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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Schistosoma mansoni - Schistosomiasis und Lebenszyklus

Schistosoma mansoni und weitere Arten der Gattung Schistosoma zahlen zu den Erregern der
Schistosomiasis (auch Bilharziose), neben der Malaria einer der bedeutendsten parasitaren
Infektionserkrankungen weltweit. Die globale Verbreitung der Krankheit umfasst 76 Lander,
vornehmlich in den tropischen und subtropischen Regionen der Erde, mit tiber 650 Millionen
Menschen, die direkt in Risikogebieten angesiedelt sind (Engels & Chitsulo, 2002; McManus,
2012). Nach Schatzungen der WHO sind weltweit ber 200 Millionen Menschen mit dem
Parasiten infiziert (WHO/TDR, 2005; WHO Fact sheet N°115, 2013). Davon zeigen ca.
20 Millionen schwere Krankheitssymptome. Uber 85 % der Infektionen treten auf dem
afrikanischen Kontinent auf, mit geschatzten 200 000 Todesféllen pro Jahr (Engels &
Chitsulo, 2002). Darlber hinaus besitzt die Krankheit zusatzlich eine groRe
veterindrmedizinische und 6konomische Bedeutung, da einige Schistosomen-Arten neben
dem Menschen auch Nutztiere als Endwirte befallen (De Bont & Vercruysse 1998; Eckert et
al. 2005; Quack, et al., 2006).

Schistosomen gehdren zu den wenigen Vertretern innerhalb der Klasse der Trematoda, die im
Laufe ihrer Evolution zwei getrennte Geschlechter ausgebildet haben. Die Entwicklung des
Parasiten umfasst einen komplexen Lebenszyklus mit einem obligaten Wirtswechsel sowie
zwei freilebende Larvenstadien. Innerhalb des Endwirts besiedeln die adulten S. mansoni die
Mesenterialvenen des Darms. Hier leben beide Geschlechter in einer Dauerkopulation, bei der
das fadenférmige Weibchen innerhalb einer Bauchfalte des morphologisch kompakteren
Ménnchens, dem canalis gynaecophorus, liegt. Als Folge dieses Paarungskontakts erlangen
die weiblichen Wurmer ihre Geschlechtsreife und somit die Fahigkeit zur Fortpflanzung. Ein
reifes Weibchen ist in der Lage ca. 300 Eier am Tag zu legen (Moore & Sandground, 1956).
Diese durchwandern unter Sezernierung proteolytischer Enzyme die Darmwand und werden
mit den Fézes ausgeschieden. Bereits wahrend der Migration der Eier im Darmgewebe kommt
es zur Entwicklung der ersten Larvenform, einer als Miracidium bezeichneten Wimpernlarve.
Bei Kontakt mit SufRwasser und Sonnenlicht schlupfen die Miracidien aus den Eiern und
infizieren aktiv den Zwischenwirt. Hierbei handelt es sich um SuRwasserschnecken der
Gattung Biomphalaria. Innerhalb der Schnecke kommt es zunéchst zu einer Umwandlung des
Miracidiums in eine Muttersporocyste. Hieran schlie3t sich eine asexuelle Vermehrungsphase
des Parasiten an. Diese erfolgt Uber mitotische Teilungsprozesse innerhalb der
10



1. Einleitung

Muttersporocyste, was letztlich zur Bildung von Tochtersporocysten fiihrt. Die
Tochtersporocysten wandern in die Mitteldarmdrise des Zwischenwirts ein und bilden
innerhalb von drei bis sieben Wochen nach Infektion die zweite freilebende Larvenform aus.
Diese werden als Cercarien bezeichnet und stellen das fir den Endwirt infektiose
Parasitenstadium dar. Die Infektion selbst erfolgt lber eine Penetration der Haut unter
Sekretion proteolytischer Enzyme (McKerrow & Salter, 2002; Ingram et al., 2012). Innerhalb
des Endwirts kommt zur Entwicklung des préadulten Schistosomulums, welches Uber den
Blutkreislauf die Pfortader der Leber als adulter Wurm erreicht. Hier kommt es zur Paarung
beider Geschlechter, die als Parchen schlieRlich den Mesenterialkomplex des Darms besiedeln
(Mehlhorn & Piekarski, 2002).

Die pathologisch betrachtet gravierendsten Folgen der Schistosomiasis gehen nicht auf die
Wurmer zuriick, sondern werden durch die abgelegten Eier des Parasiten hervorgerufen. Von
diesen werden nur ca. 50 % ausgeschieden, wahrend die andere Hélfte im Darmgewebe
verbleibt oder tber den Blutkreislauf in verschiedene Organe, vornehmlich Leber und Milz,
transportiert wird. Dies kann zum Verschluss von Blutgefdlen und zu lokalen
Entzindungsreaktionen fiihren. Die Folgen sind neben Schadigungen des Darmgewebes
héaufig schadhafte VergroRerungen von Leber und Milz (Hepatosplenomegalie) sowie Aszites.
Besonders die Beeintrachtigung der Leber kann unbehandelt zur Leberzirrhose und
schlieRlich zum Tod des Patienten fiihren (Ross et al., 2002; Gryseels et al., 2006).

Als derzeit wirksamstes Therapeutikum gegen Schistosomiasis steht das gegen adulte
Wurmer gerichtete Antihelminthikum Praziquantel zur Verfligung (Fenwick et al., 2003).
Anders als Alternativ-Praparate wie Oxamniquin wirkt es gegen mehrere humanparasitare
Schistosomenarten und ist daher das Mittel der Wahl fur flachendeckende Anwendungen in
Endemiegebieten (Fenwick et al., 2003). Allerdings stellen die von staatlichen und
internationalen Einrichtungen initiierten Kontrollprogramme aufgrund hoher Kosten und
betréchtlicher Reinfektionsraten bisher keine nachhaltige LOsung zur Bekampfung der
Krankheit dar. Zusatzlich mehren sich Anzeichen von Resistenzbildung gegen das
Medikament (Doenhoff & Pica-Mattoccia, 2006; Melman et al., 2009; Messerli et al., 2009;
Pica-Mattoccia et al., 2009; Wang et al., 2012).

Die Limitierung therapeutischer Mittel sowie das Fehlen einer Vakzine (McManus & Loukas,
2008; Siddiqui et al., 2011) zum langfristigen Schutz gegen Schistosomiasis verdeutlichen die
Problematik, welche die Krankheit besonders fiir Menschen in den Endemiegebieten darstellt

und zeigen die Notwendigkeit von alternativen Ansatzpunkten zu ihrer Kontrolle.
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1. Einleitung

1.2 S. mansoni - Genom-Projekt und ,,Post-Genomics*

Mit dem Ziel, die Genome von S. mansoni sowie S. japonicum zu entschliisseln und so
weitere Grundlagen zur Entwicklung neuer Medikamente, Vakzine und diagnostischer
Methoden zu schaffen, wurde 1994 das Schistosome Genome Project von der World Health
Organization (WHO) ins Leben gerufen (Degrave et al., 2001; Zerlotini & Oliveira, 2010;
Mourdo et al., 2012). Die Sequenzierung des S. mansoni-Genoms erfolgte als Kooperation des
Wellcome  Trust  Sanger  Institute  (WTSI) (Cambridge, UK) und dem
The Institute of Genomic Research (TIGR; jetzt J. Craig Venter Institute) (Maryland, USA),
die Arbeiten zu S. japonicum am Chinese Human Genome Center (Shanghai, China). Die
Ergebnisse beider Sequenzierungsprojekte wurden 2009 verdffentlicht (Berriman et al., 2009;
Zhou et al., 2009) und 2012 durch das Genom von S. haematobium ergénzt (Young et al.,
2012). Zeitnah zum Start des S. mansoni-Genomprojekts begann auch die Analyse des
Transkriptoms von S. mansoni mittels expressed sequence tags (ESTs) (Verjovski-Almeida et
al., 2003; Oliveira, 2007). Heute sind Genom- und Transkriptomdaten von S. mansoni in
verschiedenen Datenbanken fiir die Offentlichkeit frei zuganglich. Neben den vom WTSI
zusammengefassten Rohdaten (aktueller Stand: Genome assembly 3.1) stehen mit der
GeneDB (Protasio et al., 2012) und der SchistoDB (Zerlotini et al., 2009; Zerlotini et al.,
2013) aulRerdem zwei automatisch-annotierte Gendatenbanken zu Verfligung. Nach aktuellem
Stand umfasst das Genom von S. mansoni 380 Mb und enthélt insgesamt ca. 10.800 Gene
(Protasio et al., 2012).

Die Entschlisselung des Genoms in Kombination mit EST-Analysen bildete letztlich die
notwendige Basis fir in silico-Analysen einzelner Gene (Cardoso et al., 2006; Rofatto et al.,
2009) und ganzer Genfamilien (Roger et al., 2008a, b; Bos et al., 2009; Andrade et al., 2011,
Avelar et al., 2011; Zamanian, et al., 2011) bis hin zu weiterfiihrenden Transkriptiom-,
Proteom- und Glycomanalysen mit unterschiedlichen Fragestellungen zur Biologie von
S. mansoni (Hokke et al., 2007; Wilson et al., 2007). Hierzu zahlen Analysen zur geschlechts-
und paarungsabh&ngigen Expression von Genen in adulten Schistosomen (Hoffmann et al.,
2002; Fitzpatrick et al., 2005; Fitzpatrick & Hoffmann, 2006; Waisberg et al. 2007,
Verjovski-Almeida et al., 2007; Ojopi et al., 2007), wie auch der Vergleich der
Expressionsprofile unterschiedlicher, Giber den Lebenszyklus verteilter Entwicklungsstadien
(Dillon et al., 2006; Vermeire et al., 2006; Jolly et al., 2007; Williams et al., 2007; Fitzpatrick
et al., 2009; Wu et al., 2009; Mathieson & Wilson, 2010; Dewalick et al., 2011, Parker-

Manuel et al., 2011) und immunologische Aspekte wahrend der Parasit-Wirtsinteraktion (van
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Diepen, et al., 2012). Wahrend viele dieser Analysen auf Ebene ganzer Organismen erfolgten,
lieferten Proteomstudien des Teguments adulter S.mansoni erstmals Einblick in die
Genexpression einzelner Gewebe (Braschi et al., 2006; van Hellemond et al., 2006; Castro-
Borges et al., 2011). Einen weiteren Fortschritt in dieser Hinsicht stellte die Publikation von
Nawaratna et al. (2011) dar, in der erstmals Transkriptionsprofile einzelner Gewebe und
Organe aus adulten S. mansoni, wie Testis, Ovar, Vitellarium und Gastrodermis mittels einer

Kombination von Lasermikrodissektion und Microarrays untersucht wurden.

Zusammenfassend erbringen diese Genom-, Transkriptiom-, Proteom- und Glycomstudien
eine Fulle an Daten, die erste Hinweise auf die Expression und Funktion von Genen bzw.
Gengruppen sowie posttranslationale Modifikationen in verschiedenen Lebensstadien,
Geschlechtern und Geweben von S. mansoni liefern und bilden damit eine Grundlage
weiterfihrender, funktioneller Genanalysen. Diese sind letztlich notwendig, um biologische
Prozesse, wie Stadienkonversion, Parasit-Wirtsinteraktion und Reproduktion sowie deren

molekulare/biochemische Mechanismen und Grundlagen besser zu verstehen.

Im Vergleich zu verschiedenen Modelorganismen ist das Methodenrepertoire zur
Charakterisierung von Genen bei S. mansoni aus unterschiedlichen Griinden limitiert.
Zunéchst besitzt S. mansoni einen komplexen Lebenszyklus mit zwei unterschiedlichen
Wirten, die den Zugriff auf den Organismus in wichtigen Entwicklungsphasen erschweren
und definierte Kulturbedingungen verhindern. Aullerdem fehlen S. mansoni-Zelllinien, so
dass bei Expression-Studien auf heterologe Systeme wie HEK-Zellen oder Xenopus-Oocyten
ausgewichen werden muss, die immer nur als eine Anndherung an die in vivo Bedingungen
verstanden werden konnen (Quack et al., 2010). Durch den massiven Korperbau adulter
S. mansoni mit einem Parenchym, in das differenzierte Zellen sowie Gewebe eingebettet und
von einem widerstandsfahigen Tegument umgeben sind, ist der Zugriff auf definierte Zell-
und Gewebetypen kaum maglich. Dies ist allerdings Grundvoraussetzung fiir zellspezifische

Genanalysen und den Zugang zu Stammzellen (Wilson et al., 2007; Quack et al., 2010).

Diese und weitere Griinde erschweren zudem die Etablierung von Transfektionsprotokollen
zur Herstellung transgener S. mansoni. In der Vergangenheit wurden verschiedene Methoden
wie Lipofektion, Elektroporation und Partikel-Bombardement zum Einbringen von Fremd-
DNA in S. mansoni-Stadien angewandt (Beckmann & Grevelding, 2012). Letzteres
ermoglichte eine transiente Transformation (ber mehrere Generationen mit GFP-
Reportergenkonstrukten (Beckmann et al., 2007; Beckmann & Grevelding, 2012). Dennoch

blieb bisher der Nachweis einer stabilen Keimbahntransfektion von S. mansoni aus.
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Vielversprechend erscheint ein neuer Ansatz tber virale Vektoren, die eine chromosomale
Integration von Reportergenen in die Keimbahn ermdglichen (Rinaldi, et al., 2012).
Allerdings wurde die Stabilitat der Integration nicht Gber den gesamten Zyklus untersucht. So

fehlt die Bestétigung einer generationstibergreifenden Transfektion.

Demnach stellt RNA-Interferenz (RNAI) derzeit die Methode der Wahl dar, um S. mansoni-
Stadien genetisch zu manipulieren und tber Transkriptreduktion spezifische Genfunktionen
zu untersuchen (Beckmann & Grevelding, 2012). Abhéngig vom Parasitenstadium wird dabei
zum Einbringen genspezifischer siRNAs oder dsRNAs Soaking und/oder Elektroporation
angewendet. RNAI-Experimente wurden bereits erfolgreich fir Eier, Larvalstadien und adulte
S. mansoni durchgefuhrt (Beckmann & Grevelding, 2012). Allerdings wirkt RNAI nicht fur
alle Gene mit der gleichen Effizienz und zeitgleich wachst die Liste jener Gene, die durch
RNAI unbeeinflusst bleiben und daher als ,,not knockables“ bezeichnet werden (Krautz-
Peterson et al., 2010a; Beckmann & Grevelding, 2012). Weitere Gene kdnnen wiederum in
ihrer Transkription herunter reguliert werden, ohne allerdings zu einem Phanotyp zu fiihren
(Atkinson et al., 2010; McVeigh et al., 2011).

1.3 Reproduktionsbiologie adulter S. mansoni

Der komplexe Lebenszyklus von S. mansoni mit mehreren, frei lebenden und parasitaren
Entwicklungsstadien bietet ein breites Arbeitsfeld fir die parasitare Grundlagenforschung.
Besonders in den Focus wissenschaftlicher Untersuchungen ist dabei die im Tierreich nahezu
einzigartige Reproduktionsbiologie adulter Schistosomen geriickt. Zum einen gehoren
Schistosomen zu den wenigen getrenntgeschlechtlichen Vertretern der Trematoda, zum
anderen leben beide Geschlechter in einem permanenten, fiir die Fortpflanzung notwendigen
Paarungskontakt. Dieses Phdnomen erlangt zusétzliche Bedeutung durch den Umstand, dass
die Eier des Parasiten den eigentlichen Ausloser der Schistosomiasis darstellen (Ross et al.,
2002; Gryseels et al., 2006).

Der kontinuierliche Paarungskontakt zwischen den adulten S. mansoni ist fiir die Entwicklung
weiblicher Reproduktionsorgane und damit fir die Eiablage essentiell (Kunz, 2001;
Grevelding, 2004; LoVerde et al., 2004). Wahrend der Paarung liegt das fadenférmige
Weibchen in dem canalis gynaecophorus des morphologisch kompakteren Mannchens.
Hierdurch werden im Weibchen Wachstums- und Differenzierungsprozesse induziert, welche

zur Reifung von Ovarium und Vitellarium fiihren. Diese werden begleitet von einer sichtbaren
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GroRenzunahme, wie morphologische Vergleiche mit paarungsunerfahrenen, immaturen
Weibchen aus unisexuellen (single sex)-Infektionen zeigen (Erasmus, 1973; Den Hollander &
Erasmus, 1985; Popiel, 1986; Kunz, 2001; Knobloch et al., 2002a). Besagter
GroRenunterschied ist hauptsachlich auf das Wachstum des Vitellariums zuriickzufuhren,
welches in paarungserfahrenen, maturen Weibchen das groRte Organ darstellt. Dies liegt in
dem hohen Bedarf an Vitellinzellen fir die Eiproduktion begrindet. Da die
zusammengesetzten Eier von S. mansoni aus je einer Oocyte und 30 bis 40 Vitellinzellen
bestehen, missen im Vitellarium, bei einer taglichen Synthese von bis zu 300 Eiern (Moore &
Sandground, 1956; Cheever et al., 1994) mehr als 10.000 Vitellinzellen pro Tag gebildet
werden (Popiel, 1986). Basierend auf histologischen Untersuchungen wird zwischen vier
Stadien der Vitellzellentwicklung unterschieden. In immaturen Weibchen sind ausschlief3lich
undifferenzierte S1-Zellen mit Stammzellcharakter zu finden (Erasmus, 1973; Shaw, 1987).
Als Folge der Paarung kommt es im Vitellarium Uber die als S2 und S3 bezeichneten
Zwischenstufen zur Bildung vollstdndig ausgereifter S4-Vitellinzellen (Erasmus, 1975).
Hierbei ist nicht abschlielend geklart, ob die Paarung mitotische Prozesse in S1-Zellen
induziert (Kunz, 2001) oder wie eine aktuelle Studie diskutiert, die Apoptose bereits

proliferierender S1-Zellen in immaturen Weibchen inhibiert (Galanti et al., 2012).

Das zweite Reproduktionsorgan, dessen Entwicklung direkt durch die Paarung beeinflusst
wird, ist das Ovar. Ovarien immaturer Weibchen verfligen ausschliellich Uber Kleine,
undifferenzierte Oocyten, sog. Oogonien (Shaw & Erasmus, 1981; Neves et al., 2005;
Beckmann et al., 2010b). Erst nach Kontakt mit dem Méannchen kommt es zur Bildung
primarer Oocyten. Beides, das Fehlen differenzierter Vitellinzellen und Oocyten resultiert
letztlich in einem Unvermoégen immaturer Weibchen, entwicklungsfahige Eier zu legen. Die
hier beschriebenen paarungsinduzierten Entwicklungsprozesse des Weibchens sind allerdings
reversibel. Klassische Experimente zeigten, dass Weibchen nach einer Trennung vom
Ménnchen in einem Zeitraum von 35 Tagen morphologisch wieder einen immaturen
Phanotyp annehmen (Clough, 1981; Popiel et al., 1984). Eine erneute Verpaarung stellt den

maturen Entwicklungszustand wieder her (Kunz, 2001).

Neben den morphologisch sichtbaren Veranderungen der weiblichen Reproduktionsorgane
konnten die Auswirkungen der paarungsinduzierten Reifung auch auf Ebene der
Genexpression nachgewiesen werden. Der zundchst fir einzelne Gene, wie z.B. den
Eischalenvorlauferproteinen p14, pl19, und p48 (Chen et al., 1992; Grevelding et al., 1997;
Michel et al., 2003; Cogswell et al.,, 2012) gezeigte Einfluss der Paarung auf
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Transkriptionsprozesse im Weibchen hat sich mittlerweile u.a. durch SAGE- und Microarray-
Analysen fiir eine Vielzahl weiterer Gene bestatigt (Fitzpatrick et al., 2006; Waisberg et al.,
2007).

Im Gegensatz zum Weibchen ist der Einfluss der Paarung auf die Morphologie der Mannchen
wesentlich geringer. Paarungsunerfahrene Ménnchen besitzen die gleiche KorpergroRe wie
paarungserfahrene Mé&nnchen und verfligen bereits Uber vollstandig differenzierte, zur
Spermienproduktion befdhigte Testes (Armstrong, 1965). Allerdings gibt es Hinweise, dass
die GroRe der Testesloben abhdngig vom Paarungsstatus leicht variieren kann, wie eine
morphologischen Studie ber konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (KLSM) feststellte
(Neves et al., 2005). Weiterhin zeigten Paarungsexperimente von Den Hollander und Erasmus
(1985), dass paarungserfahrene Mannchen Uber das Potential verfligen, schneller
Reifungsprozesse in immaturen Weibchen zu induzieren als paarungsunerfahrene Mannchen.
Dies deutet darauf hin, dass Mannchen unabhé&ngig von morphologischen Differenzierungen
uber einen paarungsabhdngigen Kompetenzstatus verfuigen. Der Einfluss der Paarung auf die
Genexpression des Mannchens konnte mittlerweile vielfach Gber Microarray- und SAGE-
Analysen auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden (Fitzpatrick & Hoffmann 2006;

Waisberg, et al. 2007; Leutner et al., eingereicht).

Die Frage, welcher Stimulus des Méannchens letztlich die sexuelle Reifung des Weibchens
induziert ist bisher ungeklart. Durch klassische Studien wurde gezeigt, dass die Reifung
unabhéngig vom Spermientransfer erfolgt (Armstrong, 1965; Popiel et al., 1984). Zur
Diskussion steht neben einem taktilen Reiz auch eine Versorgung mit Nahrstoffen sowie die
Ausschuttung chemischer Signalstoffe durch den méannlichen Wurm als derzeit favorisierte
Hypothesen (Kunz, 2001; LoVerde et al., 2004; Huang, S. et al., 2012). Zusétzlich wird eine
direkte oder indirekte Beteiligung von Wirtsfaktoren vermutet, da Weibchen in der
in vitro-Kultur trotz Paarungskontakt ber einen langeren Zeitraum de-differenzieren (Irie et
al., 1987; Cogswell et al.,, 2012; Galanti et al., 2012). Dieser als in vitro-Regression
bezeichneter Kultureffekt ist bisher nicht ausreichend verstanden, kénnte aber mdglicherweise
mit immunzellstimulatorischen Einflissen zusammenhéngen (Davies et al., 2001; Lamb et al.,
2010).
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1.4 Die Beteiligung von Signalmolekulen an paarungsinduzierten
Entwicklungsprozessen adulter S. mansoni

Die Erforschung der Reproduktionsbhiologie adulter Schistosomen auf molekularer Ebene
bildete einen bedeutenden Ausgangspunkt fur die Entdeckung zellulérer Signalmolekile und
ihrer Signalwege in S. mansoni (Knobloch et al., 2007; Lo Verde et al., 2007; Beckmann et
al., 2010b). Basierend auf dem Wissen um die fundamentale Bedeutung komplexer
Signaltransduktionsprozesse  fir  die  Entwicklung und  Differenzierung  von
Modellorganismen, konnten eine Reihe von Signalmolekilen in S. mansoni identifiziert
werden. Grundlage hierfir bildete die hohe Konservierung von Signalsystemen innerhalb der
Eumetazoa, welche sich sowohl in ihrer Funktion, als auch auf molekularer Ebene
widerspiegelt (Krauss, 2008). So zeigen viele der in S. mansoni gefundenen Signalmolekiile
sowohl Sequenzahnlichkeit als auch ein hohes MaB an Ubereinstimmung mit homologen
Molekilen anderer Organismen bezlglich ihrer funktionellen Domaénen, Kkatalytischer
Aktivitat und Substrate (Knobloch et al., 2002b; Osman et al., 2004; Kapp et al., 2004; Quack
et al., 2009; Beckmann et al., 2011; Beckmann et al., 2012b). Zunachst konnten durch RT-
PCR-Ansédtze mit degenerierten Primern gegen konservierte Sequenzbereiche und spater,
unterstitzt durch die Verfugbarkeit von Genom- und Transkriptomdaten, verschiedene
Signalmolekile in S. mansoni gefunden und kloniert werden. Hierzu gehorten u.a.
cytoplasmatische Tyrosinkinasen (CTKs) (Kapp et al., 2001; Kapp et al., 2004; Knobloch et
al., 2002b; Beckmann et al. 2010a; Beckmann et al. 2011), kleine GTPasen der Ras- und Rho-
Familie (Kampkotter et al., 1999; Santos et al., 2002) als auch unterschiedliche Klassen von
Zelloberflachenrezeptoren wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) (Hamdan et al.,
2002; El-Shehabi et al., 2009; Taman & Ribeiro, 2009; El-Shehabi & Ribeiro, 2010; Taman
& Ribeiro, 2011; El-Shehabi et al., 2012) und Rezeptortyrosinkinasen (RTKSs) (Shoemaker et
al., 1992; Vicogne et al., 2003, Collins et al., 2013) oder Zelladh&sionsmolekiile wie Integrine
(Beckmann et al., 2012b). Zusatzlich lieferten in silico-Analysen einen Uberblick tiber ganze
Genfamilien in S. mansoni (Berriman et al., 2009; Andrade et al., 2011; Avelar et al., 2011;
Zamanian, et al, 2011). Weiterfihrende Charakterisierungen z.B.  durch
Transkriptionsanalysen, Gewebelokalisations- und Interaktionsstudien sowie RNAI-
Experimente erdffneten zudem Einblicke in die biologische Funktion von Signalmolekdlen
und ermdglichten erste Vernetzungen zu Signalwegen (LoVerde et al., 2007; Beckmann et al.,
2010b; Beckmann et al., 2011).
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Viele  der identifizierten  Signalmolekile  konnten  mit  paarungsinduzierten
Entwicklungsprozessen in den Reproduktionsorganen adulter Schistosomen in Verbindung
gebracht werden. Hierzu zdhlt beispielsweise der TGFf/Smad-Signalweg, als einer der am
umfassendsten charakterisierten Signalwege in S.mansoni. Zu allen essentiellen
Komponenten dieser bei Sdugetieren in Zellwachstum wund Teilung involvierten
Signalkaskade konnten in S. mansoni homologe Molekiile gefunden sowie deren Interaktion
in vitro bestdtigt werden (LoVerde et al., 2007). Nach derzeitigem Stand spielt der TGFp-
Signalweg unterschiedliche Rollen in der Reproduktion adulter Schistosomen. Zum einen
wird vermutet, dass TGFB-Signalkomponenten direkt an der Mannchen-Weibcheninteraktion
im canalis gynaecophorus beteiligt sind (Osman et al., 2006), zum anderen wird der TGFj3-
Signalweg mit der Vitellinzellentwicklung und der Embryogenese im Ei in Verbindung
gebracht (Knobloch et al., 2007; Freitas et al., 2007; LoVerde et al., 2009).

Weitere Signalmolekiile werden hingegen in den Gonaden adulter S. mansoni exprimiert.
Hierzu z&hlen eine Reihe von CTKs wie die Syk-Kinase SmTK4 (Knobloch et al., 2002b;
Beckmann et al., 2010a), die Src-Kinasen SmTK3 (Kapp et al., 2004) und SmTKS5 (Kapp et
al., 2001), die Abl-Kinasen SmAbI1 und SmAbI2 (Beckmann & Grevelding, 2010) sowie die
Src/Abl-Hybridkinase SmMTK6 (Beckmann et al., 2010a; Beckmann et al., 2010b; Beckmann
et al., 2011). CTKs stellen intrazelluldre Signalmolekdile dar, welche als Mediatoren zwischen
aktivierten  Rezeptoren und  verschiedenen  downstream-Effektoren wie  z.B.
Transkriptionsfaktoren vermitteln. Dartiber hinaus sind vor allem Src-Kinasen dafiir bekannt,
in Signalwege zur Regulation von Zellproliferation und -differenzierung involviert zu sein. In
dieser Funktion beeinflussen sie sowohl den Zellzyklus und die Transkription mitotischer
Gene als auch die Steuerung von Strukturierungsprozessen des Cytoskeletts (Hubbard & Till,
2000; Roskoski, 2004). Unter anderem koénnen Src-Kinasen auf den Ras/MAPK-Signalweg
einwirken (Qi & Elion, 2005). lhre Aktivierung erfolgt haufig Gber RTKs flr
Wachstumsfaktoren. Des Weiteren ist aber auch eine Aktivierung von CTKs uber Integrine
und GPCRs bekannt (Tatosyan & Mizenina, 2000; Delon & Brown, 2007; Lutrell, 2008).

Erste funktionelle Analysen zu CTKSs erfolgten durch die Behandlung adulter S. mansoni mit
kommerziellen Kinase-Inhibitoren in der invitro-Kultur. Die hierdurch erzielten
physiologischen und morphologischen Effekte sprechen fiir eine Beteiligung von Src- und
Syk-Kinasen an gonadenspezifischen Entwicklungsprozessen in S. mansoni. So fuhrte eine
in vitro-Behandlung von S. mansoni-Parchen mit dem gegen Src-Kinasen gerichteten

Inhibitor Herbimycin A in gepaarten Weibchen zu einer Reduktion der paarungsinduzierten,
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mitotischen Aktivitat sowie der Eiproduktion (Knobloch et al.,, 2006) und zu einem
veranderten Phanotyp in den Gonaden beider Geschlechter (Beckmann et al., 2010b).
Ahnliche Ergebnisse wurden mit dem Syk-Kinase-spezifischen Inhibitor Piceatannol erzielt.
Die Behandlung von S. mansoni-Péarchen bewirkte eine Reduktion der Eiablage um 50 %.
Dariiber hinaus besaflen behandelte S. mansoni eine reduzierte Anzahl an priméren Oocyten
und reifen Spermatocyten in Ovar und Testes (Beckmann et al. 2010a; Beckmann et al.
2010b). Da es sich bei der in Ovar und Testes exprimierten SmTK4 um die einzige in
S. mansoni bekannte Syk-Kinase handelt, wird vermutet, dass sie das primare Ziel des
Inhibitors darstellt. Gestutzt wird diese Annahme durch RNA-Interferenz-(RNAI)-
Experimente mit SmTK4-spezifischer dSRNA, die zu einem mit der Piceatannol-Behandlung
vergleichbaren morphologischen Phanotyp fiihrten (Beckmann et al., 2010a).

Diese Ergebnisse in Kombination mit Yeast-two-hybrid('Y2H)-Interaktionsstudien flhrten zur
Postulierung eines trimeren Kinasekomplexes bestehend aus der Src-Kinase SmTK3, der Syk-
Kinase SmTK4 und der Src/Abl-Hybridkinase SmTK6 mit einer zentralen Rolle in der
Gonadenentwicklung und -differenzierung adulter S. mansoni (Beckmann et al., 2010a;
Beckmann et al., 2011). Hiervon ausgehend wurden in den letzten Jahren verschiedene
upstream- und downstream-Interaktionspartner dieser Kinasen identifiziert. So konnte gezeigt
werden, dass alle drei Kinasen uber ihre SH2- und SH3-Doménen mit dem intrazellularen
Bereich der RTK SmVKRI1 und dem B-Integrin SmB-Intl interagieren kénnen (Beckmann et
al., 2011; Beckmann et al., 2012b). Beide transmembranen Proteine sind ebenfalls in den
Reproduktionsorganen lokalisiert (Vicogne et al., 2003; Beckmann et al., 2012b). Als ein
weiterer upstream-Interaktionspartner von SmTK6 wurde auRerdem das transmembrane
Mucin SmTmMucl (siehe 1.5.1) beschrieben (Beckmann, 2008; Hahnel, 2010; Beckmann et
al., 2011).

Ebenso vielfaltig stellt sich das Repertoire an downstream-Interaktionspartnern der drei
Kinasen da, das sowohl auf eine Beteiligung an der Zelldifferenzierung als auch an der
Regulation mitotischer Aktivitat schlieBen lasst. So konnte z.B. ein Signalkomplex aus
SmRhol, dem S. mansoni Diaphanous-Homolog SmDia und der Src-Tyrosinkinase SmTK3
in den Gonaden adulter Schistosomen nachgewiesen werden (Quack et al., 2009). Von
Diaphanous und kleinen GTPasen der Rho-Familie ist bekannt, dass sie unter anderem an der
Strukturierung des Cytoskeletts beteiligt sind (Krebs et al., 2001; Wallar & Alberts, 2003). In
S. mansoni koénnte SmDia innerhalb des besagten Signalkomplexes eine Briicke zwischen

RTK-abhéngigen Signalwegen uber Src-Kinasen und GPCR-vermittelten Signalwegen uber
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SmRho darstellen (Quack et al.,, 2009). Hinweise aus RNAIi-Experimenten mit
SmDia-spezifischer dsSRNA deuten auf eine Beteiligung an der Oocyten-Differenzierung im
Ovar maturer Weibchen hin. Interessanterweise gleicht dieser Ph&notyp Ergebnissen von
RNAI-Versuchen gegen Smp-Intl. Dies bekréftigt die Hypothese, dass beide Molekile
Bestandteile des gleichen, bzw. kooperierender Signalwege sind (Beckmann et al., 2012b).
Weitere Interaktionspartner deuten wiederum an, dass der trimere Kinase-Komplex Uber
SMTK4 mit einer MAPK-Kaskade in Verbindung steht (Beckmann 2008; Beckmann et al.,
2010a).

Trotz der Fortschritte, welche in den letzten Jahre bei der Identifizierung und
Charakterisierung von Signalwegen erreicht wurden, ist die molekulare Grundlage der
paarungsinduzierten Entwicklung und Differenzierung der Reproduktionsorgane adulter
S. mansoni bisher nicht vollstandig geklart. Zwar konnten vor allem CTKs, aber auch weitere
Signalmolekile als wichtige Komponenten der Gonadenentwicklung adulter S. mansoni
ausgemacht werden, allerdings sind die meisten ihrer Signalwege bisher nicht vollstandig
entschliisselt. Einerseits fehlen Informationen tber downstream-gelegene Effektormolekdile
wie Transkriptionsfaktoren und ihren Zielgenen, andererseits sind die initialen
Zelloberflachenrezeptoren und ihre Liganden in den meisten Fallen noch unbekannt oder

unzureichend charakterisiert.

Ein besseres Verstandnis dieser Signalprozesse und ihrer involvierten Molekule ist dabei nicht
ausschlieBlich von entwicklungsbiologischer Relevanz, sondern liefert zudem im Hinblick auf
die Eiproduktion Hinweise auf potentielle Ansatzpunkte fiir neue Therapien (Dissous et al.,
2007; Swierczewski & Davies, 2009). Besonders die Verwendung kommerzieller Inhibitoren
aus der Krebsforschung, wie sie in diesem Abschnitt fur Herbimycin A und Piceatannol
beschrieben ist, zeigte vielversprechende Ergebnisse bei der in vitro-Behandlung von
Schistosomen (Dissous & Grevelding, 2011). Auch weitere Kinase-Inhibitoren wie z.B. das
gegen Abl-Kinasen gerichtete Imatinib verdeutlichen das Potential von Tyrosinkinasen als
Ziele neuer Therapeutika gegen Schistosomiasis (Beckmann & Grevelding, 2010; Beckmann
et al. 2012a).
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1.5 Transmembranrezeptoren in S. mansoni

Lebende Zellen stehen in einen stetigen Kontakt mit ihrer Umwelt, um auf Veranderungen
des &ulleren Milieus zu reagieren und mit anderen Zellen zu kommunizieren. Eine Vielzahl an
extrazellularen Signalen chemischer und physikalischer Natur mussen dazu von der Zelle
registriert und verarbeitet werden. Die hierbei involvierten zellularen Prozesse, bestehend aus
der Detektion von Signalen, deren Weiterleitung und Integration bis hin zu der
physiologischen Antwort der Zelle werden in ihrer Gesamtheit als Signaltransduktion
bezeichnet. Zu Beginn einer solchen Ereigniskette steht hdufig die Bindung des priméren
Botenstoffes an einen membrangebundenen Rezeptor, der das Signal Uber die
Plasmamembran in das Zellinnere weiterleitet. Diese Sonderstellung als Vermittler zwischen
extra- und intrazellularer Kommunikation macht Transmembranrezeptoren zu einem zentralen
Gegenstand der Erforschung zelluldrer Signal- und Kommunikationsprozesse und aus
medizinischer Sicht zu einem wichtigen Ziel von Medikamenten. Die Mehrzahl von
Hormonen endokriner, parakriner und autokriner Signalwege bindet an membranstandige
Rezeptormolekiile von Zielzellen und entfaltet so ihre biologische Wirkung, ohne selbst in das
Zellinnere zu gelangen. Stattdessen fiihrt die Bindung eines Liganden im extrazellularen
Bereich des Rezeptors zu Verénderungen der cytosolischen Domane, wodurch intrazellulére
Signalkaskaden angestofRen werden. Die Bindung von Ligand und Rezeptor ist in der Regel
spezifisch, so dass nur Zellen mit entsprechendem Rezeptor auf das extrazellulare Signal
reagieren. Die genauen Mechanismen der transmembranen Signalubertragung sind vielfaltig
und richten sich nach der Art des beteiligten Rezeptors. Ebenso divers stellen sich die
unterhalb des Rezeptors gelegenen Signalwege dar. Man unterscheidet mehrere Hauptgruppen
von Zelloberflachenrezeptoren wie beispielsweise GPCRs, Rezeptoren mit einer
intrazelluldaren Enzymaktivitit wie Rezeptorkinasen sowie eine Reihe von transmembranen
aber katalytisch inaktiven Molekilen wie beispielsweise Integrine, Mucine, Tetraspanine und

auch ligandenabhéngige lonenkanale (Krauss, 2008).

Unterstutzt durch die Daten des Genom-Projekts konnte in den letzten Jahren eine grofie
Anzahl an verschiedener Transmembranrezeptoren in S. mansoni identifiziert und partiell
charakterisiert werden. Die grof3te Gruppe bildet hierbei, wie auch in anderen Organismen die
Klasse der GPCRs. Uber in silico-Analysen wurden insgesamt ca. 120 Gene gefunden, die
Vertreter aller Untergruppen dieser evolutiondr stark konservierten Rezeptor-Superfamilie im
Genom von S. mansoni kodieren (Hahnel, 2010; Zamanian et al., 2011). Dies deutet darauf

hin, dass GPCRs in Schistosomen ein &hnlich breites Spektrum biologischer Funktionen
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einnehmen, wie bereits fir andere Organismen beschrieben (Krauss, 2008). Diese Vermutung
wurde verstarkt durch den Umstand, dass GPCRs (ber den gesamten Entwicklungszyklus des
Parasiten exprimiert werden, wie Transkriptionsanalysen mittels Microarrays zeigten
(Fitzpatrick et al., 2009). RT-PCR-Experimente ergaben zusétzlich fir ausgewahlte GPCRs

eine geschlechts- und paarungsabhédngige Transkription in adulten S. mansoni (Hahnel, 2010).

Eine detailliertere Charakterisierung erfolgte bisher vor allem fir GPCRs von
Neurotransmittern. Hierzu zahlen Rezeptoren fiir Glutamat, Dopamin und Histamin (Hamdan
et al., 2002; El-Shehabi et al., 2009; Taman & Ribeiro, 2009; EI-Shehabi & Ribeiro, 2010;
Taman & Ribeiro, 2011; EI-Shehabi et al., 2012). Der Inhalt der Studien umfasste
vornehmlich pharmakologische Assays in heterologen Systemen zur Identifizierung von
Liganden und die Gewebelokalisation in adulten und larvalen S. mansoni. Die entsprechenden
Rezeptoren zeigten vielfach eine Assoziation mit dem zentralen und peripheren Nervensystem
und der Muskulatur und werden primar mit Bewegungsprozessen in Verbindung gebracht.
Der Glutamat-Rezeptor SmGIuUR konnte zusatzlich in  Teilen des weiblichen
Reproduktionstrakts, Ovidukt, Ootyp und Uterus, lokalisiert werden (Taman & Ribeiro,
2011). Der Dopamin-bindende Rezeptor SmGPR3 hingegen wird auch in Nervenfasern
exprimiert, die in die Testes innervieren (El-Shehabi et al., 2012). lhre Bedeutung fir
Reproduktionsprozesse ist allerdings ungeklart. Dennoch wird vermutet, dass GPCRs in
S. mansoni an Signalwegen zur Entwicklung und Differenzierung von Gonaden involviert
sind. So wird postuliert, dass ein GPCR oberhalb des oben beschriebenen Signalkomplexes
aus SmRho, SmDia und SmTKS3 steht (siehe 1.4) (Quack et al., 2009). Mdgliche downstream-
Partner untersuchter GPCRs oder Interaktionen mit bereits beschriebenen Signalwegen sind
bis jetzt jedoch nicht bekannt. Weitere GPCRs und ihre mdglichen Funktionen in S. mansoni
werden in den Abschnitten 1.5.2 und 1.5.3 beschrieben.

Eine weitere Klasse von Rezeptoren aus S. mansoni stellen transmembrane Rezeptorkinasen
dar (Avelar et al., 2011; Andrade et al., 2011). Diese Rezeptoren vermitteln extrazellulare
Signale Uber eine intrinsische Kinaseaktivitat in das Zellinnere. Ihr molekularer Aufbau
besteht aus einer  extrazellularen  Ligandenbindungsdomane, einer  einzelnen
Transmembranhelix sowie einem intrazellularen Abschnitt mit einer katalytischen Kinase-
Domane. Abhangig von der Art des phosphorylierten Substrats erfolgt eine Unterscheidung in
unterschiedliche Gruppen von Rezeptorkinasen (Krauss, 2008). In S. mansoni konnten sowohl
Serin/Threonin-Kinaserezeptoren als auch Rezeptortyrosinkinasen (RTKSs) identifiziert
werden. Zu ersteren zdhlen die Rezeptoren SmTPR1 (Davies & Pearce, 1995) und SmTPR2
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(Forrester et al.,, 2004) als initiale Komponenten des im Abschnitt 1.4 beschriebenen
TGFB/Smad-Signalweges adulter Schistosomen (LoVerde et al., 2009) (siehe 1.3). Zu den
néher charakterisierten RTKs gehdren das EGFR-Homolog SmSER, die Insulin-Rezeptor-
Homologe SmIR-1 und SmIR-2 sowie die Venus-Kinaserezeptoren SmMVKR1 und SmVKR2.
Der EGF-bindende SmSER wird sowohl in Cercarien als auch in der Muskulatur adulter
Schistosomen exprimiert und ist mdglicherweise an der Entwicklung und Steuerung
muskuldrer aber auch reproduktiver Prozesse beteiligt (Ramachandran et al., 1996; Vicogne et
al., 2004; Buro, 2013). Die beiden Insulin-Rezeptoren werden in allen Entwicklungsstadien
des Parasiten exprimiert. SmIR-1 wurde vornehmlich in der Muskulatur und der
Basalmembran adulter Schistosomen detektiert, wéhrend SmIR-2 hauptsachlich im
Parenchym zu finden war. Vermutlich spielen beide Rezeptoren eine Rolle bei der Glucose-
Aufnahme des Parasiten (Khayath et al., 2007; Ahier et al., 2008).

SmVKR1 und SmVKR2 besitzen ein extrazelluldre Venus-Flytrap-Motiv (VFT), dhnlich der
Ligandenbindungsdomane von GABA-Rezeptoren und eine intrazellulére
Tyrosinkinasedoméne mit Homologie zu Insulin-Rezeptoren (Vicogne et al., 2003; Ahier et
al., 2009; Gouignard et al., 2012). lhre Expression erfolgt unter anderem im Ovar adulter
Schistosomen, wo sie mdglicherweise mit dem trimeren Kinasekomplex aus SmTK4, SmTK3
und SmTKG interagieren (siehe 1.4) (Beckmann et. al., 2010b; Beckmann et al., 2011). Eine
weitere Gruppe von RTKSs, die FGFRs, werden im Abschnitt 1.5.4 behandelt.

Zusétzlich  zu GPCRs und Rezeptorkinasen sind  weitere ~ Gruppen  von
Transmembranproteinen aus S. mansoni als mdgliche Rezeptoren in Erscheinung getreten.
Hierzu gehdren das transmembrane Mucin SmTmMucl (Siehe 1.5.1) sowie eine Familie von
o/B-Integrinen. Letztere wurden u.a. im Ovar lokalisiert. Dariiber hinaus interagiert Smp-Intl
mit dem SmTK4/TK3/TK6-Komplex und ein knock down des Rezeptors tiber RNAI fuhrte zu

morphologischen Veranderungen in reifen Oocyten (Beckmann et al., 2012b).

Neben diesen bereits charakterisierten Rezeptoren sind in den Datenbanken zum
S. mansoni-Genom-Projekt eine Vielzahl weiterer Sequenzen enthalten, die putative
Transmembranrezeptoren kodieren aber noch nicht beschrieben wurden. Hierzu zahlen u.a.

Homologe transmembraner Progesteron-Rezeptoren aus Vertebraten (siehe 1.5.5)
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1.5.1 Transmembrane Mucine und ihre Rolle in Signaltransduktionsprozessen

Mucine sind langkettige und stark glykosylierte Proteine, welche vornehmlich in
Epithelgeweben exprimiert werden. Aufgrund ihres molekularen Aufbaus kénnen sezernierte
und transmembrane Mucine unterschieden werden. Erstere werden in das extrazellulare
Medium abgegeben und erhthen so die Viskositat von Korperflissigkeiten. Membranstandige
Mucine sind hingegen an der Zelloberflache lokalisiert und verfligen hdufig Uber einen
intrazellularen C-Terminus. Auf diese Weise tragen Mucine entscheidend zum Schutz des
Epithels bei (Hollingsworth & Swanson, 2004). Dartiber hinaus sind membrangebundene
Mucine in  den letzten Jahren als wichtige Bestandteile  verschiedener
Signaltransduktionsprozesse identifiziert worden. Hierbei nehmen sie ein breites Spektrum
unterschiedlicher Funktionen ein. Diese reichen von der Detektion biochemischer Parameter
wie pH-Wert und lonen-Konzentrationen im extrazellularen Milieu, der Interaktion mit
anderen Rezeptoren sowie der Bindung cytosolischer Signalmolekiile bis hin zu einer
Beteiligung an der Regulation transkriptionaler Prozesse im Zellkern (Singh & Hollingsworth,
2006).

Aufgrund ihrer Beteiligung an der Entstehung verschiedener Tumore gehdren die humanen
Mucine MUC1 und MUC4 zu den am intensivsten charakterisierten transmembranen
Mucinen (Hollingsworth & Swanson, 2004: Singh & Hollingsworth, 2006). Fir beide
Proteine konnte eine Interaktion mit RTKs der EGFR- und FGFR-Familien nachgewiesen
werden (Senapati et al., 2010; Rachagani et al, 2012). Hierbei zeigte sich, dass MUCL als Co-
Rezeptor die aktivierte RTK stabilisieren und einer Internalisierung des Rezeptors entgegen
wirken kann (Pochampalli et al., 2007). AuBerdem sind EGFRs und FGFRs in der Lage,
spezifische Tyrosine im intrazellularen Bereich von MUC1 zu phosphorylieren wodurch eine
Interaktion des Mucins mit 3-Catenin oder auch verschiedenen CTKs ermdglicht wird (Li et
al., 2001, Raina et al., 2006; Ren et al., 2006). Im Falle einer B-Catenin-Bindung kommt es
nach proteolytischer Spaltung zu einer Translokation des MUC1 C-Terminus in den Zellkern.
Hier wird eine Beteiligung des MUC1-Catenin-Komplexes an der Regulation von
Transkriptionsereignissen postuliert (Singh & Hollingsworth, 2006). Weiterhin sind direkte
Interaktionen mit weiteren Transkriptionsregulatoren wie p53 (Wei et al., 2005) und der
DNA-Bindungsdomane des Ostrogen-Rezeptors a beschrieben worden (Wei et al., 2006).

Dartiber hinaus interagiert der intrazellulare C-Terminus von MUC1 nach Phosphorylierung
direkt mit Mitgliedern der Src- und Abl-Familie Uber konservierte SH2-Bindungsmotive
(Raina et al., 2006; Singh & Hollingsworth, 2006) sowie mit Komponenten des MAPK-

Signalwegs wie dem Scaffold-Protein GRB2 wund dem Guanin-Austauschfaktor
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Son of Sevenless (SOS) (Pandey et al., 1995; Schroeder et al., 2001). Neuere Studien liefern
zudem erste Hinweise auf eine direkte Bindung von Wachstumsfaktoren durch eine N-
terminal verkirzte Form von MUC1. Diese wirkt in humanen Stammzellen als Rezeptor fir
den Wachstumsfaktor NM23 und inhibiert im aktivierten Zustand deren Differenzierung
(Hikita et al., 2008; Smagghe et al., 2013).

Demgegenuber ist eine Beteiligung von Mucinen an Signalprozessen in Invertebraten und
anderen Organismen kaum untersucht. Lediglich Studien aus Saccharomyces cervisiae und
Caenorhabditis elegans bringen Mucine mit Signalwegen in Verbindung, die an der
Osmoregulation beteiligt sind. Transmembrane Mucine scheinen in diesen Féallen eine
Funktion als Sensoren flir osmotischen Stress einzunehmen (de Nadal et al., 2007; Rohlfing et
al., 2011). Uber die Funktion von Mucinen in S. mansoni ist bisher ebenfalls wenig bekannt.
Menrath et al. (1995) identifizierten die Teilsequenz eines Mucins, welches
geschlechtsspezifisch exprimiert wird und Uber Lokalisationsstudien im Epithelgewebe des
weiblichen Reproduktionstraktes nachgewiesen wurde. Dort ist es moglicherweise an der
Ausbildung der Eischale beteiligt. Weitere Mucine konnten in Miracidien und Sporocysten
identifiziert werden (Roger et al.,, 2008a). Diese, als S. mansoni polymorphic mucins
(SmPoMuc) bezeichnete Gruppe sekretierter Mucine weist innerhalb und zwischen
verschiedenen S. mansoni-Stdammen aufgrund von Rekombination, Spleilvariationen und
differentiellen Glykosylierungsmustern hohe Variabilitat auf. Da ihre Expression auf die mit
dem Zwischenwirt assoziierten Larvalstadien beschréankt ist, wird dieser Mucin-Familie eine
Schliusselrolle bei der Adaptation von S.mansoni an das Immunsystem von Mollusken
zugesprochen (Roger et al. 2008b). Erste Hinweise einer Beteiligung von Mucinen an
Signaltransduktionsprozessen in S. mansoni lieferten Proteininteraktionsstudien mit der
Src/Abl Hybridkinase SmMTK6 (Beckmann, 2008; Beckmann et al., 2011). In einem Y2H-
Screening wurde das Mucin-Homolog SmTmMUCL1 als haufigster Interaktionspartner der
CTK gefunden. Direkte Bindungsstudien bestatigten eine Interaktion beider Proteine (ber ein
konserviertes SH2-Bindungsmotiv im C-Terminus des Mucins. Dartiber hinaus lieferten erste
in situ-Hybridisierungen Anhaltspunkte auf eine Co-Lokalisation beider Molekile im Ovar
adulter S. mansoni (Hahnel, 2010).
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1.5.2 Neuropeptidrezeptoren in Plattwirmern

Das zentrale Nervensystem (ZNS) der Plathelminthen besteht aus einem Kopfganglion von
dem ausgehend zwei parallele Nervenstrange den Wurmkdrper der Lange nach durchziehen.
Diese sind (ber regelmélige Querverbindungen vernetzt und geben dem ZNS einen
leiterahnlichen Aufbau (Lucius & Loos-Frank, 2008). Hieran schlief3t sich das fein verastelte
periphere Nervensystem an, welches Kontakt zu allen wichtigen Koérperstrukturen, wie dem
Tegument, der Muskulatur und den Reproduktionsorganen herstellt. In Abwesenheit einer
Leibeshdhle und eines Kreislaufsystems als Voraussetzung endokriner Kommunikation,
kommt dem Nervensystem damit eine primare Bedeutung bei der Koordination biologischer
Prozesse wie z.B. Bewegung, Verhalten und Stoffwechsel zu (Ribeiro et al., 2005). Studien
zur Neurobiologie von Plattwirmern fuhrten in den letzten Jahrzehnten zur Identifizierung
verschiedener neuroaktiver Stoffe. Hierzu zahlt u.a. klassische Neurotransmitter wie
Dopamin, Serotonin und Acetylcholin. Viele dieser Substanzen zeigen einen deutlichen
Effekt auf Bewegung und Muskelkontraktion verschiedener Plattwurmarten (Holmes &
Fairweather, 1984; Maule et al., 1989; Boyle et al., 2000; Ribeiro et al. 2005; EI-Shehabi et
al., 2012). Dariber hinaus konnten auch weitere Funktionen nachgewiesen werden. So wird
Serotonin z.B. mit Stimulation von Stoffwechselenzymen in S. mansoni (Rahman et al., 1985)
und der Geweberegeneration von Planarien in Verbindung gebracht (Saitho et al., 1996). Die
in vitro-Behandlung adulter Schistosomen mit Acetylcholin wiederum stimuliert die
Glucoseaufnahme Uber das Tegument (Camacho & Agnew, 1995). Neben diesen klassischen
physiologischen Studien konnten in den letzten Jahren viele Rezeptoren fiir neuroaktive
Stoffe wie GPCRs und lonenkanéle identifiziert und charakterisiert werden. Die Mehrzahl
neuer Erkenntnisse geht dabei auf Untersuchungen aus Schistosomen und Planarien zuriick
(Saitho et al., 1997; Bentley et al., 2004; Ribeiro et al., 2005; Taman & Ribeiro, 2011; El-
Shehabi et al., 2012).

Neben Neurotransmittern stellen Neuropeptide die zweite groRe Gruppe von neuroaktiven
Substanzen in Plattwiirmern dar. So sind u. a. die bei Invertebraten weit verbreiteten Familien
der FMRFamide-like Peptide (FLPs) und neuropeptides-F (NPFs) auch bei den
Plathelminthen vertreten (McVeigh et al., 2005). Letztere sind eng verwandt mit der
Neuropeptid-Y(NPY)-Familie der Vertebraten (McVeigh et al., 2005; McVeigh et al., 2009;
Né&ssel & Wegener, 2011). Verschiedene Neuropeptide konnten Gber Immunohistologie im
zentralen und peripheren Nervensystem verschiedener Plattwirmer lokalisiert werden. Sie
zeigen dabei vergleichbare Lokalisationen wie zahlreiche Neurotransmitter, einschliel3lich der
Muskulatur, Tegument, Verdauungstrakt und Reproduktionsorgane (Day & Maule, 1999;
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Maule et al. 2002; Halton & Maule, 2004). Aufgrund einer Mehrzahl von Untersuchungen
werden Neuropeptide bisher hauptsdchlich mit einer Modulation der Muskeltatigkeit in
Verbindung gebracht (Graham et al., 1997; Moneypenny et al., 2001; McVeigh et al., 2005;
Novozhilova et al., 2010; McVeigh et al., 2011). Aktuelle Ergebnisse offenbaren zudem eine
herausragende Bedeutung von Neuropeptiden der NPF/Y-Familie bei der Entwicklung und
Aufrechterhaltung der méannlichen Reproduktionsorgane in Schmidtea mediterranea (Collins
et al., 2010). Das sog. NPY-like peptide 8 (NPY-8) wird nur in sich sexuell fortpflanzenden
Planarien mit ausgereiften Reproduktionsorganen transkribiert. Zu den Transkriptionsorten
gehdren neben verschiedenen Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems auch
Zellen, welche eng mit den Testesloben assoziiert sind. RNAi-Experimente zur Reduktion der
NPY-8 Expression flihrten zur Degeneration der Testes und der Abwesenheit reifer Spermien

in vollentwickelten Planarien (Collins et al., 2010).

Wie auch flir Neurotransmitter, sind GPCRs die primédren Rezeptoren flir Neuropeptide
(Grimmelikhuijzen & Hauser, 2012). Allerdings konnten Neuropeptidrezeptoren bisher in
Plattwirmern kaum néher charakterisiert werden, obwohl tber in silico-Analysen die Existenz
entsprechender Gene u.a. in S. mansoni und S. mediterranea nachgewiesen wurde (Hahnel,
2010; Zamanian et al., 2012). Uber die Funktion von Neuropeptiden und ihrer Rezeptoren bei
Reproduktionsprozessen von S. mansoni ist dariiber hinaus noch nichts bekannt. Einzig die
Lokalisation  eines  potentiellen  Allatostatin-Rezeptors im  Ovar  gepaarter
S. mansoni-Weibchen tber in situ-Hybridisierung lieferte erste Hinweise auf eine Beteiligung
an der Reproduktion (Hahnel, 2010).

1.5.3 Frizzled-Signalwege

Bei den Mitgliedern der Frizzled-Proteinfamilie handelt es sich um Rezeptoren flir Wnt-
Lipoglykoproteine mit einer Siebentransmembranhelix(7-TMH)-Struktur. Wnt/Frizzled-
Signalwege sind evolutionér stark konserviert und in nahezu allen Gruppen der Eumetazoa
von den Cnidaria bis zu den Saugetieren vertreten (Huang & Klein, 2004). Sie sind an der
Kontrolle und Regulation verschiedener Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse sowohl
im Embryo als auch im adulten Organismus beteiligt. Die erste Beschreibung von Frizzled-
Rezeptoren erfolgte zunédchst aus Screenings adulter Drosophila-Mutanten, bei denen ein
Verlust der Frizzled-Funktion mit einer Auflosung der Polaritdt von Epidermiszellen
einherging (Gubb & Garcia-Bellido, 1982; Adler, 2002). Weitere Studien aus Drosophila

fuhrten zur Identifizierung von Wnts, als die natiirlichen Liganden von Frizzled (Chen &

27



1. Einleitung

Struhl, 1999) und offenbarten eine Beteiligung von Wnt/Frizzled Signalwegen an der
Embryogenese (Muller et al., 1999), der Ausbildung des Nervensystems (Bhat, 1998) und der
Organogenese (Bhanot et al., 1999). Mittlerweile sind Wnt/Frizzled-Signalwege und ihre
biologischen Funktionen bei der Entwicklung, Differenzierung und Regeneration
verschiedener (Model-)Organismen wie Planarien-Arten, C. elegans, Xenopus und auch
Saugetieren detailliert beschrieben (Eisenmann, 2005; De, 2011; Wansleeben & Meijlink,
2011; Almuedo-Castillo et al., 2012). So scheint z. B. ihre Bedeutung bei der Determinierung
der anterioren-posterioren Korperachse in nahezu allen bilateralen Tieren konserviert zu sein
(Petersen & Reddien, 2009). Dariber hinaus geraten Frizzled-Rezeptoren immer starker in
den Focus der Stammzellforschung (Dalton, 2013; Holland et al., 2013). So mehren sich
Hinweise, dass Wnt/Frizzled-Signalwege u.a. fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz
embryonaler Stammzellen von Bedeutung sind (Nusse, 2008; Sokol, 2011; Merrill, 2012).
Beim Menschen werden Wnts und Frizzled-Rezeptoren auBerdem mit der Entstehung
verschiedener Tumore in Verbindung gebracht und stellen daher mdogliche Ziele in der
Krebstherapie dar (Klaus & Birchmeier, 2008; Schulte, 2010).

Frizzled-Rezeptoren verfligen (ber eine 7-TMH-Struktur mit einem extrazellularen N-
Terminus sowie einem intrazellularen C-Terminus und werden daher der Superfamilie der
GPCRs zugeordnet. Hier bilden sie eine eigene Klasse (Schidth & Frederiksson, 2005).
Anders als andere GPCRs interagieren Frizzled-Rezeptoren nicht primar mit heterotrimeren
G-Proteinen sondern vornehmlich mit dem Adapter-Molekil Dishevelled (Dsh oder Dvl). Die
Bindung beider Proteine erfolgt tber die PDZ-Doméane von Dsh und einem konservierten
PDZ-Bindungsmotiv im C-Terminus von Frizzled und dient als Plattform fiir vielfaltige
Signaltransduktionsprozesse (Gao & Chen, 2010). Die Bindung von Wnts erfolgt tber eine
extrazellulare cysteine-rich Doméane (CRD) und wird hdufig, aber nicht in allen Signalwegen
durch Co-Rezeptoren, wie z. B. low density lipoprotein receptor-related proteins (LRPS)
unterstitzt. Zudem mehren sich die Hinweise auf alternative Liganden fir Frizzled-
Rezeptoren wie z.B. sezernierte Frizzled-related Proteine, Norrin oder Mitglieder der
Dickkopf Familie aus Drosophila (Schulte, 2010).

Die stetig zunehmende Zahl neu identifizierter Interaktionspartner lassen das Bild von
Frizzled-Rezeptoren und ihrer Signaltransduktionsprozesse immer komplexer werden
(Schulte, 2010). Dennoch lasst sich trotz ihrer vielféltiger Funktionen und dem breiten
Spektrum unterschiedlicher Zielzellen zwischen drei Hauptsignalwegen unterschieden, in

denen Frizzled-Rezeptoren involviert sind. Zu diesen zahlt der Wnt/B-Catenin-, der planar
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cell polarity (PCP)- und der Wnt/Calcium-Signalweg (Huang & Klein, 2004). Ersterer wirkt
uber die ligandeninduzierte Akkumulation von B-Catenin im Cytoplasma und seiner
anschlieBender Translokation in den Zellkern. In der nicht-stimulierten Zelle bilden AXin,
adenomatous polyposis coli (APC) und die glycogen synthase kinase 3B (GSK-3) mit
weiteren Komponenten einen pB-Catenin-Abbaukomplex, welcher die cytoplasmatische
Konzentration von B-Catenin uber Phosphorylierung reguliert. Phosphoryliertes B-Catenin
wird ubiquitiniert und so einem Abbau durch das Proteasom zugefuhrt. In Anwesenheit von
Wnt kommt es zur Bindung des Liganden an den Frizzled-Rezeptor. Stabilisiert wird die Wnt-
Bindung dabei durch LRP, welches als Co-Rezeptor fungiert. Hierauf folgt eine Interaktion
des intrazellularen C-Terminus von Frizzled mit der PDZ-Doméne von Dsh und der
Rekrutierung von Axin und weiteren Komponenten des p-Catenin-Abbaukomplexes an die
Plasmamembran. Unphosphoryliertes B-Catenin sammelt sich im Cytoplasma an und gelangt
letztlich in den Zellkern, wo es durch Bindung von Transkriptionsfaktoren die Genexpression
der Zielzelle beeinflusst (Gordon & Nusse, 2006; Schulte, 2010). Dieser, auch als canonical
pathway bezeichnete Signalweg ist z.B. an der Aufrechterhaltung der Segmentpolaritat von
Drosophila-Embryonen beteiligt (Wallingford & Habas, 2005).

Der PCP-Signalweg wiederum steuert die Orientierung von Zellen in Epithelien und wurde
am intensivsten fur die Zellpolaritdt im Insektenauge und bei der Flugelbildung von
Drosophila beschrieben (Fanto & McNeill, 2004). Dartber hinaus sind viele Komponenten
des Frizzled-abhdngigen PCP-Signalwegs evolutionar stark konserviert und nahezu im
gesamten Tierreich vertreten. So spielt dieser eine wichtige Rolle bei Entwicklungsprozessen
wie z.B. bei Gastrulation wahrend der friilhen Embryogenese von Wirbeltieren, wie an Studien
von Danio und Xenopus gezeigt werden konnte (Wansleeben & Meijlink, 2011). Grundlage
des Signalweges ist eine asymmetrische Formation eines Komplexes verschiedener
Signalmolekile an die Plasmamembran, was letztlich in einer Reorganisation des Cytoskeletts
resultiert. Auch hier sind nicht alle Details verstanden bzw. variieren abhéngig von
Organismus und Zielgewebe. Letztlich jedoch bewirkt die Wnt-abhé&ngige Aktivierung von
Frizzled die Bindung von Dsh an den intrazellularen Bereich des Rezeptors. Hierauf folgt eine
Aktivierung der kleinen GTPase Rho und der Rho-assozierten Kinase ROCK. In die
Interaktion von Dsh und Rho ist weiterhin das Formin-Homolog DAAML1 involviert, welches
direkt mit dem Cytoskelett interagieren kann. Alternativ zu Rho kann auch eine Wnt/Frizzled-
induzierte Aktivierung der kleinen GTPase Rac erfolgen (Wallingford & Habas, 2005).
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Der dritte klassische Wnt/Frizzled-Signalweg lauft Gber eine Regulation der intrazelluldren
Calciumkonzentration. Viele Hinweise sprechen dafir, dass die Zunahme von Calcium im
Cytoplasma uber eine Beteiligung von heterotrimeren G-Proteinen und mdglicherweise
unabhéngig von Dsh erfolgt. Dies kann einerseits durch eine Aktivierung der Phospholipase C
oder einer Beteiligung cGMP-abhangiger Phosphodiesterasen erfolgen. Bisher identifizierte
downstream-Effektoren sind u.a. die Calmodulin-abhingige Kinase und die Ca?*-abhéngige
Kinase PKC (Schulte, 2010).

Eine Sonderstellung innerhalb der Frizzled-Familie nimmt der Smoothened (Smo)-Rezeptor
ein, da er nicht als Rezeptor fur Wnts in Erscheinung tritt, sondern indirekt durch Hedgehog
(HH)-Lipoglykoproteine aktiviert wird (Schulte, 2010). Wie Wnt/Frizzled sind auch
HH/Smo-Signalwegen an unterschiedlichsten Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen
beteiligt (Nusse, 2003).

Obwohl Uber in silico-Analysen wichtige Komponenten von Wnt/Frizzled-Signalwegen, wie
beispielsweise Wnt, Frizzled, Dsh, p-Catenin, oder Axin in parasitischen Plattwirmern, wie
Ecchinokokken und Schistosomen nachgewiesen werden konnten, ist tber ihre Funktionen
auflerhalb der Planaria wenig bekannt (Riddiford & Olson, 2011). So enthalt das Genom von
S. mansoni Gene fur insgesamt flnf Wnts sowie vier Frizzled- und einen smoothened-like
Rezeptor (Hahnel, 2010; Riddiford & Olson, 2011; Zamanian et al., 2012). Erste
molekularbiologische Studien zu Wnt und Frizzled stammen hingegen aus S. japonicum (Li et
al, 2010). Hier konnte u.a. die Expression eines Frz-Homologs ber Immunohistologie in den

Reproduktionsorganen adulter S. japonicum nachgewiesen werden (Wang et al., 2011).

1.5.4 FGFR-Signalwege

Fibroblast growth factors (FGFs) und ihre Rezeptoren, RTKs der FGFR-Familie, sind
evolutiondr stark konserviert und in nahezu allen Eumetazoa von den Cnidaria bis hin zu den
Saugetieren vertreten (Rebscher et al., 2009; Itoh & Ornitz, 2011; Rudolf et al., 2013). Sie
erfillen ein breites Spektrum zellularer Funktionen wie Wachstum, Differenzierung,
Migration und Apoptose (Powers et al.,, 2000). Eine besondere Bedeutung kommt
FGFs/FGFRs bei der Entwicklung verschiedener Organsysteme wéhrend der Embryogenese
zu (De Moerlooze et al., 2000; Turner & Grose, 2010). Im adulten Organismus steuern sie
zudem vielféltige physiologische Prozesse, wie Regeneration von Geweben, Homdostase und
Angiogenese (Turner & Grose, 2010). Dysregulation FGF-induzierter Signalprozesse beim

Menschen gehen oftmals einher mit schweren Erkrankungen oder Tumorgenese. Dies fihrte
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in den vergangenen Jahren dazu, dass FGFRs als mdgliches Ziel fir Therapeutika stérker in
den Focus der klinischen Forschung gertickt sind und mittlerweile eine Reihe verschiedener
Inhibitoren entwickelt wurden (Turner & Grose, 2010; Brooks et al., 2012). Dartiber hinaus
spielen FGFs wie auch Wnts (siehe 1.5.3) eine wichtige Rolle bei der Regulation des
Stammzellstatus (Dvorak et al., 2006; Gotoh, 2009; Dalton, 2013).

Innerhalb der Invertebraten sind die Modellorgansimen D. melanogaster und C. elegans am
intensivsten auf biologische Funktionen von FGF/FGFR-Signalwegen untersucht worden.
Breathless, einer von zwei FGFRs aus D. melanogaster, steuert die Entwicklung des
Trachealsystems und ist weiterhin an der Ausbildung der Testes beteiligt. Der zweite FGFR,
Heartless, kontrolliert die Differenzierung des Mesoderms wéhrend der Embryogenese. Das
C. elegans Homolog Egl-15 wird u.a. in den sich entwickelnden Gonaden exprimiert und
lenkt Gber die Migration von sog. sex-Myoblasten die Entwicklung der Muskulatur des
Geschlechtstraktes. Auflerdem ist Egl-15 an der Regulation des Flussigkeitshaushalts im
adulten Wurm beteiligt. Ein volistandiger Verlust der Egl-15-Aktivitat ist bereits im
Larvalstadium letal (Huang & Stern, 2005). In Dugesia japonica werden die beiden FGFR-
Homologe neben der Regulation der Homoéostase mit Kontrolle der Neoblasten- und
Keimzelldifferenzierung in Verbindung gebracht (Ogawa et al., 1998; Ogawa et al., 2002;
Adell et al., 2010). Ahnliche Hinweise liefern Forschungsergebnisse aus Schistosomen. In
einer aktuellen Studie wurden somatische Stammzellen, sog. neoblast-like stem cells in
adulten S. mansoni identifiziert, welche mdglicherweise einer Regulation durch das FGFR-
Homolog SmMFGFR-A (in dieser Arbeit als SmMFGFR2 bezeichnet) unterliegen (Collins et al.,
2013).

Waéhrend z.B. bei Drosophila und C. elegans nur jeweils drei bzw. zwei FGF-Homologe
vorkommen, sind bei Sdugetieren insgesamt 18 FGFs und vier FGFRs beschrieben. Ein
finfter FGFR, auch als FGFRL1 bezeichnet, verfugt Uber keine Kinasedomane und ist
vermutlich an einer Regulation von FGF-Signalen beteiligt (Turner & Grose, 2010). FGFs
sind sekretierte Glykoproteine, welche eng mit der extrazelluldaren Matrix assoziiert sind.
Durch proteolytische Prozesse oder Transportereignisse gelangen sie an die Zelloberflache,
wo sie von heparan sulphate proteoglycans (HPSGs) gebunden werden. Diese wirken
gleichzeitig als Co-Rezeptoren fur FGFRs und stabilisieren die Ligandenbindung der RTK
durch Bildung eines ternaren Komplexes (Harmer et al., 2004; Mohammadi et al., 2005). Als
Folge der FGF-Bindung kommt es zur FGFR-Dimerisierung und anschlieRender

intermolekularer  Transphosphorylierung der intrazellularen C-Termini  durch die
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Tyrosinkinasedoménen (Powers et al., 2000). Phosphorylierte Tyrosinreste werden
anschlieend durch Adapter-Proteine wie das FGFR substrate 2 (FRS2) gebunden. Diese
kénnen wiederum selbst phosphoryliert werden und so weiteren Signalmolekilen als
Plattform zur Verfugung stehen (Eswarakumar et al., 2005). Auf diese Weise kann z.B. iber
eine Interaktion des Rezeptors mit FRS2 die Rekrutierung von SOS und eine anschlieRende
Aktivierung der MAPK-Kaskade erfolgen (Eswarakumar et al., 2005). Ahnliche
Mechanismen sind auch fir Invertebraten beschrieben worden. So sind bei Drosophila und
C. elegans ebenfalls HPSGs in die Ligandenbindung involviert. Auch eine Aktivierung der
MAPK-Kaskade durch FGFRs ist bekannt. Bei Planarien und Schistosomen hingegen sind die
Signaltransduktionsprozesse, durch die FGFRs wirken noch nicht bekannt.

1.5.5 Progesteron und seine Rezeptoren

Progesteron gehort zur Gruppe der Steroide und steuert als Sexualhormon bei Sdugetieren u.a.
den Menstruationszyklus sowie die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft (Penzlin, 1996;
Scarpin et al., 2009). Neben seinen vielfaltigen Funktionen in den weiblichen
Reproduktionsorganen, vornehmlich Ovar, Uterus und Brustdriisen sind weiterhin das Gehirn,
das Kardiovaskularsystem und die Knochen Zielorgane und -gewebe, die durch dieses
Hormon beeinflusst werden (Graham & Clarke, 1997; Scarpin et al., 2009). Eine
Dysregulation des Progesteron-Haushalts geht mit vielféltigen Entwicklungsstérungen sowie
einem erhohten Krebsrisiko einher (Scarpin et al., 2009; Kim & Chapman-Davis, 2011;
Fauser et al., 2011; Hellberg, 2012). In Vertebraten allgemein spielen Progestine (Progesteron
und nah verwandte Verbindungen) eine zentrale Rolle bei Reproduktionsprozessen wie z. B.
der Reifung von Oocyten (Thomas, 2012) und der Vitellogenese (Custodia-Lora & Callard,
2002).

Bei Invertebraten hingegen ist wenig uber biologische Funktionen von Progestinen und
anderen Wirbeltiersteroiden bekannt. Hier nehmen hingegen andere Steroide wie z.B. die
Ecdysteroide der Arthropoden zentrale Rollen als Hormone ein (Penzlin, 1996; Spindler et al.,
2009). Am intensivsten wird derzeit das Auftreten von Progestinen und anderen
Wirbeltiersteroiden bei den Mollusken diskutiert. Mollusken verfligen Uber die meisten
Stoffwechselenzyme, die fir die Synthese von Progesteron, Testosteron und Ostradiol aus
Cholesterin bendtigt werden und entsprechende Steroide wurden bereits in allen grof3en
Gruppen dieses Tierstamms nachgewiesen. Weiterhin wurden in mehreren Studien Effekte

dieser Hormone vornehmlich auf Fortpflanzungsprozesse verschiedener Molluskenarten
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gezeigt. Allerdings ist bisher unklar, ob dabei Hormone wie Progesteron wirklich endogenen
Ursprungs sind und (ber endokrine Regulationsprozesse im Organismus wirken, oder ob sie
maoglicherweise aus der Umwelt aufgenommen werden (Lafont & Matiheu, 2007; Scott, 2012;
Scott, 2013). Auch in anderen Invertebraten, wie verschiedenen Insekten, Nematoden und
Plattwirmer wurden Wirbeltiersteroide nachgewiesen und vielféltige Effekte auf Entwicklung
und Fortpflanzung beschrieben (Kashian & Dodson, 2004; Lafont &Mathieu, 2007; Coccia et
al., 2010). So beeinflussten z.B. Progesteron, Ostrogen und Testosteron die Vitellogenese bei
C. elegans (Custodia et al., 2001) und fir die Planarienart Bdellocephala brunnea wurden
schwankende Testosteron-Level wéhrend der Spermatogenese detektiert (Fukushima et al.,
2008). AuRerdem konnten sowohl Homologe von Stoffwechselenzymen der Steroidsynthese
als auch von steroidhormonbindenden Rezeptoren aus Wirbeltieren in verschiedenen
Invertebraten nachgewiesen werden (Kohler et al., 2007; Mimoto et al., 2007; Keay &
Thornton, 2009; He et al., 2010). Dennoch bleibt auch hier unklar, ob Progestine und andere
Wirbeltiersteroide nattrlich vorkommende Hormone in diesen Tiergruppen darstellen (Lafont
& Matiheu, 2007). Eine Sonderstellung in dieser Frage nehmen parasitierende Helminthen
von Wirbeltieren ein, da sie natirlicherweise mit Sexualsteroiden in Kontakt stehen und in
ihren Entwicklungsprozessen vielfach von Wirtskomponenten beeinflusst werden (Escobedo
et al., 2005; Brehm, 2010; Oliveira et al., 2012). Beispielsweise wurden positive Effekte von
Progesteron auf die Larvalentwicklung von Trichinella spiralis (Hernandez-Bello et al., 2011)
und auf die Reproduktion verschiedener Taenia-Arten beobachtet (Escobedo et al., 2004;
Escobedo et al., 2010). Daruber hinaus sind auch im Genom vieler parasitierender Helminthen
wie S. mansoni Steroidhormonrezeptor-Homologe kodiert (de Mendonca et al., 2000; Lafont
& Mathieu, 2007).

Anders als andere extrazelluldare Liganden, wie beispielsweise Proteine und Peptide sind
Progesteron und andere Steroidhormone aufgrund ihrer GroRe und lipophilen Eigenschaften
ihrer Struktur in der Lage durch die Zellmembran zu diffundieren (Thomas, 2012). Dort
werden sie von intrazellularen Rezeptoren der nuclear steroid receptor-Superfamilie
gebunden, welche ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren darstellen (Tsai & O‘Malley,
1994). Dieser ,klassische* Mechanismus der Steroidhormonwirkung ereignet sich auf Ebene
der Genexpression und erfolgt aufgrund notwendiger mRNA- und Proteinsynthese relativ
langsam. Im Gegensatz hierzu mehrten sich in den letzten beiden Jahrzehnten die Beweise fur
eine Interaktion von Progesteron und anderer Steroidhormone mit verschiedenen, an der
Zellmembran lokalisierten Rezeptoren. Diese Signalwege laufen h&aufig Uber die

Ausschittung von second messengers ab und rufen daher eine wesentlich schnellere zellulare
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Antwort auf einen Steroidstimulus hervor als die ,klassischen* nukledren Rezeptoren
(Thomas, 2012). Beispiele fiir solche ,,schnellen®, auch als non-genomic bezeichneten Effekte
sind u.a. die Progesteron- bzw. Progestin-induzierte Oocyten-Reifung bei Amphibien (Maller,
2001; Josefberg et al., 2007) und Fischen (Nagahama & Yamashita, 2008) sowie der Einfluss
von Progesteron auf die Spermienmotilitdt (Thomas et al., 2009) oder die Kontraktion glatter

Muskelzellen des Darm- und Kardiovaskularsystems (Minshall et al., 2002; Xiao et al., 2006).

Untersuchungen auf diesem Feld flhrten zur ldentifizierung zweier bis dahin unbekannter,
Progesteron-bindender Transmembranrezeptorgruppen, den membrane progestin receptors
(mPRs) und den progesterone membrane receptor component (PMRC)-Proteinen. Erstere
gehdren zusammen mit Rezeptoren des an Stoffwechselprozessen beteiligten Peptidhormons
Adiponektin zur Familie der progestine and AdipoQ Rezeptoren (PAQRS). Hierbei handelt es
sich um eine Gruppe von Siebentransmembranrezeptoren, welche sich analog zur
Superfamilie der GPCRs entwickelt hat (Tang et al., 2005). Wie GPCRs sind auch PAQRS in
der Lage heterotrimere G-Proteine zu aktivieren. So konnte z.B. fiir mPRa gezeigt werden,
dass eine rezeptorabhangige Regulation der Adenylatcyclase-Aktivitat oder des MAPK-
Signalwegs durch Ga- bzw. GBy-Untereinheiten vermittelt wird (Hanna et al. 2006; Karteris
et al.,, 2006). Obwohl ihre biologischen Funktionen vielfach noch unbekannt sind, wurden
mMPRs u. a. als die entscheidenden Rezeptoren bei dem durch Progestin induzierten germinal
vesicle breakdown (GVBD) von Oozyten verschiedener Fischspezies identifiziert (Thomas,
2012).

Als zweite Gruppe Progesteron-bindender Transmembranrezeptoren weisen die PMRCs nur
eine einzelne TMH auf. Sie verfugen Uber ein breites Spektrum an Liganden, welches von
Progesteron und weiteren Steroiden zu Cholesterin und Ham-Gruppen reicht (Cahill, 2007).
Hierbei ist allerdings noch nicht abschlielend geklért, ob eine Bindung des Progesterons
direkt oder im Komplex mit weiteren Proteinen erfolgt (Thomas, 2012). Ebenfalls weitgehend
unklar sind bisher die Signalprozesse, in die PMRCs involviert sind. Allerdings scheinen sie
bei der Progestin-induzierten Calcium-Mobilisierung aus intrazellularen Kompartimenten
beteiligt zu sein (Thomas, 2008). Eine weitere Studie zeigte, dass humanes PMRC1 mit
EGFRs interagieren kann und dabei den Rezeptor an der Membran stabilisiert (Ahmed et al.,
2010a).

Beide Rezeptortypen werden in Reproduktionsorganen und anderen Geweben wie der
Muskulatur und dem zentralen Nervensystem von Sdugetieren vielfach exprimiert, was den

Schluss zuldsst, dass Progesteron-bindende PAQRs und PMRCs an vielen Progesteron-
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induzierten physiologischen Funktionen beteiligt sind (Thomas, 2008; Rohe et al., 2009).
Zudem spielen sie bei der Entstehung verschiedener Tumore des Menschen eine Rolle (Rohe
et al., 2009; Ahmed et al., 2010b; Thomas, 2012).

Das Auftreten von Homologen der zwei Rezeptorfamilien bei Invertebraten wurde bisher
kaum untersucht, doch zumindest fur PMRC-Homologe gibt es erste Hinweise auf
verschiedene Funktionen bei Wirbellosen. So wurden PMRCs u.a. mit der Oocyten-Reifung
von Penaeus monodon (Preechaphol et al., 2010) und der sexuellen Reproduktion von
Brachionus manjavacas in Verbindung gebracht (Stout et al., 2010). Ein Drosophila-
Homolog wiederum scheint als Ecdysteroid-Rezeptor zu fungieren (Fujii-Taira et al., 2009).
In Schistosomen sind potentiell Progesteron-bindende Rezeptoren der PAQR- und PMRC-

Familien bisher nicht beschrieben.

1.6 Zielsetzung der Doktorarbeit

Aufgrund der globalen Bedeutung der Schistosomiasis und limitierter Strategien zu ihrer
nachhaltigen Bekdmpfung sind in den letzten Jahren enorme Anstrengungen unternommen
worden, die Biologie des Parasiten besser zu verstehen und so Ansatzpunkte flir neue
Therapien zu finden. Hierbei ist u.a. die auflergewohnliche Reproduktionsbiologie adulter
S. mansoni in den Focus wissenschaftlicher Forschung gelangt. Beide Geschlechter leben in
einem permanenten Paarungskontakt, der essentiell fir die Reifung der weiblichen
Reproduktionsorgane, und damit fir die Fortpflanzung des Parasiten ist. Ein Umstand, der mit
Hinblick auf die Pathogenitit der Eier auch von groBer medizinischer Relevanz ist. Eine
molekularbiologische Betrachtung dieses Phanomens offenbarte eine Beteiligung zum Teil
konservierter Signalwege an der Entwicklung und Differenzierung weiblicher und mannlicher
Reproduktionsorgane. In der Arbeitsgruppe von Prof. Grevelding konnten cytosolische
Tyrosinkinasen  und  weitere  Signalmolekile  als  Schlisselelemente  dieser
Signaltransduktionsprozesse ausgemacht werden. Trotz kontinuierlicher Fortschritte sind die
betreffenden Signalwege allerdings bisher nicht in ihrer Génze verstanden, da essentielle
Elemente  wie downstream gelegene  Transkriptionsfaktoren und initiale
Transmembranrezeptoren vielfach noch unbekannt sind. Erschwert wird ihre Aufklarung u.a.
durch den Umstand, dass gonadenspezifische Genanalysen in S. mansoni bisher nur mit sehr

groRem Aufwand und unter erheblichen Einschrankungen mdglich gewesen sind.
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Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war, ein Protokoll zur Isolation von Organen wie Testes
und Ovarien aus adulten S. mansoni zu etablieren und das gewonnene Material cytologisch
und molekularbiologisch zu charakterisieren. So sollte die Anwendbarkeit des Protokolls fur

die Bearbeitung weiterer Fragestellungen evaluiert werden.

Der zweite Teil der Arbeit beinhaltete Lokalisationsstudien zu ausgewahlten
Transmembranrezeptoren in adulten S. mansoni uber testes- und ovarspezifische RT-PCRs
und in situ-Hybridisierungen. Weiterhin sollten Transkriptionsanalysen mittels gPCRs
durchgefuhrt werden, um erste Hinweise auf paarungsabhangige Transkriptionsmuster dieser

Rezeptoren in adulten Mannchen und Weibchen sowie auf Ebene der Gonaden zu erhalten.

SchlieBlich war es das Vorhaben des dritten Teils, auf Basis der gewonnen Ergebnisse erste
weiterflihrende molekularbiologische Untersuchungen sowie funktionale Charakterisierungen
ausgewahlter Transmembranrezeptoren mittels RNAi-Experimente und Inhibitorstudien

durchzufihren.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Puffer und Ldésungen

Die fur die Herstellung der folgenden Puffer und Lésungen verwendeten Chemikalien wurden

von den Firmen Sigma Aldrich, Fluka, Merck, Roth und Serva bezogen.

Ldsung/Puffer

Zusammensetzung

Verwendung

AFA-Fixativ

2 % Essigsaure, 3 % Formaldehyd,
95 % Ethanol (70 %)

Fixierung adulter S. mansoni

Blockierungsldsung

4 % Blocking Reagenz (Roche) in
Maleinséure-Puffer

In situ-Hybridisierung

Bouin-Fixativ

15 % geséttigte Pikrinsdure, 5 %
Formaldehyd, 1 % Essigsdure in
DEPC-dH0

In situ-Hybridisierung

Denhardt’s (100 x)

2 x SSC; 2 % Ficoll, 2%
Polyvinylpyrolidon, 2 % BSA in
dH.0O; filtriert

In situ-Hybridisierung

DEPC-dH20

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

RNA-Isolation,
In situ-Hybridisierung

DMSO

100% Dimethyl-Sulfoxid

Ldsungsmittel
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20 mM Tris-HCI (pH8), 100 mM
DNA-Extraktionspuffer EDTA, 1 % Natriumdodecylsulfat
(SDS)

DNA-Isolation

120 mM Trehalose, 20 mM HEPES, 1
mM Myoinositol, 1 mM KCI, 1 mM
Elektroporationspuffer MgCl;, 1 mM K;HPO,, 0,4 mM
KH2PQO4, 1 mM Gluthation,
pH 6,9 + 0,3; Konduktivitat <1,3 mS

Elektroporation adulter
S. mansoni; modifiziert nach
Spillotis et al. (2010)

Ethldlumbl‘omld 1 g auf 100 ml dHZO Farbung von Nukleinséuren
5 mg 4-Chlor-2-

(Sigma Aldrich)in 5 ml Substratpuffer

2,5 ml deionisiertes
Formamid,1,25 ml 20 x SSC,5 pl
Tween 20 (20%), 4 I 50 pl 100 x

Denhardt’s, DEPC-H,0 ad 5 ml

Hybridisierungspuffer

In situ-Hybridisierung

Siehe Herstellerangaben

Kanada-Balsam (Sigma Aldrich)

Einbettung mikroskopischer
Praparate

500 mg Karminrot (Ceristain, Merck),
Karminrot-Lésung 500 ml konz. HCI, 500 ml dH,0,
Ethanol (90 %) ad 20 ml

Karminrot-Farbung adulter
S. mansoni
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Maleinsaure-Puffer

0,1 M Maleinséure, 0,15 M NaCl,pH
7,5 in DEPC-dH0O

In situ-Hybridisierung

MOPS-Puffer (10 x)

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

RNA-Elektrophorese

Naphthol-AS-Phosphat

1 mg C17H13CINOsP (Sigma Aldrich)
in 20 yul DMSO

In situ-Hybridisierung

1,37 M NaCl, 27 mM KCI; 65 mM
Na:HPQO4-2H20, 15 mM KH2POq,

PBS (10 x
(10%) dH,Oad 11 (pH 7,0 - 7,2); Waschpuffer
autoklaviert
Phenol Phenol, geséttigt rr_mit gleichem Aufreinigung von
Volumen 0,5 mM Tris/HCI; pH 7,8 Nukleinséuren
50% Sucrose; 0,6% Orange G; in
Probenpuffer (10 x) DNA-Elektrophorese

1 x TAE-Puffer

Proteinase K-Ldsung

1 pg/ml Enzym in Proteinase K-Puffer

In situ-Hybridisierung

Proteinase K-Puffer

100 mM Tris (pH 8,0), 50 mM EDTA

In situ-Hybridisierung
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RNA loading dye (2 x)

Siehe Herstellerangabe (Fernemtas)

RNA-Elektrophorese

SSC (20 %)

3 M NacCl, 0,3 M Nas-Citrat-2H.0 in
DEPC-dH,0 pH 7,0; autoklaviert

In situ-Hybridisierung

Substratpuffer

100 mM Tris-HCI; pH 8,0

In situ-Hybridisierung

TAE-Puffer (50 x)

242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml
0,5M EDTA (pH 8,0); dH,O ad 1 |

DNA-Elektrophorese

TE-Puffer (10 x)

0,1 M Tris-HCI, 10 mM EDTA,
pH 7,5; autoklaviert

DNA-Puffer

TESPA/Aceton-
Gemisch

10 ml TESPA (3-Amino-
propyltriethoxysilan; Sigma Aldrich)
in 500 ml Aceton

Beschichtung von
Objekttragern

TFB1-Puffer

12,1 g RbCl, 9,9 g MnCl»-4H,0, 2,9 g
Kalium-Acetat, 1,1 g CaCl,,50 ml
Glycerol, dH,0 ad 1 I; pH 5,8,steril
filtriert

Herstellung kompetenter
E. coli -Zellen

TFB2-Puffer

2,1 g MOPS, 1,2 g RbCl, 8,3 g CaCl,
150 ml Glycerol, dH,O ad 1 I; pH 6,8
(mit KOH einzustellen), steril filtriert

Herstellung kompetenter
E. coli -Zellen
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Trizol-Reagenz; Siehe Hersteller-

TriFast Angaben (PegLab) RNA-Isolation
Trypanblau (0.4 %) Siehe Hersteller-Angaben Vitalfarbung isolierter
(Sigma Aldrich) Gonaden

0,1 g Brij35 (Roth), 0,1 g Nonidet
P40-Substrat (Fluka), 0,1 g Tween80

TS-Losung (Sigma Aldrich) 0,1 g, TritonX-405 Gonadenisolation
(Sigma Aldrich) in 100 ml PBS
Waschlésung | 2 x SSC, 0,1% Tween 20 In situ-Hybridisierung

2.1.2 Medien und Zusatze
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Medien und Zusétze verwendet.

Medium/ Zusatz Zusammensetzung Verwendung

Antibiotikum/Antimycotikum-L&sung:
10.000 Units/ml Penicillin, 10 mg/ml

ABAM Streptomycin, 25 ug/ml Amphotericin B, Zusatz zum M199-Medium
0,9% NaCl (Sigma Aldrich)
Ampicillin-Trihydrat [D(-)-a-Aminobenzyl- LB-Medium-Zusatz zur
Ampicillin penicillin]; Stockkonz.: 100 mg/ml dH.0O Wachstumsselektion von
(steril filtriert); Endkonz.: 100 pg/ml E.coli
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Basch-Medium

5 ml Hypoxanthin (1 mM), 1 ml Sertonin

(1 mM) 1 ml Hydrocortision (1 mM),
1 ml Triiodothyronin (0,2 mM), 8 mg/ml
Insulin, 1 g Lactalbumin Hydrolysat, 1 g In vitro-Kultur von

Glukose, 1 g HEPES, Schistosomen
2,2 g Natriumbicarbonat, 9,2 g BME, 50 ml
Schneider’s Drosophila Medium, 5 ml
MEM-Vitamins (100 x), ad 1 | dH.0,
(pH7,3-7,4)

HEPES

1 M 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-

Ethan-Sulfonsdure, pH 7,4, sterilfiltriert Zusatz zum M199-Medium
IPTG Isopropylthiogalactosid, 0,1 M in dH;0 Blau-Weil3-Selektion
LB-Agar Angesetzt wie LB-Medium, zu_satzllch18 o/l E. coli-Medium
Bactoagar; autoklaviert
. 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g . .

LB-Medium NaCl, ad 1 I mit dH.0 (pH 7,5); autoklaviert E. coli-Medium
10,43 g M199, 1 g Glucose, 2,2 g NaHCOs, . .

M199-Medium 20 ml Tris (1 M: pH 7,4), dH0 ad 1 1 K”g:r:il\t/'oic:)'r‘:::nf”r

(pH 7,0); steril filtriert (Gibco)
i In vitro-Kultur von
M199-Vollmedium  M199, 1% HEPES, 1% ABAM, 10% NCS

Schistosomen

NCS

Serum von neugeborenen Kalbern Zusatz zum M199-Medium

Perfusionsmedium

1% M199 Pulvermedium, 2% (v/v) 0,5 M

Tris/HCI (pH 7,4), 0,1% Glukose, Heparin Hamster-Perfusion
(Endkonz.: 10 mg/l)
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auf 11: 3ml Lésung 1 (11 g CaCly, 7 g
MgCl.,-6H,0, dH,0 ad 200 ml), 2 ml
Schneckenwasser Ldsung 11 (0,6 g K2COs), 4,6 g NaHCOs,
dH>0 ad 200 ml), 0,4 ml Lésung 111 (0,6 M

Kulturmedium fir
Biomphalaria glabrata

NaOH)
X-Gal Stock: 2% in Dimethylformamid BIaU_WeIE_i‘:ﬁktlon von
2.1.3 Inhibitoren
Im Rahmen der Arbeit wurden folgende Inhibitoren verwendet.
Inhibitor Firma CAS-Nr. Lésungsmittel
BIBF1120 (auch Vargatef, SelleckChem 656247-17-5 DMSO
Nintedanib)
3289-8625 (auch DvI-PDZ Merck Millipore 294891-81-9 DMSO
Domain Inhibitor 1)
2.1.4 Enzyme
Folgende Enzyme wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet.
Name Firma Anmerkung
AccuPrime Invitrogen Taq DNA-Polymerase
Bio-x-act long Bioline Taq DNA-Polymerase
DNase | (RNase-frei) Fermentas Desoxyribonuklease
Elastase, Type IV Sigma Aldrich Protease; Gonadenisolation
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FirePol Tag-Polymerase

PerfeCTa SYBR Green Super Mix

PfuUltra Il Fusion HS

Proteinase K

QuantiScript

Restriktionsendonukleasen Typ 1l

Solis Biodyne

Quanta

Agilent

Merck

Qiagen

New England Biolabs

Tag-DNA-Polymerase

gPCR-Master-Mix

Pfu-DNA-Polymerase mit proof
reading-Aktivitat

Protease; in situ-Hybridisierung

Reverse Transkriptase

Restriktion von DNA

RNase A Sigma Aldrich Ribonuklease

RNasin Promega RNase-Inhibitor
T4-DNA-Ligase Fermentas Ligation von DNA-Fragmenten

T7 - RNA-Polymerase Roche DNA';SE/a:]g:gseRNA'
2.1.5 Kommerzielle Kits fur molekularbiologische Arbeiten
Kit Firma Anwendung
PCR-Cloning-Kit Qiagen Stamdardklonigrgjenr?1 ;/nogns;(():rl?’i—elir’lrjcr)](;ukten uber A-
peqGOLD Gel Extraction Kit PegLab Extraktion von DNA aus Agarosegelen
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit PegLab Plasmid-Préparation
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QuantiTect reverse Transcription Kit ~ Qiagen Reverse Transkription
T7 MEGAscript RNAI Kit Ambion Herstellung von dsRNA
T7 mMessage mMachine Kit Ambion Herstellung von 5°-Cap-RNA

2.1.6 Molekulargewichtstandards

Zur  GroRenbestimmung von  Nukleinsauren  mittels  Gelelektrophorese  werden
Molekulargewichtstandards mit definierten Groflen auf den Agarosegelen mitgefuhrt. Fir
DNA-Gele werden Hyperladder | und Hyperladder Il (Bioline) sowie fir RNA-Gele
RiboRuler RNA Ladder high range und RiboRuler RNA Ladder low range (Fermentas)

verwendet.

2.1.7 Bakterienstamme
In der Doktorarbeit verwendete Bakterienstamme:

Hitzeschock-kompetente E. coli — Zellen (New England Biolabs, 2008)
NEB 103 [araD139, A(ara-leu)7697, fhuA, lacX74, galK (®80 A(lacZ) M15), mrcA,
galU, recAl, endAl, nupG, rpsL(StrR), A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

2.1.8 Verwendete Antikorper
Fur die in situ-Hybridisierung wurde der Antikérper Anti-Digoxygenin (Fab fragment)
(Roche; Alkalische Phosphatase-gekoppelt) verwendet.

2.1.9 Primer

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonucleotide wurden von der Firma Biolegio
hergestellt. Die Berechnung der Tm-Werte erfolgte mit dem Software-Tool OligoCalc (Kibbe,
2007) nach der Formel von Howley et al. (1979).
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2.1.9.1 Primer zur Sequenzaufklarung ausgewahlter Transmembranrezeptoren

Zielgen Primername Sequenz (5°-3” Orientierung) Tm[-ovc\:/]ert
SmFGFR1 5'FGFR1-2 GAATCTTGAACTGACTACTTCTC 59,2
3'RTK_C-Term CACTAGTTTCAGTACGACCATC 60,0
SMFGFR2 5'FGFR2 ATGTTTATGCGAATGTCATTTATCG 59,2
3'FGFR2-1 TGTAAATACTGTCGCGGTTCC 59,5
SmFrz1 5FrzR2 ATGTGTTTGAGGGCTCTCTTCA 60,1
3'FrzR2 GTAAGCCTAGACCAGAATTAGC 60,1
SmMNPYR1 5'NPYR.fI2 AGAATGTTATTAATACGTGTATTATGTG 59,9
3NPYR.l CAATTATTAATTAGAATCACATTCATTTCC 61,0
SmMPMRC1 5'SmProR1 ATGGGAAAGGATGGCCCAAAAC 62,1
3'SmProR1 TCAAGTTACTTTTTTTCTAAGTGCAC 61,0
SmProgestinR1 5'Progestin ATGCGTCATCATTCATTTACAAGTG 60,9
3'Progestin ACAATCTTTTGCGTCCTGTGATG 60,9
SmTmMucl 5'073450-neu AAGCACGTGGTGTATGTATAGG 60,1
3'073450-neu_N-Term2  ATTGATTCTGATCTTGTTCTAGACG 60,9
5'Muc_upstream.4 CATGAAGAATTACTTACAGAGGAC 60,3
3'Muc.2 ATCACTAGCTAACCGAACTGC 59,5
5'Muc_upstream.5 CACCAGACACATCCGATGTG 60,5
3'Muc_upstream.4 GTGTGTTTCTCTTGGAAACTGTC 60,9
5'Muc_gap-3 GTCTAACGTGACAAGCACTTC 59,5
3'Muc_gap-3 CTCTGTAACCGGACTCTCTG 60,5
Muc-GSP1 TTTGTTGGAGTCTTCGGTGATGAAGGAG 68,5
Muc-GSP2 ACTAGTTGATGAAGGCTTCGTGAGTTCAG 69,1

46



2. Material und Methoden

2.1.9.2 Primer fur gonadenspezifische RT-PCRs

Zielgen Primername Sequenz (5°-3° Orientierung) Tm[-ovc\:/]ert
egg shell precursor  S‘esp GTTCCAATTACCAACCAACGTC 60,1
3esp GTTTCCGTTACCACCATAATTACC 62
SmAdipoR1 5'AdipoR1 GGACTCTACTACAATGGCAAG 59,5
3'AdipoR1 AGATAGACGGTAATCGGCAAG 59,5
SmAdipoR2 5’AdipoR2 CTGTCTAGGGTTCTCCTGTC 60,5
3’ AdipoR2 AAACATCGTTCAGGTACACGTG 60,1
SmAQP 5'SmAQP_C-Term GACCAATCCGTCAGCATCTC 60,5
3'SmAQP GATGAATAGGCCACCAACTTC 59,5
SmAXDyn 5'AxDyn TGGAGAAACGCAGGGAGATG 60,5
3'AxDyn CAGCGAACTTCCCATACAGG 60,5
SMCNA 5'SmCNA GTTTCTGGAACATGGACACCG 61,2
3'SmMCNA AGGGATCACTCGATGTGTTGG 61,2
SmDsh1 5’Dshl C-Term CCAGTTCAACATCTAGCACAAG 60,1
3’Dshl.neu CTAAGGATGACTTGTCAGTGTG 60,1
SmDsh2 5’Dsh2 C-Term ATGGATGATACCAAGATTATATACC 59,2
3’Dsh2 CATCTCTGATTATTGGGAATTCC 59,2
SMFGFR1 SRTK GATTTTCGAAGAACACGGAGTTC 60,9
3'RTK GGACGACGAGTGACAATAGTG 61,2
SMFEGFR2 5FGFR2_C-Term ATGCATGTACCCAAGAGGAATC 60,1
3’FGFR2-1 TGTAAATACTGTCGCGGTTCC 59,2
SMFKBP12 5'FKBP12 ATGGGCGTTACCGTTGATACC 61,2
3'FKBP12neu CCCAACCTCGAATTACTTTCCC 61,2
SmFrz1 5FrzR-C-Term GTGGTAAAACGCTTGTATCATGG 60,9
3'FrzR2 GTAAGCCTAGACCAGAATTAGC 60,1
SmFrz2 5'Smp_155340-92 TGGGTTATATTAGCATTGACATGG 60,3
3’Smp_155340-92 ATAATAAGGCTAAGGCTGTTTGAC 60,3
SmFrz3 5'Smp_139180-q GACATGGTTTTTAGCAGCAGGA 60,1
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3'Smp_139180-q ATCCACCAATTGGATCACCATC 60,1
SmFrz4 5'smp_174340-q AATCGCACGAAACAACGTGAGA 60,1
3'smp_174340-q GTCTTTGTGACGATCGAATGCA 60,1
SMHSP 70 5'SmHSP70 TGGTACTCCTCAGATTGAGGT 59,5
3'SmHSP70-2 ACCTTCTCCAACTCCTCCC 59,5
SmNPP-5 5'SmNPP-5_C-Term TGCTCCTAAGAAGTCAGCAGA 59,5
3'SmNPP-5 ATCTGTTGATATTGGCAAAGCTTC 60,3
SmMNPYR1 S'LPA GCATTAGCATGGTTTGGTGTAC 60,1
3'LPA CTAACAATTCCACCAGGAAATGC 60,9
SmOGT1 5'0GT GTTCGGCGTGGTCAGGTTG 61,6
3'0GT CTCTCCTTATTGGGCTTTGAG 59,5
SmPAR1 SPAR_C-Term GTAGTGCTGGTTACAAACATACC 60,9
3'PAR_C-Term CTTCCCGCTGTAGGATTTGAC 61,2
SmPDI 5'PDlvs AAATGATGCCCCGACTTACC 58,4
3'PDlvs. TCATCCCAAACTGGAGCAAG 58,4
SmPMRC1 5'SmProR1 ATGGGAAAGGATGGCCCAAAAC 62,1
3'SmProR1 TCAAGTTACTTTTTTTCTAAGTGCAC 60,1
SmProgestinR1 5'Progestin C-Term CATCATTAGGATGGGAGCATTC 60,1
3'Progestin ACAATCTTTTGCGTCCTGTGATG 60,9
SmRho1l 5'Rhol ATGGCGAGTGCGGTACGTAAG 63,2
3'Rhol TCAAATTAAATCACACCTCCTCCIC 62,5
SmRingo A 5'SmRingo-A CCATTTGTTGGAGGATACCAC 59,5
3'SmRingo-A GAAGTCTGTTTCGGCTCCAC 60,5
SmMRTP1 5'RTP1-q CTCAAATTCTTCCGCTCCTATTG 60,9
3'RTP1-q CCCCTAAATAAATGAGGTCGTTG 60,9
SMSGTP4 5'SMSGTP4_C-Term AACGTGCCGGACGTAGAAC 59,5
3'SmSGTP4 GGACGTTGACAAGCGACAAC 60,5
SmSPRM1hc 5'SPRM1hc_C-Term CGAGTTTTACCCGTTTGATGAG 60,1
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3'SPRM1hc TTGACTACCAACTGGCTGATC 59,5
SMTGFBR-1 S'TGFBR1 AAACTCAGATCGTGTTGGAACC 60,1
3'TGFBR1 AGCCGATTGACTAGCATACC 58,4
SmTK6 5’ TK6-SH2 GTCTGAATGATGGACTTCCAACTAGTTTG 67,4
3’TK6-SH2 AAATGCACTGGTGGACGGTATGC 64,4
SmTmMucl 5'MUC1 GATAGTCCTGGGAAATTGCTG 59,5
3'MUC1 AGTTTGGTCAGAGCTACTATCAC 60,9
Smvgll 5'VIg-1 CCAGTGCTCGTTGCAACAG 59,5
3'Vlg-1 CCACCAGTCTGGAGAACTC 59,5
SmVKR1 5'VKR1-g1 AGACATTGATATTCCACCTGCC 60,1
3'VKR1-q AACGCCCATTACGCTTCG 56,3

2.1.9.3 Primer zur Herstellung von RNA-Sonden fr die in situ-Hybridisierung
Die Berechnung des Tm-Wertes erfolgte ohne T7-Anhénge (rot).

. . . . Tm-Wert
’_ Q0
Zielgen Primername Sequenz (5°-3 Orientierung) °C]
SmMFGFR1 S'RTK_C-Term GAGTATCTGCGTCGTCATCG
60,5
TAATACGACTCACTATAGGGGAGTATCTGCGTCGTCA '
5'RTK C-Term+T7
- TCG
3'RTK_C-Term CACTAGTTTCAGTACGACCATC
60,1
TAATACGACTCACTATAGGGCACTAGTTTCAGTACGA '
3'RTK _C-Term+T7
- CCATC
SMFGFR2 5'FGFR2-insitu GATGATGCAATTAGACAACAAAGAG
60,9
.. TAATACGACTCACTATAGGGAGAGATGATGCAATTAG '
5'FGFR2-insitu+T7
ACAACAAAGAG
3'FGFR2-2 CGATTATCGGGATCTTGTGAC
59,5
TAATACGACTCACTATAGGGAGACGATTATCGGGATC '
3'FGFR2-2+T7
TTGTGAC
SmFrz1 5’Frz-C-Term GTGGTAAAACGCTTGTATCATGG
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGGTAAAACGCTT 60,9
! -C- +
5'FrzR-C-term+T7 GTATCATGG
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3'FrzR GTAAGCCTAGACCAGAATTAGC
SErZRATT TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTAAGCCTAGACCA 60,1
GAATTAGC
SmNPYR1 5LPA GCATTAGCATGGTTTGGTGTAC
SLPALTT TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCATTAGCATGGTT 60,1
TGGTGTAC
3'LPA_fusl TGCACTGTGACAACATGTTGAC
60,1
TAATACGACTCACTATAGGGAGATGCACTGTGACAAC ,
' +
3'LPA_fusl+T7 ATGTTGAC
SMPAR1 5'PAR_insitu CTTCAGCAACTAATTCAATAGCATC
60,9
o TAATACGACTCACTATAGGGCTTCAGCAACTAATTCA :
' +
5'PAR_insitu+T7 ATAGCATC
3'PAR_insitu GCCCTGTCGATTATCTCTTGC
61,2
— TAATACGACTCACTATAGGGGCCCTGTCGATTATCTC :
3'PAR_Insitu+T7
- TTGC
SmMTmMucl S'Muc.2 CTGATAATAACTGCACATATCTACC
5MUC.24T7ne TAATACGACTCACTATAGGGAGACTGATAATAACTGC 60,9
uc-. u ACATATCTACC
3'Muc.2 ATCACTAGCTAACCGAACTGC
, TAATACGACTCACTATAGGGAGAATCACTAGCTAACC 59,5
3'Muc.2+T7neu
GAACTGC
2.1.9.4 qPCR-Primer
. : L Tm-Wert
.7
Zielgen Primername Sequenz (5’-3’ Orientierung) °C]
Actin 5'Actin-q2 GGAAGTTCAAGCCCTTGTTG 58,4
3'Actin-g2 TCATCACCGACGTAGCTGTC 60,5
SmFGFR1 5'FGFR1-93 CACAGAAGGAGATGTGTCTGAA 60,5
3'FGFR1-93 TTCCCGTAAGGAGCATATTCCA 60,1
SMFGFR2 5'FGFR2-q TGCATGTACCCAAGAGGAATCA 60,1
3'FGFR2-q GATATGGTGAATTGCCCAAACTG 60,9
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SmFrzl 5'Smp_118970-92 TGCACCGTCTGGAGTAACTG 60,5
3'Smp_118970-92 GACCAGAATTAGCGGGTACG 60,5
SmNPYR1 5'NPYR-q2 TGATATGCATGGATTCCTGGTC 60,1
3'NPYR-q2 TAGTCTTTGTGACTGTTTCAAGTG 60,3
SmPMRC1 5'ProR-q2 CCTAAGGGAATGGGAACTACA 59,5
3'ProR-q2 ATGGTTGGTTCCAACGTCATCT 60,1
SmProgestinR1  5'Progestin-q2 ATTTCACATTTTCGGTGCATTGG 59,2
3'Progestin-g2 CACAACCAAACCGAGACAARAC 60,1
SmTmMucl 5S'MUC_q1 AGGAACAAATCAGCCACC 53,8
3'MUC_q1l GGCCAAATTAAATGGATGG 53,0
2.1.9.5 Primer zur Herstellung von dsRNA
Die Berechnung des Tm-Wertes erfolgte ohne T7-Anhénge (rot).
Zielgen Primername Sequenz (5’-3’ Orientierung) an[;VC\:/]ert
SMFGFR1 SRTK_C-Term+T7(ney) "o o0c o0 - P HACEEAEneAsia 60,5
SRTK CTemeTr(w) O g
SMFGFR2 5'FGFR2-insitu+T7 ;fcii;iigigigizgigmmmGA 60,9
SmFZL  SFrRCAemeTT TRATACCRCICACTATACSEAGRGIGAT g
SMPMRC1 5'SmProR+T7 iiigéiiégggi;giiZgGGGAGAATGGG 62,1
SmProgestinR1  5’ProgestinR_C-Term+T7 ;?igé;iéggiigiiEGGGAGACATCA 60,1
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TAATACGACTCACTATAGGGAGAGATAG

SmTmMucl 5'Muc+T7neu TCCTGGGARATTGOTG 59,5
TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGTTT

3Muc+T7neu GGTCAGAGCTACTATCAC 60.9
, TAATACGACTCACTATAGGGAGACTGAT

5Muc.2+T7neu AATAACTGCACATATCTACC 60,9
TAATACGACTCACTATAGGGAGAATCAC

3Muc.2+T7neu TAGCTAACCGAACTGC 59,5

2.1.9.6 Primer mit angehangten Restriktionsschnittstellen
Die an das 5’Ende der Primer angehdngten Restriktionsschnittstellen sind blau unterlegt.

Grine Buchstaben kennzeichnen eingefugte Start-Codons. Die Berechnung des Tm-Wertes
erfolgte ohne Anhénge.

. L Tm-Wert
Primer Sequenz (5°-3 Orientierung) m[oc]
5FGFR1-TK+BamHI GGATCCATGAAATGGTATCTTCAGAGAGTCAACAGC 60.1
3'FGFR1-TK+Xbal TCTAGATTCACTAGTTTCAGTACGACCATC 62,0

2.1.9.7 Primer fur in vitro-Mutagenese
Der Tm-Wert der in vitro-Mutagenese-Primer wurde im Gegensatz zu anderen Primern nach

der folgenden Formel berechnet:
Tm =815+ 0,41(%GC) — 675/N - %Fehlpaarung

%GC = GC-Gehalt der Primersequenz in Prozent; N = Primerlange in Basen; %Fehlpaarung =
Menge an Fehlpaarungen in Prozent (QuikChange Site-Directed Mutagenesis-Kit)

Basen zum Einfligen von Punktmutationen sind rot unterlegt.

52



2. Material und Methoden

Primer Sequenz (5’-3’ Orientierung) T"E;Vc\:/]ert
5T¥3FR15FK_acﬁve 2GATTTGCTGAAAATTATTATCGTGAAATGAAAAATGGTCGTGTTCC 753
5FGFR15TK_adhm ;GGAACACGACCATTTTTCATTTCACGATAATAATTTTCAGCAAATC 753
SFGFRIJTK_ko igz?ii;AcTATAAATTAAAAATTGCTGATAATGCACTTACAAGATT 752
EFGFRIJTK_ko TTCAGCAAATCTTGTAAGTGCATTATCAGCAATTTTTAATTTATAGT 752

GTTTACC

2.1.10 Kommerzielle und rekombinante Plasmide

2.1.10.1 Kommerzielle Plasmide
Kommerziell verwendete Plasmide und ihre Hersteller

Plasmid Anwendung Hersteller
pDrive Klonierungsvektor Qiagen
pcDNA 3.1/V5-His  Expressionsvektor Invitrogen

2.1.10.2 Rekombinante Plasmide

Im Rahmen der Arbeit wurden folgende rekombinante Plasmide

hergestellt. (*: Glycerin-Stock angelegt und sequenziert)

verwendet bzw. selbst

Plasmid Beschreibung Hergestellt von
Insert: Fragment von SmTmMucl aus GW

Muc - GW 4.1 . selbst hergestellt*
Vektor: pDrive
Insert: Fragment (659 bp) von SmTmMucl

Muc - Gap3 selbst hergestellt*

Vektor: pDrive
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Insert: Fragment (956 bp) von SmTmMucl mit TMH

Muc - TMH ) selbst hergestellt*
Vektor: pDrive
Insert: Fragment (1,12 kb) im C-Terminus von

Muc -, lang* SmTmMucl selbst hergestellt*
Vektor: pDrive
Insert: N-Terminus (1,57 kb) von SmTmMucl

Muc N-Term.2 ) selbst hergestellt*
Vektor: pDrive
Insert: Volllange von SMPMRC

SmProR ] selbst hergestellt*
Vektor: pDrive

) Insert: Volllange von SmProgestinR1

ProgestinR ] selbst hergestellt*
Vektor: pDrive
Insert: Volllange von SmFrz1

Frz Volllange ] selbst hergestellt*
Vektor: pDrive
Insert: Volllange von SmFGFR1

FGFR1 - fl selbst hergestellt*
Vektor: pDrive
Insert: Volllange von SmFGFR2

FGFR2 -fl ) selbst hergestellt*
Vektor: pDrive
Insert: TK-Doméne von SmFGFR1 (Wildtyp)

FGFR1-TK wt selbst hergestellt*

Vektor: pcDNA 3.1/V5-His B

FGFR-TK1 active

Insert: konstitutiv aktive TK-Doméne von SmFGFR1
Vektor: pcDNA 3.1/VV5-His B

selbst hergestellt*

FGFR1-TK_ko

Insert: inaktive TK-Doméane von SmMFGFR1
Vektor: pcDNA 3.1/VV5-His B

selbst hergestellt*

2.1.10.3 Datenbanken und Software-Tools

Datenbank/Software-Tool

Internetadresse

ClustalWw?2

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/

ExXPASy — Proteomics Server

Www.expasy.ch

GeneDB — Schistosoma mansoni

Genome Project

www.genedb.org/Homepage/Smansoni

ImageJ — Image Processing and

Analysis in Java

www.rsb.info.nih.gov/ij/
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Molecluar Toolkit — analysis and
manipulation of nucleic acid and

proteinsequence data

www.Vivo.colostate.edu/molkit/

MultiAlign — Multiple sequence

alignment

www.prodes.touluse.intra.fr/multalin/multalin.html

NCBI — National Center of
Biotechnology Information

www.ncbi.nlm.nih.gov

NCBI - BLAST

www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/

OligoCalc — Oligonucleotide

Properties Calculator

www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

Pfam — protein families database

www.pfam.sanger.ac.uk

Primer3Plus

www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/

PubMed — U.S. National Libary of
Medicine

www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

RepFind

www.zlab.bu.edu/repfind/form.html

S. mansoni-BLAST (SangerDB)

www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/s_mansoni/omni

SchistoDB — Schistosoma mansoni
Database

www.schistodb.net

SMART — simple modular

architecture research tool

www.smart.embl-heidelberg.de

The UniProt Knowledgebase

wWww.uniprot.org/

WTSI — Wellcome Trust Sanger

Institut

www.sanger.ac.uk/
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2.2 Methoden

2.2.1 Laborzyklus von Schistosoma mansoni

Die im Institut fir Parasitologie (JLU Giellen) etablierte Laborzucht geht auf einen
liberianischen Stamm von S. mansoni zurlick (Bayer AG, Mohnheim; Grevelding, 1995). Der
vollstandige Lebenszyklus beinhaltet SiRwasserschnecken der Gattung Biomphalaria

glabrata als Zwischenwirte und Syrische Goldhamster (Mesocricetus auratus) als Endwirte.

2.2.1.1 Infektion des Endwirtes
Die Infektion der Endwirte erfolgt durch Baden der Hamster in Cercarien-haltigem Wasser

(Dettmann, et al., 1989). Um die Penetration der Cercarien durch die Haut der Hamster zu
erleichtern, werden die Tiere fir 20 min. in angewarmtem Schneckenwasser gebadet
(Wasserstand ca. 1 cm), bevor je Individuum 2000 Cercarien hinzu gegeben werden. Die
Hamster verbleiben fiir weitere 30 min. in den Becken bevor sie in Kéfige zuriick gesetzt
werden. Fir unisexuelle (single sex)-Infektionen zur Zucht von Schistosomen eines einzigen
Geschlechtes werden Cercarien einer monomiracidial infizierten Schnecke (siehe 2.2.1.4)

verwendet.

2.2.1.2 Perfusion des Endwirtes zur Gewinnung adulter S. mansoni
In den folgenden 42-49 Tagen nach der Infektion entwickeln sich im Endwirt die adulten

Stadien von S. mansoni. Die Gewinnung der Schistosomen erfolgt zum Ende dieses
Zeitraumes durch Perfusion infizierter Tiere (Duvall & DeWitt, 1967). Die Hamster werden
mit Isofluran (Baxter, Deutschland) betaubt und erhalten durch Injektion ins Peritoneum eine
Uberdosis eines Sedativumgemischs aus Ketamin und Xylazin. Es folgt eine Offnung des
Brustkorbes zur Freilegung der inneren Organe und ein Anritzen der Pfortader. Das
Perfusionsmedium wird mittels einer Kanule Gber den linken Herzventrikel in den
Blutkreislauf geleitet. Die adulten Schistosomen werden aus dem GeféalRsystem der Hamster
gespult und auf einem Nylonnetz aufgefangen. Die so gewonnenen Wirmer werden mit
einem Pinsel in Kulturschalen mit M199-Medium (inklusive 10 % NCS, 1 % HEPES, 1 %
ABAM) Uberfihrt. Fur die weitere Verwendung konnen die adulten Schistosomen in vitro im
Brutschrank (37°C, 5 % CO) gehalten werden. Ein Wechsel des Mediums erfolgt zweimal
waochentlich.
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2.2.1.3 Gewinnung von S. mansoni Larvenstadien (Miracidien, Cercarien)
Die Gewinnung von Miracidien erfolgt aus den Lebern infizierter Endwirte im Anschluss an

die Perfusion. Zum Aufschluss wird das Gewebe zundchst mit einer Schere in 1 x PBS
zerkleinert und anschlieBend mit einem Mixer homogenisiert (3 x 1 sec. auf hdchster Stufe).
Das (ber Zentrifugation (15 min., 5000 rpm) erhaltene Pellet wird zweimal mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und in vorgewdrmtem Leitungswasser
resuspendiert. Die Suspension wird in einen Erlenmeyerkolben mit Steigrohr uberfiihrt und
abgedunkelt. Aus den im Homogenat enthaltenen Eiern schlipfen phototaktisch Miracidien,
welche sich durch partielle Beleuchtung des Gefalles am Ende des Steigrohrs ansammeln. Die
gewonnenen Larven konnen direkt zur Infektion von Schnecken verwendet werden (siehe
2.2.1.4). Infizierte Zwischenwirte werden drei Wochen nach der Infektion fiir ca. 14 Tage
dunkel gestellt. Zur Gewinnung von Cercarien werden die Schnecken nach Ablauf dieses
Zeitraumes in 12 well-Mikrotiterplatten in je 2 ml Schneckenwasser vereinzelt und auf eine
Leuchtplatte gestellt. Der Lichtreiz induziert eine Freisetzung von Cercarien aus der
Schnecke. Innerhalb von drei bis vier Stunden konnen die infektidsen Larven aus dem

Schneckenwasser gesammelt werden.

2.2.1.4 Haltung und Infektion des Zwischenwirtes
Die als Zwischenwirte verwendeten SuRBwasserschnecken der Art Biomphalaria glabrata

werden in bellfteten, mit Schneckenwasser gefullten Aquarien bei einer Raumtemperatur von
26°C gehalten. Die Raumbeleuchtung gewadhrleistet einen konstanten Tagesrhythmus von
16 Licht- und 8 Dunkelstunden. Fir die polymiracidiale (multisexuelle) Infektion werden die
Schnecken in 12 well-Mikrotiterplatten vereinzelt und jeweils 10-15 Miracidien in 2 ml
Schneckenwasser hinzugegeben. Nach zwolf Stunden werden die Tiere in die Aquarien
zuruckgesetzt. Bei einer monomiracidialen (monosexuellen) Infektion wird hingegen nur ein

einzelnes Miracidium je Schnecke verwendet.
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2.2.2 Arbeiten mit Bakterien

2.2.2.1 Anzucht von Bakterienkulturen
Zur Anzucht von U.N.-Kulturen werden einzelne Kolonien von Agarplatten abgestrichen bzw.

Zellen aus Glycerin-Stocks enthnommen und unter Zugabe eines flr die Selektion notwendigen
Antibiotikums in flissiges LB-Medium (6 ml) tberfuhrt. Die Inkubation erfolgt bei 37° C und
200 rpm Uber Nacht im Inkubator (Sambrook et al., 1989).

2.2.2.2 Herstellung Hitzeschock-kompetenter Bakterien
Zur Herstellung Hitzeschock-kompetenter Zellen werden Bakterien des Stammes 10 B (NEB;

New England Biolabs) in einer 0.N.-Kultur mit 10 ml LB-Medium angezogen. Mit dieser
Vorkultur wird 100 ml LB-Medium beimpft und bis zu einer ODegoo von 0,5 bei 37°C und
200 rpm inkubiert. Es folgen 5 min. Abklhlen der Kultur auf Eis und eine anschlieende
Zentrifugation (5 min., 4000 g, 4°C) zur Gewinnung des Zellpellets. Dieses wird in 30 ml
4°C-kaltem TFB1-Puffer resuspendiert und 90 min. auf Eis belassen. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wird das Bakterienpellet in TFB2-Puffer (4°C) geldst. Die kompetenten
Zellen werden aliquotiert (100 pl) und bei -80°C gelagert (Sambrook et al., 1989).

2.2.2.3 Transformation von Hitzeschock-kompetenten Bakterien
Die Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA erfolgt durch einen Hitzeschock. Hierzu

werden 100 pl einer Zellsuspension aus kompetenten Zellen (siehe 2.2.2.2) auf Eis aufgetaut
und mit 1 - 10 ng Plasmid-DNA bzw. 1 -5 pl eines Ligationsansatzes (siehe 2.2.3.2) versetzt.
Nach einer Inkubation von 30 min. auf Eis werden die Zellen fir 1 min. einem Hitzeschock
bei 42°C unterzogen und anschlieBend 2 min. auf Eis abgekunhlt. Es folgt eine Zugabe von
600 ul LB-Medium und eine Inkubationszeit von 1 h bei 37°C und 200 rpm. Im Anschluss
werden die Zellen auf LB-Selektionsplatten ausplattiert und 0.N. bei 37°C inkubiert
(Sambrook et al., 1989).

2.2.2.4 Anlegen von Glycerin-Stocks
Die langfristige Lagerung von Bakterien-Klonen erfolgt in Form von Glycerin-Stocks. Dazu

wird 1 ml einer U.N.-Kultur wird mit 500 pl sterilem Glycerin versetzt und bei -80°C

eingefroren.
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2.2.3 Arbeiten mit Nukleinsaduren

2.2.3.1 Restriktion von DNA
Die Restriktion von DNA erfolgt uUber Typ-lI-Restriktionsendonukleasen (New England

Biolabs) nach den jeweiligen fir die verwendeten Enzyme optimalen Puffer- und
Inkubationsbedingungen (Sambrook et al., 1989). Entsprechende Pufferldsungen werden vom
Hersteller bereitgestellt.

2.2.3.2 Klonierung von DNA in Plasmid-Vektoren
Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgt standardmiBig mit dem ,,PCR Cloning-Kit*

(Qiagen) mittels einer A-Uberhangsklonierung in den Vektor pDrive. Fir die gerichtete
Insertion von DNA in den Expressionsvektor pcDNA 3.1/V5-His (Invitrogen) werden DNA-
Sequenzen mit Primern amplifiziert, die am 5°-Ende Restriktionsschnittstellen enthalten.
Nach anschlieRendem Restriktionsverdau konnen PCR-Produkt und linearisierter Vektor tiber
einen T4-Ligationsansatz (Fermentas) zusammengefihrt werden. StandardméaRig werden 25 -
50 ng Vektor-DNA und die entsprechende Menge Insert tber folgende vereinfachte Formel
berechnet (Qiagen PCR Cloning Handbook):

(ng Vektor - DNA x InsertgroéRRe (bp) x molares Verhéltnis)
ng Insert-DNA =

VektorgroRe (bp)

Nach Inkubation der Ligationsansatze fir mindestens eine Stunde bei 16°C werden diese

direkt zur Transformation kompetenter Bakterien eingesetzt (siehe 2.2.2.3).

2.2.3.3 Agarosegelelektrophorese von DNA
In der vorliegenden Arbeit werden zur Auftrennung von DNA horizontale Gele mit einer

Agarosekonzentration von 1 - 1,5 % verwendet. Die Agarose (1 - 1,5 % w/v) wird in 1 X TAE

geldst und Ethidiumbromid vor dem Aushérten des Gels in einer Endkonzentration von

0,5 ng/ml hinzugegeben. Vor dem Gelauftrag werden die Proben mit Probenpuffer versetzt,

um die Dichte der Losung zu erhéhen und ein Absinken in die Geltaschen zu erleichtern. Als

Laufpuffer fur die Gele wird ebenfalls 1x TAE mit gleicher Konzentration an
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Ethidiumbromid verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgt abhangig von Gelgrélie und
Agarosekonzentration fur 30 bis 60 min. bei einer Spannung von 120 bis 150 V. Nach ihrer
Auftrennung kénnen die Nukleinsduren durch das zugesetzte Ethidiumbromid unter UV-Licht
(320 nm) sichtbar gemacht werden (Sambrook et al., 1989).

2.2.3.4 Agarosegelelektrophorese von RNA
Zur elektrophoretischen Auftrennung von RNA werden denaturierende 1,2 % Formaldehyd-

gele verwendet. Zur Herstellung von Formaldehyd-Gelen wird Agarose (1,2 % wi/v) in
1 x MOPS-Puffer und Formaldehyd (37 %; 16 % v/v eingesetzt) geldst. Vor dem Gelauftrag
werden die Proben mit RNA loading dye (Fermentas) versetzt und fir 5 min. bei 95°C
inkubiert (Sambrook et al., 1989).

2.2.3.5 Elution von DNA aus Agarosegelen
Zur Elution von DNA aus Agarosegelen wird das ,,peqGOLD Gel Extraction Kit*“ (PeqLab)

gemal Herstellerprotokoll angewendet.

2.2.3.6 Plasmid-Praparation aus transformierten E. coli-Zellen
Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien werden 6 ml (0.N.-Kulturen

der entsprechenden Klone angezogen (siehe 2.2.2.1). Die eigentliche Préparation erfolgt mit

dem ,,peqGOLD Plasmid Miniprep Kit“ (PeqLab) entsprechend den Herstellervorgaben.

2.2.3.7 DNA-Extraktion aus adulten S. mansoni
Fir die Isolation genomischer DNA aus adulten Schistosomen (Grevelding, 1995) werden

50 Wiirmer in 300 ul DNA-Extraktionspuffer aufgenommen und 3 x 15 Sekunden mit einem
sterilen  Pistill  homogenisiert. Es schliefit sich eine Proteinase K-Behandlung
(Endkonz. 500 pg/ml) bei 37°C iiber Nacht an. Anschliefend wird das Homogenat einer
Phenol-Chloroform-Aufreinigung unterzogen. Hierfir wird diesem zunéchst ¥2 Vol. Phenol
zugesetzt, gemischt und die Probe fur 3 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Oberphase
wird langsam abgenommen und in einem neuen ReaktionsgefaR mit % Vol. Chloroform
versetzt. Es wird erneut gemischt und fir 3 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der
Reinigungsschritt wird einmal wiederholt, bevor die genomische DNA durch die Zugabe von
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% Vol. Ammoniumacetat (7,5 M) und 2,5 x Vol. eiskalten Ethanol (96 %) 0.N. bei -20°C
ausgefallt wird. Durch eine Zentrifugation (30 min., 13.000 rpm, 4°C) wird die DNA
pelletiert. Das Pellet wird zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und die
genomische DNA in dH2O resuspendiert. Zur weiteren Aufreinigung kann die DNA mit
RNase A behandelt werden (Endkonz. 20 pg/ml).

2.2.3.8 RNA-Extraktion aus adulten S. mansoni
Die Gewinnung von RNA aus adulten Schistosomen erfolgt mit dem Trizol-Reagenz TriFast

der Firma Peqglab nach Herstellerangaben. Das Ausgangsmaterial wird im Anschluss an die
Perfusion zweimal in Perfusionsmedium sowie einmal in PBS gewaschen. Zur RNA-
Extraktion aus paarungserfahrenen Schistosomen werden Parchen verwendet, welche mit der
Pinzette unter dem Binokular getrennt werden. Die Wirmer konnen bis zur eigentlichen

Extraktion bei -80°C oder zur langeren Lagerung in flussigem Stickstoff eingefroren werden.

Fur die RNA-Extraktion selbst, werden 20-50 Wirmer eingesetzt. Diese werden in 1 ml
TriFast aufgenommen und mit einem Pistill homogenisiert. Nach einer Inkubation von 5 min.
bei RT werden 200 pl Chloroform hinzugegeben und die Proben fir weitere 3 - 10 min. bei
RT belassen. Nach einem Zentrifugationsschritt von 5 min. bei 12.000 g wird die wassrige
Phase in ein neues Reaktionsgefal uberfiihrt. Die Prézipitation der RNA erfolgt durch Zugabe
von 500 pl Isopropanol fur 15 min. auf Eis. AnschlieBend wird die RNA in der
Kihlzentrifuge bei 4°C und 12.000 g fur 10 min. pelletiert. Nach einem Waschschritt mit 1 ml
Ethanol (75%) und einer weiteren Zentrifugation (10 min., 12.000 g, 4 °C) wird das RNA-
Pellet an der Luft getrocknet und in DEPC-dH.0 geldst. Fir die vollstdndige Resuspension
der RNA kann die Lésung fiir 10 min. bei 60°C inkubiert werden. Zur Qualitatskontrolle wird
ein Aliquot von 2 ug RNA auf ein 1,2 % Formaldehyd-Gel aufgetragen bzw. 1 ul der Lésung
mit dem BioAnalyzer (Agilent) analysiert (siehe 2.2.3.10). Bis zur weiteren Verwendung wird
die extrahierte RNA bei -80°C gelagert.

2.2.3.9 RNA-Extraktion aus isolierten Testes und Ovarien
Zur Extraktion von RNA aus isolierten Testes und Ovarien wird ebenfalls das Trizol-Reagenz

TriFast der Firma Peglab genutzt. Im Vergleich zur Gewinnung von RNA aus den
Adultstadien (siehe 2.2.3.8) kommt es aufgrund der geringen Menge an Ausgangsmaterial zu

Abweichungen in der Durchfiihrung. Die bei -80°C eingefrorenen Organe werden mit 500 pl
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Trizol versetzt und dreimal im Wechsel in flissigem Stickstoff eingefroren und bei RT
aufgetaut, um das Gewebe aufzuschlieRen. Es wird weiter gemaR Protokoll (siehe 2.2.3.8)
verfahren, allerdings werden die Volumina der eingesetzten Reagenzien halbiert. Des
Weiteren wird der Losung nach Zugabe von 250 ul Isopropanol 1 pl Glykogen (Konz.
35 pg/ul) (pegLab, RNase-frei) zur Unterstiitzung der RNA-Féllung hinzugefiigt. Die
Prézipitation erfolgt G.N. bei -20°C. Die hieran anschlieBenden Zentrifugations- und
Waschschritte entsprechen obigem Protokoll. Das RNA-Pellet wird an der Luft getrocknet
und in DEPC-dH2O gel6st. Anschliefend wird 1 pl Organ-RNA mittels BioAnalyzer

ausgewertet und die verbleibende RNA bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.3.10 Bestimmung der RNA-Qualitat mittels BioAnalyzer
Zur Qualitatskontrolle kleiner RNA-Mengen (25 ng/pul - 500 ng/ul) wird der

2100 BioAnalyzer der Firma Agilent verwendet. Hierzu wird 1 pl je Probe auf einen ,,RNA
6000 Nano Chip*“ (Aglient) entsprechend den Herstellerangaben aufgetragen und mit der
Geriteeinstellung ,,Eukaryote Total RNA Nano Assay* ausgewertet.

2.2.4 PCR-Methoden

2.2.4.1 Standard-PCRs
Alle PCR-Reaktionen zur in vitro-Amplifikation von DNA erfolgen soweit nicht anders

vermerkt, mit den Thermocyclern der Firmen Eppendorf (,,MasterCycler) und G-Storm
(,GS482%). Die als Primer verwendeten Oligonucleotide werden standardméBig mit dem
Software-Tool ,,0ligoCalc* (Kibbe, 2007) entsprechend der Formel von Howley et al. (1979)
mit einem Tm-Wert von 60°C konzipiert. Nach einem initialen Denaturierungsschritt erfolgt
die Amplifikation in einem dreistufigen Prozess aus Denaturierung, Primer-Hybridisierung
und Gegenstrangsynthese mit insgesamt 25 - 35 Wiederholungen. Zeit- und Temperaturprofil
richten sich nach den eingesetzten Primern, der verwendeten Polymerase sowie der L&nge der
Zielsequenz. Die ,,FirePol*“ Taq-Polymerase (Solis BioDyne) erlaubt eine Denaturierung der
DNA bei 95°C und bendtigt zur Polymerisation von ca. 1 kb DNA 1 min. bei 72°C.
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Pipettierschema einer 25 pul PCR-Reaktion:

DNA-template 10 - 100 ng

10 x Reaktionspuffer B 2.5 ul

[25mM] MgCl; 2.5 ul

[10 pM] 5°-Primer 2 ul

[10 pM] 3’-Primer 2 ul

[10 mM] dNTP-Mix 0,5 pl

(5 U/ul) FirePol Tag-Polymerase 0,5 ul
dH-0 ad 25 pl

Zusatzlich werden die Tag-Polymerasen ,,Bio-x-act long™ (Bioline) und AccuPrime
(Invitrogen) sowie die Pfu-Polymerase ,,PfuUltra I Fusion HS* (Agilent) entsprechend den

Herstellerangaben genutzt. Im Folgenden werden weitere PCR-Methoden erléutert.

2.2.4.2 Colony-PCR
Die Uberpriifung eines Klonierungserfolges kann neben dem Restriktionsverdau tiber eine

PCR erfolgen (Zon et al., 1989). Hierzu werden Bakterienkolonien zundchst mit einer
Pipettenspitze auf eine Replika-Platte (berfuhrt und der Rest der Kolonie direkt in einem
25 ul PCR-Ansatz resuspendiert. Als Primer werden solche verwendet, die gegen die Insert-
DNA oder gegen insertflankierende Plasmid-Sequenzen gerichtet sind. Um einen effizienten
Aufschluss der Zellen zu gewdhrleisten, ist der eigentlichen Amplifikation ein initialer

Denaturierungsschritt von 5 min. bei 95°C vorangestelit.

2.2.4.3 In vitro-Mutagenese von Plasmid-DNA
Die PCR kann aufgrund der zyklischen Neusynthese von DNA genutzt werden, um gezielt

Mutationen in DNA-Molekile einzufiihren (Lottspeich & Engels, 2006). In der vorliegenden
Arbeit wird die sogenannte in vitro-Mutagenese verwendet, um Insertsequenzen von

Expressionsvektoren durch Punktmutationen zu verdndern und so den Austausch von
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Aminosauren auf Proteinebene herbeizufuhren. Hierzu werden Primer mit einer Lange von
25-50 bp eingesetzt, die Uber einen entsprechenden Basenaustausch im Vergleich zur
Ursprungssequenz  verfugen. Die Primer sollten ein Tm von > 78°C besitzen
(,,QuickChange Site-Directed Mutagenesis“-Protokoll). Die Berechnung erfolgt nach der

Formel:

Tm =815+ 0,41(%GC) — 675/N - % Fehlpaarung

%GC = GC-Gehalt der Primersequenz in Prozent; N = Primerlédnge in Basen; %Fehlpaarung =
Menge an Fehlpaarungen in Prozent (QuickChange Site-Directed Mutagenesis-Protokoll)

Als Template fur die Mutagenese-PCR wird 25 ng Plasmid-DNA des Wildtyp-Konstrukts als
Insert eingesetzt. Als Enzym wird die Pfu-Polymerase ,,PfuUltra II Fusio HS“ (Agilent) mit
proof reading-Aktivitat verwendet, um Fehler bei der Replikation zu minimieren. Fir einen

50 pl Ansatz ergibt sich folgendes Pipettierschema:

Wildtyp-Plasmid-DNA 25 ng

10 x pfu-Reaktionspuffer 5 pl

[10 uM] 5°-Mutagenese-Primer 2,5 pul
[10 uM] 3’-Mutagenese-Primer 2,5 pul
[10 mM] dNTP-Mix 1 pl

(2,5 U/ul) PfuUltra Il FusioHS 1l

dH20ad 50 pl

Im Anschluss an die PCR wird der Mutagenese-Ansatz einem Dpnl-Verdau unterzogen, um
das als Template eingesetzte Wildtyp-Plasmid abzubauen (McClelland & Nelson, 1992). Zur
Kontrolle von PCR und Dpnl-Verdau wird ein Aliquot der mutagenisierten Plasmid-DNA auf

ein Agarose-Gel aufgetragen.
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2.2.4.4 Genome Walking
Das Genome Walking (GW) ermdglicht die PCR-basierte Identifizierung unbekannter DNA-

Sequenzen. Das Prinzip dieser Methode beruht auf einen Restriktionsverdau genomischer
DNA mit anschlieBender Ligation von Adapter-Sequenzen an die erhaltenen DNA-
Fragmente. In einem nested-PCR Ansatz kénnen mit einer Kombination aus genspezifischen
und gegen die Adapter-Sequenz gerichteten Primern unbekannte Bereiche, ausgehend von
einem bekannten Sequenzabschnitt amplifiziert werden. Das ,,GenomeWalker Universal Kit*
(Clontech) bietet die Mdglichkeit durch Verwendung unterschiedlicher Restriktionsenzyme
vier Banken mit einer 5°-Adapter-Sequenz herzustellen. Eine detaillierte Beschreibung der
Vorgehensweise findet sich bei El-Bahay (2003), auf dessen Arbeit die hier verwendeten

GW-Banken zurtickgehen.

2245 RT-PCR
In der vorliegenden Arbeit wird die RT-PCR genutzt, um spezifische Transkripte in den

Adultstadien und Reproduktionsorganen von S. mansoni nachzuweisen. Die reverse
Transkription (RT) erfolgt mit dem ,,QuantiTect reverse Transcription Kit“ (Qiagen) nach
Vorgaben des Herstellers. In die Reaktion werden 200 ng - 1 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Vor
der eigentlichen RT-Reaktion erfolgt ein ,,gDNA WipeOut“-Schritt zum Abbau genomischer
DNA. Die anschlieBende RT lauft fir 30 min. bei 42°C mit der reversen Transcriptase
,,QuantiScript™ (Qiagen) und einem Primergemisch aus random-Hexanucleotiden und Oligo-
(dT)-Primern ab. Das Enzym wird flr 3 min. bei 95°C inaktiviert und die cDNA bis zu ihrer
Verwendung als PCR-Template bei -80°C gelagert. Nachfolgende PCR-Reaktionen
entsprechen in ihrer Durchfihrung der unter 2.2.4.1 beschriebenen Methodik. Fur
organspezifische RT-PCRs werden 1:40 Verdiunnungen von cDNAs aus Testes und Ovarien
eingesetzt. cDNAs aus Parchen dienen als Positivkontrollen.

2.2.4.6 Quantitative real time-PCR
Die quantitative real time-PCR (gPCR) ermdglicht eine Fluoreszenz-basierte Quantifizierung

spezifischer DNA-Sequenzen und findet in dieser Arbeit eine Anwendung bei der Detektion
transkriptioneller Differenzen zwischen verschiedenen cDNA-Populationen. Dies beinhaltet
den Nachweis von Transkriptionsreduktionen nach RNAIi-Experimenten  sowie

Untersuchungen zur stadien- und organspezifischen Expression ausgewahlter Gene. Fir alle
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Analysen wird der Ansatz der relativen Quantifizierung gewahlt, bei der die Transkription

eines Gens mit der eines endogenen Referenzgens verglichen wird.

Alle in der gPCR verwendeten Primer werden mittels der Software-Tools ,,Primer 3Plus* und
,,OligoCalc” ausgewdhlt und mit einen Tm-Wert von 60°C konzipiert. Die Lange des
gewahlten Amplikons sollte zwischen 140 und 180 bp liegen. Zunachst wird die Effizienz der
Primer Uber Standardkurven bestimmt, indem Verdinnungen des eluierten PCR-Produkts als
Template eingesetzt werden. Der ermittelte Wert sollte zwischen 90 % und 100 % liegen und
nicht mehr als 10 % von der des Referenzgens abweichen. Zusatzlich wird Uber eine

Schmelzkurvenanalyse die Amplifikation von Nebenprodukten ausgeschlossen.

Geeignete Primer konnen auf cDNA-Templates verwendet werden, um die Amplifikation des
Zielgens mit der Referenz SmActin (Smp_161930) zu vergleichen. Zusatzlich wird eine
Standardkurve fir Actin mitgefiihrt, um den threshold der Reaktion und die Ci-Werte der
einzelnen gPCR-Ansidtze festzulegen. Der threshold definiert hierbei die Hohe der
Hintergrundfluoreszenz, wahrend der C-Wert den Zyklus beschreibt, an dem eine Reaktion
erstmals signifikant diese Schwelle (Uberschreitet. Die Auswertung der relativen

Quantifizierung erfolgt uber die AAC-Methode nach entsprechender Formel (Dorak, 2008):

ACt = C¢ Ziel-Gen - Ct endogene Kontrolle (Referenz)
AAC: = AC: Probe - AC; Kalibrator

n-fache Expression = 27 2ACt

Als ,,Probe‘ werden in obiger Formel solche Ansétze definiert, bei denen cDNA aus dsRNA-
behandelten Wirmern bzw. aus paarungserfahrenen Wurmern eingesetzt wird. Hingegen
dienen cDNAs aus Kontrollgruppen sowie aus paarungsunerfahrenen Schistosomen als
Kalibrator.

Alle qPCRs werden mit dem ,,PerfeCTa SYBR Green Super Mix“ von Quanta entsprechend

nachfolgendem Schema durchgefihrt:
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cDNA-template 5ul

2 x PerfeCTa SYBR Green Super Mix 2.5 ul
[4 uM] 5°-Primer 2 ul

[4 uM] 3°-Primer 2 ul

dH.Oad 20 pl

Organ-cDNAs werden als 1:20 Verdunnungen eingesetzt, cDNAs aus vollstandigen Wurmern
hingegen 1:40 verdiinnt. Das Reaktionsprofil beinhaltet einen initialen Denaturierungsschritt
fir 3 min. bei 95°C gefolgt von 45 Zyklen aus jeweils drei Temperaturschritten: 95°C (10
sec.), 60°C (15 sec.) und 72°C (20°C).

2.2.4.7 Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA
Die Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA erfolgt durch den externen

Anbieter LGC Genomics (Berlin, Germany).

2.2.5 In situ-Hybridisierung
Die in situ-Hybridisierung ist eine Methode zum Nachweis von gewebespezifischer
Transkription durch komplementdre RNA-Sonden und wird im Folgenden in ihrer

Anwendung auf Gewebeschnitte adulter S. mansoni beschrieben (Koster et al., 1988).

2.2.5.1 Herstellung von Gewebeschnitten adulter S. mansoni
Adulte Schistosomen werden im Anschluss an die Perfusion fur 90 min. bei RT in einem

Bouin-Fixativ eingelegt. Anschlielend folgt eine Dehydrierung der Proben in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (30%, 50%, 70%, 90%, 96% Ethanol) fur jeweils 45 min. und
eine Farbung mit Chromotrop R2 (2 Tropfen in 96% Ethanol). Nach einer Inkubation G.N. in
Methylbenzoat werden die dehydrierten Wirmer in Benzol gewaschen (2 x 5 min.) und fir
1-2h in flissiges Paraplast (60°C) gegeben. Dann werden die Wirmer portionsweise in
kleinen rechteckigen Formen mit neuem Paraplast 0.N. bei 60°C inkubiert. Bei 4°C harten die

Paraffinblocke aus und kénnen mit Hilfe eines Microtoms (Leica, Histoslide 2000 R) in 5 um
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Schnitte geschnitten werden. Diese werden mit einem Pinsel zundchst in ein Wasserbad
(40°C) und anschlieRen auf Objekttrager tberfuhrt. Die Préparate werden zur Fixierung fur
1 h bei 60°C inkubiert und bis zur weiteren Verwendung bei RT gelagert.

2.2.5.2 Invitro-Transkription zur Synthese von RNA-Sonden
Der Nachweis der Transkripte auf den Gewebeschnitten erfolgt Uber spezifische RNA-

Sonden. Zu ihrer Herstellung wird zundchst eine DNA-Sequenz (400-600 bp) des zu
detektierenden Transkripts in den Vektor pDrive kloniert. Das Template fur die
in vitro-Transkription (T7 RNA-Polymerase, Roche) wird mit spezifischen Primern mittels
PCR synthetisiert. Um spéter neben der komplementdren antisense-Sonde auch eine
sense-Sonde zu erhalten, sind zwei PCR-Reaktionen nétig, bei denen jeweils ein Primer des
verwendeten Primerpaares am 5’-Ende die T7-Promotorsequenz als Anhang enthalt. Zum
spateren Nachweis der Sonden werden DIG-markierte UTPs (,,10 X DIG-UTP-labeling Mix*;

Roche) in den Transkriptionsansatz gegeben. Dieser setzt sich wie folgt zusammen:

DNA-Template 1 pg

10 x Transkriptionspuffer 2 ul

(40 U/ul) RNasin 0,5 pl

10 x DIG-UTP-labeling Mix 2 ul
(20 U/ul) T7 RNA-Polymerase 1l

ad DEPC-dH20 20 pl

Es folgt eine Inkubation der Transkriptionsansatze fiir 2 h bei 37°C. Zur Entfernung des
DNA-Templates wird 1 pul RNase-freie DNase | (20 U/ul, Fermentas) hinzugegeben und die
Transkriptionsansatze fir weitere 10 min. bei 37°C belassen. Zum Abstoppen der DNase-
Reaktion werden 2 ul EDTA (0,5 M) hinzugefligt und die RNA in 1/10Vol. Lithiumchlorid
(4 M) und 2,5 x Vol. Ethanol (96 %) fir mindestens 2 h bei -80°C gefallt. Die gefallte RNA
wird in der Kihlzentrifuge bei 13.000 rpm und 4°C fir 30 min. pelletiert. Nach einem
anschlielenden Waschschritt (70 % Ethanol in DEPC-H;0O) und erneuter Zentrifugation
(13.000 rpm, 4°C, 5 min.) kann das Pellet an der Luft getrocknet und in 20 ul DEPC-H.0O
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resuspendiert werden. Bis zum Gebrauch der RNA-Sonden ist eine Lagerung bei -80°C

maglich.

2.2.5.3 Transkript-Blot
Die Qualitat der RNA-Sonden wird mittels Transkript-Blot tberprift. Hierzu werden jeweils

2 ul der Sonden-Ansatze auf einem Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
Es folgt ein dreimaliges Waschen des Gels in DEPC-H,0 und einmal mit 10 x SSC (10 min.).
Zur Uberfilhrung der Transkripte auf eine Nitrocellulosemembran wird ein Northern-Blot mit
20 x SSC als Transferpuffer angewendet. Der Northern-Blot erfolgt Gber Nacht nach dem
Prinzip des Kapillartransfers, mit dem in Abbildung 2.1 gezeigten Aufbau.

0,5 Kg
Glasplatte
Nitrocellulose- - Saugpapier
membran
N\ Whatman-Papier
Agarose-Gel - '

Glasplatte

20 x SSC

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau eines Kapillartransfer-Blots

Zur Uberfithrung der RNA-Sonden von einem Agarosegel auf eine Nitrocellulosemembran wird
ein Kapillartransfer-Blot verwendet. Hierzu wird Whatman-Filterpapier (blau) Gber eine Glasplatte
gelegt, so dass beide Enden des Filterpapiers in 20 x SSC liegen. Das RNA-Gel (dunkelgrau) und
die Nitrocellulosemembran (gelb) werden auf den Filter gelegt. Es folgen eine weitere Lage
Filterpapier (blau), ein Saugpapierstapel (hellgrau) sowie ein Gewicht von mindestens 0,5 kg.
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Nach erfolgreichem Transfer wird die Membran getrocknet und einem UV-Crosslinking zur
Fixierung der Nukleinsduren unterzogen. Der Nachweis der mit Digoxigenin markierten
Transkripte erfolgt Gber einen mit alkalischer Phosphatase gekoppelten anti-DIG-Antikorper
(Roche). Die Nitrocellulosemembran wird zundchst fir 30 min. in 2 % Blockierungslésung
inkubiert, bevor der Antikdrper (1:2500 verdunnt in 2 % Blockierungsldsung) fur 30 min. bei
RT hinzu gegeben wird. Einmaliges Waschen mit 1 x Maleinsaure/0,3 % Tween 20 entfernt
ungebundene Antikorper von der Membran. Nach einem weiteren Waschschritt in
Substratpuffer (5 min.) kann die Farbumsetzung erfolgen. Hierzu werden Naphthol-AS-
Phosphat (Serva; 10 mg gelost in 200 ul DMSO) und Fast Red TR (Sigma Aldrich; 50 mg
gelost in 50 ml Substratpuffer 1) gemischt, filtriert und auf die Membran gegeben. Zum
Stoppen der Reaktion wird die Membran in dH2O geschwenkt und anschlieRend getrocknet.

2.2.5.4 Hybridisierung der Sonden und Farbreaktion
Zur Vorbereitung der Gewebeschnitte fir die Sondenhybridisierung werden die Objekttrager

zunéchst fur 2 x 5 min. mit Xylol behandelt, um das Paraffin zu entfernen. Es folgt eine
absteigende Alkoholreihe (jeweils 2 x 5 min. 100 %. Ethanol, 96 % Ethanol, 70 % Ethanol)
und 5 min. in DEPC-H2O zur Hydrierung des Gewebes. Um Gewebe und Nukleinsduren fir
die Sonden zuganglicher zu machen, werden die Schnitte fir 20 min. in 0,2 N HCI inkubiert
und nachfolgend einer Proteinase K-Behandlung (20 min. bei 37°C) unterzogen. Zum
Abstoppen der enzymatischen Reaktion werden die Schnitte fir 5 min. in 0,2 % Glycin-
Ldsung gegeben. Es folgen Waschschritte flr 15 sec. in 4°C kalter 20 % Essigsaure, 5 min. in
1 x PBS und 15 min. in 20 % Glycerol. Die Schnitte werden kurz in 2 x SSC getaucht, flr
10-12 min. auf eine Heizplatte (70°C) gelegt und dann auf einem Kiihlakku abgeschreckt. Die
Sonden werden zwischenzeitlich mit tRNA und Heringsperma-DNA im folgenden Verhaltnis

gemischt:

RNA-Sonde 4-6 pl
(10 mg/ml) Heringsperma-DNA 4 ul
(33 mg/ml) tRNA 8 ul

ad DEPC-dH20 20 pl
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Das Sondengemisch wird fir 10 min. auf 70°C erhitzt und anschlieBend in Eiswasser
abgeschreckt. Je 20 pl Sondengemisch werden mit 180 pl Hybridisierungspuffer gemischt
und auf die Schnitte gegeben (je Objekttrager 200 pl). Die Hybridisierung erfolgt in einer

feuchten Kammer tber Nacht bei 42°C.

Am Folgetag werden die Objekttrager einer Reihe von Waschschritten unterzogen,
beginnend mit Waschlosung I (15 min., 42°C). Es folgen bei RT je 15 min. 1 x SSC und
0.5 x SSC sowie 5 min. 1 x Maleinsdure-Puffer. VVor der Zugabe der Anti-DIG-Antikorper
(1:2500 verdunnt in 2 x Blockierungslosung) werden die Schnitte fur 30 min. in
4 % Blockierungslosung inkubiert. Die gelosten Antikdrper selbst verbleiben fir 2 - 3 h auf
den Schnitten (feuchte Kammer). Es folgt ein zweimaliges Waschen mit Maleinsdure-Puffer
und 5 min. in Substratpuffer. Dann kann mit der Farbumsetzung begonnen werden (siehe
2.2.5.3). Je Objekttrager wird ca. 200 ul Substrat aufgetragen und die Farbentwicklung
regelmaRig unter dem Mikroskop kontrolliert. Zum Abstoppen der Farbreaktion werden sense

und antisense Schnitte in dH.O getaucht und anschlieBend mit Aquatex (Merck) fixiert.

2.2.6 Isolation von Testes und Ovarien aus adulten S. mansoni

Zur Isolation von Testes und Ovarien werden adulte S. mansoni direkt im Anschluss an die
Perfusion nach Geschlecht getrennt, zu je 50 Individuen in 2 ml Eppendorf Reaktionsgefale
uberfuhrt und zweimal mit 2 ml M199-Medium (ohne Zusétze) bei RT gewaschen. Um
vollstdndig entwickelte Organe zu erhalten, sollten Wirmer aus Paarungen verwendet
werden. Es folgt eine Behandlung der Schistosomen mit jeweils 500 pl
tegument stripping-(TS-)L6sung bei 37°C und 1.200 rpm im Thermoschuttler (TS-100,
Biosan), um das Tegument aufzuldsen. Die Inkubation mit TS-Lésung wird bei Weibchen
einmal und bei Mannchen 2 x wiederholt. Im Anschluss werden die Detergenzien durch
mehrfaches Waschen (3 x) mit jeweils 2 ml M199-Medium (ohne Zusétze) entfernt. Die nun
freigelegte subtegumentale Muskulatur kann Gber einen Proteaseverdau mit Elastase (Sigma
Aldrich) abgebaut werden. Hierzu wird das Enzym frisch in einer finalen Konzentration von
5 U/ml M199-Medium (ohne Zusatze) gelést und die Proben in 500 pl Losung fir 30 bis
maximal 40 min. bei 37°C im Thermoschttler (TS-100, Biosan) inkubiert. Wahrend dieses
Zeitraums werden die Proben alle 5 bis 10 min. durch leichtes Schiitteln der Reaktionsgefalie
von Hand vorsichtig aufgewirbelt. Das Voranschreiten des enzymatischen Aufschlusses kann

anhand einer zunehmenden Tribung des Mediums beobachtet werden. Die Mannchen
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verlieren bei fortschreitender Behandlung ihre Struktur und erschlaffen zunehmend. Durch
das kontinuierliche Schitteln der Proben bilden sie zum Ende der Inkubationszeit ein deutlich
zu erkennendes Konglomerat im ReaktionsgefaR aus. Die Weibchen hingegen beginnen mit
der Zeit immer starker zu fragmentieren. Um den geeigneten Endpunkt der Reaktion zu
bestimmen, werden in regelméRigen Abstdnden 20 ul Aliquots entnommen und unter dem

Lichtmikroskop auf freiliegende Organe untersucht.

Die Ansétze werden in Petrischalen mit 6 cm Durchmesser Uberfuhrt und die Reaktionsgefale
4 x mit M199-Medium (ohne Zusétze) ausgespult, um das Material vollstandig zu Uberfuhren.
Unter einem inversen Mikroskop koénnen freiliegende Organe mittels einer 10 pl Pipette
eingesammelt und zum Waschen in kleinere Petrischalen (30 mm Durchmesser) mit frischem
Medium transferiert werden. Dieser VVorgang wird wiederholt, bis Testes und Ovarien frei von
anderen Zellen und Geweberesten vorliegen. Die in den Wurmkarkassen verbliebenen Organe
kénnen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren der Losung mit einer 200 pl Pipette aus
dem Gewebe herausgeltst und ebenfalls eingesammelt werden. Um einen hohen Anteil an
vitalen Zellen in Testes und Ovarien zu gewéhrleisten, empfiehlt sich ein zlgiges Arbeiten.
Die isolierten Organe werden in 2 ml ReaktionsgefaRe mit Reservoir (Biozym) tberflhrt. Im
Anschluss daran werden Testes fir 5 min. bei 1000 g und Ovarien fiir 1 min. bei 8000 g in der
Tischzentrifuge pelletiert und nach Entfernen des Uberstandes in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die Lagerung erfolgt bei -80°C. Das vorliegende Protokoll findet ebenfalls
Anwendung fir die Isolation der Gonaden von Wirmern aus single sex Infektionen (Hahnel et
al., 2013).

Zur Uberprifung der Vitalitat von Zellen isolierter Testes und Ovarien kénnen Organe direkt
im Anschluss an die Aufreinigung mit Trypanblau (0,4 %, Sigma Aldrich) geféarbt werden.
Hierzu werden Gonaden in 50 pl Farbstoff resuspendiert und 5 min. bei RT inkubiert.
AnschlieBend wird die Resuspension auf einen Objekttrager Gberfihrt und unter dem
Lichtmikroskop (CX21, Olympus) analysiert. Bilder konnen tber eine Digitalkamera (SC30,
Olympus) angefertigt und mit der ,,CellSense Dimension* Software (Olympus) ausgewertet

werden.

72



2. Material und Methoden

2.2.7 RNA-Interferenz-Versuche bei adulten S. mansoni

In der vorliegenden Arbeit werden RNA-Interferenz-(RNAI)-Experimente an adulten
S. mansoni mit doppelstrangiger RNA (dsRNA) durchgefiihrt. Das Ziel der Versuche ist eine
Reduktion von Transkriptionsraten spezifischer Gene mit anschlieender Charakterisierung
behandelter Schistosomen auf molekularbiologischer und morphologischer Ebene. Das
Einbringen der dsRNAs in die Wurmer erfolgt ber Elektroporation (Ndegwa et al., 2007;
Krautz-Peterson et al., 2010a).

2.2.7.1 Synthese von dsRNA
Die Synthese von dsRNA fir RNAi-Versuche an adulten Schistosomen erfolgt mit dem

,» 17 MEGAscript RNAI Kit“ (Ambion) nach Anleitung des Herstellers. Als Template fur die
in vitro-Transkription dienen PCR-Produkte, welche durch entsprechende Primer-
konzeptionen an 5°- und 3‘-Enden Uber T7-Promoter-Sequenzen verfiigen. Im Anschluss an
Synthese und Séulenaufreinigung wird die dSRNA U.N. bei -20°C geféllt (1:10 Vol. 4 M LICl,
2,5 x Vol. 100 % Ethanol). Es folgt eine Zentrifugation fir 10 min. (12.000 rpm, 4°C) und ein
anschlieBendes Waschen des Pellets mit 75% Ethanol (verdiinnt in DEPC-H20). Nach einem
erneuten Zentrifugationsschritt fir 10 min. (12.000 rpm, 4°C) wird das Pellet getrocknet und
in Elektroporationspuffer (Spillotis et al., 2010) resuspendiert. Die dSRNA wird anschlieRend
zur Qualitatskontrolle auf einem Agarosegel aufgetrennt und bis zur weiteren Verwendung

bei -20°C gelagert.

2.2.7.2 Elektroporation adulter S. mansoni
Das Einbringen von dsRNA in adulte Schistosomen erfolgt durch Elektroporation mit dem

Pulser XCell von Bio-Rad. Hierzu werden jeweils acht Péarchen in eine 4 mm Kuvette
(Bio-Rad) mit 50 pl Elektroporationspuffer tberfuhrt. Die dSRNA-Konzentration des Puffers
betragt 500 ng/ul. Der eigentliche Elektroporationsschritt erfolgt durch Anlegen eines
single square wave-Impulses von 125 V fiir 20 ms bei Raumtemperatur (Ndegwa et al., 2007;
Krautz-Peterson et al., 2010a). Im Anschluss werden die Wirmer zusammen mit dem
dsRNA-haltigen Puffer in 3 ml M199-Vollmedium tberfihrt und bei 37°C und 5 % CO2 im
Brutschrank kultiviert. Nach 48 h wird das Medium gewechselt und nach finf bis sechs Tagen
werden die Wiirmer zur RNA-Isolation verwendet bzw. fur morphologische Analysen in AFA

fixiert.
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2.2.8 Invitro-Behandlungen adulter S. mansoni mit Inhibitoren bzw. Antagonisten

Jeweils sechs bis acht S. mansoni-Péarchen werden 24 h nach Perfusion in Schalen mit 3 ml
frischem M199-Vollmedium uberfihrt und mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Inhibitoren (BIBF1120, SelleckChem; 3289-8625, Merck Millipore) bei 37°C und 5 % CO-
kultiviert. Das Medium wird taglich unter Zugabe neuen Inhibitors gewechselt und nach fiinf
bis sechs Tagen werden die behandelten Wurmer fiir morphologische Analysen in AFA
fixiert. Als Kontrolle dienen Pérchen die ausschlieBlich mit dem Lésungsmittel (DMSO) der
verwendeten Inhibitoren inkubiert werden. Die Behandlung adulter von S. mansoni-Parchen
mit Progesteron erfolgt nach gleichem Prinzip, allerdings wird hier Basch-Medium fur die

in vitro-Kultur verwendet.

2.2.9 Karminrot-Farbung adulter S. mansoni

Adulte S. mansoni werden zunéchst fiir mindestens 24 h in AFA-Fixativ bei RT fixiert, bevor
sie zur Féarbung fir 30 min. in eine Karminrot-Losung Uberfihrt werden. Die Entfarbung
erfolgt in saurem Ethanol (70 % Ethanol mit 2,5 % konzentrierter HCI) unter mehrfachem
Wechseln der Losung, bis die Wirmer nur noch geringe Mengen Farbstoff abgeben. Hieran
schliel3t sich eine Dehydrierung der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 90 %,
100 %; jeweils 5min.) an, an deren Ende die Wuirmer schlieflich auf vorbereiteten
Objekttragern mit Kanadabalsam (Sigma Aldrich) fixiert werden (modifiziert nach Machado-
Silva et al., 1998).

2.2.10 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (KLSM)

Die morphologische Betrachtung Karminrot-gefarbter Schistosomen erfolgt an einem
konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (TSC SP2) der Firma Leica im Reflektionsmodus mit
einer He/Ne-Laseranregung von 50 % bei 488 nm und einem 470 nm long pass Filter zur
Detektion.
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2.2.11 Germinal vesicle breakdown-Assays

Alle in dieser Arbeit durchgefiinrten Germinal Vesicle Breakdown-(GVBD)-Assays zur
Untersuchung der enzymatischen Aktivitat von Tyrosinkinasedomanen und deren Inhibition
mittels kommerzieller Wirkstoffe erfolgen in Kooperation mit Dr. Colette Dissous und
Mathieu Vanderstraete (CIIL - Center for Infection and Immunity der Universitat Lille,
Frankreich). Hierzu werden Kinasedomdanen-kodierenden Sequenzbereiche in den Vektor
pcDNA 3.1/V5-His (Invitrogen) kloniert und entsprechende Konstrukte nach Linearisierung
zur invitro-Transkription von 5°-Cap-RNA mit dem ,,T7 mMessage mMachine Kit*
(Ambion) verwendet. Die in vitro synthetisierten RNAs (je 60 ng) werden anschliefend in
Xenopus laevis stage VI Oocyten injiziert (Browaeys-Poly et. al., 2000; Long et al., 2010) und
diese nach einer Inkubation von 18 h bei 19°C in ND96-Medium beziiglich des Auftretens
eines GVBDs untersucht (Haccard et al., 1995). Als Positivkontrollen werden mit Progesteron
behandelte Oocyten verwendet und als Negativkontrollen dienen unbehandelte Oocyten.
Inhibitoren kdénnen dem ND96-Medium in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefugt

werden (Beckmann et al., 2011).
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3. Ergebnisse

Der Ergebnisteil der hier vorliegenden Dissertation gliedert sich in drei Abschnitte. Der
Abschnitt 3.1 beinhaltet die Etablierung einer Methode zur Isolation von Testes und Ovarien
aus adulten S. mansoni (siehe 3.1) sowie erste Transkriptionsanalysen ausgewahlter Gene auf
Ebene der Gonaden. Der zweite Teil enthalt Lokalisations- und Transkriptionsstudien zu
Transmembranrezeptoren aus adulten Schistosomen (siehe 3.2). Den Abschluss der
Ergebnisse bilden initiale Funktionsanalysen ausgewahlter Rezeptoren mittels RNAI-

Experimenten und Inhibitorstudien (siehe 3.3).

3.1 Etablierung einer Methode zur Isolation von Gonaden aus adulten
S. mansoni und erste Transkriptionsanalysen

Mit dem Beginn des Genomprojekts (Berriman et al., 2009; Protasio et al., 2012) wurde eine
wichtige Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen verschiedener Aspekte der
S. mansoni-Biologie geschaffen. Hierzu zahlen sowohl funktionelle Analysen einzelner Gene
als auch Transkriptom- und Proteomstudien mit Fokus auf unterschiedliche
Entwicklungsstadien des Parasiten, wie z.B. Analysen zur geschlechts- und
paarungsabhangigen Expression von Genen in adulten S. mansoni (Hoffmann et al., 2002;
Fitzpatrick et al., 2005; Fitzpatrick & Hoffmann, 2006; Waisberg et al. 2007; Verjovski-
Almeida et al., 2007; Ojopi et al., 2007). Die Mehrzahl dieser Studien erfolgte aufgrund des
eingeschrankten Zugriffs auf innere Organe und Gewebe des Parasiten auf der Ebene ganzer
Organismen und konnte so gewebespezifischen Fragestellungen nicht gerecht werden. Einen
ersten Fortschritt in dieser Hinsicht stellte die Publikation von Nawaratna et al. (2011) dar, in
der erstmals Transkriptionsprofile einzelner Organe und Gewebe adulter S. mansoni, wie
Testis, Ovar, Vitellarium und Gastrodermis mittels einer Kombination aus
Lasermikrodissektion und Microarrays untersucht und mit denen vollstandiger Wirmer
verglichen wurde. Allerdings stehen spezifische Analysen innerer Organe und Gewebe von
adulten S. mansoni damit immer noch am Anfang und sind mit grolem Aufwand verbunden

sowie erheblichen Einschrdnkungen unterworfen.

Das erste Teilprojekt dieser Arbeit zielte daher auf die Etablierung einer Methode zur
Isolation vollstdndiger Testes und Ovarien adulter Schistosomen. Die Konzeption der hier
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angewendeten Technik geht auf meinen Kollegen Dr. Thomas Quack aus der Arbeitsgruppe
von Prof. Grevelding zuriick. Ihm gelang es, (Uber eine Kombination aus
Detergenzienbehandlung und  Proteaseverdau  erstmals Ovarien aus  maturen
Schistosomenweibchen zu isolieren. Im Rahmen meines Projekts wurde sein
Ausgangsprotokoll hinsichtlich Detergenzienkonzentrationen sowie den verwendeten
Proteasen modifiziert und auf mannliche Wirmer sowie paarungsunerfahrene Weibchen

Ubertragen (siehe 3.1.1).

Um Hinweise auf die Qualitat der isolierten Gonaden zu erhalten, wurden Testes und Ovarien
im Folgenden mittels Vitalfarbungen lichtmikroskopisch analysiert (siehe 3.1.2). Hieran
anschliefend wurden Trizol-Extraktionen durchgefuhrt und Quantitdt sowie Qualitat der
erhaltenen Gesamt-RNA bestimmt (siehe 3.1.3). Den Abschluss des ersten Teilprojekts
bildeten organspezifischne RT-PCRs mit dem Ziel, die Anwendbarkeit der Methode

hinsichtlich Fragestellungen zur Genexpression in den Gonaden zu untersuchen (siehe 3.1.4).

3.1.1 Isolation von Testes und Ovarien aus adulten S. mansoni

Um Zugang zu inneren Geweben und Zellen aus adulten Schistosomen zu erhalten, sind zwei
grundsatzliche Schritte notwendig. Als erstes muss das Tegument als &uflere Schicht der
Wirmer aufgeldst und zweitens die subtegumentalen Muskelschichten entfernt werden.

Bei dem Tegument handelt es sich um eine syncytiale Schicht, welche die gesamte
Oberflache des Parasiten uberzieht. Es bildet eine physiologisch aktive und widerstandsfahige
Barriere gegen das Immunsystem des Wirts (van Hellemond et al. 2006). Nach auf3en hin
wird es durch die sogenannte Membranocalyx abgeschlossen, die aus mehreren
Lipidschichten besteht. Nach innen folgt dem Tegument eine Basallamina, welche das

Syncytium von der Muskulatur abgrenzt.

Fur die Entfernung des Teguments wurde die TS-Losung, eine Kombination aus vier nicht-
ionischen und nichtdenaturierenden Detergenzien (Brij35, Nonidet P40, Tween 80 und
TritonX-405) verwendet. Diese ermdglicht eine vollstandige Auflésung des Teguments, ohne
die weitere Struktur des Wurms anzugreifen (siehe Abb. 3.1, B), wie Uber konfokale laser
scanning-Mikroskopie (KLSM) (Quack et al, 2012) und elektronenmikroskopische
Aufnahmen gezeigt werden konnte (Hahnel et al., 2013). Um eine mdglichst sensitive
Behandlung der Wirmer zu gewéhrleisten, wurden Detergenzienkonzentrationen und
Inkubationsdauer variiert und Bedingungen gewahlt, bei denen die Wirmer unter

lichtmikroskopischer Betrachtung noch Vitalzeichen wie z.B. Darmperistaltik zeigten. Zum
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enzymatischen Abbau der unterhalb des Teguments befindlichen Quer- und Langsmuskulatur
wurden unterschiedliche Proteasen wie eine Collagenase-Dispase-Mixtur (Col/Dis.; Roche),
Papain, Trypsin (beides Sigma Aldrich) und Proteinase K (Merck; Quack, personliche
Mitteilung) auf ihre Wirksamkeit getestet. Das beste Ergebnis aus effizientem Muskelabbau
und Schonung submuskulérer Strukturen wurde allerdings durch den Einsatz von Elastase
erzielt, einem Enzym, welches spezifisch Elastin hydrolysiert (Shotton, 1970). Diese Protease
zeigte darUber hinaus bei beiden Geschlechtern eine ahnliche Effizienz, wohingegen Col/Dis.

nur fur die Behandlung von Weibchen geeignet war.

Nach ausreichender Inkubation mit Elastase bei 37°C und mechanischer Beanspruchung
(600 rpm, Thermoschdittler) kam es zum Aufschluss der Wurmkarkassen und zur Freisetzung
von inneren Organen, Organfragmenten und Zellen ins Medium (siehe Abb. 3.1, C-E).
Ménnliche Karkassen brachen dabei hdufig nahe der Kopfregion auf, was das Herausldsen der
Testes aus dem umliegenden Gewebe beglnstigte. Vollstandig isolierte Testes bestanden aus
sechs bis neun Loben, welche (ber den vas deferens miteinander verbunden und meist
ringformig angeordnet waren. Der Durchmesser einzelner Loben betrug 90 bis 100 pm und
ihr Inhalt erschien unter dem Lichtmikroskop homogen (siehe Abb. 3.1, F). Zwischen Testes
aus paarungserfahrenen und paarungsunerfahrenen Mannchen lieRen sich keine

morphologischen Unterschiede erkennen (nicht gezeigt).

Die durch die Fragmentierung paarungserfahrener Weibchen freigesetzten, maturen Ovarien
besalen eine birnenférmige Struktur mit einer Lange von ca. 400 um und einer maximalen
Breite von ca. 120 um (siehe Abb. 3.2, F). Ihr Inhalt teilte sich auf in den anterioren Bereich
mit immaturen Oocyten und den posterioren Bereich mit reifen, primaren Oocyten. Im
Vergleich hierzu waren Ovarien aus paarungsunerfahrenen Weibchen wesentlich kleiner mit
einer Lange von ca. 200 um und einer Breite von ca. 50 um (siehe Abb. 3.2, F). Ihr Inhalt

bestand ausschlieBlich aus immaturen Oocyten (Shaw & Erasmus, 1981).

Die freigesetzten Reproduktionsorgane waren unempfindlich gegenlber leichter
mechanischer Beanspruchung und konnten durch vorsichtiges Pipettieren angereichert und
gereinigt werden. Die Effizienz der Isolation lag flr Testes und mature Ovarien bei ca. 70 %
der eingesetzten Wirmer. Flr immature Ovarien konnten Ausbeuten von bis zu 90 % erreicht

werden.

Neben der Isolation von Testes und Ovarien wurde durch den enzymatischen Aufschluss der
Wurmkarkassen auch der Zugriff auf andere Gewebe ermdglicht. Im Lysat maturer Weibchen
befanden sich z. B. Fragmente des Vitellariums, welche allerdings haufig noch mit anderen
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Geweben wie Darm und Parenchym assoziiert waren (siehe Abb. 3.2 E). Daruber hinaus
konnten aus paarungsunerfahrenen Weibchen Ootypen isoliert werden (Hahnel et al., 2013).
Bei Mannchen hingegen fanden sich vereinzelt Pseudoovarien im Medium (nicht gezeigt).
Aus Wurmern beider Geschlechter wurden zudem Darmfragmente unterschiedlicher Lange

herausgel6st (nicht gezeigt).

Neben vollstandigen Organen bzw. Organfragmenten erhielt man durch den Aufschluss der
Wurmer auch Zugang zu unterschiedlichen Zelltypen wie Vitellinzellen (siehe Abb. 3.2 E).
Mit Ausnahme von Testes und Ovarien wurden in der vorliegenden Arbeit allerdings keine
der oben erwahnten Strukturen, Gewebe, oder Zellen angereichert und weiterfihrend

analysiert.
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A

Abb. 3.1: Testesisolation aus adulten S. mansoni-Mannchen

Adulte Ménnchen wurden mit einer Kombination aus Detergenzien- und Proteasebehandlung
aufgeschlossen und die freigelegten Testes angereichert (A-F). Zunachst wurden die Wirmer mit
TS-Losung inkubiert, was zu einer Ablésung des Teguments (Pfeil) fuhrte (A unbehandeltes
Mannchen; B Mannchen nach Detergenzienbehandlung). Hierauf folgte eine Inkubation der
Méannchen mit dem Enzym Elastase. Mit Fortschreiten der Behandlung begannen die Wirmer ihre
Form zu verlieren (C, 10 min.) und brachen hdufig zwischen Kopf- und Nackenregion auf (D,
15 min.). Letztlich kam es durch die enzymatische und mechanische Wirkung zur Freisetzung der
Testes ins Medium (E, 20 min.). Diese wurden mittels Pipette gesammelt und durch mehrmaliges
Uberfiihren in frisches Medium gereinigt (F, 25 min.). Nach gleichem Protokoll war auch eine
Isolation von Testes aus paarungsunerfahrenen Mannchen mdoglich. [Te: Testes; Ks:
Kopfsaugnapf; Bs: Bauchsaugnapff.
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Abb. 3.2: Ovarisolation aus adulten S. mansoni-Weibchen

Adulte, paarungserfahrene Weibchen wurden mit einer Kombination aus Detergenzien- und
Proteasebehandlung aufgeschlossen und die freigelegten Ovarien angereichert (A-F). Zunéchst
wurden die Wirmer mit TS-Lésung inkubiert, was zu einer Ablosung des Teguments (Pfeil) flihrte
(A, unbehandeltes Weibchen; B, Weibchen nach Detergenzienbehandlung). Hierauf folgte eine
Inkubation der Weibchen mit dem Enzym Elastase. Mit Fortschreiten der Behandlung begannen
die Wiirmer ihre Form zu verlieren (C, 10 min.) und zu fragmentieren (D, 15 min.). Letztlich kam
es durch die enzymatische und mechanische Wirkung zur Freisetzung der Ovarien ins Medium (E,
20 min.). Diese wurden mittels Pipette gesammelt und durch mehrmaliges Uberfiithren in frisches
Medium gereinigt (F, 25 min.). Nach gleichem Protokoll war auch eine Isolation von Ovarien aus
immaturen, paarungsunerfahrenen Weibchen maoglich (F). [Ov: Ovar; iOv: immatures Ovar; iO:
immature Oocyten; mO: mature Oocyten; V: Vitellarium; S4: S4-Zellen; Ks: Kopfsaugnapf; Bs:
Bauchsaugnapf; D: Darm]

81



3. Ergebnisse

Um Hinweise auf den Zustand der Zellen aus Testes und Ovarien zu erhalten, wurden
Gonaden direkt nach der Isolation mit Trypanblau (Sigma Aldrich) gefarbt und
lichtmikroskopisch untersucht. Die Organe enthielten eine Mischung lebender und toter
Zellen, wobei der Anteil letzterer bei ca. 30 % bis 50 % lag. Die lebenden Zellen waren
homogen tber die Organe verteilt ohne eine Préaferenz flr einen bestimmten Organbereich zu
zeigen (siehe Abb. 3.3).

A B

30 pm 200 pm
Abb. 3.3: Vitalitatsfarbung isolierter Gonaden aus adulten S. mansoni

Testis (A) und Ovar (B) paarungserfahrener S.mansoni wurden im
Anschluss an die Isolation mit Trypanblau geférbt und lichtmikroskopisch
untersucht, um Hinweise auf die Vitalitat der Zellen zu erhalten.

3.1.2 RNA-Isolation aus isolierten Testes und Ovarien

Nachdem Uber Trypanblau-Farbung gezeigt werden konnte, dass ein Anteil von Gber 50 % der
Zellen isolierter Testes und Ovarien vital waren, wurde Gesamt-RNA aus den
Reproduktionsorganen extrahiert. Zur Kontrolle der Qualitat und Bestimmung der Quantitat
wurde Gesamt-RNA aus Organen mit dem Agilent BioAnalyzer Gberpriift und mit Gesamt-
RNA aus adulten Mannchen und Weibchen verglichen. In allen Féllen zeigten die erhaltenen
Elektropherogramme ein charakteristisches Muster im Laufbereich der 18S rRNA (siehe Abb.
3.4). Die 28S rRNA konnte aufgrund der fur S. mansoni beschriebenen Prozessierung (van
Keulen et al. 1985; van Keulen et al. 1991) weder in Gesamt-RNA aus Organen noch aus
Adulten detektiert werden. Daher konnten auch keine RIN-Werte (RNA-Integritdtsnummer)
als weitere Indikatoren fir die Qualitdt der RNA-Proben ermittelt werden (Mueller et al.,
2004). Quantitativ konnten aus Testes paarungserfahrener und -unerfahrener Ménnchen 8 ng
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bzw. 7ng RNA je Organ extrahiert werden. Bei Weibchen kommt es abhédngig vom
Paarungsstatus zu groBeren Unterschieden. Ein matures Ovar enthélt ca. 26 ng RNA, wéhrend
der RNA-Gehalt eines Ovars aus immaturen Weibchen bei ca. 0,8 ng liegt. Im Vergleich
hierzu liegen die Gesamtausbeuten fiir RNA aus Ménnchen bei ca. 750 ng und bei Weibchen
zwischen ca. 140 ng und ca. 700 ng abhéngig vom Paarungsstatus. Insgesamt zeigten die
BioAnalyzer-Daten, dass RNA aus Organen und Adulten qualitativ vergleichbar ist sowie in
ausreichender Menge fur molekularbiologische Anwendungen aus Testes und Ovarien

extrahiert werden kann (siehe Tab. 3.1).
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Abb. 3.4: Qualitative Analyse extrahierter Gesamt-RNA aus Adulten und Gonaden

Um Hinweise auf die RNA-Qualitat und den RNA-Gehalt isolierter Gonaden zu erhalten, wurde
Gesamt-RNA aus Testes und Ovarien mit Hilfe des BioAnalyzers kapillarelektrophoretisch
analysiert und mit extrahierter Gesamt-RNA aus Adulten verglichen. Die Abbildung zeigt
exemplarisch die Elektropherogramme von RNA-Préparationen paarungserfahrener Mannchen (A)
und Weibchen (B) sowie Testes (C) und Ovarien (D). In allen Féllen ist die 18S rRNA als
dominanter Ausschlag zu erkennen. [FU: Fluoreszenz-Einheit; s: Laufzeit in sec.]
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Tab. 3.1: Qualitative Analyse extrahierter Gesamt-RNA aus Adulten und Gonaden

Paarungsunerfahren Paarungserfahren

Te Ov 48 Q Te Ov ) Q

7ng 0,8ng | ~750 ng | 140 ng 8 ng 26ng | ~750ng | 700 ng

Um Hinweise auf die RNA-Qualitat und den RNA-Gehalt isolierter Gonaden zu erhalten, wurde
Gesamt-RNA aus Testes und Ovarien mit Hilfe des BioAnalyzers kapillarelektrophoretisch
analysiert und mit extrahierter Gesamt-RNA aus Adulten verglichen. Die Tabelle 3.1 enthalt den
gemittelten RNA-Gehalt (ng) je Organ (Testis: Te; Ovar: Ov) aus paarungserfahrenen und
-unerfahrenen Adulten beider Geschlechter als auch den RNA-Gehalt einzelner adulter Wiirmer
(Minnchen: &'; Weibchen: Q) des jeweiligen Paarungsstatus.

3.1.3 Gonadenspezifische RT-PCRs

RNA aus Testes und Ovarien paarungserfahrener Wirmer wurde zur cDNA-Synthese
verwendet und in nachfolgenden RT-PCRs auf die Transkription ausgewéhlter Gene
untersucht (siehe Tab. 3.2). Hierzu wurden Gene ausgewéhlt, deren Expression in den
Gonaden adulter Schistosomen bereits bekannt war, aber auch solche fur die bisher keine

Lokalisierungsdaten vorlagen.

Mittels RT-PCR konnten Transkripte der kleinen GTPase SmRhol und der zelluldren
Tyrosinkinase SmTKG6 in Testes und Ovarien detektiert werden, was sich mit den Ergebnissen
bereits publizierter in situ-Hybridsierungen deckt (Quack et al., 2009; Beckmann et al.,
2010a). Zu den Genen, deren Transkription in Testes und Ovarien nachgewiesen werden
konnten, gehoren weiterhin die Proteindisulfidisomerase SmPDI (Finken et al., 1994) und die
katalytische Untereinheit der Calcium-abhéngigen Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin
SMCNA (Mecozzi et al., 2000; Knobloch et al., 2004). In friiheren Studien wurden uber
in situ-Hybridisierungen und Immunlokalisationen unter anderem die Testes nicht aber das
Ovar als Expressionsort beider Gene identifiziert. Im Gegensatz dazu war flr die
Rezeptortyrosinkinase SmVKRL1 (Vicogne et al., 2003), das Immunophilin FKBP12 (Rossi et
al., 2002; Knobloch et al., 2004), den TGFB-Rezeptor SmTBR-1 (Knobloch et al., 2004) und
das VASA-like Gen SmVgl 1 (Skinner et al., 2012) bereits eine Expression im Ovar bekannt.
Uber organspezifische RT-PCRs konnten zusétzlich Transkripte in den Testes nachgewiesen
werden. Eine Transkription in beiden Gonaden wurde auBerdem fir die Permease

Untereinheit SMSPRM1hc (Krautz-Peterson et al., 2007), das heat shock Protein SmHSP 70
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(Neumann et al., 1992, Wippersteg et al., 2002) sowie eine potentielle Glykosyltransferase
SmOGT1 (Smp_046930) gezeigt. Uber eine Aktivitit dieser Gene in den
Reproduktionsorganen von S. mansoni war bisher nichts bekannt.

Als testesspezifisch transkribiert in Bezug auf die Gonaden stellten sich ferner das Aquaporin
SMAQP (Faghiri et al., 2010), ein potentielles axonemales Dynein SmAxDyn (Smp_167040)
sowie ein Speedy/Ringo Homolog SmRingo A (Smp_170320) heraus. SmAQP war bisher
uber Immunlokalisation ausschlieBlich im Tegument nachgewiesen worden (Faghiri et al.
2010). Zu SmAxDyn sowie SmRingo A gab es in Schistosomen bislang noch keine
Untersuchungen. Allerdings ist aus anderen Organismen bekannt, dass axonemale Dyneine
als Bestandteile von Cillien und Speedy/Ringo Proteine als Regulatoren des Zellzyklus u.a. in
die Spermatogenese involviert sind (Fatima, 2011; Cheng et al., 2005).

Ausschliellich im Ovar konnten hingegen Transkripte eines Gens detektiert werden, welches
ein potentielles egg shell precursor Protein (Smp_000430) kodiert. Dies deckt sich mit
Lokalisationsstudien, bei denen Transkripte des Gens Uber in situ-Hybridisierungen neben
dem Vitellarium auch im Ovar nachgewiesen wurden (Buro et al., 2013).

Nicht in den Gonaden transkribiert werden den durchgefuhrten RT-PCRs zufolge der
Glucose-Transporter SmMSGTP4 (Krautz-Peterson et al., 2010b) und die Phosphodiesterase
SMNPP-5 (Bhardwaj et al., 2011). Beide Proteine sind Uber Immunlokalisationen im

Tegument detektiert worden.

Ein Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit der Studie von Nawaratna et al. (2011) zeigte
fir die Gene SmTK6, SmVKR1, SmCNA, SmFKBP12, SmVIgl und SmHSP70
Ubereinstimmungen beziiglich einer Transkription im Ovar. Eine Zusammenfassung der in
dieser Arbeit durchgefuhrten RT-PCRs befindet sich in Tab. 3.2. Daruber hinaus ist in
Abbildung 3.5 ein repréasentatives Agarosegel der hier durchgefiihrten gonadenspezifischen
RT-PCRs dargestellt.
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Tab. 3.2: Zusammenfassung der gonadenspezifischen RT-PCRs

RT-PCRs | Bisherige Studien in adulten S. mansoni
Gen

Te | Ov | Lokalisation Referenz
SmRhol + 3 ISH: Te, Ov, V, P Quack et al., (2009)
SMTKG6 + 3 ISH/LMD: Te, Ov, V, P Beckmann et al., (2010)
SmPDI + A ISH/IL: Te, P, G Finken et al., (1994)
SMCNA + A IL/LMD: Te, Ov, P, T Knobloch et al., (2004)
SmVKR1 + + ISH/LMD: Ov, P Vicogne et al., (2003)
SmMFKBP12 + + ISH/ IL/LMD: Ov, V, P, T | Knobloch et al., (2004)
SMTGFpRR-1 + A ISH: Ov, V, P Knobloch et al., (2004)
Smvgll i + WISH/LMD: Ov Skinner et al., (2012)
SmSPRM1hc + A IL: T,P Krautz-Peterson et al., (2007)
SmOGT1 + i - -
SmHSP 70 + + LMD: Ov,P, T Wippersteg et al., (2002)*
SMAQP T - IL:T Faghiri et al., (2010)
SmAXxDyn + - - -
SmRingo A + - - -
egg shell precursor | - + ISH: Ov, V Buro et al., (2013)
SmSGTP4 - - IL: T Krautz-Peterson et al., (2010)
SMNPP-5 - - IL: T Bhardwaj et al., (2011)

Ergebnisse zur Untersuchung der Expression ausgewdhlter Gene in Testes und Ovarien
paarungserfahrener S. mansoni Uber gonadenspezifische RT-PCRs. Fiir 11 der 17 der untersuchten
Gene konnten Transkripte in beiden Organen nachgewiesen werden. Zusétzlich wurden vier Gene
identifiziert, die in Bezug auf die Gonaden eine testes- bzw. ovarspezifische Transkription
aufwiesen. Zwei weitere Gene zeigen keine transkriptionelle Aktivitdt in den untersuchten
Reproduktionsorganen. Die vorliegenden Resultate bestétigen und/oder erweitern bisherige, tber
in situ-Hybridisierungen  (ISH), whole mount in situ-Hybridisierungen (WISH), Immun-
lokalisationen (IL) und Lasermikrodissektion (LMD; Nawaratna et al., 2011**) erzielte Ergebnisse
friherer Lokalisationsstudien. [Te: Testes; Ov: Ovar; V: Vitellarium; P: Parenchym; T:
Tegument ; G: Gastrodermis].

- Fortsetzung néchste Seite -
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* Die hier aufgefuhrte Lokalisation der SmHSP70-Expression von Wippersteg et al. (2002) beruht
auf  einer  transienten  Transformation  adulter  S. mansoni-Mé&nnchen mit  GFP-
Reportergenkonstrukten unter der Kontrolle des SmHSP70-Promoters.

** Die hier aufgefuhrten Ergebnisse der Studie von Nawaratna et al. (2011) beruhen auf
quantitativen Erhebungen zum Transkriptionsprofil verschiedener Organe im Vergleich zum
Gesamtwurm mittels Microarrays (siehe 4.1).

bp M Te Ov & Te Ov g Te Ov G TeOVQ’M
10005 PDI HSP70 FKBP12 TGFpR1

Abb. 3.5: Gonadenspezifische RT-PCRs zu ausgewahlten Genen

Abbildung 3.5 zeigt ein reprasentatives Agarosegel der durchgefiihrten gonadenspezifischen RT-
PCRs. Gesamt-RNA aus Testes (Te) und Ovarien (Ov) paarungserfahrener S. mansoni wurde
isoliert und zur cDNA-Synthese verwendet. Als Positivkontrolle diente cDNA aus Pérchen (3'Q).
Die nachfolgenden PCR-Reaktionen zur Amplifikation von SmPDI, SmHSP70, SmFKBP12,
SMTGFBR1, SmSPRM1hc, SmMAQP und SmSGTP4 erfolgten mit 1:40 Verdinnungen der
eingesetzten cDNAs. Je 16 ul Reaktionsansatz wurden auf das 1%ige Agarosegel
(Ethidiumbromidfarbung) aufgetragen. GroRenstandard (M): HyperLadderl (Bioline).
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3.2 Lokalisationsstudien und initiale Trankriptionsanalysen zu
Transmembranrezeptoren adulter S. mansoni

Auf der Suche nach alternativen Ansatzpunkten zur Bekampfung der Schistosomiasis ist ein
detailliertes Wissen der Entwicklungsbiologie des Parasiten notwendig. Aus diesem Grunde
ist u.a. die einzigartige Reproduktionshiologie adulter S.mansoni in den Fokus der
Grundlagenforschung  geruckt. Eine molekularbiologische Betrachtung  der
paarungsinduzierten Reifung des Weibchens offenbarte die Beteiligung verschiedener
Signalwege an Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen in den Reproduktionsorganen
adulter S.mansoni. Trotz stetiger Fortschritte sind diese gonadenspezifischen
Signaltransduktionsprozesse derzeit noch nicht in ihrer Gé&nze verstanden, da wichtige
Komponenten noch unbekannt sind. Hierzu zéhlen u.a. Transmembranrezeptoren, die
aufgrund ihrer Rolle als Vermittler zwischen inter- und intrazellularer Kommunikation
Schusselfunktionen in Signalprozessen einnehmen. Ein wichtiges Ziel ist es daher, aus dem
breiten Repertoire an Transmembranrezeptoren aus S. mansoni (Berriman et al., 2009;
Hahnel, 2010; Andrade et al., 2011; Avelar et al., 2011; Zamanian, et al., 2011) Kandidaten

zu finden, die maoglicherweise von reproduktionsbiologischer Relevanz fiir den Parasiten sind.

Aus diesem Grunde wurde die im ersten Teil der Arbeit vorgestellte Isolationsmethode (siehe
3.1) im Folgenden dazu genutzt, die Transkription ausgewahlter Transmembranrezeptoren in
Testes und Ovarien adulter S. mansoni Uber gonadenspezifische RT-PCRs zu untersuchen
(siehe 3.2.1). Hieran schlossen sich fur einige der unter 3.2.1 untersuchten Rezeptoren
in situ-Hybridisierungen an, um die Ergebnisse der RT-PCRs zu verifizieren und weitere
transkriptionell aktive Gewebe zu identifizieren (siehe 3.2.2). Dartiber hinaus folgten erste
Untersuchungen zur paarungsabhdngigen Transkription in adulten Schistosomen sowie in
Testes und Ovarien mittels gPCR (siehe 3.2.3).

3.2.1 Lokalisation von Rezeptoren Gber Organ-spezifische RT-PCRs

Die in dieser Arbeit etablierte gonadenspezifische RT-PCR (siehe 3.1) wurde im Folgenden
angewendet, um die Transkription von insgesamt 15 Transmembranrezeptoren
unterschiedlicher Familien in den Testes und Ovarien adulter S. mansoni nachzuweisen. Die
Kandidaten wurden dabei nach unterschiedlichen Kriterien ausgewahlt. Zundchst wurden
solche Gene betrachtet, fir die bereits erste Hinweise auf eine Expression in den
Reproduktionsorganen von Schistosomen vorlagen. Hierzu zéhlen das transmembrane Mucin

SmTmMucl, ein Interaktionspartner von SmTK6 (Beckmann et al., 2011) und der potentielle
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Allatostatin-Rezeptor SmPARL. Transkripte beider Gene wurden im Rahmen meiner
Diplomarbeit (Hahnel, 2010) tber erste in situ-Hybridisierungen im Ovar maturer Weibchen
lokalisiert. Dies konnte ber gonadenspezifische RT-PCRs bestatigt und zusétzlich fir die

Testes erweitert werden.

Weiterhin war der Focus auf Rezeptoren gerichtet, die aufgrund ihrer Homologie zu
entwicklungs- und reproduktionsrelevanten Genen anderer Organismen moglicherweise auch
in Schistosomen eine vergleichbare Bedeutung einnehmen. Als aussichtsreiche Kandidaten
wurden unter anderem vier Vertreter der Frizzled-Familie und zwei FGFR-Homologe
untersucht. Hierbei konnten Transkripte von SmFrzl (Smp_118970/173940) sowie
SMFGFR1 und SmFGFR2 in beiden Gonaden detektiert werden. Fur letzteren war bereits
eine Lokalisation in den Testes adulter M&nnchen bekannt (Collins et al., 2013). Die weiteren
Frizzled-Rezeptoren, SmFrz2 (Smp_155340), SmFrz3 (Smp_139180) und SmFrz4
(Smp_174350) werden hingegen den vorliegenden RT-PCR Ergebnissen zufolge nicht in den
Gonaden transkribiert.

Weitere Rezeptoren, deren Transkription in Testes und Ovarien nachgewiesen wurde, waren
zwei potentielle  Adiponektin-Rezeptoren  AdipoR1 (Smp_045410) und AdipoR2
(Smp_045420), eine Rezeptortyrosinphosphatase SmRTP1 (Smp_152750) sowie zwei
Rezeptoren mit Homologie zu Progesteron-bindenden Molekilen, dem membrane progestin
receptor SmProgestinR1 (Smp_086190) und dem progesterone membrane receptor
component SmPMRC1 (Smp_093700). Transkripte des potentiellen Neuropeptid Y
Rezeptors SMNPYR1 (Smp_132220/080820) wurden hingegen nur in den Testes detektiert.

Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit der Studie von Nawaratna et al. (2011) zeigte flr die
Gene SmFrz1 und SmAdipoR1 Ubereinstimmungen beziiglich einer Transkription im Ovar.
SMFGFR2 und SmMNPYR1 erscheinen in den Daten von Nawaratna et al. in den Testes als
transkriptionell hochreguliert im Vergleich zum restlichen Mannchengewebe. SmMRTP1 wird
wird den Nawaratna et al.-Daten zufolge ebenfalls in beiden Organen transkribiert. Die
Ergebnisse dieses Versuchsteils sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Dartiber hinaus ist in
Abbildung 3.6 ein reprasentatives Agarosegel der hier durchgefiihrten gonadenspezifischen

RT-PCRs zu Rezeptorgenen dargestellt.
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bp M Te Ov § Te Ov G Te Ov G Te Ov § M
AdipoR1  PMRCI RTP1 SmFrzl

———

bp M Te Ov g Te Ov g Te Ov g M
NPYRI FGFR2 TmMucl

Abb. 3.6: Gonadenspezifische RT-PCRs zu ausgewéahlten Transmembranrezeptoren

Abbildung 3.5 zeigt ein reprasentatives Agarosegel der durchgefiihrten gonadenspezifischen RT-
PCRs. Gesamt-RNA aus Testes (Te) und Ovarien (Ov) paarungserfahrener S. mansoni wurde
isoliert und zur cDNA-Synthese verwendet. Als Positivkontrolle diente cDNA aus Parchen (3'Q).
Die nachfolgenden PCR-Reaktionen zur Amplifikation von SmAdipoR1, SMPMRC1, SmRTPL,
SmFrzl, SmNPYR1, SmFGFR2 und SmTmMucl erfolgten mit 1:40 Verdiinnungen der
eingesetzten CcDNAs. Je 16 ul Reaktionsansatz wurden auf das 1%ige Agarosegel
(Ethidiumbromidfarbung) aufgetragen. GroRenstandard (M): HyperLadderl (Bioline).
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Tab. 3.3: Zusammenfassung der Lokalisationsstudien zu ausgewahlten Rezeptoren

RT-PCRs In situ- Bisherige Studien in adulten
Gen (8.3.2.1) | Hybridisierungen S mansoni
Te | Ov (s.3.2.2) Lokalisation Referenz
SmTmMucl + + Te,Ov, V, P ISH: Ov Hahnel, (2010)
SmMPAR1 + |+ Te, Ov, V ISH: Ov Hahnel, (2010)
SmFrzl + + Te, Ov LMD: Ov Nawaratna et al., (2011)*
SmFrz2 - - n.d. - -
SmFrz3 - - n.d. - -
SmFrz4 - - n.d. - -
SMFGFR1 o + kein Ergebnis - -
STEGER? o | Te. OV WISH/LM: | Collins et al. (2013);
Te, P Nawaratna et al., (2011)*
SmAdipoR1 + + n.d. LMD: Ov Nawaratna et al., (2011)*
SmAdipoR2 + + n.d. - -
SMRTP1 aF + n.d. LMD: Te, Ov | Nawaratna et al., (2011)*
SmProgestinR1 | + + n.d. - -
SmPMRC1 + + n.d. - -
SmMNPYR1 + - Te LMD: Te Nawaratna et al., (2011)*

Aufgefiihrt sind die Ergebnisse aus gonadenspezifischen RT-PCRs und in situ-Hybridisierungen
zur Expression ausgewahlter Rezeptorgene in adulten S. mansoni. Fir 10 der 14 untersuchten
Rezeptoren konnten tber RT-PCRs Transkripte in Testes und Ovarien nachgewiesen werden. Ein
weiterer Rezeptor, SMNPYR1 wurde im Hinblick auf die Gonaden nur in Testes transkribiert.
SmFrz2-, SmFrz3- und SmFrz4-Transkripte wurden hingegen in keinem der beiden
Reproduktionsorgane  detektiert. Die  fur  sechs  Rezeptorgene  durchgefihrten
in situ-Hybridisierungen bestétigten in funf Fallen die Ergebnisse der RT-PCRs beziiglich einer
Transkription in den Gonaden (SmTmMucl, SmPAR1, SmFrzl, SmFGFR2, SmNPYR1).
Lokalisationsstudien zu SmFGFR1 fiihrten zu keinen Ergebnissen.

- Fortsetzung néchste Seite -
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Die vorliegenden Resultate bestatigen und/oder erweitern bisherige, tber in situ-Hybridisierungen
(ISH), whole mount in situ-Hybridisierungen (WISH) und Lasermikrodissektion (LMD) erzielte
Ergebnisse friiherer Lokalisationsstudien. [Te: Testes; Ov: Ovar; V: Vitellarium; P: Parenchym;
n.d.: nicht durchgefihrt].

* Die hier aufgefuhrten Ergebnisse der Studie von Nawaratna et al. (2011) beruhen auf
guantitativen Erhebungen zum Transkriptionsprofil verschiedener Organe im Vergleich zum
Gesamtwurm mittels Microarrays (siehe 4.1).

3.2.2 Verifizierung der Lokalisation ausgewéahlter Rezeptoren tber
in situ-Hybridisierung

Nachdem (ber gonadenspezifischne RT-PCRs eine Transkription verschiedener
Transmembranrezeptoren in Testes und Ovarien adulter Schistosomen nachgewiesen werden
konnte (siehe 3.2.1), wurden fiir sechs ausgewdhlte Kandidaten in situ-Hybridisierungen
durchgefuhrt. Ziel war es die Ergebnisse der RT-PCR zu verifizieren und weitere Gewebe in

adulten Schistosomen zu identifizieren, in denen die Rezeptoren transkribiert werden.

Hierzu wurden gegen Transkripte von SmTmMucl, SmPAR1, SmFGFR1, SmFGFR2,
SmFrzl und SmMmNPYR1 gerichtete antisense-Sonden auf Gewebeschnitte gepaarter
Schistosomen hybridisiert. Fir SmTmMucl (siehe Abb. 3.7, A-C) und SmPAR1 (siehe Abb.
3.7, D, E) konnten Transkripte in den Testes von Méannchen, dem Ovar und dem Vitellarium
von Weibchen und im Falle des Mucins im Parenchym beider Geschlechter nachgewiesen
werden. Eine Transkription von SmFrzl (siehe Abb. 3.7, F-H) und SmFGFR2 (siehe Abb.
3.7, 1-K) wurde in Testes und Ovar lokalisiert. Eine Lokalisation von SmNPYR1-
Transkripten (siehe Abb. 3.7, L-N) beschrénkte sich auf die Testes. Die als Kontrolle
verwendeten sense-Sonden lieferten in keinem Fall Signale (siehe Abb. 3.7, O-Q).
In situ-Hybridisierungen zu SmFGFR1 fihrten trotz mehrfacher Wiederholung zu keinen
Ergebnissen (nicht gezeigt). Hiervon abgesehen stimmten die Ergebnisse der
in situ-Hybridisierungen mit den durchgefiihrten RT-PCRs bezuglich der Transkription

untersuchter Rezeptoren in den Gonaden Uberein (siehe Tab. 3.3).
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Abb. 3.7: Insitu-Lokalisation ausgewdéhlter Rezeptoren auf Gewebeschnitten adulter
S. mansoni 93
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Erlauterung zu Abb. 3.7:

Der  Nachweis der  Transkriptionsorte  ausgewdhlter  Rezeptoren  erfolgte  (ber
in situ-Hybridisierungen mit spezifischen antisense-Sonden auf Gewebeschnitte adulter
S. mansoni Pérchen. Transkripte von SmTmMucl (A-C) und SmPAR1 (D, E) wurden in Testes,
Ovarien und Vitellarium detektiert. Dartiber hinaus waren fir SmTmMucl auch positive Signale
im Parenchym beider Geschlechter zu erkennen. Transkripte von SmFrz1 (F-H) und SmFGFR2 (I-
K) konnten in Testes und Ovarien detektiert werden. Fur SmNPYR1 beschrénkte sich eine
Lokalisation auf die Testes (L-M). Die sense-Kontrollen (O-Q) zeigten keine Farbreaktionen. Die
Aufnahmen erfolgten an einem Olympus-CX-21 Mikroskop unter Verwendung einer SC30
Kamera (Olympus) und der cellSens Dimension Software (Olympus). [Te: Testes; Ov: Ovar; V:
Vitellarium; P: Parenchym; &': Minnchen; Q: Weibchen]

3.2.3 Quantifizierung der Transkription ausgewéahlter Rezeptoren tiber gPCR

Um erste Hinweise auf die Transkriptionsmuster sieben ausgewéhlter Rezeptoren in adulten
Schistosomen zu erhalten, wurden gPCRs mit cDNAs aus paarungsunerfahrenen und
-erfahrener S. mansoni sowie deren Gonaden durchgefihrt. Eine Betrachtung der
Transkriptionsraten in Mannchen zeigte fir die meisten Rezeptoren eine erhohte
Transkription in paarungserfahrenen Mannchen im Vergleich zu -unerfahrenen Mannchen.
Die groften Differenzen konnten hierbei flir SmTmMucl detektiert werden, gefolgt von
SmProgestinR1, SMPMRC1 sowie beiden FGFRs. SmFrz1 offenbarte keine transkriptionellen
Unterschiede wohingegen SmNPYR1 auf ganze Mé&nnchen bezogen tendenziell in
paarungsunerfahrenen S. mansoni starker transkribiert wurde (siehe Abb. 3.8). Auf
Organebene zeigte sich, dass alle ausgewéhlten Rezeptoren in Testes aus paarungserfahrener
Ménnchen starker transkribiert wurden. Die beiden Rezeptoren SmMNPYR1 und SmFrzl
wiesen hierbei die starksten und SmFGFR1 die schwachsten Differenzen im Vergleich zu
Testes aus paarungsunerfahrenen Méannchen auf (siehe Abb. 3.9).

Bei einem Vergleich der Transkriptionsraten ausgewéhlter Rezeptorgene in
paarungsunerfahrenen und -erfahrenen Weibchen lieRen sich ahnliche Tendenzen wie bei den
Ménnchen erkennen. Funf der Rezeptoren, SmTmMucl, SmFGFR2, SmFGFR1,
SmProgestinR1 und SmMPMRC1 wurden in aufsteigender Reihenfolge in paarungserfahrenen
Weibchen starker transkribiert als in solchen ohne Paarungserfahrung. SmFrzl und
SMNPYR1 erfuhren hingegen eine starkere Transkription in paarungsunerfahrenen Weibchen
(siehe Abb. 3.10). Die stérksten paarungsinduzierten Transkriptionsunterschiede konnten bei
einem Vergleich von maturen und immaturen Ovarien detektiert werden. Transkripte der

potentiellen Progesteron-bindenden Rezeptoren SmProgestinR1 und SmPMRC1 waren in
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maturen Ovarien um das 4- bis 9-fache hochreguliert. Eine dhnliche Tendenz traf fur den
Rezeptor SmFrz1 zu, welcher in den untersuchten maturen Ovarien fast 6-fach starker
transkribiert wurde. Keine bzw. nur geringe Unterschiede bezuglich ihrer Transkriptionsraten
in maturen und immaturen Ovarien zeigten hingegen SmMFGFR1, SmFGFR2 sowie
SmTmMucl. SMNPYR1 konnte, wie bereits ber RT-PCRs gezeigt, nicht im Ovar detektiert
werden (siehe Abb. 3.11).

Zusammenfassend liefern die hier durchgefiihrten qPCRs erste Hinweise auf
paarungsabhangige Transkriptionen einiger der hier untersuchten Rezeptoren sowohl bei
Betrachtung ganzer Individuen als auch im Bezug auf die Gonaden. Weiterhin wird deutlich,
dass Vergleiche von Transkriptionsraten auf Organebene in einigen Fallen Aussagen uber
paarungsabhangige Regulationsprozesse in Testes und Ovarien zulassen, die bei der Analyse
ganzer Individuen verborgen bleiben wirden (SmMNPYR1, SmFrz1: vgl. Abb. 3.8 - 3.11).
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Abb. 3.8: Transkriptionsraten ausgewéhlter Rezeptoren in adulten Mé&nnchen

Bestimmung der Transkriptionsraten ausgewahlter Transmembranrezeptoren in
paarungsunerfahrenen (grau) und -erfahrenen (blau) S. mansoni-Mannchen mittels gPCR.
Angefiihrt von SmTmMucl zeigte die Mehrzahl untersuchter Rezeptoren (SmProgestinR1,
SMPMRC1, SmFGFR1, SmFGFR2) eine paarungsabhé&ngige Zunahme der Transkription in
adulten Ménnchen. SmFrz1 schien hingegen nicht durch die Paarung beeinflusst zu werden.
SMNPYR1 Transkripte wurden hingegen stérker in paarungsunerfahrenen Mannchen detektiert.
Die Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte iiber eine relative Quantifizierung (AAct-
Methode). Die Transkriptionsraten in paarungsunerfahrenen Mannchen wurden auf einen
fold change-Wert von 1 gesetzt. (Die Anzahl der technischen Replikate belief sich auf n = 3).
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Transkriptionsrate als fold change
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Abb. 3.9: Transkriptionsraten ausgewahlter Rezeptoren in den Testes adulter Mannchen

Bestimmung der Transkriptionsraten ausgewahlter Transmembranrezeptoren in den Testes
paarungsunerfahrenen (grau) und -erfahrenen (blau) S. mansoni-Mannchen mittels gPCR. Alle
untersuchten Rezeptoren zeigten eine stdrkere Transkription in Testes aus paarungserfahrenen
Ménnchen (SmFrzl, SMPMRC1, SmTmMucl, SmMFGFR2, SmProgestinR1, SmFGFR1), wobei
SMNPYR1 am starksten durch den Paarungskontakt beeinflusst wurde. Die Bestimmung der
Transkriptmengen erfolgte {iber eine relative Quantifizierung (AAct-Methode). Die
Transkriptionsraten in Testes paarungsunerfahrener Méannchen wurden auf einen fold change-Wert
von 1 gesetzt. (Die Anzahl der technischen Replikate belief sich auf n = 3).
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Abb. 3.10: Transkriptionsraten ausgewahlter Rezeptoren in adulten Weibchen
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Erlauterung zu Abb. 3.10:

Bestimmung der Transkriptionsraten ausgewahlter Transmembranrezeptoren in
paarungsunerfahrenen (grau) und -erfahrenen (blau) S. mansoni-Weibchen mittels gPCR. Die
untersuchten Rezeptoren zeigten mehrheitlich eine starkere Transkription in maturen,
paarungserfanrenen  Weibchen (SmPMRC1, SmProgestinRl, SmFGFR2, SmFGFRL,
SmTmMucl). Die Transkriptionsraten von SmMNPYR1 und SmFrzl schienen hingegen negativ
durch den Paarungskontakt beeinflusst zu werden. Die Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte
iber eine relative  Quantifizierung  (AAct-Methode). Die  Transkriptionsraten  in
paarungsunerfahrenen Weibchen wurden auf einen fold change-Wert von 1 gesetzt. (Die Anzahl der
technischen Replikate belief sich auf n = 3).
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Abb. 3.11: Transkriptionsraten ausgewahlter Rezeptoren in Ovarien adulter Weibchen

Bestimmung der Transkriptionsraten ausgewéhlter Transmembranrezeptoren in  Ovarien
paarungsunerfahrener (grau) und -erfahrener (blau) S. mansoni-Weibchen mittels gPCR. Die
Rezeptoren SMPMRC1, SmFrzl und SmProgestinR1, zeigten eine starke, paarungsinduzierte
Zunahme der Transkriptmenge in maturen Ovarien. SmMFGFR1, SmFGFR2 und SmTmMucl
erschienen in ihrer Transkription unbeeinflusst durch die Paarung. Die Bestimmung der
Transkriptmengen erfolgte iiber eine relative Quantifizierung (AAct-Methode). Die
Transkriptionsraten in paarungsunerfahrenen Weibchen wurden auf einen fold change-Wert von 1
gesetzt. (Die Anzahl der technischen Replikate belief sich auf n = 3).
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3.3 Weiterfihrende Charakterisierung ausgewéahlter Rezeptoren

Nachdem (ber gonadenspezifische RT-PCRs und in situ-Hybridisierungen die Transkription
verschiedener Transmembranrezeptoren in Reproduktionsorganen adulter S. mansoni
nachgewiesen werden konnten, sowie erste qPCR-Analysen zum Einfluss der Paarung auf die
Transkriptionsraten von Rezeptoren in paarungsunerfahrenen und -erfahrenen Wilrmern
sowie deren Gonaden vorlagen (siehe 3.2), wurden sieben ausgewdhlte Kandidaten
eingehender untersucht, um erste Hinweise auf deren mogliche Funktionen in adulten
S. mansoni zu erhalten. Neben Sequenzanalysen wurden erste RNAIi-Experimente und
in vitro-Kulturversuche mit Inhibitoren oder Agonisten zur funktionellen Charakterisierung
dieser Rezeptoren durchgefuhrt. Zu den ausgewéhlten Kandidaten gehorten das potentielle
transmembrane Mucin SmTmMucl (siehe 3.3.1), der Neuropeptidrezeptor SMNPYR1 (siehe
3.3.2), das Frizzled-Homolog SmFrz1l (siehe 3.3.3), zwei FGF-Rezeptoren FGFR1 und
FGFR2 (siehe 3.3.4), sowie zwei potentielle Progesteron-bindende Rezeptoren
SmProgestinR1 und SMPMRCL1 (siehe 3.3.5).

3.3.1 Charakterisierung des transmembranen Mucins SmTmMucl aus S. mansoni

Mucine sind langkettige und stark glykosylierte Proteine die sich aufgrund ihrer Struktur in
sezernierte und transmembrane Mucine einteilen lassen. Letztere sind neben ihrer Beteiligung
am Schutz von Epithelgeweben wichtige Komponenten verschiedener
Signaltransduktionsprozesse. Hierbei nehmen sie ein breites Spektrum vielfaltiger Funktionen
ein. Diese reichen von der Detektion biochemischer Parameter in der zellularen Umgebung,
der Interaktion mit RTKs und CTKs als (Co-)Rezeptoren und scaffold-Proteine, bis hin zu
einer Beteiligung an der Regulation von Transkriptionsprozessen (Singh & Hollingsworth,
2006). Wéhrend einige Mitglieder dieser Proteinfamilie wie die humanen Transmembran-
Mucine MUC-1 und MUC-4 aufgrund ihrer Bedeutung bei der Entstehung verschiedener
Tumore bereits detailliert charakterisiert wurden (Singh & Hollingsworth, 2006), ist die
Funktion von transmembranen Mucinen als Signalmolekile in vielzelligen Invertebraten

weitgehend unbekannt.

In Schistosomen konnte bisher neben einigen sekretierten Mucinen (Mentrath et al., 1995;
Roger et al., 2008) nur ein einziges transmembranes Mucin nachgewiesen werden. Das als
SmTmMucl bezeichnete Mucin wurde (ber ein Y2H-Screening als upstream-

Interaktionspartner der Src-Kinase SmTKG6 identifiziert (Beckmann 2008, Beckmann et al.,
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2011). Direkte Protein-Interaktionsstudien im Y2H-System zeigten, dass eine Bindung beider
Proteine uber die SH2-Doméne von SmTK6 und einem konservierten Src-Bindungsmotiv im
intrazellularen Bereich des Mucins erfolgt (Hahnel, 2010). Nachdem in der vorliegenden
Arbeit eine Co-Lokalisation von SmTmMucl mit SmTK6 in den Reproduktionsorganen
adulter S. mansoni Uber gonadenspezifische RT-PCRs und in situ-Hybridisierungen (siehe
3.2.1 und 3.2.2) bestétigt werden konnte und erste Untersuchungen zur paarungsabhéngigen
Transkription durchgefuhrt wurden, (siehe 3.2.3) folgten weiterfuhrende Sequenzanalysen
(siehe 3.3.1.1) und RNAi-Experimente (siehe 3.3.1.2), um erste Hinweise auf mdgliche

biologische Funktionen von SmTmMucl zu erhalten.

3.3.1.1 Aufklarung der SmTmMucl-Sequenz
Die im Y2H-Screening von Svenja Beckmann gefundene, 1,5 kb grolRe Partialsequenz von

SmTmMucl (Beckmann, 2008; Beckmann et al., 2011) wurde mit den aktuell Uberarbeiteten
Daten des Genomprojekts von S. mansoni (Protasio et al., 2012) verglichen und konnte dem
neu annotierten Gen Smp_073450 zugeordnet werden. Die CDS von Smp_073450 hat eine
Lange von insgesamt 11.250 bp, wobei die Partialsequenz des Y2H-Screenings am 3’-Ende
des Gens liegt. Insgesamt besteht der open reading frame (ORF) aus 13 Exons, von denen die
ersten zwolf innerhalb der ersten 1.367 bp ausgehend vom Startcodon liegen. Uber RT-PCRs
und Genome Walking lief}en sich 1.622 bp des 5’- und 4.857 bp des 3’-Endes amplifizieren
und sequenzieren. Eine Amplifikation des vollstdandigen ORF schlug fehl (siehe 6.1). Als
Template fur die PCR-Reaktionen dienten cDNA und genomische DNA aus Parchen.

Um Hinweise auf mogliche Eigenschaften des potentiellen Mucins zu erhalten, wurde die
Mucin-Sequenz insilico weiter analysiert. Die vorhergesagte Proteinsequenz von
SmTmMucl hat eine Gesamtlange von 3.750 Aminoséuren. Hiervon entfallen 3.096
Aminosauren ausgehend vom N-Terminus auf den extrazellularen Bereich. Die durch das
Programm TMpred (Hofmann & Stoffel, 1993) vorhergesagte Transmembranhelix (TMH)
befindet sich zwischen den Aminosdauren D397 bis V313, Innerhalb des extrazelluldren
Bereichs sind weiterhin drei tandem repeat-Regionen (TR) lokalisiert. Hierbei handelt es sich
um Abschnitte, welche aus sich mehrfach wiederholenden Aminoséauresequenzen bestehen.
Tandem repeat-Regionen sind typische Merkmale von Mucinen und liegen invivo haufig
stark glykosyliert vor (Cullen et al., 2011). Innerhalb des intrazellularen C-Terminus liegt das
potentielle Src-Bindungsmotiv mit Aminosiure-Abfolge Y3°"EKL, welches fiir die Bindung

der SH2-Domane von SmTKG6 essentiell ist (Beckmann, 2008; Hahnel, 2010) sowie ein
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weiteres, potentielles Abl-Bindungsmotiv (Y3¢°ESP). Zusétzlich durchgefiihrte Blast-
Analysen der Proteinsequenz bestétigten eine Sequenzadhnlichkeit von SmTmMucl zu
verschiedenen Mucinen anderer Organsimen (siehe Tab. 3.4). Die Ergebnisse der

Sequenzanalyse von SmTmMucl sind in Abbildung 3.12 zusammengefasst.

SmTmMucl (Smp_073450)

TMH YESP

N~ _
L

nicht amplifizierter Bereich 'W'

Abb. 3.12: Sequenzanalyse des transmembranen Mucins SmTmMucl

Die Proteinsequenz von SmTmMucl hat eine Gesamtlange von 3.750 Aminoséauren, wobei der N-
terminale, extrazelluldre Bereich des Proteins 3.096 Aminoséuren umfasst. Extrazelluldr lokalisiert
sind drei tandem repeat-Regionen (TR I - TR I11). Die TMH befindet sich an Position D%’ bis
V313 Im N-terminal gelegenen aus 636 Aminoséduren bestehenden intrazellularen Bereich, sind
weiterhin zwei SH2-Bindungsmotive lokalisiert, von denen die Sequenzabfolge YEKL fiir die
Interaktion des Mucins mit SmTK6 notwendig ist. Amplifizierte und sequenzierte Bereiche sind
mit einer durchgéngigen schwarzen Linie dargestellt, der nicht amplifizierte Bereich mit einer
gepunkteten Linie. [N: N-Terminus; C: C-Terminus].
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Tab. 3.4: BLAST-Analyse zum transmembranen Mucin SmTmMucl

Nr. | Entry Gen Art E-value
1 | GAVSWA4 | Smp_073450 Schistosoma mansoni 0.0
2 G7YKJ4 | Uncharacterized protein CLF_110325 Clonorchis sinensis 0.0
3 Q5C4C5 | SICHGC05365 protein Schistosoma japonicum 1.0x10-159
4 | Q5DAES5 | SJICHGC09295 protein Schistosoma japonicum 4.0x10-145
5 Q5C148 | SICHGC07255 protein Schistosoma japonicum 4.0x10-92
6 Q5C7T3 | SICHGCO07425 protein Schistosoma japonicum 8.0x10-68
7 E7EZG1 | Uncharacterized protein CR926130.2 Danio rerio 2.0x10-47
8 F6YKY?7 | Uncharacterized protein Xenopus tropicalis 9.0x10-46
9 Q5C5J7 | SICHGCO03771 protein Schistosoma japonicum 2.0x10-49
10 K7JOL4 | Uncharacterized protein Nasonia vitripennis 9.0x10-43
11 | F8W399 | Uncharacterized protein Danio rerio 1.0x10-42
12 | G4ZZ67 | Putative uncharacterized protein Phytophthora sojae 3.0x10-40
13 F1QS31 | Uncharacterized protein Danio rerio 3.0x10-38
14 E7F681 | Uncharacterized protein Danio rerio 1.0x10-37
15 E3LJY3 | Putative uncharacterized protein Caenorhabditis remanei 5.0x10-35
16 | L5KN89 | Mucin-2 Pteropus alecto 5.0x10-34
38 | E9Q7Q0 | Mucin-4 Mus musculus 3.0x10-21
40 | Q02817 | Mucin-2 Homo sapiens 8.0x10-21
55 | Q7KTF6 | Mucin 30E Drosophila melanogaster 2.0x10-18

Tabelle 3.4 enthélt die ersten 55 Ergebnisse zur BLAST-Analyse der postulierten SmTmMucl
Proteinsequenz mit der Protein-Datenbank UniProt. An erster Position befindet sich das
identifizierte Gen SmTmMucl (Smp_073450). Neben Sequenzahnlichkeiten zu Mucinen
verschiedener Organismen (farblich hervorgehoben) handelt es sich bei allen weiteren Treffern
ausschlieBlich um Sequenzen mit der Annotation uncharacterized protein. Diese wurden zur aus
Griinden der Ubersichtlichkeit teilweise aus der Tabelle entfernt.
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3.3.1.2 RNAIi-Experimente zur funktionalen Analyse der Rolle von SmTmMucl in
adulten S. mansoni

Zur Reduktion der SmTmMucl-Transkription tGber RNAI wurden zwei unterschiedliche
dsRNAs (dsMUCI1, dsMUC?2) synthetisiert, welche spezifisch gegen das 3°-Ende der Mucin-
MRNA gerichtet sind. Die Lange der beiden dsRNAs betragt 492 bp fur dsMUC1 (Primer:
5’Muc./3’Muc.) und 403 bp fur dsMUC2. (Primer: 5’Muc.2/3’Muc.2) Das Einbringen der
dsRNAs in S. mansoni-Parchen erfolgte uber Elektroporation. Je Ansatz wurden acht Péarchen
mit 25 ug einer dsSRNA bzw. einer Kombination beider dsRNAs behandelt und anschlieRend
fir flnf Tage kultiviert. Als Kontrolle (Epoonly) wurden Parchen ohne dsRNAs
elektroporiert. Anschlielend folgten molekularbiologische und mikroskopische Analysen
behandelter Wurmer. Zum Nachweis einer Transkriptreduktion als Folge der dsRNA-
Behandlung wurde Gesamt-RNA aus Pérchen extrahiert und im Anschluss an die cDNA-
Synthese mittels gPCR untersucht. Zur Amplifikation von SmTmMucl cDNA wurden die
Primer 5’Muc_ql und 3’Muc ql verwendet. Als Referenzgen diente SmActin (5’Actin-
q2/3’ Actin-g2). Sowohl eine Behandlung mit dsSMUCL1 als auch mit dsMUC?2 fuhrte zu einer
Reduktion der Transkriptmenge von SmTmMucl auf ca. 20 % im Vergleich zur Kontrolle.
Eine Kombination beider dsSRNAs konnte diesen Effekt nicht verstarken (siehe Abb. 3.13).

fold change
o
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Transkriptionsrate als
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Epo only dsmuC1 dsmucC2 dsMUC1/dsMUC2

Abb. 3.13: Transkriptionsraten von SmTmMucl nach dsRNA-Behandlung adulter S. mansoni

Bestimmung der Transkriptionsrate von SmTmMucl in adulten S.mansoni nach RNAI-
Experimenten mittels gPCR. Parchen wurden mit zwei unterschiedlichen, gegen SmTmMucl
gerichteten dsRNAs (dsMUC1, dsMUC2) bzw. einer Kombination beider dsRNAs
(dsMUC1/dsMUC2) elektroporiert und anschlielend fiir finf Tage kultiviert. Als Kontrolle
(Epo only) dienten Wirmer, welche ohne dsRNA elektroporiert wurden. Die Bestimmung der
Transkriptmengen von SmTmMucl erfolgte Gber eine relative Quantifizierung im Vergleich zum
Referenzgen SmActin (AAct-Methode). In allen drei Ansdtzen konnte eine Reduktion der
Transkriptmenge auf ca. 20 % im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden. (Die Anzahl der

biologischen Replikate belief sich auf n = 3) 102
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Nachdem eine Reduktion der Transkriptmenge von SmTmMucl lber gPCR nachgewiesen
werden konnte, wurden behandelte Parchen mit Karminrot gefarbt und mit dem KLSM auf
morphologische Veranderungen in den Reproduktionsorganen untersucht. Hierbei konnte ein
deutlicher Effekt in Ovar behandelter Weibchen beobachtet werden. Im Gegensatz zur
Kontrolle zeigte sich ein deutlich verschobenes Verhéltnis zugunsten maturer Oocyten im
Vergleich zu immaturen Oocyten. Weiterhin kam es zu einer ,,Verschiebung reifer Oocyten
in den anterioren Bereich des Ovars. Morphologische Veranderungen in Testes, Vitellarium
und anderen Geweben konnten hingegen nicht beobachtet werden (siehe Abb. 3.14). Die
RNAI-Versuche zu SmTmMucl wurden dreimal in voneinander unabhangigen Experimenten

durchgefihrt.

Abb.  3.14: Morphologische  Untersuchungen  von  S. mansoni-Parchen  nach
in vitro-Behandlung mit SmTmMucl-spezifischen dsRNAs

KLSM-Aufnahmen adulter S. mansoni nach Elektroporation mit SmTmMucl-spezifischen dsSRNAs
und anschlieBender in vitro-Kultur (A-C). Als Kontrollen dienten Pérchen, die ohne dsRNAs
elektroporiert wurden (D-F). Behandelte Parchen und Kontrollen wurden insgesamt fiinf Tage in
Kultur gehalten bevor eine Fixierung in AFA mit anschlielender Karminrotfarbung erfolgte. In
Ovarien behandelter Weibchen war eine deutliche Zunahme an maturen Oocyten im Vergleich zu
immaturen Oocyten zu erkennen (B, Stern). Testes und Vitellarium (A, C) zeigten keine
morphologischen Verénderungen zur Kontrolle (D, F). [Te: Testes; Sb: Samenblase; Ov: Ovar; iO:
immature Oocyten; mO: mature Oocyten V: Vitellarium; Ga: Gastrodermis; J: Minnchen;
Q: Weibchen]
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3.3.2 Weiterfuhrende Charakterisierung des potentiellen Neuropeptidrezeptors
SMNPYR1 aus S. mansoni

Neuropeptide und ihre Rezeptoren haben sich evolutionér friih entwickelt und sind in nahezu
allen Stdimmen der Metazoa vertreten (Grimmelikhuijzen & Hauser, 2012). Auch bei der
Gruppe der Plathelminthen  konnte ein  Dbreites  Spektrum unterschiedlicher
Neuropeptidfamilien identifiziert werden, wobei eine Mehrzahl von Studien Neuropeptide
bislang hauptsachlich mit einer Modulation der Muskeltatigkeit dieser Tiere in Verbindung
gebracht hat (Graham et al., 1997; Moneypenny et al., 2001; McVeigh et al., 2005;
Novozhilova et al., 2010; McVeigh et al., 2011). Aktuelle Ergebnisse offenbaren zudem eine
herausragende Bedeutung von Neuropeptiden der NPF/Y-Familie bei der Entwicklung und
Aufrechterhaltung der ménnlichen Reproduktionsorgane in Schmidtea mediterranea (Collins
et al.,, 2010). In dieser Arbeit konnten Transkripte eines potentiellen Rezeptors fir
Neuropeptide der NPF/Y-Familie, SmNPYRL1, Uber gonadenspezifische RT-PCRs (siehe
3.2.1) und in situ-Hybridisierungen (siehe 3.2.2) in den Testes adulter Mannchen
nachgewiesen werden. AnschlieBende gPCRs zeigten weiterhin, dass die Transkriptionsrate
des Rezeptorgens in den Testes in Abhdngigkeit des Paarungsstatus reguliert wird (siehe
3.2.3). Zur weiteren Charakterisierung von SmNPYR1 wurden Sequenzanalysen (siehe
3.3.2.1) sowie erste RNAi-Experimente mit dem Ziel durchgefuhrt, Hinweise auf eine
biologische Funktion des Rezeptors in den Testes adulter S. mansoni zu erhalten (siehe
3.3.2.2).

3.3.2.1 Aufklarung der SMNPYR1-Sequenz
Zwei Teilsequenzen des potentiellen Neuropeptid-Rezeptors SMNPYR1 wurden urspringlich

bei einer Datenbankrecherche zu GPCRs aus S. mansoni identifiziert (Hahnel, 2010) und den
Genen Smp_132220 und Smp_080820 zugeordnet. Beide Gene werden in der GeneDB als
G protein-coupled receptor fragment annotiert und ihre Proteinsequenzen stellen keine
vollstdndigen GPCRs dar. Da die Gene aus der GeneDB mittels Algorithmen automatisch
annotiert werden, sollte im Rahmen dieser Arbeit ber RT-PCRs untersucht werden, ob beide
Teilsequenzen moglicherweise zu einem einzigen Gen gehodren. Die Verwendung von
Primern am 5’-Ende von Smp 132220 und am 3’-Ende von Smp_080820 fihrte zur
Amplifikation eines 1.005 bp groBen PCR-Produktes, dessen Sequenzierung die obige
Annahme bestétigte (siehe 6.2).
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Die entsprechende Proteinsequenz mit einer Lange von 334 Aminosauren besitzt SMART-
Analysen (Leutnic et al., 2012) zufolge insgesamt sechs TMHSs. Eine in silico-Betrachtung des
5’-UTRs von Smp 132220 zeigte allerdings, dass der ORF in 5’-Richtung um 309 bp bis zum
néchsten moglichen Start-Codon erweitert werden kann. Eine um diesen Bereich
entsprechend ergénzte CDS weist eine siebte TMH auf und stellt somit mdglicherweise die
vollstandige Sequenz von SmMNPYRL1 dar (siehe Abb. 3.15). Die Méglichkeit, diese Annahme
uber RT-PCRs zu bestatigen, war im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr gegeben. Blast-
Analysen der postulierten Sequenz offenbarten eine Homologie von SmNPYR1 zu

Neuropeptid F und Neuropeptid Y Rezeptoren anderer Organismen (siehe Tab. 3.5).

SmNPYRI1
Smp_132220 Smp_080820
_AL A

r kol M

nicht amplifizierter Bereich

Abb. 3.15: Sequenzanalyse des Neuropeptidrezeptors SMNPYR1

Die postulierte Proteinsequenz von SmMNPYRL1 hat eine Gesamtlange von 437 Aminoséduren. Der
tber RT-PCR und Sequenzierung belegte Abschnitt (schwarzen Linie) enthélt sechs potentielle
TMHs (11-VII). Eine weitere siebte THM (I) befindet sich im nicht amplifizierten Bereich
(gepunktete Linie). Zusammengefasst bilden beide Teilsequenzen eine vollstandige 7TM-Domane
(graue Box). [N: N-Terminus; C: C-Terminus].
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Tab. 3.5: BLAST-Analyse zum Neuropeptidrezeptor SMNPYR1

Nr. | Entry Gen Art E-value
1 G4VRB8 Putative g-protein coupled receptor Schistosoma mansoni 5.0x10-138
Smp_080820
2 G4VRBY Putative g-protein coupled receptor Schistosoma mansoni 5.0x10-87
Smp_132220
3 H2KSQ5 G-protein coupled receptor Clonorchis sinensis 2.0x10-62
4 G7YJZ2 G-protein coupled receptor Clonorchis sinensis 1.0x10-58
7 K1RE65 Neuropeptide FF receptor 2 Crassostrea gigas 2.0x10-17
8 L5KCR3 Neuropeptide Y receptor type 4 Pteropus alecto 5.0x10-17
12 E1G6B2 Neuropeptide F receptor Loa loa 1.0x10-15
13 K1QzG6 Orexin receptor type 2 Crassostrea gigas 1.0x10-15
18 | Q9VNML1-6 | Isoform 6 of Neuropeptide F receptor Drosophila melanogaster | 2.0x10-15
20 | Q9VNM1 Neuropeptide F receptor Drosophila melanogaster | 2.0x10-15
21 | Q9VNM1-4 | |soform D of Neuropeptide F receptor | Drosophila melanogaster | 2.0x10-15
25 | A2AVT71 similar to vertebrate neuropept... Danio rerio 3.0x10-15
26 Q9VNM1-2 | Isoform 2 of Neuropeptide F receptor Drosophila melanogaster | 5.0x10-15
27 Q9VNML1-5 | Isoform C of Neuropeptide F receptor Drosophila melanogaster | 5.0x10-15
28 Q9VNM1-3 | Isoform B of Neuropeptide F receptor Drosophila melanogaster | 5.0x10-15
30 B3DI1J2 Neuropeptide Y receptor Y4 Danio rerio 7.0x10-15

Tabelle 3.5 enthélt die ersten 30 Ergebnisse zur BLAST-Analyse der postulierten SmNPYR1
Proteinsequenz mit der Proteindatenbank UniProt. Ergebnisse die auf Sequenzahnlichkeiten zu
Neuropeptid-F- und Neuropeptid-Y-Rezeptoren verschiedener Organismen verweisen, wurden
farblich hervorgehoben. Weitere Treffer mit der Annotation uncharacterized protein wurden aus

Griinden der Ubersichtlichkeit aus der Tabelle entfernt.
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3.3.2.2 RNAI-Experimente zur funktionalen Analyse der Rolle von SmMNPYRL1 in
adulten S. mansoni

Um erste Hinweise auf eine mogliche biologische Funktion von SmNPYR1 in adulten
S. mansoni zu erhalten, wurde ein erstes RNAI-Experiment mit SmNPYR1-spezifischer
dsRNA durchgefihrt. Zur Herstellung der dsSRNA wurde ein Sequenzbereich gewéhlt, der
durch das Primerpaar 5’LPA+T7/3’LPA_fus1+T7 flankiert wird. Das Einbringen der dsSRNAs
in S. mansoni-Parchen erfolgte tber Elektroporation. Je Elektroporationsansatz wurden acht
Parchen mit 25 pug dsRNA behandelt und anschlief3end fir finf Tage kultiviert. Als Kontrolle
(Epo only) wurden Parchen ohne dsRNAs elektroporiert. Anschlieend folgten
molekularbiologische und mikroskopische Analysen behandelter Wiirmer.

Zum Nachweis einer Transkriptreduktion als Folge der dsRNA-Behandlung wurde Gesamt-
RNA aus Péarchen extrahiert und im Anschluss an die cDNA-Synthese mittels
semiquantitativer RT-PCR untersucht. Zur Amplifikation von SmMNPYR1 cDNA wurden die
Primer 5°’LPA und 3’LPA verwendet. Als Referenz-Gen diente SmPDI (Primer: 5’PDlIys/3’
PDlys). Den PCR-Ergebnissen zufolge fuhrte eine Behandlung mit SmNPYR1-spezifischer
dsRNA zu einer Reduktion der Transkriptmenge von SmNPYR1 auf ca. 47 % im Vergleich
zur Kontrolle (siehe Abb. 3.16).
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Epo only dsNPYR1

Abb. 3.16: Transkriptionsraten von SmMNPYR1 nach dsRNA-Behandlung adulter S. mansoni

Bestimmung der Transkriptionsrate von SmMNPYR1 in adulten S. mansoni nach Behandlung mit
spezifischer dsSRNA mittels semiquantitativer RT-PCR. Behandelte P&archen (dsNPYR1) und
Kontrollen (Epo only) wurden im Anschluss an die Elektroporation fiir funf Tage kultiviert. Die
Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte tber einen semiquantitativen Ansatz im Vergleich zum
Referenzgen SmPDI. Hierzu wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen und
densitometrisch analysiert (Imagel). Der dsRNA-Ansatz zeigte eine auf ca. 47 % verringerte
Transkriptmenge von SmNPYR1 im Vergleich zur Kontrolle. (Die Anzahl der biologischen
Replikate belief sich auf n = 1).
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Nachdem eine Reduktion der Transkriptmenge von SmMNPYRL1 Uber semiquantitative RT-
PCR nachgewiesen werden konnte, wurden behandelte Parchen mit Karminrot gefarbt und
mit dem KLSM auf morphologische Veranderungen untersucht. In Ubereinstimmung mit den
durchgefuhrten Lokalisationsstudien wurden Effekte der dsRNA-Behandlung in den
Reproduktionsorganen der Mannchen nachgewiesen. Im Vergleich zur Kontrolle enthielten
Samenblasen und Testes-Loben behandelter Méannchen wesentlich geringere Mengen reifer
Spermien. Weiterhin erschienen die Testesloben im Durchmesser deutlich reduziert und

weniger stark mit Zellen ausgefullt (siehe Abb. 3.17).

Morphologische Veranderungen in anderen Geweben konnten hingegen nicht beobachtet
werden (nicht gezeigt). Die RNAi-Versuche zu SmMNPYR1 wurden im Rahmen dieser Arbeit
einmal durchgefiihrt.

30 Wme

Abb.  3.17: Morphologische  Untersuchungen  von  S. mansoni-Parchen  nach
in vitro-Behandlung mit SmMNPYR1-spezifischer dsRNA

KLSM-Aufnahmen adulter S. mansoni nach Elektroporation mit SmNPYR1-spezifischer dsRNA
und anschlielfender in vitro-Kultur (A). Als Kontrollen dienten Péarchen, die ohne dsRNA
elektroporiert wurden (B). Behandelte Parchen und Kontrollen wurden insgesamt fiinf Tage in
Kultur gehalten, bevor eine Fixierung in AFA mit anschlieRender Karminrot-Farbung folgte.
Testesloben behandelter Mannchen enthielten keine oder nur geringe Mengen reifer Spermien und
schienen nicht vollstandig mit Zellen ausgefillt. Die Samenblasen waren kaum gefiillt (A, Stern)
und enthielten neben vereinzelten reifen Spermien (kleine, stark fluoreszierende, komma&hnliche
Strukturen) hauptsachlich unreife Vorlauferzellen (gréfRere, schwach fluoreszierende, rundliche
Strukturen). [Te: Testes; Sb: Samenblase; &': Mannchen; ¢: Weibchen]
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3.3.3 Charakterisierung des Frizzled-Rezeptors SmFrz1 aus S. mansoni

Bei den Mitgliedern der Frizzled-Familie handelt es sich um Rezeptoren fur sekretierte
Whnt-Proteine mit einer 7-TMH-Struktur. Vertreter dieser Rezeptorfamilie sind in nahezu allen
Stammen des Tierreichs von den Spongifera bis zu den S&ugetieren vertreten und an der
Kontrolle sowie Regulation verschiedener Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse
sowohl im Embryo als auch im adulten Organismus beteiligt (Huang & Klein, 2004).
Weiterhin spielen sie eine wichtige Rolle bei der Steuerung und Aufrechterhaltung des
Stammzellstatus (Nusse, 2008). In S. mansoni konnten bisher vier Mitglieder der Frizzled-
Familie sowie ein Smoothened-like Rezeptor Uber Datenbankanalysen des Genomprojekts
in silico identifiziert werden (Hahnel, 2010; Zamanian et al.,, 2011). Aufgrund ihrer
entwicklungsbiologischen Bedeutung wurden in der vorliegenden Arbeit die vier Frizzled-
Rezeptoren SmFrz1, SmFrz2, SmFrz3 und SmFrz4 Uber gonadenspezifische RT-PCRs auf
ihre Transkription in Testes und Ovarien adulter S. mansoni untersucht. Im Falle von SmFrz1
konnten Transkripte in beiden Gonaden nachgewiesen und diese Ergebnisse zusatzlich tber
in situ-Hybridisierungen bestatigt werden (siehe 3.2.1 und 3.2.2). Zusatzlich durchgefihrte
gPCRs ergaben weiterhin eine paarungsabhéngige Regulation der SmFrz1-Transkription in
beiden Reproduktionsorganen (siehe 3.2.3). Aufgrund dieser Befunde wurde SmFrz1 fir eine
weiterfuhrende Charakterisierung ausgewéhlt. Neben einer Sequenzanalyse (siehe 3.3.3.1)
wurden Inhibitor- (siehe 3.3.3.2) und RNAI-Experimente (siehe 3.3.3.3) durchgefihrt, um
erste Hinweise auf eine biologische Funktion von Frizzled-Rezeptoren in adulten S. mansoni

zu erhalten.

3.3.3.1 Aufklarung der SmFrz1-Sequenz
Wie bereits fur den potentiellen Neuropeptidrezeptor SmMNPYR1 beschrieben (siehe 3.3.2.1)

setzt sich die SmFrz1-Sequenz aus zwei Datenbankeintragen Smp_173940 und Smp_118970
zusammen. Beide automatisch erstellten Gene sind als Frizzled annotiert, ohne dass ihre
entsprechenden Proteinsequenzen alle Eigenschaften vollstandiger Frizzled-Rezeptoren
aufweisen. Durch die Verwendung von Primern am 5°-Ende von Smp_173940
(Primer: 5°FrzR.2) und am 3’-Ende von Smp_118970 (Primer: 3°FrzR.3) konnte ein 2.091 bp
groBes PCR-Produkt amplifiziert werden, welches einer anschliefenden Sequenzierung
zufolge den vollstdindigen ORF von SmFrz1 darstellt und aus beiden Teilsequenzen der
Datenbank besteht (siehe 6.3). Die entsprechende Proteinsequenz weist eine Lange von

696 Aminosduren auf und enthalt nach einer in silico-Analyse mit SMART (Leutnic et al.,
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2012) die wichtigsten, fir Frizzled-Rezeptoren charakteristischen Domanen (Huang & Klein,
2004; Schulte, 2010). Innerhalb der ersten 18 Aminosduren, ausgehend vom N-Terminus
befindet sich eine konservierte Signalpeptid-Sequenz (M! bis C'®) zur Translokation des
Rezeptors an die Plasmamembran (Schulte, 2010; Petersen et al., 2011). Weiterhin findet sich
im extrazellularen Bereich des Proteins eine FRI-Domane (K*3 bis K¥*') (SMART Acc:
SMO000063). Diese Domane wird aufgrund ihrer zehn konservierten Cystein-Reste auch als
cysteine-rich domain (CRD) bezeichnet und ist an der Bindung von Wnt-Wachstumsfaktoren
beteiligt (Dann et al., 2001). Die Frizzled-TM-Doméne (PFAM Acc: PF01534) reicht von
L% bis R und enthdlt sieben TMHs. Direkt an die letzte TMH schlieBt sich das
Aminosauremotiv K>*TLVSW an. Dieses stimmt sowohl von seiner Lage als auch von seiner
Sequenzabfolge mit der Konsensus-Sequenz des, in Frizzled-Rezeptoren konservierten
Dvl-(Dishevelled)-Bindungsmotivs KTXXXW (berein (Wong et al., 2003). Insgesamt
entfallen auf den intrazellularen C-Terminus des Rezeptors 152 Aminosauren (siehe Abb.
3.18).

SmFrzl

Smp_173940 Smp_ 118970
A /\

KTLVSW 50 aa

Abb. 3.18: Sequenzanalyse des Frizzled-Rezeptors SmFrzl

Die vollstandige Sequenz des Frizzled-Rezeptors SmFrz1 wird in der GeneDB durch die beiden
Datenbankeintrdage Smp_173940 und Smp_118970 vertreten. Die Gesamtldnge des Rezeptors
umfasst insgesamt 696 Aminosauren von denen 192 auf den extrazelluldren N-Terminus entfallen.
In diesem Bereich sind eine Signalpeptid-Sequenz (rot) sowie eine FRI-Domadne lokalisiert.
Letztere ist an der Bindung von Wnt Wachstumsfaktoren beteiligt. Die Frizzled-TM Domaéne
(graue Box) enthdlt sieben TMHs (I - VII). Hieran schlieBt sich das konservierte Dvl-
Bindungsmotiv KTLVSW an. [N: N-Terminus; C: C-Terminus].
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3.3.3.2 Inhibitorbehandlung von S. mansoni-Parchen
Um Hinweise auf die Funktion von Frizzled-Rezeptoren in adulten S. mansoni zu erhalten,

wurden Pdrchen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Inhibitors 3289-8625 (auch Dvl-
PDZ Domain Inhibitor 1I; Merck Millipore) in vitro behandelt. Der verwendete Inhibitor
blockiert die Interaktion zwischen Frizzled-Rezeptoren und dem downstream-
Interaktionspartner Dvl durch Bindung an dessen PDZ-Domane (Grandy et al., 2009; Gao &
Chen, 2010; Voronkov & Krauss, 2013). Zellkulturexperimente zeigten, dass 3289-8625 u.a.
das Wnt-abhangige Wachstum der Krebszelllinie PC-3 unterdrickt (ICso = 12,5 uM) (Grandy
et al., 2009). Ebenso konnte ein negativer Effekt des Inhibitors auf die Wnt3A-induzierte
Deformation von Xenopus-Embryonen bei einer Konzentration von 25 uM festgestellt
werden. Dies bedeutet, dass die nach Wnt3A-Behandlung hervorgerufene Ausbildung einer
zweiten Korperachse durch Zugabe von 3289-8625 unterdriickt wurde (Grandy et al., 2009).

Da der Inhibitor gezielt gegen die Frizzled-Dvl Interaktion gerichtet ist, wurde zunachst ber
Datenbankrecherchen nach Dvl-Homologen gesucht. Hierbei konnten zwei Vertreter dieser
Protein-Familie im Genom von S.mansoni identifiziert werden. Durchgefuhrte
gonadenspezifische RT-PCRs zeigten eine Transkription von SmDvI1 (Smp_162410) und
SmDvI2 (Smp_020300) in Testes und Ovarien (nicht gezeigt).

Nachdem entsprechende Hinweise auf die Existenz von Frizzled-Dvl Signalwegen in den
Gonaden adulter Schistosomen vorlagen, wurden erste in vitro-Kulturexperimente
durchgefuhrt. Diese Vorversuche hatten zum Ziel, die maximale 3289-8625-Konzentration zu
definieren, bei der die behandelten S. mansoni noch eine stabile Paarung aufwiesen, um spater
die Eiproduktion unter Inhibitoreinfluss bestimmen zu kdnnen. Diese lag bei ungeféahr
400 uM. In den eigentlichen Experimenten wurden adulte S. mansoni-Péarchen fiir 96 h mit
dem Inhibitor 3289-8625 (geldst in DMSO) behandelt. Hierzu wurden schlieRlich die
folgenden Inhibitorkonzentrationen gewéhlt: 50 uM, 100 uM, 200 uM und 400 pM. Als
Kontrolle dienten Parchen, die ausschlielich mit DMSO inkubiert wurden. Medium und
Inhibitor wurden tdglich gewechselt, und die Zahl gelegter Eier in allen Ansétzen bestimmt.
Hierbei zeigte sich, dass der Inhibitor in den verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss

auf die Eiproduktion der behandelten Parchen besal} (Daten nicht gezeigt).

Als zusétzlicher Parameter wurde auflerdem der Einfluss der Inhibitor-Behandlung auf die
Embryogenese der gelegten Eier untersucht. Hierzu wurden die Eier aller Ansdtze zusammen
mit dem Medium nach den ersten 24 h in neue Schalen uberfiihrt und fur eine Woche bei
37°C und 5 % CO: inkubiert. Lichtmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass sich unter
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Anwesenheit von 3289-8625 weniger Eier entwickelten als im Vergleich zur Kontrolle. Im
DMSO-Ansatz konnten die sich entwickelnden Eier den Stufen 11 und Il der Embryogenese
nach Jurberg et al. (2009) zugeordnet werden. Sowohl das Ei, als auch der Embryo nehmen in
dieser Phase an Grofe zu. Letzterer erscheint als klare Masse und fiillt 50 - 70 % des Eis aus.
An der Innenseite der Eischalen befindet sich darlber hinaus an den Polen jeweils eine
Schicht aus Macromeren, welche spater den &ulleren Mantel des Miracidiums bilden (Jurberg
et al., 2009). Mit zunehmender Inhibitorkonzentration konnten weniger Eier der zweiten und
dritten Entwicklungsstufe gefunden werden. In den Ansatzen 50 uM und 100 puM zeigten im
Vergleich zur Kontrolle nur ca. 60 % bzw. 50 % der Eier eine fortschreitende Embryogenese.
Ab 200 uM war nahezu keine Entwicklung zu erkennen, stattdessen verblieben die Eier in
einem immaturen Zustand (siehe Abb. 3.19). Sie waren kleiner und der Embryo war
lichtmikroskopisch nicht oder kaum sichtbar. Die Vitellinzellen erschienen in diesem Zustand

noch als homogene Masse (Abb. 3.20).
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Abb. 3.19: Einfluss der 3289-8625-Behandlung auf die Embryogenese von S. mansoni-Eiern

Eier behandelter S. mansoni-Parchen wurden 24 h nach Zugabe des Inhibitors 3289-8625 in neue
Schalen Uberfiihrt und fur eine Woche bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Lichtmikroskopische
Analysen der Ansétze zeigten eine, in Abh&ngigkeit zur Inhibitorkonzentration stehende Reduktion
sich entwickelnder Eier im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. (Die Anzahl der biologischen
Replikate belief sich auf n = 1).
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Abb. 3.20: Lichtmikroskopische Untersuchung von Eiern aus inhibitorbehandelten S. mansoni

Lichtmikroskopische Bilder von S. mansoni-Eiern nach in vitro-Behandlung von Parchen mit dem
Frz-Dvl Inhibitor 3289-8625. Die Eier wurden 24 h nach der ersten Inhibitorzugabe in frische
Schalen uberflihrt und fir eine Woche bei 37°C und 5 %CO; inkubiert. Die Eier der DMSO-
Kontrolle (A) zeigten deutliche Hinweise auf eine fortschreitende Entwicklung und befanden sich
zwischen den Stufen Il und Ill der Embryogenese nach Jurberg et al. (2009). Dieser
Entwicklungszustand geht einher mit einer GroRenzunahme von Ei und Embryo. Letzterer erscheint
als klares Gebilde und nimmt die Hélfte bis zu zweidrittel des Eiinhalts ein. Zudem 16st sich
Vitellinmasse langsam auf und an der Innenseite der Eipole sind Schichten von Makromeren zu
erkennen, aus denen sich spater die auflere Hille des Miracidiums entwickeln. Bei einer
Inhibitorkonzentration von 200 uM verbleiben hingegen nahezu alle Eier in einem immaturen
Zustand. Die Eier zeigen keinen GréRenzuwachs und ein Embryo ist nicht oder kaum zu erkennen.
Die Fillung aus noch intakten Vitellinzellen erscheint homogen. [Em: Embryo; Ma: Makromere;
Vz: Vitellinzellen].

Zur Untersuchung des Einflusses der Inhibitorbehandlung auf die Morphologie behandelter
S. mansoni wurden Parchen nach 96 h in Kultur mikroskopisch analysiert. Hierbei konnten fur
die eingesetzten Konzentrationen (50 uM, 100 uM, 200 puM, 400 uM) weder mit dem
Lichtmikroskop noch mit dem KLSM morphologische Unterschiede zwischen behandelten

Péarchen und der DMSO-Kontrolle festgestellt werden (siehe Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Mikroskopische Untersuchungen von S. mansoni-P&archen nach in vitro-Behandlung
mit dem Frizzled-Dvl-Inhibitor 3289-8625

S. mansoni-Parchen wurden fur 96 h mit unterschiedlichen Konzentrationen (50 uM, 100 uM,
200 uM und 400 uM) des Frizzled-Dvl-Inhibitors 3289-8625 kultiviert. Medium und Inhibitor
wurden taglich erneuert. Als Kontrolle dienten Parchen, welche ausschlieBlich mit DMSO inkubiert
wurden. Nach Ende des Behandlungszeitraums wurden Parchen aller Ansatze auf morphologische
Veranderungen untersucht. Behandelte Pérchen unterschieden sich weder lichtmikroskopisch
(400 uM: D) von den Kontrollen (DMSO: A), noch bei einer detaillierteren Betrachtung von Testes
und Ovarien mit dem KLSM (DMSO: B, C; 400 uM: E, F). [Te: Testes; Sb: Samenblase; Ov:
Ovar; iO: immature Oocyten; mO: mature Oocyten; J': Ménnchen; 9: Weibchen].

Erste in vitro-Kulturexperimente mit einer hoheren Inhibitor-Konzentration von 500 puM
offenbarten  hingegen  dramatische = morphologische  Veranderungen in  den
Reproduktionsorganen adulter S. mansoni (siehe Abb. 3.22). Die Testesloben behandelter
Ménnchen wiesen grofRe lochrige Strukturen auf, wéhrend die Samenblasen
zusammengeschrumpft waren. Auch im anterioren Bereich der Ovarien waren vereinzelte
Locher zu erkennen und ein Anteil immaturer Oocyten erschien apoptotisch. Desweiteren
zeigten die behandelten Wirmer sowohl eine hohe Entpaarungsrate als auch eingeschrénkte

Vitalzeichen wie verminderte Darmperistaltik und eingeschrankte Bewegung.
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~2iiem S50 pm

Abb. 3.22: Mikroskopische Untersuchungen von S. mansoni-Parchen nach in vitro-Behandlung
mit 500 pM des Frizzled-DvI-Inhibitors 3289-8625

Die Behandlung von S. mansoni-Parchen mit einer héheren Konzentration (500 uM) des Frizzled-
Dvl-Inhibitors 3289-8625 fur 96 h flihrte zu massiven morphologischen Verdnderungen in den
Gonaden. Mit AFA-fixierte und Karminrot-gefarbte Méannchen zeigten bei der Analyse mit dem
KLSM grofRe Iochrige Strukturen in den Testesloben sowie zusammengeschrumpfte Samenblasen
(A). Die Ovare behandelter Weibchen wiesen im anterioren Bereich ebenfalls vereinzelt Locher auf
und ein Teil der immaturen Oocyten erschien apoptotisch (B, Pfeil). [Te: Testes; Sb: Samenblase;
Ov: Ovar; iO: immature Oocyten; mO: mature Oocyten; &': Ménnchen; 9: Weibchen].

3.3.3.3 RNAIi-Experimente zur funktionellen Analyse der Rolle von SmFrz1 in adulten
S. mansoni

Nach in vitro-Kulturversuchen mit dem Frizzled-Dvl Inhibitor 3289-8625 wurden erste
RNAI-Experimente durchgefiihrt, um die SmFrzl-Expression spezifisch zu reduzieren.
Hierzu wurde eine dsRNA synthetisiert, welche spezifisch gegen das 3‘-Ende der mRNA des
Frizzled-Rezeptors gerichtet war (5’Frz-C-Term+T7/3’FrzR+T7). Das Einbringen der dsSRNA
in S. mansoni Pérchen erfolgte Uber Elektroporation. Je Ansatz wurden acht Parchen mit
25 g dsRNA behandelt und anschlieBend fur flnf Tage kultiviert. Als Kontrolle (Epo only)
wurden Parchen ohne dsRNA elektroporiert.

Zum Nachweis einer Transkriptreduktion als Folge der dsRNA-Behandlung wurde Gesamt-
RNA aus Parchen extrahiert und im Anschluss an die cDNA-Synthese mittels qPCR
untersucht. Zur Amplifikation von SmFrz1-cDNA wurden die Primer 5Smp_118970-g2 und
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3’Smp 118970-92 verwendet. Als Referenzgen diente SmActin (5’ Actin-q2/3’ Actin-g2). Den
gPCR-Ergebnissen zufolge fiihrte eine Behandlung mit SmFrz1-spezifischer dsRNA zu einer
Reduktion der Transkriptmenge des Rezeptors auf ca. 53 % im Vergleich zur Kontrolle.
(siehe Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Transkriptionsrate von SmFrz1 nach dsRNA-Behandlung adulter S. mansoni

Bestimmung der Transkriptionsrate von SmFrz1 in adulten S. mansoni nach RNAIi-Experimenten
mittels gPCR. Parchen wurden invitro mit einer spezifisch gegen SmFrzl gerichtete dsRNA
(dsFrz1) elektroporiert und anschlieBend fir funf Tage kultiviert. Als Kontrolle (Epo only) dienten
Wourmer, welche ohne dsRNA elektroporiert wurden. Die Bestimmung der Transkriptmengen von
SmFrzl1 erfolgte iliber eine relative Quantifizierung im Vergleich zum Referenzgen SmActin (AAct-
Methode). Im dsRNA-Ansatz konnte eine Reduktion der Transkriptmenge auf ca. 53 % im
Vergleich zur Kontrolle detektiert werden. (Die Anzahl der technischen Replikate belief sich auf
n=3).

Nachdem eine Reduktion der SmFrz1-Transkripte durch die dsRNA-Behandlung detektiert
werden konnte, wurde in Anlehnung an die Inhibitorexperimente zundchst ein moglicher
Einfluss auf die Embryogenese der Eier untersucht. Hierzu wurden die Eier 24 h nach
Elektroporation aus Epo only und dsRNA-Ansétzen eingesammelt und eine Woche bei 37°C
und 5% CO> inkubiert. AnschlieBende lichtmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass
sich in den Schalen der Behandlung im Vergleich zur Kontrolle nur ca. 22 % der Eier zur
Stufe 11 oder 11l der Embryogenese weiter entwickelt haben (siehe 3.3.3.2; siehe Abb. 3.24
und 3.25). Mikroskopische Untersuchungen (KLSM) zur Morphologie dsRNA-behandelter
Parchen offenbarten hingegen keine Unterschiede zur Epo only Kontrolle (nicht gezeigt).
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Abb. 3.24: Einfluss der SmFrzl-dsRNA-Behandlung auf die Embryogenese von
S. mansoni-Eiern

24 h nach der in vitro-dsRNA-Behandlung von S. mansoni-Péarchen wurden die Eier in neue Schalen
Uberfuhrt und fiir eine Woche bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Lichtmikroskopische Analysen der
Ansitze zeigte eine Reduktion sich entwickelnder Eier in den dsRNA-Ansatzen auf 22,6 % im
Vergleich zur Epo only-Kontrolle. (Die Anzahl der biologischen Replikate belief sich auf n = 1).

50 pm 50 pm

Abb. 3.25: Lichtmikroskopische Untersuchung von Eiern aus dsRNA-behandelten S. mansoni

Lichtmikroskopische Bilder von Eiern aus S. mansoni nach in vitro-Behandlung von Péarchen mit
SmFrzR1-dsRNA. Die Eier wurden 24 h nach der Elektroporation in frische Schalen tberfiihrt und
fur eine Woche bei 37°C und 5 %CO; inkubiert. Die Eier der Epo only Kontrolle (A) zeigten
deutliche Hinweise fir eine fortschreitende Entwicklung und befanden sich zwischen den Stufen 11
und I11 der Embryogenese nach Jurberg et al. (2009). Bei den Ansatzen der dsSRNA-Behandlung (B)
verblieb hingegen ein wesentlich héherer Anteil der Eier in einem immaturen Zustand. [Em:
Embryo; Ma: Makromere; Vz: Vitellinzellen]. (Die Anzahl der biologischen Replikate belief sich
aufn=1).
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3.3.4 Charakterisierung von zwei FGF-Rezeptoren aus S. mansoni

FGFs und ihre Rezeptoren (FGFRs) regulieren ein breites Spektrum zelluldrer Funktionen wie
Wachstum, Differenzierung, Apoptose und Migration (Turner & Grose, 2010). Eine
besondere Bedeutung kommt ihnen wahrend der Embryogenese bei der Entwicklung
verschiedener Organsysteme zu (De Moerlooze et al., 2000). Aufgrund ihrer Beteiligung an
der Entstehung unterschiedlicher Tumore sind FGFRs in den letzten Jahren als mdgliche
drug targets starker in den Focus der Klinischen Forschung gerickt, was zur Entwicklung
verschiedener Inhibitoren fuhrte (Turner & Grose, 2010; Brooks et al., 2012).

Ahnlich wie Wnt/Frizzled-Signalwege zeigen FGFRs und ihre Liganden eine weite
Verbreitung innerhalb der Eumetazoa und sind in nahezu allen Tierstimmen vertreten
(Rebscher et al, 2009). Innerhalb der Invertebraten sind die FGFRs-Homologe der beiden
Modellorgansimen D. melanogaster und C. elegans am intensivsten untersucht worden.
Neben ihrer Rolle in der Embryogenese sowie Zelldifferenzierung und -migration konnten
FGFRs u. a. auch eine Funktion bei der sexuellen Differenzierung und der Regulation der

Homoostase zugeordnet werden (Huang & Stern, 2005).

In freilebenden Plattwirmern wie Planarien werden FGFRs mit der Kontrolle der Neoblasten-
und Keimzelldifferenzierung in Verbindung gebracht (Ogawa et al., 1998; Ogawa et al.,
2002). Ahnliche Hinweise liefern Forschungsergebnisse aus Schistosomen. In einer aktuellen
Studie wurden somatische Stammzellen, sog. neoblast-like stem cells in adulten S. mansoni
identifiziert, welche moglicherweise einer Regulation durch das FGFR-Homolog SmFGFR-A
(in dieser Arbeit als SMFGFR2 bezeichnet) unterliegen (Collins et al., 2013).

Insgesamt kommen im Genom von S. mansoni zwei FGFR-Homologe, SmFGFR1 und
SMFGFR2 vor (Hahnel, 2010; Collins et al., 2013). Transkripte beider Rezeptoren konnten im
Rahmen dieser Arbeit lber gonadenspezifische RT-PCRs in Testes und Ovarien adulter
S. mansoni nachgewiesen werden (siehe 3.2.1). Fur SmFGFR2 wurden diese Ergebnisse
aullerdem Gber in situ-Hybridisierungen bestétigt (siehe 3.2.2). Zusétzlich durchgefuhrte
gPCRs-Experimente  untersuchten weiterhin den Einfluss der Paarung auf die

Transkriptionsrate der Rezeptoren in beiden Reproduktionsorganen (siehe 3.2.3).

Zur weiteren Charakterisierung von SmFGFR1 und SmFGFR2 wurden Sequenzanalysen
(siehe 3.3.4.1), Inhibitorversuche (siehe 3.3.4.2) sowie erste RNAI-Experimente mit dem Ziel
durchgefiihrt, weitere Hinweise auf eine biologische Funktion von FGFR-Signalwegen in

adulten S. mansoni zu erhalten (siehe 3.3.4.3).
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3.3.4.1 Aufklarung der SmMFGFR1- und SmFGFR2-Sequenzen
Die Sequenzen beider FGFRs sind in der aktualisierten GeneDB (Protasio et al., 2012) unter

den GenelDs Smp_157300 fur SmFGFR1 und Smp_175600 fur SmFGFR2 aufgefiihrt. Beide
CDS konnten uber RT-PCRs mit Parchen-cDNA vollstandig amplifiziert und sequenziert
werden. Die Sequenz von SmFGFR1 besitzt eine Lange von 1.932 bp (verwendete Primer:
5’FGFR1-2/3’RTK_C-Term), die von SmFGFR2 ist hingegen 2.757 bp lang (verwendete
Primer: 5’FGFR2/3’FGFR2-1). AnschlieBend wurden SMART-Analysen zur n&heren
Charakterisierung der Proteinsequenzen durchgefiihrt mit dem Ergebnis, dass sich beide
Rezeptoren im Aufbau ihres extrazellularen Bereichs von FGFRs aus Vertebraten
unterscheiden. Letztere besitzen neben einer N-terminalen Signalpeptidsequenz insgesamt
drei 1G like-Doménen, welche u.a. an der Ligandenbindung und der Autoregulation des
Rezeptors beteiligt sind (Eswarakumar et al., 2005; Rebscher et al., 2009). In Invertebraten
hingegen kann die Zahl der 1G like-Doménen von zwei, z. B. bei Dugesia japonica (Ogawa et
al., 2002) bis zu funf z.B. beim FGFR-Homolog Heartless aus Drosophila (Gisselbrecht et

al., 1996) variieren.

SMFGFR2 (Smp_175600) besitzt wie die FGFRs aus Planarien eine N-terminale Signal-
Sequenz (M? bis G?) gefolgt von zwei IG like-Domanen (SMART ACC: SM000410). Diese
befinden sich bei SMFGFR2 zwischen den Aminosauren T3 und S* sowie zwischen S3° und
M4%, Insgesamt entfallen auf den N-Terminus 416 Aminosauren. Hieran schlieBt sich im
Bereich von P* bis I*° eine TMH an. Der intrazellulare C-Terminus hat eine Lange von 479
Aminosauren. Die katalytische Tyrosinkinase(TyrKc)-Domane (SMART ACC: SM000219)
ist im Bereich von F°% bis 1% lokalisiert. Diese Domine katalysiert den Transfer von
Phosphatgruppen an spezifische Tyrosinreste und ermdglicht so die Interaktion des Rezeptors
mit downstream-Partnern (Krauss, 2008). Die Gesamtlange des FGFRs betragt 918
Aminosauren (siehe Abb. 3.26).

Wéhrend SmFGFR2 somit alle fiir FGFRs aus Invertebraten charakteristischen Domanen
ausweist, fehlen bei dem mit einer Gesamtldnge von 643 Aminosduren kiirzeren SmMFGFR1
sowohl die Signalpeptidsequenz am N-Terminus als auch die ersten zwei 1G like-Doménen.
Im Bereich von P! bis N® pefindet sich hingegen eine potentielle 1G like-Doméne, deren
Sequenz-Homologie SMART-Analysen zufolge allerdings nicht signifikant ist. Insgesamt
entfallen 198 Aminosduren auf den extrazelluldren Bereich, der mit einer TMH zwischen
Position W% und W??! abschlieRt. Der intrazellulare C-Terminus hat eine Lange von
422 Aminosauren inklusive der katalytischen TyrKc-Domine (L2 bis L5") (siehe Abb.

3.26).
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Mit Hinblick auf den unvollstandigen N-Terminus ohne Signalsequenz und nur einer
potentiellen IG like-Doméne, stellt sich die Frage ob der ,verkiirzte“ Rezeptor SmFGFRI1
moglicherweise auf einen Datenbankfehler zurtick zu flhren ist. In silico-Analysen der
genomischen Sequenz in 5°-Richtung der SmFGFR1-CDS erbrachten allerdings keine
Hinweise auf ein mdgliches alternatives Start-Codon bzw. auf Sequenzabschnitte die eine
zusétzliche 1G like-Doméne kodieren wirden. Zudem verliefen erste RACE Experimente zur
Aufklarung des 5°-Endes ergebnislos (nicht gezeigt). Das mogliche Auftreten von FGFR-
Spleilvarianten, wie fur SmFGFR1 bereits gezeigt wurde (Hahnel, 2010), wurde in dieser

Arbeit nicht weiter untersucht.

A SmFGFRI1 (Smp_157300)

100 aa

B SmFGFR2 (Smp_175600)

Abb. 3.26: Sequenzanalyse der FGF-Rezeptoren SmMFGFR1 und SmFGFR2

Die Proteinsequenzen beider FGFR-Rezeptoren, SmFGFR1 und SmFGFR2 wurden zur weiteren
Charakterisierung einer SMART-Analyse unterzogen. SmFGFR1 (A) besitzt eine Gesamtlange von
643 Aminosduren. Der extrazellulare Bereich enthalt eine potentielle 1G like-Doméne (turkis,
gestrichelt). Im intrazellularen Abschnitt, C-terminal der TMH (blau) ist die katalytische TyrKc-
Doméane (grau) lokalisiert. SmFGFR2 (B) ist mit 918 Aminosduren langer als SmFGFRL.
Innerhalb des 416 Aminosauren langen N-Terminus befindet sich eine Signalpeptidsequenz (rot)
sowie zwei |G like-Doménen (tirkis). Die TyrKc-Doméne (grau) liegt im intrazellul&ren
Abschnitt (479 Aminoséduren) hinter der TMH (blau). [N: N-Terminus; C: C-Terminus]
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3.3.4.2 Behandlung von S. mansoni-Parchen mit dem FGFR-Inhibitor BIBF1120
Um Hinweise auf die Funktion von FGFRs in adulten S. mansoni zu erhalten, wurden Parchen

mit dem Angiokinase-Inhibitor BIBF1120 (SelleckChem) in vitro behandelt. BIBF 1120
inhibiert spezifisch die Kinaseaktivitat humaner vascular endothelial growth factor-(VEGF)-,
platelet derived growth factor-(PDGF)- und FGF-Rezeptoren im enzymatischen Assay mit
ICso-Werten zwischen 20 bis 100 nM (Hilberg et al., 2008). Die Blockierung der
katalytischen Funktion erfolgt durch eine Interaktion des Wirkstoffs mit der ATP-
Bindungstasche innerhalb der Kinasedomane dieser Rezeptoren (Hilberg et al., 2008; Roth et
al., 2009).

Da BIBF1120 neben FGFRs auch gegen zwei weitere Klassen humaner RTKSs gerichtet ist,
wurde im Genom von S. mansoni Uber Datenbankrecherchen nach Genen mit Homologie zu
VEGFRs und PDGFRs gesucht. Hierbei konnten keine weiteren potentiellen Ziele des
Inhibitors auf3er den beiden hier beschriebenen FGFRs, SmFGFR1 und SmFGFR2 gefunden

werden.

Um den Einfluss von BIBF1120 auf die Kinaseaktivitdt der FGFRs aus S. mansoni zu
untersuchen, wurden in Kooperation mit Dr. Colette Dissous und Mathieu Vanderstraete
GVBD-Experimente mit der TyrKc-Doméne von SmFGFR1 in Xenopus-Oocyten
durchgefiihrt. Hierzu wurde die TyrKc-Doméne tber die Primer 5’FGFR1-TK+BamHI und
3’FGFRI1-TK+Xbal mit  Restriktionsschnittstellen ~ in  den  Expressionsvektor
pcDNA 3.1/V5-His kloniert. Zusétzlich zur Wildtypsequenz (FGFR1-TK_wt) wurden zwei
weitere, Uber in vitro-Mutagenese hergestellte Konstrukte, FGFR1-TK_ko und FGFR1_active
in Xenopus-Oocyten exprimiert. FGFR1-TK_ko diente als Negativkontrolle, da die Sequenz
eine Mutation in der Mg?*-Bindungsstelle enthielt, welche tber den Aminosaureaustausch
von D°®FG zu D°%®NA zu einer inaktiven Kinasedomine fiihrte (Beckmann et al., 2011;
Gouignard et al., 2011; Ahier et al., 2009). Zur Herstellung einer konstitutiv aktiven Mutante
der SMFGFR1-TyrKc-Domine wurde das Lysin im Motiv YYRK®® zu einem Glutamat
(YYRE®®) verandert. Dieser Aminosaureaustausch entspricht der Mutation von YYKK®? zy
YYKE®? des humanen (h)FGFR3, welche zu einer ligandenunabhingigen Aktivierung des
Rezeptors fiihrt (Webster et al., 1996; Neilson und Friesel, 1996) (siehe Abb. 3.27). Die
beiden Tyrosine in Nahe zu K& stellen Phosphorylierungsstellen dar, die im
unphosphorylierten Zustand das aktive Zentrum des Enzyms blockieren. Das Einbringen einer
negativen Ladung in Nahe dieser Tyrosinreste durch den Austausch K®°E simuliert deren
Phosphorylierung, wodurch es aufgrund von Konformationsinderungen zu einer Offnung des

aktiven Zentrums kommt. Ein Vorgang, welcher beim Wildtyp des hFGFR3 nur durch
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Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung erfolgt (Webster et al., 1996; Neilson & Friesel,
1996). Vergleichbare Mutationen fuhren auch bei anderen RTKs wie beim humanen Insulin-
Rezeptor (Hubbard et al., 1994) zu konstitutiv aktiven Kinasedomanen. Gleiches gilt fur die
Venus-Kinaserezeptoren (VKRs) SmMVKR1 und SmVKR2 aus S. mansoni (Ahier et al., 2009,
Beckmann et al., 2011). Interessanterweise zeigten Sequenzvergleiche mit hFGFR3 und
weiteren FGFRs, dass SmFGFR2 im Gegensatz zu SmFGFR1 nicht tber das oben
beschriebene konservierte Phosphorylierungsmotiv YY (R bzw. K)K verfugt (siehe Abb.3.24).

Die Versuche im Xenopus-Oocytensystem wurden zweimal unabhdngig voneinander
durchgefuhrt. Wie erwartet flhrten die Expression von FGFR1-TK_wt und FGFR1-TK_ko zu
keinem germinal vesicle breakdown, wahrend die konstitutiv aktive Variante FGFR-
TK1_active in 70 % bis 80 % der Oocyten den GVBD ausléste. Zugaben von BIBF1120 in
Konzentrationen von 5 M und 10 uM inhibierten die Aktivitdt von FGFR-TK1 active
vollstandig. Hieraus ergibt sich, dass SmFGFR1 (ber eine funktionierende katalytische
TyrKc-Domane verfugt und der Inhibitor in der Lage ist, deren enzymatische Aktivitat zu
inhibieren. Geringere Inhibitorkonzentrationen wurden in dieser Arbeit nicht getestet.

DjFgfrl ..DLSARNILVGEHFENMKTI LTRIVD-—-YJY YRKKT DG ILPVKWMAPE...
DjFgfr2 ..DLAARNVLVDQYVENMKT LTRIVE-—-NYYRKTTDGRLPIKWMAPE...
hFGFR3 ..DLAARNVLVTEDNVMKT LARDVHN-LDY YKKTTNGRLPVKWMAPE...
SmEGEFR1 ..DLAARNILVGKHYKLKTI LTRFAE - ——-NYYRKIMKNGRVPLKWLAPE...
SmEFGFR2 ..DVAARNVVVTEGEFVAKL YACTOQEESNNGYMEMDKEYLAVRWMAPE...

ke ek k ke ok . * . * . . e o ke kK

FGFR1-TK ko ..DLAARNILVGKHYKLKIADNALTRFAE---NIYYRKIMKNGRVPLKWLAPE...
FGFR1-TK ac .DLAARNILVGKHYKLKIADFGLTRFAE---NYYREMKNGRVPLKWLAPE...

Abb. 3.27: Sequenzvergleich der TyrKc-Doménen verschiedener FGFRs mit SmMFGFR1 und
SMFGFR2

Ausschnitt eines Sequenzvergleichs der TK-Doménen von SmFGFR1 und SmFGFR2 mit
hFGFR3 sowie zwei FGFRs aus Dugesia japonica (DjFGFR1, DjFGFR2). Das DFG-Motiv
(blaue Box) ist Bestandteil der Mg?*-Bindungsstelle und in allen FGFRs erhalten. Ein
Aminosdureaustausch von DFG zu DNA (rot) fihrt zu einer inaktiven TyrKc-Doméne (FGFR1-
TK_ko). Die fur die Aktivierung der TyrKc-Doméne notwendige Aktivierungsschleife enthélt die
konservierte Sequenz-Abfolge YYKK®? (hFGFR3) bzw. im Falle von DjFGFR1, DjFGFR2 und
SMFGFR1 YYRK (griine Box).

-Fortsetzung néachste Seite-
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Eine Ligandenbindung und anschlieende Rezeptordimerisierung bewirkt eine Phosphorylierung
der beiden Tyrosinreste (Y) und damit eine Offnung des aktiven Zentrums durch eine
Konformationsanderung der Aktivierungsschleife. Das Einbringen einer negativen Ladung in Form
eines Glutamats (E, rot) anstelle eines positiv geladenen Lysins (K) kann eine Phosphorylierung
simulieren und flhrt so zu einer konstitutiv aktiven Rezeptormutante (FGFR1-TK_active).
Auffallig ist, dass sich SmMFGFR2 in diesem Bereich von allen anderen FGFRs unterscheidet. Das
Auftreten eines Glutamats anstelle des konservierten Lysins (Motiv: GYME) wirft die Frage auf,
ob SmFGFR2 bereits in einer konstitutiv aktiven Form exprimiert wird oder ob sich der
Aktivierungsmechanismus des Rezeptors grundlegend von denen anderer FGFRs unterscheidet.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Inhibitor BIBF 1120 gegen FGFRs aus S. mansoni
wirkt, wurden Péarchen mit unterschiedlichen Konzentrationen (1 uM, 5uM, 10 uM) des
Wirkstoffs in vitro behandelt. Ziel dieser Versuche war es, den Einfluss von BIBF1120 auf

die Eiproduktion und Morphologie der Reproduktionsorgane zu untersuchen.

Hierzu wurden S. mansoni-Parchen fir 96 h unter taglicher Zugabe frischen Mediums und
Inhibitors kultiviert. Die Paarungsstabilitat (siehe Abb. 3.28) sowie die Zahl an gelegten Eiern
(siehe Abb. 3.29) wurden alle 24h bestimmt. Als Kontrollen dienten mit
DMSO-(Losungsmittel des Inhibitors)-behandelte Parchen.

10 uM Inhibitor fuhrten bereits nach weniger als 48 h zum Tod der behandelten Parasiten.
Eine Konzentration von 5 uM hatte ebenfalls einen dramatischen Einfluss auf die Vitalitat
und die Paarungsstabilitit der Wirmer. Bereits nach 48 h waren nur noch 60 % der
S. mansoni gepaart, 24 h spater waren kaum noch Parchen vorhanden (10 % Pérchen im
Vergleich zur Kontrolle). Noch drastischer war die Wirkung des Inhibitors auf die
Eiproduktion. Der starkste Effekt zeigte sich hierbei nach 48 h, als die Rate gelegter Eier auf
unter 20 % im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zuriick ging.

Im Hinblick auf die Frage nach dem Einfluss von BIBF1120 auf die Reproduktion adulter
S. mansoni waren die Ergebnisse am interessantesten, welche mit 1 uM Inhibitor erzielt
wurden. So behandelte Paarungen waren Uber den gesamten Zeitraum der Versuche stabil
(siehe Abb. 3.28) und die Wirmer zeigten keine Anzeichen eingeschrénkter Vitalitat.
Trotzdem konnte eine deutliche Reduktion der Eiproduktion auf bis zu unter 50 % schon nach
24 h (siehe Abb. 3.29) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle beobachtet werden.
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Abb. 3.28: Einfluss von BIBF1120 auf die Paarungsstabilitat adulter S. mansoni

S. mansoni-Parchen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (1 uM, 5 uM, 10 uM) des
FGFR-Inhibitors BIBF1120 Uber einen Zeitraum von 96 h in vitro behandelt. Als Kontrolle dienten
Péarchen, die ausschliellich mit DMSO inkubiert wurden. Hierbei zeigte sich ein
konzentrationsabhangiger Einfluss des Inhibitors auf die Paarungsstabilitit. Wahrend eine
Behandlung mit 1 uM Inhibitor ohne Wirkung blieb, nahm die Anzahl an Pérchen bei 5 uM im
Verlauf der Behandlung kontinuierlich ab. Im 10 pM-Ansatz entpaarten sich alle Wirmer bereits
innerhalb der ersten 24 h. (Die Anzahl der biologischen Replikate belief sich auf n = 3).
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Abb. 3.29: Einfluss von BIBF1120 auf die Eiproduktion adulter S. mansoni

S. mansoni-Parchen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (1 uM, 5 uM, 10 uM) des
FGFR-Inhibitors BIBF1120 Uber einen Zeitraum von 96 h in vitro behandelt. Als Kontrolle dienten
Péarchen, die ausschliellich mit DMSO inkubiert wurden. Hierbei zeigte sich ein
konzentrationsabhangiger Einfluss des Inhibitors auf die Eiproduktion mit dem deutlichen Effekt
bereits nach 24 h. Zu diesem Zeitpunkt reduzierte die Behandlung mit BIBF1120 die Rate gelegter
Eier auf ca. 50 % (1 puM) bzw. ca. 20 % (5uM) im Vergleich zur Kontrolle. Bei hoheren
Konzentrationen (10 uM) kam die Eiproduktion zu diesem Zeitpunkt nahezu zum Erliegen. (Die
Anzahl der biologischen Replikate belief sich auf n = 3).
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Nach 96 h wurden die Wirmer mikroskopisch auf morphologische Veranderungen
untersucht. Parchen, die mit 1 yM BIBF1120 behandelt wurden, zeigten unter dem
Lichtmikroskop keine Auffalligkeiten und waren von denen der DMSO-Kontrolle nicht zu
unterscheiden (siehe Abb. 3.30 A, D). Eine néhere Betrachtung der Gonaden mittels KLSM
ergab hingegen Hinweise auf eine Beeinflussung der Testes- und Ovarmorphologie. Die
Durchmesser der Testesloben schienen im Vergleich zur Kontrolle reduziert und die
Samenblase untersuchter Mannchen enthielten kaum ausgereifte Spermien (siehe Abb. 3.30
E). Im Ovar behandelter Weibchen erschienen immature Oocyten teilweise degeneriert und

ohne deutliche Abgrenzungen zueinander (siehe Abb. 3.30 F).

Einen wesentlich drastischeren Einfluss auf die Gesamtmorphologie zeigte eine Behandlung
mit 5 uM Inhibitor. Bereits lichtmikroskopisch erschienen die entpaarten S. mansoni
aufgequollen und in ihrer Vitalitat stark beeintrachtigt (siehe Abb. 3.30 G). Die Betrachtung
mit dem KLSM offenbarte sowohl bei Méannchen als auch bei Weibchen einen stark
angeschwollenen Darm. Die Zellen in Testes und Ovarien erschienen apoptotisch (siehe Abb.
3.30H, D).
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200 wm

Abb. 3.30: Mikroskopische Untersuchungen von S. mansoni-Pérchen nach in vitro-Behandlung
mit dem FGFR-Inhibitor BIBF1120

S. mansoni-Parchen wurden fir 96 h mit unterschiedlichen Konzentrationen (1 uM, 5 M) des
FGFR-Inhibitors BIBF1120 kultiviert (D-1). Medium und Inhibitor wurden taglich erneuert. Als
Kontrolle dienten Parchen, welche ausschlieflich mit DMSO inkubiert wurden (A-C). Nach Ende
des Behandlungszeitraums wurden P&rchen aller Ansatze mikroskopisch auf morphologische
Veranderungen untersucht. Parchen aus dem 1 puM-Ansatz (D) zeigten lichtmikroskopisch keine
Auffalligkeiten zur DMSO-Kontrolle (A). Eine detailliertere Betrachtung mit dem KLSM offenbarte
einen reduzierten Durchmesser der Testesloben und eine verringerte Anzahl reifer Spermien in der
Samenblase (E, Stern). Im anterioren Bereich untersuchter Ovarien erschienen immature Oocyten
teilweise degeneriert und ohne deutliche Abgrenzungen zueinander (F, Stern). Eine hohere
Inhibitorkonzentration von 5 uM hatte starken Einfluss auf die Vitalitdt behandelter S. mansoni.
Bereits lichtmikroskopische sichtbare Aufbldhungen der Wirmer (G) stellten sich bei einer
detaillierteren Betrachtung mit dem KLSM als Schwellungen des Darm heraus (H, 1). Zellen von
Testes (H) und Ovar (I) erschienen apoptotisch. [Te: Testes; Shb: Samenblase; Ov: Ovar; iO:
immature Oocyten; mO: mature Oocyten V: Vitellarium; Ga: Gastrodermis; J&: Minnchen;
Q: Weibchen].

126



3. Ergebnisse

3.3.4.3 RNAIi-Experimente zur funktionellen Analyse der Rolle von SmFGFR1 und
SMFGFR2 in adulten S. mansoni

Nach den in vitro-Kulturversuchen mit dem FGFR-Inhibitor BIBF1120 wurden erste RNAI-
Experimente durchgefiihrt, um die SmFGFR1- und SmFGFR2-Expression in adulten
S. mansoni spezifisch zu reduzieren. Zur Synthese spezifischer dsSRNAs wurden die Primer
5’RTK _C-Term+T7(neu) und 3’RTK C-Term+T7(neu) fir SmFGFR1 sowie 5’FGFR2-
insitu+T7 und 3’FGFR2-2+T7 fir SmFGFR2 verwendet. Das Einbringen der dsRNA in
S. mansoni-Pérchen erfolgte tUber Elektroporation. Je Ansatz wurden acht Parchen mit 25 pg
dsRNA behandelt und anschlieRend fur funf Tage kultiviert. Als Kontrolle (Epo only) wurden
Parchen ohne dsRNA elektroporiert.

Zum Nachweis einer Transkriptreduktion als Folge der dsSRNA-Behandlungen wurde Gesamt-
RNA aus Parchen extrahiert und im Anschluss an die cDNA-Synthese mittels qPCR
untersucht. Zur Amplifikation von SmFGFR1- und SmFGFR2-cDNA wurden die Primer
5’FGFR1-g3 und 3’ FGFR1-g3 sowie 5°FGFR2-q und 3’FGFR2-q verwendet. Als
Referenzgen diente SmActin (5’ Actin-q2/3’Actin-g2). Den gPCR-Ergebnissen zufolge fiihrte
eine Behandlung mit SmFGFR1-und SmFGFR2-spezifischer dsSRNA zu einer Reduktion der
Transkriptmenge der Rezeptoren auf ca.5% (SmFGFR1) bzw. 10% (SmFGFR2) im
Vergleich zur Kontrolle. (Abb. 3.31).

1,2
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Transkriptionsrate als
fold change
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0 _ mEm e

Epo only dsFGFR1 dsFGFR2

Abb. 3.31: Transkriptionsraten von SmMFGFR1 und SmFGFR2 nach dsRNA-Behandlung
adulter S. mansoni

Bestimmung der Transkriptionsraten von SmFGFR1 und SmFGFR2 in adulten S. mansoni nach
RNAi-Experimenten mittels gPCR. Péarchen wurden mit spezifisch gegen SmFGFR1 bzw.
SMFGFR2 gerichteten dsRNAs (dsFGFR1, dsFGFR2) elektroporiert und anschlieBend fur finf
Tage kultiviert. Als Kontrolle (Epo only) dienten Wirmer, welche ohne dsRNA elektroporiert
wurden. Die Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte tber eine relative Quantifizierung im
Vergleich zum Referenzgen SmActin (AAct-Methode). In den dsRNA-Ansétzen konnte eine
Reduktion der Transkriptmenge auf ca. 5 % (SmFGFR1) bzw. 10 % (SmFGFR2) im Vergleich zur
Kontrolle detektiert werden. (Die Anzahl der technischen Replikate belief sich auf n = 3).
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Obwohl tber gPCRs eine deutliche Reduktion der Transkriptmenge beider Rezeptoren nach
dsRNA-Behandlung nachgewiesen wurde, konnten bei den behandelten P&rchen keine
morphologischen Verdnderungen im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden (nicht

gezeigt).

3.3.5 Untersuchungen zu zwei Progesteron-bindenden Transmembranrezeptoren und
Behandlung adulter S. mansoni mit Progesteron

Das Sexualhormon Progesteron gehort zur chemischen Gruppe der Steroide und steuert bei
Sdugetieren  sowie  anderen  Vertebraten eine  Reihe  entwicklungs-  und
fortpflanzungsrelevanter Prozesse (Penzlin, 1996; Scarpin et al., 2009). Uber mdgliche
biologische Funktionen des Steroidhormons bei anderen Tiergruppen ist hingegen kaum
etwas bekannt. Zwar mehren sich Hinweise auf Einflisse von Progesteron auf verschiedene,
meist reproduktionsbiologische Vorgange bei Mollusken, Insekten und Helminthen,
allerdings sind diese meist nicht ausreichend erforscht. Auch gibt es keine gesicherten
Erkenntnisse dartber ob, und in welchem Umfang Invertebraten befahigt sind
Wirbeltiersteroide wie Progesteron zu synthetisieren (Lafont & Mathieu, 2007; Scott, 2012;
Scott, 2013). Hingegen exprimieren viele Invertebraten Gene mit Homologie zu
steroidbindenden Rezeptoren von Vertebraten. Hierzu zdhlen sowohl | klassische*
intrazelluldre Rezeptoren der nuclear steroid receptor Superfamilie (Tsai & O Malley, 1994)

als auch verschiedene Gruppen von transmembranen Rezeptormolekiilen (Thomas, 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten im Genom von S. mansoni zwei transmembrane Proteine
mit Homologie zu Progesteron-bindenden Rezeptoren gefunden werden. Die Transkription
der Rezeptoren SMPMRC1 und SmProgestinR1 erfolgt nach gonadenspezifischen RT-PCRs
in beiden Gonaden adulter S. mansoni (siehe 3.2.1). Weiterhin lieferten gPCRs erste Hinweise
auf eine paarungsabhédngige Regulation der Transkription, sowohl in ganzen Wirmern als
auch in Testes und Ovarien (siehe 3.2.3). Aufgrund dieser Befunde sollten beide Rezeptoren
im Folgenden eingehender charakterisiert werden. Zunachst wurden daher Sequenzanalysen
durchgefuhrt (siehe 3.3.5.1). Um weitere Hinweise auf mdogliche Funktionen von
Steroidhormonen in adulten S. mansoni zu erhalten, wurden Parchen auflerdem mit
Progesteron in vitro behandelt (siehe 3.3.5.2). Zusétzlich erfolgten erste RNAI-Experimente,
um die Transkription beider Rezeptoren in adulten Wirmern spezifisch zu reduzieren (siehe
3.3.5.3).
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3.3.5.1 Aufklarung der Sequenz zweier potentieller transmembranen
Progesteron-Rezeptoren SmMPMRC1 und SmProgestinR1

Die CDS der beiden Rezeptoren SMPMRCL1 und SmProgestinR1 konnten im Verlauf dieser
Arbeit Uber RT-PCRs mit Parchen-cDNA vollstandig amplifiziert werden. Hierzu wurden die
folgenden Primer verwendet: 5’SmProR1 und 3’SmProR1... (SmPMRCI1) sowie 5°Progestin
und 3°Progestin (SmProgestinR1). Die Ergebnisse der Sequenzierungen stimmen mit den
GeneDB-Eintrdgen Smp_093700 fur SmPMRC1 und Smp_ 086190 fur SmProgestinR1
uberein. Blast-Analysen der SmPMRC1 Proteinsequenz offenbarten Homologien des
Rezeptors zu progesterone membrane receptor component (PMRC)-Proteinen anderer
Organismen (siehe Tab. 3.6). SMART-Analysen zufolge besitzt das 190 Aminosduren lange
SMPMRC1 wie auch andere Mitglieder dieser Proteinfamilie einen kurzen intrazellulédren N-
Terminus (14 Aminosauren), eine einzelne TMH (von Position V*° bis L3) sowie einen
extrazellularen C-Terminus (153 Aminoséuren) inklusive einer cytochrome b5 (Cyt-
b5)-Bindungsdomane (von Position F®* bis L*®, SMART ACC: SM001117) (Thomas, 2008)
(siehe Abb. 3.32, A). Diese ist in der Lage, eine Him-Gruppe zu binden (Gosh et al., 2005)
und ist weiterhin flr die direkte oder indirekte Interaktion mit Progesteron von Bedeutung.
Ihre genaue Funktion ist allerdings bisher nicht im Detail verstanden (Rohe et al., 2009).

Der zweite Rezeptor, SmProgestinR1, besitzt laut Blast-Analysen Homologie zu den
Mitgliedern V und VI der progestine and AdipoQ (PAQ)-Rezeptorfamilie (siehe Tab. 3.7).
Hierbei handelt es sich um eine Gruppe von Rezeptoren mit einer 7-TMH-Sturktur, welche
sich analog zur Superfamilie der GPCRs entwickelt hat (Tang et al., 2005). Wéhrend einige
PAQRs durch Adiponektine aktiviert werden, kénnen PAQR V und PAQR VI wie auch
weitere Vertreter dieser Familie Progesteron binden (Zhu et al., 2003; Tang et al., 2005;
Smith et al., 2008). Drei weitere PAQRs aus S. mansoni, SmAdipoR1 (Smp_045410),
SmAdipoR2 (Smp_045420) und SmAdipoR3 (Smp_057130) (Hahnel, 2010) zeigten eine
hohere Sequenzéhnlichkeit zu Adiponektin-bindenden Rezeptoren und werden daher im

Rahmen dieser Arbeit als Adiponektin-Rezeptoren bezeichnet.

Der Rezeptor SmProgestinR1 hat eine Gesamtlange von 354 Aminoséduren. Hiervon entfallen
67 Aminoséauren auf den intrazellularen N-Terminus. Die fur PAQRs typische Haemolysin-I11
releated (Hyl 111, PFAM ACC: PF3006)-Transmembrandoméne reicht von Position F® bis
Y29 und enthalt insgesamt sieben TMHSs. Hieran schlieBt sich im C-Terminus (54
Aminosauren) eine achte TMH (1°%° bis Y3%) an (siehe Abb. 3.32, B). Wahrend zusétzliche
THMs bei PAQR bisher nicht beschrieben wurden, ist zumindest bei GPCRs das Auftreten
einer weiteren Helix (Helix 8) bekannt. Diese spielt unter anderem eine Rolle bei der
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Stabilisierung des C-Terminus oder der Rezeptordimerisierung (Dowal et al., 2011; Bruno et
al., 2012). Mdoglicherweise erfullt die THM VIII in SmProgesterinR1 eine &hnliche Rolle.
Alternativ konnte es sich um eine falsche VVorhersage durch SMART handeln. Dies ist z.B. oft
bei Signalpeptidsequenzen der Fall, die ahnlich wie THMs uUber einen hohen Anteil
hydrophober Aminosauren verfligen (Krogh et al., 2001). Interessanterweise besitzt das bei
BLAST-Analysen (siehe Tab. 3.7) gefundene Homolog aus Clonorchis sinensis ebenfalls eine
achte TMH, wahrend das entsprechende Homolog aus S. japonicum nur sieben THMs
aufweist.

A SmPMRC1 (Smp_093700)

N C

ISOaaI

B SmProgestinR1 (Smp_086190)

Abb. 3.32: Sequenzanalyse der potentiellen Progesteron-Rezeptoren SmPMRC1 und
SmProgestinR1

Die Proteinsequenzen der beiden potentiellen Progesteron-Rezeptoren, SmPMRC1 und
SmProgestinR1 wurden zur weiteren Charakterisierung einer SMART-Analyse unterzogen. Der
Rezeptor SMPMRCL1 (A), welcher zur Familie der progesterone membrane receptor component
(PMRC)-Proteinen gehort, besitzt eine Gesamtlange von 190 Aminoséauren. Hiervon entfallen 14 auf
den intrazelluldren N-Terminus. Der extrazelluldre Bereich (153 Aminosduren) C-terminal der TMH
(blau) enthélt eine Cyt-b5 Bindungsdoméne (braun). Der Rezeptor SmProgestinR1 (B), der sich in
die progestine and AdipoQ (PAQ)-Rezeptorfamilie einordnen l&sst, hat eine L&nge von 354
Aminosduren. An den 67 Aminosduren langen intrazellularen N-Terminus schlieit sich die
Haemolysin-111 releated-Transmembrandomane mit sieben THMs (I - V) an. Im C-Terminus (54
Aminoséduren) befindet sich eine achte TMH (VI1II) deren Funktion unklar ist. [N: N-Terminus; C:
C-Terminus].
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Tab. 3.6: BLAST-Analyse zum potentiellen Progesteron-Rezeptor SmMPMRC1

Nr. | Entry Gen Art E-value
1 GAVIR? Putative membrane associated progesterone Schlstos_oma 8.0x10-136
rec... Smp_093700 mansoni
2 CILFEL Membrane-associated progesterone _Schlst_osoma 9.0x10-116
receptor com... japonicum
7 L7M742 Putative steroid membrane receptor Rhipicephalus 6.0%10-45
pulchellus
8 E0X658 | Progestin membrane receptor component 1 | Penaeus monodon 6.0x10-45
18 K10J10 Membrane-associated progesterone Crassostrea gigas 2 0%10-43
receptor com...
19 | FINOX1 Membrane-associated progesterone Gallus gallus 9.0%10-42
receptor com...
20 | E2BWHI Membrane-associated progesterone Harpegnathos 2 0x10-41
receptor com... saltator
21 | Q5ZKN2 Membrane-associated progesterone Gallus gallus 2 0x10-41
receptor com...
25 | D8KY56 | Steroid membrane binding protein Bombus ignitus 6.0x10-41
28 | DaTsE3 Putative progesterone receptor membrane Gloss_lna 2 0%10-40
compo... morsitans
31 | E24Qv5 Membrane-associated progesterone Camponotus 4.0x10-40
receptor com... floridanus
32 | M7BGQ3 Membrane-associated progesterone Chelonia mydas 4.0x10-40
receptor com...
33 | FaWoA3 Membrane-associated progesterone Acromyrmex 4.0x10-40
receptor com... echinatior
49 | Q6P2W8 | Pgrmc2 protein Xenopus tropicalis 2.0x10-39
50 | A5PJQ6 | PGRMC2 protein Bos taurus 2.0x10-39

Tabelle 3.6 enthélt die ersten 50 Ergebnisse zur BLAST-Analyse der SMMPRC1 Proteinsequenz
mit der Proteindatenbank UniProt. Ergebnisse die auf Sequenzdhnlichkeiten zur Familie der
progesterone membrane receptor component (PMRC)-Proteine (auch membrane-associated
progesterone receptor component) anderer Organismen verweisen, wurden farblich
hervorgehoben. Als hypothetical protein annotierte Eintrdge wurden aus Griinden der
Ubersichtlichkeit aus der Tabelle.
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Tab. 3.7: BLAST-Analyse zum potentiellen Progesteron-Rezeptor SmProgestinR1

Nr. | Entry Gen Art E-value
1 G4VCEO | Putative progestin and adipoq receptor Schistosoma 0.0
Smp_086190 mansoni
2 | Q5DDM3 | SJCHGC00917 protein Schistosoma 0.0
japonicum
4 G7Y2Y5 | Membrane progestin receptor gamma Clonorchis sinensis | 5.0x10-119
10 | G5AR96 | Progestin and adipoQ receptor family member 6 | Heterocephalus 8.0x10-57
glaber
16 | F1RP12 | Progestin and adipoQ receptor family member Sus scrofa 1.0x10-55
V
21 | L8ICU4 | Progestin and adipoQ receptor family member 6 | Bos grunniens 5.0x10-55
23 | Q5TCKY | Progestin and adipoQ receptor family member Homo sapiens 9.0x10-55
V
24 | Q6TCH4 | Progestin and adipoQ receptor family member 6 | Homo sapiens 9.0x10-55
31 | QOVBT6 | Progestin and adipoQ receptor family member Mus musculus 4.0x10-54
VI
32 | Q6TCGS5 | Progestin and adipoQ receptor family member 6 | Mus musculus 4.0x10-54
42 | B7Z9R9 | Progestin and adipoQ receptor family member 6 | Homo sapiens 3.0x10-53
46 | H2RFAS5 | Progestin and adipoQ receptor family member Pan troglodytes 1.0x10-52
V
47 | 16THQ9 | Membrane progesterone receptor gamma-1 Pimephales 2.0x10-52
promelas
50 | Q9NXK6 | Membrane progestin receptor gamma Homo sapiens 4.0x10-52

Tabelle 3.7 enthalt die ersten 50 Ergebnisse zur BLAST-Analyse der SmProgestinR1
Proteinsequenz mit der Proteindatenbank UniProt. Ergebnisse die auf Homologie zu Mitgliedern VV
(auch y) und VI der progestine and AdipoQ (PAQ)Rezeptor-Familie verweisen, wurden farblich
hervorgehoben. Als hypothetical protein annotierte Eintrdge wurden aus Griinden der
Ubersichtlichkeit aus der Tabelle entfernt.
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3.3.5.2 Behandlung von S. mansoni-Parchen mit dem Steroidhormon Progesteron
Obwohl PAQRs und PMRCs eine bedeutende Rolle bei der Entstehung verschiedener Tumore

spielen (Rhoe et al., 2009; Thomas, 2012), sind derzeit noch keine kommerziellen Inhibitoren
gegen diese Proteinklassen erhéltlich, welche im Rahmen dieser Arbeit flr erste funktionelle
Analysen hatten genutzt werden kénnen. Aufgrund ihrer potentiellen Eigenschaft Progesteron
zu binden, wurde daher beschlossen, Péarchen wvon S.mansoni in einem ersten
in vitro-Experiment mit Progesteron zu behandeln, um gegebenenfalls die Aktivitat der
beiden Rezeptoren zu stimulieren, um so einen moglichen Einfluss von Progesteron oder

strukturell verwandter Stoffe auf die Reproduktion adulter Schistosomen zu untersuchen.

Hierzu wurden S. mansoni-Parchen mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Steroidhormons (10 ng/ml bzw. 0,03 uM; 100 ng/ml bzw. 0,3 uM; 1 pg/ml bzw. 3uM) fir
96 h in Kultur gehalten. Alle 24 h wurde das Medium (Basch) gewechselt, neues Progesteron
(Sigma-Aldrich) hinzugegeben und die Zahl der gelegten Eier bestimmt (siehe Abb. 3.33).
Hierbei zeigte sich nach 48 h ein positiver Einfluss auf die Eiproduktion bei Konzentrationen
von 100 ng und 1 pg Progesteron pro ml Medium. Der durch die Behandlung hervorgerufene
Effekt hatte seinen Hohepunkt nach 72 h. Unter Progesteron-Einfluss legten die behandelten
Parchen ca. 3-mal (10 ng/ml) bis 4-mal (1 pg/ml) bzw. 5-mal (100 ng/ml) so viele Eier wie
die Kontrollen (siehe Abb. 3.30). Nach 96 h glichen sich die Raten gelegter Eier wieder an,
einzig im Ansatz mit der hochsten Progesteron-Konzentration (1 pg/ml) war noch ca. die
doppelte Menge an Eiern im Vergleich zu den anderen Ansétzen zu finden. Diese waren
allerdings teilweise deformiert und es befand sich eine erhdhte Zahl freier Vitellinzellen im

Medium (nicht gezeigt).
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Abb. 3.33: Einfluss von Progesteron auf die Eiproduktion adulter S. mansoni

S. mansoni-Parchen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml)
des Steroidhormons Progesteron Uber einen Zeitraum von 96 h in vitro behandelt. Nach 48 h war
ein erster positiver Einfluss der Steroidhormon-Behandlung bei Konzentrationen von 100 ng und
1 pg Progesteron je ml Medium auf die Eiproduktion zu verzeichnen. Der stérkste Effekt wurde
allerdings nach 72 h erzielt. (Die Anzahl der biologischen Replikate belief sich auf n = 3).

Nach Ende des Behandlungszeitraums wurden S. mansoni-Pdrchen mittels KLSM auf
Verdnderungen in den Reproduktionsorganen untersucht. Testes und Ovarien behandelter
S. mansoni zeigten keine Unterschiede zur Kontrolle (nicht gezeigt). Eine detaillierte
Betrachtung des Vitellariums hingegen offenbarte einen Einfluss von Progesteron auf die
Struktur der Vitellinloben. Diese erschienen bei Behandlungen mit htheren Konzentrationen
(100 ng/ml, 1 pg/ml) auffallig vergroRRert im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 3.34). Dies

spricht moglicherweise fir einen stimulierenden Effekt des Steroidhormons auf die Bildung
von Vitellinzellen.
Erste Langzeitbehandlungen von adulten Mé&nnchen (> 7 Tage) in vitro deuteten auf3erdem

einen moglichen positiven Effekt auf die Spermienproduktion an (nicht gezeigt).

Entsprechende Experimente bedirfen allerdings einer Wiederholung, die im Rahmen dieser

Arbeit nicht moglich war.
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Abb. 3.34: Mikroskopische Untersuchungen von S. mansoni-Parchen nach in vitro-Behandlung
mit Progesteron

S. mansoni-Parchen wurden fur 96 h mit unterschiedlichen Konzentrationen (10 ng/ml, 100 ng/ml,
1 pg/ml) des Steroidhormons Progesteron kultiviert. Nach Ende des Behandlungszeitraums wurden
Parchen aller Ansatze mit dem KLSM auf morphologische Veranderungen in den
Reproduktionsorganen untersucht. Wahrend Testes und Ovarien in allen Behandlungen unaufféllig
waren, zeigten Wirmer nach einer Inkubation mit hoheren Progesteron-Konzentrationen (B:
100 ng/ml; C: 1 pg/ml) deutliche Veranderungen im Vitellarium. Die Vitellinloben erschienen hier
im Vergleich zur Kontrolle (A) stark vergroBert (B, C: Pfeil). [V: Vitellarium; Ga: Gastrodermis; J:
Maénnchen; @: Weibchen].

3.3.5.3 RNAI-Experimente zur funktionellen Analyse der Rolle von SmMPMRC1 und
SmProgestinR1 in adulten S. mansoni

Nach den in vitro-Kulturversuchen mit dem Steroidhormon Progesteron wurden erste RNAI-
Experimente durchgefihrt, um die SmMPMRC1- und SmProgestinR1-Expression in adulten
S. mansoni spezifisch zu reduzieren. Zur Synthese entsprechender dsRNAs wurden die Primer
5’SmProR+T7 und 3’SmProR+T7 fur SmPMRC1 sowie 5’ProgestinR_C-Term+T7 und
3’ProgestinR+T7 fir SmProgestinR1 verwendet. Das Einbringen der dsRNA in S. mansoni-
Parchen erfolgte (ber Elektroporation. Je Ansatz wurden acht Parchen mit 25 pg dsRNA
behandelt und anschlieRend fiir finf Tage kultiviert. Als Kontrolle (Epo only) wurden Parchen

ohne dsRNA elektroporiert.

Zum Nachweis einer Transkriptreduktion als Folge der dsSRNA-Behandlungen wurde Gesamt-
RNA aus Parchen extrahiert und im Anschluss an die cDNA-Synthese mittels qPCR
untersucht. Zur Amplifikation von SmPMRC1- und SmProgestinR1-cDNA wurden die
Primer 5’ProR-g2 und 3’ProR-g2 sowie 5’Progestin-q2 und 3’Progestin-q2 verwendet. Als
Referenzgen diente SmActin (5°Actin-q2/3’Actin-g2). Den gPCR-Ergebnissen zufolge fiihrte
eine Behandlung mit SmPMRC1- und SmProgestinR1-spezifischer dsRNA zu einer
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Reduktion der Transkriptmenge der Rezeptoren auf ca. 5% (SmProgestinR1) bzw. 16 %
(SmPMRC1) im Vergleich zur Kontrolle. (siehe Abb. 3.35).

Mikroskopische Untersuchungen (KLSM) dsRNA-behandelter Parchen offenbarten trotz
nachgewiesener Transkriptreduktion in keinem der dsRNA-Ansdtze morphologische

Veranderungen im Vergleich zu Wirmern der Epo only-Kontrolle (nicht gezeigt).

fold change
o
o

Transkriptionsrate als

Epo only dsProgestinR1 dsPMRC1

Abb. 3.32: Transkriptionsraten von SMPMRCL1 und SmProgestinR1 nach dsRNA-Behandlung
adulter S. mansoni

Bestimmung der Transkriptionsraten von SmPMRC1 und SmProgestinR1 in adulten S. mansoni
nach RNAi-Experimenten mittels qPCR. Parchen wurden mit spezifisch gegen SmPMRC1 bzw.
SmProgestinR1 gerichteten dsSRNAs elektroporiert und anschlieRend fir funf Tage in vitro kultiviert.
Als Kontrolle (Epo only) dienten Wirmer, welche ohne dsRNA elektroporiert wurden. Die
Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte tber eine relative Quantifizierung im Vergleich zum
Referenzgen SmActin (AAct-Methode). In den dsRNA-Ansatzen konnte eine Reduktion der
Transkriptmenge auf ca. 5 % (SmProgestinR1) bzw. 16 % (SmMPMRC1) im Vergleich zur Kontrolle
detektiert werden. (Die Anzahl der technischen Replikate belief sich auf n = 3)
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4. Diskussion

4.1 Etablierung einer Methode zur Isolation von Testes und Ovarien aus
adulten S. mansoni und erste Transkriptionsanalysen ausgewahlter
Gene

Die Sequenzierung des Genoms (Berrimann et al., 2009; Protasio et al., 2012) stellt einen
Meilenstein flr die Erforschung der Biologie des Trematoden S. mansoni dar. Sie bildet eine
wichtige Grundlage fur funktionelle Genanalysen, um detailliertere Einblicke in biologische
Prozesse innerhalb des Entwicklungszyklus des Parasiten zu erhalten. Allerdings sind der
Charakterisierung von Genen aus S. mansoni derzeit aus unterschiedlichen Griinden noch
enge Grenzen gesetzt. Einer der limitierenden Faktoren ist hierbei der stark eingeschrénkte
Zugang zu spezifischen Geweben und definierten Zellen, was u.a. im typischen Korperbau der
Acoelomata begrundet ist (Quack et al., 2010). Erste Ansétze, um Uber einen mechanischen
Aufschluss adulter Schistosomen eine Mischung unterschiedlicher Zelltypen zu erhalten und
temporar zu kultivieren, erwiesen sich in der Vergangenheit als erfolgreich. Intakte Gewebe
oder Organe wurden allerdings durch die mechanische Prozedur zerstort (Dong et al., 2002;
Ming et al., 2006). Bisherige Versuche mit dem Ziel iber einfache Proteasebehandlungen
Zugriff auf innere Organe und Zellen adulter S. mansoni zu erhalten, schlugen hingegen fehl
(Grevelding & Quack, personliche Mitteilung). Maoglicherweise erwies sich hierbei das
Tegument der Wurmer als Barriere fur einen enzymatischen Abbau subtegumentaler
Muskelschichten. Dieses Uberzieht als syncytiale Schicht den gesamten Korper des Parasiten
und wird nach auflen durch die, aus mehreren Lipidschichten bestehende Membranocalyx
abgeschlossen (van Hellemond et al., 2006). Ein bereits etablierter Ansatz zur Entfernung des
Teguments, basierend auf mehreren Zyklen aus abwechselndem Einfrieren und Vortexen der
Wirmer (Roberts et al., 1983) erschien nicht geeignet, da die Zellen durch Kontakt zum
flissigen Stickstoff geschadigt werden. Daher entwickelte Dr. Thomas Quack aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Grevelding eine Kombination aus Detergenzienbehandlung und
nachfolgendem Proteaseverdau, um Tegument und Muskulatur aufzulésen. Ein Einsatz milder
Detergenzien erwies sich als zweckdienlich das Tegument zu entfernen, ohne die weitere
Struktur mannlicher und weiblicher S. mansoni zu beeintrdchtigen. Eine anschlielende
Behandlung weiblicher Wirmer mit Col/Dis. flhrte zur Freisetzung von morphologisch

intakten Ovarien. Anschlielende Versuche zur RNA- (eigene Beobachtungen) und Protein-
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Isolation (Quack, personliche Mitteilung) schlugen allerdings fehl, was auf eine negative

Beeintrachtigung der Zellen schlief3en l&sst.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit das vorhandene Ausgangsprotokoll zur Isolation von
Ovarien aus maturen Weibchen so modifiziert werden, dass die gewonnen Organe vitale
Zellen enthalten. AufRerdem war es das Ziel, das Protokoll an eine Gewinnung von Ovarien
aus immaturen Weibchen und Testes aus paarungserfahrenen und -unerfahrenen Mannchen zu
adaptieren. Hierflr erwiesen sich eine Reduzierung von Detergenzienkonzentration und
Inkubationsdauer sowie die Verwendung von Elastase als Alternative zu Col/Dis. als
erfolgreich. Durch die Behandlung kam es zum Aufschluss des parenchymatischen Gewebes
und zur Freisetzung von Gonaden sowie unterschiedlicher Zelltypen. Testes bzw. Ovarien
waren frei von anderen Zellen und Geweben und konnten Uber einfache Pipettierschritte
eingesammelt und effizient angereichert werden. Zusatzlich wurde auch der Zugriff auf
andere Gewebe wie z.B. Vitellarium und Darm ermdglicht. Unter den freigesetzten Zelltypen
erschienen vor allem S4-Vitellinzellen als prominent, da sie sich aufgrund der Einlagerung
von Lipiden und Eischalenvorlduferproteinen (Erasmus, 1975; Erasmus & Popiel, 1980)

farblich gut von anderen Zellen absetzen.

AnschlieRende Trypanblau-Farbungen zeigten, dass die Zellen isolierter Testes und Ovarien
mehrheitlich vital waren. Daher wurden im folgenden Gesamt-RNAs aus Gonaden paarungs-
erfanrener und -unerfahrener Individuen beider Geschlechter extrahiert. Diese waren
qualitativ vergleichbar mit Extraktionen von Gesamt-RNA aus vollstandigen Wirmern.
Quantitative Analysen ergaben fur Testes paarungsunerfahrener und -erfahrener Mannchen
vergleichbare Mengen an Gesamt-RNA pro Organ, wobei letztere einen leicht hoheren RNA-
Gehalt aufwiesen. Dies deckt sich mit den Erwartungen, da paarungsunerfahrene Mannchen
bereits Uber vollstdndig entwickelte Testes verfigen (Armstrong, 1965). Leicht reduzierte
LobengroRen paarungsunerfahrener Mannchen, wie sie ber eine morphologische Studie
festgestellt wurden (Neves et al., 2005), spiegeln sich hierbei mdglicherweise in dem etwas
geringeren RNA-Gehalt wider. GroRe Unterschiede zeigten sich hingegen beim Vergleich von
Ovarien maturer und immaturer Weibchen. Erstere besitzen einen 33-fach héheren RNA-
Gehalt je Organ. Grinde hierfiur liegen im paarungsinduzierten Wachstum und der
Differenzierung des Ovariums sowie einer vermehrten mRNA-Speicherung primarer Oozyten
fur die Embryogenese (Clarke, 2012). Zusammenfassend bestatigten diese Analysen die
Extraktion von Gesamt-RNA aus Testes und Ovarien in ausreichender Qualitat und Quantitat

fur weiterfiihrende molekularbiologische Anwendungen. Aus den isolierten Organen konnten

138



4, Diskussion

auch Proteine in guter Qualitdt und Menge fir Immuno-Blots extrahiert werden, wie
Dr. Thomas Quack und Zhigang Lu zeigten (Hahnel et al., 2013).

Als néchsten Schritt verwendete ich Gesamt-RNAs aus Testes und Ovarien
paarungserfahrener S. mansoni, um mittels RT-PCRs die Transkription ausgewahlter Gene in
den Gonaden zu untersuchen. Die hier betrachteten Gene lieRen sich in drei Gruppen
einteilen. 1.) Gene, deren Transkription/Expression in Testes und/oder Ovarien bereits in
friheren Studien beschrieben wurde. 2.) Gene, deren Transkription/Expression bisher in
anderen Geweben adulter S. mansoni nachgewiesen wurde, nicht aber in den Gonaden. 3.)
Gene, deren Transkription/Expression in adulten S. mansoni bisher noch nicht beschrieben
wurde, deren Homologie zu charakterisierten Genen anderer Organismen aber auf potentielle
biologische Funktionen in den Gonaden hinweist.

Zur ersten Gruppe gehorten u.a. die kleine GTPase SmRhol, die Src/Abl-Hybridkinase
SMTK6 und ein egg shell precursor-Protein.  Friihere Lokalisationsstudien mittels
in situ-Hybridisierung detektierten Transkripte dieser Gene u.a. in Testes und Ovarien
(Quack et al., 2009; Beckmann et al., 2010a) bzw. im Falle des egg shell precursor-Proteins
(Buro et al., 2013) in Ovarien aber nicht in den Testes. Diese Ergebnisse konnten im Rahmen
dieser Arbeit mittels gonadenspezifischer RT-PCRs bestatigt werden. Weitere Gene dieser
ersten Gruppe sind die Proteindisulfidisomerase SmPDI und die katalytische Untereinheit der
Calcium-abhé&ngigen Serin/Threonin Phosphatase SmCNA. Die Transkription bzw.
Expression beider Gene wurde in friheren Studien u. a. in den Testes nachgewiesen (Finken
et al., 1994; Mecozzi et al., 2000; Knobloch et al., 2004). Dies konnte hier uber
gonadenspezifische RT-PCRs bestatigt und zusatzlich um eine Transkription in Ovarien
erweitert werden. Entsprechendes erscheint plausibel, da sowohl PDI als auch Calcineurine in
weiblichen Reproduktionsorganen anderer Organismen exprimiert werden (Dorner et al.,
1990; Talakhun et al., 2012). Calcineurine spielen z.B. eine Rolle bei der Regulation des
Meiose-Arrests von Drosophila-Oocyten (Takeo et al., 2012). Die Transkripte weiterer Gene
wie SmFKBP12, SmTBR-1, SmVKR1 und SmVgl1l wurden im Rahmen friherer Studien im
Ovar detektiert (Vicogne et al., 2003; Knobloch et al., 2004; Skinner et al., 2012). Hingegen
konnte hier Uber gonadensspezifische RT-PCRs Transkripte dieser Gene in jeweils beiden
Gonaden nachgewiesen werden. Da das Immunophilin FKBP12 (Rossi et al., 2002; Knobloch
et al., 2004) und der TGFB-Rezeptor SmTBR-1 (Knobloch et al., 2004; LoVerde et al., 2009)
wichtige Komponenten des TGFB-Signalwegs darstellen, lassen diese Ergebnisse des Schluss

zu, dass der entsprechende Signalweg maoglicherweise auch in den Testes etabliert ist. Auch
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mit Hinblick auf die RTK SmVKRL1 dienen die RT-PCR-Ergebnisse dazu, die in den Testes
beschriebenen Signalwege um eine weitere Komponente zu erweitern. Der Nachweis von
Transkripten des Vasa-like Gens SmVIgl in den Testes ist ebenso nachvollziehbar, da die
RNA-Helikase Vasa in vielen Organismen einen wichtigen Stammzellmarker darstellt und
vielfach auch in Zellen ménnlicher Reproduktionsorgane exprimiert wird (Castrillon et al.,
2000; Noce et al., 2001). Die hier auftretenden Unterschiede zu friilheren Lokalisationsstudien
liegen moglicherweise einer hoheren Sensitivitdt der RT-PCR im Vergleich zu in situ-
Hybridisierungen oder der Immunohistologie zugrunde. Diese kann vor allem bei schwach
transkribierten bzw. exprimierten Genen von Bedeutung sein, die gegebenenfalls unter die

Nachweisgrenze der letztgenannten Methoden fallen.

Die zweite Gruppe umfasst mit SmHSP70, SmSPRM1hc, SmAQP1, SmMGTP4 und SmNPP-5
Gene, die bisher u.a. als tegumental exprimiert in Erscheinung getreten sind (Wippersteg et
al., 2002; Krautz-Peterson et al., 2007; Faghiri et al., 2010; Krautz-Peterson et al., 2010;
Bhardwaj et al., 2011). Transkripte der beiden ersten Gene konnten iber gonadenspezifische
RT-PCRs in Testes und Ovarien nachgewiesen werden. Dies spricht fur ein ubiquitéres
Expressionsmuster von SmHSP70 und SmSPRM1hc in adulten S. mansoni, die als Chaperon
bzw. aminosduretransportierende Permease konservierte zellbiologische Funktionen erfillen,
welche in nahezu allen Zelltypen von Bedeutung sind (Verrey et al., 1999; Verrey et al., 2000;
Kampinga & Craig, 2010; Young, 2010; Fotiadis, et al., 2013). Weiterhin wurde eine
SMAQP-Transkription mittels RT-PCRs in den Testes detektiert, wahrend SmGTP4- und
SMNPP-5-Transkripte weder in den Testes noch in Ovarien gefunden wurden. Aguaporine
sind transmembrane Proteine, die als Kanile den Transport von Wasser und kleineren
Molekilen Uber die Zellmembran erleichtern. SmAQP konnte Uber Immunohistologie
(Faghiri et al., 2010) und im Rahmen mehrerer Proteomstudien (Braschi et al., 2006; Castro-
Borges et al., 2011) im Tegument adulter S. mansoni nachgewiesen werden. Das Potential
zum Transport von Mannitol, Fruktose und Alanin spricht fiir eine Rolle von SmAQP bei der
Aufnahme von Néhrstoffen sowie Entgiftungsprozessen (Faghiri & Skelly, 2009; Faghiri et
al., 2010). Keine der Studien untersuchte allerdings eine Expression des Aquaporins in den
Reproduktionsorganen. Damit liefern die hier durchgefiihrten RT-PCRs erste Hinweise auf
eine Transkription von SmAQP in den Testes. Sowohl in Vertebraten, wie einigen Nagerarten
(Calamita et al., 2001) als auch in Invertebraten, wie C. elegans (Huang et al., 2007), konnten
verschiedene Aquaporine bereits in mannlichen Reproduktionsorganen nachgewiesen werden,
wo sie u.a. in die Spermatogenese involviert sind. Eine weitere Studie zum Trematoden

Fasciola gigantica identifizierte neben dem Tegument das Epithelgewebe von Testes und
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Ovarien als Expressionsorte fur zwei Aquaporine (Geadkaew et al., 2011). Dies spricht flr die
Mdglichkeit, dass SmAQP neben einem (N&hr-)Stofftransport tiber das Tegument auch in die
Reproduktion von S. mansoni involviert ist. Ein Nachweis von SmAQP mittels eines
spezifischen Antikorpers in testesspezifischen Proteinlysat schlug allerdings fehl (Hahnel et
al., 2013). Daher wére es auch denkbar, dass SmMAQP-Transkripte in den Testes auf eine
leaky-Transkription zurtickzufiihren sind, bzw. aufgrund posttranskriptioneller Regulation
nicht translatiert werden. SmGTP4- und SmNPP-5-Transkripte wurden hingegen nicht tber
RT-PCRs in den Gonaden nachgewiesen, was sich mit vorherigen Studien deckt, bei denen
gezeigt werden konnte, dass die Funktionen beider Gene eng mit tegumentalen Prozessen
assoziiert sind. SmGTP4 reguliert als Glukose-Transporter die Aufnahme des Zuckers uber
das Tegument (Krautz-Peterson et al., 2010), wahrend SmNPP-5 (Bhardwaj et al., 2011) eine

Rolle bei der Parasit-Wirtsinteraktion zu spielen scheint.

Die dritte Gruppe ausgewahlter Gene umfasst SmOGT1, SmAxDyn und SmRingoA.
Transkripte der potentiellen Glykosyltransferase SmOGT1 wurde sowohl in Testes als auch in
Ovarien nachgewiesen. O-linked N-acetylglucosamine-Transferasen (OGTs) sind stark
konservierte Proteine im Tier- und Pflanzenreich, die u.a. direkt an Prozessen zur
epigenetischen Genregulation in Stammzellen beteiligt sind (Pietersen & van Lohuizen, 2008;
Sinclair et al., 2009). Dies legt die Vermutung nahe, dass SmOGT1 in Stammzellen der
Reproduktionsorgane eine vergleichbare Rolle einnimmt. Transkripte des potentiellen
axonemalen Dynein SmAxDyn und dem Speddy/Ringo-Homolog SmRingoA wurden wie
erwartet in den Testes detektiert. Aus anderen Organismen ist bekannt, das beide Proteine u.a.
als Bestandteile von Cilien bzw. Zellzyklusregulatoren in die Spermatogenese involviert sind
(Cheng et al., 2005; Fatima, 2011).

Zusammenfassend konnten durch erste testes- und ovarspezifische Transkriptionsanalysen
mittels RT-PCR zum einen die Ergebnisse élterer Studien zur Transkription von Genen in den
Gonaden bestatigt werden (siehe z.B. SmRhol, SmTK®6, egg shell precursor-Protein). Zum
anderen wurden die Ergebnisse dlterer Studien zur Transkription von Genen um eine
Lokalisation in Testes und/oder Ovarien erweitert (sieche z.B. SmCNA, SmTpBR-1,
SmSPRM1hc, SmAQP). Schlielllich gelang auch der Nachweis der Transkription einiger
bisher nicht charakterisierter Gene in den Gonaden (z. B. SmOGT1, SmAxDyn, SmRingoA).

Dartiber hinaus lieferten die RT-PCR-Analysen in Hinblick auf die Gonaden Hinweise auf
testes-, oder ovarspezifisch transkribierte Gene wie z.B. SmAxDyn, oder das egg shell

precursor-Protein, welche in zukinftigen Analysen als organspezifische Marker dienen
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konnten. Ebenso wichtig sind Gene wie SmGTP4 und SmNPP-5, die keine Transkription in
den Gonaden zeigten und damit gegebenenfalls im Rahmen zukunftiger Untersuchungen
wichtige Negativkontrollen darstellen.

Eine einzige Studie untersuchte bislang umfassend eine gewebespezifische Transkription von
Genen in adulten S. mansoni. Diese erfolgte ber die Lasermikrodissektion (LMD) definierter
Gewebe wie Testes, Ovarium, Vitellinloben und Gastrodermis in Kombination mit
Microarray(MA)-Analysen (Nawaratna et al., 2011). Auf diese Weise wurden fir jedes
Gewebe Datensédtze mit Genen erstellt, die im Vergleich zum restlichen Wurm quantitativ
starker transkribiert werden. Ein Vergleich der hier vorliegenden Ergebnisse mit den Daten
von Nawaratna et al. (2011) zeigte z.B. fir die Gene SmCNA und SmHSP70
Ubereinstimmungen beziiglich einer Transkription im Ovar (siehe 3.1.4). Allerdings sind
viele andere Gene, auch solche deren Lokalisation in den Gonaden bereits tber andere
Methoden bestétigt wurde, wie z.B. SmRhol und SmPDI, nicht in den MA-Datensatzen
vorhanden. Dies kann darin begrindet liegen, dass einige Gene aufgrund der gquantitativen
Aussage der MA-Studien nicht beriucksichtigt werden, wahrend RT-PCRs beziglich der
Anwesenheit von Transkripten eine klare Ja/Nein-Antwort liefern. Weiterhin kénnen Uber
LMD nur geringe Mengen biologisches Material mit relativ groBem Aufwand gewonnen
werden. Besonders schwach transkribierte Gene fallen daher mdoglicherweise unter die
Nachweisgrenze. Weitere Limitierungen erfahrt die Methode dadurch, dass bei der LMD
Kontaminationen mit Zellmaterial des umliegenden Gewebes nicht vollstandig
ausgeschlossen werden kdénnen und die Isolation besonders kleiner Gewebe wie immaturer
Ovarien schwer zu bewerkstelligen ist. Auch eine Untersuchung gewebespezifischer
Unterschiede auf Proteinebene ist aufgrund geringer Gewebemengen kaum moglich.

Zusammenfassend bietet die im Rahmen dieser Arbeit weiterentwickelte Methode zur
Organisolation Zugriff auf Testes und Ovarien aus paarungserfahrenen und -unerfahrenen
S. mansoni. Die effektive Isolation und Anreicherung dieser Organe, basierend auf einer
kombinierten Detergenzien-/Proteasebehandlung kann in groRen Mengen und unter einfachen
Laborbedingungen erfolgen. Die hier durchgefiihrten Analysen isolierter Organe zeigten, dass
die Mehrheit der Zellen in den Organen vital ist und die Organe als Quelle fir RNA in
ausreichender Menge und Qualitat fir nachfolgende molekularbiologische Anwendungen

dienen konnen.

Um eine Anwendbarkeit der Methode fur gewebespezifische Transkriptionsanalysen zu

belegen, wurden erste RT-PCRs mit RNA aus Testes und Ovarien paarungserfahrener
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S. mansoni durchgefiihrt. Die hierbei erzielten Ergebnisse bestdtigen und/oder erganzen
frihere Transkriptionsstudien ausgewdahlter Gene bezuglich einer Transkription in den
Gonaden. AulRerdem liefern sie erste Hinweise auf die Transkription weiterer, bisher nicht
untersuchter Gene in diesen Organen. Hieraus wird der Nutzen gonadenspezifischer RT-PCR-
Ansatze deutlich, um z. B. andere, wesentlich zeitaufwendigere Lokalisationmethoden wie
in situ-Hybridisierung und Immunohistologie zu verifizieren und aufgrund hoherer
Sensitivitat zu erganzen. AuBerdem kann sie aufgrund ihrer Praktikabilitdt und schnellen
Durchfiihrbarkeit anderen kostenintensiveren und zeitaufwendigeren Methoden vorangestellt
werden, um Gene mit potentiellen biologischen Funktionen in Testes und Ovarien zu

identifizieren.

Zusétzlich konnte durch Dr. Thomas Quack und Zhigang Lu gezeigt werden, dass sich die
isolierten Gonaden auch fiir eine Extraktion von Proteinen und nachfolgende Analysen wie
Immuno-Blots eignen, die bei Verfugbarkeit spezifischer Antikorper einen Nachweis der
Proteinexpression in Testes und Ovarien ermdglichen (Hahnel et al., 2013). Weitere
Anwendungsmaoglichkeiten, die sich hieraus ergeben sind z.B. gewebespezifische
Interaktionsstudien Uber Co-Immunoprézipitation oder Untersuchungen posttranslationaler
Modifikationen. Diese Ansatze wurden in Schistosomen bisher nur in heterologen Systemen
bzw. auf Ebene ganzer Wirmer verfolgt (Beckmann et al., 2011; Long et al., 2012; Luo et al.,
2012).

Die Verfugbarkeit von RNA und Protein aus den Gonaden adulter S. mansoni bildet dartiber
hinaus eine wichtige Basis fur vergleichende Subtranskriptom- und Subproteomstudien auf
Ebene der Gonaden und konnte vor allem bei der Frage nach paarungsinduzierten
Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen in Testes und Ovarien neue und entscheidende
Erkenntnisse liefern. Entsprechende Vergleiche des Transkriptoms/Proteoms von Gonaden
aus paarungserfahrenen und -unerfahrenen S. mansoni aber auch zwischen Testes und
Ovarien eines Paarungsstatus wéren nutzlich, um neue Schlusselgene in der Reproduktion
adulter S. mansoni zu identifizieren und z.B. das Bild gonadenspezifischer Signalprozesse
entscheidend zu erweitern. Ein Vergleich von Transkriptom und Proteom spezifischer Organe
konnte darlber hinaus Aufschluss geben, welche Transkripte wirklich translatiert oder z.B. im

Hinblick auf mature Ovarien, fiir die spatere Embryogenese gespeichert werden.

Das hier etablierte Protokoll zur Gonadenisolation bietet dartiber hinaus Zugang zu anderen
Geweben und Zellen. Zukiinftige Ziele werden sein, das Ausgangsprotokoll fur die Isolation

von Vitellinloben, Gastrodermis u.a. Geweben zu optimieren, um gewebespezifische Gen-
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sowie Transkriptom/Proteomanalysen weiter voran zu treiben. Gleiches gilt fur die Isolation
unterschiedlicher Zelltypen z.B. Uber fluorescence activated cell sorting (FACS) zur
Beantwortung zellspezifischer Fragestellungen. Besonders bedeutsam fur die Erforschung der
der Reproduktionsbiologie von S. mansoni wird dabei die Aufreinigung von S1 bis S4
Vitellinzellen und ihre weiterfihrende Analyse sein. AuBerdem bildet die Verfligbarkeit von
Stammzellen, wie sie in den Gonaden und somatischen Gewebe vorhanden sind (Collins et
al., 2013), eine wichtig Voraussetzung zur Etablierung dringend bendtigter schistosomaler
Zelllinien. Diese konnten vielfaltig genutzt werden, z.B. zur Expression von Proteinen im
homologen System sowie zur Etablierung von Transfektionsmethoden und anschlieRender

Gencharakterisierungen.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden gonadenspezifische RT-PCRs erstmals eingesetzt,
um die Transkription ausgewdhlter Transmembranrezeptoren in Testes und Ovarien zu
untersuchen und erste Hinweise auf eine paarungsabhdngige Regulation der
Transkriptionsraten dieser Rezeptoren in diesen Organen zu erhalten. Entsprechende
Ergebnisse werden unter 4.2 diskutiert.

4.2 Lokalisationsstudien und erste Analysen zur paarungsabhangigen
Transkription von Transmembranrezeptoren in adulten S. mansoni

Auf der Suche nach alternativen Behandlungsstrategien zur Bekdmpfung der Schistosomiasis
ist in den letzten Jahren u.a. die aulergewohnliche Reproduktionsbiologie des Parasiten in
den Focus der Grundlagenforschung gertickt. Bei einer molekularbiologischen Betrachtung
der paarungsinduzierten sexuellen Reifung des Weibchens konnten u.a. verschiedene CTKs
wie die Src-Kinase SmTK3, die Syk-Kinase SmTK4 und Src/Abl-Hybridkinase SmTK6 mit
Schlisselrollen in Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen der Reproduktionsorgane
ausgemacht  werden. Hiervon ausgehend wurden (ber Y2H-Screenings und
Interaktionsstudien Bindungspartner dieser Kinasen identifiziert und so das Bild
reproduktionsrelevanter Signalwege kontinuierlich erweitert. Hierbei zeigte sich, dass viele
dieser Signalkaskaden aus Ovarien und Vitellarium auch in den Testes angelegt und dort in
die Spermatogenese involviert sind (Beckmann et al., 2010b). Trotz bedeutender Fortschritte
sind viele dieser Signalwege noch nicht in ihrer Gé&nze aufgeklart, da u.a. initiale

Transmembranrezeptoren sowie ihre Liganden vielfach noch unbekannt sind.
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Unterstutzt durch das Genomprojekt konnte in den letzten Jahren ein breites Spektrum
unterschiedlicher Gruppen von Transmembranrezeptoren wie z.B. GPCRs und
Rezeptorkinasen in S. mansoni identifiziert werden (Hahnel, 2010; Avelar et al., 2011;
Andrade et al., 2011; Zamanian et al., 2012). Aufgrund der groflen Anzahl an potentiellen
Rezeptoren werden auf der Suche nach Kandidaten fur gonaden- und vitellariumspezifische
Signalprozesse haufig Homologie-Vergleiche zu Genen anderer Organismen herangezogen,
um Hinweise auf Rezeptoren mit einer entwicklungs- und/oder reproduktionsbiologischen
Relevanz zu erhalten. Hieran schlieBen sich Lokalisationsstudien an mit dem Ziel, eine
Transkription bzw. Expression ausgewahlter Gene in entsprechenden Geweben zu bestatigen.
Die Methode der Wahl ist hierbei der Transkriptnachweis Uber die (whole mount)
in situ-Hybridisierung auf Gewebeschnitte oder ganze Wirmer (Beckmann et al., 2010b;
Cogswell et al. 2011). Ihre Nachteile liegen allerdings in der hohen Zeitintensivitat und einem
erschwertem Nachweis schwach transkribierter Gene. Gerade Letzteres trifft aber haufig auf
transmembrane Rezeptoren zu, die meist an der Spitze von Signalkaskaden stehen (Krauss,
2008).

Um diese Limitierungen zu umgehen, wurde die im Rahmen dieser Arbeit etablierte
gonadenspezifische RT-PCR (siehe 3.1 und 4.1) angewendet, um die Transkription 14
ausgewahlter Transmembranrezeptoren in Testes und Ovarien paarungserfahrener S. mansoni

zu untersuchen. Die Kandidaten wurden dabei nach unterschiedlichen Kriterien ausgewahlt.

Fur das transmembrane Mucin SmTmMucl und SmMPARL, einem von mehreren potentiellen
Allatostatin-Rezeptoren aus S. mansoni, gab es bereits Hinweise auf eine Transkription in
Ovarien paarungserfahrener Weibchen (ber erste in situ-Hybridisierungen (Hahnel, 2010).
Transkripte beider Rezeptoren konnten mittels gonadenspezifischer RT-PCRs wiederum in
Testes und Ovarien detektiert werden. Dies bestatigt eine Co-Lokalisation von SmTmMucl
mit seinem Interaktionspartner SmMTKG6 in beiden Gonaden (Beckmann, 2008; Hahnel, 2010;
Beckmann et al., 2011). Auch das Bild mdglicher aktiver Gewebe von PAR konnte so um
eine Transkription in den Testes erweitert werden. Allgemein bilden Allatostatine eine groRe
Gruppe von Neuropeptiden bei Invertebraten und erreichen ihre hdchste Diversitat innerhalb
der Insecta (Stay etal.,, 1996; Bendena et al., 1999). Hier sind sie an einer Vielzahl
unterschiedlicher Funktionen wie Muskelkontraktionen, Nahrungsaufnahme, Verdauung und
neuronaler Kommunikation beteiligt und werden zusammen mit ihren Rezeptoren in vielen
unterschiedlichen Organen und Geweben exprimiert (Bendena et al., 1999). Auflerdem

mehren sich Hinweise auf eine direkte Beteiligung an Reproduktionsprozessen. Hierfir
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sprechen Lokalisationen dieser Neuropeptide und ihrer GPCRs in Testes und Ovarien
verschiedener Arten (Woodhead et al., 2003; Abdel-Latief et al., 2004; Lungchukiet et al.,
2008; Mayoral et al., 2010). Funktionelle Analysen zeigten zudem, dass eine Reduktion der
Allatostatin-Expression zu einer Abnahme der Eisynthese und Testesentwicklung in Insekten
fihrte (Meyering-Vos et al., 2006; Griebler et al., 2008). Erste Untersuchungen zu
Allatostatinen in Helminthen sprechen fir eine Beteiligung an der Steuerung der
Muskeltatigkeit (Mousley et al., 2005). Dartber hinaus konnten Allatostatine Uber
Immunohistologie im Nervensystem verschiedener Helminthen wie. z.B. S. mansoni
detektiert werden (Smart et al., 1994; Smart, 1995; Cebria, 2008). Obwohl die Funktion von
Allatostatinen hier noch unbekannt ist, bestatigen die durchgefiihrten gonadenspezifischen
RT-PCRs die Hypothese, dass Allatostatin-Rezeptoren wie SmPAR1 von

reproduktionsbiologischer Relevanz fiir S. mansoni sein kénnten.

Weiterhin wurden die vier Vertreter der Frizzled-Familie aus S. mansoni, SmFrz1 bis SmFrz4
(Hahnel, 2010; Zamanian et al., 2012) in die RT-PCR-Analysen mit einbezogen. Mitglieder
dieser Familie spielen u.a. eine wichtige Rolle bei der Embryogenese, neuronalen Formation
und Organentwicklung, indem sie regulatorisch auf Zellproliferation sowie Zellpolaritat
wirken und dadurch die Differenzierung von Zellen und Geweben beeinflussen. In dieser
Funktion sind Frizzled-Rezeptoren von fundamentaler Bedeutung fir Entwicklung
vielzelliger Organismen, was sich in einem Vorhandensein dieser Familie innerhalb aller
Gruppen der Eumetazoa widerspiegelt (Wang et al. 1996; Huang & Klein, 2004; Frederiksson
& Schioth, 2005). In den hier durchgefuhrten Untersuchungen konnten Transkripte von
SmFrzl in Testes und Ovarien detektiert werden. Die anderen Frizzled-Rezeptoren werden
gonadenspezifischen RT-PCRs zufolge hingegen nicht in diesen Reproduktionsorganen
transkribiert. Fur S. japonicum wurde bereits die Expression eines Frizzled-Homologs in den
Gonaden und dem Vitellarium adulter Wirmer beschrieben (Wang et al., 2011). Zusétzliche
Expressionsorte waren das Parenchym und die Muskulatur. Einen weiteren Hinweis auf
Wnt/Frizzled-Signalwege in den Gonaden liefert der Datensatz der Nawaratna et al.-Studie
(2011). Hier erschien SmFrz1 als stérker transkribiert in Ovarien, im Vergleich zu den

anderen Geweben des Weibchens.

Die Transkription weiterer untersuchter Rezeptoren wurde ebenfalls in Testes und Ovarien
nachgewiesen. Hierzu z&hlen die beiden FGFR-Homologe SmMFGFR1 und SmFGFR2, zwei
potentielle  Adiponektin-Rezeptoren (AdipoRs), SmAdipoR1 und SmAdipoR2, die

Rezeptortyrosinphosphatase (RTP) SmRTP1 sowie zwei potentielle Progesteron-bindende
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Rezeptoren SmProgestinR und SmMPMRC1. FGFRs spielen &hnlich wie Frizzled-Rezeptoren
eine bedeutsame Rolle bei einer Vielzahl zellularer Prozesse und sind vor allem in die
Embryogenese und Organentwicklung involviert. Sie sind in ihrer molekularen Struktur sowie
biologischen Funktion stark konserviert und in nahezu allen Stdmmen der Eumetazoa
vertreten. In Planarien werden FGFRs mit der Kontrolle der Neoblasten- und
Keimzelldifferenzierung in Verbindung gebracht (Ogawa et al., 1998; Ogawa et al., 2002).
Ahnliche Hinweise liefern Forschungsergebnisse aus Schistosomen. In einer aktuellen Studie
wurden somatische Stammzellen, sog. neoblast-like stem cells (NSCs) in adulten S. mansoni
identifiziert, welche moglicherweise einer Regulation durch das FGFR-Homolog SmFGFR-A
(hier: SmMFGFR2) unterliegen (Collins et al., 2013). WISH-Experimente in adulten Mannchen
detektierten SmFGFR2 Transkripte auBer in den als NCS definierten parenchymatischen
Zellen auch in den Testes. Eine Transkription von SmFGFR2 in den Testes wird auflerdem
durch die Nawaratna et al.-Studie (2011) belegt. Da Zellen mit Stammzellcharakter auch in
Ovarien vorkommen, erscheint die Transkription von SmFGFR1 und SmFGFR2 in beiden

Gonaden hierzu nicht widersprichlich.

SmAdipoR1 und SmAdipoR2 gehdren aufgrund ihrer Sequenzéhnlichkeit zu den Mitgliedern
der PAQR-Familie und verfiigen dementsprechend tber eine 7TMH-Architektur (Tang et al.,
2005). Bei Adiponektinen handelt es sich um Peptidhormone, welche beim Menschen priméar
in den Lipidmetabolismus und die zelluldre Glucose-Aufnahme involviert sind (Kadowaki &
Yamauchi, 2005). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass Adiponektine in den Gonaden
an der Synthese von Steroiden wie Progesteron beteiligt sind und die sexuelle Reifung
beeinflussen (Chabrolle et al., 2007; Caminos et al., 2008; Ocon-Grove et al., 2008).
Signalwege von AdipoRs laufen haufig tiber heterotrimere G-Proteine. Unter anderem ist ein
regulatorischer Einfluss auf die Zellproliferation bekannt, welcher (ber eine Src/Ras-
abhangige Aktivierung von ERK1 und 2 vermittelt wird (Lee et al., 2008). Obwohl AdipoRs
evolutionér stark konserviert sind (Tang et al., 2005), wurden in Invertebraten bisher nur
einzelne Rezeptoren beschrieben. Homologe Rezeptoren aus C. elegans scheinen wie bei
Saugetieren primdar in den Lipid- und Fettsauremetabolismus involviert zu sein (Svensson et
al.,, 2011). Die Expression eines Bombyx mori-Homologs erfolgt hingegen neben den
malphigischen Geféallen und Fettkorpern auch in den Testes (Zhu et al., 2008). Letzteres
spricht fur eine mogliche Beteiligung an Reproduktionsprozessen bei Invertebraten, wie sie
bei Sdugern bereits beschrieben wurden. Dies wird ebenfalls in Bezug auf SmAdipoR2 durch
Nawaratna et al. (2011) unterstlitzt. Hier erscheint der Rezeptor im Vergleich zum

Gesamtwurm verstarkt im Ovar transkribiert.
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Die hier gezeigte Transkription von SmRTP1 in Testes und Ovarien wird ebenfalls durch die
Nawaratna et al.-Studie (2011) im Hinblick auf eine Transkription in beiden Gonaden
unterstitzt. Die Rolle von Tyrosinphosphatasen (TPs) in Signaltransduktionsprozessen
gestaltet sich als sehr komplex und ist bisher nicht in ihrer G&nze verstanden. Einerseits
konnen TPs direkt als Antagonisten zu TKs wirken, indem sie die Phosphatgruppen von
phosphorylierten  Tyrosinresten entfernen und so als negative Regulatoren von
Signalkaskaden wirken. Andererseits sind TPs aber z. B. auch in der Lage, CTK-vermittelte
Signalwege Uber eine Dephosphorylierung inhibitorischer Phosphotyrosine im C-Terminus
von Src-Kinasen zu aktivieren (Tonks, 2013). RTPs verfiigen tber eine einzelne TMH mit der
sie in der Plasmamembran verankert sind. Im extrazellularen Bereich befinden sich, wie im
Falle von SmRTP1, hdufig Fibronectin-type Ill-Doménen, die eine Interaktion mit
Komponenten der extrazellularen Matrix ermdglichen. Auch eine trans-Bindung zwischen
zwei RTPs angrenzender Zellen via extrazellularer Doménen ist beschrieben worden (Brady-
Kalnay et al., 1993; Sap et al., 1994). Dies hat moglicherweise die Funktion, die Verteilung
von RTPs uber die Zellmembran zu kontrollieren. Im inneren Bereich liegen zwei
Proteinphosphatasedoméanen, von denen die eigentliche enzymatische Aktivitat ausgeht
(Tonks, 2013). Der Prozess ihrer Aktivierung ist bisher unklar und unterscheidet sich
zwischen verschiedenen RTPs. Haufig wird eine Inhibition der Phosphataseaktivitat durch
eine Dimerisierung des Rezeptors ausgeldst, welche auch (ber eine Interaktion mit RTKs
erfolgen kann (Mohebiany et al., 2013). Obwohl bislang noch nicht ausreichend erforscht,
werden RTPs in Vertebraten wie auch in Drosophila hauptsachlich mit der Entwicklung des
Nervensystems in Verbindung gebracht (Liao et al., 2013). Einer der wenigen Hinweise auf
eine Funktion von RTPs in Reproduktionsprozesse stammt ebenfalls aus Drosophila. Hier
konnte gezeigt werden, dass eine RTP in Kooperation mit Integrinen an der Strukturierung
des Cytoskeletts wahrend der Oocytenreifung beteiligt ist (Bateman et al., 2001). Zusammen
hiermit  liefern die Ergebnisse der gonadenspezifischen RT-PCRs und der
Nawaratna et al.-Daten (2011) weitere Hinweise auf eine Rolle von RTPs in testes- und

ovarspezifischen Signalwegen.

SmProgestinR1 und SmMPRC1 gehéren zu zwei unterschiedlichen Gruppen von
Transmembranrezeptoren, deren Mitglieder in anderen Organismen an der Bindung von
Progesteron und strukturell verwandten Steroidverbindungen beteiligt sind (Thomas, 2008).
In Invertebraten sind diese Rezeptoren noch kaum beschrieben, allerdings gibt es Hinweise

auf eine Beteiligung an Fortpflanzungsprozessen (Preechaphol et al., 2010; Stout et al., 2010),
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die eine Transkriptlokalisation beider Rezeptoren in Testes und Ovarien von S. mansoni

unterstutzen.

Als letzter Rezeptor wurde SmMNPYR1 mit in die gonadenspezifische Transkriptionsanalyse
mit einbezogen. SMNPYR1 ist ein GPCR mit Sequenzahnlichkeit zu Neuropeptid-F/Y-
bindenden Rezeptoren. Er wird den Ergebnissen der gonadenspezifischen RT-PCRs zufolge
nur in den Testes nicht aber in Ovarien transkribiert. Die Transkription in den Testes wird
zusétzlich durch die Nawaratna et al.-Studie (2011) bestatigt. Ferner zeigte eine Studie, dass
Neuropeptide-F/Y als potentielle Liganden von SmNPYR1 an der Spermatogenese und
Testes-Entwicklung von Planarien beteiligt sind (Collins et al., 2010). Dies
zusammengenommen macht SmNPYR1 zu einem interessanten Kandidaten fir die

Untersuchung testesspezifischer Signalwege in S. mansoni.

Um die Transkriptlokalisationen zu verifizieren, wurden fur sechs der untersuchten
Rezeptoren in situ-Hybridisierungen durchgefihrt. Fir die Rezeptoren SmTMucl, SmMPARL,
SmFrzl, SmFGFR2 und SmNPYR1 konnte auf diesem Wege die Ergebnisse der
gonadenspezifischen RT-PCRs bestétigt werden. Bei SmFGFR1 sind die durchgefiihrten
in situ-Hybridisierungen hingegen fehlgeschlagen, was fur eine schwache Transkriptionsrate
dieses Rezeptors spricht und den Vorteil der gonadenspezifischen RT-PCRs bei der Detektion
von Transkripten verdeutlicht. Die in situ-Hybridisierungen offenbarten zusatzlich eine
Transkription von SmTmMucl im Vitellarium und im Parenchym, wodurch das
transmembrane Mucin nachweislich in allen Geweben transkribiert wird, in denen auch der
Interaktionspartner SmTK6 nachgewiesen werden konnte (Beckmann et al., 2010a). Auch fur

SmPARL1 konnten zusétzlich Transkripte im Vitellarium detektiert werden.

Durch die Anwendung der im Rahmen dieser Arbeit etablierten Organisolation und
anschlieBender gonadenspezifischer RT-PCRs konnte die Transkription einer Reihe
unterschiedlicher Transmembranrezeptoren in den Gonaden nachgewiesen und interessante
Kandidaten fir testes- und ovarspezifische Signalwege identifiziert werden. Hieran schlossen
sich gPCR-Analysen an, um mdgliche paarungsabhéngige Transkriptionsprofile wvon
Transmembranrezeptoren in adulten S. mansoni beider Geschlechter sowie auf Ebene der
Gonaden zu untersuchen. Hintergrund dieser Experimente bilden die, durch den
kontinuierlichen Paarungskontakt adulter Schistosomen induzierten Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse, welche zur sexuellen Reifung des Weibchens fiihren (Kunz, 2001;
Grevelding, 2004; LoVerde et al., 2004). Die paarungsbedingten Einflisse des Mannchens auf

das Weibchen lassen sich sowohl morphologisch durch die Entwicklung der
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Reproduktionsorgane als auch auf Ebene der Genexpression verfolgen (Erasmus, 1973; Den
Hollander & Erasmus, 1985; Popiel, 1986; Grevelding et al., 1997; Fitzpatrick & Hoffmann,
2006; Waisberg et al., 2007). Im Gegensatz zum Weibchen sind paarungsunerfahrene
Ménnchen von erfahrenen morphologisch kaum unterscheidbar und verfiigen bereits Uber
vollstandig entwickelte Testes mit differenzierten Spermien (Armstrong, 1965). Trotzdem
gibt es in Mannchen paarungsabhdngige Unterschiede bei der Induktion von
Reifungsprozessen im Weibchen (Den Hollander & Erasmus, 1985) sowie auf Ebene der
Genexpression (Fitzpatrick & Hoffmann, 2006; Waisberg et al., 2007; Leutner et al.,

eingereicht).

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen zundchst, dass alle Rezeptoren, die fiir die gPCR-
Analyse ausgewdhlt wurden, grundsétzlich in paarungserfahrenen und -unerfahrenen
S. mansoni beider Geschlechter transkribiert werden. Daher ist anzunehmen, dass zumindest
ein Teil ihrer biologischen Funktionen unabhéngig vom Paarungsstatus erfolgt. Dies macht
insofern Sinn, da Signalwege, die Wachstums-und Differenzierungsprozesse regulieren,
bereits im nicht-ausgereiften Organismus angelegt sein missen, um im Falle eines externen
Stimulus angesprochen werden zu kénnen. Die quantitative Betrachtung offenbart hingegen
einen teilweisen starken Einfluss der Paarung auf die Transkriptionsrate untersuchter
Rezeptoren. Bei Ménnchen flhrt die Paarung vor allem zu einer Zunahme der Transkription
von SmTmMucl. Im Weibchen hingegen werden mehr Rezeptoren durch die Paarung
beeinflusst, wobei in den meisten Fallen eine Zunahme der Transkriptionsrate in
paarungserfahrenen Weibchen beobachtet werden kann. Dies deckt sich mit Beobachtungen
friherer Transkriptomstudien, die zeigten, dass die Paarung im Weibchen zu einer
Fokussierung der Genexpression auf Reproduktionsvorgénge fuhrt (Fitzpatrick & Hoffmann,
2006). Hingegen scheint die Expression von Genen, die fur eine autarke Lebensweise von
Bedeutung sind und z. B. bei Lokomotion oder dem Nahrungserwerb eine Rolle spielen,
aufgrund der Versorgung durch das Mannchen in den Hintergrund zu treten. So ist z. B. die
Transkription von SmMNPYR1, dem einzigen der untersuchten Rezeptoren, der nicht in den
weiblichen Reproduktionsorganen transkribiert wird, in paarungsunerfahrenen Weibchen
hoher, weil er hier moglicherweise Aufgaben im Nervensystem tbernimmt, welche z.B. fir

die Bewegung wichtig sein konnten.

Im Hinblick auf das Ziel, neue Kandidatengene mit einer moglichen Rolle fir die
Reproduktion von adulten S. mansoni zu finden, erscheint eine Fokussierung auf die Gonaden

allerdings wesentlich interessanter. Der Vergleich der Transkriptionsprofile von Testes aus
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paarungserfahrenen und -unerfahrenen Mannchen offenbart fur die Mehrheit der hier
untersuchten Rezeptoren eine deutliche paarungsinduzierte Zunahme der Transkriptionsrate,
welche bei einer Betrachtung ganzer Wurmer zumeist verborgen geblieben ist. Dies wird
vorallem fur SmMNPYR1 deutlich, der tendenziell in paarungsunerfahrenen Wirmern stéarker
transkribiert zu werden scheint. Auf Ebene der Testes hingegen konnte eine durch die
Paarung induzierte Zunahme der Transkriptmenge um den Faktor drei beobachtet werden. Die
generelle Zunahme der Transkriptmenge aller untersuchten Rezeptoren in den Testes liegt
maoglicherweise in einer verstdrkten Spermatogenese paarungserfahrener Mannchen
begrlindet, die sich auch morphologisch in gréReren Testesloben widerspiegelt (Neves et al.,
2005). In den Ovarien kommt es aufgrund der Paarung zu einer starken Erh6hung der
Transkriptmengen beider potentiellen Progesteron-bindenden Rezeptoren und SmFrzl,
wéhrend die Transkriptionsraten der FGFR-Rezeptoren und SmTmMucl weitgehend
unbeeinflusst bleiben. Eine mdgliche Erklarung hierflr ist, dass Erstere verstarkt oder
hauptsachlich in priméaren Oocyten transkribiert werden, welche wiederum erst mit der
Reifung des Ovariums gebildet werden. Da FGFRs hingegen auch in Planarien und
Schistosomen mit Stammzellregulation in Verbindung gebracht werden (Ogawa et al., 1998;
Ogawa et al., 2002; Collins et al., 2013), ist es zu erwarten, dass SMFGFR1 und SmFGFR2
bereits in immaturen Ovarien exprimiert werden. Gleiches konnte eventuell auch flr
SmTmMucl zutreffen, zumal Interaktionen zwischen FGFRs und transmembranen Mucinen
bereits beschrieben wurden (Ren et al., 2006). Analog zu SMNPYR1 in Mannchen und Testes
verhdlt sich SmFrz1 in Bezug auf die Weibchen. Wahrend die Transkriptionsrate von SmFrz1
beim Vergleich von paarungserfahrenen und -unerfahrenen Weibchen unaufféllig erscheint,
offenbart die Betrachtung auf Ebene von Ovarien eine starke paarungsinduzierte Zunahme der

Transkriptionsrate.

Zusammenfassend konnten gonadenspezifische RT-PCRs erfolgreich angewendet werden, um
neue Rezeptorkandidaten fur testes- und ovarspezifische Signalwege zu identifizieren. Hierbei
konnten friihere Lokalisationsstudien zu einigen der Rezeptoren beziglich einer Transkription
in den Gonaden bestéatigt bzw. erweitert werden, wahrend andere Rezeptoren zum ersten Mal
mit einer moglichen Funktion in der Reproduktionsbiologie adulter S. mansoni in Verbindung
gebracht werden konnten. Weiterhin gelang es uber in situ-Hybridisierungen, die Ergebnisse
der im Rahmen dieser Arbeit etablierten neuen Methode nochmals zu verifizieren und
zusétzlich fur einige Rezeptoren weitere Gewebe zu detektieren, in denen Transkripte
nachweisbar waren. Uberaus wichtige Erkenntnisse lieferten dariiber hinaus erste qPCR-

Analysen ausgewdhlter Rezeptoren zur paarungsabhangigen Transkription in adulten
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S. mansoni beider Geschlechter und deren Gonaden. Hierbei zeigte sich u.a., dass einige
interessante Rezeptoren bei einer Betrachtung ganzer Wirmer unaufféallig in Bezug auf eine
paarungsabhéngige Regulation der Transkriptmenge erschienen, wéhrend ein ,,Zoom-in“ in
das Organ erhebliche Unterschiede in den Transkriptionsraten nach Paarungskontakt
offenbarte. So konnte erstmals der Einfluss der Paarung auf die Genexpression spezifischer
Gewebe nachgewiesen werden. Dies verdeutlicht erneut die Notwendigkeit eines Zugriffs auf
definierte Organe und Gewebe aus S. mansoni, um den Einfluss verschiedener Faktoren auf
die Genregulation differenzierter betrachten zu kénnen. Auf bezogen Transkriptom- und
Proteomstudien zum Einfluss des Paarungskontaktes auf die Genexpression adulter
S. mansoni bedeutet dies, dass bei einer globale Analyse ganzer Wurmer viele Gene mit
Schlisselfunktionen  unentdeckt bleiben, da ihre moglicherweise vorhandenden
gewebespezifischen Expressionsprofile bei alleiniger Betrachtung auf Ebene des

Gesamtorganismus unentdeckt bleiben.

Mehrere der hier untersuchten Rezeptorkandidaten wurden aufgrund ihrer Lokalisation und
ihres paarungsabhangigen Transkriptionsprofils einer weiterflihrenden Charakterisierung
unterzogen, um erste Hinweise auf ihre Funktion in den Gonaden adulter S. mansoni zu
erhalten (siehe 4.3).

4.3 Erste Charakterisierungen ausgewahlter Transmembranrezeptoren

aus S. mansoni

4.3.1 Charakterisierung des transmembranen Mucins SmTmMucl aus S. mansoni

Das erste in S. mansoni beschriebene transmembrane Mucin SmTmMucl wurde in einem
Y2H-Screening als upstream-Interaktionspartner der Src/Abl-Hybridkinase SmTKG6
identifiziert (Beckmann, 2008; Beckmann et al., 2011) und eine Interaktion beider Molekiile
uber direkte Interaktionsstudien verifiziert (Hahnel, 2010). Hierbei konnte gezeigt werden,
dass eine Bindung der SH2-Doméne von SmTKG6 an ein konserviertes Src-Bindungsmotiv im
intrazellularen C-Terminus des Mucins erfolgt. Eine erste Lokalisation von SmTmMucl-
Transkripten im Ovar maturer Weibchen (Hahnel, 2010) wurde in der hier vorliegenden
Arbeit Gber gonadenspezifische RT-PCRs und in situ-Hybridisierungen bestatigt und um eine
Transkription im Vitellarium sowie den Testes und dem Parenchym beider Geschlechter
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erweitert (siehe 3.2 und 4.2). Damit konnte gezeigt werden, dass SmTmMucl in den gleichen
Geweben wie SmTKG6 transkribiert wird (Beckmann et al., 2010a). SmTK6 wiederum ist
Bestandteil eines postulierten trimeren Kinasekomplexes in den Gonaden adulter S. mansoni
und zusammen mit der Src-Kinase SmTK3 und der Syk-Kinase SmTK4 in Signalwege
involviert, die vermutlich die Reorganisation des Cytoskeletts sowie Mitose und Zellteilung
innerhalb dieser Organe steuern (Beckmann et al., 2011). Oberhalb dieses Kinasekomplexes
stehen Interaktionsstudien zufolge wiederum die RTK SmVKRI1 sowie das Integrin Smp-Int1,
wobei die genauen Mechanismen des Zusammenwirkens der beteiligten Signalmolekiile
bisher nicht nachvollzogen sind. In dieses komplexe Szenario gilt es, zukinftig weitere
identifizierte Interaktionspartner wie SMTmMUC1 einzubinden. Aufgrund seiner Interaktion
mit SmTKG6 und der Lokalisation in den Gonaden ist anzunehmen, dass SmTmMucl ebenfalls
fir die hier beschriebenen Signalwege von Bedeutung ist. Diese Annahme wird noch
zusétzlich durch den Umstand gestarkt, dass das transmembrane Mucin in einem Y2H-
Screening auch als Bindungspartner von SmTK4 identifiziert werden konnte (Beckmann,
2008), wobei diese Interaktion bisher nicht weiter untersucht bzw. verifiziert wurde. Welche
Rolle SmTmMucl oberhalb des trimeren Kinasekomplexes einnimmt ist bisher vollig unklar.
Im Allgemeinen erfullen transmembrane Mucine in Signalprozessen ein breites Spektrum
unterschiedlicher Funktionen. Diese reichen von einer direkten Detektion biochemischer
Parameter Uber eine Bedeutung als Co-Rezeptoren fur verschiedene Klassen von RTKSs bis
hin zu einer Funktion als Adapterprotein bei der Formierung von Signalkomplexen. Dartiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass transmembrane Mucine auch als Folge proteolytischer
Spaltung transkriptionelle Prozesse im Zellkern steuern kdnnen (Singh & Hollingsworth,
2006). Daher sollte in dieser Arbeit eine weiterfihrende Charakterisierung des

transmembranen Mucins erfolgen.

Zunéchst wurde die Proteinsequenz von SmTmMucl einer in silico-Analyse unterzogen.
Hierbei wurden im extrazelluldren Bereich mehrere tandem repeat-Regionen gefunden, die
charakteristische Merkmale von Mucine darstellen und h&ufig posttranslational glykosyliert
werden (Singh & Hollingsworth, 2006). Es wird postuliert, dass unterschiedliche
Glykosylierungsmuster transmembraner Mucine deren Spezifitat fir verschiedene Signalwege
beeinflussen (Cullen, 2011). Mdglicherweise sind die tandem repeat-Regionen aufgrund ihrer
repetitiven Struktur auch auf Nukleinséureebene, neben der Sequenzléange, ein weiterer Grund
warum das Mucin nicht vollstandig amplifiziert werden konnte. Repetitive Bereiche kénnen
stabile Sekundarstrukturen bilden, die fiir reverse Transkriptasen oder DNA-Polymerasen nur

schwer zugéanglich sind (Gallup, 2011). Eine weitere Erkenntnis der in silico-Analyse war,
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dass die durch das Programm TMpred (Hofmann & Stoffel, 1993) vorausgesagte TMH von
SmTmMucl (Beckmann, 2008) als zweites wichtiges Merkmal transmembraner Mucine von
weiteren Programmen zur Vorhersage der Proteinstruktur, wie SMART (Leutnic et al., 2012)
und TMHMM Server V.2.0 (Moller et al., 2001) nicht erkannt wurde. Daher erscheint es
sinnvoll, im Rahmen zukinftiger Analysen eine Membranintegration von SmTmMucl z. B.

uber die heterologe Expression eines GFP-Fusionsproteins zu bestatigen.

Um erste Hinweise auf mogliche biologische Funktionen zu erhalten, wurden RNAI-
Experimente in vitro mit dem Ziel durchgefiihrt, die Expression von SmTmMucl in adulten
S. mansoni zu reduzieren. Hierbei zeigte sich, dass eine Verwendung von spezifischen, gegen
SmTmMucl gerichteten dsSRNAs zu einer deutlichen Reduktion der Transkriptionsrate
behandelter Wirmer auf ca. 20 % im Vergleich zur Kontrolle fihrte. Anschliefende
mikroskopische Studien offenbarten deutliche morphologische Veranderungen in den Ovarien
behandelter Weibchen. In unbehandelten Weibchen enthdlt das Ovarium im anterioren
Bereich immature Oocyten, sogenannte Oogonien mit Stammzellcharakter, und posterior
primare Oocyten mit einem hoheren Cytoplasmaanteil. Als Folge der dsRNA-Behandlung
konnte hingegen eine erhdhte Anzahl an priméren Oocyten und ein wesentlich geringer Anteil
immaturer Oocyten beobachtet werden. Weiterhin kam es zu einer Verschiebung primérer
Oocyten in den anterioren Bereich. Interessanterweise gleicht dieser Phénotyp
morphologischen Verénderungen, die nach einem SmTK4-knock down mit RNAI sowie einer
SmTK4-Inhibition Gber den Inhibitor Piceatannol beobachtet werden konnten (Beckmann et
al., 2010a). In entsprechenden Studien wurde postuliert, dass die Syk-Kinase mdglicherweise
an Signalprozessen beteiligt ist, die die Regulation der Meiose wéhrend der Oocytenreifung
steuern (Beckmann, 2008; Beckmann et al., 2010a). SmTmMucl konnte in diesen
Signalwegen mit SmTK4 kooperieren, was die &hnlichen Phanotypen nach RNAI-
Experimenten erklaren wirde. Leider kénnen keine Vergleiche zu einem SmTK6-knock down
heran gezogen werden, da bisherige RNAi-Experimente zu keiner Transkriptreduktion in
behandelten S. mansoni fihrten (Beckmann et al., 2011). Mdoglicherweise zahlt SmTKG6 zur
Gruppe der sog. non knockables, Gene aus S. mansoni fur die jegliche RNAi-basierten
Beeinflussungen bisher gescheitert sind (Krautz-Peterson et al., 2010a; Beckmann &
Grevelding, 2012). Eine weitere Erklarung fur den beobachteten SmTmMucl-Phénotyp im
Ovar waére eine Beteiligung des Mucins bei der Kontrolle der Oogonien-Determination.
Oogonien sind immature Keimzellen mit Stammzellcharakter, die asymmetrische
Zellteilungen durchlaufen. Dabei teilt sich eine Oogonie mitotisch in zwei Tochterzellen, von

denen eine in die Meiose tbergeht und sich zur priméren Oocyte entwickelt, wéahrend sich die
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andere zur Aufrechterhaltung der Oogonien-Population erneut mitotisch teilt (Kimble &
Crittenden, 2007). Der ,,Switch* zwischen Mitose und Meiose entscheidet demnach, ob die
Oogonie ihre Stammzellfunktion beibehalt oder differenziert und wird daher auf zellul&rer
Ebene streng tberwacht. In C. elegans z. B. wird die Aufrechterhaltung des Stammzellstatus
von Keimzellen durch den Notch-Signalweg reguliert (Kimble & Crittenden, 2007).
Mutationen des Notch-Homologs Glp-1 flihrten dazu, dass sich mitotisch teilende Keimzellen
in die Meiose Ubergehen. Bei temperatursensitiven Glp-1-Mutanten konnte so zu
verschiedenen Entwicklungszeitpunkten eine gleichzeitige Meiose aller Keimzellen induziert
werden (Austin & Kimble, 1987). Der Phanotyp der SmTmMucl RNAI-Experimente ist mit
diesem Phanotyp vergleichbar, wenn auch schwacher ausgepragt, da noch immature Oocyten
in den Ovarien behandelter Weibchen zu erkennen sind. Allerdings erfolgt Gber RNAI auch
kein vollstandiger knock out der Genfunktion, so dass davon auszugehen ist, dass
SmTmMucl noch zu einem gewissen Grad exprimiert wird. Letztlich ergibt sich hieraus die
Frage, ob SmTmMucl eine essentielle Komponente von Signalwegen darstellt, die den
Stammzellstatus von Oogonien im Ovar adulter S. mansoni aufrechterhdlt. Unterstiitzt wird
eine solche Vermutung durch Studien an humanen Zellkulturen, die zeigten, dass eine N-
terminal verkirzte Form von MUCL in Kombination mit dem Wachstumsfaktor NM23 eine
Differenzierung pluripotenter Stammzellen verhindert (Hikita et al., 2008; Smagghe et al.,
2013). Der Mechanismus der Bindung von NM23 und MUC1 sowie downstream gelegene
Signalprozesse sind allerdings bisher nicht erforscht. NM23-Homologe kommen auch in
S. mansoni vor (siehe Smp_092750), wobei allerdings beachtet werden muss, dass zwischen
SmTmMucl  und MUC1  zumindest im  extrazellul&ren Bereich  kaum

Sequenziibereinstimmungen bestehen.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist zudem die beschriebene Interaktion zwischen
transmembranen Mucinen und FGFRs. Es ist bekannt, dass der humane FGFR3 mit MUC1
interagiert und so eine Src-abh&ngige Phosphorylierung des YEKV-Motivs im C-Terminus
von MUCL stimuliert (Ren et al., 2006). Dieses konservierte Src-Bindungsmotiv besitzt in
SmTmMucl die Aminosaureabfolge YEKL und ist als Bindungsstelle der Src/Abl-
Hybridkinase SmTKG6 identifiziert worden (Hahnel, 2010). Demnach waére es denkbar, dass
SmTmMucl Uber eine Interaktion mit SmFGFR1 oder SmFGFR2, SmTKG6-vermittelte
Signalwege in den Oogonien ansteuert. Beide FGFRs werden ebenfalls im Ovarium
transkribiert und werden dartiber hinaus mit der Stammzellregulation in adulten S. mansoni in
Verbindung gebracht (Collins et al., 2013).
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Vom Ovarphdnotyp abgesehen zeigten die anderen Reproduktionsorgane, in denen
SmTmMucl transkribiert wird, sowie das Parenchym beider Geschlechter keine auffélligen
Verénderungen als Folge der RNAI-Experimente. Anders als fir den SmTK4-knock down
(Beckmann et al., 2010a) beschrieben, scheint z. B. die Spermatogenese nicht beeinflusst zu
werden, da die Samenblasen behandelter Mannchen mit reifen Spermien gefullt waren und
sich nicht von den Kontrollen unterschieden. Die Spermatogenese in den Testes l&uft
ausgehend von Spermatogonien uber Spermatocyten und Spermatidien zu reifen Spermien.
Im dorsalen Bereich der Loben befinden sich hauptsachlich die groeren Keimzellen,
wéhrend zum ventralen Bereich hin die Differenzierung zu Spermien erfolgt (Mehlhorn &
Piekarski, 2002; Beckmann et al., 2010b). Auch die Testesloben behandelter Wirmer selbst
waren mit Zellen ausgefillt und erschienen in ihrer GrolRe nicht reduziert. Allerdings bietet
die hier angewendete Kombination aus Karminrot-Farbung und KLSM nicht die Mdglichkeit,
zwischen den verschiedenen Zellstadien der Spermatogenese mit Ausnahme der reifen
Spermien Kklar zu unterscheiden, so dass es z.B. schwierig ist, ein verschobenes
Mengenverhéltnis zugunsten eines Stadiums auszumachen. Dies trifft auch fur das
Vitellarium zu, in dem ebenfalls keine Verénderungen zur Kontrolle detektiert werden
konnten. Dieses Ph&nomen wurde bereits bei anderen RNAI-Studien in S. mansoni
beobachtet. So fihrten z. B. knock downs von Smp-Intl und SmDia zu klaren Phanotypen in
Ovarien, wdahrend weitere Transkriptionsorte wie Testes und Vitellarium scheinbar
unbeeinflusst blieben (Beckmann et al., 2012). Eine mdgliche Erklarung hierfur ist, dass nicht
jedes Gewebe im gleichen MaRe zuganglich fur dsRNAs ist, oder die zellulare RNAI-
Maschinerie nicht in jedem Gewebe und jeder Zelle mit der gleichen Effizienz ablduft.
(Beckmann & Grevelding, 2012; Dalzell et al., 2011). Die in dieser Arbeit etablierte Methode
zur Gonadenisolation bietet hier zuklnftig die Mdglichkeit, eine dSRNA-induzierte Reduktion
der Transkriptionsrate auf der Ebene von Testes und Ovarien zu untersuchen und diese
Annahmen zu bestédtigen. Denkbar wére zudem, dass das Proteinprodukt in verschiedenen
Geweben eine unterschiedliche Stabilitat besitzt, so dass gewebespezifische RNAIi-Effekte
eventuell zeitlich verzogert eintreten. Gerade bei transmembranen Mucinen hat sich gezeigt,
dass die turn-over Rate des Proteins entscheidend durch den Glykosylierungsstatus des
extrazelluldren Bereichs beeinflusst wird (Cullen, 2011). Ein entscheidender Faktor in Bezug
auf das Vitellarium konnte zudem der als in vitro-Regression beschriebene Kultureffekt
darstellen, wonach es unabhdngig von einer Paarung zu einer De-Differenzierung des
Vitellariums kommt (Galanti et al., 2012). Sollte SmTmMucl z.B. fir die Vitellinzellsynthese

notwendig sein, konnte ein knock down-Effekt durch die allgemeine De-Differenzierung des
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Vitellariums tberlagert werden. Dies mag auch eine Erklarung dafir sein, warum bisher noch
keine klaren Phanotypen im Vitellarium von nach RNAI-Experimenten beobachtet werden

konnten.

Die im Rahmen dieser Arbeiten durchgefiihrten Analysen zu SmTmMucl lieferten erste
Hinweise auf eine Rolle des Mucins an der Differenzierung von Oocyten im Ovar gepaarter
S. mansoni-Weibchen. Maoglicherweise besteht eine Aufgabe der SmTmMucl-Signalwege
darin, den Stammzellcharakter und damit die mitotische Aktivitat von unreifen Oocyten, den
Oogonien, aufrechtzuerhalten. Sollte dies zutreffen, wiirde der hier beobachtete Phanotyp mit
einer Reduktion der Keimzellproliferation und einer verringerten mitotischen Aktivitat im
maturen Ovar einhergehen. Eine geeignete Methode dies zu uberprifen, wirde die Zugabe
des Thymidin-Analogons EdU ins Kulturmedium behandelter S. mansoni darstellen, mit der
mitotisch aktive Zellen markiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden
kénnen (Collins et al., 2013). AulRerdem ware dieser Ansatz méglicherweise ebenfalls dazu
geeignet, auch in anderen Geweben in denen SmTmMucl transkribiert wird, wie z.B. den
Testes oder dem Parenchym, eine Reduktion mitotisch aktiver Zellen zu detektieren. Ein
gangiger Ansatz RNAIi- und Inhibitorbehandlungen zu vergleichen, um Phénotypen zu
verifizieren, ist im Falle von SmTmMucl nicht méglich, da kommerzielle Inhibitoren gegen
transmembrane Mucine aufgrund fehlender katalytischer Funktionen bisher noch nicht

erhaltlich sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich SmTmMucl nicht zuletzt aufgrund hier
durchgefuhrter  Lokalisations- und RNAI-Studien als interessante Komponente
gonadenspezifischer Signalprozesse erweist, welches im Rahmen zukinftiger Studien weiter
untersucht werden sollte. Innerhalb weiterfihrender Charakterisierungen sollte zunéchst die
Interaktion von SmTmMucl mit SmTK4 verifiziert werden. Gleiches gilt auch fiir die
postulierten Interaktionen mit SMFGFR1 und SmFGFR2. SmTmMucl ist darlber hinaus ein
gutes Beispiel fur die Notwendigkeit von S. mansoni-Zelllinien. Volllangenexpressionen im
heterologen System werden vermutlich durch die GroRRe des Proteins erschwert. AulRerdem
kann hier eine spezifische Glykosylierung nicht gewahrleistet werden, die fiir die
charakteristischen Funktionen von transmembranen Mucinen notwendig ist (Cullen, 2011).
Weitere Charakterisierungen auf Proteinebene setzen ferner die Verfiligbarkeit spezifischer

Antikorper voraus.
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4.3.2 Charakterisierung des potentiellen Neuropeptidrezeptors SmMNPYR1 aus
S. mansoni

Ein weiterer Transmembranrezeptor aus S. mansoni, der fiir Folgeanalysen ausgewéhlt wurde,
war SmNPYR1, ein potentieller Rezeptor fur Liganden der Neuropeptid-F/Y-Familie.
Gonadenspezifische RT-PCRs und in situ-Hybridisierungen zeigten, dass SmNPYR1
spezifisch in Testes nicht aber in Ovarien transkribiert wird (siehe 3.2 und 4.2), was ihn zu
einem interessanten Kandidaten fir testesspezifische Signalwege macht. Umso mehr, da
bisher untersuchte Signalmolekule mit moglicher reproduktionsbiologischer Relevanz zumeist
in beiden Gonaden transkribiert werden (Beckmann et al., 2010b). Zudem zeigt der Rezeptor
in den Testes eine paarungsinduzierte Zunahme der Transkriptmenge was fiir eine direkte
Beteiligung an Fortpflanzungsprozessen spricht. In weiteren Geweben adulter S. mansoni
konnten hingegen keine Transkripte des Rezeptors detektiert werden. Aufgrund der Tatsache,
dass Neuropeptide und ihre Rezeptoren auch in Plattwirmern bisher hauptsachlich mit
neuronaler Kommunikation in Verbindung gebracht worden sind (McVeigh et al., 2005), ist
eine zusatzliche Lokalisation von SmNPYR1 in Teilen des Nervensystems aber nicht
auszuschlielen. Allerdings erscheinen andere Methoden wie WISH und vor allem
Immunohistologie fiir solche Nachweise geeigneter als die hier durchgefuhrten

in situ-Hybridisierungen auf Gewebeschnitte.

In einer Vielzahl von Studien konnten Neuropeptide verschiedener Plattwirmer bisher
hauptséchlich mit einer Modulation der Muskeltatigkeit in Verbindung gebracht werden, ihre
Rezeptoren sind dagegen bisher kaum beschrieben. Zusammen mit gonadenspezifischen RT-
PCRs und in situ-Hybridisierungen zum potentiellen Allatostatin-Rezeptor SmPARL liefern
die Lokalisationsstudien zu SmMNPYRL1 erste Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung von

Neuropeptidrezeptoren an der Reproduktion von Schistosomen.

In silico-Untersuchungen der Proteinsequenz zeigten, dass es sich bei SmMNPYR1 um einen
Vertreter der Rhodopsin-Gruppe innerhalb der Superfamilie der GPCRs handelt. Er besitzt
eine typische 7TMH-Architektur mit einem extrazellularen N-Terminus und einem
intrazellularen C-Terminus. Wie bei Mitgliedern der Rhodopsin-Unterfamilie tblich, verflgt
SMNPYR (ber keine extrazellularen Ligandenbindungsdoménen. Vielmehr erfolgt bei
Rhodopsin-Rezeptoren die Ligandenbindung Uber ein Zusammenspiel des N-Terminus und
der extrazellularen Schleifen (Krauss, 2008; Luttrell, 2008). Da Neuropeptide und ihre
Rezeptoren in Invertebraten eine hohe Diversitat entfaltet haben, sind Sequenzahnlichkeiten

zu GPCRs aus Vertebraten und dem Menschen gering, so dass fir weiterfiihrende
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Untersuchungen von SmNPYR1 auf keinen kommerziell erhéltlichen und spezifischen

Inhibitor zuriick gegriffen werden konnten.

Um Hinweise auf biologische Funktionen von SmMNPYR1 in den Testes adulter M&nnchen zu
erhalten, wurden daher RNAIi-Experimente mit einer spezifischen, gegen den Rezeptor
gerichteten dsRNA durchgefiihrt. Zum Ende des Behandlungszeitraums durchgefuhrte RT-
PCRs bestatigten eine Transkriptreduktion in S. mansoni-Péarchen als Folge der dsRNA-
Behandlung. Morphologische Analysen der Wirmer offenbarten Verdnderungen in den
Testes behandelter Ménnchen im Vergleich zur Kontrolle. So enthielten die Samenblasen und
Testesloben wesentlich geringere Mengen an reifen Spermien. Weiterhin erschienen die
Testesloben in ihrem Durchmesser reduziert und weniger stark mit Zellen gefullt. Dies spricht
dafur, dass SMNPYR1 und seine Liganden in Prozesse der Spermatogenese involviert sind,
die fur eine Bildung reifer Spermien essentiell sind. Dies deckt sich mit einer Studie zu
Neuropeptiden S. mediterranea. Hier konnte Uber funktionelle Analysen gezeigt werden, dass
ein Mitglied der Neuropeptid-Y-Familie, das NPY-like peptide 8, von essentieller Bedeutung
fiir die Spermatogenese ist (Collins et al., 2010). Knock down-Versuche zu NPY-8 fiihrten zu
einer Degeneration der Testes und zur Abwesenheit reifer Spermien, also Veranderungen,
welche mit den hier erfolgten RNAi-Experimenten zu SmMNPYR1 lbereinstimmen. Weiterhin
wurden im Rahmen obiger Studie ein Homolog von NPY-8 im Genom von S. mansoni
entdeckt. Diese konnte den natirlichen Ligand von SmMNPYR1 darstellen und sollte in diesem
Fall zu einem vergleichbaren Phanotyp nach RNAi-Behandlung flhren. Darlber hinaus
mehren sich auch aus aktuellen Untersuchungen zu Insekten die Hinweise auf eine Bedeutung
von Neuropeptiden-F/Y an der Entwicklung der mannlichen Reproduktionsorgane. Der
RNAI-vermittelte knock down eines NPFs aus Schistocera gregaria flihrte zu kleineren Testes

und Samenblasen in behandelten Méannchen (van Wielendaele et al., 2013).

Interessanterweise gleicht der SMNPYR1-Phénotyp morphologischen Veranderungen, welche
nach Piceatannol-Behandlung bzw. SmTK4-knock down beobachtet werden konnten.
Allerdings gibt es keine Hinweise darauf, dass SmMNPYR1 und SmTK4 an den gleichen
Signalwegen beteiligt sind, zumal eine Aktivierung von Syk-Kinasen héaufig tber RTKs
erfolgt (Beckmann et al., 2010a), wohingegen direkte oder indirekte Interaktionen mit GPCRs
kaum beschrieben wurden. Es ist daher durchaus mdglich, dass beide Signalmolekile zu

unterschiedlichen Zeitpunkten in die Spermatogenese eingreifen.

Abgesehen vom beobachteten Phanotyp in den Testes blieben andere Gewebe dsRNA-

behandelter S. mansoni-Parchen hingegen unverdndert. Dies war entsprechend den
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Ergebnissen der Lokalisationsstudien zu erwarten. Da die RNAIi-Experimente nur einmal
durchgefiihrt wurden, sollten die hier erhaltenen Ergebnisse uber eine Wiederholung
verifiziert werden. Hierbei sollten zusatzlich die Eilegeraten behandelter Parchen bestimmt
werden, um den Einfluss des SmMNPYR1-knock down auf die Eisynthese des Weibchens zu

ermitteln.

Zusammenfassend betrachtet liefern die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise auf eine
Beteiligung von SmNPYR1 an testesspezifischen Signalwegen zur Steuerung der
Spermatogenese. Die paarungsinduzierte Zunahme der Transkriptionsrate in den Testes macht
den Rezeptor darliber hinaus zu einem interessanten Kandidaten fiir eine Beteiligung am
postulierten Kompetenzstatus paarungserfahrener Mannchen (Leutner et al., eingereicht). So
konnte in klassischen Paarungsexperimenten gezeigt werden, dass paarungserfahrene
Ménnchen in der Lage sind, schneller mitotische Teilungen in Weibchen zu induzieren als
paarungsunerfahrene Mannchen (Den Hollander & Erasmus, 1985). Darlber hinaus stellt
SMNPYR1 aufgrund seinen Einflusses auf die Spermatogenese ein interessantes Ziel flr
zukiunftige Therapieansatze dar, zumal der Rezeptor nur geringe Sequenzahnlichkeiten zu
humanen GPCRs besitzt, wodurch gegebenenfalls eine hohere Spezifitat von Inhibitoren

erreicht werden kann.

Zukunftige Studien zu SmNPYR1 sollten zwei Strategien verfolgen. Zum einen sollte
versucht werden, den oder die naturlichen Liganden des Rezeptors zu identifizieren. Zum
anderen waére es von Interesse, Signalwege zu entschlusseln, welche von SmNPYR1
angesprochen werden. Ersteres Ziel lasst sich z.B. Uber die heterologe Expression des
Rezeptors in Hefe- oder HEK-Zellen mit nachfolgenden Reporterassays erreichen, wie es fir
eine Reihe von GPCRs aus S. mansoni bereits erfolgreich durchgefuhrt wurde (El-Shehabi et
al., 2009; Taman & Ribeiro, 2009; El-Shehabi & Ribeiro, 2010). Eine Grundvoraussetzung
fiir diese Versuche ist gegeben, da potentielle Liganden in Form von NPY-Homologen, wie
NPY-8, welches in S. mediterranea in die Spermatogenese involviert ist, im Genom von
S. mansoni bereits identifiziert wurden (McVeigh et al., 2009; Collins et al., 2010). Sollten
sich unter den NPYs Kandidaten befinden, welche in der Lage sind, den Rezeptor im
heterologen System zu aktivieren, konnen RNAI-Experimente folgen, um eine Interaktion
beider Molekule in vivo Uber vergleichbare Phanotypen zu verifizieren. In Schistosomula
konnten Transkriptraten von Neuropeptiden bereits erfolgreich tber RNAI reduziert werden
(McVeigh et al., 2011).
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Der Einfluss potentieller Liganden lieRe sich gegebenenfalls auch invivo durch eine
Stimulation von Zellen isolierter Testes untersuchen, vorausgesetzt ein geeigneter
Reporterassay ist vorhanden. Da aktivierte GPCR-Signalwege hdufig einen Anstieg
intrazellularer Calcium-Konzentrationen bewirken, konnte der Einfluss von Neuropeptiden
auf Testeszellen moglicherweise Uber Calcium-imaging analysiert werden. Eine prinzipielle
Durchfiihrbarkeit von Calcium-imaging-Analysen konnte bereits fur isolierte Vitellinzellen
gezeigt werden (Zhigang Lu, personliche Mittleilung). Fir eine Identifizierung von
downstream gelegenen Interaktionspartnern wie heterotrimeren G-Proteinen bietet sich ein
membranabhédngiges Y2H-System an (Dualsystems Biotech), welches bereits erfolgreich bei
GPCRs angewendet wurde (Xue et al., 2006; Nakamura et al., 2013). Im Genom von
S. mansoni sind eine Reihe von Ga, Gf und Gy Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine
kodiert (eigene Untersuchungen). Um eine Vorselektion zu erreichen, sollte zunéchst die
Transkription  potentieller  Interaktionspartner  Gber gonadenspezifische RT-PCRs

nachgewiesen werden, bevor direkte Interaktionsstudien folgen.

4.3.3 Charakterisierung des Frizzled-Rezeptors SmFrz1 aus S. mansoni

Bei den Mitgliedern der Frizzled-Familie handelt es sich um Rezeptoren fir Wnt-
Lipoglykoproteine mit einer weiten Verbreitung innerhalb der Eumetazoa. Wnt/Frizzled-
Signalwege sind von grofRer Bedeutung bei der Regulation verschiedener Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse im Embryo sowie im adulten Organismus (Huang & Klein, 2004).
In Planarien werden sie dartiber hinaus vornehmlich mit der Geweberegeneration in
Verbindung gebracht (Almuedo-Castillo et al., 2012). Obwohl Giber in silico-Analysen
wichtige Komponenten von Wnt/Frizzled-Signalwegen wie beispielsweise Wnt, Frizzled,
Dsh, B-Catenin, oder Axin auch in parasitischen Plattwirmern wie Ecchinokokken und
Schistosomen nachgewiesen werden konnten, ist hier tber ihre Funktionen allerdings wenig
bekannt (Riddiford & Olson, 2011). Die einzigen Untersuchungen zu Wnt und Frizzled
stammen bisher aus S. japonicum (Li et al., 2010). Hier konnte u.a. die Expression eines Frz-
Rezeptors in den Reproduktionsorganen adulter S. japonicum nachgewiesen werden (Wang et
al., 2011). Das Genom von S. mansoni enthdlt Gene fir insgesamt funf Wnts sowie vier
Frizzled-Rezeptoren (Hahnel, 2010; Riddiford & Olson, 2011; Zamanian et al., 2012). Von
diesen wird SmFrz1 gonadenspezifischen RT-PCRs zufolge als einziger in Testes und
Ovarien paarungserfahrener S. mansoni transkribiert. Zusétzliche Untersuchungen mittels
in situ-Hybridisierung konnten die Lokalisation von SmFrz1-Transkripten in den Gonaden

bestatigen. Weiterfuhrende, quantitative Transkriptionsanalysen (ber gPCR offenbarten
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zudem eine 2-fache bzw. 5-fache paarungsinduzierte Zunahme der Transkriptmengen von
SmFrzl in Testes und Ovarien (siehe 3.2 und 4.2). Diese Ergebnisse lieferten erste Hinweise
darauf, dass Frizzled-Signalwege in Form von SmFrz1l Einfluss auf Entwicklungs- und

Differenzierungsprozesse in den Gonaden adulter S. mansoni nehmen kénnten.

Aus diesem Grunde sollte SmFrz1 im Rahmen dieser Doktorarbeit detaillierter untersucht
werden. Eine Analyse der Proteinsequenz offenbarte alle typischen Charakteristika von
Frizzled-Rezeptoren einschlieBlich einer extrazellularen Ligandenbindungsdomane und der
Transmembrandomane, bestehend aus sieben TMHs und eines konservierten Dsh-
Bindungsmotivs im intrazellularen C-Terminus (Schulte, 2010). Um Hinweise auf die
biologische Funktion von SmFrz1 in den Gonaden paarungserfahrener S. mansoni zu erhalten
wurden weiterhin funktionelle Analysen durchgefuhrt. Da Wnt/Frizzled-Signalprozesse bei
der Tumorgenese eine wichtige Rolle spielen, sind mittlerweile eine Reihe unterschiedlicher,
kommerzieller Inhibitoren gegen verschiedene Mitglieder dieser Signalwege erhaltlich
(Schulte, 2010).

Der Inhibitor 3289-8625 (auch DvI-PDZ Domain Inhibitor Il, Merck Millipore) blockiert die
Interaktion zwischen Frizzled und seinem downstream-Interaktionspartner Dsh (auch Dvl)
direkt Uber eine Bindung an dessen PDZ-Domane (Grandy et al., 2009; Gao & Chen, 2010;
Voronkov & Krauss, 2013). Die Frizzled/Dsh-Interaktion spielt eine zentrale Rolle bei den
meisten Wnt-vermittelten Signalprozessen wie z. B. den Wnt/p-Catenin- und planar cell
polarity (PCP)-Signalwegen (Huang & Klein, 2004). Allerdings gibt es auch Hinweise darauf,
dass einige Frizzled-Signalwege, wie der Wnt/Calcium-Signalweg moglicherweise ohne eine
Beteiligung von Dsh erfolgen (Ma & Wang, 2007; Schulte, 2010). Uber in silico-Analysen
konnten zwei Dsh-Homologe SmDsh1 und SmDsh2 im Genom von S. mansoni identifiziert
werden. Zusatzliche gonadenspezifische RT-PCRs belegten zudem eine Co-Lokalisation
beider Dsh-Homologe mit SmFrzl in Testes und Ovarien und lieferten so die
Grundvoraussetzung fir eine Verwendung des Inhibitors zur Untersuchung biologischer
Funktionen von SmFrz1 in den beiden Reproduktionsorganen. Aus zeitlichen Griinden konnte
eine Bindung zwischen SmFrzl und SmDshl bzw. SmDsh2 nicht mehr Gber
Proteininteraktionsstudien bestétigt werden und muss daher Inhalt zukunftiger Studien sein.
Dies bietet sich vor allem auch deshalb an, weil die Bindung beider Proteine Uber den
intrazellularen C-Terminus des Rezeptors erfolgt und daher im konventionellen Y2H-System
untersucht werden kann (Wong et al., 2003).

162



4, Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde 3289-8625 zur in vitro-Behandlung von
S. mansoni-Péarchen eingesetzt, um mdogliche biologische Funktionen von Frizzled-
Signalwegen bei der Reproduktion von Schistosomen zu untersuchen. In Versuchen mit der
humanen Krebszelllinie PC-3 wurden fiir 3289-8625 ICso-Werte von 12.5 uM ermittelt
(Grandy et al., 2009). Bei den behandelten S. mansoni-Paaren zeigten Konzentrationen bis
400 uM hingegen keinen Einfluss auf Paarungsstabilitit und Eiproduktion. Auch
morphologische Analysen blieben unauffallig. Hierbei ist zu beachten, dass strukturelle
Unterschiede zwischen humanen und S. mansoni-Homologen die Effizienz des Inhibitors
voraussichtlich beeintrachtigen. Zudem sind eine effiziente Aufnahme des Inhibitors durch

den Wurm sowie dessen Verteilung und Stabilitat in inneren Geweben ungewiss.

Initiale in vitro-Experimente mit einer Konzentration von 500 uM fiihrten hingegen zur
Beobachtung multipler Effekte. Mdglicherweise liegt zwischen 400 uM und 500 uM ein
kritischer ~ Schwellenwert, bei  dessen  Uberschreitung  die  Inhibition  der
Frizzled/Dsh-Interaktion durch freie Dsh-PDZ-Doménen nicht mehr kompensiert werden
kann. Als Folge dieser Behandlung kam es zur Entpaarung behandelter Wirmer, weshalb
keine Eilegeraten bestimmt wurden. Weiterhin zeigten die adulten S. mansoni eingeschréankte
Vitalzeichen wie reduzierte Bewegung und Darmperistaltik. Morphologische Studien mit dem
KLSM offenbarten zudem gravierende Verénderungen in den Gonaden. Die Testesloben
behandelter Mannchen wiesen grof3e lochrige Strukturen auf, wahrend die Samenblasen
zusammengeschrumpft waren. Auch im anterioren Bereich der Ovarien waren vereinzelte
Locher zu erkennen und ein Anteil immaturer Oocyten erschien apoptotisch. Dies spricht
dafur, dass der Einsatz des Frizzled/Dsh-Inhibitors 3289-8625 zu massiven Zellschédigungen
und strukturellen Verénderungen in den Gonaden von adulten S. mansoni fuhrt. Allerdings
lassen sich diese morphologischen Aberrationen nicht genau erklaren. Zwar ist eine
Beteiligung von Wnt/Frizzled -Signalwege an der Spermatogenese und Oogenese, vor allem
bei Vertebraten beschrieben (Boyer et al., 2008; Golestaneh et al., 2009; Tanwar et al., 2010;
Nicol & Guiquen, 2011; Sirotkin, 2011; Huang, Z. et al., 2012), dennoch gibt es keine

funktionellen Analysen, die sich mit dem hier beschriebenen Inhibitorphanotypen decken.

Um die Effekte des Inhibitors auf die Gonaden naher eingrenzen zu kénnen, sollten daher im
Rahmen zukunftiger Studien Ansétze gewahlt werden, die einen detaillierteren Einblick in die
Ultrastruktur der Gonaden behandelter S. mansoni liefern. Eine bedeutende Frage ist z.B. ob
die hier beobachtete zellschadigende Wirkung von 3289-8625 gegen definierte Zellstadien der

Spermatogenese gerichtet ist. Auch die Verwendung von TUNEL-Assays bietet sich an, um
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das Auftreten apoptotischer Zellen vor allem auch in den Ovarien genauer zu definieren.
Entsprechende Assays wurden bei adulten S. mansoni bereits erfolgreich angewendet (Galanti
etal., 2012).

Unabhédngig morphologischer Veranderungen hatte die in vitro-Behandlung mit 3289-8625
einen klaren, konzentrationsabhangigen Effekt auf die Entwicklung gelegter Eier. Wahrend
Eier unbehandelter Kontrollen nach einer Woche in der in vitro-Kultur deutliche Anzeichen
einer fortschreitenden Embryogenese aufwiesen, verblieben ab 200 uM Inhibitor nahezu alle
Eier behandelter Wirmer in einem unreifen Zustand. Dies spricht dafir, dass friihe Schritte in
der Embryogenense von S. mansoni, wie bei anderen Organsimen auch, von Frizzled/Dsh-
vermittelten Signalwegen abhangig sind (Kilian et al., 2003; van Amerongen & Nusse, 2009;
Wansleeben & Meijlink, 2011; Almuedo-Casttillo et al., 2012).

Eine Frage, die an dieser Stelle allerdings unbeantwortet bleibt, ist der Zeitpunkt zu dem der
Inhibitor auf die Embryogenese einwirkt. Aufgrund des experimentellen Aufbaus der
Inhibitorstudie ist nicht klar, ob primédre Oocyten bei Konzentrationen von 200 M bereits im
Ovar durch 3289-8625 beeintrachtigt werden, oder ob eine Inhibition der
Frizzled/Dsh-Interaktion erst im Ei erfolgt. Eine Antwort hierauf kodnnte allerdings eine

selektive in vitro-Behandlung von Eiern liefern.

In Hinblick auf die Interpretation der durch die Inhibitorbehandlung adulter S. mansoni
erhaltenen Phanotypen mdissen einige Einschrankungen gemacht werden. Zundchst ist zu
beruicksichtigen, dass der Inhibitor spezifisch auf die Interaktion zwischen Frizzled und Dsh
wirkt, Dsh-unabhdngige Frizzled-Signalwege demnach nicht beeinflusst werden. Weiterhin
werden die Frizzled-Rezeptoren SmFrz2, SmFrz3 und SmFrz4 wenn nicht in den Gonaden,
dann doch in anderen Geweben adulter S. mansoni transkribiert wie RT-PCR-Analysen
gezeigt haben. Auch diese Signalwege kdnnen durch 3289-8625 beeinflusst werden, wodurch
maoglicherweise indirekte Effekte auf die Morphologie der Gonaden wirken. Ebenso ist
unklar, welche Frizzled-Rezeptoren in den Eiern exprimiert werden. Letztlich bindet der
Inhibitor an die PDZ-Doméne von Dsh, einer Proteininteraktionsdoméne die Bestandteil
vieler zelluléarer Proteine ist (Jelen et al., 2003; Lee & Zheng, 2010). Es ist daher nicht
auszuschlief3en, dass einige der hier beobachteten Effekte des Inhibitors auf die unspezifische
Inhibition anderer Signalprozesse zuruckgeht. Allerdings gibt es derzeit keine Studien zu
Beeintrachtigungen anderer Molekiile bei erhohter 3289-8625-Konzentration. Weitere
kommerziell erhaltliche Inhibitoren von WNT/Frizzled-Signalwegen wirken u.a. auf die

Degradation von -Catenin (Voronkov & Krauss, 2013).
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Um die Spezifitat der inhibitorinduzierten Effekte in den Gonaden und der Embryogenese auf
eine SmFrz1-Inhibition zurickfiuhren zu kdnnen sowie eventuelle Dsh-unabhingige SmFrz1-
Signalwege zu inhibieren, wurden zusétzlich RNAi-Experimente gegen den Frizzled-Rezeptor
durchgefuhrt. Hierbei konnte nach Behandlung von S. mansoni-Parchen mit spezifischer
dsRNA eine Reduktion der SmFrzl-Transkription auf ca. 53 % im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet werden. Die behandelten Wirmer zeigten jedoch keine mit der KLSM-Methode
nachweisbaren phé&notypischen Veranderungen. Die Ursache hierfir liegt moglicherweise in
einem zu schwachen knock down-Effekt durch die dsRNA-Behandlung. In solchen Fallen
zeigte sich anderen Studien die Verwendung einer Kombination verschiedener dsRNAs bzw.
SIRNA-Ansétze als erfolgreich, um genspezifische Transkriptreduktionen zu verstarken
(Beckmann et al., 2012b). Allerdings zeigte sich wie zuvor bei der Inhibitorbehandlung ein
negativer Effekt auf die Embryogenese der gelegten Eier. Auch hier ist wiederum unklar, ob
der RNAI-Effekt schon im Ovar zum Tragen gekommen ist oder die Eier dsSRNA aus dem
Medium aufgenommen haben. Daher erscheint es sinnvoll, in einem Folgeexperiment
ausschlieBlich die gelegten Eier mit dsSRNA zu behandeln und die so erzielten Effekte zu
vergleichen. Dennoch liefert das RNAi-Experiment erste Hinweise darauf, dass SmFrzl als
einer von maoglicherweise mehreren Frizzled-Rezeptoren in die frilhe Embryogenese von
S. mansoni involviert ist. Entsprechende Kandidaten sollten sich lber eispezifische RT-PCRs

eingrenzen lassen.

Zusammenfassend betrachtet, liefern die durchgefiihrten funktionellen Analysen mittels
Inhibitorbehandlung und RNAI-Experimente eine Reihe von Hinweisen auf eine Beteiligung
von SmFrz1 an Reproduktionsprozessen in Testes und Ovarien adulter S. mansoni aber auch
an der Embryogenese im Ei. Dies macht den Frizzled-Rezeptor zu einem interessanten
Kandidaten fiir weiterfuhrende Studien. Hierzu zéhlt sicherlich die Identifizierung von Wnt-
Liganden als auch von downstream-Interaktionspartnern. Beide Gruppen konnten bereits iber
in silico-Analysen im Genom von S. mansoni nachgewiesen werden (Riddiford &Olson,
2011). Besonders die Suche nach downstream-Interaktionspartnern erscheint geeignet, um die
bisher beschriebenen gonadenspezifischen Signalwege weiter aufzuklaren und miteinander zu
vernetzen. So ist z. B. aus anderen Organismen bekannt, dass Frizzled-Rezeptoren tber Dsh
mit der kleinen GTPase Rho und Forminen (Wallingford & Habas, 2005) als auch mit Lethal
giant larvae (LGL) interagieren konnen (Dollar et al., 2005). LielRe sich dies auch in
S. mansoni bestatigen, waren mogliche Verknipfungen zu SmTK3- bzw. SmTKG6-
vermittelten Signalwegen hergestellt (Beckmann et al., 2010b, Beckmann et al., 2011; Buro,

2013).
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Um ein vollstandigeres Bild von Frizzled-Signalwegen in S. mansoni zu bekommen, bieten
sich daruber hinaus stadienspezifische RT-PCRs an, um die Transkriptionsmuster
verschiedener Frizzled-Rezeptoren miteinander zu vergleichen und Préferenzen einzelner
Rezeptoren fiir bestimmte Stadien ausmachen zu kdnnen. Entsprechend lassen sich die hier
durchgefuhrten funktionellen Analysen auf verschiedene Entwicklungsstadien ausweiten.
Berlcksichtigt man die biologische Relevanz von Frizzled-Rezeptoren fur Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse, erscheinen vor allem Schistosomula fir solche Analysen
interessant. Zum einen sind sie fir RNAI-Experimente gut geeignet, zum anderen kénnen sie
nach RNAI-Behandlung wieder in den Endwirt injiziert werden und sich in vivo zum adulten
Wurm entwickeln (Bhardwaj et al., 2011; Beckmann & Grevelding, 2012). So kdnnten die
Funktionen von Frizzled-Rezeptoren bei der Entwicklung verschiedener Organsysteme
einschlieBlich der Reproduktionsorgane analysiert werden, wie sie flr andere Organsimen
bereits beschrieben sind (Bernard & Haley, 2007; Biason-Lauber & Konrad, 2008). Alternativ
hierzu kann ein Ansatz verfolgt werden, Schistosomula in vitro bis zu adulten P&rchen zu
kultivieren (Basch, 1981). Hierdurch wére ein besserer Zugang zu unterschiedlichen
Entwicklungsstufen gegeben und der Inhibitor- bzw. dsRNA-Einfluss liee sich zeitlich
untersuchen. Die Etablierung eines entsprechenden Kultivierungssystems erfolgt zurzeit durch
die Arbeitsgruppe um PD Dr. Helmut Haas (Forschungszentrum Borstel, personliche
Mitteilung).

4.3.4 Charakterisierung der FGFR-Rezeptoren SmMFGFR1 und SmFGFR2 aus
S. mansoni

RTKs der FGFR-Familie sind Rezeptoren fir fibroblast growth factors (FGFs) und ahnlich
wie Wnt/Frz-Signalwege innerhalb der Eumetazoa evolutiondr stark konserviert (Rebscher et
al., 2009; Itoh & Ornitz, 2011; Rudolf et al., 2013). Dabei steuern sie ein breites Spektrum
unterschiedlicher zellulérer Prozesse wie Zellteilung, Differenzierung, Aufrechterhaltung,
Migration und Apoptose (Powers et al., 2000). Eine entscheidende Rolle kommt FGFRs bei
der Entwicklung verschiedener Organsysteme wéhrend der Embryonalentwicklung
verschiedener Tiergruppen wie Helminthen, Insekten und Wirbeltieren zu. Im adulten
Organismus sind sie hingegen an der Regulation physiologscher Prozesse wie
Geweberegeneration, Homoostase und Angiogenese beteiligt (Turner & Grose, 2010). Zudem
zeigte sich in den letzten Jahren, dass FGFRs eine wichtige Bedeutung bei der Kontrolle der
Stammzellkompetenz besitzen (Dvorak et al., 2006; Gotoh, 2009; Dalton, 2013).
Entsprechende Hinweise kommen auch aus Studien zu verschiedenen Plathelminthenarten. So
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werden zwei FGFR-Homologe aus D. japonica neben einer Regulation der Homdostase mit
der Kontrolle der Neoblasten- und Keimzelldifferenzierung in Verbindung gebracht (Ogawa
et al., 1998; Ogawa et al., 2002; Adell et al., 2010). In adulten S. mansoni wurden zudem in
einer aktuellen Studie somatische Stammzellen, sog. neoblast-like stem cells identifiziert, die
maoglicherweise einer Regulation durch das FGFR-Homolog SmFGFR2 unterliegen.
Entsprechende mitotisch aktive Zellen transkribieren den Rezeptor und sind Uber das gesamte
Parenchym adulter Wirmer verteilt. RNAi-Experimente zum knock down von SmFGFR2
hatten einen stark negativen Effekt auf die Mitose-Rate der neoblast-like stem cells, wobei
unklar ist, ob dieser Effekt auf eine Inhibition der Zellproliferation oder auf eine
Differenzierung der Stammzellen zurliick geht. WISH-Analysen zu adulten Mannchen
lokalisierten Transkripte des FGF-Rezeptors SmFGFR2 zudem in den Testes als auch in
Zellen des Darms. RNAI-Effekte auf diese Gewebe wurden im Rahmen der Studien allerdings
nicht untersucht (Collins et al., 2013).

Zusatzlich zu SmFGFR2 wird mit SmMFGFR1 ein weiteres Mitglied dieser Rezeptorfamilie im
Genom von S. mansoni kodiert (Hahnel, 2010). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
gonadenspezifischen RT-PCRs (siehe 3.2 und 4.2) detektierten Transkripte beider FGFRs in
Testes und Ovarien paarungserfahrener S. mansoni. Diese Ergebnisse konnten fiir SmFGFR2
uber in situ-Hybridisierung bestétigt werden, allerdings gelang es im Gegensatz zur WISH-
Analyse der parallel durchgefuhrten Studie (Collins et al., 2013) nicht, Transkripte im
Parenchym wund in Zellen des Darms nachzuweisen. Dies konnte methodischen
Unterschieden, wie z.B. verschiedenen Hybridisierungstemperaturen und/oder den

verwendeten RNA-Sonden geschuldet sein.

Im Gegensatz zu anderen hier untersuchten Rezeptoren zeigen beide FGFRs keine starke
paarungsinduzierte Transkriptionsregulation auf Ebene der Gonaden. Einzig SmFGFR2
erscheint in Testes paarungserfahrener Mannchen im Vergleich zu paarungsunerfahrenen
Mannchen hochreguliert. In Ovarien hingegen bleibt eine Transkription beider Rezeptoren
unabhéngig von der Paarung weitgehend konstant. Demnach scheinen beide FGFRs bereits in
den Oogonien auf einen Niveau exprimiert zu werden, welches sich im Verlauf der Oogenese
nicht mehr grundlegend veréndert. Dies kann eventuell als ein weiteres Indiz fir eine
Assoziation von FGFRs mit schistosomalen Stammzellen angesehen  werden.
Dementsprechend erscheinen SmMFGFR1 und SmFGFR2 als interessante Kandidaten fir eine

Beteiligung an gonadenspezifischen Signalprozessen.
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Um beide FGFRs nadher zu charakterisieren, wurden zunéchst in silico-Analysen der
Proteinsequenz durchgefihrt. Hierbei zeigte sich, dass SmFGFR2 alle charakteristischen
Merkmale von FGFRs aufweist (Turner & Grose, 2010), wahrend SmFGFR1 zwar Uber eine
TMH sowie intrazelluldre katalytische TyrKc-Domaéne verfugt, im extrazelluldaren Bereich
aber 1G-like Domanen flr Ligandenbindungen fehlen. Ebenfalls auffallig ist die Abwesenheit
eines N-terminalen Signalpeptids welches eine Membranlokalisation gewahrleistet. Dies
konnte fir eine fehlerhafte Datenbanksequenz sprechen. Erste RACE-Experimente zur
Aufklarung des 5°-Endes verliefen ergebnislos. Dementsprechend sollte es ein Ziel

zukinftiger Untersuchungen sein, die Volllangensequenz von SmFGFR1 aufzukléren.

Um Hinweise auf biologische Funktionen von FGFRs in paarungserfahrenen S. mansoni zu
erhalten, wurden erste funktionelle Analysen durchgefiihrt. Da FGFR-Signalprozesse bei der
Tumorgenese eine wichtige Rolle spielen, sind mittlerweile eine Reihe unterschiedlicher,
kommerzieller Inhibitoren gegen diese Rezeptoren erhaltlich (Turner & Grose, 2010; Brooks
et al.,, 2012). So wurde fur die in vitro-Behandlung adulter S. mansoni der Angiokinase-
Inhibitor BIBF1120 (SelleckChem) eingesetzt, der die Kinaseaktivitdt humaner vascular
endothelial growth factor- (VEGF), platelet derived growth factor- (PDGF) und FGF-
Rezeptoren im enzymatischen Assay mit ICso-Werten zwischen 20 bis 100 nM spezifisch
inhibiert (Hilberg et al., 2008). Die Blockierung der katalytischen Funktion erfolgt hierbei
durch eine Interaktion des Wirkstoffs mit der ATP-Bindungstasche innerhalb der
Kinasedomane der Rezeptoren (Hilberg et al., 2008; Roth et al., 2009). Da allerdings keine
Homologe von PDGF- und VEGF-Rezeptoren im Genom von S. mansoni kodiert werden, ist
davon auszugehen, dass die beiden FGFRs primére Ziele des Inhibitors darstellen. Um eine
Funktionalitat von BIBF1120 vorab zu Uberprifen, wurden verschiedene Konstrukte der
katalytischen TyrKc-Domédne von SmFGFR1 in Anlehnung an Studien anderer
schistosomaler Signalmolekiile wie SmTK6, SmTK4 oder SmVKR1 Xenopus Oocyten
exprimiert (Beckmann et al., 2011; Gouignard et al., 2012). Die Ergebnisse der GVDB-
Assays zeigten, dass SMFGFR1 uber eine funktionierende katalytische Doméne verfligt und
diese bei einer Konzentration von 5 uM durch BIBF1120 vollstédndig inhibiert werden kann.
Weitere Versuche mit niedrigeren Konzentrationen stehen noch aus. So ist letztlich noch
ungeklart, ab welchen Konzentrationen der Inhibitor wirksam ist. Ein dquivalentes
Experiment mit der TyrKc-Domdne von SmFGFR2 muss ebenfalls noch erfolgen.
Interessanterweise ergaben detaillierte Sequenzvergleiche der TyrKc-Domane beider FGFRs
mit Homologen vom Menschen und D. japonica Hinweise darauf, dass sich eine Aktivierung

von SmMFGFR2 moglicherweise grundlegend von denen anderer FGFRs unterscheidet. Ein beli
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FGFRs konserviertes YY(R bzw. K)K-Motiv innerhalb der Aktivierungsschleife ist bei
SMFGFR2 nicht vorhanden (siehe 3.3.4.2). Im humanen FGFR3 fuhrt ein Aminosaure-
Austausch von YYKK®? zu YYKE®® zu einer ligandenunabhangigen Aktivierung des
Rezeptors (Webster et al., 1996; Neilson & Friesel, 1996) Die beiden Tyrosine in N&he zum
K50 stellen Phosphorylierungsstellen dar, die im nicht-phosphorylierten Zustand das aktive
Zentrum des Enzyms blockieren. Das Einbringen einer negativen Ladung in die N&he dieser
Tyrosinreste durch den Austausch K®CE simuliert deren Phosphorylierung, wodurch es
aufgrund von Konformationsanderungen zu einer Offnung des aktiven Zentrums kommt
(Webster et al., 1996; Neilson & Friesel, 1996). Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, fuhrt eine vergleichbare Mutation auch bei SmMFGFR1 zu einer konstitutiv aktiven
Kinase-Domane. SmFGFR2 besitzt an gleicher Stelle hingegen die Aminosdaureabfolge
GYME'®, welche bereits durch das Glutamat eine negative Ladung enthalt (siehe Abb.3.24).
Hieraus ergibt sich die Frage, ob SmFGFR2 bereits invivo Uber eine konstitutiv aktive
TyrKc-Domane verfugt? Eine entsprechende Antwort hierauf konnte tber eine Expression der
SMFGFR2-TyrKc-Domane im Xenopus GVBD-Assay erfolgen. Moglicherweise gleicht die
SMFGFR2-Aktivierung damit der von EGF-Rezeptoren, welche ebenfalls eine schwach
konstitutiv aktive TyrKc-Domaéne besitzen (Wedegaertner & Gill, 1989; Bose & Zhang 2009).
Eine vollstdndige Aktivierung nach Rezeptordimerisierung erfolgt hier nicht (ber
Phosphorylierung der Aktivierungsschleife sondern betrifft Tyrosine auf3erhalb der TyrKc-
Doméne in C-Terminus von EGFR (Bose & Zhang, 2009). Inwieweit SmMFGFR2 allerdings
neben der Homologie zu FGFRs auch Sequenzahnlichkeiten zu EGFRs in sich vereint,
missen zukunftige Sequenzanalysen klaren. Madoglicherweise stellt SmFGFR2 einen
gemeinsamen Vorldufer von FGFRs und EGFRs dar, ein Phdnomen, welches analog auch
schon fir die Src/Abl-Hybridkinase SmTKG6 beschrieben wurde (Beckmann et al., 2011).
Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass BIBF1120 SmFGFR1 im heterologen System
inhibieren kann, wurden S. mansoni-Parchen invitro mit dem Inhibitor behandelt.
Inhibitorkonzentrationen von 5 uM und 10 pM hatten dabei dramatische Effekte auf die
Vitalitdt der Wirmer. Bei diesen Konzentrationen kam es nach 72 h bzw. 24 h zu einer
vollstandigen Entpaarung behandelter S. mansoni und nach 96 h bzw. 48 h zum Tod der
meisten Wirmer. Um unabhédngig dieser systemischen Schéadigungen einen Einfluss des
Inhibitors auf die Fortpflanzung zu untersuchen, wurde zusétzlich eine niedrigere
Konzentration von 1 pM ausgewéhlt. Wahrend die behandelten Parchen eine stabile Paarung
Uber den gesamten Versuchszeitraum zeigten, kam es bereits nach 24 h zu einer drastischen

Reduktion der Eisynthese um ca. 50 %. Diese Ergebnisse liefern erste Hinweise auf einen
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spezifischen Effekt des Inhibitors auf die Reproduktion von S. mansoni. Anschlielende
konfokalmikroskopische Analysen offenbarten deutliche Effekte von BIBF1120 (1 uM) auf
die Morphologie von Testes und Ovarien gepaarter S. mansoni. Die Testesloben waren in
ihrem Durchmesser deutlich reduziert und die Samenblase enthielt kaum reife Spermien. In
den Ovarien erschienen immature Oocyten degeneriert und ohne deutliche Abgrenzungen
zueinander. Dies l&sst sich eventuell auf apoptotische Prozesse in diesen Zellen zurlickfuhren.
Die hier beobachteten Ph&notypen in den Gonaden gehen damit mdoglicherweise auf eine
spezifische Schadigung von Spermatogonien und Oogonien mit Stammzellcharakter durch
den Inhibitor zuriick. Dies deckt sich wiederum mit der Annahme, dass FGFRs in S. mansoni
(Collins et al. 2013) wie in anderen Organismen auch an der Stammzellregulation und
-aufrechterhaltung beteiligt sind (Dvorak et al., 2006; De Felici et al., 2009; Eiselleova et al.,
2009; Gotoh, 2009; Dalton, 2013). Darlber hinaus sind FGFRs auch direkt in die
Spermatogenese und Oogenese involviert (Cancilla et al. 2000, Zhang et al., 2010). Ungeklart
bleibt der Einfluss des Inhibitors auf die von Collins et al. (2013) beschriebenen neoblast-like
stem cells im Parenchym adulter S. mansoni. Hier erscheint eine EdU-Behandlung sinnvoll,

um eine Reduktion mitotisch aktiver Zellen nach BIBF1120-Anwendung zu untersuchen.

Der Einsatz hoher Inhibitorkonzentrationen hatte hingegen einen drastischeren Effekt auf die
Gesamtmorphologie behandelter S. mansoni. Vor allem im Weibchen erscheinen Zellen nicht
nur im Ovar, sondern auch im Parenchym vielfach apoptotisch. Zudem ist der Darm bei
beiden Geschlechtern stark geschadigt und massiv aufgeblédht. Letzteres héngt
maoglicherweise mit einer Expression von SmFGFR2 in Darmzellen zusammen, wie sie Uber
WISH nachgewiesen werden konnte (Collins et al., 2013). Interessanterweise zeigen Studien
aus C.elegans, dass eine Dysregulation von FGFR-Signalprozessen einen bedeutenden
Einfluss auf die Homoostase des Nematoden hat. Hier fuhrt allerdings eine Zunahme der
FGFR-Aktivitat zu massiven Flissigkeitseinlagerungen im Darm der Tiere (Huang & Stern,
2005; Birnbaum et al., 2005; Polanska et al., 2011), ein Phanotyp, der mit den hier getétigten
Beobachtungen Ubereinstimmt. Inwieweit diese FGFR-induzierten Regulationsmechanismen
denen von S. mansoni gleichen oder sich davon unterscheiden missen zukinftige Studien

klaren.

Zusammenfassend lieferten die Inhibitorbehandlungen eine Reihe interessanter Hinweise auf
mogliche physiologisch und reproduktionsrelevante Funktionen von FGFR-Signalprozessen
in adulten S. mansoni. Allerdings sind Aussagen, die durch Inhibitorbehandlungen ganzer

Organismen getroffen werden konnen, insofern mit Vorsicht zu betrachten, da hdufig eine
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unspezifische Inhibition anderer (Signal-)Molekile nicht ausgeschlossen werden kann. So
konnte Uber Kinaseassays gezeigt werden, dass BIBF1120 in htheren Konzentrationen auch
humane Src-Kinasen inhibiert (Hilberg et al., 2008), eine Familie von CTKSs, die auch bei

S. mansoni u. a. durch SmTK3 in Reproduktionsprozesse involviert ist (siehe 1.4).

Um die beobachteten Inhibitorphdnotypen auf eine spezifische Inhibition der FGFRs
zuriickfiihren zu kdnnen, wurden daher zusatzlich RNAi-Experimente gegen SmFGFR1 und
SMFGFR2 durchgefiihrt. gPCR-Analysen offenbarten finf Tage nach dsRNA-Behandlung
eine deutliche Reduktion der Transkriptionsrate von SmFGFR1 und SmFGFR2 auf 5 % bzw.
10 % im Vergleich zu den Kontrollen. Hingegen zeigten konfokalmikroskopische Analysen
keine morphologischen Veranderungen in den FGFR-knock down-Parchen. Hieraus ergibt
sich die Frage, warum ein RNAi-knock down im Vergleich zur Inhibitorbehandlung in keinem
der Falle zu einem Phénotyp gefuhrt hat? VVorausgesetzt, die morphologischen Veranderungen
der BIBF1120-Behandlung gehen auf eine spezifische Inhibierung der FGFRs zuriick, so
greift der Inhibitor direkt in FGFR-vermittelte Signalwege ein, wéhrend der RNAi-Ansatz
wiederum auf Ebene der posttranskriptionellen Regulation ansetzt. Hierbei bleibt u.a. unklar,
wie viele Tage nach Elektroporation ein nennenswerter Effekt auf die Transkriptionsrate von
SMFGFR1 bzw. SmFGFR2 tatsachlich erfolgt? Daruber hinaus ist nicht vorhersehbar, wie
hoch die Halbwertszeit des Proteins ist, dessen Neusynthese durch den RNAI-Effekt auf Basis
der Translation verhindert wird. Zum Zeitpunkt eines einsetzenden RNAIi-Effekts kdnnte
somit noch FGFR-Protein vorhanden gewesen sein, dessen Présenz die betreffenden
Signalprozesse weiter aufrecht erhalt. Mdoglicherweise fuhrte dies dazu, dass der FGFR-
Inhibitor aufgrund seiner direkten Wirkung effizienter einen morphologischen Phénotyp
etablieren konnte.

Ein weiterer Unterschied beider Ansitze liegt zudem darin, dass der Inhibitor vermutlich
sowohl auf SmFGFRL1 als auch SmFGR2 wirkt, wéhrend die RNAI-Experimente jeweils
spezifisch gegen einen der beiden Rezeptoren gerichtet sind. Mdoglicherweise sind beide
Rezeptoren in ihren biologischen Funktionen teilweise redundant und kdnnen so den Verlust
eines Rezeptors durch die Prasenz des anderen kompensieren. Aus Studien an Vertebraten ist
bekannt, dass FGFRs innerhalb von Zellen haufig komplexe Signalnetzwerke bilden, welche
sich in ihren Funktionen teilweise auch tberlagern (Xu et al., 2013). So gibt es z. B. Hinweise
auf redundante Funktionen von FGFRs bei der Entwicklung des ZNS bei Mausen, da
verschiedene FGFR-knock out Mutanten phé&notypisch unauffallig blieben (Blak et al., 2007).
Um diese Hypothese in Bezug auf SmMFGFR1 und SmFGFR2 zu untersuchen, kénnten RNAI-
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Experimente mit kombinierten dsRNAs durchgefiihrt werden, um einen gleichzeitigen
knock down beider Rezeptoren zu bewirken. AuBerdem sollten behandelte S. mansoni uber
einen langeren Zeitraum kultiviert werden, um der moglichen zeitabhéngigen Etablierung

eines Phanotyps Rechnung zu tragen.

Zusammenfassend liefern die hier erhaltenen Resultate weitere Hinweise auf eine bedeutsame
Rolle von FGFR-Signalwegen in adulten S. mansoni. Neben dem von Collins et al. (2013)
festgestellten Einfluss auf die Regulation somatischer Stammzellen konnte in dieser Arbeit
eine  mogliche Beteiligung von FGFR-Rezeptoren an reproduktionsrelevanten und
physiologischen Prozessen ausgemacht werden. Zukinftige Studien sollten auch zum Ziel
haben, mogliche Liganden und Interaktionspartner wie Co-Rezeptoren oder downstream
gelegene Signalmolekiile zu identifizieren um detailliertere Einblicke in FGFR-ermittelte
Signalwege zu erhalten. Eine interessante Frage wird dabei sein, ob ihre Aktivierung
maoglicherweise durch Wirts-FGF erfolgt oder endogene Liganden im Parasiten vorhanden
sind. Erste eigene Datenbankrecherchen flihrten zu keiner ldentifizierung von FGF-Genen in
S. mansoni. Mit Hinblick auf den bekannten Einfluss von FGFRs auf Embryogenese und
Organentwicklung (De Moerlooze et al., 2000; Turner & Grose, 2010) erscheint zudem eine
Ausweitung funktioneller Studien auf weitere Entwicklungsstadien von S. mansoni sinnvoll,
wie es bereits fur Frz-Rezeptoren diskutiert wurde (siehe 4.3.3). lhre Assoziation mit
Stammzellen macht beide FGFRs dartiber hinaus als potentielle Stammzellmarker fur die

Entwicklung schistosomaler Zelllinien interessant.

Abseits dieser fur die Erforschung der Entwicklungsbiologie von S. mansoni relevanten
Punkte liefern die Inhibitorexperimente mit BIBF1120 eventuell eine neue interessante
Komponente auf der Suche nach alternativen Therapeutika, wie es bereits flr andere
Krebsmedikamente wie Imatinib diskutiert wird (Beckmann & Grevelding, 2010; Dissous &
Grevelding, 2011; Beckmann et al., 2012a).

4.3.5 Charakterisierung zweier potentieller transmembranen Progesteron-Rezeptoren
aus S. mansoni

Das Steroidhormon Progesteron spielt eine bedeutende Rolle bei Reproduktionsprozessen von
Vertebraten (Penzlin, 1996; Scarpin et al., 2009), wie z. B. der Reifung von Oocyten sowie
der Vitellogenese (Custodia-Lora & Callard, 2002; Thomas, 2012). Hingegen sind
biologische Funktionen von Progesteron bei Invertebraten kaum bekannt. Erst in den letzten

Jahren mehrten sich Hinweise, dass Wirbeltiersteroide auch bei Vertretern anderer
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Tiergruppen wie Insekten, Nematoden und Plattwiirmern verschiedene biologische und héufig
mit Entwicklung oder Fortpflanzung verbundene Prozesse beeinflussen (Kashian & Dodson,
2004; Lafont &Mathieu, 2007; Coccia et al., 2010). So konnten neben Sexualhormonen wie
Progesteron, Ostrogen oder Testosteron, auch Homologe von Stoffwechselenzymen der
Steroidsynthese und steroidhormonbindende Rezeptoren aus Wirbeltieren in verschiedenen
Invertebraten nachgewiesen werden (Kohler et al., 2007; Mimoto et al., 2007; Keay &
Thornton, 2009; He, et al., 2010). Dennoch ist bisher unklar, ob diese Steroide natlrlich
vorkommende Hormone in diesen Tierarten darstellen oder ob sie moglicherweise aus der
Umwelt in den Organismus gelangen (Lafont &Matiheu, 2007; Scott, 2012; Scott, 2013).
Eine Sonderstellung hierbei nehmen parasitierende Helminthen von Wirbeltieren ein, die
naturlicherweise  mit  Sexualsteroiden in  Kontakt kommen und in ihren
Entwicklungsprozessen vielfach von Wirtskomponenten beeinflusst werden (Escobedo et al.,
2005; Brehm, 2010; Oliveira et al., 2012). So konnten positive Effekte von Progesteron auf
die Entwicklung und Reproduktion von Nematoden- und Plathelminthen-Arten beobachtet
werden (Escobedo et al., 2004; Escobedo et al., 2010; Hernandez-Bello et al. 2011).

Wihrend die ,klassische* Detektion von Steroidhormonen héufig iiber intrazellulédre
Rezeptoren der nuclear steroid receptor-Superfamilie erfolgt, welche als ligandenaktivierte
Transkriptionsfaktoren wirken (Tsai & O‘Malley, 1994; Tsai et al., 2004), sind in neuerer Zeit
auch verschiedene transmembrane Rezeptoren mit Progesteron-bindenden Eigenschaften
identifiziert worden, deren Signalwege haufig Uber sec. messenger laufen (Thomas, 2008).
Viele Progesteron-induzierte Prozesse bei Wirbeltieren wie die Oozytenreifung konnten
mittlerweile mit Vertretern dieser Transmembranrezeptoren in Verbindung gebracht werden

(Thomas, 2012). Ihre Funktionen bei Invertebraten sind bisher hingegen kaum erforscht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Genom von S. mansoni zwei Rezeptoren mit Homologie
zu Progesteron-bindenden Transmembranrezeptoren aus Vertebraten identifiziert. Transkripte
der als SmProgestinRl und SmPMRC1 bezeichneten Rezeptoren konnten Uber
gonadenspezifische RT-PCRs in Testes und Ovarien paarungserfahrener S. mansoni
nachgewiesen werden. Zudem zeigten gPCR-Analysen eine paarungsinduzierte Zunahme der
Transkriptionsrate beider Rezeptoren sowohl bei einer Betrachtung ganzer Wurmer als auch
bei einer Fokussierung auf die Gonaden. Besonders deutlich war dieser Effekt bei dem
Vergleich der Transkriptlevel in Ovarien paarungserfahrener und -unerfahrener Weibchen zu
erkennen. Hier fuhrte die Paarung zu einer mehr als 3-fachen Zunahme der Transkriptmenge
bei SmProgestinR1 bzw. 8-fach bei SMPMRCL1. Anschliefende Sequenzanalysen ordneten
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beide Rezeptoren unterschiedlichen Proteinfamilien zu. SmProgestinR1 zeigt Homologie zu
Progesteron-bindenden Vertretern der progestine and AdipoQ (PAQ)-Rezeptorfamilie und
verfugt tber eine 7TMH-Struktur, wohingegen SmPMRC1 Homologie zu progesterone
membrane receptor component (PMRC)-Proteinen anderer Organismen aufweist. Obwohl
ihre biologischen Funktionen bisher kaum erforscht sind, werden beide Rezeptorgruppen in
Séugetieren in einer Reihe unterschiedlicher Organe und Gewebe einschliellich der
Reproduktionsorgane, der Muskulatur und dem zentralen Nervensystem exprimiert und
entsprechend diesen vielfaltigen Lokalisationen mit vielen Progesteron-induzierten Prozessen
in Verbindung gebracht (Thomas, 2008). Progesteron-bindende PAQRs wurden dartiber
hinaus als die entscheidenden Rezeptoren bei dem durch Progestine induzierten germinal
vesicle breakdown (GVBD) von Oocyten verschiedener Fischspezies identifiziert (Thomas,
2012), waéhrend es fur MPRCs auch erste Hinweise auf eine Beteiligung an
Reproduktionsprozessen von Invertebraten gibt (Preechaphol et al., 2010; Stout et al., 2010).
Dies macht SmProgestinR1 und SmPMRCL1 als zwei Vertreter dieser unterschiedlichen
Rezeptorfamilien zu interessanten Kandidaten fur diverse Funktionen in der Fortpflanzung
von S. mansoni. Obwohl PAQRs und MPRCs eine bedeutende Rolle bei der Entstehung
verschiedener Tumore spielen (Rhoe et al., 2009; Ahmed et al., 2010b; Thomas, 2012), sind
derzeit noch keine kommerziellen Inhibitoren gegen diese Proteinklassen erhaltlich. Aufgrund
deren theoretischen Eigenschaft Progesteron binden zu konnen, wurden Pé&rchen von
S. mansoni in einem ersten Experiment mit dem Steroidhormon invitro behandelt, um
gegebenenfalls die Aktivitat der Rezeptoren zu stimulieren. Hierbei zeigte sich, dass

Progesteron einen positiven Einfluss auf die Eisynthese der Péarchen hatte.

Der starkste Effekt trat 72 h nach Behandlungsbeginn auf. Zu diesem Zeitpunkt legten die
behandelten Péarchen unter Progesteron-Einfluss ca. dreimal (10 ng/ml; ~0,03 uM), bzw. vier-
bis (1 pug/ml; ~3 uM) fiinfmal (100 ng/ml; ~0,3 uM) so viele Eier im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollparchen. Besonders bei hoheren Konzentrationen wurden vermehrt
S4-Vitellinzellen im Medium beobachtet, was auf eine Uberproduktion hindeutet. Nach
diesem Peak kam es 96 h nach Behandlungsbeginn wieder zu einer Angleichung der
Eisyntheseraten. Dies lasst vermuten, dass die Zugabe des Steroidhormons zundchst einen
stimulierenden Effekt auf die Eiproduktion hat, dieser aber nach langerer Kultivierung von
anderen Faktoren (berlagert wird. Mdglicherweise kommt zu diesem Zeitpunkt das als
in vitro-Regression bezeichnete Phdnomen zum Tragen, welches eine De-Differenzierung des
Vitellariums gepaarter Weibchen unter in vitro-Kulturbedingungen beschreibt (Galanti et al.,

2012). Konfokalmikroskopische Analysen behandelter Parchen, offenbarten morphologische
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Verénderungen bei héheren Progesteron-Konzentrationen (100 ng/ml; ~0,3 uM und 1 pg/mil;
~3 uM) im Vitellarium in Form von stark vergroRerten Vitellinloben, was moglicherweise mit
einer S4-Uberproduktion zusammen hangt. Hingegen konnten keine Effekte auf Testes und
Ovarien beobachtet werden, jenen Organen in denen Transkripte beider potentiell
Progesteron-bindenden Transmembranrezeptoren lokalisiert worden waren. Dies spricht
dafur, dass die positiven Effekte des Steriodhormons auf die Eilegerate gepaarter S. mansoni
maoglicherweise auf eine Stimulation der Vitellinzellsynthese im Weibchen zurtickzufiihren
sind. Bereits bei anderen Invertebraten konnten Progesteron und weitere Wirbeltiersteroide
mit der Vitellogenese in Verbindung gebracht werden. So konnte z. B. gezeigt werden, dass
Progesteron die Transkription von Vitellogenin, einem Marker fur die Vitellogenese wéhrend
der Reproduktion von Cherax albidus erhoht (Coccia et al., 2010). In C. elegans hingegen
fiihrten Behandlungen mit Ostrogen zu einer Uberexpression an Vitellogenin-Genen, wéhrend
Progesteron in diesem Fall einen negativen Einfluss auf die Vitellogenese zeigte (Custodia et
al., 2001). Bei dem Ré&dertierchen B. manjavacas wurde dariiber hinaus eine Bindung von
Progesteron neben den Ovarien vor allem im Vitellarium detektiert (Stout et al., 2010). Um
den Einfluss von Progesteron auf das Vitellarium von gepaarten S. mansoni Weibchen weiter
zu untersuchen, kénnte analog zu obigen Studien der Einfluss des Steroidhormons auf die
Transkription vitellariumassoziierter Gene wie pl4 (Koster et al., 1988), fs800 (Reis et al.,
1989; Dewalick et al., 2011) oder die Tryrosinasen SmTyrl und SmTyr2 (Fitzpatrick et al.,
2007) untersucht werden. Entsprechende Gene werden vernehmlich im ausgereiften
Vitellarium als Folge der Paarung exprimiert (Reis et al., 1989; Grevelding et al., 1997;
Fitzpatrick et al., 2007; Cogswell et al. 2012) und sind Eischalenbestandteile (p14, fs800)
oder an der Eischalenbildung (SmTyrl, SmTyr2) beteiligt. Progesteron-spezifische
Antikdrper konnten zusatzlich Aufschluss darliber geben, ob sich in der in vitro-Kultur
aufgenommenes Progesteron Uber den gesamten Wurmkdorper verteilt oder in spezifischen
Geweben  aufgrund  von  Rezeptorinteraktionen  akkumuliert.  Zudem  sind
in situ-Hybridisierungen zu SmProgestinR1 und SMPMRC1 notwendig, um zu tberpriifen, ob
einer oder beide Rezeptoren lber die Gonaden hinaus auch mit dem Vitellarium assoziiert ist.
Alternativ kdnnte dies zukunftig bei erfolgreicher Etablierung der Vitellariumisolierung (siehe
4.1) auch (ber einen RT-PCR-basierten Transkriptnachweis mit organspezifischer RNA

erfolgen.

Bisher gibt es wenige Hinweise auf die Rolle von Steroidhormonen auf die Biologie von
S. mansoni. Im Rahmen einer Studie von Morrison et al. (1986) konnte ein negativer Einfluss

von Progesteron auf die Eiproduktion von S. mansoni nachgewiesen werden. Allerdings
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waren die eingesetzten Konzentrationen des Steroidhormons, bei denen eine signifikante
Reduktion der Eiproduktion festgestellt wurde, mit 100 uM wesentlich hoher als die hier
verwendeten Konzentrationen. Mdoglicherweise spielen bei  hoheren  Progesteron-

Konzentrationen unspezifische Nebenwirkungen eine negative Rolle.

So bleibt die Frage, ob Progesteron eine natirliche biologische Funktion in S. mansoni besitzt
oder aber aufgrund &hnlicher Struktur die Wirkung anderer Steroide imitiert. Zudem bleibt
unklar, welche Rezeptoren letztlich durch das in vitro hinzu gegebene Progesteron stimuliert
werden. Die Konzentrationen von Progesteron im Blut erwachsener Menschen liegt bei bis
zu 2 ng/ml (Behrends et al., 2010). Wahrend des Menstruationszyklus kann dieser Wert bei
Frauen auf Gber 12 ng/ml ansteigen und erreicht wahrend der Schwangerschaft ein Maximum
von 90 bis 130 ng/ml (Schwegler & Lucius, 2011). Die im Rahmen der in vitro-Versuche
eingesetzten Konzentrationen liegen daher zumindest teilweise (10 ng/ml, 100 ng/ml,
1 pg/ml) noch in Konzentrationsbereichen, die auch in vivo eine Rolle spielen kénnten. Zwar
gibt es Hinweise auf hohere Eiproduktionen in infizierten weiblichen Ma&usen, allerdings
konnen diese Unterschiede auch auf immunmodulatorische Eigenschaften von Testosteron
zurlickgefuhrt werden, womit der Nachweis einer direkten Rolle von Wirbeltiersteroiden auf
die in vivo-Entwicklung von S. mansoni bisher nicht erbracht werden konnte (Nakazawa et
al., 1997; De Mendonca et al., 2000). Zugleich verdeutlicht dieses Phdnomen die prinzipielle
Problematik, die weitaus komplexere in vivo-Situation innerhalb des Wirtes mit der in
vitro-Kultur zu vergleichen. Da auch ein direkter Nachweis von Progesteron in S. mansoni
bisher nicht erfolgt ist, gehen die hier beobachteten Effekte von Progesteron moglicherweise
auf eine unspezifische Reaktion zwischen dem Hormon und Steroidrezeptoren aus S. mansoni

zuriick.

Dennoch werden Steroide als moégliche entwicklungsrelevante Faktoren in Schistosomen
diskutiert. So konnten Steroidhormone einen entscheidenden Faktor bei der
méanncheninduzierten Reifung von S. mansoni Weibchen darstellen (De Mendonca et al.,
2000; Kunz, 2001). Zu den bisher in Schistosomen nachgewiesenen Steroiden gehoren
Ecdysteroide und Ostradiol-dhnliche Verbindungen. Auch hier ist allerdings unklar, ob diese
Steroide endogenen Ursprungs sind (De Mendonca et al., 2000; Botelho et al., 2009).
Hingegen sind neben den beiden hier identifizierten potentiell Progesteron-bindenden
Transmembranrezeptoren SmProgestinR1 und SmPMRC1 eine Reihe weiterer nukleérer
Steroidrezeptoren im Genom von S. mansoni kodiert (Freebern et al., 1999; Fantappie et al.,
2001; Wu & LoVerde, 2008). Interessanterweise sind zwei dieser Rezeptoren, SmMRXR1 und
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SMRXR2, beides Homologe der RXR-Unterfamilie innerhalb der Steroidrezeptor-
Superfamilie, u. a. im Vitellarium gepaarter Weibchen lokalisiert und moéglicherweise durch
eine Bindung an die Promoterregion von pl4 an der Transkriptionsregulation des
Eischalenvorlauferproteins beteiligt (Fantappie et al., 2001). Damit stellen die beiden
Rezeptoren ebenfalls potentielle Kandidaten bei einer Vermittlung der hier beobachteten

Progesteron-Effekte dar.

Um Hinweise auf eine Rolle von SmProgestinRl und SmPMRC1 bei
Reproduktionsprozessen adulter S. mansoni zu erhalten, wurden zusétzlich RNAI-
Experimente gegen beide Rezeptoren durchgefihrt. Hierbei konnte nach Ende des
Behandlungszeitraums von finf Tagen eine Transkriptreduktion auf 5 % (ProgestinR1) bzw.
16 % (SmPMRC1) im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Hingegen zeigten
behandelte Parchen keine morphologischen Veranderungen unter dem KLSM, und zwar
werden in den Gonaden noch im Vitellarium. Wie unter 4.3.4 ausfuhrlicher erldutert ist eine
Erklarung hierfur eine moglicherweise hohe Stabilitat der Proteine, so dass wéhrend der
Behandlungsdauer noch keine relevante Inhibition von SmProgestinR1- bzw. SmPMRC1-
vermittelten Signalwegen erfolgen konnte, die sich in verdnderten Phénotypen hatte
niederschlagen kénnen. Sollten beide Rezeptoren weiterhin in die postulierte, Progesteron-
induzierte Stimulation der Vitellinzellsynthese involviert sein, so wére im Falle eines
knock downs ein negativer Effekt auf die Vitellogenese zu erwarten, welcher moglicherweise

durch die in vitro-Regression des Vitellariums tberlagert wird (Galanti et al., 2012)

Eine weitere Erklarung bietet ein Szenario, in dem beide Rezeptoren zwar in Testes und
Ovarien transkribiert, aber im Sinne einer mRNA-Speicherung in reifen Spermien und
Oocyten nicht im adulten Wurm, sondern erst wahrend der Embryogenese im Ei exprimiert
werden. Dementsprechend sollten neben einer Bestimmung der Eizahlen auch die

Embryogenese der Eier in zukunftige RNAi-Versuche mit eingeschlossen werden.

Sollten sich die Ergebnisse der Progesteron-in vitro-Versuche verifizieren lassen, wirden
Steroidhormone und ihre Rezeptoren wieder verstérkt in den Fokus fiir reproduktions- und

entwicklungsrelevante Signalprozesse adulter S. mansoni riicken.

Interessante Ansatze fur weitere Untersuchungen wére auch der Einsatz von Progesteron-
Analoga wie z. B. RU486 (Escobedo et al., 2010) zur Behandlung von S. mansoni-Pérchen,
oder RNAI-Ansétze gegen SmMRXR1 und SmRXR2. Zudem sollte ein weiterer Schwerpunkt
auf der Identifikation naturlicher Liganden potentieller Progesteron-bindender Rezeptoren
liegen.
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5. Zusammenfassung
Motiviert durch die enormen soziodkonomischen Folgen der Schistosomiasis in tropischen

und subtropischen Endemiegebieten weltweit werden derzeit grofRe Anstrengungen
unternommen, die Verbreitung der parasitdren Infektionskrankheit einzuddmmen. Auf der
Suche nach alternativen Behandlungsmethoden zu den gegenwartig limitierten
Therapieanséatzen ist u.a. ein fundiertes Wissen Uber die Entwicklungsbiologie wvon
Schistosomen unerlasslich. Ziel meines Promotionsvorhabens war es daher, einen Beitrag zur
Aufklarung zentraler Signalprozesse aus S. mansoni zu leisten, die im Zusammenhang mit der
Entwicklung und Differenzierung des Parasiten stehen. Ein Schwerpunkt lag dabei auf den
molekularen Mechanismen, welche der paarungsinduzierten Reifung adulter Schistosomen
zugrunde liegen. Diese sind im Hinblick auf die Fortpflanzung und Aufrechterhaltung des
Lebenszyklus, aber auch wegen der Rolle der Eier bei der Induktion pathologischer Prozesse
von besonderer Bedeutung. Im Fokus meiner Untersuchungen standen verschiedene
Transmembranrezeptoren, die aufgrund ihrer Homologie zu entwicklungsbiologisch
relevanten  Genen anderer  Organismen  moglicherweise  bereits  beschriebenen

gonadenspezifischen Signalwegen aus S. mansoni voran gestellt sind.

Die Untersuchung gewebespezifischer Genfunktionen in adulten S. mansoni wird allerdings
durch einen eingeschrénkten Zugriff auf innere Organe wie die Gonaden erheblich erschwert.
Ein erstes Ziel war es daher, ein Protokoll zur Isolation von Testes und Ovarien aus adulten
S. mansoni zu etablieren, um Transkriptionsanalysen auf der Ebene von Organen durchfiihren
zu konnen. Uber eine Kombination aus Detergenzien- und Proteasebehandlung gelang es,
Testes und Ovarien aus paarungserfahrenen und -unerfahrenen S. mansoni zu erhalten. Hieran
anknlpfende Analysen zeigten weiterhin, dass die isolierten Gonaden vitale Zellen und RNA
in ausreichender Menge und Qualitat fir nachfolgende molekularbiologische Anwendungen
enthielten. Um eine  Anwendbarkeit der Methode fir  gewebespezifische
Transkriptionsanalysen zu belegen, wurden erste RT-PCRs mit RNA aus Testes und Ovarien
paarungserfahrener S. mansoni durchgefiuhrt. Die hierbei erzielten Resultate bestétigten
und/oder erganzten frihere Studien ausgewahlter Gene beziiglich einer Transkription in den
Gonaden und lieferten auBerdem erste Hinweise auf die Transkription weiterer, bisher nicht
untersuchter Gene in diesen Organen. Damit erwies sich dieser Ansatz als geeignet,
Ergebnisse  anderer,  wesentlich  zeitaufwendigerer  Lokalisationsmethoden,  wie
in situ-Hybridisierungen zu verifizieren und aufgrund der hoheren  Sensitivitat

organspezifischer RT-PCRs zu ergénzen oder zu ersetzen.

179



5. Zusammenfassung

Im zweiten Teil der Arbeit wurden daher gonadenspezifische RT-PCRs in Kombination mit
in situ-Hybridisierungen angewendet, um die Transkription ausgewahlter
Transmembranrezeptoren in Testes und Ovarien adulter S. mansoni nachzuweisen. Zusétzlich
wurden erstmals Transkriptionsanalysen mittels qPCRs durchgefiihrt, um Hinweise auf
paarungsabhangige Transkriptionsmuster verschiedener Rezeptorgene auf Ebene der Gonaden
zu untersuchen. Die erhaltenen Ergebnisse belegten erstmals den Einfluss des
Paarungskontakts auf die Genexpression von Testes und Ovarien adulter S. mansoni. So
konnten eine Reihe interessanter Kandidaten identifiziert werden, deren Transkriptionsraten
teilweise erheblich durch die Paarung beeinflusst werden, wie das Frizzled-Homolog SmFrz1

und der Neuropeptidrezeptor SmMNPYRL1.

Den dritten Teil der Arbeit bildeten weiterfuhrende Charakterisierungen einiger dieser
Rezeptorgene in adulten S. mansoni mittels funktioneller Analysen wie Inhibitorstudien oder
RNAI-Experimenten. So konnten das transmembrane Mucin SmTmMucl und SmNPYR1
aufgrund von morphologischen Veranderungen in Ovarien bzw. Testes nach
RNAI-knock down-Experimenten mit einer Beteiligung an der Gametogenese adulter
S. mansoni in Verbindung gebracht werden. Ebenfalls an gonadenspezifischen Signalwegen
beteiligt sind darliber hinaus moglicherweise die FGFR-Homologe SmFGFR1 und
SMFGFR2, deren Inhibition zu einer Reduktion der Eiproduktion adulter S. mansoni fiihrte.
SmFrz1 hingegen scheint morphologischen Eianalysen nach Inhibitor- und RNAI-
Experimenten zufolge fir frihe Entwicklungsprozesse von Bedeutung zu sein, da
entsprechende Behandlungen mit Defekten in der Embryogenese einhergingen. Dariber
hinaus ergaben die Identifizierung potentiell Progesteron-bindender Transmembranrezeptoren
und erste in vitro-Behandlungen mit diesem Steroidhormon Hinweise auf eine
reproduktionsrelevante Rolle von Progesteron oder verwandten Verbindungen in adulten

S. mansoni.

Zusammengefasst erweitern die vorliegenden Ergebnisse bisher untersuchte Signalprozesse in
den Gonaden adulter S.mansoni um weitere Signalmolekiile in  Form von
Transmembranrezeptoren unterschiedlicher Proteinfamilien. Aufgabe zukiinftiger Studien
wird es u.a. sein, downstream-Interaktionspartner dieser Rezeptoren zu identifizieren und sie
so in das Gesamtbild gonadenspezifischer Signalwege zu integrieren. Unter Berucksichtigung
der Sonderstellung von Transmembranrezeptoren bei der Vermittlung extra- und

intrazellularer Signale und ihrer medizinischen Relevanz als potentielle drug targets er6ffnen
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sich durch eine Identifizierung ihrer Liganden sowie weiterer Aufklarung ihrer biologischen

Funktionen neue Perspektiven zur Bekdmpfung der Schistosomiasis.

Summary

Motivated by the tremendous socioeconomic consequences of schistosomiasis in tropic and
sub-tropic endemic areas worldwide, many efforts are currently made to control this disease.
Searching for alternative medical treatments to complement or replace present therapies
requires fundamental knowledge of the schistosome biology. Therefore, the aim of my PhD
thesis was to contribute to the elucidation of central signaling processes involved in
development and differentiation of the parasite. Those molecular mechanisms were of main
interest, which are part of the pairing-induced sexual maturation of adult schistosomes. This
phenomenon is of outstanding relevance with respect to the role of eggs for maintaining the
life cycle but also for inducing pathogenesis. My work concentrated on different classes of
transmembrane receptors which, due to their homology to developmentally important genes
of other organisms, are interesting candidates for interactions with molecules already

described to be involved in gonad-specific signaling pathways of S. mansoni.

The investigation of tissue-specific gene activities in S. mansoni is limited by the restricted
access to inner organs like the gonads. Therefore, the first aim of my study was the
establishment of a protocol suitable for the isolation of testes and ovaries of adult S. mansoni
to perform transcriptional analyses at the organ level. Using a combination of detergent and
protease treatment it was possible to get access to ovaries and testes of pairing-experienced
and -unexperienced worms. Subsequent analyses showed that isolated gonads contained vital
cells and RNA in sufficient amounts and quality for subsequent molecular applications. To
confirm the usefulness of the method for tissue-specific transcriptional analyses first RT-
PCRs with RNA from isolated testes and ovaries of pairing-experienced S. mansoni were
preformed. First, the results confirmed and/or completed former localization studies of
selected genes with respect to their transcription in the gonads. Secondly, first hints were
obtained for gonad-specific transcriptional activity of genes, which had not been characterized
so far. Taken together, this approach is suitable to verify results of more time-consuming
localization methods such as in situ hybridization, and even to complete or replace them due

to the high sensitivity of the organ RNA-based RT-PCR reactions.

In the second part of this work a combination of gonad-specific RT-PCRs and in situ

hybridizations was used to detect the localization of transcripts of different transmembrane
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receptor genes in testes and ovaries of adult S. mansoni. Additionally, first transcriptional
analyses by gPCRs were performed to investigate pairing-dependent transcription patterns of
different receptor genes at the gonad level. The obtained results proved the influence of the
pairing contact on gene expression in testes and ovaries of adult schistosomes for the first
time. This led to the identification of several interesting candidates whose transcriptional
profiles were in part considerably influenced by pairing, like the Frizzled-homolog SmFrz1
and the neuropeptide receptor SMNPYR1.

The third part of this study dealt with further characterizations of some of these
transmembrane receptor genes in adult S. mansoni by functional analyses such as inhibitor
treatments or RNAI experiments. The transmembrane mucin SmTmMucl and SmMNPYR1
were found to be involved in gametogenesis since morphological changes were observed in
ovaries or testes upon RNAIi knockdowns. The two FGFR homologs SmFGFR1 and
SMFGFR2 are possibly also part of gonad-specific signaling pathways as an inhibition of
FGFR-signaling in S. mansoni couples led to a reduction of egg synthesis. In contrast to this,
SmFrz1 seems to be an important factor for early processes in development as the results of
egg-morphology analyses following inhibitor studies and/or RNAIi experiments pointed to
incomplete embryogenesis. Additionally, the identification of two potential progesterone-
binding transmembrane receptors as well as an initial in vitro treatment with this steroid
hormone provided first hints of a role of progesterone, or closely related compounds, on

processes involved in sexual reproduction of the parasite.

Summarizing the present results of this work, interesting new transmembrane receptor genes
representing different protein families were identified, which extends the knowledge about
known signaling processes in the gonads of adult S.mansoni. Among others, future
challenges are to identify downstream interaction-partners of those receptors to integrate them
in the overall picture of gonad-specific signaling pathways. With respect to the exceptional
position of transmembrane receptors in the mediation of extracellular and intracellular
signaling processes and their medical relevance as potential drug targets, the identification of
their ligands and further elucidation of their biological functions may open new perspectives

for fighting schistosomiasis.
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6.1 SmTmMucl-Sequenz

Die CDS von SmTmMucl geht auf den GeneDB-Eintrag Smp_073450 zurtick und besitzt
eine Gesamtlange von 11.250 bp. Hiervon konnten im Rahmen dieser Arbeit 1.622 bp des
5¢-Endes und 4.875 bp des 3°-Endes amplifiziert werden. Die Amplifikation eines Bereiches
von 4.771 bp steht noch aus (grau unterlegt). In der nachfolgenden Sequenz sind weiterhin
uber das Programm Repfind (Betley, et al., 2002) nachgewiesene repetitive Sequenzen in rot
dargestellt (Mindestlange 12 bp).

ATGGCTACTGAAAGTCTTCAAGCTCGACTGACTGATTTCGAGCGTCAAGCACGTGGTGTATGTATAGGTGTGAAT
CATTTAGCGCTTGACAGTGAACGTGTTAGACAAGCTGAATTATTACAAAAAATTATACAACTAGAAAAAGATATT
CAACAATCGAGTGCACAAAAATCCCATTTACCTGAAGCAGCAGCTGAGATTCGTGATGATGTGAAGAATAATACA
TCGGCATTACGTTACTTAGAAACAATATCTCAATTGGAGAATTCATTTACAGTTCTAACAGAAAATGTCACTGAA
ACTTCTGTACAACTAAGTGCACCTAAAGAGTTAAAAGATGAAGTTCATGTGAAAAAGGAATTAACTGGTAATGTG
AAAAGTTGTTGGACATATGTTTCTCAATTGGCCCGATTAAGTCAAGTACACATTAGGAATGCCGCTGAATACCAT
CAGTTTCATCATGCAGTTAATGAAGCTGAAGCCAGTTTGAAAGCACGTGTACGGATGACAGAACCGAGAAATACA
AGAGCATTACCTGCAACTTTGAAAAACTGTACAATTTTGGCCAATGAATTGAGGGAACATCTTAATCATATGATT
CATTTATGGGGTCGATCAGGCAATTTACTTGAAGAAAGCCGACGTATTGTTCCTGTTCACTTAAGACTAGGTGGT
GTTATTGATGGTCTGAGTACTAATACAGAATCCGCTAGCCCAGTTATGGCTCGTATGTTAACTTCATTGACAGGA
CCAAATTATGAATTAAAAGAAGGTGAAGAAGTACGCGTTATATCGAATAAAGATGATCAACACTTTTGGACAGTG
CAAACAAATAATGGTATAGTAAAAATACCATCTGTTTGTTTATGGATAAGTGATCCAGATTTAGAAGCTGTAAAA
CGATCAGTGATACTTCGTGAAAAATGTATTGAATCATGGGATTTACTTGTGGAAAGATCACGTGAACGACTAAGA
TCCTATTACAGTTGTTTATTAAATCAAATGGCAGAAAATGGAGATATTCAATATCAGCATAAAATAGCTATGGAT
AATTTTCTAGAAGATTTAAGAGGTCTTCTCTTACCCAATGATACAAGAGCAACTGAATTAAGCCAAGCTATATAT
GCATTTACAGATAGATTGAAAATGACAGATATTAATCGACAACGCAGTCCACATGGTGGAGTATTTTTGAGAGAA
CAAGATATTGTTTGTATGCATAGTCCATTGTTAAGACTACGTGATCATGAACGTCAAATGGACCATTTACGTGCA
CAATCTGAACTGGCTGGAACTCATATGACAAATTATTTACGTGAAATTGATGCAGATCAAAAACGAGTTGATCAG
GAATTATCGTTGATAGATCAGTTACAACATGAGAGTCAGTCTCAGTTGGATCAATTGATAAATCGTGTGAAAAGA
TGGAGTAGCCGATATGAGCATGAACCGAATGTTGATTCTAGCATATCCAATTCTAGAATGAGTTCTAGTTTAAAA
TCTAGTACAATATCTGACAATTGGGCAGGTAATAATCAAATGTATCCAATAGATGCAAGATCACCTCAATCTATA
GTTAGAGAAACATCGCGATTATCGTCTAGAACAAGATCAGAATCAATCCCACGTCCAGTACTTGATGCCATTACA
CAAATTGGTGTTACAACCAAAACAACAGGAACTCAAATTTCTCATGACGACGGTGATGGTGGTCGTAATGAAATA
GATTTATCTATATCTAAAAGACACTTTATGCCAGCGACGATTCCTGAAAGAAAACAAGTAAGAAATGCAATAACT
CAAATTGGAGTATCAAAAGTCGATGCAGGCACACAAGATGACTATCATGGATACAGTCCTAAGCGTTCAGTTAAA
GAAGTATTATGTCAAATAGGTCAAATTACAGCAAATGCTTCATGTCAGACATTAGAACATTACAAACTACAACAA
ACACTTAAAAAACCCACTTTAGATGCTGTAGTTCAATCTGGTGTTATCACTAAGAATAATTCCACTCAGTCGGAA
TACATCACAGAAACCGTCGTGAAAATGGACATACCTGAATCACAAAAAGCTGCACGAAAATATAGCGTACTAGAT
GCCATCTGTCAAATAGGACAGGTTACACAAACAACTGGAACACAAACAGAAGTAAAGAATACTGAAAGAAATAAG
AAAAATCTCGGTGTACAAGCAGAAATGAAAAAGGCATGGCAGCACACAGTAAACACAAATGAGGCCGCATGTCAA
ATAGGTAGGATAACAATTAACGCTAGCACAGAGATGTCACCAATGATGGTCAGTAAGGAAGAAGTGATAAAACAA
GATATTAAAAAAAGTGATATAATATGTCAAATAGGCAAGGTTGAAATGACAAAATCAACACAAACTAACGCAACA
GAAAAGTTAAAAACTACAACAATTAAACATTCAGCAAACCAATACGAAATCCAAAAAGCTTCAACCTCTAGTCAG
GTAGATGTTTTAACGGAAAAGACATATAAACGTACGCTTAAATCTGTCAACGATGTTATATGTCAAGTCGGACAG
GTAAACCATGAAGTATCCACACAGTCAGTTGAATACGTCACTACTAGACCGGCACACAAGGATACTGGCATTGAT
CCGATTCACGTGTGGGAAAAGAAAACGGCCAACGATGTCGTGACGCAAACAGGAATTGTTCACACATCGAAAGTA
ACACAGGCTGAACTGATACAAGAACAACCGGTATATGTGAAAGCAATAGAAACTCAGGATGTACCGATTACATCG
TACAGAAACACTGTAGATGCCTACCAACAGGCTGACTTAATTAAGCATATGCTACGCAAACCATCATCTGATGTA
GTATGTCAAGTAGGAAGTGTTATGGAATCCTCAGGGATCCAGATAGATGAACCCCATAAAACTTCAATGCTACTA
GCGGGAACTCAAAGTGCCAAAACACCAACACACACCAAGGAGATTCAGACAGATATGGGATTCCGAATGGAACCG
AAGTTTGTGTCGAAGGCTGTCAACGACGTTATATGTCAAGTCGGACAGGTAAACCATGAAGTATCCACACAGTCA
GTTGAATACGTCACTACTAGACCGGCACACAAGGATACTGGCATTGATCCGATTCACGTGTGGGAAAAGAAAACG
GCCAACGATGTCGTGACGCAAACAGGAATTGTTCACACATCGAAAGTAACACAGGCTGAACTGATACAAGAACAA
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CCGGTATATGTGAAAGCAATAGAAACTCAGGATGTACCGATTACATCGTACAGAAACACTGTAGATGCCTACCAA
CAGGCTGACTTAATTAAGCATATGCTACGCAAACCATCATCTGATGTAGTATGTCAAGTAGGAAGTGTTATGGAA
TCCTCAGGGATCCAGATAGATGAACCCCATAAAACTTCAATGCTACTAGCGGGAACTCAAAGTGCCAAAACACCA
ACACACACCAAGGAGATTCAGACAGATATGGGATTCCGAATGGAACCGAAGTTTGTGTCGAAGGCTGTCAACGAT
GTTATATGTCAGGTCGGACAGGTAAACCATGAAGTATCCACACAAACAGGGATTCCTTCAACTATATCAGTGGGA
GTAGATCCAAGACCAGAAGTTCCAGTAAGGCACCTGGGTTCATACCAAGTACCACCAAACATAGAGCAAGAAAGT
AGACAAGTACAGGCAGATATCAAACAGACGTTGAAACATATAGATATGCAAACAGAAGCGATAACAAGAGAAACT
TTAATATCAACGAACCTCGTGAAAGAGAAACAGGTAGAAATATTTGATGTAACAACTCAATTCGATATAGTAACT
AAAGAAAAAGACGTTCAAACATTCGTAACATGCAGGTCAAAAGAAACACAAACAATAGAAAGTTCACCGGAATCT
GAAGTAAAAATGAGGAGCCAACAAACATTCACTCGAATCAGAAGTAAGAATTATGACGTACAAACACAGTCAGGG
ACGATAAATATCTCCCAAGCATTCCAGACATTATTAGATTACAAGCCAACAACAGAAAAACGATCAACTGGAATG
CAGCACGAAGTGGATAAAGGAGTGGTGGAAACTACCTATCATGAACCACAAACACAAGAAACACCAACACAAACT
GAAAGAGCGAGAATAAAAGATCAACAAACATTTACGTCAATTGAATTGAAAACATTCGATGTTCAGACCCAGTTT
GGAAGTATACTTAAGACACAGGCAGCACAAACGCCAGGTGAACAGAAGACCGTTGTCGAAGTGAGAGACATGACT
ATGCAACACCACAAAAGTCCAGAGCCAATTGTACACAAAAAGCTACAAGCAATAGTACAACCACCGACAATTAAC
ACTGAGACTCAGACGATGGTAGAGAGACCACCACCGATTATCTTGCCACCAAAAGTATTCGACGTTCAAACACAA
TCAGGATCAGTCACGGTAAATTCAGAAACACAAACACCACAAGAACATAGGCCAGTGGTTGCGACTAAAGATGCG
AGTGTGTATCATGAAACAAGACCTGTTCAATCCGTTCCCAAGAAGTTACAGGCTATAGTCGTCCGACCACTAGAG
AACATGGCTACACAAACAGATTTCTTAGCACAGCCTGTTGTTATGCCTATGGTGCAAACGACACATCATGAACCA
CAAACACAAGAAACACCAACACAAACTGAAAGAGCGAGAATAAAAGATCAACAAACATTTACGTCAATTGAATTG
AAAACATTCGATGTTCAGACCCAGTTTGGAAGTATACTTAAGACACAGGCAGCACAAACGCCAGGTGAACAGAAG
ACCGTTGTCGAAGTGAGAGACATGACTATGCAACACCACAAAAGTCCAGAGCCAATTGTACACAAAAAGCTACAA
GCAATAGTACAACCACCGACAATTAACACTGAGACTCAGACGATGGTAGAGGGACCACCACCGGTTATCTTGCCA
CCAAAAGTATTCGACGTCCAAACACAATCAGGAACAGTCACGATAAATTCAGAAACACAAACACCACAAGAACAT
AGGCCAATAATCGAAGTGAAAGATTTGATTACACAACACGAGAAACGTCCAGAGCCAATTGTACACAAAAAACTA
CAAGCAATAGTACAACCACCGACAATTAACACTGAGACTCAGACGATGGTAGAGAGACCACCACCGATTATCTTG
CCACCAAAAGTATTCGACGTCCAAACACAATCAGGATCAGTCACGATAAATTCAGAAACACAAACACCACAAGAA
CATAGGCCAATAATCGAAGTGAAAGATTTGATTACACAACACGAGAAACGTCCAGAGCCAATTGTACACAAAAAA
CTACAAGCAATAGTACAACCACCGACAATTAACACTGAGACTCAGACGATGGTAGAGAGACCAACACCGGTTATC
TTGCCACCAAAAGTATTCGACGTCCAAACACAATCAGGATCAGTCACGATAAATTCAGAAACACAAACTCCACAC
GAACCGAAAATAATCCCAGCTATAAAGGATGCGAGTGTGATTCATGAACCACATCACGTACACACAGTCAACAAG
AAACTTCAAGCTGTGGTATATCATCCATCTGACGATGTTTGTTTGCAAACCGATGAAGTAACAGTACAACCTGTC
AAACCCGTTCCTCAGGCGTTCTCTCGAGCTCCGCAAGTCGAACATAAGCAAACACAAGCAGAATGGCTAAAGACT
AAGACAAAAACATTTGATATACAAGCACAATCAGGTATAGTAGTCAAGACACAGTCCACACAAACTATTCTAGAA
GAACGACCAATGTTCCATACTGCAGACGTCAGTGTGATTCACAGTGAAAAATCACCTTTGCTGGTGAATAAGAAA
CTTCAAGTAACCATAGGTCAATCAGTTGAGAACACGAGCACACAGACTGATCCGATGGCTCAAGTCCCTACTGTA
CTACCAAAAACCACGTTCGATGTTGTGACTCAATCTGGTACTGTCCACTGTGCACAGTCAGTTCAGACTATTCCA
GAGGAACAACCAGTATTCCACACTGTCAATGTAGGACTTGATCATACTGAGAAATCACCTTCATTAGTAGGCAAG
AAGCTTCAGGCGACAATGCGTCAATCAGTTGAGAACACGAGCACACAGACTGATCCGATGGCTCAAGTCCCTACT
GTACTACCAAAAACCACATTCGATGTTGTGACTCAATCTGGTACTGTCCACTGTGCACAGTCAGTTCAGACTATT
CCAGAGGAACAACCAGTATTCCACACTGTCAATGTAGGACTTGATCATACTGAGAAATCACCTTCATTAGTAGGC
AAGAAGCTTCAGGCGACAATGCGTCAATCAGTTGAGAACACGAGCACACAGACTGATCCGATGGCTCAAGTCCCT
ACTGTACTACCAAAAACCACGTTCGATGTTGTGACTCAATCTGGTACTGTCCACTGTGCACAGTCAGTTCAGACT
ATTCCAGAGGAACGACCAGTATTCCACACTGTCAGTGTAGGAGTAGATCTTACTGGGAAATTACAGTCCGTATTA
TACGAGAATGTTCAGGCGACAATGCGTCAATCAGTTGAGAACACGAGCACACAGACTGATCCGATGGCTCAAGTC
CCTACTGTACTACCAAAAACCACGTTCGATGTTGTGACTCAATCTGGTACTGTCCACTGTGCACAGTCAGTTCAG
ACTATTCCAGAGGAACAACCAGTATTCCACACTGTCAATGTAGGACTTGATCATACTGAGAAATCACCTTCATTA
GTAGGCAAGAAGCTTCAGGCGACAATGCGTCAATCAGTTGAGAACACGAGCACACAGACTGATCCGATGGCTCAA
GTCCCTACTGTACTACCAAAAACCACGTTCGATGTTGTGACTCAATCTGGTACTGTCCACTGTGCACAGTCAGTT
CAGACTATTCCAGAGGAACGACCAGTATTCCACACTGTCAGTGTAGGACTTGATCATACTGAGAAATCACCTTCA
TTAGTAGGCAAGAAGCTTCAGGCGACAATGCGTCAATCAGTTGAGAACACGAGCACACAGACTGATCCGATGGCT
CAAGTCCCTACTGTACTACCAAAAACCACATTCGATGTTGTGACTCAATCTGGTACTGTCCACTGTGCACAGTCA
GTTCAGACTATTCCAGAGGAACGACCAGTATTTTGCACTGTTGATGTAAGCGTTGATCATGTTGATAATGCCCCT
ATTGTTCGATCAACAGTGTCATCGACAATGCATACTCTTCCAAATACATCACAATCAACACAAACCATTCCCACT
AAACTGGCTGATACATTCTGTCAAACAACGTTATCTTCTATCACATACGATGTCCAAATTCAGTCTGGAGTAATA
CATTCAGTAGATGGAACACAAACTGTCGATTTAACTCCACCTATTGCGATGAAAGAAATGAGTGTCGTACATGAA
AAGGAACCAACTATTTTGAAGGGGAAGAAACTTCAGGTTCGTTGTGATTCCACTGATTTGGGAATCCAAACAGAT
CAAATTACTCCAATTGTTCAGCCAACAATCTCATCGACAATGCATACTCTTCCAAATACATCACAATCAACACAA
ACCATTCCCACTAAACTGGCTGATACATTCTGTCAAACAACGTTATCTTCTATCACATACGATGTCCAAATTCAG
TCTGGAGTAATACATTCAGTAGATGGAACACAAACTGTCGATTTAACTCCACCTATTGCGATGAAAGAAATGAGT
GTCGTACATGAAAAGGAACCAACTATTTTGAAGGGGAAGAAACTTCAGGTTCGTTGTGATTCCACTGATTTGGGA
GTCCAAACAGATCACACTATGTCTACTGTTCACTTGGACAGTAAATTAACTCAAACTGCTTTAGTTCATTATACG
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GATGTATCATGTCAGTATACTGAACTCACGAAGCCTTCATCAACTAGTCATGTAGTAACGTCCAGAGTTGTTAGC
ATTCAAACAGATGTGCCTTTTTCAACAAACATACGTGTGGATCAACGAAACAAGAAATTTCAAGTAAATCTAATA
TCTCCTTCATCACCGAAGACTCCAACAAATGTAGCTTCTATAGGAACACAAACCTCAGATTATAGATATCAGGAT
ATAAGTATTGAACAGGTTGATAAAACAACAGTTTCATCAGTGGATGCATATATGGTTCATGATTCAGTGTCTAAC
GTGACAAGCACTTCACAAGCAATACCAAAAATAAAAATAGATCAAGAGTGCCAAGTAAAAATAACTCCTCAACAA
TATCAAAAGAAACTTCAGTGTGGTCCCTCATTTTCTACATTAAAAAATACATCTTCTCAAACTATACAGGATAGT
TGTCTACGTGACCATCAGAGAACTTCTTTGTCGTCAAGTATTGGAGTTCAGGTGAGTAATGTACGACCAGTAGTT
ACAGTAGATACAGGGACTCAAGAAACAAGACCAAGTGAGACTTCTCCATCACCTTTACAAGTTAAGAACAAAAAA
CTACAGGTCTACCCATCTAAACTTGGTGAACAAGTAGAAGAAGAATTTATACATCCTCAAGAGACAATCTGCAAA
GGAATGTCCACCTCATTAACTGAGATAACACAGACAGATGAGTGTTTATTAAAAAATACTGAATGTTTCAAGTGT
ATATCACGGGGAGGTGATAAGAAAACGATTGATAAAGACGTGCAATCGGAAGAAAAATCAATAAGAACAAAACAA
ACAGCGTCCAGTACAGTGAAATCAAACTACTTTACACGTATTCTCCAAATGGAAACTATTCCTGACAAGCCAAAA
GCACCAGACACATCCGATGTGCTGAAACTATACAGAGAGTCCGGTTACAGAGCTAAGGGTGAATCAAGGGATGTT
CAAACTGATGCGTTTTTGTTGGGAAGTATTCAATTACCTGAAAGTAAGGAAGTTGATGGCGTGGGAAAAATTTCG
AAAAAAACCACAATTGTTCAATTGGAAAAGTTAACTACGGATAAGTGTGTAGATACTATGCCCTTTGAAAAAGGA
CTTATAGAATCTCAAACATCCTATCATGATATCCAGACATCTGAAAGGAGAAATGTAAGGTTACCAAAAGAAACA
CCATGGCCAGAAGCACAAGCAACAAATGTTCTACAAGATATTCAGTTTGAAATAAGACATCCTCAAATGATAGAT
TCAAGTGGGAGTTACTCACCTCAACAAAATTCAGTTTCAGTTAGTGCACGACCAACTACTCATATGCTTACTCAT
GCAGAATCAACAAGCAGAAATGGAAATGGAAAGGTCAAGACACCGTATCAATATTTAAAACCAGATGTTGTAAGT
TGGGGAGTACAATTTGCACCAGTAACACTTACTGGAGTAACGCAAACCACTGAATCTTCGAAGCATAAGTTAGCT
ATCGATTCATCAGTAAACATAAGTGTACAAACTGATGCAGTTGAAGATGACTATTATATAAAAAGAGTTGTGACG
ACAATAGCTAGGAAAGGTCTGTCATCTTATTGTCGTCGAGGTCCAGTAGCCAAAAAAATTGTCGAACACACCGAT
CTATTGACATCAAGTTTACCTAGTAACCTAGATGAAGAGTTTGATGAAGAAACAACAATTGGACCAAGAACAACG
AAGGTCACAACTATGCAAAAACGTGGAGATCGTCGAGTAGTACATGAAGAATTACTTACAGAGGACTATAGGGAA
AGAGGAAGTTCACTTGACTCTCGTGTGGCCCACGGACAGTTTCCAAGAGAAACACACCCACAGGATATAGATTTG
CATGAAATGCATGAACATGAGACAGACATATATACTGATGCTGAGATTTGTTTGCAGAATTTACTGAAAGTATGG
GGAGAGCAATACTTGCTTTCTAGATTACGAACGATCGGTAGATACTCAGAGCTTTCAGTTAGTCTTGATCGAAGT
ATACATACAGCAGAAAAATCACGGCTGGTTGAAGCGAAGACACAGTTTACTTCAACGGGTAACTTAGTGAGTCAA
ATCAGAAATCTTGAGAATATAGGAACACAGACTAGTGATATTCTCCTTATCACTCGACCTCCACACAAAAATAAA
AGGATACAACGTGGCCGTAGCTTCATTTCTGGAGGAACAAATCAGCCACCACCGACGCGTAGTGGCTCGGTAGTA
AGTCCACTGTCGCCGACAACAGAAGAACTGACAAGTCATCATCGTCAACACGGGATAACAAGTATGCAGACACGT
ACTTCCCATCCATTTAATTTGGCCACTACCACATTTACAGAGACTACACAAGAGCAATCGACATTCAGTATTGAA
CATACAGTCCAGACTTATACATGTCCAACATGTGGGAGTCAAGCTAACATTCCAGTGACCGTTCATTCACAAATA
CAACCTCAAACACTACCAATAACGCAATTAAAAGACGCCCAATCACAAACTCGGTTTATGGGGCAGATGACAACT
GATAATAACTGCACATATCTACCAACTTACCTAAGTGATGAAGAAGTAATTCGCATAAATCAGAGCCAGAAAATT
GAAGACAGAGAATTTTCGATGGTGACATGGCATCCAGCAGAAATACGAGATACAGAACGCCGTAGGGATAGCGAC
ACAAGTAACCAGATACGAGATGAAGTTTGGGTTGATAGTCCTGGGAAATTGCTGGAACTCAAAATAACTGGAGTA
ATAGTACCTGGAACAAGCGAAATCGTTAGCGCAAGTGAAGCATTTTACCGTGGTCTACTAAGAGTAGTATACTGG
GATTATGAAAAACTTGGACCTAGACAATCATCAGTAGATTCAACAGTTTCCATACCACTCGCAGATGCAGTGATT
TCTAAGGCAGTTCGGTTAGCTAGTGATAGAATATCGACAGAAACGCAGCCATCATTGGATGCCAAAATAGTTTGG
AGGACACCAGAGATACAACGAAGTAGGTATCTAGTACATTCAATTAGACCTGATGCAGGTCAAAACAAGCATAAC
CCAATTAATCTGGACGTTGCATCTGCAATACGAGCTGGTCTAATTGACAAAGAAACCGGTCAAATGTTGTTTACA
CATTCTGTTTACGAGTCACCATTTAGTACTGATTCACCGATAAGTAAAAAAGGTGATAGTAGCTCTGACCAAACT
GAACGATTGTCAGTCAGAGAAGCAATTGTACGTGGATTTTTAGTTGCGGAATTAATAGAACCAGAATCATCGTAT
ATAACAAAGCAAAGTTTACCATTTATTGTTCCAAGTACAAGTTATTCACACTCTCCAACTGATGTTGACATTTGA

6.2 SMNPYR1-Sequenz

Bei der im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen CDS von SmNPYR1 handelt es sich um
ein 1.005 bp langes Fusionsprodukt der beiden Datenbanksequenzen Smp_132220 (grau
unterlegt) und Smp_080820. Die entsprechenden Start- und Stopp-Codons sind rot
hervorgehoben. Eine SMART-Analyse der Aminosauresequenz offenbarte allerdings das

Fehlen einer siebten TMH. Eine in silico-Analyse des 5’-UTR-Bereiches zeigte, dass der ORF
186



6. Anhang

in 5°-Richtung um 309 bp (graue Buchstaben) bis zu einem alternativen Start-Codon

(Fettdruck, unterstrichen) erweitert werden kann.

ATG

ATGTTATTAATACGTGTATTATGTGATTTAGCATTAGCATGGTTTGGTGTACCATATACAGCCTAT
ACAGCTGTATATAAAAATTGGTTATTAGGCAATATAATGTGTAAAATTTCAGCATTTCTTATTTATTTTATTGTT
GCATTAAATAATTTTCTACTTGTTGCTATATGTTTAAATCGTAGTGTAGGTATTAGTCAAAATGGCAAACATTTA
ACTGATCCAACAGTTAGTGTACCATGTCGAGTAAAATGTTTATTAGTTGCAGCTGGATTATTAGCATTGATTATT
GCATTTCCTGGTGGAATTGTTAGTGAACAAGTACAGATTAAATTACCTGAAACAATGAAAATATATTTTGATTTA
AATACAGATATATCTGAAATGATACCTATGATATGCATGGATTCCTGGTCTCGTGAAGCTCAACTTGCGTATGAT
GTTATTTTAATAGTAGCAATTTATGTTTTACCACTGATAGTTGTGTGTTTAAGTCAACATGTTGTCACAGTGCAC
TTGAAACAGTCACAAAGACTATTAATGCTTTCTGGATATCGTAATACAACAGCATGGACAAGAAGACGACAGCGT
CTGACAAGACTATGCGTGTTAATGGCAGCACTGTTTGTTTTATCTTGGTCACCGAACCATGTATGTAATCTGTTG
ACAAAAACATTTCATATTAATTATCCAGTAACTGAAATTTTACTTGATTATTCAATGTGTTTAGCTATGTCAAAT
GCTGTCACAGGTCCATTATTATTAATTGCTACATGCTCAAACTATCATCGTTATATATTTCGCTTCTTCTATCGA
TCATCAATGACAAGCCATTCAACCGCAAGTTATTCAATGCCCGTCAATTCTATACATTCGTCAACTGGAATAGGT
TCACCAATCGAAACATTTCCAACTATTCATAATCGTGTGCGCAAACAAAAACTAAAATTCGTTGAGAATTCACGT
ACATTAGAAATGGTGGGAAATGAATGTGATTCTAATTAA

6.3 SmFrzl-Sequenz

Bei der im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen CDS von SmFrz1 handelt es sich um ein
2.091 bp langes Fusionsprodukt der beiden Datenbanksequenzen Smp_ 1173940 (grau
unterlegt) und Smp_118970. Die entsprechenden Start- und Stopp-Codons sind rot

hervorgehoben.

ATGTGTTTGAGGGCTCTCTTCATCGTCGTACATATTTTCTCTCACTCTAACTGCTACATACAGCGGGGTTTGGAA
GATCCATATGCTGAAACACCTAAATGTGAACCTATACGTATAAAGGCTTGTCAGGATCTACCATATAACATCACT
ATATTTCCAAATGATATGGGACATGCTACTCAAGACGATGCCGCCCAGGAAATAGGTCAATATACACCATTAGTT
CGAACTACTTGCAGTTCCTCCTTAAAGTTGTTTTTATGCTCCTTATTTTTCCCTGTCTGCACTGGAATGAAAAAA
CCATTACCTCCTTGTCGATCTTTGTGTGAACAAAACCGTAAGGACTGTGAACCACTTATGCGGGGTTTTCATTTT
GAGTGGCCAAAAATAATGAATTGTGATCGTTTCCCAGAAGATTCGTTGTGTATAGCTGAAAATAAGACAGAAAAA
CGGCCTTCTAAGGAACCTTCGTTCGTGTGCCCTGTTCATATGAAAGTTCCTCCGAGTTTCGAATTCCGCGTAAGA
ATGGGCAGGAATCAAATAATTCAGGACTGTGGAATTCCTTGCGGTGATTTCCTCTTCGGAGATTCTTCTTCCAGG
AAGTTTTCTCGCTTATGGATCGGTCTCTGGAGTTTCTTGTGTGCAGCATCGACGTCATTTACAGTTCTCACCTTC
CTCATTGATATGCCTCGTTTTCAGTACCCCGAGAGACCGATAATATTCTTGTCAGCTTGTTACCTAATGGTGGCT
CTCACATACGTTGCAGGCTTTATTTTAAATGACAGTGTCGCTTGCTCTGGGCCTTTTCCAGCACCACAATCTCTT
AGTGGTCAAATTGAAATGCCGCGACTCGTTACTCAGGGCACAAAATTTGAAGGATGCATCGTTTTATTCATGTTG
CTTTACTTCTTTTCTATGGCTAGTTCTATTTGGTGGGTGGTTTTGACAATCACTTGGTATTTAGCTGCTAAATGT
CATTGGGCACATGAAGCTATATCACGTAATGCACAGTATTTACACTTTGCTGCATGGGCTATTCCAGCTGCTAAA
ACAATTGGGATATTAGCTTTGGGAAAGGTTGACGGCGATCCACTATCTGGTGTATGCTTCACCGGATTAACAGAT
CCAGTTATACTGAGAGCATTTTTAATTGCCCCATTATGTTTGTATCTTCTGATTGGAACGTGTTTCCTGTTTGCT
GGTTTTGTATCATTATTTAAAATCCGTACAATCATCAAAACCGGAGGTTCAAAAACAGATGACCTAGAGAAATTA
ATTATGCGAATTGGTGTATTTAGTTTACTGTACATTGTTCCAGCATTAGTAGTTATCGCCTGTTATTTACATGAA
TCTAGAATGTCTGAAAAATGGATGCTTACATGGTATACAACTGAAGTATGTCGTAAAGTAGATCCTAATCAACTA
GCCGATTCTATATGTCCTGGACATTTCAAACGACTGGTTGAAGCCGGTAGTTCAACATCCCGATCAGATAATTCC
GATATTTCTGTTAGTCAAAACATATTTGCAAAAATACCTGCATTAGAAAAACCCGAATTTGAATTATTTATGATT
AAATATCTTATGACATTGGTTGTCGGTATAACAAGTGGTGTCTGGATATGGAGTGGTAAAACGCTTGTATCATGG
AAGCGTTTCTTCGCACGAGTTTTTCGTCGTCGTAGTTGTTGTGATAACAAAAATATCGATCTAACTGTTTCAAGT
ACGCGTTCCGGTCTTGTCGTCGCTAGACGAGGCGTTCAGTCGAATGCTCTACCACCTGGTGTAGCATCAAATCCT
GGTTCTGTTCCGCTGTTAACACGTACAATACAATCATCTCACCCAGTACAACCGTATATTTTCAGTCAAGATACA
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ACAACAACTACTAGTGGATGGGCATCGAGAGGTGCACCGTCTGGAGTAACTGCACCACCAGATATTTCGTCAACT
CCCGTGAGTTATGCTGCCCAACCTAACTGGTTAGCTGCTAGTCCAAATTCAGTTCAGATTAATGCTGGCCTACAA
ACTGGTATGATAAATACAAATGCACAAAGTGTCGTACCCGCTAATTCTGGTCTAGGCTTACTGTAG
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8. Abkiirzungen und Einheiten

8. Abkurzungen und Einheiten

8.1 Abkulrzungen

ABAM
Abb.
AdipoR
BLAST
BME
Bp
BSA
bzw.
cDNA
CDS
Col/Dis.
CRD
CTK
C-Terminus
DB
DEPC
dH.0
DIG
DMSO
DNA
DNase
dNTP
Dsh
dsRNA
Dvl
EDTA
EdU
EST
etal.
FGF(R)
GFP
GPCR
GTP

Antibiotikum/ Antimycotikum
Abbildung
Adiponektin-Rezeptoren

Basic Local alignment search tool
basal medium eagle

Basenpaare

bovine serum albumine
Beziehungsweise
komplementére DNA

coding sequence
Collagenase-Dispase
cysteine-rich Doméne

Zellulére Tyrosinkinase
Carboxyterminus

Datenbank

Diethylpyrocarbonat
deionisiertes Wasser
Digoxygenin

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsaure
Desoxyribonuclease
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Dishevelled

double stranded RNA
Dishevelled
Ethylendiamintetraacetat
5-ethynyl-2"-deoxyuridine
Expressed sequence tag

et alii

Fibroblast growth factor (receptor)
Grin fluoreszierendes Protein
G-Protein gekoppelte Rezeptor

Guanosintriphosphat
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GVBD
GW
HCI
HEK
HEPES
IC50
IG
ITPG
KLSM
Konz.
LiCl
LMD
MA
MOPS
mMPR
mRNA
N-Terminus
NCS
n.d.
NPF
n.v.
NPY
NSC
oD
OGT
Oligo d(T)
ORF
RACE
PAQR
PBS
PC-3
PCP
PCR
PMRC
qPCR
RIN
RNA

Germinal Vesicle Breakdown

Genome Walking

Salzséure

human embryonic kidney
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonséure
Inhibitory concentration 50

Immunglobulin

Isopropylthiogalactosid

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop
Konzentration

Lithiumchlorid

Lasermikrodissektion

Microarray
3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
membrane progestin receptor

Messenger RNA

Aminoterminus

newborn calf serum

nicht durchgefiihrt

neuropeptide F

nicht vorhanden

neuropeptide Y

Neoblast-like stem cells

optische Dichte

O-linked N-acetylglucosamine-Transferasen
Oligonucleotid aus Desoxythymidin-Nukleotiden
open reading frame

rapid amplification of cDNA-ends
progestine and AdipoQ Rezeptor

Phosphate buffered saline

prostate cancer cell line 3

planar cell polarity

Polymerase Chain Reaction

progesterone membrane receptor component
quantitative real time-PCR
RNA-Integritatsnummer

Ribonucleinsaure
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RNAI RNA Interferenz

RNase Ribonuclease

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptortyrosinkinase

RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR

RTP Rezeptortyrosinphosphatase

SAGE Serial Analysis of Gene Expression
SH Src homology domain

SiRNA small interfering RNA

s0g. sogenannt

SSC Saline sodium citrate buffer

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq Thermophilus agquatus

TK Tyrosinkinase

TMH Transmembranhelix

TP Tyrosinphosphatase

TR tandem repeat

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA transfer RNA

TS tegument stripping

TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
TWEEN Poloxyethylenglykolsorbitol-monooleat
TyrKc Tyrosinkinase

u.a. unter anderem

UK United Kingdom

U.N. uber Nacht

UTP Uridintriphosphat

UTR untranslated region

uv Ultraviolett

vgl. vergleiche

VKR Venus Flytrap Kinase Receptor
WHO World Health Organisation

WISH whole mount in situ-Hybridisierungen
wit Wildtyp

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl-p-D-galacto-pyranosid
Y2H Yeast two Hybrid
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z.B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem
8.2 Einheiten

°C Grad Celcius

cm Zentimeter

d Tage

g Erdbeschleunigung
g Gramm

h Stunde

k Kilo

I Liter

M Molar

m Milli

Mb Megabasen

min. Minuten

n Nano

oD optische Dichte
rpm rounds per minute
sec. Sekunde

t Zeit

m temperature melting point
U Unit

\ Volt

Vol. Volumen

viv volume per volume
wiv weight per volume
u mikro

8.3 Aminosauren

A Ala Alanin

B AsX Asparagin(saure)
C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
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Met

Asn

Pro

GIn

Methionin
Asparagin
Prolin

Glutamin
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E Glu
F Phe
G Gly
H His
| Ile

K Lys
L Leu

Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin

< £ < 4+
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Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Glx

Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin

Glutamin(séure)
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Zuletzt gilt groler Dank meiner Lebensgefahrtin Christina sowie meinen lieben Eltern und
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