Einleitung

.1 DieSchadeder Mikrdfilarien

Auschlieldlich die Erreger der lymphatischen Filarose setzen gescheidete Mikrofilarien (L1) frel.
Die Scheide it eine flexible, die Mikrofilarie dlsatig umschliefRende, lose Hiille und gtellt wegen
ihrer Undurchlassigkeit fir Antikorper die eigentliche Interaktionsfléche zwischen der Larve 1 und

dem Immunsystem des Wirts dar.
.21 Genexe, Morphologieund Ultragruktur

Die Scheide besteht aus zwel Schichten, der Bass- und der Partikelschicht, die jewells unter-
schiedlicher Herkunft sind. Die Genese und Ultrastruktur der Scheiden von L. sgmodontis und B.
malayi snd weitgehend homolog. Die innen liegende Basisschicht entsteht aus der Eihllle, die in
der Embryonaentwicklung der Mikrofilarie zunéchst auf eine Dicke von ca 20 bzw. 35 nm
anwéchst. Durch Streckung der Mikrofilarie wird sie, vermutlich durch Dehnung, auf ca. 2-3 bzw.
7 nm ausgedinnt. In der spdten Refungsphase (s. Abb. 5) wird von Uterusepithelzellen
sezerniertes Materid auf die Basisschicht aufgelagert und somit die Partikelschicht gebildet
(uterine Schicht). Sie erscheint perlenkettenartig mit einer ,, Perlendicke’ von ca. 40-80 nm [50].
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Abb. 5: Reife Mikrofilarie mit stark ausgediinnter Scheide (S) und aufgelagerter uteriner

Schicht (uS) [50]
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.22 Histochemische Untersuchungen

Allen angefiihrten Untersuchungen liegt die Beobachtung zugrunde, dal3 die Mikrofilarienscheide
generell eine polyanionische Oberflache besitzt, mit Eigenschaften, die auf Kohlenhydrate
hinweisen. Wie Simpson et a. folgerten, sollen die Mikrofilarienscheiden von B. pahangi und B.
patel sulfatierte Proteoglykane enthalten [51]. Weiterhin wurden bei B. pahangi, B. pate, L. loa
und W. bancrofti periodatsengtive Proteoglykane, sulfatierte Polymere, Schwefdproteine und
komplexe Lipide postuliert, wobei der polyanionische Charakter nach Neuraminidase- oder
Hyaluronidase-Behandlung erhdten blieb. Die Anwesenheit sulfatierter Kohlenhydrate wurde
ebenfdls durch die postive Farbung mit Ruthenium-Rot und Lanthanhydroxid bestétigt [52,53].
Demgegentiber wurden bei W. bancrofti keinerlel vicindle OH-Gruppen gefunden, die als Indikator
fir Kohlenhydrate gelten konnten, wahrend kationisertes Ferritin an der polyanionischen
Oberfléche gebunden wurde [54].

.23  Lektinbindungsstudien

Die Ergebnisse der Lektinbindungsstudien sind recht uneinheitlich. Generdll 183t sich aber sagen,
dald sch N-Acetylglucosamin (GIcNAC) fluoreszenzmikroskopisch nachweisen, aber elektronen-
optisch nicht bestétigen 1&3. GICNAc konnte sowohl bel B. pahangi, W. bancrofti, L. sgmodontis
as auch B. malayi nachgewiesen werden [55-58]. Fuhrmann und Piessens schlossen aus Studien
mit B. malayi auf die Anwesenheit von Chitin, jedoch konnte goldmarkiertes GIctNAc-spezifisches
Lektin (WGA) nicht an B. malayi und L. sgmodontis binden [59].

.24 Isolierung und biochemische Analysen

Fur die chemische Andlyse der Mikrofilarienscheiden von L. sgmodontis und B. malayi wurde von
Bardehle et d. und Klonisch et d. eine Methode zur Isolierung reinen Scheidenmeaterias ent-
wickdt (s. 11.1) [60], das die Grundlage dler nachfolgenden Untersuchungen darstellt.

Die Arbeiten von Bardehle et a. ergaben ene chemische Zusammensetzung der Mikro-
filarienscheide von 55 Gewichts-% Aminosauren (Protein) und ca. 11% anorganischen Bestand-
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teilen, besonders Phosphat - neben wenig Kohlenhydraten (8 Gewichts-%) [61]. Darunter wurden
N-Acetylgalactosamin  (GaNAc) und Uronsauren im Verhdtnis 1:1 gefunden, was auf die
Anwesenheit von glykosaminoglykandhnlichen Strukturen  zurlickgefihrt wurde. Auf3erdem
wurde ein Scheidenprotein ansequenziert (shpl), kloniert und immunhistologisch im basaen
Bereich der Scheide lokalisert [62-64]. Durch die Arbeiten von Hintz et d. lief3en sich noch finf
weitere Scheidenproteine isolieren und identifizieren [65,66]. Auf Grund dieser Daten war ein
erstes Moddl Uber den Aufbau der Mikrofilarienscheide moglich. So konnte mit Seren infizierter
Mause gezeigt werden, dal3 shp3 und shp3a die dominanten Polypeptide der Scheidenoberfléche
snd [67]. Ein Sequenzvergleich weist se as mucindhnlich aus, mit charakteristischen serin- und
threoninreichen Wiederholungsmotiven, die — wie die Arbeiten von Hintz ergaben — hochgradig
mit DMAE, einem biogenen Amin und N-Acetylgalactosamin modifiziert sind [65].

Scheidenpoly- M olekilmasse/ Reaultierende | Mol-% Mol/Moal

peptid- kDa Ot S * DMAE
GalN

SDS MS*  aus

PAGE
cDNA

shpl 25 12.9 11.8 13 - ca 4

shpla 28 11.1 8.7 2.4 - nb.2

shp3 120  (220/110)? 252 ? ca.60 (430) | ca 6 (43)°

shp3a 40 45 33.7 ca50(110) | ca 5(11)
11.3

shp4 8.7 - n.b.?
34 215 12.8

*carboxymethyliert **MALDI-TOFMS ***pogttrandationale Modifikationen

2 nicht bestimmt  ° Teilchenzahl bezogen auf die Masse 220 bzw.110kDa
Tab.1: Ubersicht (iber einige Daten der Scheidenproteine shpl- shp4|
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Wie aus der Tabelle hervorgeht, weisen ale Scheidenproteine posttrandationale Modifikationen
auf, wobel die Oberflachenproteine shp3 und 3a sdektiv mit DMAE modifiziert sind. Bisher
konnten weder die zur Kldrung der Gesamtmasse an Modifikationen ausstehenden Bestandtelle
noch die Verknipfungsart des Bauseins DMAE mit dem Polypeptid bestimmt werden. Die
Anwesenheit von GalNAc in alen shps 1&3t jedoch darauf schlief3en, dal3 O-Glykosylierung einen
wesentlichen Antell der Modifikationen ausmacht.

.25 Modifikationen
[.2.5.1e-(-y-Glutamyl-)-Lysn

Aus Versuchen mit Inhibitoren konnte in adulten Mikrofilarien von B. malayi
Transglutaminaseaktivitét nachgewiesen werden, welche kovaente e-(y-Glutamyl-)-Lysin-
| sodipeptidbindungen zwischen Proteinen knipft [68]. Dieser Quervernetzungstyp wurde fir die
Schwerlédichkeit der Scheide in SDS/2-Mercaptoethanol diskutiert, und das Enzym wurde isoliert
und charakterisiert [69].

[.2.5.2Glykosylierung

Zur néheren Erlduterung der Modifizierung von Proteinen durch Oligosaccharide sollen im
folgenden deren Synthese und die Mechanismen der N- und der O-Glykosylierung kurz
zusammengefaldt werden. Eine grafische Darstelung Uber den generdllen Biosynthesaweg der
Glykosylierung eines Proteins in der Zdle gibt Abb. 6. Glykoproteine werden an den
membrangebundenen Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (RER) synthetisiert.
Wahrend der Synthese werden sie ins Lumen des RER verlagert, wo se entweder an der Membran
gebunden bleiben oder abgeldst werden, je nach Bestimmung (Zelloberfléache oder Sekretion). Die
Biosynthese der N- und der O-Glykane ist zwar sehr unterschiedlich, jedoch 183t sich generell
sagen, dal3 die Glykosylierung wéhrend oder nach der Proteinbiosynthese (Trandation) im RER
beginnt. Danach werden die Glykoproteine vermittels se umhlllender Veske zum Golgi
trangportiert, in dem die Prozesserung und letztendliche Glykosylierung vervollstandigt wird.
Vom Golgi werden Plasmamembran- und sekretorische Glykoproteine zur Zelloberfléche sowie
lysosomale Enzyme zu den Lysosomen transportiert.
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| Abb. 6: Subzellulére Lokalisation der Oligosaccharidbiosynthese

.25.2.1 N-Glykosylierung

Die post- oder kotrandationa ablaufende Biosynthese N-glykosidischer Oligosaccharide in
Glykoproteinen kann dlgemein in zwel Stadien unterteilt werden [70-81]. N-glykosidische
Oligosaccharide werden aus ener lipidgebundenen Vordufe, die aus dre Glucose-, neun
Mannose- und zwei GIcNAc-Resten besteht [82,83], komplett auf die wachsende Polypeptidkette
im RER auf Asparagin Ubertragen [84-86]. Das fur eine Glykosylierung verwendete Sequon im
Polypeptid besteht aus Asn-X-Ser/Thr, wobei X ene beliebige Aminosaure auf3er Prolin sein
kann [87,88]. Eine wetere Voraussstzung fur die Glykosylierung i ene fur die
Glykosyltransferasen  zugangliche  Sekundérstruktur. Dieses Uber Asparagin  verknipfte
Glykoprotein-Oligosaccharid wird bereits im RER durch Glucosdasen und die ER-Mannosidase
abgebaut und dann — in Veske verpackt - zum Golgi transportiert [88,89]. Das o ,,getrimmte”
Oligosaccharid kann dort unter Bildung von mannosereichen, hybriden oder Polylactosamin-
Strukturen weiter prozessiert werden (s. Abb. 7). Die gemeinsame Kerngtruktur der N-Glykane
besteht aus. B-Man-(1 — 4)- B-GIctNAc-(1 - 4)-B-GIctNAc—Asn
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Abb. 7: Vereinfachtes Moddl des Biosynthesaweges eines O-glykosidisch gebundenen
Disalotetrasaccharids (A) und der Vergleich zur N-Glykosylierung (B). Zur besseren
Ubersichtlichkeit sind nur einige Intermediate des N-Glykosylierungsweges gezeigt.
Schwarze Quadrate: GANAC, weil3e Quadrate: Gd, schwarze Kreise: GIctNACc, well3e

Ellipsen: Mannose, weil3e Dreiecke: Sidinsdure

.25.2.2 O-Glykosylierung

Im Gegensatz zu den N-glykosidisch gebundenen Oligosacchariden verlauft die O-Glyko-
sylierung posttrandational im ER oder cis-Golgi durch die schrittweise Ubertragung von nu-
kleotidaktivierten Monosacchariden mit Hilfe entsorechender Glykosyltransferasen [90]. Dabel
gellt das jewells gebildete Produkt das Subgtrat fir den néchsten enzymatischen Transfer dar,
50 dal? die Konzentration und die Aktivitdt der einzelnen Transferasen Uber den Aufbau be-
simmter Strukturen entscheiden. Im ersten Schritt wird ein GalNAc-Rest (aus UDP-GalNAC)
auf die Hydroxylgruppe eines Serins oder Threonins Ubertragen. Ein definiertes O-Glykosylie-
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rungsmotiv wie bel N-Glykanen ist bisher nicht bekannt, jedoch zeigen Studien, dal3 durch Prolin
flankierte serin- und threoninreiche Proteinregionen aufgrund der Bildung von sog. ,,[B-turns’
begingtigt snd, welche die Zuganglichkeit fir die GaNAc-Tranderase erleichtern. Weitere
Subgtitutionen durch Ga/GIcNAC3 und/oder GICNACB6 konnen folgen [89-96]. Die
Biosynthese kann terminiert werden durch Transfer von Sidinsdure, Fucose und/oder Sulfat. Tab.
2 gibt einen Uberblick tiber bisher gefundene Kernstrukturen.

Im Gegensatz zu den N- weisen O-glykosidisch subdtitutierte Glykoproteinene aso mehrere
Kernstrukturen auf, die bis auf wenige Ausnahmen dle mit a-GaNAc an Serin/Threonin
geknUpft beginnen [86]. Daneben kommen auch noch Proteoglykane mit O-Xylosyl-Se-
rin(Threonin) [86,97], Kollagen mit O-Galactosyl-Hydroxylysin [86] und Kernporenproteine mit
O-N-Acetylglucosaminyl-Serin ds Verknipfung vor [88].

Gall—» 3GaNAca-Ser/Thr  Typl

GIcNACBL ™ 6
GaNAco-Ser/Thr ~ Typ Il
Gapl—> 3

GIcNAcB1—» 3GaNAca-Sa/Thr  Typlll

GIcNAcBl_> g Tab. 2. Es gibt mindestens
aNAca-Ser/Thr  TyplV i
GICNACBL—> % sechs Kernstrukturen (Typ 1-V1)

in O-glykosidisch substituierten
Glykoproteinen. Sie beginnen in
GaNAcB1—® 3GaNAca-Ser/Thr TypV yroP beg
der Regel am aglykonischen

Ende mit einem a-GalNAc-Rest

GlcNAcB1— 6GalNAca-Ser/Thr  Typ VI
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.2 Aufgabengdlung
Aus den bisherigen Analysedaten ergeben sich folgende Aufgaben:

» Zur Untersuchung auf Glykosaminoglykane und Teichonsauren sollen mdglichst
senstive mikroanalytische Methoden bzgl. Glycerol, Uronsauren und Cholin erarbeitet

werden.

» Es sollen die Strukturen der O-Glykane in den Mikrofilarienscheiden von L. sgmo-
dontis andydert und charakterisert werden. Ferner sollen am isolierten Ober-
flachenprotein shp3a die zur Klarung der Gesamtmasse der Modifikationen noch
fehlenden Bestandteile identifiziert werden. Auch hier sollen neue mikroanaytische
Methoden, z.B. die der MALDI-TOF-Massenspektrometrie sowie der HPLC etabliert

werden.

» Der Bausein DMAE und seine Verknipfung im Fmoc-Derivat soll mit Hilfe der
Protonen-K ernresonanzspektroskopie (*H-NMR) strukturell aufgeklért werden.

» Zwecks Gewinnung eines Antiserums gegen den Baustein DMAE sollen im Rahmen
ener chemischen Synthese geeignete Hapten-Kopplungsmethoden fir en DMAE-
tragendes Epitop erarbetet und mit den im Hause verfigbaren Methoden

charakterisert werden.
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