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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Humanparasit Schistosoma mansoni

Im Jahre 1851 wurde erstmalig der in Mesenterialvenen des Magen-Darm-Trakts
parasitierende Helminth Schistosoma mansoni von Theodor Bilharz beschrieben (Lucius &
Loos-Frank, 1997; Hagan, 2009). Dieser Wurm gehort zur Klasse der Trematoda sowie der
Subklasse Digenea und bildet mit anderen Arten wie z.B. S. haematobium und S. japonicum
die Familie der Schistosomatidae. Neben den aufgefiihrten humanpathogenen Vertretern
gibt es veterindrmedizinisch relevante Schistosomenarten, die eine Vielzahl an Wild-, Haus-
und Nutztiere befallen kénnen (De Bont & Vercruysse 1998; Quack et al. 2006). Einige Arten,
wie z.B. S.japonicum, besitzen ein hohes zoonotisches Potential (He et al. 2001).
Schistosomen sind die einzigen Vertreter der normalerweise hermaphroditischen
Trematoda, deren Adultstadien einen markanten Geschlechtsdimorphismus entwickelt
haben (vgl. Abb. 1-1). Ferner zeigen Schistosomen wahrend ihres Lebenszyklus einen
ausgepragten Generations- und Wirtswechsel mit zwei freilebenden Larvenstadien.

Abbildung 1-1: Elektronenmikroskopische Darstellung adulter, gepaarter Schistosomen

Das muskulésere Mannchen (&) tréagt in einer Art Bauchfalte, dem gynaecophoren Kanal, das schlankere aber
ldngere Weibchen (Q). Die beiden Adulti befinden sich dabei in einem dauerhaften Paarungskontakt. Scale bar:
500 um. (modifiziert nach Verjovski-Almeida et al., 2003)

In den Mesenterialvenen des Endwirts parasitieren die dauerhaft gepaarten
Adultstadien (Abb. 1-1), wo das Weibchen von S. mansoni bis zu 300 Eier pro Tag produziert
(Moore & Sandground, 1956). Durch Absonderung lytischer Enzyme penetrieren die Eier das
Darmepithel und gelangen wie z.B. im Fall von S. mansoni in das Darmlumen und werden mit
dem Féazes ausgeschieden (s. Abb. 1-2; Lucius & Loos-Frank, 1997). Das Ei beinhaltet das
erste, freilebende Larvenstadium, das Miracidium (Wimpernlarve). Wahrend der Passage
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durch den Darm kommt es im Ei zur Reifung dieser Larve, die nach Ausscheidung induziert
durch einen Lichtreiz im StBwasser aus dem Ei schlipft. Das Miracidium sucht aktiv nach
einem spezifischen Invertebraten-Zwischenwirt, wobei es sich im Fall von S. mansoni um
eine SuBwasserschnecke der Gattung Biomphalaria glabrata handelt. Nach Penetration
durch die Schneckenhaut wandelt sich die Larve in eine Muttersporocyste um. In diesem
Stadium kommt es durch zahlreiche mitotische Teilungen der in der Muttersporocyste
enthaltenen Keimballen zur Bildung von Tochtersporocysten, aus denen anschlieBend das
zweite freilebende Larvenstadium entsteht. Hierbei handelt es sich um die Cercarie
(Gabelschwanzlarve), die den Zwischenwirt aufgrund phototaktischer Reize gruppenweise
(hunderte bis tausende Individuen) verldsst. Durch das Wasser schwimmend finden
Cercarien Kontakt zu einem Endwirt, in den sie durch Penetration der Haut eindringen. Dabei
werfen die Cercarien ihren Gabelschwanz ab, wodurch es zur Transformation zu
Schistosomula kommt. Dabei handelt es sich um Praadultstadien, welche in die Venen bzw.
das Lymphsystem des Endwirtes gelangen und durch Herz und Lunge wandern. Wahrend der
Lungenpassage kommt es zum Langenwachstum der Schistosomula, die anschliefend Uber
den linken Herzventrikel in den Blutkreislauf und schliefilich ins Pfortadersystem gelangen.
Im Zuge ihrer Wanderung reifen Mannchen und Weibchen zu adulten Wirmern heran. Eine
Besonderheit der Schistosomen ist die Ausdifferenzierung der weiblichen Gonaden, welche
erst im Zuge des Paarungskontaktes mit den Mannchen erfolgt (Kunz, 2001). Die gepaarten
Schistosomen gelangen anschlieBend mit dem Blutstrom weiter in die Mesenterialvenen, in
denen sie parasitieren. Nach der vollstandigen Reifung des Weibchens produziert dieses
nicht-embryonierte Eier als Basis fiir die Aufrechterhaltung des Lebenszyklus. Anhand der
produzierten Eier konnen morphologische Unterscheidungen der Arten S. mansoni
(seitlicher Stachel), S. haematobium (senkrechter Stachel) und S. japonicum (keinen Stachel)
getroffen werden (Lucius & Loos-Frank, 1997).
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von S. mansoni

Der Lebenszyklus von Schistosomen ist durch einen Vertebraten-Invertebraten-Wirtswechsel gepragt. Dabei
befinden sich die adulten, gepaarten Wirmer in den Mesenterialvenen des Endwirts (z.B. Mensch), in denen
sie eine Vielzahl an Eiern produzieren. Diese penetrieren das Epithelium, gelangen anschlieBend ins
Darmlumen und werden mit den Fazes ausgeschieden. Dabei entwickelt sich das erste Larvenstadium
(Miracidium) im Ei, welches im StiBwasser schliipft und eine StiRwasserschnecke als Zwischenwirt infiziert. Hier
kommt es zur Muttersporocystenbildung und anschlieBender asexueller Vermehrung durch eine Vielzahl
mitotischer Teilungen. Die so entstehenden Tochtersporocysten entwickeln sich zum zweiten Larvenstadium
(Cercarie), die anschlieBend in Gruppen die Schnecke verlassen. Durch Penetration der Haut gelangen die
Cercarien in einen Endwirt, wobei sie ihren Gabelschwanz verlieren und sich in Schistosomula umwandeln.
Diese gelangen Uber den Blutstrom in Herz und Lunge und von dort weiter tUber die Pfortader der Leber bis in
die Mesenterialvenen des Magen-Darm-Trakts. Wahrend dieser Passage entwickeln sich die Schistosomula zu
adulten Mannchen und pra-adulten Weibchen. In den Venen angelangt, kommt es zum Paarungskontakt beider
Geschlechter, wodurch die sexuelle Reifung des Weibchens induziert wird, welches anschliefend Eier

produziert. (6": Mannchen; % : Weibchen) (modifiziert nach http://rgmg.cpqrr.fiocruz.br)

Etwa die Halfte der Eier gelangt mit dem Blutstrom in die Milz bzw. Leber des
Endwirtes und I6st dort das Krankheitsbild der Schistosomiasis oder Bilharziose aus. In den
Geweben dieser Organe sezernieren die Eier Antigene (Ashton et al., 2001), welche von
Leukozyten erkannt werden und damit zur Aggregation der Immunzellen fiihren. Diese
isolieren die Eier durch Ausbildung von Granulomen, wodurch krankhafte VergréBerungen
der Organe (Hepato- bzw. Splenomegalie) und Leberzirrhosen entstehen kénnen (Ross et al.,
2002; Blanchard, 2004). Nach der Malaria handelt es sich bei der Schistosomiasis um die
zweithaufigste parasitare Erkrankung in (sub)tropischen Gebieten (Cioli et al. 1995, Savioli et
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al.,, 1997). In den Endemiegebieten leben 600-780 Millionen Menschen (Chitsulo et al.,
2000), von denen jahrlich bis zu 230 Millionen infiziert werden (WHO Fact sheet N°115,
Januar 2012, http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs115/en/index.html).  Die
Mortalitatsrate der Schistosomiasis liegt bei Gber 200.000 pro Jahr in endemischen Gebieten
Afrikas, stidlich der Sahara.

Als Medikament der Wahl gegen alle Schistosomenarten wird Praziquantel© (PZQ)
eingesetzt (Cioli et al., 1995). Die detaillierte Wirkungsweise des Praparats ist nicht
vollstandig bekannt, jedoch sind wahrscheinlich Calciumkandle des Teguments adulter
Schistosomen das Hauptziel des Wirkstoffs (Greenberg, 2005; Doenhoff et al., 2009). Obwohl
PZQ als Schistosomicid sehr effektiv ist, schitzt seine Anwendung nicht vor Reinfektionen
und kann Nebenwirkungen hervorrufen wie Schwindel, Kopfschmerz, allgemeines
Unwohlsein, Schlafrigkeit, Ermidung, Nesselfieber und Diarrh6. GrolRangelegte
Gesundheitsprogramme der WHO oder privater Organisationen wie der Bill & Melinda
Gates-Stiftung beinhalteten Massenbehandlungen in endemischen Gebieten. Obwohl diese
Programme aus ethisch-moralischen Griinden zu befiirworten sind, besteht die Gefahr der
Resistenzbildung der Schistosomen gegeniber PZQ. Bislang existieren noch keine klinischen
Beweise flr eine Resistenz, jedoch mehren sich die Hinweise auf eine geringere
Empfindlichkeit von Schistosomen bei Behandlung mit PZQ (Liang et al., 2001; Doenhoff et
al., 2002; Fenwick & Webster, 2006; Doenhoff et al., 2009; Melman et al., 2009). Aufgrund
dieser Hinweise ist die Entwicklung neuer Wirkstoffe oder alternativer Vakzinierungen
notwendig und ein international erkanntes sowie verfolgtes Ziel (Fenwick & Webster 2006;
Brindley et al. 2009; Xiao et al. 2010).

1.2 Die sexuelle Reifung des Weibchen als Folge der ,Mdnnchen-Weibchen-
Interaktion”

Ein besonderer Schritt zur Erhaltung des Lebenszyklus von Schistosomen ist die
paarungsinduzierten Gonadenentwicklung der Weibchen (Kunz, 2001). Bei diesen
Differenzierungsprozessen in den Weibchen kommt es zu einer signifikanten
GroRenzunahme, was es ermoglicht mature/gepaarte, bzw. immature/ungepaarte
Weibchen zu unterscheiden, wobei letztere deutlich kleiner sind. Mature Weibchen sind
durch unterschiedlich differenzierte Vitellinzellen sowie einem Ovar mit Oogonien und
primdren Oocyten gekennzeichnet (Erasmus et al., 1982). Die Mehlischen Driisen, die den
Ootyp umgeben, sind ebenfalls vollstandig entwickelt. Diese Charakteristika wurden fir
mature und junge Weibchen mit unterschiedlichen Paarungszeiten und daraus resultierende
Reifegraden festgestellt (Erasmus, 1973). Spermien wurden als Ausloser der
Differenzierungsprozesse ausgeschlossen, da sich entwickelnde, 32 Tage alte Weibchen
bereits Differenzierungsmuster der Reproduktionsorgane zeigten, aber noch nicht
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inseminiert waren. Ferner wurde durch Rontgen-Bestrahlungsexperimente gezeigt, dass sich
auch mutmakRlich sterile Mannchen mit Weibchen paaren und in diesen
Differenzierungsprozesse induzieren (Armstrong, 1965). Im Gegensatz dazu enthielten
immature Weibchen aus unisexuellen Infektionen lediglich unreife Gonadenanlagen mit
stammzellartigen Vorlduferzellen, sowie unvollstandig entwickelte Mehlische Drisen
(Erasmus, 1973; Kunz, 2001). Die Vitellinzellen werden wahrend der Differenzierung in
4 Stadien unterschieden (S1-S4; Erasmus et al., 1982). Die Vitellocyten sind dabei im
S1-Stadium als undifferenzierte Zellen und im S2-Stadium als sich entwickelnde Zellen mit
beginnender Biosyntheseaktivitdt charakterisiert. Im S3-Stadium besitzen die sich
entwickelnden Zellen eine aktive Proteinbiosynthese, S4-Vitellinzellen sind schlieRlich
vollstandig entwickelt. Schon friih wurde eine Mannchen-abhadngige sexuelle Reifung der
Weibchen vermutet, welche durch spéatere Arbeiten verifiziert wurde (Armstrong, 1965).
Zusatzlich ist die Ablagefrequenz der produzierten Eier vom Kontakt mit dem Mannchen
abhangig (Michaels, 1969). Ferner wurde gezeigt, dass es durch Entpaarung (in einem
Zeitraum von 35 Tagen) zur Verringerung der KorpergroRe der Weibchen und damit
einhergehend zur Regression der Gonaden kommt, wobei dies reversibel ist (Popiel et al.,
1984). Durch Untersuchung einzelner Segmente der Mannchen konnte festgestellt werden,
dass es durch Paarung des Weibchens unabhdngig vom Kérperabschnitt des Mannchens zur
lokalen Differenzierung der weiblichen Gonaden kommt (Popiel & Basch, 1984). Durch
Einbau von [*H]Thymidin konnte eine gesteigerte DNA-Synthese bei der Paarung von
immaturen Weibchen mit Mannchen gemessen werden, sowie eine verringerte mitotische
Aktivitat in entpaarten Weibchen (Den Hollander & Erasmus, 1985). Die Bereiche mit der
groflten mitotischen Aktivitdit wurden dabei in Vitellarium und Ovar des Weibchens
lokalisiert (Den Hollander & Erasmus, 1984). Eine aktuelle Studie zeigte, dass eine Balance
zwischen der Zellproliferation und dem programmierten Zelltod von Vitellocyten existiert
(Galanti et al., 2012). Dabei wurde im Vitellarium des Weibchens in Abwesenheit des
Mannchens eine erhdhte Apoptoserate festgestellt, die moglicherweise zur fehlenden
Entwicklung der Organe fihrt, anstatt zu einer verringerte Proliferation der

organspezifischen Zellen.

Neben der DNA-Synthese reguliert das Mannchen die Expression verschiedener
weibchenspezifischer Gene, wie die Eischalvorlaufergene p14, p19 und p48 (Kunz et al.,
1995; Koster et al., 1988; Michel et al., 2003; Chen et al., 1992). Dabei nimmt die
Transkriptionsrate dieser Gene bereits innerhalb von 3 Tagen nach Entpaarung ab, die
komplette Reduktion der Transkription erfolgt nach 6 Tagen in Abwesenheit des Mdnnchens.
Im Gegensatz dazu ist die Transkription anderer Gene, deren Expression in beiden
Geschlechtern nachgewiesen wurde (z.B. Cathepsin L, Proteindisulfidisomerase, PDI), nicht
vom Paarungskontakt mit dem Mannchen abhdngig (Grevelding et al., 1997). In einer der

ersten Transkriptomstudien wurden differentiell regulierte Gene maturer und immaturer
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Schistosomen identifiziert (Fitzpatrick & Hoffman, 2006). Zu den differentiell transkribierten
Genen adulter Schistosomenweibchen (mature, bzw. immature) gehorten u.a. solche, die fiir
Proteine der Eischalsynthese kodieren. Durch diese Transkriptomstudien wurden Hinweise
erbracht, dass nicht alle diese Gene durch die Paarung mit dem Mannchen reguliert werden.
Ferner wurden mittels der SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)-Methode differentiell
transkribierte Gene von immaturen und maturen Weibchen identifiziert (Cogswell et al.,
2012). Von diesen konnte eine Vielzahl in den Vitellocyten sowie dem Vitellarium in den
maturen Weibchen lokalisiert werden. Diese Ergebnisse wiesen auf eine Mannchen-

induzierte Reifung der weiblichen Gonaden hin.

Damit das Mannchen die Reifung des Weibchens induzieren kann, muss ein Signal vom
Mannchen an, bzw. in das Weibchen gelangen. Die Art des Signals ist bislang unklar, jedoch
wurden verschiedene Hypothesen zu diesem Sachverhalt aufgestellt und untersucht. Als ein
moglicher Stimulus wurde ein taktiler Reiz postuliert, jedoch verworfen, da gezeigt werden
konnte, dass S. mansoni-Weibchen durch Paarung mit Mannchen anderer Gattungen
unterschiedliche Differenzierungsstadien der Gonaden aufwiesen (Kunz, 2001). Ein taktiler
Reiz wirde jedoch keine Spezies-Spezifitdt erreichen. Die Befruchtung mit Spermien als
Stimulus wurde ebenfalls ausgeschlossen, da man zwischen maturen/gepaarten und
jungen/gepaarten Weibchen unterscheiden kann und in beiden Fillen unabhangig von der
Prasenz der Spermien Gonadenentwicklungsmuster im Weibchen nachweisen konnte
(Erasmus, 1973). Eine Stimulation in Form eines chemischen Reizes (z. B. ein sekretiertes
Hormon oder Protein) scheint wahrscheinlicher zu sein (Kunz, 2001). Zu diesen Substanzen
konnten Acetone, Glucose oder Cholesterin gehéren, von denen ein Transport zwischen
Mannchen und Weibchen nachgewiesen wurde. Als ein mdgliches Protein mit Einfluss auf
die Paarung von S. japonicum wurde das Glycoprotein SjGCP identifiziert (Cheng et al.,
2009). Dieses Protein wird im Tegument zum gynaecophoren Kanal der Mannchen
exprimiert (Gupta & Basch, 1987; Bostic & Strand, 1996), jedoch ist seine Funktion bislang
nicht bekannt. Unabhdngig vom eigentlichen Stimulus wurde weiterfiihrend postuliert, dass
es im Weibchen nach der Stimulation durch das Mannchen Uber verschiedene
Signaltransduktionswege zu Proliferations- und Differenzierungsprozessen in den Gonaden
kommt. Dabei wurde eine hohe Konservierung der beteiligten Gene vermutet, von denen
dhnliche Molekile in S. mansoni kloniert und charakterisiert worden sind (Kunz, 2001;
LoVerde, 2002; Knobloch et al., 2007; LoVerde et al., 2009; Beckmann et al., 2010a).

1.3 Identifikation von Signaltransduktionsmolekiilen bei Schistosoma mansoni

Prozesse der Signaltransduktion sind flir Metazoa obligatorisch, um schnell auf

verschiedene Umwelteinflisse zu reagieren (Krauss, 2008). Daflr wird eine Vielzahl von
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Signalwegen zur Transduktion externer Signale sowie zur inter- und intrazelluldren
Kommunikation genutzt. Des Weiteren verfligen mehrzellige Organismen Uber spezialisierte
Gewebestrukturen, deren Funktionen koordiniert und reguliert werden missen. Die
Regulation des Gewebes erfolgt Uber die Anzahl, Morphologie, Lokalisation und Funktion
einzelner Zellen. So erfolgt die Erfassung von Umweltverdanderungen in Metazoa meist tber
sensorische Zelltypen, welche empfangene Informationen umwandeln und diese an
benachbarte Zellen weiterleiten. Eine interzelluldire Kommunikation kann ber extrazellulare
Botenstoffe wie Hormone oder second messenger (z.B. Ca®"), gap junctions, Oberflachen-
proteine oder elektrische Signale (beispielsweise an Synapsen) erfolgen. Nach interzellularer
Weiterleitung wird das Signal prozessiert und Uber eine Signalkaskade intrazellular
weitergeleitet, um anschliefend in der Zelle den Metabolismus, die Aktivitat der Zellteilung,
die Morphologie oder die Transkription bestimmter Gene zu regulieren. Dabei existieren
zwei Moglichkeiten, um das Signal in die Zelle zu leiten. Zum einen kann das Signal an der
Zellmembran durch Transmembranrezeptoren erkannt werden, zum anderen ist die Passage
eines Botenstoffes in die Zelle und dessen Erkennung durch cytoplasmatische Rezeptoren
moglich. In beiden Fallen erfolgt nach der Aktivierung des Rezeptors eine Weiterleitung des

Signals in Form von Aktivierungen weiterer, downstream gelegener Signalproteine.

Da verschiedene Signalmolekile innerhalb des Tierreiches eine hohe Konservierung
aufweisen, wurden bereits viele in S. mansoni identifiziert (LoVerde et al., 2007; Knobloch et
al., 2007; Beckmann et al., 2010a; You et al., 2011). Durch die Veroffentlichung des Genoms
von S. mansoni und anderer humanpathogener Arten der Schistosomatidae wurde das
Spektrum vorhandener Signalmolekiile des Parasiten deutlich vergréBert (Berriman et al.,
2009; Protasio et al., 2012; Schistosoma japonicum Genome Sequencing and Functional
Analysis Consortium, 2009; Young et al., 2012). In den nachfolgenden Unterkapiteln werden
identifizierte Molekiile des TGFpB-Signalwegs und der Klasse der Tyrosinkinasen (TK)

detailliert vorgestellt, da diese von besonderem Interesse in dieser Arbeit waren.

1.3.1 Der TGFp-Signalweg von Schistosoma mansoni

Der hoch konservierte Transforming Growth Factor beta (TGF[)-Signalweg, dessen
beteiligte Molekiile bei einer Vielzahl von Organismen bereits beschrieben wurden,
beinhaltet Cytokine der TGF@-Familie als Liganden (s. Abb. 1-3; Massagué, 2000). Diese
Liganden sind kleine Polypeptide und werden in zwei Subfamilien unterteilt: die TGFf3-
/Activin-/Nodal-Familie und die BMP (Bone Morphogenetic Protein)-/GDF (Growth and
Differentiation Factor)-/MIS (Miillerian Inhibiting Substance)-Familie (Shi & Massagué, 2003).
Eine Bindung der Liganden erfolgt durch Transmembranrezeptoren, welche ebenfalls in zwei
Typen (Typ |- und Typ lI-Rezeptoren) unterschieden werden (s. Abb. 1-3). Die Liganden
bilden Dimere und werden zunachst durch zwei Typ II-Rezeptoren gebunden, welche die
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Typ I-Rezeptoren rekrutieren, wodurch ein heterotetramerer Rezeptor-Liganden-Komplex
entsteht (Moustakas & Heldin, 2009). Beide Rezeptortypen sind Serin/Threonin-Kinasen, die
sich sowohl strukturell als auch in ihrem Aktivitatszustand unterscheiden (Wrana et al.,
1994). Der Typ lI-Rezeptor ist permanent phosphoryliert, im Gegensatz zum nicht
phosphorylierten und damit inaktiven Typ I-Rezeptor (Wrana et al., 1994; Shi & Massagué,
2003). Daneben beinhaltet der Typ I-Rezeptor eine spezifische Aminosauresequenz von
Glycin- und Serinresten, dem so genannten GS-Motiv, welches unmittelbar hinter der
Transmembrandomane lokalisiert ist. Im inaktiven Zustand des Rezeptors kommt es zur
Ausbildung einer spezifischen Konformation, in der sich das keilformig-angeordnete
GS-Motiv gegen die Kinasedomane driickt, deren aktives Zentrum verschiebt und folglich die
Aktivitat des Rezeptors blockiert (Massagué, 2000). Zusatzlich kann das Immunophilin
FKBP12 (FK506 Bindeprotein 12) an das GS-Motiv binden, wodurch die inaktive
Konformation des Rezeptors weiter stabilisiert wird (Huse et al., 1999).

Nach Ausbildung des Liganden-Rezeptorkomplexes phosphoryliert der Typ lI-
Rezeptor Reste der Aminosauren Serin (Ser, S) und Threonin (Thr, T) innerhalb des GS-Motivs
des Typ-I-Rezeptors, wodurch dieser aktiviert wird (Wrana et al., 1994; Wieser et al., 1995).
Der aktivierte Typ |-Rezeptor phosphoryliert seinerseits das C-terminal gelegene Motiv SSxS
spezifischer Rezeptor-assozierter Proteine, den R-Smads (wobei x jeder beliebigen
Aminosaure entspricht; s. Abb. 1-3; Massagué, 2000). Diese Molekiile besitzen zwei
konservierte Domanen, die N-terminale MH1 und die C-terminale MH2 (MH =
Mad Homologie), welche uber einen variablen Linkerbereich verbunden sind. Durch
Phosphorylierung des R-Smads 16st sich dieses Molekiil vom Rezeptor sowie von seinen
cytoplasmatischen Ankern und bindet das Co-Smad4 (Common-Smad; Shi & Massagué,
2003). Der R-Smad-Smad4-Komplex wird in den Nukleus transportiert, in dem er tber die
MH1-Domdnen an die DNA und Uber die MH2-Domdne verschiedene
Co-Transkriptionsfaktoren bindet (Shi & Massagué, 2003). Auf diese Weise ist die
Transkriptionsregulation verschiedener Gene moglich, wobei, abhangig vom Zelltypus durch
den Smad-Komplex ein unterschiedliches Repertoire an Co-Faktoren gebunden wird. Nach
erfolgter Transkriptionsregulation ist der Riicktransport des R-Smads ins Cytoplasma méglich
oder auch eine Markierung mit Ubiquitin fir die anschlieBende Degradierung (Shi &
Massagué, 2003). Entsprechend der Liganden werden die R-Smads funktionell unterteilt in
R-Smads des TGFf-/Activin-Signalwegs (Smad 2 und 3) oder des BMP-Signalwegs (Smad 1, 5
und 8; Massagué, 2000). Neben den R- und Co-Smads existieren im humanen System
weitere Smad-Molekiile mit inhibierender Funktion und werden als |-Smads (inhibitory
Smads) bezeichnet. Zu diesen gehdren Smad 6 und 7 (vgl. Abb. 1-3; von Bubnoff & Cho,
2001).

13



Einleitung

Eine weitere, ibergeordnete Ebene der Regulation dieses Signalwegs stellen 16sliche
Antagonisten der Liganden dar. Zu diesen gehdren unter anderem das Latenz-assozierte
Protein (LAP), Follistatin, Noggin und Chordin (vgl. Abb. 1-3; Massagué, 2000; Moustakas &
Heldin, 2009). Diese Antagonisten blockieren die Cytokine der TGF(B-Familie noch bevor
diese an entsprechende Rezeptoren binden kdnnen und blockieren somit die Ausbildung der
Liganden-Rezeptor-Komplexe und letztendlich die entsprechenden TGFf3-Signalwege.

@{.{- & @ & & ®
g 2
@—1 JE N,
g& = b b
=5
Cytoplasma
Nukleus

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung von TGF@-Signalwegen

Die Unterteilung der TGFf-Signalwege erfolgt anhand der Liganden TGF@, Activin und BMP, die durch
bestimmte Antagonisten wie das Latenz-assoziertes Protein (Latent), Follistatin und Noggin spezifisch
gebunden werden kénnen. Ohne Antagonisten werden die Liganden durch die Typ I/lI-Rezeptoren gebunden,
einhergehend mit der Phosphorylierung des Typ I-Rezeptors. Im Anschluss werden die R-Smads 2 und 3 (durch
TPRI bzw. Activin/Nodal-RI) bzw. 1, 5 und 8 (durch BMP-Rezeptor 1) gebunden und ebenfalls phosphoryliert. Die
aktivierten R-Smads binden anschlieBend Co-Smad (4), wodurch der Transport in den Nukleus bewirkt wird.
Dort kommt es zur Bindung an die DNA und Uber weitere an diesen Komplex bindende Transkriptionsfaktoren
(TF) zur Genexpression. Als inhibitorische Smads wurden Smad 6 und 7 identifiziert. Smad 7 bindet im
Cytoplasma an intrazelluldre Regionen der Rezeptoren und im Nukleus den Smad-Komplex. Smad 6 hingegen
bindet im Cytoplasma das Smad 1, spielt aber vielleicht eine zuséatzliche Rolle im Nukleus. (modifiziert nach
Moustakas & Heldin, 2009)

TGFp-Signalwege sind an Prozessen zur Regulation von Proliferationsvorgangen,
Differenzierung und Zelltod sowie Adhasion und Migration beteiligt, wobei diese u.a. vom
Zelltyp und vom Differenzierungszustand der Zelle abhdangen (Moustakas & Heldin, 2009).
Haufig wird durch TGFf die Proliferation von Zellen inhibiert, jedoch ist auch eine
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Proliferationsstimulation moglich (Yang & Moses, 2008). TGFf-Signaltransduktionsprozesse
besitzen eine sehr hohe Konservierung innerhalb des Tierreichs, sowohl funktional als auch
auf Ebene der beteiligten Molekile. Daher konnten durch Datenbankvergleiche Gene mit
hohen Sequenzibereinstimmungen zu Mitgliedern der TGFp-Signalwege im Genom von
S. mansoni identifiziert werden, einzige Ausnahme ist der schistosomale TGFf-Ligand, der
bislang nicht gefunden wurde.

Der Parasit besitzt jedoch Liganden mit Ahnlichkeit zu BMP und zu Activin, bzw.
Inhibin (Freitas et al., 2009; Freitas et al., 2007). Transkripte des SmBMP (Smp_146790;
Accession Nr. EU684544) wurden in Eiern, Cercarien sowie in dem Adultstadium unabhdngig
vom Geschlecht tiber RT-PCR detektiert (Freitas et al., 2009). Zuséatzlich wurde das Protein
mittels Western Blot-Analyse bei Mannchen und Weibchen gefunden, jedoch starker
exprimiert in Mannchen. Daneben wurde SmMBMP anhand von Immunlokalisationen in den
Protonephridien des Mannchens lokalisiert und eine Exkretion dieses Polypeptids
identifiziert. Daher wurde eine Interaktion von SmBMP mit BMP-spezifischen Rezeptoren
des Wirts postuliert. Der zweite Ligand der TGFp-Familie im Parasitengenom ist
SminhibinActivin (SmInAct, Smp_063190, Accession Nr. DQ863513; Freitas et al., 2007).
Transkripte dieses Gens wurden in den Eiern sowie im Mannchen und im Weibchen
gefunden, in denen das Protein ebenfalls exprimiert wird, jedoch nur in den
paarungserfahrenen Adultstadien. Mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen wurden Transkripte
in den Reproduktionsorganen des Weibchens, Vitellarium und Ovar, sowie dem
Subtegument des Mannchens nachgewiesen. Aufgrund dieses Musters wurde der Einfluss
von SminAct auf die Eiproduktion sowie die Embryogenese angenommen und untersucht
(Freitas et al., 2007). Daflir wurde SmInAct posttranskriptionell mittels RNA-Interferenz
(RNAIi) supprimiert. Ein Effekt auf die Eiproduktion konnte nicht festgestellt werden.
Allerdings wurde eine Unterbindung der Eientwicklung wahrend der Embryogenese
beobachtet, woraus eine wichtige Rolle des SminAct wahrend der Embryogenese des

Parasiten geschlossen wurde.

Neben diesen Liganden wurden verschiedene Rezeptoren der TGFf-Familie bereits
vor Beendigung des Genomprojekts flir S. mansoni beschrieben. Zwei Studien befassten sich
mit einem identifizierten Typ II-Rezeptor der Serin/Threonin-Kinasen (Forrester et al., 2004;
Osman et al.,, 2006). Forrester et al. (2004) beschrieben zwei Isoformen von SmRK2
(Smp_080120.x; Accession Nr. AY550912 fiir SmRK2 und AY285784 fiir SmRK2a) sowie eine
trunkierte Form (SmRK2b), die jeweils hohe Ubereinstimmungen zu Activin Typ II-
Rezeptoren aufzeigten. Weiterhin wurden die Transkriptions- und Expressionsmuster
untersucht, wobei Transkripte des Gens SmRK2 in adulten Schistosomen und Schistosomula
vorkommen. Die Expression des Proteins konnte im Tegument und Parenchym beider
Geschlechter lokalisiert werden. Diese Lokalisation an der Oberflaiche des Parasiten

implizierte dessen mogliche Bindung an das Wirtscytokin. Osman et al. (2006) identifizierten
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zwei ESTs (expressed sequence tags; CD126244 und CD069595) mit der gleichen
Genidentitatsnummer und fihrten weitere Studien durch. Dazu gehdrte die Untersuchung
der Genstruktur, wobei gezeigt wurde, dass das Gen durch alternatives Spleilen zwei
verschiedene Isoformen der Typ II-Rezeptoren generiert. Durch Sequenzvergleiche konnten
diese den Activin-Rezeptoren (SmRK2) und den TGFf-Rezeptoren (SmTPRII) zugeordnet
werden. Ferner konnte eine Kolokalisation beider Rezeptoren sowie die zusatzliche
Expression von SmTPBRII in den Saugnipfen des Parasiten und im Epithelium des Osophagus
festgestellt werden (Osman et al., 2006). Die Transkription von SmTRRII wurden fir alle
Stadien des Lebenszyklus von S. mansoni detektiert, wobei sich eine Lokalisation in den
Adultstadien auf die Vitellinzellen, das Darmepithel und das Subtegument beschrankte. In
Form von Ligandenbindungsassays wurden bei Stimulation mit hTGFf eine Interaktion von
SmTPRI und SMTPRII sowie eine Signalweiterleitung an SmSmad2 und dessen Interaktion mit
SmSmad4 festgestellt. Als weiteren Effekt der hTGFp-Stimulation wurde eine Erhéhung der
Expression des gynaecophoren Kanal-Proteins SmGCP (Smp_212719; Accession Nr.
AAC47216) gemessen, wodurch dieses als ein Zielmolekil des TGFp-Signalwegs in S. mansoni
identifiziert werden konnte (Osman et al., 2006). Anhand dieser Ergebnisse wurde dem
TGFf3-Signalweg eine besondere Rolle bei der Mannchen-induzierten

Gonadendifferenzierung des Weibchens zugesprochen.

Aufgrund seiner Ubereinstimmung zu den humanen Typ | TGFB-Rezeptoren wurde
SmRK1 (SmTRRI; Smp_049760; Accession Nr. AF031557) identifiziert (Davies et al., 1998).
Dieses Protein besitzt alle typischen Strukturmerkmale dieser Rezeptorklasse, wird von
einem single-copy Gen kodiert und Immunlokalisierungen zufolge im Tegument der
Mannchen exprimiert. Durch zusatzliche in situ-Hybridisierungen wurden Transkipte von
SmTRRI im Parenchym, sowie in den Vitellinzellen und Oocyten detektiert (Knobloch et al.,
2004). Mit Hilfe von Immunoblots wurde die Expression von SmTPRI in den Adultstadien,
nicht aber in den Larvalstadien oder den Eiern bestimmt (Davies et al., 1998). Diese
Ergebnisse korrelierten mit denen von RT-PCRs dieser Studie, in denen Schistosomula und
Adultstadien untersucht wurden. Daneben wurden funktionelle Studien in Form von
Bindungsassays der Liganden hTGFB und hBMP7 durchgefiihrt (Beall & Pearce, 2001), wobei
eine Bindung zwischen hTGFB und SmTQRI festgestellt wurde. Weiterhin wurde eine
Phosphorylierung des schistosomalen Smad2-Molekdls durch eine konstitutiv aktive Variante
des SmTPRIs identifiziert. Bei Co-Expression des SmSmad2 und SmTPRI wurde dariber
hinaus eine Verstarkung der Aktivitat nach Stimulation mit hTGFB festgestellt, jedoch nicht
mit hBMP7. Des Weiteren befasste sich eine neue Studie mit transkriptionellen
Veranderungen nach Stimulation adulter Schistosomen mit hTGFB unter Verwendung eines
parasitenspezifischen Microarrays (Oliveira et al., 2012). Bei diesen Versuchen wurden 381
Gene als hTGFB-reguliert identifiziert, deren Identitat fur Funktionen in den Bereichen
Morphologie, Entwicklung und Zellzyklus sprechen.
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In den vorhandenen Genom- und Transkriptionsdaten von S. mansoni wurden neben
den soeben beschriebenen Rezeptoren weitere Vertreter der TGFB-Familie identifiziert
(Andrade et al., 2011; Protasio et al., 2012). Dazu gehéren unter anderem Rezeptoren der
Activin- und BMP-Familie, sowie Follistatin und Noggin als Antagonisten der Liganden. Fur
diese Molekile wurden bislang keine charakterisierenden Studien durchgefihrt, daher
beruhen die entsprechenden Annotationen ausschliefSlich auf Datenbankvergleichen.

Wie im humanen System wurde auch im Parasitengenom ein Protein mit
Sequenziibereinstimmung zu dem Immunophilin FKBP12 identifiziert (Smp_079230;
Accession Nr. AY118110; Rossi et al., 2002). Dieses Protein konnte sowohl in Madnnchen als
auch in Weibchen, sowie Eiern, Cercarien und Schistosomula durch Western Blot-Analysen
identifiziert werden. Durch in situ-Hybridisierungen wurde eine Kolokalisierung von
SmFKBP12 und SmTPRI in den Reproduktionsorganen des Weibchens gefunden (Knobloch et
al., 2004). Weiterhin wurde das Protein durch Immunlokalisation in den Vitellinzellen,
Oocyten, sowie dem Tegument und Parenchym beider Geschlechter der adulten Parasiten
bestimmt. Anhand von Yeast 2 Hybrid (Y2H)-Arbeiten konnte schlieBlich eine direkte
Interaktion von SmFKBP12 und SmTBRI nachgewiesen werden (Knobloch et al., 2004).

Mit Hilfe einer RT-PCR mit degenerierten Primern war es dariiber hinaus schon vor
der Fertigstellung des Genomprojekts moglich, die schistosomalen Smad-Molekile
SmSmadl und SmSmad2 zu amplifizieren (Smp_013060; Accession Nr. AF215933, bzw.
Smp_085910; Accession Nr. AF215934; Beall et al., 2000). Deren Transkription wurde im
Schistosomulumstadium wahrend der Lungenpassage und im Adultstadium gezeigt. Fir
SmSmad2 wurde zudem eine alternative Spleivariante identifiziert (Accession Nr.
AF232025; Osman et al., 2001) und dessen Protein in den Tuberkeln des Teguments, dem
Parenchym beider Geschlechter, dem Ovar und Vitellarium des Weibchens, im
embryonierten Ei sowie den Testes des Mannchens lokalisiert. Diese Ergebnisse korrelierten
mit denen von in situ-Hybridisierungen. Weiterhin wurde eine konstitutive Transkription von
SmSmad2 in allen Entwicklungsstadien von S. mansoni detektiert. Mit SmSmad1B konnte ein
weiteres R-Smad Molekiil gefunden werden (Smp_160650; Accession Nr. AY666164; Carlo et
al., 2007), das Sequenzvergleichen zufolge groRe Ahnlichkeit zu Smads des BMP-Signalweges
aufwies. Dieses Gen zeigte die hochste Expression in Cercarien, wird jedoch auch in den
anderen Lebendstadien von S. mansoni transkribiert. Immunlokalisationen zeigten das
SmSmad1B-Protein im Parenchym und den weiblichen Reproduktionsorganen. Als Co-Smad
konnte SmSmad4, welches in den verschiedenen Stadien des Lebenszyklus detektiert wurde,
identifiziert werden (Smp_033950; Accession Nr. AY371484; Osman et al., 2004). SmSmad4
wird in adulten Schistosomen in Epithelzellen um den Darm, den Vitellin- und Muskelzellen
sowie dem Subtegument exprimiert. Als Co-Smad zeigte dieses Molekil Interaktionen mit
SmSmadl, SmSmad1B und SmSmad2, in vivo und in vitro (Osman et al., 2004; Carlo et al.,

2007). Im Zuge von Interaktionsstudien mit dem SmT[RI stellte sich heraus, dass die
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Interaktionen von SmSmad2 und SmSmad4 bei gleichzeitiger Expression des Rezeptors am
starksten waren, wodurch eine funktionelle Einteilung der R-Smad-Molekiile von S. mansoni
moglich war. In dieser Einteilung stellt SmSmad2 einen Vertreter des TGFf3-Signalwegs dar.

Die Molekiile SmSmad1 und SmSmad1B gehdren zu den R-Smads des BMP-Signalwegs.

Auf der Grundlage dieser vielseitigen Studien konnte die hohe Konservierung der
Molekile des TGFpB-Signalweges fur S. mansoni gezeigt werden und auf Basis der

Lokalisationsstudien wurden erste Hinweise auf deren Funktionen erhalten.

1.3.2 Tyrosinkinasen von Schistosoma mansoni mit Funktionen in den Gonaden

Neben Molekiilen des TGFp-Signalweges stellen auch Proteintyrosinkinasen (PTK)
hoch konservierte Signalmolekiile dar. Sie werden generell unterteilt in Rezeptor-
tyrosinkinasen (RTKs) und zelluldre Tyrosinkinasen (CTKs). RTKs katalysieren die
Phosphorylierung von Tyrosinresten definierter Substratmolekiile und spielen wichtige
Rollen bei Zellmigration, Zellzyklus, Metabolimus, Zellproliferation und Differenzierung
(Schlessinger, 2000). Diese Molekiile bestehen im Wesentlichen aus drei strukturell
wichtigen Bereichen, der extrazellularen Ligandenbindungsdomadne, einer einzelnen
Transmembrandomdne und dem intrazellularen Bereich. Letzterer beinhaltet eine
Tyrosinkinase(TK)-domane und regulatorische Elemente. Eine Zuordnung der RTKs erfolgt
funktional anhand ihrer Liganden, z.B. Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), Insulin
Rezeptor (IR) oder Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR). Meist liegen RTKs als
Monomere in der Zellmembran vor, dimerisieren nach Ligandenbindung und zeigen im
Anschluss eine intrans Autophosphorylierung (Krauss, 2008). Diese bewirkt eine
allosterische Konformationsanderung der Kinasedomane, wodurch die Bindung einer

Vielzahl von intrazelluldren Signalmolekilen erfolgt.

Als mogliche downstream Interaktionspartner verschiedener RTKs wurden CTKs
gefunden, wozu u.a. Vertreter der Src-, Janus-, oder Abl-Kinasen gehéren (Hubbard & Till,
2000). Src-Kinasen stellen mit neun Mitgliedern die grofSte Subfamilie der CTKs dar und sind
beispielsweise an Signaltransduktionsprozessen der Mitose und der Restrukturierung des
Cytoskeletts beteiligt (Thomas & Brugge, 1997). CTKs weisen verschiedene Domanen fir
Protein-Protein-, Protein-DNA- oder Protein-Lipid-Interaktionen auf, u.a. Src Homologie
(SH)2- und SH3-Domanen. Die SH2-Domane bindet sequenzspezifisch an phosphorylierte
Tyrosinreste und die SH3-Domane an prolinreiche Sequenzen. Wie auch die RTKs besitzen
die CTKs eine katalytisch aktive TK-Domane, welche durch eine intramolekulare Bindung
durch die SH2-Domane inaktiviert wird (Superti-Furga & Courtneidge, 1995).

Wie auch fiur Molekile des TGFfB-Signalwegs wurde in der Vergangenheit eine
Vielzahl von verschiedenen PTKs in S. mansoni identifiziert. Diese machen rund 1,9% der
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kodierten Proteine des Parasitengenoms aus und konnten in 15 RTKs und 19 CTKs unterteilt
werden (Andrade et al., 2011). Die RTKs beinhalten 2 IRs, 4 EGFRs, 2 VKRs (Venus Flytrap
Kinase Receptor), jeweils einen Rezeptor der Familie der Ephrin(Eph), Ror,
CCK4(Colon Carcinoma 4),  MUSK(Muscle-spezific ~ Kinase)-Rezeptoren, sowie  drei

Unbekannte.

Bei den beiden IRs handelt es sich um SmIR-1 (Smp_009990; Accession Nr. AF314754)
und SmIR-2 (Smp_074030; Accession Nr. AY649844), zwei Rezeptoren mit unterschiedlichen
Expressionsmustern. So wurde SmIR-1 in den Muskeln, dem intestinalen Epithel und der
Basalmembran von Mannchen und Weibchen lokalisiert, SmIR-2 hingegen im Parenchym
beider Adultstadien. Dariiber hinaus wurde die Transkription fir SmIR-1 hauptsachlich in
Cercarien und Schistosomula detektiert, SmIR-2 Transkripte wurden fir alle Stadien des
Lebenszyklus gefunden (Khayath et al., 2007).

Von den vier identifizierten EGFRs wurde ein Molekil (SER; Schistosome EGFR;
Smp_093930.x; Accession Nr. M86396) sowie dessen alternative Spleilvarianten bereits
charakterisiert (Ramachandran et al., 1996; Shoemaker et al., 1992). Dabei konnte gezeigt
werden, dass entwicklungsabhangige C-terminal trunkierte SER-Transkripte existieren, die
durch alternatives Spleilen entstehen. SER wurde in Cercarien und in den Adultstadien
beschrieben, wobei das Protein in den Muskeln der Adulten lokalisiert war. In diesen Studien
konnte bereits gezeigt werden, dass SER eine katalytisch aktive Kinasedomadne besitzt, die
zur Phosphorylierung von Tyrosinresten flihrt (Ramachandran et al., 1996). Ferner gelang
der Nachweis einer SER-Aktivierung durch den humanen EGF-Liganden (hEGF). Gleichzeitig
wurde ein Anstieg der DNA- und Proteinsynthese sowie der Proteinphosphorylierung
festgestellt (Vicogne et al., 2004). Aufgrund dieser Effekte wurde eine Wirts-EGF-induzierte
Regulation der Parasitenentwicklung postuliert, wie auch im Vorfeld fiir die Bindung von
hTGFB beschrieben.

Des Weiteren wurden zwei VKRs in S. mansoni identifiziert. Bei diesen speziellen RTKs
handelt es sich um Rezeptoren, die eine extrazellulire Bindedomiane besitzen, die
strukturelle Ahnlichkeit zu Venus Flytrap-Modulen von GABAg-Rezeptoren aufweist.
Hingegen zeigt die intrazellulire TK-Domane hohe Ahnlichkeit zu denen von IRs (Ahier et al.,
2009). Dementsprechend sind diese beiden Molekiile atypische Vertreter der RTKs, die
hauptsachlich in Invertebraten identifiziert wurden. SmVKR1 (ehemals SmRTK1,
Smp_019790; Accession Nr. AF101194) wird in allen Stadien des Lebenszyklus transkribiert.
In situ-Hybridisierungen zeigten Transkripte hauptsachlich im Parenchym der Mannchen
sowie den Oocyten im Ovar und Oviduct der Weibchen, aber auch in Miracidien (Vicogne et
al., 2003). SmVKR2 (Smp_153500; Accession Nr. GU270860) wird ebenfalls in allen Stadien
des Lebenszyklus transkribiert, wobei eine deutlich starkere Transkription dieses Gens in den
Larvenstadien, hauptsachlich den Cercarien, detektiert worden ist (Gouignard et al., 2012).
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass beide VKRs deutlich mehr in Weibchen
transkribiert werden als in Mannchen (SmVKR1 2,6-fach und SmVKR2 4,4-fach mehr). Die
katalytische Aktivitat der Kinasen wurde im Xenopus laevis Oocyten-System (iberprift, wobei
eine Ca’*-abhingige Autophosphorylierung der Kinase gefunden wurde und Ca** somit als
potentieller Ligand in Frage kommt. Weitere RTK-Familien wurden im Kinom anhand von
phylogenetischen Analysen identifiziert, wobei fir diese bislang keine Charakterisierungen
vorliegen (Andrade et al.,2011).

Als eine der ersten CTKs in S. mansoni wurde die Fyn/Src-dhnliche Tyrosinkinase
SmTK5 (Smp_136300; Accession Nr. AF232691) mittels einer RT-PCR mit degenerierten
Primern identifiziert (Kapp et al., 2001). Wie andere Mitglieder der Src-Tyrosinkinasefamilie
besitzt SmTK5 eine N-terminal lokalisierte SH4-Domane, gefolgt von einer SH3-Domane und
einer SH2-Domane, die mit der katalytischen TK-Domane verbunden ist. SmTKS5 ist ein single-
copy Gen und wird in beiden Adult- sowie den Larvenstadien transkribiert. In in situ-
Hybridisierungen lokalisiert dieses Gen in allen Reproduktionsorganen, dem Parenchym,

Tegument sowie der Gastrodermis adulter Wiirmer (Knobloch et al., 2002a).

Als ein weiteres Mitglied der Familie der Src-TKs wurde SmTK3 (Smp_151300;
Accession Nr. AJ585205) entdeckt (Kapp et al., 2004). Sie besitzt einen &hnlichen
strukturellen Aufbau wie SmTKS5, jedoch mit héherer Sequenziibereinstimmung zu Src-TKs.
Einzigartig im Vergleich zu anderen Src-Kinasen ist der Sequenzabschnitt zwischen der SH4-
und der SH3-Domane, weshalb dieser Bereich als unique-site bezeichnet wird. Auch SmTK3
ist ein single-copy Gen, dessen Transkription in beiden Larvenstadien (Miracidien und
Cercarien) und den Adultstadien unabhdngig von der Paarungserfahrung nachgewiesen
wurde. In situ-Hybridisierungen und Immunolokalisationsstudien zeigten, dass SmTK3 in den
Vitellocyten, Oocyten, Spermatocyten und dem Parenchym exprimiert wird. Mit Hilfe von
einem Genbankscreening in einer Hefebank, die auf Basis von cDNA adulter Wirmer beiden
Geschlechts kloniert worden war, konnten Interaktionspartner dieser Kinase identifiziert
werden (Quack et al.,, 2009). Fir diese Experimente wurde die unique-site und die
angrenzende SH3-Domine verwendet, und u.a. ein Protein mit Ahnlichkeit zur BAF60-
Untereinheit des SWI/SNF-Komplexes (Accession Nr. AAC52794) als starkster
Interaktionspartner identifiziert. Eines der am haufigsten gefundenen Interaktionspartner
war ein Protein dhnlich zum Diaphanous 3 (SmDia, Accession Nr. NM_019670). Durch
weiterfiihrende Y2H-Experimente konnte flir SmDia gezeigt werden, dass es die Rho GTPase
SmRho1l bindet (Quack et al.,, 2009). Durch Interaktion von SmTK3 an SmDia und dessen
Interaktion an SmRhol wurde die Verbindung beider Signalwege postuliert. Daneben sind
Formine wie Diaphanousproteine an der Organisation des Cytoskeletts beteiligt, weshalb
Quack et al. (2009) vermuteten, dass diese Signalwege diese Prozesse in den

Reproduktionsorganen von S. mansoni regulieren.
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Im Zuge von Y2H-Experimenten zur Identifizierung von Partnern einer schistosomalen
Syk-TK wurde eine weitere Src-TK identifiziert, SmTK6 (Smp_006920; Accession Nr.
FN397679, Beckmann et al., 2010b). Struktur- und Datenbankanalysen zeigten, dass dieses
Molekil Src-Familien-typische Strukturelemente aufweist wie je eine SH3-, SH2- und
TK-Domane. Letztere offenbarte jedoch auch Ahnlichkeiten zu TK-Domanen von Abl-Kinasen,
was SmTK6 als potentielle Src/Abl-Hybridkinase einzigartig macht (Beckmann et al., 2010b;
Beckmann et al., 2011). So fehlen die SH4-Domé&nen Myristylierungsmotive sowie einer von
zwei Src-TK-spezifischen, regulatorischen Tyrosinresten (Tyr 416 innerhalb der katalytischen
Domaéne). Dafir findet sich ein zusatzlicher Tyrosinrest innerhalb der katalytischen Doméane
der SmTK6 an Position 312. Beides, das Fehlen von Tyr 416 sowie die Prasenz von Tyr 312, ist
typisch fiir Abl-Kinasen. Dennoch zeigt SmTK6 auch Src-spezifische Sequenzmotive innerhalb
der TK-Doméane sowie innerhalb der SH3- und SH2-Domaéanen, weshalb diese Kinase als
Src-/Abl-Hybrid-TK eingestuft wurde. Die funktionelle Unterteilung als Hybridkinase konnte
zusatzlich durch Germinal Vesicle Breakdown (GVBD)-Experimenten im Xenopus-Oocyten-
System bestimmt werden (vgl. Abschnitt 1.4.2; Beckmann et al., 2011). Mittels Y2H-Analysen
konnten upstream Interaktionspartner des Molekdls identifiziert werden (Beckmann et al.,
2011). Dazu gehorten ein transmembranes Mucinhomolog (Smp_161910; Accession Nr.
XP_002578516), die Src-Tyrosinkinase SmTK3, ein Tumorsuppressorprotein mit Ahnlichkeit
zum Discs large-Protein (SmDLG, Smp_170290; Accession Nr. XP_002579880) sowie weitere
Proteine ohne signifikante Ubereinstimmungen zu anderen Proteinsequenzen in
verfigbaren Datenbanken. Des Weiteren zeigten Beckmann et al. (2011), dass SmTK6 in der
Lage ist, mit der atypischen RTK SmVKR1 zu interagieren. In situ-Hybridisierungen
lokalisierten Transkripte im Parenchym beider Geschlechter, im Ovar sowie den Testes und
moglicherweise im Vitellarium (Beckmann et al., 2010b).

Als Vertreter der Syk-TKs ist SmTK4 (Smp_149460; Accession Nr. AJ421472)
identifiziert worden (Knobloch et al., 2002a). Mittels Sequenzanalyse wurden als
charakteristische Strukturelemente fir Syk-Kinasen eine TK- und zwei SH2-Domadnen
gefunden. Erneut handelt es sich um ein single-copy Gen, dessen Transkription in allen
Lebensstadien von S. mansoni detektiert wurde, unabhdngig von der Paarungserfahrung
adulter Parasiten. Des Weiteren wurden SmTK4-Transkripte in den Gonaden beider
Geschlechter lokalisiert, mit Ausnahme des Vitellariums, sowie in einigen
parenchymatischen Zellen. In ersten funktionellen Studien in Form von RNAi mit spezifischen
dsRNAs gegen SmTK4 wurden in Mannchen eine deutlich reduzierte Anzahl an Spermien,
sowie fast ausschlielRlich unreife Spermatocyten in der Samenblase identifiziert (Beckmann
et al., 2010b). Daneben wurde in den Weibchen eine erhohte Anzahl an maturen Oocyten im
Ovar ermittelt. Mit Hilfe von cDNA-Bankscreenings konnten sowohl up- als auch downstream
Interaktionen von SmTK4 identifiziert werden (Beckmann et al., 2010b). Unter Verwendung
der Tandem SH2-Domane wurden als upstream Interaktionspartner SmTK6 und SmTK3 in
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diesem Y3H-Screening identifiziert. Downstream Interaktionspartner der SmTK4 wurden in
einem ahnlichen cDNA-Bankscreening mit dem Linkerbereich (zwischen SH2-SH2 und TK-
Domaéne) gekoppelt mit der TK-Doméanensequenz identifiziert, wobei es sich um ein MAPK-
aktivierendes Protein PM20/PM21 (Accession Nr. NP_001108072) und ein Mapmodulin
(Accession Nr. NP_001097361) handelte. Auf Basis dieser Ergebnisse sowie den
Lokalisationsdaten wurde die Hypothese eines trimeren Kinasekomplexes aufgestellt, der in
den Gonaden von S. mansoni an Differenzierungsprozessen beteiligt ist. Sowohl die
Verbindung des SmTK3-Signalwegs mit SmRhol tGber SmDia als auch des SmTK4-Signalwegs
mit einem MAPK-aktivierenden Protein und einem Mapmodulin identifizierten
Signaltransduktionspartner bekannter Funktionen, welche in Verbindung mit dem
Kinasekomplex vermutlich an der Regulation der Organisation des Cytoskelett in
schistosomalen Gonaden beteiligt sind (Beckmann et al., 2010b).

Anhand der Genomdaten zu S. mansoni konnten zusatzlich zwei Vertreter der Abl-
Kinasefamilie gefunden werden, SmAbI1 (Smp_169230 und Smp_169240; Accession Nr.
FN582311) und SmAbI2 (Smp_128790; Accession Nr. FN582311) (Beckmann et al., 2010c). Im
Gegensatz zu dem Src-/Abl-Hybrid SmTK6, zeigen diese beiden Kinasen den typischen
Aufbau von Abl-Kinasen. Ein Vergleich beider Molekiile machte deutlich, dass sie zueinander
nur zu 24% identisch sind, wobei 67% der TK-Domanen-Sequenzen exakt libereinstimmen.
Mittels in situ-Hybridisierungen wurde gezeigt, dass die Transkripte beider Kinasen in
umgebenden Zellen des Ootyps, Ovar, Vitellarium, Testes, Parenchym und Gastrodermis

vorhanden sind.

Fir viele dieser Molekiile wurde eine Beteiligung an Differenzierungsprozessen der
Gonaden gemutmaRt, die Prozesse der Eiproduktion beeinflussen. Aufgrund der pathogenen
Eigenschaften der Eier ist es von Interesse, deren Produktion zu unterbinden. Daher wurden
in der Vergangenheit bereits einige Studien mit Praparaten der humanen Krebstherapie zur
Blockierung der vorgestellten, hoch konservierten Signalmolekiile durchgefiihrt, mit dem
Ziel, langfristig eine alternative Medikation gegen Schistosomen zu entwickeln (Dissous et
al., 2007; Dissous & Grevelding, 2011; Beckmann et al., 2012a).

1.4 Anwendung kommerzieller chemischer Inhibitoren in vitro

Fir die Untersuchung physiologischer und morphologischer Anderungen von adulten
Schistosomen durch Applikation von chemischen Inhibitoren hat sich die tber viele Jahre
etablierte in vitro Kultur bewahrt (Knobloch et al., 2006; Knobloch et al., 2007; Beckmann et
al., 2010b; Beckmann et al., 2010c; Beckmann et al., 2012a). Frihere Studien hatten bereits
gezeigt, dass sich adulte Schistosomen unter in vitro Bedingungen paaren und Eier

produzieren (Basch, 1981). Daneben ist es mdglich, paarungsabhdngige transkriptionelle
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Anderungen adulter Wiirmer zu untersuchen, da auch de novo-Transkription in vitro
stattfindet (Grevelding et al., 1997).

Bei der Auswahl geeigneter Inhibitoren wurden bislang Komponenten bevorzugt
verwendet, welche hoch konservierte Proteine inhibieren, wie z.B. Signaltrans-
duktionsproteine (Knobloch et al. 2007; Beckmann et al., 2012a). Dabei handelt es sich u.a.
um Substanzen, die in der Tumortherapie eingesetzt werden, um die Aktivitat von z.B.
Protoonkogenen zu unterdriicken. Dieses Kapitel soll einen Einblick iber bereits verwendete
Inhibitoren und deren Einfluss auf verschiedene schistosomale Zielmolekiile geben. Dabei
stehen Inhibitoren fir Mitglieder des TGF[-Signalwegs und verschiedener PTKs im Fokus. Die
meisten PTK-Inhibitoren wirken als ATP-Kompetitoren im aktiven Zentrum von Kinasen und
behindern dadurch die ATP-Ubertragung auf die entsprechenden Substrate. Des Weiteren
werden die Substanzen unterschieden zwischen denen, die an eine aktive, offene
Konformation des Zielbereichs binden und solchen, die eine inaktive, geschlossene
Konformationen bevorzugen (Beckmann et al., 2012a).

Als Syk-TK-Inhibitoren wurden in der Vergangenheit zwei verschiedene Komponenten
eingesetzt (Beckmann et al., 2010b; Beckmann et al., 2012a). Dabei handelt es sich zum
einen um Piceatannol (Enzo Life Science), welches in einer Konzentration von 70 uM zu einer
um 50% verringerten Eiproduktion innerhalb einer Woche sowie morphologischen
Veranderungen fiihrte, die denen aus dem RNAi-Versuch mit dsRNAs gegen SmTK4
entsprachen (s. Kapitel 1.3.2). Die Inhibitorbehandlung fiihrte zu einer erhéhten Anzahl
maturer Oocyten sowie einer verringerten Zahl Oogonien und keinen reifen Spermien in den
Testes der Mannchen (Beckmann et al., 2010b). Um die spezifische Wirkung von Piceatannol
auf SmTK4 zu testen, wurde dessen Kinaseaktivitdt unter Zugabe des Inhibitors in dem
Xenopus-Oocyten-System getestet. Dabei wurde ab einer Konzentration von 5 uM eine
vollstandige Blockierung der Kinase durch fehlendes Auslosen eines GVBDs identifiziert
(Beckmann et al., 2010b). Zum anderen wurde der Inhibitor BAY 61-3606 (Enzo Life Science)
als weiterer Syk-Kinaseinhibitor eingesetzt (Beckmann et al.,, 2012a). Dabei wurden mit
Konzentrationen von 10 nM und 1 uM ebenfalls verringerte Eiproduktion festgestellt sowie
morphologische Verdnderungen, die denen der zuvor genannten Piceatannol-Behandlung

entsprachen.

Ein weiteres Beispiel fur einen erfolgreich eingesetzten Inhibitor mit Auswirkung auf
adulte Schistosomen ist der Abl-Kinase-Inhibitor Imatinib (Glivec®; STI-571, Novartis;
Beckmann et al., 2010c). Nach einer Behandlung adulter Parasiten mit unterschiedlichen
Konzentrationen dieses Wirkstoffs (0 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM) und Behandlungszeit-
raumen bis zu 96h in vitro nahmen jeweils dosis- und zeitabhdngig die Paarungsstabilitat ab
und die Mortalitdt zu (Beckmann et al., 2010c). Des Weiteren traten morphologische
Veranderungen innerhalb der Reproduktionsorgane auf, wie eine Vielzahl apoptotischer
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Zellen und eine reduzierte Differenzierung. Zusatzlich war die Gastrodermis stark betroffen
und lag gréBtenteils vom Parenchym losgeldst, bzw. vollstandig kollabiert vor. Wie auch die
physiologischen Effekte wurden diese morphologischen Veranderungen abhangig von der
Dosis und Zeit ausgelost.

Die beiden fiir diese Arbeit wichtigen Inhibitoren werden im Folgenden detailliert
und separat vorgestellt.

1.4.1 Der TGFP Rl Kinase-Inhibitor (TRIKI)

Bei TRIKI (HTS-466284, LY-364947; C17H12N4; Calbiochem; CAS 396129-53-6) handelt es
sich um einen pyrazolbasierten Inhibitor [3-(Pyridin-2-yl)-4-(4-chinonyl)-1H-pyrazol] (vgl.
Abb. 1-4). Diese zellpermeable Komponente ist ein ATP-Kompetitor der Kinasedomane vom
Sauger TPRI mit einem ICso von 51 nM (Sawyer et al., 2003). Im Zuge einer Bindung kommt
es zur Stabilisierung der Konformation des inaktiven Rezeptors und zur Unterbrechung von
TPRI-vermittelten Signalprozessen (Singh et al., 2003). Durch eine gezielte Mutation eines
Serinrests (5280), in dessen Folge es zur konstitutiven Aktivierung des TPRIs kommt, besitzt
der Inhibitor eine verringerte Wirkung (Ogunjimi et al., 2012). Bis zu einer Konzentration von
10 uM ist TRIKI eine potente, nichttoxische Substanz fiir eukaryotische Zellkulturen und
beeinflusst nicht deren Viabilitdt. Bereits ab einer Konzentration von 27 nM unterbindet
TRIKI die Autophosphorlierung des TRRI (Singh et al., 2003). Weiterhin inhibiert TRIKI mit
einem ICsp von 47 nM das TGFp-abhdngige zelluldre Wachstum von Mausfibroblasten

(ICso = 89 nM) sowie die Transkriptionsaktivitdt von Nerzlungenzellen.

Abbildung 1-4: Strukturformel des verwendeten ATP-Kompetitors TRIKI

Dieser Wirkstoff fand bereits erfolgreich Verwendung fiir in vitro Studien mit adulten
Schistosomen (Knobloch et al., 2007). Dabei wurde eine dosierungsabhangige Reduktion der
mitotischen Aktivitdit von inhibitorbehandelten Weibchen durch den Einbau von
Bromodesoxyuridin (BrdU) gemessen. Ferner konnte eine verringerte Eiproduktion nach
Behandlung mit dem Inhibitor bereits nach einer Behandlungsdauer von 2 Tagen, ebenfalls
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in Abhdngigkeit der verwendeten Konzentration (150 nM und 300 nM), festgestellt werden.
Eine Auswirkung auf die Stabilitat des Paarungskontaktes der Parasiten wurde jedoch nicht
festgestellt. Aufgrund dieser physiologischen Veranderungen inhibitorbehandelter
Weibchen wurde ein Einfluss von SmTPRI auf Differenzierungsprozesse des Weibchens,

einschlielRlich der Eiproduktion, postuliert (Knobloch et al., 2007).

1.4.2 Herbimycin A

Herbimycin A (Herb A; C30H4,N,00; Enzo Life Science; CAS-Nummer: 70563-58-5) ist
ein zellpermeables Antibiotikum, welches urspringlich aus Streptomyces sp. MST-AS5386
isoliert wurde (vgl. Abb. 1-5; Omura et al., 1979). Fukazawa et al. (1991) zeigten erstmals
eine spezifische Inhibition von CTKs durch den Einsatz von Herb A, die spater genauer
charakterisiert wurde (Uehara et al., 1989a; Uehara et al., 1989b). So kommt es bei hoheren
Temperaturen zu einer Herb A-verursachten (ICsg = 0,9 uM in Zellkultur) Konformations-

"> in Form einer irreversiblen Bindung des

anderung der humanen Src-Kinase p60
Antibiotikums an einen Cysteinrest im C-Terminus der Kinase. Daneben bindet Herb A das
Heat shock protein 90 (Hsp90) und bewirkt dadurch eine Destabilisierung anderer Proteine,
wie v-Src, deren korrekte Proteinfaltung durch Hsp90 unterstiitzt wird (Blagosklonny, 2002).
Dementsprechend wurde Herb A als Inhibitor verschiedener CTKs aber auch als Inhibitor der
Chaperonaktivitdt von Hsp90 charakterisiert (Kasai & Kikuchi, 2010). Durch den Einsatz von
Herb A konnte eine inhibierte Proliferation von verschiedenen Karzinomazellen in vitro
detektiert werden (Farivar et al., 2003), wobei dies wahrscheinlich durch eine Suppression
von Cyclin D und dem anschlieBenden Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase verursacht

wurde (Blagosklonny, 2002).

Abbildung 1-5: Strukturformel des verwendeten Inhibitors fiir Src-Tyrosinkinasen, Herbimycin A

Wie auch fiur TRIKI wurde Herb A bereits flir eine in vitro Kultivierung von adulten
Schistosomen eingesetzt (Knobloch et al.,, 2006; Knobloch et al., 2007). Dabei konnte ein
Einfluss dieses Src-Kinase-Inhibitors auf die DNA-Synthese gefunden werden. So wurde die
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mitotische Aktivitat dosierungsabhangig (0,9 uM, 1,8 uM, 4,5 uM und 9 uM) reduziert
(Knobloch et al., 2006). Zusatzlich wurden Erhéhungen der Transkript- und Proteinmengen
von pl4 gemessen. Weiterhin wurde eine 40-60% ige Verringerung der Eiproduktion
innerhalb von 24 h ermittelt. Neben diesen physiologischen Effekten konnten eine
verringerte Tyrosinphosphorylierung sowie eine Destabilisierung der Src-Tyrosinkinase
SmTK3 festgestellt werden. Fir den Behandlungszeitraum von 24 h wurden weder
Beeintrachtigungen der Paarungsstabilitit noch der mitotischen Aktivitdt der Mannchen
gefunden.

Da die Inhibitoren TRIKI und Herb A 3dhnliche physiologische Effekte in
Schistosomenweibchen verursachten, wurde weiterhin der Effekt der Kombination beider
Inhibitoren untersucht (Knobloch et al., 2007). Im Vergleich zu den Einzelbehandlungen
wurde hierbei die starkste Reduktion der mitotischen Aktivitat sowie der Eiproduktion
festgestellt.

Ferner wurde der Einfluss von Herb A auf die Kinaseaktivitdt von SmTK3, SmTK6 und
SmADbI1 im Xenopus-Oocyten-System (berprift (Beckmann et al.,, 2011). In diesen
Experimenten wurde gezeigt, dass die Src-Kinase SmTK3 bereits ab einer
Inhibitorkonzentration von 0,01 uM vollstandig inhibiert wurde. Im Vergleich dazu wurde die
Src-/Abl-Kinase SmTK6 erst ab einer Herb A-Konzentration von 10 uM vollstandig inhibiert,
im Gegensatz zu SmAbI1, die selbst bei dieser Konzentration noch eine Aktivitat von 60%
zeigte.

1.5 Das Genom und Transkriptom von S. mansoni

Im Jahr 2009 wurde erstmalig das vollstandig sequenzierte Genom des Parasiten
S. mansoni veroffentlicht und spéater aktualisiert (Berriman et al., 2009; Protasio et al., 2012).
Das Genom besitzt eine Grofle von 364,5 Mb und besteht aus 885 Scaffolds, wobei ca. 40%
repetitive Sequenzen darstellen. Fir 81% des Genoms konnte eine eindeutige Zuordnung zu
den Chromosomen erfolgen, wobei Schistosomen sieben autosomale und zwei
geschlechtsbestimmende Chromosomen (W und Z) besitzen. Bereits in der Vergangenheit
wurde in Weibchen ein heterogametischer Karyotyp (WZ) festgestellt und bei Mannchen ein
homogametischer (ZZ)(Short & Grossman, 1981). Dabei beinhalten die W-spezifischen
Scaffolds nicht-kodierende Gene, der Z-spezifische Scaffold im Vergleich dazu insgesamt 782
Gene, wobei ca. 95% single-copy Gene darstellen. Fiur die identifizierten Gene wurde eine
ungewodhnliche IntrongroBe ermittelt, wobei die 5’-Introns kiirzer als die 3’-Introns sind
(Berriman et al., 2009). Uber diese IntrongréRe erfolgt méglicherweise eine transkriptionelle

Regulation. Fiir 45 Gene wurden Sequenziibereinstimmungen zur Familie der sogenannten
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micro exon genes- (MEG) identifiziert, die durch eine haufige Anzahl an alternativen
SpleiRprozessen gekennzeichnet sind.

Anhand von Transkriptom-Analysen wurde eine Gesamtzahl von 10852
proteinkodierenden Genen fiir den Parasiten identifiziert (Protasio et al., 2012). Fir die
Prozessierung der RNA wurden sowohl cis- als auch trans-SpleilRprozesse festgestellt, wobei
ca. 11% der RNA durch trans-SpleiRen entstehen. Alternatives SpleiRen erfolgt sowohl in cis
als auch in trans. In der Vergangenheit wurden bereits Transkriptom-Analysen in Form von
Microarray- oder SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)-Ansatzen durchgefihrt (Oliveira
et al., 2009; Williams et al., 2007). So wurden u.a. differentiell transkribierte Gene adulter
Schistosomen oder der Larvalstadien untersucht (Fitzpatrick & Hoffmann, 2006; Parker-
Manuel et al., 2011). Des Weiteren wurde mit Hilfe von Microarray-Analysen der Einfluss
von Cytokinen wie hTGFB und TNFa auf verschiedene Stadien des Lebenszyklus des
Parasiten untersucht (Oliveira et al., 2012; Oliveira et al., 2009). Dementsprechend stellen
Transkriptom-Analysen in Form von Microarrays oder SAGE geeignete Methoden zur
Untersuchung von transkriptionellen Unterschieden dar.

1.6 Zielsetzungen dieser Arbeit

Nach der Identifizierung verschiedener Src-Tyrosinkinasen und Molekule des TGFf3-
Signalwegs zeigten erste funktionelle Arbeiten mit adulten Schistosomen in vitro einen
Einfluss beider Signalwege auf die Eiproduktion sowie die DNA-Syntheserate (Knobloch, J. et
al., 2006; Knobloch, J. et al., 2007). Dabei wurden die Wiirmer mit den Inhibitoren TRIKI und
Herb A, einzeln oder in Kombination, behandelt und anschlieBend eine dosisabhdngige
Reduktion der Ovipositionsrate bzw. der mitotischen Aktivitat beobachtet, welche einer
additiven Wirkung bei Kombination der Inhibitoren unterlag.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten detaillierte morphologische Untersuchungen adulter
Schistosomen, die zuvor mit TRIKI, Herb A oder der Kombination beider Inhibitoren
behandelt wurden, durchgefiihrt werden. Fiir diese Experimente sollten die Schistosomen
far unterschiedliche Expositionszeiten mit diesen Inhibitoren in vitro kultiviert und auf
morphologische Veranderungen ausgewertet werden. Im Fokus dieser Untersuchungen
sollten zundchst die primdren Transkriptionsorte putativer Zielgene stehen, dabei vor allem
die weiblichen Reproduktionsorgane Ovar und Vitellarium, da in vitro eine stark verringerte
Eiproduktion beobachtet wurde (Knobloch et al., 2007). Daneben sollten auch weitere

Gewebe der Parasiten auf mogliche Verdanderungen untersucht werden.

Neben diesen Analysen sollte das Transkriptionsprofil entsprechender inhibitor-
behandelter Schistosomen analysiert werden. Fiur die Identifizierung differentiell
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transkribierter Gene sollten Microarray-Analysen durchgefiihrt werden. Ein Ziel hierbei war,
Gene mit transkriptioneller Regulation durch SmTPBRI- und Src-TK-vermittelte Signalwege zu
identifizieren. Daneben standen Gene im Fokus, die durch beide Signalwege reguliert
werden. Dementsprechend sollten insgesamt drei einzelne Microarray-Analysen mit RNA aus
TRIKI-, Herb A- oder TRIKI/Herb A-behandelten Schistosomenweibchen durchgefihrt
werden. Ausgehend von den zuvor beobachteten physiologischen Verdanderungen, wie
beispielsweise die reduzierte mitotische Aktivitat inhibitorbehandelter Weibchen (Knobloch
et al. 2007), wurde erwartet, Gene mit (putativer) Funktion fiir die Eiproduktion bzw.

mitotische Prozesse zu identifizieren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten gonadenspezifisch transkribierte Gene
charakterisiert werden. Dabei standen Interaktionspartner der Tyrosinkinasen SmTK3 bzw.
SmTK6 im Fokus der Untersuchungen, die bereits im Vorfeld tiber Y2H-Experimente entdeckt
worden waren (Buro et al., in Vorbereitung; Beckmann et al, 2011). Fir die
Charakterisierung dieser Gene sollten verschiedene Methoden wie RT-PCRs und in situ-
Hybridisierungen zur Identifizierung der Transkriptionsprofile genutzt werden. Daneben
standen erste funktionelle Analysen in Form von weiterfilhrenden Y2H-Experimenten im
Mittelpunkt der Charakterisierung. Ferner sollten Funktionsanalysen mittels RNAi
durchgefiihrt werden. Als Ziel dieser Experimente sollten die Signalwege der cyto-
plasmatischen Tyrosinkinasen SmTK3 und SmTK6 weiter aufgeklart werden, deren Einfluss
auf die Entwicklung der Reproduktionsorgane bereits postuliert wurde.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Puffer und Losungen

Die verwendeten Puffer und Lésungen wurden mit Chemikalien der Firmen Sigma
Aldrich, Merck, Carl Roth und Serva hergestellt.

Losung/ Puffer

Zusammensetzung

Verwendungszweck

10x Probenpuffer:

50% Sucrose; 0,6% Orange G; in 1x TAE-Puffer

DNA-Elektrophorese

1x PBS

137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 1,5 mM KH,PO,4; 6,5 mM
NazHPO4

DAPI/BrdU-Methode

AFA-Fixativ

2% Essigsaure; 3% Formaldehyd; 95% EtOH (70%)

Fixierung von
Schistosomen

Blockierungslésungen:

4% blocking reagent
verdiinnt
1x Roti Block in dH,0 verdiinnt (Carl Roth)

(Roche) in Maleinsdurepuffer

In situ-Hybridisierung
DAPI/BrdU-Methode

Bouin-Fixativ:

15% gesattigte Pikrinsdaure; 5% Formaldehyd; 1%
Essigsaure; in DEPC-dH,0

In situ-Hybridisierung

Carminrot-Losung

500 mg Carmine (Certistain, Merck); 500 ul konz. HCI;
500 ul dH,0; 90% EtOH ad 20 ml

Carminrot-Farbung
von Schistosomen

Denhardt’s (100x):

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

In situ-Hybridisierung

DEPC-dH,0: 0,1% Diethylpyrocarbonat in dH,0; autoklaviert RNA-Isolation; In situ-
Hybridisierung
DMSO: 100% Dimethyl-Sulfoxid Losungsmittel

Ethidiumbromid:

1 g auf 100 ml dH,0

Anfarbung von
Nukleinsduren

Fast Red:

4-Chlor-2-methylbenzendiazonium (Sigma); 5 mg in 5 ml
Substratpuffer

In situ-Hybridisierung

LiAc-Losung (10x): 1 M Lithiumacetat (Sigma); pH 7,5; autoklaviert Hefetransformati

on
Losung I: 0,2 M Tris; pH 7,5 DAPI/BrdU-Methode
Losung Il: 0,2 M Tris; 0,2 M Natriumsulfat; pH 7,5 DAPI/BrdU-Methode

Maleinsdurepuffer:

0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NacCl; pH 7,5; in DEPCdH,0

In situ-Hybridisierung

Modifizierter
Elektroporationspuffer
nach siPORT™siRNA

120 mM Trehalose; 20 mM HEPES; 1 mM myo-Inositol; 1
mM KCI; 1 mM MgCl,; 1 mM K,HPO,; 0,4 mM KH,PO,; 1
mM Gluthation; pH 6,9 £ 0,3; Konduktivitat <1,3 mS

Elektroporation
adulter Schistosomen

MOPS-Puffer (10x):

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

RNA-Elektrophorese

Naphthol-AS-Phosphat:

C,7H13CINOsP (Sigma); 1mg in 20 ul DMSO

In situ-Hybridisierung

ONPG-L6sung:

o-Nitrophenyl-p-D-Galaktopyranosid  (ONPG,
4 mg/ml in Z-Puffer

Sigma);

B-Galaktosidase-
FlUssigkultur-Assay

PEG-L6sung: 50% PEG 3350 (Polyethylenglycol); in dH,0 Hefetransformati
on
Phenol: Phenol, abgesattigt mit gleichem Volumen 0,5 mM Aufreinigung von

Tris/HCl; pH 7,8

Nukleinsduren

Proteinase K-Puffer:

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

In situ-Hybridisierung

RNA-Loading-Puffer:

900 ul Formamid (deionisiert); 100 ul MOPS-Puffer (1x);
160 pl Formaldehyd; 20 pl Bromphenolblau (1% in DEPC-
dH,0); 20 pl Xylencyanol (1% in DEPC-dH,0); 10 ul
Ethidiumbromid (10 pg/ul)

RNA-Elektrophorese

SSC (20x):

3 M NaCl; 0,3 M Nas-Citrat - 2H,0; pH 7,0; autoklaviert

In situ-Hybridisierung
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Substratpuffer:

100 mM Tris/Cl; pH 8,0; autoklaviert

In situ-Hybridisierung

TAE-Puffer (50x):

242 g Tris; 57,1 ml Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0);
dH,0ad 11

DNA-Elektrophorese

TE-L6sung (10x):

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

Hefetransforma-
tion

TESPA/Aceton-
Gemisch:

10 ml TESPA (3-Amino-propyltriethoxysilan, Sigma) auf
500 ml Aceton

Silikonisierung von
Objekttrager fir in
situ-Hybridisierung

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 |; pH 5,8; sterilfiltriert

Herstellung
Hitzeschock-
kompetenter
Escherichia coli -Zellen

TFB2-Puffer:

2,1 g MOPS; 1,2 g RbCl; 8,3 g CaCl,; 150 ml Glycerol;
dH,0 ad 1 [; pH 6,8 (mit KOH einzustellen); sterilfiltriert

Herstellung
Hitzeschock-
kompetenter E. coli -
Zellen

X-Gal-Stocklésung:

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

(-Galaktosidase
Filterassay

Z-Puffer:

16,1 g Na,HPO,4-7H,0; 5,5 g NaH,PO,4 H,0; 0,75 g KCl;
0,246 g MgS0,4-7H,0; dH,0 ad 1 |; pH 7,0; autoklaviert

[-Galaktosidase Assay

Z-Puffer/X-Gal-Losung:

100 ml Z-Puffer; 0,27 ml B-Mercaptoethanol; 1,67 ml X-
Gal-Stocklésung

[-Galaktosidase
Filterassay

2.1.2 Maedien und Zusatze

Fir die vorliegende Arbeit wurden die folgenden Medien und Zusatze verwendet:

Medium/ Zusatz

Zusammensetzung

Verwendungs-
zweck

Aminosduren (Merck; Sigma):

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

Zusatze zu dem
SD-Medium und
den SD-Platten flr
Hefen

Ampicillin:

Ampicillin-Trihydrat [D(-)-a-Aminobenzyl-
penicillin]; Stockkonz.: 100 mg/ml dH,0
(sterilfiltriert); Endkonz.: 100 pg/ml

Zusatz zu LB-
Medium und LB-
Platten fiir
Wachstumsselekti
on von E. coli

Antibiotikum/Antimycotikum-

Losung (PAA):

10.000 Units/ml Penicillin; 10 mg/ml
Streptomycin; 25 pug/ml Amphotericin B; 0,9%
NacCl

Kulturmedium fir
S. mansoni

HEPES: 1 M 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-Ethan- Kulturmedium fir
Sulfonsdure; pH 7,4; sterilfiltriert S. mansoni
IPTG: Isopropylthiogalactosid; 0,1 M in dH,0 Blau-Weil3-
Selektion von
E. coli
LB-Agar: Angestezt wie LB-Medium; zusatzlich 18 g/| E. coli-Medium
Bactoagar; autoklaviert
LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; ad  E. coli-Medium

1| mit dH,0 (pH 7,5); autoklaviert

M199 (Gibco):

10,43 g M199; 1 g Glucose; 2,2 g NaHCO3; 20 ml
Tris (1 M; pH 7,4); dH,0 ad 1| (pH 7,0);
sterilfiltriert

Kulturmedium fir
S. mansoni

NCS:

Deutsch fir Serum von neugeborenen Kalbern
(Sigma)

Kulturmedium fir
S. mansoni

Perfusionsmedium (Gibco):
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(pH 7,4); 0,1% Glukose; Heparin (Endkonz.:
10 mg/l)

Schistosomen-Kulturmedium:

M199; 1% HEPES; 1% ABAM; 10% NCS

Kulturmedium fir

S. mansoni
Schneckenwasser: Aufll:3mlLésungl(11gCaCly;7¢g Kulturmedium von
MgCl,-6H,0; dH,0 ad 200 ml); 2 ml Lésung 11 (0,6  Biomphalaria glabrata
g K,COs); 4,6 g NaHCOs; dH,0 ad 200 ml); 0,4 ml
Losung Il (0,6 M NaOH)
SD-Agar: Angesetzt wie SD-Medium; zusatzlich 20 g/l Kulturplatten mit
Agar; autoklaviert Minimalmedium
far Hefen
SD-Medium: 6,7 g/l Yeast Nitrogene Base (Gibco); 20 g FlUssiges
Glucose; ad 1 | dH,0; autoklaviert Minimalkulturmedi
um von Hefen
X-Gal: Stock: 2% in Dimethylformamid Blau-WeiR-
Selektion von E.
coli
YPD-Medium: 20 g/l Peptone; 10 g/l Hefeextrakt; 20 g/| Flussiges
Glucose; ad 1 | dH,0; autoklaviert Vollmedium von
Hefen

YPD(A)-Platten:

Angesetzt wie YPD-Medium; zusatzlich 20 g/l
Agar; autoklaviert

Vollmedium als
Kulturplatten flr

Hefen
YPDA-Medium: 20 g/l Peptone; 10 g/l Hefeextrakt; 20 g/I Flussiges
Glucose; ad 1 | dH,0; autoklaviert; (zusatzlich 15  Vollmedium von
ml steriler 0,2%ige Adenin-Hemisulfat-Losung; Hefen

Endkonzentration 0,003%)

Fir die Inhibitorbehandlung adulter Schisosomen in vitro wurden die folgenden

Inhibitoren verwendet:

Herbimycin A TGF-B RI Kinase Inhibitor (TRIKI)
Firma Enzo Life Sciences Calbiochem
Summenformel C30H42N,04 Ci7H12N,
CAS-Nummer 70563-58-5 396129-53-6
Losbarkeit 1 mg/mlin DMSO 5 mg/ml in DMSO

Eingesetzte, finale Konzentrationen

4,5 pM

150 nM; 300 nM; 1 uM
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2.1.3 Enzyme

Wadhrend dieser Arbeit wurden die folgenden Enzyme fir molekularbiologische

Arbeiten verwendet:

Enzym Firma
DNase (RNase frei) DNAsel (Fermentas)
DNAsel (Qiagen)
Proteinase K Merck
Restriktionsendonukleasen vom Typ |l New England Biolabs
Reverse Transkriptase Qiagen (Quantiscript, Sensiscript)

Invitrogen (Super Script Il)

Thermoscript (Invitrogen)

RNaseA (DNase frei) Sigma
RNasin Promega
Taq DNA-Polymerase New England Biolabs (Cat.No. M0273L)

Solis Biodyne (FIREPol DNA Polymerase I)
Quanta (PerfeCTa® SYBR® Green Super Mix)
Pfu DNA Polymerase (Promega)

T4-DNA-Ligase Fermentas
T7 und SP6 RNA-Polymerase; Roche (T7 RNA-Polymerase, Cat.No. 10881767001; SP6 RNA-
DNA-abhdngige RNA-Polymerase Polymerase, Cat.No. 11487671001)

2.1.4 Molekulargewichtsstandards

Fir eine gelelektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA werden
entsprechende GroéRenstandards verwendet. Dabei werden bei der DNA-Auftrenung die
HyperLadder | und Il der Firma Bioline und die Ribo Ruler RNA Ladder High Range und Low
Range von Fermentas fiir die RNA-Auftrennung genutzt.

2.1.5 Bakterien- und Hefestimme

Fir die Arbeit wurde der folgende Bakterienstamm verwendet:

NEB 10-beta: Hitzeschock-kompetente E. coli — Zellen (New England Biolabs, 2008)
[araD139, A(ara-leu)7697, fhuA, lacX74, galK (®80 A(lacZ) M15), mrcA, galU,
recAl, endAl, nupG, rpsL(Str"), A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
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Fir die Arbeit mit Hefen wurden die folgenden Hefestamme verwendet:

AH109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdl, gal80A, LYS2::Gallyas-
Gallrara-HIS3, MEL1, GAL2yas-GAL27a7a-ADE2, URA3::MEL1yas-MEL11ata-lacZ
(James et al., 1996)

Y187: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, galdA,, met, gal80A,

URA3::Gallyas- Galltara-lacZ (Clontech, 2002)

2.1.6 Antikorper

Der anti-Digoxygenin Antikorper (Fab-Fragment; Roche; Alkalische Phosphatase-
gekoppelt) wird in einer 1:500 Verdinnung fir den Detektionsschritt der in situ-
Hybridisierung verwendet. Mit Hilfe des monoklonalen anti-BrdU Antikorpers (Sigma) erfolgt
die Bestimmung der mitotischen Aktivitat durch Detektion des eingebauten BrdUs (5-Brom-
2’-deoxyuridin).

2.1.7 Primer

Fir die in der Tabelle aufgefiihrten Oligonukleotide werden die Tm-Werte anhand
der Formel Tm [°C] =2 x (A + T) + 4 x (G + C) (Rychlik & Rhoads, 1989) angegeben. Angefligte
Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme oder Tags sind weinrot, zusatzlich eingefiigte
Nukleotide zum Erhalt des korrekten ORFs (Open Reading Frame) sind blau in der Sequenz

markiert.
Primername Primersequenz (5’ 3’) Tm (°C)
5“LGLH AGCCAAGCTTACAGGAATTCC 63
3’-LGLH GAATAACAGCGTTCCTTGAATAC 60
LGLH_ish 5° TGCTTATGGTGATGGTGCAT 64
LGLH_ish 3‘ GCCAATCGGGTTGAGTTAAA 64
LGLH-fl 5' ATGGCACAGAGGATCTTGG 63
LGLH-fI 3! CTATGGACCAGAAGACATGTG 60
LGLH-f|-2-5° ATGTGTCTTGGTCATGGTG 60
LGLH-RNAj-3' GCAAATCCGTGTGAAGAAC 61
LGLH-RNAI-T7-3' TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCAAATCCGTGTGAAGAAC 61
LGLH-RNAI-T7-5' TAATACGACTCACTATAGGGAGATGCTTATGGTGATGGTGCAT 64
LGLH_N-Term 5-Smal CCCGGGATGGCACAGAGGATCTTGGAACC 70
LGLH_N-Term 3‘-EcoNI CCTTCGGTAGGCTGACCATTTTGC 72
LGLH_C-Term 5‘-EcoNI CCTACCGAAGGTGTCCCTC 64
LGLH_C-Term 3‘-Sall GTCGACCGCTATGGACCAGAAGACATGTG 63
LGLH_intern_Sall3’ GTCGACCACCTTCGGTAGGCTGACCATTTTGC 72
LGLH_intern_Smal5’ CCCGGGGCCTACCGAAGGTGTCCCTC 64
LGLH_N-Term5’-Smal_neu CCCGGGGATGGCACAGAGGATCTTGGAACC 74
Scribble_N-Term5‘-Xmal CCCGGGGATGTTTCATCTGAATGTTGATC 58
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Scribble_N-Term3‘-Xhol ~ CTCGAGCGGTGAAACGGATGCTCG 68
Scribble_C-Term5-Xmal ~ CCCGGGGAATCCTGATTCAAATTCAATTG 59
Scribble_C-Term3*“-Sacl GAGCTCGCTAATGACGTACAGCAGCCTC 62
Scribble_ish-5’ GGGAGTTCTTTGGTGACTAACG 64
Scribble_ish-3’ CTGCTTCTTCACTATCCATTCC 62
Scribble-fl-pBridge-5’ CCCGGGGATGTTTCATCTGAATGTTGATC 58
Scribble-fl-pBridge-3’ CTGCAGGCTAATGACGTACAGCAGCC 58
Scribble-dsRNA-5’ ACCGTCGACTTCACCATC 56
Scribble-dsRNA-T7-5’ TAATACGACTCACTATAGGGAGAACCGTCGACTTCACCATC 56
Scribble-dsRNA-3’ CCACTGCTATAGGCGTCCT 60
Scribble-dsRNA-T7-3’ TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACTGCTATAGGCGTCCT 60
Scribble-N-Term-pBridge-3’ CTGCAGGCGGTGAAACGGATGC 52
Scribble-C-Term-pBridge-5° CCCGGGGAATCCTGATTCAAATTCAATTG 60
Scribble-dsRNA-5’-neu CGACTTCACCATCATCAAC 56
Scribble-dsRNA-3’-neu CACCTCCACTGCTATAGGC 60
Scribble-dsRNA-T7-5-neu  TAATACGACTCACTATAGGGAGACGACTTCACCATCATCAAC 56
Scribble-dsRNA-T7-3’-neu  TAATACGACTCACTATAGGGAGACACCTCCACTGCTATAGGC 60
Discs-dsRNA-5 TGAACAATATTCACTGATGTCTTG 58
Discs-dsRNA-T7-5’ TAATACGACTCACTATAGGGAGATGAACAATATTCACTGATGTCTTG 68
Discs-dsRNA-3’ GTCCCTCTAGTGAGAAATACTTCC 59
Discs-dsRNA-T7-3’ TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCCCTCTAGTGAGAAATACTTCC 62
TGFbRI_intra_BamHI-5  GGATCCTACTTCCTCTGGAGAAGG 54
TGFbRI_intra_ECORV-3’  GATATCTAAATGCTTTGAATTACTATTG 53
TGFbRI_intra_BamHI-5_neu GGATCCTACTTCCTCTGGAGAAGGAAATC 66
TGFbRI_intra_ECORV-3'_neu GATATCTAAATGCTTTGAATTACTATTGTTATTGG 72
Jux_447_BamHI5’ (SER3)  GGATCCTAAAAAGATCTAAATATATACGAATTG 64
Jux_447_EcoRI3’ (SER3)  GAATTCATAATTCAGATTCAGTGATTATACG 64
TK_447_BamHI5’ (SER3)  GGATCCTAATTCGTGGTCCATTGATTGG 62
TK_447_Sacl3’ (SER3) GAGCTCATAAAGCTGAACATAATTCTTTAAATGTTGG 78
TK_297_BamHI5’ (SER2)  GGATCCTATGCTTAAATGAAAAATCGGG 58
TK_297_EcoRI3’ (SER2) GAATTCAAAACATGTTATACAGTTCCAC 54
TK_SER_BamHI5’ GGATCCTTGATTTCAACTCAGCTCCTCTAGG 72
TK_SER_EcoRI3’ GAATTCATGTACGCATAAGTTCAATAAATGTAGG 74
EGFR_297_C-Term_3’ GAATTCGCTACGTTTTGTGTAGAATATGTTGG 72
(SER2)
Jux_297_2_5’ (SER2) GGATCCGAAAGCCCCCAAATCTAGGCAGATTAG 80
EGFR_447_C-Term_3’ GAGCTCGTTACTTTATTACAATTATTTTC 54
(SER3)
EGFR_SER_C-Term_3’ GAGCTCGCTATAATTCCAGCGAGGATGAC 68
EGFR_SER_C-Term_5’ GAATTCGATTGAAACGAAAAGCTGAAGCAG 68
EGFR_SER_C-Term_Xmal-5 CCCGGGTTGAAACGAAAAGCTGAAGCAGAAAAAATACG 86
EGFR_447 Jux-TK3’ (SER3)  ATGGGATCAAGTTTTTGTCG 56
EGFR_447_Jux-TK5’ (SER3)  AATATGGATGAAGAAAAATCTCC 60
Eps-N-SH3-Pstl-3’ CTGCAGGAGTTTTCTTTAATCCAGCTGTAGT 68
Abi-BamHI-5’ GGATCCGAATGAGGATGATTGAGAGTAGG 66

34



Material und Methoden

Abi-BamHI-3’ GAATTCGTCATTCCGTATCGAAAGGTT 60
80-Eps8 ATGAGGAACAGGGATTTTAATAAAG 66
83-Eps8 TTAGTCTCCATTTGAGTTGAGTCC 68

SER-Jux-5’ CGGGATCCATGGCATGTGTTTAACAGCTGAAC 68
SER-Jux-3’ CCAATGCATTGGTTCTGCAGTCATGGAGACGATGGGTTTGCGGTTAC 82

Fir die quantitative PCR wurden die folgenden Primer verwendet. Es werden der
Name des Molekiils, Name des Primers, dessen Nukleotidsequenz in 5’-3’-Richtung und die
berechnete Annealingtemperatur (entsprechend den Angaben von Sigma Aldrich, Tm in °C)
in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Molekiilname Primername Primersequenz (5’ 2> 3’) Tm [°C]
. Smp_032990-2-F ATG AAT GTT CCAATAACT CGT G 60
Calmodulin-4
Smp_032990-2-R CTCTTCACTTCT TGACGATTG 60
. Smp_085180_F2 AAC CGT TAT TTG AAA ATT GAT CA 60
Cathepsin B
Smp_085180_R2 TGA ATT CGT TTC CCA CCT 60
. Smp_139240_F CCA GAATAC GTT GAT TGG AGA 60
Cathepsin S
Smp_139240_R TGG AGT AAG AGT TCCTGT CTT GA 60
. Discs-qPCR3-F TCA CAA GCCATCACACG 60
Discs large
Discs-gPCR3-R GCA CCA AGA AAA AGCTGG 60
Smp_000430_F CCGTAAAGGTGGTGG C 60
Eggshell precursor
Smp_000430_R TTG AAT GTT GAATAG CCTTGC 60
£s800 Smp_000270_F CAG CCG AAA AAGTCA AACA 60
S
Smp_000270_R CCCTTITTGCATCGTAAGCT 60
Hsp70 Smp_182190.2-F GCG TGCACTGACTAAGGAC 60
sp
Smp_182190.2-R CTG CTT CCCAGTACCCTTG 60
. LGLH-3-5' GCA CAG AGG ATCTTG GAA CC 64
Lethal giant larvae homologue
LGLH-3-3' GACTCC GGA CAT CCATAAGC 63
. . Smp_015020-F GGCTGAAAATGGTTITTTIG G 60
Natrium/Kalium-Pumpe
Smp_015020-R AGG CAGTTT GACATG TGG 60
14 pl4-F CCTATG GCG GTGATTATG G 60
p
pl4-R GGCTGG GTTTGT AAG TGC 60
48 p48-F GAC AAG CAT GGT CAT GGA 60
p
p48-R ATG CTT ATC GTG GTCTTT ACG 60
Scribbl Scribble-qPCR-F GATTAG CTGCCACTTCAG G 60
cribble
Scribble-qPCR-R GAA TAT CAC GAC CGA CCA 60
ActRIlb-F GGC AGA AAATTCACCCA 60
SmACctRIIb
ActRIIb-R GGG GCC TGATAT CGT AAAG 60
Smp_033950-F CCTTCT GGG TCCATACTCC 60
SmSmad4
Smp_033950-R CCG TGT AACCGT CAACAG TG 60
TK3-F CGG AAC CAA CGT AAC AGC 60
SmTK3
TK3-R GCA AAT GGC CAA AGA AAA 60
TGFPBRI-F ATG ATC TCA CGT GTG CGA 60
SmTBRI
TGFBRI-R GAT CCG AAG GGCTGT CTT 60
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s Smp_069880-F CGG TGG AGA TAT CAATGC 60
nurp

Smp_069880-R GCA GCA CGT CTAGCCTC 60

. Smp_155310.1-F TGT GGATTATTG AAT GGATCT G 60
Tetraspanin 1

Smp_155310.1-R GGA CAT GTT GGATCG AGA A 60

. Smp_174190-F CAA ATC GTA CCG CTT GTC 60
Tetraspanin 18

Smp_174190-R GCC ATC ATT AAT ACG GCC 60

. Smp_011560-F CAA AGA ATG CTG GGA ACG 60
Tetraspanin-1

Smp_011560-R ACC GCG AAT GTAAACGTAA 60

. Smp_052070-F CAG GGA CAG CAAGCA ATG 60

Tyrosinase 1
Smp_052070-R CTT GAATGT CCAGGACGA A 60

Fir die in vitro-Mutagenesen von bereits vorhandenen klonierten DNA-Fragmenten
wurden die folgenden Primer verwendet. Die aufgefiihrte Tm-Werte werden mit der
folgenden Formel berechnet. Dabei entspricht N der Primerlange in Basen.

Tm = 81,5+ 0,41(%GC) — 675/N - %Fehlerrate

Primername Primersequenz (5’ > 3’) Tm (°C)
LGLH_N-Term-Mut-3’ CCG GAATTC CCG GGG ATG GCA CAG AGG ATCTTG 86
LGLH_N-Term-Mut-5’ CCAAGATCCTCT GTG CCATCC CCG GGAATTCCG G 86
TGFbRI_Mut_1-5’ GAT GGA CCA CGT TGT CGC TGG GGC AGG TGC CGG AAAACCTT 81,6
TGFbRI_Mut_1-3’ AAG GTT TTC CGG CAC CTG CCC CAG CGA CAACGT GGT CCATC 81,6
TGFbRI_Mut_2-5’ CCT TTA CTA GTT CAG CGA GTG GTC GCT AGG GTAGTTCAGTTG G 82,7
TGFbRI_Mut_2-3’ CCA ACT GAA CTACCCTAG CGA CCACTC GCT GAACTAGTAAAGG 82,7
TGFbRI_Mut_3-(7D)-5’ GAT GGA CCA CGA TGA CGA TGG GGA CGG TGA CGG AAAACCTTT 78,2
ACT

TGFbRI_Mut_3-(7D)-3’ AGT AAAGGTTTT CCGTCACCGTCCCCATCGTCATCGTGG TCCATC 78,2
TGFbRI_Mut_4-(7D)-5’ CCT TTA CTA GTT CAG CGA GAT GTC GCT AGG GACGTTCAGTTG G 81,7
TGFbRI_Mut_4-(7D)-3’ CCA ACT GAA CGT CCC TAG CGA CAT CTC GCT GAACTAGTAAAG G 81,7
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2.1.8 Plasmide

Als
erhéltlichen Plasmide verwendet:

Grundlage fir Klonierungsarbeiten

wurden die folgenden kommerziell

Verwendungszweck

Name des Plasmids

Gal4-AD Vektor fiir Yeast Two-Hybrid Experimente

pACT2 (Clontech)

Gal4-AD Vektor fiir Yeast Two-Hybrid Experimente

pGADT-7 (Clontech)

Gal4-BD Vektor fir Yeast Two-Hybrid Experimente

pBridge (Clontech)

Klonierungen fiir die Expression in Xenopus laevis Oocyten

pcDNA 3.1/V5-His B (Invitrogen)

Klonierungsvektor fiir PCR-Produkte

pDrive (Qiagen)

Folgende rekombinante Plasmide wurden hergestellt und im Weiteren verwendet.

Die Plasmide liegen als Glycerinstocks und teils in einer Klonbank (gekennzeichnet anhand

entsprechender [Klonnummer]) der AG Grevelding, Institut fir Parasitologie, Justus Liebig

Universitat Giel3en, vor. Daneben sind entsprechende Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme

angegeben. Sequenzierte Plasmide sind mit * markiert.

Plasmid-Name Beschreibung Hersteller

Abl-interactor-2 (SmAbi-  Insert: Volllangenklon SmAbi-2 (BamHI/EcoRlI) Selbst

2) Vektor: pDrive hergestellt*

Abl-interactor-2 (SmAbi- Insert: Volllangenklon SmAbi-2 (BamHI/EcoRlI) Selbst

2) [1391] Vektor: pACT2 hergestellt*

Discs RNAi-Template Insert: RNAi-Template von SmLGL Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*

Eps-N-Term bis SH3 Insert: N-terminaler Bereich von SmEps8 bis einschlieBlich  Selbst

der SH3-Doméne (EcoRl/Pstl)
Vektor: pDrive

hergestellt*

Eps-N-Term bis SH3
[1390]

Insert: N-terminaler Bereich von SmEps8 bis einschlielich
der SH3-Doméne (EcoRI/Pstl)
Vektor: pBridge

Selbst
hergestellt*

Eps8-kurz Insert N-terminal verkiirzte Variante von SmEps8 Von C. Burmeister
Vektor: pGADT7-Rec Ubernommen *
Eps8-lang Insert Volllangenklon von SmEps8 Von C. Burmeister
Vektor: pGADT7-Rec Ubernommen *
LGL Insert: LGL-in situ-Template Selbst

Vektor: pDrive

hergestellt*

LGL-C-Terminus Insert: C-terminaler Bereich von SmLGL (Smal/Sall) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
LGL-C-Terminus [1394] Insert: C-terminaler Bereich von SmLGL (Smal/Sall) Selbst
Vektor: pBridge hergestellt*
LGL-N-Terminus Insert: N-terminaler Bereich von SmLGL (Smal/Sall) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
LGL-N-Terminus [1393] Insert: N-terminaler Bereich von SmLGL (Smal/Sall) Selbst
Vektor: pBridge hergestellt*
LGLH RNAi-Template Insert: RNAi-Template SmLGL Selbst

Vektor: pDrive

hergestellt*
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Scribble Insert: in situ-Template fir SmScrib Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
Scribble-C-Terminus Insert: C-temrinaler Bereich von SmScrib (Smal/Pstl) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
Scribble-C-Terminus Insert: C-temrinaler Bereich von SmScrib (Xmal/Sacl) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
Scribble-C-Terminus Insert: C-temrinaler Bereich von SmScrib (Xmal/Sacl) Selbst
[1396] Vektor: pACT2 hergestellt*
Scribble-C-Terminus Insert: C-temrinaler Bereich von SmScrib (Smal/Pstl) Selbst
[1398] Vektor: pBridge hergestellt*
Scribble-N-Terminus Insert: N-terminaler Bereich von SmScrib (Smal/Pstl) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
Scribble-N-Terminus Insert: N-terminaler Bereich von SmScrib (Xmal/Xhol) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
Scribble-N-Terminus Insert: N-terminaler Bereich von SmScrib (Xmal/Xhol) Selbst
[1395] Vektor: pACT2 hergestellt*
Scribble-N-Terminus Insert: N-terminaler Bereich von SmScrib (Smal/Pstl) Selbst
[1397] Vektor: pBridge hergestellt*
SER intrazell. Bereich Insert: intrazellularer Bereich von SER (Sacl/EcoRl) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
SER intrazell. Bereich Insert: intrazellularer Bereich von SER (Sacl/EcoRl) Selbst

[1389]

Vektor: pACT2

hergestellt*

SER TK-Domane

Insert: TK-Domaéane von SER (BamHI/EcoRlI)
Vektor: pDrive

Selbst hergestellt

*

SER TK-Doméne [1383] Insert: TK-Domaéane von SER (BamHI/EcoRlI) Selbst

Vektor: pACT2 hergestellt*
SER2 intrazell. Bereich Insert: intrazellularer Bereich von SER2 (BamHI/EcoRlI) Selbst

Vektor: pDrive hergestellt*
SER2 intrazell. Bereich Insert: intrazellularer Bereich von SER2 (BamHI/EcoRl) Selbst
[1388] Vektor: pACT2 hergestellt*
SER3 Juxtamembran- Insert: Juxtamembran-Bereich von SER3 (BamHI/EcoRlI) Selbst
Bereich Vektor: pDrive hergestellt*
SER3 Juxtamembran- Insert: Juxtamembran-Bereich von SER3 (BamHI/EcoRlI) Selbst

Bereich
[1386]

Vektor: pACT2

hergestellt*

SER3 TK-Domaéne Insert: TK-Domaéane von SER3 (BamHI/Sacl) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
SER3 TK-Domaéne Insert: TK-Domaéane von SER3 (BamHI/Sacl) Selbst

[1387]

Vektor: pACT2

hergestellt*

SmDLG

Insert: N-terminal verklrzter SmDLG-Klon, identifiziert im
Y2H-Screening von SmTK4
Vektor: pGADT7-Rec

Ubernommen von
S. Beckmann *

TGFBRI intrazell. Bereich  Insert: intrazellularer Bereich des SmTRI (BamHI/EcoRV) Selbst
Vektor: pDrive hergestellt*
TGFBRI intrazell. Bereich  Insert: “Wildtyp” des intrazelluldrer Bereich SmTPRI Selbst

[1400]

(BamHI/EcoRV)
Vektor: pcDNAV5-B

hergestellt*

TGFBRI intrazell. Bereich, Insert: intrazellularer Bereich des SmTRI (BamHI/EcoRV) Selbst
Mutagenese 1 Vektor: pcDNAV5-B hergestellt*
TGFBRI intrazell. Bereich, Insert: inaktiver intrazelluldrer Bereich des SmTPRI Selbst

Mutagenese 2 [1401]

(BamHI/EcoRV)
Vektor: pcDNAV5-B

hergestellt*

TGFBRI intrazell. Bereich, Insert: intrazellularer Bereich des SmTRI (BamHI/EcoRV) Selbst
Mutagenese 3 Vektor: pcDNAV5-B hergestellt*
TGFBRI intrazell. Bereich, Insert: aktiver intrazelluldrer Bereich des SmTPRI Selbst

Mutagenese 4 [1402]

(BamHI/EcoRV)
Vektor: pcDNAV5-B

hergestellt*
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TK3SH2 Insert: SH2-Domane von SmTK3 (BamHI/Xhol) Von C. Phillip
Vektor: pBridge Ubernommen *
TK3SH3 Insert: SH3-Domaéane von SmTK3 (Pstl/BamHl) Von S. Beckmann

Vektor: pBridge

ibernommen *

TK3SH3 + TK5TK

Insert: MCS1 SH3-Domadne von SmTK3, MCS2 TK-Domane
von SmTK5, MCS1 Pstl/BamHI, MCS2 Bglll/Notl

Vektor: pBridge

Selbst
hergestellt*

TK3SH3SH2 + TK3TK

Insert: MCS1 SH3- und SH2-Domanen von SmTK3, MCS2 TK-
Doméne von SmTK5, MCS1 Pstl/BamHI, MCS2 Bglll/Notl

Vektor: pBridge

Selbst
hergestellt*

TKSH2 + TK5TK

Insert: MCS1 SH2-Domadne von SmTK3, MCS2 TK-Domane
von SmTK5, MCS1 Pstl/BamHI, MCS2 Bglll/Notl

Vektor: pBridge

Selbst
hergestellt*

TKSH3SH2

Insert: SH3- und SH2-Domanen von SmTK3 (Pstl/BamHI)

Vektor: pBridge

Von S. Beckmann
ibernommen *

2.1.9 Verwendete siRNAs

Fir diese Arbeit wurden die folgenden kommerziell hergestellten siRNAs (Riboxx)

eingesetzt:

Name der siRNA

mRNA Sequenz (5° > 3’), Position in der

Riboxx siRNA antisense (5’ 3’)

Sequenz (bp)

TK3-1 GCA CCA GATTCT TCA CAA A, 218-236 UUU GUG AAG AAU CUG GUG Ccc cC

TK3-2 GAG AAT CAATCT GGT TTAT, 953-971 AUA AAC CAG AUU GAU UCU ccccc

TK3-3 GCT CGT ATG ATT CAT AACA, 1496-1514 UGU UAU GAA UCA UAC GAG CcCc cC

TK3-4 GGT CAA GCATCC AAT TCT A, 182-200 UAG AAU UGG AUG CUU GACCCCC
TGFBRI-1 GGT CAA AGCATG AAATTAT, 1700-1718 AUA AUU UCA UGC UUU GACccccC
TGFpBRI-2 GCCACG TAATACTAT GAAT, 1923-1941 AUU CAU AGU AUU ACG UGG Ccc cC
TGFpBRI-3 GGATCTTTCACATACTAAT, 1845-1863 AUU AGU AUG UGA AAG AuCcCcccC
TGFBRI-4 CCT GTC GTC TAA ATCTTAT, 221-239 AUA AGA UUU AGA CGA CAG GCc ccc

2.1.10 Genbanken

Als Grundlage fiur Yeast Two-Hybrid Experimente dient eine GAL4-basierte cDNA-
Bank in dem Vektor pGADT7-Rec (Clontech, 2002; Matchmaker, 2001; Quack et al., 2009).
Die cDNA wurde anhand von isolierter RNA aus adulten Schistosomen (Mannchen und

Weibchen) amplifiziert.

2.1.11 Sequenzierungen

Alle Sequenzierungen wurden von der Firma LGC Genomics (Berlin) automatisiert

durchgeflhrt. Dabei beruht das Prinzip der Sequenzierungen auf dem Sanger-Verfahren.
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2.1.12 Internetprogramme

Diese aufgefiihrten Internetprogramme wurden fir Sequenz-, Struktur-, Microarray- und

Bioinformatikanalysen verwendet:

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

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

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

NCBI-Conserved Domain Search: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd

S. mansoni-Blast (Omni-Blast): http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/s_mansoni/omni
Multialignment: http://prodes.touluse.intra.fr/multalin/multalin.html
ClustalW2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

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

Molecular Toolkit: http://www.vivo.colostate.edu/molkit

Ontologizer: http://compbio.charite.de/contao/index.php/ontologizer2.html
Ingenuity Pathway Analysis: http://www.ingenuity.com/

Feature Extraction Software: Agilent Technologies

Spotfire: http://spotfire.tibco.com/

R: http://www.r-project.org/

Image J: http://rsbweb.nih.gov/ij/

cellSens Dimension Software: Olympus
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2.2 Methoden

2.2.1 Lebenszyklus von Schistosoma mansoni unter Laborbedingungen

Schistosoma mansoni besitzt einen komplexen Lebenszyklus, wobei unter
Laborbedingungen SiiBwasserschnecken der Gattung Biomphalaria glabrata als
Zwischenwirte und als Endwirte syrische Goldhamster der Gattung Mesocricetus auratus
verwendet werden. Die verwendeten Schistosomen gehdren zu dem uspriinglich in Liberia
isolierten Stamm (Gonnert, 1955; Grevelding, 1995).

2.2.1.1 Isolierung der Eier und Zwischenwirtsinfektion

Die Infektion des Zwischenwirts erfolgt mit Miracidien, die aus den Lebern infizierter
Endwirte isoliert werden. Daflir werden die Lebern zerkleinert, mit 1x PBS gewaschen und
anschlielend homogenisiert. Nach einer Zentrifugation wird das erhaltene Pellet mehrmals
mit 0,9% NaCl-Losung gewaschen. Fir die Gewinnung der Miracidien aus den Eiern wird das
Licht-induzierte Schlipfen der Miracidien genutzt. Dafir wird das pelletierte
Leberhomogenat in einen Kolben Gberfihrt, der mit warmem Leitungswasser gefillt ist, und
dieser wird mit Ausnahme eines Steigrohres abgedunkelt. Das Steigrohr wird mit Licht zum
Auslésen des Schlipfprozesses bestrahlt, wodurch sich die Miracidien phototaktisch zur
Lichtquelle bewegen. Die Miracidien werden im Steigrohr abgesammelt, titriert und
anschlielend fir die Infektion der Schnecken verwendet.

Die Schneckeninfektionen werden unterschieden in mono- und polymiracidial. Bei
einer monomiracidialen Infektion werden Schnecken jeweils nur mit einem Miracidium
infiziert. Bei dieser Art der Infektion entwickeln sich Cercarien eines Geschlechtes, da
innerhalb der Schnecken lediglich ungeschlechtliche Vermehrungen im Sporocystenstadium
stattfinden (Den Hollander & Erasmus, 1984). Im Vergleich dazu werden bei einer
polymiracidialen Infektion die Schnecken mit je 10-15 Miracidien infiziert, wodurch sich
Cercarien beider Geschlechter entwickeln. Fiir die Infektion der Schnecken GUN werden diese
zunachst vereinzelt in 12-Well-Platten gesetzt und anschlieffend mit der entsprechenden
Anzahl an Miracidien inkubiert. Am folgenden Tag werden diese Schnecken in ein Aquarium
umgesetzt und ab dem 21. Tag nach der Infektion abgedunkelt und fiir weitere zwei Wochen
in diesem Zustand gehalten.

2.2.1.2 Endwirtinfektion

Als Endwirte werden 6-8 Wochen alte Hamster genutzt, die mit Cercarien infiziert
werden. Nach Ablauf der 5-wdchigen Infektionsdauer in den Schnecken wird das Schllpfen
der Cercarien aus den Schnecken durch einen phototaktischen Reiz ausgel6st. Daflir werden
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die infizierten Schnecken einzeln in 12-Well-Platten gesetzt und fir 2h belichtet. Die
freischwimmenden Cercarien werden gesammelt und deren Titer sowie Geschlecht
bestimmt. Das Geschlecht der Cercarien wird anhand einer geschlechtsspezifischen PCR
ermittelt, wobei man die Abundanz der sogennanten W1-Elemente nutzt (Grevelding, 1995).
Es handelt sich dabei um repetitive Elemente, von denen viele Kopien in Weibchen, aber nur
wenige in Mdnnchen gefunden werden. Aufgrund diese quantitativer Unterschiede kann
mittels PCR die Geschlechtsbestimmung erfolgen.

Acht Wochen alte Hamster werden mit 2.000 Cercarien infiziert. Dazu werden die
Hamster zum Aufweichen der Haut zundchst fiar 45-60 min in 37°C warmem
Schneckenwasser gebadet und anschlieBend die Cercarien dem Wasser zugesetzt (Dettman
et al, 1989).

2.2.1.3 Perfusion des Endwirts

Die Gewinnung adulter Schistosomen und deren Eier erfolgt 7 Wochen post
Infektion. Dabei werden die Hamster zundchst mit Isofluran narkotisiert. Im Anschluss
erfolgt eine intraperitoneale Injektion einer Uberdosis Xylariem und Ketamin. Die Hamster
werden auf verbliebene Reflexe untersucht, mit Alkohol desinfiziert und der Brustkorb
geoffnet. Es folgt die eigentliche Perfusion (Duvall & DeWitt, 1967). Dabei wird zunachst die
Pfortader der Hamster angestochen, um eine Austrittsstelle fiir die Schistosomen zu
schaffen. Danach wird der Kreislauf der Tiere mittels Perfusionsmedium durchgespiilt, dabei
erfolgt der Zugang Uiber eine Kaniile in den linken Herzventrikel. So ist das Herausspulen der
Schistosomen aus den Mesenterialvenen moglich. Die erhaltenen Wirmer kénnen fir

weiterfiihrende Versuche genutzt werden.

2.2.2 Invitro Kultivierung adulter Schistosomen

Durch die Perfusion gewonnene adulte Schistosomen konnen in vitro kultiviert
werden. Daflir wird als Medium M199 (Gibco; + 1% ABAM, 1% HEPES, 10% NCS) genutzt. Die
erhaltenen Wirmer werden in Petrischalen tberfihrt und zweimal mit Medium gewaschen.
Die Inkubation erfolgt bei 37°C und 5% CO,. Das Medium wird abhangig von dessen Zustand
(sichtbar durch eine pH-Anderung) oder den Versuchen jeden Tag oder nach lingerem
Zeitraum gewechselt.

2.2.2.1 In vitro Behandlung adulter Schistosomen mit Inhibitoren oder BrdU

Die Inhibitorbehandlung erfolgte durch tagliche Zugabe von entweder 4,5 uM

Herbimycin A (C3oH42N209; Enzo Life Science; CAS-Nummer: 70563-58-5), 150 nM, 300 nM,
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500 nM oder 1 uM TRIKI (HTS-466284, LY-364947; C17H1,N4; Calbiochem; CAS 396129-53-6)
sowie der Kombination beider Inhibitoren zu frisch gewechseltem Medium. Zur Bestimmung
mitotischer Aktivitdt Inhibitorbehandelter Wirmern wurde dem Medium zusatzlich 1 mM
5-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU, Serva) zugesetzt.

2.2.3 Arbeit mit Bakterien

2.2.3.1 Herstellen von Bakterien-Glycerinstocks

Eine langfristige Aufbewahrung von Bakterien mit rekombinanten Plasmiden erfolgt
mit Hilfe von Glycerinstocks. Daflir werden die entsprechenden Bakterien UGN bei 37°C
kultiviert. Am folgenden Tag wird 1 ml der Kultur entnommen und mit 500 pl Glycerin
gemischt. Die Lagerung erfolgt bei -80°C.

2.2.3.2 Anzucht von Bakterien in Fliissigkultur

Ausgehend von einem Glycerinstock bzw. einer Bakterienkolonie kdnnen Bakterien
als Flussigkultur angezogen werden. Als Vollmedium wird dafiir standardmaRig LB-Medium
verwendet. Bei Verwendung von Bakterien, die rekombinante Plasmid-DNA tragen, wird das
Medium erganzend mit Antibiotika versetzt, da diese Bakterien aufgrund vorhandener
Resistenzmarker der Plasmid-DNA eine Resistenz gegeniber den Antibiotika entwickeln. So
wird beispielsweise bei Ampicillin-Resistenz-vermittelnden Plasmiden dem LB-Medium
Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ml hinzugefigt. Die Kultivierung erfolgt UN bei
37°Cund 200 rpm.

2.2.3.3 Herstellung Hitzeschock-kompetenter Bakterienzellen

Von einem 1 pl Aliquot der ,,NEB 10-beta Competent E.coli“ (New England Biolabs)
Zellen wird eine 10 ml Kultur (LB-Medium) angeimpft und diese GUN bei 37°C und 200 rpm
inkubiert (Sambrook et al., 1989). Von dieser GN-Kultur wird am folgenden Tag 1 ml in
100 ml warmes LB-Medium Uberfiihrt und die Bakterien bei 37°C und 200 rpm bis zu einer
ODgoonm von 0,5 weiter inkubiert. Beim Erreichen dieser optischen Dichte werden die
Bakterien fir 5 min auf Eis gekihlt, durch zentrifugieren gesammelt und das erhaltene
Zellpellet in 30 ml TFB1-Puffer resuspendiert. Die Bakteriensuspension wird fiir 90 min auf
Eis gehalten, erneut zentrifugiert und das Bakterienpellet in 4 ml TFB2-Puffer Gberfiihrt. Von
dieser Suspension werden 100 pl Aliquots hergestellt und unmittelbar in Flissigstickstoff
eingefroren. Die Hitzeschock-kompetenten Zellen werden bei -80°C gelagert. Um die
Kompetenz dieser Bakterien zu testen, erfolgt eine Transformation mit 100 pg ,pUC19
Control DNA” (New England Biolabs, 2008). Die Vorgehensweise erfolgt wie vom Hersteller
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empfohlen. Die erhaltenen Kolonien werden gezahlt und die Transformationseffizienz
bestimmt. Diese sollte dabei fiir kompetente Zellen bei 1-3x 10° cfu/ug pUC19 DNA liegen.

2.2.3.4 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterienzellen

Bei einer Transformation handelt es sich um die Integration extrachromosomaler
Plasmid-DNA in ein Bakterium. Bei der standardmaRig verwendete Transformation integriert
das Bakterium die Plasmid-DNA mit Hilfe eines Hitzeschocks (Sambrook et al., 1989). Dabei
werden die Hitzeschock-kompetenten ,,NEB 10-beta Competent E. coli” Zellen (New England
Biolabs, 2008) zunachst auf Eis aufgetaut und die Plasmid-DNA (mindestens 1 ng)
hinzugegeben. Die Inkubation des Gemisches erfolgt fiir 20 min auf Eis. Im Anschluss erfolgt
der Hitzeschock, dabei wird die Probe fiir 1 min auf 42°C erhitzt und anschlieRend fiir 3 min
auf Eis abgekuhlt. Durch diesen Hitzeschock wird die Membran der Bakterien permeabilisiert
und die Aufnahme der Plasmid-DNA ermdoglicht. Es folgt eine mindestens 45-minutige
Inkubationsphase bei 37°C und 200 rpm unter Zugabe von 600 pl LB-Medium. Entsprechend
der Resistenzmarker der Plasmid-DNA werden die Bakterien einer Wachstumsselektion
unterzogen. Die Kultivierung der transformierten Bakterien erfolgt GN bei 37°C.

2.2.3.4.1 Blau-WeiB-Selektion von Bakterien nach vorangegangener Transformation

Neben der Wachstumsselektion mit Ampicillin kdnnen die Bakterien einer
Farbselektion unterzogen werden (Sambrook et al., 1989). Dafiir werden LB-Platten
verwendet, die Ampicillin (100 pg/ml), ITPG (2 mM) und X-Gal (40 pg/ml) enthalten. Mit
Hilfe dieser zusatzlichen Komponenten erfolgt die Selektion auf Bakterien, die eine Plasmid-
DNA mit integiertem LacZ-Gen beinhalten. Dieses Gen kodiert die B-Galaktosidase (B-Gal)
und ist z.B. im Vektor pDrive (Qiagen) enthalten. Ist ein Induktor wie beispielsweise IPTG
(Isopropylthiogalactosid) vorhanden, wird die B-Gal exprimiert. Als Substrat der B-Gal wird
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indoyl-b-D-galactosid) eingesetzt, welches durch das Enzym
gespalten wird. Unter Sauerstoffzufuhr entsteht bei dieser Spaltung der Farbstoff Indigo. Bei
erfolgreicher Ligation von PCR-Produkten in pDrive wird der ORF fir die B-Gal unterbrochen,
sodass das Enzym nicht exprimiert werden kann. Bei Religation des Vektors hingegen, d.h.
keine Ligation des Inserts, findet die Expression der B-Gal statt, und es kommt zur
Blaufarbung der Kolonien. Im Gegensatz dazu zeigen die Kolonien mit dem integrierten

Insert im Vektor eine Weillfarbung. Somit ist eine Farbselektion der Bakterien moglich.
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2.2.4 Arbeit mit Hefen

2.2.4.1 Herstellen von Hefe-Glycerinstocks

Wie in Abschnitt 2.2.3.1 fir Bakterien beschrieben, ist eine langfristige
Aufbewahrung von Hefeklonen ebenfalls als Glycerinstock mdéglich. Dafiir werden 250 ul
Glycerin und 750 pl einer GN-Kultur der entsprechenden Hefen gemischt. Die Lagerung des
Glycerinstocks erfolgt bei -80°C.

2.2.4.2 Anzucht von Hefen als Fliissigkultur

Ausgehend von einem Glycerinstock oder einer Hefekolonie ist das Anziehen einer
Flussigkultur von Hefeklonen moglich. Entscheidend fiir die Wahl des Flissigmediums ist der
verwendete Hefeklon, d.h. untransformierte Hefezellen werden in Vollmedium (YPDA)
kultiviert, transformierte Hefen in Selektionsmedien (SD; Synthetic Dropout). Die
Kultivierung erfolgt in 6-10 ml des entsprechenden Mediums bei 30°C und 200 rpm GN.

2.2.4.3 Anzucht von Hefen auf Agarplatten

Das Wachstum von Hefezellen erfolgt entweder auf Vollmedium- (1x YPDA) oder auf
Selektionsplatten (SD; Synthetic Dropout). Bei Verwendung von Selektionsplatten werden
Wachstumsselektionsmarker gezielt genutzt. Dabei fehlt den SD-Platten mindestens eine
essentielle Aminosaure, wodurch nur die Hefen wachsen kdnnen, die diese Aminosaure
eigenstandig synthetisieren. Die Selektionsmarker befinden sich meistens in der Plasmid-
DNA. Die Kultivierung erfolgt bei 30°C fiir 4-5 Tage.

2.2.4.4 Herstellung kompetenter Hefezellen

Kompetente Hefezellen werden standardmaRig durch die Lithium-Acetat-Methode
hergestellt (Clontech, 2002). Daflir werden 30 ml einer 50 ml GN-Kultur (Inkubation bei 30°C,
200 rpm) in 300 ml YPD-Medium Uberfuhrt. Die optische Dichte (OD) dieser Suspension
sollte 0,2-0,3 betragen. Es folgt eine weitere Inkubation bei 30°C und 200 rpm bis zum
Erreichen einer ODggo von 0,4-0,6. Durch eine Zentrifugation werden die Zellen gesammelt
und anschlieBend mit 1x TE gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das erhaltene
Hefepellet mit 1,5 ml 1x TE/1x LiAc resuspendiert, wodurch die Hefezellen fiir die folgende
Transformation kompetent sind.
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2.2.4.5 Hefetransformation bzw. Co-Transformation

Die (Co-)Transformation erfolgt, wie in dem Yeast Protocols Handbook angegeben
mit kompetenten Hefezellen der Lithium-Acetat-Methode (Clontech, 2002). Dabei werden
zu 0,1 pg Plasmid-DNA und 0,1 mg Heringssperma-DNA 0,1 ml der kompetenten Hefezellen
gegeben, das Gemisch gevortext und zur Verbesserung der Plasmid-Aufnahme jeweils 600 ul
40% iger PEG/LiAc-Losung (8 ml 50% PEG-Losung verdinnt mit 1 ml 10x TE- und 1ml 10x
LiAc-Puffer) zugefligt. Der Ansatz wird gevortext und fiir 30 min bei 30°C und 200 rpm
inkubiert. Nach Zugabe von 70 pl DMSO und vorsichtigem Mischen erfolgt der Hitzeschock.
Dafur werden die Zellen fir 15 min auf 42°C erhitzt, anschlieBend fir 2 min auf Eis abgeklhlt
und durch eine Zentrifugation pelletiert. Das erhaltene Hefepellet wird in 100 pl 1x TE-Puffer
aufgenommen und auf entsprechende Selektionsplatten ausplattiert. Die Kultivierung erfolgt
bei 30°C fir 2-4 Tage. Bei einer Co-Transformation werden je 0,1 ug pro Plasmid-DNA zu den
Zellen geben, die weitere Vorgehensweise entspricht der beschriebenen.

2.2.5 Isolation von Nukleinsauren

2.2.5.1 DNA-Isolierung aus adulten Schistosoma mansoni

Fir die DNA-Isolation werden mindestens 20 Wirmer verwendet, welche bei -80°C
bzw. in Flussigstickstoff gelagert wurden. Diese Wirmer werden zundchst mit 425 pl
Extraktionspuffer versetzt und mit Hilfe eines Pistills homogenisiert. AnschlieBend werden
50 ul 10% SDS sowie Proteinase K (Endkonzentration 500 pg/ml) hinzugegeben und die
Proben UN bei 37°C inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase erfolgt ein RNase A-Verdau
(Endkonzentration 200 pg/ml) fiir 10 min bei 37°C. Zum Aufreinigen der isolierten DNA wird
eine Phenol-Chloroform-Aufreinigung durchgefiihrt. Dabei wird zundchst ein 7% Volumen
Phenol hinzugegeben, das Gemisch zentrifugiert und die erhaltene Oberphase in ein neues
ReaktionsgefdR Uberfiihrt. Diese Phase wird mit jeweils einem % Volumen Phenol und
Chloroform gemischt, zentrifugiert und die Oberphase erneut tberfiihrt. AnschlieBend wird
die Oberphase mit 1 Volumen Chloroform gemischt, zentrifugiert und die erhaltene
Oberphase fiir die Fallung der DNA mit einem % Volumen 7,5 M Ammoniumacetat und
2,5 Volumen 99,8% EtOH (eiskalt) gemischt und bei -20°C fiir mindestens 20 min inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation schlieBt sich ein Waschschritt mit eiskaltem 70% EtOH sowie
eine weitere Zentrifugation an. Das DNA-haltige Pellet wird kurz angetrocknet und in 30 pl
dH,0 resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung wird die isolierte DNA bei -20°C gelagert.
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2.2.5.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

StandardmaRBig wird Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien mit Hilfe des ,peqGOLD
Plasmid Miniprep Kit I“ (PeqLab) isoliert. Die Nutzung des Kits erfolgt nach Angaben des
Herstellers. Nach der Kultivierung der Bakterien (in 5 ml LB-Medium, 37°C, UN) erfolgt das
Sammeln der Zellen durch Zentrifugation und anschlieBender Lyse der Zellen. Das dabei
zugrunde liegende Prinzip des bakteriellen Aufschlusses ist die Alkalische Lyse. Nach dem
Aufschluss folgen ein Neutralisierungsschritt und eine Zentrifugation. Die Plasmid-DNA wird
mittels Sdulenchromatographie an eine Silikamatrix gebunden, gewaschen und abschlieBend
von der Matrix eluiert. Die isolierte Plasmid-DNA wird bei -20°C gelagert.

2.2.5.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen

Aufgrund der Zellwandstruktur von Hefen ist eine Alkalische Lyse fir den
Zellaufschluss nicht moglich, weshalb das Nutzerprotokoll des ,peqGOLD Plasmid Miniprep
Kit 1“ (PeglLab) abgewandelt wird (Jones, 2001). Die Kultivierung der Hefen erfolgt in 8 ml
Selektionsmedium UGN bei 30°C. Um die Zellwadnde der Hefezellen aufzubrechen, werden
diese mittels mechanischen Drucks 5 min unter Verwendung von Glass beads (Sigma)
gevortext. Der entstandene Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und kann
mit dem im Kit enthaltenem Lysispuffer versetzt werden. Die weitere Vorgehensweise
erfolgt wie im Nutzerprotokoll angegeben. Die isolierte Plasmid-DNA der Hefezellen wird bei
-20°C gelagert.

2.2.5.4 RNA-Isolierung aus adulten und larvalen Schistosomen

Um Gesamt-RNA aus verschiedenen Lebenszyklus-Stadien von S. mansoni zu
gewinnen, werden diese mit dem ,peq Gold Trifast” (PeglLab) Reagenz versetzt. Als
Ausgangsmaterial dienen mindestens 10 adulte Wirmer und 100.000 Larven. Die Proben
werden mit 1 ml Reagenz versetzt und anschlieBend mit Hilfe eines Pistills bzw. Glass beads
(Sigma) homogenisiert. Die weitere Vorgehensweise erfolgt nach Angaben des Herstellers.
Die isolierte RNA wird bei -80°C gelagert.

2.2.5.5 RNA-Isolierung aus Hefen

Fir die Isolation von Gesamt-RNA aus Hefen werden diese zunachst in 5 ml
Flissigmedium UN bei 30°C kultiviert. Durch einen Zentrifugationsschritt werden die Zellen
gesammelt. Das erhaltene Zellpellet wird einmal mit 1x PBS gewaschen, zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Der Aufschluss der Zellen erfolgt durch 3 ,freeze & thaw“-Zyklen,
d.h. die Zellen werden zunachst bei -80°C eingefroren und anschlieBend bei 37°C aufgetaut.
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Im Anschluss wird das Hefepellet mit 1 ml ,peq Gold Trifast” (PeqlLab) versetzt und die RNA-
Isolation wie im Herstellerprotokoll beschrieben durchgefiihrt.

2.2.5.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinséiuren

Eine analytische Qualitatsbestimmung von Nukleinsduren erfolgt durch eine
elektrophoretische Auftrennung der Nukleinsduren mittels Agarosegelen (Sambrook et al.,
1989). Durch Anlegen einer Spannung migrieren negativ geladene Nukleinsduren (aufgrund
ihrer Phosphatreste) in Richtung Anode innerhalb eines elektrischen Feldes. Das
Laufverhalten der Nukleinsdauren hangt von ihrer GroRe und Konformation ab, d.h. kleinere
DNA-Fragmente stoflen auf geringeren Widerstand innerhalb der Gelmatrix als grofere,

wodurch eine starkere Auftrennung erfolgt.

Mit Hilfe von Agarosegelen ist eine elektrophoretische Auftrennung von
DNA-Fragmenten der GrofRe 0,1-10 kb mdoglich. Dabei ist der Anteil an Agarose im Gel
entscheidend, d.h. um 0,1 kb optimal im Gel aufzutrennen, sollte eine Agarosekonzentration
von 2% (w/v) genutzt werden. Fir groRere DNA-Fragmente eignet sich eine
Agarosekonzentration von 0,5%-1% (w/v). Die entsprechende Menge Agarose wird mit
1x TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer unter Aufkochen gelost und mit Ethidiumbromid (EtBr;
Endkonzentration 0,5 pg/ml) versetzt. Als Laufpuffer fir die Gelelektrophorese wird
ebenfalls 1x TAE-Puffer mit gleicher Endkonzentration an EtBr verwendet. Die DNA-Proben
werden vor dem Auftragen mit einem Probenpuffer (Endkonzentration 1x) versetzt, welcher
50% Sucrose enthalt und dadurch die Dichte der DNA-L&sung erhdht, was ein Absinken der
DNA in die Geltaschen bewirkt. Der verwendete Probenpuffer beinhaltet weiterhin 0,6%
Orange G, welches eine Orangefarbung der DNA-L&sung zur Folge hat. Nach Anlegen einer
elektrischen Spannung (100-180 Volt) an das Gel erfolgt die Auftrennung der DNA in
Richtung Anode. Dieser Prozess ldsst sich durch den verwendeten Probenpuffer und dessen
Orangefarbung erkennen. Nach erfolgter Auftrennung der DNA-Fragmente werden diese
unter UV-Licht sichtbar gemacht. Aufgrund der Interkalierung in DNA-Doppelstrange und der
Fluoreszenz durch UV-Lichtanregung, kénnen DNA-Fragmente mittels EtBr detektiert

werden.

Fir eine elektrophretische Auftrennung von RNA-Fragmenten werden
denaturierende  Formaldehydgele verwendet. Die in der RNA ausgebildeten
Sekundarstrukturen werden zunachst durch Denaturierung aufgebrochen. Wie bereits fir
DNA beschrieben, besitzen auch RNA-Fragmente ein groflen- und konformationsabhangiges
Laufverhalten in einer Gelmatrix. Um eine Denaturierung der Sekundarstrukturen der RNA
zu gewabhrleisten, wird fur die Herstellung des Gels Formaldehyd verwendet. Es handelt sich
bei diesen Gelen um 1,2% ige Agarosegele, d.h. 1,8 g Agarose wird in 110 ml dH,0 und 15 ml
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10x MOPS-Puffer aufgekocht und anschlieBend mit 25 ml Formaldehyd versetzt. Als
Laufpuffer wird 1x MOPS-Puffer verwendet. Vor der elektrophoretischen Auftrennung der
RNA werden die Proben mit einem RNA-Loading-Puffer gemischt (Formamid-haltig,
Endkonzentration 1x), fiir 5 min aufgekocht und anschlieBend auf Eis gekiihlt. Bei dem
Aufkochen kommt es zur Denaturierung der RNA, allerdings sind trotz diesen Bedingungen
noch schwache Sekundarstrukturen vorhanden, wodurch eine Interkalierung von EtBr in
diese Bereiche moglich ist. Wie auch DNA-Fragmente migriert die denaturierte RNA im
elektrischen Feld in Richtung der Anode. Die Detektion der RNA erfolgt ebenfalls unter
UV-Lichtanregung.

2.2.5.7 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgt mit Hilfe der
Gelextraktionskits ,pegGold Gel Extraction Kit“ (PegLab) und ,Gene JET™ Gel Extraction Kit“
(Fermentas). Die Durchfiihrung erfolgt dabei nach Angaben der Hersteller.

2.2.5.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséiuren

Eine Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdure erfolgt durch Messung der
Extinktion bei OD,gonm. Dafilir wird eine entsprechende Verdiinnung im Spektralphotometer
(BioPhotometer Plus, Eppendorf) gemessen. Wichtig fiir die Konzentrationsbestimmung ist
das Beer-Lambert-Gesetz, wobei bei einer konstanten Schichtdicke (d) der Kivette die
Extinktion proportional zur Konzentration der Losung ist (Seibt, 2003).

c=Exeg'xd?
¢ = Konzentration; E = Extinktion; € = Extinktionskoeffizient; d = Dicke der Kivette
Fiir den Extinktionskoeffizient gilt bei einer ODgonm:

ds DNA: 1 OD360nm = 50 pg/ml
ss DNA/ RNA: 1 OD360nm = 40 pg/ml

Anhand des Extinktionskoeffizienten kann die Konzentration der Nukleinsduren mit

Hilfe der OD2s0nm und der nachfolgenden Formel berechnet werden.
¢ [pug/ml] = OD360nm x Extinktionskoeffizient [ug/ml] x Verdinnungsfaktor

Weiterhin ist es moglich anhand einer spektralphotometrischen Analyse eine
Aussage Uber eine Verunreinigung der DNA bzw. RNA mit Proteinen bzw. organischen
Komponenten zu treffen. Dafir wird das Verhaltnis OD2gonm Und OD2gonm bzw. OD230nm

49



Material und Methoden

bestimmt. Aromatische Aminosauren von Proteinen absorbieren Licht bei 280 nm,
organische Komponenten bei 230 nm. Bei einer reinen DNA-LAsung sollte das Verhaltnis
Azs0/Az80 > 1,7 und bei einer reinen RNA-Losung bei 1,6-2,0 liegen. Das Verhaltnis Azs0/A230
sollte Uber 1,8 sein.

Alternativ kann eine Abschdatzung der ungefahren DNA-Konzentration mittels
Vergleich zu einem GréRenstandard erfolgen. Dabei wird die DNA in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt, mit EtBr unter UV-Licht sichtbar gemacht und im Vergleich zu
5 ul eines quantitativen GrofRenstandards in verschiedenen Verdiinnungen abgeschatzt.
Wichtig sind dabei die Einzelintensititen der DNA-Banden des verwendeten
GroRenstandards (vgl. Absatz 2.1.4).

2.2.6 Enzymatische Reaktionen

2.2.6.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Chain Reaction (kurz PCR) bezeichnet eine enzymabhangige
exponentielle  Amplifikation eines DNA-Bereichs mit Hilfe einer thermostabilen
DNA-abhdngigen DNA-Polymerase (Mullis et al., 1986). Dabei missen verschiedene
Faktoren, wie beispielsweise Temperatur, Zeit und Magnesiumkonzentration optimal
gewdhlt werden. Die Erweiterung (Elongation) des Templates erfolgt mittels Polymerase an
den 3’-OH-Enden von Oligonukleotiden (Primern). Bei den Primern handelt es sich um kurze
komplementare Nukleotidsequenzen, die an dem zu amplifizierenden DNA-Bereich binden
(annealing) kénnen. Das annealing erfolgt bei einer fir die Primer optimalen Temperatur,

die sich mit der folgenden Formel (Rychlik & Rhoads, 1989) berechnen lasst:
Tm[°Cl=2x(A+T)+4x(G+C)

Der erste Schritt bei einer PCR ist die Denaturierung des DNA-Doppelstrangs, welche
durch eine Erhitzung bei 95°C fir 5 min erfolgt. Es folgt ein Zyklus von 30-35
Wiederholungen aus Denaturierung, annealing und Elongation. Neu synthetisierte
DNA-Doppelstrange werden fiir 30 Sekunden bei 95°C denaturiert, und das annealing der
Primer erfolgt fir 45 Sekunden bei der entsprechend berechneten Temperatur (s. Tm-Wert
der vorangegangenen Formel). Die anschlieBende Elongation findet bei einer fir die
Tag-Polymerase optimalen Temperatur von 72°C statt. Die Dauer der Elongation richtet sich
nach der GroRe des zum amplifizierenden DNA-Bereichs, im Allgemeinen gilt pro
Amplifikation von 1.000 Nukleotiden benétigt die Tag-Polymerase 1 min Reaktionszeit.

Ill

Dieses Temperaturprofil wird mit Hilfe des ,Mastercycler professional” (Eppendorf)

generiert.
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Ein Standardansatz einer PCR mit der DNA-abhangigen Tag-Polymerase (New England
Biolabs) betragt 25ul:

2,5 ul 10x Reaktionspuffer (inkl. MgCl,)
2 ul 5’-Primer (10 uM)
2 ul 3’-Primer (10 uM)
0,5 ul 10 mM dNTP’s
0,5 ul Tag-Polymerase (5.000 U/ml)
2-100 ng Template-DNA
x ul dH,0

Die eingesetzte Menge an Template betragt 2 ng Plasmid-DNA, 100 ng genomische
DNA bzw. 5 ul purer oder 1:20 verdiinnte cDNA (in dH,0). Eine Uberpriifung des Amplicons
erfolgt durch gelelektrophoretische Auftrennung eines Aliquots (5-12,5 pl) der Reaktion und
anschlieBender Ethidiumbromidfarbung (s. Absatz 2.2.5.6).

2.2.6.1.1 Kolonie-PCR

Eine abgewandelte Form der PCR ist die Kolonie-PCR, bei der als Template eine
Bakterienkolonie oder eine Suspension dieser eingesetzt wird (Zon et al., 1989). Mittels
dieser PCR werden Bakterien auf eine vorangegangene Klonierung untersucht. Dafir kdnnen

entweder Plasmid- oder Insertspezifische Primer verwendet werden.

Die Bakterien werden zundchst auf eine Replikationsplatte Uberimpft und
anschliefend als Template in 10 pl dH,0 gel6st. Zu diesem Template werden 15 pl eines
Mastermixes bei einem Gesamt-PCR-Volumen von 25 pl pipettiert. Als verwendetes Enzym
wurde die ,FIREPol Tag-Polymerase" (Solis Biodyne) genutzt. Der Mastermix beinhaltet je
2,5 ul 10x Reaktionspuffer und MgCl, (25 mM), jeweils 2 ul 5’- und 3’-Primer (je 10 uM),
sowie je 0,5 ul 10 mM dNTP’s und FIREPol Tag-Polymerase (5.000 U/ml) und 5 pl dH,0. Das
verwendete Temperaturprofil der PCR wird wie in 2.2.6.1 beschrieben ermittelt.

2.2.6.1.2 Reverse Transkription (RT)

Die Reverse Transkription (RT) beschreibt einen Amplifikationsprozess bei dem als
Enzym eine RNA-abhangige DNA-Polymerase eingesetzt wird (Sambrook et al., 1989). Dabei
erfolgt die lineare Amplifikation eines komplementdaren DNA-Stranges (cDNA) anhand von
Gesamt-RNA oder mRNA als Template. Mit Hilfe dieser Reaktion ist es unter optimalen
Bedingungen moglich, die Kopienzahl eines Genes in entsprechende cDNA-Kopien

umzuschreiben.
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Als Ansatzpunkt fir die Reverse Transkriptase dienen entweder sequenzspezifische
3’-Primer (antisense) oder Oligo d(T)-Primer. Beim Verwenden von Oligo d(T)-Primern,
binden diese komplementdr an den polyadenylierten Bereichen der mRNA, wodurch bei
guter RNA-Qualitat die vollstandige Reverse Transkription der mRNA maoglich ist.

StandardmaRig wird fur die RT das , QuantiTect Rev. Transcription Kit“ (Qiagen)
genutzt. Als Ausgangsmaterial wird dabei 1 pug Gesamt-RNA eingesetzt. Die Durchfiihrung
der Reversen Transkription erfolgt nach Angaben des Herstellers. Weiterhin wurden die
RT-Kits ,,Sensiscript RT-Kit” (Qiagen), der ,,SuperScript Il Reverse Transcriptase” (Invitrogen)
und , Thermoscript” (Invitrogen) verwendet. Die Nutzung der Kits erfolgt nach Anweisungen
der Hersteller.

2.2.6.1.3 Quantitative PCR (qPCR)

Die Quantifizierung transkriptioneller Unterschiede nach Inhibitorbehandlungen oder
RNAi-Experimenten mit adulten Schistosomen erfolgte durch quantitative PCRs (qPCR) im
Anschluss an die cDNA-Synthese. Die Detektion neu synthetisierter DNA-Doppelstrange
basiert dabei auf dem Einbau des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR®Green (PerfeCTa® SYBR®
Green Super Mix, Quanta). Dabei nimmt die Intensitat des Fluoreszenzsignals proportional
mit jedem Zyklus zu und wird am Ende jedes Zyklus gemessen. Zur Uberpriifung der
Spezifitat des Amplifikationsproduktes erfolgt eine Schmelzkurvenanalyse im Anschluss an
jede gPCR. Durch die kontinuierliche Temperaturerhéhung kommt es zum Aufschmelzen des
DNA-Doppelstranges und dadurch zur Freisetzung von SYBR®Green, welche in der Abnahme
der Fluoreszenzintensitat resultiert. Anhand dieser Schmelzkurvenanalyse kdnnen die
Fluoreszenzintensitaten des spezifischen PCR-Produkts und unspezifischen Primerdimeren
unterschieden werden. Dabei besitzt das spezifische PCR-Produkt aufgrund seiner GréRe
einen hoéheren Schmelzpunkt als die unspezifischen Primerdimere. In jedem gPCR-Versuch
wurde eine Standardkurve (Verdinnungsreihe des eluierten PCR-Produktes als Template)
mitgefihrt. Mittels dieser Standardkurve wird fiir jedes verwendete Primerpaar mit Hilfe der
Steigung die Effizienz E der Amplifikation sowie der Threshold der Reaktion ermittelt. Bei
dem Threshold handelt es sich um einen Schwellenwert der Fluoreszenzintensitat, innerhalb
der exponentiellen Amplifikation, der fixiert wird. Durch den Threshold ist die Bestimmung
des Ci-Wertes fiir jede Probe der gPCR moglich. Mit dem Ci-Wert wird der Zyklus der
Reaktion beschrieben, an dem das Fluoreszenzsignal der entsprechenden Probe den
fixierten Threshold Gberschreitet (Dorak, 2008).

Fir diese Arbeit wurden unterschiedliche Quantifizierungen (absolut und relativ) fir
die verschiedenen Experimente gewahlt. Die Analyse von Transkriptionsunterschieden nach
vorangegangener Behandlung mit Inhibitoren erfolgte durch eine absolute Quantifizierung
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der Transkripte ausgewahlter Gene. Die absolute Quantifizierung erfolgte in diesen
Experimenten anhand der verwendeten Standardkurven. Als Template wurden dabei
Geleluatverdiinnungen des PCR-Produktes (jeweils um den Faktor 10 verdiinnt) eingesetzt.
Fir jede Standardkurve wird eine Regressionsgerade fiir die Reaktion berechnet
(s. nachfolgende Formel) und in einem ,xy-Plot” dargestellt.

y=mx+b
y = C;; m = Steigung der Geraden; x = log1o Menge an Template; b = y-Achsenabstand

Aus dieser Gleichung kann der Logarithmus der Menge an Template berechnet
werden, wobei der dafiir erhaltene Wert der Anzahl an Kopien pro Transkript entspricht.

x = (y-b)/m

Die Kopienzahl wird fir alle verwendeten Proben berechnet und entlogarithmiert.
AnschlieBend wurde fiir den Vergleich mit den Microarray-Daten das Verhdltnis aus
Behandlung und Kontrolle als Logarithmus zur Basis 2 berechnet (s. nachfolgende Formel)
und grafisch dargestellt (Yun et al., 2006).

log,Ratio (Behandlung/Kontrolle)

Als weitere Methode der Verifizierung von transkriptionellen Unterschieden wurde
eine relative Quantifizierung fir die RNAi-Experimente verwendet. Dabei wurde als
endogene Kontrolle der Ci-Wert des Gens SmActin (Smp_161930) fir die verwendeten
Proben bestimmt. Als Calibrator dienten Wiirmer, die ohne Zugabe von dsRNAs oder siRNAs
elektroporiert wurden. Die Berechnung erfolgt anhand der AACi-Methode.

AC; = C; untersuchtes Gen - C; endogene Kontrolle
AAC; = AC; RNAi-Probe - AC; Calibrator

n-fache Expression = 2" ="

In einem Standardansatz der in dieser Arbeit durchgefiihrten gPCRs werden 10 ul
PerfeCTa® SYBR® Green Super Mix (Quanta), 1 pl dH,0 und jeweils 2 pl 5’- und 3’-Primer (in
optimierter Konzentration) eingesetzt. Als Template dienen 1:20-Verdiinnungen der
entsprechenden cDNA. Die Reaktion erfolgt nach einem initialen Denaturierungsschritt flr
3 min bei 95°C in 45 Zyklen bestehend aus 10 Sekunden 95°C, 15 Sekunden 60°C und
20 Sekunden 72°C. Die Schmelzpunktanalyse erfolgt ab 60°C bis 95°C.
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2.2.6.1.4 In vitro-Mutagenese von Plasmid-DNA

Bei einer in vitro-Mutagenese erfolgt eine gezielte Mutation eines oder mehrerer
nebeneinander liegender Nukleotide, wodurch ein Austausch einer oder mehreren
Aminosduren erfolgen kann. Die in vitro-Mutagenesen dieser Arbeit wurden mittels PCR
durchgefliihrt, wobei in jedem Zyklus der PCR die gewiinschten Mutationen des DNA-
Doppelstrangs amplifiziert werden und damit eine hohe DNA-Menge mit den
entsprechenden Mutationen generiert wird (Weiner et al., 1994). Bei dieser PCR werden
eine aus Pyrococcus furiosus isolierte proofreading Polymerase sowie speziell designte
Primer (vgl. Absatz 2.1.7) eingesetzt. Diese Primer enthalten nach Moglichkeit in der Mitte
ihrer Sequenz die entsprechende Mutation sowie die Sequenz des Wildtyp-Plasmids,
wodurch die Bindung der Primer an die Ausgangs-DNA gewahrleistet ist. Die Anzahl der
Fehlpaarungen zwischen den Primern und der DNA sollte nicht zu grof} sein, damit die
Primer wahrend der PCR an die Wildtyp-DNA binden (annealing) kénnen. Des Weiteren ist
flir Konzeptionierung der Primer eine Grofle von 25 bis 41 Basen sowie ein GC-Gehalt von
mindestens 40% optimal. Nach Angaben des QuickChange® Mutagenesis Kits (Stratagene)
sollten der Tm der Primer bei > 78°C liegen und wird wie folgt berechnet:

Tm = 81,5 + 0,41(%GC) - 675/N - %Fehlpaarungen

Dabei entspricht N der Anzahl an Basen des Primers, %GC dem prozentualen Anteil
des GC-Gehalts der Primersequenz sowie %Fehlpaarungen den prozentualen Angaben der
Fehlpaarungen (QuickChange® Mutagenesis Kits, Stratagene).

Die PCR wird durch einen initialen Denaturierungsschritt von 30 Sekunden bei 95°C
gestartet. Es folgen 18 Zyklen bestehend aus 30 Sekunden 95°C, 1 min 55°C und x min 68°C,
wobei x abhangig von der GroRe der eingesetzten Plasmid-DNA (1 min pro kb) ist. Im
Anschluss erfolgt ein 20-mindtiger Schritt bei 20°C. Ein Standardansatz fir eine in vitro-
Mutagenese betragt 50 pl.

5ul 10x Reaktionspuffer (Pfu-Polymerase)
5ul 5’-Primer (5 uM)

5ul 3’-Primer (5 uM)

5l 2 mM dNTP’s

1l Pfu DNA Polymerase (3 U/ul)
25ng Template-DNA

x ul dH,0

Im Anschluss an die PCR wird die Wildtyp-DNA durch einen Dpnl-Verdau abgebaut
(McClelland & Nelson, 1992). Dabei nutzt man eine spezielle Eigenschaft der Restriktions-
endonuclease. Dieses Enzym erkennt spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA,
welche aus dam® Bakterienstimmen isoliert wird, d.h. die Wildtyp-DNA der PCR ist
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(hemi)methyliert und wird durch den Dpnl-Verdau restringiert, im Gegensatz zur
neuamplifizierten DNA mit den gewlinschten Mutationen. Daflir wird 1 pl Dpnl (20 U/ul)
direkt zu den PCR-Ansdtzen gegeben und das Gemisch fir 1h bei 37°C inkubiert. Im
Anschluss an den Dpnl-Verdau kann der PCR-Ansatz direkt flir eine Transformation in
Bakterien genutzt werden (vgl. Kapitel 2.2.3.4).

2.2.6.2 Restriktionsanalysen von DNA-Sequenzen

In der Molekularbiologie haufig genutzte Werkzeuge sind Restriktionsendonukleasen
des Typs Il. Dabei handelt es sich um Enzyme, die doppelstrangige DNA-Bereiche aufspalten
(Sambrook et al., 1989).

Flr einen Restriktionsansatz von 20 ul werden der enzymspezifische Reaktionspuffer
(Endkonzentration 1x) sowie maximal 20-40 Units eines Restriktionsenzyms eingesetzt. Als
Ausgangsmenge an DNA verwendet man 1-5 pg Plasmid-DNA. Der Ansatz wird anschlieSend
ad 20 pl mit dH,0 aufgefillt und bei einer fir das Enzym optimalen Temperatur 2-3h
inkubiert. Bei einem Restriktionsansatz mit mehreren Enzymen, die fiir eine optimale
Reaktion unterschiedliche Puffer- oder Temperaturbedingungen bendtigen, erfolgen die
Restriktionen zundchst mit einem Enzym. Im Anschluss wird die DNA mit Phenol-Chloroform
aufgereinigt, gefdllt und nach dem Resuspendieren mit dem nachsten Enzym restringiert.
Um den Erfolg des Restriktionsverdaus zu Uberprifen, kann ein Aliquot der Reaktion auf
einem Agarosegel Gberprift werden (vgl. Abschnitt 2.2.5.6).

2.2.6.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Unter einer Ligation versteht man die enzymatisch bedingte Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen einem 5’-Phosphatrest und einer 3’-OH-Gruppe (Knippers,
2001). Das dabei verwendete Enzym ist die sogenannte Ligase (Sambrook et al., 1989). Fir
eine optimale Ligation wird ein 3:1 Verhadltnis an Insert:Vektor eingesetzt. Mit Hilfe einer
vereinfachten Formel lasst sich die Menge an Insert bei Verwendung von 50-100 ng Vektor
ausrechnen (Qiagen, 2001):

Insert-DNA [ng] = (50 ng x InsertgroRe [bp] x molaren Uberschuss)/VektorgréRRe [bp]

Ein standardmaRig verwendeter Ligationsansatz umfasst 20 ul Gesamtvolumen. Als
Ligase diente die T4 DNA-Ligase (Fermentas). Von diesem Enzym werden 1 Unit sowie 2 pl
des 10x Reaktionspuffers verwendet. Nach Zugabe der entsprechend berechneten Mengen
an Insert- und Vektor-DNA wird das Volumen mit dH,0 ad 20 pl aufgefillt. Die enzymatische
Reaktion erfolgt fiir mindestens 30 Minuten bis (N bei 16°C.
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2.2.6.3.1 Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgt unter Verwendung des "Qiagen PCR
Cloning Kits" (Qiagen, 2001). Bei dem im Kit enthaltenen Vektor handelt es sich um pDrive.
Dieser besitzt 3'- und 5'- U-Uberhinge und bietet sich fiir die Ligation von PCR-Produkten an,
welche A-Uberhinge besitzen. Das verwendete Gesamtvolumen des Ansatzes betrigt 10 pl.
Die Durchfiihrung der Reaktion erfolgt nach dem Herstellerprotokoll.

2.2.7 Quantifizierung der DNA-Synthese

Anhand der Quantifizierung der DNA-Syntheserate innerhalb eines definierten
Zeitraumes lasst sich eine Aussage Uber die mitotische Aktivitdit machen. Grundlage fir diese
Methode ist in der vorliegenden Arbeit der Einbau des markierten Nukleotids BrdU (5-
Bromo-2’-desoxyuridin) in neu synthetisierte DNA adulter Schistosomen in vitro, welches
durch Verwendung eines anti-BrdU Antikorpers (Sigma) nachweisbar und durch den
Vergleich der verwendeten Menge an Gesamt-DNA nach erfolgter DAPI-Farbung
quantifizierbar ist (Knobloch et al., 2002b).

FUr Experimente zur Quantifizierung der DNA-Syntheserate nach erfolgter Inhibitor-
behandlung wurden adulte Schistosomen in vitro in M199-Medium fir 48 h kultiviert, dem
1 mM BrdU zugesetzt war (vgl. Kapitel 2.2.2). Nach dieser Inkubationsdauer wurden die
Schistosomen gesammelt, entpaart und die DNA der Mannchen und Weibchen separat
isoliert (s. Absatz 2.2.5.1). Von jeder isolierten DNA werden mindestens 800 ng durch Slot-
blotting (vgl. Kapitel 2.2.8) auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Anschliefend
erfolgt die Vorbereitung fiir die DAPI-Farbung. Daflir wird die Membran zunachst fiir 5 min
bei Raumtemperatur in Losung | gewaschen. Die Inkubation der Membran mit DAPI (4’, 6-
diamidino-2-phenylindol) erfolgt fiir 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln in
Losung Il (+ DAPI, Endkonzentration 10 pg/ml). Aufgrund der Lichtsensitivitdt von DAPI wird
fir diesen Schritt eine lichtundurchldssige Box genutzt. Es folgen ein 5-mindtiger
Waschschritt mit dH,O0 und das Entfarben des Hintergrunds fiir 1-16h mit Losung |, beide
Schritte erfolgen ebenfalls lichtgeschiitzt. Das verwendete DAPI bindet selektiv an die DNA,
wodurch die relative Menge membrangebundener DNA unter Fluoreszenz-Anregung durch
UV-Licht detektiert werden kann. Nach erfolgreicher Detektion des DAPI-Signals, wobei sich
die Intensitat des Signals nicht in der Sattigung befinden darf, wird die Membran fiir 45 min
mit 1x Roti-Block (Carl Roth) blockiert. Im Anschluss erfolgt die Inkubation der Membran mit
dem monoklonalen ,Mouse anti-BrdU Antikorper” (Sigma, 1:1.000 in % Roti-Block verdiinnt)
bei 4°C GUN. Am folgenden Tag wird nicht gebundener Erst-Antikorper von der Membran
gewaschen fiir 3x 10 min mit 1x PBS (+ 0,05% Tween 20). Es schlieRt sich die Inkubation mit
einem , Sheep anti-Mouse Antikérper” (Amersham, 1:12.000 in % Roti-Block verdiinnt; HRP
gekoppelt) fir 2-3h unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur an. Nach dieser
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Inkubation wird die Membran erneut 3x fiir je 10 min mit 1x PBS (+ 0,05% Tween 20)
gewaschen. Es folgt die Substratumsetzung mit Hilfe eines Chemilumineszenz-Reagenz
(Pierce, ,ECL Western-Blotting Substrat“), welches als Substrat fur die an den Zweit-
Antikorper gekoppelte Peroxidase dient. Bei der Substratumsetzung durch die Peroxidase
kommt es in diesem Bereich zur Chemilumineszenz, die nach Entfernen des Substrats durch
eine Autoradiographie auf einem Rontgenfilm detektiert werden kann. Um verschiedene
Signalintensitaten zu detektieren, werden zu unterschiedlichen Expositionszeiten

Autoradiographien erstellt.

Die Signalintensitaten der DAPI-Farbung und des Immunoblots werden mit Hilfe des
Computerprogramms Image J verrechnet und das Verhdltnis beider Signale zu einander
gebildet (BrdU/DAPI).

2.2.8 Transfer von DNA auf eine Nitrocellulosemembran mittels Slot-Blot

Fir den Slot-Blot-Transfer von DNA auf eine Nitrocellulosemembran wird die SRC
072/0 Minifold Il (Schleicher & Schuell, Dassel)-Maschine verwendet. Der Aufbau des Blots
erfolgt nach Angaben des Herstellers. Die verwendete Nitrocellulosemembran wie auch die
drei verwendeten Whatmanfilter werden vor dem Blotten mit 10x SSC angefeuchtet. Die zu
transferierende DNA wird in mindestens 50 pl dH,0 aufgenommen, in die Slots pipettiert
und unter Vakuum auf die Membran transferiert. Um den Transfer zu optimieren, werden
die Slots mit 50-100 pl dH,0 nachgespult. Im Anschluss wird die Membran luftgetrocknet
und die DNA durch cross linking (Stratalinker 2400, Stratagene) an die Membran gebunden.

2.2.9 RNA Interferenz in adulten Schistosomen

Bei der RNA Interferenz (RNAi) wird die Transkriptmenge eines Gens durch den
Einsatz von double-stranded (ds) RNAs oder small interfering (si) RNAs posttranskriptionell
verringert (Fire, 2007). Die in dieser Arbeit verwendeten dsRNAs wurden mit Hilfe des
»MEGAscript®RNAIi-Kits“ (Ambion) hergestellt. Die Synthese der dsRNAs erfolgt dabei nach
Anleitung des Herstellers. Neben dsRNAs wurden fiir diese Arbeit auch siRNAs verwendet,
die von der Firma Riboxx synthetisiert wurden (vgl. Abschnitt 2.1.9).

Fiir die RNAi-Versuche werden 8-10 adulten Schistosomenpaare mit Hilfe des Gene
Pulser XCell™ (Biorad) elektroporiert. Dabei werden die Wiirmer in eine 4 mm Kivette
(Biorad) in 100 pl modifiziertem Elektroporationspuffer Gberfiihrt, der 25 ug dsRNA oder
2,5 ug siRNA enthalt. Die Elektroporation erfolgt durch Anlegen eines 125 V Einzelimpulses
fir 20 ms bei Raumtemperatur (Ndegwa et al.,, 2007; Krautz-Peterson et al., 2010). Im
Anschluss werden die Wirmer in M199-Kulturmedium Gberfiihrt und 5 Tage in vitro
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kultiviert (s. Kapitel 2.2.2), wobei an Tag 3 das Kulturmedium gewechselt wird. An Tag 5
werden die elektroporierten Wiirmer aufgeteilt und fiir morphologische Untersuchungen in
AFA (vgl. Abschnitt 2.2.10) fixiert bzw. fur transkriptionelle Analysen mit RNAlater (Ambion)
versetzt und anschliefend eingefroren (-80°C).

2.2.10 Morphologische Untersuchungen mittels whole mount Farbungen

2.2.10.1 Fixierung und Carminrot-Féirbung adulter Schistosomen

Die Fixierung adulter Schistosomen erfolgt durch Verwendung von AFA-Fixativ. Die
Wiirmer werden in ca. 500 pl Fixativ Uberfihrt und fir mindestens 24 h bei Raumtemperatur

inkubiert.

Die in AFA fixierten Wirmer werden in eine 96-Well-Platte Gberfiihrt und fiir 30 min
bei Raumtemperatur in Carminrot-Lésung (Machado-Silva et al., 1998; Neves et al., 2005;
Beckmann et al., 2010b) unter leichtem Schiitteln inkubiert. Anschliefend erfolgt eine 2-5-
min(tige Entfarbung der Wiirmer durch Verwendung von saurem 70% igem Ethanol (+ 2,5%
konz. HCI), dabei sollte die Farbung nicht zu stark ausgewaschen werden. AbschlieRend
erfolgt die Dehydrierung der Schistosomen in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90%,
100% Ethanol), sowie deren Einbettung in Kanadabalsam (Sigma).

2.2.10.2 Morphologische Untersuchung mittels konfokaler Laserscanmikroskopie

Die Carminrot-gefarbten Schistosomen werden am konfokalen Laserscanning
Mikroskop (KLSM, Leica TSC SP2) auf morphologische Veranderungen untersucht. Dabei wird
im Reflektionsmodus mit einer 48% He/Ne-Laseranregung bei 488 nm gearbeitet. Die
Detektion erfolgt durch einen 470 nm long pass Filter.

2.2.11 In situ-Hybridisierung adulter Schistosomen

2.2.11.1 Fixierung, Einbettung und Herstellung von Paraffin-Gewebeschnitten

Adulte Schistosomen werden in Bouin-Fixativ fir 90 min bei Raumtemperatur fixiert.
Nach der Fixierung erfolgt die Dehydrierung durch Inkubation von jeweils 45 min bei
Raumtemperatur in einer aufsteigenden Alkoholreihe, 30% Ethanol (EtOH), 50% EtOH, 70%
EtOH und 90% EtOH. Es folgt ein Inkubationsschritt GN bei Raumtemperatur in 96% EtOH,
versetzt mit 2 Tropfen Chromotrop 2R, wodurch sich die Schistosomen rot anfarben. Am
folgenden Tag werden die Wirmer fiir 45 min in Methylbenzoat inkubiert und anschlieBend
2x 5 min mit Benzol gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt werden die Wirmer fir

1-2h bei 60°C in Paraplast (Histowax) vorinkubiert und final in filtriertem Paraplast bei 60°C
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UN inkubiert. Im Anschluss werden die Blockchen bei Raumtemperatur abgekihlt und im
trockenen Zustand bei 4°C gelagert. Fir die in situ-Hybridisierungen werden 5 um dicke
Gewebeschnitte mit Hilfe eines Mikrotoms (Jung Histoslide 2000 R, Leica) hergestellt (Koster
et al., 1988). Diese Gewebeschnitte werden auf silikonisierte Objekttrager transferiert, am
Mikroskop begutachtet und bei 60°C GN gebacken.

2.2.11.2 Herstellung von Sonden fiir die in situ-Hybridisierung

Die Lokalisierung der mRNA eines Gens erfolgt bei einer in situ-Hybridisierung tber
spezifische RNA-Sonden. Die verwendeten RNA-Sonden wurden fir die durchgefiihrten

Experimente mit Digoxygenin-markiert.

Far die in situ-Hybridisierungen wird ein etwa 400-600 bp grofer, nicht konservierter
Bereich eines Gens amplifiziert und kloniert (s. Kapitel 2.2.6.3.1). Die Amplifikation des
Sonden-Templates erfolgt mit 1 pg - 1ng der entsprechenden Plasmid-DNA (pDrive, Qiagen)
unter Verwendung Insert-flankierender T7- und Sp6-Primer. Von diesem PCR-Ansatz wird
1/10 zur Uberpriifung der PCR elektrophoretisch aufgetrennt.

Es folgt die in vitro Transkription mit Hilfe der DNA-abhangigen RNA-Polymerasen
Sp6 und T7. Die Reaktion erfolgt dabei in einem Gesamtvolumen von 20 pl bei 37°C fir 2h.

1pug PCR-Produkt

2l 10x Transkriptionspuffer (Roche)

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

2l SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase (20 U/pl)
0,5 ul  RNase-Inhibitor RNasin (40 U/pul)

xul  DEPC-dH,0

Ein DNase-Verdau mit 1 Unit DNasel (Fermentas) schliet sich fiir 20 min bei
Raumtemperatur an. Zum Abstoppen der Reaktion werden 2 ul EDTA (Fermentas)
hinzugegeben und die Sonden mit 1/10 Volumen 4 M Lithiumchlorid und 2,5 Volumen 96%
DEPC-EtOH bei -80°C fir mindestens 15-20 min gefallt. Nach einem Zentrifugationsschritt
werden die RNA-Sonden mit 70% DEPC-EtOH gewaschen, erneut zentrifugiert und
luftgetrocknet. Die erhaltenen Sondenpellets werden in 20 pl DEPC-dH,0 resuspendiert.

2.2.11.3 Transkriptblot und Detektion von Digoxygenin-markiertem UTP

Fir die Uberpriifung des Einbaus an DIG-markierten UTP in die Transkriptsonden wird
von diesen Sonden ein 1 ul Aliquot auf ein Formaldehydgel (vgl. Absatz 2.2.5.6) aufgetragen
und gelelektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wird das Gel kurz in dH,O und fir

59



Material und Methoden

15 min in 10x SSC gewaschen. Nach diesen Waschschritten erfolgt der Transfer der RNA-
Sonden auf eine Nitrozellulose-Membran durch Verwendung eines Saugblots GN (Abb. 2-1).

20 x SSC

Abbildung 2-1: Schematischer Aufbau eines Saugblots

Der Transfer der RNA-Sonden mit eingebautem Digoxygenin-UTP erfolgt mit Hilfe des dargestellten Saugblots.
Dabei werden die Sonden auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Es wird ein Whatman-Filterpapier
(orange) auf eine Glasplatte gelegt, in 20x SSC getrankt und das Formaldehydgel (grau) auf den feuchten Filter
gelegt. Auf das Gel wird die Membran (gelb) luftblasenfrei gelegt und anschlieBend mehrere Lagen Whatman-
Filter darauf positioniert. Fiir groBe Saugkraft wird ein Saugpapierstapel auf die Filter gelegt und mit einem

Gewicht beschwert.

Fur die Detektion des eingebauten DIG-UTPs wird die Membran zunachst getrocknet
und die RNA durch cross linking an die Membran gebunden. Der Blot wird fiir 30 min mit
2% Blockierungslosung (Roche, geldst in Maleinsaurepuffer) blockiert und anschlieBend mit
einem ,anti-Digoxygenin-Antikdrper” (Roche, 1:2.500 verdiinnt in 2% Blockierungslosung,
gelost in Maleinsaurepuffer) fir 30 min inkubiert. Nach dieser Inkubation erfolgen zwei
15-minitige Waschschritte mit Maleinsdure + 0,3% Tween 20, zum Entfernen unspezifisch
gebundener Antikdrper. Vor der Substratumsetzung erfolgt die Aquilibrierung des Blots fiir
5 min mit Substratpuffer. Fir die Substratumsetzung durch die Antikorper gekoppelte
Alkalische Phosphatase werden 10 mg Naphthol-AS-Phosphat (Serva, gelost in 200 pul DMSO)
sowie 50 mg Fast Red TR (Sigma, gelost in 50 ml Substratpuffer) dem Blot hinzugegeben.
Durch Bindung des Antikorpers an eingebaute Digoxygenin-markierte UTPs kommt es in
diesen Bereichen zu einer Rotfarbung des Blots. Dabei reagiert die an dem Antikorper
gekoppelte Alkalische Phosphatase mit dem Naphthol-AS-Phosphat und dem Fast Red. Die
Reaktion wird durch Zugabe von dH,0 beendet.
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2.2.11.4 Vorbereitung und Hybridisierung der Gewebeschnitte

Zum Entparaffinieren werden die Gewebeschnitte fir 2x 5 min in Xylol inkubiert.
Durch eine absteigende Alkoholreihe erfolgt die Rehydrierung der Praparate. Dafiir werden
die Schnitte 2x 5 min in absolutem EtOH und jeweils 5 min in 96% EtOH bzw. 70% EtOH
inkubiert. Es folgt ein Waschschritt fiir 5 min in DEPC-dH,0 und die Denaturierung basischer
Proteine durch Inkubation fir 20 min in 0,2 N HCI. Fir die anschlieBende Proteinase K-
Behandlung wird das Gewebe fir 5 min in 37°C warmen Proteinase K-Puffer dquilibriert. Die
Proteinase K-Behandlung erfolgt ebenfalls bei 37°C fir 20 min in einer Konzentration von
1 pg/ml. Zum Abstoppen der Reaktion werden die Gewebeschnitte fiir 5 min in 0,2% ige
Glycin-Losung gegeben. Zum Reduzieren des Hintergrunds werden die Objekttrager fir 15
Sekunden mit 20% Essigsdaure bei 4°C behandelt. Es folgen eine Inkubation in 1x PBS fir
5 min, die Prahybridisierung fir 15 min in 20% Glycerol und ein kurzer Waschschritt mit
2x SSC. Die Denaturierung der Gewebeschnitte sowie der Sonden erfolgt durch Erhitzen fir
10-12 min auf 70°C und unmittelbares Abkihlen.

Das Sondengemisch enthielt pro 200 ul Ansatz fiir einen Objekttrager:

1:100  Sonde

1:50 t-RNA (33 mg/ml)

1:100 Heringssperma (10 mg/ml)
1:100 DEPC-dH,0

Der Hybridisierungspuffer enthielt fiir einen 5 ml Ansatz:

2,5ml  deionisiertes Formamid
1,25 ml 20x SSC

5ul Tween 20

50 pl 100x Denhardts

1ml DEPC-dH,0

Die Hybridisierung der Sonden auf die Gewebeschnitte erfolgt bei 42°C in einer
feuchten Kammer GN. Pro Objekttrager wurden 200 ul Sondengemisch (gemischt mit dem
Hybridisierungspuffer) hinzugegeben.

2.2.11.5 Waschen der Gewebeschnitte und Detektion der Transkripte

Um nach der Hybridisierung nicht gebundene Sonden zu entfernen, werden die
Gewebeschnitte fur je 15 min mit 2x SSC + 0,1% Tween 20 (bei 42°C), 1x SSC und 0,5x SSC bei
Raumtemperatur gewaschen. Die Schnitte werden flir 5 min mit Maleinsaurepuffer fiir die

anschlieffende Blockierung aquilibriert und dann fir 30 min mit 4% Blockierungslosung
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(Roche, gelost in Maleinsdurepuffer) in der feuchten Kammer inkubiert. Es folgt die
Inkubation mit 200 pl ,anti-Digoxygenin-Antikérper, 1:500 verdinnt (Roche, in
2% Blockierungslosung, geldst in Maleinsaurepuffer). Daflir werden die Schnitte fiir 2-3h bei
Raumtemperatur oder UN bei 4°C inkubiert. Nicht gebundener Antikorper wird durch
zweimaliges Waschen mit Maleinsdurepuffer entfernt (jeweils 20 min) und das Gewebe fiir
die Substratumsetzung fir 5 min mit Substratpuffer dquilibriert. Die Substratumsetzung
erfolgt wie in Kapitel 2.2.11.3 bereits beschrieben. Fir eine dauerhafte Aufbewahrung
werden die Praparate mit AquaTex eingedeckelt.

Die mikroskopische Untersuchung erfolgt an dem Mikroskop CX-21 (Olympus) mit der
SC30 Kamera (Olympus) und durch Verwendung der cellSens Dimension Software (Olympus)
werden die Praparate digitalisiert.

2.2.12 Yeast Two/Three-Hybrid Experimente

Eine Moglichkeit zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in vivo stellen
Yeast Two-Hybrid (Y2H)-Systeme dar (Fields & Sternglanz, 1994). Das in dieser Arbeit
verwendete System basiert auf dem Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System (Clontech, 2002).
In diesem Fall stehen die Reportergene lacZ, HIS3 und ADE2 unter der Kontrolle von
GAL4-abhangigen Elementen, dabei handelt es sich um einen Minimalpromotor bestehend
aus TATA-Box und upstream activating sequences (UAS). Die UAS dienen hier als Bindestelle
des GAL4-Transkriptionsfaktors (TF). Dieser besteht aus 2 Doméanen, der DNA-Bindedomane
(GAL4 DNA-BD) und der Transkriptions-Aktivierungsdomédne (GAL4 AD). Fur die
Untersuchung von Protein-Interaktionen werden die beiden Untereinheiten getrennt und als
Fusionsproteine mit den zu untersuchenden Proteinen exprimiert (vgl. Abb. 2-2, Protein X
und Y). Kommt es dabei zur Interaktion der Fusionsproteine und damit zur Annaherung der
beiden TF-Untereinheiten, wird der TF rekonstruiert und die Transkription der Reportergene
initiiert. In diesem Fall kann eine Wachstumsselektion auf die Reportergene HIS3 (Histidin)
und ADE2 (Adenin) durchgefiihnrt werden. Fir einen Y2H-Ansatz werden auxotrophe
Hefestdmme verwendet (z. B. AH109 oder Y187), die diese Aminosauren nicht ohne den
komplettierten GAL4-TF synthetisieren konnen. Durch Expression beider Aminosduren ist
eine Wachstumsselektion dieser Hefezellen mdglich. Dabei wachsen ausschlieBlich die
Hefen, in denen der GAL4-TF durch eine Protein-Protein-Interaktion rekonstruiert wird.
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Abbildung 2-2: Prinzip des GAL4-basierten Yeast Two-Hybrid Systems
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Der GAL4-Transkriptionsfaktor (TF) besteht aus der DNA-Bindedomédne (GAL4 DNA-BD) und der Transkriptions-
Aktivierungsdomane (GAL4 AD). Beide Untereinheiten werden als Fusionsproteine mit zwei weiteren Proteinen
(X und Y) exprimiert. Bei einer Interaktion zwischen den Proteinen X und Y werden die GAL4 AD und GAL4 DNA-
BD in physikalische Nahe gebracht, wodurch der GAL4-TF funktionsfahig ist. Es kommt zur Bindung des TFs an
den GAL Promotor und der Initiation der Transkription verschiedener Reportergene. (modifiziert nach

Clontech; www.clontech.com)

Als Vektor mit der kodierenden Sequenz fir die GAL4 DNA-BD (540 bp) wurde
pBridge (Clontech) verwendet. Dieser hat eine GroRe von 6,5 kb und besitzt 2 multiple
cloning sites (MCS), wodurch sich der Vektor fir einen Yeast Three-Hybrid (Y3H) Ansatz
eignet (s. pBridge Datenblatt, Clontech). Als Vektoren, welche die kodierende Sequenz der
GAL4 AD (338 bp) beinhalten, wurden pGADT7-Rec (Clontech; 8059 bp groR) oder pACT2
(Clontech; 8,1 kb groB) genutzt. Diese Vektoren wurden fir die unterschiedlichen
Klonierungen verwendet (s. Abschnitt 2.1.8).

Die verwendeten Vektoren besitzen weitere Wachstumsselektionsmarker, pBridge
beinhaltet die Sequenz des TRP1 Gens, welches die Aminosaure Tryptophan (Trp) kodiert.
Die GAL4 AD Vektoren pGADT7-Rec und pACT2 hingegen beinhalten die kodierende Sequenz
des Gens LEU2, welches fiir die Expression von Leucin notwendig ist. Anhand dieser beiden
Gene erfolgt nach einer Co-Transformation (vgl. 2.2.4.5) die erste Wachstumsselektion.
AnschlieBend wird durch Verwendung von dreifach-Selektionsmedium (SD-Leu/-Trp/-His)
der Selektionsdruck auf die Wachstumsselektions-positiven Hefeklone erhoht.
Gegebenenfalls kann der Selektionsdruck weiter verstarkt werden durch Verwendung von
vierfach-Selektionsmedium (SD-Leu/-Trp/-His/-Ade). Diese Wachstumsselektion ist jedoch
nur bei Verwendung der Hefezellen des Stammes AH109 moglich.

2.2.12.1 B-Galaktosidase Kolonie-Filterassay

Bei einem pB-Galaktosidase (B-Gal) Kolonie-Filterassay werden Protein-Protein-
Interaktionen mittels Umsetzung des Substrats X-Gal identifiziert (Breeden & Nasmyth,
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1985). Die Spaltung des X-Gals erfolgt durch die B-Gal, die nur in Hefezellen exprimiert wird,
in denen die GAL4-Fusionsproteine miteinander interagieren und dadurch den
GAL4-Transkriptionsfaktor rekonstruieren sowie das lacZ-Reportergen exprimieren (vgl.
Abschnitt 2.2.12).

Mit Hilfe dieser Methode konnen viele Wachstumsselektions-positive Klone
untersucht werden. Die Hefekolonien werden auf Selektionsmedium (SD-Leu/-Trp/-His-
Platten) fiir 2-4 Tage angezogen. Die gewachsenen Klone werden auf einen Whatman-Filter
Ubertragen und durch einen ,freeze & thaw“-Zyklus permeabilisiert. Nach dem Auftauen der
Hefezellen auf dem Filter, wird dieser mit der Kolonieseite nach oben auf einen
Z-Puffer/X-Gal-getrankten Filter gelegt und fiir die enzymatische Reaktion der B-Gal bei 30°C
fir maximal 8h inkubiert. Durch Spaltung des X-Gals entsteht unter Sauerstoffzufuhr bei
B-Gal exprimierenden Hefen eine Blaufarbung, d.h. diese Hefezellen beinhalten miteinander

interagierende Proteine.

2.2.12.2 B-Galaktosidase Fliissigassay

Um eine Protein-Protein-Interaktion im Y2H-System zu quantifizieren, fihrt man zur
Uberpriifung weniger Hefeklone einen B-Galaktosidase (B-Gal) Fliissigassay durch (Clontech,
2002). Dafur wird beispielsweise ONPG (Sigma, o-Nitrophenyl-p-D-Galaktopyranosid) als
Substrat der B-Gal verwendet. Dieses wird durch das Enzym in o-Nitrophenol und
D-Galaktose gespalten und als gelbliche Farbung sichtbar.

Fir diesen Assay werden von einer 5 ml Flussigkultur (30°C, 200 rpm, UGN, in
SD-Medium) 2 ml in Vollmedium (1x YPD) lberfihrt und bis zu einer ODggo von 0,5-0,8 bei
30°C und 200 rpm inkubiert. Von dieser Kultur werden 3 Aliquots mit je 1,5 ml entnommen,
zentrifugiert und die erhaltenen Zellpellets mit je 1,5 ml Z-Puffer resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation werden die Zellpellets in jeweils 300 pl Z-Puffer aufgenommen. Von
jeder 300 ul Hefesuspension werden 100 pl-Aliquots entnommen und in neue
ReaktionsgefdRe Uberfihrt (Aufkonzentrierung der Suspension mit dem Faktor 5). Zum
Aufschluss der Zellen erfolgen 3 ,freeze & thaw“-Zyklen. Zusatzlich wird ein 100 ul Aliquot
Z-Puffer als blank-Probe entnommen. Zu den Proben werden 0,7 ml Z-Puffer +
B-Mercaptoethanol (270 pl B-Mercaptoethanol pro 100 ml Z-Puffer) hinzugegeben. Fir den
Start der enzymatischen Reaktion erfolgt die Zugabe von 160 pl ONPG-L6sung (4 mg/ml, in
Z-Puffer gel6st). Flr die Dauer der Umsetzung des ONPGs wird die exakte Zeit gemessen. Die
Reaktion erfolgt bei 30°C. Zum Abstoppen der Reaktion werden 0,4 ml 1 M Na,COs3 zu den
Proben gegeben, die Zellen fiir 10 min zentrifugiert und die Absorption des Uberstands bei
420 nm photometrisch bestimmt. Bei einer Wellenlange von 420 nm wird das Licht dabei
durch das gebildete o-Nitrophenol am starksten absorbiert.
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Die relativen Protein-Protein-Interaktionsstiarken konnen durch Berechnung der
B-Gal Units bestimmt werden (Miller, 1972; Miller, 1992). Dabei entspricht eine B-Gal Unit
der Enzymmenge, die 1 umol ONPG innerhalb einer Minute in einer Zelle hydrolysiert.

B-Gal Units = 1.000 x OD4,¢/(t x V x ODgqo)

t = Inkubationszeit in Minuten
V = eingesetztes Volumen von 0,1 ml mit Konzentrierungsfaktor von 5 (s. o.)
0OD4;0 = gemessene Absorption des o-Nitrophenols bei 420 nm
ODgoo = gemessene Absorption der UN-Fllssigkultur bei 600 nm

2.2.13 Germinal Vesicle Breakdown-Analysen

Die in dieser Arbeit vorgestellte Germinal Vesicle Breakdown-Analyse zur Uber-
prifung der spezifischen Inhibition von SmTBRI durch den Einsatz von TRIKI (s. Kapitel 3.1.1)
wurden in Kollaboration mit Dr. Colette Dissous (CIIL — Center for Infection and Immunity der
Universitat Lille, Frankreich), Dr. Katia Cailliau und Dr. Edith Browaeys (Laboratoire de
Régulation des Signaux de Division der Universitat Lille, Frankreich) durchgefiihrt.

Fur diese Versuche wurde der entsprechende Bereich von SmTPBRI (vgl. Abschnitt
3.1.1) in den pcDNA 3.1/V5-His B-Vektor (Invitrogen) kloniert und nach Frankreich versandt.
Dort erfolgt die Linearisierung der Plasmid-DNA sowie die in vitro Transkription mit dem ,T7
mMessage m Machine Kit“ (Ambion) zur Synthese von cRNA. Von dieser cRNA werden
jeweils 60 ng in die dquatoriale Region von stage VI Oocyten von Xenopus laevis injiziert
(Browaeys-Poly et. al, 2000). Die Oocyten befinden sich dabei im Ubergang zwischen der G2-
und M-Phase der ersten Meiose und kdnnen beispielsweise durch Stimulation mit dem
natlirlichen Induktor Progesteron ihre weitere Entwicklung durchlaufen. Dabei aktiviert
Progesteron eine MAPK-Signalkaskade, die ihrerseits den sogenannten Germinal Vesicle
Breakdown (GVBD) auslost, welcher durch die Entstehung eines weillen Punktes am
animalen Pol der Oocyten gekennzeichnet ist (s. Abb. 2-3; Haccard et al., 1995). Die
verwendeten Oocyten werden bei 19°C im ND96-Medium inkubiert und nach einer Dauer
von 18h kommt es zum GVBD. Als Positivkontrollen werden Oocyten verwendet, die mit
Progesteron behandelt werden, als Negativkontrollen dienen uninjizierte Oocyten.
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Abbildung 2-3: Verdnderung der Oocyten infolge des Germinal Vesicle Breakdowns (GVBD)

Oocyten des Krallenfroschs Xenopus laevis werden fiir einen GVBD genutzt. Dabei kommt es durch Stimulation
mit z.B. Progesteron zum GVBD. Dieser ist durch die Ausbildung eines weifen Punktes der Oocyten am
animalen Pol gekennzeichnet. Links: Oocyten von X. laevis; Rechts: Oocyten von X. laevis nach einem GVBD
(modifiziert nach Long et al., 2010)

Um die spezifische Wirkung des Inhibitors TRIKI auf SmTPBRI zu testen, wurde das
X. laevis Oocyten-System genutzt. Zundchst wurden in den Oocyten zwei verschiedene
Varianten des Molekiils exprimiert und diese Oocyten auf das Auslésen eines GVBDs
untersucht. Nach beobachteten GVBDs wurden erneut Oocyten mit den cRNAs injiziert und
diese Oocyten ebenfalls fir 18h in ND96-Medium inkubiert, wobei dem Medium
unterschiedliche Konzentrationen (3 nM, 30 nM, 300 nM) an TRIKI zugesetzt wurden. Nach
dieser Inkubation wurde der Anteil an Oocyten mit erfolgten GVBDs bestimmt.

2.2.14 Microarray Experimente

Fir die Microarray Experimente wurden Schistosomen-spezifische 44k Oligoarrays
(Agilent) verwendet, die bereits in der Vergangenheit fiir unterschiedliche Fragestellungen
erfolgreich genutzt wurden (Verjovski-Almeida et al., 2007; Oliveira et al.,, 2012). Im
Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte kurz erlautert (Abbildung 2-4).

N

Probenvor- k Normalisierung, Datenfilterung, Bioinformatische,
bereitung und Signifikanzanalyse und funktionelle
Hybridisierung hierarchische Anordnung Analysen
(vgl. 2.2.14.1) (vgl. 2.2.14.2) (vgl. 2.2.14.3)

Abbildung 2-4: FlieBRdiagramm der einzelnen Arbeitsschritte der Microarray-Analyse

Die Probenvorbereitung beinhaltet alle Ablaufe der in vitro Kultivierung, der RNA-
Isolierung bis zur Amplifikation markierter cRNA-Proben. Anschlieend erfolgt die
Hybridisierung der markierten cRNAs an die plattformgebundenen Oligonukleotide
(Oligosonden). Nach diesem Prozess werden die Fluoreszenzsignale der hybridisierten cRNA-
Proben gemessen, normalisiert und auf differentielle Transkription untersucht. Dabei
werden die Daten gefiltert und statistisch ausgewertet und anschlieBend mit dem Programm
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Spotfire hierarchisch angeordnet (Kaushal & Naeve, 2004). Um einen Uberblick differentiell
transkribierter Gene zu erhalten, werden funktionelle Analysen mit den bioinformatischen
Programmen Gene Ontology (GO; Ashburner et al., 2000) und Ingenuity Pathway Analysis
(IPA; Thomas & Bochev, 2010) durchgefiihrt.

2.2.14.1 Probenvorbereitungen und Hybridisierung

Adulte Schistosomen wurden 2 Tage in vitro kultiviert und in diesem Zeitraum mit
Herbimycin A, TRIKI, der Kombination beider Inhibitoren oder DMSO als Kontrolle behandelt
(vgl. Abschnitt 2.2.2.1). Dabei wurden taglich das Medium und die Inhibitoren gewechselt.
Nach 48 Stunden Inkubationszeit wurden die Schistosomen entpaart und die Weibchen
separat fur die RNA-Isolation eingefroren. Die nachfolgenden Experimente wurden in
Kollaboration mit Dr. Sergio Verjovski-Almeida und Dr. Katia C. Oliveira im Instituto de
Quimica, Universidade de S3ao Paulo in Brasilien durchgefiihrt.

Die aus behandelten Weibchen isolierte RNA wurde einem DNAse-Verdau (DNAse |,
RNeasy Mini-Kit, Qiagen) unterzogen, anschlieBend mittels ,RNeasy Mini-Kit“ (Qiagen)
aufgereinigt und ihre Qualitdt mit Hilfe des 2100 Bioanalyzer (Agilent) Uberprift. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Angaben der Hersteller. Es folgt die Markierung der isolierten
RNAs (300 ng) mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cyanin3 (Cy3) bzw. Cyanin5 (Cy5). Hierzu
wurde das , Quick Amp Labeling Kit, Two-Colors“ (Agilent) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Als Positivkontrollen flr die Markierung und spateren Hybridisierung werden
sogenannte Spike-RNAs aus dem ,,RNA Spike-In Kit, Two-Colors“ (Agilent) nach Anleitung des
Herstellers verwendet. Fiir den Markierungsprozess wird die RNA zundchst durch reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben und anschlieBend in vitro transkribiert, wobei der
Einbau der Fluoreszenzfarbstoffe stattfindet. Je Ansatz (Inhibitor- bzw. Kontrollbehandlung)
werden sowohl eine Cy3 wie auch Cy5 markierte cRNA hergestellt, welche die sogenannten
dye swap-Kontrollen darstellen, die als technische Replikate dienen. AnschlieBend wurden
die cRNAs mittels ,lllustra RNAspin Mini Kits“ (GE Healthcare) aufgereinigt. Die Qualitat der
markierten cRNAs wurde am NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer Gberprift.

Die Hybridisierung der Microarrays erfolgt mit je 825 ng cRNA einer inhibitor-
behandelten Wurmgruppe in Kombination mit einer Kontrollgruppe. Der Hybridisierungs-
prozess findet unter Verwendung des ,Microarray Hybridization Chamber Kits” (Agilent) bei
65°C flir 17h unter Rotation statt (Agilent, 2007). Je Ansatz wurden insgesamt sechs cRNAs,
aus drei unabhdngigen biologischen Experimenten mit jeweils einem technischen Replikat
(dye swap), verwendet. Nach der Hybridisierung werden die Microarrays gewaschen und die
Fluoreszenzsignale mit dem Gene Pix 4000B Scanner (Molecular Devices) gemessen (Agilent,
2007).
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2.2.14.2 Normalisierung, Datenfilterung, Signifikanzanalyse und hierarchische Anordnung

Die Datenextraktion erfolgt mit Hilfe der Feature Extraction Software (Agilent
Technologies). Dabei werden Standardeinstellungen des Scanners zum Messen der
Fluoreszenzintensitaten von 4x 44k Oligoarrays gewahlt (Agilent, 2007). Mittels dieser
Software werden die Dateien ,Processed Signal“ und , Is Pos(itiv) and Sig(nificant)” erstellt.
Erstere beinhaltet die mit Hilfe eines LOWESS-Algorithmus normalisierten Intensitatswerte
(Quackenbush, 2002). Die Datei ,Is Pos an Sig“ enthalt eine Signifikanzauswertung der
gemessenen Intensitatswerte in Relation zur Fluoreszenz des Hintergrunds. Hierbei erhalt
jede Oligosonde eines Ansatzes entsprechend der verwendeten cRNAs sechs 0- bzw. 1-
Werte, wobei 0 einer geringeren Fluoreszenzintensitat als der Hintergrundfluoreszenz und 1
einer starkeren Fluoreszenzintensitat entspricht. Wahrend der Datenfilterung der
vorliegenden Arbeit wurden nur solche Oligosonden hinsichtlich ihres Transkriptionsprofils
ausgewertet, die in mindestens einer der beiden Konditionen (Behandlung oder Kontrolle) in

4 von 6 Fallen einen Wert 1 aufwiesen.

Nach der Datenfilterung erfolgte ein Abgleich der Daten mit einer liberarbeiteten
Annotation (Oliveira et al., 2011) des verwendeten Microarrays (Verjovski-Almeida et al.,
2007). Im Zuge dieses Abgleichs entfallen Redundanzen, da pro Gen nur noch eine
reprasentative Oligosonde ausgewahlt wird (Oliveira et al.,, 2011). Anhand der Datei

Ill

»Processed Signal“ werden mit dem Programm R die Verhdltnisse der Fluoreszenz-
intensitdten der Behandlung zur Kontrolle als Logarithmus der Basis 2
(logzRatios (Behandlung/Kontrolle)) fur alle 6 Replikate pro Ansatz berechnet und die Datei

»LogRatios-all processed signals” erstellt.

Die log,Ratios (Behandlung/Kontrolle) der gefilterten Oligosonden werden
anschlielend fir die Signifikanzanalyse mit dem Excel Plug-In ,Significance Analyses of
Microarrays” (SAM) genutzt (Tusher et al., 2001). In dieser Arbeit wurde dabei eine ,one
class“-Analyse einzeln fir alle Inhibitorstudien durchgefiihrt (SAM ,Users guide and
technical document”). Dabei wird ({berprift, ob sich die Mittelwerte der
log,Ratios (Behandlung/Kontrolle) von 0 unterscheiden, d.h. eine signifikante, differentielle
Transkription vorliegt. In dieser Arbeit wurde ein Signifikanzniveau von q <0,03 fir die
weiteren Analysen der drei Inhibitorstudien verwendet. Dieses Niveau wurde gewahlt, da es
eine hohere Stringenz aufweist als das Minimum von q £0,05. AnschlieRend wird durch
Erstellen von hierarchischen Anordnungen der einzelnen Replikate mit Hilfe des Programms
Spotfire die Vergleichbarkeit der Replikate zueinander Uberprift (Kaushal & Naeve, 2004;
Kaushal & Naeve, 2005).
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2.2.14.3 Bioinformatische, funktionelle Analyse

Die mit den Microarray-Analysen generierten Daten werden mit den bioinfor-
matischen Programmen Gene Ontology (GO) und Ingenuity Pathway Analysis (IPA) in
Funktionsgruppen sortiert. Daflir wurde ein weiterer Abgleich mit der aktualisierten
Annotation (Oliveira et al., 2011) fur die signifikant differentiell transkribierten Gene
durchgeflihrt. Bei diesem Abgleich erhalten die Oligosonden den Zusatz ,verwendbar fur die
GO“ bzw. ,verwendbar fir die IPA“, wenn sie verschiedenen Kriterien entsprechen. Um den
Zusatz ,verwendbar fir die GO” zu erhalten, missen die reprasentativ ausgewahlten
Oligosonden eine sense-Orientierung zu den annotierten Genen besitzen. Bei den
Oligosonden mit dem Zusatz ,verwendbar fir die IPA“ handelt es sich um annotierte Gene,
deren putative Homologe bereits bekannte Proteine des Menschen kodieren. Entsprechende
Gene sollten in BlastX-Analysen einen e-Wert < 1x10'° sowie eine Deckung von mindestens
60% mit dem humanen Homolog aufweisen (Oliveira et al., 2011).

Mit Hilfe der GO werden auf Grundlage charakterisierter Gene und Genprodukte
verschiedener Organismen differentiell transkribierte Gene in Subkategorien der Ontologien
,Biologischer Prozess”, ,Molekulare Funktion” und ,Zellulire Komponente” unterteilt
(Ashburner et al., 2000). Als Referenzpopulation werden Gene genutzt, die nach Abschluss
des Filterungsprozesses den Zusatz ,verwendbar flir die GO“ erhalten hatten. Als
Studienpopulation dienten die Gene, die neben diesem Kriterium einen g <0,03 in SAM
besalBen. Die Anordnung der GO-Subkategorien erfolgte mittels der Parent-Child-Union
(Grossmann et al.,, 2007). Das verwendete Signifikanzniveau der Kategorisierung lag bei
einem Threshold von p < 0,05 nach Benjamini-Hochberg Korrektur (Benjamini et al., 2001).
Die GO wurde mit Hilfe des Programms Ontologizer durchgefiihrt (Robinson et al., 2004).

Auf der Basis von Sequenzvergleichen untersucht das Programm IPA die Zugehdrigkeit
differentiell transkribierter Gene zu zellularen Netzwerken und konservierten Signalwegen
(Thomas & Bochev, 2010). Netzwerke bezeichnen die regulatorischen Beziehungen zwischen
einzelnen Genen. Ein weiterer Algorithmus der IPA analysiert, ausgehend von den
transkriptionellen Verdanderungen einzelner Gene das Vorhandensein spezifischer
Transkriptionsfaktoren sowie deren Aktivitat (aktiviert oder inaktiv). Fir die IPA wurden die
Gene genutzt, die in SAM als q £ 0,03 detektiert wurden und den Zusatz ,verwendbar fiir die
IPA“ besaRen. Bei den identifizierten Netzwerken wurden die Einstellungen ,140 Molekiile
pro Netzwerk” und ,Anzahl der Netzwerke:10“ gewabhlt.
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3 Ergebnisse

3.1 Inhibitorbehandlung von adulten Schistosomen und anschliefSfende morpho-
logische sowie transkriptionelle Analysen

Innerhalb der letzten Jahre wurde eine Vielzahl an Signaltransduktionsmolekiilen in
S. mansoni identifiziert und charakterisiert. Eines dieser Molekiile ist das Homolog des TGFf3
Rezeptors Typ | (SmTPRI; Smp_049760; Accession Nr. AF031557; Davies et al.,1998). In
verschiedenen Studien konnten als Interaktionspartner dieses Molekils weitere hoch
konservierte Mitglieder des TGFf-Signalwegs identifiziert werden, so auch der Activin
Rezeptor Typ Il (SmRK2; Smp_080120.x; Accession Nr. AY550912; Forrester et al., 2004),
unterschiedliche TBRI-Substrate wie die Smad-Molekiile SmSmad4 (Smp_033950; Accession
Nr. AY371484; Osman et al., 2004) und SmSmad2 (Smp_085910; Accession Nr. AF215934;
Beall et al., 2000; Osman et al., 2001), sowie ein FK506 Bindung Protein 12 (FKBP12;
Smp_079230; Accession Nr. AY118110; Rossi et al., 2002). Letzteres kolokalisiert mit dem
Rezeptor u.a. in den Vitellinzellen und Oocyten (Knobloch et al, 2004). Diese
Lokalisationsstudien weisen auf eine modgliche Signaltransduktion des TGFp-Signalwegs
innerhalb der Reproduktionsorgane adulter Schistosomen hin. Abhdngig vom Zelltyp kann
dieser Signalweg unterschiedliche Funktionen besitzen (Moustakas & Heldin, 2009;
Massagué, 2000). So kann die Proliferation eukaryotischer Zellen durch verschiedene
Proteine der TGFB-Familie stimuliert, aber auch inhibiert werden (Yang & Moses, 2008).
Aufgrund dieser Funktionsvielfalt und der Lokalisation verschiedener Molekile des
schistosomalen TGFf-Signalwegs innerhalb der Reproduktionsorgane war die Identifizierung
der Funktion des Signalweges in S. mansoni von groflem Interesse und stand bereits in der
Vergangenheit im Mittelpunkt unterschiedlicher Arbeiten (Beall & Pearce, 2001; LoVerde et
al., 2007; Knobloch et al., 2007).

Eine Moglichkeit zur Untersuchung der Funktion von Molekilen ist der Einsatz von
spezifischen Inhibitoren. Als Untersuchungsmodell diente ein in vitro Kultursystem, welches
erstmals von Basch (1981) zur Kultivierung adulter Schistosomen erfolgreich eingesetzt
wurde. Zusatzlich kann an diesen in vitro kultivierten Parasiten beispielsweise auch deren
Genexpression untersucht werden (Grevelding et al.,, 1997). In der vorliegenden Arbeit
wurde zur Funktionsuntersuchung des SmTPRI der TGFf Rl Kinase-Inhibitor (TRIKI;
Calbiochem) ausgewahlt. Dieser Inhibitor wirkt als selektiver ATP-Kompetitor der
Serin/Threonin-Kinasedomane vom humanen TBRI und inhibiert diesen mit einem 1Cso von
51 nM (Sawyer et al., 2003).

Ein weiteres Signalmolekil, dessen Funktion fir S. mansoni untersucht wurde, ist die
bereits identifizierte zelluldare Src-Tyrosinkinase SmTK3 (Smp_151300; Accession Nr.

AJ585205, Kapp et al., 2004). Transkripte dieser Kinase wurden in den Reproduktions-
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organen adulter Schistosomen detektiert und mittels Yeast Two/Three-Hybrid (Y2/3H)
Analysen wurden verschiedene Protein-Interaktionspartner identifiziert (Knobloch et al.,
2007; Quack et al., 2009; Beckmann et al., 2010a, Beckmann et al., 2010b, Beckmann et al.,
2011). Aufgrund des Einfluss von humanen zelluldaren Tyrosinkinasen auf den Zellzyklus,
sowie auf Proliferations- und Differenzierungsprozesse (Thomas & Brugge, 1997; Hubbard &
Till, 2000) und der Lokalisation von SmTK3 innerhalb der Reproduktionsorgane wurden erste
funktionelle Untersuchungen dieses Molekiils durchgefiihrt (Knobloch et al., 2006; Knobloch
et al., 2007). Fir diese Experimente wurde das Antibiotikum Herbimycin A (Herb A; Enzo Life
Science) ausgewahlt, das Tyrosinkinasen wie die humane Src-Kinase p60*>" mit einem 1Csg
von 0,9 uM inhibiert (Uehara et al., 1989a; Uehara et al., 1989b; Fukazawa et al., 1991).

Knobloch et al. (2007) beschéftigten sich bereits im Vorfeld mit funktionellen Studien
fur die Molekile SmTPRI und SmTK3 in Form von Inhibitorbehandlungen adulter
Schistosomen in vitro. Fir diese Studien wurden die Inhibitoren TRIKI und Herb A sowohl
einzeln als auch in Kombination genutzt. Beide Komponenten fihrten in vitro zu keiner
Beeinflussung der Paarungsstabilitat, jedoch zu deutlichen physiologischen Verandungen der
Schistosomenweibchen, wie eine dosierungsabhdngige Reduktion der mitotischen Aktivitat
(Knobloch et al., 2007). Daneben wurde ebenfalls eine dosierungsabhingige Reduktion der
Eiproduktion bestimmt. Im direkten Vergleich der Effekte dieser Behandlungen wurde
jeweils der moderateste Einfluss auf die Physiologie durch TRIKI, ein deutlich starkerer durch
Herb A und der starkste Effekt durch Kombination beider Wirkstoffe gefunden. Auf der Basis
dieser Ergebnisse wurde ein Einfluss von SmTPRI und damit des schistosomalen TGF§3-
Signalwegs, sowie von SmTK3 auf Differenzierungsprozesse des Weibchens, die
wahrscheinlich aufgrund der Lokalisationen von SmTPRI und SmTK3 innerhalb der
Reproduktionsorgane erfolgen, sowie der Eisynthese postuliert. Des Weiteren deutete der
additive Effekt der Kombination beider Inhibitoren auf eine Verkniipfung des TGFf3- und Src-

Kinasen Signalwege an diesen Prozessen hin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Funktionsuntersuchungen fir die Signal-
transduktionsmolekiile SmTPBRI und SmTK3 von adulten Schistosomen in vitro durchgefiihrt.
Im Fokus standen dabei die Auswirkungen von Inhibitorbehandlungen auf morphologische
und transkriptionelle Verdanderungen. Daneben wurden die physiologischen Parameter

,mitotische Aktivitat” und ,Eiproduktion” mit bereits vorhandenen Daten verglichen.

3.1.1 Uberpriifung der Inhibition von SmTBRI durch TRIKI anhand von Germinal Vesicle
Breakdown-Analysen im Xenopus-Oocyten-System

Um die spezifische Inhibition des schistosomalen TBRI durch Verwendung des

Inhibitors TRIKI zu testen, wurde sowohl eine konstitutiv aktive als auch inaktive Variante
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des Molekiils amplifiziert und die entsprechenden Proteine in Xenopus laevis Oocyten flr
anschlieBende GVBD-Experimente exprimiert (s. Kapitel 2.2.13). Bereits in der
Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass sich dieses System fiir die Expression
schistosomaler Proteine eignet (Vicogne et al.,, 2004; Beckmann et al.,, 2010b). Um die
Funktion des Inhibitors in diesem Modellsystem zu Uberprifen, musste zundchst gezeigt
werden, dass SmTPRI in der Lage ist, die MAPK-Signalkaskade als Serin/Threonin-Kinase zu

aktivieren.

SmTPRI besteht, wie auch andere Vertreter der TPRI-Familie, aus einer
extrazelluldaren Ligandenbindedomane, einer Transmembrandomane, dem intrazelluldaren
GS-Motiv und der Serin/Threonin-Kinasedomane (Davies et al., 1998). Die Aktivierung des
Rezeptors erfolgt durch den TyplIl Rezeptor, wobei es zundchst zur Bildung eines
Heterotetramers beider Rezeptoren nach Bindung des Liganden TGF[3 an den Typ Il Rezeptor
kommt. In Folge der Aktivierung des Typ | Rezeptors wird dessen GS-Motiv phosphoryliert
und die Signalweiterleitung kann Gber R-Smads erfolgen (Massagué, 2000). Durch gezielte
Mutationen im Bereich des GS-Motivs kann eine permanente Aktivierung bzw. Inaktivierung
des Rezeptors initiiert werden (Wieser et al., 1995). Durch ein Alignment der
Aminosauresequenz der TGFP} Rezeptoren Typ | von Mensch und S. mansoni sollte tberpruft
werden, ob die fur die Aktivierung notwendigen Aminosduren im SmTBRI konserviert
vorliegen (vgl. Abbildung 3-1; Ausschnitt des Alignments). Das komplette Alignment der
Volllangensequenzen befindet sich im Anhang im Abschnitt 5.1.1.

H. sapiens HNRTVIHHRVPNEEDPSLDRPFISEGT-——————— TLKDLIYDMTTISGSGSGLPLLVQRT 200

S. mansoni LGATPGNINS-CSNSPTGAMTITSSGSNSAMPTTGTIPADLMDHTCSGSGSGKPLLVQRT 299
PR X R * g s ok ok [Rkkkkk kkkkkhk

H. sapiens IARTIVLQESIGKGRFGEVWRGKWRGEEVAVKIFSSREERSWFREAEIYQTVMLRHENIL 260

S. mansoni VARQVQLEERIGEGRYGVVWRGVWQGDLVAAKIFSSRDERSWFRETDIYQTVMLRHANIL 359
ekk o kek kkgkhkkhkek kkkk keko Kk khkhkhkhkkokkkhkhhkhkookkkhkhkhkhkhkk kkk

Abbildung 3-1: Ausschnitt des Alignments der GS-Motive sowie Teile der intrazelluldren Bereiche der TGF{3-
Rezeptoren Typ | (TBRI) von Homo sapiens und Schistosoma mansoni

Fir das Alignment wurden die Aminosduresequenzen (AS) der TBRI von S. mansoni (Accession Nummer:
AF031557) und H. sapiens (Accession Nummer: ACZ58375) verwendet. Grau hinterlegt sind die fir die
Aktivierung notwendigen Bereiche der TRRI beider Organismen, dabei handelt es sich um das GS-Motiv und die
zwei Threonin- (T) bzw. Glutaminreste (Q). Identische AS sind als *, AS mit stark dhnlichen Eigenschaften sind

als :, AS mit schwach ahnlichen Eigenschaften sind als . dargestellt.

Viele Aminosauren des intrazellularen Bereichs, einschlieBlich des GS-Motivs der TRRI
von H. sapiens und S. mansoni, besitzen eine hohe Ubereinstimmung, d.h. sie sind identisch
(gekennzeichnet mit *) oder dhnlich (gekennzeichnet mit den Zeichen : und .) zueinander.
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Das fur TPRI charakteristische GS-Motiv beider Organismen ist vollstandig identisch (*,
Position 284-290, grau hinterlegt) im Vergleich von S. mansoni und H. sapiens. Von den hoch
konservierten Threoninen der Positionen 299 und 303 ist bei S. mansoni nur das der Position
299 vorhanden. Das Threonin an Position 303 ist durch ein Glutamin ersetzt, wie es auch fir
eine Vielzahl von Typ | Rezeptoren der TGFB-Superfamilie beschrieben wurde (Wieser et al.,
1995). Durch gezielte in vitro-Mutagenesen des GS-Motivs 284-290 sowie der konservierten
Aminosauren Threonin (Position 299) und Glutamin (Position 303) ist die konstitutive
Inaktivierung bzw. Aktivierung des Rezeptors moglich. Dafir werden die Aminosduren

entweder fir die inaktive Form des Rezeptors gegen Valine und Alanine (SmTBRIVVAAAVV)

oder fiur die konstitutiv aktive Form werden die Serine, Threonine und Glutamin gegen
Asparaginsadure (SmT[SRI7D) ausgetauscht (Wieser et al., 1995). Durch zielgerichtete in vitro-
Mutagenesen wurden die entsprechenden Aminosduren ausgetauscht und der Erfolg der in

vitro-Mutagenesen durch Sequenzierungen Gberprift.

Die hergestellten SmTPRI-Konstrukte wurden schlieBlich fir die Expression der
Kinase-Varianten in X. laevis Oocyten verwendet. Wie erwartet wurde nach Expression der
inaktiven Form des SmTQRI (SmTﬁRIVVAAAVV) kein GVBD ausgel6st (vgl. Abbildung 3-2). Im
Gegensatz dazu fuhrte die Expression der aktiven Kinase (SmT[SRIm) in 80% bzw. 90% der
Oocyten in zwei unabhdngigen Experimenten zum Auslosen des GVBDs. Die nicht injizierten
Oocyten zeigten, wie erwartet, als Negativkontrollen keinen GVBD (Daten nicht gezeigt).
Anhand dieser Experimente wurde das Oocyten-System als geeignetes Modell fiir die
funktionelle Untersuchung der Kinaseaktivitat des SmTPBRI bestdtigt. Um die Inhibition des
Rezeptors unter Verwendung von TRIKI zu Uberprifen, wurden erneut SmTBRIm—
exprimierende Oocyten in TRIKI-haltigem Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen
far 18h inkubiert.
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Abbildung 3-2: Germinal Vesicle Breakdown-Experimente TRIKI behandelter Oocyten, die eine konstitutiv
aktive (SmT( RI’°) oder inaktive (SmTPR RIV**YY) variante des SmTRRI exprimieren
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Prozentuale Bestimmung der Xenopus laevis Oocyten die einen ausgel6sten Germinal Vesicle Breakdown
(GVBD) zeigten, in denen entweder SmT[SRI7D (1. Experiment: dunkelgraue Quadrate, 2. Experiment: hellgraue
Rhomben) oder SmTﬁRIVVAAAW (1. Experiment: anthrazitfarbene Kreise) exprimiert wurde. Die Oocyten wurde
in Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen (0 nM, 3 nM, 30 nM und 300 nM) an TRIKI inkubiert.

Wie der Abbildung 3-2 zu entnehmen ist, inhibiert TRIKI den SmTRRI-induzierten
GVBD konzentrationsabhdngig. Bei einer Konzentration von 3 nM TRIKI wurde zum einen in
90% und zum anderen in 75% der verwendeten Oocyten ein GVBD ausgeldst. Durch
Erhéhung der TRIKI-Konzentration auf 30 nM oder 300 nM, wurde das Auslésen eines GVBDs
vollstandig inhibiert. Das heillt, ab einer Konzentration von 30nM TRIKI ist die
Kinasedomane des SmTRRI vollstandig in X. laevis Oocyten blockiert.

Mit Hilfe dieser Experimente wurde gezeigt, dass die schistosomalen Molekile
SmTPRI und SMTK3 durch geringe Konzentrationen an TRIKI, bzw. Herb A in ihrer Aktivitat in
X. laevis Oocyten inhibiert werden. Um die Funktion beider Molekile in adulten

Schistosomen zu untersuchen, wurden entsprechende in vitro Kultur Versuche durchgefihrt.

3.1.2 Invitro Kulturexperimente adulter Schistosomen unter Verwendung der
Inhibitoren TRIKI und Herbimycin A

Erste in vitro Behandlungen adulter Schistosomen mit 4,5 uM Herb A, 150 nM und
300 nM TRIKI, bzw. der Kombination beider Inhibitoren in den genannten Konzentrationen,
fihrten zu einer signifikant reduzierten mitotischen Aktivitdt der behandelten Weibchen
(Knobloch et al., 2006; Knobloch et al., 2007). Ferner wurde eine dosierungsabhdngige
Reduktion der Eiproduktion fiir die Behandlung mit TRIKI, sowie eine verstarkte Reduktion
bei Verwendung von Herb A bzw. der Kombination beider Inhibitoren festgestellt.

Aufgrund dieser ersten Ergebnisse wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit adulte
Schistosomenpaare fir 48 h mit diesen Inhibitoren in vitro behandelt und fir
morphologische Untersuchungen und Transkriptomanalysen verwendet. Als Kontrolle der
Inhibitorbehandlungen wurden erneut die Anzahl der Eier pro Paar, sowie die mitotische
Aktivitat bestimmt (s. Abb. 3-3, Abb. 3-4, Abb. 3-5).
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Abbildung 3-3: Ermittelte Eizahl pro Schistosomenpaar pro 48 h nach entsprechender Inhibitorbehandlung

Boxplot der Eizahl pro behandeltem Schistosomenpaar nach 48 Stunden Behandlung mit DMSO als Kontrolle,
TRIKI (300 nM), Herbimycin A (Herb A; 4,5 uM) oder der Kombination beider Inhibitoren (300 nM TRIKI und
4,5 uM Herb A). Pro Behandlung wurden die Werte von sechs biologischen Replikaten bestimmt (n=6).
Whiskers (gestrichelte Linie): Extremwerte der Eizahl nach entsprechender Behandlung; Box: mindestens 50%
der ermittelten Eizahlen; Schwarzer Balken: Mittelwert der bestimmten Eizahlen pro Paar; Kreis: AusreiBer

Die Abbildung 3-3 zeigt fur die Kontrolle (DMSO) dieser Experimente eine mittlere
Eizahl von 58 pro Paar, dabei wurde eine Streuung der Eizahlen (Box) im Bereich von 45 bis
75 gefunden. Weiter wurde die starkste Streuung von Extremwerten (Whiskers) fiir diese
Behandlung ermittelt. Die mittlere Eizahl nach Behandlung mit TRIKI lag bei 42 pro
Schistosomenpaar, diese Werte schwankten im Bereich von 39 bis 48. Im Vergleich zu dieser
Behandlung wurden erneut grofe Schwankungen der Eizahl pro Paar fiir die Behandlungen
mit Herb A, bzw. der Kombination beider Inhibitoren gefunden. Die mittlere Eizahl fur
Herb A-behandelte Paare lag bei 58 mit Schwankungen im Bereich von 38 bis 68 sowie
starken abweichenden Extremwerten. Flir die Kombinationsbehandlung wurde eine mittlere
Eizahl von 37, sowie starke Schwankungen im Bereich von 31 bis 43 bestimmt. Ferner
wurden entsprechende Extremwerte und ein Ausreiler (82 Eiern pro Paar) fiir diese
Behandlung ermittelt. Diese Abbildung verdeutlicht die groBen Schwankungen der
Eiproduktion nach 48 h.

Mit Hilfe einer Varianzanalyse (ANOVA; Armstrong et al., 2000) sollte Uberprift
werden, ob sich die ermittelten Eizahlen signifikant voneinander unterscheiden. Anhand der
F-Verteilung dieser Varianzanalyse konnten im Gegensatz zu den adlteren Daten von
Knobloch et al. (2007) keine signifikanten Unterschiede zwischen den Eizahlen der einzelnen
Behandlungen zur Kontrolle festgestellt werden. Daher wurden als zusatzlicher Richtwert fur
den Erfolg der Inhibitorbehandlung die mitotische Aktivitat einzelner Experimente bestimmt
(Abb. 3-4, Abb. 3-5).
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Abbildung 3-4: Mitotische Aktivitdt nach vorangegangener Behandlung mit Herbimycin A, bzw. der
Kombination von Herbimycin A und TRIKI

Die berechnete mitotische Aktivitdt (%) ist separat fir behandelte Mdannchen und Weibchen angegeben. Die
Behandlungsdauer der Schistosomenpaare in vitro betrug 48 h. Dabei wurden diese Experimente einmal
durchgefiihrt (n=1). Schwarz: mitotische Aktivitdit nach DMSO-Behandlung (als 100% gesetzt); hellgrau:
mitotische Aktivitat nach Herb A-Behandlung; dunkelgrau: mitotische Aktivitat nach Kombinationsbehandlung.

Bei Behandlung mit Herbimycin A wurde eine Reduktion der mitotischen Aktivitat der
Mannchen auf 46% und der Weibchen auf 67% ermittelt (Abbildung 3-4). Bei der
Kombinationsbehandlung wurde die Reduktion der mitotischen Aktivitat verstarkt, d.h. die
Mannchen zeigten eine mitotische Aktivitat von 24% und die Weibchen von 40%. Die fir die
Weibchen ermittelteten Ergebnisse entsprachen tendenziell den von Knobloch et al. (2007).
Im Gegensatz zu den alteren Daten (Knobloch et al., 2007) wurde in der vorliegenden Arbeit
die mitotische Aktivitat der Mannchen nach diesen Inhibitorbehandlungen beeinflusst.
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Abbildung 3-5: Mitotische Aktivitdt nach vorangegangener Behandlung mit TRIKI

Die berechnete mitotische Aktivitdt (%) ist separat fir behandelte Mdnnchen und Weibchen angegeben. Die
Behandlungsdauer der Schistosomenpaare in vitro betrug 48 h. Die Ergebnisse von zwei Experimenten wurden
gemittelt und deren Standardabweichung eingefligt (n=2). Schwarz: mitotische Aktivitit nach DMSO-
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Behandlung (als 100% gesetzt); hellgrau: mitotische Aktivitdt nach TRIKI-Behandlung (150 nM); dunkelgrau:
mitotische Aktivitat nach TRIKI-Behandlung (300 nM).

Die mitotische Aktivitdt TRIKI behandelter Mdnnchen lag bei 52% (150 nM), bzw. 83%
(300 nM) im Vergleich zur Kontrolle (100%). Wie auch fiir die Behandlung mit Herb A bzw.
der Kombination beider Komponenten wurden in diesen Versuchen eine verdnderte
mitotische Aktivitdit der Mannchen ermittelt. Im Vergleich dazu stellten Knobloch et al.
(2007) keine signifikanten Verdanderungen der mitotischen Aktivitat TRIKI-behandelter
Mannchen fest. Weitere Unterschiede zu den veroffentlichten Daten stellen die Erhhungen
der mitotischen Aktivitat TRIKI-behandelter Weibchen (150 nM und 300 nM) auf jeweils
131% dar. Bei der Behandlung der Weibchen mit 150 nM TRIKI wurden starke Streuungen
der Einzelwerte gefunden, erkennbar anhand der Standardabweichung. Vergleichend mit
den Daten von Knobloch et al. (2007) wurden bei der Wiederholung dieser Experimente mit
der gleichen Methode starke Abweichungen zwischen den Ergebnissen gefunden. Aus
diesem Grund sind zukiinftig Wiederholungen der Versuche unbedingt notwendig.
Unabhdngig von diesen technischen Problemen konnte gezeigt werden, dass beide
Inhibitoren die mitotische Aktivitdt beeinflussen.

3.1.3 Morphologische Untersuchungen adulter Schistosomen nach vorangegangenen
Inhibitorbehandlungen

Grundlage fiur die folgenden morphologischen Untersuchungen war die veranderte
mitotische Aktivitat inhibitorbehandelter Wiirmer (Knobloch et al., 2007 und Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit). Als das Organ mit der starksten mitotischen Aktivitdt wurde das
Vitellarium identifiziert (Den Hollander & Erasmus, 1984). Aufgrund der inhibitorbedingten
Veranderungen der mitotischen Aktivitdit wurde eine deutliche Veranderung der
Morphologie dieses Organs erwartet. Zusatzlich wurde eine morphologische Veranderung
innerhalb der Reproduktionsorgane adulter Schistosomen erwartet, da sowohl Transkripte
von SMTPRI als auch von SmTK3 in diesen Organen mittels in situ-Hybridisierungen
lokalisiert wurden (Knobloch et al., 2004; Kapp et al., 2004).

Flr detaillierte morphologische Studien wurden Schistosomen mit den Inhibitoren
TRIKI (300 nM) und Herb A (4,5 uM) in Kombination und als Einzelbehandlung in vitro
inkubiert. Es wurde eine Inkubationsdauer von 48 h gewahlt, um mogliche morphologische
Verdnderungen, die einen langeren Zeitraum zur vollstandigen Auspragung bendétigen,
detektieren zu konnen. Nach dieser Behandlung wurden die Wirmer in AFA-LGsung fixiert,
anschlieBend mit dem Farbstoff Carminrot gefarbt (Machado-Silva et al., 1998; Neves et al.,
2005; Beckmann et al., 2010b; Beckmann et al., 2010c) und mittels konfokaler Mikrospkopie
untersucht (vgl. Kapitel 2.2.10, s. Abb. 3-6).
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Abbildung 3-6: Mikroskopische Untersuchungen der Reproduktionsorgane nach 48-stiindiger Behandlung mit
DMSO, TRIKI, Herbimycin A oder der Kombination beider Inhibitoren

Die in vitro behandelten Schistosomenpaare wurden nach 48 h in AFA fixiert, mit Carminrot gefarbt und
anschlieBend am KLSM Leica TCS SP2 im Reflektionsmodus untersucht. Die Bilder zeigen Reproduktionsorgane
nach unterschiedlichen Behandlungen. A-C: DMSO-Behandlung (Kontrolle); D-F: TRIKI-Behandlung (300 nM);
G-I: Herb A-Behandlung (4,5 uM); J-L: Kombinationsbehandlung (4,5 uM Herb A + 300 nM TRIKI). Scale bar: 75
um [T: Testes; O: Ovar; uO: unreife Oocyten; rO: reife Oocyten; Sb: Samenblase; V: Vitallerium; Da: Darm; @:
Weibchen; &: Madnnchen ]
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Bei vergleichender Betrachtung der Reproduktionsorgane der Wiirmer der Kontroll-
behandlung (A-C) mit denen der TRIKI- (D-F), Herb A- (G-1), bzw. Kombination von TRIKI und
Herb A- (J-L) Behandlung wurde keine morphologische Verdnderung in diesen Organen
gefunden. Allerdings zeigten inhibitorbehandelte Schistosomen bereits nach einem
Behandlungszeitraum von 24 h (Knobloch et al., 2007) sowie auch 48 h eine Veranderung
der mitotischen Aktivitdat im Vergleich zur Kontrollpopulation. Um die Ausbildung einer
moglichen phanotypischen Veranderung zu gewahrleisten, wurde der Behandlungszeitraum
auf max. 7 Tage erweitert. Bei Inkubation mit Herb A wurde nach einem Zeitraum von 5
Tagen beobachtet, dass die Wiirmer eine stark verringerte Vitalitat aufwiesen. Dieser Befund
wurde anhand einer verschlechterten Peristaltik des Darms und einer steigenden Ent-
paarungsrate definiert. Diese Effekte verstarkten sich bei Kombination beider Inhibitoren.
Zusatzlich wirkte die Kombinationsbehandlung in vitro ab einem Zeitraum von 5 Tagen fir
viele Wirmer letal. Im Vergleich zu diesen Behandlungen konnte die Behandlung mit TRIKI
auf bis zu 7 Tage ausdehnt werden, ohne dass eine verringerte Vitalitdit der Wirmer
beobachtet wurde. Um mogliche Effekte der TRIKI-Behandlung zu verstarken, wurde der
Inhibitor zusatzlich in erhéhten Konzentrationen (500 nM und 1 uM) eingesetzt. Da erst ab
einer Behandlungsdauer von 5 Tagen die ersten Veranderungen der Vitalitat beobachtet
wurden, werden erst ab diesem Zeitpunkt mikroskopische Bilder in der folgenden Abbildung
dargestellt (Abb. 3-7). Deutliche morphologische Veranderungen konnten im Darmtrakt
behandelter Schistosomen beobachtet werden.
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Abbildung 3-7: Mikroskopische Untersuchungen des Darmtrakts inhibitorbehandelter Schistosomen nach
einer Behandlungsdauer von 5 und 6 Tagen

Die in vitro behandelten Schistosomenpaare wurden nach der Behandlung in AFA fixiert, mit Carminrot gefarbt
und anschlieBend am KLSM Leica TCS SP2 im Reflektionsmodus untersucht. Die Bilder zeigen den Darmtrakt
nach unterschiedlichen Behandlungen. Die Behandlung erfolgte fiir 5 Tage (A-D) mit DMSO (A), 300 nM TRIKI
(B), 4,51 M Herb A (C) und der Kombination von 300 nM TRIKI und 4,5 uM Herb A (D). Bei der Behandlung flr
einen Zeitraum von 6 Tagen (E-F) wurden entweder 500 nM TRIKI (E), 1 uM TRIKI (F), 4,5 uM Herb A (G) oder
die Kombination aus 300 nM TRIKI und 4,5 uM Herb A (H) genutzt. Scale bar: 75 um (A-D, H) und 29 um (E-G)
[Ga: Gastrodermis; Stern: Abschniirungen der Gastrodermis; Q: Weibchen; 3: Mdnnchen ]
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Wie bei der Inhibitorbehandlung fir einen Zeitraum von 48 h wurden auch bei
Verlangerung der Behandlung die Reproduktionsorgane auf morphologische Veranderungen
untersucht (Daten nicht gezeigt). Es wurden nach den Inhibitorbehandlungen keine
Veranderungen festgestellt. Uberraschenderweise prégte sich eine phdnotypische Anderung
in der Gastrodermis nach entsprechender Langzeitbehandlung mit Herb A (C, G), bzw. der
Kombinationsbehandlung (D, H) aus. Die Gastrodermis ist ein syncytiales, dickes Gewebe,
das den Darm umschlieBt (Kontrollbehandlung, A). Bei Behandlung mit TRIKI fiir 5 Tage mit
300 nM (B) ist dieses Gewebe unverandert. Durch Erhéhung der Konzentration und
Inkubationsdauer (E: 6 Tage mit 500 nM und F: 6 Tage mit 1 uM) wurden ebenfalls keine
Veranderung der Gastrodermis im Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Die Herb A-
behandelten Wirmer zeigten hingegen in einigen Fallen nach 5 Tagen eine auffdllige
Ablagerung im Darm (C). Bei weiterer Kultivierung fiir 6 Tage wurden Abschniirungen der
Gastrodermis in Form von Blaschen gefunden (G). Eine Vielzahl der Wiirmer zeigten nach 5
Tagen der Kombinationsbehandlung mit Herb A und TRIKI ebenfalls bldaschenartige
Abschniirungen der Gastrodermis (D). Dieser Effekt verstarkte sich nach 6 Tagen der
Behandlung (H), wodurch der komplette Darmtrakt mit abgeschniirter Gastrodermis gefiillt
ist. Diese Effekte wurden haufiger in Wirmern der Kombinationsbehandlung als bei
Behandlung mit Herb A gefunden.

Langzeitbehandlungen mit den Inhibitoren Herb A allein, bzw. in Kombination mit
TRIKI konnten zeigen, dass diese Inhibitoren zu morphologischen Verdnderungen der
Gastrodermis der Wirmer fihren. Dabei scheint Herb A einen stdarkeren Einfluss auf die
Struktur des Gewebes auszuiben als TRIKI.

3.1.4 Microarray-Experimente nach vorangegangener Inhibitorbehandlung adulter
Schistosomenweibchen

Obwohl die durchgefiihrten Inhibitorbehandlungen in dieser Arbeit zu teils nicht
identischen physiologischen (reduzierte mitotische Aktivitdit und Eiproduktion) und
morphologischen Veranderungen im Vergleich zu vorangegangenen Studien (Knobloch et al.,
2007, Beckmann et al., 2010a) fuhrten, wurde dennoch das Ziel verfolgt, den Einfluss der
Inhibitoren auf das Transkriptom behandelter Weibchen zu untersuchen. Fir diese Versuche
wurden Schistosomenpaare wie in Kapitel 2.2.2.1 fur 48 h mit DMSO als Kontrolle bzw. mit
TRIKI (300 nM), Herb A (4,5 uM) oder der Kombination beider Inhibitoren in der jeweiligen
Konzentration behandelt. AnschlieBend wurden die Paare separiert, die RNA der Weibchen
isoliert und diese fir die Transkriptomuntersuchungen mittels Microarray-Analyse
verwendet (vgl. Kapitel 2.2.14; Verjovski-Almeida et al., 2007). Die bei der Hybridisierung der
Microarrays erhaltenen Fluoreszenzsignale wurden wie im Abschnitt 2.2.14.2 normalisiert,

gefiltert und anschlieBend der Signifikanzanalyse unterzogen. Die erhaltenen Rohdaten nach
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Prozessierung mit der Feature Extraction Software (Agilent Technologies) sind in der GEO
(gene expression omnibus)-Datenbank unter der Studiennummer GSE39732 erhiltlich.

Eines der Ziele dieser Microarray-Experimente war die vergleichende Analyse der
identifzierten differentiell transkribierten Gene der drei Inhibitorbehandlungen, um eine
mogliche Kooperation der inhibierten Signalwege bei der Transkriptionsregulation zu
untersuchen. Da in jeweils einem Experiment der Microarrays mit RNA der Herb A-, bzw.
Kombinationsbehandelter Wiirmer technische Probleme auftraten und diese Experimente
eine geringe Gesamtkorrelation aufwiesen, wurden sie in den folgenden Signifikanzanalysen
nicht berlicksichtigt. Obwohl die Microarray-Analyse mit RNA TRIKI-behandelter Weibchen
keine technischen Probleme aufwies, wurde dennoch zugunsten der Vergleichbarkeit mit
den Microarray-Daten der anderen Inhibitorbehandlungen ein Experiment in der
Signifikanzanalyse nicht verwendet. Daflir wurden die Totalintensitaiten der
Fluoreszenssignale aller gefilterten Oligosonden dieser Experimente berechnet. Das
Experiment TRIKI/DMSO 4 besaRR dabei die geringste Totalintensitdt und wurde fir die
folgenden Auswertungen nicht weiter beriicksichtigt. Ein weiteres Kriterium der
Vergleichbarkeit dieser Daten ist die Wahl des Signifikanzniveaus, welches fiir alle drei
Datensatze bei q<0,03 lag. Die Ergebnisse werden im Folgenden fir alle
Inhibitorbehandlungen separat dargestellt.

3.1.4.1 Identifizierung und erste Auswertung signifikant differentiell transkribierter Gene
nach Behandlung adulter Schistosomenweibchen mit TRIKI

Fir Microarrays nach der TRIKI-Behandlung konnten von den 8745 erhaltenen
Fluoreszenzsignalen bei einem Signifikanzniveau von q=0,03 2595 als signifikant
differentiell transkribierte Gene identifiziert werden (s. digitaler Anhang Tabelle 1). Von
diesen wurden 2330 als proteinkodierende Gene identifiziert und 265 wiesen putative
antisense-Orientierungen zu den annotierten proteinkodierenden Genen dieser Loci auf
(Tabelle 3-1). Die detaillierte Auswertung der proteinkodierenden Gene ergab, dass rund
dreimal so viele Gene eine verstarkte (1766) Transkription aufwiesen wie eine reduzierte
(565). Fur die putativen antisense-orientierten Gene wurde das entgegengesetzte Ergebnis
ermittelt, d.h. von mehr Genen wurde die Transkription durch den Inhibitoreinfluss
verringert (198 Gene) als erh6ht (66 Gene). Alle weiteren Auswertungen der Daten wurden
exklusiv nur fiir die proteinkodierenden Gene durchgefiihrt.
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Tabelle 3-1: Einteilung signifikant differentiell transkribierter Gene nach Behandlung mit TRIKI, q < 0,03

Orientierung Gesamtzahl signifikant Anzahl differentiell transkribierter Regulationsrichtung
der differentiell Gene entsprechend der der
Oligosonde transkribierter Gene Regulationsrichtung Transkriptionsmenge
sense 2330 565 reduziert
1766 erhoht
antisense 145 198 reduzlert
67 erhoht

Die Vergleichbarkeit der Einzelexperimente nach dieser Inhibitorbehandlung wurde
durch hierarchische Angeordnungen Uberprift (vgl. Anhang 5.1.2, A). Dabei wurden die
technischen Replikate der unabhangigen biologischen Experimente TRIKI/DMSO 6 und 5
sowie TRIKI/DMSO 1 und 2 nebeneinander angeordnet. Dementsprechend ist fir diese
Experimente eine hohe Vergleichbarkeit nach den entsprechenden dye swap-Kontrollen
gewahrleistet. Das dritte biologische Replikat beinhaltete nur das Experiment TRIKI/DMSO 3,
welches separat angeordnet wurde, aber dennoch eine dhnliche Transkriptionsregulation
wie die anderen Experimente zeigte. Die separate Anordnung dieses Experiments kann
durch eine starkere Regulation einer Vielzahl an Genen, sichtbar durch die intensivere

Farbung, erklart werden.

Um einen Uberblick (iber die identifizierten Gene mit differentieller Transkription zu
erhalten, wurden diese mittels Gene Ontology (GO)- und Ingenuity Pathway (IPA)- Analysen
untersucht (Ashburner et al., 2000; Thomas & Bochev, 2010). Durch diese Analysen sowie
eine zusatzliche manuelle Einteilung von Genen sollte anschlieBend eine Auswahl an Genen

getroffen werden, die mit Hilfe von gPCR-Analysen verifiziert wurden.

In der GO-Analyse wurden Kategorien der Ontologien ,,Biologischer Prozess” und
»Zelluldare Komponente” fiir angereicherte Gene mit Transkriptionserhohung oder -
reduktion identifiziert (Korrektur nach Benjamini-Hochberg, BH; q < 0,05; digitaler Anhang,
Tabelle 2). Die Kategorie ncRNA metabolic process wurde fiir angereicherte Gene mit
erhohter Transkription in der Ontologie ,Biologischer Prozess” identifiziert. Bei verringerter
Transkription nach TRIKI-Behandlung wurden angereicherte Gene in den Kategorien mRNA
metabolic process (Ontologie: ,Biologischer Prozess”), sowie envelope und mitochondrion
(Ontologie: , Zellulare Komponente“) detektiert.

Neben der GO wurde eine IPA durchgefiihrt, wobei die finf signifikantesten
Netzwerke mit statistisch angereicherten Genen vorgestellt werden (vgl. digitaler Anhang
Tabelle 3). Das erste Netzwerk enthdlt Gene, deren Proteine an Genexpression,
Proteinsynthese und Aminosauremetabolismus beteiligt sind. Angereicherte Gene des
zweiten Netzwerks haben Funktionen in der Biochemie kleiner Molekiile, Lipidmetabolismus
und Aminosauremetabolismus. Im dritten Netzwerk wurden Molekiile identifiziert, die mit
dem Zellzyklus, zelluldren Funktionen und deren Aufrechterhaltung sowie molekularem
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Transport assoziiert sind. Die angereicherten Gene des Netzwerks 4 sind notwendig fiir den
Nukleinsauremetabolismus, Biochemie kleiner Molekiile, DNA-Replikation, -Rekombination,
-Reparatur. Das fiinfte Netzwerk beinhaltet Gene, deren Proteine die mit dem
Lipidmetabolismus, Nukleinsduremetabolismus und der Biochemie kleiner Molekile
assoziiert sind.

3.1.4.1.1 Vergleich differentiell transkribierter Gene nach Behandlung mit TRIKI bzw.
humanem TGFf

In einer kurzlich veréffentlichten Studie wurden adulte Schistosomen mit 1 nM
humanem TGFP (hTGFB) stimuliert und anschlieRend fiir Microarray-Experimente verwendet
(Oliveira et al., 2012). Die spezifische Bindung von hTGFB durch SmTBRI und anschlieRende
Phosphorylierung von SmSmad2 wurde bereits beschrieben (Beall & Pearce, 2001). Die
Stimulation adulter Schistosomen in vitro mit hTGF stellt das entgegengesetzte Experiment
zur Inhibierung des Rezeptors durch TRIKI dar, wodurch eine kontrdare Regulation der
Transkription von Genen erwartet wurde. Fiir beide Studien wurde die gleiche Microarray-
Plattform verwendet, sodass ein Vergleich der differentiell transkribierten Gene einen
wichtigen Aspekt fir die Transkriptomanalyse dieser Arbeit darstellt.

Oliveira et al. (2012) identifizierte insgesamt 381 Gene als signifikant differentiell
transkribiert, nach Stimulation mit hTGFB bei den Kriterien eines log;Ratio-Werts > 1 und
g < 0,05. Von diesen Genen wurden 316 nach Stimulation transkriptionell verringert und 65
verstarkt. Im Vergleich dazu wurden bei der Behandlung mit TRIKI (q < 0,03) 1766 protein-
kodierende Gene transkriptionell verstarkt und 565 reduziert. Zusammenfassend wurden bei
Stimulation des SmTPRRI mit hTGFB mehr Gene transkriptionell verringert und bei der

Inhibition durch Kultivierung mit TRIKI insgesamt mehr Gene transkriptionell erhéht.

hTGFp-Stimulation TRIKI-Behandlung

84



Ergebnisse

Abbildung 3-8: Vergleich der signifikant differentiell transkribierten Gene nach Stimulation mit hTGF@, bzw.
Inhibition mit TRIKI in Form einer hierarchischen Anordnung

Als signifikant differentiell transkribiert nach Stimulation mit hTGFf, bzw. Inhibierung mit TRIKI wurde eine
Schnittmenge von 77 Genen in beiden Microarray-Analysen detektiert. Von diesen wurden die Mittelwerte der
log,Ratios miteinander verglichen und Gene mit verstdrkter Transkription rot, bzw. mit verringerter
Transkription griin dargestellt.

Die Untersuchung einer moglichen Schnittmenge an differentiell transkribierten
Genen wurden mit Hilfe des Programms Spotfire anhand der Oligo-IDs der Gene erstellt (s.
digitaler Anhang Tabelle 4). Diese Schnittmenge enthielt 77 Gene, von denen nach
Behandlung mit TRIKI 13 Gene transkritpionell reduziert und 64 erhéht wurden (vgl. Abb.
3-8). Fir die Transkriptomanalyse nach Stimulation mit hTGFf3 wurden 58 dieser Gene und
damit 75% der untersuchten Gene gegensatzlich reguliert, 19 Gene zeigten in beiden
Analysen die gleiche Regulationsrichtung. Diese inverse Korrelation (rs=-0,259 nach
Spearman) wurde aufgrund der entgegensetzten Behandlung adulter Schistosomen
erwartet. Bei detaillierter Untersuchung dieser Gene wurden 5 Oligosonden als putative
antisense-Transkripte dieser Genloci identifiziert, iiber deren Regulationsrichtungen keine
Aussagen getroffen werden kann. Die weiteren 14 Fluoreszenzsignale entsprechen protein-

kodierenden Genen.

3.1.4.2 Identifizierung und erste Auswertung signifikant differentiell transkribierter Gene
nach Behandlung adulter Schistosomenweibchen mit Herbimycin A

Von insgesamt 8016 Fluoreszenzsignalen nach der Herb A-Behandlung wurden 1181
Gene als signifikant differentiell transkribiert bestimmt (q <0,03; vgl. digitaler Anhang,
Tabelle 5). Wie auch nach Behandlung mit TRIKI wurden durch Herb A mehr protein-
kodierende Gene transkriptionell erhéht (719) als in ihrer Transkription verringert (302; s.
Tabelle 3-2). Dagegen zeigten putative antisense-orientierte Gene die entgegengesetzte
Verteilung, d.h. 56 Gene wurden transkriptionell erhoht und etwa die doppelte Menge an
Genen (104) transkriptionell verringert. Auch fiir diese Inhibitorbehandlung wurden weitere

Auswertungen nur mit den proteinkodierenden Genen durchgefiihrt.

Tabelle 3-2: Einteilung signifikant differentiell transkribierter Gene nach Herbimycin A-Behandlung, q < 0,03

Orientierung Gesamtzahl signifikant Anzahl differentiell transkribierter Regulationsrichtung
der differentiell Gene entsprechend der der
Oligosonde transkribierter Gene Regulationsrichtung Transkriptionsmenge
sense 1021 302 reduziert
719 erhoht
antisense 160 103 reduzlert
57 erhoht
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Die Vergleichbarkeit der einzelnen Experimente dieser Inhibitorbehandlung wurde
durch hierarchische Anordnung uUberprift (vgl. Anhang 5.1.2, B), wobei die technischen
Replikate der biologischen Experimente Herb/DMSO 2 und 1 bzw. Herb/DMSO 5 und 6
nebeneinander angeordnet wurden. Im Vergleich dazu zeigte das dritte biologische Replikat
Herb/DMSO 3 fir viele Gene nur eine schwache Regulation (erkennbar an der schwarzen
Farbung) und wurde entsprechend separat angeordnet. Ein Grund fiir diese Unterschiede
kénnten die Probleme beim Einbau der Fluoreszenzfarbstoffe sein.

Die erste Unterteilung dieser Daten erfolgte mittels GO-Analyse und IPA. Diese
Auswertungen wurden ebenfalls flr die spatere Auswahl an Genen zur Validierung genutzt.
In der GO-Analyse wurden Kategorien von angereicherten Genen mit erhéhter Transkription
fur alle drei Ontologien identifiziert (vgl. digitaler Anhang Tabelle 6; nach BH Korrektur und
g =< 0,05). Dabei wurden die Kategorien negative regulation of molecular function, cellular
carbohydrate metabolic process, protein folding und glycoprotein metabolic process fiir die
Ontologie ,Biologischer Prozess” gefunden. Die Kategorien peptidase regulator activity,
enzyme inhibitor activity und peptidase inhibitor activity wurden fir die Ontologie
“Molekulare Funktion” ermittelt. Die Ontologie ,Zellulare Komponenten® umfasste die
Kategorien nuclear membrane-endoplasmatic reticulum network sowie endoplasmatic

reticulum membrane.

Durch Anwendung der IPA konnten differentiell transkribierte Gene in Netzwerken
angereichert werden, wobei die 5 signifikantesten Netzwerke vorgestellt werden (vgl.
digitaler Anhang Tabelle 7). Das erste Netzwerk enthalt angereicherte Gene, deren Proteine
an der posttranslationalen Modifikation und Proteinfaltung sowie im humanen System an
der Ausbildung von Tumoren beteiligt sind. Gene des zweiten Netzwerks sind assoziiert mit
verschiedenen  Krankheitsbildern des  Menschen, speziell der Tumorbildung,
gastrointestinalen Krankheiten und genetischen Fehlfunktionen. Im dritten Netzwerk
wurden angereicherte Gene identifiziert, deren Proteine beteiligt sind an
posttranskriptionaler RNA-Modifikation, DNA-Replikation, -Rekombination und —Reparatur
sowie Energieproduktion. Das vierte Netzwerk beinhaltet Gene mit Funktionen sowie
Entwicklung endokriner Systeme, Biochemie kleiner Molekile und zelluldarer Funktion und
Aufrechterhaltung. Im finften Netzwerk wurden angereicherte Gene gefunden, deren
Proteine Funktionen besitzen wahrend des Kohlenstoffmetabolismus, der zelluldren
Aufrechterhaltung sowie des molekularem Transports. Als zusatzliche Anwendung der IPA
wurde anhand differentieller Transkriptionsregulationen durch Sequenzvergleiche zum
humanen System die Aktivitdit von Transkriptionsfaktoren bestimmt. Fir die Herb A-
Behandlung wurde dabei eine Inhibierung des Proteins p53 ermittelt. Herb A erh6éht zwar die
Expression von p53 (Yamaki et al., 1989), allerdings wird gleichzeitig die Phosphorylierung
des Proteins verringert, wodurch die Aktivitat des Proteins inhibiert wird (Takahashi et al.,
1992).
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3.1.4.3 Identifizierung und erste Auswertung signifikant differentiell transkribierter Gene
nach Behandlung adulter Schistosomenweibchen mit TRIKI und Herbimycin A

Von den 11668 Fluoreszenzsignalen der Kombinationsbehandlung mit TRIKI und
Herb A (H+T), die den Filterungskriterien entsprachen, wurden 521 Gene als signifikant
differentiell transkribiert bestimmt (q < 0,03; s. digitaler Anhang Tabelle 8). Die insgesamt
411 proteinkodierende Gene (vgl. Tabelle 3-3) zeigten hdaufiger eine transkriptionelle
Erhohung (254 Gene) als eine Reduktion (157 Gene). Fir diese Behandlung wurde fiir die
110 putativen antisense-Transkripte eine dhnliche Verteilung gefunden, wobei fast die
doppelte Anzahl an Genen transkriptionell erhéht wurde (70) und nur 40 verringert.

Tabelle 3-3: Einteilung signifikant differentiell transkribierter Gene nach kombinierter Behandlung mit
TRIKI und Herbimycin A, g < 0,03

Orientierung Gesamtzahl signifikant Anzahl differentiell transkribierter Regulationsrichtung
der differentiell Gene entsprechend der der
Oligosonde transkribierter Gene Regulationsrichtung Transkriptionsmenge
reduziert
sense 411 157
254 erhoht
. 40 reduziert
antisense 110 —
70 erhoht

Eine hierarchische Anordnung der Microarray-Experimente nach kombinierter
Behandlung mit TRIKI und Herb A (vgl. Anhang 5.1.2, C) zeigte eine hohe Vergleichbarkeit
der technischen Replikate der zwei biologischen Replikate H+T/DMSO 6 und 5 bzw.
H+T/DMSO 3 und 4. Das dritte Experiment H+T/DMSO 2 wurde als drittes biologisches
Replikat separat angeordnet und zeigte flr einige Gene eine schwache Regulation (schwarze
Farbung). Als Erklarung fir diese Unterschiede der Transkriptionsregulationen gelten

wahrscheinlich Probleme beim Einbau der Fluoreszenzfarbstoffe.

Um einen Uberblick der differentiell transkribierten Gene nach kombinierter
Behandlung mit TRIKI und Herb A zu erhalten, wurden GO-Analysen und eine IPA
durchgefiihrt, deren Ergebnisse fir die spdtere Auswahl einiger Gene fir
Validierungsversuche genutzt wurden. In der GO-Analyse konnten in verschiedenen
Kategorien aller drei Ontologien Gene angereichert werden, die eine erhdhte oder
reduzierte Transkription aufwiesen (BH-Korrektur, q < 0,05; vgl. digitaler Anhang, Tabelle 9).
Die Ontologie ,Biologischer Prozess” beinhaltete fiir Gene mit verstarkter Transkription die
Kategorien multicellular organismal process, localisation of cell, nucleobase, nucleoside,
nucleotide and nucleic acid transport, RNA localisation, metabolic process, regulation of
cellular metabolic process, regulation of biosynthetic process und cellular nitrogen compound
metabolic process. Die Kategorien hydrolase activity, acting on acid anhydrides, structural
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molecule activity, binding und calmodulin binding wurden fur angereicherte Gene mit
erhohter Transkription der Ontologie ,,molekulare Funktion” zugeordnet. Fir die Ontologie
»Zelluldare Komponente” wurden angereicherte Gene mit transkriptioneller Erhéhung in den
Kategorien intracellular, organelle und macromolecular complex gefunden. Viele Gene mit
verringerter Transkription wurden in den Kategorien membrane lipid biosynthetic process,
protein modification process und melanin biosynthetic process der Ontologie ,Biologischer
Prozess” als signifikant angereichert detektiert. Die Kategorien ion binding und peptidase
activity wurden fiir angereicherte Gene der Ontologie ,Molekulare Funktion” gefunden,
sowie membrane und nucleic acid metabolic process fiir die ,,Zellulare Komponente”. Mit der
IPA wurden Netzwerkanalysen durchgefiihrt, wobei die zwei signifikantesten Netzwerke
vorgestellt werden (vgl. digitaler Anhang, Tabelle 10). Das erste Netzwerk mit signifikant
angereicherten Genen ist assoziiert mit posttranslationaler Modifikation und Proteinfaltung.
Dem Netzwerk zwei wurden proteinkodierende Gene der zelluldren Funktion und Erhaltung,
Nukleinsauremetabolismus und Biochemie kleiner Molekiile zugeordnet. Als weitere
Untersuchung der IPA wurden anhand angereicherter differentiell transkribierter Gene nach
Transkriptionsfaktoren gesucht und myc als aktives Protein identifiziert. Yamada et al. (1996)
zeigten einen Anstieg der Expression des Proteins in humaner K562-Zellkultur nach einer
Behandlung mit Herb A fiir 6h, entsprechend ist die Aktivierung des Proteins in adulten
Schistosomenweibchen bei einer Behandlungsdauer von 48 h ebenso moglich.

3.1.5 Vergleich der signifikant differentiell transkribierten Gene der einzelnen
Inhibitorbehandlungen

Eines der Ziele der Microarray-Analysen war der Vergleich differentiell transkribierter
Gene der einzelnen Behandlungen, um Gene zu identifizieren, die von mehr als einem
Inhibitor in ihrer Transkription reguliert werden. Daflir wurden die proteinkodierenden Gene
mit Hilfe des Programms Spotfire anhand ihrer Oligo-IDs miteinander verglichen und die
Schnittmengen ermittelt (Abb. 3-9; vgl. digitaler Anhang, Tabelle 11).
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TRIKI-
Behandlung

Herbimycin A-
Behandlung

659

238

Kombinations-
behandlung

Abbildung 3-9: Schnittmengendiagramm der differentiell transkribierten Gene (q < 0,03) der verschiedenen
Inhibitorbehandlungen

Jeder Kreis entspricht einer Inhibitorbehandlung, d.h. TRIKI (anthrazit), Herbimycin A (hellgrau) oder
Kombinationsbehandlung (dunkelgrau) und enthélt die jeweilige Anzahl der differentiell transkribierten
proteinkodierenden Gene (q < 0,03).

Fir jede Inhibitorbehandlung wurden Gene identifiziert, deren transkriptionelle
Regulation durch mehr als einen Inhibitor beeinflusst wird (s. Abb. 3-9; Schnittmengen).
Innerhalb der signifikant regulierten Gene der drei Inhibitorbehandlungen wurde jedoch die
groRRte Anzahl an Genen ausschliefSlich durch den jeweiligen Inhibitor beeinflusst, d.h. in der
TRIKI-Behandlung wurden 1933 Gene ausschlieBlich durch diesen Inhibitor in ihrer
Tranksription reguliert. Durch Behandlung mit Herb A wurden exklusiv 659 Gene
transkriptionell beeinflusst. Bei Kombination beider Inhibitoren wurde die Transkription von
238 Genen reguliert.

Durch die Einzelbehandlungen mit TRIKI, bzw. Herb A wurden 302 Gene in ihrer
Transkription beeinflusst, von denen 87% (d.h. 263) durch beide Inhibitoren in die gleiche
Richtung reguliert werden. Von diesen 263 Genen zeigten 213 eine transkriptionelle
Erhéhung und 50 eine reduzierte Transkription. 13% der Gene wurden gegensatzlich
reguliert, d.h. die Transkription von 18 Genen wurde durch Verwendung von TRIKI erhdht
und fur 21 Gene verringert, bei Einsatz von Herb A wurde das entgegengesetzte Ergebnis
ermittelt.

Fir 113 Gene fiihrte sowohl die Behandlung der Wirmer mit TRIKI als auch die
Kombinationsbehandlung (aus TRIKI und Herb A) zur Transkriptionsregulation. Davon
wurden 32% in beiden Behandlungen gleich reguliert (Transkription von 34 Genen wurde
erhoht und von 2 Genen verringert). Hingegen wurde die Transkription von 68% der Gene
bei beiden Behandlungen unterschiedlich reguliert. Dabei wurde nach Behandlung mit TRIKI

89



Ergebnisse

die Transkriptmenge von 64 Genen erhdht und von 13 Genen verringert, bei Behandlung mit
beiden Inhibitoren entsprechend entgegengesetzt.

Der Vergleich der differentiell transkribierten Gene nach Behandlung mit Herb A,
bzw. Herb A in Kombination mit TRIKI, zeigte einen Einfluss auf insgesamt 78 Gene. Fir diese
Schnittmenge wurden mehr Gene (56 Gene, also 72%) in die gleiche Richtung reguliert als
entgegengesetzt (22 Gene, d.h. 28%), wodurch hier eine kontrare Regulation gefunden
wurde als fiir den Uberlappungsbereich der Behandlungen mit TRIKI, bzw. der Kombination
beider Inhibitoren. Von den 56 Genen mit gleicher Regulationsrichtung wurden 46
transkriptionell erhoht und 10 verringert. Die 22 entgegengesetzt regulierten Genen
beinhalteten 1 Gen mit erhdhter Transkription nach Herb A-Behandlung und 21 mit
reduzierter Transkription (kontrdr reguliert nach Behandlung mit den kombinierten
Inhibitoren).

Fir 18 Gene wurde eine transkriptionelle Regulation durch alle drei Inhibitor-
behandlungen festgestellt (vgl. Abb. 3-9). Zu diesen Genen gehdren u. a. viele bislang nicht
annotierte, hypothetische Proteine, ein Homolog des hsp70-interagierenden Proteins, ein

Immunophilin und Calmodulin-4.

3.1.6 Validierung ausgewdhlter Gene mit inhibitorbehandlungsbedingter differentieller
Transkription mittels quantitativen PCR

Die im Microarray identifizierten Gene mit differentieller Transkription sollten mittels
guantitativen PCRs (qPCR) validiert werden. Daflir wurde RNA von adulten Schistosomen-
weibchen verwendet, die zuvor einer zweitdgigen Inhibitorbehandlung unterzogen wurden.
Nach einer reversen Transkription der RNA wurde diese als 1:20 Verdiinnung in die gPCR
eingesetzt und die Transkriptmengen mittels absoluter Quantifizierung anhand einer
Standardkurve aus verdiinntem Amplifikationseluat bestimmt. Die Auswahl der Gene dieser
Experimente erfolgte anhand identifizierter GO-Kategorien und Netzwerken der IPA, sowie
einer manuellen Einteilung auf der Grundlage von Literaturhinweisen der Funktion
bestimmter Gene. Fir diese Validierungen wurden differentiell transkribierte Gene (q < 0,03)
aus allen Microarray-Analysen ausgewahlt.

In den Microarray-Daten der Einzelbehandlungen mit TRIKI, bzw. Herb A, wurden viele
Signalmolekule identifiziert, darunter einige Mitglieder des schistosomalen TGFf3-Signalwegs
(LoVerde et al., 2007). Als Vertreter der Rezeptoren dieses Signalwegs wurden der Typ I-
Rezeptor SmTRRI (Smp_049760; Davies et al., 1998) und der Typ lI-Rezeptor SmActivinRIIb
(SmACctRIlb; Smp_144390) ausgewadhlt. Ein weiteres bekanntes Molekil des TGFB-Signalwegs
ist SmSmad4 (Smp_033950; Osman, et al., 2004), welches als zelluldres Mitglied dieses
Signalwegs ausgewadhlt wurde. Die Gene der Rezeptoren zeigten im Microarray nach
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Behandlung mit TRIKI eine erhdhte Transkription, SmSmad4 wurde transkriptionell reduziert
(vgl. digitaler Anhang, Tabelle 1). Bei Behandlung mit Herb A wurde der Rezeptor SmActRIIb
ebenfalls in seiner Transkription erhéht im Gegensatz zu SmSmad4, welches als

transkriptionell verringert identifiziert wurde (vgl. digitaler Anhang, Tabelle 5).

Im Zuge der manuellen Einteilung wurden verschiedene Gene identifiziert, deren
Proteine an Prozessen der Eischalsynthese beteiligt sind. Die Validierung dieser Gene war
von besonderem Interesse, da in ersten in vitro Experimenten eine reduzierte Eizahl
ermittelt wurde (Knobloch et al., 2007), die Wiederholung dieser Experimente in dieser
Arbeit jedoch zu keinen signifikanten Reduktionen fiihrten (vgl. Kapitel 3.1.2). Bei den Genen
der Validierungen wurden ein putatives eggshell precursor protein (Smp_00430) und das
Eischalvorlauferprotein p48 (Smp_014610; Chen et al., 1992) ausgewahlt, welches als
Bestandteil der Eischale identifiziert wurde (deWalick et al., 2011). Zusatzlich wurde ein
Protein mit Ahnlichkeit zum fs800 validiert. Bei dem Protein fs800 handelt es sich um ein
weibchenspezifisches Protein (female specific protein), dessen Expression mit Einstellung der
Eiproduktion stark verringert wird (Reis et al., 1989). Das hier ausgewahlte fs800-ahnliche
Protein (Smp_000270) wurde wie p48 bereits als Bestandteil der Eischale identifiziert
(deWalick et al., 2011). Als weiteres Gen dieser Einteilung sollte die Tyrosinase 1 (SmTYR1,
Smp_050270) auf Transkriptionsanderungen untersucht werden. Das Protein dieses Gens ist
wahrend der Eischalsynthese fiir die Vernetzung der Eischalvorldauferproteine notwendig
(Fitzpatrick et al., 2007). Nach Behandlung mit TRIKI wurde eine transkriptionelle Erhohung
flir das eggshell precursor protein und das fs800-dhnliche Protein im Microarray bestimmt.
Im Vergleich zu diesen Genen wurden Reduktionen der Transkription von p48 nach Herb A-
Behandlung, bzw. von dem fs800-ahnlichem Protein, eggshell precursor protein und SmTYR1
nach simultaner Behandlung mit beiden Inhibitoren in den entsprechenden Microarrays
gefunden.

Bei der manuellen Einteilung wurden fir alle drei Inhibitorbehandlungen
verschiedene Oberflachenmolekiile identifiziert, von denen Tetraspanine fir die Validie-
rungsexperimente jedes Microarrays ausgewdhlt wurden. Dabei zeigte Tetraspanin 18
(Smp_174190) nach der TRIKI-Behandlung unter den Tetraspaninen die starkste Regulation,
einhergehend mit der Transkriptionsreduktion. Fiir die Herb A-Behandlung sollte das Gen
Tetraspanin-1 (Smp_011560) in der gPCR untersucht werden, welches im Microarray
ebenfalls als transkriptionell  verringert identifiziert wurde. Das in der
Kombinationsbehandlung ausgewahlte Tetraspanin 1 (Smp_155310.1) gehorte auch zu den
Genen mit verringerter Transkription und war eines der angereicherten Gene der GO-

Kategorie membrane.

Neben Src-Tyrosinkinasen wurde in Zellkulturexperimenten Hsp90 als ein weiteres

Zielmolekil des Inhibitors Herb A beschrieben (Blagosklonny, 2002) und reguliert tber
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Hsp90 die Transkription anderer Hsp-Molekiile (Kasai & Kikuchi, 2010; Dinh et al., 2002). Bei
der manuellen Einteilung der Microarray-Daten nach Herb A-, bzw. Kombinations-
behandlung, wurden transkriptionelle Anderungen vieler Hsp-Gene identifiziert. Durch
Auswertung der IPA beider Behandlungen wurde Hsp70 jeweils als Vertreter des
Netzwerks 1 identifiziert, wobei Gene dieser Netzwerke in beiden Fillen mit Funktionen der
posttranslationalen Modifikationen und Proteinfaltungen assoziiert wurden. Fir das Hsp70-
Gen (Smp_106930) wurde eine Transkriptionserhéhung in den jeweiligen Microarray-Daten
bestimmt.

Als Gen mit transkriptioneller Regulation durch alle drei Inhibitorbehandlungen
wurde Calmodulin-4 (Smp_032990) ausgewahlt. Zusatzlich gehért Calmodulin-4 zu den
angereicherten Genen der GO-Kategorie binding der kombinierten Behandlung mit TRIKI und
Herb A. Das Gen zeigte eine Reduktion der Transkription nach TRIKI-Behandlung, sowie eine
transkriptionelle Erhéhung nach Behandlung mit Herb A, bzw. Kombination beider

Inhibitoren.

Zu den weiteren ausgewadhlten Genen dieser Validierungsexperimente zdhlten die
Natrium/Kalium-Pumpe (Na/K-Pumpe, Smp_015020) und Cathepsin S (Smp_139240). Das
Netzwerk 3 der IPA beinhaltete das Natrium/Kalium-Pumpen-Gen und deutete auf eine
Funktion dieses Gens wahrend des Zellzyklus, zelluldare Funktion und Aufrechterhaltung, bzw.
molekularen Transport. Zur GO-Kategorie peptidase activity gehoért das Gen von
Cathepsine S, welches zusatzlich fir Schistosomen als darmassoziiert identifiziert wurde
(Nawaratna et al., 2011). Diese beiden Gene wurden im Microarray nach Behandlung mit
TRIKI als transkriptionell erhéht identifiziert, das Cathepsin S-Gen zeigte zusatzlich eine

reduzierte Transkription nach simultaner Behandlung mit beiden Inhibitoren.

3.1.6.1 qPCR-Experimente zur Verifizierung der Microarray-Daten von differentieller
Transkription, ausgelést durch TRIKI-Behandlung

Fir die Verifizierung der Ergebnisse der Microarray-Analyse nach Behandlung mit
TRIKI wurden die Gene von SmTBRI, SmActRllb, fs800, eggshell precursor protein, Cathepsin
S und Na/K-Pumpe fiir eine erhohte Transkription ausgesucht (s. Abb. 3-10 A). Als Beispiele
einer reduzierten Transkription nach Behandlung mit TRIKI wurden die Gene des
Calmodulin-4, Tetraspanin 18 und SmSmad4 gewahlt (vgl. Abb. 3-10 B).

Die Transkriptionsregulationen der Gene fs800, eggshell precursor protein,
Calmodulin-4, Tetraspanin 18 und SmSmad4 zeigten tendenziell das gleiche Ergebnis in der
gPCR wie zuvor im Microarray ermittelt. Trotz gleicher transkriptioneller Regulation der
Gene der Rezeptoren SmTRRI, SmActRIlb im Microarray unterlag die Transkription dieser

Gene in der gPCR starken Schwankungen der einzelnen biologischen Experimente. Diese
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Schwankungen kénnten ein Zeichen von biologischer Varianz verwendeter Wurmgruppen
sein. Ein kontrdres Ergebnis beider Methoden wurde fir die Tranksription des Gens der
Na/K-Pumpe gefunden. Die Microarray-Werte zeigen jedoch sehr hohe Standard-
abweichungen, wodurch die Moglichkeit besteht, dass dieses Gen zu den statistisch
berechneten falsch-positiven Genen der Signifikanzanalyse des Microarrays gehort.

Im Vergleich der Ergebnisse der gPCR und Microarray-Analyse nach Behandlung mit
TRIKI konnte keine signifikante Korrelation nach Spearman ermittelt werden (rs = 0,135).
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Abbildung 3-10: qPCR und Microarray-Resultate ausgewahlter Gene zur Verifizierung der differentiellen
Transkription nach TRIKI-Behandlung
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A: Reprdsentativ ausgewdhlte Gene mit einer erhéhten Transkriptionsrate im Microarray waren SmTQRI,
SmACctRIlb, fs800, eggshell precusor protein und Na/K-Pumpe. B: Gene mit einer verringerten Transkription in
der Microarray-Analyse entsprachen Calmodulin-4, Tetraspanin 18 und SmSmad4. Fiir gPCR und Microarray
wurden jeweils 3 unabhédngige biologische Replikate mit je zwei technischen Replikaten durchgefiihrt
(Ausnahme ist der 2. Microarray). Die Mittelwerte und entsprechende Standardabweichungen der technischen
Replikate sind dargestellt. Die ermittelten Transkriptionsunterschiede sind jeweils als log,Ratio
(Behandlung/Kontrolle) angegeben. Die unterschiedlichen Blaufarbungen entsprechen den gPCR-Replikaten
(1-3), die verschiedene Braunfarbungen den Microarray-Replikaten (1-3).

3.1.6.2 qPCR-Experimente zur Verifizierung der Microarray-Daten von differentieller
Transkription, ausgeldst durch Herbimycin A-Behandlung

Fir diese Experimente wurden reprdsentativ die Gene SmActRIIb, Calmodulin-4 und
Hsp70 mit erhohter Transkriptionsrate nach Behandlung mit Herb A ausgewahlt (vgl. Abb. 3-
11 A). Firr die Uberpriifung einer reduzierten Transkription durch diese Inhibitorbehandlung
wurden die Gene der Molekiile Tetraspanin-1, SmSmad4 und p48 exemplarisch ausgesucht
(s. Abb. 3-11 B).

Im Vergleich der detektierten Transkriptionsanderungen der qPCR und Microarray-
Analysen zeigten tendenziell die Gene der Molekile Calmodulin-4, Hsp70, Tetraspanin-1,
SmSmad4 und p48 die gleiche Regulation. Die Transkription des SmActRIlb wurde in beiden
Methoden mit entgegengesetzten Ergebnissen bestimmt. Aufgrund der geringen
Standardabweichungen der Replikate wurden diese als zuldssig eingestuft. Die ermittelte
Diskrepanz dieser Ergebnisse kénnte erneut durch biologische Varianz der verwendeten

Wurmgruppen der Experimente zu erklaren sein.

Die Transkriptionsanderungen der qPCR- und Microarray-Analysen nach
Inhibitorbehandlung mit Herb A zeigten im Vergleich eine signifikante Korrelation nach
Spearman (rs = 0,7234).
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Abbildung 3-11: qPCR und Microarray-Resultate ausgewahlter Gene zur Verifizierung der differentiellen
Transkription nach Herbimycin A-Behandlung

A: Reprdsentativ ausgewahlte Gene mit einer erhéhten Transkriptionsrate im Microarray waren SmActRllb,
Calmodulin-4 und Hsp70. B: Gene mit einer verringerten Transkription in der Microarray-Analyse entsprachen
Tetraspanin-1, SmSmad4 und p48. Fir gPCR und Microarray wurden jeweils 3 unabhangige biologische
Replikate mit je zwei technischen Replikaten durchgefiihrt (Ausnahme ist der 2. Microarray). Die Mittelwerte
und entsprechende Standardabweichungen der technischen Replikate sind dargestellt. Die ermittelten
Transkriptionsunterschiede sind jeweils als log,Ratio (Behandlung/Kontrolle) angegeben. Die unterschiedlichen
Blaufdarbungen entsprechen den gPCR-Replikaten (1-3), die verschiedene Braunfdarbungen den Microarray-
Replikaten (1-3).

95



Ergebnisse

3.1.6.3 qPCR-Experimente zur Verifizierung der Microarray-Daten von differentieller
Transkription, ausgeldst durch simultane TRIKI- und Herbimycin A-Behandlung

Durch kombinierte Behandlung mit TRIKI und Herb A wurde eine erhohte
Transkriptionsrate fir die reprasentativ ausgewahlten Gene Calmodulin-4 und Hsp 70 in der
Microarray-Analyse ermittelt (vgl. Abb. 3-12 A). Fiir Gene mit verringerter Transkription nach
Kombinationsbehandlung wurden die Molekiile fs800, eggshell precusor protein,
Tetraspanin 1, Tyrosinase 1 (SmTYR1) und Cathepsin S fir diese Verifizierungsexperiemte
ausgewahlt (s. Abb. 3-12 B).

Die Regulationstendenzen der Transkription der Microarray-Analyse konnte mit Hilfe
der gPCR fir die Gene Calmodulin-4, eggshell precusor protein, Tetraspanin 1, SmTYR1 und
Cathepsin S bestatigt werden. Das Gen des Hsp 70-Homologs zeigte zumindest fir ein
biologisches Replikat der gPCR eine Erhéhung der Transkription. In der qPCR fiir das fs800-
ahnliche Gen wurde in zwei biologischen Replikaten eine erhdhte Transkription ermittelt
und nur ein Replikat der qPCR bestatigte die transkriptionelle Reduktion des Microarrays.
Diese Ergebnisse konnten ebenfalls durch eine hohe biologische Varianz der verwendeten

Parasiten fur die Transkriptionsrate dieses Gens zustande kommen.

Auch die gPCR und Microarray Ergebnisse der Kombinationsbehandlung wurden
miteinander verglichen und eine signifikante Korrelation nach Spearman bestimmt
(rs=0,464).
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Abbildung 3-12: qPCR und Microarray-Resultate ausgewahlter Gene zur Verifizierung der differentiellen
Transkription nach kombiniert TRIKI und Herbimycin A-Behandlung

A: Représentativ ausgewdhlte Gene mit einer erhéhten Transkriptionsrate im Microarray waren Calmodulin-4
und Hsp70. B: Gene mit einer verringerten Transkription in der Microarray-Analyse entsprachen fs800, eggshell
precusor protein, Tetraspanin 1, SmTYR1 und CathepsinS. Fir gPCR und Microarray wurden jeweils 3
unabhangige biologische Replikate mit je zwei technischen Replikaten durchgefiihrt (Ausnahme ist der
2. Microarray). Die Mittelwerte und entsprechende Standardabweichungen der technischen Replikate sind
dargestellt. Die ermittelten Transkriptionsunterschiede sind jeweils als log,Ratio (Behandlung/Kontrolle)
angegeben. Die unterschiedlichen Blaufarbungen entsprechen den qPCR-Replikaten (1-3), die verschiedene
Braunfarbungen den Microarray-Replikaten (1-3).

97



Ergebnisse

3.1.6.4 Transkriptionsanalyse verschiedener Gene der Eischalsynthese nach vorange-
gangenen Inhibitorbehandlungen

Die ersten in vitro Experimente mit den Inhibitoren TRIKI und Herb A fiihrten zu einer
dosierungsabhdngigen Reduktion der Oviposition adulter Schistosomen (Knobloch et al.,
2006; Knobloch et al., 2007). Im Vergleich zu diesen Daten konnten in den Experimenten der
vorliegenden Arbeit keine signifikanten Unterschiede der Eiproduktion bei Inhibitor- oder
kontrollbehandelten Wirmern festgestellt werden (vgl. Kapitel 3.1.2). In den Daten der
Microarray-Analyse wurden verschiedene proteinkodierende Gene mit (putativer) Funktion
in Prozessen der Eischalsynthese als differentiell transkribiert bestimmt. Die fiir die jeweilige
Inhibitorbehandlung signifikant regulierten Gene der Eischalsynthese wurden mit Hilfe von
gPCR-Experimenten validiert (vgl. Kapitel 3.1.6.1; 3.1.6.2; 3.1.6.3). Um einen groReren
Uberblick tiber die Transkriptionsregulation von Genen der Eischalsynthese zu erhalten,
wurden diese Validierungsexperimente erweitert. Mit Hilfe zusatzlicher gPCRs wurde fir die
drei Inhibitorbehandlungen die Transkription der (putativen) Eischalvorlaufergene p14
(Smp_131110.x; Koster et al., 1988), p48 und des eggshell precursor proteins bestimmt. Bei
dem Protein von p14 handelt es sich um den Hauptbestandteil der Eischale (deWalick et al.,
2011), dessen Gen besitzt die starkste Tranksription bei den Schistosomen (Chen et al., 1992;
Kunz et al., 1995). Weiterhin wurde die Transkription des fs800 und der SmTYR1 nach den
drei Inhibitorbehandlungen untersucht. Die Transkriptionsanderungen dieser Gene wurden
sowohl in der gPCR als auch im Microarray bestimmt, wobei die Signifikanz der Microarray-
Werte vernachldssigt wurde (vgl. Abb. 3-13).
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Abbildung 3-13: Ubersicht reprisentativer differentiell transkribierter Gene der Eischalsynthese nach
vorangegangenen Inhibitorbehandlungen

Transkriptionsuntersuchung der Gene p14, p48, eggshell precursor protein, Tyrosinase 1 (SmTYR1) und fs800-
dhnlich. Fir gPCR und Microarray wurden jeweils 3 unabhangige biologische Replikate mit je zwei technischen
Replikaten durchgefiihrt (Ausnahme ist der 2. Microarray). Die Mittelwerte und entsprechende
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Standardabweichungen der technischen Replikate sind dargestellt. Die ermittelten Transkriptionsunterschiede
sind jeweils als log,Ratio (Behandlung/Kontrolle) angegeben. Die unterschiedlichen Blaufarbungen entsprechen
den gPCR-Replikaten (1-3), die verschiedenen Braunfarbungen den Microarray-Replikaten (1-3).

Durch die Behandlung mit TRIKI wurde fir die untersuchten Gene in der gPCR eine
erhohte Transkription bestimmt (Ausnahme die 1. Replikate der Gene pl4, p48 und
SmTYR1). Aufgrund der Prozessierung der Microarray-Daten wurden durch die gewahlten
Filterkriterien keine Werte fiir die Gene p14 und p48 gefunden. Eine erhdhte Transkription
im Microarray zeigten die Gene des eggshell precursor proteins, des fs800-dahnlichen
Proteins und der SmTYR1, wobei diese Transkriptionsregulationen nur fiir die ersten beiden
Gene als signifikant gelten.

Bei der Transkriptionsanalyse der ausgewdhlten Gene nach Behandlung mit Herb A
wurde jeweils eine Verringerung der Transkription in der gPCR festgestellt. Der Grof3teil der
Microarray-Ergebnisse bestdtigte diese Tendenz fir die ausgewdhlten Gene. Die jeweils
dritten biologischen Experimente der Microarrays zeigten eine Erhéhung des Transkriptions-
levels beim eggshell precursor protein, dem fs800-dahnlichen und der SmTYR1, sowie das
zweite Replikat des p48. Obwohl das zweite Replikat eine kontrare Regulationstendenz
zeigte als die anderen Microarray-Experimente, wurde die Transkription von p48 als

signifikant eingestuft.

Wie auch die Herb A-Behandlung, resultierte die Kombination beider Inhibitoren in
einer reduzierten Transkription der untersuchten Gene. Diese Reduktion wurde sowohl in
der gqPCR als auch der Microarray-Analyse detektiert. Als einzige Ausnahmen zeigten die
ersten zwei biologischen Replikate der qPCR eine Erhéhung der Transkription des fs800-
ahnlichen Gens. Im Vergleich der Regulationsstarken waren die Transkriptionsreduktionen
der Kombinationsbehandlung schwacher als bei denen der Herb A-Einzelbehandlung.

Zusammenfassend bewiesen diese Experimente einen Einfluss der Inhibitoren (TRIKI,
Herb A, bzw. der Kombination beider Inhibitoren) auf die Transkription der untersuchten
Gene der Eischalsynthese. Zusatzlich deuteten die ermittelten Regulationsstarken auf ein
Zusammenwirken der Inhibitoren TRIKI und Herb A hin, da fir die Kombinationsbehandlung
eine Regulationsstdrke als eine Art Mittelwert der Einzelbehandlungen identifiziert wurde.
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3.2 Charakterisierung gonadenspezifisch exprimierter Gene

Neben der funktionellen Analyse der Src-Kinase SmTK3 lag im Weiteren der Fokus
dieser Arbeit auf der Identifizierung von Signalwegen, an denen dieses Molekiil beteiligt ist.
Durch in vitro Verwendung des Src-Kinaseninhibitors Herbimycin A (Herb A) wurden unter
anderem verschiedene Gene der Eischalsynthese in ihren Transkriptionen verandert (vgl.
Kapitel 3.1.6.4). Um Hinweise auf weitere putative Funktionen von SmTK3 zu erhalten, war
die Untersuchung von Signalwegen dieses Molekiils von besonderem Interesse. In diesem
Zusammenhang identifizierten Quack et al. (2009) putative downstream Protein-Protein-
Interaktionspartner mit Hilfe eines Y3H-Screenings. Nach qualitativer und quantitativer
Analyse der Bindungspartner von SmTK3 wurde die stdarkste Interaktion mit einem Homolog
der BAF60-Untereinheit des Chromatin-Remodellierungskomplexes SWI/SNF (Mohrmann &
Verrijzer, 2005) und als hé&ufigster Interaktionspartner ein Protein mit Ahnlichkeit zu
Diaphanous-Molekiilen (SmDia) der Formin-Proteinfamilie identifiziert. Weitere Inter-
aktionsstudien des letzteren Molekiils zeigten eine Bindung der GTPase SmRhol (Vermeire
et al., 2003), womit dieses Forminmolekiil wahrscheinlich die Schnittstelle zweier Signalwege
darstellt, von denen einer die Src-Kinase SmTK3 beinhaltet (Quack et al., 2009). Ein
Charakteristikum von Forminen wie Diaphanous ist deren Beteiligung an der Organisation
des Cytoskeletts (Young & Copeland, 2010). Aufgrund dieser Eigenschaft von
Diaphanousproteinen postulierten Quack et al. (2009) fiir den Signalweg von SmTK3 und
SmDia eine Beteiligung an diesen Prozessen in den Reproduktionsorganen adulter

Schistosomen.

In weiteren Y3H-Ansdtzen wurden Hinweise auf einen trimeren Kinasekomplex
gefunden, welcher aus der Syk-Tyrosinkinase (TK) SmTK4, der Src-TK SmTK3 und der
Src-/Abl-TK SmTK6 besteht. Dabei stellen SmTK3 und SmTK6 putative upstream
Interaktionspartner von SmTK4 dar (Beckmann et al.,, 2010b). Durch Co-Immunoprazi-
pitationen wurden die Interaktionen von SmTK4 und SmTK6 sowie SmTK3 und SmTK6
verifiziert (Beckmann et al., 2010b; Beckmann et al., 2011). Die Transkription dieser drei TKs
findet, den Ergebnissen von insitu-Hybridisierungen zufolge, u.a. in den
Reproduktionsorganen adulter Schistosomen statt (SmTK4 und SmTK6 in Ovar und Testes,
SmTK3 in Ovar, Vitellarium und Testes), wodurch diese Molekile im Ovar kolokalisieren
(Knobloch et al., 2002a; Beckmann et al., 2010b; Kapp et al., 2004).

Dieser Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit der Identifizierung und
Charakterisierung weiterer Protein-Protein-Interaktionspartner der Tyrosinkinasen SmTK3
und SmTK®6.
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3.2.1 Identifizierung von upstream Interaktionspartnern der Src-Kinase SmTK3

Um putative upstream Bindungspartner von SmTK3 zu identifizieren, wurde ein
Y3H-Screening von Dr. Cora Burmeister (Institut flr Parasitologie, AG Grevelding, Justus-
Liebig-Universitat GieBen) durchgefiihrt (Buro et al., in Vorbereitung). In diesem Screening
einer Y2H-cDNA-Bank diente die Src Homologie 2 (SH2)-Doméne der Kinase als bait-Protein.
Diese Domadne ist fur die Bindung der Src-TK an phosphorylierte Tyrosinreste anderer
Molekiile notwendig und vermittelt dadurch eine upstream Protein-Protein-Interaktion
(Thomas & Brugge 1997; Boggon & Eck, 2004). Vorangegangene Studien zeigten bereits,
dass Hefen keine eigene Tyrosinkinaseaktivitdt besitzen (Ptacek et al., 2005), die heterologe
Expression von TK-Domadnen jedoch maoglich ist. Aus diesem Grund wurde die TK-Domadne
der Src-Kinase SmTK5 mit dem bait-Protein co-exprimiert (SmTK5TK; Smp_136300;
Accession Nr. AF232691; Kapp et al., 2001). Als Ergebnis dieses Y3H-Screenings wurde ein
zum Epidermal growth factor receptor pathway substrate 8 ahnliches Protein (SmEps8;
Accession Nummern: XM_002574601 und CCD60001, Smp_139520) als haufigster und
zugleich starkster Interaktionspartner der SmTK3SH2 identifiziert (Buro et al., in
Vorbereitung). Weitere Bindungspartner der SH2-Doméane von SmTK3 waren ein Heat shock
protein 60 (Hsp60; Accession Nummer: CCD59264.1, Smp_008545), ein Collagen (Accession
Nummer: XP_002581297.1, Smp_135560) und das Protein des Eischalvorlaufergens p48
(AAA29908.1; Smp_014610; Chen et al., 1992). Die anschlieRende Quantifizierung der
relativen Bindungsstarken von SmTK3SH2 (+ SmTK5TK) fuhrte im Vergleich zur starken
Bindung mit SmEps8 zur Einstufung als vernachldssigbar geringe Interaktionen mit Hsp60,
Collagen und p48 (Daten nicht gezeigt), weshalb die Charakterisierung von SmEps8 im
Vordergrund weiterer Untersuchungen stand (Buro et al., in Vorbereitung).

3.2.1.1 Charakterisierung des EGFR pathway substrate 8-Proteins (SmEps8)

Bei den starksten Interaktionspartnern von SmTK3SH2 + SmTK5TK handelte es sich
um Eps8-dhnliche Proteine, die aufgrund unterschiedlicher Groflen in zwei Gruppen
untergliedert wurden. Zum einen handelte es sich um Volllangenklone (2376 bp), zum
anderen um C-terminal verkiirzte Varianten (756 bp). Durch Untersuchungen der
Nukleinsdauresequenzen wurde flr beide SmEps8-Varianten eine putative 5’-UTR unmittelbar
vor dem Startcodon identifiziert (vgl. Anhang 5.2.1). Daneben beinhalteten die
Volllangenklone eine putative 3’-UTR und einen Poly (A)-Bereich. Fir Strukturanalysen
wurden die Nukleinsduresequenzen beider SmEps8-Varianten in silico in Aminosauren (AS)
umgeschrieben und mit Hilfe des Strukturvorhersageprogramms SMART (Schultz et al., 1998;
Letunic et al., 2012) untersucht. Die Volllangenklone besallen eine GroRe von 792 AS
(vgl. Abb. 3-15, Prey-Sequenz), die verkilrzten Varianten eine GrofRe von 252 AS. Mit Hilfe
dieser Strukturanalyse konnte auch der flir Eps8-Molekiile beschriebene typische Aufbau fir
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die Volllangenklone von SmEps8 identifiziert gefunden werden (Di Fiore & Scita, 2002). So
wurden am N-Terminus eine Phosphotyrosinbindedoméane (PTB, 8-151 AS, vgl. Abb. 3-15;
hellgrau) und eine EGFR-Bindedomane (EGFR-BD, 300-356 AS, vgl. Abb. 3-15 dunkelgrau)
identifiziert. Der C-Terminus enthielt eine Eps8-spezifische SH3-Domane (437-493 AS, vgl.
Abb. 3-15 beige) sowie eine steril alpha motif-pointed Effektordomane (SAM-PNT, 718-790
AS, vgl. Abb. 3-15 anthrazit). Die PTB-Domane vermittelt Protein-Protein-Interaktionen
(Hubbard & Till, 2000), wobei ihr Bindemotiv aus den Aminosauren NPxY besteht und der
Tyrosinrest (Y) phosphoryliert vorliegt (x entspricht jeder beliebigen Aminosdure; Forman-
Kay & Pawson, 1999). Die namensgebende Bindung von Eps8 an EGFRs erfolgt Gber die
EGFR-BD (Castagnino et al., 1995). Durch die Eps8-spezifische SH3-Domadne kommt es zur
Dimerisierung zweier SH3-Domanen von Eps8-Molekilen (Kishan et al., 1997). Zusatzlich
erfolgen Interaktionen mit z.B. dem Abelson interactor-1 (Abi-1) (Biesova et al., 1997) und
RN-tre (Matoskova et al., 1996) Uber die SH3-Domane. Die Effektordomane SAM-PNT ist
eine Subfamilie der SAM-Domanen und vermittelt Homo- oder Hetero-Oligomerisierungen
(Di Fiore & Scita, 2002). Zusatzlich erfolgt die Bindung von Eps8 an F-Actin Gber die SAM-PNT
Effektordomane und bewirkt damit die zelluldre Lokalisierung des Molekiils (Scita et al.,
2001). Stetak et al. (2006) definierte zusatzlich fir das Eps8-Molekil von Caenorhabditis
elegans (Accession Nummer: CAJ44244) eine Bindedoméane der LIN2-Kinase im Bereich der
AS 462-511. Um diese Bindedomdne im SmEps8 zu identifizieren, wurde ein Alignment der
AS-Sequenzen von S. mansoni und C. elegans durchgefiihrt (vgl. Anhang 5.2.2), wobei im
Bereich der AS-Position 513-558 drei identische und mehrere dhnliche AS identifiziert und so

eine Ubereinstimmung von 32% ermittelt wurde.

Bei den C-terminal verkirzten SmEps8-Klonen wurden ebenfalls die PTB-Domadne
sowie ein kurzer Abschnitt von ca. 100 AS zwischen der PTB und EGFR-BD identifiziert (vgl.
5.2.1). Die Verkirzung des kodierenden Leserahmens dieser SmEps8-Klone kann durch eine
mogliche Fehlpaarung des Oligo d(T)-Primers bei der Synthese der cDNA-Bank erklart
werden. Da zwischen der PTB und der EGFR-BD ein adeninreicher Bereich existierte, war
eine Bindung des Oligo d(T)-Primers an diesen vermeintlichen Poly (A)-Bereich mdglich.

Im Zuge der strukturellen Analyse des SmEps8-Molekiils fielen unterschiedliche
Lokalisierungen der einzelnen Domanen im Vergleich zu Eps8-Proteinen anderer Spezies auf.
Aus diesem Grund wurde ein Multialignment fiir diese Proteine mit denen von H. sapiens
(Accession Nummer: Q12929), Mus musculus (Accession Nummer: AAA16358), Gallus gallus
(Accession Nummer: XP_416405), Xenopus tropicalis (Accession Nummer: NP_0010702508),
Danio rerio  (Accession Nummer: NP_956536), Drosophila melanogaster (Accession
Nummern: 1: AAF21013 und 2: AAL13963), Apis mellifera (Accession Nummer: XP_392229),
Clonorchis sinensis (Accession Nummer: GAA35243) und C. elegans (Accession Nummer:
CAJ44244) durchgefiihrt (vgl. Anhang 5.2.2). Wie erwartet, wurden nur geringe
Ubereinstimmungen von SmEps8 zu Eps8-Molekiilen anderer Organismen gefunden (12%
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Identitdt zu Eps8 von C. elegans und 13% Identitat zu Eps8 von H. sapiens, G. gallus,
X. tropicalis und dem Homolog mit der Accession Nummer AAF21013 aus D. melanogaster,
sowie 14% ldentitdat zu den Eps8-Molekiilen aus M. musculus und D. rerio). Eine hohere
Ubereinstimmung der Sequenzen zeigten das zweite Eps8-Molekiil aus D. melanogaster
(AAL13963; 15% Identitat), Eps8 von A. mellifera (16%) und von C. sinensis (32%).
Zusammenfassend wurde in diesem Alignment eine geringe Ubereinstimmung von SmEps8
zu den Molekilen der Vertebraten festgestellt. Im Gegensatz dazu zeigten die Eps8-
Molekiile der Vertreter der Trematoden (C. sinensis und S. mansoni) eine sehr hohe
Ubereinstimmung der Sequenzen. Diese Ergebnisse lieBen eine enge phylogenetische
Beziehung zwischen den Molekiilen der Trematoden vermuten, welche in einer
anschlieenden phylogenetischen Untersuchung in Form eines Cladogramms uberprift
wurden. Um die Aussagekraft dieser Vermutung zu erhdéhen, wurden die Molekiile mit
Ahnlichkeit zu Eps8 von S. japonicum und S. haematobium (Sjp_0116820; Sha_102603)
hinzugefligt. Bei der Sequenz von SjEps8 handelte es sich jedoch um eine Partialsequenz,
wobei als strukturelle Domdne einzig die SH3-Domdne vorhanden war. Um eine
Verschiebung der phylogenetischen Beziehungen auszuschlieffen, wurden fiir diese Analyse
die jeweiligen SH3-Domadnen der Molekiile bestimmt und anschlieBend zur Erstellung des
Cladogramms verwendet (s. Abb. 3-14).
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D. melanogaster 1

A. mellifera

D. melanogaster 2

C. elegans

S. mansoni

S. haematobium

S. japonicum

C. sinesis

X. tropicalis

H. sapiens

M. musculus

G. gallus

D. rerio

D. melanogasterl KIVLVTYPRTANNDKELSVMRGEYLEILDDTR-KWWKARNMRGQVAHVPHTIVTPFN 56
A. mellifera KIVQVTYPRTANNDKELTVVRGEYLEILDDSR-KWWKARNSRGQVAHVPHTIVTPHN 56
D. melanogaster? KIAEVTFNKSATNDKELKVTKGEYLEIIDDSR-NWWKARNSYGNIGYVPHTVLTPYN 56
C. elegans KLAVVTYDRGGQNTKELTVHKGEYLEVIFDER-NWWECKNMHQRVGYVPHTILSMVP 56
H. sapiens KYAKSKYDFVARNNSELSVLKDDILEILDDRK-QWWKVRNASGDSGFVPNNILDIVR 56
M. musculus KYAKSKYDFVARNSSELSVMKDDVLEILDDRR-QWWKVRNASGDSGFVPNNILDIMR 56
G. gallus KYAKCKYEFMARNNSELSVLKEEIVEILDDRK-QWWKVRNKSGNTGFVPNNILDPLR 56
D. rerio NFAKSKYDFVARNNTELSVLKDEVVEVLDDRK-QWWKVRNGAGASGYVPNNILEISR 56
X. tropicalis RYALCKYDFVARNSNELSVLKDDVLEVLDDKK-QWWKVRSSSGAVGFVPNNILVAMK 56
S. mansoni KWCVVNVLHVGAKPQELTVQPGDVLQILNTSKGDWWLLONDAGESGEVPAWKLKAYN 57
S. haematobium KWCVVNVLHVGAKPQELTVQPGDVLQILNSSKGDWWLLONDAGESGEVPAWKLKAYN 57
S. japonicum 0 @———————= HVGAKPEELNVQPGDVLQILSNSKGDWWMLONDAGESGEVPAWKLKAYN 49
C. sinensis

WLYYATVRHVGSKPKEISVSPGTILEVLDSTDLDWWTVRDONGAEGEIPRWKLQESP 57
Iy 3 .

*ro* HER SEE

Abbildung 3-14: Phylogenetisches Cladogramm der SH3-Domane verschiedener Eps8-Molekiile

Fir die phylogenetische Angeordnung wurden die annotierten Sequenzen (Accession Nummern) der Eps8-
Molekiile von D. melanogaster (1: AAF21013 und 2: AAL13963), A. mellifera (XP_392229), C.elegans
(CAJ44244), S. mansoni (Prey-Sequenz), S. haematobium (Sha_102603), S. japonicum (Sjp_0116820), C. sinensis
(GAA35243), X. tropicalis (NP_0010702508), H.sapiens (Q12929), (AAA16358),
(XP_416405) und D.rerio (NP_956536) Oberer Bereich: Cladogramm;
dazugehoriges Alignment der SH3-Doménen

M. musculus G. gallus

verwendet. unterer Bereich:

Das Cladogramm der Eps8-Molekiile (s. Abb. 3-14) zeigte eine deutliche Trennung
zwischen diesen Molekiilen der Vertebraten und jenen der Invertebraten. Zwischen den
Aminosduren der Eps8-SH3-Domadnen der Vertebraten wurde eine hohe Konservierung
gefunden, die bereits im Alignment beobachtet wurde (vgl. Anhang 5.2.2). Im Bereich des
Cladogramms der Invertebraten fiel eine deutliche Trennung zwischen den Molekilen der
Vertreter der Trematoda und Insecta bzw. dem Nematoden C. elegans auf. Zusatzlich wurde
eine Unterteilung der SH3-Domadne der Trematoden zwischen den Mitgliedern der Familie
der Schistosomatidae und C. sinensis deutlich, daneben zeigten die SH3-Domdnen von

S. mansoni und S. haematobium eine engere Verwandtschaft auf als S. japonicum.

Ein weiteres Alignment des identifizierten SmEps8 Volllangenklons des

Y3H-Screenings (Prey-Sequenz) beschaftigte sich mit dem Vergleich dieser Sequenz und den
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Prey-Sequenz
XP 002574647
CCD60001

ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok e ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ks k ko ok Kk ok ok ok Kk K

791
771
719

KKk Kok Kok Kk Kk

annotierten Datenbankklonen (XP_002574647, CCD60001). Dabei wurden Diskrepanzen
zwischen den gefundenen Sequenzen sichtbar (vgl. Abb. 3-15).
Prey-Sequenz MRNRDFNKEELAFKAHHIASFIEGEEKLTPSSVVHHINLLHGGGRIDETPCKVRLDKKGI 60
XP_002574647 MRNRDFNKEELAFKAHHIASFIEGEEKLTPSSVVHHINLLHGGGRIDETPCKVRLDKKGI 60
CCD60001 MRNRDFNKEELAFKAHHIASFIEGEEKLTPSSVVHHINLLHGGGRIDETPCKVRLDKKGI 60
% %k %k sk ok k ko ok ok k ke k ok k ok ok sk sk sk sk sk ok ok ke k ko ok ok sk sk sk sk sk ke ke ke ke ok ke ko ks sk ke ke ke ke ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Prey-Sequenz LIELRSSEEVVEFFEWSSISDQAAIFKRSEDFQYGYLILFRCSQYNAELGIKESEVHVFES| 120
XP_OO2574647 LIELRSSEEVVEFFEWSSISDQAAIFKRSEDFQYGYLILFRCSQYNAELGIKESEVHVES| 120
CCD60001 LIELRSSEEVVEFFEWSSISDQAAIFKRSEDFQYGYLILFRCSQYNAELGIKESEVHVES| 120
Kk kK kK ok Kk k ko ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk sk sk ok ok ok ok ke ko ok ok ok ok ok sk sk sk ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ko k ok ok ok
Prey-Sequenz CETKDDAKLLVDSIYNQKISALGLNSNGDASRSPEVNLRRGRSEEIIDSTGYDGGRNFYM 180
XP_002574647 CETKDDAKLLVDSIYNQKISALGLNSNGDASRSPEVNLRRGRSEEIIDSTGYDGGRNFYM 180
CCD60001 CETKDDAKLLVDSIYNQKISALGLNSNGDASRSPEVNLRRGRSE-——--—-—--————————— 164
hhkkhkkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhhhhhhkhkhkkhkhkhkhkkhkkhkkkhkkk
Prey-Sequenz LNQCIDDIECFENRLEKAIKRMSHHNRNSSAEVLNNVSYPSKQDAQEIIRKVKYAFNLNE 240
XP_OO2574647 LNQCIDDIECFENRLEKAIKRMSHHNRNSSAEVLNNVSYPSKQDAQEIIRKVKYAFNLNE 240
CCD6000L @ = mmemmmmmmmmmmmemmmmcmmm e ELKFNVSYPSKQDAQEITIRKVKYAFNLNE 193
*: %k %k kK Kk Kk ok ko k ok k k k ok ok K ok ok ok ok ok ok
Prey-Sequenz QIQPHTPEEISKKIFIRLEFNTVQWLDKVCRHNIVPDYDQHMVREIVEPLLEEATLATIAK 300
XP_002574647 QIQPHIPEEISKKIFIRLEFNTVQWLDKVCRHNIVPDYDQHMVREIVEPLLEEATLATIAK 300
CCD60001 QIQPHIPEEISKKIFIRLFNTVQWLDKVCRHNIVPDYDQHMVREIVEPLLEEATLATIAK 253
Kok ok ok ok ok k k ok k ok ko k k ok ok sk ok sk ok sk ok sk ok ke ke ke ke ke ko ok ok ok ok ok ok k ko ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Prey-Sequenz RLONKIEFWKGLGPAWNTPPEKWSEHLARYSPQFASKSVNKRQTWHAEANIVTPSVGDVE 360
XP_ 002574647 RLONKIEFWKGLGPAWNT PPEKWSEHLARY SPQFASKSVNKRQTWHAEANIVTPSV---- 356
CCD60001 RLONKIEFWKGLGPAWNTPPEKWSEHLARYSPQFASKSVNKROTWHAEANIVIRSV -~~~ 309
Kk k k ok ok ko ko ok ok ok ok ok ok ks ke ko ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk k k k k k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Prey-Sequenz IKVTQTISPRHSPIPSERVRTPSPVRQIGTETIPTDNVNTTVLNVTTVTVEKSPEQRVKS 420
XP 002574647 —---TQTISPRHSPIPSERVRTPSPVRQIGTETIPTDNVNTTVLNVTTVTVEKSPEQRVKS 413
CCD60001 —---TQTISPRHSPIPSERVRTPSPVRQIGTETIPTDNVNTTVLNVTTVTVEKSPEQRVKS 366
Kk kK ok Kk Kk ok ok ok ks ok ok ke ko ok sk ok ko sk sk ok ok sk ok ok ok ok ok ko ko ok ok ok ke ko ok ok ok ok R ok ok ok ok ok ok
Prey-Sequenz ADPRSSYPQRRWDSEEKWCVVNVLHVGAKPQELTVQPGDVLQILNTSKGDWWLLONDAGE| 480
XP_002574647 ADPRSSYPQRRWDSEEKWCVVNVLHVGAKPQELTVQPGDVLQILNTSKGDWWLLONDAGE| 473
CCD60001 ADPRSSYPQRRWDSEEKWCVVNVLHVGAKPQELTVQPGDVLQILNTSKGDWWLLONDAGE| 426
ARXEEEEEEEREX R EEEETEER kX ktRxhhkkkik kil kkkiiki
Prey-Sequenz SGEVPAWKLKAYNYRPDHPTTAGLKKTPSMNNLLSRKSTETFGNDSDNVHSENHSNFQSQ 540
XP_ 002574647 SGEVPAWKLKAYNYRPDHPTTAGLKKTPSMNNLLSRKSTETFGNDSDNVHSENHSNFQSQ 533
CCD60001 SGEVPAWKLKAYNYRPDHPTTAGLKKTPSMNNLLSRKSTETFGNDSDNVHSENHSNFQSQ 486
ok kK kK ok ok ke k ok ok ok ko ke ok ok k k ko sk sk sk sk sk ok ok ok ok ok ke ko %k ok ok sk sk ke ok ok ok ok ok kR ok ko ke ke ke ke ko ok ok
Prey-Sequenz RNNSHAPKSILRDKSPTRQTDTSVLNLSIPNSPTGONSNNDNRIMNDNVNTNANNNVMYI 600
XP_002574647 RNNSHAPKSILRDKSPTRQTDTSVLNLSIPNSPTGQNSNNDNRIMNDNVNTNANNNVMYI 593
CCD60001 RNNSHAPKSILRDKSPTRQQ----- ILLIPNSPTGQONSNNDNRIMNDNVNTNANNNVMYI 541
T TN WE R W Tl e g TR R IR R ST - T Yo T ot g e R et e e R R TR
Prey-Sequenz TPSQLQEAIKINSNVPMILIPVPNLYSNNNSDMSAINWSNLINPNTNGAELARTPNPDAL 660
XP_OO2574647 TPSQLOEAIKINSNVPMILIPVPNLYSNNNSDMSAINWSNLINPNTNGAELARTPNPDAL 653
CCD60001 TPSQLQEAIKINSNVPMILIPVPNLYSNNNSDMSAINWSNLINPNTNGAELARTPNPDAL 601
Kk kK ok ok ok ok Kk ke ok sk ke ke ke ok ko ko ke ok sk sk sk sk sk ok ok ok ok ok ok ok ok sk sk ok sk sk ke ke ok ok ok ke ok ok ok ok k ke ok ke ke ok ok ok ok
Prey-Sequenz GPGWKPAPILSTSATEALGYSPYPFNYPTHMHTMTRELRERLSKMOLGGGTGLKSVP| 720
XP_002574647 GPGWKPAPILSTSAT--————=—===== THMHTMTRELRERLSKMQLGGGTGLKSVP) 700
CCD60001 GPGWKPAPILSTSAT--—-—-—-—-—-— THMHTMTRELRERLSKMQLGGGTGLKSVP 648
e Yo Je g e v ek e e ok e o e dhkhkhkhkhkkhkhkhkkkkkkhkkhkhkkhkkkhkhkhkkhxkkxkxxk
Prey-Sequenz 780
XP_002574647 760
CCD60001 708

Abbildung 3-15: Alignment von SmEps8-Klonen identifiziert im Y3H-Screening (Prey-Sequenz) bzw. annotiert
in der Datenbank (XP_002574647 und CCD60001)

Das Alignment der drei Eps8-Klone zeigt Insertionen von Aminosauren (AS) innerhalb der Prey-Sequenz, die bei

in der Datenbank annotierten Klonen nicht vorhanden sind (-). Farblich markiert sind die konservierten

Domaénen: hellgrau: Phosphotyrosinbindedoméne (PTB, AS 8-151), dunkelgrau: EGFR-Bindedoméne (Epidermal
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growth factor receptor-BD, AS 300-356), beige: Src Homologie 3 (SH3, AS 437-493), anthrazit: sterile alpha
motif-pointed Effektordoméne (SAM-PNT, AS 718-790). Identische AS sind als *, stark dhnliche AS sind als :
dargestellt.

Generell besaR die Prey-Sequenz von SmEps8 eine groRere Ubereinstimmung (*) auf
AS-Ebene mit dem Klon der Accession Nummer XP_002574647 (zu 97% identisch) als mit
dem Klon der Accession Nummer CCD60001 (zu 90% identisch). Die detektierten
Unterschiede der AS-Sequenzen beschrdankten sich mit einer Ausnahme (AS an Position 743
der Prey-Sequenz) auf die Bereiche zwischen den farblich markierten, konservierten
Domadnen. Die Prey-Sequenz zeigte an den AS-Positionen 357-363 und 676-689 einen
Einschub von Aminosduren im Vergleich zu beiden annotierten Klonen. Weiterhin wurden
Insertionen der Prey-Sequenz und des Klons XP_002574647 an den AS-Positionen 165-211
und 561-565 gefunden, die in dem zweiten annotierten Klon (CCD60001) nicht vorhanden
waren. Neben diesen Insertionen waren an verschiedenen Positionen Aminosduren
ausgetauscht. Hierzu gehorten die Aminosduren 213-215, 560, 566 und 568 der Prey-
Sequenz im Vergleich zum annotierten Klon mit der Accession Nummer CCD60001. Ein
interessanter Aspekt war der Austausch der Aminosaure Phenylalanin (F) innerhalb der SAM-
PNT Domaéne der Prey-Sequenz (Position 743) in beiden annotierten Klonen durch ein Leucin
(L). Trotz des Austausches von Phenylalanin handelte es sich bei dem eingebauten Leucin um
eine Aminosdaure mit einer hydrophoben Seitenkette, womit sich die Eigenschaft des
Proteins an dieser Position nicht andert.

SmEps8 wurde als putativer upstream Interaktionspartner der SH2-Domadne der
Src-Kinase SmTK3 identifiziert (Buro et al., in Vorbereitung). Anhand von Co-Immuno-
prazipitationsexperimenten am Mausmodell beschrieb Maa et al. (1999) die Interaktion von
Eps8 mit v-Src. Dabei wurde die Interaktion Uber die SH3-Domdane von v-Src vermittelt.
Sowohl die SH2-Domane allein als auch in Kombination mit der SH3-Domane flhrte bei
diesen Experimenten zu keiner Verstarkung der Interaktion. Diese Ergebnisse widersprechen
dem Ergebnis des durchgefiihrten Y3H-Screenings der SH2-Domdne von SmTK3 (mit Co-
Expression der SmTK5TK), in dem SmEps8 identifiziert wurde. Aufgrund dieser Diskrepanz
wurde die Interaktion von SmTK3 und SmEps8 mittels weiterer Y2/3H-Experimente genauer
untersucht. Daflur wurden von den prey-Klonen sowohl die verkiirzte als auch die
Volllangenvariante mit unterschiedlichen Konstrukten der SmTK3 (TK3SH3SH2, TK3SH3,
TK3SH2) in AH109-Zellen co-transformiert. Um den fiir die Interaktion notwendig erachteten
phosphorylierten Zustand der Tyrosinreste zu beriicksichtigen, wurden alle Kombinationen

mit der SmMTK5TK co-exprimiert. Im Anschluss an diese Co-Transformationen wurden sowohl
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[-Galaktosidase (p-Gal) Filterassays als auch [-Gal Flissigassays durchgefiihrt (Abb. 3-16).
Als Negativkontrolle dienten untransformierte AH109-Zellen.

10.5

c
9]
£
(0]
K o
=
£
Q
%]
(T
T 85
wv
o]
£
© 6.5
©
O
(<=l 45
)
>
&
E" 25
0.5 I i - [ - [ ] - st
AH109 SmEps8-verkirzt + SmEps8-Volllange +
XV & U & & & U > & & &
0?\2\ rb%% %‘.52* @ *_/\ *_/\ f’?\b %%Q‘ (b@b ‘{_0/\ 4.‘;\ 4—/\
%‘z‘ & & A S A 032\ & 3 A A i\
(b x x n:) x x x
N SIS R (NS S
P P P SN P
X & & X & &
,bo_, N Al (b@ B\ N
N N

Abbildung 3-16: f-Galaktosidase (f-Gal) Filter- und B-Gal Fliissigassay der SmEps8- und SmTK3-
Proteininteraktionen

Im oberen Teil der Abbildung sind die -Gal Filterassay Ergebnisse zu sehen, die Interaktionsintensitdten
entsprechen den Farbintensitdten. Das Balkendiagramm zeigt die (-Gal Flissigassay Ergebnisse. Die
Normalisierung der Werte erfolgte anhand der Negativkontrolle (untransformierte AH109 Zellen). Die
Interaktionen der verkiirzten Variante des SmEps8-Molekiils wurde mit denen der Vollldangenvariante unter
Verwendung verschiedener Konstrukte der Src-Tyrosinkinase SmTK3 (TK3SH3SH2, TK2SH3, TK3SH2) verglichen.
Zur Uberpriifung des Einflusses des Phosphorylierungsgrades von Tyrosinresten wurde die SmTK5TK jeweils co-
exprimiert (+TK5TK). [Akronyme: SH: Src Homologie TK: Tyrosinkinasendomdnen; Eps8: EGFR pathway
substrate 8]

Wie man der Abbildung (Abb. 3-16) entnehmen kann, wurden die starksten Protein-
Protein-Interaktionen fir SmEps8 mit dem SmTK3SH2-Konstrukt identifiziert. Eine
Verstarkung der relativen Bindungsstarken durch zusatzliche Expression der SmTK5TK
konnte nicht beobachtet werden. Die geringste relative Interaktionsstarke wurde fir die
Zellen mit der SmTK3SH3 gemessen, dabei spielte die zusatzliche Tyrosinphosphorylierung
ebenfalls keine Rolle. Die Kombination der beiden Doméanen der SmTK3 (TK3SH3SH2) fiihrte
jeweils zu einer stdarkeren Interaktion mit SmEps8 im Vergleich zu der Interaktion mit
TK3SH3, aber einer insgesamt schwacheren als bei Verwendung des Konstruktes TK3SH2.
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die relativen Interaktionsstarken des
Volllangenkonstruktes von SmEps8 geringer als die der verkirzten Molekilvariante sind.
Dieses Ergebnis kann durch eine vermeintliche Autoinhibierung aufgrund einer
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intramolekularen Konformationsanderung der SH3-Domadne der Vollldngenvariante erklart
werden (Disanza et al., 2004). Da die SH3-Domane in der verkirzten Variante des Molekils
nicht vorhanden war, konnte eine ungehinderte und entsprechend starkere Interaktion mit
den Subfragmenten der SmTK3 erfolgen. Des Weiteren zeigten diese Versuche, dass der fir
diese Interaktion benotigte Bereich von SmEps8 sich auf die PTB-Domane beschrankt, da in
der verkirzten Variante des Molekdls nur dieser strukturelle Bereich vorhanden war.

Neben der detaillierten Untersuchung der Interaktion mit SmTK3, war die Analyse
des Transkriptionsprofils von SmEps8 von Interesse. Mit Hilfe von RT-PCRs wurde die
Transkription von SmEps8 in beiden Geschlechtern des Adultstadiums unabhangig von der
Paarungserfahrung detektiert (vgl. Abb. 3-17, Spuren 8-11). Unter den gewahlten
Bedingungen war es nicht moglich, Transkripte von SmEps8 in den beiden freilebenden
Larvenstadien zu detektieren (vgl. Abb. 3-17, Spuren 12,13). Als Referenz fiir diese RT-PCR
wurde die Transkription von SmActin ebenfalls fiir alle Stadien des Lebenszyklus des
Parasiten untersucht und wie erwartet in allen Stadien detektiert (s. Abb. 3-17, Spuren 1-7).

SmActin SmEps8
1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10 111213 14

— 446 bp

Abbildung 3-17: Transkriptionsanalysen von SmEps8 und SmActin

Von den untersuchten Stadien von S. mansoni wurde jeweils 1 ug RNA in die Reverse Transkription eingesetzt.
Die Amplifikationsprodukte besalRen fiir SmActin eine GréBe von 162 bp (Spuren 1-6) und flir SmEps8 von
446 bp (Spuren 8-13). Als Template fur die PCR wurde cDNA (1:5 verdiinnt) von immaturen Weibchen (Spuren
1, 8), immaturen Mannchen (Spuren 2, 9), maturen Weibchen (Spuren 3, 10), maturen Mannchen (Spuren 4,
11), Cercarien (Spuren 5, 12), sowie Miracidien (Spuren 6, 13) eingesetzt. Als Negativkontrollen der PCR
wurden Ansdtze ohne Template mitgefiihrt (Spuren 7, 14). M: Marker, HyperLadder |

Wie auch fur SmTK3 konnte in diesen Experimenten die Transkription von SmEps8 im
Adultstadium unabhangig von Geschlecht und Paarungserfahrung gezeigt werden. Ferner
wurde die Transkription von SmEps8 in den Reproduktionsorganen (Vitellarium, Ovar und
Testes) durch in situ-Hybridisierungen lokalisiert, womit eine Kolokalisation mit den
Transkripten des Interaktionspartner SmTK3 bestand (durchgefiihrt von Dr. Cora Burmeister,
AG Grevelding; Buro et al., in Vorbereitung; Kapp et al., 2004).
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3.2.1.2 Untersuchung weiterer putativer Protein-Protein-Interaktionen von SmEps8

Bei homologen Proteinen des identifizierten SmEps8 handelt es sich um Proteine mit
Interaktionspotential zu EGF-Rezeptoren (Fazioli et al., 1993), deshalb war die Untersuchung
einer putativen Interaktion des Molekiils mit EGFRs aus S. mansoni von besonderem
Interesse. Shoemaker et al. (1992) identifizierte den ersten schistosomalen EGFR (SER;
Smp_093930.x, Accession Nummer M86396), der von Ramachandran et al. (1996) naher
charakterisierte wurde. Durch Immunlokalisierungen von adulten Schistosomen konnte eine
bevorzugte Expression innerhalb der Muskeln im subtegumentalen Bereich gezeigt werden
(Ramachandran et al., 1996). Zur Vervollstandigung dieser Lokalisationsdaten wurden
zusatzliche in situ-Hybridisierungen fir SER durchgefiihrt (s. Abb. 3-18). Als Template fir die
Herstellung Digoxygenin-markierter Sonden, fiir die anschlieRende Detektion der SER-

Transkripte, diente der nicht konservierte Juxtamembran-Bereich des Molekils (vgl. O
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Abbildung 3-18: In situ-Lokalisation von SER auf Gewebeschnitten von adulten Schistosomen

In situ-Hybridisierung fur Digoxygenin-markierten Sonden des Juxtamembran-Bereichs des schistosomalen
Epidermal growth factor receptor (SER) zeigten dessen Transkription in Ovar (A) und Vitellarium (B), aber nicht
in den Testes (C). Als reprasentative Kontrollen wurden Sonden des gleichen Sequenzbereichs von SER zur
Detektion von antisense-RNA verwendet (D-F). Die Aufnahmen erfolgten an einem CX-21 Mikroskop (Olympus)
mit einer SC30 Kamera (Olympus) und der cellSens Dimension Software (Olympus). Scale bar: 20 um [V:
Vitellarium; O: Ovar; T: Testes; Ga: Gastrodermis; Bs: Bauchsaugnapf; @: Weibchen; &': Mannchen]

Im Zuge dieser in situ-Hybridisierung wurden SER-Transkripte in den weiblichen

Reproduktionsorganen Vitellarium und Ovar nachgewiesen, wonach eine Kolokalisation der
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Transkription von SER, SmEps8 und SmTK3 innerhalb dieser beiden Organe besteht (vgl. Abb.
3-18; Buro et al., in Vorbereitung; Kapp et al., 2004).

Neben SER konnten zwei weitere Proteine mit Ahnlichkeit zu EGFRs im Genom von
S. mansoni identifiziert werden (SER2: Smp_165470 und SER3: Smp_152680; Andrade et al.,
2011; Avelar et al., 2011). Diese wurden bislang nicht weiter charakterisiert, stellen jedoch
als Vertreter der schistosomalen EGFRs weitere putative Interaktionspartner von SmEps8
dar. Castagnino et al. (1995) zeigten anhand von Co-Immunoprazipitationen, dass Eps8 an
den Juxtamembran-Bereich der EGFRs bindet. Dieser Bereich befindet sich zwischen der
Transmembrandomane (TM) und der TK-Domane im cytoplasmatischen Teil des Rezeptors
und besitzt eine variable GréRe in den drei EGFRs von S. mansoni (vgl. Sequenzen Anhang 0).
Fir eine Interaktion mit diesem Bereich ist die EGFR-BD von Eps8 notwendig. Im Eps8-
Protein des Menschen wurde der Bereich der AS 298-362 als EGFR-BD identifiziert
(Castagnino et al.,, 1995) und besteht im Wesentlichen aus drei Kernbereichen: dem N-
terminalen Bereich mit Wiederholungen der Aminosduren Lysin und Arginin, dem zentralen
Bereich mit einer rolinreichen Region und dem C-terminalen Bereich, der durch eine
spezifische Abfolge von Lysin und Histidin gekennzeichnet ist. GrolRe Teile dieser AS-
Sequenzen sind im SmEps8 vorhanden, wodurch eine Interaktion zwischen den
identifizierten EGFRs und SmEps8 lber die EGFR-BD mdglich ist.

Zur Uberpriifung der putativen Protein-Protein-Interaktion von SmEps8 mit den
identifizierten EGFRs von S. mansoni wurden einzelne Subfragmente dieser Molekile in
entsprechende Hefevektoren kloniert. Als Subfragment des SmEps8 diente der komplette
N-terminale Bereich (einschlieBlich der PTB- und EGFR-BD) bis zum Ende der SH3-Domaéne
(pBridge; SmEps8 N-term-SH3; vgl. Abb. 3-19 A). Die Amplifikation der Rezeptoren
beinhaltete den kompletten intrazellularen Bereich, d.h. der Juxtamembran-Bereich
einschlieflich des C-Terminus (vgl. Abb. 3-19 A). Fir den Smp_152680 (SER3) gelang die
Amplifikation dieses Bereichs nicht, stattdessen wurden Konstrukte der putativen
Einzelbereiche (Juxtamembran-Bereich und TK-Domaéane) generiert. Die Probleme der
Amplifikation des gesamten intrazelluldren Bereichs dieses SERs kdnnten durch eine
unvollstdandige Nukleinsdauresequenz in der Datenbank zustande kommen. Bei Untersuchung
der genomischen Sequenz des Gens wurde ein langer N-reicher Bereich sichtbar. Diese
Abschnitte entstehen bei der in silico Zusammensetzung verschiedener Partialsequenzen

eines Gens, die jedoch keine Uberlappungsbereiche aufweisen.

Alle Klonierungen wurden mit Hilfe von Sequenzierungen auf einen korrekten ORF
Uberprift und fir Co-Transformationen in Hefezellen (AH109) verwendet. Durch die
anschliefende Wachstumsselektion der transformierten Hefen wurde nur eine schwache
Interaktion der exprimierten Proteine festgestellt (Daten nicht gezeigt). Zur Validierung
dieser Interaktionen der Proteine wurde ein 3-Gal Filterassay durchgefiihrt (s. Abb. 3-19 B).
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SmEps8
N— PIB EGFR-BD SH3 - SAM -C
N-term - SH3
1 2
SER
N—  extrazelluldre Region - TM ——— TK -C
3 4
Juxta-
membran- .
Region TK-Domdne
Intrazelluldrer Bereich -

Abbildung 3-19: Schematischer Aufbau von SmEps8 bzw. den SERs und Ergebnisse der $-Galaktosidase
(B-Gal) Filterassays von SmEps8-SER-transformierten AH109-Zellen

(A): In den Y2H-Experimenten wurden der N-terminale Bereich (PTB-, EGFR-BD und SH3-Domane; N-term-SH3)
von SmEps8 und die vollstandigen intrazellularen Bereiche von SER und SER2 verwendet. Von SER3 wurden nur
die Subfragmente der Juxtamembran-Region und der TK-Domane flir diese Experimente amplifiziert und in
pACT2 kloniert. (B): Ergebnisse der entsprechenden -Gal Filterassays der Interaktionen von 1: SmEps8 und
SER, 2: SmEps8 und SER2, 3: SmEps8 und Juxtamembran-Bereich des SER3, 4: SmEps8 und der TK-Domane des
SER3. Als Negativkontrolle (-) wurde ein (3-Gal Filterassay von untransformierten AH109-Zellen durchgefiihrt.
[Akronyme konservierter Domdnen und allg. Abkilirzungen: PTB: Phosphotyrosinbindedomane; EGFR-BD:
Epidermal growth factor receptor-Bindedomane; SH3: Src Homologie 3; SAM: sterile alpha motif; TM:
Transmembrandomaéne; TK: Tyrosinkinasendomanen; Eps8: EGFR pathway substrate 8; SER: Schistosome EGFR;
N: N-Terminus; C: C-Terminus]

Anhand der [-Gal Filterassays wurden Interaktionen von SmEps8 mit den
intrazelluldren Bereichen von SER bzw. SER2 detektiert (vgl. Abb. 3-19, B: 1 und 2). Im
Gegensatz dazu zeigten die Proteine der Subfragmente des Juxtamembran-Bereichs und der
TK-Domédne des SER3 mit SmEps8 keine Interaktion (s. Abb. 3-19, B: 3 bzw. 4). Bei der
Verwendung von untransformierten AH109-Zellen (Negativkontrolle) wurde, wie erwartet,
keine Interaktion festgestellt. Eine Quantifizierung der identifizierten Interaktionen mit Hilfe
eines [3-Gal Flussigassay war nicht moglich, was in diesen Fallen auf die geringere Sensitivitat

gegenuber dem B-Gal Filterassay zurilickgefiihrt wurde (Clontech, 2002).

Eine weitere Eps8-Interaktion kann mit dem Molekil Abelson interactor-1 (Abi-1)
erfolgen und wird Gber die SH3-Domane von Eps8 vermittelt (Biesova et al., 1997). Dabei
bildet Abi-1 mit Eps8 und Sos-1 einen Komplex, der indirekt das Actin-Cytoskeletts
remodelliert (Offenhduser et al., 2004). Mongiovi et al. (1999) identifizierten das atypische
PxxDY-Bindemotiv (Aminosauren DY sind essentiell fir die Bindung) der SH3-Domane von
Eps8-Molekiilen. Fiir die Uberpriifung der Interaktion von SmEps8 mit einem Abi-1-Protein
aus S. mansoni wurden Datenbankuntersuchungen durchgefiihrt und im Parasitengenom
das Molekiil SmAbi-2 (Smp_085740) identifiziert. In einem Alignment von SmAbi-2 mit dem
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humanen Abi-1 (Accession Nummer NP_001171594) konnte das praferierte Bindemotiv der
SH3-Domadne in der Sequenz des SmAbi-2 nicht gefunden werden, dennoch waren beide
Molekiile zu 28% identisch (vgl. Alignment im Anhang 5.2.4). Aufgrund dieser hohen
Konservierung wurde die Volllangensequenz des SmAbi-2 fiir Y2H-Analysen amplifiziert und
in den Vektor pACT2 kloniert. Nach erfolgreicher Sequenzierung wurde ein korrekter ORF fur
SmADbi-2 ermittelt und dieses Konstrukt fiir eine anschlieBende Co-Transformation mit dem
SmEps8-Konstrukt N-term-SH3 verwendet (vgl. Abb. 3-20 A). Die ersten Daten der
Wachstumsselektion deuteten zundchst auf eine schwache Interaktion beider Molekiile hin
(Daten nicht gezeigt). Zur Validierung der putativen Interaktion wurde ein 3-Gal Filterassay
durchgefiihrt (vgl. Abb. 3-20 B), wobei jedoch keine Protein-Protein-Interaktion zwischen
SmEps8 und SmAbi-2 detektiert wurde.

SmEps8
N— PTB EGFR-BD SH3 - SAM -C
N-term - SH3 : 1
SmAbi-2
N Abi HHR SH3 -C
: Volllange ‘ -
A B

Abbildung 3-20: Schematischer Aufbau von SmEps8 und SmADbi-2 und Ergebnisse der $-Galaktosidase (f-Gal)
Filterassays von SmEps8-SmAbi-2-transformierten AH109-Zellen

(A): In den Y2H-Experimenten wurde der N-terminale Bereich von SmEps8 (PTB-, EGFR-BD und SH3-Domane;
N-term-SH3; pBridge) mit dem vollstandigen Abelson interactor-2 Molekil von S. mansoni (SmAbi-2; pACT2) in
AH109-Zellen co-transfomiert. SmAbi-2 enthdlt dabei die konservierten Domanen Abi HHR und SH3. (B):
Ergebnisse der entsprechenden -Gal Filterassays von SmEps8 und SmAbi-2 (1) und untransformierten AH109-
Zellen als Negativkontrolle (-). [Akronyme konservierter Doméanen und allg. Abkirzungen: PTB:
Phosphotyrosinbindedomédne; EGFR-BD: Epidermal growth factor receptor-Bindedomane; SH3: Src Homologie
3; SAM: sterile alpha motif; Abi HHR: Abi homeo-domain homologous region; Eps8: EGFR pathway substrate 8;
Abi-2: Abelson interactor-2; N: N-Terminus; C: C-Terminus]

Reslimierend handelte es sich bei dem haufigsten upstream Interaktionspartner der
Src-Tyrosinkinase SmTK3 um SmEps8. Die Interaktion beider Molekdile erfolgte zwischen der
PTB-Domane von SmEps8 und der SH2-Domane von SmTK3. Beide Molekiile kolokalisieren in
den weiblichen Reproduktionsorganen. Ferner bildet SmEps8 eine schwache Protein-
Interaktion mit den intrazelluldren Bereichen zweier schistosomaler EGFR-Molekiile (SER
und SER2) aus. Durch zusatzliche in situ-Lokalisationen wurden Transkripte von SER ebenfalls

in Ovar und Vitellarium gefunden, wodurch putative Protein-Protein-Interaktionen von
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SmEps8 mit SMTK3 und der Rezeptortyrosinkinase SER in den Gonaden des Weibchens von

S. mansoni stattfinden konnten.

3.2.2 Protein-Protein-Interaktionen von SmTK6

Far die ldentifikation putativer upstream-Interaktionspartner von SmTK6 fiihrten
Beckmann et al. (2011) ein Y3H-Screening einer cDNA-Bank mit der SH2-Domane dieser
Kinase durch, da diese Domdnen an phosphorylierte Tyrosinreste von upstream-
Interaktionspartnern binden (Hubbard & Till, 2000). In diesem Screening wurde erneut die
Bindung mit der Kinase SmTK3 identifiziert. Weitere Proteinbindungen von SmTK6SH2
konnten mit einem transmembranen Mucin (SmTmMucl; Smp_161910; Accession Nummer:
XP_002578516) und einem Zellpolaritdtsprotein mit Ahnlichkeit zu Discs large (SmDLG,
Smp_170290; Accession Nummern: CCD76115, XP_002579880) nachgewiesen werden. Bei
anschlieffender Quantifizierung besald die Interaktion der beiden Kinasen SmTK6 und SmTK3
die vergleichsweise starkste Bindungsaffinitat. Deutlich schwachere Interaktionen bestanden
zwischen SmTK6 und SmTmMucl, bzw. SmDLG (Beckmann et al., 2011). Obwohl die
Interaktion mit SmDLG als relativ schwach eingestuft wurde, war die weitere
Charakterisierung des Molekils von Interesse, da in situ-Lokalisierungen eine gonaden-
spezifische Transkription (Ovar, Vitellarium, Testes) dieses Gens zeigten (Beckmann et al.,
2011). Uber RT-PCR wurden zudem SmDLG in adulten Minnchen und Weibchen sowie
Miracidien detektiert, aber nicht in Cercarien.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten daher SmDLG sowie dessen putative
Interaktionspartner naher charakterisiert werden.

3.2.2.1 Strukturelle Charakterisierung des Discs large Molekiils (SmDLG)

Bei dem im Screening gefundenen SmDLG-Klon handelte es sich um eine
Partialsequenz des Molekiils, bestehend aus einer N-Terminal verklrzten Variante. Die
Aminosduresequenz des Klons enthielt eine PDZ- (Postsynaptic density SD-95/SAP90, Discs
large und Zonula occludentes-1), eine SH3- und eine C-terminal gelegene Guanylatkinase
(GuK)-Doméane. Beckmann et al. (2011) vermuteten, dass die Interaktion mit der
SH2-Domdane von SmTK6 Uber die PDZ-Domiane erfolgte. Aufgrund der zur Verfligung
stehenden Genomdaten konnte eine putative Volllangensequenz von SmDLG ermittelt
werden (Smp_170290; Protasio et al., 2012). Zur weiterfihrenden Charakterisierung dieses
Molekiils wurde zundchst eine strukturelle Einteilung der Aminosduresequenz des
Volllangenmolekiils mit Hilfe des Programms SMART (Schultz et al., 1998; Letunic et al.,
2012) vorgenommen (s. Abb. 3-21).
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N— PDZ — PDZ —— PDZ — SH3 — GukK -C

Abbildung 3-21: Schematischer Aufbau des schistosomalen Discs large Proteins (SmDLG)

Konservierte Doméanen des Proteins SmDLG (Smp_170290). Die Aminosauresequenz enthalt drei PDZ-Domanen
an den Positionen 297-378, 640-719 und 975-1048, eine SH3-Domaéane an Position 1162-1233 sowie eine GuK-
Domadne an Position 1341-1551. [Akronyme konservierter Domé&nen und allg. Abkiirzungen: PDZ: Postsynaptic
density SD95/SAP90, Disc large, und Zonula occludens-1 Protein; SH3: Src Homologie 3; GuK: Guanylatkinase-
Domaéne; N: N-Terminus; C: C-Terminus]

Die Volllangenvariante des SmDLGs wies im Gegensatz zu der N-terminal verkirzten
Partialsequenz des im Screening gefundenen Klons drei PDZ-Domaéne auf statt einer (s. Abb.
3-21). Die SH3- und GuK-Domdanen waren ebenfalls in der Aminosduresequenz der Voll-
langenvariante vorhanden. Alle diese Domanen sind fir DLG-Molekile charakteristisch und
besitzen unterschiedliche Funktionen, welche bislang jedoch nur fiir ahnliche Proteine
anderer Organismen beschrieben wurden. Das PDZ-Motiv spielt eine wichtige Rolle als
Protein-Protein-Erkennungsmodul und besitzt in den Metazoa eine hohe Konservierung
innerhalb der sogenannten Scaffold-Molekile (Harris & Lim, 2001), die als Adaptermolekiile
verschiedene Signalmolekiile miteinander verbinden (Krauss, 2008). In detaillierten Analysen
der einzelnen PDZ-Domadnen von DLG aus D. melanogaster wurde gezeigt, dass die zweite
und dritte Domane fir die Wachstumsregulation notwendig sind und PDZ2 zusatzlich die
Lokalisation des DLG-Proteins reguliert (Hough et al.,, 1997). Wie auch bei anderen
Signalmolekilen erfolgt die Signalweiterleitung Uber die SH3-Domdne des Molekils
(Hubbard & Till, 2000), die als eine der wesentlichen Proteininteraktionsdomanen fungiert.
Die GuK-Domane stellt eine katalytisch inaktive Guanylatkinase-Domane dar, die ebenfalls zu
Proteininteraktionen beitragt (Marcette et al., 2009).

3.2.2.2 Untersuchungen von putativen Discs large-Interaktionen

DLG-Molekile werden zur Klasse membranassoziierter Guanylat-Kinasen (MAGUKs)
gezahlt. Diese Molekiile besitzen unter anderem eine Funktion als Tumorsuppressorgene in
D. melanogaster (Yamanaka & Ohno, 2008). Neben DLG existieren weitere Gene im
Fliegengenom, die ebenfalls als Tumorsuppressoren charakterisiert wurden (Badouel &
McNeill, 2009). Dabei wurden zwei Gene entdeckt, die DLG™-dhnliche Effekte bei
mutationsbedingter Funktionsstorung in Fliegenlarven auslosten, Scribble (Scrib) und Lethal
giant larvae (LGL). Aufgrund von Kolokalisierungsmustern und Funktionssstudien wurde fir
DLG, Scrib und LGL eine genetische und funktionale Assoziation postuliert (Bilder et al.,
2000). Um proteinkodierende Gene von Scrib und LGL im Genom von S. mansoni zu

identifizieren, wurden Datenbankanalysen durchgefiihrt. Dabei zeigten die Gene mit den
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ID-Nummern Smp_180220.2 und Smp_104030.2 entsprechende Sequenziberein-
stimmungen zu Scrib, allerdings wies die Smp_180220.2 einen N-reichen Bereich auf. In der
Datenbank entstehen N-reiche Bereiche, wenn Partialsequenzen eines Gens keinen
Uberlappungsbereich besitzen, aber dennoch zum selben Gen gehéren. Aus diesem Grund
wurde im Folgenden mit der Sequenz von SmScrib der Smp_104030.2 gearbeitet (vgl.
Anhang 5.2.5). In der aktuellen Version der Genomdaten wurde eine alternative
SpleiBvariante dieses SmScrib-Gens identifiziert, die jedoch fiir diese Arbeit aufgrund der
spaten Annotation nicht mehr bericksichtigt werden konnte (Smp_104030.3; Protasio et al.,
2012). Fir LGL wurden zwei unterschiedlich groRe Gene im Genom identifiziert, wobei es
sich um alternative SpleiBvarianten handelt (Smp_153310.1; Smp_153310.2). Damit eine
moglichst vollstandige Variante des Gens verwendet wurde, diente die langere der beiden
Sequenzen als Grundlage fir folgende Y2H-Versuche (Smp_153310.1). Somit sind die
Komponenten eines potentiellen trimeren DLG-Scrib-LGL-Komplexes vorhanden. Um die
putativen Interaktionen dieser Molekile zu Uberprifen, sollten Y2H-Experimente mit
Teilkonstrukten von SmDLG, SmScrib und SmLGL durchgefiihrt werden. Dies geschah unter
Berlcksichtigung der Erkenntnis, dass Interaktionen von DLG und Scrib in Synapsen von
D. melanogaster und humanen Epithelien in der Regel lber das sogenannte GuK-Holder
Adaptorprotein erfolgen (Mathew et al., 2002; Humbert et al., 2003; Katoh & Katoh, 2004;
Assémat et al., 2008). Fur dieses Adaptermolekiil konnte jedoch im Schistosomengenom
kein dhnliches Protein identifiziert werden, weshalb eine direkte Interaktion der beiden
Molekiile SmMDLG und SmScrib vermutet wurde. Diese ist denkbar, da in beiden Molekilen
das Bindungsmotiv der PDZ-Domanen identifiziert wurde, welches aus der
Aminosaurensequenz S/TxV/L (x reprasentiert dabei jede beliebige Aminosaure) besteht. Die
Interaktion von Scrib und LGL erfolgt in Sdaugerzellen direkt, wobei es zur Ausbildung eines
B-Propellers der WD40-Wiederholungen von LGL kommt und somit ein Modul fur Protein-

Protein-Interaktionen generiert wird (Kallay et al., 2006; Assémat et al., 2008).

Unter Bericksichtigung dieser Hinweise wurden die schistosomalen Proteine in die
Gal4-Vektoren pBridge, pACT2 bzw. pGADT7-Rec kloniert. Hierfiir wurde der identifizierte
Partialklon von SmDLG verwendet (vgl. Abb. 3-22 A; c¢; 1562 bp). Aufgrund der fir
Klonierungen unglinstigen GroRen der Molekile SmScrib und SmLGL (SmScrib: 3405 bp;
SmLGL: 3189 bp) wurden diese in Partialklone unterteilt. Dabei enthielt der N-terminale
Bereich (1653 bp) von SmScrib die leucinreichen Wiederholungen (LRR) und der C-terminale
Bereich mit einer GréRe von 1752 bp die PDZ-Domanen. Bei der Unterteilung des SmLGL-
Gens wurden die konservierten Domdnen der WD40-Wiederholungen und die
namensgebende LLGL-Domane in den N-terminalen Bereich kloniert (1908 bp), wahrend der
C-terminale Bereich mit einer GroRRe von 1281 bp keine weiteren konservierten Domadnen

enthielt. Die AH109-Zellen wurden co-transformiert mit SmScrib (a oder b) und SmDLG (c),
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bzw. SmLGL (d oder e), einer Wachstumsselektion unterzogen und anschlieBend in (-Gal
Filterassays untersucht (Clontech, 2002; s. Abb. 3-22 B).

SmScrib
N- LRR PDZ — PDZ — PDZ — PDZ —C
N-t inaler Bereich
’ grminaler Bereich (a) 1 C-terminaler Bereich (b) a und c b und c
SmDLG (c)
N—]— Poz —  sH3 — GuK —cC
aunde bundd
SmLGL
N — WDA40 repeats LLGL C
N-terminaler Bereich (d) + =
A - ' C-terminaler Bereich (e) | B

Abbildung 3-22: Schematischer Aufbau von SmScrib, SmMDLG und SmLGL und erste Ergebnisse der
B-Galaktosidase (-Gal) Filterassays dieser Interaktionsstudien

A: Bei den Y2H-Experimenten wurden verschiedene Bereiche von SmScrib (a, b), SmDLG (c) und SmLGL (d, €) in
AH109-Zellen co-transformiert. SmScrib wurde unterteilt in den N-terminalen Bereich (a; inklusive der LRR) und
den C-terminalen Bereich (b; inklusive der 4 PDZ-Domanen). Der Partialklon von SmDLG (c) beinhaltete eine
PDZ-, eine SH3- und eine GuK-Domane. Der N-terminale Bereich von SmLGL (d) enthielt die konservierten
Bereiche der WD40-Wiederholungen und der LLGL-Domane, der C-terminale Bereich des SmLGLs (e) keine
konservierten Domanen. B: Ergebnisse der 3-Gal Filterassays der Y2H-Versuche des N-terminalen Bereichs von
SmScrib und des Partialklons SmDLG (a und c), des C-terminalen Bereichs von SmScrib und des Partialklons
SMDLG (b und c), des N-terminalen Bereichs von SmScrib und des C-terminalen Bereichs von SmLGL (a und e),
sowie des C-terminalen Bereichs von SmScrib und des N-terminalen Bereichs von SmLGL (b und d). Als
Positivkontrolle (+) diente die Interaktion von SmTK6SH2 und SmDLG, als Negativkontrolle (-) untransformierte
Hefezellen AH109. [Akronyme konservierter Domdnen und allg. Abklirzungen: LRR: Leucin rich repeats
(leucinreiche Wiederholungen); PDZ: Postsynaptic density SD95/SAP90, Disc large, und Zonula occludens-1
Protein; SH3: Src Homologie 3; GuK: Guanylatkinase-Domdne; WD40 repeats: Wiederholungen der
Aminosduren W (Tryptophan) und D (Aspartat); LLGL: Lethal giant larvae 2 domain; N: N-Terminus; C: C-
Terminus]

Im Vergleich zur Positivkontrolle (SmMTK6SH2 und SmDLG; +) waren die gefundenen
Protein-Protein-Interaktionen eher schwach (s. Abb. 3-22 B). Aus diesem Grund wurde auf
den weniger sensitiven (3-Gal Flussigassay verzichtet und nur die reprasentativen [3-Gal
Filterassay-Daten gezeigt (Clontech, 2002). Eine minimal starkere Interaktion wurde bei
Verwendung des N-terminalen Bereichs von SmScrib und SmDLG (a und c) detektiert, als
unter Benutzung des C-terminalen Bereichs von SmScrib (b und c). Im Gegensatz zu diesen
Interaktionen wurde bei Verwendung des C-terminalen Bereichs von SmScrib und des
N-terminalen Bereichs von SmLGL (b und d) eine starkere Interaktion detektiert, als bei
Verwendung des N-terminalen Bereichs von SmScrib und des C-terminalen Bereichs von

SmLGL (a und e). Wie erwartet zeigten die untransformierten AH109-Zellen weder eine
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Blauverfarbung (-) noch ein Zellwachstum auf den verwendeten Interaktionssele-

ktionsplatten (SD-L-T-H; Daten nicht gezeigt).

Aus diesen Versuchen ldsst sich eine schwache, aber dennoch bestehende Interaktion
der drei Molekile ableiten. Um diese Aussage zu stlitzen, sollten weitere Versuche
durchgefiihrt werden.

3.2.2.3 Analyse der Expressionsorte von SmScrib und SmLGL

Damit die im vorherigen Kapitel beschriebene Interaktion zwischen SmDLG, SmScrib
und SmLGL auch in vivo zustande kommt, ist die Transkription und anschlieRende Expression
dieser Molekile in den gleichen Organen unbedingt notwendig. Aufgrund fehlender
Antikorper gegen diese Molekiile sollten die jeweiligen Transkriptionsorte genauer
untersucht werden. Daflir wurden in situ-Hybridisierungen von adulten maturen
Schistosomen mit genspezifischen Sonden fiir nicht konservierte Bereiche der Molekiile
SmScrib und SmLGL durchgefiihrt (s. Anhang 5.2.5, Markierung; vgl. Abb. 3-23). Bereits im
Vorfeld waren in situ-Hybridisierungen von SmDLG durchgefiihrt worden (Beckmann et al.,
2011), wobei die Transkription dieses Molekiils in den weiblichen Reproduktionsorganen
Ovar und Vitellarium sowie in den Testes der Mannchen detektiert wurde.
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Abbildung 3-23: In situ-Lokalisation von Scribble (SmScrib) und Lethal giant larvae (SmLGL) auf
Gewebeschnitten von adulten Schistosomen

In situ-Hybridisierung flir Digoxygenin-markierte Sonden fiir die Gene SmScrib (A-C) und SmLGL (D-F) auf 5 pm-
Semidiinnschnitten adulter Schistosomenpaare mit dem Fokus auf den Reproduktionsorganen. Als
reprasentative Kontrollen wurden Sonden der gleichen Sequenzbereiche zur Detektion von antisense-RNA fir
SmScrib (G, H, J) sowie fir SmLGL (I) verwendet. Die Aufnahmen erfolgten an einem CX-21 Mikroskop
(Olympus) mit einer SC30 Kamera (Olympus) und der cellSens Dimension Software (Olympus). Scale bar: 50 um
[V: Vitellarium; Ga: Gastrodermis; rO: reife Oocyten; uO: unreife Oocyten; Bs: Bauchsaugnapf; T: Testes;
Q: Weibchen; &': Méannchen)]
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Die Transkription von SmScrib erfolgte innerhalb der weiblichen Reproduktions-
organe (Vitellarium, A; Ovar, B), wie auch in einigen Versuchen in den Testesloben der
Mannchen (C). Auch die Transkripte des SmLGL-Gens wurden im Ovar (E) und teilweise im
Vitellarium (D) sowie in den Testes (F) gefunden. Fir beide Molekiile dienten die
entsprechenden sense-Sonden als Kontrollen bei den Versuchen, wobei diese putativ
vorhandene antisense-RNA detektieren kénnen. Dabei zeigte die Sonde fiir Scrib keine
Signale (G, H, J), auch die Sonde fir LGL fuhrte mit Ausnahme des Ovars () zu keiner
Detektion von antisense-RNA. Diese Ergebnisse zeigen eine Kolokalisation der Molekile
SMDLG, SmScrib und SmLGL im Ovar und Vitellarium und stellen einen weiteren Hinweis auf

die bereits im Y2H-System gefundene direkte in vivo Interaktion der drei Molekiile dar.

Aufgrund der gefundenen SmLGL-Signale im Ovar bei Verwendung der sense-Sonde
wurde das Vorhandensein einer antisense-RNA vermutet. Zur Uberpriifung einer antisense-
RNA dieses Gens wurden zusatzliche strangspezifische RT-PCRs durchgefiihrt. Dafiir wurde
zunachst RNA von adulten Schistosomenpaaren isoliert und mit einem SmLGL-spezifischen
3’-Primer bzw. 5’-Primer (vgl. Primersequenz Kapitel 2.1.7; LGLH_ish-Primer) in cDNA
umgeschrieben. Im Anschluss erfolgte eine PCR mit der amplifizierten cDNA, bei der jeweils
ein Produkt von 440 bp erwartet wurde (s. Abb. 3-24).

1 2 NTIC ™M

— 440 bp

Abbildung 3-24: Strangspezifische RT-PCRs zur Detektion von SmLGL sense- und antisense-Transkripten

Fir die cDNA-Synthese wurden 500 ng RNA adulter Schistosomen verwendet und mittels Thermoscript™
(Invitrogen) und entsprechender Primer (5°-LGL_ish (1) bzw. 3’-LGL_ish (2)) in cDNA umgeschrieben. In die
anschlieBende PCR wurden 5 pl dieser unverdiinnten cDNA als Template eingesetzt, sowie die Primer 5’-
LGL_ish und 3’-LGL_ish. Das erwartete Amplifikationsprodukt von 440 bp wurde mittels einem 1% igem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht mit EtBr sichtbar gemacht. 1: RT-PCR-Produkt fur
SmLGL mit antisense-RNA als Template; 2: RT-PCR-Produkt fiir SmLGL mit sense-RNA als Template; NTC: No
Template Control (Negativkontrolle der PCR); M: Marker, HyperLadder |

Mit Hilfe dieser strangspezifischen RT-PCRs konnte ein weiterer Hinweis fur das
Vorhandensein von antisense-RNA flir SmLGL erbracht (vgl. Abb. 3-24, 1) und damit die
Ergebnisse der in situ-Hybridisierung verifiziert werden. Im Vergleich zur mRNA von SmLGL
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(2) ist unter den gewahlten Bedingungen das Signal der antisense-RNA jedoch deutlich
schwacher.

3.2.2.4 Weitere funktionelle Analysen der Molekiile SmDLG, SmScrib und SmLGL

Neben den Y2H-Experimenten wurden fir SmDLG, SmScrib und SmLGL weitere
funktionelle Analysen in Form von RNA Interferenz (RNAi)-Versuchen zur posttrans-
kriptionellem Suppression dieser Molekile durchgefiihrt. Fir die Synthese jeweiliger dsRNAs
wurden nicht konservierte Bereiche der entsprechenden Gene als Templates ausgewahlt
(s. Anhang 5.2.5, Markierung), wobei diese unterschiedliche GréRen besaRen (SmDLG:
765 bp; SmScrib: 903 bp; SMLGL: 1294 bp). Unter Verwendung einer T7-DNA-abhangigen
RNA-Polymerase wurden diese Bereiche nach erfolgreicher Amplifikation in vitro translatiert.
AnschlieBend erfolgte in einen Annealing-Schritt die Herstellung der dsRNA, welche mittels
Elektroporation in adulte Schistosomenpaare transferiert wurden (Ndegwa et al., 2007;
Krautz-Peterson et al., 2007; Beckmann et al., 2010b). Die verdanderten Transkriptionsraten
wurden im Anschluss durch RT-PCRs quantitativ ermittelt fir SmDLG und SmScrib, bzw.
semiquantitativ fir SmLGL (s. Abb. 3-25).

1,2

0,8

0,6

Transkriptionsrate als Fold Change

Epo only dsRNA SmDLG Epo only dsRNA SmScrib Epo only dsRNA SmLGL
Transkriptmenge Transkriptmenge Transkriptmenge
von SmDLG von SmScrib von SmLGL

Abbildung 3-25: Ergebnisse der (semi)quantitativen RT-PCRs zur Bestimmung der Transkriptionsrate aus

RNAi-Experimenten adulter Schistosomen mit dsRNAs gegen SmDLG, SmScrib bzw. SmLGL
Die veranderten Transkriptionsraten der Gene SmDLG, SmScrib und SmLGL nach RNAi-Experimenten wurden in
(semi)quantitativen RT-PCRs bestimmt. Als Kontrollen wurden Wirmer genutzt, die ohne dsRNAs fir die
Elektroporation verwendet wurden (Epo only). Die Transkriptmengen der Gene SmDLG und SmScrib wurden
mittels AAct-Methode quantitativ und die des Gens SmLGL semiquantitativ ermittelt. Als Referenz der
guantitativen Bestimmung diente die Transkriptmenge von SmActin und die von SmPDI fir die
semiquantitative. Anzahl der biologischen Replikate dieser RNAi-Versuche war n = 2. [DLG: Discs large; Scrib:
Scribble; LGL: Lethal giant larvae])
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Durch Anwendung der RNAi-Technik war es moglich, die Transkriptionsraten der
Gene SmDLG, SmScrib und SmLGL zu reduzieren (s. Abb. 3-25). Dabei gelang es im Vergleich
zur Kontrolle (Epo only) die Transkriptionsrate von SmDLG auf 97% bzw. 77% zu reduzieren.
Eine deutlich starkere Suppression der Transkription wurde fiir SmScrib (auf 35% bzw. 29%)
im Vergleich zur Kontrolle gefunden. Mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR wurde eine
Reduktion der SmLGL-Transkription auf 77% bzw. 76% ermittelt. Aufgrund dieser Reduktion
der Transkripte aller drei Gene wurden adulte Schistosomen, die zuvor flr die RNAI-
Versuche genutzt wurden, in AFA fixiert und fir phanotypische Untersuchungen eingesetzt,
um potentielle morphologische Veranderungen zu identifizieren. Dazu wurden die Wirmer
mit Carminrot gefarbt und anschliefRend mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
untersucht. Bei dieser Untersuchung wurde fiir keines der supprimierten Gene eine
phanotypische Verdanderung im Vergleich zur Kontrollen gefunden (Daten nicht gezeigt),
trotz der teils starken Reduktion der Transkriptlevel (vgl. Abb. 3-25, SmScrib).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass im Genom von S. mansoni
Proteine mit Sequenzlbereinstimmungen zu den aus D. melanogaster bekannten
Tumorsuppressorgenen DLG, Scrib und LGL identifiziert wurden. In ersten funktionellen
Analysen konnte SmDLG als upstream Interaktionspartner von SmTK6 detektiert werden
(Beckmann et al., 2011). Des Weiteren konnten schwache direkte Interaktionen ohne
zwischengeschaltete Adaptermolekile von SmScrib und SmDLG, sowie SmLGL ermittelt
werden. Alle drei Molekile kolokalisieren vorwiegend in den Reproduktionsorganen von
S. mansoni. Die Reduktion der Transkriptmenge dieser Gene durch dsRNA-basierte
Verwendung der RNAIi-Technik war moglich, wobei die Reduktionsstarken variierten. Diese
Reduktionen der Transkriptmengen fiihrten jedoch nicht zur phanotypischen Veranderung
der dsRNA-behandelten Wirmer.
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4 Diskussion

4.1 Invitro Inhibitorbehandlungen adulter Schistosomen

Im Zuge der Charakterisierung verschiedener Mitglieder der TGF(3- oder CTK-Familien
in S. mansoni standen funktionelle Studien im Mittelpunkt. Dabei konnten fir SmTpRI
(Davies et al.,1998) und SmTK3 (Kapp et al., 2004) verschiedene Bindungspartner
identifiziert werden (Osman et al.,, 2001; Beall & Pearce, 2001; Knobloch et al., 2004;
LoVerde et al., 2007; Quack et al., 2009; Beckmann et al., 2010a, Beckmann et al., 2010b,
Beckmann et al., 2011). Diese Bindungspartner gaben Hinweise auf mogliche Signalwege in
die SMTBRI bzw. SmTK3 involviert sind. Zusatzlich wurden bereits erste in vitro Versuche mit
Inhibitoren durchgefiihrt (Knobloch et al., 2006; Knobloch et al., 2007), die z.B. nach einer
TRIKI-Behandlung eine konzentrationsabhangige Reduktion der Eiproduktion sowie der
mitotischen Aktivitat in adulten Schistosomenweibchen zeigten. Dieser Effekt zeigte sich
verstarkt auch nach einer Behandlung mit Herb A. Ferner kam es unter Herb A-Einfluss zu
einer erhdhter Transkription des Eischalvorlaufergens p14, einer Destabilisierung der SmTK3
sowie einer verringerten Tyrosinphosphorylierung (Knobloch et al., 2006). Durch
Kombination beider Inhibitoren war die Auspragung der Reduktionen der Oviposition und
mitotischen Aktivitdt behandelter Weibchen am starksten (Knobloch et al.,, 2007). Daher
wurde auf eine Kooperation der Signalwege geschlossen, in die SmTRRI und SmTK3 involviert

sind.

4.1.1 Inhibierung der Kinaseaktivitat durch den Einsatz von TRIKI

Zur Uberpriifung der Inhibition des schistosomalen TPRI durch TRIKI wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit seine Kinaseaktivitat in X. laevis Oocyten untersucht. In
diesem System wurden eine konstitutiv aktive sowie inaktive Form des Rezeptors exprimiert,
wobei nur die aktive Form einen GVBD ausldste. Die Verwendung von TRIKI ab einer
aufsteigenden Konzentration von 30 nM fihrte zur spezifischen Inhibierung der aktiven
Rezeptorform. Fir die in vitro Versuche mit adulten Schistosomen wurde die zehnfache
TRIKI-Konzentration eingesetzt, da in vorherigen Studien bei 300 nM ein starkerer Effekt
beobachtet wurde als im Vergleich zu 150 nM (Knobloch et al., 2007). Weiterhin wurde
in vitro mit komplexen Organismen gearbeitet, statt wie in den GVBD-Experimenten mit
isolierten Oocyten, weshalb fiir eine vergleichbare Wirkungsweise bei der Behandlung
adulter Schistosomen die TRIKI-Konzentration verzehnfacht wurde.

Um eine zusatzliche Inhibierung anderer Mitglieder der TGFfB-Rezeptorfamilie
ausschlieBen zu kdénnen, sollten zukiinftig vergleichbare Experimente mit BMP- und Activin-

Rezeptoren durchgefiihrt werden, die kirzlich im Genom von S. mansoni identifiziert
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worden sind (Protasio et al., 2012). Fir eine Vielzahl an humanen Proteinkinasen (insgesamt
123) wurde die spezifische Wirkung verschiedener TGF@- und BMP-Inhibitoren, darunter
TRIKI, in vitro getestet (Vogt et al., 2011). Im Vergleich beider Inhibitorarten (TGFp- bzw.
BMP-Inhibitoren) konnte zwar eine hoéhere Sensitivitdit der TGF@-Inhibitoren festgestellt
werden, jedoch besitzen auch diese Inhibitoren das Potenzial, andere Proteinkinasen zu
inhibieren. Diese unspezifische Wirkung fiir TRIKI wurde bei Konzentrationen von 0,11 uM
bis 44 uM beobachtet (Vogt et al., 2011). Hier muss bericksichtigt werden, dass es sich um
humane Proteinkinasen handelt, die zwar hohe Ahnlichkeit zu den Homologen aus
S. mansoni aufweisen, aber nicht vollstandig identisch sind. Dennoch kann eine
unspezifische Wirkung von TRIKI in der erhéhten Konzentration von 300 nM auf weitere
Kinasen des Parasiten nicht ausgeschlossen werden, was aber in weiteren Experimenten
Uberprift werden kann. Hierfiir stellen Kinaseassays in X. laevis Oocyten eine geeignete
Methode dar.

4.1.2 Vergleichende Untersuchungen der Eiproduktion und mitotischen Aktivitit nach
vorangegangenen in vitro Inhibitorbehandlungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nach der in vitro Kultivierung adulter Schistosomen
die Eiproduktion und die mitotische Aktivitait bestimmt und mit den Ergebnissen von
Knobloch et al. (2007) verglichen. Dabei konnten in dieser Arbeit jedoch keine signifikanten
Unterschiede der Eiproduktion zwischen den entsprechenden Inhibitorbehandlungen
festgestellt werden, da starke Schwankungen der Eizahlen auftraten (vgl. Abb. 3-3).
Schwankungen der Ovipositionsrate wurden bereits in anderen Studien beobachtet, wobei
diese von verschiedenen in vitro Kultivierungsfaktoren stark beeinflusst wird (Barth et al.,
1996; el Ridi et al., 1997). Ferner wurde gezeigt, dass auch der Immunstatus des Endwirts
den Reifegrad sowie die Fertilitdt der Schistosomen und folglich deren Ovipositionsrate
beeinflusst (el Ridi et al., 1997). Da fiur die Experimente der vorliegenden Arbeit und von
Knobloch et al. (2007) zwar Hamster der gleichen Gattung, aber unterschiedlicher
Zuchtlinien genutzt wurden, kénnen Unterschiede der Immunantwort nicht ausgeschlossen
werden. Die in vitro Eiproduktion wird zusatzlich durch das der Kultur zugesetzte Serum
beeinflusst (Newport & Weller, 1982; Bosshardt & Damian, 1986; Barth et al., 1996; el Ridi et
al.,, 1997; Meyer et al., 1970). Die Zusammensetzung des Serums kann variieren und
verschiedene Serumfaktoren kénnen zur Inhibierung der Oviposition flihren (Bosshardt &
Damian, 1986). In den verschiedenen in vitro Experimenten der vorliegenden Arbeit und von
Knobloch et al. (2006) wurden unterschiedliche Seren (NCS, FCS) eingesetzt. Zwar wurde in
den Experimenten der vorliegenden Arbeit ausschlielSlich NCS verwendet, jedoch stammte
dieses nicht aus der gleichen Charge und damit von den gleichen Tieren, wodurch es in der

Zusammensetzung variieren kann. Die unterschiedlichen Seren sowie deren Variationen in
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der Zusammensetzung konnen daher mit verantwortlich fiir die beobachteten

unterschiedlich starken Inhibitoreffekte sein.

Als zusatzlicher Messparameter der Inhibitorbehandlungen wurde die mitotische
Aktivitat bestimmt. Auch hier zeigten sich Unterschiede zwischen den Experimenten der
vorliegenden und der vorangegangenen Arbeit (vgl. Abb. 3-4, Abb. 3-5). Diese Unterschiede
kénnten durch mogliche Fehlerquellen der hier genutzten DAPI/BrdU-Methode (Knobloch et
al.,, 2002b) erklart werden. Als Hauptursache der Schwankungen zahlt die entsprechende
Dokumentation der DAPI-Farbung und des BrdU-Signals im Immunoblot flr die
anschlielende densitometrische Bestimmung der relativen DNA-Menge des eingebauten
BrdUs, die nicht standardisiert wurde. Fir die optimale Dokumentation diirfen beide
Intensitdtssignale nicht gesattigt sein, wobei diese Einschatzung im eigenen Ermessen liegt
und eine entsprechend grofRe Fehlerquelle darstellt. Die DAPI-Farbung wird wahrend eines
bis zu 16-stlindigen Waschschrittes dokumentiert, dessen Dauer manuell bestimmt wird.
Ebenfalls ist die Dauer der Expositionszeit der Autoradiographie des BrdU-Signals kritisch zu
betrachten, da auch diese nicht standardisiert werden kann. Diese Versuche lagen jedoch
nicht im Fokus dieser Arbeit und wurden deshalb nicht unter Bericksichtigung dieser
Fehlerquellen wiederholt, sondern dienten lediglich als Richtwerte fir die Inhibitor-
behandlungen. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten DAPI/BrdU-Versuche lieferten
daher keine statistisch signifikanten Daten, die die vorherigen Ergebnisse reproduzieren

oder widerlegen konnte.

4.1.3 Morphologische Veranderungen adulter Schistosomen durch Inhibitorbe-
handlungen

Im Fokus dieser Untersuchungen standen zundchst die Reproduktionsorgane der
Parasiten, da die Transkription der Zielmolekile (SmTBRI und SmTK3) beider Inhibitoren in
diesen Organen lokalisiert wurde (Knobloch et al., 2004; Kapp et al., 2004). Aufgrund der
reduzierten Mitoserate behandelter Schistosomenweibchen (Knobloch et al., 2007) war das
Vitellarium als Organ mit der héchsten mitotischen Aktivitat (Den Hollander & Erasmus,
1984) von besonderem Interesse. Erste Beobachtungen der Reproduktionsorgane nach
erfolgter Herb A-Behandlung zeigten Veranderungen in ihrer Morphologie (Beckmann et al.,
2010a). Dabei wurde eine l6chrige Struktur des Vitellarium mit geringerer Anzahl an
Vitellocyten, viele reife Oocyten und deren Verschiebung in den anterioren Bereich des
Ovars, sowie eine reduzierte Anzahl an Spermien innerhalb der ventralen Bereiche der
Testisloben und der Samenblase beobachtet. Entgegen dieser Ergebnisse konnten in der
vorliegenden Arbeit keine Veranderungen in den Reproduktionsorganen gefunden werden,
selbst nicht bei einer Verlangerung des Behandlungszeitraumes. Auch hier kdnnen
biologische Varianzen der behandelten Wirmer oder der Kultivierungsbedingungen eine
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Rolle spielen. Diese Erklarung ist denkbar, da ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in
der Eiproduktion (vgl. Kapitel 4.1.2) ermittelt wurden. Die von Beckmann et al. (2010a)
beschriebenen Verdanderungen zeigten jedoch auch bei diesen Parasiten unterschiedliche
Auspragungen (personliche Mitteilung).

Was nach 5- bzw. 6-tagiger Behandlung mit Herb A einzeln bzw. in Kombination mit
TRIKI jedoch gefunden wurde, war eine stark veranderte Struktur der Gastrodermis (s. Abb.
3-7). Dabei kam es zur bldaschenartigen Abschniirungen des Gewebes in das Darmlumen bzw.
zur Ablagerung von Abbauprodukten. Hingegen fiihrte die Einzelbehandlung mit TRIKI zu
keiner Veranderung der Darm-Morphologie.

Bei Herb A handelt es sich um einen Src-Tyrosinkinasen-Inhibitor (Uehara et al.,
1989a; Uehara et al., 1989b; Fukazawa et al., 1991). Durch Genomanalysen von S. mansoni
wurden drei Gene gefunden, die fiir Proteine mit Ahnlichkeit zu Src-Kinasen kodieren. Dabei
handelt es sich um SmTK3 (Smp_151300; Kapp et al., 2004), die Fyn-dhnliche SmTK5
(Smp_136300; Kapp et al., 2001) und ein drittes Gen, fir welches bislang keine Analysen
existieren (Smp_006920; Andrade et al., 2011; Protasio et al., 2012). Daneben wurde die
Src-/Abl-Hybridkinase SmTK6 (Smp_006920) beschrieben, deren Inhibition durch Herb A
mittels GVBD-Experimente ab einer Konzentration von 10 uM bereits nachgewiesen wurde.
Im Vergleich dazu inhibiert der Wirkstoff SmTK3 bereits ab 10 nM vollstandig (Beckmann et
al., 2011). Dementsprechend ist die verwendete Konzentration von 4,5 uM zu gering ist um
SmTK6 zu inhibieren, weshalb ein Einfluss der SmTK6 auf die morphologischen
Veranderungen des Darms ausgeschlossen werden kann. In dieser Konzentration ist jedoch
die Blockierung von SmTK3 gewadhrleistet, wobei dieses Molekil nicht in der Gastrodermis
exprimiert wird (Kapp et al., 2004). Aus diesem Grund kann die Inhibition von SmTK3 bei der
Auspragung der veranderten Gastrodermis als gering angesehen werden. Die Transkription
von SMmTK5 wurde in Ovar, Vitellarium, Testes, sowie Parenchym, Subtegument und
Gastrodermis beider Geschlechter adulter Schistosomen nachgewiesen (Knobloch et al.,
2002a). Wahrend der in vitro Kultivierung sind das Tegument und die Gastrodermis den
Inhibitoren im Medium direkt ausgesetzt, wodurch dort die starksten Effekte zu erwarten
sind. Eine potentielle Inhibition von SmTK5 als u.a. gastrodermisassoziertes Protein kdnnte
somit auch zu den beschriebenen Effekten flhren. Bislang wurde eine Inhibition von SmTK5
durch Herb A nicht Gberprift, was aber aufgrund der Verwandtschaft zu SmTK3 als Src-
Kinase denkbar ist und zukiinftig Gberpruft werden sollte.

Eine weitere Moglichkeit zur Funktionsanalyse von Genen besteht in der
Durchfiihrung von RNAi-Versuchen (Hannon, 2002). Experimente mit SmTK3-spezifischen
siRNAs zeigten jedoch keinen verldsslichen knockdown des Gens, was das Fehlen
morphologischer Veranderungen bei diesen Wirmern erkldaren kann (Daten nicht gezeigt).
Versuche mit siRNAs gegen SmTPRI allein oder in Kombination mit siRNAs gegen SmTK3
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fihrten ebenfalls zu keinem stabilen knockdown und folglich zu keiner morphologischen
Veranderung. Auch in anderen Studien wurde gezeigt, dass es Gene in S. mansoni gibt, deren
Expression sich nicht durch RNAi posttranskriptionell supprimieren lasst, diese wurden als
,hon-knockables” tituliert (Krautz-Peterson et al., 2010). Im Falle der RNAi-Versuche mit
SmTK3- und SmTPRI-spezifischen siRNAs wdre die Wiederholung der Elektroporation mit
zusatzlichem soaking (d. h. Inkubation der zuvor elektroporierter Wirmer mit zugesetzten
siRNAs in vitro) sinnvoll, da hierdurch eine effektivere Aufnahme der siRNAs moglich ware
(Ndegwa et al., 2007). Dieser modifizierte RNAi-Ansatz konnte jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.

Um die Funktion von SmTK5 zukiinftig zu bestimmen, kdnnten ebenfalls RNAI-
Experimente durchgefiihrt werden. Im Falle eines stabilen knockdowns dieses Gens sollten
morphologische Untersuchungen mégliche phinotypische Anderungen aufzeigen. Wenn es
dabei zu einer dhnlichen morphologischen Verdanderung wie nach der Herb A-induzierten
Inhibierung kommt, ware dies ein Hinweis auf die zusatzliche Inhibition der SmTK5 durch
Herb A.

4.1.4 Differentiell transkribierte Gene nach erfolgten Inhibitorbehandlungen

Um Gene zu finden, die unter transkriptioneller Kontrolle eines Src-Kinasen-, bzw.
TPRI-Signalwegs stehen, wurden Microarray-Analysen durchgefiihrt. Bei der Datenanalyse
standen Gene im Fokus, deren kodierte Proteine wichtige Funktionen wahrend
Differenzierungs- und Entwicklungsprozessen besitzen. Unabhangig vom Einsatz je eines
oder beider Inhibitoren konnte eine Vielzahl differentiell transkribierter Gene identifiziert
werden (vgl. digitalen Anhang Tabellen 1, 5, 8), die zunéachst in proteinkodierende Gene und
putative antisense-RNAs bestimmter Genloci unterteilt wurden. Fir die anschlieBenden
Analysen wurden nur die proteinkodierenden Gene gewahlt, die der Mehrheit entsprachen.

Im Vergleich der drei Inhibitorbehandlungen wurde die groflte Anzahl differentiell
transkribierter Gene nach Behandlung mit TRIKI gefunden (vgl. Abb. 3-9). Beim Einbau der
Fluoreszenzstoffe wahrend der in vitro Transkription (vgl. Kapitel 2.2.14.1) traten Probleme
bei den Proben der Wiirmer der Herb A- bzw. Kombinationsbehandlung auf, weshalb jeweils
ein technisches Replikat dieser Behandlungen nicht bericksichtig wurde. Diese Farbstoffe
lassen sich nicht gleichmaRig einbauen und fluoreszieren zudem unterschiedlich stark,
sodass es zu Verschiebungen der Signifikanzen der Intensitditswerte kommen kann
(Quackenbush, 2002). Dadurch koénnen falschlicherweise weniger Gene als ,signifikant
differentiell transkribiert” identifizieren werden. Um eine vergleichbare Basis der
Datenanalyse aller drei Microarray-Ansatze zu schaffen, wurde zusatzlich das Experiment mit

der geringsten Totalintensitat der TRIKI-Behandlung von der statistischen Auswertung
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ausgeschlossen. Dennoch kann es zu einer starkeren Verschiebung der Signifikanz-
verhadltnisse bei den technisch problematischeren Experimenten mit Herb A allein oder in
Kombination mit TRIKI und der daraus resultierenden geringeren Anzahl signifikant

regulierter Genen kommen.

In der Analyse differentiell transkribierter Gene nach Behandlung mit TRIKI wurden
viele Gene identifiziert, die fiir Signalproteine kodieren (vgl. digitalen Anhang, Tabelle 1). Zu
diesen gehdrten u.a. verschiedene Molekiile des schistosomalen TGFf3-Signalwegs. Die Typ I-
Rezeptoren SmTRRI (Smp_049760) und SmBMPRI (Smp_124450) zeigten eine signifikante
Erhéhung der Transkription, die eine Art feedback-Regulation vermutet l3sst. Diese
Hypothese wird unterstitzt durch eine Erhéhung der Transkription von Sm14-3-3¢
(Smp_034840.x; McGonigle et al., 2002), welches die TGF@-induzierte Transkription erhéht
(LoVerde et al., 2007). Daneben wurden weniger SmSmad2- (Smp_085910) und SmSmad4-
(Smp_033950) Transkripte gefunden, wobei nur im Falle von SmSmad4 die Veranderung in
der Regulation signifikant war. Diese Reduktion kann unter der Annahme einer feedback-
Regulation durch die fehlende oder verringerte Phosphorylierung von Smad2 und
anschliefender Protein-Degradierung erkldrt werden, ein Sachverhalt der als Konsequenz
einer TPRRI-Inhibition bereits beschrieben wurde (Santibafiez et al., 2011). Weiterhin lagen
Transkriptmengen der TGFp-Antagonisten Follistatin  (Smp_123300) und Noggin
(Smp_099440) erhoht vor, was die feedback-Regulationshypothese indirekt stiitzt, da beide
in die Regulation von TGFp-Signalwegen eingreifen (Moustakas & Heldin, 2009). Quantitative
PCR-Analysen zur Validierung der Microarray-Ergebnisse zeigten fir SmTBRI und SmActRIlb
(Smp_144390) jedoch unterschiedliche Ergebnisse. Der Korrelationskoeffizient nach
Spearman wurde fir beide Methoden ermittelt (Myers & Well, 2003; Wu et al., 2004) und
wies im Falle der TRIKI-Behandlung keine signifikante Korrelation auf. Schwankungen
ermittelter Transkriptionsunterschiede im Vergleich von gPCRs und Microarray-Analysen
sind jedoch nicht ungewdhnlich und resultieren vorwiegend aus den unterschiedlichen
Normalisierungsprozessen beider Methoden (Morey et al., 2006). Einen kritischen Punkt
stellt dabei die Datenfilterung der Microarray-Analyse dar. Waren stringentere Kriterien
dieses Prozesses gewadhlt worden, so kénnte eine signifikante Korrelation beider Methoden
nach der TRIKI-Behandlung bestehen. Im Gegensatz dazu zeigten die Validierungen
differentiell transkribierter Gene nach Herb A-, bzw. Kombinationsbehandlung signifikante
Korrelationen der Ergebnisse der qPCR und Microarray-Analysen.

Wie nach der TRIKI-Behandlung zeigte sich auch nach Herb A-Behandlung, dass viele
Gene, die fur Signalmolekiile kodieren, differentiell transkribiert wurden (vgl. Tabelle 5,
digitaler Anhang). Darunter befanden sich ebenfalls solche die am TGFf3-Signalweg beteiligt
sind. SmActlIR (Smp_144390) sowie Sm14-3-3¢ (Smp_034840.x; McGonigle et al., 2002)

zeigten, wie nach Behandlung mit TRIKI, eine erhéhte Transkription, wahrend SmSmad2
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(Smp_085910; nicht signifikant) und SmSmad4 (Smp_033950; signifikant) transkriptionell
verringert wurden. Diese gleichen Regulationsrichtungen von Genen des schistosomalen
TGFf-Signalwegs nach Behandlung mit TRIKI bzw. Herb A sprechen fiir die Hypothese
kooperierender Signalwege von Src-TK und SmTPBRI (Knobloch et al., 2007). Diese Aussage
wird auch durch die gleiche transkriptionelle Regulation von 87% der Gene in der
Schnittmenge der Einzelbehandlungen gestiitzt (vgl. Abb. 3-9).

Neben der Transkription von Genen kodierend fir Signaltransduktionsmolekile
wurde eine Vielzahl von Heat shock protein(Hsp)-Genen in ihrer Transkription durch
Behandlung mit Herb A (einzeln oder in Kombination mit TRIKI) differentiell reguliert. Zu
diesen zahlte u.a. Hsp70 (Smp_106930), welches in Datensidtzen der Herb A- bzw.
Kombinationsbehandlung als transkriptionell erhéht identifiziert wurde. Neben Src-Kinasen
stellt das Chaperon Hsp90 ein potentielles Zielmolekil von Herb A dar (Blagosklonny, 2002).
Daher stand die Transkriptionsregulation von Hsp-kodierenden Genen ebenfalls im Fokus
dieser Transkriptomanalysen. Herb A kann direkt an Hsp90 binden, was eine verdnderte
Chaperonaktivitdt des Proteins zur Folge hat (Kasai & Kikuchi, 2010). Hierdurch kommt es zur
Destabilisierung anderer Proteine, gefolgt von der Aktivierung der Transkription von Hsp70
und Hsp40 (Dinh et al., 2002). Diese Regulationsrichtung wurde fiir die Transkription von
Hsp70 nach Behandlung mit Herb A bzw. Herb A kombinierte mit TRIKI auch fiir S. mansoni
gezeigt. Das ist ein indirekter Hinweis auf die Moglichkeit einer zusatzlichen Inhibierung des
schistosomalen Hsp90 durch Herb A.

Weiterhin wurden darmassoziierte Gene durch die Herb A- bzw. Kombinationsbe-
handlung im Microarray als signifikant regulierte Gene identifiziert. Diese Analyse war von
besonderem Interesse, da bei entsprechender in vitro Behandlung eine stark verdanderte,
degradierte Gastrodermis beobachtet wurde (vgl. Kapitel 3.1.3). Die Einstufung als
darmassoziierte Gene beruht auf einer Studie, in der durch laser micro-dissection microscopy
transkriptionell erhéhte Gene der Gastrodermis im Vergleich zur Gesamt-RNA von Weibchen
identifiziert wurden (Nawaratna et al., 2011). Dazu gehort z.B. ein Gen, welches fiir einen
Vorldufer der Superoxiddismutase (Smp_095980) kodiert, welches sowohl nach Einzel- als
auch Kombinationsbehandlung mit Herb A transkriptionell reduziert wurde. Weitere
darmassoziierte Gene sind Cathespin S (Smp_139240) und Cathepsin D2-like (Smp_136730),
die nach TRIKI-Behandlung erhdhte Transkriptionen aufwiesen, im Gegensatz zum
Cathepsin S-Gen, dessen Transkriptmenge bei simultaner Herb A/TRIKI-Behandlung reduziert
war (vgl. Abb. 3-12). Nach Behandlungen adulter Wirmer mit Herb A, bzw. der Kombination
beider Inhibitoren Uber 5 Tage in vitro wurden eine verringerte Darmperistaltik sowie eine
abnehmende Vitalitdt beobachtet (vgl. Kapitel 3.1.3). Das steht moglicherweise im
Zusammenhang mit einer geschwachten Abwehr von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).
Diese werden in der Regel durch Peroxiredoxine abgebaut (Henkle-Diihrsen & Kampkotter,
2001). Das Genom von S. mansoni beinhaltet zwei Gene mit Ahnlichkeit zu diesen Molekiilen
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(Prx1: Smp_059480 und Prx2: Smp_158110), wobei diese stark in den Adultstadien
transkribiert werden (Protasio et al., 2012). Nach Behandlung mit Herb A wurde eine
signifikante Reduktion der Transkription von Prx2 in den Microarray-Daten identifiziert.
Folglich ist es denkbar, dass ROS nicht mehr effektiv abgebaut werden und so zu einer
Schadigung des Parasiten beitragen. Aufgrund der Signifikanzkriterien konnte keines der
beiden Prx-Gene fiir die Kombinationsbehandlung als differentiell transkribiert gefunden
werden. Im Vergleich dazu zeigten TRIKI-behandelte Wiirmer weder eine Veranderungen
der Gastrodermis noch eine physiologische Beeintrachtigung der Darmperistaltik.

Als reprasentative oberflaichenproteinkodierende Gene wurden drei verschiedene
Tetraspaningene (Tetraspanin 18: Smp_174190; Tetraspanin-1: Smp_011560; Tetraspanin 1:
Smp_155310.1) in der qPCR auf transkriptionelle Anderungen untersucht. Von diesen war
jeweils ein Gen pro Datensatz signifikant differentiell transkribiert (vgl. Abb. 3-10, Abb. 3-11,
Abb. 3-12). In den gPCR-Analysen bestatigte sich die in den Microarrays gefundene
transkriptionelle Reduktion aller drei Gene. In zusatzlichen gPCR-Analysen wurden diese drei
Gene fir alle Inhibitorbehandlungen untersucht, wobei deutliche Unterschiede der
transkriptionellen Regulation sichtbar wurden (Daten nicht gezeigt). Wahrend
Tetraspanin 18 (Smp_174190) durch alle drei Behandlungen eine verringerte Transkription
aufwies, wurden groRe Schwankungen fiir Tetraspanin-1 (Smp_011560) gefunden. Dieses
Gen zeigte eine verringerte Transkription nach der Herb A-Behandlung, wurde durch TRIKI
transkriptionell erhéht und bei Kombination beider Inhibitoren schwankte die Transkription
in der qPCR in beide Regulationsrichtungen. Das dritte Gen, kodierend flr Tetraspanin 1
(Smp_155310.1), wurde fir die Einzel- und Kombinationsbehandlung mit Herb A
transkriptionell reduziert, durch Verwendung von TRIKI jedoch erhéht. Dennoch wurden
durch diese Experimente eine deutliche Beeinflussung der Transkription von Tetraspanin-
Genen in S. mansoni gezeigt, wodurch wahrscheinlich sowohl der TGFf3- als auch Src-TK
vermittelte Signalweg an der Expression von Tetraspaninen beteiligt sind. Neben dem TGFf3-
Signalweg regulieren EGFR-vermittelte Signalwege die Expression eines humanen
Tetraspaningens (Kang et al., 2012). Fir die Src-Kinase SmTK3 konnte in dieser Arbeit (vgl.
Kapitel 3.2.1 und 3.2.1.2) eine Interaktion tber das Molekiil SmEps8 mit EGF-Rezeptoren
(SER und SER2) gezeigt werden, so dass auch in S. mansoni eine Kooperation der TGFf3- und
EGFR-Signalwege bei der Expression von Tetraspaningenen denkbar ist. Um diese Hypothese
zu bestatigen missten zukiinftig in vitro Experimente mit einem geeigneten EGFR-Inhibitor,
z.B. dem EGFR Inhibitor (Millipore, Cat. No. 324674), durchgefiihrt und anschliefend die
Transkription der oben beschriebenen Tetraspaningene Uberpriift werden. Sollte sich deren
Transkription dhnlich wie nach der Herb A-Behandlung verandern, so ware dies ein weiterer
Hinweis auf die Verbindung des EGFR- und Src-TK-vermittelten Signalwegs. Aufgrund der
Filterung der Microarray-Daten ldsst sich zusatzlich nicht ausschlieBen, dass auch noch
weitere Tetraspanine durch die Inhibitoren in ihrer Transkription beeinflusst werden.
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Ein Gen, dessen Transkiption durch alle drei Inhibitorbehandlungen differentiell
reguliert wurde, war Calmodulin-4 (Smp_032990). Die Transkription dieses Gens wurde
durch Behandlung mit TRIKI leicht reduziert, durch Herb A und die Kombinationsbehandlung
erhoht, wobei eine starkere Regulation bei Einzelbehandlung mit Herb A nachgewiesen
wurde. Auch aus diesen Regulationstendenzen kann ein Zusammenwirken der Src- und TPRI-
Signalwege abgeleitet werden, da die Regulationsstarke der Kombinationsbehandlung eine
Art Mittelwert der Starken der Einzelbehandlungen reprdsentierte. Dies stellt damit ein
Beispiel fiir eine starkere Wirkung von Herb A gegenliber TRIKI auf das Transkriptionsprofil
eines Genes dar. Der Vergleich der Schnittmengen regulierter Gene der Einzel- mit der
Kombinationsbehandlung zeigte ebenfalls einen starkeren Einfluss der Herb A-Behandlung.
So wurden bei Behandlung mit Herb A allein oder in Kombination mit TRIKI 72% der Gene in
gleicher Richtung reguliert. Im Vergleich der TRIKI Einzel-, bzw. Kombinationsbehandlung
zeigten nur 32% der Gene die gleiche Regulation.

Calmodulin ist ein Molekul mit vielfaltigen Funktionen. Es kann direkt an Smad2
binden und dadurch dessen Signaltranskduktion inhibieren, wobei gleichzeitig die Aktivitat
von Smadl erhoht wird (Scherer & Graff, 2000). Daneben verlduft eine Vernetzung der
Signalwege von Ca®*/Calmodulin, RTK und der TGFp-Familie tGber Calmodulin (Scherer &
Graff, 2000). Eine weitere wichtige Funktion der Calmoduline und Calmodulin-Kinasen wurde
fur die Progression der Meiose von Oocyten beschrieben, wobei der intrazellulire Ca*'-
Spiegel wichtig ist (Lambert, 2011). Allgemein spielt Calmodulin und die Ca’*-Konzentration
eine wichtige Rolle fir mitotische Prozesse (Whitaker & Larman, 2001). Dieser kann (ber
Ryanodinrezeptoren (RYR) reguliert werden, welche bereits fiir S. mansoni beschrieben
wurden (Smp_163570; Silva et al., 1998). Dabei wurde gezeigt, dass RYR fir die Ca®'-
Homeostase in adulten Schistosomen verantwortlich ist. Die Funktion von Calmodulin-4
wurde jedoch fiir S. mansoni bislang nicht beschrieben und sollte Teil zuklnftiger
Untersuchungen sein, da dessen Transkriptionsregulation unter der Kontrolle der
Src-Kinasen- und TGFp-Signalwege steht. Fir funktionelle Untersuchungen wiirde sich
zunachst die Identifizierung putativer Interaktionspartner des Molekiils mittels
Y2H-Screening anbieten, um Einblicke in die Signalwege von Calmodulin-4 zu erhalten. Eine
weitere Moglichkeit zur Funktionsuntersuchung von Calmodulin-4 ware der Einsatz des W-7
Hydrochlorid Inhibitors (TOCRIS bioscience, Cat. No. 0369), wobei dieser alle Calmoduline
inhibiert und nicht spezifisch ausschlielich Calmodulin-4. Eine spezifischere Inhibierung
dieses Gens konnte durch posttranskriptionelle Suppression in Form von RNAi-Versuchen
mit dsRNAs bzw. siRNAs gegen Calmodulin-4 durchgefiihrt werden. Im Anschluss an einen
stabilen knockdown dieses Gens kdnnten morphologische Untersuchungen erfolgen, um
Aufschluss Uber die Funktion dieses Gens zu erhalten.
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4.1.4.1 Vergleich differentiell transkribierter Gene nach Stimulation bzw. Inhibition des
SmTPRIs

Eine aktuelle Transkriptomstudie beinhaltete die Identifizierung differentiell
transkribierter Gene nach Stimulation adulter Schistosomen mit hTGFf in vitro, wobei der
gleiche Microarray wie in dieser Arbeit genutzt wurde (Oliveira et al., 2012). Dieser Ansatz ist
invers komplementar zu der Untersuchung der vorliegenden Arbeit in Bezug auf die TRIKI-
Behandlung. Daher wurde ein Vergleich beider Studien durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.1.4.1.1).
Fir eine Schnittmenge von insgesamt 77 Genen wurden 75% und damit der Grof3teil der
betroffenen Gene entgegengesetzt reguliert (vgl. digitaler Anhang, Tabelle 4). Die geringe
Anzahl an Genen in der Schnittmenge kommt wahrscheinlich durch unterschiedliche
Stringenzkriterien zustande. Fir die Inhibitordaten (q<0,03) wurde eine stringentere
Signifikanz gewahlt (g < 0,05 bei den Stimulationsversuchen), dafiir wurden nach Stimulation
mit hTGFf3 nur Gene mit einem log,Ratio-Wert von 21 als differentiell transkribiert
betrachtet. Bei der Inhibitorstudie wurde dieses Kriterium nicht angewendet. Das stringente
Signifikanzniveau der Inhibitorbehandlung ist von Vorteil, da unspezifische Wirkungen des
Inhibitors auf andere Proteinkinasen maoglich sind (vgl. Kapitel 4.1.1). Im Vergleich dazu kann
eine spezifischere Wirkung durch hTGFf erwartet werden, da bereits die Bindungskapazitat
des SmTPRIs fur hTGF und hBMP7 untersucht wurde und nur ersteres den Rezeptor bindet
(Beall & Pearce, 2001). Im Genom von S. mansoni wurden neben dem TGF-Rezeptor sowohl
Activin- als auch BMP-Rezeptoren identifiziert (Protasio et al., 2012), von denen bislang
jedoch keine Bindungsstudien mit hTGF[3 existieren. Da jedoch neben den Rezeptoren auch
die Liganden SmiInAct (Smp_063190) und SmBMP (Smp_146790) in S. mansoni identifiziert
wurden (Freitas et al., 2007; Freitas et al., 2009), liegt der Schluss nahe, dass eine spezifische
Bindung der jeweiligen Cytokine an die entsprechenden Rezeptoren erfolgt. Unter
Bericksichtigung dieser Vermutung wadren die erhaltenen Transkriptionsregulationen nach
Stimulation mit hTGF3 auf dessen Bindung an SmTPRI zurtickzufiihren. Es ist jedoch nicht
auszuschlielen, dass hTGFB moglicherweise auch an Activin- oder BMP-Rezeptoren in
Schistosomen bindet. Erste Hinweise auf eine unspezifische Bindung von hTGFf3 an humane
BMP-Rezeptoren wurden bereits erbracht (Mueller & Nickel, 2012). Um sicherzustellen, dass
hTGFB ausschlieflich nur vom SmTBRI gebunden wird, missten daher zukinftig
entsprechende Bindungsstudien fiir die schistosomalen Activin- und BMP-Rezeptoren
durchgefiihrt werden.

Der Vergleich der Gene der Schnittmenge zeigte die erwartete meist kontrdre
Regulation und nur zu 25% eine gleiche Transkriptionsanderung. Hauptunterschied beider
Experimente ist die Hybridisierung von RNAs verschiedener Herkunft, d.h. Oliveira et al.
(2012) verwendeten RNAs von Schistosomenpaaren, fiir die Microarrays der Inhibitorstudie
der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich RNA von Schistosomenweibchen genutzt. Da
der TGFp-Signalweg moglicherweise unterschiedliche Funktionen in den Geschlechtern
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besitzt, kénnten Variabilitditen bezlglich der Transkriptionsregulationen einzelner Gene
auftreten. Wenn die transkriptionellen Anderungen zuséatzlich unterschiedlich stark sind, ist
eine Verschiebung der Richtung der Transkriptionsregulation in der Microarray-Analyse
moglich. Zum direkten Vergleich missten exemplarisch ausgewdhlte Gene nach
Geschlechtern getrennt validiert werden. In finf Fallen der gleichen Regulationsrichtung
wurden die entsprechenden Oligonukleotidsonden als putative antisense-Transkripte
identifiziert. Aufgrund fehlender Informationen zu einer moglichen Funktion dieser
antisense-RNAs kann keine Aussage Uber deren Regulation nach Behandlung mit hTGFf
getroffen werden. Daneben kdnnten durch technische Probleme wie Kreuzhybridisierungen
,falsche” Oligosonden gebunden werden, wodurch eine mogliche Fehldeutung des
Fluoreszenzsignales zustande kommen wiirde. Eine weitere mogliche Ursache flr diese
gleichen Regulationstendenzen besteht in der statistisch berechneten Anzahl falsch positiver
Gene in den entsprechenden Signifikanzniveaus. Zusammenfassend stitzt die Tatsache, dass
die Mehrzahl der Gene der Schnittmenge beider Analysen gegensatzlich reguliert vorlagen,
indirekt die Ergebnisse der TRIKI-Behandlung. Uberraschenderweise wurden nach Einsatz
des Inhibitors mehr Gene transkriptionell erhéht und nach Stimulation mit hTGF verringert.
Dieser Befund kann durch den reinen Vergleich der Gentranskription nicht erklart werden,
sondern misste fiir ausgewahlte Gene Bestandteile weiterfliihrender, funktioneller Arbeiten

sein.

4.1.4.2 Differentielle Transkription verschiedener Eischalsynthesegene durch den Einfluss
der Signalwege von SmTBRI und Src-Tyrosinkinasen

Trotz der beobachteten Unterschiede der Ovipositionsraten aus dieser und der
vorangegangenen Arbeit (Knobloch et al., 2007) wurden Gene in den Microarray- und gPCR-
Analysen als signifikant differentiell transkribiert gefunden, fiir die Funktionen bei der
Eischalsynthese bereits bekannt (fs 800, Smp_000270; p48, Smp_014610; SmTyrl,
Smp_050270) oder vorhergesagt (eggshell precursor protein, Smp_000430) waren. Daher
stellte sich die Frage, ob die transkriptionelle Kontrolle tber die Eischalsynthese zu den
Zielprozessen gehort, die von beiden Signalwegen gesteuert werden. Um dies zu
untersuchen, wurde die Transkription der oben genannten Gene sowie p14 (Smp_131110.x)
unter Inhibitoreinfluss durch zusatzliche gPCR-Analysen bestimmt. Das Eischalvorlaufergen
pl4 ist das am starksten transkribierte Gen in Schistosomenweibchen (Chen et al., 1992;
Kunz et al., 1995) und seine Expression im Vitellarium wurde (ber in situ-Hybridisierungen
und Immunlokalisationen bestétigt (Koster et al., 1988). Daneben ist es der Hauptbestandteil
der Eischale (deWalick et al., 2011).

Ein Vergleich der verschiedenen Inhibitorbehandlungen zeigte eine tendenziell leicht
erhohte Transkription aller Gene nach TRIKI-Behandlung. Eine sehr stark verringerte
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Transkription der Gene wurde hingegen nach Behandlung mit Herb A gefunden. Bei
Kombination beider Substanzen verringerte sich ebenfalls die Transkription, jedoch
moderater als bei der Herb A-Einzelbehandlung.

Bei Behandlung mit TRIKI fanden Knobloch et al. (2007) die geringste Reduktion der
Eiproduktion. Auf den ersten Blick erklart das jedoch nicht die erhéhte Transkription der
oben genannten Gene. Dieses Ergebnis implizierte vielmehr einen negativen Einfluss des
TGFf-Signalwegs auf die Eiproduktion. Die nach der TRIKI-Behandlung erhdhte Transkription
des fs800-dhnlichen Gens wird durch den Vergleich mit der Transkriptomstudie von Oliveira
et al. (2012) zusatzlich gestltzt, da in dieser entgegengesetzten Studie eine reduzierte
Transkription fir dieses Gen identifiziert wurde (vgl digitaler Anhang, Tabelle 4). Der Prozess
der Eischalsynthese ist allerdings sehr komplex und wird durch eine Vielzahl an Genen
reguliert, welche im Rahmen dieser Analyse wahrscheinlich unerkannt blieben, aber
dennoch eine mogliche negative Regulationsrichtung nach Behandlung mit TRIKI aufwiesen.
Diese Erklarung ist denkbar, da nur exemplarisch bereits charakterisierte Gene, mit
Ausnahme des eggshell precursor proteins, fiir die qPCR-Analysen ausgewahlt wurden. In
einer kirzlich veroffentlichten Studie wurden mittels SAGE-Analysen Gene identifiziert, die
exklusiv in Weibchen aus bi- bzw. unisexuellen Infektionen transkribiert werden und damit
auch eine mogliche Rolle bei der Eiproduktion spielen (Cogswell et al., 2012). Zusatzlich
wurden Lokalisationen dieser Gene durch whole mount in situ-Hybridisierungen
durchgefiihrt. Eines dieser Gene zeigte Ubereinstimmungen zu einem brain-specific
membrane-anchored protein (Smp_074000), welches in Vitellocyten des Vitellariums und
des Vitelloducts lokalisiert wurde. Fir dieses Molekil wurde eine Funktion wahrend der
Synthese von Eiern und der Aufrechterhaltung maturer Vitellocyten postuliert (Cogswell et
al., 2012). Durch Behandlung mit TRIKI wurde dieses Gen transkriptionell verringert und
zahlt moglicherweise zu den Genen, die zu einer verringerten Eizahl nach dieser Behandlung

fUhrten.

Im Vergleich zu den TRIKI-Daten zeigten die ausgewdhlten Gene eine starke
Transkriptionsreduktion nach Behandlung mit Herb A. Dieses Ergebnis korreliert mit der
starken Reduktion der in vitro Eiproduktion unter Einfluss dieses Inhibitors (Knobloch et al.,
2006). Neben diesem Ergebnis wurde ein weiterer Hinweis flr den Einfluss von Src-Kinasen
auf die Eiproduktion in weiteren detaillierten Analysen der differentiell transkribierten Gene
im Microarray entdeckt. In einer veroffentlichten Studie wurde eine direkte Verbindung der
Eiproduktion und des mitochondrialem Sauerstoffverbrauch vorgestellt (Huang et al., 2012).
Wahrend dieses Prozesses ist die 3-Oxidation von Fettsduren ein essentieller Schritt, welcher
zunachst in den Mitochondrien durch die Acyl-CoA-Dehydrogenase katalysiert wird. Nach
Behandlung der Schistosomen mit Herb A wurde eine reduzierte Transkription des Gens der
Acyl-CoA-Dehydrogenase (Smp_122930) im Microarray identifiziert. Damit sind
verschiedene Molekiile des Prozesses der Eiproduktion direkt durch die Behandlung mit
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Herb A betroffen, wodurch die Hypothese des Einfluss von Src-Kinasen auf den komplexen

Prozess der Eiproduktion zusatzlich unterstiitzt wird.

Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen verringerten Transkriptionsraten des
Gens pl4 stehen im Widerspruch zu einer in vorherigen Northern Blot-Analysen ermittelten
erhohten Transkription nach Herb A-Einfluss (Knobloch et al., 2006). Ein Grund hierfir
konnten die biologische Varianz sowie unterschiedliche Kultivierungsbedingungen sein, die,
wie bereits beschrieben, einen sehr starken Einfluss auf die Oviposition besitzt. Allerdings
zeigten alle im Microarray und der gPCR untersuchten Gene, deren Proteine fir die
Eischalsynthese und damit fir die Eiproduktion wichtig sind, eine reduzierte Transkription
nach Herb A-Behandlung, wonach sich diese Ergebnisse gegenseitig stiitzen.

Auch die Kombinationsbehandlung beider Inhibitoren flihrte zu einer reduzierten
Transkriptionsrate der untersuchten Gene, wenn auch nicht so stark wie die der Herb A
Einzelbehandlung. Dieses Ergebnis war Uberraschend, da die stdrksten Effekte auf die
Eiproduktion in vitro bei dieser Behandlung gefunden wurden (Knobloch et al., 2007).
Ahnlich wie bei Calmodulin-4 (Smp_032990) scheinen die Trankriptlevel dieser Gene eine Art
Mittelwert der Level nach den Einzelbehandlungen zu sein. Dementsprechend wiirden Src-
TK-Signalwege einen starkeren Einfluss auf Prozesse zur Eiproduktion ausiben als der
SmTPRI-Signalweg. Dies kann auf den bereits erwdhnten zusatzlichen Einfluss der Src-TKs auf
den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch zuriickzufiihren sein. Insgesamt bestatigen aber

auch die Ergebnisse der Transkriptionsanalysen eine Kooperation beider Signalwege.

4.1.5 Ausblick

Zum besseren Verstandnis der Regulationsmechanismen der Src-TKs von S. mansoni
konnte die Charakterisierung des proteinkodierenden Gens der dritten Src-Kinase
(Smp_006920; Andrade et al., 2011; Protasio et al., 2012) beitragen. Dafir ist die Aufklarung
des Transkriptionsprofils in Form von RT-PCRs mit RNA verschiedener Stadien des
Lebenszyklus sowie in situ-Hybridisierungen fir Lokalisationen geeignet. Fiir dieses wie auch
flr SmTK5 ware die Untersuchung des moglichen Einfluss von Herb A auf die Aktivitat dieser
Kinase im Xenopus-Oocyten-System von Interesse.

Im Rahmen der Microarray-Analysen waren neben Transkripten proteinkodierender
Gene auch putative antisense-Transkripte differentiell reguliert. Diese gehoren zu den nicht-
kodierenden RNAs (non-coding; ncRNAs), welche bespielsweise in Eukaryoten die Expression
von Genen regulieren (Barrett et al., 2012). In S. mansoni wurden bereits Hinweise fir die
Existenz von antisense-RNAs erbracht, wobei mehr als 10% des Genoms ncRNAs darstellen
(Verjovski-Almeida et al., 2007; Oliveira et al., 2011). Ist es zukiinftig interessant die putative
Funktion und Rolle im TGFp- und Src-TK-Signalweg fir die differentiell transkribierten
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ncRNAs der vorliegenden Arbeit zu bestimmen. Zunachst sollte jedoch verifiziert werden,
dass es sich um ncRNAs handelt, wobei dies Uber Amplifikation der Volllange der ncRNA
erfolgt (Forrest et al., 2009).
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4.2 Untersuchung ausgewdbhlter Signalkaskaden in Reproduktionsorganen

Fir die Aufklarung von Signaltransduktionsprozessen zelluldrer Tyrosinkinasen in
S. mansoni wurden Y2/3H-Arbeiten erfolgreich eingesetzt (Knobloch et al., 2007; Quack et
al., 2009; Beckmann et al., 2010a). Diese Arbeiten beruhten zum Teil auf Literaturhinweisen
bekannter Interaktionen anderer Organismen und der anschlieBenden Identifizierung von
Schistosomenproteinen mit Ubereinstimmungen zu den entsprechenden Signalmolekiilen.
Daneben kénnen unbekannte Interaktionspartner mit Hilfe einer Hefe-basierten cDNA-Bank
durch sogenannte Y2/3H-Screenings identifiziert werden (Fields & Sternglanz, 1994;
BioTeach, 2008; Quack et al., 2009). Allerdings zeigt diese Methode einige Limitierungen,
wobei eine eingeschrankte oder fehlende posttranslationale Modifikation von Proteinen,
wie eine zielgerichtete Tyrosinphosphorylierung, einen bedeutenden Einfluss auf Protein-
Interaktionen von Eukaryoten besitzt (Briickner et al., 2009). Fiir das upstream Screening der
Src-Kinase SmTK3 (vgl. Kapitel 3.2.1) wurde die SH2-Domane verwendet, welche an
phosphorylierte Tyrosine bindet (Thomas & Brugge 1997; Boggon & Eck, 2004). Da Hefen
jedoch keine spezifische endogene Tyrosinkinaseaktivitat besitzen (Ptacek et al., 2005),
wurde die TK-Domdne der SmTK5 co-exprimiert. Diese Vorgehensweise konnte bereits im
Vorfeld erfolgreich angewendet werden, um spezifische Interaktionen zu verstarken bzw.
Uberhaupt zu ermoglichen (Osborne et al., 1995; Wang et al., 2001; Beckmann et al., 2010b).
Durch die Expression der TK-Domadne wird die Phosphorylierung von Tyrosinresten
verschiedener Proteine, zu denen auch putative Interaktionspartner gehéren, gewdhrleistet.
Ein weiterer kritischer Aspekt von Y2H-Experimenten ist die teilweise schwache oder
gegebenenfalls sogar ausbleibende Detektion transienter Interaktionen, wozu beispielsweise
Interaktionen von Signalproteinen gehoren (Van Criekinge & Beyaert, 1999). Dennoch
zeigten dltere Arbeiten bereits, dass diese Methode fiir S. mansoni geeignet ist (Quack et al.,
2009; Beckmann et al., 2010b; Beckmann et al., 2011). Daher diente sie auch in dieser Arbeit
der weiteren Charakterisierung von Signalwegen. Zur Verifikation identifizierter Inter-
aktionen wurden zusatzliche Experimente, wie beispielsweise in situ-Hybridisierungen zur

Bestimmung der Expressionsorte von Interaktionspartnern durchgefiihrt.

4.2.1 Identifikation und Charakterisierung von SmEps8 als upstream Interaktionspartner
der Src-Kinase SmTK3

Fir die weitere Aufklarung der Signalkaskade von SmTK3 in S. mansoni fihrte Dr.
Cora Burmeister (AG Grevelding) ein Y3H-Screening durch (Buro et al., in Vorbereitung). Als
haufigster und zugleich starkster Interaktionspartner wurde ein Vertreter der EGFR pathway
substrate 8-Familie identifiziert, SmEps8 (Smp_139520). Durch die Anwendung von BlastX-
und SMART-Analysen wurde dieses Molekiil strukturell charakterisiert, in konservierte
Bereiche unterteilt und entspricht dem typischen Aufbau der Eps8-Proteinfamilie (Di Fiore &
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Scita, 2002). Allerdings fielen bei der Identifizierung der konservierten Domanen
Unterschiede zwischen den Aminosauresequenzen von Eps8-Molekilen der Vertebraten und
der Invertebraten auf. Dieses Phdnomen wurde bereits von Tocchetti et al. (2003)
beschrieben, wobei die Aminosdauresequenzen verschiedener Eps8-Molekiile miteinander
verglichen und eine hohe Konservierung zwischen den Molekiilen des Menschen und der
Maus gefunden wurde. Im Gegensatz dazu zeigten Vergleiche der Eps8-Molekile der
Invertebraten nur in einzelnen Bereichen eine Konservierung. Wie in der Abbildung 3-14 zu
sehen, wurde auch flir SmEps8 eine starkere Konservierung zu den Invertebraten-Molekilen
gefunden, als zu denen der Vertebraten. Eine hohe Sequenziibereinstimmung der Eps8-Gene
wurde beim Vergleich dieser Molekiile innerhalb der Trematoden identifiziert. Jedoch auch
innerhalb der Trematoden zeigte sich eine Unterscheidung zwischen Eps8-Molekiilen aus
C. sinensis und den Schistosomatidae. Ahnliche Ergebnisse lieferten bereits friihere
phylogenetische Untersuchungen anderer Molekile von S. mansoni. So wurde fir die
Syk-Tyrosinkinase SmTK4 eine deutliche phylogenetische Trennung dieser Molekiile
zwischen Vertretern der Vertebraten und der Invertebraten gezeigt (Knobloch et al., 2002a).
Diese Trennung wurde ebenso bei a-/p-Integrinen verschiedener Organismen entdeckt
(Beckmann et al. 2012b).

4.2.1.1 Charakterisierung der SMTK3-SmEps8-Iinteraktion

Die Interaktion von Eps8 und v-Src ist bereits aus Untersuchungen humaner Zelllinien
bekannt und spielt eine wichtige Rolle bei der Actin-Remodellierung wahrend
Zellproliferations- und Differenzierungsprozessen (Gallo et al., 1997). Weiterhin beinhaltet
Eps8 aufgrund seiner konservierten Domadnen potentielle Bindungsstellen fiir verschiedene
Proteine, was auf diverse Signaltransduktionsfunktionen hindeutet (Provenzano et al., 1998).
Dementsprechend stellte die Identifizierung dieses Proteins als interessanter upstream
Interaktionspartner von SmTK3 (Smp_151300) einen wichtigen Ansatzpunkt fir die weitere
Aufklarung des Signalwegs dieser Tyrosinkinase dar. Dennoch war dieses Ergebnis
unerwartet, da bereits im Vorfeld ein dhnlicher Ansatz genutzt wurde, um die Signalkaskade
von SmTK3 weiter aufzukldaren (Philipp, 2004). Fiir das damalige Y3H-Screening wurde
ebenfalls die SH2-Domane von SmTK3 als bait-Protein verwendet, jedoch die TK-Domane der
SmTK3 statt der SmTK5 co-exprimiert. Als Interaktionspartner wurden dabei ein
Zinkfingerprotein (SmZF1), eine Topoisomerase Ill und ein translokationsassoziiertes
Membranprotein 1 (TRAM1) gefunden, allerdings kein Protein mit Ahnlichkeit zu Eps8. In
dem neueren Y3H-Screening wurden mit Ausnahme von vier prey-Klonen ausschlieBlich
SmEps8 identifiziert. Diese Ergebnisse weisen auf einen Einfluss der verschiedenen
co-exprimierten TK-Domanen fir die Identifikation von Interaktionspartnern der SmTK3SH2.
Eine Erklarung fir diesen Einfluss auf die unterschiedlichen Interaktionen besteht
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moglicherweise in der Aktivitat der Tyrosinkinasendomdnen. Mit Hilfe von Western Blot-
Analysen wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. Colette Dissous (CIIL — Center for Infection and
Immunity der Universitat Lille, Frankreich) gezeigt, dass die katalytische Aktivitat der
TK-Doméane der SmTK5 starker ist als die der SmTK3 (personliche Mitteilung). Ein weiterer
wichtiger Unterschied zwischen den beiden Screenings bestand in einem in neueren
Sequenzierungsdaten gefundenen frame shifts innerhalb der damals verwendeten SmTK3TK
(Philipp, 2004). Durch diese Verschiebung war der ORF bereits nach wenigen Aminosauren
unterbrochen, wodurch nur einige Aminosauren der TK-Domadne exprimiert wurden. Eine
mogliche Konsequenz dieser partiellen Expression der SmTK3TK kdnnte eine fehlerhafte
Faltung des Proteins sein, die zu anderen Bedingungen flr Protein-Protein-Interaktionen in
den Hefezellen fihrte, als dies bei Expression der vollstandigen SmTK3TK, bzw. ohne
zusatzliche Expression dieser Domane moglich gewesen ware. Ein solches Screening wurde
in dieser Arbeit fir diese Interaktion nicht durchgeflihrt, stattdessen aber die direkte
Interaktion und deren relative Bindungsstarke von SmTK3SH2 mit SmEps8 untersucht (vgl.
Abb. 3-16). Dabei konnte die starkste Bindung zwischen beiden Molekiilen ohne zusatzliche
Expression der SmTK5TK detektiert werden. Dies legt den Schluss nahe, dass diese Protein-
Protein-Interaktion auch unabhangig vom Phosphorylierungsgrad der Tyrosine stattfinden
kann. Dieses Ergebnis steht nicht im Widerspruch mit dem Ergebnis des Screenings, da
dieses ausschlieflich mit zusatzlich exprimierter SmTK5TK durchgefiihrt wurde und
entsprechend keine Hinweise auf weitere Interaktionspartner geben kann. Ungewdhnlich
war diese phosphorylierungsunabhangige Interaktion insbesondere deshalb, weil klassische
Interaktionen von SH2-Domédnen fiir Bereiche von Molekiilen mit phosphorylierten
Tyrosinresten beschrieben wurden (Wandless, 1996). Neuere Studien erweiterten das Bild
der moglichen Interaktionen von SH2-Domé&nen. Dai et al. (2011) identifizierten eine
Interaktion der SH2-Domane des Proteins Tensin 2, unabhdngig von der Phosphorylierung.
Ebenso konnte bereits das Consensus-Motiv der SH2-Domdne fiir eine
phosphorylierungsunabhangige Interaktionen beschrieben werden (Hwang et al., 2002). Die
ermittelte Sequenzabfolge bestand aus den Aminosauren T/SxxxxV/l (x reprasentiert eine
beliebige AS) und weicht damit deutlich von dem klassischen Bindemotiv ab (beinhaltet die
Aminosauren YEEI; Songyang et al., 1993). Bei der Untersuchung der SmEps8-Sequenz wurde
der putative Consensus von Hwang et al. (2002) in der Sequenz des verkiirzten Klons und der
Volllangenvariante identifiziert, das klassische Bindemotiv (YEEI) jedoch nicht. Die
dargestellten Auswertungen der -Galaktosidase (f3-Gal) Filter- und Flissigassays sowie der
Bindemotivuntersuchungen legen den Schluss nahe, dass die Interaktion von SmTK3 und
SmEps8 nicht vom Phosphorylierungsgrad der Tyrosinreste abhangt.

Neben dem Einfluss der zusatzlich exprimierten TK-Domdne von SmTKS5 auf die
relativen Bindungsstarken von SmTK3 und SmEps8 stand die detaillierte Untersuchung des
fur die Interaktion notwendigen Bereichs der SmTK3 im Fokus der durchgefiihrten
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Experimente. In dem verwendeten Hefesystem konnte die Interaktion im Bereich der
SH2-Domane der SmTK3 und der PTB sowie dem Zwischenbereich zur EGFR-BD von SmEps8
lokalisiert werden. Durch zusatzliche Expression der SH3-Domdne von SmTK3 liel sich keine
Verstarkung der Interaktion beobachten. Bei ausschlieBlicher Expression der SH3-Domadne
wurde die geringste Bindungspotenz beider Proteine registriert (vgl. Abb. 3-16). Dieses
Ergebnis widerspricht dem Befund einer dlteren Studie, in der anhand von Co-Immuno-
prazipitationen mit murinen Proteinen eine in vivo Bindung von Eps8 und der SH3-Domadne
der v-Src gefunden wurde (Maa et al., 1999). Bei beiden Arbeiten handelte es sich um sehr
unterschiedliche Methoden, weshalb die Ergebnisse beider Studien nur schwer vergleichbar
sind. Eine Co-Immunoprazipitation wurde fiir die schistosomalen Proteine nicht
durchgefliihrt, musste jedoch fir einen direkten Vergleich beider Studien herangezogen
werden. Weiterhin ware es denkbar, dass je nach Organismus (Vertreter der Vertebraten
bzw. Invertebraten) ein unterschiedlicher Bereich der Src-Kinase fir die Interaktion mit Eps8
notwendig ist. Diese Erkldarung kénnte auf einen Zusammenhang der klaren Trennung der
phylogenetischen Beziehungen von Eps8-Molekiilen der Vertebraten und Invertebraten
hindeuten. Unabhangig von dem Bereich der Src-Kinase wurde in beiden Studien der fir die
Interaktion wichtige Bereich des Eps8-Molekiils auf dem N-Terminus lokalisiert.

Mit Hilfe der Y3H-Experimente konnte eine weitere wichtige Aussage Uber die
relativen Bindungsstarken der Interaktion von SmTK3 und SmEps8 getroffen werden. Dabei
wurde der Einfluss von SmEps8 auf die Interaktion untersucht, d.h. neben der N-terminal
verklirzten Variante des Proteins wurde auch die Volllangenvariante fir die
Interaktionsanalyse mit SmTK3 verwendet (vgl. Abb. 3-16). Die Ergebnisse der p-Gal
Flussigassays zeigten, dass bei Verwendung der verkiirzten Variante die Interaktionen mit
den verschiedenen SmTK3-Konstrukten deutlich starker waren, als die der
Volllangenvariante von SmEps8. Ein dhnliches Resultat wurde bereits in einer anderen Studie
fir die Bindung von murinen Eps8 an F-Actin gefunden (Disanza et al., 2004). Dabei wurde
eine starke Interaktion der isolierten Effektordomadne von Eps8 mit F-Actin detektiert, die
Volllangenvariante von Eps8 besalR jedoch keine Affinitdt zu diesem Molekil. Erst die
zusatzliche Interaktion der Volllangenvariante von Eps8 mit Abi-1 flihrte zu einer Interaktion
des Molekils mit F-Actin. Der mit Abi-1 interagierende Bereich des Eps8-Molekiils entspricht
der SH3-Domane, wie Bindungsstudien in humanen Fibroblastenzellen zeigten (Biesova et
al.,, 1997). Als Erklarung fur die verdanderte Affinitdt zu F-Actin, hervorgerufen durch die
zusatzliche Expression von Abi-1, postulierten Disanza et al. (2004) eine SH3-Domane
vermittelte Autoinhibierung des Eps8-Molekiils. Eine ahnlich negative Beeinflussung der
Interaktionsstarke wurde auch fir SmTK3 und SmEps8 gefunden, jedoch konnte die
Interaktion beider Molekile durch Verwendung der Volllangenvariante von SmEps8 nicht
vollstandig unterbunden werden. Da die Volllangenvariante neben der SH3-Domadne auch
die EGFR-BD und die SAM-PNT-Domane enthielt, ware eine Beeinflussung der Aktivitdt des
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Molekils durch diese Domadnen ebenfalls denkbar. Um einen moglichen Einfluss der SH3-
Domane auf SmEps8 zu untersuchen, wurde ein Y2H-Versuch mit einem schistosomalen
Protein mit Ahnlichkeit zu Abi-2 (SmAbi-2, Smp_085740) durchgefiihrt (vgl. Abb. 3-20).
Allerdings konnte bei diesem Experiment keine Interaktion zwischen den beiden Proteinen
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis lasst sich durch das bevorzugte Bindemotiv der Eps8-
spezifischen SH3-Domane erklaren, welches von dem anderer SH3-Domanen abweicht.
Allgemein besteht das Bindemotiv von SH3-Domanen aus den Aminosauren PxxP (Thomas &
Brugge, 1997). Mongiovi et al. (1999) identifizierten den Eps8-spezifischen Consensus mit
der Sequenz PxxDY, wobei die Aminosauren Aspartat (D) und Tyrosin (Y) essentiell fiir diese
Protein-Protein-Bindung sind. Bei genauerer Untersuchung der Aminosduresequenz von
SmADbi-2 konnte diese Consensus-Sequenz nicht gefunden werden, was die Bindung zu
SmEps8 wahrscheinlich verhinderte. Neben der SH3-Domane koénnte auch die SAM-PNT-
Domane der Volllangenvariante von SmEps8 die relativen Interaktionsstarken der Bindungen
mit SmTK3 beeinflussen. Funktionelle Studien fiir diesen Bereich sind bisher noch nicht
durchgefiihrt worden. Die 3-Gal Flussigassays zeigten deutliche Ergebnisse unabhangig von
der Interaktionsuntersuchung mit SmAbi-2 und der putativen Interaktion mit F-Actin Gber
die SAM-PNT-Domadne. Mit Hilfe dieser Assays konnte gezeigt werden, dass die Ldnge von
SmEps8 einen deutlich Einfluss auf die Interaktion mit SmTK3 besitzt. In situ-
Hybridisierungen zeigten eine Kolokalisierung der Transkripte der Gene SmTK3 und SmEps8
in den Reproduktionsorganen (Kapp et al., 2004; Buro et al., in Vorbereitung). Darliber
hinaus wurde die Transkription beider Gene in adulten Schistosomen durch RT-PCR
nachgewiesen (vgl. Abb. 3-17; Kapp et al., 2004). Die Ergebnisse untermauern die Hinweise
auf eine mogliche Interaktion beider Molekiile in vivo. Diese scheint nur in den Adultstadien

von Bedeutung, da nur hier Transkriptionen beider Gene iber RT-PCRs gefunden wurden.

4.2.2 Verbindung der SmTK3-Signalkaskade mit der EGFR-Transduktion

Im Anschluss einer in vivo EGF-Stimulation von humanen EGFRs wurde eine
Phosphorylierung von Eps8 ermittelt und dieses Protein als ein Substrat der EGFRs
beschrieben (Fazioli et al., 1993). Die Interaktion beider Molekiile erfolgte dabei unabhangig
vom Phosphorylierungsgrad Uber den N-terminalen Bereich von Eps8. Mit Hilfe von
Immunoprazipitationen wurde diese Interaktion naher untersucht (Castagnino et al., 1995).
Der fir die Interaktion wichtige Bereich des EGFRs befand sich im Juxtamembran-Bereich,
d.h. der Bereich zwischen der Transmembran- und TK-Domaéane, und beinhaltete eine
glutaminreiche Sequenz. Diese Sequenz des EGFRs wurde durch die EGFR-BD von Eps8
erkannt. Ein EGFR-Molekidl von S. mansoni wurde bereits intensiv untersucht
(Smp_093930.x; Shoemaker et al., 1992). Dabei handelte es sich um SER, der sowohl in den

Adultstadien als auch in den Cercarien exprimiert wurde und eine muskelspezifische
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Lokalisierung zeigte (Ramachandran et al., 1996). Des Weiteren konnte mittels funktioneller
Studien fiir SER sowohl eine katalytisch aktive TK-Domane (Ramachandran et al., 1996) als
auch die Ligandenbindung von humanen EGF bestimmt werden, dabei wurde SER in X. laevis
Oocyten exprimiert und nach Stimulation mit dem Liganden ein GVBD beobachtet (Vicogne
et al,, 2004). In Folge einer in vitro Kultivierung von Sporocysten als auch adulten
Schistosomen mit Zusatz von EGF wurden zusatzlich ein Anstieg der DNA- und
Proteinsynthese ermittelt (Vicogne et al., 2004). Neben SER wurden zwei weitere Molekiile
mit Ahnlichkeit zu EGFRs fiir S. mansoni im Genom beschrieben (SER2: Smp_165470; SER3:
Smp_152680; Andrade et al., 2011), fiir die bislang jedoch keine weiteren Untersuchungen
durchgefiihrt wurden. Durch Sequenzanalysen konnten innerhalb der drei identifizierten
EGFRs ebenfalls die fiir die Interaktion mit Eps8 wichtigen Glutamine (Glu) gefunden werden
(SER: 6x Glu; SER2: Smp_165470: 1x Glu; SER3: Smp_152680: 10x Glu; vgl. Anhang 0) sowie
die Kernelemente der EGFR-BD in SmEps8 (Castagnino et al., 1995). Aufgrund dieser
Erkenntnisse wurden erste Y2H-Experimente zur Uberpriifung der Interaktion der drei SERs
und SmEps8 durchgefiihrt (vgl. Abb. 3-19, B). Dabei zeigten die Interaktionen generell nur
sehr schwache, aber dennoch positive Signale fiir die Bindung von SmEps8 mit den
intrazelluldaren Bereichen von SER bzw. SER2. Die beobachten Interaktionssignale kdnnten
durch eine fehlerhafte Faltung der EGFR-Proteine begriindet sein, welche durch die
Subklonierung der intrazelluldren Bereiche der Rezeptoren zustande kommen kdénnten. Um
diese  fehlerhafte  Faltung zu umgehen, missten Interaktionsstudien der
Volllangensequenzen in einem anderen System fiir Membranproteine Uberprift werden.
Dariiber hinaus konnte die nukleusassoziierte Interaktion zu einer Abschwachung der
Bindung der SERs und SmEps8 geflihrt haben (Briickner et al., 2009). Dennoch konnten erste
Hinweise auf die Interaktion von SmEps8 mit den intrazellularen Bereichen zweier EGFR-
Molekile von S. mansoni gefunden werden. Die klonierten Einzelbereiche des dritten EGFRs
(SER3) flihrten in keinem Fall zu einer messbaren Interaktion. Fir diese Subfragmente trifft
wahrscheinlich ebenfalls eine fehlerhafte Proteinfaltung zu, aus der die fehlende Interaktion

resultierte.

Mit Hilfe der gefundenen Interaktionen von SmEps8 mit den EGFRs und der SmTK3
konnte erstmalig eine Verkniipfung der Signalwege der Src-Kinase und membranverankerten
RTKs des EGFR-Typs fir S. mansoni identifiziert werden. Aufgrund neuerer in situ-
Hybridisierungsdaten kolokalisieren die Molekile SmEps8 und SER in den weiblichen
Reproduktionsorganen, Ovar und Vitellarium (Buro et al., in Vorbereitung), in denen auch
Transkripte von SmTK3 detektiert wurden (Kapp et al., 2004). Eine mogliche Signalkaskade
dieser Molekiile kénnte bei der Bindung von humanem EGF beginnen, das durch SER
gebunden wird. EGF-Bindungsstudien mit SER2 wurden bislang nicht durchgefiihrt. Auch
dieser EGFR besitzt eine Ligandenbindedomdne im extrazelluldren Bereich und in einem

Alignment beider Rezeptoren wurde eine 27% ige Sequenziibereinstimmung festgestellt
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(Daten nicht gezeigt). Moglicherweise kommt es nach Bindung des humanen EGFs an SER zur
Dimersierung beider Rezeptoren mit anschlieBender Autophosphorylierung. Das Signal der
ligandengebundenen EGFRs kénnte an SmEps8, und lber dieses Molekiil wiederum an
SmTK3 weitergeleitet werden. Wie bereits von Vicogne et al. (2004) beschrieben, erfolgt
nach der EGF-Bindung ein Anstieg der DNA-Synthese von Sporocysten und adulten
Schistosomen in vitro. Dieses Ergebnis kann durch die Signalweiterleitung Gber die Src-
Kinase SmTK3 erkldrt werden, da bei Verwendung eines Src-Kinasen Inhibitors (Herb A) eine
verringerte mitotische Aktivitdt in den behandelten Weibchen gemessen wurde (Knobloch et
al., 2007). Durch die Verbindung der Signalwege von SER und SmTK3 kénnte der EGF-
induzierte Anstieg der DNA-Synthese direkt durch SmTK3 vermittelt werden. Um den
Einfluss anderer Src-Kinasen wie SmTK5 (Smp_136300) oder der dritten Src-Kinase von
S. mansoni (Smp_006920; Andrade et al., 2011; Protasio et al., 2012) bei dieser Interaktion
auszuschliefen, mussten entsprechende Interaktionsstudien dieser Kinasen mit SmEps8
durchgefiihrt werden. Neben der Bindung von humanen EGF wdre die Bindung eines
parasitenspezifischen EGFs denkbar, wobei dieses bislang nicht im Genom von S. mansoni

identifiziert werden konnte.

4.2.3 Zukiinftige Experimente fiir die Aufklarung der Funktion von SmEps8

Wichtiger Bestandteil zukilnftiger Arbeiten an SmEps8 sollten verschiedene
Interaktionsstudien sein, die durch Co-Immunoprazipitationen verifiziert werden mdussten.
Eine interessante Interaktionsstudie kdnnte mit einem Proteinhomolog zum Signalmolekl
Son of sevenless-1 (Sos-1) durchgefiihrt werden. Bei Untersuchungen in muriner Zellkultur
wurden Interaktionen der SH3-Domane von Eps8 mit Abi-1 identifiziert, welches wiederum
Uber seine SH3-Domédne an Sos-1 bindet (Scita et al., 2001). Nach Ausbildung dieses
Komplexes, kommt es mit geringer Affinitdt zu einer direkten Interaktion von Eps8 und
Sos-1. In der vorliegenden Arbeit konnte kein Hinweis auf eine SmEps8-SmAbi-2-Interaktion
gefunden werden, was wahrscheinlich auf das fehlende Consensus-Motiv der SH3-Domane
von SmEps8 in SmAbi-2 zuriick zu fihren ist (vgl. Kapitel 4.2.1.1). Allerdings existiert laut
Datenbankanalysen ein Protein mit Sequenziibereinstimmung zu Sos-1 in S. mansoni
(Smp_161230). Im Falle einer Bindung von SmEps8 an SmSos-1 ware als ndchster Schritt die
Untersuchung der Interaktion von SmAbi-2 und SmSos-1 sinnvoll. Der trimere Eps8-Abi-1-
Sos-1-Komplex reguliert im humanen System die Guanin-Austauschaktivitat von Rac/Ras,
wobei Sos-1 die katalytische Untereinheit bildet (Scita et al., 2001). Durch die Aktivierung
von Rac wird die Actinpolymerisierung induziert, was fur mitotische Prozesse eine wichtige
Rolle spielt. Um einen Einfluss von SmEps8 auf das Cytoskelett zu untersuchen, sollte eine
putative Interaktion mit F-Actin im Fokus stehen, welche aus Studien von C. elegans bereits

bekannt ist (Croce et al., 2004). Fir diese Versuche sollte ein moglicher Einfluss der
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Molekillange von SmEps8 beriicksichtigt werden, da das murine Eps8-Volllangenmolekiil ein
geringe Affinitat zu F-Actin aufgrund der SH3-vermittelte Autoinhibierung besal® (Disanza et
al., 2004).

Ferner kdnnten RNAi-Versuche mit anschlieRender Phdanotypenanalyse Uber u.a.
KLSM weitere Aufschliisse zur Funktion dieses Molekils bringen. Ein solcher Versuch wird
jedoch durch eine Beobachtung bei Eps8-knock-out Mausen erschwert (Offenhauser et al.,
2004). Bei diesen Mausen konnten keine phanotypische Anderung festgestellt werden, was
auf das Vorhandensein von Eps8-dhnlichen Proteinen zuriickgefiihrt wurde, die
wahrscheinlich dhnliche Funktionen besitzen. Auch im Genom von S. mansoni sind offenbar
zwei Eps8-related Proteine vorhanden (Smp_035260.x und Smp_141030). In differentiellen
knockdown Experimenten kdnnte Gber RNAI festgestellt werden, inwieweit die Funktion von
SmEps8 die gleiche wie die eines oder beider Eps8-related Proteine ist, bzw. welche

Unterschiede zwischen den Funktionen dieser Molekule existieren.

Weiterfihrende immunhistologische Analysen mit geeigneten Antikdrpern gegen
SmEps8 und seinen Interaktionspartnern koénnten diese lokalisieren und deren
gewebespezifische Expression endglltig bestdtigen. Alle Ergebnisse dieser weiterflihrenden
Versuche konnten zur Aufklarung der Funktion der SER-SmEps8-SmTK3-Signaltransduktion in

den Gonaden von S. mansoni beitragen.

4.2.4 Identifizierung und Charakterisierung von SmDLG, SmScrib und SmLGL

Anhand von Y2H-Analysen erfolgte bereits die Charakterisierung der Signalkaskade
von SmTK6, wobei als ein interessanter Interaktionspartner ein Discs large-Molekil (SmDLG;
Smp_170290) identifiziert wurde (Beckmann et al., 2011). Bei diesem Molekil handelt es
sich um einen Bestandteil des DLG- Scribble (Scrib)-Lethal giant larvae(LGL)-Komplexes, der
neben anderen Molekilen maligeblich an der Kontrolle der Zellproliferation in
D. melanogaster beteiligt ist (Huang et al., 2003). Dabei rekrutieren DLG und Scrib
verschiedene Proteinkomplexe zu Membran- und Signalproteinen, welche mit dem
Cytoskelett bzw. dem Zellzyklus gekoppelt sind, und koordinieren anschlieBend Uber diese
Proteine sowohl die Polaritdt, als auch die Proliferation von Zellen. Ein weiteres Protein
dieses Komplexes ist LGL, welches ebenfalls einen Einfluss auf die Zellpolaritat in Drosophila
besitzt (Froldi et al., 2008). Firr diese drei Proteine konnten durch Sequenzvergleiche die
entsprechenden proteinkodierenden Gene im Genom von S. mansoni identifiziert werden
(vgl. Kapitel 5.2.5, SmScrib: Smp_104030.2; SmLGL: Smp_153310.1; Protasio et al., 2012).
Mit Hilfe von BlastX-Analysen und Strukturvorhersageprogrammen wurde der
charakteristische Aufbau dieser Proteine aus S. mansoni bestatigt. Da sowohl in humanen
Zellen als auch bei D. melanogaster diese drei Proteine einen Komplex ausbilden (Assémat et
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al., 2008), sollten potentielle Interaktionen der schistosomalen Proteine, die eine
Voraussetzung fiir Komplexbildung darstellen, zunachst mit Hilfe von Y2H-Analysen
untersucht werden. Dabei konnten Interaktionen zwischen SmScrib und SmMDLG bzw. SmLGL
identifiziert werden, wenn auch sehr schwach im Vergleich zur Kontrolle (SmTK6-SmDLG;
vgl. Abb. 3-22). Im Falle der Interaktion von SmScrib und SmDLG dienten die leucinreiche
Region (LRR) von SmScrib und die konservierten Doméanen der Partialsequenz von SmDLG
(PDZ-, SH3- und Guk-Domane) als Bindungsbereiche. Fiir die aus D. melanogaster bereits
bekannte Interaktion beider Molekile wurde ein Adaptermolekil identifiziert, welches
sowohl im Genom des Menschen, als auch in dem der Fruchtfliege vorkommt (Katoh &
Katoh, 2004; Assémat et al., 2008). Bei diesem Molekiil handelt es sich um den sogenannten
GuK-Holder, der die SH3- und GuK-Doméane von DLG Molekiilen sowie die PDZ2-Domaéne von
Scrib bindet (Mathew et al., 2002; Qian & Prehoda, 2006). Im Genom von S. mansoni konnte
jedoch weder fiir das humane Protein noch fiir das Protein aus D. melanogaster ein GuK-
Holder durch Sequenzvergleiche identifiziert werden. Daher wurde eine direkte Interaktion
dieser schistosomalen Proteine vermutet und erste Hinweise fiir diese Maoglichkeit
gefunden. Die nur schwach ausgepragten Interaktionsstarken koénnen durch putative
intramolekulare Bindungen und darauf folgende Autoinhibierung erklart werden. Fir DLG-
Proteine wurde bereits nachgewiesen, dass die benachbarten Domadnen SH3 und GukK eine
Bindung eingehen (Qian & Prehoda, 2006). Diese Bindung wird durch die PDZ-Domane,
unmittelbar vor der SH3-Domadne liegend, reguliert und inhibiert die intermolekulare
Bindung von DLG mit dem GuK-Holder kompetitiv. Moglicherweise war ein Teil der SmDLG-
Molekiile durch solche intramolekularen Bindungen in deren Konformation nicht
ausreichend frei zuganglich flr die Interaktion mit SmScrib, weshalb nur eine sehr geringe
Bindungsstarke mit Hilfe der (-Gal Filterassays identifiziert werden konnte. Um eine
genauere Aussage zu diesem Sachverhalt treffen zu konnen, missten weitere Y2H-Analysen
mit den Einzeldomanen durchgefiihrt werden, was im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
mehr moglich war. Uber Datenbanksuche auf Basis konservierter Bereiche von GukK-
Holderproteinen aus Mensch und Drosophila konnte kein entsprechendes Molekil im
Genom von S. mansoni gefunden werden. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass
fur die Bindung von SmDLG und SmScrib ein anderes, weniger konserviertes Molekil als
unbekannter Adapter fungiert. Ein solcher Adapter kénnte durch ein Y2H-Genbankscreening
identifiziert werden (Quack et al. 2009).

Als beteiligte Bereiche fiir eine SmScrib-SmLGL-Bindung konnten die PDZ-Domanen
von SmScrib und die konservierten WD40-Wiederholungen und LLGL-Domadnen von SmLGL
identifiziert werden. In Sdugerzellen bilden die Wiederholungen der WD40-Elemente eine
»propellerartige” Anordnung aus [-Faltbldttern, welche anschlieBend als Proteininter-
aktionsmodul fungieren (Assémat et al., 2008). Spezifischere Aussagen Uber die beteiligten

Bereiche bei der Interaktion der schistosomalen Proteine wirden Interaktionsstudien mit
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den jeweiligen Einzeldomdnen gewahrleisten. Fir SmScrib konnten jedoch bereits die PDZ-
Domanen als notwendiger Bereich dieser Bindung identifiziert werden. Dieses Ergebnis steht
im Widerspruch zu Ergebnissen von Co-Immunoprazipitationsversuchen von Hek-
Zellproteinen, in denen die Interaktion zwischen dem N-terminalen Bereich von Scrib und
LGL2 stattfindet (Kallay et al., 2006). Mittels detaillierter Co-Immunoprazipitation fur
Mausproteine bestimmten Yamanaka & Ohno (2008) die LLR von Scrib als Bereich der
Interaktion. Um eine vergleichbare Aussage fiir die Bindungsbereiche der schistosomalen
Proteine treffen zu kénnen, sollten ebenfalls Co-Immunoprazipitationen durchgefiihrt
werden. Eine Gemeinsamkeit beider Studien, der Y2H-Analyse der schistosomalen Proteine
und der Co-Immunopraziptation der Mausproteine, war jedoch eine jeweils sehr schwache
Interaktion beider Proteine (Kallay et al., 2006; Yamanaka & Ohno, 2008).

Mit Hilfe von Y2H-Experimenten wurden Bindungen von SmScrib mit SmDLG bzw.
SmLGL fir S. mansoni erstmals beschrieben. Da jedoch bei diesem Versuchsansatz ein
artifizielles System genutzt wird, sollten die Transkriptionsorte der Interaktionspartner naher
untersucht werden (s. Abb. 3-23). Uber in situ-Hybridisierungen wurden die Transkriptions-
produkte von SmDLG innerhalb der Reproduktionsorgane adulter Schistosomen identifiziert
(Beckmann et al., 2011). Fir die SmScrib und SmLGL bestand eine Kolokalisierung innerhalb
des Ovars und Vitellariums. Aufgrund dieser Ergebnisse ist die Interaktion der drei Molekiile
in vivo innerhalb dieser Organe denkbar. Einen direkten Nachweis kénnten Co-Immuno-
prazitationen mit spezifischen Antikérpern der schistosomalen Proteine liefern, welche
jedoch zunachst hergestellt werden miussten. Alternativ konnten Co-Immunoprazipitationen
rekombinant exprimierter Proteinen mit zusatzlicher Expression spezifischer Tag-Sequenzen
in X. laevis Oocyten durchgefiihrt werden, wobei man auch dabei ein artifizielles System
nutzen wiirde. Im Zuge der in situ-Hybridisierungen wurden fiir SmLGL putative antisense-
RNA-Signale innerhalb des Ovars identifiziert. Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurden
zusatzliche strangspezifische RT-PCRs durchgefiihrt, in denen neben der mRNA auch putative
antisense-RNA detektiert werden konnten (s. Abb. 3-24). In einer neueren Expressionsstudie
wurden Hinweise flr eine primerunabhdngige cDNA-Synthese fiir Gene von Eukaryoten
erbracht (Haddad et al., 2007). Dabei kann es durch das Vorhandensein von sense- und
antisense-RNAs eines Gens wdhrend der RT zu einer cDNA-Synthese kommen, die durch die
Bindung der komplementaren RNA-Strange (self-priming) und anschlieRendem Erkennen des
Doppelstrangfragments durch die Reverse Transkriptase ermdglicht wird. Um diesen Prozess
zu unterbinden, sollte die RT bei hohen Temperaturen und vor allem ohne Zugabe von
Primern in der Reaktion erfolgen. Fir die in Abbildung 3-24 dargestellte PCR wurde als
Template cDNA verwendet, die mittels einer hitzestabilen Reversen Transkriptase
(Thermoscript™, Invitrogen) amplifiziert wurde. Jedoch wurden fiir die RT keine Kontrollen
ohne Zugabe der entsprechenden Primer durchgefiihrt, was einen genaueren Aufschluss
Uber mogliche self-priming-Prozesse der untersuchten RNAs hatte geben koénnen. Des
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Weiteren konnte die Gelelution, Klonierung und anschlieRende Sequenzierung des
antisense-RNA-spezifischen PCR-Produktes die Aussage einer putativ vorhandenen
antisense-RNA fiir SmLGL bestdtigen. Einen weiteren Hinweis auf die Existenz einer
antisense-RNA fir SmLGL konnte sich im Genom des Parasiten befindet, da bereits eine
Vielzahl nichtkodierender (non-coding) RNAs verschiedener Genen identifiziert wurden
(Copeland et al., 2009, Oliveira et al., 2011). Sollte mittels einer entsprechend modifizierten
strangspezifischen RT-PCR und der weiteren Analyse des Genoms eine antisense-RNA fir
SmLGL gefunden werden, so kdnnte diese an der Regulation der Transkription des Gens
beteiligt sein.

Eine weiterfiihrende funktionelle Analyse dieser drei Gene wurde durch Suppression
der Proteinsynthese auf posttranskriptionelle Ebene in Form von RNAi-Versuchen
durchgeflihrt. Dabei konnte zwar fiir jedes Gen die Transkriptmenge unterschiedlich stark
verringert werden, jedoch fiihrte keine dieser Transkriptionsreduktionen zu einer
erkennbaren phanotypischen Veranderung. Fir dieses Ergebnis existieren mehrere
Erklarungen. Zum einen kann es nur durch eine verringerte Proteinmenge zur Ausbildung
einer sichtbaren morphologischen Verdanderung kommen. Um aber die gebildete
Proteinmenge quantitativ zu bestimmen, missten Western Blot-Analysen mit spezifischen
Antikdrpern gegen jedes einzelne dieser drei Proteine durchgefiihrt werden. Eine reduzierte
Proteinmenge kann jedoch nur bei einer entsprechend geringen Halbwertzeit der Proteine
sowie einer verringerten Proteinsynthese auf der Grundlage einer RNAi-induzierten
Transkriptonsreduktion gefunden werden. Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass erst
bei kombinierter RNAI aller drei Molekiile eine Veranderung der Morphologie auftritt. Diese
Analyse konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden, sollte
aber Bestandteil weiterfiihrender Arbeiten sein. Daneben kdénnten andere Proteine mit
dhnlichen Funktionen wie SmDLG, SmScrib und SmLGL die Ausbildung morphologischer
Anderungen unterbinden. Es kénnte weiter von Nachteil sein, dass adulte Wiirmer fiir die
RNAi-Experimente verwendet wurden. In D. melanogaster fuhrt der Funktionsverlust (loss of
function) der drei Gene im Larvalstadium zur Letalitdt (Froldi et al., 2008). Moglicherweise
fihren Transkriptreduktionen, ausgelost durch posttranskriptionelle Suppression der
Transkription in S. mansoni, ebenfalls in den Larven des Parasiten zu phanotypischen
Veranderungen. Fir die freiblebenden Larvalstadien (Cercarien und Miracidien) wurden
bislang keine RNAi-Versuche zufriedenstellend durchgefiihrt, jedoch kann diese Methode
erfolgreich fur die praadulten Schistosomula angewendet werden (Ndegwa et al., 2007;
Stefanic¢ et al., 2010). Um einen Anhaltspunkt fur die relativen Transkriptmengen der Gene
SmDLG, SmScrib und SmLGL fiir Schistosomula zu erhalten, wurden die veroffentlichten
Transkriptionsprofile der Gene in der ,GeneDB“ untersucht und dabei die starkste
Transkription innerhalb der Schistosomula (24 h) identifiziert. Bei Einsatz von Schistosomula

in weiteren RNAi-Versuchen mit anschlieRender in vitro Kultivierung bis zur Reifung der
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Schistosomula zu adulten Wirmern, kénnten sich im Verlauf der Entwicklung der Parasiten
RNAi-bedingte morphologische Anderungen ausbilden. Um diese Anderungen zu
identifizieren, muissten Schistosomula einer Kontrollgruppe ebenfalls in vitro kultiviert
werden. Durch diese modifizierten RNAi-Versuche gdbe es die Mdglichkeit, dass die Funktion
von SmDLG, SmScrib und SmLGL auf die Entwicklung der Parasiten zu untersuchen.

In D. melanogaster und im Menschen wirken DLG, Scrib und LGL funktionell als
Tumorsuppressoren, d.h. Mutationen in diesen Genen, einhergehend mit Funktionsverlust,
bewirken eine Steigerung der Zellproliferation (Humbert et al., 2003). Demnach kénnte sich
ein moglicher Effekt der RNAi auch auf die mitotische Aktivitat der Wirmer auswirken, was
mit den eingesetzten mikroskopischen Untersuchungen nicht analysierbar ist. Im Zuge der
erhohten Proliferationsrate kommt es zusatzlich zum Abbrechen der Zell-Zell-Verbindungen,
den adherent junktions, aufgrund von funktionell inaktiven E-Cadherinen (Froldi et al., 2008).
Daneben steigt wahrend diesem Prozess der Transkriptspiegel fir N-Cadherin (Vieira et al.,
2008). Um diese Ergebnisse auf Schistosomen zu Ubertragen, erfolgten Genomanalysen und
dabei die Identifikation von Genen mit Ahnlichkeit zu Cadherin (Smp_161520.1,
Smp_135610.1, Smp_145210.1, Smp_155810.1, Smp_155600.1). Daher bestiinde die
Moglichkeit, die Trankription der Cadherin-Gene nach erfolgtem RNAi-Versuch mit
resultierender Reduktion der Transkripte von SmDLG, SmScrib bzw. SmLGL, zu Uberprifen.
Zusatzlich kénnte im Anschluss an die RNAi die mitotische Aktivitdt der Wirmer Gberprift
werden, was durch eine etablierte, auf den BrdU-Einbau basierende Methode mit adulten
Wiirmern in vitro moglich ist (Knobloch et al., 2002b). Einen indirekten Hinweis (iber den
Zusammenhang zwischen dem Transkriptlevel von SmDLG und der mitotischen Aktivitat
adulter Schistosomen wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits durch die Microarray-Analysen
nach erfolgter Inhibitorbehandlung gefunden. Durch Applikation von Herb A in Kombination
mit TRIKI wurde die starkste Reduktion der mitotischen Aktivitdt in vitro detektiert
(Knobloch et al., 2007). Neben verschiedenen anderen Genen zeigte der entsprechenden
Microarray dieser Inhibitorbehandlung fiir SMDLG eine erhohte Transkription (s. digitaler
Anhang, Tabelle 8). Aufgrund der Vielfalt der Gene, die an der Regulation der Mitose
beteiligt sind, kann ein Einfluss von SmDLG an diesem Prozess nicht ausgeschlossen werden,

muss jedoch durch zukiinftige Experimente tGberprift werden.

4.2.4.1 Weitere putative Interaktionen der Molekiile SmMDLG, SmScrib und SmLGL

Aufgrund der hohen Konservierung der membranassoziierten Guanylat-Kinase
(MAGUK) SmDLG sowie deren Bindungspartner sind Untersuchungen bereits bekannter
Interaktionen dieser Molekiile fiir die Funktionen der schistosomalen Homologe von
besonderem Interesse. Dabei kdnnen Bindungsstudien dieser Molekilen aus der humanen

bzw. der Drosophila-Forschung als Grundlage fir Interaktionsstudien von schistosomalen
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Proteinen mit Sequenziiberstimmungen herangezogen werden. Fir Scrib ist bereits eine
Vielzahl von Interaktionen mit Mitgliedern hoch konservierter Signalwege bekannt. Dazu
zahlt die putative Bindung von Scrib mit ERK, wodurch Scrib mit dem Ras/MAPK-Signalweg
interagiert (Pearson et al., 2011). Des Weiteren ist die Wechselwirkung von Scrib mit Notch
bekannt, wodurch erneut ein Einfluss von Scrib auf den Ras/MAPK-Signalweg besteht
(Pearson et al.,, 2011). Viele Mitglieder dieses Signalwegs sind bereits fir S. mansoni
bekannt, wie z.B. SmRas (Smp_179910.x, Accession Nummer AAB09439), SmERK1
(Smp_142050), SmMAPK15 (Smp_133490), Smp38 (Smp_133020) und SmMAK
(Smp_210970) (Kampkotter et al., 1999; Andrade et al, 2011). Anhand von
Datenbankanalysen mit der Gensequenz des humanen Notch war es moglich drei Notch-
dhnliche Gene im Genom von S. mansoni zu identifizieren (Smp_105360, Smp_050520,
Smp_140800).

Weitere Untersuchungen zur Aufklarung der Signalwege dieses Komplexes kdnnten
sich auf die Interaktionen von SmLGL fokussieren. In X. laevis fungiert LGL als Mediator des
Whnt-Signalweges Uber die Bindung von Dishevelled (Dvl; Dollar et al., 2005). Auch fiir dieses
Molekil konnten im Genom von S. mansoni zwei Gene identifiziert werden (SmDvl1:
Smp_162410; SmDvI2: Smp_020300 und Smp_101630). Entsprechend dieser Identifizierung
ware eine Interaktionsstudie von SmLGL mit SmDvl1 bzw. SmDvI2 interessant, um eine
mogliche Vernetzung der Signalwege von SmTK6 mit Wnt zu untersuchen. Diese Moglichkeit
ist denkbar, da bereits erste in situ-Hybrisierungen eine Kolokalisierung von SmDvI1 und
SmDvI2 mit SmTK6 und SmLGL im Ovar zeigten (Steffen Hahnel, personliche Mitteilung).
Weiterhin befassen sich viele Studien Gber LGL mit Antagonisten des DLG-Scrib-Komplexes,
wozu zum einen der aPKC-PAR-3-Komplex (Yamanaka & Ohno, 2008) und zum anderen der
Crumbs-Stardust-Komplex gehort (Yasumi et al., 2005). Fiir beide Komplexe konnten durch
erste Sequenzvergleiche entsprechende Proteine im Parasitengenom identifiziert werden
(PAR-3, Smp_157550.1 und Crumbs, Smp_162791.0), welche ebenfalls fir zukinftige

Interaktionsstudien genutzt werden kdnnten.

Fir alle diese putativen Interaktionspartner der Moleklile SmDLG, SmScrib und
SmLGL kénnten in zukinftigen Experimenten direkte Protein-Protein-Interaktionsstudien
durchgefliihrt werden. Des Weiteren waren Y2H-Screenings eine geeignete Moglichkeit, um
unbekannte Bindungspartner in S. mansoni zu identifizieren. Ein solches Screening ware
auch fir SmDLG sinnvoll, da andere Vertreter der MAGUKs eine Reihe von
Signalweiterleitungen und Cytoskelettmodulationen vermitteln (Hough et al., 1997). Ferner
ist die Identifizierung von putativen downstream Interaktionspartnern dieser drei Molekiile
wichtig zur weiteren Aufklarung des Signalweges der Src-/Abl-Tyrosinkinase SmTK6, da
bereits ein Einfluss der Kinase im Zusammenspiel mit SmTK3 und SmTK4 auf Proliferations-
und Differenzierungsprozesse der Gonaden postuliert wurde (Beckmann et al.,, 2010a;
Beckmann et al., 2011).

148



Anhang

5 Anhang

5.1 Alignment der TPBRI-Molekiile und hierarchische Anordnung differentiell
transkribierter Gene der Microarray-Analysen

5.1.1 Alignment der Volllangensequenzen der TPRI-Molekiile von H. sapiens und
S. mansoni

Fur das Alignment wurden die Aminosduresequenzen (AS) der Typ | TGF[3-Rezeptoren
(TPRI) von H. sapiens (Accession Nummer: ACZ58375) und S. mansoni (Accession Nummer:
AF031557) verwendet. Grau hinterlegt sind das GS-Motiv, sowie zwei Threonin- bzw.
Glutaminreste. Fehlende AS sind als -, identische AS sind als *, stark dhnlich AS als : und

schwach dhnliche AS als . dargestellt.

H. sapiens ———-MEAAVAAPRP————————————————— RLLLLVLA-———————————— AAAAAAAA 26
S. mansoni MECMLLLCPAANQSDCRPCSPLSKKHQKNWNRYIDLLLSNWEDKLHLPTYYRGLKAHPFC 60
. * % . * . * ok o *

H. sapiens LLPG-————————————— ATALQCFCHLCTKDNFT-——————————— CVTDGLCFVSVTE 60

S. mansoni CTPGPGYSCRLNLIHEPRKEPRQFYDLTCAKDDFFTPIKCQQDNDIRCCSEKHCNVPTSE 120
* % . * s *:**:* * e * *..:*

H. sapiens TTDKVIHNS---MCIAEIDLIPRDRPFVCAPS-———————————————— SKTGSVTTTYC 100

S. mansoni ELMLLVKDSPSDLYLVAISLLTILCIILFIVSGTLYFLWRRKSDRQKQISSQNGITSDHL 180

e e o ok . . * ke .. * * ek o .

H. sapiens CNQDHCN--—--— KIELPTTVKS--——-— SPGLGPVELAAVIAGPVCFVCISLMLMVYIC 148

S. mansoni WTSDNIDNKYLKGPLQVPDTLTVNSTYPENARVFPNDPSAVSAGITSRGASSLSHFGSSA 240
co¥*3 2 $s* ¥, e 3 F 3 ogkE kR . FE g .

H. sapiens HNRTVIHHRVPNEEDPSLDRPFISEGT-—-——-———— TLKDLIYDMTTSGSGSGLPLLVQRT 200

S. mansoni LGATPGNINS-CSNSPTGAMTITSSGSNSAMPTTGTIPADLMDHTCSGSGSGKPLLVQRT 299
. * H . I s K ke * 3 Tk Kk [kkkkkk kkkkkkk

H. sapiens IARTIVLQESIGKGRFGEVWRGKWRGEEVAVKIFSSREERSWFREAEIYQTVMLRHENIL 260

S. mansoni VARQVQLEERIGEGRYGVVWRGVWQGDLVAAKIFSSRDERSWFRETDIYQTVMLRHANIL 359
:** 3 *:* **:**:* * Kk kK *:*: **.******:*******::********* * k%

H. sapiens GFIAADNKDNGTWTQLWLVSDYHEHGSLFDYLNRYTVTVEGMIKLALSTASGLAHLHMEI 320

S. mansoni GFIAADNKDTGLSTQLWLITDYHPLGSLYEFLQQHCLTPFALLRAVASITNGLAHLHMEI 419
*hhkkkkhkk K *hkkk g s hkk kkkgookgoe sk X o K g kEkkkkkkhK

H. sapiens VGTQGKPAIAHRDLKSKNILVKKNGTCCIADLGLAVRHDS-ATDTIDIAPN-HRVGTKRY 378

S. mansoni TGTQGKPAIAHRDLKSRNILVKMDGECCIGDLGFALKLDSSMSSALEVNSNSDRVGTKRY 479
JREkkkkkkhkkkkhhkkkghkhkhh ok kkk dkkokg. *k * kkkkkkk

H. sapiens MAPEVLDDSINMKHFESFKRADIYAMGLVFWEIARRCSIGGIH--EDYQLPYYDLVPSDP 436
S. mansoni MAPEVLDNTIRLTSPEAFKQADMYSLGLVFWEVTRRCYVRNLFGPDEYQLPYQDLVSADP 539
kkkkkkkg ok, g Kokkgkkgkgohkkhhhgghkk o sakkkkk Kkk  skk

H. sapiens SVEEMRKVVCEQKLRPNIPNRWQSCEALRVMAKIMRECWYANGAARLTALRIKKTLSQLS 496

S. mansoni SVEEMKSIVCEQGLRPGLPAIWSKHEIIRALQDIMSECWYASPSARLSAMRVKKSLAGVR 599
*****:-:**** ***.:* *.- * :*-: .** *****. :***:*:*:**:*: :

H. sapiens QOEGI KM —— — = —— — o e 503

S. mansoni KQLDTNPALSDLSHTNYLPPEATDKLPFGIIRCPSVPRNTMNNNTNTINNKQINLLPNLT 659

H. Sapiens = =
S. mansoni STSSIGAATTPGNKSLISGNHINTTYNDTNNPLLTTTITITPTTILNSNNIHHRNCQCND 719

H. Sapiens = ==
S. mansoni DNNMLYSSLLYKNGNNPSYWSNCEYDKLLLFNTHNNNDDNNTTNHHHPNEESNNNSNSKH 779

H. sapiens -
S. mansoni L 780
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5.1.2 Hierarchische = Anordnungen differentiell transkribierter  Gene nach
Inhibitorbehandlungen

Hierarchische Anordnung der signifikant differentiell transkribierten Gene nach (A)
TRIKI- (2330 Gene), (B) nach Herb A- (1021 Gene) und (C) nach Kombinationsbehandlung
(H+T; 411 Gene). Jede Linie zeigt die Transkription eines Gens als log;Ratio
(Behandlung/Kontrolle), wobei Gene mit reduzierter Transkription griin und Gene mit
erhohter Transkription rot dargestellt sind. Die Reihen entsprechen jeweils drei biologischen
und zwei technischen Replikaten (A: TRIKI/DMSO 6 und 5, TRIKI/DMSO 1 und 2 als
technische Replikate der unabhangigen biologischen Experimente und TRIKI/DMSO 3 als
drittes biologisches Replikat; B: Herb/DMSO 2 und 1, Herb/DMSO 5 und 6 als technische
Replikate der unabhidngigen biologischen Experimente und Herb/DMSO 3 als drittes
biologisches Replikat; C: H+T/DMSO 6 und 5, H+T/DMSO 4 und 3 als technische Replikate der
unabhéangigen biologischen Experimente und H+T/DMSO 2 als drittes biologisches Replikat).
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TRIKI/DMSO 6 TRIKI/DMSO 5 TRIKI/DMSO 1 TRIKI/DMSO 2 TRIKI/DMSO 3

Log,Ratio
(Behandlung/Kontrolle)
———

-2 2

I

Herb/DMSO 3 Herb/DMSO 2 Herb/DMSO 1 Herb/DMSO 5 Herb/DMSO 6

Log,Ratio
(Behandlung/Kontrolle)
[——

-2 2

-l o |

H+T/DMSO 6 H+T/DMSO5 H+T/DMSO4 H+T/DMSO3 H+T/DMSO 2

Kombinationsbehandung, q < 0,03

Log,Ratio
(Behandlung/Kontrolle)
[ ——

-2 2

Abbildung 5-1: Hierarchische Anordnung differentiell transkribierter Gene nach (A) TRIKI-, (B) Herb A- und (C)
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5.2 Sequenzen und Alignments verschiedener Molekiile zur Charakterisierung
gonadenspezifisch exprimierter Gene

5.2.1 Sequenzierungsergebnisse der SmEps8-Klone des Y3H-Screenings

Der Volllangenklon von SmEps8 besitzt neben der putativen 5’UTR ein Start- und ein
Stoppcodon (unterstrichene Bereiche) und einen ORF von 2376 bp. Die Sequenzen, die fir
die konservierten Doméanen PTB (hellgrau), EGFR-BD (dunkelgrau), SH3 (beige) und SAM-PNT
(anthrazit) kodieren sind farblich hinterlegt.

GGGGGGATTTGTTAAGGAGATGAGGAACAGGGATTTTAATAAAGAAGAGCTCGCCTTCAAAGCGCATCACATTGC
AAGCTTCATTGAAGGAGAAGAAAAACTTACACCTTCTAGTGTTGTTCATCATATAAACTTATTACACGGAGGAGG
TCGTATTGATGAGACACCATGTAAAGTCAGATTAGATAAGAAAGGAATTTTAATTGAACTAAGATCCTCGGAGGA
GGTCGTGGAGTTTTTTGAATGGTCTTCCATAAGTGACCAAGCAGCAATTTTCAAACGTTCAGAAGACTTCCAGTA
TGGCTATCTCATACTTTTTCGGTGCTCACAGTATAATGCAGAGCTCGGGATTAAAGAATCTGAAGTTCACGTCTT
TAGTTGCGAAACGAAAGACGACGCTAAACTACTGGTTGACTCGATATATAATCAAAAAATCTCAGCTCTCGGACT
CAACTCAAATGGAGACGCTTCGAGAAGTCCTGAGGTAAATTTGCGTCGCGGCAGGTCAGAAGAAATAATAGACTC
TACAGGATATGATGGTGGACGAAATTTTTATATGCTTAACCAATGTATAGACGATATAGAATGCTTTGAAAATCG
TCTAGAGAAAGCGATCAAACGAATGTCACATCATAACAGAAATAGTTCAGCTGAAGTTTTGAACAATGTGAGTTA
TCCAAGTAAACAAGACGCTCAAGAAATAATCAGAAAAGTAAAATATGCTTTTAATTTGAATGAACAAATTCAACC
ACATACTCCAGAAGAAATATCAAAAAAAATTTTCATTCGACTATTCAACACCGTTCAGTGGTTGGATAAAGTTTG
TCGACATAATATTGTACCTGACTATGACCAACATATGGTGCGTGAGATTGTTGAACCTTTATTGGAAGAGGCTAC
GCTTGCCACAATTGCAAAAAGATTACAAAATAAAATTGAGTTTTGGAAAGGACTTGGTCCTGCTTGGAATACTCC
ACCTGAAAAATGGAGTGAACATCTTGCTCGCTATTCCCCACAGTTTGCCTCTAAATCTGTTAATAAACGCCAAAC
ATGGCACGCCGAAGCCAACATAGTAACACCGAGCGTAGGAGATGTTGAAATAAAAGTAACACAAACAATCTCACC
ACGCCATTCTCCTATTCCTTCTGAACGAGTCAGAACTCCTTCACCGGTGCGTCAAATTGGCACGGAAACCATACC
TACGGACAATGTGAATACAACAGTATTAAATGTTACTACTGTTACGGTGGAAAAATCTCCAGAACAAAGAGTAAA
GTCAGCGGATCCACGTAGTAGCTACCCTCAACGTCGTTGGGATTCTGAAGAAAAATGGTGTGTTGTGAATGTACT
ACATGTAGGTGCGAAACCTCAAGAGTTAACTGTACAACCAGGTGACGTTCTCCAAATTCTAAATACTAGTAAAGG
AGATTGGTGGCTGTTACAAAATGATGCAGGAGAATCTGGTGAAGTACCTGCTTGGAAATTAAAAGCTTATAATTA
TCGACCAGATCATCCAACTACAGCTGGATTAAAGAAAACTCCATCAATGAATAATTTATTAAGTAGAAAATCTAC
TGAAACATTTGGAAATGATAGTGATAATGTTCATTCGGAAAATCATTCCAATTTCCAGTCACAAAGAAATAATTC
ACATGCGCCTAAAAGTATACTACGTGATAAATCCCCGACTAGACAAACAGATACTTCTGTTTTAAATTTAAGTAT
ACCTAATTCACCTACAGGACAAAATTCCAACAATGATAATAGGATTATGAATGATAACGTTAATACCAATGCTAA
TAATAACGTTATGTATATAACACCATCACAACTTCAAGAAGCAATCAAAATTAATAGTAATGTACCAATGATATT
AATTCCAGTACCTAATTTATATAGTAATAATAATTCTGATATGTCAGCGATTAATTGGTCGAATCTAATTAACCC
AAATACAAATGGTGCTGAGTTAGCAAGAACTCCTAATCCCGATGCTTTAGGACCAGGCTGGAAACCAGCTCCAAT
ATTGAGTACTTCAGCAACTGAAGCTTTGGGCTACTCTCCATACCCTTTCAATTATCCAACTCATATGCATACTAT
GACCAGAGAATTGAGAGAAAGATTGTCTAAAATGCAACTTGGAGGAGGAACTGGTCTTAAATCAGTGCCT

Die C-terminal verkilrzte Variante von SmEps8 besitzt neben der putativen 5’UTR ein
Startcodon (unterstrichenen Bereich) und einen durchgehenden ORF von 756 bp. Die
konservierte Domane PTB ist hellgrau hinterlegt. Am 3’Ende befindet sich ein Poly (A)-
Bereich.
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GGGGGTTAAGGAGATGAGGAACAGGGATTTTAATAAAGAAGAGCTCGCCTTCAAAGCGCATCACATTGCAAGCTT
CATTGAGGGAGAAGAAAAACTTACACCTTCTAGTGTTGTTCATCATATAAACTTATTACACGGAGGAGGTCGTAT
TGATGAGACACCATGTAAAGTCAGATTAGATAAGAAAGGAATTTTAATTGAACTAAGATCCTCGGAGGAGGTCGT
GGAGTTTTTTGAATGGTCTTCCATAAGTGACCAAGCAGCAATTTTCAAACGTTCAGAAGACTTCCAGTATGGCTA
TCTCATACTTTTTCGGTGCTCACAGTATAATGCAGAGCTCGGGATTAAAGAATCTGAAGTTCACGTCTTTAGTTG
CGAAACGAAAGACGACGCTAAACTACTGGTTGACTCGATATATAATCAAAAAATCTCAGCTCTCGGACTCAACTC
ARATGGAGACGCTTCGAGAAGTCCTGAGGTAAATTTGCGTCGCGGCAGGTCAGAAGAAATAATAGACTCTACAGG
ATATGATGGTGGACGAAATTTTTATATGCTTAACCAATGTATAGACGATATAGAATGCTTTGAAAATCGTCTAGA
GAAAGCGATCAAACGAATGTCACATCATAACAGAAATAGTCCAGCTGAAGTTTTGAACAATGTAAGTTATCCAAG
TAAACAAGACGCTCAAGAAATAATCAGAAAGGTAAAATATGCTTTTAATTTGAATGAACAAATTCAACCACATA
TTCCAAAAAAAAAAAAAARAA

5.2.2 Multialignment verschiedener Eps8-Molekiile

Das Multialignment beinhaltet die Eps8-Sequenzen folgender Organismen: H. sapiens
(Accession Nummer Q12929), M. musculus (Accession Nummer: AAA16358), G. gallus
(Accession Nummer: XP_416405), X. tropicalis (Accession Nummer: NP_0010702508),
D. rerio (Accession Nummer: NP_956536), D. melanogaster (Accession Nummern: 1:
AAF21013 und 2: AAL13963), A. mellifera (Accession Nummer: XP_392229), C. sinensis
(Accession Nummer: GAA35243), C. elegans (Accession Nummer: CAJ44244) und S. mansoni
(entspricht der vorhergesagten AS-Sequenz der Volllangenklons des Y3H-Screenings).
Fehlende AS sind als -, stark ahnliche AS als : und schwach dhnliche AS als . dargestellt.

H. sapiens AAVAFKPTSNRHIDRNYEPL-KTQPKKYAKSKYDFVARNNSELSVLKDDILEILDDRK-Q 566
M. musculus AAMPFKSTPNHQVDRNYDAV-KTQPKKYAKSKYDFVARNSSELSVMKDDVLEILDDRR-Q 565
G. gallus AVAAFKQTVSRHVDRNYEAHNKTQSKKYAKCKYEFMARNNSELSVLKEEIVEILDDRK-Q 567
X. tropicalis = ——-———-———————- NFEERDQVEAQRYALCKYDEFVARNSNELSVLKDDVLEVLDDKK-Q 529
D. rerio = @ —ommm—————————= NLDAHSRTAQRNFAKSKYDEFVARNNTELSVLKDEVVEVLDDRK-Q 512
D. melanogaster 1 GGRGLPNVSDDOMLESWLEDLQATGAKIVLVTYPRTANNDKELSVMRGEYLEILDDTR-K 695
A. mellifera IERTPRTAGMERAQEAWLDDLVARHAKIVQVTYPRTANNDKELTVVRGEYLEILDDSR-K 561
D. melanogaster 2 -VPVPMPPSPGLGNRTWLSRLESRNVKIAEVTENKSATNDKELKVTKGEYLEIIDDSR-N 450
C. sinensis KKQGERKVARNRQTRLTNNRSVDLEFWLYYATVRHVGSKPKEISVSPGTILEVLDSTDLD 265
S. mansoni KSPEQRVKSADPRSSYPQRRWDSEEKWCVVN-VLHVGAKPQELTVQPGDVLQILNTSKGD 470
C. elegans = —-—————---— OSMORTPKSRPPHRNMSVDNLEFDRLTLERERLEFEKAKIMERESRLRHE 547
H. sapiens WWKVRNASGDSGFVPNNILDIVRPPESGLGRADP---PYTHTIQKQRMEYGP-RPAD-TP 621
M. musculus WWKVRNASGDSGFVPNNILDIMRTPESGVGRADP---PYTHTIQKQRTEYGL-RSAD-TP 620
G. gallus WWKVRNKSGNTGFVPNNILDPLRNYEGGLGLPEP---VYTRAIQKQRTDYVA-KQPDPVP 623
X. tropicalis WWKVRSSSGAVGFVPNNILVAMKPQDQSAKPMEA---AYTHTIQKQKSDLIQ-SQAGPIP 585
D. rerio WWKVRNGAGASGYVPNNILEISRAVD-MTGRGEP---IYSHTIQKQRTDYVPRPTVTEAP 568
D. melanogaster 1 WWKARNMRGQVAHVPHTIVTPENFGDGDGAQFYG-—-——————— QOQQOPPTGPTGPGNKSR 746
A. mellifera WWKARNSRGQVAHVPHTIVTPHNPSHSNDNDVENNPLYTSRYPRQGHSYNYEVRDSEIER 621
D. melanogaster 2 WWKARNSYGNIGYVPHTVLTPYNFEPGVN-----—-—-——————— GRDTESLASMALTENGG 496
C. sinensis WWTVRDONGAEGEIPRWKLQESPVRARTPEQDPP-——————— LRQSPVVSNTALKHQSLP 317
S. mansoni WWLLONDAGESGEVPAWKLKAYNYRPDHPTTAG--—-—————— LKKTPSMNN-LLSRKSTE 520
C. elegans EKQIEDEKRRMHAEKDLITKETTQPVPPPAAVVT - —-—--—-—-———————— HOQPITKRYDPP 592
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sapiens PAPSPPPTPAPVP-———-———————— VPLPPSTPA--PVPVSKVPAN-—-———-——————
musculus SAPSPPPTPAPVP-——-—-—-—————— VPLPPSVPA--PVSVPKVPAD-—————-——————
gallus ATPSPPPMPAPVPA-————-————— AVPLPPSTPAPIPVPVPKAPAT-—-———-——————
tropicalis AAPSPPPNPAPTY--——-—-————-— SPLANSQQPTLPVAKLFTAGP—-———-——-————
rerio PTPTPPPPPAPLLPTASPANQSAAATIPANQSTGATSPANQRAVATS——————————=——
melanogaster 1 SGDNPGMEQRS—-—--—-————-——————-——— PDPTDMMRSKHLGKKGE-—-—--—-——-——-——-—
mellifera TSTSPGPEATHRTH--——-—-—-—- ATPPPAPADWVRKERLGKKDESNEETTSIGSNKVT
melanogaster 2 EEAIPPPLYRNTMA--———-—-—-—— MYTAPVEQPAANGKAMQRTFS——————————————
sinensis PIQVQGPNVSGDSD--—-—-—-—-—— VDAAAEASKASEPSSSKROQN-—————————————
mansoni TFGNDSDNVHSENH--———-—-—-—— SNFQSQRNNSHAPKSILRDKSP-——-———-—————
elegans ISISPPPQRNNYSH--—-—------—-———-—-—-———————————————————————————————
sapiens = =000 mo oo oo ITRONSSSSDSGGS
musculus 0 06—o TS m ST oo oo VTRQNSSSSDSGGS
gallus = —oommo oo oo oo VSRQSSTSSDSGGS
tropicalis = = 0 @—mmmmm e ISRQSSLSSDSGGG
rerio = oo - PANQSTAAADQANQ
melanogaster 1 FRYF-——----- -
mellifera FKSNINEKTSSINEDQKSKSNEVTEVVEIHAPPPDVREEIAKEMSSLASTIAPPPPPPPP
melanogasterﬁZ ————————————————————————— MPNVPVPPPMP-—-——=—————— PPSDSQTPTPSGT
sinensis =00 @S- m oo oo ASGSMSMDLSQPTKSPSPQTVSHS
mansoni 00— oo oo TRQTDTSVLNLSIPNSPTGQONSNNDN
elegans = 000 —o oo oo oo oo -
sapiens I--——-————————— VRDSQRHKQLPVDRRKSQMEEVQDELIHRLTIGRSAAQKK
musculus I-———————————— VRDSQRYKQLPVDRRKSQMEEVQDELFQRLTIGRSAAQRK
gallus Vommmm oo ARDSQKHKQVPVDRRKSQMEEVQDELVHRLTIGRSNAQRK
tropicalis S——m—— - VREQHGLQQVPADRRKSQMEEVQDELIHRLTIGRSAAQKK
rerio SESNSGEQHDDTVSESDSVNMREQQRERAAPANRRKSNMEEVQDELMYRLTLGRSAQKRI
melanogaster 1 =~ —————- - - - - — - — - — -
mellifera LEN---—-————-— QISVSSNNSCKSVTLKSNHTIGGVKTEKKVQEELKQVLMIFR~---EKK
melanogaster 2 LKR--==————— NMAAAGALAAMRARNDCEADDQLYYMQGDVHDELR-LLQQQR---ERR
sinensis HLS------ VPOGNMIYMTAEQIQELLKSPNRNAQLPVVIVPINELONYTSQTSISSGVN
mansoni RIMNDNVNTNANNNVMYITPSQLQEAIK---INSNVPMILIPVPNLYSNNNSDMSAINWS
elegans 0 0—o—o-o——o———————————-— VKVTVDSDTSPRQQAFIDDIVAKGGKLAVVTYDRGGONTK
sapiens FHVPROQNVPVINITYDSTPEDVKTWLQSKGFNPVTVNSLGVLN---—--— GAQLFSLNKDEL
musculus FHVPROQNVPVINITYDSSPEEVKTWLQSKGFNPVTVNSLGVLN---—--— GAQLFSLNKDEL
gallus FHVPRPNIPVVNITYDSSPEDVKAWLQSKGFNPVTVNSLGVLT---—-- GAQLFSLNKEEL
tropicalis FTVPRLNAPAVHISYSSPAEDVKSWLQAKGFNSVTVDSLGVLT---—-- GAQLFSLTKDEL
rerio QTPSRSSQPALSISYDSTPQQVKDWLMLKGFSAATVSSLGVLT-——--— GAQLFSLNKDEL
melanogaster 1 =~ —————— - - - m - — - m o
mellifera EYYGTSIDREPVLDQYSTPREVONWLTFKGYSEKICKQLRDMA-——-— GSEIFNLTERQL
melanogaster 2 KDLEILKTPEIFITQNSKPSEVEEWLRGKGFSDIIIKRLHTLS-——--- GEEIFALSPHTI
sinensis GNMGCFDN-SVPMRWPELNEMREPMMPARLPSPPILSSYGGAP----LATHMHTMTRELR
mansoni NLINPNTNGAELARTPNPDALGPGWKPAPILSTSATEALGYSPYPFNYPTHMHTMTRELR
elegans ELTVHKGEYLEVIFDERNWWECKNMHQRVGYVPHTILSMVPFE-----— QQQYASPNHHN
sapiens RTVCPE---GARVYSQITVQKAALE-DSSGSSELQEIMRRRQEKISAAAS-DSGVESFDE
musculus RSVCPE---GARVFNQITVQKAALE-DSNGSSELQEIMRRRQEKISAAAS-DSGVESFEFDE
gallus RTVCPE---GSRVYSQITVQKSALE-ANSGSSELQEIMRRRQEKISAAAS-DSGVESFDE
tropicalis KTVCPE---GPRVYNQVTVQKAATIE-EQSGGSELLEIMKKRQERINMAAS-DSGVESFDE
rerio KTVCPDD--GARVFSQISVQKAALE-RSSG-SELMEVMRRRQEKLAATATSDSGVESFDE
melanogaster 1 =~ ———————-—- - — - — -
mellifera EQYFGIAE-GAKLFSQILLARNENKTKSSRTSELKQILEKARHKVEEQ-—-—---—-—-—————
melanogaster 2 ESYFGRRE-SRRLISQIVLOKNFCEYKTIRSSELSAKLARARQKADQSNGNPNEVE-—---
sinensis ERLSKMREGGGTGLRSVPSPTTTSDRPYGRLTKYSSKEDVAEWLVAHSFPPNDVTTNLMH
mansoni ERLSKMQLGGGTGLKSVPIPSTTLDKPDQRLSKYASKEEVAEWEFVAHQFSPKAISALKGE
elegans NSSSTGGYNNGHHQGPGMLPEDAPSYVKERQGKRGEFRYF----———--—-——————————
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666

673
633
629
778
730
555
376
582

708
707
714
674
689

778
602
430
639
646

763
762
769
729
744

833
657
485
699
700

818
817
824
784
800

880
712
545
759
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H. sapiens GBS S H=- === = = e e e e 822
M. musculus GSSH-———m 821
G. gallus GSSH-=———— = m e 828
X. tropicalis GNSH == — = —— —m e 788
D. rerio ASSH-——— m 804
D. melanogaster 1 = ————————————
A. mellifera = @ mememm e
D. melanogaster 2 = ————mmm
C. sinensis NKQHGKTMQOMACASYCPGAIILDRWIKQRTKIPAKDALHANADWR 590
S. mansoni KGIDLYTMNRTQLEQHVGPERCDELFYAFRGT————————————— 791
C. elegans @ @@ @ memm e

5.2.3 Sequenzen der EGFR-Molekiile in S. mansoni

Als Molekiil mit Ahnlichkeit zu EGFRs ist bereits SER in S. mansoni bekannt
(Smp_093930.x, Accession Nummer M86396; Shoemaker et al., 1992). Als zwei weitere
EGFRs sind SER2 (Smp_165470) und SER3 (Smp_152680; Andrade et al., 2011; Avelar et al.,
2011) identifiziert worden. Von diesen drei EGFRs sind die annotierten Volllingensequenzen
als AS dargstellt. In hellgrau hinterlegt sind die jeweiligen Transmembran-, in dunkelgrau die
Tyrosinkinasendomdnen. Der Bereich zwischen diesen beiden Domdnen wird als
Juxtamembran-Bereich bezeichnet. Der rotmarkierte Bereich in der Sequenz des SER
entspricht dem amplifizierten Bereich fir die in situ-Hybridisierung.

>SER: Smp_093930.x

MNFLLPTLVIIFALNCWSLKEFSISEYPWIKACRVWERDCSKPNPKHIQLTYIKFLYGGCTHIIGNLVICGLEKLE
NGSDPDLSFLEKIEDVSGYVYIGONSVKTISLPSLKVIRGEPGYRIMNTSAALVISRNSLEILDLRSLTAIQRND
IVALNNQFLCNFGFTIDWEQIFEDNRKOMEFIPDRKEKTVSHAGCDIALRKYTDDRTKHSCHGSCPVVNGRGYCWG
PKPEMCQKVLKCANNPDNYCLGGRATTQPCLEECLGGCETRPGNCRACKHAMNDGKCVSQCPPPLIVSREESRTV
ONPEFKYTFHDICVKNCPAPFLKSDSYCVIECDLNTQIPVNGTCKDCPKSGCPEDCKEETIFVNGSLNILQSSSL
RKFKSCVYYTGGLYISKESFQKSSLEFPDPIQNVNELYNLLHLKSIVGYIYFDLREAPEELKNLTFLENLESVVLE
VKSQSPGAVITIMNGENIESFGFKSLTNIGGYVYLKNMPKLCYISALTKMLPVRMIDVQDEELCAKRGHVCHSEC
LPELGCWGADANMCAHCCGLKAGEYCVSRCTDHPGFYELPTPFNHSILGKTTNNPVCRTLPLTKSDMAEMDEQAT
IASVIPSKTCAICHPECAQTCYGPNANQCVGECKHYQHGDTCLPECPRNTYIDPQTRHCLPCNESCSHILTTGON
QLCSGPGNFLGLGGCETCWTVIQDKITNKYQCLPDDCPPKHYTESYQTQDFINKEKIIVSSHSQVKKGELGGMIR
VCKPCHPFCDLCTANGTHASICHSCTHWWEKSECVEICPPEFVCNSSCPEDRNHIFHGMCLTAEQNARLSGQTARE

LRNRILIGVSVSVEITTALVTITILVVCLKRKAEAEKIREQLRSAYTNLLEPDMKTQSVSREPNMGRLEMINQDDL

TFCKTPGRYLYIEGDQYAINYFHNTNSGSGNEFSSESHELQPMLSVRGIPDGGTTPHRNNSLHRHHTMLTEPSMTR
PYSSGKLLRALSDQPSERSDLEFSVGQTGEHTETQLLLPTRSNNSNSGNHSTWQSRQHGVGTGASSNTSDTNFEFSGL
GRIWKRSNEFHDKVNTDNTSLLKQRKAPLASREDSWLNDIPRQSDHSESRSSVALSDPATASTTAKTSEWSGISPY
NOSRNHSNEFGGKNLEEMNTKESPHTHGNSSNSFGKNTVSDYLLDPPPPPPVPRGLPDEYLQPKTKNPTNTSHAYS
SALSKSMNYTELGPPMVTNPSTTRDEYLSPNMQPPEEYLSPISGGESVINPEYLMETYGHPQQYPEPNTLKQSTN
PASDSNSPLKFQDKTNQKESSSLEL-
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>SER2: Smp_165470

MLEADEVIRFELNLNNFYENKLITQSRNQYHNVPISNNFNIVLTCLILENGKIFQTDGSDPDLSFLKSIQEISGY
LIIMHSNVNNIPLSNLRVIRANNGGYKIHDELDFAALIIRKNYKDGETLKHVDLHNLKSIVRGSVYIYDNPGLQY
LPDSIHWTELFESVGEQNFYSHKLIQTNSYGEKNITIDLQLYEHNPHDIEPEPVSASVKSSCSKLCPKINNNTYC
WGPSPSDCQYQSKCONLLCNRCLRIRNSYSCCHEQCLGGCTGPLASQCVSCKEYYNSGTCVAHCPSRTITHEGKL
ISNPEFKYRLGNLCLSVCPDGFMVEGDVCVTHCSTGSMSTDGRICLPCQDKCPKSCKITDKETKSGRKMSNEDLG
NLNQLINCTILEGNLILTKESFNPSSDLTDHIPITDHHQLWALHSLREVTGYIYLDLELLGDSLRNFSFLENLVK
VSGYLPSARVSIMIINSKAHFPGLRSLRQVPHGRVIFHONPNLCYLSSLPWTNSGCLTFVGIIESFNYVCHPACK
KEYGCWGPGPDQCVRCSYRRAGLHTCVQSCSNLTGYMSEQWEKQLQISKKNDYFGNSLTKNFHLNYHTAETEDVC
VPCHPECGKSCTGPGAHECIGSCKTAWSDGQCVSECHANTYLNMDRRICEPCQTHCHQRQLTKQPVCTGPGRHPG
KGGCNKCEKFIVQSPENQMNTEISGDCPPGTYLTTEVVQPNTLFAKYAEIFTSVAAVCRSCHPRCPVCTAYSLLR
ANEQRLGCMKCNGFWLRDACVEHCPVENHLNLKDSNLKYNGIYVRHLNGQCLACHEQCHAGCWGPGPDQCNHCLN
VKVPIRLNLHLYHGKFICLPQCPNDLYNHIVNIPEMEGIIGLRKSSSYFSSVNGSIMHRKLKNDPVILIMIPLCT
ILIVFAVLVFICYRYRSNQQYIKKYEHSPLLLLKSLECPLSFISKPPNLGRLVMINLDDICENERSCPNCICARG

IKDFARQPHLYLHPRNESSSNTEVYSSTGDTRSRTTIYPTTRLSGERFRQPDQTVPSFQSMKSRNSCSPLQNSSS
SSGLTNRRFDVGRRTRTSLLLPPTVLOANRTGKYPRHKRRSVGARTDYTMSASLSINSGIGERWGNSSFATHSHP
TLIKVDEANGTANISHNEFKINSNTSGNNRNNEQEFNVGLESTDSWASSGQPLLSSDQESSLSHLMLSNEGYTSSES
RSSMTVNSPGQHNRNEFSLAGSSVPTESRNSEQQSVDEPTSNTQRIGLDVRSGLPVNTSFEAAAGYVWPQWPDATIP
NPENSNLDQANSSETSYVLTAIDSESENNLPFLNRQLWLRRNARQRRYYLRQLOMHRSVADSSLPEQAGEDAMDE
TSSWAEPLRSNQSNPNGQQEDSDTDPGSADRYWPDPTYSTONV -

>SER3: Smp_152680

MKNENPNCTHILGNLIISGVDEDDDVTLLENIEEISELRLSHLKLIKGHEWIIFKSRKVALLVVSNYKQNDLLSS
SNVSSQSTSSVNDTGKQRYGLSHLOSLEMTSFISVVQHGIYFYDNPGLCYTPFTLKWDEMIESSELQTIDLYALH
SNDNITLCYENTTSSITVISNERIHDDNHTVKMNLSKIDNKSIMNYSMEYPSLPCHTSCPLIQGKRYCWGPGRDQ
COQAEQCCHSECAASCYGPRARDCNACLRLSNRGVCTDSCPASKKYNKSTESWVENPDGLLTFGMICVKSCPKTYL
RDDDHCVSKCARPGYMTYQGECIPCPNSICPKICTLNEIESIKGIDYLHRKSLHAMENCTVFEGDIKLSMQSFIG
DPFYNLSQIDEGVKWKDLIIGLSKLEYITGTLYISAGSHAPWMTNLTFLSNVKIIGGISPNIQQTRTVNINLNHH
LEFLGMTSLOKLGHPSLLITGNPRLCYVDTIDWTSLLNDETFVDELHDKGTKISKLIKTENTNLNNDSLAQITILR
HKKDSKRKRPFKDSTIFVGGNAHFEFCKGRGAVCDELCQPHSGCWGPGRQFCTLCKYWSIENIDNGGRICMEHCE
DLPGFYTPKLNDTHSNLEQILNNRSNIVIDVONLSTAVYNNEINKSTTELINKYYSKENKIFSSAQCKKCSDMCS
LONQTCYGPNDDQCIGLCREVQDGPFCRAYCPPNKYTDPITKKCMECSSTCTPPGDIENGNIYINNNLLNQKIEN
KLKYYCTGSGDWPGNGGCSFCKQTVLYLEPKNSNHHLKCVNSCPFGTYQHVINLHHRGGSSVDRQSTVSENIKEQ
NSSMNREFTWSQTDANLFHNFPSKIIDEISLWLLNHTQPQLYGLAQICLPCNEQCHSEITISSRQSSLIGSSNVACY
GPSPEQCVRCAYASYQGRCVSTCPSGTYPKKKSLRNFDPTLLNDYYIGYLPDNITSFECLSCHKECEIGCSGPTA
EECTRCRHVKIYHDSQOMKSWLCNNTCPDEFSPFKIFDOKTGEIICSSDSINLHITPYYNGQYSIENHLNSTILHNS
YNNNIVTMATKNLNFLONIHMMNYNNIWHYHYLSTQTAGLISSLSALFIMLLLLSLIIYWTIYKRSKYIRIEQYD
TTINTTDNTTNTTGTNNNNNNKGNKSCFISLNKICEKFWTQGKPQLVIKKKKKEKNKEKRKKSKTEFTIATKNHRS
ILNYKNNQLIKEKLLFHPLNWNHSLIPMNGSLLLDKDNKWMNNMDEEKSPTHSESLKPNMATLRI ITESE-

EEESAECEMKATPNRYLFITPELRTSNFTNQDTSQNALEFLTSCLTDTTISLKSTHTNISSIQSYQQIYNDLNEY

[EEY
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NNHSLLNQLNIEDYTQYTOMNYDWLNNLYVTLPNQYIDNININDPRDNSIHHCNDILIDAEETNRNEENLVTKES
EGSFMEESSENVSLSILOMDSAQILINIILILLMKKIIVIK-

5.2.4 Alignment SmAbi-2 und HsAbi-1

Die Sequenzen des Alignments entsprechen Smp_085740 (SmAbi-2) und der
Accession Nummer NP_001171594 fir das humane Abi-1. Fettgedruckt in der Sequenz des
H. sapiens Eps8-Proteins (AS 302-306) ist das Bindemotiv der SH3-Domiane von Eps8-
Molekilen, identifiziert nach Mongiovi et al. (1999). Fehlende AS sind als -, identische AS als
*, stark ahnliche AS als : und schwach dhnliche AS als . dargestellt.

SmAbi-2 —-——-MRMIESRLADSRHKLIETSNNIEKAAAFCSEKYLVNP-KSNTLDESLELAAQSICA 55
Abilihs MAELOMLLEEEIPSGKRALIESYQONLTRVADYCENNYIQATDKRKALEETKAYTTQSLAS 60
HE S T S G S R HER
SmAbi-2 VAHEVCNIYLEKVARKAVGSFTVSRVPVVYQHEGVLPEPPQKYIRQPINFSILDNVGHGI 115
Abil hs VAYQIN-————————m e e e - 66
Ao
SmAbi-2 PTODPVSNYYGQSFIQASTLTRRGSSSASGQLPGRQHSTVACRTMNSKPCLEYAAPTNNL 175
Abilihs ———-ALANNVLQLLDIQASQLRRMESSINHISQTVDIHKEKVARREIG-—--=-=-—==-—=——— IL 112
.* *kkkx ok Kk * % . . *' _'* . *
SmAbi-2 RPQVSTVGRATVICRGGMLPPQQFLNACGSLVMQHIPGGINSSVGSISSNYASSAAFCMN 235
Abilihs TTNKNTSRTHKIIAPANMERPVRYIRKP---IDYTVLDDVGHGVKWLKAKHG----—--- N 162
X T N : A S S *
SmAbi-2 NRTVNPDILCTTMSSARSRKSSGSSGTGSNAPQYHHSHYTPGQTYIQSSNNEQPMHTSHV 295
Abilihs NQPARTGTLSRTNPPTQKPPSPPMSGRGTLGRNTPYKTLEP--=-—-—-=-=-——-—————————— 203
il T T T HN *
SmAbi-2 TYNKPTVQSQYMASQISHAVVSGTSQSAYNNKEDRHLLSDRNEVVVTGQTHLLQSQQQOND 355
Abilihs -VKPPTVPNDYMTSPARLGSQHSPGRTASLNQRPRTHSGSSG---—— GSGSRENSGSSSI 257
KK pxE oK . P S e . *. HE
SmAbi-2 RITSVLATDSPEILHSQQLLTEQLPQYQQONVRDSVIYQKQSTLEMDKNINKMGQLNIASQ 415
Abilihs GIPIAVPTPSPPTIG-———=————=—————————————— ———— ——— ——— — —— —— PVADSPTP 280
*. .:.* * %
SmAbi-2 AVPSTQSQHQTFNEKPVGEPDEHLTIPPPGAFRYDNERESQVNQIKGQEVNFGDPLAMQON 475
Abilihs PPPPPPDDIPMFDDSPPP--—-——-—-—— PPPPPVDYEDE-—-——-—-——-— EAAVVQYNDPYAD-- 322
oot Krol* KAk Kook H I
SmAbi-2 SRLIPRQPSDPAWAPDFYIEKVITMYEYVRDKDDELTFVENQIIYVIKKNDDGWWEGIMN 535
Abilihs ———————— GDPAWAPKNYIEKVVAIYDYTKDKDDELSFMEGAIIYVIKKNDDGWYEGVCN 374
.******' *****:::*:*.:******:*:*_ ************:**: *
SmAbi-2 GKTGLEFPGNYVEPEFDTE-- 552
Abilihs RVTGLEFPGNYVESIMHYTD 393

khkkkkkkhkkkk .
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5.2.5 Sequenzen der Molekiile SmDLG, SmScrib und SmLGL

Als Molekile mit Sequenziibereinstimmungen zu DLG wurde SmDLG (Smp_170290;
Beckmann et al.,, 2011), zu Scribble SmScrib (Smp_104030.2) und zu Lethal giant larvae
SmLGL (Smp_153310.1) fur S. mansoni identifiziert. In blauer Schrift sind die Bereiche fiir die
Sondenherstellung fiir die dsRNAs der RNAi-Versuche dargestellt. Hellgrau hinterlegt sind die
jeweiligen Bereiche der Sonden fir die in situ-Hybridisierungen von SmScrib und SmLGL.

>SmDLG: Smp_170290

ATGGTCGTTTGTAAAAACAAAAGGGATGCACACCTAGCCTTAAATCAGATAACAAACTACCGTAATCGCTTAGAC
AATGAAAAAGATGGTTTACTGGTTCAGGCTCTTAATCGGTTAATGAATGTGTTCCAAAGTAGACTGTTTTTGGGT
CTACTTGATATACAAGAGTTTTATGAAGCTATCCTATTAGATCCACAGAAAACAAAGGAAGAGAAAACATCAGCC
GCTCTTGAAATCGCATCAAGGTGGGAAAATATATCAAGTCCATCATTGGTGGCCTCTACAACTGACTTGAGAATA
CCTCATAGTTTATTGAAGAAAACAGATTGTTTTGACAGAGCGCGCTCAATGTACCATATTAATTTGGATAACTCA
CAAAAGTCTTATTCATTACAACCTACTCAAACATCACCATATCATGATCAACATGTGGTCAACTTGGATAAATCA
TGGAAACATGTGGAATCAGATCTAAAATATGAATATCAATTATCTAATTCATTACATAATGTAAACCAGCCACCA
TCGTTCGAGAATAAATCAGATAACCGACTAAAAAGAAATACTGATACTGAATTTAGAACAGAAAATCCTCTTTTT
ACGGACGATCGGTCTAATAAGAAACTATATGATATAAAATTGTCACCTGACATTCCAGTGGCAAAACCACGTCAA
AAACGTTTGAAACGACCGAAATCAACTTTGACCCATGAATTTGATGCTAGTTTGTCCAGAAAATTAGATGAAAGT
ACTTGTTCAAATGATCTTTTATCTATTCATGATGATATTCCACCAAATAATCTTGAAAATGATGAATTTAATGAT
GGACAATGGGCTTTACTCAGTCGTTTGCCTGTTACTATGGAAGTTATCATTGAAAAAAGTTCTAAAGGATTTGGA
TTTAGTATTGCAGGAGGGCATGACAACACTTTGGGTCCAGATGATAATGATACCGATATTTATGTGACACGAGTT
AATCCTGGTGGTCCTGCAGATCATGAATCAGGTTTACAATTTGGTGACAGAATACTATCAGTCAATGGTATTAGT
CTTATCGGCGCTACACATAATGAAGCAGTTAAAGCTTTGCAACTGGCTGGTTCCAAATTAAAACTGATAGTTGAA
CGTAAAGCAGAACTAGCTATTTCTGAACAATATTCACTGATGTCTTGTTCTTCGTCCTATTCTCATCCTAAACCT
CTGATAAATCCTACGAAACAAATTATGAAAACCTCACCGAAAACTGTTCAACCGTCAAATCATCAACCATCTTCA
TCAAATCAATCATTGAATGCACATAATATTGAATCGTTAGCTAGTACAAGTACAGGCAGTGCAGGAGGAGTGAAG
AGTATTGAATGTGGTGCAAGTATAACAACAACTAGTTTGATAAGCGGATCTTTATTTGATCATAGAGATAGTAAG
CATACATTGAACTCAACAATAACAACTTCAACAAACAAATTGCCACATCAATCAACCAGTGTTCATGTATCACCT
TCAATGACTGGAGTTATTGTTGAACCGAAGCATCAAAGGTCTGGTAATGTTCACAAGCCATCACACGATTTGAAT
AATGCTACAACACAAAATAATCAAAAAGGTAGTCAAACTAGTATTAGACAGACTAGTAATGGTTCAAGATTATCT
AGACGCGGGGTGGCATGTGCTGGATTTCCAGCTTTTTCTTGGTGCAGTGGTCTACAACGTGTAACTGCTGGATGT
GCATTATTGGGCCGTGGTCATCATAGTCTACAAGGAAGTAGTAAAAACTCTAGCCAACAAAAGTTAACTGGAAAT
ACAAAATCTCAAAAATCCATCCAGTCTAACGAATTTACAAATCTTGGTACTAGACCTACACCACCTCCCAAACCT
GGTCCACTTATTGTGGAAGTATTTCTCACTAGAGGGACAAAAAGTGGTTTAGGATTCAGTATAACTGGTGGTATT
GGAAATGAAACAATCAATGGTGACTCAGGAATATTTGTAACTAAGCTTACTCCTGGTGGTGTTGCAGAGACAGAT
GGTCGAATTCGTATTGGTGATAGAATTGTTCAAGTAAATGATGTACCACTAATTGATGTAACTCATGAACAAGCT
GTCCGTGTTTTGAAACAAGCTGGTGATCAGGTTCGACTTATTCTAGTAAAACATGTAAATAATTATTCATCACGT
CAAACTTCGTCAACAGAAATAAAGACTGAATCAAGTGCAATTAATGATCAAGATGGAATTATTTGTAACAATGAT
TTCAGTGGTAAAAATAGTTATGAGGATAATGACGTTGGACCTACATGTTATGCTAAATCACGTTCATCATCAGTA
TCTTTATCGTCAATTCGTCGATCAGCTTCTTCTTCTCCTTCCACTTCATCTCATACATCTCCACTTTCAGAACCA
TCTGTACATAGTTCTTATCATGATGAATCATCATCCGGTCATCCAGTGGAGTCTGATATAAGTAAACAACAAGAA
CAAAATAAATATCAACAATCATCTTCTGTACTTTCACAATCAAAACAAGATCGTAATTTATGTCATAACGATCAA
AATCATACTCATCATCGCCGTCAATCTGGGACTACAAAAAAAGTCCATTCATCATCTGTAATACCTAATGAACGA
TATCGTTCTTCACCAGATTTATCAAATGAAAAGTACCATAAATCACAACTGACTAAAACCGTCACAACAACAAAT
AATCCATGCTTTGGTTCAACTGGTCAAGAATTACTAGAAAATAGAATGGTTGGTATAATTGATTATGCAGCAGCT
GCTTCAGTGTCCAACTTACTTAATGAATGGCCAAATGCTCGTCTAGTTACATTGTATCGAAGTGGTCGTAAACGA
ATTAATTCTATGAGTCGAAATCAAACGGATAATTCTGATATAATTCAACGTGGTTACTCATCAAATAGTGGAAGA
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AACCTTGGTTTAAATATTGTTGGTGGTGATGGTTCAGAAGCAACATTTATTTCTCATATACAACCTGATAAACCG
GCTGGTTTATCAAAAAGGATATTGGTTGGTGATCGATTGTTAACAGTTAATGGCATAGATGTCGCTAAGTATGGG
CATGAGAAAGCGGCTGCAGCTTTACGAGATGCGCGTGATCGTGTCGATCTTCTTCTAGTCTATAGTCCTGAAGAA
TATGCTAGTTTTGAGCAACATTTCAGTCGTCAGCTTAAAGCAGTTGGTCATAAATTATCTTATAAATGCTTACAT
TCACTGAAAGCTAAAACTGCCAATAGAACAGGGATAGACGGTAAAGATAAAGGATCACCTATCACCAGTTATCAA
GATAAAAAGCAATCTGAAGTGAAGAAAGATGAGCTGAAACAAAAAAACATAGAACATATTGATAAAAAACGGCAG
AAACATCGTCAACAGAAGCAAAGGCGTCAACTTACGAATGAAGCACCTGGCGAAGAAGGAACACATGAAGAGAGT
GACGCTAATGAATTGAGTAAATATCCTGATGTACTGTTATTACGCTGTCAAGTTGATTATGACCCAATGAAAGAA
AATCATCACCAAACTATACCTAAAAAAGTATTCACTCTAAAGTCAGGTGATTTGGTTCATGTTATTAATACAATT
GATCCTGAATGGTGGCAAGCTCGGAGATTCGACCCAGAAATCAATGAACCAACTGGTCCAATCGGTCTAATTCCT
AGTCGTTTACGCTTAGAAAGAAAAGAACGTACCAGGACACGTCATGTAAATTTTATGGCTAGAAACAGTCGATCT
GTTGACACACCATCAATCAAATCAAATGATCCTTGTGAAAGACGAAGAAAAAAAGAGAAACAATCATTGAAATCA
TCTAACTCAACTCATTCTTTGGTGGAAACTGTTAATCAATGTAAAGATTTTTACTATTCAAAAAACAATACGATG
AACAATAACTTTCCACGTAGTTCAAGAACTAAAAACCGCAGTGAATCTTCCCGTCGTCGTCATCGCGACCACCAA
CATCATCCATTATCTTACATAGCTGTTACTCCAGTCCATTTAAGTTTTGCTAGACCTGTTGTTATACTAGGCTAT
ATGAAGGATAGGATTGCTGATGAATTATTATGTGAATTTCCTGATCTCTTCGGAACCGCTATCCCATATACAACT
CGACCACGTCGATCAAATGAAGTTGAAGGCCGTGACTATCATTTTGTAATCAGTCGAGAAATAATGGTTGCTGAT
ATAGCTGCTCATAAATATCTTGAAGCTGGTGAATACAATGGAAATTTATATGGAACCCATTTAGATTCTGTATTT
GAAGTGTCTGAATTAGGATTGCATTGCTTATTGGATGTTGGTGGGCCAGCATTAAAGCGTTTAGAATCGGCTGGA
CTACCAGCAATCGCTATTCTTGTGCTACCTGAGACAATGCCGACTGATGAAACTGATAAAAATGATGATGTCTAC
GACGGTAATGATGATGATGGATCTTTTCCGCTTTTAAATGAACAAAGAAAGCAGAAAAAACTTAAACTTAAAAAG
TGCTCTTCTGTTGAATCTGCAGCTTTTAAAAATTTACAAAGTAAACTTGGTCGTTTGCTAGAGCATTTTACTTCC
TTTTTGACAGCAATTATCACAACAGACGATTATGAAACAGCTTATAATCGTGTTAAAGAAATCATATTCACTAAT
ACTGGACCTATTGTATGGTTGAATTCACCTCAACCAATACCATGA

>SmScrib: Smp_104030.2

ATGTTTCATCTGAATGTTGATCAAAATCAACTGACTGAGTTACCCTCTGAGATTGGTCAATGTACATCACTCAAT
ATTTTGTCTCTTCGAGAAAATAATTTGCATAGATTACCCGATGAAATTGGTAATTGTACACGTTTACGAGTTTTG
GATGTTTCTGGGAATAGACTTGATCGTTTACCATTCAGTTTATCAAGATGCTCATTGACAGCTTTATGGCTTTCA
CAGAATCAATCTCAACCAGTTATTACGTTGCAAAGAGATGTAGATCCTGTTACACAAGAACAGTATCTCACATGT
TATTTACTACCACAGGATCAACTAGACTCACGTGTTGAAACTGATCCAACTATGTCACCATCTGAATTAGATAGT
TTTTCTGCTTCATTAAATGCTAACATGAAAACAAACCACGATTTACTTGATAATATCAGTGCTGAAATAAATCAT
ACCTATGAGCCCGCAGATATGCATATATCAATTCCTCAATCAGATCTTTCAAAAAATCGAAGTATTTCACCGTCG
AAATATGAATCGACTAAACCGTCGACTTCACCATCATCAACACTGAATGATCATTCAGCAATAACAAATGATCCT
AATTCATTAAACAATCATCATTCAGTTAATTCTACTACTAATCCTACAAAAAACTTACCATATTCAAATTCATCT
ATTAATTCACCATCAAATGTAAATGGTAATTTAGATTCATCCTATACATCACCAAATCATATAAATGATCTTTCT
ACCTCATCTGCACATTCATCTCTATCTATGCCAACATCTGCATCAACTCGTGTTCATTTCTCTGGTTCAGTTAAA
CCTGATGAGATGGACAAATCAGGTTCCAAAGGATTTCCGAAAACACGTCATCCTCGTTCCTGTAAAAAAGCCACG
GATAATCATCTTATTAGTGGTAAAGATGATTCCAGTCAATGCAGAAGTGCCAATTTTCCTTCAAATACATTTCGT
GATGGCACCGGTTCTGCTAGCTCATCAGAATCTCTAAATGATGGAAGTGCTCCAATCTCACCGTCCGAATCACTA
AATCATGATTGGAATTCTCCGAAACCTATTGATTCTAATTTTAACTCTTCTGTTTATCCAAATCATATAATGAAA
TCGAATGATGGGAGTTCTTTGGTGACTAACGATAATCTTATCTCGACCGAACCGACTGCCAAACCACGCAATAAA
TCTCAAAATGTTACAGAAATATTTGGTAATAAACCTACTCAACCTTCTAATTTTCTCAATGAACACCCAGCGTCA
AAATCTTCTACAGAAATAAGTAGACCTAAAATTCCTGGCGATACTACAATTAGGATGGCTTCTGTAGAAGATAAT
TCAAATGCTCATTCCAATCGTGAATCTCCGATGAAAAAATTCCCCGATAATTTGGATGTACAAGGGAATCTTGAT
GAGGACGCCTATAGCAGTGGAGGTGAAGAGATTTATGTTATTTCTAGACGAGTTGGGTTCACAGATGATGTGGAA
GATAATGAAGAGAAATCAAATCAAAAACTTATTCGACGTGATACACCACACTATACAAAACGCGCTCGAATTCAG
TCAAAAACGGCTGATGGAATGGATAGTGAAGAAGCAGTATTAAAAATATTAGAAAAGTATCGAGCATCCGTTTCA
CCGAATCCTGATTCAAATTCAATTGATTTTGACGGAGCTGTAAAACGATTTGCCTCCCCATTTGGTGGATTAAGT
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CCTCCTGATATCCCATTACAAAGTCGTGACTTGCATTCTCCATCATCCTTACATAAACAACCTGTTGCCAGTTGT
CAACAAGAACAAGTTGTAGTACACATCCATCGACAACCTAATGCTGGCTTAGGTCTTAGCGTAGCTGGTGGAGTT
GGTTCAATACCATTTCGTGGTTTAGATCATGGTATATTTGTTAGTCGATTAAATCCTACTGGATTAGCTGCCACT
TCAGGACTTAAACTTGGCGATAAACTATTAGAGGTTAATGGTGTTAGTCTTATCAATGTAGAACATCATGTCGCT
GTGGCTACTTTACGTGCCAATACAAATGACTTCCGTATTCTGGTCGGTCGTGATATTCAAATGTCTACGAAAGCA
GATAATTATAAGATTATCCCGTCTATGTTATCAGGAACAAATCTAAACATGTCGACTCAATCATCACGAGTTACG
GGAAGTATTAACACCAAAGAAATACCAGAATTTATTCACTGTACATTACAGCGAGATTTAAATGGTCTAGGATTT
AGTATTGCCGGTGGTCAAGGCTCACTTCCTCCACCATTAGATAATGAAATAAACGGTGTTGATATCAGAAACGCT
CGTCACGATGAAGCCATTTCGTTGTTAACAAGTTCTAACGATTCAGTAGACTTGGAATTACTTCGTTATAATCCT
GACATAAACGATAATCTCGGTAGTCTTCCGAAAACATCAGCAGCTAATGGTTTTATAACATCATCAATTCTGACA
GTTAAAAGATCGAATAATCCACAAGATACTACAAAGGCTACAGATTTGACGGATACAGACAGTCATATTTCTGAG
AAATGTGATTCTCGGGTTTACTTATATAGCGAAAAGGGTATTCCTGTGGAAAGAATTACAGTTCGCAATGATGGT
GGACCTTTAGGTTTAGCTATCTGTGGAGGATCCGATATAAGTTGTCTTCCGTTTGGTAACAAAGAACCAGGTATT
TTTATATCTAAGATCTCCCTAGATGGCGCAGCTCTTAATACTGGCTTACGTATCGGAGATAGAGTGCTTAAAGTT
AATGGAGTCGACTTGAGACACGCTACACATGATGAAGCGGTACAAGCTTTAATCCAGCCTGTTAAAGAACTACAG
TTAGATGTACGCAGAGATCCTCCTCCACCAGGGCTAAGGCGTATCACTGTGACCAAACGACCTGGAGAACGATAT
GGATTACGTGTTACAGGTGGACTTAACACTAGTGATAGTAACATGATAACTAATTTAGGATCACATTACTCATCA
CTAGCCAATGATGACGGAATATTTGTTACATGGGTTTCACCAGATGGTGTCATTGCTCGAGACGGCAGATTGAAG
CCGGGTGATAGATTATTGGAGATCAATGGACATTGGTTAATGGGAGTTACTCTTGATGAAGTTCTGCATATATTT
TGGGGATCCAAATCAACTCTGTCATGTGTGGTATGCGATGGTCCAGTTGAATTCGCTCTCCAGATTAATAAAACG
AACCATTCAGGGAACATTGAACCGTCTACATATTCTCCTGCGATGCCATTTTCTATCATACGCTCTACAATGCCA
GAAATCGCTGATGCATCTGTCGACGATAATCCTACCTCTAACTCACAATTAGATAAAGTAAACAGCACCCACAGA
TTGAACTTAGAGGCTGCTGTACGTCATTAG
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ATGGCACAGAGGATCTTGGAACCATTCCGAAAATTGCCCCACCAATTACAAAATCTTGAAATTGTCAAGCGAATA
CATGATTACACACTTGGGAAACATACCGATAGTTACTCTTGTCACCAGTCTTCTGCTTATGGATGTCCGGAGTCT
CCAAGCGCTTTGGCTTTTGACGAATTTCTTGGCTTATTAGCTATAGGAACAAGTAAAGGATTAGTAAAAATATAT
GGCTCACCAGGCATTGTTTTCACTGTCCAACGAGAGGGTTCTCCGGTTATTTCTCTTTTGTTTCTACCAGGTGAA
GGGCGGATTGTTTGCGCTTCCGCTGACGGAACGTTAGATCTTTTTGAATTGGATTCTAGATGTGGACGGTGGTCA
TCAACTAGCCGCGTCAAGGTTCAGCAAACCGGTGAACAGGATCTTATTACACGTATGTGTCTTGGTCATGGTGTT
ATTTACATCGGTTCTGCAAGCGGTACACTACGTCAAGTTGCGGTTAAAAACGGTCATATGACACTAGGAGATGAT
GCACTCACTGCGTGTACAAGTTCAATTATCAGCGATAGTGTCCCCGTAGACAAGCGAGATCAACTTGGGGTAGAC
TCTCCGATTATATCCCTTGAATTACAACCTCAAGGTAATCATCTGCTAATTGCATACGCAGGGGGCTGTGTGGCA
GTGGCTATTCCTCAGCCTATTCCATTGGAAAGCGTTACACAACCAGCTGCTCCTGCAGATGTCACTGCTCCTACA
GCTCAAGGGGAAGTTGTTACCCCAAACGTTGTTGATGAATTGGCCCCAACTATCCCTCAAGAACCTCAGGGCGAA
GCAACACCAGGTGATAAAAGTGAAGTAAATGGAGAGAAGTCTCAGCCACTTTCAAACGACAGTGCTGTTGAGTCA
ACTCCCAGTACTCCTGCTAAGGGACATTCGGAGAAGCGATCAACCTTAAAGCTTAAGGCGTTAACACGTAGCTTG
AGACCTGATGCGTCTAAAACAGAGAAAGAAGTCGAACCATCATTACCTGTACCTCCAGCTCCTCGTATCAGTCAT
TTACTGCTTCGCGACCAACCGGTTGAATGGGCCTCATGGCGTGTTACATCCGTAGATTCCTTATCTACTGAAGTT
GTAGTTGCTTATGGTGATGGTGCATTTCAGGTTTGGCCTATTGTTGCAGCTGTTAGTGATCAACCATTTGAGCCA
ATCATTGTATCAATGATAGATCCGCCAAACACTCCATATGGTCCTCTACCTTGTGGTGCAATAAAAAAAATATTG
ATCAGTCCATCTGCAAATGCCGGTTTACTAACAGTGTTTTGTGGAGGTTTACCACGTCCCCAATTTGAGAATCGT
TATGCAGTGTCTGTCTTACAGGATCATGAACATCATGTTTGTTATCAGTTTGGATCAAAGGTTATTGATTTCGTA
CTTGTACCGAGTGAAGGGAGTGTATCAAATGAAACGGTTTCAGGGGAAGTTGTGACTAAACCTTGTCCACCTAGT
TATTCTGCTACATTATTAGTGCTTACTGAACGTGAACTTGTTGCTATTGATTTAACTCAACCCGATTGGCCTGTC
TACGATTCACCATATTTAAATTGTATGGATTTCACTCCGGTTACAGCTATAACTCACATAGGACAGGTTCCACCA
GCCCTAATCCATCGGCTACATCAAGCTGCTCAGATAACTTCAGATGATATTACCAATTGTTCATGGCCGATATGG
GGCGGGTCTCATAATGGTAACAAGAATTTTTCACAAAATCCTGGAAATGACGTTATTGTCCTTGGACATTCAAAT
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GGATGGGTTACTTTATGGGCAATTGGTCGAGCAGATACTACAATTCATCTGGGAACTTTACCAACATCATCTTTG
TTTAATTTAACTGATTTGCAAAATGGTCAGCCTACCGAAGGTGTCCCTCATTATTGCACACCAACTGGACTAACA
TTTCATCCCTGTCAGCTTATTCAATTAAATCCACCTAGCCAGATTACATCTCTTGCATTGGAGTTGTCTTGGAAT
CTATTGGCCATTGGTTCTTCACACGGATTTGCTTTGTTAGACTTATTTGATCGTTCTATAATTCATGCTCATTTT
ACTTATGATTCATCAGGTCCTGCAAAGATGGTTAATGCTGTGGCTAGTAAGTTGATCGTTGTATATGTGAACACA
AGTCAGATTAATCCCAAACGTGTGACAGGGTTTGGCCTTCAGAATTTTACTTCTGGATCTGGAGAAAACGCTAAA
CTTGAATGGAATGCTGTTGCAACGCTGCTGGATGGACAGATTGCTGTACTGTCCTTGCCTAACCTTCGTAAAGTA
TTCAAGGGAACGCTGTTATTCTGGTTATCTACCTTCATCCACACTTCCTTGTGTTGCCACGCGTACGTTTAA
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6 Zusammenfassung

Der human- und tierpathogene Trematode Schistosoma mansoni besitzt eine nahezu
einzigartige Reproduktionsbiologie, bei der es erst durch einen permanenten
Paarungskontakt mit dem Mannchen zur sexuellen Reifung des Weibchens kommt, eine
Voraussetzung fur die Eiproduktion und die Aufrechterhaltung des Lebenszyklus. Grundlagen
dieses Prozesses sind die Steigerung mitotischer Aktivitdit sowie die Initialisierung
verschiedener Signaltransduktionskaskaden in den weiblichen Reproduktionsorganen, die
Differenzierungsprozesse steuern. Einige hoch konservierte Molekiile dieser Signalwege
konnten bereits identifiziert und charakterisiert werden, darunter der Typ |-Rezeptor der
TGFB-Familie (SmTPRI) und zelluldre Src-Tyrosinkinasen wie SmTK3. Erste funktionelle
Studien in vitro mit spezifischen Inhibitoren fiir Typ | TGFB-Rezeptoren (TRIKI) und Src-
Kinasen (Herb A) zeigten einen Einfluss dieser Molekile auf die mitotische Aktivitdt der
Weibchen und die Oviposition. Ferner fiihrte die Kombination beider Inhibitoren zu
additiven Effekten dieser physiologischen Verdanderungen, weshalb eine Kooperation beider
Signalwege postuliert wurde. Eine Inhibierung der SmTK3 durch Herb A wurde bereits
beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand eines Kinase-Assays gezeigt werden, dass
TRIKI  SmTRRI im heterologen Xenopus-Oocyten-System inhibiert. Ferner wurden
vergleichende Transkriptomstudien zur Identifizierung von differentiell regulierten Genen
nach in vitro Behandlung adulter Schistosomenweibchen mit TRIKI bzw. Herb A (einzeln oder
in Kombination) mit Hilfe von Microarrays durchgefiihrt. Dies fiihrte zur Identifizierung einer
Vielzahl an Genen, die unter gemeinsamer transkriptioneller Kontrolle der SmTRRI- sowie
Src-Kinasen-vermittelten Signalwege stehen. Diese Gene kodieren u.a. Signalmolekiile, Ca**-
assoziierte Proteine, Hsp- und Oberflachenproteine sowie darmassoziierte Molekile. Die
Transkriptionsanderungen wurden exemplarisch durch gPCR-Analysen bestatigt, wodurch
ein weiterer und erster molekularer Hinweis fiir die Kooperation beider Signalwege erbracht
wurde. Darilber hinaus deuteten die Daten auf einen stdrkeren Einfluss des Src-

Kinasensignalwegs auf die Regulation der Transkription.

Aufgrund der beschriebenen reduzierten Oviposition durch diese Inhibitoren in vitro
lag ein Fokus weiterer Analysen auf der Untersuchung differentiell regulierter Gene, deren
kodierte Proteine Funktionen bei der Eischalsynthese besitzen. Bei reprdsentativ
ausgewadhlten Genen wie den Eischalvorlaufergenen p14 und p48 sowie dem SmTYR1-Gen,
das fur das schistosomale Eischalprotein-Vernetzungsenzym Tyrosinase 1 kodiert, konnte die
modulierende Regulation der Transkription durch die kooperativ agierenden SmTRRI- und
Src-Kinase-Signalwege bestdtigt werden. Dabei korrelierte die reduzierte Transkription mit
der ebenfalls reduzierten Eiproduktion nach Herb A-, bzw. Kombinationsbehandlung.
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Daneben offenbarten mikroskopische Untersuchungen der Morphologie inhibitor-
behandelter adulter Wirmer zum ersten Mal auch eine stark veranderte Gastrodermis nach
Langzeitbehandlung (5-6 Tage) mit Herb A oder TRIKI/HerbA. Dieser Befund erklart das
Sterben der Wiirmer nach dieser Expositionsdauer.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden weiterflihrende funktionelle Studien fir
identifizierte Interaktionspartner der gonadenspezifisch exprimierten Kinasen SmTK3 und
SmTK6 durchgefiihrt. Dabei konnte SmEps8 als haufigster und starkster upstream-
Interaktionspartner der SmTK3 charakterisiert werden. Bei SmEps8 handelt es sich um ein
potentielles EGFR-Substrat, dessen Interaktion mit EGFR-Molekilen aus S. mansoni (SER)
untersucht wurde. Mit Hilfe von Y2H-Experimenten konnte eine schwache Bindung zwischen
SmEps8 und den intrazellularen Bereichen von SER und SER2 detektiert werden. Mit Hilfe
von in situ-Hybridisierungen wurde eine Kolokalisation der Transkripte von SmTK3, SmEps8
und SER in Ovar und Vitellarium festgestellt, womit diese Ergebnisse auf eine putative SER-
SmEps8-SmTK3-Signalkaskade in den Reproduktionsorganen des Weibchens hindeuten. In
einer vorhergehenden Studie wurde bereits SmDLG als ein upstream-Interaktionspartner der
Src-/Abl-Hybridkinase SmTK6 identifiziert. In Drosophila melanogaster bildet SmMDLG einen
Komplex mit den Proteinen Scrib und LGL, der u.a. Zellpolaritdit kontrolliert. Durch
Datenbankanalysen konnten dhnliche Proteine dieser potentiellen Bindungspartner in
S. mansoni identifiziert und im Weiteren kloniert werden (SmScrib und SmLGL).
AnschlieBende Y2H-Versuche fiihrten zu ersten Hinweisen fir direkte Interaktionen dieser
drei Molekiile. Schliefllich wurden die Transkripte dieser Gene Uber in situ-Hybridisierungen
hauptsachlich im Ovar detektiert. Diese Resultate deuten die Moglichkeit molekularer
Interaktionen von SmTK6, SmDLG, SmScrib, und SmLGL an und geben einen ersten Hinweis
auf eine Signalkaskade, die Zellpolaritdt in den Oocyten lber eine Src-/Abl-Hybridkinase

steuern konnte.
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Abstract

Schistosoma mansoni is a parasite and pathogenic for humans and animals. As
members of the trematodes schistosomes show a nearly unique biology of reproduction, in
which only a permanent pairing contact with the male leads to the sexual maturation of the
female, a prerequisite for egg production and maintenance of the life cycle. The molecular
basis of this process is the induction of mitotic activity and the initiation of different signal
transduction cascades within the female reproductive organs. Some highly conserved
members of these pathways were identified and characterised such as the type | receptor of
the TGFPB family (SmTPRI) and cellular tyrosine kinases like SmTK3. According to first
functional in vitro studies with specific inhibitors of type | TGFB-receptors (TRIKI) and Src
kinases (Herbimycin A) an influence on mitotic activity and oviposition by both molecules
was shown. By combining both inhibitors an additive effect of these physiological changes
was observed, leading to the hypothesis of cooperating signalling pathways. The inhibition of
SmTK3 by Herb A was shown previously.

In this thesis the inhibition of the schistosome TRl by TRIKI was demonstrated by a
kinase assay using the heterologous Xenopus oocytes system. Furthermore, comparative
transcriptome analyses were performed to identify differentially regulated genes following
in vitro treatment of adult female schistosome with TRIKI and Herb A (separately or in
combination) using microarrays. A huge number of genes were identified as transcriptionally
controlled by SmTPRI- as well as Src kinases-mediated signalling cascades. Amongst others,
genes coding for signalling molecules, Ca**-associated proteins, Hsps, surface proteins, and
gut-associated molecules were detected. The transcriptional changes were validated
exemplarily for selected genes, supporting the hypothesis of the cooperation of both
pathways for the first time also at a molecular basis. Furthermore, the obtained data
indicated a stronger influence of the Src kinase pathway for gene regulation.

Since the in vitro treatment with both inhibitors led to a reduced oviposition, one of
the main objectives of the transcriptome analyses was the identification of genes, whose
encoded proteins are involved in eggshell-formation. As representative candidates genes
coding for the eggshell precursor proteins p14 and p48, as well as the SmTYR1 gene, which
encodes the schistosomale tyrosinase 1, which is necessary for cross-linking eggshell
proteins, were selected. The obtained results confirmed the modulating character of the
cooperating SmTRRI and Src-kinase pathways on the transcriptional regulation of these
genes. These results correlated with the decreased egg production following the Herb A and
combined treatment. Unexpectedly, the microscopical investigation of the morphology of
treated adult worms revealed for the first time an additional deleterious effect on the

164



Zusammenfassung

gastrodermis following long-time (5-6 days) treatment with Herb A or the combined
inhibitors. This result explained death of these worms following this treatment period.

The second part of this thesis included functional studies of identified interaction
partners of the gonad-expressed genes SmTK3 and SmTK6. SmEps8 was characterised as the
most abundant and strongest upstream interaction-partner of SmTK3. Since SmEps8 is a
potential substrate of EGFRs, the interaction of SmEps8 with EGFR homologues of
S. mansoni (SERs) was investigated. Weak interactions of SmEps8 and the intracellular
regions of SER and SER2 were detected by Y2H assays. According to in situ hybridisations
SmTK3, SmEps8 and SER co-localised within the ovary and vitellarium, indicating a putative
SER-SmEps8-SMTK3 signalling cascade within the reproductive organs of the female. In a
previous study SmDLG was identified as an upstream interaction-partner of the Src/Abl
hybrid-kinase SmTK6. In Drosophila melanogaster DLG interacts with Scrib and LGL in a
complex, which controls cell polarity. Within the S. mansoni genome database homologous
proteins were identified and subsequently cloned (SmScrib and SmLGL). First Y2H assays
revealed direct interactions of these three molecules. Finally, in situ hybridisations localised
the transcripts of these genes within the ovary. These findings point to the possibility of
molecular interactions of SmTK6, SmDLG, SmScrib, and SmLGL, which is a first hint of a
signalling cascade that may control cell polarity in oocytes via a Src/Abl hybrid-kinase.
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8 Abkiirzungen und Einheiten

8.1 Allgemeine Abkiirzungen

A. mellifera
ABAM
Abb.

Abi
Act(R)
AD

Ade

AS

AS

BD

BMP

bp

BrdU
BSA
bzw.

c

C. elegans
C. sinensis
cDNA
CDS

CTK

D. melanogaster
D. rerio
DAPI
DEPC
dH20
Dia

DIG

DLG
DMSO
DNA
DNase
dNTP
dsRNA
E. coli
EDTA
EGF(R)
EGFR-BD
Eps8
EST
etal.
EtBr
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Apis mellifera
Antibiotikum/Antimycotikum
Abbildung

Abelson interactor
Activin-(Rezeptor)
Aktivierungsdomane

Adenin

Aminosdure

Aminosduren
Bindungsdomane

Bone Morphogenetic Protein
Basenpaare
5-Bromo-2’-desoxyuridin
bovine serum albumine
Beziehungsweise
Konzentration
Caenorhabditis elegans
Clonorchis sinensis
komplementdaren DNA-Stranges
coding sequence

Zellulare Tyrosinkinase
Drosophila melanogaster
Danio rerio

4’, 6-diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat
deionisiertes Wasser
Diaphanous

Digoxygenin

Discs large

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsdure
Desoxyribonuclease
Desoxyribonukleotidtriphosphat
double-stranded RNA
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Epidermal growth factor receptor
EGFR-Bindedomane

EGFR pathway substrate 8
expressed sequence tag

et alii

Ethidiumbromid
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EtOH
FCS
FGFR
FKBP12
G. gallus
GDF
GEO
GO
GVBD
H. sapiens
HCI
HEPES
Herb A
His
I-Smad
IC50
IPA

IR

ITPG
konz.
LacZ
LAP

LB

Leu

LGL
LiAc
LLGL
LLR

M. musculus
MAGUK
MAPK
MCS
MH

MH

MIS
MOPS
mRNA
NCS

oD
Oligo d(T)
ONPG
ORF
PBS
PCR

PDI

PDz

Ethanol

fetal calf serum

Fibroblast growth factor receptor
FK506 Bindeprotein 12

Gallus gallus

Growth and Differentiation Factor
gene expression omnibus

Gene Ontology

Germinal Vesicle Breakdown

Homo sapiens

Salzsaure
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsdure
Herbimycin A

Histidin

inhibitory Smads

Inhibitory concentration 50
Ingenuity Pathway Analysis
Insulinrezeptor
Isopropylthiogalactosid
konzentriert
(-Galaktosidase-Strukturgen
Latenz-assozierte Protein

Luria Broth

Leucin

Lethal giant larvae

Lithium-Acetat

Lethal giant larvae 2 domain
Leucin rich regions

Mus musculus

Membranassoziiert Guanylatkinase
mitogen activated protein kinase
multiple cloning sites

Mad Homologie

Mad Homologiedomane

Miillerian Inhibiting Substance
3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure
messenger RNA

newborn calf serum

optische Dichte

Oligonucleotid aus Desoxythymidin-Nukleotiden
o-Nitrophenyl-p-D-Galaktopyranosid
open reading frame

phosphate buffered saline
Polymerase Chain Reaction

Proteindisulidisomerase

Postsynaptic density, Discs large, Zonula occludentes
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PEG
PTB
PTK
RNA
RNAi
RNase
ROS

RT
RT-PCR
RTK

s.

S. mansoni
SAGE
SAM-PNT
Scrib
SD

SH
siRNAs
Sos-1
SSC
sSRNA
Tab.
TAE
Taq

TE

TF
TGFfB
TK
TRIKI
Tris
Trp
TWEEN
TPBRI
u.a.
UAS

aN
UTR
uv

vgl.
VKR
WHO
X-Gal
X. tropicalis
Y2H
Y3H
YPD(A)
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Polyethylenglycol
Phophostyrosinbindedoméne
Proteintyrosinkinase
Ribonucleinsaure

RNA Interferenz
Ribonucleinsaure

Reaktive Sauerstoffspezies
Reverse Transkription

Reverse Transkriptions-PCR
Rezeptortyrosinkinase

siehe

Schistosoma mansoni

Serial Analysis of Gene Expression
steril alpha motif-pointed
Scribble

Synthetic Dropout

Src homology domain

small interfering RNA

Son of sevenless

Saline sodium citrate buffer
single-stranded RNA

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Thermophilus aquatus

Tris-EDTA

Transkriptionsfaktor
Transforming Growth Factor beta
Tyrosinkinase

TGFp RI Kinase-Inhibitor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypthophan
Poloxyethylenglykolsorbitol-monooleat
TGFpB-Rezeptor

unter anderem

upstream activating sequences
Gber Nacht

untranslated region

Ultraviolett

vergleiche

Venus Flytrap Kinase Receptor
World Health Organisation
5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl-f-D-galacto-pyranosid
Xenopus tropicalis

Yeast two Hybrid

Yeast three Hybrid

Yeast extract Peptone Dextrose (Adenin)
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z.B. zum Beispiel
B-Gal B-Galaktosidase

8.2 Einheiten

°C Grad Celcius

cm Zentimeter

d Tage

g Erdbeschleunigung
g Gramm

h Stunden

k Kilo

I Liter

M Molar

m Milli

M Mega

min Minuten

N Normal

n Nano

oD optische Dichte
rpm rounds per minute
sec Sekunde

t Zeit

Tm temperature melting point
u Unit

v/v volume per volume
w/v weight per volume
U mikro
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