicht zu einer Kreuzhybridisierung mit einem moglicherweise vorhandenen paralogen
Gen Av-shp3, wie das der Fall bei L. sigmodontis und B. malayi ist (HIRZMANN et al.,
2002).

Unter der Annahme, dass ein solches shp3-Gen bei A. viteae existiert, bestand die
Moglichkeit, dass beide Phagenklone AAv3-1 und AAv3-2 nicht lang genug waren, um den

entsprechenden Genbereich zu enthalten [bei Brugia und Litomosoides betrdgt der Abstand
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der gleichgerichteten Gene shp3a und shp3 mehr als 5 kb (HIRZMANN et al., 2002)] oder
dass die Sequenz derart verdndert ist, dass eine Kreuzhybridisierung unter den gewéhlten
stringenten Bedingungen (0.2x SSC, 60°C) nicht moglich war. Um diese Fragestellung zu
untersuchen sollte zundchst ein Abschnitt von 6 kb stromabwirts von Av-shp3a durch
Sequenzierung analysiert werden. Dafiir wurde die Lénge der das Av-shp3a-Gen
flankierenden Sequenz von beiden genomischen Klonen durch ,Long Range’-PCR bestimmt,

wobei drei Primer aus dem Av-shp3a-Gen in Kombinationen mit Vektorprimern eingesetzt

wurden (Abb. 4-4).

AAv3-1 AAV3-2
kb M 123 456M1 23 456

Abbildung 4-4: ,Long Range’-PCR-Analyse der genomischen Phagenklone AAv3-1 und
AAV3-2.

Als Matrize wurde Phagen-DNA eingesetzt und als Primer ein Sense-Oligonukleotid aus der
Promoter-Sequenz (Prol), ein Sense- und ein Antisense-Oligonukleotid aus der Av-shp3a-
Kodierregion (Av3-3 und Av3-2) sowie die zwei Vektorprimer T3 und T7. Weisse Pfeile
markieren die spezifischen Amplifikate: 1: Av3-2 und T3; 2: Av3-2 und T7; 3: Prol und T3;
4: Prol und T7; 5: Av3-3 und T3; 6: Av3-3 und T7

Die spezifischen Amplifikate, die sich aus der Orientierung der eingesetzten Primer-Paare
ergeben, sind in der Abb. 4-4 durch Pfeile markiert. Die ,Long Range’-PCR-Analyse zeigte,
dass beide genomischen Klone stromabwirts vom Av-shp3a-Stopp-Kodon noch ca. 7 kb
enthalten, da die PCR-Produkte mit dem Sense-Primer Prol und dem Vektorprimer T3 (bei
AAv3-1) bzw. T7 (bei AAv3-2) ca. 8.5 kb lang sind und der Abstand zwischen der Sequenz
vom Primer Prol und dem Stopp-Kodon von Av-shp3a 1.5 kb betrédgt. Stromaufwarts des Av-
shp3a-Gens enthalt der Klon AAv3-1 etwa 4 kb, der Klon AAv3-2 etwa 6.7 kb zusétzliche

Sequenz.
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4.2.2 Sequenz-Analyse des Av-shp3-Promotor-Bereiches

Die Ansequenzierung von Phagenklon AAv3-1 mit dem Vektor-Primer T3 (ca. 500 nt; als
Template diente das PCR-Produkt Av3-3/T3; es handelt sich um den Bereich ca. 7 kb
stromabwarts von Av-shp3a) lieferte keinen Hinweis auf das Vorhandensein eines paralogen
Gens Av-shp3. Damit war zumindest nicht anzunehmen, dass Av-shp3a und ein
moglicherweise existentes Av-shp3-Gen in der gleichen genomischen Orientierung zueinander
liegen wie die homologen Gene bei L. sigmodontis und B. malayi (vgl. HIRZMANN et al.,
2002). Die weitere Sequenzierung (wiederum ca. 500 bp Richtung Av-shp3a) mit dem Primer
Av3-13 ergab eine Sequenz mit hoher Homologie zum 5’-Bereich einer O. volvulus cDNA
(mehrere Eintrdge in der Datenbank - u.a. SWOVM{CARO9F09SK; Identitdt 96%; 159/165 nt;
in der Av-Sequenz 486-725; Abb. 4-17) und zum N-Terminus des hypotetischen Proteins
C29F5.1 von C. elegans (Homologie der abgeleiteten Aminosduresequenz 96%; 53/55 AS;
Abb. 4-18). Bei dieser Sequenz handelt es sich vermutlich, auch aufgrund der potentiellen
Spleiss-Stellen, um das erste Exon eines C29F5.1-homologen Gens bei A. viteae (AvC29F5.1;
vgl. Kapitel 4.4.1).

Die Ansequenzierung von Phagenklon AAv3-2 mit dem Primer T3 (als Template diente das
PCR-Produkt Av3-2/T3; es handelt sich um den Bereich ca. 6 kb stromaufwirts von Av-
shp3a) ergab eine starke Homologie zu der Promotorregion von Bm-shp3/3a (88% Identitit;
69/78 nt), Ls-shp3/3a (83% Identitét; 133/159 nt) sowie Av-shp3a (92% Identitdt; 117/126 nt;
Abb. 4-5). Aufgrund dieser Homologie war zu vermuten, dass es sich bei dieser Sequenz um
den konservierten Promotor-Bereich des paralogen Gens Av-shp3 handelte. Die fehlende
Kreuzhybridisierung in den zuvor beschriebenen Southern Blot-Analysen deutete aber darauf
hin, dass Av-shp3 im Vergleich zu Av-shp3a einen stark verdnderten Kodierbereich haben
muss. Die Orientierung von Av-shp3a und dem Av-shp3-Promoter ist im Unterschied zu B.
malayi und L. sigmodontis divergent. Die Abbildung 4-5 zeigt einen Homologievergleich der
5’-flankierenden Sequenzen (Promotoren) der Gene shp3 und shp3a von B. malayi, L.
sigmodontis, und A. viteae, wobei bei Av-shp3 zu diesem Zeitpunkt nur die Promoter-Sequenz
bekannt war. Uber eine Linge von 198 bp besteht unter den 6 Promotor-Sequenzen eine

Identitdt von 75%.
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GC-Box

Rnnon
CRTTAAACAATGCCCGCTTTCC
CATTAAACAATGCCCGCTTTCC

Bm-shp3
Bm-shp3a
Ls-shp3
Ls-shp3a
Av-shp3a
— Av-shp3 -

Bm-shp3
Bm-shp3a
Ls-shp3
Ls-shp3a
Av-shp3a
— Av-shp3

—GGATGAGTGGTGCTATTTCGAAAGGCAATGETTACAATTCAATTCAATTG
B CGATGAGTEGTGCTATTTCGAAAGGCAATCIITTACAATTCAATTCAATTG
AAAGGCAATGCTTACAHTTCAATTCAATTG
AAAGGCAATGCTTACAGTTCAATTCAATTG

Bm-shp3
Bm-shp3a
Ls-shp3
Ls-shp3a
Av-shp3a
— Av-shp3

TATA-Box

v BR - BT e
Bm-shp3a GGA®GTTCGGC AIIAACAATTC{®GGLIG®ATTTCAGTCACA
Ls-shp3
Ls-shp3a
Av-shp3a

— Av-shp3

Bm-shp3
Bm-shp3a
Ls-shp3
Ls-shp3a

—> Av-shp3  [c]lefiVYN)

Abbildung 4-5: Homologievergleich der shp3a- und shp3-Promotor-Sequenzen von B.
malayi, L. sigmodontis und A. viteae.

Die TATA-Box-Sequenz, eine GC-Box und ein repetitives CAATT-Sequenzelement sind
hervorgehoben. Das Oligonukleotid Av-Pro5, das fiir die spitere Sondenherstellung mittels
PCR verwendet wurde, und das Oligonukleotid Prol, das fiir die erste genomische
Amplifikation von Av-shp3a eingesetzt wurde, sind mit ihrer Orientierung eingezeichnet. Mit
einer Klammer ist ein Bereich markiert, in dem bei Av-shp3 verglichen mit Av-shp3a 15
Nukleotide fehlen. Die Position der konservierten HindIII-Restriktionsstelle (bei allen mit
Ausnahme von Av-shp3) ist mit Punkten angedeutet. Der durch 5’-RACE-PCR fiir shp3a und
shp3 von L. sigmodontis bestimmte Transkriptionsstart (vgl. HIRZMANN, et al. 2002) ist
durch einen Strichpfeil angegeben; das CA-Dinukleotid des CAP-Signals ist hervorgehoben.
Uber eine Linge von 198 bp (bezogen auf Av-shp3) besteht unter den sechs Promotor-
Sequenzen eine Identitit von 75%. Identische Nukleotide sind schwarz und dhnliche grau
hinterlegt.



- ERGEBNISSE - 108

4.2.3 Genomische Southern Blot-Analyse von Av-shp3 und Charakterisierung des
Av-shp3-Gens

Da der Klon AAv3-2 nur die Sequenz des Av-shp3-Promotors bis zur TATA-Box umfasste,
war die Isolierung weiterer genomischer Klone nétig, um auch die Sequenz stromabwdrts des
Av-shp3-Promotors zu analysieren.

Dafiir wurde die genomische Phagenbank von A. viteae mit einer Digoxigenin-markierten
Sonde aus dem 3’-Ende des Phagenklons AAv3-2 gescreent (PCR-Produkt mit den Primern
Av-Pro5 und T3), die die Av-shp3-Promotorregion enthilt. Die Reaktivitdt dieser Sonde fiir
das Av-shp3-Gen wurde zunéchst durch eine genomische Southern Blot-Analyse iiberpriift.
Genomische DNA von A. viteae wurde mit den Restriktionsenzymen BglII, ECORI, ECORV,
Nsil und Pstl gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und der Southern Blot mit der Av-
shp3-Promotor-Sonde unter stringenten Bedingungen hybridisiert (Abb. 4-6).
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kb MBEIEvV NP

Abbildung 4-6: Southern Blot-Analyse
von A. viteae-DNA mit einer Sonde aus
dem Promoterbereich von Av-shp3.

10 _|° [ w Je 3 pug genomische DNA wurden mit
g™ k-3 i den Restriktionsenzymen BglII (B),
6 ‘ EcoRI (EI), ECORV (EV), Nsil (N) und
5— PstI (P) gespalten und in einem
44 " 0.8%igen Agarosegel aufgetrennt.
3| Links: Ethidiumbromid-Farbung mit

25 _ = M=Molekulargewichtsstandard M1.

Rechts: Chemoluminiszenznachweis der
2 . Hybridisierung mit einer Digoxigenin-
= markierten shp3-Promoter-Sonde
150 —Ras . (Sequenz von Av-Pro5 bis T3 aus dem

Phagenklon AAv3-2, vgl. Abb. 4-5, 270
bp) unter stringenten Bedingungen (0.2x
SSC, 60°C). Ausser bei der Spaltung mit
BglII zeigen sich in jeder Spur eine stark
und eine schwach reagierende Bande, die
sich als shp3 bzw. shp3a zuordnen
lassen.

Unter den gewihlten Hybridisierungsbedingungen war eine Kreuzreaktion der Av-shp3-
Promotor-Sonde mit den Av-shp3a-Promotor-Sequenzen zu beobachten, die in schwach
reagierenden Banden resultierte. Da die shp3-Promotorsonde weder eine ECORI, ECORV, Nsil
noch Pstl-Restriktionsstelle besitzt, in jeder dieser vier Spuren aber zwei Fragmente
hybridisierten, liegen beide Promotoren - shp3 und shp3a - mit nur einer Kopie im Genom
vor. Unter weniger stringenten Bedingungen liessen sich mit der Av-shp3-Promotor-Sonde fiir
shp3 und shp3a zwei gleich starke Signale erzielen (vgl. Abb. 4-19). Das singuldre Signal in
der BglII-Spur entspricht der engen Kopplung beider Gene (die spitere Analyse der Sequenz
ergab wie erwartet keine BgllI-Restriktionsstelle zwischen Av-shp3a und -shp3).

Nach diesem Nachweis der Spezifitit der Av-shp3-Promotor-Sonde fiir das Av-shp3-Gen
wurde die genomische ADASH-II-Bank von A. viteae wunter den gleichen
Hybridisierungsbedingungen wie beim Southern Blot gescreent. Es wurden drei Klone isoliert
- MAvV3-3, AAv3-4 und AAv3-5. Die Analyse dieser drei genomischen Phagenklone erfolgte
durch ,Long Range’-PCR-Amplifikation (mit den spezifischen Primern Av3-2 und Av-Pro5
und den Vektor-Primern T3 und T7) und Sequenzierung geeigneter PCR-Produkte. Klon
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AAV3-3 besitzt das zu Klon AAv3-2 identische genomische Fragment (,Insert’). Die
Phagenklone AAv3-4 und AAv3-5 sind iiberlappend und enthalten insgesamt ca. 1850 bp
mehr Sequenz stromabwirts des Av-shp3-Promotors als AAv3-2 (Abb. 4-10). Diese Sequenz
zeigte entgegen den Erwartungen keinerlei Ahnlichkeit mit dem Kodierbereich des shp3-Gens
von L. sigmodontis und B. malayi und des shp3a-Gens von A. viteae, sondern eine starke
Homologie zu einem mdoglicherweise regulatorischen Bereich stromabwirts von Ls-shp3 [ca.

900 bp distal des Polyadenylierungssignals bei 9526 bp (HIRZMANN 1997); Abb. 4-7].

Av 9789 atctcatttttaatattcttttttagcaattcgattccaggaagttattacgtaaaaagc

PEEEer e e v reeeeeenr  teeeerenneere
Ls 10428 atctcactgttaatgtccttttttaatcattcg-ttccaggaacgtattacgtaaaaagc

Av gaaaccgaataatgccaatatgacaaca-tatgtaatggttgaccaaaacaattccggag
bee e e ne ot e teeeeenr reenneerenr teeenen o
Ls gaatgcaaatagtgccagtagcagtgcactatgtaatcgttgaccaaaataattccgtaa
Av ctgtaagatt 9918
LI i
Ls ctgcaacatt 10556

Abbildung 4-7: Homologie zwischen einem distalen Sequenzabschnitt des Ls-shp3-Gens
und der Sequenz stromabwarts desAv-shp3-Promotors.
Identische Nukleotide sind mit Strichen verbunden; die Identitit betragt 79% (103/130).

Der Abstand zwischen der TATA-Box des Av-shp3-Promotors und dieser konservierten
Sequenz betrdgt bei A. viteae 490 bp; bei L. sigmodontis ist dieser Abstand jedoch 2830 bp
und enthélt die Exons 1 und 2 des Ls-shp3-Gens (vgl. auch Abb. 4.20). Die starke Homologie
zwischen den paralogen Genen Ls-shp3a und -shp3 und Bm-shp3a und -shp3 erstreckt sich
bis zum Anfang des zweiten Exons der jeweiligen Gene (Identitit 99% bzw. 98%), bei A.
viteae dagegen beschrankt sich die Homologie zwischen shp3a und shp3 auf die
Promotorregion (90% Identitét) und endet ca. 80 bp stromabwérts der TATA-Box (Abb. 4-5,
4-20). Diese Ergebnisse deuten moglicherweise auf eine Deletion des Kodierbereiches von
Av-shp3 und erkldren auch die fehlende Kreuzhybridisierung der genomischen shp3-
Fragmente mit der Sonde aus dem 3’-Bereich von Av-shp3a (Kapitel 4.1). Die
Datenbanksuche in allen sechs Leserastern mit der oben beschriebenen konservierten Sequenz
distal des Av-shp3-Promoters ergab keine weiteren signifikanten Homologien. Der GC-Gehalt
entspricht mit 29% dem von Brugia-Introns (HAMMOND, 1994).
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4.3  Organisation der genomischen shp3a-shp3-Region von A. viteae

4.3.1 Orientierung von shp3a/3

Die Ansequenzierung von Phagenklon AAv3-1 mit dem Vektor-Primer T7 [ca. 500 nt, etwa
3.3 kb stromaufwarts von Av-shp3a; als Template diente das PCR-Produkt Av3-2/T7 (Abb. 4-
4)] ergab eine starke Homologie zu den konservierten intergenischen Abschnitten 5 und 6 von
B. malayi und L. sigmodontis (Abb. 4-8) mit der gleichen parallelen Orienticrung wie die
Promotorregion des Av-shp3-Gens. In der genomischen Region zwischen shp3a und shp3
fanden sich bei B. malayi und L. sigmodontis sieben Abschnitte (1-7) mit hoher
Sequenzhomologie (66%-89% Identitdt; HIRZMANN 1997).

Wegen des erhohten GC-Gehaltes und der potentiellen Spleiss-Stellen, die nach Prozessierung
ein durchgehendes Leseraster ergeben, wurde die Hypothese erstellt, dass diese sieben
Abschnitte mehrere Exons eines anderen Gens, welches nachfolgend als Intergen bezeichnet
wird, repriasentieren (HIRZMANN et al., 2002). Dariiber hinaus wurde eine signifikante
Homologie zwischen diesem Intergen und einer cDNA-Sequenz von O. volvulus
(SWOVAMCAQO2E05SK) gefunden (Abb. 4-8).

Aufgrund der Sequenzierungsergebnisse der beiden genomischen Phagenklone AAv3-1 und
AAv3-2 wurde zur Veranschaulichung der genomischen Organisation von A. viteae ecine
vorldufige schematische Darstellung der shp3a-shp3-Region im Vergleich zu L. sigmodontis
erstellt (Abb. 4-9).
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Intergenischer Abschnitt 5: Bm 4628-4720 / Identitdt 95%; Ls 4954-5052 / Identitét
90%: Ov (cDNA) 346-429 / Identitit 94%

TTATATCGCAACAAAATTAAAYTGCTT

AANTETTCATCTCAATTTCATTT@CO®TT TITAGT TABATCGCAACAAAATTAAAYTGCTT]
PATETTTHASBCTCABTTTCATTTTCIATTT®TAGTTATATCGCAACAAAATTAAAGTGCTT]
AATTTTTCATHTCAATTTCATTTTCHUTTTIRTAGTTATATCGCAACAAAATTAAA®TGCTT]

——

GAAATATGTTGCAAAAACTATTCAGATGAT®AACAABCAAACTGATAATGCGCAGCAT gt

[
TGTCOTACTEINOAAT TLIGE T(E/A T
USUATEIAA T CABCERE-— — ————————————————m oo
LR T TR CAATCISEEA T TTTGAATATCAATTTTTATCAGTAATTAACCAGC

—

A ACTEYICCLYI T LRI TAYaC TCCGCRYARRVAT GA
AATGATIAABAAATERTAAACAALI TAATIAAARERIABAGTAAT T T TGCAGAATATGGATT]
ARG TEl®ATAAANATRAAAGACAI THGAAAASERIAAAGTAATTTCTGCAGAATATGGATT

TTCATGTTGATTATTTAGTGGATGUYTAATGCCRGTATTCATTTGGATTGCAATTATTTTA
TTCATGETAATTATTTATTGGATGETAATACCTGTETTCATTTGGET@GCAATTETTTTA
TTCATGTTAATTATTTATTGGATGOTAATACCEGTATTCATTTGGETTGCAATTATTTTE
TTPUATGTTAAT®ATTTATTGGATGYTAGTACCTGTATTCATTTGGATTGCAATTATTTTA

TT®ATGTGGAAAAATCTTCGATIJECATTGGCGTAAAATIRATCATACCGT TAGCAACRIGCG
TTTATGTGGAAAAATCTECGATCACATTGGCATAAAATTETCATECCABTGGCAACTGCG
a1 GGCAACTGCG

TTTATGTGGAAAAATCTTCGATIJECATTGGCGTAAAATTATCEEACC
[TTTATGTGGAAAAATCTTCGATCACATTGGCGTAAAATTATCEGTACCATTGGCAACTGCG

Intergenischer Abschnitt 6: Bm 4792-4927 / Identitit: 90%; Ls 5132-
5249 / Identitdt: 88%; Ov (cDNA) 429-559 / Identitit 88%

g ¢—— Lo
\ ) Ansequenzierung von AAv3-1 mit Primer T7

Abbildung 4-8: Homologievergleich der shp3a-shp3-intergenischen Abschnitte 5 und 6
von O. volvulus, L. sigmodontis, B. malayi und A. viteae.

Bei O. volvulus wurde fiir den Vergleich die cDNA SWOVAMCAQO2EO5SK aus der
Datenbank eingesetzt, bei den anderen drei Spezies die genomischen Sequenzen. Die
intergenischen Abschnitte 5 und 6 sind eingerahmt, potentielle Spleiss-Stellen sind
hervorgehoben. Die Identitédt zur A. viteae-Sequenz ist fiir beide Homologieblocke angegeben.
Identische Nukleotide sind schwarz und dhnliche grau hinterlegt.
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Abbildung 4-9: Schematische Darstellung der genomischen shp3a-shp3 Organisation
von A. viteae aufgrund der terminalen Ansequenzierung der Phagenklone AAv3-1 und
AAv3-2 im Vergleich zur genomischen Organisation dieser Region bei L. sigmodontis

Die homologe shp3a-shp3 genomische Region von A. viteae zeigt, wie bei L. sigmodontis und
B. malayi (vgl. auch Abb. 4-20) eine konservierte Syntdnie (Nachbarschaft von Genen auf
dem gleichen Chromosom) und enge Genkopplung (shp3a — Intergen — shp3). Anders als bei
L. sigmodontis weisen die beiden paralogen Gene shp3a und shp3 bei A. viteae eine

divergente Orientierung auf.

4.3.2 Vervollstindigung der Sequenz des shp3a-shp3-Genomabschnitts von A. viteae

Insgesamt wurde ein genomischer A. viteae-Abschnitt von 11336 bp sequenziert, welcher die
vollstandige Sequenz zwischen den Genen shp3a und shp3 sowie 1541 bp stromabwirts des
shp3a-Stopp-Kodons und 1976 bp stromabwérts der TATA-Box von Av-shp3 umfasst (Abb.
4-10). Zwischen dem sequenzierten Randbereich vom Phagenklon AAv3-1 und dem Av-
shp3a-Gen befindet sich eine nicht sequenzierte Region von ca. 4.6 kb. Die Sequenz des
Randbereiches von 945 bp enthélt das erste Exon eines Gens mit signifikanter Homologie
zum Gen C29F5.1 aus C. elegans. Dieses Gen weist eine konvergente Orientierung zum Av-
shp3a-Gen auf und eine parallele zum Av-Intergen und dem shp3-Promoter. Die
Restriktionskarte mit der genomischen Organisation und den wichtigsten Phagenklonen ist in

Abb. 4-10 dargestellt. Die vollstindige Sequenz befindet sich im Anhang.
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4.3.3 Av-Intergen

4.3.3.1 Transkription und Spleiss-Varianten

In der genomischen Region zwischen Av-shp3a und -shp3 befinden sich sieben Abschnitte
(Abb. 4-10) mit hoher Sequenz-Homologie (bis zu 95% Identitdt) zu L. sigmodontis, B.
malayi und einem ¢cDNA-Klon aus Ménnchen von O. volvulus (Kapitel 4.3.1). Wegen des
erhohten GC-Gehaltes (mit 33% tiiber dem GC-Gehalt von Brugia-Introns) und der
potentiellen Spleiss-Stellen, die in der Lage sind, diese sieben Segmente so miteinander zu
verbinden, dass ein durchgehender Leseraster entsteht, wurde angenommen, dass diese sieben
Abschnitte mehrere Exons eines weiteren Gens reprédsentieren.

Mit einem Primer aus dem Exon 2 (Avls, Sense-Orientierung) und einem aus dem Exon 7
(Avlas, Antisense-Orientierung) (vgl. Abb. 4-11) aus revers transkribierter A. viteae-
Mainnchen-Gesamt-RNA konnte mittels PCR ein singuldres, 560 bp grosses cDNA-Fragment
mit offenem Leseraster amplifiziert werden, dessen Sequenz der von der genomischen
Sequenz abgeleiteten zu 100% entsprach (Abb. 4-11 und 4-12C). Da dieses Fragment nicht
aus cDNA adulter A. viteae-Weibchen und -Blutmikrofilarien amplifiziert werden konnte, ist
das Intergen-Transkript offenbar ménnchenspezisch. Die schwache 1.7 kb Bande in der
Weibchen-Spur (Abb. 4-12C) diirfte auf eine genomische Amplifikation zuriickzufiihren sein,
vermutlich durch eine geringgradige Kontamination der RNA-Préparation mit genomischer
DNA. Die Kontroll-PCR fiir vergleichbare cDNA-Mengen bei den drei verschiedenen Stadien
erfolgte mit introniiberspannenden, Filarien-spezifischen Aktin-Primern (Bm-Aktin 5°/Bm-
Aktin 3’; WAGNER 1998). Abb. 4-12B zeigt entsprechend der ubiquitdren Expression von
Aktin Amplifikationsprodukte in allen Stadien.

Das 5’-Ende und das 3’-Ende der Av-Intergen-cDNA wurden anhand der genomischen
Sequenz und der starken Homologie zu der schon im Kapitel 4.3.1 beschriebenen Ov-
Minnchen-cDNA aus der Datenbank bestimmt (Sequenz in Abb. 4-11 durch Kleinbuchstaben
dargestellt).

Unmittelbar nach dem vermutlichen 3°-Ende der Av-Intergen-cDNA folgt in der genomischen
Av-Sequenz eine potentielle 5’-Spleiss-Stelle (GTTCGT), die auch in den genomischen
Sequenzen von L. sigmodontis (GTTTGT) und B. malayi (GTTAGC) an dieser Position
konserviert ist. Somit kann die Existenz eines weiteren Exons nicht ausgeschlossen werden,

auch, weil 1240 bp stromabwirts dieser Spleiss-Stelle ein konservierter Bereich von ca. 80 bp
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bei A. viteae, B. malayi, und L. sigmodontis (Identitdt bis zu 89%; griine Boxen in Abb. 4-20)

vorhanden ist.

Anfang Ov-cDNA [Exon1 ] |—>verm Start-Kodon Primer Avls

1 N G G V K V G K F C VvV V L F I S I N 1

1 |taacggtggtgtaaaagtaatgglggaagttctGTGTGGTACTGTTTATATCAATAAATAT Exon 2
22 L ¢ 1 F ENTFL TV S A NUDIULMMSMI

41 E D A K M Q K M D D L N E I I' NS K Y'Y

121 [CGAAGATGCAAAAATGCAAAAAATGGATGATTTAAATGAGATAATCAATTCGAAATACTA

61 Q T L L NL M S TIKKE GRIRKR Q V E

181|TCAAACACTTTTAAATTTGATGTbAACCAAAAAAGAAGGGCGTCGAAAAAGGCAAGTCGA}
Exon 4

61 ACTTTGCATCTTTGAAAACACTTTCTTAACTGTTTCCECCAATGATTTGATGTCAATGAﬂ}
[ Exon 3]

81 E S A Y L EANIRI1T FTIKULDNTV A S

241 AGAGTCAGCATATTTGGAAGCTAATCGAATATTCACAAAACTTGATAATACCGTCGCAAG

101 M I T T V A 1 H E L NDMNUV Y I A THK

301 CATGATAACAACTGTCGCAATTCATGAATTGAACGATATGAATGTETATATCGCAACAAN}l |
Exon 5

122 L N C L K Y V A E T I Q M I N K Q T D N

361 [ATTAAACTGCTTGAAATATGTTGCAGAAACTATTCAAATGATTAACAAACAAACTGATARA

141 G S I I w1 FM LT 1 Y WMLV P V F

421 ATATGGATTTTTATGTTAATCATTTATTGGATGTTAGTACCTGTATTCAT
161WIAIILFMWKNLRSHWRK Exon 6
481 TTGGATTGCAATTATTTTATTTATGTGGAAAAATCTTCGATCACATTGGCGTAAAATTAT

181 VvV P L AT A K HCEV S G N L L NV KN

541 [CGTACCATTGGCAACTGCGRAGCATTGTGAAGTGAGCGGTAATCTATTAAACGTGAa a4

200 E I M T M P A W D < Primer Avias Exon 7
601 [cgaaattatgacaatgccagcatgggacd
Ende Ov-cDNA

Abbildung 4-11: Nukleotid-Sequenz (einschl. der abgeleiteten AS-Sequenz) der Av-
Intergen-cDNA mit offenem Leseraster, die mit den spezifischen Primern Avls und
Avlas amplifiziert wurde und nur in adulten Mannchen transkribiert wird.

Das vermutliche Start-Kodon ist eingerahmt. Gerade Exone sind zur besseren Darstellung
grau hinterlegt.

Amplifikation der Aktin-Kontrolle Amplifikation der

A cDNA mitSL B der cDNA C  ¢DNA ohne SL
kb
2
1.5
1
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
AAV3-2
M Q O Mf M 9 d MF
H_J \ . ) -—
Primer SL-1/0vl Bm-Aktin 5/ Avls/Avlas
Bm-Aktin 3’

Abbildung 4-12: Ethidiumbromid-gefarbte Agarosegele (A, B, C) mit PCR-
Amplifikationsprodukten zum Nachweis einer stadienspezifischen Transkription des Av-
Intergens.

Als Matrize diente jeweils revers transkribierte Gesamt-RNA aus adulten weiblichen A. viteae
(?), adulten ménnlichen A. viteae (3') und Av-Blutmikrofilarien (Mf). Unter der Klammer ist
die entsprechende Primer-Kombination angegeben.
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In Nematoden werden die Transkripte von 70-80% aller Gene durch eine Trans-
Spleissreaktion prozessiert (NILSEN, 1995 und 1993; ZORIO et al., 1994), wobei eine
identische 22 nt-SL-Sequenz am 5°-Ende der Transkripte angefiigt wird. Welche biologische
Bedeutung das Trans-Spleissen hat ist nicht bekannt.

Fiir das Intergen von A. viteae wurde bei Weibchen ein trans-gespleisstes Pseudotranskript
gefunden (Abb. 4-12A). Eine PCR mit dem Trans-Spleiss-,Leader’-Primer SL-1 und dem
spezifischen Antisense-Primer Ov1l aus dem Exon 4 fiihrte zur Amplifikation eines ca. 340
bp-cDNA-Fragments (nur bei Av-Weibchen), dessen Nukleotidsequenz nach dem SL im
Intron zwischen den Exonen 3 und 4 beginnt (an dieser Stelle ist auch ein Trans-Spleiss-
Akzeptor vorhanden) und in Exon 4 einlduft (Abb. 4-13). Eine genomische Amplifikation
konnte durch den Einsatz von Phagen-DNA aus dem Klon AAv3-2 als Matrize
ausgeschlossen werden (Abb. 4-12A).

genomische Sequenz Av-Intergen
TGAAGGCTGATTGTC ITTTTAGATCATTTAGTGCAA. . .

: i € ¢ . h
Sequenz der Av-Intergen-cDNA mit Trans-Spleiss-‘Leader® Intron zwischen Exon 3 und 4
GGTTTAATTACCCAAGTTTgAglATCATTTAGTGCAATTTAACG CTTTGTAAATCTATCAGAAAT

Primer SL-1
GCTTCACATGTTCTGAATACCGCCATATTATATGACACTCCCATTTCGGGAATTCTGCCC

Intron-Homologie Av-Ov (90% Identitét)
GATATTTTCAATGGCGTACAATAAAGATAAAGTAGCATTTATII TCTATCGTTGTTATAAG
T K K E G R R
CAGGTAAAAAATAACCGTAATATCTGTCAC—AAATGCAGCAACCAAAAAAGAAGGGCGTCG\
K R Q VvV  E E S A Y L EANIRIT1 FTK L D
AAAAAGGCAAGTCGAAGAGTCAGCATATTTGGAAGCTAATCGAATATTCACAAAACTTGA
N T V A S M I1 T TV A
TAATACCGTCGCAéGCATGATAACAACTGTCGCA- .- Exon 4 .

Primer Ov1

Abbildung 4-13: Sequenz der Av-Intergen-cDNA mit Trans-Spleiss-,Leader’ (im grauen
Kastchen), die mit den spezifischen Primern SL-1 und Ov1l (Pfeile) amplifiziert wurde
und nur in adulten Weibchen trankribiert wird.

Uber dem SL ist die genomische Sequenz mit dem Trans-Spleiss-Akzeptor dargestellt
(unterstrichen). Nach dem potentiellen Start-Kodon (eingerahmt) folgen mehrere Stopp-
Kodons, wobei der erste unterstrichen ist. Ein konservierter Bereich im Intron zwischen A.
viteae und O. volvulus ist eingerahmt. Die Kodierregion von Exon 4 (mit der AS-Sequenz) ist
fett dargestellt. Der potentielle Cis-Spleiss-Akzeptor ist unterstrichen.
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4.3.3.2 Homologie

Ein Vergleich der abgeleiteten Av-Intergen-cDNA mit offenem Leseraster und der Ov-cDNA
aus der Datenbank (SWOVAMCAQO02E05SK) auf Nukleotid- und AS-Ebene ist in Abb. 4-14
dargestellt. Die Identitit betrdgt auf Nukleotid-Ebene 84% (516/611) und auf AS-Ebene 78%
(156/200); die Homologie auf AS-Ebene ist 87% (175/200)].

Die abgeleiteten Polypeptide (Av-Intergen und Ov-Intergen) besitzen jeweils zwei potentielle
Transmembrandominen (TMNMM Server v. 2.0, CBS) und ein Signalpeptid [SignalV2.0,
CBS, Vorhersage aufgrund ,Neural Networks’ (NN) und ,Hidden Markov Models’ (HMM)],
wobei die vorhersagbare Schnittstelle der Signalpeptidase zwischen dem Cys'® und dem Ile"’
liegt (Abb. 4-14). Bei der abgeleiteten AS-Sequenz von Av-Intergen ergab sich noch eine
weitere mogliche Schnittstelle fiir die Signalpeptidase (laut Programm wahrscheinlicher)
zwischen dem Ala*’ und dem Asn®®. Bei der Analyse der abgeleiteten Aminosduresequenz des
Av-Intergens wurde dariiber hinaus eine konservierte Nukleosid-Transporter-Doméne (Suchen
nach konservierten Doménen in der ,Pfam v7.5 - 4176 PSSMs’-Datenbank, NCBI) und eine
konservierten N-Glykosylierungsstelle (NGSI) gefunden. In der Abbildung 4-15 sind diese
Doménen im Vergleich zum hENT2 (,Human Equilibrative Nucleosid Transporter 2’)
dargestellt, der aus der Familie der Nukleosid-Transportern am besten charakterisiert ist.

In der Abb. 4-15 ist zusitzlich ein Homologievergleich der konservierten Nukleosid-
Transporter-Domine von Av-Intergen und einer Konsensus-Sequenz aus acht homologen
Proteinen (u.a. auch aus Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae und einem

hypothetischen Nukleosid-Transporter aus C. elegans) dargestellt.
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verm.Start-Kodon

Primer Avis .
TAACGGTEGTGLAA AATGGGE TTCTGTGTEGTA® ATATCAATAAATALR
TAACAGTAGTGOAANIAAINAATGGGEAAATTCTGTG A HTATCAATGGATA®
Intron

AOTTTGCA GAAAAGACTTTCIRIAACTG (o6 GCAATGATITGATGTCAALIGA
AIITTTGCA OCGAAAAIJACTTTCIX®AGCTG [efe GIICAATAATIATGATGTCAAINAA
CGAAGATG®AAAAATGCAAAAA GATGAIRITA [EAGATAATCAATTCGAAATASTA
CGAGGATGE@AAAATGCAAAAAIITAGATGAINETA AGATAATCAGTTCAAAATAITA
Intron mit Homologi

gle
TCAAAEA AAA CIAASCAAAAAAGAAGBGECGTCEGAAAARGGCAAGTCGA
TCAAGRA AAA A CUALICAAGAAARAAGAACGTCAAAAGEGGCAAATCGA
AGAGLICAGCATATTTGGAAGCTARTCGAATATT®ACAAAACTTGAIJJAATACEGTH®
AGAABCAGCATATTTGGEGAGCTASTCGAATATTIACAAAACTTGABAATAC
-—

CATGATAACAACTGT®GCAATTCATGAATTGAAGGATATGAATGTTTATATCGCAACAAA
CATGATAACAACTGT[EGCAATTCATGAGT TGAALIGATATGAATGTTTATATCGCAACAAA
Primer Ovl ~~~~ "~~~ >

ATTAAAGTGCTTGAAATATGTTGCAGAAACTATTCAAATGATIHIAACAAINCAAACTGATAA
ATTAAAIITGCTTGAAATATGTTGCAAAAACTATTCAGATGAT®AACAABCAAACTGATAA
TGGCAGCATAATATGGATTT AAT AIITGGATGTTAGTACCHIGTATTCA
TGGCAGCATAATATGGATTTT(® A AGTGGATGTTAATGCCIGTATTCA
TTGGATTGCAATTATTTTATTHATGTGGAAAAATCTTCGAT®ACATTGGCGTAAAAT]

TTGGATTGCAATTATTTTATT®ATGTGGAAAAATCTTCGATI®CATTGGCGTAAAAT!

CGTACCATTGGCAACIIGCGAAGCATTGTGAAGTBAGCGGTAATCTATTAAABGIIGAAAAA
CATACCGTTAGCAACAGCGAAGCATTGTGAGGTAAGCGGTAATCTATTAAALIG®AAGAAA

Primer Avlas
S GAAATTATIEACERAATGCCAGCATGGGAS
CCGAAATTATJACCAATGCCAGCATGGGA

Exon 7, Ende Ov-cDNA

Signalpeptid
Transmembrandoméne

NI (I AVAYANEM SY | EDAKMQKMDBLNET 1)YSKYY]
DT IAYAYNIMMS[S 1 EDGKMQKEDELEI®) 1 INSKY
]
T HERMKRQVEESAYLIEANR IFTKLDNTVASMITTVAIHELNDMNVY AT
=31 NSESHKKINEROKROQUIEERAY LIEAIIR IFTKLDNTVASMITTVAIHELNDMNVY IAT
Transmembrandomane

LNCLKYVAST IQMINFEQTDNGS T IWIFML T ITYWMLMPVFIWIAT I LFMWKNLREHWRKT 1
LNCLKYVARTIOMINNQTDNGS I IWIFML 1 1YWMLMPVF IWIAT I LFMWKNLRYHWRKI 1
VPLATAKHCEVSGNLLNYKN
IPLATAKHCEVSGNLLNZRN

119

Abbildung 4-14: Homologievergleich der Intergen-cDNAs und der abgeleiteten AS-Sequenzen
von A. viteae und O. volvulus.
Der Anfang und das Ende der Sequenzen entsprechen dem 5°- bzw. 3’-Ende des Ov-cDNA-Klons
SWOVAMCAQO2EO05-5" aus der Datenbank. In der cDNA-Sequenz sind Intronpositionen durch
vertikale Striche und die Primer Ovl1, Avls und Avlas durch Pfeile gekennzeichnet; das vermutliche
Start-Kodon ist hervorgehoben. Ab dem Strichpfeil existiert keine genomische Sequenz bei O.
volvulus, so dass die Exon/Intron -Grenzen bis zum Ende aufgrund der Homologie zu A. viteae
bestimmt wurden. In der AS-Sequenz sind die potentiellen Transmembrandoménen und Signalpeptide
hervorgehoben. Identische Nukleotide sind schwarz und dhnliche grau hinterlegt.
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4.4  Orthologe Gene bei O. volvulus

44.1 OvC29F5.1

Die unterschiedliche genomische Organisation der shp3a-shp3-Region bei A. viteae -
divergente Orientierung von shp3a und Deletion der Kodierregion von shp3 - im Vergleich zu
den Arten mit bescheideten Mikrofilarien L. sigmodontis und B. malay liessen die Frage nach
der Existenz dieser Gene sowie deren Organisation bei weiteren Arten mit unbescheideten
Mikrofilarien, wie der humanpathogenen Filarie O. volvulus, aufkommen. Die hohe
Homologie von O. volvulus-cDNAs aus der Datenbank zu den Av-shp3a flankierenden Genen
AvC29F5.1 (Kapitel 4.2.2) und Av-Intergen (Kapitel 4.3.2.2) fiihrte zu der Idee, mit zwei
Primern aus diesen konservierten, flankierenden Bereichen und Ov-DNA eine ,Long Range’-
PCR durchzufiihren und so in Anlehnung an die konservierte Syntdnie und enge Genkopplung
bei A. viteae ein mdglicherweise vorhandenes orthologes Gen shp3a bei O. volvulus zu
identifizieren.

Beide Primer wurden aus identisch konservierten Sequenzen von O. volvulus und A. viteae
gewihlt. Der Sense-Primer Ov2 hybridisiert im Exon 1 von AvC29F5.1 (Abb. 4-10, 4-17) und
der Antisense-Primer Ov1 im Exon 4 des Intergens (Abb. 4-10, 4-13). Bei der ,Long Range’-
PCR wurde genomische DNA aus O. volvulus, A. viteae und L. sigmodontis eingesetzt und als
Kontrolle bei A. viteae zusétzlich auch Phagen-DNA des Klons Av3-1 verwendet (Abb. 4-16).
Bei O. volvulus war das PCR-Amplifikat mit ca. 6.0 kb deutlich kleiner als bei L. sigmodontis
(ca. 8.0 kb) und A. viteae (ca. 10 kb) (Abb. 4-16). Eine ,Long Range’-PCR mit diesen
Primern und genomischer DNA aus B. malayi wurde zu einem spiteren Zeitpunkt auch
durchgefiihrt und ergab ein dhnlich grosses Fragment wie bei L. sigmodontis (ohne Abb.).

Das ca. 6.0 kb grosse Fragment von O. volvulus wurde von beiden Seiten mit den Primern
Ovl und Ov2 ansequenziert. Eine komplette Sequenzierung dieses PCR-Fragmentes gelang
aber vorerst nicht, weil sowohl im 5’- als auch im 3’-Bereich Poly(A)-Sequenzen von bis zu
23 Adenin-Nukleotide nacheinander zu einem Abbruch der Direktsequenzierung fithrten. Um
dieses Problem zu losen wurde ein Amplifikat mit den Primern Ov5 (480 bp stromabwdérts
von Ov2) und Ovl mit dem Restriktionsenzym ECORI gespalten und eines der drei dabei
entstandenen Spaltungsfragmente (ca. 3.0 kb) (vgl. Abb. 4-20) in einen ebenfalls mit ECORI
geschnittenen Plasmid-Vektor (pBSK) kloniert
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Abbildung 4-16: ,Long Range’-PCR mit den
Primern Ovl (Antisense, hybridisiert im Exon 4
des Intergens) und Ov2 (Sense, hybridisiert im
Exon 1 vom C29F5.1-homologen Gen)

Spur M: Marker M1; Spur 1: genomische Ov-DNA
als Matrize; Spur 2: genomische Av-DNA; Spur 3:
AAV3-1-DNA und Spur 4: genomische LS-DNA.

Mit diesem rekombinanten Plasmid als Template konnte die Sequenzierung fortgesetzt
werden und schliesslich gelang es, den gesamten Bereich zwischen den Primern Ov1 und Ov2
(6.0 kb) zu sequenzieren und analysieren. Am 5’-Ende konnte die genomische Ov-Sequenz
aufgrund der vorhandenen OVC29F5.1-cDNAs in der Datenbank (Kapitel 4.2.2) und der
Homologie zur genomischen Sequenz von A. viteae (91% Identitét, 203/222 nt) um die 5°-
Sequenz von Exon 1 unmittelbar nach dem SL bis zum Primer Ov2 erweitert werden. Abb. 4-
17 zeigt die komplette cDNA mit der abgeleiteten AS-Sequenz. Die Sequenz des C29F5.1-
Homologs von B. malayi, in der das Exon 2 und der Anfang von Exon 3 fehlen, wurde mit
Hilfe der TIGR-Datenbankeintrage (Genomprojekt B. malayi) identifiziert (Abb. 4-18). Der
N-Terminus ist bei A. viteae, B. malayi und O. volvulus identisch; die Identitdt zwischen
OvC29F5.1 und C29F5.1 (beide Proteine vollstindig) betrdgt 69% (266/383 AS) und die
Homologie ist 82% (318/383). Die Identitdt zwischen O. volvulus und B. malayi (ab dem
Bereich, der von Exon 3 kodiert wird) ist 92% (255/275) und die Homologie insgesamt 96%
(268/275). Die Funktion dieser Proteine ist nicht bekannt und es konnten auch keine

funktionellen Doménen bei Datenbanksuchen identifiziert werden.
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1 SL..... [TTTGAGCTTGTGACATATAATCGTTCAAGGATTAAGACAAGCAAGCCTTCGGCCTTTAGG

1 [] S A E G F WL FDGULEEEUPY G L L
Exon 61 TAATGTCAGCTGAAGGGTTTTGGTTATTTGATGGCTTGGAAGAGGAACCATATGGCCTTT
1 21 P LV NLSGI KIS GG GWPTSTIKFVERI
121 TACCGCTTGTGAATTTATCTGGAAAAGGTGGACCAACATCCACGAAATTTGTCGAAAGAA
41 G S YQWYULNTDET®PTI1 I M P G MP
181 TTGGCTCATATCAATGGTATTTGAATGACGAAACACCCACCATCATTATGCCTGGAATGC
Oov2 e
61 L ESFYWAG GG KULOQQDWHGUWV I 1Y
Exon 241 CTTTGGAATCTTTCTACTGGGCAGGTGGCAAATTACAACAAGATCACGGTGTGATTATAT

81 D VNHLI KI PTGWPLDTATI L A AH
301 ACGATGTTAATCACTTAAAAATTCCAACTGGTCCCTTAGATACAGCCATATTAGCTGCAC
Ov5

101 Y T T T K A K K P I NF NDY NI F 1 TD

Exon 361 ATTATACAACAACAAAAGCGAAGAAACCAATTAATTTCAATGACTACAACTTTATCACTG
3 121 AV NL Q K LF AFAQEAGUVDTGUL FR
421 ATGCTGTAAACTTGCAAAAATTGTTCGCATTTGCGCAGGAAGCTGGTGATGGATTGTTTC

141 Il DA ERV GKTVLLTIRMEASDL

481 GAATTGATGCAGAACGAGTGGGGAAAACCGTTTTATTAACGAGGATGGAAGCATCAGATC

161 M E I G HV T FDQALIKIRIKMTK AR

Exon 541 TCATGGAAATTGGTCATGTAACATTTGATCAAGCACTAAAACGAAAAATGACGAAAGCGA
4 181 S K FTTGWPFFQL 1T SY Q F G Q F K
601 GGTCAAAGTTCACTACTGGTCCATTTTTCCAGCTCATTTCTTATCAATTTGGCCAATTCA

201 L LV RFEVDT CAIDYAAVIKWMMAQSD

661 AACTACTGGTACGATTCGAAGTTGATTGCGCTGATTATGCTGCTGTGAAAATGCAAAGCG

221 N HLEKEGES EP K KEKF NE NN

721 ACAACCATTTGGAGAAAGAAGGCGAGTCGGAACCAAAAAAAGAGAAGTTCAATGAAAATA

241 Vv 1 s Y M EF G EV PRNIPLQL LT
Exon 781 ATGTAATTTCATATATGGAATTCGGTGAAGTTCCACGGAATATTCCGTTACAACTGTTGA

261 T Y P Q GA GFPFFTWAQQMFFTA

841 CAACTTATCCACAAGGTGCTGGATTTCCATTCTTCACATGGGCACAAATGTTTTTCACTG

280 A DQEIl VGWZFIKGNSGDFGIKP AL

901 CCGCAGATCAGGAGATTGTCGGCTGGTTCAAAGGAAATGGCGATTTTGGAAAACCAGCAC

301 N AL SDI1TSKLI KPLPY V VL SK

Exon 961 TGAACGCTCTATCGGACATTTCTAAACTAATTAAACCATTGCCCTATGTGGTACTGTCAA

¢ 321 VvV H D CL D K I A K FUL 1 KNDPEF K

1021 AAGTTCATGACTGCTTAGATAAAATTGCAAAATTCTTGATAAAAAATGATCCTGAATTTA

341 C AL 1 WKGKNWMHLETILI FAKTSTT

1081 AATGTGCTTTGATATGGAAAGGCAAAAATCATCTAGAAATTTTTGCTAAAACGAGTACCA

361 G AV S P GVKE ELMIKTQCIKEL D E

1141 CTGGGGCTGTTTCACCTGGAGTAAAAGAATTGATGAAGACACAATGCAAAGAACTGGATG
381 S E E *

1201 AATCAGAAGAATGA]

Abbildung 4-17: OvC29F5.1-cDNA und abgeleitete Aminosaurensequenz.

Die letzten sechs Nukleotide des Trans-Spleiss-,Leaders’ (SL), sowie das Start- und Stopp-
Kodon sind grau hinterlegt. Die AS-Sequenz ist mit fetter Schrift {iber der Nukleotid-Sequenz
eingezeichnet. Die Exons 1, 3 und 5 sind zur besseren Darstellung fett hervorgehoben. Die
Primer Ov2 und OvS5 sind mit Pfeilen gekennzeichnet; eine ECORI-Restriktionsschnittstelle ist
umrandet. Alle in der Datenbank vorliegenden ¢cDNAs enden vor einer internen Adenin-
reichen Sequenz (doppelt unterstrichen). Die restliche cDNA-Sequenz wurde aus der
genomischen Sequenz und aufgrund der Homologie zu C. elegans abgeleitet. Die Langen der
entsprechenden Introns kdnnen aus der Abbildung 4-20 entnommen werden.
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Exon 1

ﬁSAEGFWLFDGLEEEPYGLLPLVNLSGKGGPTSTKFVERIGSYQWYLNDETPTIQ
MSAEGFWLFDGLEEEPYGLLPLVNLSGKGGPTSTKFVERIGSYQWYLNDETPTIV

PR RR

Exon 3

———————————————————————————————————————————————— PINFNEYNFITD
HESFY ®QDHGV I 1'YDVNHL KRG D 1 EAAHNRITUKIKKP INFNDYNF 1 TD
ESFYWx YQDHGV 1 1'YDVNHL KMREGSL DN 1 FAARMESEK KK P 1| BFRSERF 1 TD

AVNLQKLFAFAQEAGDGLFRIDVERIGKTVLLTEMEASDLMEIGHVTFDQALKRKMTKAR
AVNLQKLFAFAQEAGDGLFRIDRERVGKTVLLTRMEASDLME IGHVTFDQALKRKMTKAR
AINLQKIEFAF®NEAGEGLFR I DMERVGKTVLLTRMEASDLME IGHVTFDQNLKHRMTRIZR

SKFTTGPFFQLVSY[JFGYFKLLVRFEVDCADYASV|EMQNDNHLEKEGEREPKKKRFNENN

SKFETTGPFFQLESYQFGQFKLLVRFEVDCADYAAVKMOSIDNHLEKEGESEPKK[EKFNENN
S TGPFFQLVSYQYGQFRILVRYEVDCADYAAVKENNEEAIRV/D KESRIEV[BP(SK K KSIDIN(d
ARSI I SYMEYGEVPRNIQLOQLLTTYPQGAGFPFFTWAQMFFTAADQE I VGWFKGNGDFGKPAM
2Ny | SYMEEGEVPRN IPLQLLTTYPQGAGFPFFTWAQMFFTAADQE I VGWFKGNGDFGKPAK
aciely | AWVINY GEVPHRDVIPLOMLTTYPQGAGFPFFTWAQEFFTINANIEEEGWFKGNGDFGKPAN

NALSDISKLIKPLPYVVLSKVHDCLDKIAKFL IKNDPEFKCHL IWKGKNHLE I FAKETST]
NALSDISKLI1KPLPYVVLSKVHDCLDKIAKFLIKNDPEFKCAL IWKGKNHLE I FAKETST]

HLE I FAK[gIS=r\
[TGAVSPGVKELLKTQCKE|gDE[REERE
TGAVSPGVKELMKTQCKENDESEERE
TGEGISNGVRBFLIATQCKBEDE[RE E6]4

68
121
121

128
181
181

248
301
299

MKFLIKNDBIFRCGLMWKGK!

307
360
359

Abbildung 4-18: Homologievergleich von C29F5.1 aus C. elegans und der abgeleiteten
AS-Sequenzen von OvC29F5.1, BmC29F5.1 (unvollstandig) und dem ersten Exon von

AVC29F5.1.

Die Pfeile geben die Position und Reihenfolge der fiir die AS-Sequenz kodierenden Exons
und sollen einen Uberblick iiber die fehlenden Bereiche bei A. viteae und B. malayi schaffen.
Identische AS sind schwarz und dhnliche grau hinterlegt.
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4.4.2 Organisation des .intergenischen’ Abschnitts

Anhand der Sequenzierung des 3’-Bereiches des 6.0 kb grossen genomischen Ov-Fragments
(Kapitel 4.4.1) konnten die aus der Datenbank bekannte Sequenz der Ov-Intergen-cDNA
(Abb. 4-14) bis zum Primer Ovl im Exon 4 verifiziert und die Exon/Intron-Grenzen
identifiziert werden (Abb. 4-20). Die hohe Homologie zwischen O. volvulus und A. viteae
setzt sich noch um 126 bp stromaufwarts des 5’-Endes der Ov-Intergen-cDNA fort (Identitét
77%, 125/161 nt) (Abb. 4-20).

Anhand der Ov-Intergen-cDNA und der Homologie zu A. viteae kann die klonierte
genomische Ov-Sequenz um die verbleibenden 26 nt des Exons 4 der Intergen-cDNA
erweitert werden. Damit ergibt sich fiir O. volvulus eine zusammenhidngende genomische

Sequenz von 6098 bp, vom ersten Exon des OvC29F5.1-Gens bis zum vierten Exon des

Intergens.
443 ,shp3a’

Die durchgefiihrte Analyse der genomischen O. volvulus-Sequenz ergab, dass das shp3a-Gen
zwischen den hoch konservierten Genen C29F5.1-Homolog und Intergen fehlt (Abb. 4-20).
Damit war nicht ausgeschlossen, dass ein moglicherweise vorhandenes shp3a-Gen
abweichend von den anderen untersuchten Arten A. viteae, B. malayi und L. sigmodontis an
anderer Stelle in Genom vorkommt. Um diese Moglichkeit zu tberpriifen wurde eine
genomische Southern Blot-Analyse mit der Av-shp3-Promotorsonde durchgefiihrt. Die
Promotorsequenz ist bei allen shp3a- und shp3-Genen hoch konserviert (Abb. 4-5) und
erschien daher als geeignetes Werkzeug. Von jeder Spezies wurden 5 pg DNA mit ECORI
gespalten, in einem 1% Agarose-Gel aufgetrennt und der Southern Blot mit der 270 bp
grossen Av-shp3-Sonde (vgl. auch Kapitel 4.2.3) unter wenig stringenten Bedingungen
(0.4xSSC, 50°C) hybridisiert (Abb. 4-19).
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O.v.
A.v.
B.m.
L.s
O.v

S E 4
o g <

0.5

Abbildung 4-19: Southern Blot-Analyse von DNA aus A. viteae (A.v.), B. malayi (B.m.),

L. sigmodontis (L.s.) und O. volvulus (O.v.) mit der Sonde aus der Av-shp3-
Promoterregion.

Je 5 ng DNA aus den verschiedenen Filarien wurden mit ECORI gespalten und in einem 1%
Agarosegel aufgetrennt. Links: Ethidiumbromid-Farbung mit Molekulargewichtsstandard
M1. Rechts: Chemoluminiszenznachweis der Hybridisierung mit der Digoxigenin-markierten
shp3-Promoter-Sonde (Sequenz von Av-Pro5 bis T3 aus dem Phagenklon AAv3-2, Abb. 4-5,
270 bp) unter wenig stringenten Bedingungen (50°C, 0.4xSSC).

Die zwei Signale bei A. viteae in der Abb. 4-19 entsprechen den in fritheren Experimenten
gefundenen und analysierten Fragmenten mit der shp3-Promotor-Sequenz (Abb. 4-6). Dass
hier im Unterschied zu den Ergebnissen im Kapitel 4.2.3 (Abb. 4-6) beide Signale mit
gleicher Intensitdt auftreten, erkldrt sich mit der niedrigen Stringenz beim vorliegenden

Experiment. Die zwei Banden in der Spur mit L. sigmodontis-DNA (Abb. 4-19), die eine
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starkere Hybridisierung aufweisen, entsprechen den genomischen ECORI-Fragmenten von L.
sigmodontis (2535 bp, 2-2536 in der genomischen Sequenz bzw. 1882 bp, 5860-7741; Abb.
4-20). In dieser Spur treten auch zwei Banden (ca. 600 und 1600 bp gross) auf, die mit der Av-
shp3-Promotorsonde schwach kreuzhybridisieren. Hier handelt es sich vermutlich um eine
Kreuzhybridisierung der Sonde mit dhnlichen Bereichen in der LS-DNA aufgrund der
niedrigen Stringenz-Bedingungen. Bei B. malayi entspricht die bei etwa 4.0 kb auftretende,
hybridisierende Bande dem genomischen ECORI-Fragment (4125 bp, 5942-10066). Das
Vorhandensein von insgesamt fiinf Signalen von vergleichbarer Intensitdt in dieser Spur war
allerdings tiiberraschend. Hier konnte moglicherweise eine nur partielle Spaltung der
genomischen DNA die Ursache sein.

Die Av-shp3-Promotorsonde hybridisierte unter diesen wenig stringenten Bedingungen
dagegen nicht mit Fragmenten von O. volvulus. Dieses Ergebnis ldsst die Vermutung zu, dass
die Gene shp3a und shp3 bei O. volvulus nicht vorhanden sind. Zur Uberpriifung der Ov-
DNA wurde der Southern Blot mit einer genomischen shpl-Sonde von O. volvulus

rehybridisiert, wobei ein deutliches Signal zu sehen war (ohne Abbildung).

45  Homologievergleiche zwischen den verschiedenen Spezies (B. malayi,

L. sigmodontis, A. viteae und O. volvulus)

Die Amplifikation der genomischen O. volvulus-Sequenz mit Oligonukleotiden aus den hoch
konservierten, flankierenden Genen OVC29F5.1 und Ov-Intergen resultierte zwar in der
Isolierung der flankierenden Gene, aber die dazwischen liegende Sequenz enthielt
abweichend von L. sigmodontis, B. malayi und A. viteae kein orthologes shp3a-Gen (Abb. 4-
20).

Durch die Analyse der kompletten genomischen Sequenz von A. viteae wurden hohe
Homologien zwischen den 5°- und 3’-flankierenden, nicht kodierenden Bereichen des Av-
shp3a-Gens identifiziert (Abb. 4-20), die eine Inversion, d.h. eine Chromosomenveranderung,
bei der ein Abschnitt relativ zu den flankierenden Bereichen gedreht und invers wieder

eingebaut wird, dieses Genes vermuten lassen.
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4.6  Transkription des Av-shp3a-Gens in Parasitenstadien

Die Proteine Shp3/3a der Mikrofilarienscheide von L. sigmodontis und B. malayi werden
ausnahmslos in weiblichen Wiirmern transkribiert und exprimiert (HIRZMANN et al., 2002).
In der Folge wurde auch fiir Av-shp3a iiberpriift, ob das Gen stadienabhéngig transkribiert
wird. Dafiir wurde eine PCR mit dem Trans-Spleiss-Primer SL-1 und dem Av-shp3a-
spezifischen, introniiberspannenden Primer Av3-4 (Abb. 4-2) durchgefiihrt. Als Matrize
diente revers transkribierte A. viteae-Gesamt-RNA aus adulten Weibchen, Minnchen und
Blutmikrofilarien. Das spezifische Fragment von 580 bp konnte nur aus Av-Weibchen-cDNA
amplifiziert werden (Abb. 4-21). Eine genomische Amplifikation konnte durch den Einsatz
des Trans-Spleiss-,Leader’-Primers und des introniiberspannenden Primers Av3-4
ausgeschlossen werden. Als Kontrollreaktion mit den gleichen Mengen an Templates wurde
eine PCR mit Filarien-spezifischen Aktin-Primern durchgefiihrt (WAGNER, 1998). Abb. 4-
21 zeigt entsprechend der ubiquitidren Expression von Aktin Amplifikationsprodukte in allen
Stadien.

Zur genaueren Lokalisierung der weibchenspezifischen Transkription wurden definierte
Einzelwurm-Segmente und die mit den Segmenten korrespondierenden Embryonalstadien
untersucht (vgl. Kapitel 3.2.3 und Abb. 3-1). Aus diesen definierten Einzelwurmsegmenten
und den korrespondierenden Embryonalstadien wurde RNA isoliert und cDNA hergestellt, die
als Matrize fiir PCR-Amplifikationen mit den gleichen Primern wie fiir den Nachweis der
stadienspezifischen Transkription eingesetzt worden war. Dabei konnte eine abundante Av-
shp3a-Transkription im Segment mit Ring- und Brezelstadien (Segment 2) nachgewiesen
werden (Abb. 4-22B). Die Transkription war deutlich schwécher im Segment 3 und fand in
den Segmenten 1 und 4 allenfalls auf niedrigem Niveau statt. Die Kontrollreaktion iiber
Aktin-Primer zeigt, dass zumindest in den Segmenten 3 und 4 dhnliche cDNA-Mengen
verwendet worden waren (Abb. 4-22A). Bei den korrespondierenden Embryonalstadien war
shp3a-Transkript nur in Ring- und Brezelstadien nachweisbar (Abb. 4-22B), d.h. in den fiir
Segment 2 charakteristischen Stadien. Bei gleichen Mengen an Gesamt-cDNA war in den

Wurmsegmenten deutlich mehr shp3a-Transkript zu finden als in den Embryonen allein.
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Aktin-Kontrolle Av-shp3a-cDNA . . L

stadienspezifischen Transkription des
Av-shp3a-Gens bei A. viteae.

Zu diesem Zweck wurde mittels RT-PCR aus
Gesamt-RNA adulter A. viteae-Weibchen und -
Minnchen, sowie aus Mikrofilarien cDNA
hergestellt. Die PCR-Amplifikation erfolgte
mit dem Trans-Spleiss-Primer SL1 und dem
spezifischen, introniiberspannenden Primer
Av3-4 (584 bp grosses Fragment). Als
Kontrolle diente die Amplifikation der beta-
M1 9 d Mf  Aktin-cDNA (750 bp-Fragment) von A. viteae

Bt g

- . —— mit Filarien-spezifischen Primern (WAGNER,
Bm-Aktin 5°/ SL-1/Av3-4 1998).  Dargestellt sind Photos der
Bm-Aktin 3’ ethidiumbromidgefarbten = Agarosegele mit

Molekulargewichtsstandard M1.

definierte Einzelwurm- korrespondierende
Segmente Embryonalstadien
A A

kb 1. 2 3 4°1 2 3 4

Kontrolle der cDNA
mit Aktin-Primern

Amplifikation der Av-
shp3a- cDNA mit SL-1 und
Av3-4

Ring- und multizellulére
Brezelstadien Stadien Oozyten

Mikrofilarien

Vorderende Hinterende

Abbildung 4-22: Transkriptionsprofil von Av-shp3a in definierten Einzelwurm-
Segmenten adulter A. viteae-Weibchen und den korrespondierenden Embryonalstadien.
Aus Gesamt-RNA definierter Einzelwurm-Segmente und den korrespondierenden
Embryonalstadien (vgl. Kapitel 3.2.3 und Abb. 3-1) wurde mittels RT-PCR cDNA hergestellt,
und diese als Matrize fiir die nachfolgenden PCR-Amplifikationen mit spezifischen,
introniiberspannenden Primern verwendet (vgl. Abb. 4-21). Zur Ubersicht sind die
entsprechenden Embryonalstadien der definierten Wurmsegmente unter den Gelphotos
schematisch dargestellt.
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4.7  Expression von Av-Shp3a-Peptiden und weitergehende Charakterisierung des
Molekdls

4.7.1 Herstellung rekombinanter Av-Shp3a-Peptide und entsprechender Antisera

Fir die Charakterisierung der Av-Shp3a-Protein-Expression in den verschiedenen
Entwicklungsstadien des Parasiten bedurfte es eines spezifischen Antiserums gegen das
Protein. Zu seiner Herstellung wurden rekombinante Antigene aus Teilsequenzen von Av-
Shp3a herangezogen.

Bei der Auswahl der Peptide waren der hohe Serin/Threonin-Anteil und das damit
moglicherweise verbundene grosse Ausmass an posttranslationalen Modifikationen zu
beriicksichtigen, wie dies bei dem orthologen Gen von L. sigmodontis gezeigt werden konnte
(vgl. HINTZ, 1995; HINTZ et al., 1996). Deshalb sollte fiir die Herstellung eines Antiserums
der nicht-modifizierte C-Terminus des Proteins, der bei den bisher untersuchten Filarienarten
(HIRZMANN et al., 2002) und A. viteae ein hoch konserviertes Tryptophan-reiches Motiv
(WWCWW) enthélt, rekombinant exprimiert werden. Die AS-Sequenz eines grdsseren
Peptids Av-Shp3a-1p (errechnetes Molekulargewicht von 11.1 kDa), das einen Teil des
Ser/Thr-Bereiches enthilt, ist in Abb. 4-2 grau hinterlegt (AS 56 bis 133), die eines kleineren
Peptids Av-Shp3a-12p (4.8 kDa), das die C-terminale Region (AS 109-133) mit dem
konservierten Tryptophan-Motiv (WWCWW) enthélt, ist zusétzlich schwarz unterstrichen.
Die Proteine wurden als 6xHis-Proteine exprimiert.

In Abb. 4-23A ist der Zeitverlauf der Proteinexpression von zwei ausgewahlten Klonen unter
Verwendung des Qiagen-Expressionssystems nach Induktion dargestellt. Nach priparativer
Reinigung iiber eine Ni-NTA-Agarosesdule wurden beide Peptide gegen PBS dialysiert.
Beide Polypeptide waren in PBS unldslich und fielen wéhrend der Dialyse aus. Dieses
Ausfallen liess sich auch nicht dadurch verhindern, dass der Dialysepuffer (anfangs 8§ M
Harnstoff in 1x PBS) nur stufenweise durch 1x PBS ersetzt wurde. Abb. 4-23B zeigt das
Ergebnis der SDS-PAGE der rekombinanten Proteine bei Verwendung eines Peptidgeles,
wobei die Konzentrationsbestimmung gemiss Kapitel 3.8.1 erfolgte. Nach der Dialyse trat
eine weitere Proteinbande (M; von 22 kDa) in der Coomassie-Farbung auf, die im nicht

dialysierten 8 M Harnstoff-Eluat nicht vorhanden war.
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Abbildung 4-23: Expression und Reinigung der rekombinanten Proteine Av-Shp3a-1p
und Av-Shp3a-12p.

IA: Zeitverlauf der Proteinexpression der rekombinanten 6xHis-Proteine Av-Shp3a-1p (MW
11 kDa) und -12p (MW 4.8 kDa) unter Verwendung des Qiagen-Expressionssystems. Die
Expression der 6xHis-Proteine in den Bakterien E. coli M15, die mit den rekombinanten
Plasmiden pQE-30-1p und -12p transformiert worden waren, wurde mit 1 mM IPTG fiir
insgesamt 3 h bei 37°C induziert. In der Spur ,C’ ist die nicht induzierte Kontrolle
aufgetragen. Zu den angegebenen Zeiten wurden Aliquots der Kulturen entnommen und nach
Lyse der Bakterien in 8 M Harnstof (denaturierende Bedingungen) wurden die Proteine in
einem 20%igen SDS-PAGE-Gel nach OKAJIMA et al. (1993) unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt. Die rekombinanten Proteine, deren Mengen mit der Zeit zunimmt,
sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die Proteine wurden mit Coomassie gefirbt. B: SDS-Page-
Analyse der beiden vereinigten rekombinanten Proteine nach préparativer Reinigung iiber
eine Ni-NTA-Agarosesdule und Dialyse gegen PBS (16.5% Tris-Tricin-Gel; reduzierende
Bedingungen). Mp2: Peptidmarker; Auftragmengen: 0.1/0.2 pg (Spur 1), 0.3/0.6 pg (Spur 2)
und 0.5/1 pg (Spur 3) von Av-Shp3a-1p/Av-Shp3a-12. Die Proteinbande bei 22 kDa (Pfeil)
entspricht einem Dimer des grosseren rekombinanten Proteins (Av-Shp3a-1p), wie die SDS-
PAGE (20%iges Gel) in PBS (C;) und in 8 M Harnstoff (C,) zeigt.

Mp1/Mp2 = Molekulargewichtsmarker (Kapitel 3.8.3.1)
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Es handelte sich um Dimere des grosseren Proteins Av-Shp3a-1p was durch eine separate
Auftragung der Peptide mit und ohne 8 M Harnstoff (Abb. 4-23C; bzw. C,) gezeigt werden
konnte. Die starke Neigung zur Dimer-Bildung basiert vermutlich auf den drei Cysteinen in
der AS-Sequenz [zwei Cysteine des C-Terminus und eines durch die ,MCS’ des Plasmid-
Vektors pQE-30 (liegt im richtigen Leseraster noch vor dem Pstl-Klonierungsschnitt)], die
moglicherweise an kovalenten intermolekularen Disulfid-Briickenbildungen beteiligt sind.
Der korrekte Leseraster beider Expressions-Konstrukte wurde durch doppelstringige
Sequenzierung verifiziert. Die relativen Molekulargewichte beider rekombinanter Proteine in
der SDS-PAGE entsprachen den errechneten Molekulargewichten.

Nach Immunisierung von Kaninchen mit Av-Shp3a-1p bzw. -12p wurden die Antisera im
Immunoblot getestet (Abb. 4-24A). Beide rekombinanten Proteine wurden vom Antiserum
gegen das klonierte Av-Shp3a-12p-Protein erkannt. Eine Kreuzreaktivitit mit dem ,6xHis tag’
wurde durch einen Immunoblot mit drei anderen ,6xHis tag’-Proteinen ohne Bezug zu Av-
Shp3a (freundlicherweise von E. Beck, Giessen zur Verfiigung gestellt) ausgeschlossen (ohne
Abb.).

Die Immunisierung mit dem grdsseren rekombinanten Protein Av-Shp3a-1p fiihrte nicht zur

Bildung spezifischer Antikorper.
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Abbildung  4-24: Immunoblot von rekombinanten Proteinen und  Av-

Proteinhomogenaten mit Anti-Av-Shp3a-12p.

A: Immunoblot-Analyse von Anti-Av-Shp3a-12p-Serum (,Is’ fiir Immunserum) und Prdimmunserum
(,Ns’) gegen die rekombinanten Proteine Av-Shp3a-1p und Av-Shp3a-12p. Die Auftrennung erfolgte
auf einem Peptid-Gel, wobei je 100 ng beider 6xHis-Proteine pro Spur aufgetragen wurden. Immun-
und Praimmunserum wurden jeweils 1:1.000 verdiinnt. Anschliessend wurden die Streifen mit einem
Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugat (Verdiinnung 1:3.000) und in 4-CN-Substrat inkubiert. Die
Dimere von Av-Shp3a-1p (22 kDa, Abb. 4-21C und -C;) wurden vom Antiserum erkannt (Pfeil). B:
verschiedene Proteinhomogenate aus A. viteae (SDS-PAGE, 12%, Coomassie-Féarbung); in die Spuren
I bis V wurden Proteinextrakte aus fiinf definierten Wurmabschnitten (in der Reihenfolge von apikal
nach kaudal, vgl. Kapitel 3.2.3) adulter Weibchen aufgetragen, wobei der PBS-losliche Uberstand
getrennt von dem PBS-unléslichen Pellet (Kursivschrift 1-V) aufgetragen wurde. In den letzten zwei
Spuren wurden Proteinhomogenate aus adulten Av-Minnchen (J) und Blutmikrofilarien (Mf)
aufgetrennt. C und D: Immunoblot-Analysen mit Priimmunserum und Anti-Av-Shp3a-12p gegen
Proteinhomogenate aus A. viteae (Proteinmenge und Probenreihenfolge wie in B, Immundetektion wie
in A).

M4/Mp2 = Molekulargewichtsmarker (Kapitel 3.8.3 bzw. 3.8.3.1)
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4.7.2 Charakterisierung der Antisera

4.7.2.1 Abkldrung der Kreuzreaktivitit mit einem Av-24 kDa-Antigen

Zur Charakterisierung der Av-Shp3a-Proteinexpression in verschiedenen Entwicklungsstadien
wurde ein Immunoblot von Proteinhomogenaten aus Weibchen (definierte Wurmabschnitte),
Minnchen und Mikrofilarien und Anti-Av-Shp3a-12p-Serum durchgefiihrt. Nur in
Proteinextrakten adulter Av-Weibchen war mittels der Immunoblot-Technik ein Protein mit
einem relativen Molekulargewicht von 24 kDa zu identifizieren, das in grosserer Menge im
apikalen, den ersten 2.5 cm umfassenden Abschnitts des Wurmes vorlag (zur Lage der
Wurmabschnitte zwecks Antigen-Gewinnung vgl. Kapitel 3.2.3) und ausschliesslich im PBS-
unldslichen Anteil der Proteinhomogenate nachzuweisen war (Abb. 4-24B, C und D). Im
Abschnitt V (Proteinextrakt des anschliessenden Bereiches bis zum kaudalen Ende des
Wurms) war die Reaktion mit dem Antikorper deutlich schwécher (Abb. 4-24D).

Aufgrund der Stadienspezifitit und des Verteilungsmusters in Weibchen wurde vorerst
angenommen, dass es sich bei diesem Protein um das native Av-Shp3a handelt. Wegen der
Homologie von Av-Shp3a und Ls-Shp3a sowie Ls-Shp3, vor allem hinsichtlich des
konservierten Tryptophan-Motivs WWCWW, wurde eine Kreuzreaktivitit von Anti-Av-
Shp3a-12p mit den L. sigmodontis-Proteinen postuliert.

Dies wurde in einer weiteren Serie von Immunoblots iiberpriift, wobei eine Reaktion in Form
der Bindung des Anti-Av-Shp3a-12p-Serums an zwei L. sigmodontis-Molekiile in einer 40
kDa-Position (Ls-Shp3a) und einer 120 kDa-Position (Ls-Shp3) erwartet wurde. Statt dessen
reagierte jedoch ein L. sigmodontis-Protein mit einem relativen Molekulargewicht von 23
kDa, das vor allem in den mittleren Abschnitten weiblicher Wiirmer, nicht aber in L.
sigmodontis-Méannchen-Extrakten vorkam (Abb. 4-25A). Ein kleineres Protein aus
Mikrofilarien reagierte gleichfalls mit Anti-Av-Shp3a-12p-Serum, jedoch wurde ein Molekiil
gleicher Masse auch vom Praimmunserum erkannt (Abb. 4-25B). Daneben kam es unter den
gewdhlten Bedingungen (Abb. 4-25A) zu schwachen Reaktionen mit einer Reihe von
weiteren Komponenten mit hoherem Molekulargewicht. Diese Reaktionen konnten auch nicht
durch Absorption an mit E. coli (Stamm M15)-Protein beschichteter PVDF-Folie reduziert
werden (ohne Abb.), so dass als Grund fiir dieses unerwartete Ergebnis eine Reaktion des

Antiserums mit Bakterienproteinen unwahrscheinlich war.
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Abbildung 4-25: Immunoblot-Analyse der Kreuzreaktion von Anti-Av-Shp3a-12p-

Serum mit Proteinhomogenaten aus L. sigmodontis.
20 Adulte L.s.-Weibchen (92 Tage p.i.) wurden in 8 Abschnitten (I — VIII) a 1 cm in der

Reihenfolge von apikal nach kaudal zertrennt (vgl. HIRZMANN et al.,, 2002) und zur
Homogenatherstellung aufgearbeitet (Kapitel 3.2.4). In zwei 12%igen SDS-PAGE-Gelen
wurden unter reduzierenden Bedingungen Proteinextrakte aus den 8 Ls- % -Abschnitten (I -
VIII), aus Ls-Blutmikrofilarien (Mf), adulten Ls-Ménnchen ( &) sowie aus adulten A. viteae-
Weibchen (Av- %) aufgetrennt (Proteinmenge jeweils 10 pg). Die Western-Blots wurden mit
Anti-Av-Shp3a-12p-Serum (A) oder Prdimmunserum (B) inkubiert (Verdiinnung 1:1000,
Peroxidase-Entwicklung). Die in A mit einem Pfeil gekennzeichnete Bande reagierte auch mit

dem Praimmunserum.

M4 = Molekulargewichtsmarker (Kapitel 3.8.3)

136
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Abbildung 4-26: Reaktion von affinitatsgereinigten Anti-Av-Shp3a-12p-Antikdrpern.

A: Reaktion von Anti-Av-shp3a-12p-Serum (Ig) und affinitétsgereinigten Anti-Av-shp3a-12p-
Antikorpern (Ig,) sowie Prdimmunserum (Ng) und aufinititsgereinigtem Pradimmunserum
(Nga) mit den rekombinanten Proteinen Av-Shp3a-1p und Av-Shp3a-12p und B: mit
Proteinextrakt adulter Av-Weibchen. Die Sera wurden in einer Verdiinnung von 1:1.000, die
affinititsgereinigten Antikérper von 1:5 eingesetzt. Die Auftrennung der rekombinanten
Proteine (A) erfolgte mittels eines Peptidgels, wobei je 100 ng pro Spur aufgetragen wurden.
Die Auftrennung der % -Proteine (B) erfolgte mittels eines 12%igen SDS-PAGE-Geles,
wobei je 10 pg Antigen aufgetragen wurden. Beide Elektrophoresen wurden unter
reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt.

M4/Mp2 = Molekulargewichtsmarker (Kapitel 3.8.3 bzw. 3.8.3.1)

Um zu iiberpriifen, ob die Reaktionen von Proteinextrakten aus A. viteae und L. sigmodontis
mit Anti-Av-Shp3a-12p-Serum im Immunoblot wirklich spezifisch waren, wurde das
Immunserum an dem auf PVDF-Membran transferierten, rekombinanten Protein Av-Shp3a-
12p aufgereinigt (Kapitel 3.10.1). Anstatt danach intensiver zu reagieren, was filir eine
spezifische Reaktion gesprochen hitte, verschwand die Reaktivitdt von Anti-Av-Shp3a-12p-
Serum mit A. viteae-Proteinen (Abb. 4-26B). Um endgiiltig auszuschliessen, dass es sich bei
dem 24 kDa-Protein aus A. viteae-Weibchen um Shp3a handelte, wurde das Protein N-
terminal ansequenziert (hier danke ich fiir die freundliche Unterstiitzung durch Dr. D. Linder,
Biochemisches Institut am Klinikum in Giessen). Zu diesem Zweck wurde das Vorderende
adulter A. viteae-Weibchen in drei 2D-SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, wobei eines der
Gele mit Silber gefarbt wurde und zwei auf PVDF-Membranen geblottet und mit Anti-Av-

Shp3a-12p inkubiert wurden (Doppelansatz).
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Es reagierten vier Spots im 2D-Immunoblot mit identischen Molekulargewichten (M, = 24
kDa) (Abb. 4-27), die wahrscheinlich aufgrund von verschiedenen Modifikationen
unterschiedliche isoelektrische Punkte aufwiesen. Der im Immunoblot am schwichsten
reagierende Spot konnte in der Silberfarbung nicht identifiziert werden. Als nichstes wurde in
einem 2D-SDS-Polyacrylamidgel Proteinextrakt aus A. viteae aufgetrennt, anschliessend auf
PVDF-Membran geblottet und mit Coomassie gefarbt. Die vier Spots, die im Immunoblot
reagierten, wurden identifiziert, ausgeschnitten, vereinigt und der Sequenzierung zugefiihrt.
Die aminoterminale Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip des Edman-Abbaus.

Auf diese Weise konnten bei den vier Peptiden in einer N-terminalen Sequenz von 11 AS
neun AS identifiziert werden (Abb. 4-28). Das Ergebnis bestétigte, dass es sich bei den vier
Spots um gleiche Proteine handelte, die aber nicht mit Av-Shp3a identisch sind. In der
Datenbank konnte eine Homologie zur abgeleiteten AS-Sequenz mehrerer Bm-cDNA-Klone

(Identitdt 7/9 AS, Abb. 4-28) mit unbekannter Funktion ermittelt werden.

12345678910 11
2YWNQPYEL 2 Q

20 A L K N Q T GEGRY Y WG Q
41 P Y G LP QWQAQQGMWYVPQQNWM
61 Q P Q G G I T S Q G WA LUPOQGGMTP M
881 TG WV PSSMOQPTPPPTFLWTTLF
101 D D R NV CTLDASTILVVLENTDG
122 S T A P G G M D I N A QL LSAYYGG
141 D L S S NAVRMPCSSIATTSADQ Q
161 A C K HY T I SV EDVHGFTLTINST
181 R T P C W S I PR Y CI1TNISTEK =*

Abbildung 4-28: N-terminale Ansequenzierung des 24 kDa-Av-Proteins (oben) und
Homologie zu der abgeleiteten AS-Sequenz eines Bm-cDNA-Klons aus der Datenbank
(unten).

Oben (eingerahmt) ist die aminoterminale Ansequenzierung des A. viteae-Proteins (mit
Fragezeichen sind nicht eindeutig zu bestimmende AS angegeben; nach der 11 AS brach die
Sequenzierung ab) dargestellt. Darunter ist die Homologie zur abgeleiteten AS-Sequenz des
Bm-cDNA-Klons SWAMCAC24F11SK aus der Datenbank angegeben. Die unterstrichenen
AS sind mit der N-terminalen A. viteae-Sequenzierung identisch (7/9). Mit grau ist das
potentielle Signalpeptid hinterlegt; das Start-Kodon ist umrahmt.
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Der Grund fiir die Kreuzreaktion des 24 kDa-Proteins mit Anti-Av-Shp3a-12p kann anhand
der AS-Sequenz, auch unter Beriicksichtigung des moglicherweise homologen B. malayi-
Proteins, nicht erkannt werden. Beim Ausfallen des rekombinanten Peptids wahrend der
Dialyse gegen PBS kam es moglicherweise zu einer fehlerhaften Faltung, wobei neue,

verdnderte Epitope enstanden.

4.7.2.2 Darstellung von Av-Shp3a in A. viteae-Extrakten

In Anbetracht des bis dahin erfolglosen Versuchs, natives Av-Shp3a in Parasiten
nachzuweisen wurde nach alternativen Methoden gesucht.

Die C-terminale Region von Av-Shp3a enthilt viele hydrophobe AS mit dem besonders
auffilligen, identisch zu L. sigmodontis- und B. malayi-Shp3 und -3a konservierten
Tryptophan-reichen Motiv WWCWW. Eine Hydrophobizitdtsanalyse der A. viteae-shp3a-

Aminosdurensequenz ist in Abb. 4-29 dargestellt.

Index
4 [ ........................... | |
hydrophob
3 Abbildung 4-29: Hydrophobizitats-
Analyse der A. viteae-shp3a-
o] Aminosauresequenz.
Es wurde der Algorithmus nach HOPP
& WOODS (1981) angewendet. Uber
14 dem Hydrophobizitits-Diagramm der
abgeleiteten AS-Sequenz von Av-shp3a
1 ist durch einen Balken schematisch die
Doménen-Struktur wiedergegeben,
wobei mit grau das hydrophobe
15 Signalpeptid, gepunktet der
Serin/Threonin-reiche Bereich und weiss
-2 die C-terminale Region mit dem
konservierten hydrophoben Tryptophan-
3 reichen WWCWW-Motiv dargestellt
hydrophil sind (s. auch Abb. 4-18).
-
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Andere modifizierte Oberflichenproteine mit Serin/Threonin-reichen Wiederholungseinheiten
besitzen in der C-terminalen Region oft eine Transmembran-Doméne (z.B.: Zellmembran-
assoziierte Muzine; HILKENS et al., 1992) oder eine Phosphatidylinositol-Anker-dhnliche
Sequenz (z.B.: Muzin-dhnliche Glykoproteine von Trypanosoma; DI NOIA et al., 1995). Fiir
die Darstellung von isolierten membranstindigen Oberflichenproteinen mit hydrophoben
Bereichen im Immunoblot verwendeten MANDRELL und ZOLLINGER (1984) erfolgreich
einen Transfer-Puffer mit dem zwitterionischen Detergenz CHAPS.

Durch Anwendung dieser Modifikationen der Methode gelang es schliesslich mit Anti-Av-
Shp3a-12p-Antikdrpern im Proteinhomogenat adulter Av-Weibchen ein natives Protein mit
einem relativen Molekulargewicht von 22 kDa (Abb. 4-30A) nachzuweisen. Die schwache
Reaktion dieses Proteins mit dem polyklonalen Anti-Av-Shp3a-12p-Serum wurde nach
Affinititsreinigung der Antikorper deutlich stirker, wohingegen die starke Kreuz-Reaktion
mit dem 24 kDa-Protein ausblieb. Das 22 kDa-Protein konnte unter den gleichen
Bedingungen weder in adulten Mannchen oder Blutmikrofilarien, noch im apikalen, 1 cm
umfassenden Abschnitt adulter Weibchen, der aus der Eihiille geschliipfte Mikrofilarien
enthdlt (Abschnitt 1), nachgewiesen werden (Abb. 4-30D). Die stirkste Reaktion war mit
Gesamt-Embryonalstadien zu finden. Aufgrund der Daten wird angenommen, dass es sich bei
dem 22 kDa-Antigen um Av-Shp3a handelt. Allerdings muss vermerkt werden, dass bei den
Gesamt-Embryonalstadien neben den 22 kDa-Protein auch ein etwas grosseres Protein
schwach mit dem Antikorper reagierte.

Das 22 kDa-Protein konnte auch im letzen Wurmabschnitt (Abschnitt V) nachgewiesen
werden (Abb. 4-30D), wobei hier die Reaktion verglichen mit den Abschnitten II, IIT und IV
sogar am stdrksten war. Dieses Ergebnis widerspricht jedoch nicht dem Ergebnis des
Transkriptionsprofils durch RT-PCR (Kapitel 4.6), weil der Abschnitt V im Unterschied zu
dem letzten definierten Einzelwurm-Segment fiir die RT-PCR (Segment 4) (Abb. 4-22), dem
Bereich 2.5 cm nach dem apikalen Ende bis zum kaudalen Ende des Wurmes entspricht. In
diesem Wurmabschnitt sind also auch Ring-und Brezelstadien vorhanden (bis ca. 3.5 cm nach
dem Vorderende, vgl. Abb. 3-1). Im Segment mit Ring- und Brezelstadien (Einzelwurm-
Segment 2) wird das Av-shp3a-Gen vergleichsweise sogar am stérksten transkribiert (Abb. 4-
22B).
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Abbildung 4-30: Immunoblot-Nachweis des nativen Av-Shp3a in A. viteae mit den Anti-
Av-Shp3a-12p-Antikdrpern nach Western-Transfer in Anwesenheit des zwitterionischen
Detergenz’ CHAPS.

A: Reaktion von Anti-Av-Shp3a-12p-Serum und Pradimmunserum (,Is” bzw. ,Ng’) mit Proteinextrakt
adulter Av-Weibchen im Immunoblot und affinititsgereinigten Antikdrpern (,Isp” und ,Nga’). Im
Unterschied zum Immunoblot in Abb. 4-26B erfolgte der Transfer auf die PVDF-Membran in
Anwesenheit von 0.4% CHAPS. Mit einem Pfeil ist die schwache Reaktion des nativen Proteins Av-
Shp3a (M, = 22 kDa) mit dem Antiserum vor der Affinititsreinigung hervorgehoben, das unmittelbar
unter der kréftig-gefiarbten, ansequenzierten Proteinbande (M, = 24 kDa, verschwindet nach
Affinitétsreinigung) liegt. Ein Streifen mit dem Antigen wurde mit Coomassie gefirbt (C). B:
Coomassie gefiarbtes Peptidgel (reduzierende Bedingungen) mit Proteinextrakten aus adulten Av-
Weibchen (@), Minnchen (&), Blutmikrofilarien (Mf), Gesamt-Embryonalstadien (E) sowie aus fiinf
definierten Wurmabschnitten adulter Weibchen (I-V; in der Reihenfolge von apikal nach kaudal, vgl.
Kapitel 3.2.3) (die zu erwartende Position von Av-Shp3a ist mit einem Pfeil gekennzeichnet). C und
D: Immunoblot-Reaktionen mit affinititsgereinigtem Pradimmunserum bzw. Anti-Av-Shp3a-12p-
Serum (Proteinmenge und Probenreihenfolge wie in B; Peptidgele; Transfer mit 0.4% CHAPS). Die
Sera wurden 1:5 und das Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugat 1:3.000 verdiinnt.

Mp2 = Molekulargewichtsmarker (Kapitel 3.8.3.1)
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4.7.3 Versuch des Nachweises posttranslationaler Modifikationen von Av-Shp3a

Beim homologen Gen aus L. sigmodontis machen posttranslationale Modifikationen etwa
75% der Masse aus (HIRZMANN et al., 2002) und bestehen im Wesentlichen aus iiber
Phosphodiester-Bindungen an Serin/Threonin gebundenes Dimethylaminoethanol (DMAE;
HINTZ et al., 1996). DMAE scheint bei A. viteae jedoch keine Rolle zu spielen. Der Versuch,
DMAE mit DMAE-reaktiven Antikdrpern per Immunoblotting in Extrakten von adulten
weiblichen und ménnlichren A. viteae nachzuweisen, schlug fehl (ohne Abb.). Es handelte
sich um Antikorper gegen die Scheidenoberfliche von L. sigmodontis, die durch
Affinitdtsreinigung von Kaninchen-Antiseren gegen l6sliche Scheiden-Extrakte an fixierten
Mikrofilarien gewonnen worden waren (SCHARES et al., 1994).

Eine bei Helminthen allgemein und insbesondere bei Filarien hiufige posttranslationale
Modifikation von Polypeptiden erfolgt durch Phosphorylcholin (PC), wobei das PC an N-
glykosilierte Glykane gebunden ist (HASLAM et al., 1999). Um solche Modifikationen bei A.
viteae zu tiberpriifen, wurde ein Extrakt aus adulten weiblichen A. viteae im Immunoblot mit
einem PC-spezifischen monoklonalen Antikorper (TEPCI15, Sigma) zur Reaktion gebracht
(Abb. 4-31). Erwartungsgemass reagierte eine Vielzahl von Wurmkomponenten mit TEPCIS5.
Auffallend war, dass dies in besonderem Mass den Bereich zwischen 21 kDA und 24 kDa
betraf. Eine direkte Zuordnung zu einem 22 kDa-Molekiil war nicht méglich, doch kann nach
diesem Ergebnis mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit vermutet werden, dass das Av-Shp3a

diese Modifikationen trégt. Zumindest ist es nicht auszuschliessen.
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Av-Q-Antigen Abbildung 4-31: Nachweis von Phosphorylcholin
(PC)-Modifikationen von Proteinen in A. viteae-
Weibchen-Extrakt mittels Immunoblot.
Proteinextrakt aus A. viteae-Weibchen wurde in
einem 10%igen SDS-PAGE-Gel unter
reduzierenden = Bedingungen aufgetrennt und
anschliessend auf PVDF-Membran geblottet. Ein
Membranstreifen wurde mit Coomassie gefarbt (1)
und einer (2) zuerst mit einem Antikorper gegen PC-
Epitope (monoklonaler Maus-IgA, kappa, TEPCI15,
Verdiinnung 1:1000) und anschliessend mit einem
Anti-IgA-Peroxidase-Konjugat (Verdiinnung
1:3000) inkubiert. Der Immunnachweis erfolgte mit
dem chromogenen Substrat 4-CN. Der Bereich
zwischen 21 und 24 kDa, der mit dem Anti-PC-
Antikorper reagiert, ist mit einer Klammer
hervorgehoben.

M4 = Molekulargewichtsmarker (Kapitel 3.8.3)

4.7.4 Versuch der immunhistologischen Darstellung von Av-Shp3a

Ein immunhistologischer Nachweis von Av-Shp3a mittels Anti-Av-Shp3a-12p gelang weder
in Kryoschnitten von adulten Weibchen noch in Schnitten in Paraffin eingebetteter Parasiten
(ohne Abb.).

4.7.5 Versuch der Agglutination von Blutmikrofilarien durch Anti-Av-Shp3a-12p

Av-Shp3a resp. Av-Shp3a-12p-homologe Strukturen finden sich nach dem Ergebnis von
Agglutinationsassays mittels Anti-Av-Shp3a-12p-Serum nicht auf der Oberfliche von
Blutmikrofilarien, da die polyklonalen Antikorper aus Kaninchen die Mikrofilarien in vitro
nicht zu agglutinieren vermochten. Zur Kontrolle eingesetzte, 140 Tage p.i. aus A. viteae-
infizierten M. coucha isolierte Seren fithrten dagegen zur Agglutination von ca. 20% der
Larven (ohne Abb.).
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4.8  Immunreaktionen gegen Av-Shp3a in infizierten M. coucha

Um zu iberpriifen, ob mit A. viteae infizierte M. coucha Antikorper gegen Shp3a bilden,
wurden Seren solcher Tiere im Immunoblot mit den rekombinanten Proteinen und

Proteinextrakten aus Weibchen getestet.

Embryonalstadien ~ A. viteae-Weibchen E
s % N —- ™ f_Hf_H
KDa Mp2 Coomassie Immunoblot ICoomassie Mp2 | Immunoblot

43

29
a——
184+~ /
143

S, S, Anti-Av- S S
Shp3a-12p

Abbildung 4-32: Reaktion von gepoolten Seren (Tag 140 p.i.; n = 8) A. viteae-infizierter
M. coucha mit Antigenen aus Av-Weibchen und Embryonalstadien im Immunoblot.
Homogenate aus Av-Embryonalstadien und adulten Av-Weibchen wurden elektrophoretisch
aufgetrennt (Peptidgel unter reduzierenden Bedingungen), in Anwesenheit von 0.4% CHAPS
auf PVDF-Membran transferiert und mit gepoolten, 1:10 verdiinnten Seren (n = 8) A. viteae-
infizierter (S;; 140 Tage p.i.) und nicht infizierter M. coucha (Sy) sowie 1:5 verdiinnten,
affinititsgereinigten Anti-Av-Shp3a-12p-Antikorpern zu Reaktion gebracht. Als Konjugat
diente 1:10 verdiinntes, Peroxidase-konjugiertes Antiserum gegen M. coucha-IgG aus
Kaninchen. Die Entwicklung erfolgte mit chromogenem Substrat (4-CN). Mit gepunkteten
Pfeilen sind zwei Proteinbanden hervorgehoben, die von den Patenzseren erkannt werden und
das gleiche Molekulargewicht aufweisen wie Av-Shp3a (normaler Pfeil). In den mit
Coomassie gefarbten Blot-Streifen kann Av-Shp3a nicht identifiziert werden: es liegt
zwischen den mit kleinen Pfeilen gekennzeichneten Banden.

Mp2 = Molekulargewichtsmarker (Kapitel 3.8.3.1)
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Zunichst wurden Poolseren, die zu flinf unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion
entnommen worden waren (14, 33, 70, 95 und 150 Tage p.i.; n = 5) im Immunoblot auf ihre
Reaktivitdt gegen die beiden rekombinanten Proteine Av-Shp3a-1p und -12p getestet. Die am
Tag 95 p.i. eingesetzten Tiere wiesen eine Mikrofilardimie von durchschnittlich 260 Mff/ul
auf.

Als Konjugat kam der nach Kapitel 3.10.2 selbst hergestellte, polyklonale Peroxidase-
konjugierte Anti-M. coucha-IgG-Antikorper aus Kaninchen zum Einsatz.

Antikorper gegen die rekombinanten Proteine konnten zu keinem Zeitpunkt nach der
Infektion in den Versuchstierseren nachgewiesen werden (ohne Abb.).

In einem anschliessenden Versuch wurde die Reaktion eines M. coucha Poolserums vom 140.
Tag p.i. (n = 8; durchschnittliche Mikrofilardmie: 110 Mff/ul) gegen Extrakte aus A. viteae-
Weibchen und intrauterinen Embryonalstadien per Immunoblot iiberpriift. Unter
Beriicksichtigung der Ergebnisse aus Kapitel 4.7.2.2 erfolgte der Antigentransfer auf PVDEF-
Membran in Anwesenheit von CHAPS. Zur Kontrolle wurde neben den Infektionsseren Anti-
Av-Shp3a-12p eingesetzt.

Die Infektionsseren reagierten mit einer Vielzahl von Parasiten-Polypeptiden (Abb. 4-32),
wobei sich zwischen den Antigenen leichte Unterschiede ergaben. Eine Antikdrperbindung an
das mittels Anti-Av-Shp3a-12p lokalisierte Av-Shp3a erschien wahrscheinlich, nachdem ein
Antigen mit entsprechendem relativen Molekulargewicht in beiden Extrakten erfasst wurde.
Mit letzter Sicherheit war dies allerdings nicht nachzuweisen, da im fraglichen kDa-Bereich
mehrere reaktive Antigene auftraten. Eine Identifikation von Av-Shp3a in der Coomassie-

Féarbung war nicht moglich.
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5. DISKUSSION

Innerhalb der Superfamilie Filarioidea besteht eine Dichotomie, indem bei einigen Gattungen
die Larven 1, die Mikrofilarien, von einer sog. Scheide umgeben sind, bei anderen Arten aber
von den weiblichen Parasiten ohne diese Scheide freigesetzt werden. Zur ersteren Gruppe
gehoren u. a. die Erreger der lymphatischen Filariose des Menschen Wuchereria bancrofti,
Brugia spp. — sowie verschiede tierspezifische Arten, wie die Nagerfilarie Litomosoides
sigmodontis, zur zweiten u. a. die Gattungen Acanthocheilonema, Dirofilaria und
Onchocerca. Im Zusammenhang mit dieser Dichotomie erhebt sich die Frage, inwieweit
Gene, die fiir Eihiillen- und Scheidenproteine kodieren oder deren Expression auf Gattungen
beschrinkt sind, die Mikrofilarienscheiden bilden.

Da nach morphologischen Kriterien bei der Eihiillenbildung kein Unterschied zwischen den
beiden Gruppen besteht, war anzunechmen, dass Proteine der Scheidenmatrix, die aus der
priméren Eihiille entsteht, konserviert sind. Folgerichtig konnten die zu shpl, shpla und shp2
von L. sigmodontis und Brugia spp. orthologen Gene von A. viteae kloniert und z.T.
charakterisiert und shpl und shp2 von O. volvulus durch Datenbanksuchen identifiziert
werden (HIRZMANN et al., 2001).

Uberraschend war allerdings, dass bei A. viteae auch eine zu shp3a homologe cDNA-Sequenz
gefunden wurde (HIRZMANN & ZAHNER, 2000) (vgl. Kapitel 8.1). Die Proteine Shp3 und
Shp3a sind Oberflachenproteine der Mikrofilarienscheide (SCHARES et al., 1994) und
werden bei L. sigmodontis und Brugia spp. im terminalen Unterusabschnitt, der gestreckte
Mikrofilarien enthilt, exprimiert und auf die Scheidenoberfldache sekretiert (SCHARES et al.,
1994; HIRZMANN et al., 2002). Sie sind hochgradig posttranslational modifiziert (HINTZ,
1995; HINTZ et al., 1996; KASPER, 2000) und spielen wahrscheinlich eine Rolle in der
Immunevasionsstrategie der Parasiten, denn sie werden von parasitimischen Wirten
immunologisch nicht erkannt (BARDEHLE, 1990; ZAHNER et al., 1995).

Das Vorhandensein eines orthologen shp3a-Gens bei A. viteae warf die Frage auf, ob sich
Shp3a-dhnliche Proteine bei dieser Art und evtl. auch bei anderen Arten mit unbescheideten
Mikrofilarien wie O. volvulus auf der Mikrofilarienoberfldche finden und eine vergleichbare
Rolle wie Shp3a bei L. sigmodontis und Brugia spp. spielen. Verbunden damit war auch die

Frage nach der Existenz eines paralogen Av-shp3-Gens.
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Zu Beginn dieser Studie wurden durch Southern Blot-Analyse genomischer A. viteae-DNA
die Ergebnisse der auf PCR basierenden Vorversuche (HIRZMANN & ZAHNER, 2000) (vgl.
Kapitel 8.1) bestdtigt, dass bei A. viteae ein shp3a-Gen mit Homologie zu dem von L.
sigmodontis und B. malayi existiert. Der Southern Blot wurde mit einer amplifizierten Av-
shp3a-Sonde hybridisiert, die das gesamte zweite Exon mit 78% der kodierenden Sequenz
enthielt. Die Anwesenheit von jeweils nur einem DNA-Fragment (Abb. 4-1) deutet darauf
hin, dass es sich bei Av-shp3a um ein Single-Copy-Gen handelt, und dass sich ein
moglicherweise vorhandenes paraloges Av-shp3-Gen in seinem 3’-kodierenden Bereich so
sehr unterscheidet, dass im Southern Blot keine Kreuzreaktion mit diesem zustande kommt.
Solche Kreuzreaktionen treten bei L. sigmodontis auf, wo die 3’-kodierenden Bereiche der
shp3a- und shp3-Gene bis zu 97% identisch sind (HIRZMANN, 1997).

Das 5’-Ende und die Kodierregion der cDNA von Av-shp3a waren bereits vor Beginn dieser
Studie bekannt (vgl. Kapitel 8.1). Am 5’-Ende der Av-shp3a-cDNA befindet sich die
vollstindige 22nt-Trans-Spleiss-,Leader’-Sequenz (vgl. HIRZMANN & ZAHNER, 2000)
(Abb. 4-2). Demnach wird das Av-shp3a-Primér-Transkript wie die shp3- und shp3a-
Transkripte von L. sigmodontis und B. malayi (HIRZMANN et al., 2002) durch Trans-
Spleissen prozessiert. Aufgrund der Trans-Spleiss-Prozessierung stimmt das 5’-Ende der
,reifen” mRNA nicht mit dem Transkriptionsstart iiberein. In Nematoden werden 70-80% der
Transkripte durch eine Trans-Spleissreaktion prozessiert (NILSEN, 1993 und 1995; ZORIO
et al., 1994), bei der eine identische 22 nt-SL-Sequenz am 5’-Ende der Transkripte angefiigt

wird. Welche biologische Bedeutung das Trans-Spleissen besitzt, ist bisher nicht bekannt.

Bei Ls-shp3 und -3a befindet sich der durch RACE-PCR bestimmte Transkriptionsstart in
einem zwischen Brugia spp. und L. sigmodontis konservierten CA-Dinukleotid (HIRZMANN
et al., 2002), welches in vielen eukaryontischen Promotoren als CAP-Signal konserviert ist
(LARSEN et al., 1995). Diese Position fiir den Transkriptionsstart einschliesslich der
flankierenden Sequenz ist auch bei A. viteae konserviert (Abb. 4-5). Das 3’-Ende der Av-
shp3a-cDNA wurde durch eine PCR mit revers transkribierter A. viteae-?-polyA"™-RNA, mit
den Primern Av3-3  und (dT);;-Sal/Xho  vervollstindigt. Zwei  potentielle
Polyadenylierungssignale in der 3’nicht translatierten Av-shp3a-Sequenz sind auch bei B.
malayi und L. sigmodontis (dort nur das zweite) (HIRZMANN, 1997) konserviert (in Abb. 4-

2 durch Unterstreichung hervorgehoben).
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Die AS-Sequenz von Av-shp3a, die von den genomischen Sequenzen der Phagenklone AAv3-
1 und AAv3-2 (Abb. 4-10) nach Vergleich mit den amplifizierten cDNA-Fragmenten
abgeleitet wurde und mit dem ersten Methionin-Kodon nach der Trans-Spleiss-Akzeptorstelle
beginnt, ergibt ein Polypeptid von 133 AS [123 AS fiir Ls-shp3a und 140 AS fiir Bm-shp3a
(HIRZMANN et al., 2002)] (Abb. 4-2). Wie bei shp3 und shp3a von B. malayi und L.
sigmodontis kann die abgeleitete AS-Sequenz in drei Abschnitte unterteilt werden (Abb. 5-1).
Die N-terminale Region (AS 1-23) entspricht einer sekretorischen Standard-Signalsequenz
(SignalV2.0, CBS) mit einer vorhersagbaren Protease-Schnittstelle zwischen Ser” und Ser*
(Abb. 4-2). Demnach ist der N-Terminus des reifen Proteins die Serin/Threonin-reiche
Region [AS 24-108 mit 48 Ser/Thr von 85 AS (57%)], die vier nahezu identische, repetitive
Peptide aufweist. Der dritte Abschnitt, die C-terminale Region (AS 109-133), enthilt mehrere
hydrophobe Aminoséduren und ein besonders auffilliges, bei allen drei Spezies konserviertes
Tryptophan-reiches Motiv: WWCWW (Abb. 5-1). Bei Av-Shp3a handelt es sich damit wie
bei den orthologen Proteinen aus L. sigmodontis und Brugia spp. um ein Muzin-dhnliches
Protein (vgl. THEODOROPOULOS et al., 2001)

Die homologen Gene shp3a und shp3 sind bei L. sigmodontis und B. malayi in einem Tandem
mit einem Abstand von 5,5 kb organisiert (HIRZMANN et al., 2002). Um festzustellen, ob
bei A. viteae ein orthologes Gen shp3 vorhanden ist, wurde eine genomische Phagenbank mit
der amplifizierten Sonde aus dem 3’-kodierenden Bereich von Av-shp3a gescreent. Zwei
positive Klone wurden isoliert und analysiert. Die Ansequenzierung des Phagenklons AAv3-2
(es handelte sich um den Bereich ca. 6 kb stromaufwirts von Av-shp3a) fiihrte zur
Identifizierung der konservierten Promotor-Region vom paralogen Gen Av-shp3 (Abb. 4-5).
Die Orientierung von Av-shp3a zu der des Av-shp3-Promoters ist im Unterschied zu den
Genen von B. malayi und L. sigmodontis divergent, was auch die Tatsache erkldrt, dass die
konservierte Promoter-Sequenz stromaufwiérts von Av-shp3a gefunden wurde (Abb. 4-9). Ein
Homologievergleich der 5’-flankierenden Promotor-Sequenzen der Gene shp3 und shp3a von
L. sigmodontis, B. malayi und A. viteae {iber eine Lange von 198 bp ergab eine Identitdt von
75%.
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Beim Vergleich der sechs Promotor-Sequenzen fallen neben einer Konsensus-TATA-Box
zweil weitere Grundelemente von eukaryontischen Promotoren auf - eine GC-Box und eine
CCAAT-dhnliche Sequenz (vgl. LARSEN et al, 1995). Letztere ist eine dreimalige
Tandemwiederholung der Sequenz CAATT, die ein weiteres Mal als Monomer 9 bp
stromaufwirts der TATA-Box vorkommt. Die 5’-flankierenden Sequenzen der Gene shp3
und shp3a von L. sigmodontis und B. malayi, die in der Abb. 4-5 dargestellt sind, weisen
untereinander eine 100%ige Identitdt auf. Bei A. viteae besteht ,nur noch’ eine 92%ige
Identitdt untereinander, wobei es in der TATA- und der GC-Box sowie in dem repetitiven
CAATT-Sequenzelement punktuelle Unterschiede gibt. Ferner ist die HindlIll-
Restriktionsschnittstelle bei Av-shp3 nicht konserviert, und stromabwérts der TATA-Box
fehlen gar im Vergleich zu shp3a 15 Nukleotide. Somit fehlt bei Av-shp3 auch das zwischen
Bm-shp3/3a, Ls-shp3/3a und Av-shp3a konservierte CA-Dinukleotid, welches in vielen
eukaryontischen Promotoren als CAP-Signal konserviert ist (LARSEN et al., 1995), und in
dem sich bei L. sigmodontis der Transkriptionsstart befindet (HIRZMANN et al., 2002).

Diese Unterschiede lassen daran zweifeln, dass der Av-shp3-Promotor aktiv ist.

Um die Sequenz stromabwirts des Av-shp3-Promotors zu analysieren, war die Isolierung von
weiteren genomischen Phagenklonen notwendig. Mit Hilfe einer Sonde aus dem Av-shp3-
Promotorbereiches wurden nach erneutem Screening der genomischen A. viteae-Phagenbank
weitere drei Klone isoliert. Die Spezifitit dieser Digoxigenin-markierten Sonde fiir das Av-
shp3-Gen war vorher durch eine genomische Southern Blot-Analyse liberpriift worden (Abb.
4-6). Die Sequenzierung zweier dieser Klone (AAv3-4 und AAv3-5) ergab eine zusétzliche
Sequenz von 1850 bp stromabwirts des Av-shp3-Promotors (Abb. 4-10). Diese Sequenz
zeigte entgegen den Erwartungen keinerlei Ahnlichkeit mit dem Kodierbereich des shp3-Gens
von L. sigmodontis und B. malayi und des shp3a-Gens von A. viteae, sondern eine starke
Homologie zu einem Bereich stromabwirts des Ls-shp3-Gens (ca. 900 bp distal des
Polyadenylierungssignals; Abb. 4-7). Der Abstand zwischen der TATA-Box des Av-shp3-
Promotors und dieser konservierten Sequenz betrdgt 490 bp (Abb. 4-10, 4-20); bei L.
sigmodontis erstreckt sich dieser Abstand jedoch iiber 2830 bp einschliesslich der Exons 1
und 2 des Ls-shp3-Gens (HIRZMANN et al., 2002). Die starke Homologie zwischen den
paralogen Genen Ls-shp3a und -shp3 und Bm-shp3a und -shp3 erstreckt sich bis zum Anfang
des zweiten Exons (Identitdt 99% bzw. 98%, Abb. 4-20; vgl. HIRZMANN et al., 2002). Bei
A. viteae dagegen beschrinkt sich die Homologie auf die Promotorregion (90% Identitdt) und
endet ca. 80 bp stromabwiérts der TATA-Box (Abb. 4-5, 4-20). Diese Ergebnisse deuten auf
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eine Deletion des Kodierbereiches von Av-shp3 hin und erkldren auch die fehlende
Kreuzhybridisierung der genomischen shp3-Fragmente mit der Sonde aus dem 3’-Bereich von
Av-shp3a (Abb. 4.1). Die Datenbanksuche in allen sechs Leserastern mit der oben
beschriebenen konservierten Sequenz distal des Av-shp3-Promoters (Abb. 4-7) ergab keine
weiteren signifikanten Homologien. Der GC-Gehalt dieser genomischen Sequenz entspricht

mit 29% dem der Brugia-Introns (HAMMOND, 1994).

In der genomischen Region zwischen shp3a und shp3 fanden sich bei B. malayi und L.
sigmodontis sieben Abschnitte mit hoher Sequenzhomologie (66%-89% Identitét;
HIRZMANN et al., 2002). Wegen des erhohten GC-Gehaltes und der potentiellen Spleiss-
Stellen, die nach Prozessierung ein durchgehendes Leseraster ergeben hitten, wurde
angenommen, dass diese sieben Abschnitte mehrere Exons eines anderen Gens, welches als
Intergen bezeichnet wurde, repridsentieren. Weitere Hinweise ergaben sich durch die
signifikante Homologie (70% Identitét) zwischen dem Intergen und einer cDNA-Sequenz aus
Mannchen von O. volvulus (SWOVAMCAQO02E05SK). Mit zwei Primern aus den potentiellen
Exons 2 und 7 wurde aus revers transkribierter A. viteae-Mannchen-Gesamt-RNA mittels
PCR ein singuldres, 560 bp grosses cDNA-Fragment mit durchgehendem Leseraster
amplifiziert, dessen Sequenz der von der genomischen Sequenz abgeleiteten zu 100%
entsprach (Abb. 4-11, 4-12C). Ein Vergleich der abgeleiteten Av-Intergen-cDNA und der Ov-
cDNA aus der Datenbank auf Nukleotid- und AS-Ebene ist in Abb. 4-14 dargestellt und ergab
eine Identitdt von 84% (516/611) bzw. 78% (156/200) und eine Homologie auf AS-Ebene von
87% (175/200)]. Das Intergen-Transkript ist, wie fir O. volvulus anzunehmen,
méannchenspezifisch, da dieses cDNA-Fragment nicht aus adulten A. viteae-Weibchen und -

Blutmikrofilarien amplifiziert werden konnte.

Unmittelbar nach dem vermutlichen 3’-Ende der Av-Intergen-cDNA folgt in der genomischen
Av-Sequenz eine potentielle 5°-Spleiss-Stelle (GTTCGT), die auch in den genomischen
Sequenzen von L. sigmodontis (GTTTGT) und B. malayi (GTTAGC) an dieser Position
konserviert ist. Somit war die Existenz eines weiteren Exons denkbar, da auch 1240 bp
stromabwarts dieser Spleiss-Stelle ein konservierter Bereich von ca. 80 bp bei A. viteae, B.
malayi, und L. sigmodontis (Identitit bis zu 89%; Abb. 4-20) vorhanden ist. Durch
weiterfilhrende Untersuchungen (3> RACE-PCR) bei A. viteae, L. sigmodontis und B. malayi

konnte gezeigt werden, dass es sich bei dieser Sequenz tatsdchlich um das Exon 8 des
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Intergens handelt (HIRZMANN, Giessen, pers. Mitteilung). Uber eine 5> RACE-PCR liess
sich das vermutliche Start-Kodon ebenfalls bestitigen (Abb. 4-11).

Bei der Analyse der abgeleiteten Aminosduresequenz des Av-Intergens wurden eine
konservierte Nukleosid-Transporter-Domédne und zwei potentielle Transmembrandominen
mit einer konservierten N-Glykosylierungsstelle (NGSI) gefunden. In der Abb. 4-15 sind
diese Dominen im Vergleich zum hENT2 (,Human Equilibrative Nucleosid Transporter 2’)
dargestellt, der aus der Familie der Nukleosid-Transportern am besten charakterisiert ist.
Dieser humane Nukleosid-Transporter besitzt 11 potentielle Transmembrandoméanen mit zwei
konservierten N-Glykosilierungsstellen in der ersten vorhergesagten extrazelluldren Schleife
(YAO et al, 2002) und =zeigt, dhnlich wie das Intergen von A. viteae, eine
geschlechtsspezifische Transkription, wobei grosse Mengen des Transkripts in der Prostata
und geringere Mengen in den Hoden, aber kein Transkript in den Ovarien gefunden wurden

(Northern-Blot-Hybridisierung; CRAWFORD et al., 1998).

Fiir das Intergen von A. viteae wurde bei Weibchen ein trans-gespleisstes Pseudotranskript
gefunden (Abb. 4-12A). Dieses trans-gespleisste Transkript weist aufgrund der
Intronsequenz, in der nach einem potentiellen Start-Kodon (ATG) mehrere Stopp-Kodons
folgen (Abb. 4-13), kein durchgehender Leseraster auf und wird demzufolge nicht zur
Translation eines funktionsfahigen Proteins fithren. Es ist auffillig, dass in diesem Intron
zwischen den Exons 3 und 4 ein zwischen A. viteae und O. volvulus hoch konservierter
Sequenzabschnitt liegt (90% Identitédt, Abb 4-13). In der Datenbank wurde ferner ein cDNA-
Klon mit SL von B. malayi gefunden (Eintrag 10/12/99), der die intergenischen Abschnitte 2
und 3 enthélt (mit bis zu 94% Identitdt zu den Exons 2 und 3 der Av-Intergen-cDNA ohne SL)
und ebenfalls nach dem Trans-Spleiss-,Leader’ mehrere Stopp-Kodons aus der Intron-
Sequenz aufweist. Dieser cDNA-Klon (SWBMAMCAC43E12-5’) stammt aus einer
konventionell —hergestellten c¢DNA-Bank adulter B. malayi Mainnchen. Solche
geschlechtsspezifische Pseudotranskripte besitzen moglicherweise regulatorische Funktionen.
Minnchen- und Weibchen-spezifische Spleissvarianten, die auf geschlechtsspezifische
Faktoren mit Regulation des RNA-Spleissens hindeuten, wurden schon bei der Furin-Protease

von Dirofilaria immitis beschrieben (JIN et al., 1999).

Anders als bei den Arten mit bescheideten Mikrofilarien, L. sigmodontis und B. malayi, weist

A. viteae eine divergente Orientierung der Gene shp3a und shp3 sowie eine Deletion der
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Kodierregion von Av-shp3 auf. Die unterschiedliche genomische Organisation der shp3a-
shp3-Region bei A. viteae fiihrte zur Fragestellung, die Existenz dieser Gene sowie deren
Organisation auch bei anderen Arten, die ebenfalls unbescheidete Mikrofilarien freisetzen, zu
tiberpriifen. Von der humanpathogenen Filarie O. volvulus konnten in der Genbank partielle
EST-Sequenzen identifiziert werden, die fliir Homologe der Matrixproteine der
Mikrofilarienscheide kodieren. Ein EST-Contig ist homolog zu Shp2 und ein weiteres ist
homolog zu den Proteinen der Shp1/Shpla-Familie. Ein homologes shp4-Gen konnte jedoch
nicht identifiziert werden (HIRZMANN et al. 2001). Durch Ansequenzierung des
Phagenklons AAv3-1 (Abb. 4-10) wurde 3’ stromabwirts des shp3a-Gens von A. viteae ein
weiteres Gen mit Homologie zu Caenorhabditis elegans (kodiert fiir ein hypothetisches
Protein C29F5.1) mit mehreren homologen O. volvulus-EST-Sequenzen in der Datenbank
dargestellt. Die Amplifikation der genomischen O. volvulus-Sequenz mit Oligonukleotiden
aus den hoch konservierten, flankierenden Genen OvC29F5.1 (s.u.) und Ov-Intergen mit einer
anschliessenden Klonierung und Sequenzierung resultierten zwar in der Isolierung der
flankierenden O. volvulus-Gene, aber die dazwischen liegende Sequenz enthielt abweichend
von L. sigmodontis, B. malayi und A. viteae kein orthologes shp3a-Gen (Abb. 4-20). Es war
jedoch nicht auszuschliessen, dass ein shp3a-Gen bei O. volvulus an einer anderen Stelle in
Genom als bei den genannten Arten lokalisiert ist. Zudem konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass ein orthologes Gen shp3 stromabwirts des Intergens existiert. Um diese
Moglichkeiten zu iiberpriifen, wurde eine genomische Southern Blot-Analyse mit einer Av-
shp3-Promotorsonde durchgefiihrt. Die Promotorsequenz ist bei allen bisher bekannten
shp3a- und shp3-Genen hoch konserviert (vgl. HIRZMANN et al., 2002) (Abb. 4-5). Die Av-
shp3-Promotorsonde hybridisierte jedoch auch unter den gewahlten, wenig stringenten
Bedingungen nicht mit Fragmenten von O. volvulus (Abb. 4-19). Dieses Ergebnis lasst die

Annahme zu, dass die Gene shp3a und shp3 bei O. volvulus nicht konserviert sind.

Das zum Phagenklon AAv3-1 homologe C. elegans-Gen C29F5.1 (Datenbankseintrag:
NM 062866) kodiert fiir ein Polypeptid von 383 Aminosduren (Abb. 4-18) und einem
Molekulargewicht von 43.3 kDa. Das Protein ist vermutlich im Zytoplasma lokalisiert
(PSORT II-Analyse) und sehr wahrscheinlich nematodenspezifisch, weil bisher keine
Homologien ausserhalb des Stammes Nematozoa gefunden wurden. Das homologe Gen
C29F5.1 von O. volvulus kodiert ebenfalls fiir ein Polypeptid von 383 Aminoséduren (Abb. 4-
17) mit einem Molekulargewicht von 43.2 kDa. Die Transkription von OvC29F5.1 ist nicht

stadienspezifisch, da drei der cDNA-Klone in der Datenbank aus infektiosen Drittlarven, je
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einer aus subkutan lokalisierten Mikrofilarien und adulten Weibchen und zwei aus sich
hiutenden Drittlarven isoliert wurden. Die Funktion des Proteins C29F5.1 ist nicht bekannt
und es konnten auch keine funktionellen Doménen bei Datenbanksuchen identifiziert werden.
Die enge Kopplung des C29F5.1-homologen Gens und dem Intergen ist bei den Filarien-
Arten mit unbescheideten Mikrofilarien, A. viteae und O. volvulus, und bei den Arten L.
sigmodontis und B. malayi, die bescheidete Larven freisetzen, wiahrend der Phylogenie
erhalten geblieben (Abb. 4-20). Wéhrend aber bei allen bisher untersuchten Filarien (L.
sigmodontis, B. malayi und A. viteae) zwischen dem C29F5.1-homologen Gen und dem
Intergen das shp3a-Gen liegt, fehlt dieses bei O. volvulus.

Die homologe shp3a-shp3 genomische Region von A. viteae zeigt, wie bei L. sigmodontis und
B. malayi, eine konservierte Syntinie und enge Genkopplung (shp3a — Intergen — shp3) (Abb.
4-20). Anders als bei L. sigmodontis und B. malayi weisen die beiden paralogen Gene shp3a
und shp3 bei A. viteae eine divergente Orientierung auf. Durch die Analyse der genomischen
Sequenz von A. viteae wurden signifikante Homologien zwischen den 5°- und 3’-
flankierenden, nicht kodierenden Bereichen des Av-shp3a-Gens identifiziert, die auf eine
Inversion dieses Gens hinweisen (vgl. Kapitel 4.5). In der Phylogenie der Filarien nimmt A.
viteae offenbar eine Mittelstellung ein, nachdem bei dieser Art, nicht aber bei O. volvulus
Homologe dieser Gene existieren. Eine Studie zur Phylogenie von Filarien von CASIRAGHI
et al. (2001) zeigte, dass phylogenetische, auf den COI (,Cytochrome Oxidase Subunit’)-
Genen basierende Rekonstruktionen mit der Phylogenie der Wolbachia-Endobakterien
tibereinstimmen und die Gruppierung der Nagerfilarie L. sigmodontis mit den lymphatischen
Filarien B. malayi und Wuchereria bancrofti sowie die enge Verwandtschaft der
unbescheideten Arten O. volvulus und D. immitis unterstiitzen. Dieselbe Studie bestdtigt
jedoch die Sonderstellung der Wolbachia-freien Filarie A. viteae. Beziiglich der Wolbachia-
Endosymbionten, die eine wichtige Rolle bei der Embryogenese der Filarien zu spielen
scheinen, besteht die Moglichkeit, dass diese in A. viteae vorhanden waren und erst wéihrend
der Phylogenie verloren gegangen sind, denn wie eine aktuelle Studie zeigt, konnen
Wolbachia-Bakterien aus L. sigmodontis auf A. viteae iibertragen werden (HARTMANN et
al., 2003).

Die Oberfldchen uteriner Mikrofilarien von B. malayi und L. sigmodontis reagieren im IIFT
mit Seren aus W. bancrofti-infizierten Patienten, nicht aber mit Seren aus O. volvulus

infizierten Patienten oder A. viteae infizierten Hamstern (DIESFELD et al., 1981). Diese
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Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Mikrofilarienscheiden-Oberflachen der verschiedenen
Arten kreuzreagierende Epitope besitzen, wohingegen die Mikrofilarienkutikula
unbescheideter Arten andersartige Epitope aufweist. Auch die Mikrofilarienoberflichen von

A. viteae und O. volvulus reagieren untereinander nicht kreuz.

Die Transkription von Av-shp3a ist wie bei L. sigmodontis (vgl. HIRZMANN et al. 2002)
weibchenspezifisch und erfolgt sowohl im Uterusgewebe als auch in bestimmten
Embryonalstadien. In den Weibchen besteht ein Transkriptionsgradient mit abundanter
Transkription in dem Wurmsegment, in dem im Uterus Ring- und Brezelstadien enthalten
sind (Segment 2) und mit deutlich schwicherer Transkription im folgenden Segment 3 (Abb.
4-22B). Im vordersten Segment, das reife Mikrofilarien enthélt (Segment 1) und im kaudalen
Segment 4 fand eine Transkription allenfalls auf niedrigem Niveau statt. Bei den isolierten
Embryonalstadien war shp3a-Transkript nur in Ring- und Brezelstadien nachweisbar (Abb. 4-
22B), d.h. in den fiir Segment 2 charakteristischen Stadien. Bei gleichen Mengen an Gesamt-
cDNA war im Wurmsegment deutlich mehr shp3a-Transkript zu finden als in den
korrespondierenden Embryonen allein. Es scheint demnach so, dass Av-shp3a wie die
orthologen Gene von L. sigmodontis und Brugia spp. im Uterusepithel transkribiert (vgl.
HIRZMANN et al., 2002) und exprimiert wird (vgl. SCHARES et al., 1994), und nach
Sekretion das Protein auf die Eihiillen der Embryonalstadien aufgelagert wird. Doch ergibt
sich mit dem Nachweis des Transkripts auch in intrauterinen Entwicklungsstadien von A.
viteae ein grundsitzlicher Unterschied zwischen den Arten, denn weder bei L. sigmodontis
noch bei Brugia spp. sind diese Stadien bei der Synthese des Molekiils beteiligt (HIRZMANN
et al., 2002). Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass bei L. sigmodontis die Transkription
des shp3a-Gens ausschliesslich im apikalen, den ersten 2 cm umfassenden Wurmabschnittes,

der gestreckte Mikrofilarien enthilt, stattfindet (HIRZMANN et al., 2002).

Zur Gewinnung von Av-Shp3a-reaktiven Antisera wurden Kaninchen mit rekombinanten
Peptiden aus dem Molekiil immunisiert. Die AS-Sequenz der grosseren Peptids Av-Shp3a-1p
(errechnetes Molekulargewicht von 11.1 kDa), das einen Teil des Ser/Thr-Bereiches enthilt,
ist in Abb. 4-2 grau hinterlegt und die des kleineren Peptids Av-Shp3a-12p (errechnetes
Molekulargewicht von 4.8 kDa), das das konservierte Tryptophan-reiche Motiv WWCWW
enthdlt, ist zusitzlich schwarz unterstrichen. Die relativen Molekulargewichte beider
rekombinanter Peptide in der SDS-PAGE entsprachen den errechneten Molekulargewichten

(Abb. 4-23B). Bei der Auswahl der Peptide waren der hohe Serin/Threonin-Anteil und das
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damit moglicherweise verbundene grosse Ausmass an posttranslationalen Modifikationen zu
beriicksichtigen, wie dies bei dem orthologen Gen von L. sigmodontis gezeigt werden konnte
(HINTZ et al., 1996). Deshalb wurde fiir die Herstellung eines Antiserums der nicht-
modifizierte C-Terminus des Proteins, der bei den bisher untersuchten Filarienarten
(HIRZMANN et al., 2002) und A. viteae das hoch konservierte Tryptophan-reiches Motiv
enthdlt, rekombinant exprimiert. Beide Peptide wurden vom Antiserum gegen das klonierte
Av-Shp3a-12p-Protein erkannt, womit offensichtlich war, dass die Antikorper gegen den C-
Terminus mit dem konservierten Tryptophan-Motiv gerichtet waren, der beiden Proteinen
gemeinsam ist. Eine Kreuzreaktivitit mit dem ,6xHis tag’, der zur priparativen Reinigung der
Peptide iiber eine Ni-NTA-Agarosesdule zum Einsatz kam, wurde durch einen Immunoblot
mit drei anderen ,6xHis tag’-Proteinen ohne Bezug zu Av-Shp3a ausgeschlossen. Die
Immunisierung mit dem grdsseren rekombinanten Protein Av-Shp3a-1p hat nicht zum Erfolg
gefiihrt, was vermutlich entweder an den Kaninchen, die dafiir eingesetzt wurden, oder an der
Ausbildung von Dimeren (Abb. 4-23C; bzw. C,) lag. Die starke Neigung zur Dimer-Bildung
basiert vermutlich auf den drei Cysteinen in der AS-Sequenz, die moglicherweise an

kovalenten intermolekularen Disulfid-Briickenbildungen beteiligt sind.

Av-Shp3a konnte allerdings mit dem Antiserum gegen das Peptid Av-Shp3a-12p im
Immunoblot unter herkdmmlichen Bedingungen weder in A. viteae-Ménnchen und -Weibchen
noch in Mikrofilarien nachgewiesen werden. Erst unter Zusatz von CHAPS zum
Transferpuffer liess sich ein reaktives 22 kDa-Protein in Weibchen und Gesamt-
Embryonalstadien aufzeigen, das als Av-Shp3a angesehen wurde, nicht jedoch in
Blutmikrofilarien und Minnchen. Der Zusatz vom zwitterionischen Detergenz CHAPS fiihrt
zur  Wiederherstellung der  Antikorper-Bindungsfahigkeit von  membranstindigen
Oberfldachenproteinen mit hydrophoben Bereichen (MANDRELL & ZOLLINGER, 1984).
Obwohl die C-terminale Region von Av-Shp3a keine klassische Transmembran-Domédne
aufweist, enthdlt sie viele hydrophobe AS wie durch eine Hydrophobizitdtsanalyse nach
HOPP & WOODS (1981) dargestellt werden konnte (Abb. 4.29). Die stirkste Reaktion war
mit Gesamt-Embryonalstadien zu finden (Abb. 4-30D), wo auch ein etwas grosseres Protein
schwach mit dem Antikorper reagierte. Es beruhte moglicherweise auf unterschiedlichen
Modifikationen ein und desselben Proteins, die zu einer unterschiedlichen Gréf3e in der SDS-
PAGE fiihrten. Av-Shp3a konnte unter den gleichen Bedingungen nicht im apikalen, den
ersten Zentimeter umfassenden Wurmabschnitt adulter A. viteae-Weibchen, der

ausschliesslich aus der Eihiille geschliipfte Mikrofilarien enthélt (Abschnitt I in Abb. 4-30D)
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nachgewiesen werden, was auch in Ubereinstimmung mit dem Fehlen des Proteins in
Blutmikrofilarien steht. Eine deutliche Reaktion mit dem 22 kDa-Protein war im letzten
Wurmabschnitt, der sich 2.5 cm vom apikalen Ende bis zum kaudalen Ende des Wurmes
erstreckt (Abschnitt V in Abb. 4-30D) zu finden. Dieser Bereich enthilt auch Ring- und
Brezelstadien, wo Av-shp3a sogar am stirksten transkribiert wird (Abb. 4-22B). Mit dem
Nachweis des Proteins in diesem Wurmabschnitt ergibt sich ein wesentlicher Unterschied zu
L. sigmodontis, wo Shp3a nur im apikalen, den ersten 2 cm umfassenden Wurmabschnitt, der
gestreckte Mikrofilarien enthilt, nachzuweisen war (SCHARES et al., 1994). Ob Av-Shp3a
auch im kaudalen Wurmbereich exprimiert wird, der multizelluldre Stadien und Oozyten
enthilt, konnte aufgrund der gewihlten Abschnitte zur Antigengewinnung (vgl. Kapitel 3.2.3)
nicht ermittelt werden, aber die Transkription des Gens findet dort, wie bereits dargestellt

wurde, vergleichsweise auf schwachem Niveau statt (Abb. 4-22B).

Aus der Position von Av-Shp3a nach PAGE (22 kDa) und dem berechneten Molekulargewicht
von 12.04 kDa ergibt sich, dass etwa 45 % der Masse von Av-Shp3a durch posttranslationale
Modifikationen zustandekommen. Auch die homologen Proteine von L. sigmodontis und B.
malayi sind in hohem Mass posttranslational modifiziert; bei Ls-Shp3a betragt der Anteil der
Modifikationen nach MALDI-TOF-Massenspektrometrie sogar 75 % der Molekiilmasse
(ZAHNER et al., 1995; HIRZMANN et al., 2002). Bei Ls-Shp3a ist hierfiir hauptséchlich
phosphatgebundenes Dimethylaminoethanol (DMAE) verantwortlich (HINTZ et al., 1996).
Im Gegensatz zu L. sigmodontis ldsst sich in A. viteae-Extrakten biochemisch kein DMAE
nachweisen (HINTZ, Giessen, pers. Mitteilung). Folgerichtig schlug in der vorliegenden
Arbeit auch der Versuch fehl, in A. viteae-Extrakten DMAE iiber einen Immunoblot unter
Verwendung eines DMAE-spezifischen Antikdrpers nachzuweisen. DMAE-Phosphat ist im
Falle von L. sigmodontis in der Serin/Threonin-reichen Domine von Shp3a gebunden
(HINTZ et al., 1996), die 56 % der Aminosdurekette ausmacht (HIRZMANN et al., 2002).
Alternativ war als Substituent Phosphorylcholin (PC) in Frage gekommen, das bei
Helminthen insgesamt in Form PC-haltiger Glycoproteine hdufig nachgewiesen wurde, wobei
wobei PC an N-glykosilierte Glykane gebunden ist (HASLAM et al., 1999). Der Bereich
zwischen 21 und 24 kDa des Proteinextraktes adulter Av-Weibchen reagierte im Immunoblot
mit einem monoklonalen Antikérper gegen PC-Epitope (Abb. 4-31), so dass eine solche
Modifikation bei Av-Shp3a (22 kDa) moglich erscheint. Das ,reife’, abgeleitete Polypeptid
besitzt auch flinf potentielle N-Glykosilierungsstellen an den Positionen 25, 33, 41, 49 und 79
(Abb. 4-2), die mit dem Programm NetNGlyc 1.0 von CBS ermittelt wurden und alle iiber
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dem Schwellenwert von 0.5 lagen. Vier dieser N-Glykosilierungsstellen befinden sind jeweils

in den nahezu identischen repetitiven Peptiden.

Ein Nachweis von Av-Shp3a in situ gelang im IIFT mittels des Antiserums gegen das
rekombinante Peptid aus dem C-Terminus des Molekiils nicht. Die Epitope sind offensichtlich
nicht zugénglich. Fir Shp3a und Shp3 von L. sigmodontis und B. malayi nehmen
HIRZMANN et al., (1995) an, dass sich der hydrophobe C-Terminus der Molekiile in der
Scheidenmatrix, die hauptséchlich aus kovalent gebundenen Shp2-Molekiilen besteht,
verankert. Die Tryptophan-reiche Doméne konnte liber hydrophobe Wechselwirkungen an
kurze Prolin-reiche Peptide, die sich in den repetitiven Motiven des Hauptstrukturproteins
Shp2 befinden, und Disulfidbriicken (die Cysteine sind auch auf den C-Terminus beschréinkt)
binden (vgl. HIRZMANN 1997). Der misslungene Versuch Mikrofilarien mittels Anti-Av-
Shp3a-12p zu agglutinieren, hétte in diesem Sinne interpretiert werden konnen, wére Av-
Shp3a in/an Mikrofilarien nachweisbar gewesen. Letzteres war jedoch weder

immunbhistologisch noch per Immunoblot mdglich.

Ob Wirte im Verlauf einer A. viteae-Infektion mit Av-Shp3a konfrontiert werden, ldsst sich
nicht eindeutig sagen, nachdem Seren von infizierten M. coucha zwar ein Protein von ca. 22
kDa erfassten (Abb. 4-32), aber nicht mit den rekombinanten Peptiden reagierten.
Grundsétzlich verneint werden kann die Frage bei diesen Ergebnissen allerdings nicht. Es
konnte durchaus so sein, dass mit bei der Freisetzung der Mikrofilarien nur Fragmente von
Av-Shp3a ausgeschieden werden, d.h. mdglicherweise nicht der intakte C-Terminus des
Proteins. Ein eventuelles Ausbleiben von Antikorpern gegen Av-Shp3a in infizierten Wirten
diirfte aber wohl nicht in dem Sinn verstanden werden, dass diese eine Voraussetzung fiir eine
Persistenz der Mikrofilarien ist. Ein solcher Zusammenhang wird zwar bei L. sigmodontis-
Infektionen angenommen (SCHARES et al.,, 1994; HIRZMANN et al.,, 2002), wobei
allerdings nicht die Aminosdurekette das entscheidende Antigen enthilt; dieses wird vielmehr

von der nach aussen gerichteten Modifikation DMAE-Phosphat reprisentiert.

Zusammenfassend ist nicht davon auszugehen, dass Av-Shp3a wie die homologen Proteine
aus L. sigmodontis und B. malayi eine wichtige immunmodulierende Funktion hat. Die
biologische Funktion von Av-Shp3a ist moglicherweise in der Abundanz des Proteins in
Embryonalstadien zu suchen: Av-Shp3a konnte als Muzin-dhnliches Protein eine Art

Gleitmittel, sog. ,Lubrikant’, bilden, das die Verklumpung der zahlreichen, sich dicht gepackt
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im Uterus entwickelnden Embyonen verhindert. Im Uterusepithel adulter weiblicher
Parchenegel (Schistosoma mansoni) wird z.B. ebenfalls ein Muzin-dhnliches Protein, genannt
All, exprimiert, das reich an den Aminosiuren Serin, Threonin und Prolin ist und dessen
zentrale Threonin-reiche Region Sequenzhomologien zum humanen MUC2 aufweist
(MENRATH et al., 1995); die Autoren vermuten, dass die biologische Funktion des Proteins
All darin besteht, eine Art protektive Schicht fiir den Reproduktionstrakt weiblicher

Pérchenegel zu bilden.



- ZUSAMMENFASSUNG - 161

6. ZUSAMMENFASSUNG

Innerhalb der taxonomischen Superfamilie der Filarien (Filarioidea) besteht fiir die ersten
Larven, die Mikrofilarien, eine Dichotomie: Bei den Erregern der lymphatischen Filariose des
Menschen, Wuchereria bancrofti und Brugia spp., sowie einigen tierspezifischen Gattungen,
z.B. Litomosoides, sind die Mikrofilarien von der modifizierten Eihiille, einer sog. Scheide
umgeben, wihrend bei anderen Filarien, so der veterindrmedizinisch wichtigen Art
Dirofilaria immitis beim Hund, der experimentell-parasitologisch hdufig eingesetzten
Nagerfilarie Acanthocheilonema viteae und Onchocerca volvulus, dem Erreger der
menschlichen Flussblindheit die Mikrofilarien im Uterus die FEihiille verlassen und
unbescheidet freigesetzt werden. Im ersten Fall ist die Scheide — eine die Larve lose
umgebende Hiille — wegen ihrer geringen Durchldssigkeit die eigentliche Interaktionsflédche
mit dem Immunsystem des Wirtes, im anderen Fall ist es die Kutikula der Mikrofilarie.

In den vergangenen Jahren wurden sechs Hauptproteine der Mikrofilarienscheide von L.
sigmodontis, Shp1, Shpla, Shp2, Shp3, Shp3a und Shp4 sowie ausser Shp4 ihre Orthologe bei
Brugia spp. auf molekularer Ebene charakterisiert und in ihrer Genese im Zuge der
embryonalen Entwicklung dargestellt. Die hoch konservierten, Muzin-dhnlichen Proteine
Shp3a und Shp3 wurden als Hauptbestandteile der Mikrofilarienscheiden-Oberflidche
identifiziert. Sie sind ein Produkt des Uterusepithels des weiblichen Wurms und spielen
offensichtlich eine wichtige Rolle in der Evasionsstrategie des Parasiten, da parasitimische
Wirte keine Antikorper gegen sie bilden. Im Zusammenhang mit der Dichotomie bei der
Scheidenbildung erhob sich die Frage, inwieweit Shp3a und Shp3 auch bei A. viteae und O.
volvulus konserviert sind, die scheidenlose Mikrofilarien freisetzen.

Das A. viteae-Genom enthélt eine homologe shp3a-shp3-Region. Sie zeigt wie bei L.
sigmodontis und B. malayi eine konservierte Syntdnie und enge Genkopplung, aber anders als
bei L. sigmodontis und B. malayi, bei denen die Gene in einem Tandem organisiert sind,
weisen die beiden paralogen A. viteae-Gene shp3a und shp3 eine divergente Orientierung auf.
Analysen der genomischen Sequenz von A. viteae deuten auf eine Inversion des Av-shp3a-
Gens hin; zudem ist die Kodierregion von Av-shp3 deletiert.

Av-Shp3a ist ein sekretorisches, Muzin-dhnliches Protein mit einem berechneten
Molekulargewicht von 12.04 kDa, dessen Aminosduresequenz, wie bei Shp3a und Shp3 von
Brugia spp. und L. sigmodontis in drei Abschnitte unterteilt werden kann: eine sekretorische

Standard-Signalsequenz, eine Serin/Threonin-reiche Region mit fiinf potentiellen N-
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Glykosilierungsstellen und eine hydrophobe C-terminale Region, die ein besonders
auffilliges, bei allen untersuchten Spezies konserviertes Tryptophan-reiches Motiv
(WWCWW) beinhaltet.

3’-stromabwirts des shp3a-Gens von A. viteae wurde ein weiteres Gen mit Homologie zu
einem Caenorhabditis elegans-Gen, das fiir ein hypothetisches Protein C29F5.1 kodiert, mit
mehreren homologen O. volvulus-EST-Sequenzen in der Datenbank identifiziert. Die
Amplifikation der genomischen O. volvulus-Sequenz mit Oligonukleotiden aus den hoch
konservierten, flankierenden Genen OVC29F5.1 und Ov-Intergen (dieses Gen besitzt in A.
viteae geschlechtsspezifische Splicevarianten und eine konservierte Nukleosid-Transporter-
Domine) und eine anschliessende Klonierung und Sequenzierung resultierten zwar in der
Isolierung der flankierenden Gene, aber die dazwischen liegende Sequenz enthielt
abweichend von L. sigmodontis, B. malayi und A. viteae kein orthologes shp3a-Gen. Die
Promotorsequenz ist bei allen shp3a- und shp3-Genen hoch konserviert. Uber eine Linge von
198 bp besteht unter den 6 Promotor-Sequenzen von L. sigmodontis, B. malayi und A. viteae
eine aussergewOhnlich hohe Identitdt von 75%. Eine Av-shp3-Promotorsonde hybridisierte
unter den gewdhlten wenig stringenten Bedingungen im Southern Blot jedoch nicht mit
Fragmenten von O. volvulus. Dieses Ergebnis ldsst die Annahme zu, dass die Gene shp3a und
shp3 bei O. volvulus nicht konserviert sind.

Die Transkription von Av-shp3a erfolgt sowohl im Uterusgewebe als auch in den
intrauterinen Ring- und Brezelstadien. In den Weibchen besteht ein Transkriptionsgradient
mit abundanter Transkription in dem Wurmsegment, in dem im Uterus Ring- und
Brezelstadien enthalten sind. Hiermit stellt sich ein Unterschied zu L. sigmodontis dar, bei
dem die Transkription und Expression des shp3a-Gens ausschliesslich im Uterusepithel des
apikalen Wurmabschnittes, der gestreckte Mikrofilarien enthilt, stattfindet. Das A. viteae-
Protein konnte mittels eines polyklonalen Antiserums gegen ein rekombinantes Peptid aus
dem Av-Shp3a-C-Terminus im Immunoblot in A. viteae-Weibchen, Gesamt-
Embryonalstadien sowie im Wurmabschnitt, der sich 2.5 cm vom apikalen bis zum kaudalen
Ende erstreckt und auch Ring- und Brezelstadien enthilt, erst nach Zusatz von CHAPS zum
Transferpuffer nachgewiesen werden. Blutmikrofilarien und Maénnchen enthielten kein
nachweisbares Av-Shp3a. Das Protein konnte jedoch weder in Gefrierschnitten noch in
fixierten Praparaten immunhistologisch erfasst werden.

Aus der berechneten molekularen Masse der Peptidkette von 12.04 kDa und dem
gelelektrophoretisch bestimmten Molekulargewicht von 22 kDa ldsst sich auf erhebliche

posttranslationale Modifikationen schliessen. Av-Shp3a trdgt kein Phosphat-gebundenes
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Dimethylaminoethanol, das bei den orthologen L. sigmodontis- und B. malayi-Proteinen die
Hauptmasse der Modifikationen darstellt, konnte aber nach Untersuchungen mit einem
Phosphorylcholin (PC)-spezifischen Antikdrper PC enthalten. Die Bildung von Antikérpern
gegen Av-Shp3a in A. viteae-infizierten Nagern ist wahrscheinlich, konnte jedoch nicht
zweifelsfrei nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse lassen nicht annehmen, dass Av-Shp3a eine Rolle in der Evasionsstrategie der
Mikrofilarien spielt, wie dies fiir die homologen Proteine aus L. sigmodontis und B. malayi
gilt. Die biologische Funktion von Av-Shp3a ist moglicherweise in der Abundanz des Proteins
in Embryonalstadien zu suchen: Av-Shp3a konnte als Muzin-dhnliches Protein eine Art

Gleitmittel, sog. ,Lubrikant’, im Uterus bilden.
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7. SUMMARY

Microfilariae of several filarial genera of the superfamily Filarioidea, e.g. the causative agents
of human lymphatic filariasis Wuchereria bancrofti and Brugia spp. as well as animal-specific
genera like Litomosoides are completely enclosed by an antibody impermeable modified
eggshell, the so-called microfilarial sheath. In other genera, e.g. the rodent filaria
Acanthocheilonema viteae, which is frequently used as model parasite, Onchocerca volvulus,
the causative agent of river blindness in man and Dirofilaria immitis, an important pathogenic
filaria in dogs the larvae hatch from the eggshell during their intrauterine development and are
released sheathless. Thus, the host-parasite interface in the first cases is the sheath surface,
whereas in the latter cases it is represented by the larval cuticle.

Six major microfilarial sheath proteins of L. sigmodontis (Shpla, Shpl, Shp2, Shp3a, Shp3,
and Shp4) and, except Shp4, their orthologues from B. malayi have been recently
characterized at the molecular level, and with emphasis on their expression sites within the
female parasite. Shp3a and Shp3 were identified as mucin-like sheath surface proteins which
are highly conserved. These surface antigens are a product of the uterus epithelium and with
high probability are involved in the immune evasion of the larvae since they are not
recognized in microfilaraemic hosts. The present studies should evaluate whether Shp3a and
Shp3 are also conserved in filariae which release unsheathed microfilariae as A. viteae and O.
volvulus.

The genome of A. viteae contains a homologous shp3a-shp3 genomic region. It reveals a
conserved synteny but the orientation of the paralogous genes shp3a and shp3 is divergent,
whereas in both genera, Brugia and Litomosoides, the shp3a and shp3 genes are arranged in
tandem. Analyses of the genomic A. viteae sequence indicate the inversion of the shp3a gene
and the deletion the coding region of shp3.

Av-shp3a encodes a secreted, mucin-like protein with a calculated molecular weight of 12.04
kDa. The deduced polypeptid chain shows a domain structure similar to that of Shp3a and
Shp3 of Brugia spp. and L. sigmodontis: a signal peptid sequence, a Ser/Thr-rich domain with
5 potential N-glycosylation sites, and a hydrophobic C-terminal domain with a conserved
tryptophan-rich motif WWCWW.

Next to the shp3a gene of A. viteae a gene was identified with significant homology to a
Caenorhabditis elegans gene coding for a hypothetical protein (C29F5.1) as well as to several

homologous O. volvulus ESTs in data banks. Amplification of the O. volvulus genomic
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sequence using primers corresponding to the highly conserved flanking genes, C29F5.1-
homologue and intervening gene (in A. viteae with sex-specific splice variants and conserved
nucleoside transporter domain) with subsequent cloning and sequencing resulted in the
isolation of the flanking genes but in contrast to L. sigmodontis, B. malayi and A. viteae no
shp3a homologue could be detected between them. The core promotor sequence of all shp3a
and shp3 genes is highly conserved. It encompasses 198 bp with an unusually high similarity
of 75 % identical residues between the six promoter sequences of L. sigmodontis, B. malayi
and A. viteae. Genomic Southern blot analysis using a DNA probe from the shp3 core
promoter sequence of A. viteae revealed with the selected low stringency conditions no
homologous sequences in O. volvulus. These results suggest that the genes shp3a and shp3 are
not conserved in O. volvulus.

Av-shp3a is transcribed in the uterus wall as well as in the intrauterine developmental ring and
bretzel stages. In female worms, there is a transcription gradient with abundant transcription
in the worm segment with the uterus containing ring and bretzel stages. This is a significant
difference to L. sigmodontis where transcription and expression of shp3a is limited to the
terminal uterus part containing stretched microfilariae.

The protein Av-Shp3a could be demonstrated by immunobloting using a polyclonal antiserum
against one recombinant peptide derived from the C-terminal region of the molecule only
after adding CHAPS to the transfer buffer. The protein migrates to a 22 kDa position and
occurs in females, intrauterine embryonal stages and in the female worm part containing ring
and bretzel stages. Av-Shp3a could not be detected in blood microfilariae and male worms.
However, we failed to identify the protein by immunohistological methods in cryosections
and paraffine sections.

A considerable proportion of the Av-Shp3a molecular mass is due to post-translational
modifications, as estimated from the calculated and SDS-PAGE determined molecular mass.
Av-Shp3a does not contain detectable phosphate-bound Dimethylaminoethanole, which
constitutes the main part of the modifications of the orthologous L. sigmodontis- and B.
malayi-proteins. However, it possibly bears phosphorylcholin (PC) modifications.

In conclusion, Av-Shp3a, a mucin-like protein, does not seem to play a role in the evasion
strategy of the microfilariae as it is suggested for the homologous proteins of L. sigmodontis
and B. malayi. Its biological function rather could be to act as a lumbricant allowing the

intrauterine passage of the embryonic stages.
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8. ANHANG

8.1 Im Vorfeld dieser Arbeit sequenzierter, genomischer Bereich von A. viteae (Av3a;

1650 bp) mit dem orthologen Av-shp3a-Gen

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde das shp3a-Gen von A. viteae durch PCR mit den Primern
Prol (komplementdr zu der stark konservierten Promoterregion der shp3/3a-Gene von L.
sigmodontis und B. malayi; Abb. 8-2) und WCW3 (aus der Kodierregion des bei L.
sigmodontis und B. malayi konservierten Tryptophan-reichen Motivs WWCWW; Abb. 8-2)
amplifiziert und anschlieBend sequenziert (HIRZMANN & ZAHNER, 2000). Fiir die
Amplifikation des 5’-Endes der Av-shp3a-cDNA wurde der Trans-Spleiss-,Leader’-Primer
(SLT) und der spezifische Antisense-Primer WCW3 verwendet. Um ein 3’-Ende der Av-
shp3a-cDNA zu bestimmen wurde eine PCR, wiederum mit revers transkribierter A. viteae-9
polyA™-RNA, mit den Primern Av3-3 (Abb. 8-2) und (dT);-Sal/Xho durchgefiihrt
(Oligonukleotid-Sequenzen vgl. Tabelle 3-1). Nach Restriktionsspaltung, Klonierung und
Sequenzierung der PCR-Produkte konnte eine Sequenz von 1650 bp zusammengestellt
werden (Abb. 8-1 und 8-2).

Auf diese Sequenz (Av3a) konnte zu Beginn dieser Arbeit zuriickgegriffen werden.

Abbildung 8-1: Av3a-Sequenz (1650 bp) mit dem ortholgen Av-shp3a-Gen; die
Restriktionskarte, die genomische Organisation und die zur Amplifikation verwendeten
Primer sind maf3stabsgerecht in Abb. 8-2 dargestellt.

TTGCTTTCCTGAAGCTTTCGGATGAGTAGTGCTATTTCAAAGGCAATGCTTACATTCAATTCAATTGTATTACTC
CACAAGTGCAAAATAATTTCTATATAATAAATGTCTTCAAGTTTTTCAGTACATTCGCATGATGTTCGGCCCAAC
AGCAATTCTGGCATATTTCAATCGAAGTGGAATTTAAATACCAAATGCTTCATCGGTTTTTACCATACATTACAA
GAAAAAGGATAGGCGCATATCTTTCTTCTTTCCAAATGTTGTGCAAATGAGAGTTTGCTTGAAAATGGGAAGCGG
GTCAAGTAAAATCTAATTTATTGCCATAGAAAGTAAAACAGAAAGTTTCATTAAACTTAAAACACAAGGATTTCA
TAAATTATACTGAATTAAATGGCAAATAGGAAAGTAATTTAATGTTATGCAAATCGGAATTTGAGTAATTAATAA
TTTGTCCTTAATCATTGTTTTAATAATTAATGATTTTATCTATAAATATTGCTTTTATATTTAGCCTGGACTCGA
TCGATCAAATTAAACGATGAAAACACAAAGATTGGAATTCGTTATCATTGCTTTTATTGTGTTTTACGTAATTTA
TTCAATTTTCATTTCGTTCGACAACATTTTTATTTTAGAATTTTAGCGACTAGCTATTTATATTCATAGCATATC
ATTAACTTGAATATTGAAATGAAAAAATTAGACTCTCAGCTAATTTTTTCAAACCATTTACTCTTCACTCTCAAC
CACATTGCTCCATAAGAATAAATTAGAATCTTCTGATAAAAGCAATGAATTAAAGCATGAGGAAGGAAAGGATTG
AAATTTACTCCAATCTGAAATATTCGCTAAATGAAATGATACATTTTTGCACTGATTTCCGATATTTGTCTAAAT
TTTCACTAATTATTTCTTTCATATACAAATCACTACTATTTCTTTGTTAATTTAACAAAACTTCGGATAAGAAAT
TAAAAATTTTCAAAACTACCCGCATTATTAGTGTCAGTAGGTGAAATAGACAACAGAAAAAGAATAGAATTTCAT
CTCTTCTAATTTATTTTCTTGACAATTTTTTTTATCAATAATTTTCCAATATTCCTATTATATTCACGTCTAACA
ATATATTATTATAGCCTTATGCGTCACAAAGCAGCAATTCAACAACACCAATAACGTCAAACTTCACAACACCAA
TAACGTCAAACTCCACAACACCAATAACGTCAAACTCCACAACTTCAGAATCTGCAGTAACGACAGCTTTTTCGT
TAACTACAACTTCTCCATCAATTGAAACTATTTTTACCTCAACAGTTAATGATTCAACAACAAAAGCAACTTTGG
AAACGACAACTTCAACACCAATCCTTCGAACTACATCATCTGTCGTTTTAACGTCAACTCCTCAACCAGGAAAAC
TCTATTTCTGCTATTGGTGGTGTTGGTGGTATCCAACAAATGCCGTTTATTTATGGAATATGTGAAATTCGGATT
ACATGTATGTATTGAACCTGTGGAATTCATTGTTCACATAGTATTTCTGGAATTTATTCAACTTCCTTTATAATT
GAACATTGTAAAACAATCGAATGATCAATCGATTGAGTAATACTTCAAGAGTTATTCACCCCTTTTGATGTCGAC
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8.2  Die Nukleotidsequenz des shp3a-shp3-Genomabschnittes von Acanthocheilonema

viteae

Die Abbildung 8-3 zeigt die im Rahmen dieser Arbeit sequenzierte, genomische shp3a-shp3-
Sequenz von A. viteae. Eine Sequenzliicke von ca. 4.6 kB zwischen den Nukleotiden 945 und
960 ist durch fiinfzehn Kleinbuchstaben g markiert. Durch einen kursiven Fettdruck sind, wie
folgt, das erste Exon von AVC29F5.1, das zweite und erste Exon sowie die TATA-Box-
Sequenz des Av-shp3a-Gens, die sieben Exons des Av-Intergens und die TATA-Box-Sequenz
des Av-shp3-Promotors hervorgehoben; die Restriktionskarte und die genomische

Organisation sind mafistabsgerecht in Abb. 4-10 und 4-20 dargestellt.

Abbildung 8-3: Die genomische shp3a-shp3-Nukleotidsequenz von A. viteae.

1 GATCAATTTTATATTTGAATGCATTTTGCATAGAAATATTGGTTATATTATGAGTTTAAC

61 TTCTACATGGGAAATGTAAGAACCATTTTTTTACTTTTTAAAAAAAATTCTAAATCTTCA
121 TATTTCTCGAAAAATTCGGTCCATTAAGCATTGTTAGTTAACAATCTTTACTGATTATTC
181 GTTATATGCTGCCTTATTTACTTTCATTGCTTGGAAAATATGAAACGTTATTTTGGTGTG
241 ATATTTTGGAGAGAAAACTATCGAAATGTAGGGAAGTTATATGATATATCCTATAAGTGG
301 GAAGAAGAGAGAGAGGGAGAGAAAGAGAAAGAAAGAAGTCAAATACGGAAGTGTGATGTA
361 GAGAGAATTTTTCGCATAAATAATGCTAAGTAATGTCCTTTTTTTAACTTATTTTCCTCC
421 GCTTTTATGTTGTTTTTCAACAAAAGCTGATTCATTAAAATCTCGATGAAATATTTTTCA
481 ATCAGTGGAAAAAAAAACTTCTCGCTTGTGACATATAAGATTCAAGAATCAAGAAAAGCA
541 AGCCTTCAGCCCTCAAGAAGTAATGTCAGCTGAAGGATTTTGGTTATTTGATGGTTTGGA
601 AGAAGAACCATATGGCCTTTTACCGCTTGTGAATTTATCTGGAAAAGGTGGACCGACATC
661 CACGAAATTTGTCGAAAGAATTGGCTCATATCAATGGTATTTGAATGACGAGACACCTAC
721 CATCGTTGTAAGTTTTTATCATTTTTCAGAAATAAATAATCTGATTTAAAACAATAAATA
781 TATTAATTGTTTTATGAACGGTCAACACATATACAGTAATTTTTAATTGAGTGTAAAAAT
841 TTATTACAAATTTCTTTCATTTCATTGAAGTTTTCATTTTGCAGTGGGTAATAACGCTAT
901 ATTTTGCAGTCTAATTAGACTGCTGAAGTGATTAATTGGTAGTCAggggggggggggggy
961 AACTAGCAAATTCTCATCATAAAAACCATTCCATATCTAAATGTCCATCGAAATATTTCT
1021 GTCTCGTTCTCAAATAAAATCCAATCACATGATTAATCTTATAATCCGCTGGTTTATGTT
1081 TAACATTTTTTTTATAAAAACATTCTTTCCCATGGCTATCTTTGCAACTAAACAAACTGC
1141 ATCGCAACACTCCCATTAAATTCATTCTGTGTAAGAATTTAAATGCATCCAAAATTTCTC
1201 ATGATCAAGCGGAAATCACGAGCTCGCATTCTCGCCCCGCATTTATCTATTCATTCTCAA
1261 TCATTTTCATTATTGTTATCGAAATTATTCTCACAAATTTCCGAACAAAAGGAAATAAAT
1321 CTTCAAATTTTCATGCAAATCAATAACTCAATCAATCGTTTCCAACACAAAGCTATTCTC
1381 TAAATTGCACTAATGACAGGAAGGTTCGTGACGGACATTCTTGAATTATGGAGGATAAGA
1441 AACGGATTAGAAGTAGTCATGACGTACACATCAAATTTAAAAGTATTTGATAGTATTTCG
1501 AATTGATTACCTTATTTAAATTATTCACTTTTTTGCATTTTTTCCACTTTTAATTTCTTG
1561 ATGCTGGGAAAAACCAGAATTAGTTAGCAGTAGCAAAACGACGAGAGATGCCTAATTCAC
1621 ATTGAACATAAATATAAAAGGAAAATTTCAAGAGAAGTCAAAAGAATGAATTTTTTTTGG
1681 TGAGTTCTGTTCACATTATTTAATCTTATTTTATTTTGTAAGCAGAAATTCTACTGAATC
1741 AAAAACACAGTCTTCGAAATGACGGCCTTTAATGACTAAGAAGTCTTTCGAGAAAGCACA
1801 ACATATTATTGATGTCATTCAAAATTTTTGTACTTTAAAAGATTTTATTCAAGTTTAGAC
1861 ATAACATTTATGTTTACAAAAATGGTAATCATCTGAAACATAATTTTATTCTTTCTTCTA
1921 AACTTTACGAAAAAGATCGACTGTTTGGGAACATTCGACGATACATAAATTGTAATAGAG
1981 GAACTCTTCCTGGAAATATTCGTCTTCTCATATTAATTATACTTTAGTTAGTACATGAAA
2041 ATAGATAAATAGATAGGTATTTATATATTGCACTAAACTTCTGCGTTAAAAGTTTCAGTT
2101 TGATGAATAATGTTAAAAAGAAATTCATATGAACGAAATTACATCACTTATATGCGCAAA
2161 ATAAATACTTATTGATTAATAAGAATTTGACAATTATCAGAGAGTTGGAATTCAAACAAA
2221 AAAGGACGGAATTTAAAAATGAAGTTATTTTCCATCAGAATGCAAATATTAACCAATACA
2281 AATTTATTTTTTTTATATTTTTCAACGCTCATAACAATCTTTTAAGTCGACATCAAAAGG
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GGTGAATAACTCTTGAAGTATTACTCAATCGATTGATCATTCGATTGTTTTACAATGTTC
AATTATAAAGGAAGTTGAATAAATTCCAGAAATACTATGTGAACAATGAATTCCACAGGT
TCAATACATACATGTAATCCGAATTTCACATATTCCATAAATAAACGGCATTTGTTGGAT
ACCACCAACACCACCAATAGCAGAAATAGAGTTTTCCTGGTTGAGGAGTTGACGTTAAAA
CGACAGATGATGTAGTTCGAAGGATTGGTGTTGAAGTTGTCGTTTCCAAAGTTGCTTTTG
TTGTTGAATCATTAACTGTTGAGGTAAAAATAGTTTCAATTGATGGAGAAGTTGTAGTTA
ACGAAAAAGCTGTCGTTACTGCAGATTCTGAAGTTGTGGAGTTTGACGTTATTGGTGTTG
TGGAGTTTGACGTTATTGGTGTTGTGAAGTTTGACGTTATTGGTGTTGTTGAATTGCTGC
TTTGTGACGCATAAGGCTATAATAATATATTGTTAGACGTGAATATAATAGGAATATTGG
AAAATTATTGATAAAAAAAATTGTCAAGAAAATAAATTAGAAGAGATGAAATTCTATTCT
TTTTCTGTTGTCTATTTCACCTACTGACACTAATAATGCGGGTAGTTTTGAAAATTTTTA
ATTTCTTATCCGAAGTTTTGTTAAATTAACAAAGAAATAGTAGTGATTTGTATATGAAAG
AAATAATTAGTGAAAATTTAGACAAATATCGGAAATCAGTGCAAAAATGTATCATTTCAT
TTAGCGAATATTTCAGATTGGAGTAAATTTCAATCCTTTCCTTCCTCATGCTTTAATTCA
TTGCTTTTATCAGAAGATTCTAATTTATTCTTATGGAGCAATGTGGTTGAGAGTGAAGAG
TAAATGGTTTGAAAAAATTAGCTGAGAGTCTAATTTTTTCATTTCAATATTCAAGTTAAT
GATATGCTATGAATATAAATAGCTAGTCGCTAAAATTCTAAAATAAAAATGTTGTCGAAC
GAAATGAAAATTGAATAAATTACGTAAAACACAATAAAAGCAATGATAACGAATTCCAAT
CTTTGTGTTTTCATCGTTTAATTTGATCGATCGAGTCCAGGCTAAATATAAAAGCAATAT
TTATAGATAAAATCATTAATTATTAAAACAATGATTAAGGACAAATTATTAATTACTCAA
ATTCCGATTTGCATAACATTAAATTACTTTCCTATTTGCCATTTAATTCAGTATAATTTA
TGAAATCCTTGTGTTTTAAGTTTAATGAAACTTTCTGTTTTACTTTCTATGGCAATAAAT
TAGATTTTACTTGACCCGCTTCCCATTTTCAAGCAAACTCTCATTTGCACAACATTTGGA
AAGAAGAAAGATATGCGCCTATCCTTTTTCTTGTAATGTATGGTAAAAACCGATGAAGCA
TTTGGTATTTAAATTCCACTTCGATTGAAATATGCCAGAATTGCTGTTGGGCCGAACATC
ATGCGAATGTACTGAAAAACTTGAAGACATTTATTATATAGAAATTATTTTGCACTTGTG
GAGTAATACAATTGAATTGAATGTAAGCATTGCCTTTGAAATAGCACTACTCATCCGAAA
GCTTCAGGAAAGCAAGCATTGTTTAAGGTATCACACCAAAGAACTCGCATTTTCATTTAA
ATTATTTTTCTTGCAAATTGGGAAATAAAAGTACAAAATATAAAAATCTTGAAAATACAA
AAAAATAGTTTGTTCCATTAATTTGTAATGTTAGAATCAGAATTGTATAACGGAAGTTTG
ATTATATCCAAATTGCTTCCTATACAAAAATTTTTTATTTTCCTTTCATTTTTCGAAAAT
ACTGAAAAAAAGTCAAAAATATTCTAAACTGTGACGGGCATCAATCAACTCTAATTACTC
ACAGCAAATGCATTTTGCTCAGAATGAAGTCACTGGATGGGAATTAACAAAAAATTTCAC
AAATGTTACAAAAGTTTGCATATATCCATTTTCATGTACTAACTAAAGTATAATTAATAT
GAGAAGACGAATATTTCCAGGAAGAGTTCCTCTATTACAATTTATGTATCGTCGAATGTT
CCTAAACAGTCGATCTTTTTCGTAAAGTTTAGAAGAAAGAATAAAATTTGAATGACTTCA
ATAACATATTGTGCTTTCTCGAAAGACTTCTTAGTCATTAAAGGGCGTCATTTCGAAGAC
TGTGTTTTTGATTCAGCAGAATTTCTGCTTACAAAATAAAATAAGATTAAATGATTTTTT
TCATTTATTTTGTTTCGGATTAATATTTCGCAAAATTATTTCTACGATGATTTCTTTTTA
ATTTTGCACTTGAAAGAATATTTTATGTACATATGTGCTTATGTAAATCATCAATATTAA
GCATTACTACGGATTCGTCGATTCAACCTGATCTGGAATGTTGCGTGCAGAACTCGCAAA
TCCGTTAATTAATTTAAAATCTCTTGTCATTTAATATGAAAATGAAATAAATTATTGTTG
AAATTCGAATGAATGCTAATTATATCGGTCTTTTCAATGCTTGTTAGTTTTTTCAAAAAA
TGCAAATTTTGTGAAATTATGTGAACAGATAACGACTGGATAAGTTAAAATTCTCACATT
GTTTTTAATCAACTATTTTCATTGTGGTTCATTGCATTCATACTAACGGTGGTGTAAAAG
TAATGGGTAAATTTTCTCTTCCTTTCTATTTTAAAATTCGAARATTGTTTGCTGTTTTGG
AAAAAACTCTGTAACATTTAATTCTGATTCTTGATTTAATCAAATGTAATAAAATTATCT
TACAAAAGAAAGAAARAAGGAATTGGAATGTTTTAGGGCAAGTTCTGTGTGGTACTGTTTAT
ATCAATAAATATACTTTGCATCTTTGAAAACACTTTCTTAACTGTTTCCGTAAGTTATAC
TGTTATTGCACAGTTTTCTACAGTATGAAACCATGTAAGTCAAAATTATCTCGTTTTAAT
CACTTATCAAAAACTGAGCCTAAGCCAAAAATTGAGCCTTGATAGCAATTATGGATTGTC
GGAGTAAGCAAAAAGTGTATAAAATATATCGCATTAACCAGTTTTGTACAATATATTCAG
GCCAATGATTTGATGTCAATGATCGAAGATGCAAAAATGCAAAAAATGGATGATTTAAAT
GAGATAATCAATTCGAAATACTATCAAACACTTTTAAATTTGATGTGTACGTCATGATTA
CTTCTAATCCGTTTCTTATCACTCCATAATTCAAGAATGTCACGTCACGAACCTTTCTGT
CAGGTTGATGTTATCTGATGTGTAATGACGTCACGATCAATGCTCATACGATTCATGTAA
TCAAGGGTGTAGAATGAAGGCTGATTGTCTTTTTAGATCATTTAGTGCAATTTAACGAAT
GGCTTTGTAAATCTATCAGAAATGCTTCACATGTTCTGAATACCGCCATATTATATGACA
CTCCCATTTCGGGAATTCTGCCCGATATTTTCAATGGCGTACAATAAAGATAAAGTAGCA
TTTATTTCTATCGTTGTTATAAGCAGGTAAAAAATAACCGTAATATCTGTCACAAATGCA
GCAACCAAAAAAGAAGGGCGTCGAAAAAGGCAAGTCGAAGAGTCAGCATATTTGGAAGCT
AATCGAATATTCACAAAACTTGATAATACCGTCGCAAGCATGATAACAACTGTCGCAATT
CATGAATTGAACGATATGAATGTGTTTGTTCATTTTTCCATCAGTCATTAATAGGCTTAT
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TAAATTGCATAATTAAATGATATTTTGAAATTTTTTGAAAAAAAGGAATGCTTAAAAAAT
GATTTGAGTCTTCAAGTATCACTGAGACTAAAGCAATGCTGCTAAATCATCGGGATAATG
AACATGGCAGAAATTACGACCAAATATTGATTAACATGCAAGGAAGAGGAAAGTTAATTT
CGAAAATTTCTTTTCGTGGTATATTTCAACAAATTTTTCATTTCAATTTCATTTTCTTTT
ATAGTTATATCGCAACAAAATTAAACTGCTTGAAATATGTTGCAGAAACTATTCAAATGA
TTAACAAACAAACTGATAATGGCAGCATGTTTGTCTTACTATTAATTCAATCATGATTTT
GAATATCAATTTTTATCAGTAATTAACCAGCCTATTTCAATTTAATTAATTAATCACATT
GCATGAAAAATATTGCATAAAAATATTGTATAAAGTTGCATAAAAATAAACAGAATTGAA
AAAAAGTAATTTCTGCAGAATATGGATTTTTATGTTAATCATTTATTGGATGTTAGTACC
TGTATTCATTTGGATTGCAATTATTTTATTTATGTGGAAAAATCTTCGATCACATTGGCG
TAAAATTATCGTACCATTGGCAACTGCGGTAAGACAATGATCAATACCTCAACGAGATGA
TATTACACTGAAATATAATAGAATGACCGTTTGAGGCACTCAATTATATATTTTTGATAG
TTAAAGTAACATAAGCTATCGTGCGCACTTTTAGAAGCATTGTGAAGTGAGCGGTAATCT
ATTAAACGTGAAAAACGAAATTATGACAATGCCAGCATGGGACGGTTCGTTATTTCTTTT
TTTCACAAAAAACCATCCAATATTTTGAAAGGTCTTTTCTGTTGAAATTATTTCATTTGT
GATTAATTAATTCCATTCACTCGTTTTATTTAGGATTAATATTTTGCAAAAATTTTTTTG
TTAAGATCACTTCATTTTGAATTTGTTTCTAAAGACATTTGAGATAATATTTTGTGTGTA
TAGGTCTATCTATAAATCATCAGTACTAAGAATTACTGTAAGATATGTCTTTGATCGAGT
CTGTTCTGACAATTGCGCTATCCAGAACAGATAATTGAGGTTATAACTGAGATTTTTAGA
TAAGATGTGGAACGAAAAGATTGTTAAAAATGCTAATGGATTGATTAGCAAATACTTGAT
TGAAAATTCTGCATAGAGAAGTGAAAAAGCAGTTTTTTCTAGATTCTTGATAAATTAGGC
TTCTGAGAAAAAGCTGATACTGACCAAAAAGTTGATCTATGATCACTGTTTGTTGATTTT
GCTAGCTATAGTTTTGTTATAATTGAAATTGTTTTTACTTTTTAATCATTTCTCATTTAT
TTCTATCCTAATTTATGCACTATTGAAATTTTTGTTATTAAGAATTAAACAAAAGCATTA
TTGGAATTTTTGTTAAAAAATCATTTTTCGTTCTTTTGTTATTTTTCTGCATTTACGTTT
TTAAGATAATATATTACAACCACTTTCAAGAATTTACGTTTTTTTTCACAATTTTTTCCG
CTTATCTTATATTTTTTGAAATTTTTGAATAATTTTTAATGATTCCCCTATTTTTAATTT
ACATTGAGTTATAGCAACTTCTAATGATAAGAAATGTAAAAAAGTTGTACAGTTCTTAAG
AAATTGGAAACACAGAGTGGTTCTCTAAATATTGATAATAGTCCGTTTTACTGATACAAT
TTGGAGTCTTTTACGTCCCACGAAAATATTATCAAATATGTGAAATAAGCAAGACATTAT
GGCGACAAAATCAGCTCCTAAATTCTTGCGTCATTTCAGATACTCTCATTTACTTCAATA
ACTCACATCAGCAGTTTGTTTAATTGAGTCATTTCGAAATATGCTTGGGCAGAGATGAAT
TGTCTCTCTTTAGTATACTTTGAAATGAATGATGAACTGAAATATTTTCAATATCATATT
CAATGTTATTTATATTTAAATAAAATGTTTGTAAAAAAATATGGCATGTTTTAGATAATA
AAAAATAATTACACCATTGATTTAGGCGTTCTGGAAGCTCGATTCGAACAGACAACCCAA
TCAGAGCGTGACGAAATTAAATGGTCGCCAGAGGAGGAAGCGGTTGAAATACAAAATCAG
CAAGAAAATAAGAAAATCACGCAAAAGTGAAAGGATAATATATATACAATTTAAAATTTT
TAACAAACTTATCAATTTGAGTCCAACGAAAACTTTCTAATATATATAAATTTTTCAAAA
GTTTTTCGGAATACTGAACGTCAATAAAATGGATAAAATGAAAATTTGACGAATATTTGA
AATGAATATGGATCAGTCTTTTACATGCGTAAAAAATAAAAGTAAATGTATAAATTAAAA
ATAAAAGTAAAGTGTATAAATAAAAGTAATGTATCATATGAAAGATTTGAAAGACATTTT
GTCACAAGTACCACTTCTTTGTATTACAAGATATCAAAATTAAAAGTTTCAGCTTTTTCT
ATCGTTGGTTAATCACTATGACTTCCTCCTCACCATAATTAATTTGAATAAATTAAAAAA
AAGATACGACAGATATGTTAGAAATGTGATGATGACTTCCTGACTGATTCTGTAAAACCA
ATATATTTGTTGGCTATTAATTGTCTCATTAATTGAAATATAGGATTTCTAATTCTTATT
TAAAAAAGTAAGAGTCTAAAATTTTGTAGCCGAGAAACTATATTTCCAAGATATTCAGCA
AAAAATAATTATGCAAAAATTGAAACCGAATTCTGGAAATATAAGTAAATGTGTAAAATT
GATACCAAAGGATGAATTTGCAGCCTGTTCTAATGAAATTAGTACAGTTTGATTTCACCT
TTTCACATTTGATATTACGAGTACATAATTTCTTTGTACACTTTCGAAATTAATATGTAT
GTTTTGAATTAAAAATGATTTTTAATGAGCATTATTATCAAACTTCCAATTCTGATTCTA
ACATTACAAATTAATGGAACAACCTATTTTTTTGTATTTCCAAGATTTTTATATTTTGTA
CTGTTTCTCAGTTTACAAGAAAAATGGTAAATTTAAATGAAAATGTGAGGTCTTTAGTGT
GATACCTTAAACAATGCCTGCTTTCCTGAAATTTCGGATGAGTAGTGCTATTTCAAAGGC
AATGCTTACAGTTCAATTCAATTGCATTATTCCAAAATACAAAGTGARAACAATTTCTATA
TAAATGTCTCCCAATTTTTCAATTCGGTCCAACAGAAATTTTGGCATATTTCAATCGAAG
TGAAATTGCATGTTATTGTTTGCATATTTCTATTGTATTTTGCTATACTGCTTTATTTGA
TCTCCACAGTTGCAATCAGAAAGGATGGAATCACCTTGTTCAGAATTATTACATTCACTT
CATGTGATAAGAGTACACCAGATATTTAGCTTTTTATATCAGTTGTTACTCTTACAATTT
TTATGTTAAAATGGTACCAAATTGTGTCATGTCATGCAAAAGCTTTTCAACTTTCATTTG
GTCCAGCAAATACTTAAGTTTAACAGATTTCGAGAAAAAAGTTCGAGATTTAGTTACTGA
AATGTTTTTGGGCATCTTCGACGATTTATCTGATTGATTTGAATTGATTTCACCACTTTT
CACCGCTTTATCTCATTTTTAATATTCTTTTTTAGCAATTCGATTCCAGGAAGTTATTAC
GTAAAAAGCGAAACCGAATAATGCCAATATGACAACATATGTAATGGTTGACCAAAACAA
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TTCCGGAGCTGTAAGATTGGCTACATATGTTAGTCACACGATTATTGTCATTGAATGTTA
ACTTTCACATTTATTATAATTGTGTTATTACATTTCATTCACATAGTAATCAGTTTACAG
ATGCTAATTTATATATAACAGAGGAAGTATTACCCTTTTCATTATCTCGTTGAAAGACGG
TAAATTCGATAGAGAAATACAAATATGGTCAGTACAGCCATTATTATCTATAAATCAAAG
TCAGTATATGAAGTATTTATTTTGATCTTCGTAAGTAGTTTTTAATATTGAATTAGAGTA
AAATTTAAAAGTAATACAAATGGAATTGAAATCCGAATTCTTTTTTCAGATCATTTGAAC
AATTTATGTTTTGTCAAGATTTATTTCAAAAGAAGAAAAATTGCCATTTTTATCATCAAC
TAACAATCATCCAAATTAGCGATATAATAAATAACTTTCGCTCAGTTGTAACTGCGAATA
CATTAACGATTGAAACGATAAGAAGTACAATAATAAGCAAAAAATTTGGGATTGAATCTA
ACGTGAATCCATAATCAATGAGGCTACGTGTACAAAGTACCATCGTTGCAACTAAGAATA
GTACCAAGTAATATATATATCCATATCTTAATTTATACTTCATTTTCATTTCAATTTTAC
ATTTGTTTTAGTTAATTTAATGGAAAATATTGTGGTGGCTCTATTATGGTATTCCATACA
CAGCAATACTATTTACACAAACCATATTATTTTAGCTTTAATTTTTAGCAAAATACAAAT
TTTCCAAATGCTCACTGTGATCGGTAGAGAAAGCAATTTGTCGCTTTTCTTATCCGTCTT
TATATCATCAAAGTTATGATCTTCTAGCATTTTTCTATCAACGAATTTTCCTTCTAAGAT
TCGTTATAAGCCAGCTTTTGTCGTTTAAAATGTTGGGCAAAAAATTTCGGTCAATACAAT
GACCATCGATATTACAATGATCACTCTTAAACAATAATACAAACTACCAGTTCTCAATAG
CTCTTAAGGCAATGAAAATAATTAATTGCCAACAATATTTATACGTTTCTCATTGTTCAT
TTATTTTGAATAAATTATATTTCCGTTGAAATTTATAATAAATTATTTAGGCATAAATAT
TAAATGCAAATTTCAGCATATATAAATAATGGGGAGAGAGTGTCACTTTCATCATTTATT
TCATTTTCCTATATTAACAATTGGTCAATTAGTATGGCATTTTCTTTTATTAGTAAATGC
TTTCTTTCTTGACCAATAGCGATTCTTGTTTATCTATCGATGAAAAATTTTCAACCTTAC
TAATTTATTTATATGTTCCTTGATATTTTTGCAGGTAAACTGTGGATCGTAATTGCTGTC
GTTTACTTGTTAAATACAATGAGCCAGGCTGATGGACAATCTCCTTTTAAGAAACC
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8.3 Die Nukleotidsequenz der von den Genen OvC29F5.1 und Ov-Intergen

flankierenden, genomischen Region von Onchocerca volvulus

Die Abbildung 8-4 zeigt die im Rahmen dieser Arbeit sequenzierte, genomische Sequenz von

O. volvulus, die von den Genen OvC29F5.1 und Ov-Intergen flankiert wird. Durch einen

kursiven Fettdruck sind, wie folgt, die sechs Exons des OvC29F5.1-Gens und die ersten vier

Exons des Ov-Intergens hervorgehoben; die Restriktionskarte und die genomische

Organisation sind massstabsgerecht in Abb. 4-20 dargestellt.

Abbildung 8-4: Die genomische OvC29F5.1-Intergen-Sequenz von O. volvulus.

1
61
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241
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CTTGTGACATATAATCGTTCAAGGATTAAGACAAGCAAGCCTTCGGCCTTTAGGTAATGT
CAGCTGAAGGGTTTTGGTTATTTGATGGCTTGGAAGAGGAACCATATGGCCTTTTACCGC
TTGTGAATTTATCTGGAAAAGGTGGACCAACATCCACGAAATTTGTCGAAAGAATTGGCT
CATATCAATGGTATTTGAATGACGAAACACCCACCATCATTGTAGTTTTTAGCATTTICTT
ACAATAAACAACTTGGTTTGAAAGTAATCAAGTTTGTTGTTACTCAATTCGAAATTAGCT
AATTTTTAATTTGCCGCATGGCGTGATATTTTTAAAACAACTTTTCAGTTTTTCCTCCAT
CTTTTTCTTGAAAGCAAATGACAACTTTTATATATTATGATTTAATAAATTACAAATATA
TATTGTAAGAAAAAGACTTATTTATCAAAATTCTTTGAATGTAAAAATCCATTAAAACTG
CAATTAATTTCATAGAAGTTCTGATTTTACAATGAATAATGCCATCTTTCAATATCCGAT
TAGACTGCTGGTGATTCAGTCATGATTAACGACTAAAACTTAAAGCTCATTTTTATTTAG
ATGCCTGGAATGCCTTTGGAATCTTTCTACTGGGCAGGTGGCAAATTACAACAAGATCAC
GGTGTGATTATATACGATGTTAATCACTTAAAAGTTTGCTTTTTATCCATTCAAAGAGCA
TAAGAGATTTAAATAGAATCTAAGTTTAAATTTTGTATTTTTTAAATACATATAAGAACC
TTTAGATTTGCAAAAATCAGTTAGCAGGAGCTTTACTCTTGTTATTTATGAGGCATCATG
AAGTTAATTGTCTTTCATCTTTACAAATCAGGGATTTTTCCTAGCCACTGTTCAAAAACA
TAATTTTTGGCTTGAAACCAACTTTGTCGTTATTGATAGCAGATTTGCTCGATTGATAGA
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AAGCTGCTAATCTGACAATTAGATTACAAATCAAGTTGAAATTGGCACTCCACCTGAAAA
TGCCAATAGTGCGTCATATCCTATAGTTGTTCATTAATGGAAGCATTAAGTTTTAAATCA
ACTTATATCAATGTCTTGCAGATTCCAACTGGTCCCTTAGATACAGCCATATTAGCTGCA
CATTATACAACAACAAAAGCGAAGAAACCAATTAATTTCAATGACTACAACTTTATCACT
GATGCTGTAAACTTGCAAAAATTGTTCGCATTTGCGCAGGAAGCTGGTGATGGATTGTTT
CGAATTGATGCAGAACGAGTGGGGAAAACCGTTTTATTAACGAGGTAATTCGCATAGAGA
GAGTCACGTCTAAAACCGCAAAACGGATTTGAATTAAATTTTTATTTACTTCAATTTTTT
ATGATTCCACTAATTAATGACACTGCTCAGTTTGATTGGATTTCATCAAAAGCATTTTTA
TAAACTAATAGCTCTACATTAAAATAATTTCACTTTCTAATTTTCTGAGCGCATTTCAGA
ACTACGATCAGTATATCATAAAGTAATATGATGGCATTGTTTATAAGCCTGTTTTGTCAT
ACTTTTTCTACAGCAATAATTCGTGAAAAAAAATTCATCTATTGGTTAAAAAAAAARAAAG
GAAAGAAAAAAAACTAGAAATAGAATTTGTCCTCCTTCTCCAGAAATTCTTCTGTTTTCA
AAAAATTTTCAAATTTAAAGTTTTGTGCAACTTTATATTAGAGCTAGCTATAACGACAGT
ATTTTTTAGGATGGAAGCATCAGATCTCATGGAAATTGGTCATGTAACATTTGATCAAGC
ACTAAAACGAAAAATGACGAAAGCGAGGTCAAAGTTCACTACTGGTCCATTTTTCCAGCT
CATTTCTTATCAATTTGGCCAATTCAAACTACTGGTACGATTCGAAGTTGATTGCGCTGA
TTATGCTGCTGTGAAAATGCAAAGGTAAGAATTTTACAGTTTTGCTGATTTATCTCAGTA
TTGTAATTATTTTATTTATGAAAAAATGAAATTTCATCTGAGAATAGAAACAGCAAATTA
AATCTTCAAGGATAGATTGCAAGAGATTGCACTAAGAAAGAAACTTCAAAATTTGAAATT
TCACCTTTTAAAAACTTTAGACCTGGTTCTTTCATACGTCGTCCGTTTAATTTCAATGAT
CTAATAATCTCCCAGAAATCTTTCATTTTCTTTATCGATTTAAAATTATGATGGTATGAA
AATTAAAAATAAGAAGATTTTTCATCTCGTTTTAGCATAAGGATTATTTCAAGATATCTT
GAAAATTTTCAAAAACAGTGATTTTAAGAGCTGTAAGCTAAGTAAATATTTATTTGAGAA
CATATCTTACCACGAGATCTGAGATCTATTGTTTCGATGACTTAGGATATGAAATATTCT
ATAATCGAAATTCTTCACTGTCTATCCTCCAATCTGGACAATTTCGAAATTATACATTTA
AAATTGCAAAATTCTTAAATCAACCCAATATACAAATAACAACAATGTTGATGAAGATAA
TAATGAATGAAATGAATGATTGAAAGATTGAAAAAAATTTGCGAAATATGTTTTATTCCA
TTTGGTCGTTGAATCATTCATGTTGCAGCGACAACCATTTGGAGAAAGAAGGCGAGTCGG
AACCAAAAAAAGAGAAGTTCAATGAAAATAATGTAATTTCATATATGGAATTCGGTGAAG
TTCCACGGAATATTCCGTTACAACTGTTGACAACTTATCCACAAGGTGCTGGATTTCCAT
TCTTCACATGGGCACAAATGTTTTTCACTGCCGCAGATCAGGTTTGTAAATCAATTGCAA
GCGAAAGAGGTTGTGAGAATAATTAGTCCAACATCATGATTTTACACAAATTTGAATAAC
GCCTGAATAAGAAATATACTGCAATACTGAGCTAAAATATTTATAAAATAAACCTTCTGT
AGGAGATTGTCGGCTGGTTCAAAGGAAATGGCGATTTTGGAAAACCAGCACTGAACGCTC
TATCGGACATTTCTAAACTAATTAAACCATTGCCCTATGTGGTACTGTCAAAAGTTCATG
ACTGCTTAGATAAAATTGCAAAATTCTTGATAAAAAATGATCCTGAATTTAAATGTGCTT
TGATATGGAAAGGCAAAAATCATCTAGAAATTTTTGCTAAAACGAGTACCACTGGGGCTG
TTTCACCTGGAGTAAAAGAATTGATGAAGACACAATGCAAAGAACTGGATGAATCAGAAG
AATGAAAGAAGGATATGCAAGTGATAAAAATTTTAAAAATCCATTCATGAATTTTATATA
TATTGAAAATATGTTTAAAATTTATACATTGGAAAAAGAAATTATACTGAAAATTAAAAA
TATAACATCTGTTATAGCGTATTCGAATTAAACATAATGCATCGAAACCATAAACGAATG
TTTTGTCTTCGCATAATCCGAAGAAGATTTAAGGTTTTCAAACTGATTAAAGTTTATAGA
TTCATCTCATCATCCTTCACTATTTTTTATGATGTCAGGCGAGTTGCAGCATACTCGAAA
TTATTTCTGAAATGAATCAAGCATAAAAACGAACTTTTTTTCGTAAACTAGAGATTGAGT
TTTTCGATTCCTACATTCCAATATCGAATGATTCAAAATGGATTTATGTTAAGAATTGTT
GACTTCTCAACATTTTGATTATATCGTATTGAGGAATATCATAGTTTATGTTACATAGAT
GCTTTTTCATAACTATTTGAAATCCGTCAGAATTAAAACGACTTGTACATCTACGAATTT
GAGGTTATATAAGAATTTATTAATTCATTTTACAATCCGAGAAATATCAAAATTATAAAT
AGGAAAGATGATAAAAGCATAACGTAAGTCATATCACAATCTTGACATAATTAAGCCAAA
GAAAATTAGAAACACATGTTCTTAATATCCGTTAGTGAAGGAAAGCAAAAAAAAAAAARNA
AAAAAAARAAAAAAGATTTATACAGTACTATGGCAATCGAAATCTATGTACAATTATTTGT
AAGGTAATTTAAAAAAAACTACGAGAAACTCCTAAAATGTGTGCACTAAGTTTCCCATTG
GAAATTGAAAAAAGTCAGATGAATAAATCACGCAGATATCTCAAAAATCACTTCGTTTTT
ACCGAAATATGTAATTATTGTTTTCTATACATGTGTAAATCCTTTACACTTGCAATAATC
TAAAATTATTTCAAGACAGTTGGCATCAATTTCTCGATCAATAATCAAAGCAATGCTTTC
TAATATTGCTTAGGAACGAGAAATGTAGTAAGAAAAATTCTTTCTTATAGCATGAACTTA
TACTGTGCGGTACCAGCATAACTTACTCGAGCAGTTGCAGAAGCATTTTTGAAGATGTAA
AATGTATTCACTGATATAAATAGTAAATTGCTTATAAACTCCGCAATTCTTTTTTTTTAT
TTACTAATTTTACTTCATTTGAACTCTTACTTTTATATTTGCCGTACTTTTATATTTACT
TTTATATTTGCCGTCCCCAGATTCATTTCTAGACTGATATCGTAAAAGTAACAAAGCTTT
CTTCAATCAAATATTTCTTTCCATCACATCTTGATACATTATTATAATTTATAAACCATT
TTTCATTCATAATTAAGAATCTAAATTTTACTGAAAATTTTGCGGAATACTTTACATGTC
TATATAATTATAATAACACTGCTTAACCGTATGAAAATTAAAAATTGAAATGATTTCTTG
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4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061

- ANHANG -

CAGTATAATAACTGTTACTTAATTCAGAACCGAAGTCAACTGGTTTGAAAATGAAACTGA
TTCAGTATTGAAATTCAAATGAGTGGATCACGATCATATCACTTTCTTGATGCTTGGTAA
TTTTTTCAAAAATACAAATTTTGTCAAAATCATATGTATAGATGATGATCAGGTGAGATA
AAATTATTGCATTGTTTTTAATCGACAGCTTTCATTGCGGTTGATTGCATTGATACTAAC
AGTAGTGCAATAAARAATGGGTGAGTTTTCGTATGTTTCAGCTTTATTTCTGTTAAAAATG
CAAAATTTTTTGATATTTTAGAAAAAATATATCAGAATACATGATGAGTCTGCATCTCAT
TCCGATTGCTGATTTAATCAAATAAGTAAAATTAGTAAACAAAAAACGAAATGAAACGAT
ATGCGAAGTTTATAGGCAAATTCTGTGTCATATTGTTTTTATCAATGGATACATTTTGCA
TTTTCGAAAATACTTTCACAGCTGCTTGGGTAAGTTATACTAATTCTTTCTTATAACAAA
AAAAAAAAAAAAATTGAGAAAAATTAAGATAGGGAAAATTCTTTCGTATAACATGATCTT
ATACTGGGCAATATTTGCCTCCACGTTTCTCATTTCTAAACAGTATTAGACAGCCTCGTT
TTAACCGCTAATCGAGAAATTGATGCCAACTGTTCTGCAAGCGTTTTAGATTATTGTAGT
GATTGCAAAGAATGTAAAATACATGGATCTTTTATCAGTATCAAGACTTCGATGCAATTT
AGGTCAATAATATGATGTCAAAAATCGAGGATGGCAAAATGCAAAAATTAGATGAACTAC
ATCAGATAATCAGTTCAAAATATTATCAAGAATTCTTAAACTCATTGTGTAAATAGTATT
TATTTTCAACAAAATAATCCCATAGCGTCACAAATTTCTTCATCAGATCAAGAATCATCT
GATGTGTAGGCGAAGACGCGCTGCATCAATGATACTACGATTCATTTCATGAAGCATTTC
GGTGGTGATTGCTGCTGATAAATGTTTAAAAGATTAAGAAATATGTCCCATAGTGCTTTT
TACATTCATTGCCAGTTTCTCATCAAAGTAGTAAAAGAGATTCAGCTCAGGATTCCCAAT
GGCGCGCAGTAAAGATAAAGTAGCATTTACTTTTGTCATTATATAAAATAATCAGTGATA
ACCCAAAAAATATAGCTATCAAGAAAAAAGAACGTCAAAAGCGGCAAATCGAAGAACCAG
CATATTTGGGAGCTACTCGAATATTTACAAAACTTGACAATACTGTTGCTAGCATGATAA
CAACTGTGGCAATTCATGAGTTGAATGATATGAATGT
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