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Abstract:

Parasitology and molecular biology

The tools of molecular biology are becoming increasingly re-
levant to parasitology. The sequencing of complete genomes
of several protozoa and helminths is allowing great advances
in the study of the biology of parasites and in improving dia-
gnostics, treatment, and prophylaxis of many parasitic infec-
tions.

In parasitology, molecular biological methods have their ma-
jor applications in epidemiological and phylogenetical stu-

1 Einleitung

Die Molekularbiologie ist jener Wissenschaftszweig der
Biologie, der sich mit den Strukturen und Funktionen von
Molekiilen befasst — das Schliisselmolekiil der Moleku-
larbiologie ist die DNA'. Die Molekularbiologie etablier-
te sich zwischen 1930-1960 als ein eigenes Fach und hat
dann im letzten Drittel des 20. Jahrhunderts einen unge-
ahnten Aufstieg erfahren. Molekularbiologische Techni-
ken sind heute auch in der Parasitologie weit verbreitet.

In den letzten Jahren sind die Erforschung bestimmter Ge-
ne und die Sequenzierung ganzer Genome zahlreicher Pa-
rasiten weit fortgeschritten, wodurch sich vollkommen
neue Moglichkeiten in der Untersuchung der Biologie, der
Diagnostik und der Kontrolle dieser Parasiten eroffnen.
Vor allem auch in der Epidemiologie, in der Entwicklung
neuer antiparasitdrer Wirkstoffe und nicht zuletzt in der
Entwicklung von Impfstoffen ergeben sich durch die An-
wendung molekularbiologischer Techniken neue Perspek-
tiven (GUTIERREZ 2000; SIBLEY & HALDAR 1999). Bis
heute gibt es keine wirklich wirksame und in gréflerem
Mafstab anwendbare Vakzine gegen irgendeine parasiti-
re Erkrankung, und die signifikanten Durchbriiche in der
Entdeckung neuer antiparasitirer Wirkstoffe haben sich in
den letzten 40 Jahren auf weniger als eine Handvoll be-
schrinkt. Dem gegeniiber steht eine stetig zunehmende
Resistenz zahlreicher Erreger gegen die géingigen Wirk-
stoffe und eine durch die wachsende Weltbevélkerung
steigende Zahl von Menschen mit Parasitosen. Auch in
Mitteleuropa haben verschiedene Parasitosen nicht zu-
letzt durch die stark zunehmende Reisetitigkeit der Be-
volkerung der letzten Jahrzehnte wieder an Bedeutung
gewonnen.

Die PCR, die wohl wichtigste Erfindung in der Moleku-

dies. In morphologically indistinguishable species with diffe-
rent pathogenicity, however, these methods are also of great
value for differential diagnostics. Unique DNA sequences
provide very high levels of specificity, and PCR allows extre-
mely high levels of sensitivity. New techniques, such as DNA
microarrays will make rapid screening tests possible and the
ability to use genome data will increase the options for para-
site control. However, most of these methods are technically
demanding and rather expensive and are therefore not al-
ways applicable, particularly not in countries where the most
important parasitic infections are endemic.

Key words: Molecular biology, DNA, PCR, sequencing, di-
agnostics, phylogeny.

larbiologie, hat die gesamte Diagnostik geradezu revolu-
tioniert und ist auch in der Diagnostik mancher Parasito-
scn von unschitzbarem Wert. Durch den Einsatz der PCR
kann eine so hohe Sensitivitit erreicht werden, dass theo-
retisch das Vorhandensein einer einzeinen Erreger-Zelle
nachgewiesen werden kann. Weiters kann durch Kombi-
nation mit Techniken wie RFLP, RAPD oder dem Se-
quenzieren die Spezifitdt bis hin zur Stammdifferenzie-

rung gesteigert werden.

Insgesamt scheint durch ein Verstdndnis der Molekular-
biologie der Wirt-Parasit-Wechselwirkungen und durch
Anwendung von Methoden aus den neuen Wissenschafts-
disziplinen ,,Genomik®, ,,Proteomik* und Bioinformatik,
die Aussicht auf eine gezielte Privention und Kontrolle
von parasitiren Erkrankungen um vieles niher geriickt
(BARRETT et al. 2000; TARLETON & KISSINGER 2001).

2 Meilensteine der Molekularbiologie

Zwar ist die moderne Molekularbiologie einer der jiing-
sten Wissenschaftszweige der Naturwissenschaften, ihre
Geschichte beginnt jedoch bereits Mitte des 19. Jahrhun-
derts, als der Augustinerpater Gregor MENDEL (1822-
1884) im Klostergarten von Altbriinn seine Kreuzungs-
versuche mit der Gartenerbse Pisum sativum durchfiihrte.
Aber, obwohl er die Ergebnisse seiner Forschungsexperi-
mente im Jahre 1865 in den ,,Verhandlungen des Natur-
forschenden Vereins in Briinn* ver6ffentlichte und diese
Zeitschrift in 120 Universitétsbibliotheken gelangte und
MENDEL selbst noch zahlreiche Sonderdrucke versandte,
realisierte damals niemand, dass mit seinem Postulat iiber
die Existenz von diskreten Vererbungseinheiten (heute
Gene) der erste groBe Schritt in der Aufklarung der Verer-

! Internationalen Gepflogenheiten entsprechend verwenden wir in diesem Kapitel nicht die deutsche Abkiirzung DNS (Desoxyribonukleinsure), son-

dern die englische Abkiirzung DNA (deoxy ribonucleic acid).
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Kasten 1:
Warson und Crick entschliisseln die DNA

Zwar war die DNA schon 1868 entdeckt worden, die Mechanismen, durch die genetische Infor-
mation von einer Generation zur nichsten weitergegeben wird, waren jedoch vollkommen unklar,
bis Rosalind FrankimN (1920-1958) 1952 den Beweis fiir die Anzahl der DNA-Striinge liefern
und den Abstand der Helix und die Symmetrie der Einheiten zeigen konnte. Und schon im dar-
suffolgenden Jahr, 1953, gelang dann James WaTsoN, einem amerikanischer Genetiker, und
Francis CRICK, einem englischen Physiker, der Nachweis der Doppelhelix-Struktur fiir die DNA.
Dies sollte der Beginn einer ungeahnten Entwicklung der Molekularbiologie und Biotechnologie
sein. Warson und Crick verdffentlichten ihre Forschungsergebnisse am 25. April 1953 in Natu-
re (Warsox & Crick 1953) und erhielten gemeinsam mit WiLKINS fiir diese bahnbrechende Ar-
beit 1962 den Nobelpreis. FRANKLIN starb 1958, im Alter von nur 37 Jahren, an Krebs. Da der No-

belpreis nicht posthum vergeben wird, konnte sie vom Komitee nicht beriicksichtigt werden, jedoch wurde immer wieder be-
tont, dass ihre Arbeiten den Grundstein fiir die Entschliisselung der DNA gelegt hatten.

bung von Eigenschaften getan war, und somit der Grund-
stein eines neuen Wissenschafiszweiges, der Genetik, ge-
legt worden war. Auch die Entdeckung der DNA 1868
durch Friedrich MiEscHER (1844-1895) blieb lange Zeit
wenig beachtet. MIESCHER, ein Schweizer Biologe, fiihrte
Versuche iiber die Chemie des Zellkerns durch und ent-
deckte dabei eine Phosphor-enthaltende Substanz, welche
er Nuklein nannte. Er wies nach, dass sich Nuklein aus ei-
nem Siureteil, welcher uns heute als DNA bekannt ist,
und einem basischen Proteinteil, der heute als Histon be-
zeichnet wird, zusammensetzt.

Erst mit Beginn des 20. Jahrhunderts, als man anfing,
ausgehend von der prozessorientierten Biochemie sich
unter Zuhilfenahme grundlegender physikalischer Prinzi-
pien auf die basalen biologischen Strukturen und deren
Funktionen zu fokussieren, erkannte man die Tragweite
von MenDELS Experimenten. 1927 konnte dann erstmals
gezeigt werden, dass genetische Schiden vererbbar sind.
Ein Jahr spiter, im Jahre 1928, entdeckte Frederick Grir-
FitH zufillig und vollkommen unbeabsichtigt den Vor-
gang der Transformation. Er hatte Miuse mit einer Mi-
schung aus lebenden avirulenten Streprococeus pneumo-
niae Typ | und hitzeabgetdteten virulenten S. pneumoniae
Typ 11 infiziert und beobachtet, dass dies zum Tod der
Miuse fiihrte. Er folgerte daraus, dass die genetische In-
formation irgendwie von den toten virulenten Bakierien
auf die lebenden urspriinglich avirulenten iibergegangen
sein musste. 1944 konnten dann Oswald Avery, Colin
MacLeop und Maclyn McCarty zeigen, dass die DNA
fiir die Transformation eines avirulenten S. preumoniae
Stammes in ¢inen virulenten verantwortlich ist, indem sie
die DNA eines virulenten Stammes in einen nicht viru-
lenten Stamm von S. pneumoniae iiberimpfien,

Die wohl wichtigsten Entdeckungen der Molekularbiolo-
gie wurden in den 50er Jahren des 20sten Jahrhunderts

gemacht. 1950 wies Barbara McCLiNTOCK die mobilen
genetischen Elemente (Transposons) im Mais nach und
im selben Jahr klirte Erwin CHARGAFF (1905-2002), ein
US-Biologe, die Zusammensetzung der Nukleinsduremo-
lekiile aus Purin- und Pyrimidinbasen, nimlich aus Ade-
nin, Guanin, Cytosin und Thymin auf. Diese vier chemi-
schen Basen sind durch ihre Anordnung (Sequenz) fiir die
Speicherung der Erbinformationen verantwortlich.
CHARGAFF postulierte auBerdem die Mengengleichheit
der Basen Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin

und damit die Basenpaarung (CHarGarFrsche Regel).
Alfred HersHEY und Martha CHASE konnten 1952 de-
monstrieren, dass, wenn ein Virus eine Bakterienzelle in-
fiziert, es dic DNA des Virus und nicht seine Protein-Hiil-
le ist, die in die Wirtszelle gelangt und die genetische In-
formation fiir die Replikation des Virus triigt und im Jah-
re 1953 schlieBlich wurde von WarsoN und Crick die
Struktur der DNA entschliisselt (sieche Kasten 1). 1957
wurde von Arthur KorNBERG und Severo OcHoa die
DNA-Polymerase entdeckt und 1959 konnten SAwADA
und Kollegen zeigen, dass die Antibiotika-Resistenz zwi-
schen Shigella-Stammen und Escherichia coli durch
extrachromosomale Plasmide ausgetauscht werden kann
und dass fiir diesen Vorgang weder Transformation noch
Transduktion notwendig sind.

Gene kodieren Proteine. Bereits 1941 wurde das ,Ein
Gen — ein Protein*-Postulat erbracht, und zwar von Geor-
ge BEADLE und Edward Tatum, welche an dem Pilz
Neurospora crassa arbeiteten. Im Jahr 1961 wiesen CrICK
und Sidney BrRenNER die Existenz einer transfer-RNA,
welche einen 3 Basen Code benutzt und direkt an der Syn-
these von Proteinen beteiligt ist, nach und Marshall Ni-
RENBERG und Heinrich MATTHAE! konnten zeigen, dass
das Polynukleotid Poly-U zu der Synthese eines Polypep-
tids fiihrt, welches nur aus der Aminosdure Phenylalanin
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5'-3'-Richtung

Methoden der DNA-Sequen-
zierung etabliert (siehe Kas-
ten 3) und 1988 wurde dann
von Kary Mutuis die PCR
erfunden (sieche Kasten 2).

Diese zwei zentralen Metho-
den der Molekularbiologie,
die PCR und das Sequenzie-
ren., ermoglichen heute die
Entschliisselung ganzer Ge-
nome. 1990 wurde das ,hu-
man genome project” gestar-
tet, und zwar mit dem Ziel,

Bumyory-.£-.5

alle Gene auf jedem Chro-
mosom des Menschen zu fin-
den und letztlich aufzukli-
ren, welche Proteine sie ko-
dieren. Im selben Jahr wurde
die erste Gen-Therapie zuge-
lassen. Immunglobulin-Gene
wurden in weille Blutkérper-
chen eingebaut und diese
dann wieder dem Patienten

verabreicht, 1995 publizier-

ten J. Craig VENTER, Hamil-

Abb. 1: Struktur der DNA, Die DNA ist eine Desoxyribonukleinsaure, Ein Nukleotid setzt sich  yon Syt und Claire FRASER

aus einem Zucker (Desoxyribose), einem Phosphatrest und einer der vier Basen (den Purinen
A und G und den Pyrimidinen T und C) zusammen. Die einzelnen Nukleotide lagern sich zu

das erste vollstindige Ge-

einem Polynukleotid zusammen, indem jeder Zucker mit dem Phosphatrest des nachsten Nu-  nom eines nicht viralen Or-
kleotids eine kovalente Bindung eingeht. Jede Base hingegen, verbindet sich (iber Wasser- ganismus, des Bakteriums

stoffbriucken mit der komplementaren Base des gegentberliegenden Stranges, wobei sich

immer A mit T und G mit C paart.

(Modifiziert nach http://oak.cats.ohiou.edu/~ballardh)

besteht — das Triplett UUU musste also Phenylalanin ko-
dieren. 1966 schlieBlich klirten NiRENBERG, OCHOA und
Gobind KHorANA den genetischen Code auf.

1972 wurde zum ersten Mal ein Restriktionsenzym, ein
Protein, das einen DNA-Faden biologisch aufschneiden
kann, aus einem Bakterium isoliert. Ein weiteres Enzym
namens Ligase, welche die DNA an der Schnittstelle wie-
der verbindet, wurde wenig spiter entdeckt. Mit dieser
Entdeckung begann das Zeitalter der DNA-Manipulation.
Man konnte nun gezielt bestimmte Stiicke aus DNA-Fi-
den herausschneiden. Wenig spiiter gelang es, ein Stiick
DNA aus einem Organismus in ein Plasmid einzusetzen.
1977 entdeckten Louise CHow und Richard RoBerTs und
unabhiingig davon Phillip Snarp, dass bei eukaryoten Or-
ganismen die Gene mit nicht-kodierenden Sequenzen
unterbrochen sind und nannten diese . Introns". Auller-
dem wurden im selben Jahr von Allan Maxam und Walter
GiceerT und von Frederick SANGER zwei verschiedene

Haemophilus influenzae, und
bereits 1996 war das gesamte
Genom der Bierhefe. Sac-
charomyces cervisiae, aufge-
kldrt. 1997 gab das Roslin-Institut in Edinburgh die Ge-
burt des ersten geklonten Sdugetieres, des Schafes Dolly,
bekannt und 1999 war das erste menschliche Chromosom,
nimlich das Chromosom 22, vollstindig durchsequen-
ziert. Seit dem Jahr 2000 schlieBlich, ist das gesamte
menschliche Genom als Rohsequenz bekannt (MORANGE
1998; SUMMERS 2001).

3 Grundlagen der Molekularbiologie
3.1 Struktur der DNA

Die DNA ist ein polymeres Molekiil aus linearen, unver-
zweigten Ketten monomerer Untereinheiten, sogenannter
Nukleotide. Jedes Nukleotid besteht aus drei Teilen: ei-
nem Zucker, einer Phosphat-Gruppe und einer Base (Abb.
1). In der DNA ist der Zucker, im Gegensatz zur RNA, ei-
ne 2" Desoxyribose und die Basen sind Adenin (A), Cyto-
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Basen

Zucker-
Phosphat-
Gerist

Abb. 2: Die DNA-Doppelhelix. Ein DNA-Molek(l besteht aus
2 antiparallelen Strangen. Jeder Strang besteht aus einem
Zucker-Phosphat-Gerust und den vier Basen (A, C, G, T). Die
beiden Strange sind (ber Wasserstoffbriicken zwischen den
jeweils komplementaren Basen miteinander verbunden und
als Doppelhelix ineinander gewunden

(Modifiziert nach http:/library.tedankara k12 tr/chemistry)

sin (C), Guanin (G) und Thymin (T). Bei Adenin und Gua-
nin handelt es sich um Purine, wihrend Thymin und Cy-
tosin zu den Pyrimidinen gehoren.

Die Nukleotide sind untereinander durch Phosphodiester-
Briicken verbunden und bilden ein DNA-Polymer, oder
auch Polynukleotid, welches eine Linge von mehreren

Millionen Nukleotiden haben kann.

Die DNA in lebenden Zellen ist doppelstringig, besteht
also aus zwei Polynukleotiden, die in einer sogenannten
Doppelhelix ineinander gewunden sind (Abb. 2). Die bei-
den Striinge der Doppelhelix werden iiber Wasserstoff-
briickenbindungen, welche zwischen den Basen-Anteilen
der Nukleotide zur Wirkung kommen, zusammengehal-
ten, wobei sich A mit T und G mit C paart. Die zwei Ein-

zelstringe sind somit zueinander komplementiir,

3.2 Gene und Genome

Die biologische Information eines Organismus ist in der
Nukleotid-Sequenz seiner DNA- oder RNA-Molekiile ge-

Tab. 1: GenomgroBen (Parasiten fettgedruckt) (modifiziert
nach Tarieton & Kissinger 2001)

Organismus Genomgrosse
(in MB)
PROKARYOTE
Mycoplasma genitalium 0,58
Escherichia coli I 4.64
EUKARYOTE
PROTOZOA
Plasmodium falciparum . 25
Theileria parva ~10
Babhesia bovis I 94
Toxeplasma gondii I ~80
Eimeria r_encﬁa & ~60 .
Cryptosporidium parvum . ~10
Lﬁshmunfa major ' 33,6
Trypanosoma cruzi ' 40
Entamoeba histolytica . ~20
Giardia lamblia I 12
"~ ANIMALIA A
Caenorhabditis elegans I 100
Brugia malayi 5 ‘ 100
Onchocerca volvulus . ~150
Schistosoma mansoni ‘ 270
Homao sapiens ‘ 3000

speichert und ist in diskrete Einheiten, sogenannte Gene

unterteilt.

Die Gesamtheit aller Gene eines Individuums bezeichnet
man als sein Genom. Bei jeder Zellteilung muss eine Ko-
pie des gesamten Genoms hergestellt werden. Die DNA-
Replikation muss deshalb ausgesprochen genau ablaufen.
In einigen Fillen, wie beispielsweise bei der Sichelzellen-
anidmie ist eine sogenannte Punktmutation, also der Aus-
tausch eines einzigen Basenpaars, fiir die Krankheit ver-

antwortlich.

Parasiten haben im Gegensatz zu Bakterien recht grofie
Genome (Tab. 1). Es ist aber durchaus nicht so, dass die
Grofle des Genoms oder die Anzahl der Chromosomen ei-
ne Aussage iiber die Komplexitit des jeweiligen Orga-
nismus zuldsst. Wihrend der indische Bellhirsch nur 3
Chromosomenpaare hat, hat das Schaf 27. Die Amdbe
Amoeba dubia besitzt sogar einige hundert Chromosomen
und tiber 600 Milliarden Basenpaare! Im Vergleich dazu,
umfasst das menschliche Genom nur etwa 3 Milliarden

Basenpaare (KniGHT 2002).



© Biologiezentrum Linz/Austria; download unter www.biologiezentrum.at

B

Polypeptid-Kette

Ribosomen

3]
A e AS
:
5 o
-
@
o8
2e
o'
% .O..ooooo..'.
o o000’ oecee
o eoee, o, o
() ee®e,
P
3
&°°e  Antikodon
000
000000000000000000000
Kodon

Die Enzyme, die diese soge-
nannte Transkription durch-
fuhren heilen RNA-Polyme-
rasen. Hierbei werden an das
3"-OH-Ende einer wachsen-
den RNA-Kette emzelne Nu-
kleotide angeheftet, und zwar
wird immer die zum Origi-
nalstrang komplementiire Ba-
se eingebaut. In der RNA
nimmt die Base Uracil die
Stelle des Thymins in der
DNA ein. Die Geschwindig-
keit der RNA-Synthese liegt
bei 20-60 Polymerisations-
schritten pro Sekunde (bei
37 7€):

MRNA Es gibt verschiedene RNA-
Typen. Die sogenannte mes-
senger RNA (mRNA) dient
als Vermittler zwischen ei-
nem Gen und seinem Expres-
sionsprodukt, dem Protein.
Bei der Proteinsynthese neh-
men die tRNAs eine zentrale
Rolle ein, denn sie dirigieren
die rnichtige Aminosiure an
die von der mRNA vorgege-
bene Position (Abb. 3a). Jede
tRNA verfligt iiber eine ex-
ponierte Dreiergruppe von
S Nukleotiden, ein sogenann-
tes Triplett, und iiber eine

Aminosdure. Es lagert sich

immer genau jene tRNA an

Abb. 3: Protein-Synthese an den Ribosomen. Die tRNA hat eine kleeblattformige Sekundar-  die mRNA an, welche das
struktur und tragt am ihrem 3'-Ende die durch das jeweilige Triplett (Antikodon) kodierte  zur mRNA komplementire

Aminosaure (A). Die Protein-Synthese findet an den Ribosomen statt. Bei Eukaryoten beste-
hen die Ribosomen aus je einer kleinen, 405, und einer grofen, 60S, Untereinheit. Hier lagert
sich genau jene tRNA an die mRNA an, welche das zum Kodon der mRNA komplementdre

Triplett aufweist. Die Dreier-
gruppe von Nukleotiden auf

Antikodon aufweist. Die tRNA-gebundene Aminosaure wird an die wachsende Peptidkette  der tRNA nennt man Antiko-

geknupft, die leere tRNA wird entlassen, und das Ribosom bewegt sich um eine Triplett-Lan-

ge an der mRNA entlang (B). (Orig.)

3.3 Proteine und Expression

Gene kodieren Proteine und zwar jedes Gen ein Protein,
wobei immer drei Basen fiir eine Aminosaure stehen. Um
die biologische Information, die in einem Gen enthalten
ist, nutzen zu konnen, muss die DNA in RNA transkribiert
werden, denn nur so kann die Information aus dem Zell-
kern geschleust und schlieBlich zum Bau von Proteinen

eingesetzt werden.

don — sie ist komplementir
zum Kodon der mRNA und
entspricht somit dem Triplett
in der DNA. Da es iiber 60 verschiedene Kodons gibt,
muss es auch {iber 60 verschiedene tRNA-Arten geben.
Allerdings gibt es nur 20 Aminoséuren und so iibertragen
manche tRNAs trotzt unterschiedlicher Kodons dieselbe
Aminosiure. Man bezeichnet diese als synonyme tRNA-
Arten.

Die mit je einer Aminosiure beladenen tRNA-Molekiile
treffen sich mit der mRNA an den Ribosomen, hier liufi
die Proteinsynthese ab. Bei Eukaryoten bestehen die Ri-
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Abb. 4: DNA-Hybridisierung. Ein markiertes DNA-Fragment, die sogenannte DNA-Sonde, bindet sich an das komplementare
Stiick in der genomischen DNA des Erregers, welche auf einem festen Tragermedium immobilisiert ist. (Orig.)

bosomen aus je einer kleinen (40S) und einer grofien
(60S) Untereinheit, wobei die kleine Untereinheit aus ei-
ner 18S rRNA und 30 Proteinen und die groie Unterein-
heit aus einer 288, einer 5,85 und einer 58 rRNA und 50
Proteinen besteht. Die kleine und die groBe Untereinheit
lagern sich zu einer funktionellen Einheit, dem Ribosom
zusammen und diese sind als sogenannte Polysomen wie
Perlen an einer Kette an der mRNA aufgereiht (Abb. 3b).

4 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Methoden spielen in der medizini-
schen Mikrobiologie eine ganz wesentliche Rolle. Die ge-
naue Typisierung eines Erregers ist nicht nur in der Dia-
gnostik, sondern auch in der Behandlung und der Uber-
wachung von Infektionskrankheiten von fundamentaler
Bedeutung (WiLLiawms et al. 1999).

Die ersten molekularbiologischen Methoden zum Erre-
gernachweis basierten auf Hybridisierungstechniken un-
ter Verwendung spezifischer DNA-Sonden. Durch die Er-
findung der PCR war dann mit einem Schlag ein Nach-
weis und eine gleichzeitige Differenzierung von vorher
nicht gekannter Sensitivitit moglich.

4.1 Hybridisierung

Die DNA-Hybridisierung basiert darauf, dass genomi-
sche DNA auf einem festen Trigermedium immobilisiert
und mit einem markierten DNA-Fragment, der sogenann-
ten Sonde, hybridisiert wird. In einem Waschschritt wer-

den dann alle ungebundenen Fragmente entfernt, sodass
nur spezifisch gebundene DNA-Sonden hiingen bleiben,
welche mittels Autoradiographie oder Chemilumineszenz
nachgewiesen werden konnen (Abb. 4).

Der grofie Vorteil der DNA-Hybridisierung liegt darin,
dass es sich hierbei um eine sehr schnelle Nachweisme-
thode handelt. Dariiber hinaus kann diese Methode, so-
fern sie ohne Radioaktiv-Sonden durchgefiihrt wird, auch
aullerhalb des Labors angewendet werden, Der Haupt-
nachteil der DNA-Hybridisierung liegt in der Notwendig-
keit einer relativ groBen Menge qualitativ reiner Aus-
gangs-DNA.

4.2 RFLP (= Restriction Fragment Length
Polymorphism)

RFLPs oder Restriktionsfragmentlingen-Polymorphis-
men basieren darauf, dass nach Inkubation der genomi-
schen DNA eines Organismus mit sogenannten Restrik-
tionsendonukleasen DNA-Fragmente unterschiedlicher.
fiir diesen Organismus spezifischen Linge entstehen.

Restriktionsendonukleasen (RENs) sind bakterielle Enzy-
me, die in der Lage sind, DNA an bestimmten Erken-
nungssequenzen zu zerschneiden. Wenn sich zwei Orga-
nismen nun in threr DNA-Sequenz voneinander unter-
scheiden, ergibt dies auch ein unterschiedliches Schnitt-
muster der Restriktionsenzyme: oft geniigt der Unter-
schied in einem einzigen Basenpaar und das Restriktions-
enzym muss an einer anderen, passenden Stelle schnei-
den. Auf diese Weise kommt es zu Lingenunterschieden
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Kasten 2:
Erfindung der PCR

Als Kary MuLis, im Frithjahr 1983 gerade auf dem Weg zu seinem Wochenendhaus war, hatte er fol-
gende Idee: er sollte cinen diagnostischen Test zum Nachweis der Einzel-Basenpaar-Mutation, wel-
che fiir die Sichelzellenanamie verantwortlich ist, etablicren. Seine Uberlegung war nun, dass man an-
statt die Sensitivitit zu erhShen, auch das Zielmolekill amplifizieren kdnnte, indem man spezifische
Primer und eine DNA-Polymerase zur Replikation der Sequenz einsetzt. Er erkannte, dass man die-
sen Vorgang immer und immer wieder wiederholen kann, Zyklus um Zyklus, und so das Zielmolekiil
exponentiell vermehren kann. Dies war die Geburtsstunde der PCR.

Im Dezember 1985 verdffentlichte MuLLIS zusammen mit Kollegen die Ergebnisse seiner ersten prak-
tischen Versuche zu dieser ldee in der angesehenen Zeitschrift Science (Saiki et al. 1985). Die Me-
thodik der PCR wurde dann 1987 publiziert. Die anfangs benutzte DNA-Polymerase wurde aus E. co-
Ii gewonnen. Diese Polymerase ist jedoch hitzeempfindlich, sodass sie nach jeder Denaturierung der Reaktion neu hinzugege-
ben werden musste. Aulerdem konnte der Polymerisationsschritt nur bei 37 °C erfolgen, was oft zu unerwiinschten Nebenpro-
dukten fiihrte. 1988 gelang es Saiki und Kollegen, eine hitzestabile DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Ther-
mus aquaticus zu isolieren. Dementsprechend heiBt die seitdem verwendete Polymerase ., Taq"-Polymerase. Bereits 1985 wur-
de das erste Patent fiir automatisierte Thermocycler eingereicht. Heute stehen uns nicht nur vollautomatisierte PCR-Geriite,
sondern auch weiterfiihrende Techniken wie Real-Time-PCR oder .,in situ*-PCR zur Verfligung.

MuLLis wurde am 28. Dezember 1944 in Lenoir, North Carolina, geboren. Bereits als Kind begeisterte er sich fiir die Natur-
wissenschaften und schon wiihrend seines Studiums betrieb er ein Chemielabor in einem ehemaligen Hithnerstall. Nach seinem
Studium der Biochemie und einer Postdoc-Stelle als Neurochemiker, begann er, sich fiir die Molekularbiologie zu interessie-
ren. 1979 nahm er eine Position als Molekularbiologe bei der Firma Cetus an, wo er dann seine bahnbrechenden Untersuchun-
gen durchfiihrte. MuLLIS erhielt fiir seine die gesamte Biologie revolutionierende Erfindung der PCR im Oktober 1993 den No-

belpreis fiir Chemie.

LT LT LT L L

Abb. 5: RFLP-Muster. Die Erreger-DNA wird mit sogenannten
Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die erhaltenen DNA-
Fragmente werden auf einem Gel ihrer GroBe nach aufge-
trennt, wobei ein fir den jeweiligen Erreger charakteristisches
Bandenmuster entsteht. M: GréBen-Marker, 1-4: Proben.
Probe 1 und Probe 4 zeigen dasselbe Bandenmuster, es dirf-
te sich also um denselben Erreger handeln. (Orig.)

bei den Restriktionsfragmenten — es besteht ein Restrik-
tionsfragment-Lingenpolymorphismus (RFLP). Bei gel-
elektrophoretischer Aufirennung (sogenannter Moleku-

larsiebung nach der Grifle der Fragmente) ergibt sich
dann fir jeden Organismus ein spezifisches Banden-
muster (Abb. 5).

Die Sensitivitit und Spezifitit dieser Methode kann noch
gesteigert werden, indem man einzelne Banden mit Gen-
sonden hybridisiert, Dies sind komplementire Sequen-
zen, die entweder durch radioaktive Isotope oder durch
fluoreszierende Gruppen markiert werden. So kénnen be-
stimmte Banden mittels Fluoreszenz oder, falls radioaktiv
markiert, durch ein Autoradiogramm (Auflage eines
Rontgenfilms) nachgewiesen werden.

4.3 PCR (= Polymerase Chain Reaction)

Ein Grundproblem in der Diagnostik ist die Sensitivitit,
Auch noch lange nach der Etablierung molekularbiologi-
scher Methoden, wie etwa der Hybridisierung, stand man
vor dem Problem, dass die nachzuweisende Menge DNA
oft so gering war, dass sie mit den herkbmmlichen mole-
kularbiologischen Analysemethoden nicht nachweisbar
war. Mit einem Schlag wurde das Problem durch eine ge-
radezu geniale Idee und eine revolutionierende Erfindung
gelost: Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase
chain reaction oder PCR) erméglicht den Nachweis ge-
ringster Mengen genetischen Matenals.

Die Grundidee der PCR ist, kleinste Mengen genetischen
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5'— AGTCTAGTGACTTAGTCCGATCGTGCATGACTCAGGTCA —3’

CCCCCCLEEEECEEEEEEEE et eerrriitl
'~ TCAGATCACTGAATCAGGCTAGCACGTACTGAGTCCAGT —5

l 95°C

5'- AGTCTAGTGACTTAGTCCGATCGTGCATGACTCAGGTCA —3'

1 Doppel-Strang

2 Einzel-Strange
3 TCAGATCACTGAATCAGGCTAGCACGTACTGAGTCCAGT —§’

l 50°C

5 — AGTCTAGTGACTTAGTCCGATCGTGCATGACTCAGGTCA —

L

GTCCAGT —5'  primer-Anlagerung

5'— AGTCTAG

Iy

3'— TCAGATCACTGAATCAGGCTAGCACGTACTGAGTCCAGT —5'

l 72°C

5'— AGTCTAGTGACTTAGTCCGATCGTGCATGACTCAGGICA —3’
CECCEECEEEEE T EErrr

~ GGCTAGCACGTACTGAGTCCAGT —5'
5'— AGTCTAGTGACTTAGTCCGATCG “

LLECELTTEEE T TELET T

3'— TCAGATCACTGAATCAGGCTAGCACGTACTGAGTCCAGT —5'

Kettenverlangerung

5'- AGTCTAGTGACTTAGTCCGATCGTGCATGACTCAGGTCA —3'

CELEEEEELEEEEEPEREEEEEEEEEEE LR T

3'— TCAGATCACTGAATCAGGCTAGCACGTACTGAGTCCAGT —5’

®

2 Doppel-Stringe
5'— AGTCTAGTGACT TAGTCCGATCGTGCATGACTCAGGTCA —3'

IIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||IIIIII|I

'— TCAGATCACTGAATCAG CGTACTGAG

Abb. 6: Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus. 1. Ausgangsmaterial ist ein Stlick doppelstrangige DNA. 2. Die Probe wird
erhitzt, die Wasserstoffbruckenbindungen l6sen sich, der Doppelstrang zerfallt in zwei Einzelstrange. 3. Die Pnimer binden sich
an den jeweils komplementaren Einzelstrang. 4. Die Polymerase verlangert die Primer in 3"-Richtung. 5. Es entstehen zwei Dop-
pelstrange. Diese dienen im nachsten Zyklus als Ausgangsmaterial, d.h. es kommt zu einer exponentiellen Vermehrung. (Ong,)

Materials so weit zu vervielfiltigen, bis dieses mit her-
kommlichen Methoden nachweisbar ist. Und zwar wird
ein Stiick DNA (z.B. ein Gen) durch Hinzugabe kurzer
Oligonukleotide, sogenannter Primer, sowie der einzu-
bauenden Einzelnukleotide und mit Hilfe einer hitzestabi-
len Polymerase exponentiell vervielfiltigt. Das Enzym
DNA-Polymerase hat in lebenden Zellen die Aufgabe, de-
fekte DNA-Striinge zu reparieren und bendtigt daher ei-
nen kurzen intakten Doppelstrang, um mit der Synthese
des neuen Stranges zu beginnen. Bei der PCR wird diese
Situation durch die Primer, welche sich dann an die Ein-
zelstriinge anlagern, geschaffen. Da die DNA-Polymerase

5°-3'-Richtung arbeitet, muss sich der Primer am

3'-Ende der zu polymerisierenden DNA anbinden. Die
gewihlten Primer miissen also jeweils komplementiir zu
dem 3"-Ende eines DNA-Stranges sein. Der Primer darfin
der Anzahl seiner Nukleotide weder zu lang noch zu kurz
sein. Ist er zu kurz, so hybridisiert er unspezifisch, ist er
zu lang, steigt die Hybridisierungszeit. In der Regel ver-
wendet man daher Primer mit einer Linge von etwa 18-30
Basenpaaren. Zu hohe Konzentrationen der Matrizen-
DNA verringern ebenfalls die Ausbeute der PCR, da,
wenn zu viele Originalstringe (= Matrizen) vorliegen,

diese sich eher aneinander binden als an die Primer.

Der Ablauf einer PCR ist in Abbildung 6 schematisch dar-
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gestellt. Die (doppelstringige) Matrizen-DNA wird durch
Hitzebehandlung (95 °C) denaturiert, sodass sich die zwei
Einzelstrdnge voneinander trennen. Die Reaktion wird
dann auf etwa 50 °C (abhingig von den jeweiligen Pri-
mern) abgekiihlt. Bei dieser Temperatur hybridisieren die
Primer an die Einzelstringe. Durch erneute Erwdrmung
(auf 72 °C) beginnt die DNA-Polymerase, die Primer in
3’-Richtung zu verlingern, wobei sie jeweils die zur Ma-
trize komplementiren Einzelnukleotide an den wachsen-
den DNA-Strang anhéngt. So werden, ausgehend von den
Primern, zwei neue DNA-Stringe synthetisiert, die dann
in dem nachsten PCR-Zyklus selbst als Matrize dienen
kénnen. Bei jedem Zyklus wird also die gesamte vorhan-
dene Ausgangs-DNA verdoppelt — es kommt zu einer ex-
ponentiellen Vervielfiltigung der DNA.

In der Regel werden 20-30 Zyklen durchiaufen. Rein the-
oretisch betrigt der Amplifikationsfaktor nach 20 PCR-
Zyklen etwa 106, d.h. aus einem doppelstringigen DNA-
Molekiil konnen 1 Million doppelstrangige Molekiile ent-
stehen. Die tatsichliche Amplifikationsrate ist allerdings
deutlich niedriger, da die Ausbeute pro Zyklus nur 85 %
betragt. Die Fehlereinbaurate liegt bei iiber 30 Zyklen et-
wa bei 0,25 %, d.h., dass eine von 400 Basen falsch gele-
sen wird. Diese Fehler gehen generell auf Fehleinbau, be-
sonders T/C-Transitionen zuriick. Wichtig fir den Erre-
gernachweis ist, dass es nicht zu einer Kontamination mit
Fremd-DNA kommt, da sonst falsch-positive Ergebnisse
auftreten kénnen.

Das Reaktionsprodukt, oder Amplifikat, kann mittels ver-
schiedener Techniken weiter analysiert werden. Die wohl
einfachste Methode ist die Bestimmung der Lange des
PCR-Produkts durch gelelektrophoretische Auftrennung.
Die synthetisierte DNA kann mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff (Ethidium-Bromid) angefirbt und unter UV-Licht
sichtbar gemacht werden. Durch Einsatz spezifischer Hy-
bridisierungssonden kann eine noch hohere Sensitivitit
und Spezifitit erreicht werden (sogenanntes Southern-
Blotting). Eine weitere Moglichkeit ist, wihrend der Hy-
bridisierung ein Restriktionsenzym zuzugeben, mit dem
man schlieBlich verschiedene Restriktionsstellen und da-
mit Mutanten oder einzelne Genotypen nachweisen kann.
Das heifit, man kann mit dieser Oligonukleotidrestriktion
die Verteilung einzelner Restriktionsstellen innerhalb be-
stimmter Gene nachweisen. Zahlreiche Krankheiten, die
auf Punktmutation beruhen oder zumindest nur ein Gen
betreffen, lassen sich so diagnostizieren, wie etwa auch
die Sichelzellenanimie. Eine weitere Mdglichkeit zur Er-
héhung der Spezifitit ist das Einsetzen von geschachtel-
ten Primern. Das Prinzip ist, ein weiteres Primerpaar ein-
zusetzen, dessen Sequenzen innerhalb des ersten Paares

liegen. Das zweite Primerpaar liefert ein Teilfragment des
vorher synthetisierten Produkts. Da diese Methode auf 4
unabhingigen, aber koordinierten Hybridisierungen be-
ruht, wird die Spezifitit der Gesamtreaktion erheblich er-
hoht. Unspezifische Sequenzen der ersten Reaktion wer-
den durch das zweite Primerpaar bis unter die Nachweis-
barkeitsgrenze verdiinnt. Die hdchste Spezifitit liefert
schlieBlich die Entschliisselung der genauen Basenfolge
des gesamten DNA-Molekiils durch Sequenzierung (sie-
he dort).

Die PCR hat vor allem der Diagnostik zahlreiche neue
Moglichkeiten eroffnet. Mit Hilfe der PCR konnen ge-
ringste Mengen DNA, theoretisch ein einziges DNA-Mo-
lekiil eines Erregers nachgewiesen werden. Zwar dient in
der Regel doppelstringige DNA als Matrize, jedoch kann
auch RNA als Probenmateriai eingesetzt werden. Diese
muss nur zuerst mittels des Enzyms Reverse Transkripta-
se in die sogenannte cDNA (complementary DNA), wel-
che dann in der PCR als Matrize fungiert, umgeschrieben
werden. Durch Einsatz von RNA als Probenmaterial las-
sen sich Aussagen liber den Expressionszustand einzeiner
Gene machen und dies hat unmittelbar klinischen Bezug,
da so zum Beispiel zwischen einer latenten und einer ak-
tiven Infektion unterschieden werden kann (WILLIAMS et
al. 1999).

Als Probenmaterial eignen sich Blut, Urin, Biopsie- und
Autopsiema_terial, Wasser- und Bodenproben, Fossilien,
Haare, einz.elne Zellen und auch fixierte und eingebettete
Gewebe. Es kann sogar archéologisches Material unter-
sucht werden, was vor allem fiir epidemiologische und
evolutionsbiologische Untersuchungen von Interesse ist.
Es konnten bereits Fragmente der ribosomalen DNA von
425 Milliarden Jahre alten aus Salzgestein-Proben isolier-
ten Bakterien mittels PCR amplifiziert werden (FisH et al.
2002).

4.4 RAPD (= Random Amplified Polymorphic
DNA)

Durch die PCR ist es mdglich, selektiv ganz spezifische
Zielsequenzen aus einem heterogenen Gemisch, wie der
genomischen DNA, in vitro zu amplifizieren. DNA-Poly-
morphismen hingegen lassen sich auch dann nachweisen,
wenn die Basensequenz unbekannt ist und dies gelingt mit
Hilfe der RAPD-Technik (oder auch arbitrarily primed
PCR genannt), also durch zufillig vervielfdltigte DNA
bzw. durch willkiirlich gestartete PCR.

Bei dieser PCR binden sich kurze Primer bekannter Se-
quenz an thren komplementéren Bindungsort in der Pro-
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ben-DNA, der jedoch nicht bekannt, sondern rein zufillig
ist. Statistisch gesehen befindet sich in einem grofien Ge-
nom alle 10" Basen ein zu einem solchen Primer komple-
mentirer Bindungsort. Die Anzahl der zwischen diesen
Bindungsorten liegenden Basen bestimmt, ob dieser
durch die Primer eingegrenzte Bereich amplifiziert wird
oder nicht. AuBerdem hat die fiir die Synthese eingestell-
te Zeit einen Einfluss darauf, ob ein eingegrenzter Bereich
amplifiziert werden kann. Nur wenn innerhalb der vorge-
gebenen Zeit ein Strang von einem Bindungsort zu einem
zweiten synthetisiert wird und die Bindungsorte innerhalb
von etwa 5000 Basenpaaren liegen, erhilt man nach der
PCR ein Amplifikationsprodukt.

Die RAPD-Fingerprinting Methode gliedert sich in die
Arbeitsschritte DNA Isolierung, Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR), Gelelektrophorese und Nachweis der amplifi-
zierten Banden. Das erzielte Bandenmuster ist in der Re-
gel hochspezifisch. Der groBe Vorteil dieser Methode
liegt in dem relativ geringen Arbeitsaufwand. Es konnen
schnelle Ergebnisse fiir die Untersuchung der genetischen
Variabilitit innerhalb und zwischen Populationen erzielt
werden.

4.5 DNA-Sequenzierung

Unter Sequenzieren versteht man die Entschliisselung der
Reihenfolge der Nukleotide bzw. Basen in einem be-
stimmten DNA-Stiick. Grundsitzlich kann die Sequenzie-
rung von DNA nach zwei verschiedenen Prinzipien
durchgefiihrt werden. Einerseits durch Zerlegung eines
DNA-Fragments in alle denkbaren, unterschiedlich lan-
gen DNA-Bruchstiicke ( Verfahren nach Maxam und Gi-
BERT), oder, andererseits, durch Synthese aller denkbaren,
unterschiedlich langen DNA-Einzelstriinge komplemen-
tar zu dem zu sequenzierenden DNA-Fragment (Verfah-
ren nach SANGER). Im Gegensatz zum MAXAM-GILBERT-

Die am hilufigsten angewendete Methode zur Entschliisselung von DNA ist die DNA-Sequenzierung
nach Sancer. Der englische Biochemiker Fredenck Sancer wurde 1918 in Rendcomb (Gloucester-
shire) geboren und lehrte von 1944 bis 1983 als Professor an der Universitiit von Cambridge. Er konn-
te 1953 die Aminosiuresequenz des Insulins aufklaren und entwickelte in den 70er Jahren die Ket-
tenabbruch-Methode zur Sequenzanalyse von DNA (SanGER et al. 1977). SanGer erhielt fiir seine Ar-
beiten 1958 und 1980 den Nobelpreis fiir Chemie.

Verfahren, bei dem das zu sequenzierende DNA-Frag-
ment zuerst isoliert und gereinigt werden muss, erlaubt es
die SanGer-Methode, ein DNA-Fragment direkt im bio-
logischen Material zu sequenzieren. Die Methode nach
SanGeRr, welche auch als Kettenabbruch- oder Didesoxy-
nukleotidverfahren bezeichnet wird, hat sich daher in den
letzten Jahren durchgesetzt.

Als Ausgangsmaterial werden 1 bis 10 pg einzelstringiger
DNA bendtigt. Liegt die DNA doppelstringig vor, so
muss sie zuerst bei 95 °C denaturiert werden. Eine DNA-
Sequenzierung umfasst die Schritte DNA-Isolierung,
PCR, Sequenzier-PCR, gelelektrophoretische Auftren-
nung und Detektion. Die Sequenzier-PCR unterscheidet
sich von der normalen PCR dadurch, dass nur ein Primer
(Oligonukleotid) eingesetzt wird. Bei unbekannter Se-
quenz der Probe kann mit Hilfe von Enzymen ein bekann-
ter DNA-Abschnitt in die Probe integriert werden. AuBer-
dem wird zusatzlich zu den Desoxyribonukleosid-Tri-
phosphaten (dATP, dTTP, dGTP und dCTP) eine geringe
Konzentration von mit radioaktivem Phosphor markierten
Didesoxyribonukleosid-Triphosphaten (ddATP, ddTTP,
ddGTP und ddCTP) zugegeben. Wird ein Didesoxyribo-
nukleosid-Triphosphat in den neuen Strang eingebaut, so
kann die DNA-Polymerase aufgrund der fehlenden OH-
Gruppe am C;-Atom die Synthese nicht fortsetzen und
fillt vom Strang ab. So erhiilt man nach etwa 30 Zyklen al-
le moglichen, sich in ihrer Linge jeweils um nur ein ein-
ziges Nukleotid unterscheidenden Strangliangen, bis hin
zum komplett synthetisierten Strang. Die Proben werden
anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt, wobei die
DNA-Fragmente, abhingig von ihrer Grofe, unterschied-
lich schnell zum Pluspol wandern. Dadurch, dass immer
die letzte Base eines Stranges markiert ist, kann die Se-
quenz dann auf einem Rontgenfilm abgelesen werden.
Heute wird allerdings hauptsachlich mit fluoreszenzmar-
kierten Nukleotiden gearbeitet, was eine vollautomatische
Sequenzierung durch Laser-Detektion erlaubt.
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Auf diese Weise kdnnen nicht nur die Sequenzen einzel-
ner DNA-Fragmente sondern ganzer Genome entschliis-
selt werden. Das erste vollstindig entschliisselte Genom
eines vielzelligen Organismus war das von Caenorhabdi-
tis elegans, einem Nematoden. In der Parasitologie beste-
hen Genomprojekte flir Brugia malayi, Fasciola hepatica,
Leishmania, Plasmodium und Entamoeba (BLAXTER et al.
1999; DEGRAVE et al. 2001 ; TARLETON & KISSINGER 2001).
Durch die Kenntnis der gesamten Genome von Krank-
heitserregern eroffnen sich unzdhlige neue Méglichkei-
ten, sowohl in der Diagnostik, als auch in der Behandlung
und Privention parasitirer Erkrankungen.

4.6 Klonieren

Ein Klon ist eine Bakterien- oder Zellkolonie, die sich
durch Teilung aus einer einzigen Zelle gebildet hat. Alle
Zellen dieser Kolonie besitzen also eine identische gene-
tische Ausstattung. Unter Klonieren versteht man das
Heranziichten einer Gruppe von Organismen, die dassel-
be rekombinante DNA-Molekiil enthalten.

Hierzu wird in der Regel das betreffende Gen oder Gen-
Fragment zuerst aus einem Organismus isoliert, wobei der
erste Schritt zur Klonierung ist, von einem solchen Orga-
nismus eine Genbank anzulegen, d.h. seine gesamte Gen-
information oder zumindest einen spezifischen Teil davon
in kleinen ,,Portionen® in fremden Zellen (meist Escher-
ichia coli) zu speichern. Die DNA wird mit Restriktions-
endonukleasen geschnitten und anschliefend gelelektro-
phoretisch analysiert. Dann werden spezifische DNA-
Fragmente hergestellt, in einen Vektor (Plasmid) einge-
baut und in den Empfangerorganismus, also in das Bakte-
rium eingeschieust. Dieser Vorgang des gezielten Einbrin-
gens von fremder DNA in einen Wirtsorganismus, aus
dem dann Nachkommen mit der rekombinanten DNA ge-
zogen werden, wird Klonierung genannt. Neukombinierte
DNA aus Bakterien-DNA und eingesetzter DNA wird re-
kombinante DNA genannt. Das Bakterium vermehrt sich
~ und somit auch das eingeschleuste DNA-Fragment —
und erzeugt mit jeder Zellteilung, also etwa alle 20 Minu-
ten, eine identische Kopie der eingebauten DNA. In einer
Stunde kann man auf diese Weise 2°, also acht Kopien des
eingeschleusten DNA-Fragments gewinnen.

Die Wirtsorganismen exprimieren die eingefiigte DNA
wie ihre eigene, d.h. sie stellen deren Gen-Produkte (Pro-
teine) her. Dieser Mechanismus ist von zentraler Bedeu-
tung fiir die Genomforschung. Wenn man ein Gen findet,
dessen Aufgabe im KGSrper aber nicht kennt, kann man es
in einem Bakterium exprimieren und so gezielt das Pro-
tein finden, das es kodiert.

Gen-Klonierung bzw. rekombinante DNA-Technik sind
inzwischen Standardmethoden in den Biowissenschaften
und haben unzihlige Anwendungen in der Medizin, Bio-
technologie und eben der Genomforschung gefunden. So
kann beispielsweise ein immunogenes Parasitenprotein
kloniert werden und dann in der Serodiagnostik eingesetzt

werden.

5 Einsatz von molekularbiologischen Me-
thoden in der Parasitologie

Molekularbiologische Methoden sind nicht nur in der
Diagnostik von Parasitosen von groflem Wert, sondern
auch in vielen anderen Gebieten, wie der Epidemiologie
und Populationsgenetik, der Entwicklung neuer Wirk-
und Impfstoffe und vor allen Dingen der Phylogenie
(GASSER 1998; MCKEAN et al. 1999).

5.1 Diagnostik

Die drei Meilensteine in der Diagnostik von Infektions-
krankheiten sind Mikroskopie, Immunologie und Mole-
kularbiologie. Besonders die Erfindung der PCR hat die
Diagnostik geradezu revolutioniert und bereits mit der Pu-
blikation der PCR wurde die erste Anwendungsméglich-
keit beschrieben: die prinatale Diagnostik der Sichelzel-
lenandmie. Die Sichelzellenandmie beruht auf einer
Punktmutation, gegeniiber dem Wildtypallel ist beim
Sichelzellenalle! eine Base vertauscht und dadurch wird
eine Restriktionsschnittstelle zerstort. In der Diagnostik
wird ein 110 bp langer Abschnitt, der diese Restriktions-
schnittstelle iiberspannt, amplifiziert und untersucht. Ge-
sunde zeigen zwei Fragmente, Kranke haben nur ein un-
geschnittenes Fragment, und heterozygote Triger zeigen
ein Muster aus 3 Fragmenten (ein ungeschnittenes und
zwei geschnittene). Die Diagnose ldsst sich durch die PCR
innerhalb von 10 Stunden stellen, wihrend mit herkomm-
lichen Diagnostikmethoden mehrere Tage nétig sind. Die-
se Methode zum Nachweis von Punktmutationen lésst
sich auch bei anderen Krankheiten, wie der Phenylketo-
nurie, b-Thalassdmie und der Hamophilie A und B an-

wenden.

Die parasitologische Diagnostik war eines der letzten
Fachgebiete, in das molekularbiologische Methoden Ein-
zug gehalten haben, und zwar hauptsichlich deswegen,
weil sich die meisten Parasiten schon mikroskopisch recht
gut nachweisen lassen. Viele molekularbiologische Tech-
niken erfordern einen oft erheblichen Gerdteaufwand und
sind dariiber hinaus sehr kostspielig, sodass deren Einsatz



nur in Einzelfallen oder in Spezialfragestellungen der pa-
rasitologischen Diagnostik zu rechtfertigen ist.

Wichtige Anwendungsgebiete molekularbiologischer
~ Methoden in der parasitologischen Diagnostik sind etwa
die Detektion einer reaktivierten Toxoplasma gondii-In-
fektion bei AIDS-Patienten, der Nachweis von Koinfek-
tionen mit Plasmodium falciparum und P, vivax, die Dif-
ferenzierung zwischen der pathogenen Entamoeba histo-
Iytica und der apathogenen E. dispar und der Nachweis
therapieresistenter Plasmodium spp. Stimme. Bei diesen
Ausnahmen ist entweder die Parasitendichte sehr niedrig
oder eine Unterscheidung zwischen morphologisch nicht
differenzierbaren Organismen nétig oder serologische
Methoden lassen, z.B. wegen des Immunstatus des Pa-
tienten, keine schliissige Aussage erwarten. In allen die-
sen Fillen sind molekularbiologische Techniken von un-
schétzbarem Wert. Dariiber hinaus kann durch Anwen-
dung molekularbiologischer Techniken in vielen Fillen
sehr viel Zeit erspart werden, denn durch vollautomati-
sierte Testmethoden kénnen grofle Probenmengen im Pa-
rallelansatz bearbeitet werden. Aufierdem kann durch An-
wendung molekularbiologischer Techniken auch die Para-
sitenlast quantifiziert werden, und dies spielt fiir die Be-
handlung eine ganz wesentliche Rolle. In der parasitolo-
gischen Diagnostik sind vor allem Hybridisierungstechni-
ken von grofler Bedeutung, und zwar aufgrund ihrer
Schnelligkeit und ihres geringen Geriteaufwandes. Die
Zielsequenzen sind in der Regel hochrepetitive Sequen-
zen, um so eine hohe Sensitivitdt zu erreichen. Als
Schnelltests stehen RFLP und RAPD zur Verfiigung; neue
Technologien sind der Elektro-Rotations Assay (ERA)
und die Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH). Bei
einer ganzen Reihe von Parasiten sind molekularbiologi-
sche Nachweismethoden etabliert (WEIss 1995; SINGH
1997; MCKEAND 1998; MORGAN & THOMPSON 1998) und
diese werden unten angefiihrt.

5.1.1 Leishmania spp.

Die Leishmaniosen sind, wegen der unbestimmten Symp-
tome, der geringen Parasitendichte im klinischen Material
und der morphologischen Ahnlichkeit, ja Ubereinstim-
mung der Leishmania-Arten oft schwer zu diagnostizie-
ren. Da auch die Kultivierung nicht immer problemlos ist
und zudem nicht geringen Aufwand erfordert, haben mo-
lekularbiologische Methoden in der Diagnostik der Leish-
maniosen immer mehr an Bedeutung gewonnen.

DNA-Sonden sind meist gegen die DNA des Kinetopla-
sten (kDNA) gerichtet. Diese ist deshalb besonders geeig-
net, weil sie in multiplen Kopien vorliegt. Zum Nachweis

von L. donovani wird auch eine 60-bp Wiederholungsse-
quenz (Lmet2) als Zielsequenz eingesetzt. Als Untersu-
chungsmaterial dient Blut.

5.1.2 Trypanosoma spp.

In der chronischen Phase von Morbus Chagas zirkulieren
nur sehr wenige Parasiten im Blut. Da hier mikroskopische
Techniken nicht ausreichen, haben serologische Methoden,
die sogenannte Xenodiagnose, und, in den letzen Jahren,
zunehmend auch molekularbiologische Methoden grof3e
Bedeutung gewonnen, und zwar vor allem zum Nachweis
von chronischen Infektionen und zum Nachweis des Erre-
gers wihrend der asymptomatischen Phase der Infektion.

Hier kommen vor allem die Minicircle kDNA (330-bp)
und eine 195-bp Satelliten DNA-Sequenz zum Einsatz.
Bei der afrikanischen Schlafkrankheit dient eine 177-bp
hochrepetitive Sequenz als Zielsequenz. Als Untersu-
chungsmaterial wird Blut verwendet.

5.1.3 Toxoplasma gondii

T. gondii kann beim sich entwickelnden Fotus und bei ei-
ner Reaktivierung beim Immunsupprimierten eine schwe-
re Krankheit mit hoher Letalitdt hervorrufen, weshalb ei-
ne schnelle und spezifische Diagnostik von groBter Wich-
tigkeit ist. Da die Serologie beim Immunsupprimierten
schwierig ist, und beim Fétus nur schwer zwischen miit-
terlichen und kindlichen Antikérpern unterschieden wer-
den kann, ist in beiden Féllen der Nachweis mittels mole-
kularbiologischer Methoden durchaus von Bedeutung.

Zahlreiche PCR-Tests sind etabliert, wobei vor allem die
Gene fiir das B1 und das P30 Oberflachenprotein als Ziel-
molekiile fungieren. Als Untersuchungsmaterial kommen
Liquor, Amnion-Fliissigkeit und Nabelschnurblut zum
Einsatz.

5.1.4 Cryptosporidium parvum

C. parvum ist ein Durchfallerreger und hat bei Immunsup-
primierten grofie Bedeutung. Auflerdem war C. parvum
wiederholt in trinkwasserassoziierte Durchfall-Epide-
mien, wie den Kryptosporidiose-Ausbruch von Milwau-
kee involviert. Schnelle, automatisierte und hochsensitive
Nachweismethoden sind also von groer Bedeutung.

Eine ganze Reihe von auf der PCR basierenden Techniken
zum Nachweis von Cryptosporidium stehen zur Verfu-
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gung. AuBerdem wurde ein Nachweis mittels FISH-Tech-
nik etabliert. Es werden sowohl Umweltproben als auch
Stuhlproben untersucht.

5.1.5 Plasmodien

In der Malaria-Diagnostik kommen molekularbiologische
Methoden vor allem zum Nachweis gemischter Plasmo-
dium falciparum und P, vivax-Infektionen oder in Fillen
von geringer Parasitimie zum Einsatz. Ein weiteres wich-
tiges Anwendungsgebiet ist das Herausfinden therapiere-
sistenter P, falciparum-Stimme in bestimmten geographi-
schen Regionen.

Als Zielsequenzen kommen hauptséchlich das 18S rRNA-
Gen fiir eine PCR und die 21-bp Wiederholungssequenz
zur Hybridisierung zum Einsatz. Diese Wiederholungs-
sequenz kommt im Genom von P, falciparum an vielen
Stellen vor, fehlt aber bei den anderen drei humanpatho-
genen Plasmodium-Spezies. Das Untersuchungsmaterial

ist Blut.

5.1.6 Entamoeba histolytica

Bei der Amébose sind molekularbiologische Techniken
vor allem von Bedeutung, um zwischen der apathogenen
E. dispar und der pathogenen E. histolytica unterschei-
den zu kénnen. Ein weiterer Einsatz ergibt sich aus epi-
demiologischen Fragestellungen, ndmlich, um den Erre-
ger auch bei asymptomatischen Trigern nachweisen und
somit einer weiteren Ausbreitung entgegenwirken zu
konnen.

E. histolytica und E. dispar konnen anhand ihrer 18S rDNA-
Sequenzen voneinander unterschieden werden. AuBer-
dem kann auch eine 145-bp Wiederholungssequenz
(P-145), die in allen pathogenen Stammen vorkommt und
nur 44 % Identitit zu der 133-bp Wiederholungssequenz
(B-133) von apathogenen Stdmmen zeigt, als Zielse-
quenz eingesetzt werden. Das Untersuchungsmaterial ist
Stuhl.

5.1.7 Freilebende Amdben

Molekularbiologische Nachweismethoden kommen vor
allem bei den sehr seltenen Infektionen des Gehirns mit
freilebenden Amoben zum Einsatz, da die Erregerdichte
im Liquor meist sehr niedrig ist und serologische Metho-
den hier, insbesondere bei der GAE, nicht anwendbar
sind. Auch bei der Acanthamoeba-Keratitis sind moleku-

larbiologische Methoden durchaus von Bedeutung, da bei
Akanthamében eine Differenzierung aufgrund morpholo-
gischer Merkmale nicht moglich ist.

Die Zielsequenz fiir den Nachweis freilebender Amoben
ist in der Regel die 18S rDNA, da so auch gleichzeitig
eine Identifizierung moglich ist. Weiters werden bei Nae-
gleria spp. zur Spezies-Differenzierung auch RFLPs ein-
gesetzt. Als Untersuchungsmaterial dient bei den Infek-
tionen des Gehirns vor allem Liquor, bei der Acantha-
moeba-Keratitis ein Hornhautgeschabsel.

5.1.8 Mikrosporidien

Mikrosporidien sind obligat intrazelluldr lebende Erreger,
welche vor allem bel immunsupprimierten, insbesondere
bei HIV-Patienten, schwere Infektionen hervorrufen kén-
nen. Wegen ihrer geringen GroBe und der Verschiedenar-
tigkeit des Probenmaterials ist der Nachweis mit mikro-
skopischen Techniken schwierig.

Ein PCR-Nachweis mit anschlieBender RFLP-Analyse
und auch eine Nested PCR wurden etabliert und erfolg-
reich zum spezifischen Nachweis eingesetzt. Als Untersu-
chungsmaterial kommen Stuhl, Urin, Sputum, Liquor und
verschiedenste Gewebeproben in Frage.

5.1.9 Mikrofilarien

Der Nachweis von Mikrofilarien ist wegen der geringen
Erregerdichte, und weil die Mikrofilarien nur zu be-
stimmten Zeiten im peripheren Blut zu finden sind, oft
schwierig. Hier bieten molekularbiologische Methoden
einen enormen Vorteil.

Zum Einsatz kommen eine PCR bei Loa loa und die De-
tektion einer 150-bp Wiederholungssequenz (O-150) mit
einer DNA-Sonde bei Onchocerca volvulus. Eine kombi-
nierte Methode aus PCR und anschlieBender Hybridisie-
rung steht bei Brugia malayi und Wuchereria bancrofti
zur Verfiigung. Blut dient als Untersuchungsmaterial.

5.2 Epidemiologie

Die Molekulare Epidemiologie nutzt biochemische und
molekularbiologische Techniken, um die genetische Varia-
bilitdt von Krankheitserregern zu erfassen, Infektions-
krankheiten zu iiberwachen und epidemiologische Zu-
sammenhinge aufzukldren. Es werden sowohl genetische
als auch Umwelt-Faktoren, vor allem auch unter umfas-



sender Einbeziehung statistischer Methoden beriicksich-
tigt. Letztlich so!l durch molekulare Typisierung und Er-
mittlung der Pathogenitit und Wirkstoff-Resistenz
der Erreger und durch Identifikation von Risikegruppen
in der Bevdlkerung eine optimale Therapie bzw. eine
Pravention von Infektionskrankheiten erzielt werden
(THOMPSON et al. 1998).

Zahlreiche Spezies weisen eine erhebliche genetische
Diversitit auf, die man sich zu Nutze machen kann, um in
Krankheitsausbriiche involvierte Stimme zu typisieren.
Einerseits konnen mit Hilfe der PCR definierte Parasiten-
Gensequenzen in geringsten Mengen nachgewiesen wer-
den, und andererseits kann durch Sequenzierung eine
groftmogliche Spezifitit erreicht werden. Auf diese
Weise konnen alle drei Glieder einer Infektionskette, der
Erreger, der Vektor und der Wirt (wenn vorhanden) genau
identifiziert werden und das Zustandekommen von Epi-
demien aufgeklirt und Infektionskrankheiten iiberwacht
werden (TIBAYRENC 1998). Beispielsweise konnte bei dem
Kryptosporidiose-Ausbruch von Milwaukee, von dem
400.000 Menschen betroffen waren, durch molekular-epi-
demiologische Untersuchungen abgeklart werden, dass
alle involvierten Personen mit dem gleichen Cryptospori-
dium-Stamm infiziert waren und dass dieser Stamm durch
anthropogene Verunreinigung in das Trinkwasser gelangt
war (THOMPSON et al. 1998).

Eine weitere Fragestellung ist der Zusammenhang zwi-
schen genetischer Variabilitét und biologischer Diversitit.
Beispielsweise ist nach wie vor ungeklirt, ob es sich bei
Trypanosoma brucei gambiense, dem Erreger der Schlaf-
krankheit in West-Afrika, T. brucei rhodesiense, dem
Erreger der Schlafkrankheit in Ost-Afrika, und 7. brucei
brucei, dem Erreger der Rinder-Trypanosomose, um tat-
sdchliche phylogenetische Einheiten handelt. Fir die
Gruppe der Nematoden konnte durch einen Vergleich der
18S rDNA gezeigt werden, dass der Parasitismus inner-
halb dieses Taxons zumindest viermal unabhéngig von-
einander entstanden ist (BLAXTER et al. 1998).

5.3 Therapie und Prophylaxe

Die Entwicklung neuer, schneller DNA-Sequenzierungs-
technologien liefert ungeheure Quantitdten genomischer
Rohinformation — von der Analyse exprimierter Gene bis
hin zur Sequenzierung vollstdndiger Genome. So kénnen
neue, wesentliche Unterschiede zwischen den Parasiten
und ihren Wirten aufgedeckt werden, welche moglicher-
weise fur die Entwicklung zukiinftiger Therapeutika und
Impfstoffe von Nutzen sein konnen.

5.3.1 Entwicklung antiparasitdrer Wirkstoffe

Die Entwicklung neuer antiparasitirer Wirkstoffe ist von

-ausgesprochen groBer Bedeutung, da bei vielen Parasiten,

vor allem in den Genera Plasmodium und Trypanosoma,
aber beispielsweise auch bei Trichomonas zunehmend
Resistenzen aufireten. Durch automatisierte Screening-
Verfahren kénnen einerseits potentielle Wirkstoff-Kandi-
daten rasch untersucht werden — durch Screening-Metho-
den mit hohem Durchlauf kdénnen ganze Wirkstoff-Bi-
bliotheken durchgetestet werden. Andererseits er6ffnen
sich durch die Fiille an Sequenzinformation vollkommen
neue Wege in der Wirkstoffentwicklung. Beispielsweise
kénnen durch die sogenannte Knock-out-Technik be-
stimmte Gene des jeweiligen Parasiten ausgeschaltet wer-
den und dadurch die Funktion des kodierten Proteins er-
mittelt werden. Es ldsst sich zeigen, welche Gene fiir das
Uberleben des Parasiten essentiell sind, und mit diesem
Wissen kdnnen gezielt neue Wirkstoffe entwickelt werden
(Gutierrez 2000). Bei der Entwicklung sogenannter
»Designer-Substanzen wird ein Zielmolekiil identifi-
ziert, durch Kristallographie die dreidimensionale Struk-
tur aufgeklért, und dann werden spezifische Inhibitoren
entwickelt, die gegen das aktive Zentrum des Zielmole-
kiils gerichtet sind (BARRETT et al. 2000).

An dem Modellorganismus Caenorhabditis elegans konn-
ten durch Expression bestimmter Gene bereits zahlreiche
Wirkstoff-Kandidaten zur Behandlung von Nematoden-
Infektionen ermittelt werden (HAsHMI et al. 2001). Bei
Leishmanien konnte ein neuer, wenn auch toxischer Inhi-
bitor, das Flavopiridol entdeckt werden. Diese Substanz
fiihrt bei Leishmania zu einer Unterbrechung des Zell-Zy-
klus (MCKEAN et al. 1999). In der Regel wird nach einem
biochemischen Ablauf oder einem Enzym gesucht, das nur
bei dem Parasiten nicht aber beim Menschen vorkommt.
So konnte Trypanothion in Trypanosoma brucei, oder der
Shikimat-Weg, der fiir die Gruppe der Apicomplexa, zu
der zahlreiche wichtige Parasiten, wie Plasmodium oder
Toxoplasma gehoren, charakteristisch ist, entdeckt wer-
den (GUTIERREZ 2000; GuLL 2002; ROBERTS et al. 2002).

5.3.2 Entwicklung von Vakzinen

Die zunehmende Information, die durch die bereits lau-
fenden und geplanten Genomprojekte zur Verfiigung
steht, 1dsst auch in der Entwicklung von anti-parasitéren
Vakzinen auf Erfolge hoffen. Die Technik der genetischen
Immunisierung erlaubt ein einfaches und rasches Austes-
ten potentieller Vakzin-Kandidaten. Durch die ,,Microar-
ray“-Technik und computerunterstiitzte Auswertungen
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kann in kiirzester Zeit eine unglaubliche Anzahl an Ziel-
molekiilen durchgetestet werden und auBerdem vorausge-
sagt werden, welche Genprodukte zum richtigen Zeit-
punkt am richtigen Ort und somit als immunologische
Angriffsmolekiile geeignet sind. Weiters ist die Immuni-
sierung mit nackter DNA eine neue und sehr vielverspre-
chende Methode in der Priavention und der Behandlung
von Infektionskrankheiten (BARRETT et al. 2000).

Durch die Explosion an Information erwartet man in den
nichsten Jahren eine ganze Reihe neuer Vakzin-Kandida-
ten in der Parasitologie (MCKEAN et al. 1999). Eine Erre-
ger-Gruppe, bei der man tatsdchlich optimistisch ist, in
den néchsten Jahren in der Impfstoffentwicklung voran-
zukommen, sind die Leishmanien. Beispielsweise wird
das erste rekombinante Antigen, das als Impfstoff gegen
Leishmaniose eingesetzt wurde, das Letshmaniolysin
oder gp63, noch immer als vielversprechender Kandidat
gehandelt (HANDMAN 2001). Die erste kommerziell er-
werbliche rekombinante Anti-Parasiten-Vakzine war in-
teressanterweise ein Impfstoff gegen einen Ektoparasiten,
nidmlich gegen Boophilus microplus, eine Zecken-Art, die
an Rindern parasitiert. Boophilide haben nicht zuletzt als
Ubertriger des durch Babesien hervorgerufenen Texasfie-
ber veterinirmedizinische Bedeutung und die effektivste
Weise von Vektoren iibertragene Krankheiten in den Griff
zu bekommen, ist jene, die Vektoren zu bekiampfen
(WILLADSEN 2001).

5.4 Phylogenie

Das Hauptanwendungsgebiet molekularbiologischer Me-
thoden in der Parasitologie ist sicherlich die Phylogenie.
Die moderne Phylogenetik wire ohne die Anwendung
molekularbiologischer Techniken kaum denkbar, denn da-
durch, dass man nun anstatt der nur subjektiv bewertbaren
morphologischen Merkmale, die Gene der Organismen
vergleichen kann, kénnen auch Organismen beriicksich-
tigt werden, welche wegen ihrer geringen Grofle oder
ihrer wenig charakteristischen Morphologie schwer zu
klassifizieren waren. Gerade fiir die Untersuchung der
Phylogenie vieler Parasiten ist daher die Molekularbiolo-
gie von grofBter Bedeutung, da einerseits zahlreiche Para-
siten, wie etwa die meisten Protozoen, nur wenige tat-
sachlich spezifische morphologische Merkmale aufwei-
sen und da, andererseits gerade Parasiten oftmals in An-
passung an ihre parasitire Lebensweise eine sehr abge-
wandelte oder reduzierte Morphologie und Physiologie
aufweisen. Allerdings muss festgehalten werden, dass ein
,,Gen-Stammbaum®, gleichgiiltig welches Gen man unter-
sucht, die tatsichlichen phylogenetischen Beziehungen

immer nur zum Teil widerspiegeln kann.

Immerchin konnte durch molekularbiologische Techniken
gezeigt werden, dass viele sehr einfach erscheinende Or-
ganismen nicht tatsdchlich urspriinglich sind, sondern in
Anpassung an den jeweiligen Lebensraum sekundire Re-
duktionen aufweisen. Dies gilt zum Beispiel fuir die
Mikrosporidien, fiir die Amdben, aber auch fiir die ge-
samte Gruppe der Kinetoplastida, zu denen so wichtige
Parasiten, wie die Trypanosomen und Leishmanien geho-
ren (siehe Beitrag ,,Phylogenie®).

6 Zusammenfassung

Die Werkzeuge der Molekularbiologie gewinnen auch
fiir die Parasitologie immer mehr an Bedeutung. Die
zahlreichen Genom-Projekte, sowohl in der Protozoo-
logie, als auch in der Helminthologie erlauben grofie
Fortschritte im Studium der Biologie von Parasiten
und in der Verbesserung der Diagnostik, der Behand-
lung und der Prophylaxe vieler Parasitosen.

Molekularbiologische Methoden haben in der Parasi-
tologie ihre Hauptanwendungsgebiete sicherlich in
epidemiologischen und in phylogenetischen Studien.
Dennoch sind diese Methoden beispielsweise bei mor-
phologisch nicht unterscheidbaren Spezies unter-
schiedlicher Pathogenitiit auch in der Diagnostik von
unschitzbarem Wert. Bestimmte DNA-Sequenzen er-
moglichen einen hohen Grad an Spezifitit, und die
PCR erlaubt einen ausgesprochen hohen Grad an Sen-
sitivitdt. Neue Techniken, wie zum Beispiel die “DNA-
microarrays”, lassen schnellste Screening-Tests zu,
und die Moglichkeit, Genom-Daten zu nutzen, erhoht
die Optionen in der Prophylaxe und Therapie von Pa-
rasitosen. Dennoch muss festgehalten werden, dass die
weitaus meisten dieser Techniken sehr laborintensiv
und auflerdem durchwegs teuer sind und deshalb, und
zwar gerade in jenen Lindern, in denen die wichtig-
sten Parasitosen tatsichlich endemisch sind, oft nicht
einsetzbar sind.

Schliisselwdrter: Molekularbiologie, DNA, PCR,
Sequentzieren, Diagnostik, Phylogenie.
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