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1. EINLEITUNG

1.1 Schistosoma mansoni

Der humanpathogene Wurmparasit Schistosoma mansoni und andere Mitglieder der
Familie der Schistosomatidae sind die einzigen Vertreter der Trematoden, die getrennte
Geschlechter entwickelt haben. Die adulten Entwicklungsstadien zeigen einen ausgeprigten
Geschlechtsdimorphismus  (Abbildung 1.1).  Schistosoma mansoni  durchlduft einen
komplexen Lebenszyklus mit einem obligaten Wirts- und Generationswechsel sowie zwei frei
lebenden  Larvenstadien. Die Infektion eines
Vertebraten als Endwirt erfolgt im Wasser durch die
Penetration der Gabelschwanzlarven (Cercarien) in die
Haut. Im Wirt folgt die Transformation der Cercarien-
Kopfe zu Schistosomulae, die in Kapillaren und
Lymphgefie eindringen, die Lunge und das Herz
passieren und schlieflich als adulte Wiirmer das
Pfortadersystem der Leber erreichen. Hier kommt es zur
Paarung der Adulten. Mit dem Blutstrom gelangen die
Parchen in die Mesenterien des Darms, wo die
Weibchen pro Tag rund 300 nicht-embryonierte Eier

ablegen. Diese durchbrechen durch die Sekretion

lytischer Enzyme die Wand der Venen und gelangen in

Abbildung 1.1: Adulte S. mansoni . ) ) . .
das intestinale Lumen des Wirtes. Wahrend ihrer

Das Weibchen liegt bei der Paarung ) ) ) )
im Canalis gynaecophorus (Cg) des ~ Migration, die mehrere Tage bis zu Wochen dauern

Mainnchens. [Bs: Bauchsaugnapf,

kann, entwickelt sich im Ei die multizelluldre
Ks: Kopfsaugnapf]

Wimpernlarve (Miracidium). Eier, die in das
Darmlumen gelangen, werden mit dem Fézes des Endwirtes ausgeschieden. Infolge eines
Wasserkontaktes und Lichtreizes schliipfen die mit einem Wimpernepithel ausgestatteten
Miracidien aus den Eiern und suchen aktiv SiiBwasserschnecken als Invertebraten-
Zwischenwirte auf, im Falle von S. mansoni solche der Gattung Biomphalaria. Nach der
aktiven Penetration in die Schnecke wandeln sich die Miracidien zu Muttersporocysten um.
Im Inneren jeder Muttersporocyste kommt es zur asexuellen Vermehrung durch mitotische
Teilungen, aus denen eine Vielzahl von Tochtersporocysten entstehen. Aus diesen entwickeln
sich schlieBlich die Cercarien, die die Schnecke aufgrund phototaktischer Reize verlassen und

iber das Wasser in die Néhe eines Endwirtes gelangen.



Von den rund 300 Eiern, die pro Tag pro Schistosomen-Weibchen abgelegt werden,
gelangen etwa 50 - 60% in das Darmlumen und werden ausgeschieden (Chitsulo et al., 2000).
Das Durchbrechen der Darmwand verursacht massive Schiden, was unmittelbar mit einem
Blutverlust einhergehen kann und mittelfristig zu schwerwiegenden Vernarbungen fiihrt, die
ihrerseits die Organfunktionen beeintrachtigen. Die im Endwirt verbleibenden Eier werden
mit dem Blutstrom in andere innere Organe, hauptsidchlich in die Milz und Leber,
geschwemmt, wo sie mit ihrem Seitenstachel in den kleinen Gefa3en stecken bleiben. Durch
die von den Miracidien produzierten und durch die Eischale freigesetzten Antigene kommt es
zu Entziindungsprozessen und zur Bildung der typischen Schistosomen-Granulome. Nach
dem Absterben der Eier bilden sich die Granulome zuriick und werden durch Bindegewebe
ersetzt. Es kommt zur dauerhaften Fibrosierung der parenchymatischen Gewebe, was
beziiglich der Leber in schweren Fillen zu einer Hepatosplenomegalie und zur Leberzirrhose
fiihrt (Mehlhorn & Piekarski, 1998). Diese durch Schistosomen ausgeloste Krankheit, die
Schistosomiasis oder Bilharziose genannt wird, ist nach der Malaria die zweithdufigste durch
einen Parasiten verursachte Tropenkrankheit (Savioli et al., 1997; Engels et al., 2002). Nach
Schitzungen der Welt-Gesundheits-Organisation (WHO/TDR, 2004) ist die Schistosomiasis
in 77 Landern dokumentiert (tropische und subtropische Gebiete im mittleren und siidlichen
Afrika, Siidamerika, Siid-Ost-Asien und vorderer Orient), mit endemischen Gebieten, die
Heimat von rund 600 Millionen Menschen sind. Uber 200 Millionen Menschen sind infiziert,
10% von ihnen zeigen Krankheitssymptome (Chitsulo et al., 2000; Ross et al., 2002; Engels et
al., 2002). Mit 85% lebt der Grofiteil der infizierten Menschen siidlich der Sahara, wo die
Anzahl an Toten durch Schistosomiasis auf 200.000 pro Jahr geschétzt wird (Engels et al.,
2002). Aufgrund ihrer weltweiten Verbreitung sind Schistosomen von groer medizinischer,
aber auch 6konomischer Bedeutung, da es neben den fiir Menschen relevanten Arten noch
weitere gibt, die Haus- und Hoftiere befallen (Quack et al., 2006).

Mittel der Wahl zur Bekdmpfung der Schistosomen ist das Chemotherapeutikum
Praziquantel®, das jedoch nur gegen die Adulten wirkt. Durch die hiufigen Reinfektionen in
endemischen Gebieten ist eine wiederholte Behandlung notwendig, die aufgrund der starken
Nebenwirkungen und der hohen Kosten schwierig ist. Ein zunehmendes Problem ist das
Auftreten Praziquantel®-resistenter Schistosomen-Stimme (Bennett et al., 1997; Doenhoff et
al.,, 2002; Cioli & Pica-Mattoccia, 2003). Mit Oxamniquine steht ein weiteres Mittel zur
Verfiigung, das jedoch nur gegen S.mansoni wirkt. Auch hier wurden bereits erste
Resistenzen beschrieben (Cioli et al., 1993; Pica-Mattoccia et al., 1997; Mayer & Fried,

2002). Zusammen mit der Tatsache, dass derzeit noch keine wirksame Vakzine gegen



Schistosomen zur Verfiigung steht (Bergquist et al., 2002), unterstreicht dies die Bedeutung
alternativer Ansatzpunkte fiir eine Kontrolle der Schistosomiasis. Im Rahmen der
Grundlagenforschung zur Bekdmpfung parasitirer Erkrankungen wurde von der WHO daher
ein Genomprojekt fiir Schistosomen (WHO/UNPD/World Bank Schistosoma Genome
Network) initiiert und finanziell unterstiitzt als auch durch industrielle Initiativen (TIGR,
Sanger) realisiert, die sich zum Ziel gesetzt haben, das Genom vollstindig zu entschliisseln.
Durch die Aufklarung des S. mansoni-Transkriptoms mittels EST (Expressed Sequence Tag) -
Analysen (Merrick et al., 2003; Verjovski-Almeida et al., 2003) wurden neben Genomdaten
auch Erkenntnisse zum Transkriptom dieses Parasiten erhalten. Die gewonnen Daten erdffnen
neue Wege in der Identifizierung interessanter Gene, deren Proteinprodukte wiederum
potentielle Ziele flir Vakzinierungsstrategien oder fiir die Entwicklung neuer
Chemotherapeutika darstellen, und somit zu einer Kontrolle der parasitiren Erkrankung

beitragen konnen (Rollinson & Blackwell, 1999).

1.2 Die Reproduktionsbiologie von Schistosoma mansoni

Neben ihrer weltweiten medizinischen Bedeutung zeigen Schistosomen biologische
Besonderheiten. Durch ihre Zweigeschlechtlichkeit unterscheiden sie sich von den sonst
zwittrigen Mitgliedern der Trematoden. Die Adulten befinden sich in einem oft lebenslangen
Paarungskontakt, bei dem das kiirzere, muskulosere Ménnchen das lédngere, schlankere
Weibchen in seiner Bauchfalte, dem sog. Canalis gynaecophorus umschlieit (Abbildung 1.1).
Dieser dauerhafte Paarungskontakt ist eine essentielle Voraussetzung fiir die Entwicklung der
Reproduktionsorgane des Weibchens (Popiel et al., 1984) - ein nahezu einmaliges,
biologisches Phinomen. Diese Médnnchen-induzierte sexuelle Maturation des Weibchens fiihrt
zu deutlichen morphologischen und physiologischen Unterschieden zwischen maturen und
immaturen Weibchen. Immature, also paarungsunerfahrene Weibchen sind kleiner, in ihrer
Entwicklung reprimiert und legen keine FEier. Der sexuell immature Status betrifft
verschiedene Bereiche des Reproduktionssystems. Das Ovar und das Vitellarium sind nur als
undifferenzierte Anlagen vorhanden. Im Gegensatz hierzu sind der Uterus, der Ovidukt und
Vitellodukt sowie der Ootyp voll ausgebildet (Erasmus, 1973). Mit der Paarung setzt die
Differenzierung des Ovars und des Vitellariums ein. Das Weibchen gewinnt an Gréfe, und
Ei-Produktion sowie Ei-Ablage setzen ein. Durch die Paarung werden im Weibchen
mitotische Teilungen sowie Differenzierungsprozesse von Oocyten und Vitellocyten

induziert, die bereits im immaturen Status als Vorlduferzellen vorliegen (Kunz, 2001).



Durch klassische Studien wurde gezeigt, dass die Reifung des Weibchens dabei
unabhéngig ist von Fertilisation oder Spermien-Transfer (Armstrong, 1965; Popiel et al.,
1984). Eine bislang jedoch noch ungeklérte Frage ist, ob der mannliche Stimulus taktile Reize
bei der Umklammerung des Weibchens oder die Ausschiittung chemischer Signale wie zum
Beispiel Hormone umfasst, was die derzeit favorisierte Hypothese ist (Kunz, 2001; LoVerde,
2002). Unabhingig von der Art des Signals ist der ménnliche Stimulus nicht nur notwendig
fiir die Initiation der Reifung des Weibchens sondern ebenfalls fiir die Aufrechterhaltung ihres
maturen Status (Clough, 1981). Nach der Trennung vom Minnchen dedifferenzieren die
Weibchen in den immaturen Status. Mitogene Aktivitit und Differenzierungsprozesse
nehmen ab und schlieBlich stoppt die Ei-Produktion (Popiel et al., 1984). Werden diese
Weibchen dann wieder in den Paarungskontakt mit einem Minnchen gebracht, wird die
normale Reproduktionsaktivitdt binnen weniger Tage wieder hergestellt.

Innerhalb des letzten Jahrzehnts wurde durch verschiedene molekulare
Untersuchungen wie RT-PCR-Analysen oder Northern-Blots gezeigt, dass das Ménnchen bei
der Paarung sogar die Expression verschiedener Gene in den Reproduktionsorganen gepaarter
Weibchen beeinflusst. Dazu gehoren Gene, die fiir Eischalvorldufer-Proteine wie p14 (Kdster
et al., 1988) und p19 (Michel et al., 2003), das Eisenspeicher-Protein Ferritin I (Schiissler et
al., 1995) und ein Mucin-dhnliches Protein (Menrath et al., 1995) kodieren. Nach der
Trennung vom Ménnchen nimmt die transkriptionelle Aktivitit dieser Gene ab und setzt mit
der Paarung erneut ein (Chen et al., 1992; Grevelding et al., 1997; Michel et al., 2003).

Bestitigt und ergénzt wurden diese Ergebnisse durch Microarray-Analysen, bei denen
das Transkriptom maturer und immaturer Weibchen sowie Ménnchen verglichen wurde
(Fitzpatrick & Hoffmann, 2006). Uberraschender Weise zeigten diese Analysen, dass nur
98 Gene in maturen Adulten (64 in Weibchen, 34 in Miannchen) stirker transkribiert werden
als in immaturen, wohingegen 285 Gene in immaturen Adulten (181 in Weibchen, 104 in
Minnchen) starker exprimiert werden. Postuliert wurde, dass es durch den Paarungskontakt
mit dem Ménnchen zu einem streamlining, also einer Fokussierung der Gen-Expression im
Weibchen hin zur Erythrocyten-Aufnahme und Ei-Produktion, also hin zur Reproduktion,
kommt. In Abwesenheit des Ménnchens erhalten die Weibchen diese Signale nicht und
exprimieren daher eine hohere Zahl unterschiedlicher Gene. Im Gegenzug hierzu fiihrt der
Paarungskontakt im Méannchen zu einer verstirkten Expression von Genen, deren Produkte
strukturelle Funktion besitzen (Fitzpatrick & Hoffmann, 2006). Damit wurde auch gezeigt,
dass durch die Paarung nicht nur das Expressionsmuster im Weibchen beeinflusst wird,

sondern im Gegenzug sich auch die Expression von Genen im Minnchen veridndert.



1.3 Signalwege bei der Méinnchen-Weibchen-Interaktion

Da die sexuelle Reifung des Weibchens durch den Paarungskontakt mit dem
Minnchen induziert wird, sind molekulare Kommunikationsprozesse postuliert worden, die
vermutlich auch Signaltransduktions-Kaskaden zur Kontrolle von mitotischer Aktivitidt und
Differenzierungsprozessen beinhalten (Schiissler et al., 1997; Kunz, 2001; LoVerde et al.,
2004). Bis heute sind iiber molekulare Ansétze verschiedene Signalmolekiile in S. mansoni
identifiziert und charakterisiert worden, meist auf der Basis ihrer konservierten Sequenz.
Zu den Molekiilen, deren Expression in den Reproduktionsorganen des Weibchens lokalisiert
werden konnte, gehoren eine Rezeptor-Tyrosinkinase (Vicogne et al, 2003),
cytoplasmatische Tyrosinkinasen der Src- und Syk-Familie (Kapp et al., 2001; Knobloch et
al., 2002b; Kapp et al., 2004), die kleine GTPase Ras (Kampkdétter et al., 1999; Osman et al.,
1999), Transkriptionsfaktoren der Retinoid-Rezeptor Familie (RXR) (Fantappie et al., 2001)
sowie Rezeptor-Serin/Threonin-Kinasen der transforming growth factor B-Familie (TGF-3)
(Davies et al., 1998; Forrester et al., 2004).

Fiir die meisten dieser Molekiile wurde eine hohe Ubereinstimmung ihrer Sequenz im
Vergleich zu Vertebraten-Homologen festgestellt, besonders in den Dominen, die fiir die
katalytische Aktivitdt oder die Interaktion mit Substraten verantwortlich sind (Knobloch et al.,
2002b; Kapp et al., 2004; Vermeire et al., 2005). Die konservierte Funktion einzelner
Molekiile wurde gezeigt, indem endogene Signalmolekiile im Zellkultur- oder Hefesystem
durch Schistosomen-Homologe ersetzt wurden (Rossi et al., 2002; Osman et al., 2004).
Ebenfalls konnten Interaktionen spezifischer Signalmolekiile aus Schistosomen nachgewiesen
werden, die bereits von den Homologen aus Vertebraten bekannt waren (Osman et al., 2001;
Osman et al., 2004; Osman et al., 2006). Einige, wenn vermutlich auch nicht alle Signalwege,
scheinen somit vom Plathelminthen bis zum Vertebraten konserviert zu sein

(zusammengefasst in Knobloch et al., 2007).

Der wohl am besten charakterisierte Signalweg in Schistosomen ist der TGFf3/Smad-
Signalweg (LoVerde et al., 2007). Alle essentiellen Bestandteile dieses Signalwegs, wie der
TGFB-Rezeptor I und II, R-Smad, Co-Smad und FKBP12 sind in Schistosomen identifiziert,
kloniert und charakterisiert worden (Davies et al., 1998; Beall et al., 2000; Osman et al.,
2001; Knobloch et al., 2004; Osman et al., 2004; Osman et al., 2006; LoVerde et al., 2007).
In vitro - Studien zeigten, das SmMTPBRI an SmTBRII bindet und durch diesen phosphoryliert
wird (Osman et al., 2006). Des Weiteren rekrutiert und phosphoryliert SmTBRI SmSmad2
(R-Smad) (Osman et al., 2001), das seinerseits mit SmSmad4 interagiert (Osman et al., 2004).



Die Aktivierung des SmTPRI kann durch das Immunophilin SmFKBPI12 unterbunden
werden, indem dieses an SmTBRI bindet und dadurch die Phosphorylierung von SmTBRI
durch SmTBRII verhindert (Knobloch et al., 2004). Der TGFp/Smad-Signalweg spielt in
Schistosomen mdoglicherweise eine Rolle bei der Entwicklung des Vitellariums. Die
identifizierten Molekiile zeigen eine préferentielle Expression in diesem Organ. Zudem wurde
kiirzlich durch die Behandlung von S. mansoni-Péarchen mit dem TGF[-RI-Kinase-Inhibitor
(TRIKI) eine signifikante Reduktion mitotischer Aktivitdit im Weibchen gezeigt. TRIKI
inhibiert vermutlich Proliferationsprozesse im Vitellarium und fiihrt damit letztlich auch zu

einer Reduktion der Eiproduktion (Knobloch et al., 2007).

Hinweise auf eine Beteiligung von Tyrosinkinase-Signalwegen wurde durch den
Einsatz von Tyrosinkinase-Inhibitoren gefunden. Der Src-Kinase-spezifische Inhibitor
Herbimycin A fiihrte innerhalb von zwei Tagen in der in vifro - Kultur zu einer Reduktion
mitotischer Aktivitdit im Weibchen sowie zu einer Reduktion der Eiproduktion um 90%
(Knobloch et al., 2006). Im Gegensatz hierzu beeinflusste in diesem Zeitraum der
Syk-Kinase-spezifische Inhibitor Piceatannol weder die mitotische Aktivitit noch die
Eiproduktion (Knobloch et al., 2007). Src-Kinasen scheinen somit u.a. eine wichtige Rolle bei
der Vermittlung Minnchen-induzierter, Mitose-stimulierender Effekte im Vitellarium zu
spielen. Die simultane Behandlung von Péarchen mit Herbimycin A und TRIKI fiihrte zu einer
Reduktion mitotischer Aktivitdt auf einen Level, der unter dem Einfluss jeweils eines der
Inhibitoren nicht erreicht wurde (Knobloch et al., 2007). Ein oder mehrere Src-Kinase-
beinhaltende Signalwege und TGFB-Signalwege agieren somit vermutlich in additiver Weise
und beeinflussen mitotische Aktivitit sowie Eiproduktion positiv. Zelluldre Tyrosinkinasen
verschiedener Klassen, u.a. auch vom Src-Typ, aus S. mansoni sind mittlerweile bekannt und

charakterisiert (Kapitel 1.4).

Neben einem TGFP/Smad- sowie Src-Kinase-Signalwegen gibt es auch Hinweise fiir
einen Rho-Signalweg. Ein Rho-Homolog aus Schistosomen (SmRho) wurde identifiziert und
charakterisiert. Eine Bindung von SmRho an ein Diaphanous-Homolog aus S. mansoni
(SmDRF) wurde im Yeast Two-Hybrid System gezeigt, ebenso eine Interaktion mit einer
Src-Kinase (Manuskript in Vorbereitung). SmRho und SmDRF weisen eine Lokalisation der
Expression im Vitellarium auf, so dass eine Verbindung zu den Src-Signalwegen und damit
eine Beteiligung an der Regulation mitotischer Prozesse im Weibchen anzunehmen ist

(Knobloch et al., 2007).



1.4 Tyrosinkinasen in Schistosoma mansoni

1.4.1 Die Bedeutung von Tyrosinkinasen in Signaltransduktions-Kaskaden

In multizelluliren Organismen werden alle wichtigen Prozesse wie Wachstum,
Entwicklung, Differenzierung und Stoffwechsel iiber Kommunikationsprozesse zwischen und
innerhalb von Zellen gewéhrleistet. Diese Signalprozesse und die beteiligten Molekiile sind,
wie die Forschung an verschiedenen Modellorganismen gezeigt hat, im Tierreich vom
initialen Signal bis zum resultierenden Effekt meist hoch konserviert und folgen einem
einheitlichen Ablauf. Die Kommunikation zwischen einzelnen Zellen kann durch den
Austausch von Molekiilen, tiber direkte Zell-Zell-Kontakte oder iiber die elektrochemische
Weiterleitung von Reizen iiber eine Verdnderung des Membranpotentials erfolgen. Die
wichtigste Form der Zell-Zell-Kommunikation ist jedoch die Verstindigung iiber
extrazelluldre Molekiile (Lodish, 2001). Hierbei beginnen Signalwege mit der Ausschiittung
eines chemischen Faktors (Hormon, Cytokin, Wachstumsfaktor oder Polysaccharid), der von
der gleichen oder einer anderen Zelle iiber spezifische Oberflichen-Rezeptoren empfangen
werden kann. Welcher intrazelluldre Signalweg schlieBlich eingeschlagen wird, ist abhingig
von den FEigenschaften des Signalmolekiils und des passenden Rezeptors, dessen
Verfligbarkeit, sowie der Ausstattung der Zelle an intrazelluldren Signalproteinen. Lipophile
Signale wie verschiedene Hormone konnen direkt durch die Plasmamembran diffundieren
und an intrazelluldre Rezeptoren, wie zum Beispiel Steroidrezeptoren, binden. Diese gelangen
in den Zellkern und binden dann ihrerseits direkt an entsprechende regulatorische DNA-
Elemente und beeinflussen so die Expression bestimmter Gene. Hydrophile Signalmolekiile
hingegen binden meist an den extrazelluldren Teil spezifischer Transmembran-Rezeptoren
und fiihren zur Dimerisierung, Oligomerisierung oder Konformationsdnderung der
Rezeptoren. Die Weiterleitung des Signals erfolgt dann ausgehend von dem intrazelluldren
Teil des Rezeptors. Dies kann wie im Fall der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren iiber
heterotrimere G-Proteine erfolgen, die liber nachgeschaltete Effektoren zur Ausschiittung so
genannter second messenger wie zum Beispiel cAMP oder IP3 fiihren (Lodish, 2001). Diese
bewirken strukturelle oder funktionelle Verdanderungen in der Zelle, indem sie konzentrations-
abhingig die Aktivitit bestimmter Enzyme beeinflussen. Hierdurch werden Signalkaskaden
ausgelost, die iiber eine Reihe verschiedener Signalmolekiile die Genexpression spezifisch
beeinflussen. Andere Rezeptoren verfligen iiber eigene enzymatische Aktivitit. Hierzu
gehoren zum Beispiel Rezeptor-Proteinkinasen. Die Weiterleitung des Signals im Zellinneren
erfolgt hier meist iliber cytoplasmatische Proteinkinasen oder -phosphatasen. Rezeptoren ohne

eigene katalytische Aktivitit konnen oftmals nach Ligandenbindung mit cytosolischen



Protein-Tyrosinkinasen interagieren. Da in einer Zelle gleichzeitig eine Vielzahl
verschiedener Signalkaskaden ablaufen, sind mehrere Signalwege oftmals iiber eine Reihe
von Molekiilen miteinander verkniipft und beeinflussen sich gegenseitig (crosstalk).

Eine wichtige Rolle bei Signaltransduktionsprozessen spielen Protein-Tyrosinkinasen
(PTKs), die y-Phosphatreste von ATP auf Tyrosinreste in Substratproteinen {ibertragen
konnen (Tatosyan & Mizenina, 2000). Die durch sie vollzogenen Tyrosin-
Phosphorylierungen stellen entscheidende Modifikationen innerhalb von Signalkaskaden dar
(Hubbard & Till, 2000). Sie resultieren in einer Verdanderung der enzymatischen Aktivitét des
Substratproteins und stellen gleichzeitig Bindestellen fiir weitere Signalmolekiile dar. Unter
den PTKSs sind zwei Klassen von Enzymen zusammengefasst: die Rezeptor-Tyrosinkinasen
(RTKs) und die cytoplasmatischen Tyrosinkinasen (TKs). Beide weisen die fiir die
Ubertragung von Phosphatresten verantwortliche, hoch konservierte Tyrosinkinase-Domine
auf (Hubbard & Till, 2000). Die Klasse der TKs wird unterteilt in acht Familien, die sich
durch das Vorhandensein und die Anordnung konservierter Doménen voneinander

unterscheiden: Abl, Syk/Zap70, Jak, Tec(Btk), Fak, Src, Csk und Fes (Hubbard & Till, 2000).

1.4.2 Zellulire Tyrosinkinasen in S. mansoni

PTKSs spielen eine entscheidende Rolle bei Signaltransduktionsprozessen, welche an
der Regulation der Zell-Proliferation und Zell-Differenzierung beteiligt sind (Brown &
Cooper, 1996). Derartige Prozesse liegen auch der Entwicklung der Reproduktionsorgane des
Schistosomen-Weibchens infolge der Paarung zugrunde. In den Arbeitsgruppen von
Prof. Kunz und Prof. Grevelding (seinerzeit Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf) wurde
vor einigen Jahren mit der Identifizierung von Signalwegen begonnen, die bei der sexuellen
Maturation des Schistosomen-Weibchens von Bedeutung sind. Bei der Identifizierung
beteiligter Signalmolekiile richtete sich der Fokus auf PTKs.

Uber einen RT-PCR-basierenden Ansatz mit degenerierten Primern, die gegen hoch-
konservierte Bereiche der Tyrosinkinase-Doméne gerichtet waren, konnten verschiedene
cytoplasmatische Tyrosinkinasen aus S. mansoni (SmTK3, SmTK4 und SmTKY) identifiziert
werden. SmTK3 und SmTKS gehoren zur Superfamilie der Src-dhnlichen Kinasen (Kapp et
al., 2001; Kapp et al.,, 2004). Diese ist die groffte Familie der cytoplasmatischen
Tyrosinkinasen. Thre Mitglieder agieren in einer Reihe verschiedener Signalwege bei der Zell-
Proliferation, Cytoskelett-Organisation und T- sowie B-Zell-Aktivierung. Sie spielen eine
Rolle in Rezeptor-Tyrosinkinase-Signalwegen, die durch Wachstumsfaktoren initiiert werden,

wie auch in Integrin-vermittelten Signalwegen (Hubbard & Till, 2000; Bromann et al., 2004).



Die Aktivierung von Src-Kinasen kann ihrerseits zur Rekrutierung weiterer TKs fiithren, wie
zum Beispiel von weiteren Src-Kinasen, focal adhesion Kinasen (FAK) oder Syk-Kinasen
(Hubbard & Till, 2000). SmTK4 gehort zur Familie der Syk-Tyrosinkinasen (Knobloch et al.,
2002b), deren Mitglieder ebenfalls an Integrin-Rezeptor-vermittelten Signalwegen beteiligt
sind (Woodside et al., 2001). Diese Signalkaskaden regulieren diverse zellulire Prozesse im
Zusammenhang mit Zell-Matrix- und Zell-Zell-Adhésion, spielen aber auch eine definierte

Rolle in der Reproduktion (Miller et al., 1999; Shinohara et al., 1999).

1.4.3 Die Src-Kinasen SmTK3 und SmTKS
Die Tyrosinkinase SmTK3 besitzt einen fiir Src-Kinasen charakteristischen Aufbau,
eine N-terminalen SH4-, eine SH3- und eine SH2-Doméne (Src-Homologie-Doménen), sowie

eine C-terminale, katalytisch aktive Tyrosinkinase-Doméne (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Struktur der Tyrosinkinase SmTK3

Schematisches Modell der Src-dhnlichen Tyrosinkinase SmTK3 (nicht maBstabsgetreu).
Die konservierten Doménen sind als farbige Boxen dargestellt. SH4-Doméne: AS 1-12,
SH3-Domine: AS 159 - 212, SH2-Doméne: AS 221 - 320, TK-Domaine: AS 348 - 592. [SH2 - 4:
Src-Homologie-Domédnen 2 - 4; TK: Tyrosinkinase-Domédne; N: N-Terminus; C: C-Terminus;
unique site: nicht-konservierter Bereich der Src-Kinase]

Die SH4-Domine von SmTK3 wird von einem Glycin an Position 2, eingebettet in
einer konservierten Konsensussequenz, gebildet, das Zielpunkt fiir posttranslationale
Modifikationen wie Myristylierungen ist (Resh, 1994). Diese ermdglichen die Anlagerung des
Molekiils an die Plasmamembran und bringen damit SmTK3 in die rdumliche Nihe von
Rezeptor-Tyrosinkinasen. Die SH3- und die SH2-Domédnen von Src-Kinasen sind fiir die
Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich. Die SH3-Domine kann im Zuge der
Signalweiterleitung an Prolin-reiche Regionen von Proteinen binden, die downstream in einer
Signalkaskade agieren (Boggon & Eck, 2004). Die SH2-Domine ist zur Bindung an
phosphorylierte Tyrosine upstream agierender Proteine befdhigt und dient oftmals als
Verbindung zwischen der zelluldren Tyrosinkinase und einem Rezeptor (Boggon & Eck,

2004). Dartiber hinaus spielt die SH2-Domine eine Rolle bei der Autoregulation von



Src-Kinasen (s.u.). Die zwischen der SH4- und SH3-Domine gelegene unique site ist ein
nicht-konservierter Bereich, der fiir jede Tyrosinkinase der Src-Familie spezifisch ist und der
vermutlich eine Rolle bei der Interaktion von Src-Kinasen mit Zielproteinen spielt (Thomas &
Brugge, 1997). Die Tyrosinkinase-Doméne (TK) ist die katalytisch aktive Doméne von
Src-Kinasen, die Tyrosinreste in Substratproteinen phosphorylieren kann und damit an der
Weiterleitung eines Signals in der Zelle beteiligt ist (Tatosyan & Mizenina, 2000). Dass es
sich bei SmTK3 um eine katalytisch aktive Src-Kinase handelt, konnte durch die Tyrosin-
Phosphorylierung des Src-Substrates p130Cas nach Uberexpression in eukaryotischen Zellen
gezeigt werden (Kapp et al., 2004). Voraussetzung fiir die Phosphorylierung anderer Proteine
ist eine Aktivierung, die bei Src-Kinasen zwei Stufen umfasst: die Steigerung der
intrinsischen enzymatischen Aktivitit und die Bildung von Bindestellen flir weiter
downstream im Signalweg agierende Molekiile. Die Aktivierung einer Src-Kinase beinhaltet
eine durch Phosphorylierung ausgeloste Konformationsinderung des Molekiils. Im inaktiven
Zustand kommt es zu einer intramolekularen Bindung zwischen einem konservierten,

phosphorylierten Tyrosinrest im C-Terminus (Tyr>>’

) und der SH2-Doméne sowie zu einer
Bindung zwischen dem Kinase-Linker (Abschnitt zwischen der SH2- und TK-Doméne) und
der SH3-Domine. Eine Src-Kinase liegt in diesem Zustand in einer geschlossenen, inaktiven
Form vor. Infolge einer Rezeptoraktivierung kommt es zu Konformationsdnderungen im
Molekiil, die zu dessen Aktivierung fiihren (Brown & Cooper, 1996). Die Src-Kinase nimmt
eine offene, aktive Konformation an, die die Phosphorylierung eines konservierten

Tyrosinrestes in der TK-Domine (Tyr*'®

) erlaubt. Das ist Voraussetzung fiir eine
Substratphosphorylierung (Brown & Cooper, 1996). Auch SmTK3 ist zu dieser
Autophosphorylierung befihigt, wie nach Uberexpression in eukaryotischen Zellen gezeigt
worden ist (Kapp et al., 2004).

In situ - Hybridisierungen und Immunlokalisationsstudien zeigten, dass SmTK3 im
Parenchym beider Geschlechter, im Vitellarium und Ovar des Weibchens, sowie in den Testes
des Minnchens exprimiert wird (Kapp et al., 2004). Aufgrund dieser Ergebnisse ldsst sich

vermuten, dass SmTK3 neben Funktionen im Parenchym zusétzliche Funktionen in den

Gonaden erfiillt, die mdglicherweise fiir deren Entwicklung von Bedeutung sind.

SmTKS ist eine weitere zelluldre Tyrosinkinase aus S. mansoni, die dem Src-/Fyn-Typ
zugeordnet wurde (Kapp et al., 2001). SmTK5 weist Ubereinstimmungen in konservierten
Bereichen oder Aminosduren mit Src-Kinasen und Fyn-Kinasen auf, zeigt zu beiden jedoch
aber auch Unterschiede, vor allem in der Linge und der Struktur der Doménen. Zusitzlich

weist SmTKS verldngerte N-terminale und C-terminale Regionen auf. Die Membran-



anlagerung von SmTKS ist fraglich. Zwar tritt an der Aminoséureposition 2 ein Glycin auf,
dieses liegt jedoch nicht in der fiir eine SH4-Domine typischen Konsensus-Sequenz (Kapp et
al., 2001). Die SH2- und die SH3-Doménen entsprechen in ihren Lingen denen anderer
Src-Kinasen, weisen aber auch Unterschiede in konservierten Aminosdureresten auf.
Besonders in der unique site liegen verschiedene Aminosdurereste, durch die SmTKS
Ahnlichkeit zu Fyn-Kinasen besitzt.

SmTKS wird in larvalen und adulten Schistosomen exprimiert. In Adulten ist eine
ubiquitdre Expression iiber in situ - Hybridisierungen in den Gonaden (Vitellarium, Ovar,
Testes), im Parenchym, Subtegument und in der Gastrodermis beider Geschlechter, nicht aber
im Tegument und den Muskeln nachgewiesen worden (Knobloch, 2002; Knobloch et al.,
2002b).

1.4.4 Die Syk-Kinase SmTK4

Datenbankanalysen und phylogenetischen Untersuchungen zur Folge gehort SmTK4
zur Syk-Familie zelluldrer Tyrosinkinasen (Knobloch et al., 2002b). Sie besitzt den fiir
Syk-Kinasen charakteristischen Aufbau aus zwei N-terminalen, tandemartig angeordneten
SH2-Doménen und einer C-terminalen Tyrosinkinase-Domine (Abbildung 1.3). SmTK4
weist jedoch signifikante Unterschiede zu Syk-Kinasen anderer Organismen auf. So ist
SmTK4 mehr als doppelt so lang wie vergleichbare Molekiile, was an einer ungewohnlich
langen /inker-Region zwischen der C-terminalen SH2-Doméne und der TK-Domine sowie an

einem verldangerten C-Terminus liegt (Knobloch et al., 2002b).
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Abbildung 1.3: Struktur der Tyrosinkinase SmTK4

Schematisches Modell der Syk-dhnlichen Tyrosinkinase SmTK4 (nicht maBstabsgetreu).
Die konservierten Doménen sind als farbige Boxen dargestellt. SH2-Doménen: AS 48 - 143 und
201 - 292, TK-Doméne: AS 881 - 1147. [SH2: Src-Homologie-Doméne 2; TK: Tyrosinkinase-
Domine; N: N-Terminus; C: C-Terminus; /inker: Bereich zwischen der C-terminalen SH2-Doméne
und der TK-Domaéne der Syk-Kinase]

Die TK-Domine von SmTK4 enthilt das konservierte ATP-Bindemotiv, den so
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genannten activation loop mit dem konservierten Tyrosinrest Tyr sowie die fiir

TK-Dominen typischen Signaturen (Knobloch et al., 2002b). Die beiden konservierten



Tyrosinreste im activation loop sind essentiell fliir downstream FEreignisse im Signalweg
(Zhang et al.,, 2000). Ein weiterer konservierter Tyrosinrest am C-Terminus ist flr
intramolekulare Konformationsidnderungen einer Syk-Kinase im Zuge der Regulation der
enzymatischen Aktivitdit notwendig. Fiir Syk-Kinasen mit diesem Tyrosinrest wird ein
dhnlicher Regulationsmechanismus postuliert wie fiir Src-Kinasen (Knobloch et al., 2002b).
Die beiden tandemartig angeordneten SH2-Doménen von Vertebraten-Syk-Kinasen dienen
der Bindung an ITAMs (immunreceptor tyrosine-based activation motifs), die Teile
cytoplasmatischer Doménen vieler Rezeptoren sind. Dabei interagiert jede SH2-Doméne mit
einem ITAM, was in einer Konformationsinderung des Molekiils verbunden mit einer
Steigerung der enzymatischen Aktivitdt resultiert (Geahlen, 2007). Ausgelost durch diese
Interaktion kommt es zur Autophosphorylierung der Syk-Kinase an Tyrosinresten im
activation loop. Die Aktivierung der Syk-Kinase wird dabei iiber eine Tyrosin-
phosphorylierung durch eine oder mehrere Src-Kinasen gesteigert. Syk-Kinasen werden
ebenfalls downstream von Rezeptoren aktiviert, die keine ITAMs besitzen, wie zum Beispiel
Integrin-Rezeptoren. Der Mechanismus dieser Aktivierung ist Gegenstand aktueller
Forschung aber bis heute noch nicht verstanden (Geahlen, 2007). SmTK4 besitzt die fiir die
Interaktion mit ITAMs typischen Sequenzmotive innerhalb der SH2-Doménen nicht, so dass
fir SmTK4 eine Interaktion mit Rezeptoren ohne ITAMs zu vermuten ist (Knobloch et al.,
2002b). Syk-Kinasen liegen in der Zelle cytoplasmatisch vor, ihnen fehlt eine SH4-Doméne
und damit eine Membranverankerung. Erst nach der Aktivierung eines entsprechenden
Rezeptors werden sie zur Plasmamembran rekrutiert. Diese Rekrutierung wird bei den
meisten Syk-Kinasen aus Vertebraten durch eine Src-Kinase bewirkt. Die Phosphorylierung
der Syk-Kinase an Tyrosinresten in der [linker-Region, die die SH2-Domidnen von der
TK-Doméne trennt, vermittelt ihre Interaktion mit downstream - Effektormolekiilen, die meist
selber Substrate der Syk-Kinase sind (Geahlen, 2007).

Die Expression von SmTK4 konnte in Adulten beider Geschlechter, sowie in beiden
frei lebenden Larvenstadien (Miracidien, Cercarien) nachgewiesen werden. Uber in situ -
Hybridisierungen wurde die Expression in den Adulten hauptséachlich im Ovar des Weibchens
(Oocyten) und den Testes des Ménnchens (Spermatocyten) nachgewiesen. Im Gegensatz zu
SmTK3 und SmTKS wird SmTK4 jedoch nicht im Vitellarium des Weibchens exprimiert.
Aufgrund der Expression von SmTK4 in Ovar und Testes sowie des Wissens um die
Beteiligung von Tyrosinkinasen an Proliferations- und Differenzierungsprozessen bei der
Gonadenentwicklung, wurde fiir SmTK4 eine Rolle bei der Gonadendifferenzierung in

S. mansoni postuliert (Knobloch et al., 2002b). Da SmTK4 jedoch nicht im Vitellarium



exprimiert wird und die Expression paarungsunabhingig ist, ist SmTK4 vermutlich nicht in
die initialen Prozesse involviert, welche ausgelost durch die Paarung zur vollstindigen
Entwicklung der weiblichen Reproduktionsorgane flihren. Vielmehr wird fiir SmTK4 eine
Rolle bei der Differenzierung von Oocyten oder Spermatocyten postuliert, nachdem die
Entwicklung der Gonaden bereits abgeschlossen ist. Da SmTK4 auch in manchen Zellen des
Parenchyms und Subteguments beider Geschlechter exprimiert wird, werden zuséitzliche

Funktionen nicht ausgeschlossen (Knobloch et al., 2002b).

1.4.5 Die Tyrosinkinase SmTK6

Die in der vorausgegangenen Diplomarbeit {iber Yeast Two-Hybrid Analysen als ein
upstream - Interaktionspartner von SmTK4 identifizierte zellulire Tyrosinkinase SmTK6
wurde der Src-Familie zugeordnet. Wie typisch fiir diese Klasse zelluldrer Kinasen besitzt
auch SmTK6 einen Aufbau aus einer N-terminalen SH3-, einer zentralen SH2- und einer

C-terminalen TK-Doméne (Abbildung 1.4).

N————— SH3 —— SH2 TK f Cc

Abbildung 1.4: Struktur der Tyrosinkinase SmTK6

Schematisches Modell der Src-dhnlichen Tyrosinkinase SmTK6 (nicht maBstabsgetreu).
Die konservierten Doménen sind als farbige Boxen dargestellt. SH3-Domidne: AS 119 - 168,
SH2-Domine: AS 181 - 277, TK-Domaéne: AS 305 - 554. [SH2 - 3: Src-Homologie-Doméanen 2 - 3;
TK: Tyrosinkinase-Doméne; N: N-Terminus; C: C-Terminus]

Im Gegensatz zu der Src-Kinase SmTK3 weist SmTK6 nicht die fiir eine
SH4-Doméne typischen Sequenzmotive am N-Terminus auf, so dass eine Anlagerung an die
Membran iiber Myristylierung nicht moglich ist. Eine Membrananlagerung iiber die
Palmitylierung von Cysteinresten ist jedoch theoretisch moglich, da SmTK6 entsprechende
Reste an nahezu konservierter Position besitzt. Die SH3- und SH2-Doménen von SmTK6
weisen die flir Src-Kinasen typischen Sequenzmotive auf. Auch die fiir die Interaktion mit
Phosphotyrosinen in Ziel-Proteinen notwendigen Arginin- und Histidin-Reste innerhalb der
SH2-Doméne sind an konservierten Positionen vorhanden. Die Tyrosinkinase-Doméne von
SmTK6 weist die konservierten Prolin- und Tryptophanreste auf, die diese Kinase als
Tyrosin-Kinase kennzeichnen und von Serin/Threonin-Kinasen unterscheiden. SmTK6 besitzt

jedoch an der Position 447 anstelle eines Tyrosinrestes wie in anderen Src-Kinasen (Tyr*'®)



einen Serinrest. Ein Tyrosinrest an dieser Position dient bei Src-Kinasen als
Autophosphorylierungsstelle, die es der Src-Kinase erlaubt, von anderen Proteinen mit
SH2-Doménen erkannt zu werden (Pawson, 1992). Moglicherweise kann bei SmTK6 ein
phosphorylierter Serinrest die entsprechende Funktion erfiillen, die eine Interaktion mit
SH2-Doménen-tragenden Proteinen ermdglicht. Auch ein weiterer konservierter Tyrosinrest
in der katalytischen Doméne von Src-Kinasen (Tyr’>") tritt bei SmTK6 nicht auf, so dass sich
SmTK6 hierdurch von anderen Kinasen dieser Klasse unterscheidet. Im C-terminalen Bereich
von SmTK6 fehlen regulatorische Tyrosinreste, die bei anderen Src-Kinasen im
phosphorylierten Zustand fiir den inaktiven Zustand der Src-Kinase verantwortlich sind
(Cooper & Howell, 1993). In Abl-Kinasen, die wie Src-Kinasen iiber eine SH3-, SH2- und
TK-Domine verfiigen, sind diese Tyrosinreste ebenfalls nicht vorhanden (Hubbard & Till,
2000). Fiir diese TK-Klasse ist eine Autoregulation iiber die Bindung der SH3-Doméne an
einen Prolinrest (bei c-Abl an Position 242) im /linker-Bereich beschrieben (Brasher et al.,
2001; Smith et al., 2003). Da in der entsprechenden Region bei SmTK6 auch Prolinreste
liegen (Position 282 und 283), wire eine derartige Regulation fiir SmTK6 theoretisch
moglich. Ferner zeigte eine phylogenetische Analyse der TK-Doméne von SmTK®6, dass diese
Kinase nicht nur mit Src-Kinasen sondern auch mit Abl-Kinasen verwandt ist (Beckmann,
2005). Jedoch zeigte sich ein markanter Unterschied. Abl-Kinasen besitzen einen verlangerten
C-Terminus mit einer DNA- und Aktin-Bindedoméne (Hubbard & Till, 2000), den SmTK6
nicht aufweist. SmTK6 weist somit sowohl Unterschiede als auch Ahnlichkeiten zu Src- und
Abl-Tyrosinkinasen auf, konnte von einem gemeinsamen Vorldufer abstammen und eine
intermediédre Form darstellen.

SmTK6 wird in Adulten beider Geschlechter sowie in beiden freilebenden
Larvenstadien exprimiert. Durch in sifu - Hybridisierungen konnte die Expression im Ovar
des Weibchens und den Testes des Ménnchens lokalisiert werden (Beckmann, 2005). Diese
Lokalisation stimmt mit der Expression von SmTK4 {iberein, was die im Yeast Two-Hybrid

System detektierte Interaktion beider Tyrosinkinasen bekriftigt.

1.4.6 Weitere Proteinkinasen in S. mansoni

Bislang wurden nur wenige Proteinkinasen aus S. mansoni identifiziert und
charakterisiert. Neben den zuvor beschriebenen zelluldren Tyrosinkinasen SmTK3, SmTKS,
SmTK4 und SmTK6 wurden eine weitere Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase (SmFes) und drei
Rezeptor-Tyrosinkinasen (SmRTK-1, SmIR-1, SER) beschrieben.



SmFes zeigt Charakteristika der Fes/fps-Subfamilie von Protein-Tyrosinkinasen. Dazu
gehdren eine coiled-coil Region, eine SH2-Domine und eine Tyrosinkinase-Doméne. Die
N-terminale FCH-Domaéne, die bei anderen Fes-Kinasen zu finden ist, fehlt jedoch bei SmFes
(Bahia et al., 2006). SmFes wird im Terebratorium von Miracidien exprimiert sowie im
Bereich des Kopfsaugnapfes, der Acetabular-Driisen und im Tegument von Schistosomulae.
In Cercarien wurde ein dhnliches Expressionsmuster wie in Schistosomulae beobachtet. Im
Zusammenhang mit der Funktion dieser Gewebe wurde fiir SmFes eine Rolle bei
Signalwegen postuliert, die an der Transformation der Larve nach der Penetration in den
Zwischen- oder Endwirt beteiligt sind (Bahia et al., 2006).

SmRTK-1 ist ein Transmembranprotein mit einer extrazelluliren Doméne, die ein
Venus Flytrap-Motiv (VFT) trdgt, sowie einer intrazelluldren Tyrosinkinase-Doméne mit
Ahnlichkeit zu der katalytischen Domine des Insulin-Rezeptors (IR). Das VFT-Modul in der
extrazelluliren Domine ist ein typisches Merkmal von Pheromonrezeptoren oder pharmako-
aktivierbaren lonenkanalrezeptoren wie dem GABA-B-Rezeptor. SmRTK-1 wird in allen
Stadien des Lebenszyklus exprimiert. In adulten Méinnchen wurde die Expression in
parenchymatischen Zellen lokalisiert; in adulten Weibchen in Oocyten des Ovars und im
Ovidukt (Vicogne et al., 2003). In Sporocysten wurde die Expression von RTK-1 in den
Keimzellen nachgewiesen, so dass eine Funktion in Wachstums- und Differenzierungs-
prozessen postuliert wurde (Vicogne et al., 2003).

SmIR-1 zeigt alle Charakteristika von Insulin-Rezeptoren inklusive einer
konservierten Liganden-Bindungs-Domine. SmIR-1 wird {iberwiegend in der Basalmembran
des Teguments adulter Wiirmer exprimiert und spielt vermutlich eine Rolle bei der Regulation
der Glucoseautnahme (Dissous et al., 2006).

SER ist ein EGEF (epithelial growth factor) - Rezeptor mit einer Cystein-reichen
extrazelluldren Doméne, einen hydrophoben Transmembranregion sowie einer intrazelluldren
Tyrosinkinase-Doméne. SER ist sowohl in Cercarien wie auch verstirkt in den Muskeln
adulter Wiirmer zu finden (Ramachandran et al., 1996) und spielt daher eventuell eine Rolle
bei der Entwicklung und Funktion der Muskeln. SER scheint durch EGF-Liganden von
Vertebraten aktiviert zu werden, was fiir eine evolutionidre Konserviertheit EGFR-Rezeptor

vermittelter Signaltransduktionswege spricht (Vicogne et al., 2004).



1.4 ,,Post-Genomics* in Schistosoma mansoni

Die verschiedenen Projekte zur Sequenzierung des Genoms und Transkriptoms von
S. mansoni ergeben eine Vielzahl von Moglichkeiten post-genomischer Forschungsansitze.
Allgemein versteht man darunter verschiedenste Techniken zur funktionellen Erforschung der
Gene, welche liber die Sequenzierungsprojekte identifiziert wurden.

Nach dem derzeitigen Stand wird das Genom von S. mansoni auf 300 Mbp geschitzt.
Mit Hilfe verschiedener Algorithmen (Augustus, Twinscan und GlimmerHMM) wurden
ca. 17.250 Gene in diesen Sequenzen vorhergesagt (Wilson et al., 2007). Anndhernd 55% von
diesen besitzen keine Homologie aufBlerhalb der Gattung der Schistosomen. Von den
verbleibenden 45% wird geschitzt, dass insgesamt nur etwa 25% funktionelle Homologien
aufweisen. Drei von vier Genprodukten in Schistosomen haben somit bislang noch
unbekannte Funktionen. Die Sequenzierung des Transkriptoms ergab eine 92%ige
Ubereinstimmung mit den aus den Genomdaten vorhergesagten Genen. Die derzeitigen Daten
lassen darauf schliefen, dass rund 7.000 Gene in allen Stadien des Lebenszyklus exprimiert
werden, wéihrend etwa 1.000 vermutlich Stadien-spezifisch sind (Wilson et al., 2007).

Die Menge an Transkriptom-Daten wird derzeit mit Hilfe von Microarrays analysiert,
die ein Massen-Screening von Genexpressions-Mustern ermoglichen. Dabei wird sowohl die
geschlechts- wie auch die stadienspezifische Expression der Gene untersucht. Erste
Screenings mit Oligonukleotid-Microarrays zeigten 197 geschlechtsspezifisch exprimierte
Gene (Fitzpatrick et al., 2005). Ein auf mRNAs aus den Lungenstadien von S. mansoni
basierender Microarray zeigte im Vergleich mit sechs weiteren Lebenszyklusstadien, dass 281
Gene im Lebenszyklus differentiell reguliert und rund 50 Gene nur im Lungenstadium stark
exprimiert werden (Hoffmann et al., 2002). Ein 60mer-Oligonukleotid-Microarray mit 44.000
cDNA-Proben zeigte bei 7% der Gene, die in Adulten exprimiert werden und keine bekannte
Funktion und keine Orthologen in anderen Organismen besitzen, eine bidirektionale
Transkription. Dies fiihrte zu der Postulierung einer regulatorischen Funktion von antisense-
Transkripten in Schistosomen (Verjovski-Almeida et al., 2007).

Neben den Daten des Genoms und Transkriptoms ist es ebenfalls moglich, das
Proteom der Schistosomen zu untersuchen. Hierunter versteht man die Gesamtheit der
Proteine eines Organismus, eines Gewebes, einer Zelle oder eines Zellorganells (Ashton et al.,
2001). Die Analyse des Schistosomen-Proteoms erfolgt u.a. iiber 2D-Gelelektrophoresen, in
deren Anschluss interessante Proteine mittels Massenspektrometrie identifiziert wurden
(zusammengefasst in van Hellemond et al., 2007). Da die Proteine eine Zelle oder einen

Parasiten mit spezifischen Funktionen ausstatten, ist diese Art der differentiellen Analyse dem



Microarray iiberlegen, da die Detektion einer mRNA nicht gleich zu setzen ist mit dem
Vorhandensein des Proteins. Unterschiedliche Studien haben bereits das Proteom
verschiedener Lebenszyklusstadien verglichen und gezeigt, dass in den cytosolischen
Fraktionen rund 70% der Proteine iibereinstimmen (Curwen et al., 2004). Diese Proteine
erfiillen daher vermutlich essentielle zellulire Funktionen in allen Stadien. Andere Studien
konzentrierten sich auf Proteom-Vergleiche von Médnnchen und Weibchen und offenbarten
49 Proteine, die ausschliefflich im Weibchen und 52 Proteine, die ausschlieSlich im
Minnchen exprimiert werden (Cheng et al.,, 2005). Ein Teil dieser Proteine konnte
identifiziert und hauptséchlich als Signaltransduktions-Molekiile oder Transkriptions-
Regulatoren klassifiziert werden. In anderen Ansédtzen wurde die Zusammensetzung des
Teguments adulter Schistosomen untersucht (van Balkom et al., 2005; Braschi & Wilson,
2006; Braschi et al., 2006; van Hellemond et al., 2006). Hierbei wurden verschiedene Proteine
identifiziert, die spezifisch nur im Tegument exprimiert werden. Zudem wurden im Tegument
auch verschiedene Wirtsproteine wie Immunglobuline und Komplement-Proteine identifiziert
(Braschi & Wilson, 2006), die den Schistosomen mdglicherweise helfen, sich vor dem
Immunsystem des Wirtes zu schiitzen.

Ahnliche wie in der Proteomik werden neue Techniken und Ansitze etabliert, das
Glycom und das Immunom der Schistosomen zu analysieren. Erste Glycan-Arrays wurden
konstruiert (Drickamer & Taylor, 2002). In Zukunft wird es moglich sein, mit dieser
Gesamtheit der Glycan-Strukturen die Immunreaktion von Endwirten auf eine Schistosomen-
Infektion zu testen, da die Glycan-Epitope oftmals Stimulatoren einer Antikorper-Produktion
infolge der Schistosomen-Infektion sind (Eberl et al., 2001). In Kombination mit der
Serologie wiirden die Proteomik und Glycomik bei Schistosomen die Identifizierung von
stark immunogenen Oberfldchen-Antigenen erlauben (Mutapi et al., 2005; Perez-Sanchez et
al., 2006; Hokke et al., 2007).

Fiir die Erforschung von Schistosomen-Genen, die iiber die Sequenzierungsprojekte
identifiziert worden sind, ist die reverse Genetik ein wichtiger Ansatz. Klassische Ansétze wie
Mutagenesen und folgende genetische Analysen sind aufgrund des langen und komplexen
Lebenszyklus von Schistosomen sowie der nur begrenzt moglichen in vitro - Haltung so gut
wie nicht durchfiihrbar. Die Funktionsanalyse identifizierter Gene aus Schistosomen war
bislang darauf beschrinkt, Sequenzvergleiche mit bekannten Genen anderer Organismen
durchzufiihren. Um mehr iiber die Funktion und Steuerung von Genen dieses Parasiten
erfahren zu konnen, sind jedoch Funktionsanalysen im homologen System notwendig.

Bislang sind verschiedene Schritte in diese Richtung unternommen worden. Mit Hilfe der



Etablierung eines ballistischen Transformationssystems fiir S. mansoni iiber Particle
Bombardment wurden transiente Transformationen von adulten und larvalen Schistosomen-
Stadien bereits erreicht (Wippersteg et al., 2002a; Wippersteg et al., 2002b; Wippersteg et al.,
2003). Ein anderer Ansatz zur Etablierung stabiler Transformationen nutzt heterologe,
retrovirale Vektoren (Kines et al., 2006; Mann et al., 2007; Morales et al., 2007a). Die
Rekonstruktion eines aktiven, retroviralen Vektors aus den im S. mansoni-Genom gefundenen
Elementen und repetitiven Sequenzen ist ebenfalls denkbar, da dies bei anderen Organismen
bereits erfolgreich war, wie im Falle des Retrotransposons Sleeping Beauty (Ivics et al.,
1997). Die Etablierung einer Transformation, bei der DNA-Sequenzen beispielsweise iiber die
Rekombination homologer Sequenzbereiche, stabil in das Genom eingebaut werden, sowie
von Keimbahntransformationen sind Ziele aktueller Forschung, konnten bislang aber noch
nicht erreicht werden. Aus diesem Grund sind auch funktionelle Genanalysen iiber Langzeit-
Uberexpressionsstudien derzeit noch nicht méglich.

Die transienten Transformationen erlauben es, mit Hilfe von Reportergenkonstrukten
Promotoranalysen durchzufiihren (Rossi et al., 2003; Wippersteg et al., 2005). Um die
Funktion eines Gens jedoch aufkldren zu kdnnen, wire es notwendig, das Gen funktionell
auszuschalten und den daraus resultierenden Phénotyp zu analysieren. Erreichbar wire dies
zum Beispiel durch eine stabile Keimbahntransformation und homologe Rekombination.
Diese ist fiir Schistosomen jedoch noch nicht etabliert. Eine alternative Moglichkeit ist die
RNA-Interferenz (RNA1), bei der die Expression eines Gens auf posttranskriptioneller Ebene
supprimiert wird. Uber das soaking oder die Elektroporation von verschiedenen
Lebenszyklusstadien konnte ein Protokoll etabliert werden, mit dem dsRNAs oder siRNAs in
Schistosomen eingebracht werden konnen. Erfolgreich angewandt wurde RNAi bei
Schistosomen bisher hauptsachlich fiir Pra-Adultstadien (Schistosomulae) (Skelly et al., 2003;
Boyle et al., 2003; Correnti & Pearce, 2004; Correnti et al., 2005; Correnti et al., 2007,
Morales et al., 2007b). Erst kiirzlich konnte diese Methode auch fiir Adulte etabliert (Davis et
al., 1999; Delcroix et al., 2006; Ndegwa et al., 2007; Krautz-Peterson et al., 2007; Geldhof et
al., 2007) und in diesen erfolgreich fiir tegumental und gastrodermal exprimierte Gene

eingesetzt werden (Ndegwa et al., 2007; Krautz-Peterson et al., 2007).



1.5 Zielsetzung der Arbeit

Mit Hilfe der Genom- und Transkriptomprojekte sowie iiber alternative Ansétze
konnten in den letzten Jahren verschiedene Signalmolekiile in Schistosomen identifiziert,
kloniert und schlieBlich charakterisiert werden. Einige dieser Molekiile werden in den
Reproduktionsorganen des Weibchens und des Ménnchens exprimiert. Homologe dieser
Molekiile sind in anderen Organismen an der Steuerung von Proliferations- und
Differenzierungsprozessen beteiligt, wie sie auch infolge der Paarung in Schistosomen-
Weibchen auftreten. Es wird daher vermutet, dass diese in S. mansoni identifizierten
Signalmolekiile sowohl an den Signaltransduktions-Kaskaden wéhrend der Ménnchen-
Weibchen-Interaktion sowie an der vom Minnchen induzierten, sexuellen Maturation des
Weibchens beteiligt sein kdnnten.

Nach der Identifizierung dieser Molekiile sollten nun deren Funktionen sowie die
Signalwege, an denen die beteiligt sind, ndher untersucht werden. Da sich unsere Arbeits-
gruppe auf zelluldre Tyrosinkinasen aus S. mansoni fokussiert hat, war eine Zielsetzung dieser
Arbeit, die bereits bekannten Tyrosinkinasen SmTK4 und SmTK6 weiter zu charakterisieren.
Ein Schwerpunkt lag dabei auf der Identifizierung von Interaktionspartnern iiber das Yeast
Two-Hybrid System. Aufgrund der hohen funktionellen Konservierung von Signalwegen
sowie der strukturellen Homologien der daran beteiligten Molekiile lieBe die Kenntnis der up-
und downstream in der Hierarchie eines Signalwegs gelegenen Interaktionspartner eines
Signalmolekiils Riickschliisse auf dessen Funktion zu. Parallel zu der Suche nach noch
unbekannten Interaktionspartner sollten Signalmolekiile aus S. mansoni gezielt kloniert
werden, um Interaktionen, wie sie aus Mammaliern bekannt sind (zum Beispiel mit Integrin-
Rezeptoren), im Yeast Two-Hybrid System zu iiberpriifen. Ein weiteres Ziel war es
herauszufinden, ob die Rezeptor-Tyrosinkinase SmRTK-1 mit SmTK4 im Yeast Two-Hybrid
System interagiert. Dieses Teilprojekt wurde im Rahmen einer Kollaboration mit Dr. Colette
Dissous (Institute Pasteur, Lille) durchgefiihrt.

Eine mogliche Funktion der Syk-Kinase SmTK4 in den Reproduktionsorganen adulter
Schistosomen sollte durch den Einsatz eines Syk-Kinase-spezifischen Inhibitors sowie durch
eine posttranskriptionelle Suppression von SmTK4 mittels RNAi analysiert werden. Mogliche
morphologische Effekte der SmTK4-Inhibierung auf die Reproduktionsorgane adulter

Schistosomen sollten untersucht werden.



Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit war es, verschiedene Bereiche der
regulatorischen 5’-Region des Aktin-Gens SmActl zu klonieren. Diese Arbeiten wurden im
Rahmen von Experimenten zur Transformation von Schistosomen unternommen. Da hierbei
fiir die ektopische Expressionen von Genen konstitutiv aktive Promotoren wiinschenswert
sind, sollten unterschiedlich lange SmActl-5’-Regionen iiber die transiente Transformation
von Schistosomen (Adulte, Larven) mit GFP-Reportergenkonstrukten auf ihre potentiell

konstitutive Promotoraktivitit hin untersucht werden.



2. MATERIAL & METHODEN

2.1 Material

2.1.1. Puffer und Losungen

Die fiir die Herstellung der folgenden Puffer und Losungen verwendeten Chemikalien wurden

von den Firmen Aldrich, Fluka, Merck, Roth, Serva und Sigma bezogen und lagen in p.A.

Qualitét vor.

Losung / Puffer

Acetat-Mix:

AFA-Fixativ:

LAnnealing“-Puffer :

Anodenpuffer:

APS:

Aufschlusspuffer

(Stocklosung):

Aufschlusspuffer
(Gebrauchsldsung):

Blaumarker:

Bead“-Puffer:

Blockierungs-Losung:

Bouin-Fixativ:

BSS (Balanced
Salt Solution):

Zusammensetzung

3 M Kalium-Acetat; 11,5% konz. Essigsdure

2% Essigsdure; 3% Formaldehyd; 95% Ethanol
(70%ig)

500 mM Kalium-Acetat; 150 mM HEPES-KOH
(pH 7,4); 10 mM Magnesium-Acetat; in DEPC-
dH,O0; sterilfiltriert

200 mM Tris (pH 10,4); 20% Methanol

10% Ammoniumpersulfat (Amersham) in dH,O

8 M Urea; 5% (w/v) SDS; 40 mM Tris (pH 6,8);
0,1 mM EDTA; 0,4 mg/ml Bromphenol-Blau;
in dH,O

1,3 ml Aufschlusspuffer-Stocklosung;
13 ul B-Mercaptoethanol; 150 ul Complete Mini;
66 ul 100x PMSF

0,1% Bromphenol-Blau; 0,1% Xylencyanol;
50% Glycerin; in 1x TAE-Puffer

50 mM Tris (pH 7,4); 5 mM EDTA; 5 mM
EGTA; 250 mM NaCl; 0,1% NP-40; sterilfiltriert;
vor Gebrauch werden 50 mM NaF hinzu gegeben

4% blocking reagent
(Roche, in Maleinséurepuffer)

15 ml gesittigte Pikrinsdure; 5 ml Formaldehyd;
1 ml Essigsdure

2,8 g NaCl; 0,15 g KCI; 0,07 g Na,HPOy4; 0,05 g
NaHCOs; 0,53 g CaCl,-2H,0; 1,0 g Glucose;
0,45 g MgS0O,-7H,0; dH,O ad 11, pH 7,4;
sterilfiltriert

Verwendungszweck

Plasmidpriparation

Fixierung von
Schistosomen

Synthese von dsRNA

Western-Blot

Proteingel

Proteinextraktion
aus Hefen

Proteinextraktion
aus Hefen

DNA-Elektrophorese

Immunoprézipitation

Transkript-Blot
In situ -
Hybridisierung

In vitro - Generation
von Muttersporocysten



Complete Mini:

Coomassie
Férbeldsung:

Coomassie Entfarber:

Detektionspuffer:

Denaturierungslosung:

Denaturierungs-Puffer:

Denhardt’s (100x):

DEPC-dH,0:
DMSO:

DNA-
Extraktionspuffer:

Elutionspuffer:

Ethidiumbromid
(EtBr) :

FastRed:

Glucoseldsung:

Hybridisierungs-
Losung

INDIA INK-LGsung:

Karminrot-Losung:

Kathodenpuffer:

LiAc-Losung (10x):

Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche);
1 Tablette in 1 ml dH,O gelost

0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250;
40% Ethanol; 10% Eisessig; 50% dH,O

40% Ethanol; 10% Eisessig; 50% dH,O

100 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 mM MgCly;
pH 9,5

0,2 N NaOH; 1% SDS

1,5 M Na(Cl; 0,5 M NaOH

2x SSC; 2% (w/v) Ficoll; 2% (w/v) Polyvinyl-
pyrolidon; 2% (w/v) BSA; in dH,O; filtriert

0,1% Diethylpyrocarbonat in dH,0O; autoklaviert
100% Dimethylsulfoxid

20 mM Tris (pH 8,0); 100 mM EDTA; 1% SDS;
500 pg/ml Proteinase K (frisch hinzu geben)

50 mM NaH,PO,; 300 mM NacCl; 250 mM
Imidazol; pH 8,0

1 g auf 100 ml dH,0;
abgedunkelt aufzubewahren

4-Chlor-2-Methylbenzendiazonium (Sigma)

50 mM Glucose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris
(pH 8,0); sterilfiltriert

5% SSC; 5% Denhardt’s; 0,5% SDS; 100 pg/ml
Heringssperma-DNA

0,1% Fount India (filtriert, Pelikan) in PBS;
0,05% Tween 20; 1% Essigsaure; pH 8,4

500 mg Karminrot (Certistain, Merck); 500 pl
konz. HCI; 500 pl dH,O; 90%iger Ethanol
ad 20 ml

40 mM e-Aminocapronséure; 25 mM Tris
(pH 9.,4); 20% Methanol

1 M LiAc; pH 7,5 (einzustellen mit verdiinnter
Essigsédure); autoklaviert

Proteinextraktion
Férbung
von Proteingelen

Férbung
von Proteingelen

Alkalische Phosphatase
Umsetzung

Plasmidpriparation
Southern-Blot

In situ -
Hybridisierung

RNA-Isolation
Losungsmittel

DNA-Isolation
aus Schistosomen

Proteinaufreinigung
Anfirbung
von Nukleinsduren

In situ -
Hybridisierung

Plasmidpraparation
Southern-Blot
Férbung

von Membranen
Féarbung von
Schistosomen

Western-Blot

Hefetransformation



Losung S:

“Low salt” -
Lysispuffer:

Lysispuffer:

Maleinséurepuffer:

MOPS-Puffer (10x):

Naphthol-
AS-Phosphat:

Neutralisierungs-
Puffer:

PBS (10x):

PBST:

Phenol:

PEG-Lsung:

PEG/LiAc-L3sung:

PMFS-Stock (100x):

Polyacrylamid-
Stammldsung:

Ponceau-Rot S:

Proteinase K-Puffer:

5 ml Formamid (deionisiert), 2,5 ml SSC (20x),
30 pl t-RNA (33 mg/ml), 50 pl Tween 20 (20%),
50 pl Heringssperma-DNA (20 mg/ml), 100 pl
Denhardt (100x), mit DEPC-dH,0 auf

10 ml auffillen

50 mM Tris (pH 7,5); 0,1% (v/v) Triton X-100;
50 mM Natrium-f-Glycerophosphat; 100 mM
NaCl; 2 mM EDTA; 2 mM EGTA,; sterilfiltriert;
vor Gebrauch werden 10% Complete Mini, 2 mM
PMSF, 2 mM Na;VO, (aktiviert) und 50 mM NaF

hinzugegeben

50 mM NaH,PO,; 300 mM NacCl;
10 mM Imidazol; pH 8,0

0,1 M Maleinséure; 0.15 M NaCl; pH 7,5;

in dH,0; autoklaviert

200 mM Morpholinopropansulfonséure (MOPS);
50 mM Natriumacetat; 10 mM EDTA; in DEPC-
dH,O (pH 7,0); autoklaviert

C17H13C1N05P (Slgma)

1 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,5

1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 65 mM
NazHPO4'2H20; 15 mM KH2PO4,
dH,O ad 11 (pH 7,0 - 7,2); autoklaviert
0,05% - 0,1% (v/v) Tween20 in 1x PBS

Phenol, abgesittigt mit gleichem Volumen

0,5 mM Tris (pH 7,8)

50% PEG 3350 (Polyethylenglycol)
40% PEG 4000; 1x TE-L6sung; 1x LiAc-Losung

0,1742 g Phenylmethyl-Sulfonyl-Fluorid

in 10 ml Isopropanol;

dunkel bei Raumtemperatur zu lagern

0,8% N’N’-Methylbisacrylamid; 30% Acrylamid;
in dH,O (Rotiphorese® Gel 30; Carl Roth)

2% Ponceau-Rot S; 30% Sulfoacylséure;
30% Trichloressigsdure; in dH,O

0,1 M Tris (pH 8,0); 0,05 M EDTA (pH 8,0);
autoklaviert; vor Gebrauch Zugabe von Proteinase
K (Stammkonz. 10 mg/ml, Endkonz. 1 pg/ml)

In situ -
Hybridisierung

Immunoprézipitation

Proteinaufreinigung
In situ -
Hybridisierung

RNA-Elektrophorese

In situ -
Hybridisierung

Southern-Blot

Waschpuffer

Western-Blot

Aufreinigung
von Nukleinsduren

Hefetransformation
Hefetransformation

Proteinextraktion

Proteingel

Western-Blot

In situ -
Hybridisierung



Repel-Silan:

RNA-Loading-Puffer:

Sammelgelpuffer (4x):

Schneckenwasser:

SDS-Laufpuffer (10x):

SDS-Laufpuffer (1x):

SDS-Probenpuffer:

SSC (20x):

STET-Puffer:

Substratpuffer I:

Substratpuffer II:

TAE-Puffer (50%):

TBS-Puffer:
TBST-Puffer:

TE-L6sung (10x):

TEMED:

TESPA:

TFB1-Puffer :

2% Dimethyldichlorsilan in 1,1,1-Trichlorethan

900 pl Formamid (deionisiert); 100 ul MOPS-
Puffer (1x); 160 ul Formaldehyd; 20 ul Brom-
phenol-Blau (1% in DEPC-dH,0); 20 pl Xylen-
cyanol (1% in DEPC-dH,0); 10 pl Ethidium-
bromid (10 pg/ul)

0,5 M Tris (pH 6,8); 0,4% SDS

auf 11: 3 ml Losung I (11 g CaCl,; 7 g MgCl,
-6H,0; dH,0 ad 200 ml); 2 ml Lésung 11

(0,6 g K,CO3); 4,6 g NaHCOs; dH,0 ad 200 ml);
0,4 ml Losung III (0,6 M NaOH)

1,92 M Glycin; 250 mM Tris; 10% (w/v) SDS;
dH,0 ad 1 1 (pH 8,3; vor SDS-Zugabe einstellen)

100 ml 10x Stocklosung; dH,O ad 11

8 ml Glycerin; 4 ml f-Mercaptoethanol;

12 ml 20% SDS; 16 ml 4xSammelgelpuffer;
(ggf. 4% Bromphenol-Blau)

3 M NaCl; 0,3 M Trinatriumcitrat-2H,O;
dH,Oad 11;pH 7,0

8% Sucrose; 50 mM Tris (pH 8,0); 50 mM
EDTA; 5% Triton X-100

100 mM Tris; pH 8,0

100 mM Tris; 100 mM NaCl; 50 mM MgSOy;
pH 9,5 (schnelle Farbreaktion)

2M Tris; 50 mM EDTA; 5,71% Eisessig
dH,O ad 11; pH 8,0

20 mM Tris; 137 mM NaCl; pH 7,5
TBS-Puffer + 0,05% - 0,1% (v/v) Tween-20

0,1 M Tris; 10 mM EDTA; pH 7,5; autoklaviert
Tetramethylethylendiamin, Amerham
3-Amino-propyltriethoxysilan, Sigma

100 mM RbClI; 50 mM MnCl, - 4H,0;

30 mM Kalium-Acetat; 10 mM CaCly;
15% Glycerin; pH 5,8; sterilfiltriert

Beschichtung
von Deckglédsern

RNA-Elektrophorese

Proteingel

Kultur von
Biomphalaria glabrata

Proteingel

Proteingel

Proteingel

In situ -
Hybridisierung,
Southern-Blot

Plasmidpriparation
aus Hefen

In situ -
Hybridisierung

In situ -
Hybridisierung

DNA-Elektrophorese

Immunodetektion
Immunodetektion
Hefetransformation
Proteingel

Beschichtung
von Objekttrigern

Herstellung
Hitzeschock-
kompetenter E. coli



TFB2-Puffer:

Trenngelpuffer (4x):

TRIzol®-Reagenz:

Waschpuffer:

X-Gal-Stocklosung:

Z-Puffer:

Z-Puffer/
X-Gal-Losung:

10 mM MOPS; 10 mM RbCI; 75 mM CacCl,;
15% Glycerin; pH 6,8 (mit KOH einzustellen);
sterilfiltriert

1,5 M Tris (pH 8,8); 0,4% SDS
Phenol, Guanidin-Isothiocyanat (GIBCO)

50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 20 mM
Imidazol; pH 8,0

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galacto-
pyranosid (X-Gal) in N,N-dimethyl-formamid
(DMF); 20 mg/ml

60 mM Na,HPO,:7H,0; 40 mM NaH,PO, H,0;

10 mM KCI; 1 mM MgSO4-7H,O; pH 7,0;
autoklaviert

100 ml Z-Puffer; 0,27 ml 3-Mercaptoethanol;
1,67 ml X-Gal-Stockldsung

2.1.2 Medien und Zusétze

Medium / Zusatz

LB-Medium:

LB-Agar:

SOC-Medium:

Ampicillin:

Kanamycin:

X-Gal:

IPTG:

Zusammensetzung

25 g Luria Broth Base (Miller’s Lab; Invitrogen);
ad 1 1 mit dH,O (pH 7,5); autoklaviert

wie LB-Medium; zusétzlich 15 g/l Agar;
autoklaviert

20 g Tryptone, 5 g Hefe-Extrakt; 0,5 g NaCl;
10 ml 250 mM KCI; 5 ml 2 M MgCl,; dH,O
ad 1 I; autoklaviert; nach dem Autoklavieren
Zugabe von 20 ml 1 M Glucoseldsung (steril)

Ampicillin-Trihydrat [D(-)-o-Aminobenzyl-
penicillin]; Stockkonz. 100 mg/ml dH,O;
Endkonz. 100 pg/ml

Kanamycin-Disulfate; Stockkonz. 25 mg/ml
dH,O; Endkonz. 25 pg/ml

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galacto-
pyranosid; Stockkonz. 2% in Dimethylformamid;
Endkonz. 0,004%

Isopropylthiogalactosid; Stockkonz. 1 M in
dH,0; Endkonz. 0,2 mM

Herstellung
Hitzeschock-
kompetenter E. coli
Proteingel

RNA-Isolation

Proteinaufreinigung

B-Galaktosidase-Assay

B-Galaktosidase-Assay

B-Galaktosidase-Assay

Verwendungszweck

E. coli - Medium
(fliissig)

E. coli - Medium
(fest)

E. coli - Medium

[nach Hitzeschock]
(fliissig)

Zusatz zu LB-Medium
und LB-Platten (Selektion)

Zusatz zu LB-Medium
und LB-Platten (Selektion)

Blau-Weil3-Selektion

Blau-Weil3-Selektion



YPD-Medium:

YPD-Platten:

YPDA-Medium:

SD-Medium:

SD-Agar:

SG-Medium:

Aminosiuren
(Merck; Sigma):

M199:

Schistosomen-
Kulturmedium:

Perfusionsmedium:

Bge-Medium:

ABAM:

HEPES:

20 g/l Peptone; 10 g/l Hefeextrakt; 950 ml dH,O;

autoklaviert; nach dem Autoklavieren Zugabe
von 50 ml 40%iger Glucoseldsung (steril)

wie YPD-Medium; zusétzlich 20 g/l Agar;
autoklaviert; nach dem Autoklavieren Zugabe
von 50 ml 40%iger Glucoseldsung (steril)

wie YPD-Medium; zusétzlich 0,2%ige Adenin-
Hemisulfat-Losung (steril; Endkonz. 0,003%)

6,7 g/l Yeast Nitrogene Base (YNB, without
amino acids); Zugabe der entsprechenden
100x Aminosdurestocklésungen; dH,0O ad
950 ml; autoklaviert; nach dem Autoklavieren
Zugabe von 50 ml 40%iger Glucoseldsung
(steril)

wie SD-Medium; zusétzlich 20 g/l Agar;
autoklaviert; nach dem Autoklavieren Zugabe
von 50 ml 40%iger Glucoseldsung (steril)

6,7 g/l Yeast Nitrogene Base (YNB, without
amino acids); 20 g Galaktose; dH,O ad 1 ;
autoklaviert

Adenin (20 mg/1), L-Histidin (20 mg/l),
L-Leucin (100 mg/1), L-Lysin (30 mg/l),
L-Methionin (20 mg/l), L-Tryptophan (20 mg/l),
Uracil (20 mg/1);

angesetzt als 100x Stocks in dH,O

10,43 g M199; 1 g Glucose; 2,2 g NaHCO;;
20 ml Tris (1 M; pH 7,4); dH,O ad 11

(pH 7,0); sterilfiltriert

M199; 1% HEPES; 1% ABAM; 10% NCS
1% (w/v) M199 Pulvermedium; 2% (v/v)

0,5 M Tris (pH 7,4); 0,1% Glucose;

Heparin (Endkonz. 10 mg/1)

22% Schneider’s Insect Medium; 58% dH,0;
4,5 g/l Lactalbumin Hydrolysat; 1,3 g/l
Galactose; pH 7,4; sterilfiltriert

Antibiotikum/Antimycotikum-L&sung (Sigma)

Serum von neugeborenen Kélbern (Sigma)

1 M 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-
Ethan-Sulfonséure; pH 7,4; sterilfiltriert

Fliissigkultur von
Hefen (Vollmedium)

Kulturplatten fiir
Hefen (Vollmedium)

Fliissigkultur von
Hefen (Vollmedium)

Fliissigkultur von
Hefen
(Minimalmedium)

Kulturplatten fiir
Hefen
(Minimalmedium)

Fliissigkultur von
Hefen
(Minimalmedium)

Zusitze zu

SD-Medium
und SD-Platten

In vitro - Kultur
von Schistosomen

In vitro - Kultur
von Schistosomen

Hamster - Perfusion

In vitro - Kultur
von Muttersporocysten

Zusatz zu Schistosomen -
Kulturmedium

Zusatz zu Schistosomen -
Kulturmedium

Zusatz zu Schistosomen -
Kulturmedium



2.1.3 Enzyme

Die wihrend dieser Promotionsarbeit verwendeten Enzyme, sowie die Firmen, von denen sie

bezogen wurden, sind im Folgenden wiedergegeben.

Enzym

Alkalische Phosphatase

DNase
Proteinase K

Restriktionsenzyme

Reverse Transkriptase

RNaseA
RNasin

Tag-Polymerase

TripleMaster
(PCR Extender System)

T4-DNA-Ligase

T7-.T3-, SP6-
RNA-Polymerase

Firma

New England Biolabs

Fermentas
Merck

New England Biolabs, Fermentas

Qiagen
Invitrogen

Sigma
Promega

New England Biolabs
Solis Biodyne

Eppendorf
(5 PRIME)

New England Biolabs, Fermentas

Roche

2.1.4 Molekulargewichtstandards

*= DNA Standard: HyperLadderI (Bioline)

10.000 (100); 8.000 (80); 600 (60); 5.000 (50); 4.000 (40); 3.000 (30); 2.500 (25); 2.000 (20);
1.500 (15); 1.000 (100); 800 (80); 600 (60); 400 (40); 200 (20)
[bp; in Klammern angegeben die Menge DNA in ng pro 5 pl]

Anmerkung

Calf Intestinal Mucosa Phosphatase
(CIP)

RNase-freie DNasel
Cystein-Protease
Restriktionsendonukleasen Typ 11

SensiScript
SuperScriptll, SuperScriptIll

DNase-freie RNase
RNase-Inhibitor

DNA-Polymerase
DNA-Polymerase

DNA-Polymerase
mit proof reading-Aktivitit

Ligation von DNA

DNA-abhéngige RNA-Polymerase

= RNA Standard: RNA Ladder High Range (Fermentas)

6.000; 4.000; 3.000; 2.000; 1.500; 1.000; 500; 200 [bp]

» Protein Standard: Roti-Mark 10-150 (Carl Roth)
150; 100; 80; 60; 40; 30; 20; 10 [kDa]

* Protein Standard: Precision Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad)
250; 150; 100; 75; 50; 37; 25; 20; 15; 10 [kDa]



2.1.5 Primer

Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit verwendeten Primer sind mit ihren Sequenzen und

Tm-Werten im Folgenden angegeben. Die T,-Werte der Primer wurde mit Hilfe der Formel

Tm=2x (A +T)+4x (G + C) abgeschitzt. Den Primern angehédngte Restriktionsschnittstellen

sind in der Sequenz blau markiert. Eingefligte Sequenzen fiir Start- oder Stop-Codons sind rot

und in den Primern eingefiigte ,,Tag“-Sequenzen griin markiert.

Primer-Name
TK6-Voll-
pESC-His-5’(Xhol)

TK6-Voll-
pESC-His-3"(Sacll)

TK4-SH2SH2-
pESC-His-5’(Notl)

TK4-SH2SH2-
pESC-His-3’(Clal)

TK6-SH2-5’(BamHI)
TK6-SH2-3’(Pst])
TK4-baitl-5’
TK4-bait1-3’
TK4-bait2-5’
TK4-bait2-3’
GAL4-DNA-BD-5’
pGADT7-5’
pGADT7-3’
pGADTneu-5’
pGADTneu-3’
prey-pGADT7-5’

prey-pGADT7-3’

TK6-SH2-pACT2-5’
(BamHI)

Primer-Sequenz (5’ — 3’)

CTC GAG AAT GTT GTG ACT GAT GTG CAT
CCG CGG TTA TCT AAA TAT TGA GCT TCT GTG TGC
GCG GCC GCA ATG GGA GCT ATT CCA CCG

AT CGA TGA TAT ACC ACC GGA ACC TGA

GG ATC CGT CTG AAT GAT GGA CTT CCA ACT AGT
TTG

CTG CAG AAA TGC ACT GGT GGA CGG TAT GC

GG ATC CTA CAG AAA CCA ATA CCA GTATC
CT GCA GGG TAT GCA AAT ATTTGT TTG T
GG ATC CAA ATT TAT GAT GAA TTA CCA CC

CT GCA GTT CAA CAA GAA ATT CGA TG

TGT GAA TAA AGATGC CGT C
GTG GTA TCA ACG CAG AGT GGC
ATC GAT GCC CAC CCT CTA GAG
TGC AAA GAT GGA TAA AGC GG
ATC TGG TAC GTC GTATGG G
ACC AAATGC GGT GTTCITG

CTA AAG GTA CTG ACT TCG TTG TTG TC

GG ATC CTG AAT GAT GGA CTT CCA ACT

Tmn-Wert
[°C]

58
72
58
60

82
70
60
54
56
50
54
66
66
58
58
56
74

56



TK6-SH2-pACT2-3’
(Xhol)

TK3-SH2-pACT2-5’
(BamHI)

TK3-SH2-pACT2-3’
(Xhol)

RTK1-pACT2-5’
(BamHI)

RTK1-pACT2-3’
(Xhol)

TK6-SH3SH2-5’
(BamHI)

TK6-SH3SH2-3°
(Pst])

TK3-SH3SH2-5’
(BamHI)

TK3-SH3SH2-3’
(Pst])

B-Integrinl-5’

B-Integrinl-
C-Terminus-3’

B-Integrinl-
C-Terminus-5’

B-Integrinl-
komplett-5’

B-Integrin1-Sonde-5’
B-Integrin1-Sonde-3’
Southern-B-Int-5’

Southern-B-Int-3’

B-Integrinl-C-
Terminus-5" (BamHI)

B-Integrinl-C-
Terminus-3’ (Xhol)

TK6-SH3-5"(BamHI)
TK6-SH3-3’(Pst])
TK3-SH3-5"(BamHI)

TK3-SH3-3*(Pst])

C TCG AGA ATG CAC TGG TGG ACG GTA

GG ATC CGT TTG GAA TCC AAT GAATGGT

CTCG AGG TCG AAT ACACGGTTTTCCC

GG ATC CTT TAC TAT CGG CGC AAA CTA AAG

C TCG AGA AGG TAG AAA CGC TAA ACT GTT ATC

GG ATC CGT ATG GGA ATT TGT TTG TGT CTT C

CTG CAG AAG CTT TCG AAT TCT TGT TAT G

GG ATC CGT ATG GGA AAT TCT AAT TCG TCT AA

CTG CAG AAT TGA AGA TTT TGG AAT TTC CC

TGG TGA ATG TAA ATG TCA GTCT

ATATCC GTT TTC TTC AAA AGT

TAC AAT TGATGATCGTCGT

ATG GGA CTT GITCGT C

TCG TGG TGT GTG TGA CTG TG

GAA GAT TCG CAT TGT GTA GCA

CCA GAG GGT GGT ATG GAC G

CGC TAG GAT AAT CAG TTT GAT CAG

GG ATC CGA AAA CTA GTC ATT ACA ATT GAT GA

CTC GAG TTA TCA ATATCC GTT TTC TTC AAA AGT

TG

GG ATC CGT TTG GTA CAG GTT CGC GCT C

CTG CAG TCA AGT TGG AAG TCC ATC ATT CAG

GG ATC CGT ACA GAA GGG CAGTTT GIT GC

CTG CAG TCA TTC CAA ACT GGT AAC AGC TG

58

58

60

64

68

52

58

64

60

60

54

52

48

62

60

62

68

58

60

62

60

58



a-Integrinl-5’
a-Integrinl-kurz-5’
o-Integrinl-int-5’
a-Integrinl-3’
o-Integrinl-int-3°
o-Int-Subl1-5’

o-Int-Sub1-3’
TK4-linker-Sub1-5’
(BamHI)

TK4-linker-Sub1-3’
(Pst])

TK4-linker-Sub2-5’
(BamHI)

TK4-linker-Sub2-3’
(Pst])

TK4-Sub1-5’ (pGEX)
TK4-Sub1-3’ (pGEX)
TK4-Sub2-5’ (pGEX)

TK4-Sub2-3’ (pGEX)

TK4-Subl-in vitro
Expression-5" (Kpnl)

TK4-Subl-in vitro
Expression-3° (EcoRI)

TK4-Sub2-in vitro
Expression-5" (Kpnl)
TK4-Sub2-in vitro
Expression-3° (EcoRI)
TK4-linker1-
pBAD-5" (Xbal)
TK4-linker1-
pBAD-3’ (EcoRI)
TK4-linker2-
pBAD-5" (Xbal)

TK4-linker2-
pBAD-3’ (EcoRI)

ATG AGA TAT TTA AAG AAA TAT ATT AGT CGA AA

ATG GGT CAA ATATCT CATTGG T

TGT GGA ATT GAA AAC CGA

TTA ATT TTT TCT CGG TTC AAT AAAT

TAA AGG TTC GAT TGC CCA

CGA CGT TCA GTA AAT AGG AAA ATA AA

TGG AAT TTC ACG AAATAATGATACA

G GAT CCG AAT TTC ACA TGT TCA TTT TCA GG

CT GCA GGA TGG AGA AGA GAA AGC ATT TGA

G GAT CCA TCA AAT GCT TTC TCT TCT CCA TC

CT GCA GAA CAA GAAATTCGATGGTGG T

GGA TCC AAT TTC ACATGT TCA TTT TCA GG

G AAT TCA TGG AGA AGA GAA AGCATTTGA T

GGA TCC ACATTA CACTTT CCT CCA ATATT

G AAT TCA CAA GAA ATT CGA TGG TGG TAA

GGTACCA ATG CAC CAT CAC CAT CAC CAC AAT
TTC ACATGT TCATTT TCA GGT

GAATTCTTT TTTTTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT
GGG TTA AGA TGG AGA AGA GAA AGC ATT

GGTACCA ATG CAC CAT CAC CAT CAC CAT ACA
TTA CACTTT CCT CCA ATATTG

GAATTCTTITTTTTTTTTT TTT TTT TTT TTT TTT
GGG TTA CAA GAA ATT CGA TGG TGG TAA

TCT AGA AAT TTC ACA TGT TCA TTT TCA GG

GAA TTC AGA TGG AGA AGA GAA AGC ATT TG

TCT AGA ACATTA CACTTT CCT CCA ATATTG

GAA TTC CAA GAA ATT CGATGG TGGTAAT

76

60

50

60

52

68

64

64

64

66

58

60

62

60

60

62

58

64

58

60

64

64

60



TK4-SH2SH2-
pBAD-5" (Xbal)

TK4-SH2SH2-
pBAD-3" (Notl)

TK4-SH2-1-pBAD-5’
(Xbal)

TK4-SH2-1-pBAD-3’
(Notl)

TK4-SH2-2-pBAD-5’
(Xbal)

TK4-SH2-2-pBAD-3’
(EcoRI)

TK4-linker-Sub3-
pBAD-5" (Xbal)

TK4-linker-Sub3-
pBAD-3’(Notl)

TK6-unique-pBAD-5’
(Xbal)

TK6-unique-pBAD-3’
(EcoRlI)

Trx fwd
pBAD rev

ACt500-5 ’ (SacH)

ACtl 000-5 ’ (SacH)

ACtl 500-5 ’ (SacH)

ACt500-3 ’ (NCOI)

Act3 Promotor-5’
(Sacll)

Act2 Promotor-5’
(Sacll)

Actl Promotor-5’
(Sacll)

Act Promotor-3’
(Ncol)

GFP-5°
GFP-3’

Oligo-d(T)-Primer

TCT AGA ATG CCT GGA GCT ATT CCA

GC GGC CGC TGA TAT ACC ACC GGA

TCT AGA ATG GAA TCA ACA AAT TAT TTC TAT GG

GC GGC CGC AAG AAA ACC ATC CAA TTG

TCT AGA ATG CAT TTA TTA CAA CCATGG TAT C

GAATTC ACATAATAA TCC ATCTTG ACG

TCT AGA ATG AAC GTA AAA GAT TCA CGT G

GC GGC CGCTGC ATG TTCTTC ACT ACA ATC

TCT AGA ATG GGA ATT TGT TTG TGT CTIT C

GAA TTC CAA AGG TCT CGC TTG GA

TTC CTC GAC GCT AAC CTG

GAT TTA ATC TGT ATC AGG C

TCC CCG CGG TAC TAT AGG GCA CGC GTG

TTC CCG CGG TAA ACA CGC ACT CAA AGT G

TCC CCG CGG CTC GAA TAT ATG GGT AAG C

CCC ATG GTT TAC TAG ATG ATG AGA CAC

CCG CGG CTT CCA AAT AGT TCC CAC

CCG CGG CCA TCT TGT CTA AAT CCT ATC

CCG CGG TAT GGG TAA GCG TTG TTC

CCATGG TACTAG ATG ATGAGACACT

GGG AACTAC AAG ACA CGT GC

AAC TGC AGT CCT TAT TTG TAT AGT TCC C

[ TTTTT TTTTTTTTITTTITTT
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66
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66
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52

56
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52

58

52

52

62

78
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PDI-RNA-5° AAA TGA TGC CCC GACTTA CC
PDI-RNA-3° TCA TCC CAA ACT GGA GCA AG
PDI-5’ GGG ATT TAT CAA GGA TAC GGA CTC
PDI-3’ CAC CAA GGA GCATAC AGT TTG AC

2.1.6 Plasmide und rekombinante Plasmide

60

60

70

68

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden die folgenden kommerziellen Plasmide als

Grundlage fiir Klonierungen verwendet.

Plasmid-Name

pST-Bluel
pDrive

pQE-30, pQE-31, pQE-81L

pGEX-2T

pBAD-TOPO/Thio

Beschreibung

Klonierungsvektor
Klonierungsvektor

Vektoren zur Proteinexpression in E. coli

GST-Fusionsvektor
zur Proteinexpression in E. coli

Thioredoxin-Fusionsvektor
zur Proteinexpression in E. coli

Yeast Three-Hybrid — GAL4-BD-Vektor
Yeast Two-Hybrid — GAL4-AD-Vektor
Yeast Two-Hybrid — GAL4-AD-Vektor

Yeast epitope tagging vector

Firma/Quelle

Novagen
Qiagen
Qiagen
Amersham

Invitrogen;
modifizierte MCS
(K. Brehm)

Clontech
Clontech
Clontech

Stratagene

Auf der Grundlage dieser Plasmide wurden die im Folgenden aufgefiihrten, rekombinanten

Plasmide hergestellt [*:

Glycerin-Stock angelegt; **:

Glycerin-Stock angelegt und

sequenziert]. Bei Plasmiden, die in die Klonsammlung der Arbeitsgruppe eingefiigt wurden,

sind zusitzlich zu den Namen die jeweiligen Klonnummern in Klammern angegeben.



Plasmid-Name

TK4-Volllange
[245]

TK6-Volllange
[140]

TK6-Volllange
pDrive (pESC-HIS)

TK6-Volllange
pESC-HIS
[145]

TK4-SH2SH2
pDrive (pESC-HIS)

TK4-SH2SH2
pESC-HIS
[146]

TK4-SH2SH2 +
TK6-Vollidnge
pESC-HIS

[147]
TK6-SH2

[141]
TK6-SH2 pBridge

[142]
TK6-SH2 +
TK3-TK pBridge

[143]

TK4-baitl pDrive

TK4-bait2 pDrive

TK4-bait3 pDrive

TK4-bait] pBridge
[158]

Beschreibung

Insert: Volllingen-cDNA-Sequenz von SmTK4
Riickgrat: pDrive

Insert: Volllingen-cDNA-Sequenz von SmTK6
Riickgrat: pST-Bluel

Insert: Volllingen-cDNA-Sequenz von SmTK6
(5’ Xhol; 3’ Sacll) zur Klonierung in pESC-HIS
Riickgrat: pDrive

Insert: Volllingen-cDNA-Sequenz von SmTK6
(5 Xhol; 3° Sacll) in der MCSII
Riickgrat: pESC-HIS

Insert: Tandem-SH2-Doméne von SmTK4
(5° Notl; 3’ Clal) zur Klonierung in pESC-HIS
Riickgrat: pDrive

Insert: Tandem-SH2-Doméine von SmTK4
(5’ Notl; 3 Clal) in der MCSI
Riickgrat: pESC-HIS

Insert: Tandem-SH2-Doméne von SmTK4

(5’ Notl; 3’ Clal) in der MCSI, Volllingen-cDNA-
Sequenz von SmTK6 (5* Xhol; 3 Sacll) in der MCSII
Riickgrat: pESC-HIS

Insert: SH2-Doméne von SmTK®6 (5° BamHI, 3 Pstl)
zur Klonierung in die MCSI von pBridge

Riickgrat: pDrive

Insert: SH2-Domiéne von SmTK6 in der MCSI
Riickgrat: pBridge

Insert: SH2-Domine von SmTK6 in der MCSI und
TK-Domine von SmTK3 in der MCSII

Riickgrat: pBridge

Insert: SmTK4-baitl (5° BamH]I, 3’ Pstl) zur Klonierung
in die MCSI von pBridge

Riickgrat: pDrive

Insert: SmTK4-bait2 (5° BamH]I, 3’ Pstl) zur Klonierung
in die MCSI von pBridge

Riickgrat: pDrive

Insert: SmTK4-bait3 (5° BamH]I, 3’ Pstl) zur Klonierung
in die MCSI von pBridge

Riickgrat: pDrive

Insert: SmTK4-baitl (5° BamHI, 3’ Pstl) in der MCSI
Riickgrat: pBridge

Quelle

V. Wippersteg,
unverdffentlicht *

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt **



TK4-bait2 pBridge
[159]

TK4-bait3 pBridge
[160]

TK6-SH2 pDrive

TK6-SH2 pACT?2
[235]

TK3-SH2 pDrive

TK3-SH2 pACT2
[236]

TK4-SH2SH2
pBridge
[118]

TK4-SH2SH2 +
TK3-TK pBridge
[117]

TK4-SH2(1) +

TK3-TK pBridge
[119]

TK4-SH2(2) +

TK3-TK pBridge
[120]

SmVKEF fl

iSmVKR pBridge

RTK1-C-Terminus
pDrive

RTK1-C-Terminus
pACT2 [247]

TK6-SH3SH2
pDrive

Insert: SmTK4-bait2 (5° BamHI, 3’ Pstl) in der MCSI
Riickgrat: pBridge

Insert: SmTK4-bait3 (5° BamHI, 3’ Pstl) in der MCSI
Riickgrat: pBridge

Insert: SH2-Doméne von SmTK6 (5° BamHI; 3° Xhol)
zur Klonierung in pACT2

Riickgrat: pDrive

Insert: SH2-Doméne von SmTK6 (5° BamHI; 3° Xhol)
Riickgrat: pACT2

Insert: SH2-Domine von SmTK3 (5’ BamHI; 3° Xhol)
zur Klonierung in pACT2

Riickgrat: pDrive

Insert: SH2-Doméne von SmTK3 (5° BamHI; 3° Xhol)
Riickgrat: pACT2

Insert: Tandem-SH2-Doméne von SmTK4 in der MCSI
Riickgrat: pBridge

Insert: Tandem-SH2-Domiéne von SmTK4 in der MCSI
und TK-Doméne von SmTK3 in der MCSII

Riickgrat: pBridge

Insert: N-terminale SH2-Doméne von SmTK4 in der
MCSI und TK-Doméne von SmTK3 in der MCSII

Riickgrat: pBridge

Insert: C-terminale SH2-Domiéne von SmTK4 in der
MCSI und TK-Doméne von SmTK3 in der MCSII

Riickgrat: pBridge

Insert: Volllingen-cDNA-Sequenz von SmRTK-1
Riickgrat: pcDNA 3.1 V5His (Invitrogen)

Insert: C-Terminus von SmRTK-1 (5” EcoRI, 3° BamHI)
in der MCSI und TK-Doméne von SmTK3 in der MCSII

Riickgrat: pBridge

Insert: C-Terminus von SmRTK-1 (5’ BamH]I, 3° Xhol)
zur Klonierung in pACT2

Riickgrat: pDrive

Insert: C-Terminus von SmRTK-1 (5* BamHI, 3° Xhol)
Riickgrat: pACT2

Insert: SH3- und SH2-Doméne von SmTK6
(5* BamHI; 3’ Pstl) zur Klonierung in pBridge
Riickgrat: pDrive

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

Beckmann, 2005

Beckmann, 2005

Beckmann, 2005

Beckmann, 2005

C. Dissous *

C. Dissous *

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *



TK6-SH3SH2
pBridge
[237]

TK3-SH3SH2
pDrive

TK3-SH3SH2
pBridge
[238]

B-Integrinl-1200bp

B-Integrinl-
Volllange

B-Integrinl-Sonde
[150]

Southern-B-Int
[242]

B-Integrin1-C-
Terminus
pDrive (pACT2)

B-Integrinl-C-
Terminus pACT?2

TK6-SH4SH3
pDrive

TK6-SH4SH3
pBridge

TK6-SH3
pDrive

TK6-SH3
pBridge

TK3-SH4SH3
pDrive

Insert: SH3- und SH2-Doméne von SmTK6
(5° BamHI; 3’ Pstl)
Riickgrat: pBridge

Insert: SH3- und SH2-Doméne von SmTK3
(5° BamHI; 3’ Pstl) zur Klonierung in pBridge
Riickgrat: pDrive

Insert: SH3- und SH2-Doméne von SmTK3
(5° BamHI; 3’ Pstl)
Riickgrat: pBridge

Insert: unbekannter Bereich der in silico - SmB-Integrinl-

Sequenz (1.200 bp Amplifikat)
Riickgrat: pDrive

Insert: Vollldngen-cDNA-Sequenz von Smf-Integrinl
Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment der Smp-Integrinl-Sequenz fiir die
Transkriptherstellung fiir eine in situ - Hybridisierung

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment der Smp-Integrinl-Sequenz fiir die
Herstellung einer Sonde fiir einen Southern-Blot

Riickgrat: pDrive

Insert: C-Terminus von Smf-Integrinl
(5° BamH]I, 3° Xhol) zur Klonierung in pACT?2

Riickgrat: pDrive

Insert: C-Terminus von Smf-Integrinl
(5’ BamH1, 3° Xhol)
Riickgrat: pACT2

Insert: SH4- und SH3-Doméne von SmTK6
(5° BamHI, 3’ Pstl) zur Klonierung in pBridge
Riickgrat: pDrive

Insert: SH4- und SH3-Doméne von SmTK6
(5° BamHI, 3’ Pstl) in der MCSI

Riickgrat: pBridge

Insert: SH3-Doméne von SmTK6 (5° BamH]I, 3 Pstl)
zur Klonierung in pBridge
Riickgrat: pDrive

Insert: SH3-Doméne von SmTK6 (5° BamH]I, 3 Pstl)
in der MCSI

Riickgrat: pBridge

Insert: SH4- und SH3-Domine von SmTK3
(5’ BamH1, 3’ Pstl) zur Klonierung in pBridge
Riickgrat: pDrive

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *



TK3-SH4SH3
pBridge

TK3-SH3
pDrive

TK3-SH3
pBridge

o-Integrin-
5’-Bereich

o-Integrin-
3’-Bereich

o-Integrin-Subl
[248]

TK4-linker-
Subfragment 1
pDrive (pQE-31)

TK4-linker-
Subfragment 2
pDrive (pQE-31)

TK4-linker-komplett

pDrive (pQE-31)

TK4-linker-
Subfragment 1
pDrive (pGEX-2T)

TK4-linker-
Subfragment 2
pDrive (pGEX-2T)

TK4-linker-Sub 1
Expressionsklon
pQE-31[151]

TK4-linker-Sub 2
Expressionsklon
pQE-31[152]

TK4-linker-Sub 1
Expressionsklon
pQE-81L [153]

Insert: SH4- und SH3-Doméne von SmTK3
(5° BamHI, 3° Pstl) in der MCSI

Riickgrat: pBridge

Insert: SH3-Doméne von SmTK3 (5° BamH]I, 3’ Pstl)
zur Klonierung in pBridge
Riickgrat: pDrive

Insert: SH3-Doméine von SmTK3 (5 BamHI, 3” Pstl)
in der MCSI

Riickgrat: pBridge

Insert: 1.930 bp des 5’-Bereiches von Sma-Integrinl
Riickgrat: pDrive

Insert: 2.071 bp des 3’-Bereiches von Sma-Integrinl
Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment der Sma-Integrinl-Sequenz fiir die
Transkriptherstellung fiir eine in situ - Hybridisierung

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 1 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5’ BamH1, 3’ Pstl) zur Klonierung in pQE-31
Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 2 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5’ BamH1, 3’ Pstl) zur Klonierung in pQE-31
Riickgrat: pDrive

Insert: komplette ,,linker“-Region von SmTK4
(5’ BamHl, 3’ Pstl)
Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 1 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5° BamH]I, 3° EcoRI) zur Klonierung in pGEX-2T

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 2 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5° BamH]I, 3° EcoRI) zur Klonierung in pGEX-2T

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 1 der ,linker“-Region von SmTK4
(5’ BamHl, 3’ Pstl)
Riickgrat: pQE-31

Insert: Subfragment 2 der , linker“-Region von SmTK4
(5’ BamHl, 3’ Pstl)
Riickgrat: pQE-31

Insert: Subfragment 1 der ,linker“-Region von SmTK4
(5* BamH1, 3° Pstl)
Riickgrat: pQE-81L

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt**

selbst erstellt **

selbst erstellt**

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt **



TK4-linker-komplett
Expressionsklon
pQE-81L [154]

TK4-linker-Sub 1
GST-Expressions-
klon [155]

TK4-linker-Sub 2
GST-Expressions-
klon [156]

TK4-Subl -fiir
in vitro Expression

TK4-Sub2-fiir
in vitro Expression

TK4-Subl- in vitro
Expressionsklon

TK4-Sub2- in vitro
Expressionsklon

TK4-linker-Sub 1
pDrive (pBAD)

TK4-linker-Sub 2
pDrive (pBAD)

TK4-linker-Sub 1
pBAD
[191]

TK4-linker-Sub 2
pBAD
[157]

TK4-SH2SH2
pDrive (pBAD)

TK4-SH2SH2
pBAD
[192]

Insert: komplette ,,linker*“-Region von SmTK4
(5* BamHI, 3” Pstl)
Riickgrat: pQE-81L

Insert: Subfragment 1 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5’ BamH1, 3° EcoRI)

Riickgrat: pQEX-2T

Insert: Subfragment 2 der ,,linker“-Region von SmTK4
(5 BamHLI, 3° EcoRI)
Riickgrat: pQEX-2T

Insert: Subfragment 1 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5’ Kpnl; 3° EcoRl) fiir in vitro - Expressionsklon
Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 2 der ,,linker“-Region von SmTK4
(5’ Kpnl; 3° EcoRl) fiir in vitro - Expressionsklon
Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 1 der ,,linker*“-Region von SmTK4,
in vitro - Expressionsklon

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 2 der ,,linker*“-Region von SmTK4,
in vitro - Expressionsklon

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 1 der ,,linker*“-Region von SmTK4
zur Klonierung in pPBAD-TOPO/Thio

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 2 der ,,linker*“-Region von SmTK4
zur Klonierung in pPBAD-TOPO/Thio

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 1 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5’ Xbal, 3° EcoRI)
Riickgrat: pPBAD-TOPO/Thio

Insert: Subfragment 2 der ,,linker“-Region von SmTK4
(5’ Xbal, 3° EcoRI)
Riickgrat: pPBAD-TOPO/Thio

Insert: Tandem-SH2-Doméne von SmTK4
(5° Xbal, 3° Notl) zur Klonierung in pBAD
Riickgrat: pDrive

Insert: Tandem-SH2-Doméne von SmTK4
(5’ Xbal, 3° Notl)
Riickgrat: pPBAD-TOPO/Thio

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **



TK4-SH2-1
pDrive (pBAD)

TK4-SH2-1 pBAD
[241]

TK4-SH2-2
pDrive (pBAD)

TK4-SH2-2 pBAD
[246]

TK4-linker-Sub3
pDrive (pBAD)

TK4-linker-Sub3
pBAD [249]

TK6-unique site
pDrive

TK6-unique site
pBAD [185]

ACts()() - GFP - Act
[4]

ACt]OOO - GFP - Act
[161]

ACt]500 - GFP - Act
[107]

Actl
(Act;spo-luciferase)
[162]

Act2
(Actygeo-luciferase)
[163]

Act3
(Actsgo-luciferase)
[164]

Insert: N-terminale SH2-Doméne von SmTK4
(5° Xbal, 3° Notl) zur Klonierung in pBAD-TOPO/Thio

Riickgrat: pDrive

Insert: N-terminale SH2-Doméne von SmTK4
(5’ Xbal, 3° Notl)
Riickgrat: pPBAD-TOPO/Thio

Insert: C-terminale SH2-Doméne von SmTK4
(5° Xbal, 3° EcoRl) zur Klonierung in pBAD-TOPO/Thio

Riickgrat: pDrive

Insert: C-terminale SH2-Domiéne von SmTK4
(5’ Xbal, 3° EcoRI)
Riickgrat: pPBAD-TOPO/Thio

Insert: Subfragment 3 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5’ Xbal, 3° Notl) zur Klonierung in pPBAD-TOPO/Thio

Riickgrat: pDrive

Insert: Subfragment 3 der ,,linker*“-Region von SmTK4
(5’ Xbal, 3> Notl)
Riickgrat: pPBAD-TOPO/Thio

Insert: unique site von SmTK6 zur Klonierung in pPBAD-
TOPO/Thio (5° Xbal, 3’ EcoRI)

Riickgrat: pDrive

Insert: unique site von SmTK6 (5° Xbal, 3> EcoRI)
Riickgrat: pPBAD-TOPO/Thio

Insert: ORF des GFP-Gens unter der Kontrolle des
Aktinsg-Promotors, gefolgt von dem SmAct1-Terminator
Riickgrat: pBlueskript IT SK-

Insert: ORF des GFP-Gens unter der Kontrolle des
Aktin,gg-Promotors, gefolgt von dem SmAct1-Terminator
Riickgrat: pBlueskript IT SK-

Insert: ORF des GFP-Gens unter der Kontrolle des
Aktin, spo-Promotors, gefolgt von dem SmActl-Terminator
Riickgrat: pBlueskript IT SK-

Insert: ORF des Luciferase-Gens unter der Kontrolle eines
Aktin;soo-Promotors [Actl] (5° Kpnl, 3° Smal)
Riickgrat: pGL3basic (Promega)

Insert: ORF des Luciferase-Gens unter der Kontrolle eines
Aktingg-Promotors [Act2] (5° Kpnl, 3° Smal)
Riickgrat: pGL3basic (Promega)

Insert: ORF des Luciferase-Gens unter der Kontrolle eines
Aktinsgo-Promotors [Act3] (5° Kpnl, 3 Smal)
Riickgrat: pGL3basic (Promega)

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

selbst erstellt *

selbst erstellt **

El Bahay, 2003

selbst erstellt **

Beckmann, 2005

J. Correnti *

J. Correnti *

J. Correnti *



Actl-GFP-Act
[165]

Act2-GFP-Act
[166]

Act3-GFP-Act
[167]

Insert: ORF des GFP-Gens unter der Kontrolle des Actl- selbst erstellt *
Promotors, gefolgt von dem SmAct1-Terminator
Riickgrat: pBlueskript IT SK-

Insert: ORF des GFP-Gens unter der Kontrolle des Act2- selbst erstellt *
Promotors, gefolgt von dem SmAct1-Terminator
Riickgrat: pBlueskript II SK-

Insert: ORF des GFP-Gens unter der Kontrolle des Act3- selbst erstellt *
Promotors, gefolgt von dem SmAct1-Terminator
Riickgrat: pBlueskript II SK-

2.1.7 Bakterien- und Hefestimme

Bakterien-Stimme

DH5a

XL1-Blue

M15 [pREP4]

SG 13009 [pREP4]

BL21(DE3)-pLysS

Hefe-Staimme

AHI109

Y187
YPH499
YPHS500

YPHS501

Hitzeschock-kompetente E. coli - Zellen (Hanahan, 1983)
[F’, end Al, hsdR17 (r,my ), supE44, thi-1, A", recAl, gyrA96, relAl,
A(argF-lacZYA), U196, ®80d, lacZ AM15]

Hitzeschock-kompetente E. coli - Zellen (Bullock et al., 1987)
[endAl, hsdR17 (r,my ), supE44, thi-1, 1", recAl, gyrA96, relA1,A(lac),
F", Pro A'B’, lacl® Z AM15, Tn10(tet")]

Hitzeschock-kompetente E. coli - Zellen fiir Protein-Expression (Qiagen)
[Nal®, Str®, Rif®, Thi', Lac’, Ara’, Gal’, Mtl, F, RecA”", Uvr', Lon']

Hitzeschock-kompetente E. coli - Zellen fiir Protein-Expression (Qiagen)
[Nal®, Str®, Rif®, Thi', Lac’, Ara’, Gal’, Mtl, F, RecA”, Uvr', Lon']

Hitzeschock-kompetente E. coli - Zellen fiir Protein-Expression (Novagen)
[F-, omT, hsdS(rs., mg ), gal dem (DE3) pLysS (Cam")]

Mat a, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2::Gallyas - Gallata-HIS3, GAL2yas-GAL21a1A-ADE2,
URA3::MEL1yas-MEL11ara-lacZ (James et al., 1996)

Mat a, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, met,,
gal80A, URA3::Gallyss- Galltara-lacZ (Clontech)

ura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trp1-A63 his3-A200 leu2-Al;
Mat a (Stratagene)

ura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trp1-A63 his3-A200 leu2-Al;
Mat a (Stratagene)

ura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trp1-A63 his3-A200 leu2-Al;
Mat a/a (Stratagene)



2.1.8 Antikorper

goat anti-mouse IgG, goat anti-rabbit IgG (Dianova; Peroxidase-gekoppelt)
anti-FLAG, polyklonal, aus Kaninchen (Sigma, F7425)

anti-c-Myc polyklonal, aus Kaninchen (Sigma, C3956)

anti-His, monoklonal, aus Maus (Qiagen; Anti-His Antibody Selector Kit, 34698)
anti-Digoxygenin (Fab-Fragment) (Roche; Alkalische Phosphatase-gekoppelt)

anti-SmTK4, polyklonal, isoliert aus Kaninchen

2.1.9 Genbanken

GALA4 - Schistosoma mansoni cDNA-Bank in pGADT7 (Knobloch, 2002)

2.1.10 Computersoftware und Internet-Programme

Software: Microsoft Office Professional 2003; CorelDraw X3; CloneManager5
NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Pubmed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

NCBI-BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Sanger-Institut: http://www.sanger.ac.uk/

TIGR-Institut: http://www.tigr.org
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2.2 Methoden

2.2.1 Laborzyklus von Schistosoma mansoni

Schistosomen eines liberianischen Stamms (Bayer AG, Monheim) von Schistosoma
mansoni (Gonnert, 1955) werden im Laborzyklus in SiiBwasserschnecken der Gattung
Biomphalaria glabrata als Zwischenwirte und in syrischen Goldhamstern (Mesocricetus

auratus) als Endwirten geziichtet.

2.2.1.1 Endwirtinfektion

Die Infektion der Hamster (aus der eigenen Zucht oder von Harlan) als Endwirte
erfolgt durch Baden der Hamster in Cercarien-haltigem Wasser. Vor der eigentlichen
Infektion werden die Hamster zum Aufweichen der Haut fiir etwa 40 Minuten in warmem
Schneckenwasser gebadet. Die Infektion erfolgt im Schneckenwasser durch die Zugabe von
1.500 Cercarien pro Hamster. Die Hamster werden fiir 45 Minuten in dem Cercarien-haltigen

Wasser gebadet (Dettman et al., 1989).

2.2.1.2 Endwirt-Perfusion und in vitro - Haltung adulter Schistosomen

Innerhalb von 42 - 49 Tagen nach der Infektion der Endwirte entwickeln sich in den
Hamstern adulte Schistosomen. Diese werden am 42. oder 49. Tag nach der Infektion durch
Perfusion gewonnen. Hierfiir werden die Hamster in einem Gefdl mit Ether-getrdnkten
Tiichern betiubt. AnschlieBend erhalten sie durch Injektion in das Peritoneum eine Uberdosis
eines Sedativum-Gemisches (Ketamin, Xylazin). Der Brustkorb des Hamsters wird
anschlieBend gedffnet, die inneren Organe frei gelegt und die Pfortader angeritzt. Durch den
Einstich in den linken Herz-Ventrikel wird das Perfusionsmedium mit einer Kaniile in den
Kreislauf geleitet. Die adulten Schistosomen werden mit dem Perfusionsmedium aus dem
Gefallsystem gespiilt, mit Hilfe eines Gaze-Netzes aufgefangen und mit einem Pinsel in
Kulturschalen iiberfiihrt. Nach der Perfusion werden sie in 60 mm Kulturschalen mit Medium
M199 (inklusive NCS, HEPES und Antibiotikum/Antimycotikum-Losung) zu jeweils 25 - 30
Wiirmern pro Schale gesammelt und zweimal in frisches Medium umgesetzt, um sie von
Geweberesten und Hamsterhaaren zu reinigen. Die Schistosomen werden im Brutschrank bei

37°C und 5% CO, gehalten. Dabei wird zweimal pro Woche das Kulturmedium gewechselt.



2.2.1.3 Gewinnung von Larvenstadien (Miracidien, Cercarien)

Fiir die Gewinnung von Miracidien (Wimpernlarven) werden die Lebern infizierter
Hamster nach der Perfusion zunichst mit der Schere in 1x PBS zerkleinert und anschlieend
im Mixer homogenisiert (3x flir 1 Sekunde auf hochster Stufe). Das Homogenat wird mit
I1x PBS aufgefiillt und bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten bei 5.000 rpm zentrifugiert. Das
Pellet wird zweimal mit physiologischer Kochsalzlosung (0,9% NaCl) gewaschen. Nach der
letzten Zentrifugation wird das Pellet in warmem H,O resuspendiert und die Suspension in
eine abgedunkelte Schlupfflasche (Erlenmeyerkolben mit Steigrohr) {iberfiihrt. Das
Steigrohrende wird mit Licht bestrahlt. Aus den im Leberhomogenat befindlichen Eiern
schliipfen Miracidien, die sich in Richtung der Lichtquelle bewegen. Diese werden im
Steigrohr abgesammelt und konnen nach der Titerbestimmung direkt zur Infektion des
Zwischenwirtes eingesetzt werden.

Fir die Gewinnung von Cercarien werden die Schnecken 3 - 4 Wochen nach der
Infektion mit Miracidien abgedunkelt und so fiir weitere 1 - 2 Wochen gehalten. Die
Schnecken werden dann einzeln in die Vertiefungen von 12-well-Mikrotiterschalen gegeben,
in denen 2 ml Schneckenwasser vorgelegt worden ist. Die Platten werden belichtet, wodurch
der Cercarien-Ausstof3 ausgeldst wird. Innerhalb von 3 - 4 Stunden verlassen die Cercarien
phototaktisch gesteuert die Schnecke, konnen abgesammelt und nach der Titerbestimmung fiir

die Endwirtinfektion eingesetzt werden.

2.2.1.4 In vitro - Generation von Muttersporocysten

Fir die in vitro - Transformation von Miracidien zu Muttersporocysten werden die
abgesammelten Miracidien in BSS (inkl. ABAM) iiberfiihrt. Der Ansatz wird fiir 20 Minuten
auf Eis inkubiert, wobei die Miracidien absinken. Der Uberstand wird abgenommen und die
Miracidien erneut mit BSS (inkl. ABAM) gewaschen. Die Waschprozedur wird nach weiteren
30 Minuten auf Eis wiederholt, wobei im letzten Waschschritt BSS ohne ABAM verwendet
wird. Im Anschluss an die Waschprozedur wird der Miracidientiter bestimmt. 5.000 - 10.000
Miracidien werden in 5 ml Bge-Medium (inkl. ABAM, 1:1.000) aufgenommen und bis zur
weiteren Verwendung bei 25°C inkubiert. Innerhalb von 12 - 16 Stunden erfolgt die
Transformation der Miracidien, die ihr Wimpernepithel verlieren, zu Muttersporocysten.
Diese konnen etwa 1 Woche in Bge-Medium gehalten werden, wobei das Medium alle 2 - 3

Tage gewechselt wird.



2.2.1.5 Schneckenzucht und Zwischenwirtinfektion

Als  Zwischenwirte fiir  Schistosoma mansoni  dienen  SiiBwasserschnecken
(Biomphalaria glabrata), die in beliifteten Aquarien mit speziellem Schneckenwasser bei
26°C Raumtemperatur gehalten werden. Die Schnecken unterliegen durch die
Raumbeleuchtung einem konstanten Tag/Nacht-Rhythmus von 12 Stunden und werden
regelméBig mit gewaschenem Salat gefiittert.

Fiir die polymiracidiale (multisexuelle) Infektion von Schnecken werden diese in
Vertiefungen von 12-well-Mikrotiterschalen mit Schneckenwasser vereinzelt und mit etwa
10 - 15 Miracidien pro Schnecke 12 Stunden inkubiert, bevor sie wieder in Aquarien zuriick
gesetzt werden. Fiir eine monomiracidiale (unisexuelle) Infektion wird zu jeder Schnecke, die
sich in einer mit Schneckenwasser gefiillten Vertiefung einer 12-well-Mikrotiterschale
befindet, jeweils nur ein einzelnes Miracidium gegeben. Die Schnecken werden nach
12 Stunden zuriick in die Aquarien gesetzt. Drei Wochen nach der Infektion werden die
Aquarien der infizierten Schnecken abgedunkelt und diese erst zur Freisetzung der Cercarien

nach weiteren zwei Wochen wieder ans Licht gesetzt.

2.2.2 Arbeiten mit Bakterien

2.2.2.1 Glycerin-Stocks von Bakterien
Fir die langfristige Konservierung von Bakterien dienen Glycerin-Stocks. Fiir das
Anlegen dieser Stocks wird zu 500 pl sterilem Glycerol jeweils 1 ml einer gut gewachsenen

iN-Kultur gegeben. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C.

2.2.2.2 Fliissigkultur von Bakterien

Fiir die Anzucht einer iN-Kultur wird ausgehend von einer Kolonie (LB-Platte) oder
einem Glycerin-Stock ein einzelner Bakterienklon in 4-40ml LB-Medium, dem
entsprechende Antibiotika zur Selektion hinzugesetzt werden konnen, angeimpft. Es folgt

eine Inkubation iiN bei 37°C und 200 rpm.

2.2.3 Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli-Zellen
Fiir die Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli-Zellen (Nishimura et al., 1990)
wird zunéchst eine 10 ml Vorkultur von DH5a-Zellen oder XL1-Blue-Zellen in LB-Medium,

dem entsprechende Antibiotika zugesetzt worden sind, angesetzt und N inkubiert (37°C,



200 rpm). Von dieser Vorkultur wird 1 ml in 100 ml vorgewédrmtes LB-Medium gegeben
(inkl. der entsprechenden Antibiotika) und die Kultur bis zu einer ODgy9 von 0,5 inkubiert
(37°C, 200 rpm). Nach Erreichen dieser ODgoy wird die Bakterien-Kultur fiir 5 Minuten auf
Eis gekiihlt und dann zentrifugiert (5 Minuten, 4.000 g, 4°C). Nach Entfernen des
Uberstandes wird das Zellpellet in eiskaltem (4°C) TFB1-Puffer (30 ml pro 100 ml Kultur)
resuspendiert und die Suspension fiir 90 Minuten auf Eis inkubiert. Durch eine sich
anschlieende Zentrifugation (5 Minuten, 4.000 g, 4°C) werden die Zellen gesammelt. Das
Pellet wird vorsichtig in 4 ml eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert. Von dieser Suspension
Hitzeschock-kompetenter E. coli-Zellen werden 100 - 200 ul Aliquots hergestellt und diese

zundchst in fliissigem Stickstoff Schock-gefroren, bevor sie bei -80°C gelagert werden.

2.2.3.1 Transformation von Bakterien iiber Hitzeschock

Die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli-Zellen erfolgte iiber Hitzeschock.
Hierfiir werden kompetente Zellen kurzfristig einem Temperaturschock ausgesetzt, der zur
Destabilisierung und Offnung der Bakterienzellwand und -membran fiihrt, wodurch die
Plasmid-DNA in die Zelle eindringen kann. Hierfiir werden 100 - 200 pl Aliquots
Hitzeschock-kompetenter E. coli Zellen (siehe 2.2.3) auf Eis aufgetaut. Zu den Zellen wird
die zu transformierende Plasmid-DNA (ca. 1-10 ng) hinzugegeben und der Ansatz fiir
20 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgt ein Hitzeschock fiir 1 Minute bei 42°C und eine sich
anschlieBende Inkubation auf Eis fiir 3 Minuten. Nach der Zugabe von 600 pl LB-Medium
oder SOC-Medium (ohne Antibiotika) zu den Zellen werden diese fiir 45 Minuten bei 37°C
und 200 rpm inkubiert, bevor sie auf entsprechenden LB-Selektionsplatten ausplattiert und iN
bei 37°C inkubiert werden.

2.2.4 Blau-Weif}-Selektion von transformierten Bakterien

Den zur Selektion auf transformierte Bakterienzellen verwendeten LB-Platten kann
neben Ampicillin auch IPTG und X-Gal hinzugesetzt werden. Der Zusatz dieser
Komponenten erlaubt bei Plasmiden, die das LacZ-Gen fiir die B-Galaktosidase als zweiten
Selektionsmarker neben der Ampicillin-Resistenz tragen (z.B. bei pDrive oder pSTBlue-1),
eine Blau-Weil3-Selektion der Bakterien-Kolonien. Das Lac-Operon und damit die
Transkription des LacZ-Gens wird nur in Anwesenheit eines Induktors aktiviert.
Als kiinstlicher Induktor wurde den Platten das Lactosederivat IPTG (Isopropylthio-

galactosid) hinzugesetzt, das die Transkription des LacZ-Gens ermdglicht. Durch die so



gebildete B-Galaktosidase wird das als kiinstliches Substrat hinzugesetzte X-Gal (5-Brom-4-
Chlor-3-indoyl-B-D-galactosid) gespalten; die Spaltprodukte reagieren mit Sauerstoff zu dem
blauen Farbstoff Indigo. Die Bakterienkolonien, die bei der Transformation ein religiertes
Plasmid aufgenommen haben, farben sich durch die Bildung des Farbstoffes blau. Die MCS
(multiple cloning site) liegt im Bereich des LacZ-Gens, so dass dieses durch den Einbau eines
Inserts unterbrochen wird und damit keine B-Galaktosidase mehr gebildet werden kann.

Bakterienkolonien, die ein Plasmid mit Insert tragen, erscheinen auf den Platten somit weil3.

2.2.5 Arbeiten mit Hefen

2.2.5.1 Glycerin-Stocks von Hefen

Fir die lingerfristige Konservierung von Hefestimmen werden Glycerin-Stocks
angelegt (Yeast Protocols Handbook, 2001). Hierfiir wird eine einzelne Hefe-Kolonie von
einer Agar-Platte gepickt und mit 200 - 500 pl YPD-Medium oder entsprechendem SD-
Selektionsmedium in ein 1,5 ml Reaktionsgefdll gegeben. Durch Vortexen werden die Zellen
vereinzelt. Zu der Zellsuspension wird 50%iges Glycerol bis zu einer Endkonzentration von
25% gegeben. Die Glycerin-Stocks der Hefen konnen bis zu einem Jahr bei -80 °C gelagert
werden. Transformierte Hefestimme sollten in entsprechendem SD-Minimalmedium gelagert
werden, um den Selektionsdruck auf das Plasmid aufrecht zu erhalten.

Zur Reaktivierung von Glycerin-Stocks wird ein kleiner Teil des Stocks auf einer
YPD-Agar-Platte oder entsprechenden SD-Agar-Platten ausgestrichen und diese bei 30°C
inkubiert, bis Kolonien auf der Platte erscheinen. Diese Stammplatten der Hefen konnen,

verschlossen mit Parafilm, bis zu zwei Monate bei 4°C gelagert werden.

2.2.5.2 Fliissigkultur von Hefen

Fiir die Anzucht einer Fliissigkultur von Hefen wird zunéchst eine Vorkultur angesetzt
(Yeast Protocols Handbook, 2001). Hierfiir wird eine Kolonie von einer Stammplatte in 5 ml
YPD- oder entsprechendem SD-Medium resuspendiert und die Kultur iiN (16 - 18 Stunden)
bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Die Kultur sollte nach dieser Inkubationszeit eine ODgyp von
iiber 1,5 erreicht haben; die Zellen der meisten Kulturen befinden sich zu diesem Zeitpunkt in
der stationdren Wachstumsphase. Bendtigt man eine log-Phasen-Kultur wird ein Teil dieser
UN-Kultur in frischem Medium auf eine ODgg9 von 0,2 - 0,3 verdiinnt. Diese Kultur wird

dann weiter inkubiert (30°C, 200 rpm), bis eine ODgop von etwa 0,4 - 0,6 erreicht ist.



2.2.6 Transformation von Hefen

2.2.6.1 Herstellung kompetenter Hefekulturen fiir die Transformation

Zur Vorbereitung der Transformation von Hefen iiber die Lithium-Acetat-Methode
(Yeast Protocols Handbook, 2001) werden 30 ml einer 50ml-iiN-Kultur in 300 ml YPD-
Medium gegeben, auf eine ODgop von 0,2 - 0,3 eingestellt. Die Kultur wird weiter bei 30°C
inkubiert, bis eine ODgyy von 0,4 - 0,6 erreicht worden ist. Die Hefekultur wird dann bei
Raumtemperatur bei 1.000 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wird in sterilem TE-
Puffer oder dH,O resuspendiert worauf sich eine erneute Zentrifugation (5 Minuten, 1.000 g,
RT) anschlieit. Das Zellpellet wird dann in 1,5 ml frisch angesetztem, sterilem 1x TE/
Ix LiAc (I1x TE-Puffer, 1x Lithiumacetat; 0,1 M) resuspendiert. Die Hefezellen sind dann

kompetent fiir die sich anschlieBende Transformation.

2.2.6.2 Transformation von Hefen — Lithium-Acetat-Methode

Die zu transformierende Plasmid-DNA (0,1 pg) wird zusammen mit 0,1 mg
Heringssperma-DNA als Triager-DNA in einem 1,5 ml Reaktionsgefa3 gemischt. Zu diesem
Gemisch werden 0,1 ml der kompetenten Hefezellen gegeben, der Ansatz gut gevortext und
0,6 ml sterile PEG/LiAc-Losung (Polyethylenglycol-Lithium-Acetat-Losung) hinzu gegeben.
Der Transformations-Ansatz wird auf hochster Stufe 10 Sekunden gevortext und anschlieBend
30 Minuten bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Vor dem Hitzeschock, durch den die DNA in die
Zellen eindringen kann, werden zu dem Ansatz 70 pl DMSO (Dimethylsulfoxid) gegeben.
Der Hitzeschock erfolgt fiir 15 Minuten bei 42°C im Wasserbad, woraufhin der Ansatz fiir
2 Minuten auf Eis gehalten wird. Es folgt eine Zentrifugation (5 Sekunden, 13.000 rpm, RT),
nach der das Zell-Pellet in 500 pl sterilem 1x TE-Puffer resuspendiert wird. 100 - 500 pl
dieser Zellsuspension werden auf SD-Platten ausplattiert, um auf das Vorhandensein des
entsprechenden Plasmides zu selektionieren. Die SD-Platten werden bei 30°C 2 - 4 Tage
inkubiert, bis Hefekolonien auf den Platten sichtbar werden. Um Hefen mit zwei
verschiedenen Plasmiden zu transformieren, werden 0,1 pg von jedem Plasmid mit 0,1 mg
Heringssperma-DNA gemischt und zu den kompetenten Hefezellen gegeben. Nach erfolgter
Transformation werden 200 - 500 pl der Hefen auf entsprechenden SD-Selektionsplatten

ausgestrichen, durch die auf das Vorhandensein beider Plasmide selektioniert wird.



2.2.7 Yeast Two-Hybrid System

Mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid Systems (Hefe-Zwei-Hybrid-System, YTH-System)
ist es moglich, die Interaktion von zwei Proteinen in vivo zu untersuchen (Chien et al., 1991).
Das in dieser Arbeit verwendete Yeast Two-Hybrid System (Matchmarker II, Clontech)
basiert auf dem Hefe-Transkriptionsfaktor GAL4, der zwei separate Funktionen in zwei
Domidnen beinhaltet; eine DNA-Bindedomidne (BD) und eine Transkriptions-
Aktivierungsdoméne (AD). Fiir das Yeast Two-Hybrid System wurden diese beiden
Domaénen, und damit die beiden Funktionen des GAL4-Transkriptionsfaktors getrennt. Die
DNA-Bindedomine oder die Aktivierungsdomine allein sind nicht in der Lage, die
Transkription von Genen zu aktivieren. Erst wenn beide Doménen in physikalischen Kontakt
kommen, wird ein aktiver Transkriptionsfaktor gebildet, der an die GAL4-UAS (upstream
activating sequence) bindet, um die Transkription nachgeschalteter Gene zu initiieren. Die
beiden Dominen des GAL4-Transkriptionsfaktors konnen in Kontakt gebracht werden, indem
chimire Fusionsproteine gebildet werden, die aus einer der beiden Doménen und je einem
weiteren Protein oder Teilprotein bestehen. Interagieren die beiden Proteine, die mit den
Doménen des GAL4-Transkriptionsfaktors fusioniert sind, so treten die DNA-Bindedoméne
und die Aktivierungsdoméne in physikalischen Kontakt. Es entsteht ein funktionsfahiger
Transkriptionsfaktor, der die Transkription von Reportergenen aktiviert. Hierfiir werden in
der Regel Auxotrophie-Gene fiir eine Wachstums-Selektion (ADE2, HIS3) oder Reportergene
fiir die Farb-Selektion (LacZ) verwendet. Der grofle Vorteil des Yeast Two-Hybrid Systems
liegt in der Kombination von Wachstums-Selektion und der Verwendung einer komplexen
cDNA-Bibliothek, die fiir Millionen potentieller Interaktionspartner kodiert. Nur jene Klone,
die fiir ein mit dem sogenannten ,,Koder-Protein® (bait) interagierendes Protein kodieren,
iiberleben die Wachstumsselektion und kénnen zudem noch iiber 3-Galaktosidase-Farbassays
untersucht werden.

Der erste Schritt eines Yeast Two-Hybrid Screenings ist die Klonierung des bait-
Vektors (,,Koder-Plasmid®). Hierbei wird die fiir das bait-Protein kodierende cDNA-Sequenz
im selben Leseraster (in frame) hinter die Sequenz kloniert, die fiir die DNA-Bindedoméne
des GAL4-Transkriptionsfaktors kodiert. Auf diese Weise entsteht ein Fusionsprotein aus
dem bait-Protein und der DNA-Bindedomine. Da das bait-Protein allein nicht in der Lage
sein sollte, die Transkription der Reportergene (LacZ, ADE2, HIS3) in der Hefe zu aktivieren,
konnen die Hefen nicht auf Agar-Platten wachsen, denen z.B. Histidin im Medium fehlt, und

sich nicht blau farben (Abbildung 2.1 A).



Der zweite Schritt eines Yeast Two-Hybrid Screenings ist die Klonierung einer
cDNA-Bibliothek, die fiir potentielle Interaktionspartner (,,Beute*, prey) kodiert, in den prey-
Vektor (,,Beute-Plasmid®). Die DNA-Sequenzen fiir die prey-Proteine werden so in den
Vektor kloniert, dass sie im selben Leseraster hinter der Sequenz fiir die Transkriptions-
Aktivierungsdoméne des GAL4-Transkriptionsfaktors liegen und sich damit ein
Fusionsprotein mit der GAL4-AD ergibt. Da auch das prey-Protein allein nicht in der Lage
sein sollte, die Transkription der Reportergene (LacZ, ADE2, HIS3) zu aktivieren, konnen die
entsprechenden Hefen ebenfalls nicht auf Agar-Platten ohne z.B. Histidin wachsen und sich
nicht blau farben (Abbildung 2.1 B).

Interagieren jedoch die beiden Proteine, die mit der BD- und der AD-Domine des
GALA4-Transkriptionsfaktors fusioniert sind, so bilden die physikalisch verkniipfte DNA-
Bindedoméne und Aktivierungsdoméne einen funktionsfdhigen Transkriptionsfaktor. Durch
diesen kommt es zur Transkription der Reportergene ADE2, HIS3 und LacZ, was in einer
Adenin- und Histidin-Prototrophie sowie in der Fihigkeit zur X-Gal-Substrat-Spaltung
(Blaufarbung der Hefen) resultiert (Abbildung 2.1 C).
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Abbildung 2.1: Prinzip des auf GAL4 basierenden Yeast Two-Hybrid Systems
(Clontech, Matchmarker IT)

Nur bei einer Interaktion von bait - und prey-Protein wird ein aktiver GAL4-Transkriptionsfaktor,
bestehend aus der GAL4-DNA-Bindedomidne (GAL4-BD) und der GAL4-Transkriptions-
aktivierungsdoméne (GAL4-AD), gebildet und die Reportergene konnen transkribiert werden.
[ndhere Erlduterungen zu den Abbildungen A - C siche Text]



2.2.7.1 Screening einer GAL4-AD-Fusionsprotein-Bank durch Mating

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Yeast Two-Hybrid Screenings wurde
eine bereits vorliegende GAL4-AD-Fusionsproteinbank genutzt (enthélt die prey-Plasmide)
(Knobloch, 2002), um mit bait-Proteinen nach Interaktionspartnern zu suchen. Fiir die
Durchfiihrung des Yeast Two-Hybrid Screenings miissen zunichst bait- und prey-Plasmid in
einem Hefestamm vereinigt werden. Das erfolgt durch die Verwendung verschiedener
Paarungstypen (Mat a, Mat o) und ihrer Paarung (Mating). In den durchgefiihrten Screenings
wurde der Hefestamm Y187 (Mat o) mit den bait-Plasmiden transformiert, wéhrend die prey-
Plasmide, die die cDNA-Fragmente aus der S. mansoni-Genbank enthalten, bereits in dem
Hefestamm AH109 (Mata) transformiert vorlagen (Knobloch, 2002). Beide verwendeten
Hefestimme sind Histidin- und Adenin-auxotroph, also nicht in der Lage, diese Aminosduren
selber zu synthetisieren. Sie besitzen aber die zur Synthese von Histidin und Adenin
benotigten Gene (HIS3, ADE2) unter der Promotor-Kontrolle der GAL4-UAS in ihrem
Genom integriert. Bei einer Interaktion zwischen bait- und prey-Plasmid kommt es zur
Transkription dieser Reportergene, was den entsprechenden Hefen das Wachstum auf
Selektionsplatten ermdglicht, denen die Aminosduren Histidin und Adenin fehlen. Im
Rahmen der durchgefiihrten Screenings erfolgte die Selektion positiver Klone nicht nur auf
Histidin und Adenin, sondern zusitzlich auch auf Tryptophan und Leucin. Tryptophan dient
hierbei als Selektionsmarker fiir die Anwesenheit des bait-Plasmides, Leucin in gleicher
Weise als Selektionsmarker fiir das prey-Plasmid.

Das Mating wurde entsprechend des Benutzerhandbuches (Matchmaker Libary
Construction & Screening Kit User Manual, 2001; Knobloch, 2002) von Clontech
durchgefiihrt. Das bait-Plasmid wird zunéchst in den Hefestamm Y187 transformiert und von
den erhaltenen Klonen dann eine 50 ml Kultur (SD-Trp-Medium, + Kanamycin 20 pg/ml) bis
zu einer Zellzahl von mindestens 1x 10° Zellen/ml angezogen, die Zellen pelletiert und in
5 ml des Mediums wieder resuspendiert. Ein 1 ml - Aliquot der Genbank (in AH109) wird bei
Raumtemperatur aufgetaut. Um die Zellzahl in der Bank zu bestimmen, wird ein 10 pl -
Aliquot entnommen und hiervon 1:100, 1:1.000 und 1:10.000 Verdiinnungen angefertigt, von
denen jeweils 100 pl auf SD-Platten ohne Leucin ausplattiert werden. Die Platten werden bei
30°C inkubiert bis Kolonien erscheinen; diese werden gezdhlt und hieraus die Anzahl von
Klonen in der Bank ermittelt; die Anzahl sollte > 2x 107 Zellen/ml betragen.

Fiir das eigentliche Mating wird der Rest des aufgetauten Genbank-Aliquots (prey-
Kultur; AH109) mit der 5 ml-Kultur des bait-Plasmid-tragenden Stammes (bait-Kultur;

Y187) in einem sterilen 2 1 Erlenmeyerkolben vereinigt und mit 45 ml 2x YPD-Medium +



Kanamycin (50 pg/ml) versetzt. Diese Mating-Kultur wird fiir 20 - 24 Stunden bei 30°C und
30 - 50 rpm inkubiert. Nach 20 Stunden wird ein Aliquot der Mating-Kultur entnommen und
unter dem Mikroskop kontrolliert. Enthidlt diese noch Zygoten, wird das Mating fiir weitere
4 Stunden fortgesetzt. Anderenfalls wird die Kultur direkt weiter verarbeitet. Zum Sammeln
der Zellen wird die Mating-Kultur zentrifugiert (10 Minuten, 1.000 g). Der Kolben der
Mating-Kultur wird zweimal mit 50 ml 0,5x YPD-Medium + Kanamycin (50 pg/ml)
ausgespiilt und mit den Spiillosungen das Zellpellet resuspendiert. Es wird erneut zentrifugiert
(10 Minuten, 1.000g), bevor das Pellet in 10 ml 0,5x YPD-Medium + Kanamycin (50 pg/ml)
resuspendiert wird (das Volumen des Zellsuspension wird notiert, da dieser Wert spéter flir
die Berechnung der Anzahl gescreenter Klone benétigt wird).

Fiir die Selektion diploider Hefezellen, die ein mit dem bait-Protein interagierendes
Protein enthalten, werden jeweils 200 pl der Zellsuspension auf 150 mm - SD-Selektions-
platten ohne Tryptophan, Leucin und Histidin (SD-Trp/-Leu/-His) ausgestrichen und die
Platten bei 30°C fiir mindestens 5 Tage inkubiert. Sichtbare Kolonien werden nach dieser
Inkubation auf SD-Selektionsplatten ohne Tryptophan, Leucin, Histidin und Adenin
(SD-Trp/-Leu/-His/-Ade) ausgestrichen und diese fiir 5 bis 8 Tage bei 30°C inkubiert. Auf
diesen Platten gewachsene Klone sind Ade” und His" und enthalten damit Proteine, die mit

dem bait-Protein interagieren.

2.2.7.2 Ermittlung der Mating-Effizienz

Fiir die Ermittlung der Mating-Effizienz des bait- und des prey-Plasmid tragenden
Hefestammes, werden 1:10.000, 1:1.000, 1:100 und 1:10 - Verdiinnungen der Mating-Kultur
je auf drei verschiedenen 100 mm - SD-Selektionsplatten ausplattiert (SD-Leu; SD-Trp;
SD-Leu/-Trp). Diese werden fiir 5 Tage bei 30°C inkubiert und der cfu-Wert (colony forming
unit; Anzahl der Kolonien pro Platte) fiir jeden Selektionstyp bestimmt. Hieraus wird die
Anzahl lebender cfu/ml nach der folgenden Formel berechnet (Matchmaker Libary
Construction & Screening Kit User Manual, 2001):

cfu/ml = cfu x 1.000 pl/ml
ausplattiertes Volumen (ul) x Verdiinnungsfaktor

Der cfu/ml-Wert fiir die SD-Leu-Platten gibt dabei die Uberlebensrate des Y 187-Partners an,
der cfu/ml-Wert auf den SD-Trp-Platten die Uberlebensrate fiir den AH109-Partner und der
cfu/ml-Wert auf den SD-Trp/-Leu-Platten die Uberlebensrate fiir die Diploiden. Der cfu/ml-



Wert der beiden Mating-Partner wird verglichen; der Partner mit dem geringeren Wert war
der ,limitierende Faktor* bei dem durchgefiihrten Mating. Fiir ein optimales Mating sollte der
AH109-Partner, also die gescreente Bank, der limitierende Faktor sein; hierdurch wire sicher
gestellt, dass die maximale Anzahl an Hefezellen der Bank einen Mating-Partner gefunden
hat. Die Mating-Effizienz wird in dem Prozentsatz an Diploiden angegeben, der nach
folgender Formel berechnet wird (Matchmaker Libary Construction & Screening Kit User

Manual, 2001):

% Diploide = cfu/ml-Wert der Diploiden
cfu/ml-Wert des limitierenden Partners

Die Mating-Effizienz sollte iiber 2% liegen; ist dies nicht der Fall, sollte das Screening mit
einem neuen 1 ml - Aliquot der GAL4-AD-FusionsproteinBank wiederholt werden. Nach
erfolgreichem Mating ldsst sich die Anzahl der gescreenten Klone mit folgender Formel

berechnen (Matchmaker Libary Construction & Screening Kit User Manual, 2001):

Anzahl gescreenter Klone = cfu/ml-Wert der Diploiden x Resuspensionsvolumen

2.2.8 B-Galaktosidase-Filterassay

Der B-Galaktosidase-Kolonie-Filter-Assay (Breeden & Nasmyth, 1985) dient in einem
Yeast Two-Hybrid Screening der Uberpriifung von Klonen, die die HIS3-/ADE2-Selektion
iiberlebt haben. Diese Klone werden mittels des Assays auf B-Galaktosidase-Aktivitidt und
damit auf die Expression des LacZ-Gens hin iberpriift. Diese wird hierbei durch die
Umsetzung des Substrates X-Gal durch die vom LacZ-Gen kodierte B-Galaktosidase zu einem
blauen Farbstoff sichtbar.

Fir den Filterassay wird Whatman-Filterpapier in Z-Puffer/X-Gal-Losung getrénkt
und in 20 mm-Petrischalen gelegt. Passend geschnittene, sterile Whatman-Filterpapierstreifen
werden mit einer Pinzette auf die Oberflache der Platten gedriickt, die die zu analysierenden
Kolonien enthalten. Hierdurch wird ein Teil der Kolonien auf die Filterpapierstreifen
iberfiihrt. Die Lage des Filters auf den Platten wird markiert, um eine spétere Zuordnung der
Klone zu ermoglichen. Die Filterpapierstreifen werden fiir 10 Sekunden in fliissigen
Stickstoff getaucht und anschlieBend bei Raumtemperatur wieder aufgetaut. Durch diesen
Prozess werden die Zellwidnde der Hefezellen aufgeschlossen. Die Filterpapierstreifen werden
dann vorsichtig mit der Kolonie-Seite nach oben, luftblasenfrei auf die mit Z-Puffer/X-Gal-

Losung getrankten Whatman-Filter gelegt. Die Filter werden bei 30°C inkubiert und



regelméBig auf eine Blaufarbung der Kolonien hin untersucht. Diejenigen Hefe-Klone, bei
denen es zu einer Aktivierung des LacZ-Reportergens kommt, bilden eine aktive
B-Galaktosidase, die das in der Z-Puffer/X-Gal-Losung enthaltene Substrat spaltet. Die
Spaltprodukte reagieren mit Sauerstoff zu dem blauen Farbstoff Indigo. Klone mit einer
positiven Interaktion sind somit an der Blaufdarbung der Kolonien zu erkennen. Mit Hilfe des
B-Galaktosidase-Kolonie-Filter-Assay ldsst sich die Qualitéit der Interaktion zweier Proteinen

iiberpriifen.

2.2.9 B-Galaktosidase-Fliissigkulturassay

Zur Quantifizierung der Interaktion dient der sensitivere [-Galaktosidase-
Fliissigkultur-Assay (Yeast Protocols Handbook, 2001). Im Gegensatz zum Filterassay ist das
Substrat fiir die B-Galaktosidase hierbei nicht X-Gal, sondern ONPG, dessen Umsetzung zu
o-Nitrophenol und D-Galaktose durch eine Gelb-Farbung der Proben sichtbar wird und
photometrisch messbar ist. Fiir den B-Galaktosidase-Fliissigkultur-Assay wird eine 5 ml
N-Kultur der Hefen in entsprechendem SD-Selektionsmedium angezogen. Von dieser Kultur
werden 2 ml in 8 ml YPD-Medium gegeben. Die Kultur wird bei 30°C und 200 rpm bis zu
einer ODgpp von 0,5 - 0,8 pro ml Kultur angezogen und der exakte ODgo-Wert notiert.
Wihrend der Inkubationszeit wird ONPG in einer Konzentration von 4 mg/ml Z-Puffer geldst
und fiir 1 - 2 Stunden geriihrt. Hat die Hefekultur die erforderliche ODgg erreicht, werden je
1,5 ml der Kultur in drei 1,5 ml-Reaktionsgefdle gegeben und diese fiir 30 Sekunden bei
13.000 rpm zentrifugiert. Die Uberstinde werden entfernt und die Zell-Pellets in 1,5 ml
Z-Puffer resuspendiert. Es erfolgt eine erneute Zentrifugation (1 Minute, 13.000 rpm), nach
der die Pellets in 300 pl Z-Puffer resuspendiert werden (hieraus ergibt sich ein
Konzentrierungsfaktor von 1,5/0,3 = 5). Diese Suspensionen werden in 0,1 ml - Aliquots in
frische Reaktionsgefille iiberfiihrt und die Ansétze fiir je 1 Minute in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei 37°C im Wasserbad wieder aufgetaut. Dieser Zyklus aus Einfrieren und
Auftauen wird noch zweimal wiederholt.

Als Referenz (blank-Wert) fiir die spétere photometrische Messung der Proben werden
100 pl Z-Puffer in ein Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und im Folgenden wie die Proben-Ansitze
weiter behandelt. Der Start der enzymatischen Reaktion erfolgt durch die Zugabe von 700 pl
Z-Puffer + B-Mercaptoethanol (270 pl B-Mercaptoethanol pro 100 ml Z-Puffer) zu den
Proben-Ansdtzen und dem blank-Ansatz. Die Zeitmessung wird gestartet, sofort 160 pl

ONPG in Z-Puffer als Substrat hinzugesetzt und die Ansitze bei 30°C inkubiert. Sobald sich



eine Gelbfirbung der Proben (einige Minuten - 24 Stunden bei schwécheren Interaktionen)
einstellt, wird die Reaktion durch die Zugabe von 400 pul 1 M Na,COs; zu den Proben-
Ansétzen und dem blank-Ansatz gestoppt und die gemessene Inkubationszeit notiert. Nach
dem Abstoppen der Reaktion werden die Ansitze fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert
und die Uberstiinde in saubere Kiivetten iiberfiihrt. Die Proben werden bei 420 nm (OD4y)
gegen die Referenz-Probe (blank-Probe) gemessen. Die gemessenen ODgyo-Werte sollten
zwischen 0,02 und 1,0 liegen, um im linearen Messbereich des Assays zu liegen. Ist dies nicht
der Fall, werden die Proben entsprechend verdiinnt. Aus den gemessenen Werten werden die
B-Galaktosidase-Units nach der folgenden Formel berechnet. Eine Unit 3-Galaktosidase ist
dabei definiert als die Menge an Enzym, die 1 pmol ONPG pro Minute und pro Zelle zu
o-Nitrophenol und D-Galaktose hydrolysiert (Miller, 1972; Miller, 1992).

B-Galaktosidase-Units = 1000 x ODu4y
(t x V x OD6()())

[t = Inkubationszeit der Proben (in min); V = 0,1 ml x Konzentrierungsfaktor (hier: 5); ODgyy =
Absorption der Probe bei 420 nm; ODgy = gemessene Absorption bei 600 nm von 1 ml Kultur]

2.2.10 Co-Immunoprizipitation in Hefe

Mit Hilfe der Immunoprézipitation konnen spezifische Proteine durch die Zugabe
eines entsprechenden Antikorpers aus einem Gesamtlysat isoliert werden. Dabei wird der
Fc-Teil des Antikdrpers an unldsliches Trigermaterial wie Protein A-Sepharose-Beads
gekoppelt. An das Protein in einem Komplex assoziierte, weitere Proteine werden dabei

ebenfalls isoliert (Co-Immunoprézipitation; Ausubel et al., 2006; Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2: Prinzip der Co-Immunoprézipitation

Ein Proteinlysat wird mit einem gegen das Protein 1 gerichteten, spezifischen Antikérper inkubiert.
Der Antikorper bindet an das Protein. Durch die Zugabe von Protein A-Sepharose-Beads kann der
Komplex aus Antikorper und Protein prazipitiert werden. Mit dem Protein 1 in einem Komplex
assoziierte Proteine (Protein 2) werden dabei co-prézipitiert.



Zur Vorbereitung der Hefekulturen werden Hefen des Stamms YPHS501 mit einem
pESC-His-Konstrukt (Stratagene) transformiert, das tiber zwei MCS (multiple cloning sites)
fiir die beiden zu untersuchenden Proteine kodiert. Die Selektion der Hefen erfolgt auf
SD-His-Selektionsplatten. Erhaltene Klone werden zunidchst in SD-His-Fliissigmedium iiN
angezogen (30°C, 150 rpm). Die Zellen der iN-Kultur werden zur Induktion der Expression
durch Galaktose in SG -His-Fliissigmedium iiberfiihrt. Die Expression erfolgt iiN (30°C,
150 rpm).

Zur Préparation von Hefe-Lysaten wird eine 10 mL iN-Kultur des Hefeklones durch
Zentrifugation (1 Minute, 14.000 rpm, 4°C) pelletiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Zellpellet in fliissigem Stickstoff eingefroren. Fiir den Aufschluss der Zellen werden 150 pl
»low salt* Lysispuffer sowie 150 ul Glasperlen (acid washed, 0,5 mm, Sigma) hinzugegeben
und 90 Sekunden gevortext. Das Lysat wird fiir 5 Minuten auf Eis gestellt, bevor es fiir
weitere 90 Sekunden gevortext wird. Um die Glasperlen zu entfernen, schlieBt sich eine
Zentrifugation an (1 Minute, 14.000 rpm, 4°C), nach der der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal tiberfiihrt wird. Das Lysat wird erneut zentrifugiert (5 Minuten, 14.000 rpm,
4°C), um Zelltriimmer zu pelletieren und schlieBlich auf Eis gestellt. Fiir eine Western-Blot-
Analyse werden 25 - 50 pl des Uberstandes mit SDS-Probenpuffer gemischt und bis zur
Analyse bei -80°C verwahrt. 75 - 100 ul des verbleibenden Uberstandes werden mit 25 pl
2 M Sucrose vorsichtig gemischt. Die Proteinkonzentration unterschiedlicher Lysate werden
iber einen Bradford-Assay bestimmt (vgl. 2.2.11.4) und die Proben mit ,,low salt* Lysispuffer
auf gleiche Konzentrationen eingestellt, so dass alle Lysate die Konzentration der meist
verdiinnten Probe haben. An diesem Punkt kdnnen die Lysate bei -80°C gelagert werden.

Zur Aquilibrierung der Protein A-Sepharose wird 50% (w/v) Protein A-Sepharose
(Amersham) in ,low salt“ Lysispuffer gelost und fiir 5 Minuten bei RT zum Quellen
inkubiert. Die Aquilibrierung mit low salt* Lysispuffer wird dreimal wiederholt
(Zentrifugation fiir 1 Minute bei 3.000 rpm). Die Sepharose wird final im entsprechenden
Volumen ,,low salt* Lysispuffer aufgenommen. Bei den Protein A-Sepharose-Beads handelt
es sich um sehr kleine, unldsliche, kugelformige Zuckerstrukturen einer Dichte >1, die mit
ProteinA aus Staphylococcus aureus Stimmen ummantelt sind. Das ProteinA ist in der Lage,
die Fc-Enden von Antikorpern des IgA-, IgM- und IgG-Typs zu binden.

Fiir die Vorinkubation mit Protein A-Sepharose werden 70 ul des Hefelysates (s.0.)
mit 30 pl der Protein A-Sepharose-Losung inkubiert, um unspezifisch bindende Proteine zu
entfernen (30 min, 4°C, Schwenker). Die Sepharose wird schlielich abzentrifugiert und der

Uberstand in ein frisches Reaktionsgefill gegeben.



Fir die Antikorper-Antigen-Bindung wird zu dem Lysat eine definierte Menge
(1 - 4 pg) eines spezifischen Antikorpers, verdiinnt in ,,Jow salt™ Lysispuffer (Gesamtvolumen
10 pl) gegeben. Die Antikorper-Antigen-Bindung erfolgt bei 4°C unter Schwenken fiir
1,5 - 12 Stunden. Als Kontrolle wird hierbei eine Probe ohne Antikdrper angesetzt.

Fiir die Bindung des Antikorper-Antigen-Komplexes an Protein A-Sepharose werden
zu den Ansétzen jeweils 50 pl der Protein A-Sepharose-Ldsung hinzugegeben und fiir weitere
2 Stunden auf dem Schwenker bei 4°C inkubiert.

Zur Aufreinigung der Immunoprizipitate werden die Ansédtze zentrifugiert
(15 Sekunden, 3.000 rpm) und die Uberstinde verworfen. Die Protein A-Sepharose-Beads
werden dreimal mit je 400 pl ,,Bead™ Puffer gewaschen, um nicht gebundene Proteine zu
entfernen. Die Resuspension der Beads erfolgt schlieBlich in 30 pul 2x SDS-Probenpuffer. Die
Beads werden fiir 5 Minuten bei 98°C gekocht, zentrifugiert (15 Sekunden, 14.000 rpm) und
der Uberstand fiir eine Analyse {iber SDS-PAGE und Western-Blot verwendet.

2.2.11 Isolation und Analyse von Proteinen

2.2.11.1 Isolation von Proteinen aus Hefen

Die zwei wichtigsten Aspekte der Isolation von Proteinen aus Hefen (Yeast Protocols
Handbook, 2001) sind zum einen die Zerstérung der Hefen-Zellwande und zum zweiten die
Inhibierung der vielen endogenen Hefe-Proteasen. Die Zellwénde von Hefen sind stark und
missen daher durch eine Kombination physikalischer und chemischer Methoden
aufgeschlossen werden. Die endogenen Proteasen der Hefen miissen bei dem Aufschluss der

Zellen durch einen Cocktail von Proteaseinhibitoren unterdriickt werden.

2.2.11.2 Priparation von Hefekulturen fiir die Proteinextraktion

Fiir die Isolation von Proteinen aus transformierten Hefe-Stammen werden, ausgehend
von einer Einzel-Kolonie, zundchst 5 ml {iN-Kulturen in dem entsprechenden
SD-Selektionsmedium angesetzt. Als Negativ-Kontrolle wird eine 10 ml iiN-Kultur des nicht-
transformierten Stammes in YPD-Medium angesetzt. Diese iiN-Kulturen werden fiir eine
Minute gevortext, um die Hefezellen zu vereinzeln. Fiir jeden zu analysierenden Klon sowie
fiir die Negativ-Kontrolle werden 50 ml-Kulturen (in YPD-Medium) mit der gesamten
iN-Kultur angesetzt. Die Kulturen werden weiter inkubiert (30°C, 200 rpm) bis sie eine
ODgpo von 0,4 - 0,6 erreicht haben. Ausgehend von der gemessenen ODgy wird die

Gesamtzahl der ODggo-Einheiten bestimmt, in dem die gemessene ODgpo von 1 ml Kultur mit



dem Gesamt-Volumen der Kultur multipliziert wird. Die Hefekulturen werden in 100 ml
Zentrifugenr6hrchen auf Eis abgekiihlt und die Hefezellen durch eine sich anschlieende
Zentrifugation (5 Minuten, 1.000 g, 4°C) gesammelt. Das Zellpellet wird nach Verwerfen des
Uberstandes in 50 ml eiskaltem dH,O resuspendiert und anschlieBend noch einmal
zentrifugiert (5 Minuten, 1.000 g, 4°C). Nach Entfernung des Uberstandes wird das Zellpellet
in fliissigem Stickstoff eingefroren und kann bis zur Isolation der Plasmide bei -80°C gelagert

werden.

2.2.11.3 Priparation von Proteinextrakten - Urea/SDS-Methode

Fir die eigentliche Isolation der Proteine iiber die Urea-SDS-Methode (Yeast
Protocols Handbook, 2001) wird zunéchst der Aufschlusspuffer frisch angesetzt und auf 60°C
vorgewdrmt. Es sollte hierbei jeweils nur soviel Puffer vorbereitet werden, wie direkt
verbraucht wird, da das im Puffer enthaltene PMSF schnell degradiert. Pro 7.5
ODggo-Einheiten von Hefezellen werden 100 pl Aufschlusspuffer verwendet. Die einge-
frorenen Zellpellets werden separat in dem vorgewédrmten Puffer resuspendiert. Um das Losen
der Zellpellets zu beschleunigen, konnen die Ansétze bei 60°C inkubiert werden. Allerdings
sollte diese Inkubation 2 Minuten nicht iiberschreiten, um dem Risiko der Proteolyse zu
entgehen. Aufgrund der schnellen Degradation des PMSF werden zu jedem Aliquot Zellen je
1 pl 100x PMSF pro 100 pl Aufschlusspuffer gegeben; dieser Vorgang wird bis zum Ende
der Prozedur alle 7 Minuten wiederholt. Die Zellsuspensionen werden in 1,5 ml
Reaktionsgefdfle iiberfiihrt, in denen jeweils 80 pl Glasperlen pro 7,5 ODggo-Einheiten
Hefezellen vorgelegt sind. Die Ansdtze werden fiir 10 Minuten bei 70°C erhitzt, um
Membran-assoziierte Proteine fiir die Isolation zu bewahren. AnschlieBend werden die
Ansdtze 1 Minute gevortext und die Zellreste und nicht-aufgeschlossene Zellen durch eine
Zentrifugation (5 Minuten, 13.000 rpm, 4°C) pelletiert. Die Uberstinde werden in frische
1,5 ml ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und auf Eis verwahrt (1. Uberstinde). Die Pellets werden
wie folgt weiterbehandelt: Inkubation fiir 3 - 5 Minuten bei 100 °C im Wasserbad, 1 Minute
Vortexen und Zentrifugation (5 Minuten, 13.000 rpm, 4°C) zur Pelletierung von Zellresten
und nicht-aufgeschlossenen Zellen. Die Uberstinde werden erneut in frische 1,5 ml
ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und auf Eis verwahrt (2. Uberstinde). Die Protein-haltigen
Uberstiinde (jeweils 1. und 2. Uberstinde) des jeweiligen Ansatzes werden vereinigt und bis
zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Unmittelbar vor dem Auftragen der Proben auf

ein SDS-Gel werden diese fiir 5 Minuten aufgekocht.



2.2.11.4 Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Assay (Bradford, 1976) beruht auf der Bindung des im Bradford-
Reagenz enthaltenen Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine; das Coomassie bindet
hierbei hauptsidchlich an basische (besonders Arginin) und aromatische Aminoséurereste.
Coomassie Brilliant Blue G-250 tritt in drei verschiedenen Formen auf: der kationischen (rot),
der neutralen (griin) und der anionischen (blau). Unter sauren Bedingungen liegt das
Coomassie hauptsdchlich in der zweifach protonierten kationischen Form vor
(Amax =470 nm). Bindet das Coomassie an Proteine, wird es in die stabile unprotonierte Form
(Amax = 595 nm) umgewandelt. Diese unprotonierte Form des Coomassie Brilliant Blue G-250
wird im Bradford-Assay bei 595 nm im Spektralphotometer gemessen. Je mehr Protein in der
Probe enthalten ist, desto mehr Coomassie liegt in der unprotonierten Form vor und desto
hoher die Absorption der Probe bei 595 nm.

Fiir den Bradford-Assay wird ein Aliquot der Proteinldsung (2 - 100 pl) mit dH,O auf
800 pl Endvolumen versetzt. Zu dieser Proteinlosung werden 200 pl des Bradford-Reagenz
(Carl Roth) gegeben und die Proben fiir 10 Minuten im Dunklen inkubiert. AnschlieBend
werden die Proben im Spektralphotometer gegen eine Referenz (Wasser + Bradford-Reagenz)
bei 595 nm gemessen. Um aus der gemessenen Absorption der Probe bei 595 nm die
Proteinmenge bestimmen zu konnen, wird die gemessene Absorption mit einer Eichgerade
verglichen. Diese Eichgerade wird mit BSA-Ldsungen unterschiedlicher Konzentration

erstellt.

2.2.11.5 Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld erfolgt {iber eine SDS-PAGE
(Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamid Gelelectrophoresis) (Laemmli, 1970). Hierbei werden
die Proteine in einer Polyacrylamid-Gel-Matrix allein nach der GroBe der Proteine
aufgetrennt, unabhingig von ihrer Nettoladung. Dies wird durch die Verwendung von SDS
(Natriumdodecylsulfat; sodium dodecylsulfate), einem anionischen Detergenz, erreicht. Es
denaturiert die Proteine, wobei sich etwa alle zwei Aminosduren ein Molekiil SDS an das
Protein anlagert. Zur Denaturierung der Proteine in Vorbereitung fiir die SDS-PAGE werden
diese im Uberschuss mit einem SDS- und p-Mercaptoethanol-haltigen Probenpuffer versetzt
und aufgekocht. Hierbei werden Sekundédr- und Tertidrstrukturen der Proteine durch das
Aufbrechen von Wasserstoffbriickenbindungen und das Strecken der Molekiile aufgelost.
Durch das zugesetzte B-Mercaptoethanol werden zusitzlich Disulfidbriicken im Protein

reduktiv gespalten. Die Proteine liegen nach dem Autkochen in Probenpuffer in einer



denaturierten Form vor und haben eine einheitliche negative Nettoladung durch die
angelagerten SDS-Molekiile, so dass die Auftrennung bei der sich anschlieBenden
SDS-Gelelektrophorese allein nach der Masse der Proteine erfolgt. Die Proteine wandern bei
der Elektrophorese mit einer Geschwindigkeit durch die Polyacrylamid-Matrix, die
proportional ist zum Logarithmus ihrer Masse.

Fiir die SDS-Gelelektrophorese werden zwei Gele zwischen zwei gereinigte und durch
Spacer voneinander getrennte Glasplatten gegossen. Zundchst wird ein Trenngel gegossen
(Zusammensetzung s.u.) und mit n-Butanol (wassergesittigt) liberschichtet. Die Prozentigkeit
des Trenngels (6% - 13%) richtet sich dabei nach der Grofle der aufzutrennenden Proteine.
Nachdem das Trenngel vollstindig auspolymerisiert ist, wird das Butanol abgegossen und mit
Wasser nachgespiilt. AnschlieBend wird das Sammelgel (Zusammensetzung s.u.) auf das
Trenngel gegossen und der Kamm eingesetzt. Nach vollstindiger Polymerisierung des Gels
wird dieses in eine Elektrophorese-Apparatur eingesetzt, die mit 1x SDS-Laufpuffer gefiillt
wird. Die Proteine werden mit 5x SDS-Probenpuffer (Endkonzentration 1x) fiir 10 Minuten
bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekiihlt, bevor sie auf das Gel aufgetragen werden. Nach
Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die durch das SDS negativ geladenen Proteine

im elektrischen Feld zur Anode.

Das Trenn- und Sammelgel fiir eine SDS-PAGE setzen sich wie folgt zusammen:

Trenngel Sammelgel
Prozentigkeit 6 7 8 9 10 12 13 3,9
Polyacrylamid-Losung [ml] 3 3,5 4 4,5 5 6 6.5 0,65
Sammelgel-/Trenngelpuffer [ml] 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 1,25
dH,O [ml] 825 7,75 725 6,75 625 525 4,75 3,05

+ 50 ul 10% APS, 10 ul TEMED

2.2.11.6 Fiarbung von Proteinen in der SDS-PAGE

Proteine, die durch eine SDS-PAGE aufgetrennt worden sind, werden durch eine
Inkubation des Gels in einer Farbelosung sichtbar gemacht. Zu den am héaufigsten
verwendeten Methoden z&hlt dabei die Farbung mit Coomassie Brilliant Blue G-250, mit der
Proteinbanden mit mehr als 50 ng Protein detektiert werden konnen. Hierfiir werden die SDS-

Gele in der Coomassie-Farbelosung flir 2 Stunden (bis iiN, RT) unter leichtem Schwenken



inkubiert. Dabei lagert sich der Farbstoff unspezifisch an die Proteine an. Da zundchst auch
der Gel-Hintergrund gefarbt wird, muss das Gel anschlieend in dem Coomassie-Entfarber
inkubiert werden (1 - 2 Stunden, RT), bis der Hintergrund wieder klar wird.

Alternativ konnen Proteine in SDS-Gelen auch mit kommerziell erhiltlichen
Coomassie-Losungen wie z.B. Roti®-Blue (Carl Roth) gefiarbt werden. Dieser Farbstoff
bindet aufgrund seiner kolloidalen Eigenschaften mit hoher Spezifitét an die Proteine und nur
minimal an die Gelmatrix. Somit ist keine Entfirbung des Gels notwendig. Durch diese
Farbemethode konnen Proteinmengen von weniger als 30 ng angefarbt werden, da der
Farbstoff sensitiver ist als Standard-Coomassie-Losungen. Die Firbelosung wird nach den
Angaben des Herstellers (Carl Roth) eingesetzt und das Gel unter leichten schiitteln (RT)
inkubiert. Innerhalb von 30 Minuten tritt eine Oberflichenfirbung und durch léngere
Inkubation eine Tiefenfarbung der Proteine ein.

Fiir eine inverse Proteinfarbung in SDS-Gelen kann der Farbstoff Roti®-White (Carl
Roth) verwendet werden. Hierbei handelt es sich um eine Zink-basierte, inverse Farbung, mit
der Proteinmengen unter 15 ng detektiert werden konnen. Bei der Féarbung wird der
Gel-Hintergrund weil}, wiahrend die Stellen im Gel, an denen Proteine sind, transparent
bleiben. Diese Féarbung erlaubt daher die préperative Isolierung von Proteinen aus einem
SDS-Gel, wobei das Isolat frei von storenden Farbstoffen bleibt. Die Farbung erfolgte nach
den Angaben des Herstellers (Carl Roth).

2.2.11.7 Western-Blot (semi-dry Elektroblot)

Um die iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennten Proteine im weiteren
Verlauf immunochemisch mit Antikorpern nachweisen zu konnen, miissen die Proteine
zundchst aus dem Gel auf eine geeignete Matrix (Nitrocellulosemembran) tiberfiihrt werden.
Diesen Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylamid-Gel auf eine feste Tragermatrix
bezeichnet man als Western-Blot. Fiir den Transfer wird ein elektrisches Feld senkrecht zur
urspriinglichen Laufrichtung des SDS-Gels angelegt, wodurch die Proteine aus der Gelmatrix
auf die Membran iibertragen und dort gebunden werden. Beim semi-dry Western-Blot
(Jacobson & Karsnas, 1990) werden Gel und Membran sandwichartig von Filterpapieren
eingerahmt, die bei der Elektrophorese als Ionen-Reservoir dienen (Abbildung 2.3). Methanol
im Anoden- und Kathoden-Puffer dient dazu, das SDS aus den Protein-Detergenz-Komplexen
zu entfernen und die Bindung der SDS-freien Proteine an die Membran zu erhdhen. Um die
Proteine aus dem Gel auf die Membran zu iibertragen, wird das Gel nach der SDS-PAGE

zunéchst vorsichtig aus den Glasplatten gelost und das Sammelgel abgetrennt. Als unterste



Lage dienen 6 Whatman-Papiere, die in Anodenpuffer getrankt sind. Auf diese wird die
ebenfalls in Anodenpuffer getrinkte Nitrocellulosemembran gelegt und darauf das SDS-Gel.
SchlieBlich werden weitere sechs Whatman-Papiere aufgelegt, die mit Kathodenpuffer
getrinkt sind (Abbildung 2.3). Der gesamte Aufbau wird in eine Elektroblot-Apparatur
eingespannt und ein Strom angelegt, durch den die negativ geladenen Proteine aus dem Gel in
Richtung der Anode auf die Membran wandern. Die maximale Stromstirke liegt bei
0,8 mA/cm?® Gel. Die Dauer des Blots richtet sich nach der GroBe der Proteine und der Dicke
des Gels (Richtwert: 1- 3 Stunden).

Kathode (-)
. Whatman-Papier —
' il i SDS-Gel Ea
Membran

A —)
Anode (+)

Abbildung 2.3: Aufbau eines Western-Blots (semi-dry Blot)

Schematische Darstellung des Aufbaus eines semi-dry Western-Blots. Der Pfeil gibt die Richtung
des Proteintransfers nach Anlegen eines elektrischen Stroms wieder.

Nach dem Blotten konnen die an die Nitrocellulosemembran gebundenen Proteine durch eine
Ponceau-Rot-Féarbung sichtbar gemacht werden (Morcol & Subramanian, 1999). Hierfiir wird
die Membran fiir 10 Minuten in Ponceau-Rot S-Losung inkubiert. Nach dem Féarben wird sie
so lange mit dH,O entfarbt, bis die einzelnen Proteinbanden deutlich zu erkennen sind.
Die Membran wird zur Dokumentation eingescannt bevor der Marker abgetrennt (der Marker
wird zur spédteren Zuordnung der BandengroBen bei 4°C verwahrt) und die Membran

vollstidndig in dH,O entféarbt wird.

2.2.11.8 Immunoblot

Der Nachweis spezifischer Proteine auf der Nitrocellulosemembran erfolgt {iber einen
indirekten Antikorper-Nachweis. Hierbei wird ein primdrer Antikdrper verwendet, der
spezifisch gegen das gesuchte Protein, bzw. gegen ein Epitop von diesem gerichtet ist. Der
sekundire Antikorper ist gegen den konstanten Teil des ersten Antikorpers gerichtet und mit
einem Enzym gekoppelt, das einen Farb- oder Chemilumineszenz-Nachweis der Protein-

lokalisation erlaubt.



Fir den Antikorper-Nachweis wird die Nitrocellulosemembran zunéchst fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur in 1x Roti-Block (Blockierungslosung, Carl Roth) inkubiert.
Dieser Inkubationsschritt dient der Absittigung unspezifischer Bindungsstellen. Nach dem
Blockieren der Membran erfolgt die Hybridisierung mit dem primédren Antikorper, der in
0,5x Roti-Block auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt wird. Die Hybridisierung mit
dem primdren Antikorper erfolgt GiN bei 4°C. Am nidchsten Tag wir die Hybridisierungs-
16sung entfernt und die Membran dreimal fiir 10 Minuten mit 1x PBST gewaschen. Fiir die
Hybridisierung mit dem sekunddren Antikorper, der in dieser Arbeit jeweils Peroxidase-
gekoppelt war, wird dieser zunédchst in 0,5x Roti-Block auf die gewiinschte Konzentration
verdiinnt. Nach der Hybridisierung fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur wird die Membran
dreimal fir 10 Minuten in 1x PBST und einmal fiir 10 Minuten in 1x PBS bei
Raumtemperatur gewaschen. Die Membran wird leicht angetrocknet bevor sie fiir 5 Minuten
mit einem Chemilumineszenz-Reagenz (PIERCE ECL Western-Blotting Substrat) inkubiert
wird. Es dient als Substrat fiir die Peroxidase und damit als Nachweisreagenz fiir die Enzym-
gekoppelte Reaktion. Im Bereich der Peroxidase und damit im Bereich des gesuchten Proteins
kommt es zur Chemilumineszenz. Das Substrat wird abgenommen, und zur Detektion der
Chemilumineszenz liber Autoradiographie ein Rontgenfilm aufgelegt. Der erste Film wird

nach 1 Minute entwickelt, weitere Filme nach zwei und fiinf Minuten.

2.2.11.9 INDIA INK - Firbung von Nitrocellulosemembranen

Nach dem Western-Blot konnen die Proteine auf der Nitrocellulosemembran vor oder
nach der Immunodetektion mit INDIA INK angefarbt werden (Hancock & Tsang, 1983).
Fiir eine Farbung mit anschlieBender Immunodetektion wird die Membran nach dem Blotten
fiir 5 Minuten in 2,2 M NaOH geschwenkt. Anschliefend wird sie viermal fiir je 10 Minuten
in PBS (+ 0,05% Tween 20) inkubiert. Die Farbung mit der INDIA INK-Losung erfolgt fiir
2 Stunden bis iiN. Vor der Immunodetektion wird die Membran mit dH,O gewaschen. Soll
die Farbung im Anschluss an die Immunodetektion erfolgen, wird die Membran zundchst
zweimal fiir je 30 Minuten in 200 mM Glycin (pH 2,8) inkubiert, um die gebundenen
Antikorper abzuldsen (strippen). Im Anschluss wird die Membran viermal fiir je 10 Minuten
in PBS (+ 0,05% Tween 20) gewaschen und schlielich in der INDIA INK-Losung inkubiert.
Nach erfolgter Farbung (2 Stunden bis iiN) wird die Membran mit dH,O gewaschen.



2.2.12 in vitro - Expression eines Proteins

Fiir die in vitro - Expression eines rekombinanten Proteins in E. coli wurde u.a. der
Vektor pBAD-TOPO/Thio (Invitrogen) verwendet. Ausgehend von diesem Vektor wird das
Protein als Fusionsprotein mit einem N-terminalen Thioredoxin-Teil sowie einem
C-terminalen V5-Epitop und His-Tag exprimiert.

Fiir die Klonierung des Expressionskonstruktes wird der pBAD-TOPO/Thio-Vektor
sowie das DNA-Fragment, das die kodierende Sequenz fiir das zu exprimierende Protein
enthélt, mit entsprechenden Enzymen restringiert, so dass eine gerichtete Ligation moglich ist.
Dabei ist darauf zu achten, dass das Fragment im richtigen Leseraster integriert wird.
Das Ligationsprodukt wird in E. coli - Zellen transformiert (M15, SG, DH5a oder XL1-Blue).
Zur Uberpriifung der Ligation und des Leserasters wird eine Sequenzierung durchgefiihrt.

Von Kandidatenklonen werden zundchst 50 mL N-Kulturen (LB-Medium
+ Ampicillin) angesetzt. Am Folgetag werden diese 1:100 verdiinnt und 500 mL
Expressionskulturen (LB-Medium + Ampicillin) angesetzt, die bis zu einer ODgyy von 0,5 bei
37°C und 200 rpm inkubiert werden. Nach Erreichen dieser ODgy9 wird die Expression durch
die Zugabe von 20%iger Arabinoselosung (steril) in einer Endkonzentration von 0,2%
induziert. Die Expression erfolgt fiir 6 - 12 Stunden bei RT und 200 rpm. Die Zellen werden
schlieBlich durch Zentrifugation der Kulturen gesammelt und bis zur Lyse bei -80°C gelagert.

2.2.12.1 Aufreinigung eines in vitro - exprimierten Proteins

Zu dem Zellpellet werden 10 mL Lysispuffer gegeben, der eine Tablette Complete Mini
(Roche) und 100 pl PMSF zur Inhibition von Proteasen sowie 30 mg Lysozym zur Lyse der
Zellen enthilt. Das Pellet wird durch Vortexen resuspendiert und mit Lysispuffer auf 30 ml
aufgefiillt, so dass sich eine Lysozym-Konzentration von 1 mg/ml ergibt. Es folgt eine
Inkubation fiir 30 Minuten bei 37°C, an die sich drei Zyklen von 15 Minuten -80°C und
anschlieBendem Auftauen bei 37°C im Wasserbad zur weiteren Lyse anschliefen. Zum
Entfernen der Nukleinsduren werden RNaseA (final 10 pg/ml) und DNasel (final 5 pg/ml) zu
den Zelllysaten hinzugegeben und diese fiir 40 - 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der
Zugabe von weiteren 120 pl PMSF werden die Lysate zentrifugiert (20 Minuten, 14.000 rpm,
4°C) um verbliebene Zelltriimmer zu pelletieren. Der Uberstand wird durch die Zugabe von
1 M Imidazol auf eine Endkonzentration von 20 mM Imidazol eingestellt.

Fiir die Aufreinigung des His-getaggten, exprimierten Proteins aus dem Uberstand
werden 600 - 1.000 ul Ni-NTA-Agarose-Suspension (50%, Qiagen) zu dem Uberstand

hinzugegeben und in einem 50 ml - Falkon iGN bei 4°C auf einem {iiber-Kopf-Schwenker



inkubiert. Am Folgetag werden die Ni-NTA-Agarose-Beads durch Zentrifugation (500 g,
3 min, 4°C) pelletiert. Die Waschung der Ni-NTA-Agarose-Beads und die Elution des
gebundenen Proteins erfolgt in Gravitations-Sdulen (Qiagen). Hierfiir werden zundchst etwa
2 ml des Uberstandes auf die Membran in der Sdule gegeben, die unten verschlossen ist. Die
Beads werden mit einer Pasteur-Pipette vom Boden des Falkons abgesaugt und ebenfalls auf
die Sdule gegeben. Diese wird dann unten gedffnet, so dass die Fliissigkeit abtropfen kann
und sich die Beads absenken. Es ist darauf zu achten, dass die Saule rechtzeitig wieder
verschlossen wird, so dass sie nicht trocken lduft. Auf die abgesenkten Beads wird eine
weitere Membran gegeben und diese vorsichtig angedriickt, so dass die Beads in den weiteren
Wasch- und Elutions-Schritten nicht aufwirbeln kénnen. Um nicht-gebundene Proteine von
den Beads zu entfernen, werde diese 12x mit jeweils 600 pul Waschpuffer gewaschen (die
Wasch-Fraktionen werden zur Analyse in separaten 1,5 ml - Reaktionsgefd3en aufgefangen).
Die Elution des exprimierten Proteins von den Beads erfolgt 8x mit jeweils 600 pul
Elutionspuffer, wobei sie jeweils in separaten 1,5 ml - Reaktionsgefalen aufgefangen werden
(modifiziert nach QIAexpressionist, 2006). Fiir die Uberpriifung der Aufreinigung werden
jeweils 7 pl verschiedener Wasch- und Elutions-Fraktionen mittels einer 12%ige SDS-PAGE

aufgetrennt und diese anschlieBend mit Coomassie gefarbt.

2.2.12.2 Elektroelution zur Aufreinigung eines exprimierten Proteins

Die Elutions-Fraktionen von der Ni-NTA-Agarose sind meist nicht absolut rein, d.h.
sie bestehen nicht nur aus dem rekombinant exprimierten Protein, sondern auch aus
verschiedenen Histidin-reichen E. coli - Proteinen, die mit aufgereinigt wurden. Wenn das
rekombinant exprimierte Protein als Antigen fiir eine Immunisierung eingesetzt werden soll,
muss sich daher eine weitere Aufreinigung anschliefen. Hierfiir werden die Elutions-
Fraktionen (siehe 2.2.12.1) auf SDS-Maxi-Gele aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt
und die Gele mit Roti®-White gefarbt (Carl Roth). Die Bande des exprimierten Proteins wird
nach der Farbung moglichst exakt mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten.

Um das Protein aus dem Gelstiick zu isolieren, schlie3t sich eine Elektroelution mit
Hilfe von D-Tube-Maxi-Sdulen (Novagen) an. Hierfiir werden die Gelstiicke mit dem
exprimierten Protein vorsichtig in die Elutionssdulen gegeben, diese mit 1x SDS-Laufpuffer
aufgefiillt und verschlossen. Die Sdulen werden in ithren Halter eingespannt und so in einer
Elektrophoresekammer (ebenfalls gefiillt mit 1x SDS-Laufpuffer) platziert, dass sich die
Membranen an den Seiten befinden und der elektrische Strom ungehindert durch das Gefal3

und das Gelstlick flieBen kann. Die Elution des Proteins erfolgt durch Anlegen einer



elektrischen Spannung von 100 Volt. Nach zwei Stunden wird der Puffer in der Elutionsséule
erneuert und fiir weitere zwei Stunden eluiert. Die gesammelten Eluate werden im Anschluss
durch Ultrazentrifugation mittels Zentrifugalkonzentratoren (Amicon) aufkonzentriert, wobei
auch der Austausch des SDS-Laufpuffers gegen einen physiologischen Puffer (1x PBS, pH

7,4) erfolgt. Die Konzentrate konnen schlieBlich fiir eine Immunisierung eingesetzt werden.

2.2.13 Immunoaffinititsreinigung von Antiseren

Fiir eine Immunoaffinititsreinigung von Antiseren wird das entsprechende Antigen
zunichst tiber eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert.
Nach der Ponceau-Rot-Farbung der Membran wird die Bande mit dem Antigen moglichst
exakt ausgeschnitten. Das Membranstiick wird 30 Minuten in Blockierungslosung (1x PBS
mit 1% RotiBlock, 0,05% Tween 20) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzu-
sattigen. 1 ml des Antiserums werden mit 9 ml Antikorper-Inkubationsldsung (1x PBS mit
0,5% RotiBlock) gemischt und mit dem Membranstiick in einem 15 ml - Falkon iiN bei 4°C
unter Rotation inkubiert. Das Membranstiick wird nach erfolgter Antigen-Antikorper-
Bindung dreimal fiir 10 Minuten mit einer Waschlosung (I1x PBS mit 0,05% Tween 20)
gewaschen um nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Zum Losen der Antigen-Antikorper-
Bindung wird das Membranstiick fiir 10 Minuten in 2,2 ml 0,1 M Zitronensaure (pH 2,2)
inkubiert. Das Membranstiick wird herausgenommen und die Antikorperlosung durch die
Zugabe von 2,8 ml 1 M Tris/HCl (pH 8,2) neutralisiert. Zur Stabilisierung wird die
Antikorperlosung mit etwas BSA versetzt und bei -20°C gelagert.

2.2.14 Isolation von Nukleinsduren (DNA und RNA)

2.2.14.1 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien-Zellen erfolgte iiber das ,,peqGOLD
Plasmid Miniprep Kit I von PeqLab (Mini-Pridparation) oder das ,,Plasmid Midi Kit* von
Qiagen (Midi-Préparation) nach den Angaben des Herstellers.

Neben diesen, auf Sdulenchromatographie beruhenden Isolations-Methoden, erfolgte
die Isolation von Plasmid-DNA alternativ auch iiber Alkalische Lyse (Mini-Préaparation).
Hierfiir werden 4 ml einer {iN-Bakterienkultur fiir 5 Minuten bei 3.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgenommen und das Bakterien-Pellet in 60 pl Glucoseldsung resuspendiert.

Zu der Bakteriensuspension werden 200 ul einer frisch angesetzten Denaturierungslosung



gegeben und das Gemisch fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die Zellen zu
lysieren. Die Ausféllung der bei der Zelllyse freigesetzten, genomischen DNA erfolgt durch
die Zugabe von 150 pl Acetat-Mix und der Inkubation fiir 5 Minuten auf Eis. Es schlieB3t sich
eine Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 13.000 rpm an, um die Zellreste und die genomische
DNA zu pelletieren und damit von der Plasmid-DNA zu trennen. Der Plasmid-haltige
Uberstand wird anschlieBend einer Phenol-Chloroform-Aufreinigung unterzogen. Hierfiir
wird diesem zunéchst /2 Volumen Phenol zugesetzt, gemischt und fiir 3 Minuten bei 13.000
rpm zentrifugiert. Die Oberphase wird langsam abgenommen und in einem neuen
Reaktionsgefdl mit 2 Volumen Chloroform versetzt. Es wird wieder gemischt und fiir
3 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Plasmid-haltige Oberphase wird in ein neues
Reaktionsgefdl} tiberfiihrt. Fiir die Féllung der Plasmid-DNA wird 1 ml eiskalter, 96%iger
Ethanol hinzugegeben und das Gemisch fiir 20 Minuten bei -20°C inkubiert. Es schlief3t sich
eine Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C an. Der Uberstand wird dann
abgenommen und die pelletierte DNA mit 1 ml 70%igen Ethanol gewaschen. Es folgt eine
erneute Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C. Der Uberstand wird
abgenommen, das DNA-Pellet an der Luft oder in einer Vakuumzentrifuge (Speedvac)

getrocknet und schlieBlich in 40 ul dH,O mit RNase A (Endkonz. 20 pg/ml) aufgenommen.

2.2.14.2 Isolation von Plasmid-DNA aus Hefen

Fiir die Isolation von Plasmiden aus Hefezellen (Robzyk & Kassir, 1992) wird eine
5 ml Kultur der Hefen in entsprechendem SD-Selektionsmedium angesetzt und iN bei 30°C
und 200 rpm inkubiert. Die Hefezellen der (iN-Kultur werden durch Zentrifugation gesammelt
(5 Minuten, 5.000 rpm) und das Zellpellet in 100 ul STET-Puffer resuspendiert. Zu dieser
Hefezell-Suspension werden 0,2 g Glasperlen (0,45 mm Durchmesser) hinzu gegeben und fiir
5 Minuten gevortext. Nach Zugabe weiterer 100 pul STET-Puffer wird erneut fiir 5 Minuten
gevortext. Der Ansatz wird flir 3 Minuten im Wasserbad gekocht und dann auf Eis abgekiihlt,
bevor fiir 10 Minuten bei 13000 rpm (4°C) zentrifugiert wird. Von dem Uberstand werden
100 pl in ein neues Reaktionsgefd3 mit 50 pl 7,5 M Ammoniumacetat iiberfiihrt. Die Fillung
der genomischen DNA und restlichen Proteine erfolgt fiir 60 Minuten bei -20°C und einer
sich anschlieBenden Zentrifugation (10 Minuten, 13.000 rpm, 4°C). Fiir die Féllung der
Plasmid-DNA werden 100 ul des Uberstandes mit 500 pl 96%igem Ethanol versetzt und fiir
20 Minuten bei -20°C inkubiert, bevor die Plasmid-DNA durch Zentrifugation (30 Minuten,
13.000 rpm, 4°C) pelletiert wird. Das Pellet wird mit 70%igem Ethanol gewaschen und die
Plasmid-DNA schlieBlich in 20 pl dH,O aufgenommen.



2.2.14.3 Isolation von genomischer DNA aus adulten Schistosomen

Fiir die Isolation genomischer DNA aus Schistosomen (Grevelding, 1995) werden
etwa 100 Adulte in 300 pl DNA-Extraktionspuffer aufgenommen und 3x 15 Sekunden auf
hochster Stufe homogenisiert (ULTRA TURRAX). Es schlieft sich eine Proteinase K -
Behandlung (Endkonz. 500 pg/ml) iGN bei 37°C an. Das Homogenisat wird Phenol-
Chloroform gereinigt (vgl. 2.2.14.1) bevor die genomische DNA durch die Zugabe von
%2 Volumen Ammoniumacetat (7,5 M) und 2,5 Volumen 96%igem, eiskaltem Ethanol sowie
einer Inkubation N bei -20°C ausgefillt wird. Durch eine Zentrifugation (30 Minuten,
13.000 rpm, 4°C) wird die DNA pelletiert. Das Pellet wird zweimal mit 70%igem Ethanol

gewaschen und die genomische DNA in dH,O resuspendiert.

2.2.14.4 Isolation von RNA und DNA aus adulten Schistosomen

Die Isolation von RNA aus adulten Schistosomen erfolgte mit dem ,,Nucleospin RNA
II - Kit* von Macherey & Nagel nach den Angaben des Herstellers. Abweichend zu dem
Protokoll des Herstellers wurde der DNA-haltige Durchfluss nach der Zentrifugation des
Lysates iiber die Ionenaustauschersdule aufgehoben, um hieraus spiter die DNA zu
extrahieren. Hierfiir wird dem Durchfluss 500 pul eiskalter 96%iger Ethanol zugesetzt und das
Gemisch fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und das Pellet (DNA, Proteine) an der Luft oder in der Speedvac getrocknet. Das Pellet wird
anschlieBend in 400 pl 1x PBS resuspendiert und 20 pl ProteinaseK-Ldsung hinzugegeben
und der Ansatz fiir 3 - 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Aufreinigung der DNA erfolgt liber
eine Phenol-Chloroform-Aufreinigung (vgl. 2.2.14.1). Nach dieser folgt die Fillung der DNA
durch die Zugabe von 2 Volumen Ammoniumacetat (7,5 M) und 2 Volumen eiskaltem
96%igen Ethanol, sowie einer Inkubation fiir 20 Minuten bei -20°C. Es schlie3t sich eine
Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C an. Das Pellet wird mit 70%igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und schlief8lich in 40 pl dH,O resuspendiert.

Alternativ erfolgte die Priparation von RNA iiber TRIzol® (GIBCO) oder TRIFast
(PeqLab). Hiermit ist es mdglich, gleichzeitig RNA, DNA und Proteine zu isolieren, wobei
die unterschiedliche Loslichkeit der Komponenten in organischen und wissrigen
Losungsmitteln ausgenutzt wird. Fiir die RNA-Préparation liber Trizol wird zu den in
fliissigem Stickstoff eingefrorenen Schistosomen 1 ml Trizol (pro ca. 100 Wiirmer) gegeben
und 3x 15 Sekunden auf hochster Stufe homogenisiert (ULTRA TURRAX), mit zwischen-
zeitlicher Kiihlung auf Eis. Zur eigentlichen RNA-Isolation wird das Homogenat 5 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert, damit die Protein-Nukleinsdure-Komplexe dissoziieren



konnen. Anschlieend werden 200 ul Chloroform pro ml Trizol zugesetzt, gut geschiittelt,
2 - 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fiir 15 Minuten zentrifugiert (12.000 rpm,
4°C), um eine Phasentrennung zu erhalten. Nach der Zentrifugation erhilt man drei Phasen:
Die geringe Menge an Chloroform hat sich im Phenol gelost, verdrangt das Wasser von den
Proteinen, so dass diese in der Interphase ausgefallen sind. Die DNA ist in der unteren
Phenol-Phase geblieben, wihrend sich die RNA in der oberen wissrigen Phase gesammelt
hat. Die wissrige Phase wird in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt; der Rest, also die
Phenolphase mit der DNA und die Interphase mit den Proteinen kann bis zur weiteren
Verwendung bei 4°C gelagert werden. Fiir die Ausfillung der RNA werden 500 pl
Isopropanol pro ml Trizol hinzugesetzt, fiir mindestens 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und die RNA schlieBlich durch Zentrifugation (10 Minuten, 11.500 rpm, 4°C)
pelletiert. Der Uberstand wird verworfen und das RNA-haltige Pellet wird mindestens einmal
mit 1 ml 70%igem Ethanol-DEPC gewaschen (Zentrifugation fiir 5 Minuten, 9.000 rpm, 4°C).
Das RNA-Pellet wird an der Luft getrocknet und in einer entsprechenden Menge RNAse-
freiem dH,0O oder DEPC-dH,O geldst. Fiir die vollstindige Resuspension der RNA wird fiir
10 Minuten bei 60°C inkubiert. Vor der weiteren Verwendung der RNA muss eine DNasel -

Behandlung erfolgen, um eventuell noch vorhandene Reste an DNA zu entfernen.

2.2.14.5 Isolation von RNA aus Hefen

Fiir die Isolation von Gesamt-RNA aus Hefe-Zellen wird eine 5 ml iiN-Kultur der
entsprechenden Hefen angesetzt. Die Hefezellen werden durch Zentrifugation (1 Minute,
13.000 rpm) gesammelt und einmal mit 1x PBS gewaschen. Das Zellpellet wird in fliissigem
Stickstoff Schock-gefroren. Die Hefezellen werden durch dreimalige Inkubation der
Zellpellets fiir 1 Minute in fliissigem Stickstoff und 1 Minute bei 37°C im Wasserbad grob
aufgeschlossen. Das Zellpellet wird anschlieend mit 1 ml Trizol-Reagenz versetzt und die
Hefezellen zum weiteren Aufschluss fiir 30 Sekunden homogenisiert (ULTRA TURRAX).
Die weitere Praparation der RNA erfolgt wie unter 2.2.14.4 beschrieben.

2.2.15 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren
Die Bestimmung der Konzentration isolierter DNA oder RNA erfolgte iiber die
Messung der Absorption mit einem Spektralphotometer oder iiber eine elektrophoretische

Auftrennung der DNA oder RNA im Vergleich zu einem Standard bekannter Konzentration.



Fir die spektroskopische Bestimmung der Konzentration wird ein Aliquot der
isolierten Nukleinsduren verdiinnt und die Absorption dieser Verdiinnung im Spektral-
photometer bei 260 nm und 280 nm gemessen. Diese Methode basiert auf der Absorption von
DNA oder RNA bei 260 nm durch die heteroaromatischen Ringe der Basen. Durch den
Vergleich mit der Absorption bei 280 nm, also im Bereich des Absorptionsmaximums der
Proteine (Absorption durch die aromatischen Ringe der Aminoséurereste), lasst sich zudem
die Reinheit der Nukleinsdurelosung abschitzen. Eine reine DNA-LOsung besitzt ein
Azeo/Azgo-Verhiltnis von 1.8, eine reine RNA-Losung ein Verhédltnis von 2.0. Ist die

Nukleinsdureldsung mit Proteinen verunreinigt, so ist der Wert kleiner.

Der spektroskopischen Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelosungen liegt
das Lambert-Beersche-Gesetz zu Grunde, mit dem man anhand der gemessenen Absorption

der Nukleinsdurelosung deren Konzentration bestimmen kann.

Lambert-Beersche-Gesetz: ¢=E x ¢! x d”!

[c: Konzentration der Nukleinsduren; E: Extinktion; €: spezifischer Extinktinskoeffizient;
d: Schichtdicke der Kiivette]

Bei einer Schichtdicke d = 1 cm und einer Wellenldnge A = 260 nm gelten die folgenden
Naherungswerte fiir & doppelstringige DNA : 1 OD260 nm = 50 pg/ml
einzelstringige DNA/RNA: 1 OD3gpnm =40 pg/ml

Die Konzentration von doppelstringiger DNA in einer Losung berechnet sich damit nach

folgender Formel: ¢ [ug/ml] = OD26pnm x 50 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

Die zweite Moglichkeit zur Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration einer Losung
basiert auf der Figenschaft der Fluoreszenz von in Nukleinsduren eingelagerten
Ethidiumbromid-Molekiilen. Ein Aliquot der Nukleinsdurelosung sowie eine Nukleinsdure-
l6sung bekannter Konzentration und bekannten Volumens wird gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Durch den Vergleich der Intensitdt der Fluoreszenz der Probe mit der Intensitét
der Fluoreszenz der Losung bekannter Konzentration kann die DNA-Konzentration der
Nukleinsdurelosung abgeschétzt werden. Auf diesem Prinzip basieren auch quantitative
DNA-GroBenstandards, wie z.B. HyperLadderl (Bioline). Wird eine definierte Menge dieses
Standards auf einem Agarosegel aufgetrennt und dieses mit Ethidiumbromid geférbt, so

entspricht die Intensitdt einzelnen Banden spezifischen DNA-Mengen.



2.2.16 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren

Die analytische oder priperative Auftrennung von Nukleinsduren unterschiedlicher
GroBBe erfolgt iiber die Elektrophorese in Agarosegelen (Sambrook et al., 1989). Die
gelelektrophoretische Auftrennung basiert auf dem Laufverhalten von Nukleinsduren in einer
festen Matrix (i.d.R. Agarosegel) in einem angelegten elektrischen Feld. Die aufgrund der
Phosphatreste des Zucker-Phosphat-Riickgrats negativ geladenen Nukleinsiduren orientieren
sich im elektrischen Feld in Richtung der Anode. Die Wanderung der Nukleinsduren durch
die Gelmatrix hiangt von der GroBe und der Konformation der Nukleinsduremolekiile ab.

So wandern kleinere Molekiile schneller durch die Poren der Gelmatrix als gro3e Molekiile.

2.2.16.1 Agarosegelelektrophorese von DNA

Fir die Auftrennung von DNA werden in der Regel horizontale 0,7 - 2,0%ige
Agarosegele verwendet, liber die DNA-Fragmente im Grdéfenbereich von 100 bp bis 60 kb
aufgetrennt werden konnen (Sambrook et al., 1989). 1%ige Agarosegele sind z.B. in ihrer
Auflosung fiir lineare DNA-Fragmente von 0,5 - 10 kb optimal. Fiir die Herstellung dieser
Gele wird die entsprechende Menge Agarose (0,7 - 2,0% w/v) in 1x TAE-Puffer gelost und
mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml versetzt. Als Laufpuffer fiir die
Elektrophorese dient ebenfalls 1x TAE mit der gleichen Endkonzentration Ethidiumbromid.
Alternativ konnen die Agarosegele auch Ethidiumbromid-frei vorbereitet werden und die
Gele im Anschluss an die Elektrophorese in einer Ethidiumbromid-Losung (1 pg/ml in
1x TAE) fiir 10 Minuten nachgefarbt werden. Das hinzugesetzte Ethidiumbromid interkaliert
in die DNA, fluoresziert nach Anregung mit UV-Licht und dient dazu, die aufgetrennten
DNA-Banden in den Gelen sichtbar zu machen. Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel
werden diese mit Blaumarker (Endkonzentration 1x) versetzt. Dieser enthdlt Bromphenol-
Blau und Glycerin. Das Glycerin erhoht die Dichte der DNA-Losung und lédsst dadurch die
Proben in die Geltaschen absinken. Der Farbstoff Bromphenol-Blau dient als Indikator,
wandert wihrend der Elektrophorese ebenfalls in Richtung der Anode und zeigt damit die
zuriickgelegte Laufstrecke im Gel an. Die Elektrophorese erfolgt bei 80 - 140 Volt, je nach
Prozentigkeit des Gels. Die aufgetrennte DNA wird durch Betrachtung des Gels auf einer
UV-Platte (312 nm) sichtbar gemacht.



2.2.16.2 Denaturierende Gelelektrophorese von RNA

Fir die Elektrophorese von RNA-Molekiillen (Sambrook et al., 1989) miissen
denaturierende Bedingungen gewdhlt werden, da einzelstringige RNA dazu neigt, durch
intra- und intermolekulare Bindungen Sekundérstrukturen und Aggregate auszubilden. Diese
unterschiedlichen Konformationen besitzen ein unterschiedliches Laufverhalten im Gel. Um
jedoch ein einheitliches Laufverhalten der RNA zu gewihrleisten, werden denaturierende
Gele verwendet, in denen die Wasserstoffbriickenbindungen aufgeldst werden und das
Laufverhalten der RNA-Molekiile so ihrem Molekulargewicht entspricht.

Fiir die Elektrophorese von RNA werden in der Regel Formaldehyd-haltige, 1,2%ige
Agarosegele verwendet. Fiir die Herstellung der Gele werden 1,8 g Agarose in 110 ml dH,O
und 15 ml 10x MOPS-Puffer gelost und mit 25 ml Formaldehyd (37%) versetzt. Das
Formaldehyd besitzt eine denaturierende Wirkung, die auf der Ausbildung einer Schiff’schen
Base zwischen der Aldehyd-Gruppe und den Aminogruppen der Basen Adenin, Guanin und
Cytosin beruht (Lottspeich & Zorbas, 1998). Durch diese Bindung stehen die Aminogruppen
damit nicht mehr fiir die Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen zur Verfiigung; die
Bildung von Sekundérstrukturen und Aggregaten wird verhindert. Da das Formaldehyd
jedoch auch mit der Aminogruppe von Tris reagiert, kann als Laufpuffer nicht, wie fiir die
DNA-Elektrophorese, TAE-Puffer verwendet werden. Fiir Formaldehyd-Gele wird daher
MOPS-Puffer verwendet, ein Gemisch aus Morpholinopropansulfonsidure und Natriumacetat.
Vor dem Auftragen werden die Proben mit dem Formamid-haltigen RNA-Loading-Puffer
(Endkonzentration 1x) aufgekocht. Hierbei wird die RNA in Gegenwart von MOPS,
Formamid und Formaldehyd denaturiert. Das Formamid zerstort dabei die Basenpaarungen
der RNA und ermoéglicht so die Reaktion der Basen mit Formaldehyd. Trotz der
denaturierenden Bedingungen bildet die RNA noch schwache Sekundirstrukturen aus; in
diese doppelstringigen Bereiche lagern sich die im RNA-Loading-Puffer enthaltenen
Ethidiumbromid-Molekiile ein und machen so die Detektion der RNA im Gel moglich. Die
RNA-Gele werden ebenfalls auf einer UV-Platte (312 nm) betrachtet.

2.2.16.3 Elution von DNA aus Agarosegelen und ,,reaction clean up”
Die Elution von DNA aus Agarosegelen sowie die Aufreinigung von DNA aus
PCR- oder anderen Reaktionsansétzen (,,reaction clean up*) erfolgt mit dem ,,peqGOLD Gel

Extraction Kit* von PeqLab nach den Angaben des Herstellers.



2.2.16.4 Densitometrische Messung von DNA-Signalintensititen

Die Signalintensitit von DNA in Agarosegelen, wie beispielsweise von PCR-
Produkten, kann densitometrisch gemessen werden. DNA-Signale in Ethidiumbromid-
gefiarbten Agarosegelen werden zunédchst auf einer UV-Platte (312 nm) sichtbar gemacht und
mit einem Video Imaging-System dokumentiert und digitalisiert. Mit Hilfe des Programms

ImageJ kdnnen dann die Signalintensititen am Computer gemessen und quantifiziert werden.

2.2.17 Enzymatische Reaktionen an Nukleinsiuren

2.2.17.1 Restriktion von DNA

Die enzymatische Spaltung von DNA erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen vom
Typ II unter den fiir das jeweilige Enzym optimalen Puffer- und Temperaturbedingungen. Fiir
die Restriktion von DNA werden in einen 20 pl Restriktionsansatz 10 - 20 Units des
jeweiligen Enzyms, 2 pl des entsprechenden 10x Restriktionspuffers, 1 - 5 ng DNA sowie
dH,O ad 20 pl eingesetzt. Zur Restriktion groferer Mengen DNA werden entsprechende
groBBere Restriktionsansdtze mit 1/10 Volumen 10x Restriktionspuffer und der entsprechenden
Menge Enzym, die 10% des Ansatzes nicht iiberschreiten sollte, angesetzt. Die Restriktion
erfolgt je nach eingesetzter DNA-Menge und Enzym fiir 1 - 4 Stunden bei der fiir das
jeweilige Enzym optimalen Temperatur, i.d.R. 37°C. Fiir die Restriktion von DNA mit
mehreren (> 2) Enzymen, die nicht unter den gleichen Pufferbedingungen schneiden kénnen,
wird die DNA zundchst mit einem Enzym geschnitten, dann iiber Phenol-Chloroform
aufgereinigt, gefillt, resuspendiert und dann mit dem zweiten Enzym geschnitten. Fiir die
Uberpriifung der Restriktion wird der gesamte Ansatz oder ein Aliquot von diesem mit

Blaumarker versetzt und auf einem 1%igen Agarosegel vollstindig aufgetrennt.

2.2.17.2 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Fiir die spdtere Ligation eines Inserts in ein restringiertes Vektor-Plasmid ist es von
Vorteil, die Enden des Plasmides vor der Ligation mittels alkalischer Phosphatase (CIP = Calf
Intestinal Mucosa Phosphatase) zu dephosphorylieren. Hierdurch wird eine Religation des
Vektors ohne Insertaufnahme bei der Ligations-Reaktion vermindert (Ukai et al., 2002).

Fiir die Dephosphorylierung der Enden eines geschnittenen Plasmid-Vektors werden
in einem 20 pl Ansatz 1/10 Volumen des entsprechenden Puffers sowie 20 Units einer
Alkalischen Phosphatase gegeben und der Ansatz fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach

der Dephosphorylierung der Vektor-Enden wird der Ansatz vor der weiteren Verwendung der



Plasmid-DNA zunichst aufgereinigt. Alternativ kann die Alkalische Phosphatase auch direkt
zu dem Restriktionsansatz gegeben und dieser fiir weitere 20 Minuten bei 37°C inkubiert
werden. Der Restriktionsansatz wird in diesem Fall gelelektrophoretisch aufgetrennt und die

Gel-eluierte DNA dann direkt in die Ligation eingesetzt.

2.2.17.3 Ligation

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten in entsprechende Vektoren, werden diese
sowie das Insert mit den gleichen Restriktionsenzymen behandelt, so dass an beiden
aufeinander passende sticky ends entstehen. In die Ligation werden Insert und Vektor meist
im Verhiltnis 3:1 eingesetzt. In der Regel wird von 50 - 100 ng Vektor-DNA ausgegangen
und die Menge an einzusetzender Insert-DNA nach folgender, vereinfachter Formel berechnet

(QIAGEN PCR Cloning Handbook, 2001):

ng Insert-DNA = [ng Vektor-DNA x Insertgrofe (bp) x 3]
VektorgroBe (bp)

Fiir die Ligation wurde die T4-DNA-Ligase von Fermentas verwendet, die die Bildung von
Phosphordiesterbindungen zwischen benachbarten 3°-OH- und 5’-Phosphat-Enden
katalysiert. In einen 20 ul- Ligationsansatz werden 25-100ng Vektor-DNA, die
entsprechende Menge Insert-DNA, 2 ul eines 10x Reaktionspuffers, 1 ul der T4-DNA-Ligase
(5 U/ul) sowie dH,O ad 20 pl eingesetzt. Der Ansatz wird fiir 60 Minuten bis iiN bei 4 - 22°C

inkubiert und anschlieBend direkt in eine Bakterien-Transformation eingesetzt.

2.2.17.4 A-Addition

Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgt meist in Vektoren mit U-Uberhiingen, wie
zum Beispiel der Vektor pDrive (Qiagen). Aufgrund der Eigenschaft von Tag-Polymerasen,
A-Uberhiinge zu erzeugen, verlaufen diese Klonierungen i.d.R. problemlos. Zur Klonierung
von blunt end - Fragmenten oder zur Optimierung der Klonierung von PCR-Produkten in
Vektoren mit U-Uberhiingen, kénnen vor der Klonierung an die Enden der PCR-Produkte
A-Nukleotide angehéngt werden. Dies erfolgte mit dem ,,A-Addition’s Kit* von Qiagen nach
Angaben des Herstellers. Der Ansatz flir die A-Addition setzt sich aus 2 pl des 5x Qiagen
A-Addition Master Mixes, <8 ul aufgereinigtes PCR-Produkt sowie dH,O ad 10 pl
zusammen. Der Ansatz wird fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert und die mit A-Uberhiingen
versehenen DNA-Fragmente konnen dann direkt in die Klonierung in einen U-Vektor

eingesetzt werden.



2.2.17.5 Fill in - Reaktion

Fir die Erzeugung von blunt ends an restringierten DNA-Fragmenten filir eine
Klonierung in blunt end-Vektoren wie z.B. pST-Bluel (Novagen) wird eine so genannte
fill in - Reaktion durchgefiihrt. Bei dieser werden die bei der Restriktion entstandenen
Einzelstrangenden aufgefiillt. Fiir die fi// in - Reaktion werden in einen 20 ul - Ansatz 1/10
Volumen EcoPoll-Puffer, 1 Unit Klenow-Enzym (DNA-Polymerase I - grofles Fragment)
pro ug DNA und dNTPs in der Endkonzentration 33 uM gegeben und der Ansatz 15 Minuten
bei 25°C inkubiert. Die Reaktion wird durch eine Hitzeinaktivierung des Enzyms fiir
20 Minuten bei 75°C gestoppt. Nach Aufreinigung der DNA aus dem Ansatz kann diese

direkt fiir eine blunt end-Klonierung verwendet werden.

2.2.17.6 Sequenzierung
Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte gemif der Sangermethode (Sanger

et al., 1977) automatisiert bei der Firma AGOWA in Berlin.

2.2.18 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) dient dem
Nachweis und der Vermehrung geringster Mengen spezifischer DNA-Sequenzen (Mullis et
al., 1986; White et al., 1989). Das Prinzip der PCR beruht auf einer enzymatischen
Vermehrung eines DNA-Abschnitts zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegenlaufig
an den komplementdren Stringen der DNA gebunden sind und als Start fiir die DNA-
Polymerase dienen. Die Primer werden dabei so gewihlt, dass sie die zu amplifizierende
Sequenz flankieren.

Die PCR ist ein zyklischer Prozess, der in der Regel 30 - 35 Zyklen umfasst, wobei
jeder Zyklus drei Temperaturstufen beinhaltet. Im ersten Schritt erfolgt zunidchst eine
Denaturierung der DNA fiir 2 - 5 Minuten bei 95°C, um DNA-Strukturen aufzulosen und die
DNA-Doppelstringe zu trennen. Danach erfolgt zu Beginn jedes Zyklus eine Denaturierung
der DNA fiir 30 Sekunden bei 93°C, um die neu-synthetisierten DNA-Stringe wieder
voneinander zu trennen. Im zweiten Schritt eines jeden Zyklus erfolgt das Annealing der
Primer an die DNA bei einer fiir die verwendeten Primer spezifischen Temperatur.
Diese ist abhidngig von Lange und Sequenz der Primer und kann mit Hilfe der Formel
Tm = [2x (A +T)] + [4x (G + C)] berechnet werden. Im dritten Schritt erfolgt die Extension

der an die DNA-gebundenen Primer durch die DNA-Polymerase bei dem Temperatur-



Optimum des verwendeten Enzyms (72°C fiir die Tag-Polymerase). Die Zeit fiir die Primer-
Extension richtet sich nach der Geschwindigkeit des eingesetzten Enzyms (fiir die
Tag-Polymerase > 1000 Basen/min) und der Lénge des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes. Diese drei Reaktionsschritte (Denaturierung, Annealing und Extension) werden
in der PCR zyklisch wiederholt, wobei in jedem Zyklus der zu amplifizierende DNA-Bereich
verdoppelt wird. Da das Elongationsprodukt eines Zyklus als template fiir den nichsten
Zyklus dienen kann, wird der von den Primern flankierte DNA-Bereich exponentiell

amplifiziert.

In eine PCR-Reaktion werden in einen 25 pl-Ansatz neben der template-DNA
(ca. 10 ng bei Plasmid-DNA und 100 ng bei genomischer DNA) die restlichen Komponenten

wie folgt eingesetzt:

10-100 ng template-DNA
2,0 ul  5’-Primer (10 pM)
2,0 ul  3’-Primer (10 pM)
0,5ul  dNTPs (10 mM)
2,5ul  10x Reaktionspuffer
0,5 ul  Tag-Polymerase (5 U/pl)
ad 25 ul  dH,O

Alternativ zu einer Tag-Polymerase wurde fiir die Amplifikation ldngerer DNA-Fragmente
die TripleMaster-7Tag-Polymerase von Eppendorf verwendet, die DNA-Fragmente bis zu
40 kb zu amplifizieren kann und aufgrund ihrer proof reading - Aktivitit eine geringere
Fehlerrate besitzt. Die PCR-Reaktion erfolgt in einem Thermo-Cycler (Eppendorf), der
automatisch das programmierte Temperaturprofil durchlduft. Zur Uberpriifung der PCR
werden 5 - 12,5 pl des Ansatzes mit der entsprechenden Menge Blaumarker versetzt und auf

einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.18.1 Kolonie-PCR

Die Uberpriifung eines Klonierungserfolges kann schnell und sequenzspezifisch iiber
eine PCR erfolgen (Zon et al., 1989). Hierfiir werden die gewachsenen Bakterienkolonien
zundchst mit einer Pipettenspitze auf eine Replikaplatte {iberfiihrt und der Rest der Kolonie
direkt in einem 25 pl PCR-Ansatz resuspendiert. Als Primer werden hierbei solche verwendet,
die gegen die Sequenz der nachzuweisenden Insert-DNA gerichtet sind, oder gegen Insert-

flankierende Sequenzen des Plasmides.



2.2.18.2 RT-PCR

Im Gegensatz zu einer herkdommlichen PCR dient bei einer RT-PCR, die dem
Nachweis von Transkripten dient, RNA als primires Ausgangsmaterial fiir die Amplifikation.
Im ersten Teil der Reaktion werden RNA-Molekiile tiber das Enzym Reverse Transkriptase in
cDNAs umgeschrieben (Sambrook et al., 1989). Hierfiir werden je nach Reverser
Transkriptase 90 ng bis zu 1 - 2 pg Total-RNA eingesetzt. Abhingig von der Qualitédt der
verwendeten RNA sollte diese vor der RT-Reaktion zundchst mit DNasel behandelt werden,
um eventuell bei der RNA-Isolation co-isolierte DNA-Molekiile zu entfernen. Fiir die
DNasel-Behandlung wird die entsprechende Menge RNA in einem Volumen von 12,5 pl mit
1,5 ul 10x Reaktionspuffer und 1,5 pl einer RNase-freien DNasel (Fermentas) versetzt. Der
Ansatz wird fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion durch die Zugabe
von 1,5 pl Stop-Losung (enthédlt EDTA) und einer Inkubation fiir 10 Minuten bei 70°C
gestoppt und der Ansatz anschlieBend auf Eis inkubiert. Es empfiehlt sich jedoch die Reaktion
nur durch eine Hitze-Inaktivierung abzustoppen. Das in der Stop-Losung enthaltene EDTA
kann in der sich anschlieBenden PCR inhibitorisch wirken, da es Mg”"-Kationen abfangen

kann, die als Co-Faktoren fiir die Polymerase bendtigt werden.

Der vollstindige Ansatz fiir eine RT-Reaktion setzt sich wie folgt zusammen:

90ng-2pug DNasel-behandelte RNA
2,0 ul  3’-Primer (10 pM)
2,5ul  dNTPs (10 mM)
2,5ul  10x FSB
1,0 pl  RNasin (40U/pl)
1,0ul  DTT
1,0 ul  Reverse Transkriptase (200 U/ul)
ad25 ul  dHO

Die Synthese der cDNA erfolgt fiir 60 Minuten bei Enzym-spezifischer Temperatur
(zwischen 37°C und 55°C je nach verwendeter Reverser Transkriptase). Die Reaktion wird
durch eine Hitze-Inaktivierung des Enzyms gestoppt (je nach Enzym 10 Minuten bei 70°C
oder 5 Minuten bei 95°C). Die in der RT-Reaktion synthetisierten cDNA-Molekiile dienen in
der sich anschlieBenden PCR als femplate. Hierfir werden 2,5 pl bis 5 pl des RT-Ansatzes
eingesetzt und weitere PCR-Komponenten wie bereits in Abschnitt 2.2.18 beschrieben
hinzugefiigt. Das Ergebnis der RT-PCR wird nach erfolgter Reaktion auf einem Gel
tiberpriift, indem 5 - 12,5 pl des PCR-Ansatzes mit der entsprechenden Menge Blaumarker

versetzt und auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt werden.



2.2.19 Klonierung von DNA-Fragmenten

Fir die Klonierung von DNA-Fragmenten werden diese in geeignete Plasmid-
Vektoren eingebaut und mit diesen dann Bakterienzellen transformiert. Die Ligation von
PCR-Produkten erfolgte mit dem PCR-Cloning-Kit (Qiagen) oder alternativ mit dem
»perfectly blunt end cloning* - Kit (Novagen) nach den Angaben des Herstellers.

2.2.20 Transfer von DNA auf Membranen (Southern-Blot)

Der Transfer von DNA auf Nylonmembranen (Hybond N+, Amersham) erfolgt nach
Sambrook et al. (1989) mit einigen Modifikationen. DNA-haltige Agarosegele fiir Southern-
Blot Analysen werden nach der Elektrophorese zur Depurinierung fiir zweimal 10 Minuten
mit 0,2 M HCI behandelt und erst dann einer Denaturierung unterzogen. Diese erfolgt fiir
dreimal 20 Minuten in Denaturierungspuffer. Die sich anschlieBende Neutralisierung erfolgt
durch Inkubation fiir dreimal 30 Minuten in Neutralisierungspuffer. Die Aquilibrierung der
Gele vor dem Transfer erfolgt in 10x SSC. Die Nylonmembran wird in dH,O vorinkubiert.
Der Southern-Blot wird als Kapillartransfer-Blot aufgebaut (Abbildung 2.4). Der Transfer der
DNA erfolgt iN mit dem Fliissigkeitsstrom des Transferpuffer (10x SSC) aus der Wanne
durch das Gel auf die Membran, an der die DNA zuriick gehalten wird.

Nach dem Transfer wird die Membran fiir mindestens 30 Minuten an der Luft
getrocknet. Zur Fixierung wird die Membran fiir eine Stunde bei 80°C gebacken woran sich
ein ,,UV-Crosslinking® (12.000 Joule) anschlieft. Die Membran kann anschlieend direkt fiir
die Hybridisierung mit einer DNA-Sonde (2.2.20.1) verwendet oder bei RT gelagert werden.

Gewicht

— Glasplatte
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Abbildung 2.4: Aufbau eines Southern-Blots
Schematische Darstellung eines Southern-Blots. Der Pfeil gibt die Richtung des DNA-Transfers an.



2.2.20.1 Hybridisierung der Membran

Vor der eigentlichen Hybridisierung wird die Membran zunéchst fiir 4 - 6 Stunden in
0,2 ml Hybridisierungslésung pro cm” bei 50°C inkubiert. Die eigentliche Hybridisierung mit
einer Digoxygenin (DIG)-markierten DNA-Sonde (100 - 200 ng/ml; vgl. 2.2.20.2) erfolgt in
Hybridisierungslosung N bei 50°C im Hybridisierungsofen. Die Membran wird im
Anschluss zweimal fiir je 15 Minuten mit 2xXSSC + 0,1% SDS, einmal fiir 15 Minuten mit
0,2xSSC + 0,1% SDS bei RT und schlieBlich fiir weitere 15 Minuten mit 0,2xSSC + 0,1%
SDS bei 40°C gewaschen. Zur Erhéhung der Stringenz kann ein weiterer Waschschritt in
0,1xSSC + 0,1% SDS bei 65°C erfolgen. Vor der Detektion der DIG-markierten Sonde wird
die Membran in Maleinsdurepuffer dquilibriert und fiir 1 Stunde blockiert (2% Blockierungs-
16sung). Es folgt die Inkubation mit einem anti-DIG-Antikorper (1:2.500; Alkalische-
Phosphatase gekoppelt; in 2% Blockierungslosung) fiir 2 Stunden bei RT. Die Membran wird
dreimal fiir 10 Minuten mit Maleinsdurepuffer + 0,3% Tween 20 gewaschen und kurz mit
Maleinsdurepuffer gespiilt, bevor die Umsetzung mit einem geeigneten Substrat erfolgt

(NBT/BCIP, Roche).

2.2.20.2 Herstellung einer DIG-markierten DNA-Sonde

Die fiir einen Southern-Blot bendtigte Digoxygenin (DIG)-markierte DNA Sonde wird
iiber eine PCR synthetisiert. Hierbei wird in eine PCR (siehe 2.2.18) anstelle der ANTPs ein
PCR DIG labeling mix (Roche) eingesetzt. Dieser enthélt je 2 mM dATP, dCTP, dGTP sowie
1,9 mM dTTP und 0,1 mM Digoxygenin-11-dUTP (DIG-dUTP). Fiir einen stirkeren Einbau
von DIG-dUTP konnen alternativ die dNTPs aus je 2 mM dATP, dCTP, dGTP sowie | mM
dTTP und 1 mM DIG-dUTP (Roche) gemischt werden. Bei der PCR wird das DIG-markierte
Nukleotid direkt in das Amplifikationsprodukt eingebaut. Dieses wird aufgereinigt (siche
2.2.16.3) und als Hybridisierungs-Sonde eingesetzt. Vor der Inkubation mit der Membran
wird die Sonde fiir 10 Minuten aufgekocht, um den DNA-Doppelstrang zu trennen,

anschlieend direkt in fliissigen Stickstoff gegeben und auf Eis langsam aufgetaut.

2.2.21 In situ - Hybridisierung

2.2.21.1 Fixierung nach Bouin
Adulte S. mansoni werden zur Fixierung fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur in
Bouin-Fixativ inkubiert. Es folgt eine Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe fiir

je 30 Minuten (30%, 50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol). Zur Anfirbung werden dem



96%igen Ethanol 2 Tropfen Chromotrop 2R zugegeben. Fiir die anschlieBende Einbettung in
Paraffin (sieche 2.2.21.2) werden die Schistosomen iiN zusidtzlich in Methylbenzoat und

anschliefend fiir 2x 5 Minuten in Benzol inkubiert.

2.2.21.2 Einbettung in Paraffin

Die Bouin-fixierten Schistosomen werden zunédchst in warmem Paraplast (Reichert-
Jung Histowax) vorinkubiert und dann in kleine Rechteck-Formen mit neuem, filtrierten,
warmen (60°C) Paraplast iiberfithrt. Nach der Gewebeinfiltration iiN erfolgt die Aushértung
des Einbettmediums bei 4°C.

2.2.21.3 Beschichtung der Objekttriager und Deckgliser

Um die Objekttriger zu entfetten, werden diese iiN in Ethanol/Aceton (1:1) inkubiert,
anschlieBend mit dH,O gespiilt und getrocknet. Die Silikonisierung der Objekttriger erfolgt
mit TESPA (3-Aminopropyltriethoxysilan; Sigma) nach den Angaben des Herstellers. Die fiir
die in situ - Hybridisierung verwendeten Deckgldser werden zur Silikonisierung mit Repel-
Silican behandelt. Die Deckgldser werden hierfiir in dieser Losung 10 Minuten inkubiert,

2x mit dH,O gespiilt und bei 180°C fiir 2 Stunden sterilisiert.

2.2.21.4 Herstellung von Semidiinnschnitten

Die Paraffin-Blocke mit den eingebetteten Adulten werden trapezformig getrimmt,
wobei die spitere Schnittfliche moglichst klein sein sollte. Mit Hilfe eines Microtoms (Leica,
Histoslide 2000 R) werden von diesen Paraffinblocken 5 pm - Schnitte hergestellt. Diese
werden auf die Oberfliche eines Wassertropfens auf einen Objekttrdager iiberfiihrt. Die
Objekttrager werden auf einer Heizplatte (40°C) inkubiert, bis sich die Schnitte entfaltet und
ausgebreitet haben. Das iiberschiissige Wasser wird anschlieBend vorsichtig von dem
Objekttrager abgenommen. Die Pridparate werden zur Fixierung fiir 1 Stunde bei 60°C

inkubiert und bei Raumtemperatur bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.21.5 In vitro - Transkription

Fiir die in situ - Hybridisierung miissen geeignete Sonden tiiber in vitro - Transkription
hergestellt werden. Die als Matrize fiir die Transkription dienende Plasmid-DNA wird
zunidchst auf der vom Promotor abgewandten Seite mittels Restriktionsendonukleasen

linearisiert. Bei der Wahl der jeweiligen Restriktionsendonuklease sollte darauf geachtet



werden, dass ausschlieSlich solche verwendet werden, die blunt ends oder Enden mit
5°-Uberhiingen erzeugen, da so ausschlieBlich ,,run off*-Transkripte erzeugt werden kénnen.
Der Restriktionsansatz wird durch Fillung der linearisierten DNA und anschlieBender
Resuspension in dH,O aufgereinigt.

Die Herstellung nicht-radioaktiver in vitro - Transkripte erfolgte mit Hilfe des
Digoxygenin-Kits (Roche). In die Transkriptsynthese wird 1 pg der linearisierten Plasmid-
DNA ecingesetzt. Fiir die in situ - Hybridisierung werden sowohl antisense- als auch sense-
Transkripte zur Kontrolle hergestellt. Der Ansatz fiir die Transkriptherstellung setzt sich wie

folgt zusammen:

1,0 pg linearisierte Plasmid-DNA

2,0 ul  10x Transkriptionspuffer

2,0 ul  10x DIG-rNTP Labeling Mix (Roche)

0,51l RNasin (40 U/ul)

1,0 ul  T7-, T3- oder SP6-RNA-Polymerase (20 U/ul; Roche)
ad 20 I dH,O

Der Reaktionsansatz wird fiir 1 - 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Um die DNA aus dem Ansatz
zu entfernen, wird dieser nach erfolgter Reaktion einer DNasel-Behandlung unterzogen.
Hierfiir werden dem Transkriptionsansatz 20 Units einer RNase-freien DNasel hinzugefiigt
und der Ansatz fiir weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Prazipitation der Transkripte
erfolgt anschlieBend iiber die Zugabe von 1/10 Volumen 2 M Li-Acetat, 2,5 Volumen
96%igem Ethanol und einer Inkubation fiir 1 Stunde bei -80°C mit anschlieBender
Pelletierung der RNA durch Zentrifugation (30 Minuten, 13.000 rpm, 4°C). Das Pellet wird
getrocknet und die Transkripte in 10 - 20 ul DEPC-dH,O resuspendiert. Zur Uberpriifung der
Qualitit wird ein Aliquot der Sonde einem Transkript-Blot (siehe 2.2.21.6) unterzogen.

2.2.21.6 Transkript-Blot

Fiir den Transkript-Blot werden 2 - 5 pl der Transkripte auf einem denaturierenden
Agarosegel (siehe 2.2.16.2) elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Dokumentation wird das
Gel 3x kurz in dH,O gewaschen und fiir 10 Minuten in 10x SSC geschwenkt. Der Transfer
der RNA auf eine Nylonmembran findet iiber einen Northern-Blot mit 20x SSC als
Transferpuffer statt. Der Northern-Blot erfolgt iiN als Kapillartransfer-Blot und entspricht in
seinem Aufbau dem eines Southern-Blots (vgl. Abbildung 2.4). Die Membran wird nach
erfolgtem Transfer fiir 30 Minuten an der Luft getrocknet und die RNA durch



,UV-Crosslinking im Stratalinker an der Membran fixiert; die Spur mit dem Marker wird
abgetrennt.

Zur Uberpriifung der Digoxygenierung der Transkripte wird die Membran im
Anschluss mit einem entsprechenden Antikérper behandelt. Hierfiir wird sie zunidchst in
2% Blockierungslosung (Roche; verdiinnt in Maleinsdurepuffer) inkubiert um unspezifische
Bindungsstellen abzudecken. Zum Nachweis des Digoxygenins in den Transkripten wird der
Filter mit einem Alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-DIG-Antikérper (1:2.500 verdiinnt
in 2% Blockierungslosung) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird
die Membran 2x fiir 15 Minuten mit Maleinsdure-Waschlosung und 1x fiir 5 Minuten mit
Substratpuffer I gewaschen. Fiir die Farbumsetzung werden Naphthol-AS-Phosphat (10 mg
gelost in 200 ul DMSO) und Fast Red TR (50 mg geldst in 50 ml Substratpuffer 1) gemischt,
filtriert und auf die Membran gegeben. Die Féarbung erfolgt innerhalb weniger Sekunden.

Zum Stoppen der Reaktion wird der Filter in dH,O geschwenkt und anschlieBend getrocknet.

2.2.21.7 Hybridisierung

Fir die spdtere Hybridisierung miissen die Diinnschnittpréparate zundchst
2x 5 Minuten in Xylol deparaffiniert werden. Hieran schlieBt sich eine Hydrierung des
Gewebes in einer absteigenden Alkoholreihe (2x Isopropanol, je 1x 96%, 70%, 50%, 30%
Ethanol) fiir je 5 Minuten an. Es folgt eine 5-miniitige Aquilibrierung in 37°C-warmem
Proteinase K-Puffer und eine Proteinase K-Behandlung (Endkonz. 1pg/ml in Proteinase K-
Puffer) fiir 30 Minuten bei 37°C. Nach dieser Behandlung werden die Préiparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (je 5 Minuten 30%, 50%, 70%, 90%, 96%, 100% Ethanol)
dehydriert und an der Luft getrocknet. Fiir die Prdhybridisierung werden je 200 pl
vorgewdrmte Losung S auf die Schnitte gegeben und diese in einer feuchten Kammer fiir
1 Stunde inkubiert. Die Losung wird vorsichtig abgenommen und durch die Hybridisierungs-
16sung (1 pg Transkripte in Losung S pro Schnitt) ersetzt. Auf die Schnitte werden
silikonisierte Deckgldschen aufgelegt. Die Hybridisierung erfolgt GiN in einer feuchten

Kammer bei geeigneter Temperatur (Richtwert: 52°C).

2.2.21.8 Detektion
Nach erfolgter Hybridisierung werden die Deckgldschen in Waschlosung 1 (2x SSC,
0,1% Tween 20; fiir 15 Minuten) abgeschwemmt. Dieser Waschschritt wird ein zweites Mal

wiederholt. Es schlieen sich weitere Waschschritte in den Waschlosungen II (1x SSC),



III (0,5x SSC) und IV (0,1x SSC) fiir jeweils 20 - 30 Minuten bei Raumtemperatur an, bevor
die Objekttrager fiir 5 Minuten (bei RT) in Maleinsdurepuffer gewaschen werden.
Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen werden die Schnitte anschlieBend in
4% Blockierungslosung (Roche; in Maleinsdurepuffer) fiir 30 Minuten bei RT inkubiert.

Die Detektion der Digoxygenin-markierten Sonde erfolgt mittels anti-Digoxygenin-
AP-Konjugaten (1:2.500 verdiinnt in 2% Blockierungslosung), etwa 200 pl pro Schnittinsel,
fiir 1 - 2 Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Die Objekttrager werden
anschlieBend 2x 20 Minuten in Maleinsdurepuffer und einmal fiir 5 Minuten in
Substratpuffer I gewaschen. Der Farbnachweis erfolgt mit Naphthol-AS-Phosphat
(Ci17H3CINOsP; Serva) und Fast Red (4-Chlor-2-Methylbenzendiazonium; Sigma) in
Substratpuffer I oder II fiir max. 1 Stunde bei Raumtemperatur. Hierfiir werden 100 mg Fast
Red-Farbstoff (gelost in 100 ml Substratpuffer I) und 20 mg Naphthol-AS-Phosphat (geldst in
500 ul DMSO) gemischt, filtriert und je 100 ul dieses Farbreagenz auf die Schnitte gegeben.
Die Farbentwicklung wird dabei unter dem Mikroskop beobachtet. Zum Stoppen der
Farbreaktion werden die Priparate in dH,O gegeben und schlieBlich mit AquaTex (Merck)
eingedeckelt (modifiziert nach Koster et al., 1988).

2.2.22 Karminrot-Firbung von S. mansoni

2.2.22.1 Fixierung adulter und larvaler Schistosomen
Adulte sowie Larven (Miracidien, Cercarien) von S. mansoni werden zur Fixierung fiir
mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur in AFA-Fixativ inkubiert und konnen im

Anschluss mehrere Tage in dieser Losung dunkel gelagert werden.

2.2.22.2 Whole mount - Farbung mit Karminrot und Einbettung

Die fixierten Schistosomen werden fiir die Farbung in Karminrot-Losung iiberfiihrt
und in dieser fiir bis zu 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Entfdarbung erfolgt fiir
2 - 10 Minuten in sauren Ethanol (70%ig; 2,5% konz. HCI) wobei darauf zu achten ist, dass
die Farbung nicht zu stark ausgewaschen wird. Vor der Einbettung werden die Schistosomen
in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90%, 100%; je 5 Minuten) dehydriert und
in Kanadabalsam (2:1 mit Xylol; Merck) eingedeckelt (modifiziert nach Machado-Silva et al.,
1998).



2.2.22.3 Konfokale Lasermikroskopie Karminrot-gefiarbter Schistosomen
Die Auswertung der mit Karminrot gefarbten Schistosomen erfolgt am konfokalen
laser scanning Mikroskop (KLSM, Leica TSC SP2) im Reflektions-Modus bei einer

He/Ne-Laseranregung von 48% bei 488 nm und einem 470 nm /ong pass Filter zur Detektion.

2.2.23 Transformation von S. mansoni

Die Transformation adulter sowie larvaler Schistosomen erfolgt iiber Particle
Bombardment (Wippersteg, 2002). Das Prinzip dieser Transformationsmethode beruht auf
einem ballistischen DNA-Transfer (MacKenzie et al., 1966; Sanford et al., 1993). Fiir das
Particle Bombardment wird die DNA an kleine Goldpartikel als Mikrocarrier gebunden.
Diese werden mit hohem Druck auf die zu transformierenden Schistosomen (Adulte oder

Larvenstadien) geschossen und damit die DNA mit den Goldpartikeln eingebracht.

2.2.23.1 DNA-Gold-Priparation

In Vorbereitung des Particle Bombardments muss die einzubringende DNA an
Goldpartikel (Mikrocarrier) gebunden werden. Hierfiir muss das Gold zundchst wie folgt
vorbereitet werden. 10 - 30 mg Goldpartikel (Durchmesser 0,6 um oder 1,6 um; BioRad)
werden in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll abgewogen und in 1 ml 70% Ethanol resuspendiert.
Die Goldsuspension wird 3 - 5 Minuten gevortext und dann fiir 15 Minuten sedimentiert.
AnschlieBend wird bei 13.000 rpm fiir 15 Sekunden zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und das Goldpellet mit sterilem dH,O gewaschen. Hierfiir wird das Pellet in 1 ml dH,O
resuspendiert, worauf eine Minute Sedimentation und 5 Sekunden Zentrifugation (13.000
rpm) folgen. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt. Nach dem letzten Waschen werden
die Goldpartikel in 50%igem Glycerin aufgenommen (Endkonzentration: 60 mg/ml). Das so
vorbereitete Gold kann bis zu 4 Wochen bei 4°C gelagert werden.

Bei der DNA-Gold-Préparation wird das in Glycerin gelagerte Gold zunéchst fiir 3 - 5
Minuten gevortext. Pro Bombardment werden 10 pl der Goldsuspension in ein neues
Reaktionsgefal iiberfiihrt. Unter Vortexen werden der Goldsuspension 0,5 - 5 pg der DNA,
10 pl CaCl; (2,5 M) und 4 pl Spermidin (0,1 M) zugesetzt und fiir 3 Minuten gevortext. Nach
einer Sedimentation fiir eine Minute bei Raumtemperatur wird der Ansatz anzentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Gold-DNA-Pellet in 40 pl 100%igem Ethanol aufgenommen
und resuspendiert. Zur besseren Resuspension folgt eine Behandlung fiir 10 Sekunden im

Ultraschallbad (50 kHz; SONOREX TK30, Bandelin). Die Goldpartikel werden erneut durch



Zentrifugation pelletiert und mit 40 pl 100%igem Ethanol gewaschen. Das DNA-Gold-Pellet
wird anschlieBend in 10 pl 100%igem Ethanol aufgenommen.

Um die Beladung des Goldes zu kontrollieren wird ein Aliquot der DNA-Gold-
prapration anzentrifugiert und das Pellet in 20 ul Tris (10 mM; pH 8,0) resuspendiert. Unter
gelegentlichem Vortexen wird der Ansatz 10 - 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um
die DNA von den Goldpartikeln wieder abzulosen. Der Ansatz wird erneut zentrifugiert, der

Uberstand mit Blaumarker versetzt und auf einem Agarosegel aufgetrennt.

2.2.23.2 Particle Bombardment adulter und larvaler Schistosomen

Das Particle Bombardment adulter und larvaler Schistosomen erfolgte mit der Biolistic
PDS1000/He® von BioRad. Fiir das Particle Bombardment werden 10 ul der DNA-
Goldpartikel-Suspension auf die Unterseite eines Makrocarriers pipettiert. Nach Verdunsten
des Ethanols wird der Gold-beladene Makrocarrier zusammen mit einem ,,Stopping Screen*
in die daflir vorgesehene Halterung der PDS1000 eingesetzt. Die zu transformierenden
adulten Schistosomen, Miracidien oder Muttersporocysten werden in der Mitte einer
Kulturschale gesammelt (von adulten Schistosomen wird zuvor weitestgehend das Medium
abgenommen). Die Kulturschale wird dann in der Vakuum-Kammer auf oberster Stufe in den
Focus des Schussbereiches eingesetzt. Um den Beschuss mit einem definierten Helium-Druck
zu ermoglichen, wird in die Druckkammer der PDS1000 eine ,,Rupture Disc* eingesetzt, die
bei einem bestimmten Gasdruck bricht. Die Kammer wird fiir den Beschuss unter ein
Vakuum von 15 Inch Hg gesetzt. Uber Heliumgas wird in der Druckkammer der bendtigte
Druck bis zum Zerbrechen der ,,Rupture Disc* erzeugt. Ist diese zerbrochen, gelangt der
Gasdruck auf den Makrocarrier und beschleunigt ihn. Der zwischen Makrocarrier und
Zielobjekt platzierte ,,Stopping Screen® hélt den Makrocarrier zuriick, so dass nur die DNA-
beladenen Mikrocarrier (Goldpartikel) diesen passieren und mit unvermittelter
Geschwindigkeit auf das Zielobjekt treffen konnen. Abhéngig von der Hohe des verwendeten
Druckes und der gewidhlten Goldpartikel-GroBe wird die Eindringtiefe der DNA-Goldpartikel
in das Zielobjekt eingestellt. Nach dem Bombardment wird das Vakuum aus der Kammer
entlassen und zu den adulten Schistosomen, Miracidien oder Muttersporocysten frisches
Medium gegeben. Die Verteilung des Goldes und die Vitalitit der Adulten bzw. Larven
werden am Lichtmikroskop iiberpriift. Adulten Schistosomen werden 1 - 2 Stunden nach dem
Bombardment in Kulturschalen mit frischem Medium M199 umgesetzt und weiter kultiviert.

Transformierte Muttersporocysten werden ebenfalls nach dem Bombardment in frisches



Bge-Medium gegeben und weiter in der in vitro - Kultur gehalten. Transformierte Miracidien

werden unmittelbar nach dem Bombardment fiir die Infektion von Schnecken eingesetzt.

Der Aufbau und das Prinzip des Particle Bombardments mit der PDS1000/He® (BioRad) sind
in Abbildung 2.5 schematisch wiedergegeben.

Druckkammer

<+— Vakuumkammer

,»Rupture Disc*

E“__':I;| Makrocarrier
v¥ ,»Stopping Screen®
0 < DNA-beladene Mikrocarrier
\ g, «/ Zielobjekt

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Particle Bombardments
mit der PDS1000/He® (BioRad)

Schematisch dargestellt ist das Prinzip des Particle Bombardments mit der PDS1000. Das Helium-
Gas gelangt nach dem Zerbrechen der ,,Rupture Disc* auf den Makrocarrier und beschleunigt die
auf der Unterseite von diesem befindlichen, DNA-beladenen Mikrocarrier durch den ,,Stopping
Screen* auf das Zielobjekt.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Transformations-Experimenten wurden
Schistosomen-Ménnchen mit 0,6 pm groflen Goldpartikeln und Gasdriicken von 1.500 - 1.800
psi beschossen. Larvale Schistosomen (Muttersporocysten) hingegen mit 1,6 um groflen

Goldpartikeln bei Driicken von 1.100 - 1.350 psi.

2.2.23.3 Konfokale Lasermikroskopie zum Nachweis der GFP-Reportergen-Aktivitit

Als Reportergen bei der Transformation adulter oder larvaler Schistosomen diente das
Griin Fluoreszierende Protein (GFP; urspriinglich aus Aequorea victoria) (Chalfie et al., 1994;
Reichel et al., 1996). Der Nachweis der GFP-bedingten Fluoreszenz erfolgt am konfokalen
laser scanning Mikroskop (KLSM, Leica TSC SP2).

Fiir die Mikroskopie werden die adulten Schistosomen in einen Tropfen Medium auf

einem Objekttrager iiberfithrt und mit einem Deckgldschen bedeckt. Gleiches gilt fiir die



Muttersporocysten, die ebenfalls in einem Tropfen Medium auf den Objekttriager iiberfiihrt
werden. Die Mikroskopie findet unter GFP-Anregung bei einer Wellenldnge von 488 nm statt.
Die Detektion der Emission bei einer Wellenldinge von etwa 525 nm erfolgt mit einem

entsprechenden Bandpassfilter.

2.2.24 dsRNA-Behandlung adulter S. mansoni zur RNA-Interferenz (RNAi)

2.2.24.1 Synthese der dsRNA

Die Synthese der -einzelstraingigen RNA (ssRNA) erfolgte mit Hilfe des
MEGAscript®-Kits (Ambion, T7/SP6). Als template fiir die Synthese der einzelstringigen
RNA dient Plasmid-DNA mit der entsprechenden Sequenz als Insert sowie einem
flankierenden T7- und SP6-Promotor. Die Plasmid-DNA wird zunichst auf der vom Promotor
abgewandten Seite mit einem Restriktionsenzym linearisiert, dass Enden mit 5°-Uberhingen
erzeugt. Je 1 pg der linearisierten Plasmid-DNA wird als femplate in die Synthese der sense-
und antisense-ssRNA mit der T7- bzw. SP6-RNA-Polymerase nach Angaben des Herstellers
eingesetzt.

Fiir die ,,Annealing“-Reaktion werden dquivalente Mengen an sense- und antisense-
ssRNA in 1x ,,Annealing“-Puffer (Gesamtvolumen 20 pl) gemischt und fiir 15 Minuten bei
68°C inkubiert. Der Erfolg des ,,Annealings* wird auf einem Agarosegel im Vergleich zu den
einzelstrangigen RNAs iiberpriift. Dabei sollte die doppelstringige RNA (dsRNA) ein im

Vergleich zu den ssSRNAs verlangsamtes Laufverhalten im Gel zeigen.

2.2.24.2 Elektroporation von S. mansoni - Pirchen mit dsSRNA

Fiir die Transformation adulter Schistosomen iiber Elektroporation werden jeweils
10 Pirchen in 50 pl Elektroporationspuffer (siPORT™ siRNA FElectroporation Buffer;
Ambion), der 25 pg dsRNA enthdlt, in einer 4 mm Kiivette (BioRad) inkubiert. Die
Elektroporation erfolgt durch Anlegen eines einzelnen square wave - Impulses von 125 V fiir
20 ms bei Raumtemperatur (Ndegwa et al., 2007). Anschlieend werden die Parchen mit dem
dsRNA-haltigen Elektroporationspuffer in 3 ml Kulturmedium iiberfiihrt und weiter in vitro
kultiviert. Taglich wird die Vitalitdt und die Paarungsstabilitdt kontrolliert. Nach 5 - 6 Tagen
wird ein Teil der Schistosomen fiir molekulare Analysen eingefroren und die verbleibenden
Wiirmer fiir die Untersuchung ihrer Morphologie in AFA fixiert und mit Karminrot gefarbt
(vgl. 2.2.22).



3. ERGEBNISSE

In den letzten Jahren konnten verschiedene Signaltransduktionsmolekiile in S. mansoni
identifiziert werden. Einige dieser Molekiile, wie die zelluldre Syk-Tyrosinkinase SmTK4,
werden in den Reproduktionsorganen adulter Schistosomen exprimiert und sind in diesen
moglicherweise an Proliferations- und Differenzierungsprozessen beteiligt. Ein Schwerpunkt
dieser Arbeit war die Aufkldrung der Signalwege, an denen SmTK4 beteiligt ist, um so
Hinweise auf eine Funktion dieses Molekiils zu erhalten. Hierfiir wurde die bereits bekannte
Interaktion mit der Src-Kinase SmTK6 iiber Co-Immunoprazipitationsexperimente bestitigt
(Abschnitt 3.1), weitere an diesem Signalweg beteiligte Signalmolekiile identifiziert
(Abschnitt 3.2 - 3.4) und Interaktionen mit bereits bekannten Rezeptoren iiber Yeast Two-

Hybrid Analysen untersucht (Abschnitt 3.5, 3.6).

3.1 Co-Immunoprizipitationsexperimente mit SmTK4 und SmTK6

In der vorausgegangenen Diplomarbeit wurde in einem Yeast Two-Hybrid Screening
mit der Tandem-SH2-Doméne der Syk-Kinase SmTK4 die Src-Kinase SmTK6 als ein
upstream - Interaktionspartner identifiziert. Des Weiteren wurde eine Interaktion von SmTK4
mit der bereits bekannten Src-Kinase SmTK3 festgestellt. FEine Verifizierung und
Quantifizierung der Interaktion zeigte, dass SmTK6 der stirkste und vermutlich spezifischste,

in diesem Screening gefundene Interaktionspartner von SmTK4 war.

Um die im Yeast Two-Hybrid System identifizierte Interaktion der beiden Kinasen zu
bestitigen, wurden in der vorliegenden Arbeit Co-Immunoprézipitationsexperimente im Hefe-
System durchgefiihrt. Als Grundlage fiir diese Experimente wurde der Vektor pESC-HIS
(Novagen) verwendet. Dieser besitzt den Vorteil, dass er zwei gegenldufige multiple cloning
sites (MCS) besitzt, und damit ausgehend von einem GAL10- und einen GAL1-Promoter die
simultane, Galaktose-induzierbare Expression von zwei verschiedenen Fusionsproteinen in
Hefen erlaubt. Das ausgehend von dem GAL10-Promotor (MCSI) exprimierte Protein wird
mit einem FLAG-Tag und das ausgehend von dem GALI-Promotor (MCSII) exprimierte
Protein mit einem c-Myc-Tag versehen. Gegen beide Tags sind kommerzielle Antikorper
erhiltlich, die fiir eine Co-Immunoprézipitation von zwei interagierenden Proteinen eingesetzt
werden konnen, gegen die keine spezifischen Antikorper zur Verfiigung stehen, wie es bei

SmTK4 und SmTK6 zu diesem Zeitpunkt der Fall war.



3.1.1 Klonierung des pESC-HIS-Konstruktes

Das pESC-HIS-Konstrukt wurde so konzipiert, dass die Sequenz fiir die Tandem-SH2-
Doméine von SmTK4 in die MCSI von pESC-HIS kloniert wurde, so dass diese als Fusions-
protein mit C-terminalem FLAG-Tag exprimiert werden konnte. Die Vollldingensequenz von
SmTK6 wurde hingegen in die MCSII kloniert, so dass diese als Fusionsprotein mit
N-terminalem c-Myc-Tag exprimiert werden konnte (Abbildung 3.1).

Die Tandem-SH2-Domidne von SmTK4 wurde mit dem Primerpaar TK4-SH2SH?2-
pESC-His-5’/-3" und die Vollldingensequenz von SmTK6 (experimentell bedingt ohne die
N-terminalen 250 bp) mit dem Primerpaar TK6-Voll.-pESC-His-5’/-3" amplifiziert. Die
Primer enthielten jeweils die fiir die weitere Klonierung bendtigten Restriktionsschnittstellen.
Als template fiir die PCR wurde ein Volllingenklon von SmTK4 bzw. SmTK6 verwendet.
Die Amplifikationsprodukte der erwarteten Grofle von 824 bp (TK4-SH2SH2) bzw. 1475 bp
(TK6-Volllinge) wurden zunéchst in den Klonierungsvektor pDrive kloniert. Die Sequenz fiir
die Tandem-SH2-Doméne von SmTK4 wurde dann iiber Nofl und Clal in die MCSI von
pESC-HIS umkloniert. Die Volllingensequenz von SmTK6 wurde anschlieBend in die MCSII
des entstandenen Konstruktes TK4-SH2SH2-pESC-HIS tiber X%ol und Sacll gerichtet und
in frame kloniert, so dass sich das fertige Konstrukt TK4-SH2SH2 + TK6-Voll.-pESC-HIS

ergab. Die Klonierung wurde durch Sequenzierung iiberpriift.

Clal Notl P GAL10
MCSI FLAG } }
Stop
3-Clal — TK4-SH2SH2  Notl-5'
PGALI Xhol  Sacll
. myc } i MCSII
Stop

5-Xhol — KGO  Sacll-3

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie des Konstruktes
TK4-SH2SH2 + TK6-Voll.-pESC-HIS

Die kodierende Sequenz fiir die Tandem-SH2-Doméine von SmTK4 wurde {iber Clal und Notl in
die MCSI von pESC-His 5’-wirts der Sequenz fiir den FLAG-Tag kloniert. Die kodierende
Sequenz fiir SmTK6 wurde hingegen iiber X%ol und Sacll in die MCSII von pESC-His 3’°-wirts der
Sequenz fiir den c-Myc-Tag kloniert (ndhere Erlauterungen siche Text).



Das so erstellte Konstrukt TK4-SH2SH2 + TK6-Voll.-pESC-HIS ermdéglichte die simultane
Expression der Tandem-SH2-Doméne von SmTK4 mit C-terminalen FLAG-Tag und der
Volllangensequenz von SmTK6 mit N-terminalem c-Myc-Tag in Hefen fiir Co-Immuno-

prazipitationsexperimente.

3.1.2 Transformation in Hefen und Uberpriifung der Fusionsprotein-Expression

Das Konstrukt TK4-SH2SH2 + TK6-Voll.-pESC-HIS wurde in Hefen des Stammes
YPH501 mit dem Paarungstyp Mata/a transformiert. Da der Vektor pESC-His als
Wachstumsselektionsmarker ein Gen fiir die Synthese von Histidin trdgt, erfolgte die
Selektion der Klone auf SD-His-Selektionsplatten fiir 5 Tage bei 30°C. Erhaltene Kolonien
wurden iiber Nacht in SD-His-Fliissigmedium angezogen. Zur Galaktose-induzierten
Expression der beiden Fusionsproteine wurden die Zellen am nichsten Tag in SG-His-
Flissigmedium iiberfiihrt und fiir weitere 5 Stunden inkubiert. Aus den Zellen einer 10 ml -
Flissigkultur wurden die Proteine isoliert und ihre Konzentration ermittelt. 10 ug des
Proteinlysates (pro Spur) wurden mittels einer 10%igen SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und iiber einen Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran {iberfiihrt. Die
Detektion der exprimierten Fusionsproteine erfolgte {iber einen Immunoblot mit einem
anti-FLAG- (2,5 pg/ul) und einem anti-c-Myc-Antikorper (1 pg/ul) als Erst-Antikorper und
einem goat anti-rabbit-HRP Zweitantikorper (1:70.000). Als Negativ-Kontrolle diente

Proteinlysat aus einer Kultur mit Glucose anstatt Galaktose als Kohlenstoffquelle.

Die Expression der FLAG-getaggten Tandem-SH2-Domine von SmTK4 war in dem
Proteinlysat der Galaktose-induzierten Kultur (SG) nachzuweisen. Von dem anti-FLAG-
Antikorper wurde eine spezifische Proteinbande der erwarteten Grofle von 31 kDa erkannt
(Abbildung 3.2). In dem Proteinlysat der nicht-induzierten Kultur (SD), die als Negativ-
Kontrolle diente, konnte durch denselben Antikdrper kein Protein detektiert werden. Auch die
Expression der c-Myc-getaggten SmTK6 konnte in dem Proteinlysat der Galaktose-
induzierten Kultur nachgewiesen werden (Abbildung 3.2). Hier wurde von dem anti-c-Myc-
AntikOrper ein Protein der erwarteten Grof3e von 55 kDa erkannt, das in dem Lysat der nicht-

induzierten Kultur nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 3.2: Nachweis der Expression von TK4-SH2SH2-FLAG und TK6-Vollldnge-c-Myc

Die FLAG-getaggte Tandem-SH2-Doméne von SmTK4 (31 kDa) und die c-Myc-getaggte SmTK6
(55 kDa) wurden in dem Proteinlysat einer durch Galaktose induzierten Kultur (SG) iiber einen
anti-FLAG- (F) bzw. einen anti-c-Myc-Antikorper (M) nachgewiesen. Als Negativ-Kontrolle diente
das Proteinlysat einer nicht-induzierten Kultur (SD).

3.1.3 Co-Immunoprizipitation in Hefen

Nach dem Nachweis der Expression beider Proteine erfolgte die eigentliche
Co-Immunoprézipitation. Da die beiden Proteine mit einem unterschiedlichen Tag versehen
waren, konnte die Co-Immunoprézipitation zum einen mit einem anti-c-Myc- (Abbildung

3.3 A) und zum anderen mit einem anti-FLAG-Antikorper (Abbildung 3.3 B) erfolgen.

C-/l’,_[/c
TK4- TK4-
{ SH2SH2 { SH2SH2
<] q ]
anti-c-Myc anti-FLAG
Protein A Protein A

A /E:‘phar(m ﬁgpharh B

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Co-Immunoprézipitation von SmTK4 und SmTK6

A: Co-Immunoprézipitation mit einem anti-c-Myc-Antikorper, gerichtet gegen den N-terminalen
c-Myc-Tag von SmTK6. B: Co-Immunoprézipitation mit einem anti-FLAG-Antikorper, gerichtet
gegen den C-terminalen FLAG-Tag der Tandem-SH2-Doméne von SmTK4.

Fir die Co-Immunoprézipitation wurden 70 ul des Proteinlysates aus der Galaktose-
induzierten Kultur mit 30 pl Protein A-Sepharose zunichst vorinkubiert, um unspezifisch an

die Protein A-Sepharose bindende Proteine aus dem Lysat zu entfernen. Das priinkubierte



Lysat wurde dann in zwei Aliquots aufgeteilt und mit 4 pg anti-FLAG-Antikdrper bzw. 1 pg
anti-c-Myc-Antikorper inkubiert, um die getaggten Proteine zu binden. Als Negativ-Kontrolle
diente ein Ansatz ohne Antikorperzugabe. Nach erfolgter Antikdrper-Antigen-Bindung wurde
der Komplex mittels Protein A-Sepharose prézipitiert. Die von der Sepharose abgeldsten
Proteine wurden mittels einer 10%igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und iiber
einen Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran iiberfiihrt. Der spezifische Nachweis der
Proteine erfolgte {iber einen Immunoblot mit einem anti-FLAG- (2,5 pg/ul) und einem
anti-c-Myc-Antikorper (1 pg/ul) als Erst-Antikérper und einem goat anti-rabbit-HRP
Zweitantikorper (1:70.000) (Abbildung 3.4 B). Die Membran wurde im Anschluss zusédtzlich
mit INDIA INK gefarbt, um die Proteine sichtbar zu machen (Abbildung 3.4 A).

In der INDIA INK-Fiarbung der Membran, zeigten sich zwei prominente Banden, die
in ihrer Groe den erwarteten GroBen fir die FLAG-getaggte Tandem-SH2-Doméne von
SmTK4 und der c-Myc-getaggten SmTK6 entsprachen (Abbildung 3.4 A). Durch den
Immunoblot mit einem spezifischen anti-FLAG- bzw. anti-c-Myc-Antikdrper wurde bestitigt,
dass es sich bei diesen beiden Banden tatsidchlich um die Tandem-SH2-Doméne von SmTK4
und um SmTK6 handelte (Abbildung 3.4 B). Die Co-Immunoprizipitation war sowohl mit
dem anti-FLAG- als auch mit dem anti-c-Myc-Antikorper erfolgreich, wobei der Ansatz mit

dem anti-FLAG-Antikorper die besseren Ergebnisse lieferte.
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Abbildung 3.4: Co-Immunoprizipitation von TK4-SH2SH2-FLAG und TK6-Vollldnge-c-Myc

A: INDIA INK-Farbung der Nitrocellulosemembran. B: Immunoblot mit einem anti-c-Myc- (oben)
und anti-FLAG-Antikdrper (unten). In den Spuren aufgetragen sind Proteine aus der F: Immuno-
prézipitation mittels anti-FLAG-Antikorper, M: Immunoprézipitation mittels anti-c-Myc-Anti-
korper, N: Negativ-Kontrolle ohne Antikdrperzugabe. L: Proteine des eingesetzten Gesamtlysates.



Die zunidchst im Yeast Two-Hybrid System identifizierte Interaktion der beiden
zelluldren Tyrosinkinasen SmTK4 und SmTK6 konnte somit auch iiber Co-Immuno-

prazipitationsexperimente bestitigt werden.

3.2 Identifizierung von Bindungspartnern der Src-Kinase SmTK6

Um den Signalweg, in dem SmTK4 und SmTK6 involviert sind, weiter aufzukléren,
sollten upstream - Bindungspartner von SmTK6 identifiziert werden. Hierfiir wurde ein Yeast
Two-Hybrid Screening mit Hefestimmen eines GAL4-basierenden Systems (Matchmaker,
Clontech) durchgefiihrt. Die potentiellen Interaktionspartner wurden von einer S. mansoni

cDNA-Bank in einem GAL4-Aktivierungsdomanen-Vektor kodiert (Knobloch, 2002).

Die spezifische Interaktion einer Src-Kinase mit einem im Signalweg upstream
liegenden Molekiil erfolgt liber die SH2-Doméne, die phosphorylierte Tyrosinreste des
Bindungspartners erkennt (Hubbard & Till, 2000). Dementsprechend wurde die SH2-Doméne
von SmTK6 in einen GAL4-DNA-Bindedoménen-Vektor kloniert und als bait-Protein
eingesetzt. Das Screening fand unter der zusétzlichen Expression der Tyrosinkinase-Domine
(TK-Domine) der schistosomalen Src-Kinase SmTK3 statt, so dass es sich faktisch um ein
Yeast Three-Hybrid Screening handelte (Tirode et al., 1997). Durch die Expression dieser
spezifischen, schistosomalen TK-Domine sollte die posttranslationale Modifikation
potentieller Interaktionspartner (prey-Proteine) sicher gestellt werden, da Hefen selber keine
spezifische Tyrosinkinase-Aktivitét besitzen (Ptacek et al., 2005). Eine Phosphorylierung von
Tyrosinresten ist jedoch fiir eine Interaktion notwendig, da Tyrosine nur im phosphorylierten
Zustand gute Bindungsstellen fiir SH2-Doménen darstellen. Ein erhohtes Phosphorylierungs-
muster von Tyrosinresten in den Hefen durch die Expression der TK-Doméne von SmTK3

wurde im Vorfeld bereits bestétigt (Philipp, 2004).

3.2.1 Klonierung des bait-Konstruktes TK6-SH2 + TK3-TK pBridge

Fiir das Yeast Three-Hybrid Screening musste zundchst ein geeignetes bair-Konstrukt
kloniert werden, liber das die SH2-Doméne von SmTK6 sowie die TK-Doméne von SmTK3
in Hefen exprimiert werden konnten. Als Grundlage fiir die Klonierung diente der Vektor
pBridge (Clontech), der zwei Klonierungsstellen besitzt und so die Expression von zwei

Proteinen ermdglicht — ein konstitutiv exprimiertes Fusionsprotein mit der DNA-Binde-



domine des GAL4-Transkriptionsfaktors (MCSI) unter der Kontrolle eines ADH1-Promotors
(Papu1) sowie ein zusitzliches Protein (MCSII) unter der Kontrolle eines Methionin-

reprimierbaren Promotors (Pyeps). Der verwendete pBridge-Vektor enthielt in der MCSII

bereits die kodierende Sequenz fiir die TK-Doméne von SmTK3 (Philipp, 2004).

Die kodierende Sequenz fiir die SH2-Domine von SmTK6 musste in die MCSI des
pBridge-Vektors kloniert werden. Hierflir wurde sie iiber eine PCR mit spezifischen Primern
amplifiziert, welche die fiir die spitere Klonierung in pBridge benétigten Restriktions-
schnittstellen enthielten (TK6-SH2-5’-BamHI, TK6-SH2-3’-Pstl). Als template fiir die PCR
wurde ein Vollldngenklon von SmTK6 verwendet. Das PCR-Produkt von 355 bp wurde
zundchst in den Klonierungsvektor pDrive kloniert und schlieBlich iiber BamHI und Pstl
gerichtet in die MCSI von pBridge in frame hinter die GAL4-DNA-Bindedoméne umkloniert.
Zur Kontrolle wurde das bait-Konstrukt sequenziert. Das komplette bait-Konstrukt
TK6-SH2 + TK3-TK pBridge enthielt die Sequenzen fiir die SH2-Doméne von SmTK6 in der
MCSI und fiir die TK-Doméne von SmTK3 in der MCSII (Abbildung 3.5).

BamH] Pstl
| |

P apn1 GAL4-BD- TK6-SH2 T ADHI
MCSI

TK6-SH2 + TK3-TK
Amp T pBridge TRPI

7716 bp

Belll Notl
| |

Trck TK3-TK P Met2s
MCSIL
Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des bait-Konstruktes TK6-SH2 + TK3-TK pBridge

[TK6-SH2: Src-Homologie-Domine 2 von SmTK6 (355 bp) in der MCSI; TK3-TK: Tyrosinkinase-
Domine von SmTK3 (861 bp) in der MCSII; GAL4-BD: GAL4-DNA-Bindedoméne (540 bp);
Papui: ADHI1-Promoter, Pyps: Methionin-reprimierbarer Promotor, Tapui: ADHI-Terminator,
Trcx: PGK-Terminator; TRP1: Tryptophan-Gen 1 (Wachstumsselektionsmarker fiir Hefen), Amp':
Ampicillin-Resistenz-Gen (Selektion in Bakterien)]

Um den Einfluss der Expression der Tyrosinkinase-Domdne von SmTK3 auf die Interaktion
eines prey-Proteins mit der SH2-Doméne von SmTK6 vergleichend iiberpriifen zu konnen,
wurde zusitzlich das bait-Konstrukt TK6-SH2 pBridge ohne TK-Doméne von SmTK3 in der
MCSII erstellt.



3.2.2 Uberpriifung der Funktionalitiit des bair-Konstruktes TK6-SH2 + TK3-TK

Vor Beginn des Yeast Three-Hybrid Screenings musste zunéchst iiberpriift werden,
ob die bait-Konstrukte auf der Basis des Matchmaker GAL4-Systems fiir das Screening der
S. mansoni Yeast Two-Hybrid Bank eingesetzt werden konnen. Die beiden Konstrukte
TK6-SH2 + TK3-TK pBridge und TK6-SH2 pBridge wurden separat in Hefezellen des
Stammes AH109 transformiert und diese auf Tryptophan-Mangelplatten selektioniert. Der
Hefestamm AH1009 ist tryptophan-auxotroph — erst durch die Aufnahme des bait-Plasmids ist
er durch das auf dem Plasmid liegende TRP/-Gen in der Lage, Tryptophan zu synthetisieren

und damit auf den Mangelplatten zu wachsen.

Da der Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen im Matchmaker-System durch die
Expression der Reportergene ADE2, HIS3 und LacZ der Hefestimme (AH109, Y187) erfolgt,
ist es notwendig, zu priifen, ob diese Gene moglicherweise durch das bait-Protein autonom in
den Hefezellen aktiviert werden. Dazu wurden beide Hefeklone separat auf Selektionsplatten
ausgestrichen, denen neben Tryptophan auch Adenin und Histidin fehlte. Da innerhalb eines
Zeitraums von zehn Tagen bei einer Inkubationstemperatur von 30°C kein Kolonienwachstum
beobachtet werden konnte, wurde eine autonome Aktivierung der Reportergene durch die
bait-Konstrukte ausgeschlossen. Anschliefend wurde mit Hefeklonen auf SD-Trp-Selektions-
platten ein B-Galaktosidase-Filterassay durchgefiihrt, bei dem die Expression der durch das
LacZ-Reportergen kodierten B-Galaktosidase durch die Umsetzung des Substrats X-Gal in
einen blauen Indigo-Farbstoff sichtbar gemacht wird. Da auch nach 24-stiindiger Inkubation
keine Blaufirbung detektiert werden konnte, wurde auch fiir dieses Reportergen eine

autonome Aktivierung durch die bait-Konstrukte ausgeschlossen.

Fiir den Nachweis der Expression der beiden Proteine (TK6-SH2, TK3-TK) in Hefen
auf der Ebene der Transkription, wurden RT-PCR-Analysen durchgefiihrt. Hierfiir wurden
zunichst aus den Hefeklonen, die mit den bait-Konstrukten TK6-SH2 + TK3-TK pBridge
bzw. TK6-SH2 pBridge transformiert waren, Total-RNA isoliert. Als Negativ-Kontrolle
diente Total-RNA aus untransformierten Hefen. Die isolierten RNAs wurden als templates fiir
RT-PCRs verwendet, bei denen TK6-SH2-Doménen-spezifische (TK6-SH2-5/-3) bzw.
TK3-TK-Doméinen-spezifische (TK3-TK-5°/-3’) Primer eingesetzt wurden. Die RT-
Reaktionen erfolgten mit jeweils 90 ng der isolierten RNAs, dem jeweiligen 3’-Primer und
der Reversen Transkriptase SensiScript (Qiagen). Ein Viertel der Reaktionen wurden als

templates in die sich anschlieBenden PCRs eingesetzt.



Die Transkription der SH2-Doméne von SmTK6 konnte in den Hefen, die mit den
bait-Konstrukten transformiert waren, nachgewiesen werden. In beiden Reaktionen wurden
Amplifikate der erwarteten GroB3e von 355 bp nachgewiesen (Abbildung 3.6; Spuren 3, 5).
Die Expression der TK-Doméne von SmTK3 konnte wie erwartet nur in Hefen nachgewiesen
werden, die mit dem bait-Konstrukt TK6-SH2 + TK3-TK pBridge transformiert waren
(Abbildung 3.6; Spur 6). In dieser Reaktion wurde das erwartete Amplifikationsprodukt von
861 bp erhalten. In der Reaktion mit RNA aus Hefen, die mit dem bait-Konstrukt TK6-SH2
pBridge transformiert waren, wurde lediglich ein unspezifisches Produkt geringerer Grof3e
erhalten (Abbildung 3.6; Spur 4). Die Expression der beiden Proteine in den Hefen und die

Funktionalitét der bait-Konstrukte waren damit auf transkriptioneller Ebene erwiesen.

SmTK6-SH2 SmTK3-TK

SmTK3-TK
861 bp

Abbildung 3.6: Nachweis der Expression der bait-Konstrukte auf transkriptioneller Ebene

Ergebnis der RT-PCR-Analysen zum Nachweis der Transkription der SH2-Doméne von SmTK6
(1, 3, 5) bzw. der TK-Domine von SmTK3 (2, 4, 6) (ndhere Erlduterungen sieche Text). Als
templates dienten Total-RNAs aus Hefen, die mit TK6-SH2 pBridge (3, 4) bzw. TK6-SH2 + TK3-
TK pBridge (5, 6) transformiert waren, sowie als Kontrolle aus untransformierten Hefen (Stamm
AHI109) (1, 2). Bei den RT-Negativ-Kontrollen ohne initiale cDNA-Synthese diente RNA aus den
gleichen Hefeklonen als template (2-, 4-, 6-). - : PCR-Negativ-Kontrolle ohne template. + : PCR-
Positiv-Kontrolle mit TK6-SH2 + TK3-TK pBridge als template. Je 12,5 pl der Ansdtze wurden auf
einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. Die
erwarteten PCR-Produkte besaflen eine Grofle von 355 bp (TK6-SH2) bzw. 861 bp (TK3-TK).
GroBenstandard: HyperLadderl (Bioline).

3.2.3 Yeast Three-Hybrid Screening mit dem bait-Konstrukt TK6-SH2 + TK3-TK
Nachdem eine autonome Aktivierung der Reportergene durch das bait-Protein
ausgeschlossen werden konnte und die Transkription der erstellten bait-Konstrukte in Hefen
iiberpriift worden war, wurde mit dem sukzessiven Screening der S. mansoni Yeast Two-
Hybrid Bank begonnen. Der initiale Schritt bestand in dem Mating der baif- und prey-Plasmid
tragenden Stimme entgegengesetzten Paarungstyps. Die prey-Plasmide (S. mansoni cDNA-
Bank in pGADT/-Rec; Selektionsmarker LEU?2) lagen im Hefestamm AH109 vor, der den
Paarungstyp Mat a besitzt (Reportergene ADE2, HIS3, LacZ). Daher wurden das bait-Plasmid
TK6-SH2 + TK3-TK pBridge (Selektionsmarker 7RP/) in den Hefestamm Y187 mit dem

Paarungstyp Mat o transformiert (Reportergene HIS3, LacZ).



3.2.3.1 Mating mit der S. mansoni Yeast Two-Hybrid Bank

Fir das Mating wurde eine 5 ml - Kultur des bait-Plasmid-tragenden Klones des
Hefestammes Y187 auf eine Zellzahl von 1x10° Zellen/ml eingestellt und mit einem
1 ml - Aliquot der S. mansoni Yeast Two-Hybrid Bank (Stamm AH109) {iber Nacht inkubiert.
Durch das Mating zwischen den beiden Stammen unterschiedlichen Paarungstyps entstanden
diploide Hefezellen, die sowohl bait- als auch prey-Plasmide enthielten und die Reportergene
ADE?2, HIS3 und LacZ besallen. Zum Nachweis einer Interaktion zwischen prey- und bait-
Protein wurde die Mating-Kultur auf Selektionsplatten ohne Tryptophan, Leucin und Histidin
ausgestrichen (SD-Trp/-Leu/-His). Durch das Fehlen dieser Aminosduren konnten nur
diploide Hefezellen wachsen, die beiden Typen von Plasmiden enthielten, und bei denen es
durch die Interaktion der beiden Proteine zur Expression des HIS3-Reportergens im
Hefegenom gekommen war.

Das Mating wurde in zwei unabhingigen Experimenten durchgefiihrt. Die Auswertung
der Einzel-Selektionsplatten zur Bestimmung der Mating-Effizienz ergab bei dem ersten
Screening eine Effizienz von 10,7% und bei dem zweiten Screening von 2,5%, was die im
Protokoll geforderten > 2% erfiillte.

Auf den Selektionsplatten (SD-Trp/-Leu/-His), auf denen die Mating-Kultur
ausgestrichen wurden, waren nach 10 Tagen Inkubation bei 30°C im ersten Screening
22 Klone und im zweiten Screening 77 Klone gewachsen. Diese wurden nummeriert und fiir
eine weitere Uberpriifung auf SD-Trp/-Leu/-His/-Ade Selektionsplatten umgestrichen, durch
die nicht nur auf die Expression des Reportergens HIS3 sondern auch des ADE2-Reportergens
selektioniert wurde. Von den 22 Klonen aus dem ersten Screening waren nach 5 Tagen
Inkubation bei 30°C noch 14 Klone und von den 77 Klonen aus dem zweiten Screening noch

62 Klone zum Wachstum auf den Selektionsplatten befdhigt.

3.2.3.2 B-Galaktosidase-Kolonie-Filterassay

Uber einen B-Galaktosidase-Kolonie-Filterassay wurde in den selektionierten Klonen
die Expression des dritten Reportergens im Hefegenom, des LacZ-Gens, liberpriift, die als
wichtigster Hinweis auf eine positive Interaktion von einem prey- mit dem bait-Protein dient.
Der Assay wurde mit Kolonien der 14, bzw. 62 Hefeklone durchgefiihrt, die ein positives
Wachstum auf den Selektionsplatten zeigten. Als Negativ-Kontrolle dienten Hefe-Kolonien
des Stammes Y187, die ausschlieBlich mit dem bait-Konstrukt TK6-SH2 + TK3-TK pBridge
transformiert waren (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7 : B-Galaktosidase-Filterassays mit den Klonen aus den TK6-SH2 + TK3-TK
Screenings

Ergebnis der B-Galaktosidase-Filterassays mit X-Gal als Substrat zur Uberpriifung der Protein-
Protein-Interaktionen (A: 1. Screening, B: 2. Screening). Als Negativ-Kontrollen dienten Hefen, die
ausschlieBlich mit dem bait-Konstrukt TK6-SH2 + TK3-TK pBridge transformiert waren (baif).
Hefeklone, bei denen durch eine Interaktion zwischen dem bait-Protein mit einem prey-Protein das
LacZ-Reportergen und somit die P-Galaktosidase exprimiert wurde, zeigten eine deutliche
Blaufirbung der Kolonien (5 - 20 Stunden Inkubation bei 30 °C). Die Nummern représentieren die
Hefe-Klonnummern.

Die Filter wurden 5 - 20 Stunden bei 30°C inkubiert. Nach dieser Zeit zeigten die Kolonien
der Negativ-Kontrolle (Y187, transformiert mit dem bait-Konstrukt TK6-SH2 + TK3-TK
pBridge) keine Farbung. Die erhaltenen Blaufarbungen bei den iibrigen Hefeklonen wurden
daher als spezifisch fiir die Interaktion von einem prey- mit dem bait-Protein eingestuft.
Nach der Inkubation wiesen 7 der 14 Klone aus dem ersten und 29 der 62 Klone aus dem
zweiten Screening eine deutliche Farbreaktion auf (siehe Tabelle 3.1). Diese Klone wurden

als positiv eingestuft und weiter analysiert.



Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die Klone aus dem sukzessiven Screening mit TK6-SH2 + TK3-TK

SD-Trp/-Leu/-His SD-Trp/-Leu/-His/-Ade

Selektionsplatten Selektionsplatten p-Galaktosidase-Filterassay
7 Klone:
1. Screening 22 Klone 14 Klone 1,2,6,9,15,18,22
29 Klone:
2. Screening 77 Klone 62 Klone 1,6,9,10,13, 14,18, 19, 22, 30,

31, 32, 35, 36, 38, 40, 41, 43, 45,
54, 56, 58, 59, 61, 63, 66, 74, 75

3.2.3.3 Identifizierung der putativen upstream-Bindungspartner von SmTK6

Die im B-Galaktosidase-Filterassay positiv getesteten Hefeklone wurden in Selektions-
medium ohne Leucin angezogen, um durch die Verringerung des Selektionsdrucks auf das
bait-Plasmid (Selektionsmarker TRP1) bei simultaner Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks
auf das prey-Plasmid (Selektionsmarker LEU?2) selektiv dessen Anreicherung zu bewirken.
Aus diesen Hefen wurde die Gesamtplasmid-DNA isoliert und in eine Transformation von
E. coli Zellen eingesetzt, die auf LB*™-Platten selektioniert wurden. Gewachsene Bakterien-
Klone wurden iiber eine Kolonie-PCR mit dem prey-spezifischen Primerpaar pPGADT7-5°/-3’
(alternativ wurden auch die Primerpaare pGADT-neu-5’/-3" oder prey-5’/-3’ eingesetzt) auf
das Vorhandensein von prey-Plasmiden iberpriift. Aus PCR-positiven Bakterien-Klonen

wurde die Plasmid-DNA isoliert.

Die Bestimmung der Insertgrofe in den isolierten prey-Plasmiden erfolgte zum einen
tiber eine PCR mit dem Primerpaar pGADT7-5°/-3", welches die MCS im Vektor flankiert,
und zum anderen iiber einen Restriktionsverdau der Plasmide mit EcoRI und X#ol, die die

Inserts herausschneiden.

Zur Identifizierung der fiir die interagierenden Proteine kodierenden Sequenzen,
wurden die prey-Plasmide mit dem Primer pGADT7-5" sequenziert, der 5’-wiérts des Inserts
im Vektor pGADT7-Rec (prey) bindet. Die Insertsequenzen der einzelnen Klone sind im
Anhang wiedergegeben (Anhang 5.1). Mit den ermittelten Sequenzen wurden Vergleiche mit
der S. mansoni Genom- und Trankriptomdatenbank (www.sagner.ac.uk, www.tigr.org)
durchgefiihrt und homologe Proteine mit Hilfe des Programms BlastX (Altschul et al., 1997)
identifiziert. Die erhaltenen Ergebnisse sind im Folgenden tabellarisch zusammengefasst

(siche Tabellen 3.2 und 3.3).



Tabelle 3.2: Ergebnisse der Identifizierung der putativen Bindungspartner von SmTK6 (1. Screening)
*: bekannt als falsch-positive Bindungspartner im Yeast Two-Hybrid System

Klon Insertgroflie Sequenzierter

Gruppe Nr. (bp) Bereich (bp) Homologie
1 22 1500 1266 Mucin
6 650 615 Cytochrom P450 (2¢)*
2 9 850 815 Dynein*
15 900 903 Prefoldin a (c-myc Bindeprotein)
3 1,2,18 Isolierung der prey-Plasmide nicht erfolgreich

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Identifizierung der putativen Bindungspartner von SmTK6 (2. Screening)

Klon Insertgrofle Sequenzierter

Gruppe Nr. (bp) Bereich (bp) Homologie
1 2000 1167
6 1200 1083
9 1500 1096
10 1500 1127
18 1500 1090
36 2000 1140
1 38 1500 932 Mucin
40 1800 1050
43 1800 918
45 2000 1174
54 1300 1069
59 2000 1075
63 2000 1062
50 2500 1052
2 56 2500 946 TK3 aus S. mansoni
58 2500 1039
3 41 1500 1160 Discs-large Protein
4 17 1500 1118 keine signifikante Homologie
66 1500 147 keine signifikante Homologie
13, 14,
19, 30, . . . .
5 31.32 Isolierung der prey-Plasmide nicht erfolgreich
35, 61
6 74,75 Sequenzierung nicht erfolgreich

Einige der identifizierten Proteine wurden als falsch-positive Bindungspartner eingestuft, da
sie dafiir bekannt sind, in Yeast Two-Hybrid Screenings unspezifische Bindungen mit einer
Vielzahl verschiedener bait-Proteine einzugehen (in Tabelle 3.2 mit einem Stern markiert;

www.fccce.edu/research/labs/golemis/InteractionTrapInWork.html).



3.2.3.4 Verifizierung der Interaktion

Zur Verifizierung der Interaktion und zum Ausschluss falsch-positiver Klone wurden
die isolierten prey-Plasmide zusammen mit dem bait-Plasmid in Hefen des Stammes AH109
co-transformiert und die Interaktion der beiden, von den Plasmiden kodierten Proteine, iiber
Wachstumsselektion (SD-Trp/-Leu/-Ade/-His) liberpriift. Fiir eine vergleichende Analyse der
Phosphorylierungs-Abhéngigkeit der Protein-Interaktionen erfolgte die Co-Transformation
der prey-Plasmide zusammen mit dem urspriinglichen bait-Plasmid TK6-SH2 + TK3-TK
pBridge sowie parallel mit dem bait-Plasmid TK6-SH2 pBridge. Durch das Wachstum aller

Doppeltransformanden auf Selektionsplatten wurde die Interaktion verifiziert.

3.2.3.5 Quantifizierung der Interaktion

Mit dem =zuvor durchgefiihrten [B-Galaktosidase-Filterassay war lediglich eine
qualitative Uberpriifung der Protein-Protein-Interaktion moglich. Zur Quantifizierung der
Interaktionsstirken und zur Beurteilung der Phosphorylierungs-Abhéingigkeit der jeweiligen
Interaktionen wurden [-Galaktosidase-Assays in Fliissigkultur mit 2-Nitrophenyl-B-D-
galacto-pyranosid (ONPG) als Substrat durchgefiihrt. Hierfiir wurde exemplarisch jeweils ein
Klon ausgewdhlt, der fiir den potentiellen SmTK6-Interaktionspartner SmTK3 bzw. das
Mucin-Homolog kodierte. Die weiteren Klone wurden vernachléssigt, da sie zuvor als falsch-
positive Interaktionspartner eingestuft wurden (vgl. 3.2.3.3). Als Negativ-Kontrolle dienten

untransformierte Hefen des Stammes AH109 (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: 3-Galaktosidase-Fliissigassay zur Quantifizierung der Protein-Protein-
Interaktionsstarken

Dargestellt sind die ermittelten Bindungsstirken zwischen der SH2-Doméne von SmTK6 und
SmTK3 bzw. dem Mucin-dhnlichen Protein in Abhéngigkeit von einer Phosphorylierung (n = 6).
Nicht-transformierte Hefen (Stamm AH109) dienten als Negativ-Kontrolle.



Die SH2-Doméne von SmTK6 und das partielle SmTK3-Expressionsprodukt zeigten die
starkste der gemessenen Interaktionen. Die Stdrke dieser Interaktion wurde zudem durch die
zusdtzliche Tyrosin-Phosphorylierung iiber die Expression der SmTK3-TK-Doméine
signifikant erhoht. Die Interaktion der SH2-Doméne von SmTK6 mit dem (partiellen) Mucin-
Expressionsprodukt war etwa um den Faktor 2 - 3 schwicher. In diesem Fall konnte die
Bindungsstirke durch die zusétzliche Expression der SmTK3-TK-Domine nur schwach

verstarkt werden.

3.3 Identifizierung von Bindungspartnern der Syk-Kinase SmTK4

In einem vorausgegangen Screening zur Identifizierung von Bindungspartnern der
Syk-Kinase SmTK4 aus S. mansoni wurden die beiden tandemartig angeordneten SH2-
Dominen als bait-Protein eingesetzt. Da die SH2-Doménen der Bindung an phosphorylierte
Tyrosinreste in upstream - Interaktionspartnern dienen, sollten auf diesem Weg in der
Signalkaskade oberhalb der SmTK4 agierende Molekiile identifiziert werden. Bei diesem

Screening wurden die Src-Kinasen SmTK6 und SmTK3 als Interaktionspartner identifiziert.

Fiir die weitere Aufkldrung des Signalweges, an dem diese Tyrosinkinasen potentiell
beteiligt sind, wurde ein Yeast Two-Hybrid Screening durchgefiihrt, iiber das downstream der
SmTK4 gelegene Molekiile identifiziert werden sollten. Fiir Syk-Kinasen ist beschrieben,
dass downstream - Interaktionspartner an die Tyrosinkinase-Domine binden, wobei die
Spezifitit der Interaktion von der ,linker“-Region, dem Bereich zwischen den beiden
SH2-Doménen und der Tyrosinkinase-Doméne, bestimmt wird (Moon et al., 2005). Anderen
Untersuchungen zufolge binden Interaktionspartner jedoch nur an Aminosdurereste in der
»linker“-Region (Moon et al., 2005). Um eine differenzierte Aussage beziiglich der beiden
unterschiedlichen Hypothesen treffen zu konnen, wurden zwei verschiedene bait-Konstrukte
erstellt, die zum einen fiir die ,linker*-Region und die TK-Domine und zum anderen

ausschlieBlich fiir die ,,linker*-Region als bait-Protein kodierten.

3.3.1 Klonierung der bait-Konstrukte TK4-baitl und TK4-bait2 pBridge

Fir die Konstruktion der bait-Plasmide wurde iiber eine PCR zum einen mit dem
Primerpaar TK4-baitl-5’/TK4-bait1-3* die ,linker“-Region mit der TK-Domine und zum
anderen mit dem Primerpaar TK4-baitl-5’/TK4-bait2-3’ ausschlieBlich die ,,linker*-Region
von SmTK4 amplifiziert. Als template fiir die PCR diente ein Volllingenklon von SmTK4.



Die erhaltenen Amplifikationsprodukte von 2620 bp (TK4-baitl) bzw. 1789 bp (TK4-bait2)
wurden zunidchst in den Klonierungsvektor pDrive kloniert und schlielich gerichtet {iber
BamHI und Pstl in die MCSI von pBridge in frame hinter die GAL4-DNA-Bindedoménen-
sequenz umkloniert. Die Konstrukte wurden zur Uberpriifung sequenziert. Nachfolgend sind
die kompletten bait-Konstrukte, TK4-baitl pBridge bzw. TK4-bait2 pBridge, welche die
Sequenzen fiir die ,,linker“-Region und TK-Doméne bzw. nur fiir die ,,linker“-Region von

SmTK4 in der MCSI enthielten zusammengefasst dargestellt (Abbildung 3.9).
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P ADHI GAL4-BD= TK4-linker [ﬂ T ADHI
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Amp* TK4-bait 1/ TK4-bait 2 TRPL

pBridge

9120 bp /
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der bait-Konstrukte TK4-baitl bzw. TK4-bait2 pBridge

[TK4-linker + TK: ,,linker*-Region und Tyrosinkinase-Domine von SmTK4 (2620 bp) in der MCSI
(TK4-baitl); TK4-linker: ,linker“-Region von SmTK4 (1789 bp) in der MCSI (TK4-bait2);
GAL4-BD: GAL4-DNA-Bindedoméne (540 bp); Papui: ADHI-Promoter, Tapui: ADHI-
Terminator; TRP1: Tryptophan-Gen 1 (Wachstumsselektionsmarker fiir Hefen), Amp": Ampicillin-
Resistenz-Gen (Selektion in Bakterien)]

3.3.2 Uberpriifung der Funktionalitiit der bait-Konstrukte TK4-baitl und TK4-bait2

Fiir das Screening der S. mansoni Yeast Two-Hybrid Bank wurden die bait-Konstrukte
TK4-baitl pBridge bzw. TK4-bait2 pBridge separat in AH109 Hefezellen transformiert. Eine
autonome Aktivierung der Reportergenexpression in den Hefen durch die bait-Proteine wurde
auch in diesem Fall ausgeschlossen, da entsprechende Hefeklone auch nach zehn Tagen
Inkubation bei 30°C nicht zum Wachstum auf Selektionsplatten, denen Tryptophan, Adenin
und Histidin fehlte, befdhigt waren. In einem [-Galaktosidase-Filterassay konnte die
autonome Expression des LacZ-Gens ebenfalls ausgeschlossen werden, da auch nach
24-stlindiger Inkubation keine Blaufiarbung detektiert werden konnte.

Der Nachweis der Expression der beiden bait-Proteine (TK4-baitl, TK4-bait2) in
Hefen auf der Ebene der Transkription, erfolgte iiber RT-PCR-Analysen. Hierfiir wurde



zunichst aus AH109-Hefeklonen, die mit den bait-Konstrukten TK4-baitl pBridge bzw.
TK4-bait2 pBridge transformiert waren, Total-RNA isoliert. Diese wurden als templates fiir
RT-PCRs verwendet, bei denen zum einen gegen die ,linker*-Region mit der TK-Doméne
der SmTK4 (TK4-baitl-5’/-3’) bzw. nur gegen die ,linker“-Region der SmTK4 gerichtet
Primer (TK4-baitl-5’/bait2-3’) eingesetzt wurden. Durch die Verwendung des Primers
GAL4-DNA-BD-5’ als 5’-Primer konnte zudem die Expression als Fusionsprotein mit der
GAL4-DNA-BD iiberpriift werden. Die RT-Reaktionen erfolgten mit jeweils 90 ng der
isolierten RNAs, dem jeweiligen 3’-Primer und der Reversen Transkriptase SensiScript
(Qiagen). Ein Viertel der Reaktionen wurden als templates in die sich anschlieBenden PCRs

eingesetzt.

Die durchgefiihrten RT-PCR-Analysen zeigten, dass beide bait-Konstrukte in den
Hefen transkribiert wurden. In den Reaktionen wurden Amplifikationsprodukte der erwarteten
GroBen erhalten (Abbildung 3.10). Bei dem Nachweis der Transkription der ,linker“-Region
und der TK-Doméne der SmTK4 (TK4-baitl) wurde das erwartete Amplifikationsprodukt
von 2620 bp erhalten (Abbildung 3.10; Spur 2), das in der RT-PCR mit dem GAL4-DNA-BD
5’-Primer eine erwartete Grofle von 3160 bp besal3 (Abbildung 3.10; Spur 1). Auch der
Nachweis der Expression der ,linker-Region der SmTK4 (TK4-bait2) fiihrte zu dem
erwarteten Amplifikationsprodukt von 1789 bp bzw. 2329 bp mit Einbeziehung der GAL4-
DNA-BD (Abbildung 3.10; Spuren 4, 3).

SmTK4- SmTK4-
SHlinker + TK |, linker®

SmTK4-, linker” + TK

3160 bp / — ==
2620 bp =
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Abbildung 3.10: Nachweis der Expression der bait-Konstrukte auf transkriptioneller Ebene

Ergebnis der RT-PCR-Analysen zum Nachweis der Transkription der ,linker*“-Region + TK-
Doméine (1, 2) bzw. nur der ,,linker*-Region (3, 4) von SmTK4 (néhere Erlduterungen siehe Text).
Als templates dienten Total-RNAs aus Hefen, die mit TK4-baitl pBridge (1 GAL4-DNA-BD-
5’/TK4-bait1-3’, 2 TK4-bait1-5"/-3") bzw. TK4-bait2 pBridge (3 GAL4-DNA-BD-5’/TK4-bait2-3’,
4 TK4-baitl-5’/bait2-3’) transformiert waren. Die RT-Negativ-Kontrolle ohne initiale cDNA-
Synthese erfolgte mit Total-RNA, gemischt aus den jeweiligen Hefen (5). - : PCR-Negativ-
Kontrolle ohne template. + : PCR-Positiv-Kontrolle mit TK4-baitl pBridge als template. Je 12,5 ul
der Ansitze wurden auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefarbt. Die erwarteten PCR-Produkte besaflen eine GroBe von 3,2 kb (1)/
2,6 kb (2) bzw. 2,3 kb (3) / 1,8 kb (4). GroBenstandard: HyperLadderl (Bioline).



3.3.3 Yeast Three-Hybrid Screening mit den bait-Konstrukten TK4-baitl und TK4-bait2

Nachdem {iberpriift worden war, dass die beiden bait-Konstrukte TK4-baitl pBridge
und TK4-bait2 pBridge (Selektionsmarker 7RPI) in Hefen transkribiert werden und eine
Reportergenexpression nicht autonom induzieren, wurden sie fiir das Screening der
S. mansoni Yeast Two-Hybrid Bank verwendet. Dazu wurden sie zunéchst in den Hefestamm
Y187 (Paarungstyp Mat o) transformiert (Reportergene HIS3, LacZ). Erhaltene Klone wurden
fiir das Mating mit dem Hefestamm AHI109 (Paarungstyp Mat a) verwendet, der die prey-
Plasmide (S. mansoni cDNA-Bank in pGADT/-Rec; Selektionsmarker LEU?) tragt.

3.3.3.1 Mating mit der S. mansoni Yeast Two-Hybrid Bank

Fir das Mating wurde eine 5 ml - Kultur des bait-Plasmid-tragenden Klones mit
einem 1 ml - Aliquot der S. mansoni Yeast Two-Hybrid Bank iiber Nacht inkubiert. Durch
das Mating der beiden Stidmme unterschiedlichen Paarungstyps entstanden diploide
Hefezellen, die sowohl bait- als auch prey-Plasmide enthielten. Diese wurden zur
Uberpriifung der Reportergenexpression auf Selektionsplatten ohne Tryptophan, Leucin und
Histidin (SD-Trp/-Leu/-His) ausgestrichen. Auf Grund der Auxotrophie der verwendeten
Hefen fiir essentielle Aminoséduren konnten nur Hefezellen wachsen, die sowohl bait- als auch
prey-Plasmide (TRPI, LEU?2) enthielten, und bei denen es durch die Interaktion der beiden
Proteine zur Expression des HIS3-Reportergens im Hefegenom gekommen war.

Das Mating wurde in zwei getrennten Experimenten mit dem TK4-baitl (,,linker*-
Region und TK-Doméne) und dem TK4-bait2 (ausschlieBlich ,,linker*-Region) durchgefiihrt.
Die Auswertung der Einzelselektionsplatten ergab bei Verwendung des TK4-baitl eine
Mating-Effizienz von 2,06% und fiir das Screening mit dem TK4-bait2 von 14,67%, was die
im Protokoll geforderten > 2% erfiillte.

Auf den SD-Trp/-Leu/-His Selektionsplatten waren nach 10 Tagen Inkubation bei
30°C im Screening mit dem TK4-baitl 24 Klone und im Screening mit dem TK4-bait2
55 Klone gewachsen. Diese wurden nummeriert und fiir eine weitere Uberpriifung auf
SD-Trp/-Leu/-His/-Ade Selektionsplatten umgestrichen. Von den 24 Klonen aus dem
Screening mit dem TK4-baitl waren nach 5 Tagen Inkubation bei 30°C noch 20 Klone und
von den 55 Klonen aus dem Screening mit dem TK4-bait2 noch 36 Klone zum Wachstum auf

den Selektionsplatten befédhigt.



3.3.3.2 B-Galaktosidase-Kolonie-Filterassay

Mit den selektionierten Klonen wurde im Anschluss ein [-Galaktosidase-Kolonie-
Filterassay durchgefiihrt, iber den die Expression des LacZ-Gens lUberpriift wurde, die als
eindeutigster Hinweis auf eine positive Interaktion eines prey- mit einem bait-Protein dient.
Der Assay wurde mit Kolonien der Hefeklone durchgefiihrt, die ein positives Wachstum auf
den Selektionsplatten zeigten. Als Negativ-Kontrolle dienten Kolonien des Stammes Y187,

die mit TK4-baitl bzw. TK4-bait2 pBridge transformiert waren (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11 : B-Galaktosidase-Filterassays mit den Klonen aus den TK4-baitl/-bait2-Screenings

Ergebnis der B-Galaktosidase-Filterassays mit X-Gal als Substrat zur Uberpriifung der Protein-
Protein-Interaktionen [A: Screening TK4-baitl, B: Screening TK4-bait2]. Als Negativ-Kontrollen
dienten Hefen des Stammes Y187, die ausschlieBlich mit dem bait-Konstrukt TK4-baitl bzw.
TK4-bait2 transformiert waren (bait 1, 2). Hefeklone, bei denen durch eine Interaktion zwischen
dem bait-Protein mit einem prey-Protein das LacZ-Reportergen und somit die [-Galaktosidase
exprimiert wurde, zeigten eine deutliche Blaufairbung der Kolonien (5 - 20 Stunden Inkubation bei
30 °C). Die Nummern reprasentieren die Hefe-Klonnummern.

Nach 5 - 20 Stunden Inkubation der Filter bei 30°C zeigten die Kolonien der Negativ-
Kontrolle (Y187, transformiert mit TK4-baitl bzw. TK4-bait2 pBridge) keine Farbung. Die
erhaltenen Blaufarbungen bei den iibrigen Hefeklonen wurden daher als spezifisch fiir die
Interaktion von einem prey- mit dem bait-Protein eingestuft (Abbildung 3.11). Nach der
Inkubation wiesen 4 der 20 Klone aus dem Screening mit dem TK4-baitl und 16 der 36
Klone aus dem Screening mit dem TK4-bait2 eine deutliche Farbreaktion auf (siche Tabelle

3.4). Diese Klone wurden als positiv eingestuft und weiter analysiert.



Tabelle 3.4: Ubersicht iiber die Klone aus dem sukzessiven Screening mit TK4-bait 1 / TK4-bait 2

SD-Trp/-Leu/-His ~ SD-Trp/-Leu/-His/-Ade B-Galaktosidase-Filterassay

Selektionsplatten Selektionsplatten
i 4 Klone:
Screening 24 Klone 20 Klone 5 10 14
TK4-bait 1 » 9, 10,
Screening 55K] 36 K1 16 Klone:
onc one
TK4-bait 2 2, 5, 6,13,20,22,23,24,27,

29, 37, 40, 42, 44, 46, 48

3.3.3.3 Identifizierung der putativen downstream-Bindungspartner von SmTK4

Aus den im B-Galaktosidase-Filterassay positiv getesteten Hefeklonen wurde die
Gesamtplasmid-DNA isoliert, in eine Transformation von E. coli - Zellen eingesetzt und diese
auf LB™-Platten selektioniert. Gewachsene Bakterien-Kolonien wurden iiber eine Kolonie-
PCR mit dem prey-spezifischen Primerpaar pGADT7-5’/-3" auf das Vorhandensein von prey-
Plasmiden iiberpriift und aus PCR-positiven Bakterien-Klonen die Plasmid-DNA isoliert.

Die Bestimmung der Insertgrofle in den isolierten prey-Plasmiden erfolgte {iber eine
PCR mit dem Primerpaar pGADT7-5/-3" oder iiber einen Restriktionsverdau der Plasmide
mit EcoRI und Xhol.

Zur ldentifizierung der fiir die interagierenden Proteine kodierenden Sequenzen,
wurden die prey-Plasmide mit dem Primer pGADT7-5" sequenziert (Sequenzen der einzelnen
Klone sind im Anhang 5.2 wiedergegeben). Die ermittelten Insertsequenzen wurden
anschlieBend mit den S. mansoni Genom- und Trankriptomdaten (www.sagner.ac.uk,
www.tigr.org) verglichen und homologe Proteine mit Hilfe des Programms BlastX (Altschul
et al., 1997) identifiziert. Die erhaltenen Ergebnisse sind im Folgenden tabellarisch

zusammengefasst (siche Tabellen 3.5 und 3.6).

Tabelle 3.5: Ergebnisse der Identifizierung der putativen Bindungspartner von SmTK4 (downstream)
TK4-baitl: , linker*“-Region und TK-Domine von SmTK4

Klon Insertgrofle Sequenzierter .
Gruppe Nr. (bp) Bereich (bp) Homologie

1 1000 967
1 5 1200 1139
14 1300 1247

2 10 2500 1149 Mucin

Hitzeschock-Protein;
p40 aus S. mansoni



Tabelle 3.6: Ergebnisse der Identifizierung der putativen Bindungspartner von SmTK4 (downstream)
TK4-bait 2: ,,linker*“-Region von SmTK4
*: bekannt als falsch-positive Bindungspartner im Yeast Two-Hybrid System

Klon Insertgrofle Sequenzierter

Gruppe N (bp) Bereich (bp) Homologie
6 1700 1224
23 1200 1141

Hitzeschock-Protein;

1 29 1700 1217 40 aus S .
37 900 1238 p40 aus S. mansoni
40 1200 1164
2 1500 1230 GlcNAc-Transferase
5 1500 1094 Alkoholdehydrogenase™
) 20 1200 1217 Zinkfinger-Protein*
24 800 1197 Eischal-Vorlauferprotein p48 aus S. mansoni
42 1500 1210 Cytochrom C1*
46 2500 1226 Pol Polyprotein aus S. mansoni
4 22 1200 166 keine signifikante Homologie
44 2000 768 keine signifikante Homologie
13
5 27 Isolierung der prey-Plasmide nicht erfolgreich
48

Ein Teil der identifizierten Proteine wurden als falsch-positive Bindungspartner eingestuft,
da sie in Yeast Two-Hybrid Screenings hédufig unspezifisch an verschiedene bait-Proteine
binden (in Tabelle 3.6 mit einem Stern markiert; www.fccc.edu/research/labs/golemis/

InteractionTrapInWork.html).

3.3.3.4 Verifizierung der Interaktion

Zur Verifizierung der Interaktion und zum Ausschluss falsch-positiver Klone wurden
die isolierten prey-Plasmide zusammen mit dem jeweiligen bait-Plasmid in Hefezellen des
Stammes AH109 co-transformiert und die Interaktion der von den Plasmiden kodierten
Proteine iiber Wachstumsselektion (SD-Trp/-Leu/-Ade/-His) iiberpriift. Durch das Wachstum

aller Doppeltransformanden innerhalb von 5 Tagen wurde die Interaktion verifiziert.

3.3.3.5 Quantifizierung der Interaktion

Zur Untersuchung der Interaktionsstirken wurden [(-Galaktosidase-Assays in
Flissigkultur mit ONPG als Substrat durchgefiihrt. Hierfliir wurde exemplarisch ein Klon des
am haufigsten in den Screenings aufgetretenen, potentiellen SmTK4-Interaktionspartners mit

Homologie zu Smp40 und Hitzeschock-Proteinen ausgewihlt. Die weiteren Klone wurden



aufgrund ihrer Heterogenitit und ihrer Einschdtzung als falsch-positive Bindungspartner
(vgl. 3.3.3.4) vernachlissigt. Als Negativ-Kontrolle dienten Hefen (Stamm AHI109), die mit
TK4-baitl bzw. TK4-bait2 pBridge transformiert waren (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: 3-Galaktosidase-Fliissigassay zur Quantifizierung der Protein-Protein-
Interaktionsstdrken

Dargestellt sind die Bindungsstirken zwischen der ,linker*“-Region und TK-Doméne (TK4-baitl)
und ausschlieBlich der ,linker*-Region (TK4-bait2) von SmTK4 mit dem potentiellen downstream-
Interaktionspartner mit Homologie zu Smp40 und Hitzeschock-Proteinen (n = 6). Hefen (Stamm
AH109), die mit dem TK4-baitl bzw. TK4-bait2 pBridge transformiert waren, dienten als Negativ-
Kontrolle.

Der durchgefiihrte Assay zeigte, dass die Interaktion von SmTK4 mit dem Protein, das
Homologie zu Smp40 und Hitzeschock-Proteinen aufweist, stirker ist, wenn nur die ,,linker*-
Region der SmTK4 als bait-Protein exprimiert wird (TK4-bait2). Die Expression der ,,linker*-
Region zusammen mit der TK-Doméne der SmTK4 (TK4-baitl) fithrte zu einer Reduktion
der Interaktion um den Faktor 4 (Abbildung 3.12).



3.4 Interaktion von SmTK4 mit SmTK3 bzw. SmTK6

In dem Yeast Two-Hybrid Screening mit der Tandem-SH2-Domine von SmTK4 als
bait-Protein wurden die Src-Kinasen SmTK6 und SmTK3 als Interaktionspartner identifiziert
(Beckmann, 2005). Daraus war zu schliefen, dass SmTK4 iiber die beiden SH2-Doménen an
phosphorylierte Tyrosinreste in diesen Src-Kinasen binden kann. Ebenfalls ist es bekannt,
dass Src-Kinasen tiber ihre SH2-Dominen an Phosphotyrosine innerhalb der ,,linker*-Region
einer Syk-Kinase binden kénnen (Geahlen, 2007). Um dies fiir die Kinasen SmTK4, SmTK3
und SmTK6 zu iiberpriifen, wurden direkte Interaktionsstudien im Yeast Two-Hybrid System

durchgefiihrt.

Die kodierenden Sequenzen fiir die SH2-Doménen der Src-Kinasen SmTK3 und
SmTK6 wurden tiber PCRs mit den Primerpaaren TK3-SH2-pACT2-5’/-3" bzw. TK6-SH2-
pACT2-5’/-3 und Vollldngenklonen beider Molekiile als templates amplifiziert. Die
erhaltenen Amplifikationsprodukte wurden in den Klonierungsvektor pDrive kloniert, und
dann gerichtet iiber BamHI und Xhol in frame in die MCS des GAL4-AD-Vektors pACT2
umkloniert. Die erhaltenen Konstrukte (TK3-SH2 pACT2, TK6-SH2 pACT2) wurden mit
TK4-baitl (,,linker“-Region und TK-Doméne der SmTK4, pBridge), TK4-bait2 (,,linker*-
Region der SmTK4, pBridge) oder TK4-bait3 (TK-Domine der SmTK4, pBridge) in Hefen
co-transformiert. Erhaltene Hefeklone wurden zur Uberpriifung der HIS3-Reportergen-
Expression auf SD-Trp/-Leu/-His-Selektionsplatten ausgestrichen. Uber einen Inkubations-
zeitraum von 10 Tagen bei 30°C zeigten alle Klone ein nur sehr schwaches Wachstum.
Wurden diese Hefeklone auf SD-Trp/-Leu/-His/-Ade-Selektionsplatten umgestrichen und
damit der Selektionsdruck durch das ADE2-Reportergen erhoht, konnte kein nennenswertes
Wachstum der Klone beobachtet werden. In einem durchgefiihrten [-Galaktosidase-
Fliissigassay konnten dementsprechend keine signifikanten Bindungsstirken ermittelt werden

(Ergebnisse nicht dargestellt).

Wihrend also die Syk-Kinase SmTK4 {iber ihre Tandem-SH2-Domine an die
Src-Kinasen SmTK3 und SmTK6 binden kann (Beckmann, 2005), vermogen SmTK3 und
SmTK6 jedoch nicht {iber ihre SH2-Dominen an SmTK4 zu binden. Die Interaktion zwischen
SmTK4 und SmTK3 bzw. SmTK6 verlduft daher vermutlich unidirektional tiber die Tandem-
SH2-Doméne von SmTK4. SmTK6 kann jedoch iiber seine SH2-Domédne mit SmTK3
interagieren (vgl. 3.2.3.5).



3.5 Interaktion von SmRTK1 mit SmTK4, SmTK3 bzw. SmTK6

In den vorhergegangen Yeast Two-Hybrid Screenings mit der Tandem-SH2-Domine
von SmTK4 oder der SH2-Domine von SmTK6 konnten keine Rezeptoren als upstream -
Interaktionspartner identifiziert werden. Griinde hierfir konnen Limitationen des Systems
sowie nicht-isolierte prey-Plasmide sein. Um dennoch eine putative Interaktion von SmTK4
mit einem Rezeptor untersuchen zu konnen, wurden Interaktionen mit bereits bekannten

Rezeptor-Molekiilen direkt im Hefe-System getestet.

Ein erstes Rezeptormolekiil, das als potentieller Interaktionspartner von SmTK4 in
Frage kam, war die Rezeptor-Tyrosinkinase SmRTK1. Bei diesem Molekiil handelt es sich
um eine membrandurchspannende Rezeptor-Tyrosinkinase aus S. mansoni, deren
extrazellulire Doméne ein Venus Flytrap-Motiv (VFT) trdgt und deren intrazelluldre
Tyrosinkinase-Domdne Homologie zu der katalytischen Doméne des Insulin-Rezeptors
aufweist (Abbildung 3.13) (Vicogne et al., 2003). Da Syk-Kinasen mit dem intrazelluldren
Bereich von Rezeptor-Tyrosinkinasen interagieren konnen (Geahlen, 2007), ist eine
Interaktion beider Molekiile denkbar, zumal Immunolokalisationen gezeigt hatten, dass
SmRTKI1, wie auch SmTK4, im Ovar des Schistosomen-Weibchens exprimiert wird

(Knobloch et al., 2002b; Vicogne et al., 2003).

Fiir die Yeast Two-Hybrid Analysen wurden ein Plasmid mit der kodierenden Sequenz
des intrazellularen Bereiches der SmRTK1 sowie ein Plasmid mit der Volllingensequenz
dieses Rezeptors von Dr. Colette Dissous (Institute Pasteur, Lille) zur Verfligung gestellt. Auf
der Grundlage dieser Plasmide wurde der intrazelluldre Bereich von SmRTK1 (1788 bp) tiber
eine PCR mit dem Primerpaar RTK1-pACT2-5" (BamHI) / -3’ (Xhol) amplifiziert. Die Primer
enthielten die fiir die Klonierung in pACT?2 bendtigten Restriktionsschnittstellen.

SP ™

N \ VFT | L l TK l C

b d R

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Rezeptor-Tyrosinkinase SmRTK1

Dargestellt ist die Doméanenstruktur von SmRTK1 (1559 AS, Accession number: AF101194;
Vicogne et al., 2003). SP: Signalpeptid (AS 1 -23), TK: Tyrosinkinase-Doméne (AS 996 - 1269),
TM: Transmembrandomine (AS 942 - 964), VFT: Venus Flytrap - Motiv (AS 400 - 796). Die
Pfeile markieren den Bereich der Aminosduren 963 - 1559, mit dem die Interaktionsanalysen
durchgefiihrt wurden.



Die Klonierung in den GAL4-Aktivierungsdominen-Vektor pACT2 erfolgte gerichtet liber
die Restriktionsschnittstellen BamHI und X#hol, so dass ausgehend von diesem Konstrukt
(SmRTK1-C-Term pACT2) ein Fusionsprotein aus der GAL4-AD und dem intrazelluldren

Bereich der SmRTK1 in Hefen exprimiert werden konnte.

Als GAL4-Bindedoménen-Vektoren wurden vier verschiedene Konstrukte verwendet.
Zum einen das Konstrukt TK4-SH2SH2 pBridge, welches die kodierende Sequenz fiir die
Tandem-SH2-Doméne von SmTK4 als Fusionsprotein mit der GAL4-BD in Hefen
exprimiert, und zum anderen das Konstrukt TK4-SH2SH?2 + TK3-TK pBridge, das zusétzlich
noch die Tyrosinkinase-Doméne der Src-Kinase SmTK3 exprimiert. Hierdurch konnte die
Phosphorylierungs-Abhédngigkeit der mdglichen Interaktion untersucht werden. Des weiteren
wurden die Konstrukte TK4-SH2(1) + TK3-TK pBridge und TK4-SH(2) + TK3-TK pBridge
verwendet, die jeweils nur eine singuldre SH2-Domine der SmTK4 sowie die TK-Doméine
der SmTK3 exprimieren, um so die Spezifitit der Interaktion zu iiberpriifen.

Zellen des Hefestammes AH109 wurden mit den folgenden Vektor-Kombinationen
transformiert und auf SD-Trp/-Leu-Platten selektioniert: RTKI1-C-Terminus pACT2
zusammen mit TK4-SH2SH2 pBridge (1), TK4-SH2SH2 + TK3-TK pBridge (2),
TK4-SH2(1) + TK3-TK pBridge (3) bzw. TK4-SH2(2) + TK3-TK pBridge (4). Erhaltene
Klone wurden zur Selektion der Interaktion auf SD-Trp/-Leu/-Ade/-His-Platten umgestrichen.
Uber einen Inkubationszeitraum von 5 Tagen bei 30°C zeigten nur die Klone 1 und 2, welche
beide die Tandem-SH2-Doméne von SmTK4 als GAL4-BD-Fusionprotein exprimierten, ein
starkes Wachstum. Die Klone 3 und 4, die nur eine singulire SH2-Domine exprimierten,
zeigten hingegen kein deutliches Wachstum (Abbildung 3.14 A). Mit den erhaltenen Klonen
wurde ein B-Galaktosidase-Filterassay durchgefiihrt, um die Interaktion zwischen SmTK4
und SmRTKI1 nicht nur iiber die Expression der Wachstumsmarker ADE2 und HIS3, sondern
auch tliber die Expression der -Galaktosidase (LacZ) colorimetrisch iiberpriifen zu kénnen.
Die Farbumsetzung durch die $-Galaktosidase war nur fiir die Klone 1 und 2 detektierbar und
bestdtigte somit das beobachtete Wachstumsverhalten der Klone (Abbildung 3.14 A).

Zur Quantifizierung der Interaktionen wurde ein [-Galaktosidase-Fliissigassay
durchgefiihrt (Abbildung 3.14 B). Hierbei zeigte sich, dass keine Interaktion der singuldren
SH2-Doménen von SmTK4 mit dem intrazelluldren Bereich von SmRTKI1 detektierbar war
(3, 4). Dagegen war eine Interaktion zwischen den Tandem-SH2-Doménen von SmTK4 und
dem intrazelluldren Bereich von SmRTK1 eindeutig nachweisbar, wobei die Bindungsstérke

um den Faktor 3 durch eine zusétzliche Phosphorylierung positiv beeinflusst wurde (1, 2).
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Abbildung 3.14: Yeast Two-Hybrid Analysen zur Interaktion zwischen SmTK4 und SmRTK1

A: SD-Trp/-Leu/-His/-Ade-Selektionsplatten nach 5 Tagen Inkubation bei 30°C und
[B-Galaktosidase-Filterassay. B: Quantifizierung der Bindungsstirken iiber einen [-Galaktosidase-
Fliissigassay (n = 6). Die untersuchten Hefen (Stamm AH109) waren co-transformiert mit
RTK1-C-Terminus pACT2 und 1: TK4-SH2SH2 pBridge, 2: TK4-SH2SH2 + TK3-TK pBridge,
3: TK4-SH2(1) + TK3-TK pBridge, 4: TK4-SH2(2) + TK3-TK pBridge. Als Kontrolle dienten
nicht-transformierte Hefen (Stamm AH109).

Neben der Syk-Kinase SmTK4 werden auch die Src-Kinasen SmTK3 und SmTK6 im
Ovar des Schistosomen-Weibchens exprimiert (Kapp et al., 2004; Beckmann, 2005). Da auch
Src-Kinasen tiiber ithre SH3/SH2-Doménen mit den intrazelluliren Doménen von RTKs
interagieren konnen, sind SmTK3 und SmTK6 ebenfalls potentielle Bindungspartner von
SmRTKI1. Zur Uberpriifung méglicher Interaktionen wurden Hefen des Stammes AH109 mit
den folgenden Vektor-Kombinationen transformiert und auf SD-Trp/-Leu-Platten
selektioniert: RTKI1-C-Terminus pACT2 zusammen mit TK6-SH2 pBridge (e),
TK6-SH2 + TK3-TK pBridge (f), TK3-SH2 pBridge (g), TK3-SH2 + TK3-TK pBridge (h),
TK6-SH3SH2 pBridge (1), TK6-SH3SH2 + TK3-TK pBridge (j), TK3-SH3SH2 pBridge (k)
und TK3-SH3SH2 + TK3-TK pBridge (1). Erhaltene Klone wurden zur Selektion moglicher
Interaktionen auf SD-Trp/-Leu/-Ade/-His-Platten umgestrichen. Zur einheitlichen Beurteilung
wurden zusidtzlich die zuvor analysierten Hefeklone, transformiert mit den Vektor-
Kombinationen RTK1-C-Terminus pACT2 und TK4-SH2SH2 pBridge (a), TK4-SH2SH2
+ TK3-TK pBridge (b), TK4-SH2(1) + TK3-TK pBridge (¢) bzw. TK4-SH2(2) + TK3-TK
pBridge (d) nochmals ausgestrichen (Abbildung 3.15 A). Nach 5 Tagen Inkubation der
Selektionsplatten bei 30°C zeigten die Klone, welche die Tandem-SH2-Doméne der SmTK4
als GAL4-BD-Fusionprotein exprimierten (a, b) unabhingig von der Phosphorylierung
Wachstum auf den Selektionsplatten und bestétigen damit die vorausgegangenen Analysen

(vgl. Abbildung 3.14). Dagegen war fiir die Klone, die jeweils nur eine singulére
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SH2-Doméne exprimierten, erneut kein deutliches Wachstum detektierbar (c, d). Klone,
welche die SH2-Domidne von SmTK6 exprimierten, waren unabhdngig vom
Phosphorylierungsstatus zum Wachstum auf den Selektionsplatten befdhigt (e, f). Hingegen
zeigten Klone, die fiir die SH2-Domédne von SmTK3 kodierten, nur ein sehr schwaches
Wachstum (g, h). SmRTK1 kann somit mit der SH2-Doméne von SmTK6 und schwach auch
mit der von SmTK3 interagieren. Die Klone, welche die SH3SH2-Doménen von SmTK6
bzw. SmTK3 exprimierten, waren sowohl mit als auch ohne Phosphorylierung zum
Wachstum und damit zur Interaktion mit SmRTK1 befdhigt (i, j bzw. k, 1). Mit den erhaltenen
Klonen wurde zur Uberpriifung der Expression der B-Galaktosidase (LacZ) bedingt durch die
Interaktion der jeweiligen GAL4-BD- und GAL4-AD-Proteine ein B-Galaktosidase-Kolonie-
Filterassay durchgefiihrt (Abbildung 3.15 B). Uber diesen Assay konnten die Interaktionen
der Tandem-SH2-Doméne von SmTK4, der SH2-Doméne von SmTK6 sowie der SH3SH2-
Doménen von SmTK6 und SmTK3 mit dem C-Terminus von SmRTK1 qualitativ verifiziert

werden.
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Abbildung 3.15: Yeast Two-Hybrid Analysen zur Interaktion von SmTK4, SmTK6
bzw. SmTK3 mit SmRTK1

A:  SD-Trp/-Leu/-His/-Ade-Selektionsplatten nach 3  Tagen Inkubation bei 30°C.
B: B-Galaktosidase-Filterassay mit den Hefeklonen aus A. Die untersuchten Hefeklone (Stamm
AH109) waren co-transformiert mit RTK1-C-Terminus pACT2 und a: TK4-SH2SH2 pBridge,
b: TK4-SH2SH2 + TK3-TK pBridge, ¢: TK4-SH2(1) + TK3-TK pBridge, d: TK4-SH2(2) + TK3-
TK pBridge, e: TK6-SH2 pBridge, f: TK6-SH2 + TK3-TK pBridge, g: TK3-SH2 pBridge,
h: TK3-SH2 + TK3-TK pBridge, i: TK6-SH3SH2 pBridge, j: TK6-SH3SH2 + TK3-TK pBridge,
TK3-SH2 pBridge, k: TK3-SH3SH2 pBridge, I: TK3-SH3SH2 + TK3-TK pBridge.

Die Quantifizierung der Interaktionsstirken zwischen SmRTK1 und den Protein-Interaktions-
dominen von SmTK4, SmTK6 bzw. SmTK3 erfolgte iiber 3-Galaktosidase-Fliissigassays mit
ONPG als Substrat (Abbildung 3.16).

112
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Abbildung 3.16: B-Galaktosidase-Fliissigassay zur Quantifizierung der Interaktionsstirken
von SmTK4, SmTK6 und SmTK3 mit SmRTK1

Dargestellt sind die Bindungsstirken zwischen SmTK4, SmTK6 bzw. SmTK3 und SmRTK1 in
Abhingigkeit von einer Phosphorylierung (n = 9; néhere Erlduterungen siehe Text).

Die durchgefiihrten Fliissigassays bestétigten die Interaktionen der Tandem-SH2-Doméne von
SmTK4, der SH2-Domine von SmTK6 sowie der SH3SH2-Doménen von SmTK6 und
SmTK3 mit dem intrazelluliren Bereich der SmRTKI1. Die Interaktion zwischen der
SH2-Doméne von SmTK6 und SmRTK1 war dabei deutlich starker als die Interaktion der
Tandem-SH2-Domine von SmTK4 mit SmRTKI1, wobei die Bindungsstirken durch
zusitzliche Phosphorylierungen {iber die Expression der TK-Domidne von SmTK3 positiv
beeinflusst wurden (Abbildung 3.16). Die Interaktion zwischen dem C-Terminus von
SmRTKI1 und der SmTK6-SH2-Doméne wurde nochmals verstiarkt, wenn diese kombiniert
mit der SH3-Doméne exprimiert wurde (SmTK6-SH3SH2). Auch diese Interaktion war
deutlich stdrker unter zusitzlicher Phosphorylierung (Abbildung 3.16). Die Interaktion
zwischen der SmTK3-SH2-Domine und SmRTK1 war sehr schwach (vergleichbar mit der
Interaktion mit singuldren SH2-Doménen von SmTK4) und im Gegensatz zu den iibrigen
gemessenen Interaktionen bei zusétzlicher Phosphorylierung geringfiigig schwécher
(Abbildung 3.16). Bei SmTK3 wirkte sich die Expression der SH2-Doméne in Kombination
mit der SH3-Doméne (SmTK3-SH3SH2) ebenfalls verstirkend auf die Interaktion mit dem
C-Terminus von SmRTKI1 aus, wobei diese wiederum negativ mit einer zusétzlichen

Phosphorylierung korrelierte (Abbildung 3.16).



3.6 Integrin-Rezeptoren in S. mansoni

3.6.1 B-Integrin-Rezeptoren in S. mansoni

In der Literatur sind Interaktionen zwischen Syk-Tyrosinkinasen und B-Integrin-
Rezeptoren beschrieben (Woodside et al., 2001). Bekannt ist, dass Syk-Kinasen iiber ihre
SH2-Doménen an den intrazelluldren Teil von B-Integrin-Rezeptoren binden koénnen und
damit Signale des Rezeptors weiterleiten. Integrine spielen u.a. eine Rolle in der
Reproduktionsbiologie, zum Beispiel bei der Spermatogenese (Shinohara et al., 1999) oder als
Spermien-Rezeptoren in Oocyten (Linfor & Berger, 2000). Wiirden Integrin-Homologe in
Schistosomen vorkommen und in den Reproduktionsorganen adulter Tiere exprimiert werden,
wire eine Interaktion mit SmTK4 vorstellbar. Da keine Integrin-Rezeptoren in S. mansoni bis
dato bekannt waren, wurde nach Homologen gesucht und diese kloniert. Eine potentielle

Interaktion mit SmTK4 wurde anschlieBend im Yeast Two-Hybrid System untersucht.

3.6.1.1 Identifizierung und Klonierung eines B-Integrin1-Rezeptors

Die bislang bekannten S. mansoni- Sequenzen aus den Genom-Datenbanken von
Sanger & TIGR (www.sanger.ac.uk, www.tigr.org) wurden nach Homologen von B-Integrin-
Rezeptoren durchsucht. Die ¢cDNA-Sequenz eines B-Integrin-Rezeptors aus einem anderen
Organismus (zum Beispiel aus Mus musculus; verfligbar liber NCBI) wurde fiir einen
S. mansoni - Omniblast (www.sanger.ac.uk) verwendet. Uber diesen konnten mehrere
genomische Sequenzen aus S. mansoni ermittelt werden, die unterschiedlich hohe
Ubereinstimmungen mit der fiir die Blast-Suche verwendeten B-Integrin-Rezeptor-Sequenz
aufwiesen. Unter diesen Sequenzen waren zwei, die hohe Homologie zum dem
5’- (333748.c005110024.Contigl) bzw. 3’-Bereich (333748. c003607130.Contig2) eines
B-Integrin-Rezeptors zeigten. In silico wurde mit Hilfe des Programms GENSCAN
(genes.mit.edu/GENSCAN.html) aus der genomischen Sequenz dieser Klone die kodierende
cDNA-Sequenz ermittelt. Beide Teilsequenzen (1857 bp, 648 bp) liberlappten jedoch nicht, so
dass ein Teil der vollstindigen kodierenden Sequenz fiir den [-Integrinl-Rezeptors aus

S. mansoni (SmB-Intl) in silico nicht ermittelt werden konnte.

Der noch fehlende cDNA-Bereich wurde daher iiber eine RT-PCR amplifiziert. In die
RT-Reaktion mit der SuperScriptll (Invitrogen) wurden 2 pg Total-RNA aus S. mansoni
eingesetzt und mit dem Primer B-Integrinl-C-Terminus-3’ revers transkribiert. Ein Viertel des

RT-Ansatzes diente als template firr die sich anschlieBende PCR mit dem Primerpaar



B-Integrinl-5’/-C-Terminus-3’. Das erhaltene Amplifikationsprodukt von etwa 1200 bp

(Abbildung 3.17) wurde in den Klonierungsvektor pDrive kloniert und sequenziert.
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Abbildung 3.17: RT-PCR zur Amplifizierung des fehlendes Bereichs von Smf3-Intl

Der fehlende cDNA-Bereich von Smf-Intl wurde iiber eine RT-PCR mit dem Primerpaar
B-Integrin1-5°/-C-Terminus-3’ amplifiziert (ndhere Erlduterungen siehe Text). 15 pl der PCR-
Reaktion wurden auf einem 1%igen Agarosegel -elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angeférbt. GroBenstandard: HyperLadderI (Bioline).

Die Analyse der Sequenz zeigte, dass das Amplifikat die noch fehlenden 93 bp von Smp-Intl
enthielt. Die Sequenzen wurden am Computer zusammengesetzt, und es ergab sich eine
cDNA-Sequenz von 2598 bp, die fiir ein Protein von 865 Aminosduren kodiert. Eine
SMART-Analyse der Aminosiuresequenz (smart.embl-heidelberg.de) zur Identifizierung
konservierter Dominen zeigte, dass Smf-Intl die fiir B-Integrin-Rezeptoren typische

INB- und EGF-Doménen sowie eine Transmembrandoméne beinhaltet (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Schematische Darstellung der Domanenstruktur von Smf-Int1

Smp-Intl (865 AS) beinhaltet eine INB-Doméne (Integrin-beta-Untereinheit, N-terminaler Bereich
der extrazelluldren Region; AS 36 - 470), eine EGF-Doméne (Epidermal growth factor-dhnliche
Domine; AS 567 - 604) sowie eine Transmembrandoméne (AS 794 - 816). Die Pfeile markieren die
relative Position der Primer B-Integrinl-5’ und B-Integrinl-C-Terminus-3’, die zur Amplifizierung
des fehlendes cDNA-Bereiches eingesetzt wurden (vgl. Abbildung 3.17).

Die vollstindige Sequenz von Sm-Intl (Anhang 5.3) wurde iiber RT-PCR amplifiziert, um
die in silico zusammengesetzte Sequenz bestitigen zu konnen. In die RT-Reaktion mit der
SuperScriptlll (Invitrogen) wurden 1 pug Total-RNA aus S. mansoni und der Primer
B-Integrinl-C-Terminus-3’ eingesetzt. Ein Viertel dieses Ansatzes diente als template fiir die

sich anschliefende PCR mit dem Primerpaar B-Integrinl-komplett-5’/-C-Terminus-3’.



Das Amplifikationsprodukt der erwarteten Grofle von 2598 bp (Abbildung 3.19) wurde in den
Klonierungsvektor pDrive kloniert. Die anschlieBende Sequenzierung bestétigte die in silico

ermittelte Sequenz von Smf3-Int1.
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Abbildung 3.19: RT-PCR zur Amplifizierung der Volllaingen-cDNA-Sequenz von Smf3-Intl

Die Volllingen-cDNA-Sequenz von Smf-Intl wurde iiber RT-PCR mit dem Primerpaar
B-Integrinl-komplett-5’/-C-Terminus-3’ amplifiziert (ndhere Erlduterungen siehe Text). 12 pl der
PCR-Reaktion wurden auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefarbt. Das erwartete Amplifikationsprodukt besall eine GroBe von 2598 bp.
GroBenstandard: HyperLadderl (Bioline).

3.6.1.2 Genomische Struktur des Smf3-Int1-Gens

Die Exon-Intron-Struktur des Smpf-Intl-Gens wurde mit Hilfe der S. mansoni
Genomdaten ermittelt. Mit kodierenden Bereichen wurden in den Datenbanken nach
genomischen Klonen gesucht, die die Exons umfassen. Dabei wurde nur ein genomischer
Klon gefunden (Contig: 0029035, 36.384 bp), welcher die komplette kodierende Sequenz von
Smp-Intl, verteilt auf 9 Exons und 8 Introns mit iiber 15 kb umfasst (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20: Schematische Darstellung der genomischen Struktur des Smp3-Int1-Gens

Die kodierende Sequenz fiir Smf-Intl ist im Genom von S. mansoni auf 9 Exons mit insgesamt
2.596 bp verteilt. Die gesamte genomische Sequenz einschlieBlich der Introns erstreckt sich auf
15.425 bp.

Die Grofen der einzelnen Exons und Introns des Smf-Int1-Gens sind in der nachfolgenden in

Tabelle 3.7 wiedergegeben.



Tabelle 3.7: Exon- und Introngroflen des Smp-Int1-Gens

Exon Exongrofie [bp] Intron Introngrof3e [bp]

1 270 1 1.505
2 440 2 1.080
3 276 3 1.322
4 223 4 2.409
5 167 5 1.834
6 230 6 1.194
7 250 7 1.584
8 475 8 1.901
9 265

3.6.1.3 Bestimmung der genomischen Kopienzahl des Smf3-Int1-Gens

Aus der Analyse der Genomdaten von S. mansoni war zu vermuten, dass es sich bei
dem Smp-Intl-Gen um ein single copy - Gen handelt, da nur ein genomischer Klon gefunden
werden konnte, der die kodierende Sequenz des Rezeptors umfasst. Um diese Vermutung zu
bestdtigen, wurde ein Southern-Blot durchgefiihrt.

Fir die Restriktion genomischer S. mansoni-DNA wurden die Enzyme BamHI und
EcoRV ausgewihlt (beides Restriktionsenzyme des Typs II mit hexamerer Erkennungs-
sequenz). Die Hybridisierungs-Sonde wurde so konzipiert, dass sie innerhalb des Exon 3
hybridisierte. Auf diese Weise sollte sich im Southern-Blot bei der mit EcoRV-restringierten
DNA ein Fragment von 4,6 kb detektieren lassen (Abbildung 3.21). Uber die GroBe des
Fragments der BamHI-restringierten DNA lésst sich die Frage kldren, ob es sich bei dem
SmB-Intl-Gen um ein single oder multi copy - Gen handelt. Die Position der néchsten,
5’-wirts des ersten Exons gelegenen BamHI-Restriktionsschnittstelle ist abhingig von dem
genomischen Kontext, in dem das Smp-Intl-Gen integriert ist. Handelt es sich bei dem
SmpB-Intl-Gen um ein single copy - Gen, fiihrt eine Restriktion mit BamHI zu einem
einzelnen, definierten DNA-Fragment unbekannter Gro3e, wogegen bei mehreren Genkopien
mit der Bildung von mindestens zwei DNA-Fragmenten unbestimmter Grof3e zu rechnen ist
(Abbildung 3.21). Die Digoxygenin-markierte DNA-Sonde fiir die Hybridisierung wurde tiber
eine PCR mit dem Primerpaar Southern-B-Int-5°/-3’, DIG-markierten dNTPs und

genomischer S. mansoni-DNA als template amplifiziert.
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Abbildung 3.21: Positionen der Restriktionsschnittstellen und der Sonde fiir den Southern-Blot
zur Untersuchung der genomischen Kopienzahl des Smp-Int1-Gens
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Eingezeichnet sind die Positionen der relevanten Schnittstellen fiir die verwendeten Restriktions-
enzyme (B: BamHI, E: EcoRV) sowie die Lage der Hybridisierungs-Sonde (gelb). Angegeben sind
die Groflen der erwarteten Fragmente in den jeweiligen Restriktionen.

Die restringierte genomische S. mansoni-DNA wurde auf einem 1%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Saugtransfer auf eine Nylonmembran {iibertragen.
Diese wurde mit der DIG-markierten DNA-Sonde (250 ng pro ml Hybridisierungslosung)
hybridisiert und die gebundene Sonde {iiber einen Alkalische Phosphatase-gekoppelten
anti-DIG-Antikorper und die Umsetzung des Substrates NBT/BCIP nachgewiesen (Abbildung
3.22).

Abbildung 3.22: Ergebnis des Southern-Blots zur Untersuchung der genomischen Kopienzahl
des Smp-Int1-Gens

Dargestellt ist links das Agarosegel mit genomischer S. mansoni-DNA, restringiert mit B: BamHI
und E: EcoRV (GroBenstandard: HyperLadderl, Bioline). Rechts dargestellt ist das Ergebnis des
Southern-Blots nach Hybridisierung mit der Smf3-Int1-spezifischen DNA-Sonde.

Die gegen das Exon 3 des Smp-Intl-Gens gerichtete Hybridisierungssonde detektierte im
Southern-Blot bei der EcoRV-restringierten, genomischen S. mansoni-DNA ein Fragment der
erwarteten GroBle von 4,6 kb. Bei der BamHI-restringierten DNA wurde nur ein spezifisches
Fragment mit einer Grofe von etwa 5,5 kb detektiert (Abbildung 3.22). Hiermit wurde

bestétigt, dass es sich bei dem Smp-Int1-Gen um ein single copy - Gen handelt.



3.6.1.4 Charakterisierung von Smf-Int1
3.6.1.4.1 Analyse der stadien- und geschlechtsspezifischen Transkription von Smp-Int1
Der Nachweis der Transkription von Smf-Intl in verschiedenen Lebenszyklus-Stadien
sowie Geschlechtern von S. mansoni erfolgte iiber RT-PCR-Analysen mit Total-RNA aus
Miracidien und Cercarien sowie aus adulten S. mansoni Ménnchen und Weibchen
(paarungsunerfahren und paarungserfahren). Jeweils 90 ng Total-RNA wurden in eine
RT-Reaktion mit der Reversen Transkriptase SensiScript (Qiagen) und dem Primer
B-Integrinl-C-Terminus-3’ eingesetzt. Ein Viertel der Ansidtze dienten als femplates fiir die

sich anschlieBenden PCR-Reaktionen mit dem Primerpaar B-Integrinl-5’/-C-Terminus-3’.

Transkripte von Smf-Intl konnten in Adulten beider Geschlechter (jeweils paarungs-
unerfahren und paarungserfahren) sowie in Larven (Miracidien und Cercarien) von
S. mansoni nachgewiesen werden (Abbildung 3.23). Die durchgefiihrten RT-PCR-Analysen
zeigten dabei signifikant hohere Transkriptmengen in paarungserfahrenen im Vergleich zu

paarungsunerfahrenen Adulten sowie im Vergleich zu den untersuchten Larvenstadien.

<«—— 1200 bp

Abbildung 3.23: Nachweis der stadien- und geschlechtsspezifischen Transkription von Smf3-Int1
iiber RT-PCR

Nachweis von Sm3-Int1-Transkripten in beiden Geschlechtern und freilebenden Larvenstadien von
S. mansoni iber RT-PCRs mit dem Primerpaar [-Integrinl-5’/-C-Terminus-3’ (néhere
Erlauterungen siche Text). Als templates dienten gleiche Mengen Total-RNA aus 1: paarungs-
unerfahrenen Weibchen, 2: paarungserfahrenen Weibchen, 3: paarungsunerfahrenen Ménnchen,
4: paarungserfahrenen Mannchen, 5: Miracidien, 6: Cercarien. 9 - 14: RT-Negativ-Kontrollen ohne
initiale cDNA-Synthese zu 1 - 6. 7: PCR-Negativ-Kontrolle mit dH,O als template. 8: PCR-Positiv-
Kontrolle. Jeweils 15 pl der Reaktionen wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und mit
Ethidiumbromid angefarbt. Das erwartete Amplifikationsprodukt besal eine GroBe von
1200 bp. GroBenstandard: HyperLadderI (Bioline).

Fiir einen semiquantitativen Abgleich der Transkription von Smp-Intl bezogen auf die
konstitutive Transkription des housekeeping Gens SmPDI (Protein-Disulfid-Isomerase aus
S. mansoni) (Finken et al., 1994) wurden RT-PCRs mit den gleichen RNAs als templates
unter Verwendung des Primerpaars PDI-RNA-5"/-3" durchgefiihrt (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24: Semiquantitative RT-PCR zum Nachweis von Smf-Int1- bzw. SmPDI-
Transkripten in verschiedenen Stadien und Geschlechtern von S. mansoni

Untersuchung der Transkription von A: Smp-Intl und B: SmPDI in beiden Geschlechtern und
freilebenden Larvenstadien von S. mansoni (ndhere Erlduterungen sieche Text). Als templates fir die
RT-PCRs dienten gleiche Mengen Total-RNA aus 1: paarungsunerfahrenen Weibchen,
2: paarungserfahrenen Weibchen, 3: paarungsunerfahrenen Minnchen, 4: paarungserfahrenen
Mainnchen, 5: Miracidien, 6: Cercarien. 7: RT-Negativ-Kontrolle ohne initiale cDNA-Synthese.
Jeweils 15 pl der PCR-Reaktionen wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und mit
Ethidiumbromid angefdarbt. Die erwarteten Amplifikationsprodukte besaBen eine Grdéfle von
1200 bp (SmBIntl) und 700 bp (SmPDI).

Der iiber densitometrische Analysen erfolgte semiquantitative Abgleich der Transkript-
mengen von SmB-Intl im Vergleich zu den SmPDI-Transkriptmengen zeigte, dass die Smf3-
Int1-Transkription in paarungserfahrenen Adulten stirker ist als in paarungsunerfahrenen, und

dass Ménnchen die stirkste Transkription von Smf-Intl aufweisen (Abbildung 3.25).
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Smp-Int1-Transkripte, normiert gegen SmPDI (%)
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paarungs- paarungs- paarungs- paarungs-
unerfahrene  erfahrene  unerfahrene erfahrene  Miracidien  Cercarien
Weibchen Weibchen Mainnchen Mainnchen

Smf-Intl 31,03% 51,77% 44,94% 104,92% 70,43% 73,04%

SmPDI 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Abbildung 3.25: Semiquantitative Analyse der Transkriptmengen von Smf-Intl
im Vergleich zu SmPDI

Die Signale der RT-PCR-Produkte (Abbildung 3.24) wurden digitalisiert und densitometrisch
vermessen (Imagel). Die ermittelten Werte in den jeweiligen Proben fir SmPDI wurde auf 100%
gesetzt und die Werte fiir Smf-Int1 entsprechend berechnet und graphisch dargestellt.



3.6.1.4.2 In situ - Hybridisierung zur Lokalisation der Transkription von Smf-Int1

Zur Untersuchung des Transkriptionsortes von Smp-Intl in adulten S. mansoni
wurden in situ - Hybridisierungen auf Semi-Diinnschnitten von Parchen durchgefiihrt. Hierfiir
wurde zunéchst ein 303 bp groBes Subfragment des Rezeptors subkloniert (Amplifizierung
mit dem Primerpaar B-Integrinl-Sonde-5°/-3"), das den Bereich zwischen der EGF- und der
Transmembrandomine umfasst. Dieses Subfragment wurde zur Uberpriifung sequenziert und
diente als template fiir die Herstellung von antisense- und sense-Transkripten. Fiir die
Synthese von antisense-Transkripten wurde das Konstrukt -Integrinl-Sonde pDrive (Klon 2,
Insert in 3’ -5’ Orientierung) mit dem Restriktionsenzym Hindlll linearisiert und die
Transkripte mittels einer T7-RNA-Polymerase synthetisiert. Fiir sense-Transkripte wurde das
Konstrukt B-Integrinl-Sonde pDrive (Klon 3, Insert in 5’ - 3° Orientierung) ebenfalls mit
HindIll linearisiert und die Transkripte mit einer T7-RNA-Polymerase synthetisiert.

Die Transkription von Smp-Intl wurde hauptséchlich im Ovar, Ootyp und Vitellarium
des Weibchens (Abbildungen 3.26 A - D) und den Testes des Mannchens nachgewiesen
(Abbildungen 3.26 D, E). Die testikuldre Expression ist im ventralen, dem gynaecophoren
Kanal zugewandten Bereich, in dem sich die reifen Spermien befinden, deutlich stirker als in
der dorsalen Region (Abbildung 3.26 E; vgl. Abschnitt 3.11). Weiterhin konnte eine
seitenpréferentielle Expression in Teilen des Subteguments vom Weibchen nachgewiesen
werden (Abbildungen 3.26 A, B, D). Hybridisierungen mit sense-Transkripten zeigten keine
Féarbung, was die Spezifitit der vorausgehenden Resultate belegt (Abbildungen 3.26 F, G).

Fir Smp-Intl konnte iiber RT-PCR-Experimente eine stirkere Transkription in
paarungserfahrenen als in paarungsunerfahrenen Ménnchen bzw. Weibchen nachgewiesen
werden (vgl. Abbildung 3.25). Daher wurden ebenfalls in situ - Hybridisierungen auf
Semi-Diinnschnitten paarungsunerfahrener S. mansoni durchgefiihrt.

Smp-Intl-Transkripte konnte in den Testes paarungsunerfahrener Ménnchen
lokalisiert werden (Abbildungen 3.27 A - C). Eine starke Transkription konnte weiterhin in
der Samenblase nachgewiesen werden, die sich anterior-ventral der Testesloben befindet
(Abbildungen 3.27 A, B; vgl. Abschnitt 3.11). In paarungsunerfahrenen Weibchen konnten
tiber eine in situ - Hybridisierung keine Transkripte von Smf-Intl in Ovar, Vitellarium oder
anderen Geweben nachgewiesen werden (nicht abgebildet). Eine Hybridisierung mit sense-
Transkripten zeigte in beiden Féllen keine Farbung der Gewebe, was die Spezifitit der vorher

beschriebenen Resultate belegt (Abbildung 3.27 D).
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Abbildung 3.26: In situ - Lokalisierung von SmB-Intl in adulten S. mansoni

Der Nachweis des Transkriptionsortes von SmB-Intl in adulten S. mansoni erfolgte iiber in situ -
Hybridisierungen auf 5 pm Semidiinnschnitten von Pérchen mit antisense-Transkripten, die
spezifisch gegen Smp-Intl gerichtet waren (A -E). Als Negativ-Kontrolle diente eine
Hybridisierung mit sense-Transkripten (F, G). [e: Ei, dp: dorsaler Bereich, o: Ovar, ot: Ootyp,
p: Parenchym, st: Subtegument, te: Testes, v: Vitellarium, vp: ventraler Bereich,
vs: Bauchsaugnapf, &': Minnchen, Q: Weibchen]
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Abbildung 3.27: In situ - Lokalisierung von Smf-Intl in paarungsunerfahrenen
Mainnchen von S. mansoni

Der Nachweis des Transkriptionsortes von Smf-Intl in paarungsunerfahrenen Méannchen von
S. mansoni erfolgte Uber in situ - Hybridisierungen auf 5 um Semidiinnschnitten mit antisense-
Transkripten, die spezifisch gegen Smf-Intl gerichtet waren (A - C). Als Negativ-Kontrolle diente
eine Hybridisierung mit sense-Transkripten (D). [dp: dorsaler Bereich, p: Parenchym, s: Samen-
blase, te: Testes, vp: ventraler Bereich]

Die Lokalisation der Transkription von Smf-Intl in Ovar und Testes paarungs-
erfahrener Schistosomen co-lokalisiert mit der Expression der Syk-Kinase SmTK4. Da Syk-
Kinasen und B-Integrin-Rezeptoren interagieren konnen (Woodside et al., 2001), sollte im

Folgenden iiberpriift werden, ob auch SmTK4 und Smf-Int1 interagieren (Abschnitt 3.6.1.5).

3.6.1.5 Interaktionsstudien von Smf-Int1 mit SmTK4

Um eine mogliche Interaktion des -Integrinl-Rezeptors SmB-Intl mit der Syk-Kinase
SmTK4 zu iberpriifen, wurde der C-terminale Bereich von Smf-Intl in den GAL4-
Aktivierungsdominen-Vektor pACT2 subkloniert (B-Integrinl-C-Terminus pACT2). Die

Klonierung erfolgte gerichtet und in frame tiber BamHI und Xhol, so dass der C-Terminus
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von Smf3-Intl in den Hefen als Fusionsprotein mit der GAL4-AD exprimiert werden konnte.
Die Tandem-SH2-Doméne von SmTK4 lag bereits in der MCSI des Hefevektors pBridge vor
(TK4-SH2SH?2 pBridge) und konnte somit als Fusionsprotein mit der GAL4-BD exprimiert
werden. Des Weiteren wurden Konstrukte verwendet, die jeweils nur eine singuldre SH2-
Domine exprimierten (TK4-SH2(1) pBridge, TK4-SH2(2) pBridge). Hiermit sollte die
Abhingigkeit der Interaktion von dem Vorhandensein beider SH2-Dominen der Syk-Kinase
untersucht werden. Beide Plasmide wurden jeweils in Hefezellen des Stammes AH109
co-transformiert und die Hefen zunéchst auf SD-Trp/-Leu Selektionsplatten ausgestrichen.
Zur Uberpriifung der Interaktion iiber die Expression des HIS3-Reportergenes wurden
gewachsene Hefeklone auf SD-Trp/-Leu/-His Selektionsplatten umgestrichen und fiir 5 Tage
bei 30°C inkubiert.

AH109-Hefeklone, die mit den Konstrukten B-Integrinl-C-Terminus pACT2 und
TK4-SH2SH?2 pBridge co-transformiert waren, zeigten ein deutliches Wachstum auf den
Selektionsplatten. Hefeklone, die hingegen mit den Konstrukten B-Integrinl-C-Terminus
pACT2 und TK4-SH2(1) pBridge bzw. TK4-SH2(2) pBridge co-transformiert waren, zeigten
nur ein schwaches Wachstum (Abbildung 3.28). Die beiden SH2-Doménen von SmTK4
waren somit zu einer Interaktion mit dem C-Terminus von Smf-Intl befdhigt. Im Gegensatz

dazu waren die Interaktionen mit den singuliren SH2-Dominen deutlich schwicher

(Abbildung 3.28).

Abbildung 3.28: Yeast Two-Hybrid Analysen zur Interaktion zwischen dem Smf3-Int1-
C-Terminus und SmTK4

Die untersuchten Hefeklone (Stamm AH109) waren co-transformiert mit 3-Integrinl-C-Terminus
pACT2 und A: TK4-SH2SH2 pBridge, B: TK4-SH2(1) pBridge, C: TK4-SH2(2) pBridge. Die
Selektion erfolgte auf SD-Trp/-Leu/-His-Platten fiir 5 Tage bei 30°C.

Die Quantifizierung der Interaktionsstirken zwischen der Tandem-SH2-Doméne bzw.
den singuldren SH2-Doménen von SmTK4 und dem C-Terminus von Smp-Intl erfolgte iiber

einen -Galaktosidase-Fliissigassay mit ONPG als Substrat (Abbildung 3.29).
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Abbildung 3.29: 3-Galaktosidase-Fliissigassay zur Quantifizierung der Interaktionsstirken
zwischen den SmTK4-SH2-Doménen und dem Smp-Int1-C-Terminus

Dargestellt sind die Bindungsstirken zwischen der Tandem-SH2-Doméne bzw. den singuldren
SH2-Dominen von SmTK4 und dem C-Terminus von Smf-Intl (n = 6; ndhere Erlduterungen sieche
Text). Als Negativ-Kontrolle dienten untransformierte Hefen (Stamm AH109).

Der durchgefiihrte Fliissigassay bestétigte die Interaktion zwischen der Tandem-SH2-
Domine von SmTK4 und dem intrazelluldren C-Terminus von Smf-Intl (Abbildung 3.29).
Die Interaktion der singuldren SH2-Dominen von SmTK4 mit Smf-Int1-C-Terminus war
hingegen deutlich schwicher, so dass die Interaktion beider Proteine von der Tandem-

Struktur der SmTK4-SH2-Doménen positiv beeinflusst wird.

3.6.1.6 Interaktion von SmB-Intl mit SmTK3 bzw. SmTK6

Fir die intrazelluliren, C-terminalen Bereiche von [-Integrin-Rezeptoren sind
ebenfalls Interaktionen mit Tyrosinkinasen der Src-Familie beschrieben (Arias-Salgado et al.,
2003; Arnaout et al.,, 2007). Diese Interaktionen verlaufen liber die SH3-Doménen der
Src-Kinasen, wobei auch die SH4-Doménen eine noch nicht genauer charakterisierte Rolle
bei der Bindung spielen (Arias-Salgado et al., 2003). Um zu iiberpriifen, ob die Src-Kinasen
SmTK3 und SmTK6 an den B-Integrinl-Rezeptor aus S. mansoni binden kdnnen, wurden
Interaktionsstudien im Yeast Two-Hybrid System durchgefiihrt. Die SH4SH3-Doménen von
SmTK3 und SmTK6, die den Bereich von dem Startcodon ATG bis zum Ende der SH3-
Domine umfassen, wurden iiber PCRs mit den Primerpaaren TK3-SH3SH2-5’/TK3-SH3-3’



bzw. TK6-SH3SH2-5°/ TK6-SH3-3’ amplifiziert. Des Weiteren wurden nur die jeweiligen
SH3-Doménen der beiden Src-Kinasen iiber PCRs mit den Primerpaaren TK3-SH3-5’/TK3-
SH3-3" und TK6-SH3-5’/ TK6-SH3-3" amplifiziert. Die Primer enthielten die fiir die weitere
Klonierung benotigten Restriktionsschnittstellen. Vollldangenklone beider Molekiile dienten
als templates fir die PCRs. Die Amplifikationsprodukte der erwarteten Gréen von 658 bp
(TK3-SH4SH3), 539 bp (TK6-SH4SH3) und 206 bp (TK3-SH3, TK6-SH3) wurden zunéchst
in den Klonierungsvektor pDrive kloniert und schlieBlich gerichtet und in frame iiber BamHI
und Pstl in die MCSI des Vektors pBridge umkloniert. Mittels dieser Vektoren konnten die
SH4SH3- und die SH3-Doménen von SmTK3 bzw. SmTK6 in Hefen als Fusionsproteine mit
der DNA-Bindungsdomine des GAL4-Transkriptionsfaktors exprimiert werden.

Alle vier Konstrukte (TK3-SH4SH3 pBridge, TK6-SH4SH3 pBridge, TK3-SH3
pBridge, TK6-SH3 pBridge) wurden mit dem Vektor pACT2, in den der B-Integrin-
C-Terminus kloniert war, in Hefen des Stammes AH109 co-transformiert. Die Interaktion
zwischen den SH4SH3- und SH3-Doménen von SmTK3 bzw. SmTK6 und dem C-Terminus
von Smp-Intl wurde iiber die Expression des HIS3-Reportergens mittels Selektion der
erhaltenen Klone auf SD-Trp/-Leu/-His-Platten iiberpriift. Nach einer Inkubationszeit von
5 Tagen bei 30°C war ein Wachstum aller vier Hefeklone auf den Selektionsplatten zu
beobachten (Abbildung 3.30). Sowohl die SH4SH3- und SH3-Domédnen von SmTKG6
(Abbildungen 3.30 A, B) wie auch die von SmTK3 (Abbildungen 3.30 C, D) waren somit zur

Interaktion mit dem intrazelluldren C-Terminus von Smf-Intl befdhigt.

Abbildung 3.30: Yeast Two-Hybrid Analysen zur Interaktion zwischen dem C-Terminus von
Smp-Int]l und den SH4SH3- und SH3-Doménen von SmTK6 bzw. SmTK3

Die untersuchten Hefeklone (Stamm AH109) waren co-transformiert mit -Integrinl-C-Terminus
pACT?2 und A: TK6-SH4SH3 pBridge, B: TK6-SH3 pBridge, C: TK3-SH4SH3 pBridge, D: TK3-
SH3 pBridge. Die Selektion erfolgte auf SD-Trp/-Leu/-His-Platten fiir 5 Tage bei 30°C.

Die Stiarke der Interaktionen wurde auch in diesem Fall iiber 3-Galaktosidase-Fliissigassays
quantifiziert. Die ermittelten Interaktionsstérken sind im Vergleich zu den Interaktionsstirken

von SmTK4 und Sm-Intl dargestellt (Abbildung 3.31).
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Abbildung 3.31: B-Galaktosidase-Fliissigassay zur Quantifizierung der Interaktionsstiarken
von SmTK4, SmTK6 und SmTK3 mit Smf3-Intl

Dargestellt sind die Bindungsstéirken zwischen der Tandem-SH2-Doméne bzw. den singuldren
SH2-Doménen von SmTK4 sowie den SH4SH3- und SH3-Doménen von SmTK6 bzw. SmTK3 und
dem C-Terminus von Smp-Intl (n= 6; ndhere Erlduterungen sieche Text). Als Negativ-Kontrolle
dienten untransformierte Hefen (Stamm AH109).

Die Resultate der Fliissigassays zeigten, dass neben der Syk-Kinase SmTK4 auch die beiden
Src-Kinasen SmTK3 und SmTK6 an den intrazelluldren Bereich von Smf-Intl binden kénnen
(Abbildung 3.31). Hierbei zeigten sowohl SmTK3 wie auch SmTK6 eine im Vergleich zu
SmTK4 stirkere Interaktion mit Smf3-Intl. Diese war dann bei SmTK6 stérker, wenn anstelle
der SH4SH3- nur die SH3-Doméne exprimiert wurde. Im Falle von SmTK3 hingegen wurde
die Interaktion durch die Expression der SH4SH3-Doméne im Vergleich zu der singuldren

SH3-Doméne um den Faktor 4 verstirkt (Abbildung 3.31).

Der intrazelluldre Bereich des [-Integrinl-Rezeptors Smp-Intl kann, wie die
durchgefiihrten Analysen zeigten, Interaktionen mit den SH2-Dominen der Syk-Kinase
SmTK4 sowie mit den SH3-Dominen der Src-Kinasen SmTK3 und SmTK6 eingehen. Die

stirkste Interaktion trat hierbei zwischen SmTK3 und Sm-Intl auf.



3.6.2 a-Integrin-Rezeptoren in S. mansoni

Integrin-Rezeptoren liegen in der Regel als Heterodimere bestehend aus einem [3- und
a-Integrin-Rezeptor vor. Nach der Identifizierung des B-Integrinl-Rezeptor Smf-Intl, wurde
ein Homolog eines o-Integrin-Rezeptors aus S. mansoni identifiziert und kloniert. Sollte
dieser die gleiche gewebespezifische Expression zeigen wie Smp-Intl, so wire ein

Heterodimer aus diesen Rezeptoren auch in S. mansoni wahrscheinlich.

3.6.2.1 Identifizierung und Klonierung eines a-Integrinl-Rezeptors

In den S. mansoni- Genomdaten von Sanger & TIGR (www.sanger.ac.uk,
www.tigr.org) wurden zwei vorhergesagte kodierende Sequenzen gefunden (predicted CDS,
twinscan2, 29052.m001617, 29052.m001048), die fiir Proteine von 1354 bzw. 1219 Amino-
sduren kodieren und hohe Homologien zu a-Integrinen aus anderen Organismen aufweisen.
Beide Sequenzen stimmen bis auf den dufleren 5°- bzw. N-terminalen-Bereich von 405 bp
bzw. 135 AS iiberein, der nur in einer der Sequenzen enthalten ist (29052.m001617).

Zur Aufklarung der tatsdchlichen Sequenz des a-Integrinl-Rezeptors aus S. mansoni
(Sma-Intl) wurden RT-PCRs mit verschiedenen Primerpaaren durchgefiihrt. Die Lage der

verwendeten Primer ist in der folgenden Abbildung 3.32 schematisch eingezeichnet.
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Abbildung 3.32: Schematische Darstellung der hypothetischen o-Integrin-1-Rezeptoren

Die vorhergesagten, hypothetischen o-Integrin-1-Rezeptoren (1354 AS, 1219 AS) beinhalten vier
(AS 43 - 104, 336 - 415, 440 - 499, 530 - 577) bzw. drei (AS 242 - 320, 345 - 404, 435 - 482)
a-Integrin-Doménen (Inta) sowie eine Transmembrandoméne (TM; AS 1293 - 1315 bzw. 1158 -
1180). Eingezeichnet ist die relative Lage, der fiir die RT-PCR-Analysen verwendeten Primer.

In die RT-Reaktionen mit der SuperScriptlIll (Invitrogen) wurden jeweils 1 pg Total-RNA aus
S. mansoni eingesetzt. Je ein Viertel der RT-Ansdtze dienten als femplates fiir die sich
anschlieenden PCR-Reaktionen. Die Primer wurden dabei so gewihlt, dass die vollstandige
Sequenz von Smoa-Intl in zwei sich {iberschneidenden Fragmenten amplifiziert werden

konnte (Abbildung 3.33).
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Abbildung 3.33: RT-PCR zur Amplifizierung der cDNA-Sequenz von Sma-Intl

Amplifizierung der cDNA-Sequenz von Smo-Intl iiber RT-PCRs mit den Primerpaaren
a-Integrinl-int-5’/a-Integrinl-3’ (1), o-Integrinl-5’/a-Integrinl-int-3’ (2), a-Integrinl-kurz-5°/
a-Integrinl-int-3’ (3) (ndhere Erlduterungen siehe Text). 4: RT-Negativ-Kontrolle ohne initiale
cDNA-Synthese. 5: PCR-Negativ-Kontrolle mit dH,O als template. 12 pl der PCR-Reaktionen
wurden auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angeférbt. Die erwarteten Amplifikationsprodukte besaB3en eine GroBe von 2071 bp (1), 2215 bp (2)
und 1930 bp (3). GroBenstandard: HyperLadderl (Bioline).

Mit dem Primerpaar a-Integrinl-int-5’/a-Integrinl-3’ konnte das erwartete 3’-Fragment von
2071 bp amplifiziert werden (Abbildung 3.33; Spur 1). Mit dem Primerpaar o-Integrinl-kurz-
5’/a-Integrinl-int-3” wurde das bei beiden hypothetischen Sequenzen erwartete 5’-Fragment
von 1930 bp erhalten (Abbildung 3.33; Spur 3). Bei der Reaktion mit dem Primerpaar
o-Integrinl-5’/a-Integrinl-int-3’, bei der der 5’-Primer am 5’-Ende der hypothetisch ldngeren
Sequenz binden sollte, wurde das erwartete Amplifikationsprodukt von 2215 bp nicht
erhalten, sondern ebenfalls ein Fragment von ca. 1900 bp (Abbildung 3.33; Spur 2). Eine
spiatere Analyse der Sequenzen zeigte, dass der Primer o-Integrinl-5’ mit leichten
Fehlpaarungen auch ein Stiick weiter 3’-wirts seiner eigentlichen Hybridisierungssequenz in
beiden hypothetischen Sequenzen binden kann. Der Primer konnte vermutlich nicht an das
hypothetische, ldngere 5’-Ende hybridisieren und fiihrte durch die Bindung an einen weiter

3’-wirts gelegenen Sequenzabschnitt zu einem verkiirzten Amplifikationsprodukt.

Die Ergebnisse der RT-PCR-Analysen deuteten darauf hin, dass es sich bei der
kiirzeren der beiden hypothetischen Sequenzen, die fiir drei o-Integrin-Doménen und eine
Transmembrandomidne kodiert (vgl. Abbildung 3.32), um die tatsdchliche Sequenz des
o-Integrinl-Rezeptors aus S. mansoni handelt. Der verlingerte 5’-Bereich der zweiten
Sequenz konnte iiber eine RT-PCR nicht amplifiziert werden. Die erhaltenen Amplifikations-
produkte wurden in den Klonierungsvektor pDrive kloniert. Uber eine Sequenzierung wurde

die in silico ermittelte Sequenz von Sma-Intl bestitigt (Anhang 5.4).



3.6.2.2 Genomische Struktur des Sma-Int1-Gens

Die Exon-Intron-Struktur des Sma-Intl-Gens wurde mit Hilfe der S. mansoni
Genomdaten ermittelt. Mittels der kodierenden Bereiche wurde in den Datenbanken nach
genomischen Klonen gesucht, die die Exons umfassen. Dabei wurden vier genomische Klone
gefunden (Contig: 0002617, 12.533 bp; 0002618, 19.648 bp; 0002619, 7.331 bp; 0002620,
2.431 bp), welche die komplette kodierende Sequenz von Sma-Intl, verteilt auf 11 Exons und

10 Introns mit iiber 36 kb umfassen (Abbildung 3.34).
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Abbildung 3.34: Schematische Darstellung der genomischen Struktur des Sma-Int1-Gens

Die kodierende Sequenz fiir Sma-Intl ist im Genom von S. mansoni auf 11 Exons mit insgesamt
3.674 bp verteilt. Die gesamte genomische Sequenz einschlieBlich der Introns erstreckt sich auf
iiber 36.201 bp.

Die GroBen der einzelnen Exons und Introns des Smo-Int1-Gens sind in der nachfolgenden

Tabelle 3.8 wiedergegeben.

Tabelle 3.8: Exon- und Introngréflen des Smao-Int1-Gens

Exon Exongrofie [bp] Intron Introngrofie [bp]
1 67 1 133
2 296 2 1.190
3 348 3 2.299
4 89 4 >6.510
5 466 5 3.575
6 191 6 2.326
7 808 7 4.189
8 443 8 4.905
9 162 9 > 879
10 366 10 7.195
11 438



3.6.2.3 Charakterisierung von Sma-Intl
3.6.2.3.1 Analyse der stadien- und geschlechtsspezifischen Transkription von Sma-Intl
Wie bereits fiir den Smp-Intl (vgl. 3.6.1.4.1) wurde auch fiir Smoa-Intl die
Transkription in verschiedenen Larven-Stadien und Geschlechtern von S. mansoni analysiert.
Hierfiir wurden RT-PCRs mit Total-RNA aus Miracidien und Cercarien sowie aus adulten
S. mansoni Minnchen und Weibchen (jeweils paarungsunerfahren und paarungserfahren)
durchgefiihrt. Jeweils 90 ng Total-RNA wurden in eine RT-Reaktion mit der Reversen
Transkriptase SensiScript (Qiagen) und dem Primer a-Integrin-Subl-3’ eingesetzt. Je ein
Viertel der Ansétze dienten als templates fiir die sich anschlieBenden PCR-Reaktionen mit
dem Primerpaar a-Integrin-Sub1-3°/-5’. Die semiquantitativen Abschétzung der Transkript-
mengen von Sma-Intl (Abbildung 3.35 A) erfolgte erneut iiber den Abgleich gegen SmPDI
(Abbildung 3.35 B).

Sma-Intl wird in Adulten beider Geschlechter (jeweils paarungsunerfahren und
paarungserfahren) sowie in den untersuchten Larvenstadien transkribiert. Das Transkriptions-

profil entspricht dem von Smp-Intl, wenn auch mit geringen quantitativen Unterschieden.

460 bp

1 2 3 4 5 6 7
Am

B 700 bp
Abbildung 3.35: Semiquantitative RT-PCR zum Nachweis von Sma-Int1- bzw. SmPDI-
Transkripten in verschiedenen Stadien und Geschlechtern von S. mansoni

Untersuchung der Transkription von A: Sma-Intl und B: SmPDI in beiden Geschlechtern und
freilebenden Larvenstadien von S. mansoni (ndhere Erlduterungen siehe Text). Als templates fir die
RT-PCRs dienten gleiche Mengen Total-RNA aus 1: paarungsunerfahrenen Weibchen,
2: paarungserfahrenen Weibchen, 3: paarungsunerfahrenen Ménnchen, 4: paarungserfahrenen
Mainnchen, 5: Miracidien, 6: Cercarien. 7: RT-Negativ-Kontrolle ohne initiale cDNA-Synthese.
Jeweils 15 pl der PCR-Reaktionen wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und mit
Ethidiumbromid angeférbt. Die erwarteten Amplifikationsprodukte besaflen eine Gréfie von 460 bp
(Sma-Intl) und 700 bp (SmPDI).

Wie bei Smf-Intl (vgl. Abbildung 3.25), zeigte sich auch hier nach dem densitometrischen
Abgleich gegen SmPDI (Abbildungen 3.35 und 3.36) eine im Vergleich zu
paarungsunerfahrenen leicht stirkere Expression in paarungserfahrenen Adulten. Die

Expression ist zudem in Mannchen generell starker als in Weibchen und Larven.
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Abbildung 3.36: Semiquantitative Analyse der Transkriptmengen von Sma-Intl
im Vergleich zu SmPDI

Die Signale der RT-PCR-Produkte (Abbildung 3.35) wurden digitalisiert und densitometrisch
vermessen (Imagel). Die ermittelten Werte in den jeweiligen Proben fiir SmPDI wurde auf 100%
gesetzt und die Werte fiir Sma-Intl entsprechend berechnet und graphisch dargestellt.

3.6.2.3.2 In situ - Hybridisierung zur Lokalisation der Transkription von Sma-Int1

Zur Uberpriifung, ob Sma-Intl und Smp-Intl in identischen Geweben transkribiert
werden, wurden in sifu - Hybridisierungen auf Semi-Diinnschnitten adulter S. mansoni
durchgefiihrt. Fiir die Herstellung Sma-Intl-spezifischer Transkripte wurde das bei der
RT-PCR mit dem Primerpaar a-Integrin-Sub1-3°/-5" erhaltene Amplifikationsprodukt in den
Klonierungsvektor pDrive kloniert. Uber Sequenzierung wurde bestitigt, dass es sich um ein
Subfragment des a-Integrinl-Rezeptors handelte. Fiir die Synthese von antisense -
Transkripten wurde das Konstrukt a-Integrinl-Subl pDrive (Insert in 3’ - 5’ Orientierung)
mit dem Restriktionsenzym HindlIl linearisiert und die Transkripte mittels einer T7-RNA-
Polymerase synthetisiert. Fiir sense-Transkripte wurde die Plasmid-DNA mit BamHI
linearisiert und die Transkripte mittels einer SP6-RNA-Polymerase synthetisiert.



ERGEBNISSE

Abbildung 3.37: In situ - Lokalisierung von Sma-Intl in adulten S. mansoni

Der Nachweis des Transkriptionsortes von Sma-Intl in Adulten erfolgte tiber in situ -
Hybridisierungen auf 5 pum Semidiinnschnitten von paarungserfahrenen (A - E, I - J) und paarungs-
unerfahrenen (F - H) S. mansoni mit antisense-Transkripten, die spezifisch gegen Sma-Intl
gerichtet waren (A - H). Als Negativ-Kontrolle diente eine Hybridisierung mit sense-Transkripten
(I - J). [dp: dorsaler Bereich, o: Ovar, ot: Ootyp, p: Parenchym, st: Subtegument, te: Testes,
v: Vitellarium, vp: ventraler Bereich, ': Minnchen, Q: Weibchen]
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Die Transkription von Smao-Intl konnte hauptsichlich im Ovar, Ootyp und
Vitellarium paarungserfahrener Weibchen nachgewiesen werden (Abbildungen 3.37 A - D).
Die Transkription im Ovar war dabei stirker in den grofen, reifen Oocyten im Vergleich zu
den kleineren unreifen Eizellen (Abbildungen 3.37 A, B, D; vgl. Abschnitt 3.11). In paarungs-
unerfahrenen Weibchen hingegen konnte die Transkription nur im Ootyp nachgewiesen
werden, nicht jedoch im Ovar oder Vitellarium (Abbildungen 3.37 F - G; vgl. Abschnitt 3.11).
In Méannchen wurde die Transkription von Sma-Intl, unabhidngig von dem Grad der Reifung
(paarungserfahren und paarungsunerfahren), in den Testes lokalisiert (Abbildungen 3.37
E, H). Schwache Expression konnte zudem seitenpriferentiell in Teilen des Subteguments des
paarungserfahrenen Weibchens sowie einigen parenchymatischen Zellen nachgewiesen
werden (Abbildungen 3.37 D, B). Eine Hybridisierung mit sense-Transkripten zeigte keine
Farbung der Gewebe, was die Spezifitit der vorher beschriebenen Resultate belegt

(Abbildungen 3.37 1, J).

Die zuvor beschriebene Lokalisation der Transkription von Sma-Intl in den
Reproduktionsorganen adulter S. mansoni (Ovar, Ootyp, Vitellaritum und Testes) stimmt mit
der von Smp-Intl iiberein (vgl. 3.6.4.2), so dass eine Heterodimerisierung der beiden

Rezeptoren in diesen Geweben als wahrscheinlich gilt.



3.7 Die Syk-Kinase SmTK4 und ihre Interaktionspartner

Uber die Screenings und direkten Bindungsanalysen im Yeast Two-Hybrid System
konnten die folgenden Interaktionen, ausgehend von der Syk-Kinase SmTK4, identifiziert

werden:

1. Die Syk-Kinase SmTK4 interagiert iiber ihre Tandem-SH2-Doméne mit den Src-Kinasen
SmTK6 und SmTK3.

2. SmTK6 und SmTK3 konnen iiber ihre SH2-Doméinen jedoch nicht an die ,,/inker-Region
und/oder die Tyrosinkinase-Doméne von SmTK4 binden, so dass die Interaktion

vermutlich unidirektional verlauft.

3. SmTK4 interagiert iiber ihre Tandem-SH2-Doméne mit der upstream im Signalweg
gelegenen Rezeptor-Tyrosinkinase SmRTK1. Ebenfalls konnen SmTK3 und SmTK6 iiber
thre (SH3)SH2-Dominen mit SmRTKI interagieren, wobei SmTK6 die stirkste

Interaktion aufweist.

4. SmTK4 sowie SmTK3 und SmTK6 interagieren iiber ihre Tandem-SH2-Domine bzw.
iiber die (SH4)SH3-Doménen in unterschiedlicher Stirke mit dem intrazelluldren

C-Terminus von Smf3-Intl, wobei hier SmTK3 die stérkste Interaktion aufweist.

5. Als downstream-Bindungspartner von SmTK4 wurde ein Protein mit Homologien zu

Smp40 und Hitzeschock-Proteinen identifiziert.

6. SmTKG6 interagiert liber ihre SH2-Domine mit der Src-Kinase SmTK3 sowie mit einem

Mucin-dhnlichen Protein.

Fiir den quantitativen Vergleich dieser, in verschiedenen Experimenten identifizierten
Interaktionen, wurden B-Galaktosidase-Fliissigassays mit ONPG als Substrat durchgefiihrt.
Diese ermdglichten einen direkten Vergleich der Interaktionsstirken unter gleichen Versuchs-
bedingungen (Abbildung 3.38). Die Interaktionen mit der C-terminalen Region von Smf3-Int1

(vgl. Abbildung 3.31) waren aus experimentellen Griinden in diesem Ansatz nicht vertreten.

Der durchgefiihrte Assay (Abbildung 3.38) zeigte, dass die Syk-Kinase SmTK4 die
stirkste wupstream-Interaktion mit der Src-Kinase SmTK3 einging. Die Bindung an die
Src-Kinase SmTK6 war im Vergleich dazu etwa um 50% geringer. Beide Interaktionen
wurden in hohem Maf3e durch eine zusétzliche Tyrosinphosphorylierung innerhalb der Hefe

verstarkt. SmTK6 interagierte ebenfalls mit SmTK3, wobei eine zusitzliche Tyrosin-



phosphorylierung einen leicht verstirkenden Einfluss hatte. Des Weiteren interagierte SmTK6
mit einem Mucin-&dhnlichen Protein, hier jedoch unabhingig vom Phosphorylierungszustand.

Ein weiterer upstream-Interaktionspartner von SmTK4 ist die Rezeptor-Tyrosinkinase
SmRTKI1. Die Interaktion von SmTK4 mit SmRTK1 war schwicher als die Interaktion von
SmTK4 mit SmTK3 oder SmTK6, jedoch ebenfalls durch eine zusitzliche Tyrosin-
Phosphorylierung in den Hefen positiv beeinflusst. Diese Interaktion war zudem abhingig
von dem Vorhandensein beider SH2-Domidnen von SmTK4. Eine singulire SH2-Doméne
allein war nicht zur Bindung an SmRTK1 befdhigt.

Als downstream-Bindungspartner von SmTK4 wurde Smp40 identifiziert, das hohe
Homologie zu Hitzeschockproteinen besitzt. Die Interaktionen der /inker- Region und / oder

der Tyrosinkinase-Domine von SmTK4 mit diesem Protein war jedoch nur schwach.
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Abbildung 3.38: Vergleichende 3-Galaktosidase-Fliissigassays zur Quantifizierung
der Interaktionsstirken

Dargestellt sind die Bindungsstirken zwischen SmTK4, SmRTK1, SmTK6, SmTK3, dem Mucin-
Homolog und dem Protein mit Homologie zu Smp40 und Hitzeschockproteinen in Abhéngigkeit
von einer Phosphorylierung (n = 9). Als Negativ-Kontrolle dienten untransformierte Hefen (Stamm
AH109).



3.8 Versuche zur Herstellung eines polyklonalen Antikorpers gegen SmTK4

3.8.1 Bakterielle Expression von SmTK4-Subfragmenten

Fiir eine weitere Charakterisierung der Syk-Tyrosinkinase SmTK4 auf Proteinebene
sollte ein SmTK4-spezifischer, polyklonaler Antikdrper hergestellt werden. Dazu musste
zunichst ein Teil dieser Proteinkinase rekombinant in E. coli - Zellen exprimiert, aufgereinigt
und schlieBlich zur Immunisierung eingesetzt werden. Als immunogenes Proteinfragment
(Antigen) wurde die SmTK4-, linker*“-Region ausgewéhlt, d.h. der Bereich zwischen der
Tandem-SH2- und der Tyrosinkinase-Domédne. Dieser Bereich enthdlt keine konservierten
Dominen und sollte daher spezifisch fiir SmTK4 sein. Mit 1812 bp ist die gesamte ,,linker*-
Region von SmTK4 fast doppelt so lang wie die ,,linker“-Regionen von Syk-Kinasen anderer
Organismen (z. Bsp. Maus, Ratte, Mensch) (Knobloch et al., 2002b) und sollte daher in zwei
Subfragmenten exprimiert werden.

Fiir die Expression der SmTK4-Subfragmente wurden verschiedene Vektor-Systeme
und E. coli - Stimme getestet. Unter Verwendung des QIAexpression-Kits (Qiagen) mit den
Vektoren pQE-30, pQE-31 und pQE-81L sowie den E. coli - Stimmen M15 und SG 13009
sollten Proteine mit einem C-terminalem Poly-Histidin-Tag (His-Tag) IPTG-induziert
exprimiert werden. Die Optimierungsversuche der Expressionsbedingungen (Temperatur,
Dauer, Induktor-Konzentration, t-Helfer-Plasmide) fiir die SmTK4-Subfragmente fiihrte zu
keinen Expressionsprodukten. Auch der Versuch der Expression der entsprechenden
Subfragmente als GST-Fusionsproteine unter Verwendung des pGEX-2T-Expressionsvektors
in BL21-Zellen, fiihrte zu keinem Erfolg. Fiir die Expression wurde schlielich ein
modifizierter pBAD-TOPO/Thio-Vektor (Invitrogen) verwendet, von dem ausgehend
Proteine als Fusionsproteine mit N-terminalem Thioredoxin-Teil sowie C-terminalen
V5-Epitop und His-Tag exprimiert werden konnen. Die Expression erfolgt durch einen
Arabinose-induzierbaren Promoter und kann in beliebigen E. coli - Stimmen durchgefiihrt
werden. Der N-terminale Thioredoxin-Teil fiihrt zu einer erhdhten Expressionsrate in den
Zellen, wihrend der C-terminale His-Tag die Aufreinigung des Proteins iiber die Bindung an
Ni-NTA-Agarose ermoglicht.

Fir die Expression mittels des pBAD-TOPO/Thio-Vektors wurde die
SmTK4-, linker*-Region in zwei Subfragmenten iiber eine PCR mit den Primerpaaren
TK4-linker1-pBAD-5’(Xbal)/-3’(EcoRI) bzw. TK4-linker2-pBAD-5’(Xbal)/-3’(EcoRI) und
einem Volllingenklon von SmTK4 als template amplifiziert. Das erste Subfragment
(TK4-linker-Subl) umfasste die ersten 1035 bp und das zweite Subfragment (TK4-linker-
Sub2) die letzten 477 bp der SmTK4-, linker*“-Region. Die beiden Subfragmente wurden



zunidchst in den Klonierungsvektor pDrive und dann iiber die Restriktionsschnittstellen Xbal
und EcoRI gerichtet und in frame in die MCS des Vektors pPBAD-TOPO/Thio umkloniert.
Die erstellten Konstrukte wurden zur Kontrolle sequenziert und schlieBlich fiir die Expression
in den E. coli - Stamm MI15 transformiert. Die erwarteten Expressionsprodukte besaflen
inklusive des Thioredoxin-Teils (13 kDa) sowie der V5- und His-Tags (3 kDa) eine Grofle
von etwa 57 kDa bzw. 36 kDa (SmTK4-Subfragment 1 bzw. 2).

In mehreren Versuchsreihen wurde die Expression beider Subfragmente unter
verschiedenen Temperaturbedingungen, Zeitprofilen sowie Induktor-Konzentrationen
getestet. Dabei zeigte sich, dass das Subfragment 1 nicht exprimiert werden konnte. Fiir das
Subfragment 2 wurden eine Expression fiir 5 - 12 Stunden bei Raumtemperatur (20 - 22°C)
und eine Induktion mit 0,2% Arabinose als optimale Parameter ermittelt. Unter diesen
Bedingungen erfolgte die Expression in groBem Kultur-MafBstab (500 ml - Kulturen mit
einem Gesamtvolumen von ca. 15 1), um die fiir die spitere Immunisierung erforderlichen
Mengen zu erhalten. Nach der Aufreinigung des exprimierten Proteins iiber Ni-NTA-Agarose
(Qiagen) wurden reprisentative Wasch- und Elutions-Fraktionen iiber eine 12%ige

SDS-PAGE und sich anschlieBende Coomassie-Farbung des Gels iiberpriift (Abbildung 3.39).

MM W3 W5 W8 W12 M E1 E2 E3 E4 ES

WP = <— 36 kDa

Abbildung 3.39: Kontrolle der rekombinanten Expression des SmTK4-Subfragments 2

Mittels einer 12%igen SDS-PAGE wurden je 15 pl der Wasch-Fraktionen W1 - W12 sowie der
Elutions-Fraktionen E1 - E5 aufgetrennt und das Gel mit Coomassie gefarbt. Die erwartete Grofe
des exprimierten SmTK4-Subfragments 2 betrug 36 kDa. M: Roti-Mark 10-150 (Carl Roth).

Die Elutions-Fraktionen enthielten neben dem rekombinant exprimierten SmTK4-
Subfragment 2 erwarteter Grof3e (36 kDa) auch mehrere weitere Proteine (Abbildung 3.39).
Bei diesen handelte es sich vermutlich um Histidin-reiche E. coli - Proteine, die liber die

Ni-NTA-Agarose mit aufgereinigt wurden.



3.8.2 Aufreinigung des exprimierten SmTK4-Subfragments

Fir die weitere Aufreinigung des Expressionsproduktes wurden die Elutions-
Fraktionen auf SDS-Maxi-Gele aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele
wurden im Anschluss an die Elektrophorese mit Roti®-White (Carl Roth; vgl. Abschnitt
2.2.11.6) invers gefarbt (Abbildung 3.40). Bei dieser Farbemethode féarbt sich die Gel-Matrix

weil3, wihrend die Proteinbanden durchsichtig und frei von Farbstoffen bleiben.

M Elutions-Fraktionen

Abbildung 3.40: Elutions-Fraktionen des exprimierten SmTK4-Subfragments 2

Mittels einer groBen 10%igen SDS-PAGE wurden verschiedene Elutions-Fraktionen des SmTK4-
Subfragments 2 aufgetrennt und das Gel mit Roti®-White gefarbt. Das Gel ist im Anschluss an die

Féarbung gegen einen dunklen Hintergrund dokumentiert worden, so dass die Proteinbanden dunkel
und die Gelmatrix hell erscheinen. M: Roti-Mark 10-150 (Carl Roth).

Die Banden mit dem exprimierten SmTK4-Subfragment 2 wurden mit einem Skalpell
moglichst exakt aus dem Gel ausgeschnitten und zunéchst in Waschlosung (Roti®-White-
Losung I, 1:100 in dH,O) gelagert. Aus den Gelstiicken wurde das Protein iiber Elektroelution
wieder gewonnen. Aufgrund der grolen Volumina der Elektroeluate lag das Zielprotein stark
verdiinnt vor, so dass durch Ultrazentrifugation mittels Zentrifugalkonzentratoren (Amicon)
mit einem Ausschluss 10 kDa eine Aufkonzentrierung durchgefiihrt wurde (Abbildung 3.41).
In Vorbereitung fiir die folgende Verwendung als Immunisierungsantigen erfolgte
gleichzeitig ein Pufferaustausch gegen 1x PBS (pH 7,4).

Durch das Ausschneiden der spezifischen Proteinbande aus dem SDS-Gel sowie der
sich anschliefenden Elektroelution des Proteins war es gelungen, das Expressionsprodukt von
Nebenprodukten zu trennen und so deutlich aufzureinigen (Abbildung 3.41; vgl. Abbildung
3.39). Uber die dargestellte Methode konnte das exprimierte Subfragment 2 der
SmTK4-, linker“-Region quantitativ aufgereinigt werden, so dass die erforderliche

Proteinmenge fiir eine Immunisierung erhalten wurde.
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Abbildung 3.41: Uberpriifung der Aufreinigung des SmTK4-Subfragments 2

Mittels einer 10%igen SDS-PAGE wurde das aufgereinigte, rekombinant exprimierte SmTK4-
Subfragment 2 aufgetrennt und das Gel mit Coomassie gefarbt. M: Roti-Mark 10-150 (Carl Roth).

3.8.3 Immunisierung mit dem SmTK4-Subfragment

Die Immunisierung zweier Kaninchen mit dem aufgereinigten und aufkonzentrierten
Subfragment 2 der SmTK4-, linker*“-Region als Antigen erfolgte durch die Firma SeqLab
(Sequence Laboratories Gottingen GmbH). Vor der Immunisierung wurden Pri-Immunseren
von sechs potentiell zu immunisierenden Kaninchen getestet und schlieBlich zwei Tiere fiir
die Immunisierung ausgewdhlt, deren Seren in Western-Blot-Analysen die schwéchste
Reaktion mit S. mansoni - Gesamtprotein zeigten. Die Immunisierung erfolgte nach einem

Standard-Immunisierungsschema (2 Monate) mit je 200 pg Antigen pro Injektion.

3.8.4 Austestung der SmTK4-Antiseren im Western-Blot

Die erhaltenen Antiseren gegen das Subfragment 2 der SmTK4-, linker“-Region
wurden im Western-Blot auf ihre Reaktion mit Gesamtlysat adulter S. mansoni-Péarchen
getestet, wobei verschiedene Blutungen und Serum-Konzentrationen eingesetzt wurden. In
keinem Fall konnte eine Proteinbande der erwarteten GroBe detektiert werden. Aus diesem
Grund wurden die Antiseren der ersten und dritten Blutung mit Hilfe des Antigens (SmTK4-
Subfragment 2) affinitdtsgereinigt (vgl. 2.2.13). Die gereinigten Seren wurden 1:100 fiir eine
Immunodetektion eingesetzt und erkannten hierbei in Pédrchen-Gesamtlysat eine einzelne
Proteinbande von 40 kDa, die jedoch nicht der fiir SmTK4 erwarteten Grofe von 140 kDa
entsprach. Das Antigen hingegen wurde im Western-Blot von den Seren erkannt (Ergebnis fiir

das affinititsgereinigte Serum der 3. Blutung in Abbildung 3.42 dargestellt).
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Abbildung 3.42: Western-Blot mit dem anti-SmTK4 - Antiserum (3. Blutung - affinititsgerinigt)

Das affinititsgereinigte Serum der dritten Blutung wurde 1:100 eingesetzt (Zweit-Antikorper: goat
anti-rabbit - HRP-gekoppelt, 1:35.000). In den Spuren enthalten ist 1: S. mansoni - Parchen-
Gesamtlysat, 2: Antigen (SmTK4-, linker*-Subfragment 2), 3: S. mansoni - Parchen-Gesamtlysat,
nur Zweit-Antikorper.

3.8.5 Bakterielle Expression weiterer SmTK4-Subfragmente

Die ersten anti-SmTK4-Antiseren detektierten im Western-Blot kein Protein der
erwarteten Grofle. Es wurde daher versucht, alternative Bereiche von SmTK4 als Antigen fiir
eine Immunisierung zu exprimieren. Ausgewéhlt wurden hierfiir die Tandem-SH2-Doméne
(46 kDa), die einzelnen SH2-Doménen (SH2-1, 29 kDa; SH2-2, 29 kDa) sowie ein zentrales
Fragment der ,linker“-Region (Subfragment 3, 36 kDa). Die entsprechenden kodierenden
Sequenzen wurden iiber PCRs mit den Primerpaaren TK4-SH2SH2-pBAD-5’(Xbal)/
-3’(Notl), TK4-SH2-1-pBAD-5’(Xbal)/-3’(Notl), TK4-SH2-2-pBAD-5’(Xbal)/-3’(EcoRI)
sowie TK4-linker-Sub3-pBAD-5’(Xbal)/-3’(NotI) und einem Volllingenklon von SmTK4 als
template amplifiziert. Die erhaltenen Amplifikationsprodukte von 827 bp, 281 bp, 285 bp und
467 bp wurden zunichst in den Klonierungsvektor pDrive und dann gerichtet und in frame
tiber die Restriktionsschnittstellen Xbal und Notl bzw. EcoRI in die MCS des Vektors
pBAD-TOPO/Thio umkloniert. Die erstellten Konstrukte wurden {iiber Sequenzierung
verifiziert und fiir die Expression in die E. coli - Stimme M15- und SG 13009 transformiert.

Testexpressionen in beiden Bakterienstimmen unter verschiedenen Temperatur-
bedingungen, Zeitprofilen und Induktorkonzentrationen fiihrten jedoch zu keiner Expression
der SmTK4-Subfragmente. Es standen somit keine weiteren Proteine als Antigene fiir eine

Herstellung von anti-SmTK4-Antiseren zur Verfiigung.



3.8.6 Vergleichende Analyse der codon usages von S. mansoni und E. coli

Die rekombinante Expression von S. mansoni - Proteinen in E. coli - Zellen stellte sich
wéhrend der Expressionsversuche der SmTK4-Subfragmente, wie auch anderer Proteine, als
problematisch dar. Trotz der Verwendung verschiedener Vektorsysteme und E. coli - Stimme

konnten die Zielproteine gar nicht oder nur in geringem Mafle exprimiert werden.

Eine mogliche Ursache hierfiir konnten die unterschiedlichen codon usages von
S. mansoni und E. coli darstellen. Zwar ist der genetische Code, d.h. die Kodierung der
Aminosduren durch die entsprechenden Basentriplets universell, jedoch werden in
unterschiedlichen Organismen die einzelnen Triplets, die fiir eine Aminosdure kodieren, in
abweichender Héiufigkeit benutzt. Die codon usage von S. mansoni wurde aus diesem Grund
mit der von E. coli (beide erhéltlich unter http://www.kazusa.or.jp/codon/index.html) unter
Verwendung des Programms graphical codon usage analyser (http://gcua.schoedl.de/)
verglichen. Die Unterschiede im Codon-Gebrauch beider Organismen betragen insgesamt
16,6%. Bezogen auf einzelne Codons sind jedoch bedeutende Diskrepanzen mit bis zu 30%

unterschiedlicher Haufigkeit festzustellen (z. Bsp. Arg und Leu; Abbildung 3.43).
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Abbildung 3.43: Vergleichende Analyse der codon usages von S. mansoni und E. coli

Die codon usages von S. mansoni und E. coli wurden mit Hilfe des Programms graphical codon
usage analyser (http://gcua.schoedl.de/) verglichen. Die Balken geben die Haufigkeit in Prozent an,
mit der ein Basentriplet fir die Kodierung einer Aminosdure von dem jeweiligen Organismus
verwendet wird (blau: E. coli, violett: S. mansoni). Unterschiede > 30% sind mit einem Stern
gekennzeichnet.

Eine Analyse der kodierenden Sequenzen fiir die SmTK4-Subfragmente, die in E. coli
exprimiert werden sollten, ergab groe Diskrepanzen in der Verwendung einzelner Codons,
was nachfolgend beispielhaft fiir das Subfragment 1 der SmTK4-, linker* Region dargestellt
ist (Abbildung 3.44).
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Abbildung 3.44: Analyse der kodierenden Sequenz fiir das SmTK4-Subfragment 1
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unter Beriicksichtigung der codon usage von E. coli

Subfragments 1

der

E. coli verwendet wird (schwarz: > 20%, gelb: < 20%, blau: < 10%).

SmTK4-, linker“-Region wurde unter
Beriicksichtigung der codon usage von E. coli mit Hilfe des Programms graphical codon usage
analyser (http://gcua.schoedl.de/) analysiert. Die Balken geben die Haufigkeit in Prozent an, mit der
ein Basentriplet der Sequenz aus S. mansoni fiir die Kodierung der entsprechenden Aminosaure von



Von den insgesamt 257 Aminosduren des Subfragmentes 1 der SmTK4-,linker*“-Region
werden 117 Aminoséduren in E. coli mit weniger als 20% und 14 Aminosduren mit weniger als
10% Héaufigkeit von dem gleichen Basentriplet kodiert. Insgesamt werden also rund 45% der
Aminosduren des SmTK4-Subfragments 1 in E. coli mit weniger als 20% Haufigkeit von den
gleichen Basentriplets kodiert wie in S. mansoni. Im Falle des Subfragments 2 der SmTK4-
»linker“-Region werden 44% der Aminoséuren mit einer Hiufigkeit von unter 20% in E. coli
von den gleichen Triplets kodiert (11% der Aminosduren mit einer Haufigkeit von unter
10%). Die Triplets, die in E. coli mit weniger als 20% Héufigkeit verwendet werden, sind fiir
eine Proteinexpression als kritisch anzusehen und konnten eine mdogliche Ursache fiir die

fehlende oder nur schwache bakterielle Expression der SmTK4-Subfragmente sein.

Auf Grund dieser Analysen wurden alternative Systeme fiir die rekombinante
Expression von SmTK4-Subfragmenten in Betracht gezogen. Eine mogliche Alternative war
die Expression in Hefezellen. Die Analyse der codon usage von Hefen (S. cerevisiae) zeigte
fiir das SmTK4-Subfragment 1, dass nur 7% der Aminosduren in S. cerevisiae mit einer
Haufigkeit von weniger als 20% von den gleichen Triplets kodiert werden wie in S. mansoni.
Fiir das Subfragment 2 betrug diese 14%. Jedoch hitten bei einer Expression in den zur
Verfiigung gestandenen Hefestimmen nicht die fiir eine Immunisierung benétigten
Proteinmengen hergestellt werden konnen. Eine weitere Alternative war die Zell-freie
in vitro - Expression iiber Kaninchen-Reticolocyten-Extrakte (TnT® Quick Coupled
Transcription/Translation System, Promega). Hierfiir wurden die kodierenden Sequenzen der
SmTK4-, linker*“-Subfragmente 1 und 2 mit Primern amplifiziert, die zum einen ein Start- und
ein Stop-Codon sowie eine Poly(A)-Sequenz enthielten, was die in vitro - Expression
verbessern sollte (TK4-Subl in vitro Expression-5’(Kpnl)/-3’(EcoR1), TK4-Sub2 in vitro
Expression-5’(Kpnl)/-3’(EcoR])). Fiir die spitere Aufreinigung der exprimierten Proteine
enthielt der 5’-Primer zudem die kodierende Sequenz fiir einen His-Tag. Die erhaltenen
Amplifikate wurden iiber die Restriktionsschnittstellen Kpnl und EcoRI gerichtet in den
Klonierungsvektor pDrive 3’-wirts des Promotors fiir die T7-Polymerase kloniert. Die
erstellten Konstrukte wurden {iber eine Sequenzierung verifiziert und als femplates in das auf
Kaninchen-Reticolocyten basierende Transkriptions-Translations-System eingesetzt. Die
Expression der Proteine lie sich {iber einen Immunoblot mit einem anti-His-Antikorper
jedoch nicht nachweisen. Mit den zur Verfligung gestandenen Mitteln konnte somit in dieser
Arbeit kein alternatives System fiir die rekombinante Expression von SmTK4-Subfragmenten

etabliert werden.



3.9 Versuche zur Herstellung eines polyklonalen Antikorpers gegen SmTK6

3.9.1 Bakterielle Expression der SmTK6-unique site

Fiir die weitere Charakterisierung der Src-Kinase SmTK6 sollte wie schon fiir SmTK4
ein polyklonaler Antikorper hergestellt werden. Hierfiir wurde als Antigen die unique site von
SmTK®6, d.h. der Bereich N-terminal der SH3-Doméne, ausgewihlt, da dieser spezifisch fiir
SmTKS6 ist und keine Homologien zu paralogen Proteinen besitzt. Dieser Bereich sollte in
E. coli - Zellen mit Hilfe des pBAD-TOPO/Thio-Vektors (Invitrogen; modifiziert)
rekombinant exprimiert werden.

Die SmTK6-unique site wurde iiber eine PCR mit dem Primerpaar TK6-unique-
pBAD-5’(Xbal)/-3’(EcoRI) und einem Vollldngenklon von SmTK®6 als template amplifiziert.
Das erhaltene Amplifikationsprodukt von 354 bp wurde zunichst in den Klonierungsvektor
pDrive und schlieBlich gerichtet und in frame iiber die Restriktionsschnittstellen Xbal und
EcoRlI in die MCS des Vektors pPBAD-TOPO/Thio kloniert. Das erstellte Konstrukt wurde zur
Uberpriifung sequenziert und fiir die Expression des rekombinanten Proteins in Zellen des
E. coli - Stamms SG 13009 transformiert.

Fiir die Expression wurden in mehreren Versuchsreihen verschiedene Temperatur- und
Zeitprofile sowie Induktor-Konzentrationen getestet. Als optimale Parameter wurden eine
Expression fiir 5 - 6 Stunden bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) und eine finale Arabinose-
Konzentration von 0,2% ermittelt. Unter diesen Bedingungen erfolgte die Expression in
grolem KulturmaBstab (500 mL - Kulturen mit einem Gesamtvolumen von ca. 10 1). Das
rekombinant exprimierte Protein wurde iiber seinen C-terminalen His-Tag mittels Ni-NTA-
Agarose (Qiagen) aufgereinigt. Repridsentative Wasch- und Elutions-Fraktionen der

Aufreinigung wurden iiber eine 12%ige SDS-PAGE {iberpriift (Abbildung 3.45).
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Abbildung 3.45: Kontrolle der rekombinanten Expression der SmTK6-unique site

Mittels einer 12%ige SDS-PAGE wurden je 15 pl der Wasch-Fraktionen W1 - W12 sowie der
Elutions-Fraktionen E1 - E6 aufgetrennt und das Gel mit Coomassie gefiarbt. Die erwartete Grof3e
der exprimierten unique site von SmTK®6 betrug 28,5 kDa. M: Roti-Mark 10-150 (Carl Roth).



Das erwartete Expressionsprodukt besall eine GroBBe von 28,5 kDa. Die Elutions-Fraktionen
enthielten neben der rekombinant exprimierten SmTK6-unique site erwarteter GroBBe jedoch
auch mehrere weitere Proteine (Abbildung 3.45), bei denen es sich vermutlich um Histidin-

reiche E. coli - Proteine handelt, die {iber die Ni-NTA-Agarose mit aufgereinigt wurden.

3.9.2 Aufreinigung der exprimierten SmTK6-unique site

Die weitere Aufreinigung des Expressionsproduktes erfolgte analog zu der
Aufreinigung des SmTK4-Subfragmentes 2 (vgl. 3.8.2). Die Elutions-Fraktionen wurden auf
SDS-Maxi-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt, die Gele mit Roti®-White (Carl Roth)
gefdrbt und die Banden mit der exprimierten SmTK6-unique site aus dem Gel ausgeschnitten.
Aus den Gelstiicken wurde das Protein iiber Elektroelution wieder gewonnen, aufkonzentriert
und der Puffer gegen 1x PBS (pH 7,4) ausgetauscht (vgl. 3.8.2). Die rekombinant exprimierte
SmTK6-unique site stand damit als Antigen fiir eine Immunisierung zur Verfligung, die im

Rahmen dieser Promotionsarbeit nicht mehr durchgefiihrt werden konnte.

3.10 Analyse der genomischen Sequenzen der SmTK4- und SmTK6-Gene

3.10.1 Genomische Struktur des SmTK4-Gens

Die Exon-Intron-Struktur des SmTK4-Gens wurde mit Hilfe der S. mansoni
Genomdaten ermittelt. In den Datenbanken wurden 8 genomische Klone gefunden (Contigs:
0016231, 5.483 bp; 0016227, 8.190 bp; 0016224, 7.938 bp; 0016223, 8.810 bp; 0016220,
13.235 bp; 0016222, 2.461 bp; 0016219, 12.800 bp; 0016217, 16.568 bp), die die kodierende
Sequenz von SmTK4, verteilt auf 16 Exons und 15 Introns umfassen (Abbildung 3.46).
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Abbildung 3.46: Schematische Darstellung der genomischen Struktur des SmTK4-Gens

Die kodierende Sequenz fiir SmTK4 ist im Genom von S. mansoni auf 16 Exons mit insg. 2.225 bp
verteilt. Die gesamte genomische Sequenz inklusive der Introns erstreckt sich auf tiber 71.000 bp.

Insgesamt verteilt sich die kodierende Sequenz fiir SmTK4 iiber 71 kb im S. mansoni -
Genom. Die GroBen der einzelnen Exons und Introns sind in der nachfolgenden Tabelle

wiedergegeben (Tabelle 3.9).



Tabelle 3.9: Exon- und IntrongréBen des SmTK4-Gens

Exon Exongrofie [bp] Intron Introngrof3e [bp]
1 329 1 >8.158
2 188 2 >9.361
3 162 3 > 8.838
4 136 4 1.235
5 93 5 6.593
6 42 6 9.271
7 363 7 >3.768
8 480 8 > 6.206
9 432 9 5.684
10 457 10 >2.583
11 113 11 6.152
12 67 12 1.862
13 82 13 2.369
14 190 14 1.579
15 141 15 1.124
16 519

Die in silico - Analyse der genomischen Struktur des SmTK4-Gens deutete darauf hin, dass es
sich bei SmTK4 um ein single copy - Gen handelt, da in den Datenbanken jeweils nur ein
genomischer Klon gefunden wurde, der einen bestimmten, kodierenden Sequenzabschnitt
enthdlt. Dies stimmt mit den Ergebnissen vorheriger Southern-Blot-Analysen iiberein
(Knobloch et al., 2002b), bei denen eine SmTK4-spezifische Sonde bei EcoRI- und Munl-
restringierter, genomischer S. mansoni-DNA jeweils nur an ein definiertes DNA-Fragment

erwarteter Grof3e hybridisierte.

3.10.2 In silico - Sequenzanalyse der 5’-Region des SmTK4-Gens

Die in dem Contig 0016231 enthaltene, 2627 bp lange 5’-Region (5’-wirts des ATG-
Startcodons) des SmTK4-Gens wurde mit Hilfe des Programms Matlnspector, welches auf
der Transkriptionsfaktor-Datenbank TRANSFEC (Quandt et al., 1995; Heinemeyer et al.,
1999) basiert, auf konservierte Transkriptionsfaktor-Bindestellen untersucht. Die core und
matrix similarity wurden optimiert, um eine hohe Ubereinstimmung der identifizierten

Elemente mit der Konsensussequenz sicher zu stellen.



In der 5’-Region des SmTK4-Gens konnten verschiedene, potentielle Promotor-
elemente identifiziert werden (Tabelle 3.10; Anhang 5.5). An der Position - 129, relativ zum
Translationsstart (ATG-Startcodon, +1) konnte eine TATA-Box identifiziert werden. TATA-
Boxen eukaryotischer Promotoren liegen meist 26 - 34 bp 5’-wirts des Transkriptionsstartes,
der fiir SmTK4 noch nicht bestimmt ist. 26 bp 3’-wirts dieser potentiellen TATA-Box liegt
eine Sequenz, die mit dem Konsensus einer Inr-Sequenz iibereinstimmt (Py-Py-A"'-N-T/A-
Py-Py-Py [Py = Pyrimidin, N = belicbige Base, A”' = Transkriptionsstart], Lodish et al.,
2001). Inr (Initiator)-Sequenzen sind pyrimidinreiche Sequenzen, die in vielen eukaryotischen
Promotoren das Startnukleotid beinhalten. Im weiteren 5’-Bereich wurden putative CREB-
Elemente identifiziert (Positionen - 308 und - 2548), die zu 84% bzw. 92% mit der core-
Sequenz {ibereinstimmen. An der Position -493 liegt ein Sequenzmotiv mit 75%
Ubereinstimmung zu der matrix-Sequenz von TIEG-Bindestellen. Vier Bindestelle fiir ein
S8-Homoodoménen-Protein wurden identifiziert (Positionen -517, -1335, -1392 und
- 1593), welche mit der core- und der matrix-Sequenz eine Ubereinstimmung von 100%
aufweisen. An den Positionen - 568 und - 1219 wurden potentielle CAAT-Boxen identifiziert,
die zu 100% mit der matrix- und zu 81 - 88% mit der core-Sequenz iibereinstimmen. Des
Weiteren sind vier Bindestellen fiir SWI/SNF-Komplexe mit 100% bzw. 98% Identitéit zu den
core- bzw. matrix-Sequenzen gefunden worden. Eine mdgliche Bindestelle fiir einen
Retinoid-Sédure-Rezeptor (RXR) wurde an Position -1141 identifiziert, die eine

Ubereinstimmung von 100% zu der core- und 81% zu der matrix-Sequenz besitzt.

Tabelle 3.10: Spezifizierung und Position der Transkriptionsfaktor-Bindestellen, die in der
2627 bp langen 5'-Region des SmTK4-Gens identifiziert wurden

Element Position relativ zum ATG (+1) Funktion

TATA-Box -129 ubiquitires Promotorelement, involviert in
der Fixierung des Transkriptionsstarts

CREB-Element - 308, -2548 Bindestellen fiir Transkriptionsaktivatoren

TIEG-Element - 493 TGF-beta-inducible early gene,
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor

S8 -517,-1335,-1392, -1593 Bindestelle fiir ein S8-Homododoménen-
Protein

CAAT-Box -568, -1219 Ubiquitéres, cis-agierendes Promotor-
Element

SWI/SNF - 903, -966, -1320, -1956 Chromatin-remodellierender Komplex;

héufig involviert bei der Aktivierung von
Genen bei Mitosen

RXR -1141 Bindestelle fiir einen Retinoid-Saure-
Rezeptor



3.10.3 Genomische Struktur des SmTK6-Gens

Die Exon-Intron-Struktur des SmTK6-Gens wurde mit Hilfe der S. mansoni
Genomdaten ermittelt. In den Datenbanken wurden insgesamt drei genomische Klone
identifiziert (Contigs: 0002364, 5.886 bp; 0002365, 8.011 bp; 0002367, 5.249 bp), welche die
komplette kodierende Sequenz von SmTK6 in 6 Exons und 5 Introns umfassen (Abbildung
3.47).
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Abbildung 3.47: Schematische Darstellung der genomischen Struktur des SmTK6-Gens

Die kodierende Sequenz fiir SmTK6 ist im Genom von S. mansoni auf sechs Exons mit insg.
1.694 bp verteilt. Die gesamte genomische Sequenz inklusive der Introns erstreckt sich auf {iber
18.133 bp.

Die kodierende Sequenz fiir SmTK6 verteilt sich insgesamt liber 18 kb im S. mansoni -
Genom. Die GroBen der einzelnen Exons und Introns sind in der nachfolgenden Tabelle

wiedergegeben (Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11: Exon- und Introngréen des SmTK6-Gens

Exon Exongrofie [bp] Intron Introngrofie [bp]
1 628 1 >17.750
2 162 2 4.565
3 409 3 >2.230
4 155 4 828
5 130 5 1.950
6 210



3.11 Morphologie der Reproduktionsorgane von S. mansoni - Parchen

Nach der Identifizierung und Charakterisierung der Syk-Kinase SmTK4 sowie der
Lokalisation ihrer Expression im Ovar und den Testes adulter Schistosomen (Knobloch et al.,
2002b), stellte sich die Frage nach ihrer Funktion in diesen Reproduktionsorganen. Eine
Moglichkeit zur funktionellen Charakterisierung von SmTK4 ist der Einsatz eines Syk-Kinase
spezifischen Inhibitors, der vermutlich auch die Aktivitit von SmTK4 unterbinden kann
(Abschnitt 3.12). Dass Inhibitoren, die urspriinglich gegen Vertebraten-Tyrosinkinasen
gerichtet waren, auch entsprechende Molekiile aus S. mansoni inhibieren koénnen, wurde
bereits erfolgreich gezeigt (Knobloch et al., 2006; Knobloch et al., 2007). Protokolle fiir eine
posttranskriptionelle Supprimierung von Molekiilen mit dSRNAs (RNAi), die zuvor nur fiir
Pra-Adultstadien (Schistosomulae) erfolgreich angewendet worden waren, wurden erst
kiirzlich auch fiir adulte Schistosomen etabliert (Ndegwa et al., 2007). Mit der RNAi stand
somit eine weitere Methode fiir eine funktionelle Analyse von SmTK4 in Schistosomen zur
Verfiigung (Abschnitt 3.13).

Aufgrund der Lokalisation der SmTK4-Expression war bei einer Inhibition dieser
Syk-Kinase ein moglicher Einfluss auf die Reproduktionsorgane zu vermuten. Dieser sollte
im Anschluss an die Inhibitor- oder RNAi-Behandlung mikroskopisch analysiert werden. Fiir
die Untersuchung der inneren Morphologie adulter Schistosomen wurde 1998 erstmals eine
whole mount - Farbung mit Karminrot und anschlieBender konfokaler Mikroskopie eingesetzt
(Machado-Silva et al., 1998), mit der auch eine Darstellung des Reproduktionssystems von
S. mansoni moglich war (Neves et al., 2005). Karminrot ist ein natiirlicher Farbstoff, der aus
Schildlausen (Dactylopius coccus cacti) gewonnen wird und fiir eine Vielzahl verschiedener
Féarbungen eingesetzt werden kann (Baranyovits, 1978; Dapson, 2007).

Zur Etablierung dieser bisher nur von einer Arbeitsgruppe verwendeten Farbemethode
in unserem Labor, wurde das von Machado-Silva et al. (1998) publizierte Protokoll
modifiziert und die Bedingungen fiir eine detaillierte Darstellung der Reproduktionsorgane
sowie fiir eine Farbung von Pirchen optimiert. Adulte von S. mansoni wurden nach der
Perfusion des Endwirtes in einem Gemisch aus Ethanol, Formalin und Essigsdure (AFA)
fixiert und unter sauren Bedingungen mit Karminrot gefarbt, bevor sie in Kanadabalsam
eingedeckelt wurden (vgl. Kapitel 2.2.22). Thre Morphologie lieB sich dann am konfokalen
laser scanning Mikroskop (KLSM; Leica TSC SP2) im Reflektions-Modus mit einer
He/Ne-Laseranregung bei 488 nm von 48% und einer Detektion bei 470 nm long pass
darstellen. Die optimalen Parameter fiir die Mikroskopie wurden in mehreren Versuchsreihen

empirisch ermittelt.



Als Vorarbeit fiir die spitere Analyse Inhibitor- oder dsRNA-behandelter
Schistosomen, wurden zundchst unbehandelte Wiirmer mit dieser Technik gefarbt. Die
morphologischen Untersuchungen konzentrierten sich auf die Reproduktionsorgane Ovar und
Testes (Abbildung 3.48), da diese aufgrund der Lokalisation der SmTK4-Expression im
Fokus des Interesses standen.

Das Ovar paarungserfahrener S. mansoni-Weibchen enthdlt hexagonale Oocyten mit
einem zentralen Nukleus in verschiedenen Stadien der Reifung. Im anterioren Bereich des
Ovars befinden sich junge, unreife Oocyten (Oogonien) mit einem geringen Zellvolumen.
Weiter posterior befinden sich zunehmend reifere Zellen, deren Cytoplasmavolumen deutlich
grofer ist. Der Nukleus erscheint in der konfokalen Mikroskopie dunkel und der Nukleolus
hell (Abbildungen 3.48 A - C). Im posterioren Bereich verlassen die grof3en, reifen Oocyten
das Ovar und treten in den Ovidukt iiber (Abbildungen 3.48 E, F). Kurz nach dem Ubergang
des Ovars in den Ovidukt bildet eine Ausstiilpung der Ovidukt-Wand das elongierte
Receptaculum seminis (Neves et al., 2005), in dem Spermien des Ménnchens gespeichert
werden (Abbildung 3.48 C). Hier erfolgt die Befruchtung der Oocyte. Die Abbildung 3.48 E
zeigt eine sich im Ovidukt befindliche reife Oocyte im Kontakt mit einem Spermium (siche
Pfeil). Im anterioren Bereich miindet der Ovidukt in den Ootyp, in dem ein Ei aus einer
Oocyte und mehreren Vitellocyten zusammengesetzt wird (Abbildungen 3.48 J, K). Von hier
aus wird das Ei in den Uterus abgegeben, der in einem Genitalporus unterhalb des
Bauchsaugnapfes endet. Die Testes paarungserfahrener S. mansoni-Miannchen sind aus
mehreren Loben aufgebaut und mit Keimzellen (Spermatogonien, Spermatocyten) gefiillt.
Diese befinden sich in den einzelnen Loben in verschiedenen Differenzierungsstadien, wobei
hier die groferen Zellen die am wenigsten differenzierten Keimzellen repréasentieren (Neves
et al., 2005). Im ventralen, dem gynaecophoren Kanal zugewandten Bereich der Testesloben
befinden sich elongierte Spermatozoen, die sich zu mobilen Spermien entwickeln (Abbildung
3.48 D). Die Spermien der Schistosomen bestehen aus einer kopfartigen Verbreiterung mit
dem Zellkern und einem fadenférmigen Schwanzteil (Mehlhorn & Piekarski, 1995). Von dem
ventralen Bereich der Testesloben werden die Spermien iiber je einen kurzen Vas efferens in
den Vas deferens transportiert (Mehlhorn & Piekarski, 1998), der zu einer anterior gelegenen
Samenblase anschwillt, welche mit einer Vielzahl von Spermien gefiillt (Abbildung 3.48 G).
Von hier aus fiithrt der Vas deferens weiter ventral und miindet posterior des Bauchsaugnapfs
iiber einen nicht-muskulésen Cirrusbeutel (Mehlhorn & Piekarski, 1998) in den
gynaecophoren Kanal (Abbildungen 3.48 G - I), in den die Spermien bei der Paarung
kontinuierlich abgegeben werden (Kitajima et al., 1976).



Abbildung 3.48: Morphologie der Gonaden von Schistosomen-Péarchen

Pérchen von S. mansoni wurden nach der Perfusion des Endwirtes in AFA fixiert und mit
Karminrot gefarbt. Die Darstellung ihrer Morphologie erfolgte am KLSM (Leica TSC SP2) im
Reflektions-Modus (Anregung 488 nm, Detektion 470 nm long pass). A: Parchen von S. mansoni
im Uberblick. Zu erkennen sind das Tegument (Te) sowie die Tuberkel (Tu), die Testes (T),



das Ovar (O) sowie das Receptaculum seminis (Rs). B: Vergroferung des Ovars aus A (jO: junge,
unreife Oocyten; rO: reife Oocyten). C: weitere Vergroflerung aus A (Rs: Receptaculum seminis,
gefiillt mit Spermien). D: VergroBerung der Testes (T) aus A. Im ventralen Bereich der Testesloben
markiert der Pfeil die Spermien, die liber den Vas efferens in den Vas deferens transportiert werden.
E, F: posteriorer Bereich eines Ovars. Der Pfeil markiert eine reife Oocyte im Kontakt mit einem
Spermium. G: Testes (T) mit der anterior gelegenen Samenblase (Stern), die mit Spermien gefiillt
ist. Der Pfeil markiert den Vas deferens. H, I. VergroBerung aus G in verschiedenen Ebenen, die
den Verlauf des Vas deferens von der Samenblase iiber den Cirrusbeutel in den gynaecophoren
Kanal zeigen. J: Ootyp (Ot) mit umgebenden Mehlischen Driisen (MD) im anterioren Bereich
des Ovars (O). Zu erkennen ist der Ovidukt (Od), der vom Ovar zum Ootyp fiihrt. K: Ei (E) im
Ootyp (Ot). [a: anterior, d: dorsal, p: posterior, v: ventral]

Mit der Paarung der Schistosomen werden im Weibchen Proliferations- und
Differenzierungsprozesse von Zellen initiiert, die zur Reifung der Reproduktionsorgane
fiihren. Um die morphologischen Unterschiede zwischen paarungserfahrenen und paarungs-
unerfahrenen S. mansoni-Weibchen darzustellen, wurde die Karminrot-Farbung mit
anschlieBender konfokaler Mikroskopie eingesetzt. Die iiber unisexuelle Infektionen (vgl.
Kapitel 2.2.1.5) erzeugten paarungsunerfahrenen Weibchen wurden hierfiir in AFA fixiert,
mit Karminrot gefirbt und mittels konfokaler Lasermikroskopie morphologisch analysiert.
Ovar und Ootyp paarungsunerfahrener S. mansoni-Weibchen sind deutlich kleiner als in
paarungserfahrenen Weibchen. Das Ovar enthdlt ausschlieBlich kleine, undifferenzierte
Oocyten (Abbildungen 3.49 A, B). Im posterioren Bereich des Ootyps, in den Ovidukt und
Vitellodukt miinden, befindet sich eine filamentdse Struktur, die zuvor bei Schistosomen noch
nicht beschrieben worden ist. Diese Struktur verengt sich zum Eingang des Ootyps hin und

scheint diesen zu verschlieBen (Abbildung 3.49 C, Stern).

Abbildung 3.49: Ovar und Ootyp paarungsunerfahrener Schistosomen-Weibchen

Uber unisexuelle Infektionen erzeugte S. mansoni-Weibchen wurden nach Perfusion aus dem
Endwirt in AFA fixiert und mit Karminrot gefédrbt. Die Auswertung erfolgte am KLSM (Leica TSC
SP2) im Reflektions-Modus (Anregung 488 nm, Detektion 470 nm [ong pass). A: Ovar und Ootyp
eines paarungsunerfahrenen Weibchens. B: Ovar mit jungen, unreifen Oocyten. C: Ootyp.
Der Stern markiert die filamentdse Struktur am Eingang des Ootyps. jO: junge, unreife Oocyten;
O: Ovar; Ot: Ootyp. [anteriores Ende des Schistosomen-Weibchens rechts]



Um mogliche morphologische Unterschiede zwischen paarungserfahrenen und
paarungsunerfahrenen S. mansoni-Méannchen ebenfalls untersuchen zu konnen, wurden die
iiber unisexuelle Infektionen erzeugten Ménnchen mit Karminrot gefarbt und am konfokalen
Lasermikroskop untersucht. Paarungsunerfahrene S. mansoni-Mannchen weisen wie die
paarungserfahrenen Méannchen vollstindig ausdifferenzierte Testes mit einer Vielzahl von
Spermien im ventralen Bereich der Loben auf (Abbildung 3.50 A). Auch ihre anterior der
Testes gelegene Samenblase ist mit einer Vielzahl Spermien gefiillt (Abbildungen 3.50 B, C).

Abbildung 3.50: Testes paarungsunerfahrener Schistosomen-Méannchen

Uber unisexuelle Infektionen erzeugte S. mansoni-Minnchen wurden nach ihrer Perfusion aus dem
Endwirt in AFA fixiert und mit Karminrot gefarbt. Die Auswertung erfolgte am KLLSM (Leica TSC
SP2) im Reflektions-Modus (Anregung 488 nm, Detektion 470 nm long pass). A - C: Testes von
paarungsunerfahrenen Ménnchen. Die Pfeile markieren Spermien im ventralen Bereich und der
Stern die Samenblase im anterioren Bereich der Testesloben. [anteriores Ende des Schistosomen-
Mainnchens links, dorsal oben]|

3.12 Einfluss des Syk-Kinase Inhibitors Piceatannol auf adulte S. mansoni

Piceatannol (3,4,3’,5’-Tetrahydroxy-trans-Stilben) ist ein selektiver Inhibitor fiir
Syk/Zap-Tyrosinkinasen. Er inhibiert die Substratphosphorylierung der humanen Syk-Kinase
mit einem ICso-Wert von 10 uM. In adhérierten Granolocyten wurde mit 10 uM Piceatannol
eine Reduktion und mit 30 uM eine vollige Inhibition der Substratphosphorylierung durch die
Syk erreicht (Willeke et al., 2003). Fiir Gewebe wird Piceatannol in hoheren Konzentrationen
von 100 - 200 uM eingesetzt (Oliver et al., 1994).

In der Schistosomen in vitro - Kultur zeigte Piceatannol bei Konzentrationen von
10 - 35 uM nach 48 Stunden keinen Einfluss auf die DNA-Synthese im Weibchen und schien
somit keinen Einfluss auf mitotische Prozesse zu haben (Knobloch, 2002). Die einzige aus
S. mansoni bekannte Syk-Kinase SmTK4 wird vorwiegend im Ovar des Weibchens und in

den Testes des Ménnchens exprimiert (Knobloch et al., 2002b). Hier sind die Mitoseraten sehr



viel geringer als im Vitellarium. Daher war vermutet worden, dass die Sensitivitdt der zur
Quantifizierung der DNA-Synthese verwendeten DAPI/BrdU-Technik (Knobloch et al.,
2002a) nicht hoch genug war, um mdgliche mitogene Effekte im Ovar nachzuweisen.
Um einen moglichen Einfluss von Piceatannol auf die Morphologie der Reproduktionsorgane
zu untersuchen, wurde eine Karminrot-Farbung Piceatannol-behandelter Schistosomen mit

anschlieBender konfokaler Lasermikroskopie durchgefiihrt.

3.12.1 In vitro - Behandlung von Schistosomen mit Piceatannol

Der hydrophobe Inhibitor Piceatannol (Alexis Biochemicals) wurde zunichst in
DMSO in einer Konzentration von 5 pg/ul geldst. Die entsprechende Menge an geldstem
Piceatannol wurde in 1 ml Medium vor-verdiinnt und dann zu der in vitro - Kultur gegeben, in
der sich jeweils 20 - 30 Parchen in 3 ml Medium befanden (Grevelding et al., 1997). Das
Medium wurde tiglich gewechselt, der Inhibitor frisch hinzugegeben, und die Vitalitit sowie
die Paarungsstabilitit der Schistosomen kontrolliert.

Die Behandlung mit Piceatannol erfolgte in Konzentrationen von 35 uM und 70 pM.
Als Kontrolle dienten Schistosomen, die liber den gleichen Zeitraum mit DMSO, dem
Losungsmittel des Inhibitors, behandelt wurden. Hierdurch sollte sichergestellt werden, dass
die beobachteten Effekte auf den eingesetzten Inhibitor und nicht auf DMSO zuriickzufiihren
sind. Die Behandlung erfolgte iiber 144 Stunden (6 Tage). In diesem Zeitraum waren die
behandelten Wiirmer vital, zeigten im Lichtmikroskop keine &ufleren morphologischen

Abnormalitdten, und auch Paarungen blieben iiber diesen Zeitraum erhalten.

3.12.2 Einfluss von Piceatannol auf gepaarte und entpaarte S. mansoni-Minnchen

Gepaarte Schistosomen wurden fiir 6 Tage in der in vitro - Kultur mit Piceatannol
behandelt. Die Behandlung startete einen Tag post Perfusion und erfolgte téglich mit dem
Mediumwechsel. Alle ein bis zwei Tage wurden Parchen aus der Kultur entnommen, entpaart
und Miannchen sowie Weibchen getrennt in AFA fixiert und mit Karminrot gefdrbt. Die
Auswertung erfolgte mittels konfokaler Lasermikroskopie.

Bei Minnchen aus Schistosomen-Paaren, die fiir 0-24 Stunden mit 70 uM
Piceatannol behandelt wurden, waren im ventralen Bereich der Testes sowie in der
Samenblase eine Vielzahl von Spermien zu finden (Abbildungen 3.51 A, B). Nach 48
Stunden Behandlung befanden sich im ventralen Bereich der Testes keine Spermien mehr,

wihrend die Samenblase weiterhin gefiillt war (Abbildung 3.51 C).



Abbildung 3.51: Einfluss von Piceatannol auf gepaarte Schistosomen-Ménnchen

Adulte S. mansoni-Pérchen wurden fiir 120 Stunden mit 70 uM Piceatannol behandelt. Als
Kontrolle dienten Parchen, die mit der entsprechenden Menge an DMSO (Ldosungsmittel des
Inhibitors) behandelt wurden. Alle 24 Stunden wurden Pérchen entpaart, in AFA fixiert und mit
Karminrot gefarbt. Die Auswertung der Mainnchen erfolgte am KLSM (Leica TSC SP2) im
Reflektions-Modus (Anregung 488 nm, Detektion 470 nm long pass). A - F: Testes von Ménnchen,
die fiir 0 (A), 24 (B), 48 (C), 72 (D), 96 (E) bzw. 120 (F) Stunden mit 70 uM Piceatannol behandelt
wurden. G - H: Testes von Ménnchen, die fiir 120 (G) bzw. 144 (H) Stunden mit DMSO behandelt
wurden. Scale bar: 40 um. Der Stern markiert die Samenblase im anterioren Bereich der Testes;
der Pfeil markiert Spermien im ventralen Bereich der Testesloben. [anteriores Ende des
Schistosomen-Ménnchens links, dorsal oben]



Nach 72 - 120 Stunden der Piceatannol-Behandlung waren weder im ventralen Bereich der
Testes noch in der Samenblase Spermien sichtbar. Die Testesloben nahmen iiber den
Behandlungszeitraum an GroBe ab und waren weniger stark gefiillt mit undifferenzierten
Spermatocyten. Die Samenblase enthielt anstelle reifer Spermien teils Spermatocyten
(Abbildungen 3.51 D - F). Gepaarte Ménnchen, die liber 120 bzw. 144 Stunden nur mit
DMSO (Losungsmittel des Inhibitors) behandelt wurden, zeigten diese Verdnderungen nicht,
so dass die beobachteten Effekte durch den Syk-Kinase Inhibitor Piceatannol bewirkt wurden.
Bei den mit DMSO-behandelten Kontroll-Madnnchen befanden sich wie bei unbehandelten,
gepaarten Minnchen im ventralen Bereich der Testes Spermien, die in die Samenblase
transportiert wurden, welche dadurch mit einer Vielzahl Spermien gefiillt war (Abbildungen
3.51 G-H).

Der Syk-Kinase Inhibitor Piceatannol fiihrte somit nach > 72 h in einer Konzentration
von 70 uM dazu, dass keine Spermien mehr in den Testes gepaarter Schistosomen-Méannchen
vorlagen. In geringerer Konzentration von 35 uM trat dieser Effekt ebenfalls ein, jedoch erst
> 144 Stunden nach Beginn der Inhibitor-Behandlung. Ab diesem Zeitpunkt waren keine
Spermien mehr detektierbar, und die TestesgroBe und die Keimzelldichte in den einzelnen

Loben waren reduziert (Daten nicht dargestellt).

Der Effekt von Piceatannol auf die Testes konnte nicht nur fiir solche Méannchen
gezeigt werden, die wihrend der Inhibitor-Behandlung gepaart waren, sondern ebenfalls fiir
Minnchen, die nach der Perfusion entpaart und anschlieBend ohne Weibchen in Kultur
gehalten wurden (Abbildung 3.52). Nach 6 Tagen Behandlung mit Piceatannol wurden diese
Mainnchen fixiert, mit Karminrot gefarbt und am konfokalen Lasermikroskop untersucht.

Nach 144 Stunden Behandlung mit Piceatannol in einer Konzentration von 70 uM
waren weder im ventralen Bereich der einzelnen Testesloben noch in der Samenblase
Spermien zu erkennen. Die Samenblase enthielt stattdessen unreife Spermatocyten. Die Grofe
der Testes sowie deren Anzahl an Keimzellen (Spermatocyten) waren reduziert (Abbildungen
3.52 A - C). Ménnchen, die fiir 144 Stunden entpaart und unbehandelt waren, zeigten eine
verminderte TestesgroBe und eine Reduktion der Keimzellzahl in den Loben. Diese
Verdnderungen sind somit auch als ein Phinomen der Entpaarung vom Weibchen zu deuten.
Die Samenblase dieser Kontroll-Ménnchen war jedoch im Gegensatz zu der Piceatannol-
behandelter Ménnchen gefiillt mit Spermien (Abbildung 3.52 D). Die Reduktion der Anzahl
an reifen Spermien durch Piceatannol war somit ein Inhibitor-spezifischer Effekt, der bei

einer Entpaarung unbehandelter Kontrollen nicht auftrat.



Abbildung 3.52: Einfluss von Piceatannol auf entpaarte Schistosomen-Méannchen

Adulte, entpaarte S. mansoni-Ménnchen wurden fiir 144 Stunden mit 70 pM Piceatannol behandelt.
Als Kontrolle dienten unbehandelte Mannchen, die ebenfalls fiir 144 Stunden entpaart waren. Nach
144 Stunden wurden die Miannchen in AFA fixiert und mit Karminrot gefdarbt. Die Auswertung
erfolgte am KLSM (Leica TSC SP2) im Reflektions-Modus (Anregung 488 nm, Detektion 470 nm
long pass). A - C: Testes von Mannchen, die fiir 144 Stunden entpaart waren und in diesem
Zeitraum mit 70 uM Piceatannol behandelt wurden. D: Testes von unbehandelten Ménnchen nach
144 Stunden Entpaarung. Scale bar: 40 um. Der Stern markiert die Samenblase im anterioren
Bereich der Testesloben. [anteriores Ende des Schistosomen-Mannchens links, dorsal oben]

Die Reduktion der Testesgrole und der Keimzellzahl in den Testesloben trat somit bei
Piceatannol-behandelten gepaarten sowie entpaarten Minnchen, aber auch bei
unbehandelten entpaarten Minnchen auf. Bei unbehandelten gepaarten Mannchen war dies
nicht zu beobachten. Bei den Piceatannol-behandelten Ménnchen (ge- und entpaart) zeigte
sich zudem ein deutliches Fehlen von reifen Spermien, was bei unbehandelten Madnnchen

nicht zu beobachten war.

3.12.3 Einfluss von Piceatannol auf gepaarte und entpaarte S. mansoni-Weibchen

Die Effekte von Piceatannol auf Weibchen aus Schistosomen-Paaren sowie aus

Entpaarungen wurden ebenfalls mittels Karminrot-Farbung und anschlieBender konfokaler

Lasermikroskopie untersucht (Abbildungen 3.53 und 3.54). Der Fokus lag hier auf der

Morphologie des Ovars, da die bislang einzige in S. mansoni bekannte Syk-Kinase SmTK4

im Ovar des Weibchens exprimiert wird (Knobloch et al., 2002b).



Das Ovar maturer, unbehandelter S. mansoni-Weibchen ldsst sich in drei Bereiche
einteilen. Im anterioren Bereich befinden sich ausschlieBlich kleine, unreife Oocyten mit
Stammzellcharakter (Oogonien). Im zentralen Bereich ist ein Ubergang zwischen kleinen
unreifen, und an Volumen zunehmenden, reifenden Oocyten. Im posterioren Bereich des
Ovars befinden sich ausschlieBlich grofle, reife Oocyten, die durch einen groBen dunklen
Nukleus und einen kleinen leuchtenden Nukleolus deutlich zu erkennen sind (Abbildung 3.53
A). Posterior des Ovars befindet sich das Receptaculum seminis, das mit Spermien des
Minnchens gefiillt ist (Abbildung 3.53 A). Im anterior des Ovars gelegen Ootyp wird ein
Schistosomen-Ei aus mehreren Vitellocyten und einer reifen Oocyte zusammengesetzt
(Abbildungen 3.53 B, F). Die Vitellocyten und die Oocyte werden iiber den Vitellodukt bzw.
den Ovidukt in den Ootyp transportiert.

Nach einem Behandlungszeitraum gepaarter Weibchen von 24 -48 Stunden mit
70 uM Piceatannol waren, mit Ausnahme einer leichten Zunahme an reifen Oocyten
innerhalb des Ovars, keine deutlichen Verdnderungen des Ovars oder des Ootyps zu
beobachten. Im Ootyp fand weiterhin der Zusammenbau von Eiern statt (Abbildungen 3.53
D, F), was mit der Beobachtung iibereinstimmte, dass die behandelten Weibchen in der
in vitro -Kultur in diesen Zeitraum weiterhin Eier legten. Das Receptaculum seminis war in
diesen Weibchen gefiillt mit Spermien (Abbildungen 3.53 C, E). Nach 72 - 96 Stunden der
Piceatannol-Behandlung war der Grofteil des Ovars mit reifen Oocyten angefiillt. Im
anterioren Bereich des Ovars, in dem sich bei unbehandelten Weibchen fast ausschlieflich
junge, unreife Oocyten befanden, waren jetzt auch vermehrt mature Oocyten vorhanden. Im
Receptaculum seminis waren nur wenige Spermien nachweisbar und der Ootyp enthielt fast
keine Zellen (Abbildungen 3.53 G - I). Nach 120 Stunden hielt diese Entwicklung weiterhin
an (Abbildungen 3.53 J, K). Das Ovar enthielt hauptsichlich reife Oocyten. Einzelne Oocyten
waren im Ovidukt nahe des posterioren Bereiches des Ovars nachzuweisen (Abbildung
3.53J) und wurden somit vermutlich weiterhin zum Ootyp transportiert, wenngleich im
Ootyp der untersuchten Weibchen nur Vitellocyten detektiert werden konnten (Abbildung
3.53 K). Das Vitellarium der Piceatannol-behandelten Weibchen wies iiber den
Behandlungszeitraum keine erkennbaren Unterschiede in der Morphologie zu dem von
Kontroll-Weibchen auf und schien somit morphologisch durch den Inhibitor nicht beeinflusst

zu werden (nicht abgebildet).
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Abbildung 3.53: Einfluss von Piceatannol auf gepaarte Schistosomen-Weibchen



Adulte S. mansoni-Pérchen wurden fiir 120 Stunden mit 70 uM Piceatannol behandelt. Als
Kontrolle dienten Parchen, die mit der entsprechenden Menge an DMSO behandelt wurden. Alle 24
Stunden wurden Pérchen entpaart, in AFA fixiert und mit Karminrot geférbt. Die Auswertung der
Weibchen erfolgte am KLSM (Leica TSC SP2) im Reflektions-Modus (Anregung 488 nm,
Detektion 470 nm long pass). A - B: 0 Stunden Piceatannol, Ovar (A) und Ootyp (B).
C - D: 24 Stunden Piceatannol, Ovar (C) und Ootyp (D). E - F: 48 Stunden Piceatannol, Ovar (E)
und Ootyp (F). G: 72 Stunden Piceatannol, Ovar. H - I: 96 Stunden Piceatannol, Ovar (H) und
Ootyp (I). J - K: 120 Stunden Piceatannol, Ovar (J) und Ootyp (K). L: 144 Stunden DMSO, Ovar
und Ootyp. Scale bar: 40 pm. E: Ei; jO: junge, unreife Oocyten; MD: Mehlische Driisen;
Od: Ovidukt; rO: reife Oocyten; Rs: Receptaculum seminis; Vc: Vitellocyten; Vd: Vitellodukt.
[anteriores Ende des Schistosomen-Weibchens rechts]

Kontroll-Weibchen, die fiir 144 Stunden nur mit DMSO (Lésungsmittel des Inhibitors)
behandelt wurden, zeigten den fiir unbehandelte Weibchen typischen Aufbau des Ovars mit
unreifen Oocyten im anterioren und reifen Oocyten im posterioren Bereich. Der Ootyp
enthielt ein aus Vitellocyten und Oocyten zusammengesetztes Ei (Abbildung 3.53 L). Diese
Beobachtungen belegten die Spezifitit der zuvor beschriebenen durch den Inhibitor

hervorgerufenen Effekte.

Wihrend der Behandlung der Pérchen mit dem Syk-Kinase-Inhibitor Piceatannol war
im Vergleich zu den DMSO-behandelten Pérchen nach drei Tagen eine Reduktion der

Eiproduktion zu beobachten, die mit den zuvor beschriebenen Beobachtungen konform ist.

Am Tag der Perfusion entpaarte und nachfolgend in Abwesenheit von Ménnchen
kultivierte Weibchen, die ebenfalls fiir 6 Tage mit 70 uM Piceatannol behandelt wurden,
zeigten morphologische Verdnderungen im Ovar. Die Anzahl an reifen Oocyten im Ovar
behandelter Weibchen (Abbildung 3.54 B) war im Vergleich zu den Kontroll-Weibchen
(Abbildung 3.54 F) erhoht. Wie bei den unbehandelten (Abbildungen 3.54 E - H) konnten bei
den behandelten Weibchen reife Oocyten im Ovidukt und im Ootyp nachgewiesen werden
(Abbildungen 3.54 A - C). Das Receptaculum seminis der entpaarten Weibchen enthielt nach
6 Tagen der Entpaarung noch Spermien (Abbildung 3.54 D).



Abbildung 3.54: Einfluss von Piceatannol auf entpaarte Schistosomen-Weibchen

Adulte, entpaarte Schistosomen-Weibchen wurden fiir 144 Stunden mit 70 uM Piceatannol
behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Weibchen, die ebenfalls fiir 144 Stunden entpaart
waren. Nach 144 Stunden wurden die Weibchen in AFA fixiert und mit Karminrot geférbt.
Die Auswertung erfolgte am KLSM (Leica TSC SP2) im Reflektions-Modus (Anregung 488 nm,
Detektion 470 nm [ong pass). A - D: Weibchen, die fiir 144 Stunden entpaart waren und in diesem
Zeitraum mit 70 uM Piceatannol behandelt wurden. E - H: Unbehandelte Weibchen nach 144
Stunden Entpaarung. Scale bar: 40 um bzw. 20 pm (A, E). jO: junge, unreife Oocyten;
Od: Ovidukt; Ot: Ootyp; rO: reife Oocyten; Rs: Receptaculum seminis; Vc: Vitellocyten.

Die Behandlung adulter S. mansoni-Weibchen mit dem Syk-Kinase-Inhibitor Piceatannol
fiihrte bei gepaarten aber auch bei entpaarten Weibchen zu Verdnderungen im Ovar, da der

Anteil an reifen Oocyten im Vergleich zu Kontroll-Weibchen erhoht war.



3.13 RNAI zur Inhibition von SmTK4

Die Behandlung von S. mansoni-Péarchen mit einem Syk-Kinase-spezifischen Inhibitor
fiihrte zu deutlichen Effekten in den Testes und im Ovar (vgl. Abschnitt 3.12). Um zu
beweisen, dass diese Effekte spezifisch auf SmTK4 zuriickzufiihren sind, wurden Versuche
zur Inhibition dieser Tyrosinkinase iiber RNA-Interferenz (RNAi) unternommen.

Die Suppression eines Gens auf posttranskriptioneller Ebene mittels doppelstrangiger
RNAs (RNAi) wurde in den letzten Jahren fiir prd-adulte Stadien von Schistosomen
(Schistosomulae) iiber soaking oder Elektroporation erfolgreich angewandt (Skelly et al.,
2003; Boyle et al., 2003; Correnti & Pearce, 2004; Correnti et al., 2005; Correnti et al., 2007,
Morales et al., 2007b). Fiir adulte Schistosomen konnte diese Methode jedoch erst kiirzlich
etabliert werden (Ndegwa et al., 2007). Die dsRNAs konnen durch die Zugabe zu dem
Kulturmedium iiber soaking in Adulte eingebracht werden. Durch Elektroporation in dsRNA-
haltigem Puffer werden jedoch stirkere Effekte erreicht. Die dSRNAs fiihren in Form ldngerer
Molekiile wie auch in Form der kiirzeren siRNAs zu einer Supprimierung des Zielgens
(Ndegwa et al., 2007). Bisher wurde die RNAi-Technik bei adulten Schistosomen nur fiir
tegumental und gastrodermal exprimierte Gene erfolgreich eingesetzt (Alkalische
Phosphatase (SmAP), Ndegwa et al., 2007; Cystein Protease Cathepsin B (SmCB1), Krautz-
Peterson et al., 2007). Eine Reduzierung der Transkripte von SmTK4, die im Ovar und den
Testes exprimiert wird, setzt voraus, dass iiber diesese Methode auch tiefere Gewebe erreicht

werden konnen.

3.13.1 In vitro - Behandlung von Schistosomen-Péirchen mit TK4-dsRNA

Fiir eine Inhibition von SmTK4 iiber RNAi wurden dsRNAs synthetisiert, die
spezifisch gegen die Tandem-SH2-Doméne dieser Syk-Kinase gerichtet waren. Hierfiir
wurden zundchst einzelstringige RNAs (ssRNA) in vitro transkribiert und anschliefend zu
doppelstringiger RNA (dsRNA) hybridisiert. Um die dsRNAs in S. mansoni-Pérchen
einbringen zu konnen, wurde eine Kombination aus soaking und Elektroporation verwendet.
In drei verschiedenen Versuchen wurden jeweils 10 Parchen von S. mansoni mit je 25 pg der
TK4-SH2SH2-dsRNAs elektroporiert, anschlieBend in dsRNA-haltigem Medium fiir drei
Tage und dann fiir drei weitere Tage in dsRNA-freiem Medium in vitro kultiviert. Als
Kontrolle wurden Pédrchen ohne dsRNAs elektroporiert. Um die Spezifitit der Inhibition
belegen zu konnen, wurden weitere Parchen mit dsSRNAs elektroporiert, die spezifisch gegen

die unique site der Src-Kinase SmTK3 gerichtet waren und somit keine Kreuzreaktionen mit
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mRNAs anderer Tyrosinkinasen zeigen sollten. Sechs Tage post Elektroporation wurde ein
Teil der Pdrchen fiir molekulare Analysen eingesetzt und die verbliebenen Pirchen mit

Karminrot gefdrbt sowie mittels konfokaler Lasermikroskopie untersucht.

3.13.2 Molekulare und mikroskopische Analyse TK4-dsRNA-behandelter Pirchen

Fiir eine Untersuchung der SmTK4-Transkriptmengen der elektroporierten Parchen
wurde Total-RNA isoliert und als template fiir eine reverse Transkription (SensiScript,
Qiagen) mit einem Oligo(d)T-Primer eingesetzt. Ein Aliquot der resultierenden cDNA diente
als template fir die sich anschlieBende PCR mit dem Primerpaar TK4-linker-Sub3-5°/-3".
Fiir eine semiquantitative Abschitzung der Transkriptmengen wurde eine weitere PCR mit
der gleichen cDNA und unter gleichen Reaktionsbedingungen mit Primern durchgefiihrt, die
gegen Transkripte des housekeeping-Gens SmPDI gerichtet waren (PDI-5°/-3’; Abbildung

3.55A).
80 -
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Abbildung 3.55: Semiquantitative RT-PCR-Analysen TK4-SH2SH2-dsRNA-behandelter Parchen

A: RT-PCR-Analysen zum Nachweis von SmTK4-Transkripten (oben) und SmPDI-Transkripten
(unten). Amplifikationsprodukte aus den RT-PCRs mit Total-RNA als template aus 1: Parchen, die
ohne dsRNAs elektroporiert wurden; 2 - 4: TK4-SH2SH2-dsRNA-behandelten Pérchen (n = 3).
5: SmTK3-dsRNA-behandelten Péarchen. B: Vergleichende densitometrische Analyse (Imagel) der
PCR-Amplifikate (Reihenfolge wie in A).

Uber die vergleichende RT-PCR und anschlieBende densitometrische Analyse der
Amplifikate (Abbildung 3.55 B) konnte gezeigt werden, dass die Menge an SmTK4-
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Transkripten nur in den Wiirmern signifikant reduziert war, die mit SmTK4-SH2SH2-
dsRNAs behandelt wurden. In Wiirmern der Kontrollgruppe, die ohne dsRNAs oder mit
SmTK3-dsRNAs behandelt wurden, zeigte sich keine Reduktion der SmTK4-Transkripte,
was den spezifischen RNAi-Effekt der eingesetzten TK4-SH2SH2-dsRNAs belegte. In diesen
Versuchen zur Inhibition von SmTK4 {iber RNAi konnte das SmTK4-Expressionsniveau auf
19 - 45% reduziert werden (Abbildung 3.55 B). Diese Reduktion der SmTK4-Transkripte
nach Elektroporation mit SmTK4-dsRNAs zeigte, dass das Protokoll von Ndegwa et al.
(2007) bei Adulten erfolgreich angewandt werden konnte.

Die mikroskopische Analyse der TK4-SH2SH2-dsRNA-behandelten und mit Karminrot
gefdrbten Parchen am konfokalen Lasermikroskop zeigte schlieBlich morphologische Effekte
in den Reproduktionsorganen, die qualitativ mit denen vergleichbar waren, welche nach der

Behandlung mit Piceatannol beobachtet wurden (Abbildung 3.56; vgl. auch Abschnitt 3.12).

Abbildung 3.56: S. mansoni-Péarchen nach Behandlung mit TK4-SH2SH2-dsRNA

Adulte S. mansoni-Parchen wurden mit TK4-SH2SH2-dsRNAs elektroporiert und fiir sechs Tage
(144 Stunden) in der in vitro - Kultur gehalten. Als Kontrollen dienten Pérchen, die ohne dsRNAs
elektroporiert und ebenfalls in Kultur gehalten wurden. Nach 144 Stunden wurden die Pérchen in
AFA fixiert und mit Karminrot geférbt. Die Auswertung erfolgte am KLSM (Leica TSC SP2) im
Reflektions-Modus (Anregung 488 nm, Detektion 470 nm long pass). A: Kontroll-Weibchen.
B: Kontroll-Ménnchen. C: Weibchen, 144 Stunden nach Elektroporation mit TK4-SH2SH2-
dsRNA. D: Ménnchen, 144 Stunden nach Elektroporation mit TK4-SH2SH2-dsRNA. Scale bar:
40 um. jO: junge, unreife Oocyten; Od: Ovidukt; rO: reife Oocyten. Der Stern markiert die
Samenblase im anterioren Bereich der Testesloben; der Pfeil markiert Spermien im ventralen
Bereich der Testesloben. [anteriores Schistosomen-Ende links, dorsal oben]
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Bei den mit SmTK4-SH2SH2-dsRNAs elektroporierten Weibchen war ein Effekt im Ovar
feststellbar. Die Anzahl an maturen Oocyten war groBer und die an immaturen Oocyten
kleiner (Abbildung 3.56 C), wenn auch nicht in dem Male wie nach der Behandlung mit
Piceatannol. Bei den Minnchen hingegen stellte sich in den Testes ein Effekt dar, der
qualitativ und quantitativ dem einer Piceatannol-Behandlung entsprach. In den mit
TK4-SH2SH2-dsRNAs elektroporierten Médnnchen waren die Spermien deutlich reduziert
(Abbildung 3.56 D). Auch =zeigte sich, dass anstelle reifer Spermien teils unreife
Spermatocyten in der Samenblase vorlagen. Péarchen, die ohne dsRNAs (Abbildungen 3.56
A, B) oder mit SmTK3-dsRNAs (nicht gezeigt) behandelt und {iber den gleichen Zeitraum in
Kultur gehalten wurden, wiesen diese Effekte nicht auf, was die Spezifitit der zuvor

beschriebenen Resultate belegt.

Die Ergebnisse der molekularen und mikroskopischen Analysen der TK4-SH2SH2-
dsRNA-behandelten Pirchen zeigte, dass es gelungen war, SmTK4 im Ovar und in den Testes
adulter Schistosomen posttranskriptionell supprimieren zu kdnnen was zu deutlichen Effekten
in diesen Organen fiihrte. Das von Ndegwa et al. (2007) fiir tegumental exprimierte Gene
etablierte Protokoll konnte somit erfolgreich auch fiir ein in den Reproduktionsorganen
exprimiertes Gen angewandt werden. Folglich eignet sich diese Methode auch fiir

gewebespezifische RNAi-Versuche in tiefer gelegenen Schichten.



3.14 Transgene Schistosomen - Analyse des SmActl-Promotors

Im Zusammenhang mit der Transformation von Schistosomen ist es wiinschenswert,
iiber konstitutiv aktive Promotoren zu verfligen, d.h. solche, die in Larven sowie in Adulten
und in einer Vielzahl von verschiedenen Geweben aktiv sind. Diese wiirden die Moglichkeit
einer ektopische Expression von Genen schaffen. Ein potentieller Kandidat fiir einen
konstitutiv aktiven Promotor war die 5’-Region des Aktin-Gens SmActl, da im Vorfeld {iber
RT-PCR-Analysen gezeigt wurde, das SmActl sowohl in Adulten beider Geschlechter als
auch in den freilebenden Larvenstadien (Miracidien und Cercarien) exprimiert wird (Busek et
al., 2002; Knobloch et al., 2002b; El Bahay, 2003). Die SmActl-5’-Region wurde kloniert,
in silico charakterisiert und auf ihre Promotoraktivitidt iiber Particle Bombardment-

Experimente mit adulten und larvalen Schistosomen iiberpriift.

3.14.1 Identifizierung und Klonierung der regulatorischen Regionen des SmActl-Gens
Ausgangspunkt fiir die Identifizierung und Klonierung verschiedener Fragmente der
5’-Region des SmActl-Gens waren 170 bp der 5°’-UTR, die zusammen mit der kodierenden
Sequenz dieses Gens identifiziert worden waren (Oliveira & Kemp, 1995). Das 170 bp-
Fragment wurde iiber eine PCR amplifiziert, kloniert und sequenziert (Wippersteg, 2002).
Eine erste Sequenzanalyse zeigte, dass innerhalb dieses kurzen Bereiches bereits potentiell
wichtige Promotorelemente vorhanden waren (vgl. Abschnitt 3.14.2). Von der Aktin-3’-UTR
wurde ein 370 bp langer Sequenzabschnitt mittels PCR amplifiziert, welcher das Poly-
Adenylierungs-Signal beinhaltete und als Terminator in Transformationsvektoren dienen
sollte (Wippersteg, 2002). Da aus Homologievergleichen zu anderen Aktingenen zu vermuten
war, dass oberhalb der ersten 170 bp noch weitere regulatorische Elemente vorhanden sind,
wurde die Sequenz der SmActl-5’-Region mit Hilfe des genome walkings verlangert. Als
Grundlage hierfiir dienten sog. genome walker libaries, die aus Restriktionsfragmenten
genomischer S. mansoni-DNA bestehen, welche mit Adaptern versehen wurden. Diese Pools
Adapter-ligierter DNA-Fragmente dienten als templates fiir PCR-Reaktionen, bei denen ein
Adapter-spezifischer Primer sowie ein Primer eingesetzt wurden, der gegen den bekannten
Bereich der SmActl-5’-UTR gerichtet war. In den PCRs wurden 400 - 500 bp grof3e
Amplifikationsprodukte erhalten, die kloniert und schlieflich sequenziert wurden. Die
Auswertung der Sequenzen zeigte, dass dieser Ansatz zu der Identifizierung von 445 bp der
SmActl-5’-Region fiihrte, die weitere potentielle Promotorelemente enthielt (El Bahay,

2003). Da regulatorische Promotorelemente auch in groBerem Abstand zum Transkriptions-



start vorliegen kdnnen, wurde die SmActl-5’-Region mittels sogenannter shot gun reads aus
den S. mansoni - Genomdaten in silico weiter verlangert (shisto8235f11.plk, SMBK116TR
M13 Rev end of clone SMBK116, SNEI709TF MI13 For end of clone SNEI709,
SMEHB42TR M13 Rev end of clone SMEHB42, shisto3946c04.q1k, SMDRE22TR M13
Rev end of clone SMDRE22, SNCDHO9TF M13 For end of clone SNCDH09, SNDOWS0TF
M13 For end of clone SNDOWS80, SMDOI131TR M13 Rev end of clone SMDO131,
shisto7687h09.p1k; www.sanger.ac.uk). Uberlappende Abschnitte der Sequenzen wurden
in silico zusammengesetzt, was in einer 3002 bp lagen putativen 5’-Region des SmActl-Gens
resultierte (Accession number: AM422832). Von diesen 3002 bp wurden drei verschieden
lange Fragmente iiber PCRs mit den Primerpaaren Actsoo-5’/Actspp-3" (445 bp), Actiooo-
5°/Actspo-3” (1024 bp) und Actso0-5°/Actspe-3” (1491 bp) amplifiziert. Die PCRs erfolgten mit
je 250 ng genomischer DNA aus S. mansoni-Pérchen als template. Erhaltene Amplifikations-
produkte der erwarteten GroBen wurden in den Klonierungsvektor pDrive kloniert und

sequenziert (Actsoo, Actiooo, Actisgo).

Eine andere Version der 5’-Region des SmActl-Gens wurde in einer parallel
durchgefiihrten Arbeit von Correnti et al. (2007) unabhéngig kloniert und ein ca. 1500 bp
langer Subklon (Act3-luc pGL3basic) freundlicher Weise von Prof. Dr. E. Pearce (Universitét
von Pennsylvania) zur Verfligung gestellt. Datenbankanalysen beider 5’-Regionen zeigten
hochste Homologie zu der 5’-Region von SmActl. Eine vergleichende Analyse (ClustalW)
beider 5’-Sequenzen mit einem genomischen Klon aus der S. mansoni-Datenbank
(Contig 0014791) offenbarte eine Reihe von Unterschieden (vgl. Anhang 5.6). Die beiden
5’-Regionen aus den Laboren von Pearce und Grevelding zeigen untereinander
51 Nukleotidunterschiede. Die 5’-Region aus dem Labor von Pearce weist 14 Nukleotid-
unterschiede zu der Contig-Sequenz auf, von denen 10 in den ersten 200 bp oberhalb des
Startcodons liegen. Die in wunserem Labor klonierte 5°-Region zeigt hingegen
41 Nukleotidvariationen im Vergleich zu der Contig-Sequenz. Von diesen liegen nur drei in
Regionen, fiir die potentielle Promotorelemente vorhergesagt wurden (vgl. Abschnitt 3.14.2
und Anhang 5.6).

Um untersuchen zu konnen, ob beide alternativen 5’-Fragmente Promotorfunktion
besitzen, und ob die identifizierten Punktmutationen moglicherweise einen Einfluss auf die
potentielle Promotoraktivitét besitzen, wurden ebenfalls drei Subfragmente der 5’-Region aus
dem Labor von Pearce subkloniert. Diese Fragmente hatten eine dquivalente Grofle zu den
drei urspriinglich subklonierten 5’-Bereichen aus unserem Labor. Die drei Subfragmente

wurden iiber PCRs mit den Primerkombinationen Actl-5°/Act-3°, Act2-5°/Act-3’ und



Act3-5’/Act-3" sowie dem Plasmid Act3-luc pGL3basic als template amplifiziert und in den
Klonierungsvektor pDrive kloniert (Actl, Act2 und Act3).

3.14.2 Sequenzanalyse der 5’-Region des SmActl-Gens

Die etwa 3 kb lange, genomische SmActl-5’-Region aus unserem Labor wurde auf
konservierte Transkriptionsfaktor-Bindestellen {iber das Programm Matlnspector untersucht,
welches auf der Transkriptionsfaktor-Datenbank TRANSFEC basiert (Quandt et al., 1995;
Heinemeyer et al.,, 1999). Die core similarity wurde auf 100% eingestellt und die
matrix similarity optimiert, um eine hohe Ubereinstimmung der identifizierten Elemente mit
der Konsensussequenz sicher zu stellen. Innerhalb der SmActl-5’-Region konnten
verschiedene putative Promotorelemente identifiziert werden, die nachfolgend tabellarisch

aufgelistet sind (Tabelle 3.12).

Tabelle 3.12: Spezifizierungen und Positionen der Transkriptionsfaktor-Bindestellen, die in der
3002 bp langen 5’-Region des SmAct1-Gens identifiziert wurden

Regulatorisches Relative Position Beschreibung

Element (ATG: +1)

E-Box -23 Bindestelle fiir einen basic helix-loop-helix (bHLH)
Transkriptionsfaktor wie Myo-D

TATA-Box -35 Kern-Promotorelement, involviert in der Festlegung des
Transkriptionsstarts

CArG-Box -70 Bindestelle fiir einen serum response factor; involviert

in Muskel-spezifische Genexpression

CAAT-Box - 83, -154, - 178, D L
1450, - 2220 Ubiquitéres, cis-agierendes Promotor-Element
CEBP-Element - 118, - 812 Bindestelle fiir ein CAAT enhancer-binding protein,
einen basic leucin-zipper Transkriptionsfaktor
S8-Element -351 Bindestelle fiir ein S8-Homdobox-Protein
GATA-Box - 825,-1143,-2986  Bindestelle fiir ein GATA-Zinkfingerprotein, héufig
involviert in Zelldifferenzierung
STAT-Element - 963, - 1328, - 1844, Bindestelle fiir Proteine der STAT-Familie,
-2690 cytoplasmatische Transkriptionsfaktoren die in den
Kern gelangen und Genexpression als Antwort auf eine
Cytokin- oder Wachstumsfaktor-Stimulation regulieren
CDP-Element - 1295 Bindestelle fiir ein CAAT displacement protein, einen

Transkriptionsrepressor



Von Oliveira und Kemp (1995) wurden bereits eine CAAT-Box (Position - 83), gefolgt von
einer CArG-Box (Position - 70) sowie einer TATA- und E-Box (Positionen - 35 und - 23)
postuliert. In der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Analyse konnten vier weitere
CAAT-Boxen identifiziert werden (Positionen - 154, - 187, - 1450 und - 2220). Die CAAT-
Box an Position - 83 zeigt einen Nukleotidunterschied zu der Konsensussequenz, wéhrend die
weiteren CAAT-Boxen mit der core-Sequenz vollstindig und mit der matrix-Sequenz zu
72 - 100% {ibereinstimmen. In der Ndhe der CAAT-Box an Position - 83 wurde eine
Bindestelle fiir ein CAAT enhancer protein (CEBP) an Position - 118 identifiziert, dessen
Sequenz 100% mit der core- und 96% mit der matrix-Sequenz iibereinstimmt. Ein weiteres
CEBP-Element wurde an Position - 812 gefunden, das einen Nukleotidunterschied zu der
Konsensussequenz aufweist. Eine Bindestelle fiir ein S8-Homdodominen-Protein ist an
Position - 351 lokalisiert, die eine Ubereinstimmung von 100% mit der core- und von 99%
mit der matrix-Sequenz aufweist. Weiterhin wurden drei GATA-Elemete gefunden
(Positionen -825, -1143 und -2986), die vollstindig mit der Konsensussequenz
libereinstimmen. Weiter 5’-wirts liegen vier putative Erkennungsstellen fiir STAT-Faktoren
(signal transducers and activators of transcription; Positionen - 963, - 1328, - 1844 und
- 2690), die eine Ubereinstimmung von 100% mit der core-Sequenz zeigen. Zusitzlich zu
diesen potentiell Transkriptions-aktivierenden Elementen wurde eine mogliche Bindestelle fiir
ein CAAT displacement protein (CDP) identifiziert (Position - 1295), welches als

Transkriptionsrepressor agieren kann (Nepveu, 2001).

3.14.3 Klonierung der SmActl-Transformationsvektoren

Um die Funktion der verschiedenen 5’-Regionen des SmActl-Gens (Grevelding,
Pearce) untersuchen zu kénnen, wurden Transformationsvektoren mit GFP als Reportergen
konstruiert. Urspriinglich wurde das GFP-Gen flankiert von einem 170 bp langen 5’-Fragment
des SmActl-Gens (Grevelding) und dem Aktin-3’-Terminator (in pBlueskriptll SSK-)
(Wippersteg, 2002). In einem ersten Test auf Promotoraktivitit wurde das Act;7o-GFP-Act-
Konstrukt fiir die Transformation adulter Ménnchen eingesetzt. Nach dem Particle
Bombardment zeigte sich in der konfokalen Mikroskopie nur sehr schwache Reportergen-
aktivitit im Bereich des Teguments (Wippersteg, 2002). Aus diesem Grund wurden die
verlangerten SmActl-5’-Bereiche kloniert und fiir weitere Vektorkonstruktionen verwendet.
Hierfiir wurde das Act;79-5’-Fragment gegen die 5’-Fragmente Actsoy, Actjooo und Act;sgo
(Grevelding) ausgetauscht, die verschiedene Kombinationen der putativ wichtigsten

regulatorischen Elemente beinhalteten (siche auch Tabelle 3.12). Weitere Konstrukte wurden



mit den alternativen 5’-Fragmenten Actl, Act2 und Act3 (Pearce) und dem Aktin-3’-
Terminator kloniert. Der Austausch der 5°-Bereiche erfolgte jeweils iiber die Restriktions-
schnittstellen Sacll und Ncol und resultierte in den Transformationsvektoren Actsg-GFP-Act,

Actig00-GFP-Act, Actys500-GFP-Act bzw. Actl-GFP-Act, Act2-GFP-Act und Act3-GFP-Act.

3.14.4 Particle Bombardment adulter und larvaler Schistosomen

Die erstellten Vektoren wurden fiir Transformationen adulter Miannchen sowie
Muttersporocysten eingesetzt, um so die unterschiedlichen 5’-Bereiche des SmAct1-Gens auf
Promotoraktivitit in verschiedenen Geweben und Stadien untersuchen zu konnen. Fiir das
Particle Bombardment wurden Ménnchen verwendet, die iiber multisexuelle Infektionen
erzeugt und anschlieBend vom Weibchen entpaart wurden. Muttersporocysten wurden iiber

die in vitro - Transformation von Miracidien erhalten (vgl. Kapitel 2.2.1.4).

Das Particle Bombardment adulter Schistosomen-Ménnchen erfolgte mit einem
Gasdruck von 1550 bzw. 1800 psi. Die lichtmikroskopische Untersuchung der beschossenen
Minnchen zeigte eine breite Verteilung der Goldpartikel im Tegument und weiteren Geweben
im Inneren des Wurms. Nach dem Beschuss mit dem Actsq-GFP-Act-Vektor fanden sich in
konfokal-mikroskopischen Untersuchungen variierende Level von GFP-Fluoreszenz in den
Minnchen. Starke Signale wurden im Tegument einschlieBlich der Tuberkel beobachtet.
Diese Bereiche korrelierten mit dem Auftreten der meisten Goldpartikel. Mittlere Level von
Fluoreszenz wurden in Zellen des Parenchyms und der Muskeln detektiert (Abbildungen 3.57
A - D). Minnchen, die mit den elongierten Promotor-Konstrukten Act;oo0-GFP-Act und
Actys00-GFP-Act beschossen wurden, zeigten ebenfalls starke GFP-Fluoreszenz-Signale im
Tegument und den Tuberkeln, die mit der Lokalisation der Goldpartikeln korrelierten.
Schwichere Fluoreszenz wurde in Teilen des Parenchyms detektiert (Abbildungen 3.57 E, F).

Analoge Experimente mit den Konstrukten Actl-GFP-Act, Act2-GFP-Act und Act3-
GFP-Act lieferten vergleichbare Resultate. Bei den entsprechenden Ménnchen wurde
ebenfalls GFP-Fluoreszenz in weiten Bereichen des Teguments einschlieBlich der Tuberkel
sowie in parenchymatischen Zellen detektiert (Abbildungen 3.57 I - R). Sowohl zwischen den
SmActl-Promotorversionen aus den Laboren von Grevelding und Pearce als auch zwischen
den Grofenvarianten innerhalb der Versionen konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Intensitdt oder Gewebeverteilung der GFP-Fluoreszenz beobachtet werden. Médnnchen, die
mit Goldpartikeln ohne DNA-Beladung beschossen wurden, zeigten keine GFP-Signale
(Kontrolle; Abbildungen 3.57 G, H).



Abbildung 3.57: Ergebnisse der konfokalen Lasermikroskopie und Lichtmikroskopie adulter
S. mansoni-Mannchen, die mit Aktin-GFP-Konstrukten transformiert waren

Mainnchen von §. mansoni wurden mit folgenden Aktin-Promotor-GFP-Reportergen-Konstrukten
mittels Particle Bombardment transformiert: A - D: Actsg-GFP-Act (1550 psi); E: Actjgo-GFP-Act
(1800 psi); F: Acts00-GFP-Act (1800 psi); G - H: Kontrolle (nur Gold, 1550 psi); I - L: Act1-GFP-
Act (I und J 1550 psi; K und L 1800 psi); M - P: Act2-GFP-Act (M, N 1550 psi; O, P 1800 psi);
Q - R: Act3-GFP-Act (1800 psi). gp: Goldpartikel, mc: Muskelzellen, pc: Parenchym-Zellen,
t: Tegument, tu: Tuberkel. Scale bar: 200 pm.



Neben adulten Minnchen wurden auch Muttersporocysten mittels Particle
Bombardment bei 1300 psi mit den Konstrukten Actsg-, Actjooo- und Act;s00-GFP-Act
transformiert und GFP-Fluoreszenzsignale mittels konfokaler Lasermikroskopie detektiert.
Fluoreszenz wurde in parenchymatischen Zellen und den Ridge Cytons beobachtet
(Abbildungen 3.58 A - F). In der neuralen Masse am anterioren Ende oder den Keimzellen am
posterioren Ende wurden keine klaren Signale gefunden. Muttersporocysten, die mit Gold
ohne DNA-Beladung beschossen wurden, zeigten keine GFP-bedingten Fluoreszenzsignale

(Kontrolle; Abbildungen 3.58 G, H).

Abbildung 3.58: Ergebnisse der konfokalen Lasermikroskopie und Lichtmikroskopie
von Muttersporocysten, die mit Aktin-GFP-Konstrukten transformiert waren

Muttersporocysten von S. mansoni wurden mit folgenden Aktin-Promotor-GFP-Reportergen
Konstrukten mittels Particle Bombardment transformiert (1300 psi): A - B: Actso-GFP-Act;
C - D: Actjp-GFP-Act; E - F: Act;500-GFP-Act; G - H: Kontrolle (nur Gold). k: Keimzellen,
n: neurale Masse, p: Parenchym, rc: Ridge Cytons. Scale bar: 20 pm. [a: anterior, p: posterior]

Die Ergebnisse alle Particle Bombardment-Experimente, welche unter Verwendung der
verschiedenen Aktin-Promotor-GFP-Konstrukte erhalten wurden, sind in Tabelle 3.13

zusammengefasst.

Um die Prasenz der Act-GFP-Act-Transformationsvektoren und die Transkription des
Reportergens auf molekularer Ebene nachzuweisen, wurden PCR- und RT-PCR-Analysen mit
isolierter DNA und RNA aus den transformierten Schistosomen und GFP-spezifischen
Primern (GFP-5’/-3") durchgefiihrt. Hierbei wurden Amplifikationsprodukte der erwarteten
GroBBe (PCR) und dquivalenter Intensitdten (RT-PCR) erhalten (Ergebnisse nicht gezeigt).



Tabelle 3.13: Zusammenfassung der Reportergen-Analyse der 5’-Region des SmAct1-Gens
[Starke der Signale: +++: stark, ++: mittel, +: schwach, -: keine, n.u.: nicht untersucht]

Adulte Sporocysten
Konstrukt Promotorlinge GFP-Expression in GFP-Expression
(bp) Tegument  Parenchym Muskeln

Actgo-GFP-Act 170 + - - n.u.
Acts-GFP-Act 445 +4++ ++ ++ +
Act;g0-GFP-Act 1024 +++ +(+) - +
Act;500-GFP-Act 1491 +++ +(+) - +
Actl-GFP-Act 509 ++ +(+) - n.u.
Act2-GFP-Act 997 ++ ++) - n.u.
Act3-GFP-Act 1481 ++ +(+) - n.u.

Die Ergebnisse der SmActl-Promotor-Analysen und der Particle Bombardment-Experimente

mit den Aktin-Promotor-GFP-Konstrukten sind bereits publiziert (Beckmann et al., 2007).



4. DISKUSSION

4.1 Aufklirung der SmTK4-Signalkaskade

Schistosomen zeigen eine im Tierreich nahezu einmalige Reproduktionsbiologie, bei
der die sexuelle Maturation des Weibchens von einem dauerhaften Paarungskontakt mit dem
Minnchen abhéngt (Erasmus, 1973). Fir dieses Phidnomen sind molekulare
Kommunikationsprozesse zwischen beiden Geschlechtern erforderlich (Kunz, 2001). Diese
umfassen vermutlich auch Signaltransduktionsprozesse, um das vom Méannchen ausgehende
Signal zu den Reproduktionsorganen des Weibchens zu transduzieren und hier Proliferations-
und Differenzierungsprozesse zu initiieren. Die Identifizierung der Signalkaskade(n) und der
daran beteiligten Molekiile ist ein wichtiger Aspekt bei der Aufklarung der molekularen
Grundlagen der Mainnchen-Weibchen-Interaktion. In den vergangen Jahren wurden
verschiedene Signalmolekiile in Schistosomen identifiziert und charakterisiert, darunter auch
verschiedene cytoplasmatische Tyrosinkinasen (Kapp et al., 2001; Knobloch et al., 2002b;
Kapp et al., 2004). Diese Molekiile sind in diversen Organismen an der Regulation von
zelluldren Proliferations- und Differenzierungsprozessen beteiligt (Thomas & Brugge, 1997),
Prozesse, die bei S. mansoni zur paarungsabhingigen Ausdifferenzierung der Reproduktions-
organe im Weibchen fiihren.

Eine der identifizierten Tyrosinkinasen ist die Syk-Kinase SmTK4, die im Ovar des
Weibchens und den Testes des Médnnchens von S. mansoni exprimiert wird (Knobloch et al.,
2002b). Fiir sie wurde aufgrund der Expression in diesen Organen neben weiteren Funktionen
auch eine Rolle bei der Differenzierung von Oocyten oder Spermien und damit eine
Beteiligung an der Reproduktion der Schistosomen postuliert. Eine Mdglichkeit, einer
genaueren Funktionsanalyse von SmTK4 ist die Identifizierung von weiteren, interagierenden
Signaltransduktionsmolekiilen. Da Signalkaskaden innerhalb des Tierreichs sowohl strukturell
als auch funktionell hoch konserviert sind, konnten solche Interaktionspartner Hinweise auf
SmTK4-vermittelte Signalkaskaden geben und damit auch funktionelle Riickschliisse

zulassen.

Eine Suche nach SmTK4-Interaktionspartnern iiber ein Yeast Three-Hybrid Screening
mit der SmTK4-Tandem-SH2-Domaéne als bait-Protein unter der zusitzlichen Expression der
SmTK3-TK-Domine fiihrte zur Identifizierung der Src-Kinase SmTK6. Des Weiteren wurde

eine Interaktion von SmTK4 mit der Src-Kinase SmTK3 nachgewiesen (Beckmann, 2005).



Uber in situ - Hybridisierungen konnte gezeigt werden, dass SmTK6 im Ovar des Weibchens
sowie in den Testes des Minnchens exprimiert wird (Beckmann, 2005). Die Src-Kinase
SmTK3 wird ebenfalls {iberwiegend im Ovar und den Testes, aber auch im Vitellarium
adulter Schistosomen exprimiert (Kapp et al., 2004). Die Co-Lokalisation der Expression von
SmTK4 mit SmTK6 und SmTK3 in den Reproduktionsorganen Ovar und Testes war eine

zusétzliche Bekréftigung ihrer im Yeast Two-Hybrid System detektierten Interaktionen.

4.1.1 Verifizierung der Interaktion zwischen SmTK4 und SmTK6

Um die Interaktion zwischen den beiden zelluldren Tyrosinkinasen SmTK4 und
SmTK6 biochemisch zu verifizieren, wurden Co-Immunoprézipitationsexperimente
durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.1). Da weder gegen SmTK4 noch gegen SmTK6 spezifische
Antikorper zur Verfligung standen, wurde ein System ausgewéhlt, dass es erlaubt, Proteine
fusioniert mit einem Aminosduresequenz-Motiv (Tag) zu exprimieren, gegen das
kommerzielle Antikérper erhéltlich sind. Fiir die Co-Immunoprézipitation wurden die
Protein-Interaktionsdoménen von SmTK4 (Tandem-SH2-Doméne) fusioniert mit einem
FLAG-Tag sowie die Volllaingensequenz von SmTK6 fusioniert mit einem c-Myc-Tag in
Hefezellen co-exprimiert. Die Expression beider Proteine stand unter der Kontrolle eines
GAL-Promotors und konnte durch die Zugabe von Galaktose als Kohlenstoffquelle zu dem
Medium induziert werden.

Vor Beginn der Co-Immunoprézipitationsexperimente wurde die Expression der
FLAG-SmTK4-Tandem-SH2-Doméne sowie der c-Myc-SmTK6 in dem Proteinlysat einer
Galaktose-induzierten Kultur iiber einen Immunoblot mit einem anti-FLAG- bzw. anti-
c-Myc-Antikorper nachgewiesen (vgl. Abbildung 3.2). Nach erfolgten Immunoprézipitationen
mit den Tag-spezifischen Antikorpern wurden die gebundenen Proteine auf eine Membran
transferiert. Eine Protein-Anfirbung zeigte zwei prominente Proteine mit einem den
Erwartungen entsprechendem Molekulargewicht der Fusionsproteine. Uber einen anti-FLAG-
bzw. einen anti-c-Myc-Antikdrper konnte im anschlieBenden Immunoblot bestétigt werden,
dass es sich bei diesen Banden tatsidchlich um die FLAG-SmTK4-Tandem-SH2-Doméne
sowie um die c-Myc-SmTK6 handelte (vgl. Abbildung 3.4). Beide Proteine lagen in dem
Proteinlysat somit in Form eines Komplexes vor und konnten daher gemeinsam prézipitiert
werden. Die Interaktion zwischen der Syk-Kinase SmTK4 und der Src-Kinase SmTK6, die
zuvor im Yeast Two-Hybrid System detektiert und analysiert worden war (Beckmann, 2005),

wurde iiber die durchgefiihrten Co-Immunoprézipitationsexperimente verifiziert.



Um die in vivo - Interaktion beider Tyrosinkinasen in S. mansoni analysieren zu
konnen, miissten pull down - Assays mit Proteinlysaten aus S. mansoni durchgefiihrt werden.
Hierbei wiirde die endogene (aus Proteinlysaten aufgereinigte) oder eine rekombinant
exprimierte SmTK4 bzw. SmTK6 iiber einen spezifischen Antikorper an eine immobile
Protein A-Sepharose-Phase gekoppelt werden. Bei einer Inkubation mit Schistosomen-
Proteinlysat miisste der entsprechende Interaktionspartner binden und iiber einen ebenfalls
spezifischen Antikdrper nachzuweisen sein. Voraussetzung fiir derartige Experimente sind
jedoch Antikorper gegen SmTK4 und SmTK6, die noch nicht zur Verfiigung stehen
(vgl. Abschnitt 4.4).

4.1.2 Identifizierung von upstream - SmTK6-Interaktionspartnern

Zur weiteren Aufklarung des SmTK4-/ SmTK6-Signalwegs, an dem auch SmTK3
beteiligt sein konnte, wurde ein Yeast Two-Hybrid Screening mit der SH2-Domine von
SmTK6 durchgefiihrt. Die SH2-Domine wurde als bait-Protein verwendet, da Src-Kinasen
tiber ihre SH2-Doménen an Tyrosinreste in upstream-Interaktionspartnern binden (Thomas &
Brugge, 1997).

Eine Einschrinkung des Yeast Two-Hybrid Systems ist das Fehlen posttranslationaler
Protein-Modifikationen, wie beispielsweise die gezielte Phosphorylierungen von Tyrosin-
resten (van Criekinge & Beyaert, 1999). Bislang ist fiir Hefen keine spezifische
Tyrosinkinase-Aktivitdt beschrieben worden. Hefen modifizieren Tyrosinreste in Proteinen
nur zufdllig durch eigene unspezifische Kinasen (Ptacek et al., 2005). Um diese Limitierung
umgehen zu kdnnen, wurde ein Yeast Three-Hybrid System verwendet, mit dem Protein-
Protein-Interaktionen untersucht werden konnen, die abhingig sind von posttranslationalen
Modifikationen (Osborne et al., 1995; Zhang & Lautar, 1996). In diesem System wird neben
dem bait- und dem prey-Protein ein drittes Protein in den Hefen exprimiert, in diesem Fall
eine schistosomale Tyrosinkinase. Dies fiihrt allgemein zum Anstieg des Phosphorylierungs-
grades intrazelluldrer Proteine und damit auch zur Phosphorylierung potentieller Interaktions-
partner, ein fiir die Interaktion wichtiger Faktor, da Phosphotyrosine hoch affine Bindestellen
fiir SH2-Doménen darstellen. Hierdurch kdnnen putative Interaktionen begiinstigt oder erst
ermoglicht werden (Osborne et al., 1995). Fiir die Suche nach upstream-Interaktionspartnern
der Src-Kinase SmTK6 fand das Screening daher mit der SH2-Doméne als bait-Protein und
unter der zusétzlichen Expression der SmTK3-Tyrosinkinase-Doméne statt. Die zusétzliche

Expression einer Tyrosinkinase-Doméne fiir die Suche nach Bindungspartnern von



SH2-Doménenproteinen war bereits in anderen und unserer Arbeitsgruppe erfolgreich (Wang
et al., 2001; Philipp, 2004; Beckmann, 2005).

Vor dem eigentlichen Screening wurde zundchst die Funktionalitit der erstellten
bait-Konstrukte in Hefen iberpriift. Die Expression der SmTK6-SH2-Doméne sowie
der SmTK3-TK-Domine konnte auf transkriptioneller Ebene nachgewiesen und eine
autonome Aktivierung der Reportergene durch das bait-Protein ausgeschlossen werden
(vgl. Kapitel 3.2.2).

Das Screening mit der SmTK6-SH2-Doméne unter der zusitzlichen Expression der
SmTK3-TK-Doméne wurde zweimal durchgefiihrt und resultierte in 14 bzw. 62 Klonen, die
ein positives Wachstum auf den Selektionsplatten zeigten. Durch einen [-Galaktosidase-
Filterassay konnte diese Zahl potentieller Interaktionspartner auf 7 bzw. 29 reduziert werden.
Aus diesen Klonen wurden die prey-Plasmide, deren Inserts fiir die potentiellen
Interaktionspartner kodierten, isoliert. Da in Hefeklonen aus einem Yeast Two-Hybrid
Screening die prey-Plasmide gegeniiber den bait-Plasmiden stark unterreprasentiert vorliegen,
ist dieser Schritt kritisch. Insgesamt gelang es dennoch, aus 4 der 7 bzw. aus 21 der 29 Klone
die prey-Plasmide zu isolieren. Durch die Retransformation der einzelnen prey-Plasmide
zusammen mit dem bait-Plasmid wurden die Interaktionen verifiziert. Die Identifizierung der
potentiellen Interaktionspartner erfolgte durch Sequenzierung der in den prey-Plasmiden
enthaltenen Inserts und anschlieBender BlastX-Analyse der Sequenzen. Uber die beiden Yeast
Three-Hybrid Screenings konnten verschiedene Molekiile als potentielle Bindungspartner von
SmTK6 identifiziert werden (vgl. Tabellen 3.2 und 3.3, Kapitel 3.2.3.3), auf die in den

folgenden Abschnitten genauer eingegangen wird.

4.1.2.1 Ein Mucin-Homolog als Interaktionspartner von SmTK6

Von den 25 sequenzierten Klonen kodierten insgesamt 14 fiir ein Protein mit
Homologie zu Mucinen, das damit der am héufigsten in den beiden Screenings gefundene
Interaktionspartner von SmTK6 war. Bei allen 14 Klonen handelte es sich um unterschiedlich
lange Partialsequenzen des gleichen Molekiils. Diese Partialsequenzen wurden mit Hilfe der
S. mansoni - Sequenzdaten (www.sanger.ac.uk, www.tigr.org) erweitert und hierdurch die
vollstindige cDNA-Sequenz von 9.261 bp identifiziert (CDS 29294.m000039), die fiir ein
Protein von 3.086 AS kodiert (vgl. Anhang 5.7), welches hohe Homologie zu Mucinen aus
verschiedenen Organismen besitzt.

In S. mansoni wurden zuvor zwei Mucine identifiziert (Menrath et al., 1995; Roger et

al., 2007), die beide homolog, aber nicht identisch zu dem als Interaktionspartner von SmTK6



identifiziertem Mucin-homologen Protein sind. Die erste Partialsequenz eines Mucins, das
spezifisch nur in Weibchen exprimiert wird, wurde von Menrath et al. (1995) identifiziert.
Lokalisationsstudien zeigten eine spezifische Expression in Geweben, die den weiblichen
Reproduktionstrakt umgeben, nahe seinem Ubergang in den Ootyp. Fiir dieses Mucin wurde
postuliert, dass es den Reproduktionstrakt auskleidet, hier eine schiitzende Schicht bildet und
moglicherweise eine frithzeitige Ausbildung der Eischale verhindern soll (Menrath et al.,
1995). Des Weiteren ist eine Gruppe von hoch polymorphen Mucinen beschrieben worden,
die innerhalb sowie zwischen verschiedenen S. mansoni- Stimmen grofle Unterschiede
aufweisen. Diese Mucine wurden daher als ,,S. mansoni polymorphic mucins® (SmPoMuc)
bezeichnet (Roger et al., 2007).

Mucine sind hochmolekulare, stark glycosylierte Oberflachenproteine die von
epithelialen Geweben exprimiert werden (Hollingsworth & Swanson, 2004). Man
unterscheidet zwischen sekretierten Mucinen, die in den extrazelluliren Raum abgegeben
werden und Transmembran-Mucinen, die eine einzelne Transmembrandomidne und
unterschiedlich lange, intrazellulire C-Termini aufweisen. Sekretierte Mucine bilden eine
schiitzende Schicht auf Epithelien des respiratorischen, gastrointestinalen sowie des
Reproduktionstraktes (Hollingsworth & Swanson, 2004). Transmembran-Mucine sind
hingegen an Signaltransduktionsprozessen beteiligt, die durch biochemische Verdnderungen
der Umgebung initiiert werden und zu Konformationsdnderungen ihrer extrazelluldren
Domine fiithren. Durch eine direkte Bindung von Liganden an die extrazelluldre Doméne oder
durch Interaktionen mit Rezeptoren fiir Wachstums- und Differenzierungsfaktoren kdnnen
Mucin-Signalkaskaden ebenfalls ausgelost werden (Singh & Hollingsworth, 2006). Nach
Perzeption eines entsprechenden Signals kommt es intrazelluldr zu posttranslationalen
Modifikationen wie der Phosphorylierung des Mucin-C-Terminus (Singh & Hollingsworth,
2006). Der cytoplasmatische Teil des am besten charakterisierten transmembranen Mucins
MUCI1 ist in verschiedene Signalwege involviert, u.a. durch die Interaktion mit
Tyrosinkinasen (Singh & Hollingsworth, 2006). Src-Kinasen konnen iiber ithre SH3-Doméne
an den C-Terminus von MUCI binden und den Tyrosinrest innerhalb des Aminosdure-
sequenzmotivs YEKYV phosphorylieren. Im phosphorylierten Zustand wird dieser dann direkt
von der SH2-Doméne der Src-Kinase gebunden (Li et al., 2001; Al Masri & Gendler, 2005).
Wie Src-Kinasen konnen auch zelluldre Tyrosinkinasen der Abl-Familie an den
intrazelluldren Bereich von transmembranen Mucinen binden (Raina et al., 2006). Nach
Bindung phosphorylieren sie einen Tyrosinrest innerhalb eines YXXP-Motivs (X: beliebige
Aminosdure), das C-terminal des YEKV-Motivs (Bindestelle der Src-SH2-Doméne) liegt.



Das phosphorylierte Tyrosin innerhalb des YXXP-Motivs dient dann wiederum als
Bindestelle fiir die SH2-Doméne der Abl-Kinase (Raina et al., 2006).

Der C-Terminus von MUCI ist zudem mit der FAK (focal adhesion kinase) assoziiert,
einem Src-Substrat und zentralem Molekiil in Integrin-vermittelten Signalwegen
(vgl. Abschnitt 4.2.3). Es wird angenommen, das durch die Interaktion der FAK mit dem
C-Terminus des transmembranen Mucins die Rekrutierung einer Src-Kinase zu der Zell-
Peripherie unterstiitzt wird, was die Interaktion mit ihren Substraten (beispielsweise FAK)
verstarkt oder erst ermoglicht. Durch das Zusammenspiel von Mucinen mit Rezeptor-
Tyrosinkinasen und anderen Signalmolekiilen werden Signalwege initiiert, die letztlich zu
zelluldren Prozessen wie z. Bsp. auch Proliferationen fithren (Singh & Hollingsworth, 2006).

Bei dem als Interaktionspartner von SmTK6 identifizierten Mucin handelt es sich
vermutlich um ein transmembranes Mucin mit einer Transmembran-Helix im Bereich der
Aminosduren 2435 -2453 (Orientierung: N-Terminus extrazelluldr, C-Terminus intra-
zellulédr), wie in silico - Analysen der Sequenz belegen (TMpred; Hofmann & Stoffel, 1993).
Innerhalb des intrazellulér lokalisierten C-Terminus konnte eine Sequenzabfolge identifiziert
werden (YEKL; Aminosduren 2914 - 2917; vgl. Anhang 5.7), die mit Ausnahme der letzten
Aminosdure mit dem YEKV-Motiv iibereinstimmt, das als Bindestelle fiir Src-Kinasen
beschrieben ist (Singh & Hollingsworth, 2006). In der Sequenz des Mucin-Homologs aus
S. mansoni befindet sich anstelle eines Valins (V) ein Leucin (L). Da es sich in beiden Féllen
um aliphatische, neutrale Aminosduren handelt, die sich nur um eine CH,-Gruppe in der
Lange ihrer Seitenkette unterschieden, hat dieser konservative Aminosdureaustausch
funktionell vermutlich keine Bedeutung. Das in S. mansoni identifizierte, Transmembran-
Mucin enthélt somit das Aminosduresequenzmotiv, an das SH2-Dominen von Src-Kinasen
binden konnen. Das YEKL-Motiv ist in den Mucin-Partialsequenzen der isolierten prey-
Plasmide vorhanden und damit potentiell fiir die Interaktion mit der SmTK6-SH2-Doméne
verantwortlich. C-terminal dieses Motivs liegt in dem intrazelluliren Bereich des
transmembranen Mucins ein Aminosduresequenzmotiv (YESP, Aminosduren 3016 - 3019;
vgl. Anhang 5.7), das mit der Konsensussequenz YXXP {iibereinstimmt (Raina et al., 2006)
und damit eine potentielle Bindestelle fiir die SH2-Doméne einer Abl-Kinase darstellt. Auch
dieses Motiv ist in den Mucin-Partialsequenzen der prey-Plasmide vorhanden. Da SmTK6
Sequenzanalysen und phylogenetischen Untersuchungen zufolge auch Ahnlichkeiten zu
Abl-Kinasen aufweist (Beckmann, 2005), sind beide Bindungen der SmTK6-SH2-Doméne an
den Mucin-C-Terminus denkbar (vgl. Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Modell zur Interaktion von SmTK6 und dem transmembranen Mucin

Aus den Ergebnissen des Yeast Two-Hybrid Screenings sowie aus Kenntnissen aus anderen
Organismen wurde dieses hypothetische Modell zur SmTK6-Mucin-Interaktion erstellt. SmTK6
bindet iiber ihre SH2-Doméne an das YEKL- oder YESP-Motiv im intrazelluldren C-Terminus des
transmembranen Mucins. Durch die Interaktion einer FAK mit dem Mucin-C-Terminus konnte
SmTK6 moglicherweise zur Plasmamembran rekrutiert werden. Die FAK wiére ihrerseits ein
potentielles Substrat fiir SmTK6 (ndhere Erlduterungen siehe Text). [CM: Cytoplasmamembran,
ex: extrazellular, in: intrazellular]

Unabhédngig davon, an welches der beiden Motive im Mucin-C-Terminus die
SH2-Domédne von SmTK6 gebunden hat, war die Hefe-eigene, unspezifische
Phosphorylierung ausreichend, um den Tyrosinrest innerhalb des Motivs zu phosphorylieren
und so die Bindung zu ermdglichen. Durch die zusétzliche Expression der
SmTK3-TK-Doméne konnte die Interaktion nur leicht verstirkt werden (vgl. Abbildung 3.8,
Kapitel 3.2.3.5). Moglicherweise konnte sich die Expression der zugehorigen, spezifischen
SmTK6-TK-Doméne verstidrkend auf die Bindung auswirken. /n vivo kommt es nach Bindung
der SH3-Doméne an den Mucin-C-Terminus durch die Kinase-eigene, katalytische Doméne
zur Phosphorylierung eines spezifischen Tyrosinrestes, der anschlieBend von der eigenen
SH2-Doméne gebunden wird (L1 et al., 2001; Raina et al., 2006). In folgenden Yeast Three-
Hybrid Analysen konnte daher untersucht werden, ob sich die Expression der SmTK6-TK-
Domine im Vergleich zu der SmTK3-TK-Domine verstidrkend auf die Bindung auswirkt.
Uber gezielte Bindungsanalysen mit mutagenisierten Mucin-C-Termini (YEKL- bzw. YESP-
Deletionsmutanten) konnte zudem geklart werden, welches Motiv fiir die Bindung der

SmTK6-SH2-Doméne verantwortlich ist. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen konnten



auch einen weiteren Hinweis auf die Klassifizierung von SmTK6 als Src- oder Abl-Kinase
geben, die Ubereinstimmungen sowie Unterschiede zu beiden Kinase-Familien aufweist.

Da Interaktionen zwischen den intrazelluliren C-Termini von Transmembran-
Mucinen und den SH2-Dominen von Src-/Abl-Kinasen beschrieben sind und die flir die prey-
Proteine kodierenden Sequenzen die flir diese Bindung verantwortlichen Motive aufweisen
(YEKL, YESP), ist die Interaktion von SmTK6 mit dem identifizierten Mucin-Homolog aus

S. mansoni als spezifisch anzusehen.

4.1.2.2 Die Src-Kinase SmTKS3 als Interaktionspartner von SmTK6

Der zweit-haufigste identifizierte Interaktionspartner von SmTK6 war die bereits
bekannte Src-Kinase SmTK3 aus S. mansoni (Kapp et al., 2004). Insgesamt kodierten die
Inserts von drei der sequenzierten prey-Plasmide fiir diese Tyrosinkinase und umfassten
jeweils deren vollstdndige Sequenz.

Die Interaktion zwischen SmTK6 und SmTK3 war deutlich stérker als die Interaktion
zwischen SmTK6 und dem Mucin-Homolog. Die Interaktion der beiden Src-Kinasen ist
zudem Phosphorylierungs-abhingig, wie durch die Expression der SmTK3-TK-Doméne und
einer damit verbundenen zusitzlichen Tyrosin-Phosphorylierung innerhalb der Hefen gezeigt
werden konnte (vgl. Abbildung 3.8, Kapitel 3.2.3.5).

Neben der Expression im Vitellarium wird SmTK3 in Ubereinstimmung mit SmTK6
und SmTK4 gewebespezifisch auch im Ovar und den Testes exprimiert (Knobloch et al.,
2002b; Kapp et al., 2004; Beckmann, 2005). Daher ist es denkbar, dass diese drei Kinasen in

Schistosomen in Form eines Komplexes vorliegen (vgl. Abschnitt 4.1.3).

4.1.2.3 Weitere Bindungspartner von SmTK6

Die Sequenzierung der Inserts der verbliebenen prey-Plasmide zeigte, dass diese fiir
sehr unterschiedliche Proteine kodierten, die jeweils nur einmal in diesem Screening
identifiziert wurden. Sie besalen Homologie zu dem Hamprotein Cytochrom p450, dem
Motorprotein Dynein, zu Prefoldin o, das an Proteinfaltungen beteiligt ist, sowie zu dem
Drosophila-Protein Disc-large. Diese Proteine wurden als falsch-positive Interaktionspartner
eingestuft, da sie nachweislich in Yeast Two-Hybrid Screenings unspezifische Bindungen
mit einer Vielzahl verschiedener bait-Proteine eingehen (www.fccc.edu/research/labs/
golemis/InteractionTrapInWork.html). Zudem sind Interaktionen von Src-Kinasen mit diesen

Molekiilen in der Literatur bislang nicht beschrieben (USCD - Nature Signaling Gateway).



4.1.3 SmTK4, SmTK6 und SmTK3 - Bestandteile eines Kinasekomplexes?

Nachdem als Interaktionspartner von SmTK4 und SmTK6 jeweils SmTK3 identifiziert
wurde und SmTK6 ein upstream-Bindungspartner von SmTK4 ist, liegt die Vermutung nahe,
dass diese drei zelluldren Tyrosinkinasen im Ovar und den Testes von S. mansoni in Form

eines Multi-Kinasekomplexes vorliegen (Abbildung 4.2).

ex
CM

< TK » —{SH2— SH3
TK3

' {
) v 6“\
TKE 5 @{_\ SH3
-

™® I
TK6

Abbildung 4.2: Modell zur méglichen Interaktion zwischen SmTK4, SmTK6 und SmTK3

Aus den Ergebnissen der Analysen im Yeast Two-Hybrid System wurde dieses hypothetische
Modell zur Interaktion der drei Tyrosinkinasen SmTK4, SmTK6 und SmTK3 erstellt. Die
Syk-Kinase SmTK4 bindet iiber ihre Tandem-SH2-Doméne an die Tyrosinkinase-Doméne (TK) der
Src-Kinase SmTK6 oder SmTK3. SmTK6 bindet {iber ihre SH2-Doméne ebenfalls an SmTK3.
Umgekehrt binden jedoch weder SmTK6 noch SmTK3 iiber ihre SH2-Doménen an SmTK4 (néhere
Erlduterungen siehe Text). Dieser Kinasekomplex liegt wahrscheinlich unterhalb der Cytoplasma-
membran, da SmTK3 iiber eine Myristylierung an dieser verankert werden kann (Kapp et al., 2004).
[CM: Cytoplasmamembran, ex: extrazellulér, in: intrazellulér]

Innerhalb des postulierten Kinasekomplexes bindet SmTK4 {iber die Tandem-SH2-
Domine an phosphorylierte Tyrosinreste in der Tyrosinkinase-Doméne von SmTK6 bzw.
SmTK3 (Beckmann, 2005). SmTK6 bindet iiber die eigene SH2-Doméne an SmTK3,
vermutlich ebenfalls an Phosphotyrosine in der Tyrosinkinase-Doméne. Weder SmTK6 noch
SmTK3 konnen jedoch im Gegenzug iiber ihre SH2-Doménen an die ,,linker*“~-Region oder
Tyrosinkinase-Domédne von SmTK4 binden, wie im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte
Yeast Two-Hybrid Analysen belegen (vgl. Kapitel 3.4). Die Interaktionen verlaufen somit

wahrscheinlich unidirektional.



Interaktionen zwischen Src- und Syk-Kinasen sind in der Literatur mehrfach
beschrieben und scheinen in Signaltransduktionsprozessen eine wichtige Rolle zu spielen.
Nach ihrer Aktivierung phosphorylieren Src-Kinasen diverse Proteinsubstrate, u.a. ITAMs
(immunreceptor tyrosine activation motifs) in der intrazelluliren Domine von Immun-
rezeptoren. Diese rekrutieren wiederum die SH2-Dominen einer Syk-Kinase und fithren zu
der Aktivierung der Kinase (Zoller et al., 1997; Berton et al., 2005). Alternativ kann die
Aktivierung einer Syk-Kinase auch iiber verschiedene Nicht-Immunrezeptoren erfolgen
(Berton et al., 2005). Ein Beispiel hierfiir stellt die Kinase-Interaktion downstream von
Integrin-Rezeptoren dar (Yan et al., 1997; Obergfell et al., 2002; Arias-Salgado et al., 2003),
worauf im folgenden Abschnitt 4.2 eingegangen wird. Neben dieser indirekten Aktivierung
konnen Src-Kinasen downstream im Signalweg fungierende Syk-Kinasen auch direkt
aktivieren und zur Plasmamembran rekrutieren (Kurosaki et al., 1994; Arias-Salgado et al.,
2003). Hierbei phosphorylieren eine oder mehrere Src-Kinasen spezifische Tyrosinreste
innerhalb der Syk-Kinase was zur Aktivierung ihrer Kinaseaktivitdt fithrt (Kurosaki et al.,
1994; Zoller et al., 1997; Geahlen, 2007). Durch diese Phosphorylierung werden zudem
innerhalb der Syk-Kinase hoch affine Bindestellen fiir downstream agierende Signalmolekiile
geschaffen, die ihrerseits Syk-Substrate sind. Hierzu gehoren u.a. wiederum Src-Kinasen oder
FAKSs (Geahlen, 2007). In S. mansoni kommt es somit moglicherweise durch die upstream
agierende Src-Kinase SmTK®6, ggf. im Zusammenspiel mit der Src-Kinase SmTK3, zur
Phosphorylierung und damit zur Aktivierung der Syk-Kinase SmTK4.

Fir die Interaktion zwischen zwei Src-Kinasen ist bekannt, dass die Aktivitdt der
einen Src-Kinase durch eine weitere Src-Kinase (beispielsweise eine C-terminale Src-Kinase,
Csk) reguliert werden kann (Liu et al., 1993; Sabe et al., 1994; Roskoski, 2004; Vielreicher et
al., 2007). Dies kann, wie auch die Src-Syk-Interaktion, downstream von Integrin-Rezeptoren
stattfinden (Vielreicher et al., 2007). Die C-terminale Src-Kinase bindet an den C-Terminus
der aktiven Src-Kinase und phosphoryliert diese an einem bestimmten Tyrosinrest (Tyr ).
Dies fiihrt zu einer intramolekularen Bindung der SH2-Domine an den phosphorylierten
Tyrosinrest, wodurch die Src-Kinase in eine geschlossene, inaktive Konformation iibergeht
(Obergfell et al., 2002; Cole et al., 2003). Womdglich kann SmTK3 &hnliche Funktionen fiir
SmTKG6 erfiillen oder vice versa. Alternativ ist es ebenfalls vorstellbar, dass SmTK3
kooperativ mit SmTK6 bei der Aktivierung von downstream Molekiilen, wie z. Bsp. SmTK4

agiert, oder dass die beiden Src-Kinasen sich durch Phosphorylierungen in trans aktivieren.



4.1.4 Identifizierung von downstream - SmTK4-Interaktionspartnern

Fiir die weitere Aufkliarung des Signalwegs, an dem SmTK4 und moglicherweise auch
SmTK6 und SmTK3 im Ovar und den Testes beteiligt sind, wurde ein Yeast Two-Hybrid
Screening zur Identifizierung von downstream-Interaktionspartnern von SmTK4
durchgefiihrt. Potentielle Interaktionspartner binden an Motive in der Tyrosinkinase-Doméne
der Syk-Kinase, wobei die Spezifitit der Bindung durch die ,linker*“-Region, den Bereich
zwischen der Tandem-SH2-Domine und der Tyrosinkinase-Domaéne, bestimmt wird (Moon et
al., 2005). Ferner ist bekannt, dass Tyrosinreste in der ,,linker“-Region die Interaktion mit
downstream - Effektormolekiilen vermitteln (Moon et al., 2005; Geahlen, 2007).

Um diese Moglichkeiten abzudecken, wurden zwei verschiedene bait-Konstrukte
erstellt. Eines umfasste die ,linker“-Region zusammen mit der Tyrosinkinase-Doméne
(TK4-baitl) und das andere ausschlieflich die ,linker“-Region (TK4-bait2) der SmTKA4.
Vor Beginn der Screenings wurde die Expression der beiden SmTK4-Fusionsproteine auf
transkriptioneller Ebene nachgewiesen und eine autonome Aktivierung von Reportergenen
durch die bait-Proteine ausgeschlossen (vgl. Kapitel 3.3.2).

Aus dem Screening mit dem TK4-baitl (,linker“-Region und TK-Doméne)
resultierten 20 und aus dem Screening mit dem TK4-bait2 (,,linker“-Region) 36 Hefeklone,
die Wachstum auf dem Mangelmedium zeigten. Durch einen P-Galaktosidase-Filterassay
konnte die Anzahl auf 4 bzw. 16 Klone reduziert werden. Aus diesen Hefeklonen wurden die
prey-Plasmide isoliert, was bei allen 4 Klonen des TK4-baitl-Screenings und bei 13 der 16
Klone aus dem TK4-bait2-Screening erfolgreich war. Die Inserts der isolierten prey-Plasmide
wurden sequenziert und die von ihnen kodierten Proteine iiber eine BlastX-Analyse der
Sequenzen identifiziert (vgl. Tabellen 3.5 und 3.6, Kapitel 3.3.3.3). Auf die potentiellen

SmTK4-Bindungspartner wird in den folgenden Abschnitten genauer eingegangen.

4.1.4.1 Ein HSP-Homolog als Bindungspartner von SmTK4

Von den vier sequenzierten prey-Plasmiden des TK4-baitl-Screenings kodierten drei
und von denen des TK4-bait2-Screenings fiinf fiir ein Protein mit Homologie zu dem bereits
bekannten Protein p40 aus S. mansoni (Smp40; Accession number: P12812), das damit der
am héufigsten identifizierte Bindungspartner war. Wéhrend je zwei Klone aus den Screenings
vollig identisch mit der Sequenz von Smp40 waren, besaBlen die iibrigen Klone hohe
Homologie, jedoch keine Identitét zu dieser Sequenz.

Smp40 wurde von Nene et al. (1986) als ein Haupt-Antigen von S. mansoni - Eiern

identifiziert. Es wird am stérksten in Eiern und Miracidien exprimiert, sowie schwécher auch



in Cercarien, Schistosomulae und Adulten. Smp40 besitzt eine Groe von etwa 40 kDa und
kommt in vier nahezu identischen Formen vor, die vermutlich von einer Multigenfamilie
kodiert werden. Es wird angenommen, dass im Genom von S. mansoni mehrere, leicht
unterschiedliche Kopien eines Smp40-Gens vorhanden sind, aber auch ein alternatives
splicing der pra-mRNAs wird nicht ausgeschlossen (Nene et al., 1986). Die nicht-identischen,
aber homologen Sequenzen der identifizierten Bindungspartner sind somit durch Variationen
innerhalb der Smp40-Proteinfamilie zu erkldren. In den verschiedenen Stadien bzw.
Geschlechtern scheint die Expression der Smp40-Proteine unterschiedlich reguliert zu sein.
In Weibchen ldsst sich nur eine Smp40-Variante nachweisen, wéihrend in Eiern zwei und in
Minnchen vier auftreten (Nene et al., 1986). Die Smp40 Proteine besitzen hohe Homologien
zu Hitzeschock-Proteinen (HSP), zeigen auBlerhalb definierter Homologie-Bereiche auch
deutliche Sequenzunterschiede. Dennoch besitzt Smp40 aufgrund der gemeinsamen
funktionellen Doménen vermutlich dhnliche Funktionen wie HSPs (Nene et al., 1986).
Hitzeschock-Proteine haben vielféltige Funktionen. Sie sind an der Stress-Reaktion
von Zellen beteiligt, spielen eine wichtige Rolle als Chaperone, agieren aber auch in
Signaltransduktionsprozessen (Calderwood et al., 2007). Fiir HSPs ist zudem im Zellkultur-
System eine Interaktion mit Syk-Kinasen beschrieben worden (Castro et al., 2005; Bartis et
al., 2007). Beide Molekiile co-lokalisieren und lassen sich co-immunoprézipitieren. Die
Kinase wird durch das HSP vor einem Abbau in der Zelle geschiitzt, und ein Fehlen des HSPs
fiihrt zu ihrer Degradation (Castro et al., 2005). Moglicherweise kommt Smp40 ebenfalls eine
derartige Funktion zu und schiitzt SmTK4 in ihrem inaktiven cytoplasmatischen Zustand vor
dem Abbau. Bei Smp40 handelt es sich somit eher um ein SmTK4-assoziertes bzw. bindendes
Protein und weniger um einen spezifischen downstream-Effektor dieser Syk-Kinase

(vgl. Abschnitt 4.1.4.3).

4.1.4.2 Weitere Bindungspartner von SmTK4

Die Inserts der weiteren sequenzierten prey-Plasmide aus den Yeast Two-Hybrid
Screenings zur Identifizierung von downstream SmTK4-Interaktionspartnern reprasentierten
unterschiedliche Proteine, die jeweils nur einmal vertreten waren. Sie besal3en Homologie zu
einer GlcNAc-Transferase, die an der posttranslationalen Modifikation von Proteinen
beteiligt ist, zu dem Stoffwechselenzym ADH (Alkoholdehydrogenase), zu einem
Zinkfinger-Protein, dem mitochondrialen Cytochrom C1 sowie zu dem Pol-Polyprotein
(Bestandeteil eines Retrotransposons; Reverse Transkriptase- und Protease-Aktivitit) und dem

Eischalvorldufer-Protein p48 aus S. mansoni. Diese Molekiile wurden alle in dem Screening



mit dem TK4-bait2 (SmTK4-, linker“-Region) identifiziert und als falsch-positive
Interaktionspartner eingestuft. Zum Teil sind diese Molekiile dafiir bekannt im Yeast Two-
Hybrid System unspezifische Bindungen mit einer Vielzahl verschiedener bait-Proteine
eingechen zu konnen (www.fcce.edu/research/labs/golemis/InteractionTraplnWork.html).
Zudem sind Interaktionen von Syk-Kinasen mit diesen Molekiilen in der Literatur bisher
noch nicht beschrieben (USCD - Nature Signaling Gateway). Die Inserts zweier weiterer
prey-Plasmide aus dem TK4-bait2-Screening waren verschieden und wiesen keine
Homologien zu bekannten Proteinen auf.

Als letzter potentieller Bindungspartner wurde ein Mucin-Homolog identifiziert, das
identisch mit dem als Interaktionspartner von SmTK6 identifizierten Mucin ist
(vgl. Abschnitt 4.1.2.1). Wie fiir Src-Kinasen ist auch fiir Syk-Kinasen eine Interaktion mit
dem intrazelluldren C-Terminus eines transmembranen Mucins moglich. Wihrend eine
Src-Kinase innerhalb eines YEKV-Motivs bindet, kann eine Syk-Kinase innerhalb einer
ITAM-dhnlichen Sequenz binden und den C-Terminus des Mucins phosphorylieren (Singh &
Hollingsworth, 2006). Innerhalb des intrazelluliren C-Terminus des als Interaktionspartner
von SmTK6 und SmTK4 identifizierten Mucins befindet sich N-terminal der Src-Kinase-
Bindestelle im Bereich der Aminosduren 2616 -2631 auch ein potentielles ITAM
(vgl. Anhang 5.7). Dieses ist mit der Konsensussequenz (YXXLXsYXXM; Singh &
Hollingsworth, 2006) nicht vollig identisch und weist beziiglich der fiir die Phosphorylierung
wichtigen beiden Tyrosinreste einen Abstand von elf anstelle von zwdlf Aminosduren auf.
Des Weiteren befindet sich ein konservierter Lysinrest (L) an dritter anstelle vierter Position.
Trotz dieser geringfligigen Abweichungen konnte dieses Motiv vermutlich von einer
Syk-Kinase wie SmTK4 gebunden und phosphoryliert werden. Bemerkenswerter Weise
wurde dieses Mucin nur in dem Screening mit dem TK4-baitl (SmTK4-, linker*“-Region und
TK-Domine) identifiziert. Daher kann postuliert werden, dass der intrazelluldre C-Terminus
dieses Mucin mit einem Bereich der Sm-TK4-,linker*-Region und/oder TK-Domine
interagieren kann und die SmTK4-TK-Doméne diesen an den Tyrosinresten innerhalb des
ITAM-éhnlichen Motivs phosphoryliert. Hierdurch werden Phosphotyrosine im ITAM
geschaffen, die als hoch affine Bindestellen fiir SH2-Dominen-Proteine dienen.
Moglicherweise konnen diese in vivo auch die SH2-Domine(n) von wiederum SmTK4
rekrutieren, ein feedback-Mechanismus, der bereits beschrieben ist (Reth & Brummer, 2004).
Es 1ist daher denkbar, dass neben SmTK6 auch SmTK4 zur Interaktion mit dem
intrazelluldren Teil des Mucins beféhigt ist, zumal SmTK4 und SmTK6 Interaktionspartner

sind und wahrscheinlich in Form eines Komplexes vorliegen (vgl. Abschnitt 4.1.3).



4.1.4.3 Limitation der Identifizierung von downstream - SmTK4-Interaktionspartnern

Die Interaktion von Syk-Kinasen mit downstream im Signalweg gelegenen Molekiilen
ist moglicherweise von einem aktiven, phosphorylierten Zustand der Syk-Kinase anhingig
(Moon et al., 2005). In vivo kommt es zu einer Autophosphorylierung der Syk-Kinase an allen
fiir die Interaktion relevanten Tyrosinresten, die zwischen den beiden SH2-Doménen, in der
Hlinker“-Region sowie in der Kinasedoméne liegen (Furlong et al, 1997). Die
Phosphorylierung einiger dieser Tyrosinreste ist jedoch von einer Src-Kinase abhingig
(Keshvara et al., 1998). Generell ist eine als Fusionsprotein mit der GAL4-Bindedomine
exprimierte Syk-Kinase zu einer Autophosphorylierung befdhigt, wie Untersuchungen im
Hefesystem belegen (Moon et al., 2005). In dem Screening mit der SmTK4-, linker*“~-Region
(TK4-bait2) war diese Autophosphorylierung nicht moglich, da nur ein nicht-katalytischer
Teil der Syk-Kinase SmTK4 in den Hefen exprimiert wurde. Dies wiirde fiir
Phosphorylierungs-abhéngige Interaktionen dann jedoch voraussetzen, dass spezifische
Tyrosinreste von Hefe-eigenen Kinasen phosphoryliert wurden. Da Hefen selber jedoch keine
spezifischen Tyrosinkinase besitzen und Tyrosinreste nur unspezifisch phosphorylieren
(Ptacek et al., 2005), ist dies ein kritischer Punkt des durchgefiihrten Yeast Two-Hybrid
Screenings. Bei dem Screening mit der SmTK4-, linker“-Region und Tyrosinkinase-Doméne
(TK4-baitl) wire eine Autophosphorylierung von Tyrosinresten in der ,,linker*“~-Region durch
die Tyrosinkinase-Doméne denkbar. Moglicherweise reicht diese jedoch nicht aus, um
notwendige Bindestellen fiir downstream - Effektormolekiile zu schaffen, da hierfiir
Phosphorylierungen durch weitere zelluldre Tyrosinkinasen vom Src-Typ potentiell
notwendig sind (Keshvara et al., 1998, vgl. Abschnitt 4.1.3).

Bei dem identifizierten Hitzeschockprotein-Homolog handelt es sich um ein SmTK4-
bindendes Protein, das an der Stabilisierung dieser Syk-Kinase beteiligt sein konnte, aber
vermutlich nicht um ein downstream - Effektormolekiil. Spezifische downstream - Molekiile
von SmTK4 konnten moglicherweise nicht identifiziert werden, da die fiir die Interaktion
verantwortlichen Tyrosinreste in der ,linker“-Region und/oder der Tyrosinkinase-Doméne
nicht in trans durch z. Bsp. eine Src-Kinase (Geahlen, 2007) phosphoryliert vorlagen. Um die
unterhalb von SmTK4 in der Signalkaskade gelegenen Molekiile dennoch iiber das
Yeast Two-Hybrid System zu identifizieren, wird das Screenings mit dem TK4-baitl unter
der zusitzlichen Expression der SmTK3-TK-Domine im Rahmen einer Diplomarbeit in
unserer Arbeitsgruppe derzeit wiederholt. Durch die zusdtzliche Expression dieser
schistosomalen TK-Doméne konnte in vorherigen Screenings eine Phosphorylierung von

Interaktionspartnern in Hefen sichergestellt werden (vgl. Abschnitt 4.1.2).



4.2 SmRTKI1 und Integrine als upstream-Interaktionspartner

In den durchgefiihrten Screenings mit der SmTK4-Tandem-SH2-Doméne oder der
SmTK6-SH2-Doméne als bait-Proteine wurden mit Ausnahme des transmembranen Mucins
keine Rezeptormolekiile als upstream-Interaktionspartner des postulierten Kinasekomplexes
identifiziert. Mogliche Ursachen hierfiir konnten technische Limitationen des Systems sein.
Da nicht aus allen Hefeklonen prey-Plasmide erfolgreich isoliert werden konnten, ist es
denkbar, dass sich unter diesen noch fiir Rezeptormolekiile kodierende Plasmide befinden.
Das Yeast Two/Three-Hybrid System eignet sich zudem nur bedingt fiir die Identifizierung
von Membran-Rezeptoren (Fields & Sternglanz, 1994). Ursache hierfiir ist, dass diese oftmals
Sequenzmotive beinhalten, durch die sie in der Membran verankert werden. Diese Motive
konnen auch nach Expression als Fusionsprotein in den Hefen zum Einbau in die
Cytoplasmamembran fiihren. Normalerweise werden die Fusionsproteine durch eine NLS
(nuclear location site), die ein intrinsischer Teil der GAL4-BD und GAL4-AD ist, in den
Zellkern der Hefen transportiert. Enthélt ein Fusionsprotein neben der NLS jedoch zusétzlich
noch eine Sequenz fiir den Einbau in die Membran, so erhilt die Zelle zwei kontrére Signale.
Die Interaktion cytoplasmatischer Doménen von Membran-Rezeptoren mit einem bait-Protein
wire zwar theoretisch moglich, der Transport in den Zellkern jedoch aufgrund der moglichen
Membranverankerung des prey-Proteins verhindert. Der Komplex aus baif- und prey-Protein,
und damit die beiden Doménen des GAL4-Transkriptionsfaktors, miissen im Zellkern der
Hefen lokalisiert sein, um die Expression der Reportergene aktivieren zu konnen. Eine
putative Interaktion konnte bedingt durch die fehlende aber essentielle Lokalisation im
Zellkern somit nicht detektiert werden. Die Identifizierung eines Rezeptormolekiils iiber das
Yeast Two-Hybrid System wire dann mdglich, wenn die fiir dieses Molekiil kodierenden
cDNA-Sequenzen den Transmembranbereich oder die Membranverankerungs-Sequenzen
nicht umfassten. Hierzu kann es bei der Herstellung der Yeast Two-Hybrid Bank bedingt
durch eine unvollstdndige reverse Transkription bei der cDNA-Synthese als ein rein zufélliges
Ereignis durchaus kommen.

Fir die Untersuchung von Interaktionen mit Proteinen, die an oder in der
Plasmamembran verankert sind, wurde ein vom klassischen, GAL4-basierenden Yeast Two-
Hybrid System abgeleitetes System entwickelt. In diesem DUALmembrane System
(Dualsystems) wird das Membran-integrale oder assoziierte Protein mit einer Hélfte eines
Ubiquitins sowie mit einem Transkriptionsfaktor fusioniert. Das zweite Protein wird mit der
anderen Hilfte des Ubiquitins fusioniert. Durch die Interaktion der beiden Proteine kommt es

zur Rekonstruktion des funktionellen Ubiquitins, das daraufhin durch Hefe-Proteasen



gespalten wird und so den Transkriptionsfaktor freisetzt. Dieser wird in den Kern der Hefen
transportiert und fiihrt dort zur Aktivierung der Reportergene, die iiber Selektion
nachgewiesen werden kann (www.dualsystems.com). Dieses System wiirde sich fiir die
Identifizierung von cytoplasmatischen und transmembranen Proteinen als Interaktionspartner
eignen, da die Expression der Reportergene unabhéngig von der subzelluldren Lokalisation
der Interaktion aktiviert wird.

Um putative Interaktionen der drei zelluldiren Tyrosinkinasen SmTK4, SmTK6 und
SmTK3 mit Rezeptoren liber das klassische Yeast Two-Hybrid System untersuchen zu
konnen, wurden zum einen Interaktionen mit der bereits bekannten Rezeptor-Tyrosinkinase
SmRTKI1 aus S. mansoni getestet (Abschnitt 4.2.1). Des Weiteren wurden potentielle
Interaktionen der drei Tyrosinkinasen mit Integrin-Rezeptoren aus S. mansoni untersucht
(Abschnitt 4.2.3), da aus Literaturdaten bekannt ist, dass sowohl Syk- als auch Src-Kinasen
mit Integrinen interagieren kdnnen (Woodside et al., 2001; Arias-Salgado et al., 2003).

4.2.1 Interaktionen zwischen SmRTK1 und SmTK4, SmTK6 sowie SmTK3

SmRTKI ist eine membrandurchspannende Rezeptor-Tyrosinkinase aus S. mansoni.
TIhre extrazellulire Doméne tragt ein Venus Flytrap-Motiv (VFT), das ein typisches Merkmal
von Pheromonrezeptoren oder pharmako-aktivierbaren Ionenkanal-Rezeptoren wie dem
GABA-B-Rezeptor ist (Vicogne et al., 2003). Die intrazelluldre Tyrosinkinase-Doméne von
SmRTK1 weist Homologie zu der katalytischen Domine von Insulin-Rezeptoren auf.
SmRTK1 wird RT-PCR-Untersuchungen zu Folge in allen Stadien des Lebenszyklus von
S. mansoni exprimiert. In Adulten ist die Expression in den Oocyten (Ovar) und im Ovidukt
des Weibchens sowie im Parenchym des Minnchens lokalisiert worden (Vicogne et al.,
2003). Aufgrund der Co-Lokalisation von SmRTK1 und SmTK4 im Ovar des Weibchens und
da Syk-Kinasen mit den intrazelluldren Bereichen von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs)
interagieren konnen (Geahlen & Burg, 1994; Geahlen, 2007), ist eine Interaktion von
SmRTK1 und SmTK4 denkbar. Neben der Syk-Kinase SmTK4 werden auch die Src-Kinasen
SmTK6 und SmTK3 im Ovar des Schistosomen-Weibchens exprimiert (Kapp et al., 2004;
Beckmann, 2005). Da auch Src-Kinasen mit den intrazelluliren Dominen von RTKSs
interagieren konnen (Thomas & Brugge, 1997; Bromann et al., 2004; Roskoski, 2004), sind
SmTK6 und SmTK3 ebenfalls potentielle Bindungspartner von SmRTK1.

Die Interaktionen zwischen SmRTK1 und SmTK4 sowie SmTK6 oder SmTK3
wurden im Yeast Two-Hybrid System untersucht. Dazu wurde der Tyrosinkinase-Doméne-

umfassende intrazellulire C-Terminus von SmRTK1 mit den Protein-Interaktionsdoménen



der drei zelluldren Tyrosinkinasen in Hefen co-exprimiert. Im einzelnen wurden so die
Interaktionen mit der Tandem-SH2-Doméine von SmTK4, der SH2- bzw. SH3SH2-Doménen
von SmTK6 oder SmTK3 mit und ohne zusitzlicher Tyrosinphosphorylierung in Hefen
iiberpriift und quantifiziert (vgl. Kapitel 3.5).

Samtliche Konstrukte der drei zelluldren Tyrosinkinasen waren zu einer Interaktion
mit dem C-Terminus von SmRTKI1 befdhigt, jedoch in unterschiedlicher Stirke
(vgl. Abbildung 3.16). Die Bindung der SH2-Domine von SmTK3 an den intrazelluldren
Bereich von SmRTK1 war die schwichste der quantifizierten Interaktionen. Diese wurde
zudem durch eine zusitzliche Phosphorylierung weiter reduziert. Im Vergleich zur isolierten
SH2-Doméne zeigte die Expression der Kombination aus SH3- und SH2-Doméne von
SmTK3 eine deutlich stirkere Interaktion. Diese war ebenfalls mit einer zusétzlichen
Phosphorylierung negativ korreliert. Die Tandem-SH2-Doméne von SmTK4 zeigte eine etwa
doppelt so starke Bindung an den C-Terminus von SmRTK1 wie die SmTK3-SH2-Doméne.
Diese Interaktion wurde durch eine zusitzliche Phosphorylierung jedoch verstarkt. Aufgrund
ithrer dreidimensionalen Struktur zeigen SH2-Tandem-Doménen eine hdohere Bindungs-
spezifitit als individuelle SH2-Dominen (Ottinger et al., 1998). Fiir die Uberpriifung der
Spezifitit der Interaktion zwischen SmTK4 und SmRTKI1 wurde daher zusitzlich die
Interaktion von SmRTK1 mit singuldren SH2-Doméinen von SmTK4 getestet. Sowohl die
N-terminale als auch die C-terminale SH2-Doméne wiesen nur eine sehr schwache Bindung
an den C-Terminus von SmRTKI1 auf. Dies spricht fiir die Spezifitit der SmTK4-
Tandem-SH2-Bindung an SmRTK1. Von den drei zelluldren Tyrosinkinasen zeigte SmTK6
die stirkste Bindung an SmRTKI1, die durch eine zusitzliche Tyrosin-Phosphorylierung
verstarkt wurde. Im Vergleich zur TK6-SH2-Doméne war die Interaktion der SH3SH2-
Domine von SmTK6 deutlich stérker.

Wihrend SH2-Doménen der Bindung an phosphorylierte Tyrosinreste dienen, binden
SH3-Doménen an Prolin-reiche Regionen in Proteinen. Innerhalb des C-Terminus der
Rezeptor-Tyrosinkinase SmRTK1 konnten in silico mehrere potentielle Phosphotyrosinreste
identifiziert werden (NetPhos, Blom et al., 1999), die potentielle Bindungsstellen fiir die
SH2-Doménen der Src-Kinasen SmTK3 und SmTK6 darstellen. Durch die Kombination der
SH2- und SH3-Dominen im Vergleich zu den individuellen SH2-Doménen konnte die
Bindungen von SmTK3 bzw. SmTK6 an den intrazelluldren Bereich von SmRTK1 deutlich
verstirkt werden, so dass an der Interaktion beide Dominen der Src-Kinase beteiligt zu sein
scheinen. In dem intrazelluliren Bereich von SmRTKI1 konnten zwei Zielsequenzen fiir

SH3-Bindungen identifiziert werden, die mit der Konsensussequenz XPpXP (P: invariabler



Prolin-Rest; X: variabel, meist aliphatisch; p: oftmals Prolin-Rest; Krauss, 1997) iiberein-
stimmen. Die Bindung der SH3-Domédnen von SmTK3 bzw. SmTK6 erfolgte somit
wahrscheinlich an diese beiden Motive im C-Terminus von SmRTK1.

Syk-Kinasen binden iiber ihre Tandem-SH2- und nicht iiber singuldre SH2-Domaénen
an den intrazellularen Teil von Rezeptoren wie beispielsweise Insulin-Rezeptoren (Ottinger et
al., 1998). Der intrazelluldre C-Terminus von SmRTK1 weist Homologie zu der katalytischen
Domine von Insulin-Rezeptoren auf (Vicogne et al.,, 2003). Die Ergebnisse der
Bindungsassays im Yeast Two-Hybrid System stimmen somit mit Erkenntnissen aus anderen
Systemen {iiberein, indem sie fiir SmTK4 eine deutliche Bindung der Tandem-SH2-Doméne
und nur eine sehr schwache Bindung der singuliren SH2-Doménen an den SmRTKI-
C-Terminus zeigten.

Aufgrund der Ergebnisse der Yeast Two-Hybrid Analysen zur Interaktion mit
SmRTK1 kann angenommen werden, dass der postulierte Kinasekomplex aus SmTK4,
SmTK6 und SmTK3 downstream dieser Rezeptor-Tyrosinkinase agieren kann, und eine oder
mehrere der Kinasen nach Bindung an den SmRTK1-C-Terminus durch diesen phosphoryliert

und aktiviert werden konnen.

4.2.2 Identifizierung und erste Charakterisierung der a- und B-Integrin-Rezeptoren
Integrine sind heterodimere Molekiile, die aus einer o- und einer B-Untereinheit
bestehen. Jede Untereinheit weist eine lange extrazellulire Doméne, eine Transmembran-

doméne sowie einen kurzen intrazelluldren Bereich auf (Hynes, 1987, Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Schematischer Aufbau von Integrin-Rezeptoren

[CM: Cytoplasmamembran, COOH: C-Terminus, NH,: N-Terminus, ex: extrazellular,
in: intrazelluldr]



Als Adhésions-Rezeptoren verbinden Integrine die extrazelluldre Matrix mit dem Cytoskelett
und spielen eine wichtige Rolle in Signalwegen, die Prozesse wie die Proliferation,
Differenzierung oder Migration von Zellen steuern (van der Flier & Sonnenberg, 2001).
Signale, die zu solchen zelluldren Antworten fiihren, werden iiber die cytoplasmatischen Teile
der Integrin-Rezeptoren, die selber keine intrinsische, katalytische Aktivitdt besitzen, an
verschiedene Signalmolekiile weitergegeben. Uber Yeast Two-Hybrid Analysen und
biochemische Assays wurden in der Vergangenheit verschiedene Integrin-Bindungspartner
identifiziert (van der Flier & Sonnenberg, 2001; zusammengefasst in Zaidel-Bar et al., 2007),
darunter auch Tyrosinkinasen der Src-, Syk- und FAK-Familie (Schlaepfer & Hunter, 1998;
Woodside et al., 2002; Arias-Salgado et al., 2003). Nach Adhdsion an Komponenten der
extrazelluliren Matrix und Dimerisierung der Integrin-Rezeptoren kommt es somit nicht nur
zur Rekrutierung und Reorganisation von Komponenten des Aktin-Cytoskeletts sondern auch
zur Aktivierung von Signaltransduktions-Kaskaden, die eine Vielzahl zelluldrer Prozesse
steuern. Integrine spielen u.a. eine Rolle bei der Spermatogenese der Maus oder als Spermien-
Rezeptoren in Oocyten des Schweins und wurden in den Plasmamembranen von

Spermatogonien und Oocyten nachgewiesen (Linfor & Berger, 2000).

Da die Mdglichkeit von Interaktionen der drei zelluldren Tyrosinkinasen mit bislang
unbekannten - und a-Integrin-Rezeptoren aus S. mansoni in Betracht zu ziehen war, wurde
im Rahmen dieser Arbeit nach solchen Rezeptoren in den S. mansoni- Genomdaten
(www.sanger.ac.uk, www.tigr.org) gesucht. Im Falle des B-Integrin-Rezeptors wurden
in silico zwei Sequenzen gefunden, die hohe Homologien zu den N- bzw. C-terminalen
Bereichen von B-Integrin-Rezeptoren aufweisen. Jedoch konnte die putative Gesamtsequenz
durch diese beiden Sequenzen nicht vollstindig abgedeckt werden. Der noch fehlende,
Bereich wurde tiber eine RT-PCR amplifiziert, kloniert und sequenziert. Hierdurch gelang es,
die vollstindige, 2598 bp lange Sequenz eines [-Integrin-Rezeptors aus S. mansoni
(Smp-Int1) zu identifizieren (vgl. Kapitel 3.6.11). Uber eine Analyse der Aminosiuresequenz
(865 AS) wurden verschiedene, konservierte Doménen identifiziert. SmB-Intl besitzt eine
lange extrazellulire Doméne, welche die B-Integrin-Untereinheit (INB) sowie eine epidermal
growth factor (EGF) - Domine beinhaltet. Es schlieBt sich ein kurzer Transmembran-Bereich
sowie eine kurzer intrazelluldrer C-Terminus ohne katalytische Doménen an. Dieser Aufbau
entspricht der typischen Struktur von (-Integrin-Rezeptoren anderer Organismen (Luo et al.,
2007). Die kodierende Sequenz fiir SmB-Intl ist im Genom von S. mansoni auf 9 Exons mit

einer GroBe von 200 - 400 bp verteilt und umfasst unter Beriicksichtigung der Introns rund



15 kb. Southern-Blot - Experimente zeigten, dass es sich bei SmB-Intl um ein single copy -
Gen handelt (vgl. Abbildung 3.22). Vergleichende RT-PCR-Analysen zeigten zudem, dass
SmB-Intl in Adulten sowie schwécher auch in Larven (Miracidien, Cercarien) exprimiert
wird. Die Transkription von Smf-Intl ist in paarungserfahrenen Adulten stirker als in
paarungsunerfahrenen, dabei ist die Expression in Mannchen generell stirker als in Weibchen
(sieche Abbildungen 3.24 und 3.25). Uber in situ - Hybridisierungen konnte die Smp-Intl-
Transkription hauptséchlich im Ovar, Ootyp und Vitellarium weiblicher sowie in den Testes
minnlicher, paarungserfahrener Adulter lokalisiert werden. In den Testes ist die Transkription
hauptsichlich auf den ventralen Bereich lokalisiert, in dem sich die reifen Spermien befinden.
Weiterhin zeigte sich seitenpréferentiell im Weibchen Expression im Subtegument (vgl.
Abbildung 3.26). In paarungsunerfahrenen Ménnchen konnte die Transkription von Smf-Intl
in den Testes sowie der Samenblase lokalisiert werden. In paarungsunerfahrenen Weibchen
hingegen konnten keine Transkripte detektiert werden (vgl. Abbildung 3.27). In paarungs-
unerfahrenen Weibchen sind das Ovar und das Vitellarium undifferenziert und sehr klein.
Moglicherweise liegen hier die Level der Sm-Intl-Transkripte unter der Nachweisgrenze
einer in situ - Hybridisierung.

In den §. mansoni - Datenbanken wurde ferner eine kodierende Sequenz identifiziert,
die hohe Homologie zu a-Integrin-Rezeptoren aufweist. Diese 3657 bp lange Sequenz eines
o-Integrin-Rezeptors aus S. mansoni (Smo-Intl) wurde zur Verifizierung in zwei sich
tiberlappenden Teilsequenzen iiber RT-PCRs amplifiziert (vgl. Kapitel 3.6.2.1). Eine Analyse
der Aminosduresequenz (1219 AS) zeigte, dass Smo-Intl eine lange extrazelluldire Doméne
mit drei o-Integrin-Doménen, einen kurzen transmembranen Bereich sowie einen kurzen
intrazellularen C-Terminus ohne katalytische Doménen aufweist. Die a-Integrin-Doméanen
weisen sogenannte beta propellor repeats auf, die fiir diese Doménen charakteristisch sind
(Luo et al., 2007). Der Autbau von Sma-Intl entspricht damit der typischen Struktur von
o-Integrin-Rezeptoren. Die kodierende Sequenz von Sma-Intl ist im Genom von S. mansoni
auf elf Exons mit Grofen von unter 100 bis {iber 800 bp und zehn Introns verteilt und umfasst
insg. etwa 36 kb. Sma-Intl wird in Adulten sowie in Larvenstadien (Miracidien, Cercarien)
exprimiert. Wie bei Smp-Intl ist die Transkription von Sma-Intl in paarungserfahrenen leicht
starker als in paarungsunerfahrenen Adulten und dariiber hinaus in Ménnchen generell stirker
als in Weibchen und Larven. Die Unterschiede in der Transkriptionsstirke weisen die gleiche
Tendenz auf wie die von Smf-Intl, jedoch in schwicherem MaBle (siche Abbildungen 3.35

und 3.36). Die Transkription von Sma-Intl wurde {ber in situ - Hybridisierungen in



paarungserfahrenen Adulten im Ovar, Ootyp und Vitellarium des Weibchens sowie in den
Testes des Miannchens lokalisiert. In paarungsunerfahrenen Weibchen konnte die Smao-Intl1-
Transkription nur im Ootyp, nicht aber im Ovar oder Vitellarium nachgewiesen werden.
In paarungsunerfahrenen Mannchen wurde wie in den paarungserfahrenen eine Transkription
in den Testes nachgewiesen. Auch fiir Sma-Intl zeigte sich eine seitenpriaferentielle
Transkription in paarungserfahrenen Weibchen im Subtegument (vgl. Abbildung 3.37).

Die Transkription von Sma-Intl in adulten Schistosomen stimmt mit der von
Smp-Intl {iberein und ist vorwiegend in den Reproduktionsorgane adulter Schistosomen
(Ovar, Ootyp, Vitellarium, Testes) lokalisiert, so dass eine Heterodimerisierung der beiden
Rezeptoren in diesen Geweben als wahrscheinlich anzusehen ist. Die Transkription von
Sma-Intl im Ovar des Weibchens war in groBlen, reifen Oocyten stirker als in kleineren,
unreifen. Dies geht konform mit der Beschreibung von Integrin-Rezeptoren als
Spermienrezeptoren auf reifen Oocyten des Schweins (Linfor & Berger, 2000).
Moglicherweise erfiillen Smo- und Smp-Intl dhnliche Funktionen auch in S. mansoni und
sind an der Oogenese oder der Befruchtung reifer Oocyten beteiligt. Ebenso ist aufgrund der
Expression beider Rezeptoren in den Testes auch eine Rolle bei der Spermatogenese zu
postulieren, wie sie in anderen Organismen fiir Integrin-Rezeptoren bereits beschrieben

worden ist (Shinohara et al., 1999).

4.2.3 Interaktionen von Smp-Intl und SmTK4, SmTK6 sowie SmTK3

Fiir B-Integrin-Rezeptoren sind Interaktionen mit Syk-Kinasen beschrieben (Woodside
et al.,, 2001; Woodside et al., 2002). Dabei binden Syk-Kinasen iiber ihre Tandem-SH2-
Dominen an die intrazelluldiren C-Termini von B-Integrin-Rezeptoren, konnen in Folge dieser
Bindung iiber einen bisher noch nicht génzlich aufgeklidrten Mechanismus aktiviert werden
und ihrerseits die Signale weiterleiten (Woodside et al., 2001). Auch fiir Src-Kinasen sind
Interaktionen mit den C-Termini von [-Integrin-Rezeptoren beschrieben worden (Arias-
Salgado et al., 2003; Arnaout et al., 2007).

Die Uberpriifung méglicher Interaktionen zwischen dem intrazelluldren C-Terminus
von Smf-Intl und den Protein-Interaktionsdomédnen von SmTK4, SmTK6 und SmTK3
erfolgte im Yeast Two-Hybrid System. Hierfiir wurde der C-Terminus von Sm-Intl mit der
Tandem-SH2-Doméne bzw. den singuliren SH2-Doménen von SmTK4 oder den SH4SH3-
Kombinations-Doménen bzw. den singulidren SH3-Doménen von SmTK6 bzw. SmTK3 in

Hefen co-exprimiert und die Bindungsstéirken quantifiziert (vgl. Kapitel 3.6.1.5 und 3.6.1.6).



Alle drei Tyrosinkinasen interagierten mit dem C-Terminus von Smf-Intl. Die
stiarkste Interaktion war dabei zwischen SmB-Intl und der SH4SH3-Doméane von SmTK3,
gefolgt von der SH3-Doméne von SmTK6 zu beobachten. Die Bindung der Tandem-SH2-
Domine von SmTK4 an Sm-Intl war im Vergleich schwicher (vgl. Abbildung 3.31).

Die intrazelluldren Bereiche von -Integrin-Rezeptoren sind meist sehr kurz, besitzen
keine intrinsische, enzymatische Aktivitdt und sind daher abhidngig von der Rekrutierung
intrazelluldrer Signalmolekiile, um Effekte in der Zelle zu initiieren (Geiger et al., 2001).
Haufig kommt es nach Integrin-Heterodimerisierung und Integrin-c/uster-Bildung in nach-
geschalteten Signalwegen zu Protein-Tyrosin-Phosphorylierungen durch die Aktivierung
verschiedener Kinasen wie Src-Kinasen (Arias-Salgado et al., 2005). Eine Src-Kinase ist iiber
thre SH3-Doméne an den intrazelluliren Teil eines P-Integrin-Rezeptors gebunden. Im
inaktiven Zustand ist diese Src-Kinase mit einer inhibitorischen, C-terminalen Src-Kinase
assoziiert (Csk; vgl. Abschnitt 4.1.3). Eine Bindung des Integrin-Rezeptors an einen
extrazelluldren Liganden fiihrt auf noch ungekliarte Weise intrazelluldr zur Aktivierung der
Src-Kinase verbunden mit der Dissoziation der Csk und einer in trans-Phosphorylierung
der Src-Kinase. Diese wiederum phosphoryliert dann eine Syk-Kinase, die ebenfalls an den
C-Terminus des PB-Integrin-Rezeptors gebunden ist (Woodside et al., 2001; Arias-Salgado et
al., 2003; Arnaout et al., 2007).

Wie Studien im Zellkultur-System zeigten, kann die Interaktion zwischen einer
Src-Kinase und dem intrazelluldren Bereich eines 3-Integrin-Rezeptors iiber die SH3-Doméne
der Kinase erfolgen, obwohl der intrazelluldre Teil des Rezeptors iiber keine Prolin-reichen-
Sequenzen verfligt (Arias-Salgado et al., 2003). Wie die Resultate der vorliegenden Arbeit
nahelegen, verlduft die Interaktion zwischen SmTK3 bzw. SmTK6 und Smf-Intl in analoger
Weise. Auch das B-Integrin-Homolog aus S. mansoni weist keine Prolin-reiche Region im
cytoplasmatischen Teil auf, wird aber von der SmTK3- bzw. SmTK6-SH3-Domine
gebunden. Dies ist eines von mehreren Beispielen atypischer Src-SH3-Doménen-Bindungen
(Arias-Salgado et al., 2003; Chan et al., 2003). Die SH4-Doménen spielen vermutlich
ebenfalls eine Rolle bei der Interaktion der Src-Kinasen mit B-Integrin-Rezeptoren (Arias-
Salgado et al., 2003). Fiir die SmTK3, die an der Aminosdure-Position 2 ein potentiell
myristyliertes Glycin und damit eine SH4-Doméne besitzt, konnte dies {iber die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen bestétigt werden. Durch die Expression der SH4SH3-
Kombinations-Domine im Vergleich zu der SH3-Doméne konnte die Bindung von SmTK3
an den C-Terminus von Smf-Intl deutlich verstirkt werden (vgl. Abbildung 3.31). Bei

SmTK6 hingegen war die Interaktion bei Expression der SH4SH3-Kombinations-Domine



schwicher als bei alleiniger Expression der SH3-Domine. SmTK6 besitzt zwar ein Glycin an
Aminosédure-Position 2, jedoch nicht in der Sequenzumgebung fiir eine potentielle
Myristylierung und damit keine hoch konservierte SH4-Doméne. Jedoch weist SmTK6
Sequenzmotive flir eine potentielle Membranverankerung iliber Palmitylierung auf (vgl.
Kapitel 1.4.5). Die schwéchere Interaktion bei der Expression des vollstindigen N-Terminus
wire somit durch eine potentielle Membrananlagerung des Fusionsproteins in der Hefezelle
erklarbar. Durch weitere Bindungsassays im Hefesystem konnten diese Vermutungen genauer
untersucht werden. So konnte durch ein SmTK3-SH4-Dominen-Deletionskonstrukt
(Austausch des Glycins an Aminosdure-Position 2) der verstirkende Einfluss der
SH4-Doméne auf die Interaktion bestétigt werden. Durch SmTK6-Konstrukte, bei denen die
beiden fiir die Palmitylierung benétigten Cysteinreste (Aminosdure-Positionen 4 und 6)
deletiert sind, konnte ferner untersucht werden, ob eine potentielle Membranverankerung in
der Hefezelle zu einer schwécheren Interaktion gefiihrt hat.

Nach dem clustering von Integrin-Rezeptoren durch die Bindung an extrazelluldre
Liganden kommt es vermutlich zur Homo-Oligomerisierung der B-Untereinheiten (Li et al.,
2003). Dies ist intrazelluldr verbunden mit einer Erhdhung der lokalen Konzentration von
Src-Kinasen. Durch die Interaktion zwischen dem C-Terminus eines B-Integrin-Rezeptors und
der SH3-Domine einer Src-Kinase wird moglicherweise die autoinhibitorische,
intramolekulare Bindung ihrer SH3-Domine geldst und die Src-Kinase so in eine offene,
pra-aktivierte Konformation tiberfiihrt (vgl. Kapitel 1.4.3). Im inaktiven Zustand einer
Src-Kinase 1ist zudem die SH2-Doméne intramolekular an einen konservierten,

phosphorylierten Tyrosinrest (Tyr >’

) gebunden. Die Aktivierung einer Src-Kinase
downstream eines B-Integrin-Rezeptors geht daher einher mit der Dephosphorylierung dieses
Tyrosinrestes durch die Dissoziation einer Csk (Obergfell et al., 2002) sowie durch Tyrosin-
Phosphatasen (Su et al., 1999). Dies fiihrt zu einer Stabilisierung der aktiven Form der
Src-Kinase. Durch die lokale Konzentration der Src-Kinasen kommt es zu einer in trans-

Phosphorylierung eines konservierten Tyrosinrestes (Tyr*'

) in der Src-Kinase, durch welche
diese in eine katalytisch aktive Form {iberfithrt wird (Harrison, 2003), die Substrate
phosphorylieren kann. Die Phosphorylierung in trans ist in S. mansoni beispielweise
zwischen SmTK6 und SmTK3 vorstellbar (vgl. Abschnitt 4.1.3). Die aktive Form der
Src-Kinase ist wiederum die Voraussetzung fiir die folgende Aktivierung einer Syk-Kinase
(Arias-Salgado et al., 2003). Die downstream der Src-Kinase im Signalweg lokalisierte
Syk-Kinase wird zu dem intrazelluldren Teil des B-Integrin-Rezeptors durch die direkte

Interaktion der SH2-Domine(n) mit dem [B-Integrin-C-Terminus rekrutiert und durch die



Src-Kinase aktiviert (Arnaout et al., 2007). In Folge kommt es zur Phosphorylierung von
Syk-Substraten, die u.a. an der Reorganisation des Cytoskeletts beteiligt sind (Obergfell et al.,
2002). In S. mansoni wird somit vermutlich zundchst die Src-Kinase SmTK6 aktiviert,
vermutlich im Zusammenspiel mit SmTK3, und fiihrt ihrerseits zur Rekrutierung der
Syk-Kinase SmTK4 zum intrazelluldren Teil von SmB-Intl und zu deren Aktivierung.

Syk-Kinasen kénnen direkt tiber ihre Tandem-SH2-Doméine an den cytoplasmatischen
Teil von B-Integrin-Rezeptoren binden (Woodside et al., 2001; Woodside et al., 2002). Diese
Bindung wurde als unabhingig von Tyrosin-Phosphorylierungen des Integrin-Rezeptors oder
von Phosphotyrosin-Bindestellen in der Syk beschrieben. Beides stimmt mit den Ergebnissen
der Yeast Two-Hybrid Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit iliberein. Auch die
Syk-Kinase SmTK4 bindet bevorzugt iiber ihre Tandem-SH2-Doméne an den C-Terminus
von Smf3-Intl, wobei hierfiir keine zusdtzliche Tyrosin-Phosphorylierung notwendig ist. Fiir
die Interaktion von B-Integrin-Rezeptoren mit Syk-Kinasen wurde auch beschrieben, dass
diese tiber die erste SH2-Doméne sowie iiber den Bereich zwischen den beiden
SH2-Doménen der Syk-Kinase vermittelt wird (Woodside et al., 2002). In den in dieser
Arbeit durchgefiihrten Interaktionsstudien konnte dies durch Einsatz eines SmTK4-Tandem-
SH2-Doménen-Konstrukts im Vergleich zu SmTK4-Einzel-SH2-Dominen-Konstrukten
bestitigt werden (vgl. Abbildung 3.29).

Die Weiterleitung von Signalen ausgehend von Integrin-Rezeptoren kann nicht nur
iiber die Rekrutierung cytoplasmatischer Tyrosinkinasen (Src, Syk) erfolgen, sondern auch
durch die interaktive Kooperation mit Rezeptor-Tyrosinkinasen (Guo & Giancotti, 2004).
Da die putativ downstream von Smf-Intl agierenden Kinasen SmTK4, SmTK6 und SmTK3
Bindungen mit dem intrazelluliren C-Terminus von SmRTK1 eingehen konnen, ist eine
Verbindung zwischen dem Integrin- und dem SmRTKI-Signalweg zu vermuten (vgl.
Abschnitt 4.2.1). Biologisch erfiillt eine Kooperation von RTK- und Integrin-Signalwegen
eine Funktion bei der Initiation der Zell-Proliferation. Die Zelle bendtigt hierfiir nicht nur
Signale zur Einleitung der Mitose, wie sie von RTKs ausgehen (Hubbard & Till, 2000),
sondern ebenfalls Signale fiir die zu diesem Zweck benétigte Reorganisation des Cytoskeletts.
Diese konnen von Integrin-Rezeptoren vermittelt werden (van der Flier & Sonnenberg, 2001).
Dariiber hinaus gibt es Hinweise auf ein mogliches Zusammenspiel von Mucinen und
Rezeptor-Tyrosinkinasen bei Signalwegen, die u.a. zur Proliferation von Zellen fiihren (Singh
& Hollingsworth, 2006). So ist es theoretisch denkbar, dass SmRTKI1 auch mit dem
schistosomalen, transmembranen Mucin kooperiert, das als Interaktionspartner von SmTK6

identifiziert worden ist.



Eine wichtige Rolle in Integrin-Signalwegen spielen auch focal adhesion kinases
(FAKSs). Diese werden iiber einen noch ungekliarten Mechanismus von p-Integrin-Rezeptoren
aktiviert, wobei es zur Autophosphorylierung eines spezifischen Tyrosinrestes in der FAK
kommt. Der so generierte Phosphotyrosinrest dient als hoch-affine Bindestelle fiir die
SH2-Doméne einer Src-Kinase (Mitra & Schlaepfer, 2006). Die Bindung an die FAK fiihrt
schlieBlich zur Aktivierung der Src-Kinase (Playford & Schaller, 2004). FAK-Src-Signalwege
sind an der Regulation von zelluldren Prozessen wie beispielsweise der Proliferation beteiligt.
Die Bildung des FAK-Src-Komplexes ist vermutlich ein alternativer Weg zu der direkten
Interaktion der Src-SH3-Domidne mit dem intrazelluldren C-Terminus des p-Integrin-
Rezeptors (Mitra & Schlaepfer, 2006). Weiterhin ist auch eine FAK-unabhéingige Aktivierung
der Src-Kinase durch -Integrin-Rezeptoren beschrieben worden, bei der die
cytoplasmatische Doméine eines a-Integrin-Rezeptors direkt oder indirekt eine wichtige Rolle
spielt (Hsia et al., 2005). Eine FAK aus S. mansoni (SmFAK) ist bereits in unserer
Arbeitsgruppe identifiziert worden und wird gegenwirtig charakterisiert. Sollten zukiinftige
Lokalisationsstudien eine Co-Lokalisation der FAK und des B-Integrin-Rezeptors vor allem
im Ovar und den Testes adulter Schistosomen zeigen, wire eine derartige Interaktion in
Schistosomen sehr wahrscheinlich und konnte durch Yeast Two-Hybrid Experimente

analysiert werden.

Aus den Ergebnissen der Bindungsanalysen im Yeast Two-Hybrid System sowie der
Erkenntnisse aus anderen Organismen kann das folgende, hypothetische Modell fiir einen

Integrin-vermittelten Signalweg in S. mansoni postuliert werden (Abbildung 4.4).

1. SmTK6 wird nach Bindung der SH3-Doméne an den C-Terminus von Smf-Intl direkt
aktiviert. Nach clustering des B-Integrin-Rezeptors Smp-Intl mit der aktivierten
Rezeptor-Tyrosinkinase SmRTK 1 kann die Aktivierung von SmTK6 alternativ auch iiber
den SmRTK1-C-Terminus erfolgen.

2. Eine weitere Moglichkeit ist die Aktivierung von SmTK6 durch die Bildung eines
Komplexes mit der SmFAK, die ihrerseits zuvor durch Smp-Intl aktiviert wurde. Die
Interaktion zwischen SmTK6 und SmTK3 koénnte ebenso an der Regulation von SmTK6
beteiligt sein. SmTK3 liegt hierbei wahrscheinlich ebenfalls gebunden an den Smp-Intl-
C-Terminus vor. Vermutlich kommt es durch Phosphorylierungen in trans zwischen

beiden Src-Kinasen zur Aktivierung von SmTK6.



3. Die aktive Src-Kinase SmTK6 fiihrt zur Aktivierung der Syk-Kinase SmTK4, die iiber
thre SH2-Doménen ebenfalls an den intrazelluliren Teil von Smf-Intl gebunden hat.

SmTK3 spielt in diesem Zusammenhang eine noch nicht genauer charakterisierte Rolle.

4. Durch SmTK4 kommt es zur Aktivierung von noch unbekannten downstream Effektor-
molekiilen, die an zelluldren Prozessen wie zum Beispiel der Cytoskelett-Reorganisation

oder Proliferation der Zelle beteiligt sind.
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Abbildung 4.4: Modell zur Interaktion mit Smp3-Intl

Aus den Ergebnissen der Bindungsanalysen im Yeast Two-Hybrid System sowie den Erkenntnissen
aus anderen Organismen wurde dieses hypothetische Modell erstellt. 1: SmTK6 wird nach Bindung
an den intrazelluldren C-Terminus von Smp-Intl direkt durch diesen, oder im Zusammenspiel mit
dem intrazelluléren Teil von SmRTKI1 aktiviert. 2: Alternativ kann die Aktivierung von SmTK6
auch tiber SmMFAK erfolgen. Ebenfalls ist eine Phosphorylierung in frans zwischen SmTK6 und
SmTK3 vorstellbar 3: SmTK4 wird zu dem C-Terminus von Smf-Intl rekrutiert, bindet an diesen
und wird durch die aktive SmTK6 aktiviert. 4: SmTK4 fiihrt ihrerseits zu der Aktivierung von
downstream - Effektormolekiilen (néhere Erlduterungen siche Text). [CM: Cytoplasmamembran,
ex: extrazellulér, in: intrazellular]



Lokalisationsstudien zeigten, dass in Ovar und Testes adulter Schistosomen sowohl Sma- und
Smp-Intl als auch die drei cytoplasmatischen Tyrosinkinasen SmTK4, SmTK6 und SmTK3,
sowie die Rezeptor-Tyrosinkinase SmRTK1 co-lokalisieren. Mit den Yeast Two-Hybrid
Ergebnissen zusammengenommen ist daher anzunehmen, dass die in Abbildung 4.4
dargestellten Signaltransduktionsprozesse in diesen Reproduktionsorganen ablaufen.
Aufgrund der vorliegenden Daten wird eine Rolle dieser Molekiile in einem oder mehreren

Signalwegen der Oogenese und Spermatogenese postuliert (vgl. Abschnitt 4.2.2).

4.3 Modell der SmTK4-Signalkaskade

Aus den Ergebnissen der durchgefiihrten Yeast Two-Hybrid Analysen sowie aus
Erkenntnissen iiber derartige Signalkaskaden in anderen Organismen wurde das folgende

hypothetische Modell einer SmTK4-Signalkaskade erstellt (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Modell zur SmTK4-Signalkaskade

.

Aus den Ergebnissen der Interaktionsanalysen im Yeast Two-Hybrid System wurde dieses
vereinfachte, hypothetische Modell erstellt, in dem nur die starksten der identifizierten Interaktionen
beriicksichtigt wurden. Die Src-Kinase SmTK6 wird durch die Interaktion mit dem C-Terminus
des transmembranen Mucins oder der Rezeptor-Tyrosinkinase SmRTK1 zur Cytoplasmamembran
(CM) rekrutiert und aktiviert. SmTK6 fiihrt ihrerseits zur Rekrutierung der Syk-Kinase SmTK4 und
zu deren Aktivierung. SmTK6, SmTK4 und SmTK3 liegen als ein Kinasekomplex unterhalb eines
Integrin-Rezeptor-Heterodimers vor und leiten Signale von diesem weiter in das Zellinnere.
Die in silico anhand von S. mansoni - Genomdaten identifizierte SmFAK konnte ein Mediator
zwischen den Signalwegen darstellen. Durch die aktive SmTK4 kommt es zur Aktivierung noch
unbekannter downstream - Effektormolekiile (néhere Erlduterungen siehe Text). [ex: extrazelluldr,
in: intrazelluldr]



FAK-Kinasen co-lokalisieren mit dem cytoplasmatischen Teil von transmembranen
Mucinen. Die Interaktion eines Mucin-C-Terminus mit einer FAK fiihrt vermutlich zu der
Rekrutierung einer Src-Kinase zur Cytoplasmamembran (Singh & Hollingsworth, 2006). Da
FAK-Kinasen auch unterhalb von Integrin-Rezeptoren agieren (vgl. Abschnitt 4.2.3), stellt
SmFAK somit mdglicherweise einen Mediator zwischen den Signaltransduktionsprozessen
downstream des B-Integrin-Rezeptors und des Mucins dar. Durch die Interaktion von SmFAK
mit dem Mucin-C-Terminus konnte SmTK6 zur Plasmamembran rekrutiert und durch
SmFAK selber oder durch den C-Terminus von Smf-Intl aktiviert werden (vgl. Abschnitt
4.2.3). Moglich wire auch die Aktivierung von SmTK6 durch den C-Terminus einer im
cluster mit Sm3-Intl vorliegenden SmRTK1 (vgl. Abschnitt 4.2.1 und 4.2.3). Eine in trans -
Phosphorylierung der Src-Kinase SmTK6 durch die Src-Kinase SmTK3 kann ebenfalls nicht
ausgeschlossen werden (vgl. Abschnitt 4.1.3). Durch die aktive SmTK6 kommt es zur
Rekrutierung der downstream im Signalweg gelegenen SmTK4 an die Cytoplasmamembran.
Im inaktiven Zustand wird SmTK4 im Cytoplasma durch Bindung eines HSPs (Smp40) vor
dem Abbau geschiitzt (vgl. Abschnitt 4.1.4.1). SmTK4 bindet an der Innenseite der
Cytoplasma-membran ebenfalls an den C-Terminus von Smf-Intl und wird schlieBlich durch
SmTK6-vermittelte Phosphorylierung aktiviert. Die aktive SmTK4 fiihrt dann schlieBlich zur
Aktivierung noch unbekannter downstream - Effektormolekiile (vgl. Abschnitt 4.1.4.3).

Da SmRTKI1, die beiden Integrin-Rezeptoren sowie die drei cytoplasmatischen
Tyrosinkinasen eine Co-Lokalisation im Ovar adulter Weibchen zeigen, ist eine Beteiligung
von SmRTK1 an diesem Signalweg in Oocyten mdglich. Neben bereits vorliegenden
Immunolokalisations-Daten (Vicogne et al., 2003) zeigten auch erste eigene in situ-
Hybridisierungen, dass SmRTK1 in den Testes des Méannchen und dem Ovars der Weibchen
(nicht jedoch 1m Vitellarium) exprimiert wird (nicht publiziert). Somit spielt SmRTK1 in
diesen Geweben ebenfalls eine Rolle. Lokalisationsstudien fiir das Mucin sowie fiir SmFAK
stehen noch aus. Sollten diese ebenfalls eine Expression in den Reproduktionsorganen zeigen,
kann angenommen werden, dass die in Abbildung 4.5 schematisch dargestellte SmTK4-
Signalkaskade im Ovar und Testes ablduft und eine Rolle bei der Regulation der Oogenese
und Spermatogenese spielen kdnnte (vgl. Abschnitte 4.2.2 und 4.2.3).

Fiir Integrin-Rezeptoren sind Funktionen in der Gametogenese beschrieben (Shinohara
et al.,, 1999; Linfor & Berger, 2000), aber auch fiir zelluldre Tyrosinkinasen ist eine
Beteiligung an der Oogenese, Spermatogenese und Fertilisation bekannt (Kierszenbaum,
2006; Zheng et al., 2007; Braydich-Stolle et al., 2007). Von testikuldren Zellen werden

wihrend der Spermatogenese u.a. Src-Kinasen exprimiert. Diese kommen dabei in zwei



Formen vor - einer Volllingenform sowie einer verkiirzten Form, die beide die gleiche
Funktion erfiillen und sich gegenseitig auch ersetzten konnen. Wahrend die Volllangenform
in verschiedenen, auch somatischen Geweben vorkommt, ist die Expression der verkiirzten
Form jedoch auf die Testes beschrinkt (Kierszenbaum, 2006). In S. mansoni sind bisher noch
keine verkiirzten Formen von Tyrosinkinasen beschrieben worden. Allerdings zeigte eine
Analyse der kodierenden SmTK4-Sequenz im Vergleich zu den Daten aus den S. mansoni
Genomprojekten, dass es vermutlich auch eine kiirzere Variante dieser Syk-Kinase gibt, der
ein Teil der /inker-Region sowie ein Teil des C-Terminus fehlt (unverdffentlicht).

Ein mogliches downstream - Effektormolekiil von SmTK4 in dem postulierten
Signalweg wire Cortactin. Hierbei handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor mit
mehreren HS1-repeats (Aktin-Bindedoménen) und einer C-terminalen SH3-Doméne (Daly,
2004). Im nicht-phosphorylierten Zustand liegt dieser im Cytoplasma der Zelle vor, mit
verstarkter Konzentration in Cytoskelett-assoziierten Strukturen, die reich sind an
focal adhesion -Proteinen (Maruyama et al., 1996). Im Zellkultur-System wurde beschrieben,
dass nach Adhésion von u.a. Integrin-Rezeptoren an die extrazelluldre Matrix verschiedene
Proteine phosphoryliert werden (Suen et al., 1999; Arderiu et al., 2002). Als ein friithes
Ereignis kommt es hierbei zu der Phosphorylierung und Aktivierung einer Syk-Kinase durch
eine Src-Kinase. Die aktive Syk-Kinase phosphoryliert wiederum assoziiertes Cortactin.
In diesem Zuge kommt es auch zur Phosphorylierung einer FAK (Arderiu et al., 2002). Nach
Tyrosin-Phosphorylierung wird Cortactin in den Zellkern transportiert, wo er an der
Transkriptionsregulation beteiligt ist und zu der Reorganisation des Aktin-Cytoskeletts und
der Differenzierung der Zelle fiihrt (Maruyama et al., 1996). Diese Signalwege sind bisher nur
fiir Blut- und Immunzellen beschrieben worden (Gallet et al., 1999). Die Identifizierung eines
Cortactin-Homologs in den S. mansoni - Datenbanken (predicted CDS: 29328.m000115) lasst
jedoch die Vermutung zu, dass moglicherweise auch in Schistosomen die Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors durch eine Syk-Kinase im Zusammenspiel mit Integrin-Rezeptoren und
einer Src-Kinase stattfindet und zur Zelldifferenzierung in den Gonaden fiihren kann. Eine
Beteiligung von Cortactin an der Spermatogenese (Kierszenbaum, 2006) und der Oogenese

(Somogyi & Rorth, 2004) ist bereits postuliert worden.



4.4 Versuche zur Herstellung von Antikorpern gegen SmTK4 und SmTK6

Fir die weitere Charakterisierung der Tyrosinkinasen SmTK4 und SmTK6 auf
Proteinebene wurde versucht, polyklonale Antikdrper gegen diese beiden Tyrosinkinasen
herzustellen. Hierfiir sollten Subfragmente beider Molekiile rekombinant in E. coli exprimiert,
aufgereinigt und schlieBlich fiir die Immunisierung eingesetzt werden.

Die bakterielle Expression schistosomaler Proteine erwies sich als sehr schwierig.
Verschiedene Vektorsysteme und E. coli - Stimme sowie unterschiedliche Bedingungen fiir
die Expression (Temperatur, Dauer, Induktor-Konzentration, t-Helfer-Plasmide) wurden
getestet, jedoch ohne Erfolg. Erst durch die Verwendung eines pBAD-TOPO/Thio-Vektors,
tiber den Proteine fusioniert mit einem N-terminalen Thioredoxin-Teil sowie C-terminalem
V5- und His-Tag exprimiert werden, konnten SmTK4- und SmTK6-Subfragmente erfolgreich
exprimiert werden. Fiir die Herstellung polyklonaler Antikorper, die moglichst spezifisch
gegen SmTK4 bzw. SmTK6 gerichtet sind, wurde ein Teil der ,,linker“-Region von SmTK4
sowie die um