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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Es wird angenommen, dass die invasiven Stadien parasitidrer Helminthen zur Organfindung und
zur Weiterentwicklung auf die Sensierung spezifischer Wirts-Signale angewiesen sind, wobei die
molekulare Natur dieser Signale bislang weitgehend ungeklért ist. Vorangegangene Untersu-
chungen am Fuchsbandwurm Echinococcus multilocularis, dem Erreger der alveoldren Echinokok-
kose, hatten bereits ergeben, dass dessen Metacestoden-Larvenstadium zur Weiterentwicklung
kleine, 16sliche Wirtsmolekiile bendtigt. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein axenisches
(Wirtszell-freies) Kultursystem fiir das Metacestoden-Stadium entwickelt, mittels dessen sich diese
Fragestellungen in vitro angehen lassen. Mit Hilfe dieses Kultursystems konnte in der vor-
liegenden Arbeit gezeigt werden, dass die drei Wirts-Hormone/Zytokine, Insulin, epidermal grow-
th factor (EGF) und bone morphogeneic protein 2 (BMP2), einen Einfluss auf die Proliferation
und die Differenzierung von E. multilocularis haben. Wahrend fiir Insulin und EGF Wachstums-
stimulierende Effekte gezeigt werden konnten, forderte BMP2 die Differenzierung des Me-
tacestoden zum néchsten Larvenstadium, dem Protoscolex.

In Modellorganismen wie Séugern, Drosophila und Caenorhabditis elegans verlaufen die durch
Insulin- und EGF-dhnlichen Zytokine induzierten Signalmechanismen iiber die sogenannte mito-
gen activated protein (MAP)-Kinase-Kaskade. Um zu untersuchen, ob die externe Zugabe von
Wirts-Insulin bzw. -EGF in einer Stimulierung der MAPK-Kaskade des Parasiten fiihrt, wurden in
dieser Arbeit zundchst die Komponenten dieses Signalweges bei E. multilocularis auf moleku-
largenetischer und biochemischer Ebene charakterisiert. Die Arbeiten umfassten Studien zu
kleinen GTPasen des Parasiten (EmRas, EmRapl, EmRap2, EmRal), zu einem Orthologen der
Kinase Raf (EmRaf), sowie Orthologen der Kinasen MEK (EmMKK) und ERK (EmERK). Es
konnte gezeigt werden, dass diese Faktoren in E. multilocularis Teil einer MAP-Kinase-Kaskade
sind. Zudem wurde nachgewiesen, dass diese Faktoren stromabwirts eines EGF-Rezeptor-Ortho-
logen (EmER) des Parasiten fungieren, welches ebenfalls in der vorliegenden Arbeit analysiert
wurde. Damit wurden die Voraussetzungen geschaffen, den Einfluss exogen zugegebenen Insulins
bzw. EGFs auf die Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade im Parasiten zu untersuchen. Erste
Analysen zeigten bereits, dass die zentrale Komponente dieser Kaskade, EmERK, durch die ge-
nannten Wirts-Zytokine aktiviert wird. Dies legt nahe, dass Wirt-Parasit-Kommunikationsme-
chanismen liber evolutionsgeschichtlich konservierte Signalsysteme eine wichtige Rolle im Infek-
tionsgeschehen der alveoldren Echinokokkose spielen.

Autbauend auf dem axenischen Kultursystem ist es in dieser Arbeit auch erstmals gelungen,
Primérzellkulturen fiir E. multilocularis anzulegen und die Parasitenzellen zur in vitro Neubildung
von Metacestoden-Vesikeln anzuregen. Erste Experimente zur genetischen Manipulation dieser
Primérzellen konnten erfolgreich durchgefiihrt werden. Aufbauend auf der hier vorgestellten Me-
thodik sollte es in kiinftigen Untersuchungen mdoglich sein, stabil transfizierte Echinococcus-Zellen
zu generieren und diese zur Herstellung vollstindig transgener Parasiten-Stadien zu nutzen. Dies
wirde die zur Untersuchung der E. multilocularis-Entwicklung und der Wirt-Parasit-Interaktions-
mechanismen bei einer Infektion zur Verfiigung stehenden Methoden entscheidend erweitern und
konnte u.a. zur weiteren biochemischen Analyse der in dieser Arbeit dargestellten Signalmechanis-
men des Parasiten herangezogen werden.
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1.1 Summary

It is assumed that the invasive stages of parasitary helminths are reliant on the sensing of specific
host signals for organ targeting and development. The molecular nature of these signals is still
mostly unsettled. Previous studies on the fox tapeworm Echinococcus multilocularis, the causative
organism of alveolar echinococcosis showed that the metacestode larval stage requires small, solu-
ble host molecules to develop further. For the first time, in this study an axenic (without host cells)
culture system for the metacestode stage was developed which allows to address these questions in
vitro. Using this culture system it could be shown that the three host hormomes/zytokines, insulin,
epidermal growth factor (EGF) and bone morphogeneic protein 2 (BMP2) have influence on proli-
feration and differentiation of E. multilocularis. While insulin and EGF had growth-stimulating
effects, BMP2 results in metacestode differentiation to the next larval stage, the protoscolex.

In model organisms such as mammals, Drosophila und Caenorhabditis elegans the signals induced
by insulin and EGF-related zytokines are transferred by the so-called mitogen activated protein
(MAP) kinase cascade. In order to determine whether external addition of host insuline or host
EGF leads to a stimulation of the MAPK cascade of the parasite, initially the components of the si-
gnal path of E. multilocularis were characterized on the moleculargenetic and biochemical level.
The research comprised studies on small GTPases of the parasite (EmRas, EmRap1, EmRap2, Em-
Ral) and an orthologue of the Raf Kinase (EmRaf) as well as orthologues of the MEK kinase
(EmMKK) and ERK kinase (EmERK). It could be shown that the mentioned factors are part of a
MAP kinase cascade in E. multilocularis. Furthermore it could be demonstrated that these factors
act downstream of an EGF-receptor orthologue (EmER) of the parasite, which was also analysed
in this study. Thereby a base was provided to investigate the influence of exogenic added insulin or
EGF on the activation of the MAP kinase cascade in the parasite.First analyses showed that the
mentioned host cytokines activate EmERK, the central component of this cascade. This suggests
that host-parasite communication via evolutionary conserved signal systems play an important role
in the infection scenario of the alveolar echinococcosis.

Based on the axenic culture system, for the first time primary cells for E. multilocularis could be
cultured and in vitro regeneration of metacestode vesicles could be excited in the parasite cells.
First experiments on genetic manipulation on the primary cells were effected successfully. On this
basis it should be possible to generate stable transfected Echinococcus cells and use these to gene-
rate completely transgenic parasite stages in future studies. This would be a critical extension of
the set of methods available for research of the development of E. multilocularis and the host-para-
site interaction mechanisms in an infection and could be drawn on for further biochemical analyses
of the signal mechanisms of the parasites presented in this study.
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2.1 Der kleine Fuchsbandwurm: Echinococcus multilocularis

2.1.1 Phylogenie, Verbreitung und allgemeine Biologie der Echinokokken

Der kleine Fuchsbandwurm Echinococcus multilocularis ist ein endoparasitisch lebender Vertreter
der Bandwiirmer (Cestoden), der in der nordlichen Hemisphére weit verbreitet und Ausloser der
humanen alveoldren Echinokokkose, einer sehr schweren, hidufig zum Tod fithrenden Parasitose
ist.

Der letzte gemeinsame Vorfahre aller heute lebenden Bilateria lebte vor iiber 600 Millionen Jahren
(Abbildung:1). Zu dieser Zeit spaltete sich das Tierreich in die Gruppe der Deuterostomier (Neu-
miinder), die auch uns Menschen mit einschlie8t, und die Gruppe der Protostomier (Urmiinder),
auf. Die Protostomier wiederum bilden die zwei groBBen Tiergruppen der Lophotrochozoen und der
Ecdysozoen. Im Verwandtschaftsverhdltnis stehen die Lophotrochozoen zwischen den Deuterosto-
miern und den Ecdysozoen und setzen sich unter anderem aus den Tierstimmen der Plathelminthes
(Plattwiirmer), Mollusken (Weichtiere, z.B. Schnecken) und Annelieden (Ringelwiirmer) zu-
sammen, wihrend zu den Ecdysozoen zum Beispiel die Tierstimme der Nematoden (Fadenwiir-
mer) und Arthropoden (Gliederfiier, z.B. Insekten) gezéhlt werden.

Deuterostomier

Letzter ge meinsamer Vorfahre
vor iiber 600 mio. Jahren

Protostomier

Lophotrochozoa Ecdysozoa
| |
{ | | | I
Mollusca Annelida Plathelminthes Arthropoda Nemathelminthes
|
| [ | |
Trematoda Turbellaria Cesltuda Nematoda
| | |'
Fasciola hepatica Plemaria Diphylobottrium latum Ascaris Lumbricoides
Schistosoma ssp. Taeniorhynches saginatus Onchocerca volvulus
P. westarmani Taenium solium Loaloa
Echinococcus granulosus Trichinella ssp.
Echinococcus multilocularis (Caenarhabditis elegans)

Abb. 1: Stammbaum parasitdrer Helminthen

Gezeigt sind parasitire Helminthen (Ausnahme: C. elegans ist apathogen) verschiedener Tiergruppen. Rot markiert sind von oben nach unten die
Stammgruppe, der Uberstamm, der Stamm, und die Klasse des Fuchsbandwurmes E. multilocularis.

Alle parasitdr lebenden Wurmarten werden als Helminthen bezeichnet, rekrutieren sich aber aus
den zwei verschiedenen Tierstimmen der Plathelminthes (Plattwiirmer) und Nemathelminthes
(Schlauchwiirmer). Wichtige Vertreter der Nemathelminthes sind der, auch den Menschen
befallende, Schweinespulwurm (Ascaris lumbricoides) und der apathogene, aber fiir die Wissen-
schaft enorm bedeutungsvolle Bodenbewohner Caenorhabditis elegans. Der Stamm der Plathel-
minthes wird unter anderem aus den drei Klassen der Trematoden (Saugwiirmer) mit den Schisto-
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somen als humanpathogen wichtigsten Vertretern, den apathogenen Turbellarien (Strudelwiirmer)
und den Cestoden (Bandwiirmer) gebildet. Der Fuchsbandwurm E. multilocularis gehort phy-
logenetisch wie die vier weiteren bekannten Echinokokkenarten E. granulosus (Hundebandwurm),
E. oligarthus, E. vogeli und E. shiquicus dem Stamm der Plathelminthes (Plattwiirmer), der Klasse
der Cestoda (Bandwiirmer) und der Unterklasse der Eucestoda (echte Bandwiirmer) an, in der sie
gemeinsam mit weiteren Vertretern wie zum Beispiel dem Rinderbandwurm Taenia saginata und
dem Schweinebandwurm 7Taenia solium die Familie der Taeniidae bilden (Abbildung:1).

Allen Bandwiirmern ist gemein, dass sie in ihrer Entwicklung bis zum Adultstadium einen kom-
plizierten, mit Wirtswechseln verbundenen, Lebenszyklus durchlaufen. Dies ist auch ein Grund da-
fiir, dass die einzelnen Echinokokkenarten verschiedene Verbreitungsgebiete haben. Die Unter-
scheidung der jeweiligen Spezies erfolgt aufgrund bestimmter Charakteristika im Hinblick auf ihr
Adult- und Larvenstadium, ihre End- und Zwischenwirte sowie der Morphologie und Lokalisation
threr Larven im Zwischenwirt [313, 185]. Im tibetanischen Hochland wurde erst vor kurzem E.
shiquicus identifiziert [340]. E. oligarthus und E. vogeli treten ausschlieBlich in Siid- und Mit-
telamerika auf, wo sie sich in Wildtierzyklen vermehren. Sie sind die Erreger der polycystischen
Echinokokkose und von humanmedizinisch geringer Bedeutung [87]. Von relevanter medi-
zinischer und auch 6konomischer Bedeutung sind dagegen E. multilocularis und E. granulosus
aufgrund ihrer weiten georaphischen Verbreitung und der Schwere der von ihnen verursachten In-
fektionen. Das Adultstadium des Hundebandwurms E. granulosus parasitiert im Darm von Hunden
und infiziert mit seinen Larven, die die cystische Echinokokkose hervorrufen, vor allem pflanzen-
fressende Paarhufer wie Rinder, Schafe, Ziegen, Schweine und Kamele, aber auch Menschen
[207]. Die Unterscheidung der einzelnen Unterarten des Hundebandwurms richtet sich nach dessen
jeweiligem Zwischenwirt. Das Hauptverbreitungsgebiet des Fuchsbandwurmes steht in direktem
Zusammenhang mit dessen Endwirten, hauptsidchlich Rot- und Polarfiichsen, aber auch
Marderhunden und beschréinkt sich damit auf die noérdliche Hemisphére [87, 350]. In Europa ist E.
multilocularis in nahezu allen mitteleuropdischen Landern nachgewiesen worden. Hochendemisch
zeigen sich Gebiete in der Schweiz, Osterreich, Ostfrankreich sowie Siiddeutschland, wo vor allem
auf der Schwibischen Alb und in Oberbayern Befallsraten der Fiichse von iiber 50% auftreten
[172]. Seine Larven infizieren vorrangig kleine Nager, die eine natiirliche Beute kleinerer Caniden
darstellen, gelegentlich aber auch Menschen. Das von ihnen ausgeldste Krankheitsbild ist die al-
veolidre Echinokokkose [87, 207].

Die Abbildung 7 zeigt schematisch den komplexen Lebenszyklus des Fuchsbandwurmes. Die adul-
ten zwittrigen Bandwiirmer haben eine Lange von etwa 5 mm und leben im Diinndarm ihrer End-
wirte, meistens Fiichsen, aber auch Marderhunden und gewo6hnlichen Haushunden (gelegentlich
auch Katzen, in welchen sie allerdings nur selten die Geschlechtsreife erreichen). Morphologisch
wird das Adultstadium in drei Abschnitte gegliedert: den Kopfteil (Scolex) an dem vier
Saugnipfen sowie ein doppelter Hakenkranz fiir die Verankerung in der Darmwand des Wirts lo-
kalisiert sind, eine Proliferationszone in der die Neubidung von Bandwurmgliedern (Proglottiden)
erfolgt und einer Gliederkette (Strobila), die charakteristischerweise aus 3-5 abgeflachten Gliedern
besteht. In der endsténdigen (graviden) Proglottide bilden sich nach einer Selbstbesamung befruch-
tete Eier, die das mehrzellige, bewegliche und mit 6 Haken ausgestattete 1. Larvenstadium des Pa-
rasiten, die Oncosphire (Sechshakenlarve), enthalten [92, 128]. Uber den Kot des Endwirts werden
die infektiosen Eier, die in feuchter Umgebung und bei niedrigen Temperaturen {iber ein Jahr iiber-
leben konnen [77, 87], in die Umwelt ausgeschieden, wo sie von kleinen Nagern, die als Zwi-
schenwirt dienen, oral mit der Nahrung aufgenommen werden. [312]. Wihrend der Magenpassage
16st sich die Eihiille, worauf die Oncosphére im alkalischen Milieu des Darmes schliipft, das
Darmepithel penetriert und in einem bislang ungeklarten Vorgang iiber das Blut- und Lymphsys-
tem zum Zielorgan gelangt, das in 95% aller Fille die Leber ist [172]. Dort entwickelt sich die On-
cosphére zum 2. Larvenstadium, dem Metacestoden (Finne), morphologisch einem fliissigkeitsge-
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‘ 1. Endwirt, meist Fchse

Lebenszyklus von
E. mulitilocularis
(Fuchsbandwurm)

5. Infizierte Leber eines Zwischenwirts 4A, ZWichenWl, meist Nager

Abb. 2: Lebenszyklus des Fuchsbandwurmes Echinococcus multilocularis.

Im Darm des Endwirts, meist Fiichsen (1) parasitieren die adulten Wiirmer, in deren endsténdiger Proglottide infektiose Eier heranreifen (2). Diese
Eier werden Oncosphéren genannt und enthalte das mehrzellige, mit sechs Haken ausgestattete erste Larvenstadium des Fuchsbandwurmes (3). Im
natiirlichen Lebenszyklus werden die Oncosphéren von kleinen Nagern, die als Zwischenwirt fungieren (4A) oral aufgenommen. Im Darm des Zwi-
schenwirts penetrieren sie das Darmepithel und gelangen iiber das Blut- und Lymphsystem zum Zielorgan, das in 95% der Fille die Leber ist. Dort
entwickeln sie sich zum zweiten Larvenstadium, dem Metacestoden, einem multivesikuldrem schwammartigen Gewebe, das einem malignen Tumor
gleich infiltrativ in das umliegende Wirtsgewebe wiéchst (5). Das durch das Metacestodenstadium von E. multilocularis ausgeloste Krankheitsbild ist
die alveoldre Echinokokkose. Das Metacestodengewebe besteht zu einem Grofteil aus kleinen fliissigkeitsgefiillten Metacestodenvesikeln, in wel-
chen Protoscolices heranreifen (6). der Protoscolex ist das dritte Larvenstadium des Fuchsbandwurmes und liegt im Zwischenwirt invaginiert vor (7).
Wenn der infizierte Zwischenwirt von einem Fuchs gerissen wird, liberleben die Protoscolices, evaginieren (8) und setzen sich dann im Darm des
Fuchses fest, wo sie innerhalb von 6 Wochen zu adulten Wiirmern heranwachsen (2). Menschen infizieren sich selten mit dem Fuchsbandwurm. Da
sie im natiirlichen Lebenszyklus des Fuchsbandwurmes nicht vorkommen (Fiichse fressen keine Menschen) sind sie Fehlzwischenwirte (4B).

fiillten Bldschen (hydatide Zyste), das aus einer inneren zelluldren Germinalschicht und einer
duBeren azelluliren Laminatschicht besteht. Die Laminatschicht, die aus Proteinen und Polysac-
chariden besteht verleiht dem Metacestoden strukturelle Festigkeit und ist am Schutz des Parasiten
vor dem Immunsystem des Wirts beteiligt [92, 128]. Das Metacestodenstadium vermehrt sich
durch asexuelle Sprossung, wobei ausgehend von der inneren Germinalschicht Tochterzysten nach
auBen abgegeben werden. Mit fortschreitendem Wachstum bildet sich so ein multivesikuléres,
schwammartiges Gewebe, das einem malignen Tumor gleich infiltrativ in das umliegende Wirtsge-
webe wichst [312, 207]. In den Metacestodenvesikeln bilden sich ausgehend von der Germinal-
schicht nach wenigen Monaten Brutkapseln, die sich zum 3. Larvenstadium des Fuchsbandwurmes,
dem Protoscolex, ausdifferenzieren. Der Protoscolex ist eine Vorform des Adultstadiums und mor-
phologisch ein Scolex mit 4 Saugnédpfen und zwei Hakenkrénzen jedoch ohne Proliferationszone.
Im Metacestoden sind die Protoscolices eingestiilpt (invaginiert) und von einer Membran umgeben
an den Innenwénden der Vesikel lokalisiert. Die starke Expansion des Parasiten fiihrt nach und
nach zum Funktionsverlust des infizierten Organs und dadurch zu einer Schwichung des Zwi-
schenwirts, der jetzt eine leichte Beute fiir den Fuchs wird. Wenn der Zwischenwirt durch einen
Fuchs gerissen wird, iiberleben die Protoscolices die Magenpassage, evaginieren und gelangen im
Diinndarm in ein geeignetes Milieu, wo sie sich innerhalb von 20 - 35 Tagen zum Adultwurm
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entwickeln und so den Lebenszyklus schlieBen [312, 207, 284]. Wie die Metamorphose der einzel-
nen Larvenstadien induziert wird und welche Faktoren bei der Entwicklung eine Rolle spielen
konnte bisher noch nicht gekldrt werden. Durch die Aufnahme infektioser Eier kann auch der
Mensch an die Stelle der natiirlichen Zwischenwirte treten, er stellt fiir den Fuchsbandwurm je-
doch einen Fehlwirt dar. Auch in diesem Fall entwickelt sich das Metacestodenstadium in der
Leber mit dem Krankheitsbild der alveoldren Echinokokkose, interessanterweise bleibt aber bis auf
Ausnahmen die Differenzierung zum Protoscolex aus, die bei Hundebandwurminfektionen beob-
achtet werden kann [284,125].

2.1.2 Die alveolare Echinokokkose

Infektion: Die Infektion mit der alveoldren Echinokokkose (AE) erfolgt iiber die orale Aufnahme
infektidser Eier des Fuchsbandwurmes und ist daher auf Gebiete mit infizierten Fiichsen oder
anderen Endwirten beschrinkt. Ein erhohtes Infektionsrisiko besteht fiir Menschen, die mit diesen
infizierten Endwirten direkt in Kontakt geraten, als Beispiel seien hier Jiger genannt. Fiir den
Nichtjdger stellen Hunde oder andere mausefressende Haustiere ein Infektionsrisiko dar, da der Pa-
rasit iiber diesen Weg ins Haus gelangen und dann iiber den Kot iibertragen werden kann. Wahrend
ein erhohtes Risiko durch die orale Aufnahme von ungewaschenem oder ungekochtem Gemiise,
Obst, Salat, von Beeren, Krautern und Pilzen nicht nachgewiesen werden konnte und die Auf-
nahme der infizierten Eier liber Trinkwasser noch diskutiert wird [172], scheint eine Korrelation
zwischen dem Auftreten der AE und landlichen Gebieten zu bestehen, mit der Folge, dass die
Néhe zu infizierten Tieren sowie kontaminierten Pflanzen und Boden ein erhdhtes Infektionsrisiko
darzustellen scheint [87]. Die Inzidenz der alveoldren Echinokokkose steht im Zusammenhang mit
der Zahl der befallenen Fiichse [126] und betridgt in den Endemiegebieten 0,14 bis 0,7 Infektionen
pro 100000 Einwohner und Jahr [333]. Interessanterweise sind 90% aller Menschen genetisch be-
dingt resistent gegen eine Infektion mit dem Fuchsbandwurm [127].

Krankheitsbild: Nach der Infektion eines Menschen verhilt sich E. multilocularis wie im natiirli-
chen Zwischenwirt. Durch das, vom Immunsystem des Wirts nicht zu kontrollierende, Wachstum
des Metacestoden manifestiert sich das Krankheitsbild der alveoldren Echinokokkose, der geféhr-
lichsten Parasitose der ndrdlichen Hemisphére [255]. Ausgehend von einem Vesikel mit wenigen
Millimetern Grofle wéchst das Metacestodenstadium des Parasiten, bevorzugt in der Leber bis zu
einem Durchmesser von 15 - 20 cm heran und verursacht durch die starke Raumforderung und das
infiltrative Wuchern in der Leber und dem umliegenden Gewebe einen allmidhlich eintretenden
Funktionsverlust der Organe [87]. Die Lésionen werden in einigen Féllen nekrotisch oder kalzifi-
zieren und im spdten Stadium der Krankheit kdnnen sich metastatische Absiedlungen in Lunge,
Knochen und Gehirn bilden [210, 128]. Die Symptome der alveoldren Echinokokkose gleichen
einem in der Leber wachsenden Tumor (Leberneoplastie): mit LebervergrofBerung (Hepatome-
galie), Gallenstau (Cholestase), Oberbauchschmerzen, Gelbsucht, Andmie, Gewichtsverlust und
manchmal auch Fieber [210].

Diagnostik: Der Infektionsweg kann aufgrund des langsamen Wachstums des Parasiten bei der
Diagnosestellung oft nicht mehr zuriickverfolgt werden, da zwischen der Infektion und dem Auf-
treten der ersten Symptome 10 - 15 Jahre vergehen konnen [324]. Die zur Verfligung stehenden
diagnostischen Mittel sind neben anamnestischen und klinischen Untersuchungen bildgebende und
serologische Verfahren [136, 70], der Nachweis iiber PCR ist zwar beschrieben [87] aber von un-
tergeordneter Bedeutung [48]. Als Screeningmethode wird dabei die Sonographie verwendet,
Computertomographie und Kernspinresonanztomographie bestitigen die Diagnose [136, 70]. Da
im Routinelabor keine spezifischen Verdnderungen nachweisbar sind [55], stiitzt sich die serolo-
gische Diagnostik neben Immunfloureszenstests (IFT) und indirekter Hamagglutination (IHA)
hauptsichlich auf antigenspezifische ELISA-Tests, mit deren Hilfe eine Infektion in cystische und
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alveoldre Echinokokkose differenziert und sogar schon wenige Monate nach der Ansteckung nach-
gewiesen werden kann [172, 128]. Als Antigene werden dafiir neben Gesamtlarvenprotein und Hy-
datidenfliissigkeit rekombinant exprimierte E. multilocularis-Antigene wie Em2 [128], EM10
[110], EM13[109], EM16 und EM18 [162] verwendet, mit welchen die Differentialdiagnostik
moglich ist.

Therapie: Eine Heilung ist nur durch eine Radikaloperation mit einer vollstaindigen Entfernung
des gesamten Parasitengewebes moglich, aber nur in 20 - 30% der Félle durchfiihrbar. Auch Teil-
resektionen [12] oder Lebertransplantationen haben sich nicht bewédhrt [48]. Die momentan bei der
Behandlung der alveoldren Echinokokkose eingesetzten Chemotherapeutika mit parasitostatischer
Wirkung kénnen das Parasitenwachstum nur einschrinken, ihn aber nicht abtdten und miissen da-
her lebenslang eingenommen werden. Verwendet werden fiir gewohnlich antihelminthisch wir-
kende Benzimidazole, wie Mebendazol und Albendazol [14], die an helminthenspezifische Re-
gionen in B-Tubulinen binden [168, 48]. Im Zusammenhang mit der alveoldren Echinokokkose ist
die parasitostatische Wirkung auch fiir Amphotericin-B, einem Antimykotikum, beschrieben [258]
und im Tierversuch konnte die stark parasitozide Wirkung von Nitazoxanid in Verbindung mit
Albendazol nachgewiesen werden [301]. Unbehandelt fiihrt die alveoldre Echinokokkose in 90%
aller Fille innerhalb von 10 Jahren nach Auftreten der ersten Symptome zum Tod [276, 15]. Durch
intensive Betreuung und Chemotherapie kann die 10-Jahresiiberlebensrate der Erkrankten aber von
10% auf 90% gesteigert werden [15].

2.2 Echinococcus multilocularis im Labor

Kultivierung von E. multilocularis: Fir die Arbeit im Labor ist es duflerst wichtig, dass der zu
untersuchende Organismus leicht zugidnglich und einfach zu handhaben ist, was fiir E. multilocula-
ris zutrifft, da man ihn unter Laborbedingungen sowohl in vivo als auch in vitro kultivieren kann.
Obwohl der natiirliche Lebenszyklus, Fuchs - Zwischenwirt - Fuchs, vermutlich nachgestellt
werden konnte, werden aus verschiedenen Griinden, wie zum Beispiel der hohen Ansteckungs-
gefahr durch die infektidsen Eier oder der Schwierigkeit Fiichse zu halten, im Labor meistens nur
die Protoscolices und das Metacestodenstadium verwendet.

Fir die in vivo Kultivierung des Metacestodenstadiums von E. multilocularis wird Me-
tacestodengewebe aus einem infizierten Zwischenwirt (Gerbil) operativ entfernt, zerkleinert und in
die Bauchhohlen uninfizierter Rennméduse injiziert, wo es innerhalb weniger Monate zu grof3en
Gewebeblocken heranwichst, die ein Drittel des Gewichtes eines Gerbils ausmachen konnen.
Durch wiederholtes Passagieren kann so ein bestimmtes Echinokokken-Isolat iiber viele Jahre
lebend erhalten werden. Ausgehend von diesen in vivo Kulturen oder auch frischen Isolaten konn-
ten verschiedene in vitro Kultursysteme entwickelt werden, in welchen in serumhaltigem Medium
entweder kleine, Metacestodenvesikel-abschniirende Gewebeblocke [145] kultiviert werden oder
zerkleinertes Metacestodengewebe in Co-Kultur mit Hepatocyten zwischen zwei Lagen aus
Kollagen wéchst [169]. Beide Methoden haben neben der geringen Ausbeute an Metacestodenve-
sikeln den Nachteil, dass sie mit Wirtszellen oder Hepatocyten versetzt sind, die fiir das Wachstum
der Echinokokken-Kulturen essentielle Wachstumsfaktoren ins Medium abgeben [169]. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte durch Weglassen der Kollagenschichten die Co-Kulturivierung von
Metacestodenvesikeln mit Hepatocyten in ihrer Handhabung stark vereinfacht und die Ausbeute
extrem gesteigert werden [355, 296]. Ausgehend von diesen modifizierten Kulturen konnte ein
axenisches Kultursystem entwickelt werden, das die Kultivierung der Metacestodenvesikel in He-
patocyten-konditioniertem Medium, in Abwesenheit von Hepatozyten ermoglicht [296]. Aus
diesen axenischen Metacestodenvesikeln wiederum konnen primire Echinokokkenzellen isoliert
werden, die iiber viele Wochen iiberleben, gewebeartige Strukturen bilden und sich zu neuen Me-
tacestodenvesikeln differenzieren [diese Arbeit].
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Wihrend der Kultivierung von Metacestodenvesikeln proliferieren und differenzieren diese, so-
wohl in vivo als auch in vitro. Es bilden sich Protoscolices, die unter geeigneten Kulturbe-
dingungen in vitro bis zum Adultstadium mit mehreren Proglottiden heranwachsen, jedoch keine
Oncosphéren ausbilden [diese Arbeit]. Gibt man jedoch natiirlichen immunsupprimierten Zwi-
schenwirten diese Adultstadien zu fressen, so dass sie einmal den Darm passieren bilden sich in
deren Endproglottiden Oncosphéren [314, 76]. Fiir Oncosphéren ist zudem beschrieben, dass sie in
vitro zum Metacestoden heranreifen konnen [129]. Prinzipiell scheint es daher moglich zu sein,
den gesamten Lebenszyklus des Fuchsbandwurmes, bis auf die, nach dem heutigen Stand der For-
schung notige Darmpassage der Adultstadien, auch in vitro nachzustellen.

Alle Methoden, den Fuchsbandwurm in vitro zu kultivieren, bieten die Mdglichkeit das Wachstum
und die Differenzierung unter definierten Bedingungen zu beobachten und zu manipulieren, sowie
sehr einfach zu beliebigen Zeitpunkten Proben fiir weitreichende molekulargenetische und moleku-
larbiochemische Versuche zu entnehmen.

Biochemie und Molekulargenetik: Bis Anfang der neunziger Jahre des 20. Jahrhunderts war
wenig liber die Biochemie und Genetik des Parasiten bekannt. Frithe Studien befassten sich mit der
Zusammensetzung der Hydatidenfliissigkeit [271] und der Isolierung von Antigenen aus cDNA-
Bibliotheken, die fiir die Serodiagnostik der alveoldren Echinokokkose eingesetzt werden konnten,
wie Em2 (1995 [128]), EM10 (1991 [110]), EM13 (1993 [109]), EM16 und EM18 (1995 [162]).
Zu diesem Zeitpunkt beschrinkten sich die molekularbiologischen Aspekte auf Diagnose und
Pathogenitét, wahrend von der genomischen Organisation und der Expression der Gene nichts be-
kannt war.

1999 konnte dann von Brehm et al. [45] mit dem Locus des E. multilocularis-Antigens eml0,
einem Ezrin-Radexin-Moesin (ERM)- like Protein, kurz elp [110], das erste Echinokokken-Gen
charakterisiert werden [45]. Fiir das Protein Elp konnte dann iiber biochemische Untersuchungen
dessen Interaktionspartner PDZ-1 identifiziert werden [158]. Ein wichtiger Schritt in der moleku-
largenetischen Charakterisierung des Fuchsbandwurmes war der 2000 von Brehm et al. erbrachte
Nachweis des Mechanismus des Trans-Splei3ens bei E. multilocularis, E. granulosus [44] und spé-
ter bei 7. solium [43]. Damit konnte das urspriinglich bei Trypanosomen entdeckte [304] und fiir
Nematoden wie C. elegans [29] und Trematoden wie S. mansoni [252] nachgewiesene Trans-
Spleiflen auch fiir Cestoden mit ithrem Vertreter E. multilocularis beschrieben werden [44]. Beim
Trans-Spleilen werden im Gegensatz zum konventionellen Spleilen nicht die Fragmente einer
pra-mRNA miteinander verkniipft, sondern ein kleines, aus einer nicht-polyadenylierten snRNA
stammendes Mini-Exon, der so genannte Spliced-Leader (SL), an das 5'-Ende einer pra-mRNA fu-
sioniert [35]. Je nach Organismus gibt es einen oder mehrere Spliced-Leader und da hiufig beide
Arten des Spleiflens fiir die Genexpression parallel genutzt werden, unterscheidet sich auch der
prozentuale Anteil an transgespleiflten Transkripten [35, 225, 27, 44]. Bei E. multilocularis besteht
der einzig bisher nachgewiesene Spliced-Leader aus 36 Basen, hat ein 2,2,7-Trimethylguanosin-
Cap und ist an etwa 30% aller mRNAs zu finden [44]. Obwohl die Funktion des Trans-Spleiflens
weitgehend unbekannt ist [27, 44], ldsst sich das Phdnomen des Trans-Spleiens fiir molekularbio-
logische Untersuchungen ausnutzen. Da jede mRNA, die einen Spliced-Leader tragt, mit diesem
ein definiertes 5'-Ende besitzt und der Spliced-Leader immer vor der proteincodierenden Sequenz
lokalisiert ist, lassen sich qualitativ sehr hochwertige SL-cDNA-Bibliotheken herstellen [103], die
sich im Vergleich zu cDNA-Bibliotheken, die iiber andere Methoden hergestellt wurden, durch
einen tliberdurchschnittlich hohen Anteil an vollstandigen Transkripten auszeichnet. Eine weitere
Moglichkeit ist das SL-Differential-Display, mit dem die einzelnen Entwicklungsstadien der Infek-
tion oder auf verschiedene Arten stimulierte in vitro Kulturen von E. multilocularis iiber das Ex-
pressionsmuster der SL-Faktoren studiert werden kann [47].

Fazit: Die molekularbiologische Forschung an E. multilocularis ist noch sehr jung und viele Er-
kenntnisse sind wissenschaftlich gesehen nicht neu sondern bestitigen nur Bekanntes. Mit der
Vielzahl an Faktoren, die neben einer gezielten Suche durch systematisches Screenen von cDNA-
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Bibliotheken neu identifiziert werden konnten, und der Entwicklung der in vitro Kultursysteme,
die den Parasiten leicht zuginglich und manipulierbar machen, 6ffnet sich jetzt aber ein weiter
Raum neuer Moglichkeiten, die zum Beispiel Einblicke in die Interaktion zwischen Wirt und Para-
sit erlauben.

2.3 Wirt-Parasit-Interaktion

Fiir einen, von einem Parasiten befallen Organismus ist es sinnvoll, den Eindringling zu erkennen
und zu eliminieren, wéhrend es fiir diesen iiberlebensnotwendig ist, nicht nur unerkannt zu bleiben,
sondern auch seine Umgebung sensieren zu konnen, vor allem dann, wenn davon wie bei E. multi-
locularis, die eigene Entwicklung abhingt. Seinem Lebenszyklus folgend nistet sich die Onco-
sphére in liber 95% aller Félle in der Leber eines Zwischenwirts ein und differenziert sich dort zum
Metacestoden. Warum geschieht das hauptsédchlich in der Leber und wann und wodurch wird an-
schlieend die Bildung von Brutkapseln eingeleitet? Fest steht: Es muss zu einem Zeitpunkt er-
folgen, an dem der Zwischenwirt noch kréftig genug ist, deren Ausdifferenzierung zu Protoscolices
zu tiiberleben, um schlieBlich vom Fuchs gefressen zu werden, in dessen Diinndarm sich die Pro-
toscolices dann zu adulten Wiirmern entwickeln. Warum aber erfolgt dieser letzte Schritt nicht im
Darm eines Greifvogels, der einen infizierten Zwischenwirt reiit, oder warum bilden sich Pro-
toscolices fast ausschlieBlich in natiirlichen Zwischenwirten und nicht in infizierten Menschen?

Fiir diese und viele weitere Fragen konnten bisher noch keine Antworten gefunden werden, die Be-
obachtungen setzen aber spezifische Kommunikationssysteme voraus, die es zumindest dem Para-
sit erlauben, Signale des Wirts zu erkennen und auch darauf zu reagieren. Um eine Vorstellung der
Kommunikationsmdéglichkeiten zu bekommen, muss hier zuerst auf die Signal-Systeme mehrzel-
liger Organismen eingegangen werden. Im Gegensatz zu Protozoen und anderen Einzellern, die Si-
gnale und Einfliisse aus der Umwelt innerhalb einer Zelle umsetzen und auf zelluldre An-
forderungen schnell reagieren konnen, miissen mehrzellige Organismen fiir eine effiziente In-
formationsweiterleitung interzelluldr kommunizieren kénnen. Metazoen bedienen sich somit nicht
nur einfacher Ionen und Zellmetabolite als Signalstoffe, sondern entwickelten im Laufe der Evolu-
tion komplexe Zell-Zell-Kommunikationssysteme, die eine Kommunikation iiber weite Distanzen
mit Hilfe von Hormonen erlaubt. Hormone sind Botenstoffe, die in endokrinen Zellen an einer
Stelle im Organismus produziert werden und dann an einer anderen Stelle wirken, wo sie durch
spezifische Rezeptoren erkannt werden. Peptidhormone, wie Insulin und der Epidermal-Growth-
Faktor (EGF), werden von membranstidndigen Rezeptoren gebunden und das Signal dann tiber Si-
gnalkaskaden an den Zielort in der Zelle witergeleitet, wahrend zum Beispiel Steroidhormone, wie
Testosteron, erst im Zytoplasma auf ihren spezifischen Rezeptor treffen. Da die meisten Hormon-
systeme evolutionédr betrachtet sehr alt sind, sind sie im gesamten Tierreich weit verbreitet und
hoch konserviert. Ein Beispiel: Humanes Insulin kann den Insulinrezeptor einer Drosophila-Fliege
stimulieren [102]. Fiir die Fliege ist diese Interaktion belanglos, da sie in der freien Natur norma-
lerweise niemals mit dem Insulin eines Menschen in Kontakt gerét, wéhrend eine gleiche Interakti-
on fiir den Fuchsbandwurm von grofer Bedeutung sein kann, denn der Metacestode, das zweite
Larvenstadium von E. multilocularis, wichst in der Leber des Zwischenwirts und ist damit in un-
mittelbarem Kontakt zum endokrinen System des Wirts.

Neben den in vivo Beobachtungen, die eine Kommunikation zwischen den Spezies fordern, konn-
ten signifikante Einfliisse des Wirts auf das Wachstum und die Differenzierung von E. multilocu-
laris auch iiber in vitro Kulturstudien bestétigt werden: So reifen Protoscolices in Gegenwart von
humanen Fibroblasten (Hep2) zu sterilen Adultstadien heran, wihrend sie sich in Gegenwart von
Ratten-Hepatocyten (RH) zu hydatiden Zysten des Metacestodenstadiums zuriick entwickeln
[eigene Beobachtung]. AuBlerdem wurde gezeigt, dass sowohl die Entwicklung der Oncosphére
zum Metacestoden [125], als auch die asexuelle Proliferation des Metacestoden in den Zielorganen
[169, 144] stark von 16slichen Wachstumsfaktoren mit einem niedrigen Molekulargewicht abhéingt
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(unter 15 kDa), die von Sdugerhepatocyten sezerniert werden [169]. Diese Eigenschaft trifft unter
anderem auf Wachstumsfaktoren wie EGF und TGFa aus der Epidermal-Growth-Factor (EGF) -
Familie und TGFp, Activin und BMP (bone morphogenetic protein) aus der Transforming-Grow-
th-Factor (TGF) - Familie zu. Genau diese Faktoren, deren Expression auch bei in vitro
kultivierten Hepatocyten iiber RT-PCR nachgewiesen werden konnte [K. Brehm, pers. Mitteilung],
werden nach einer Schiadigung der Leber wihrend deren Regeneration vermehrt sezerniert und
zeigen einen deutlichen Einfluss auf das Leberwachstum [100].

Eine genaue Beschreibung der fiir das Wachstum und die Entwicklung des Fuchsbandwurmes rele-
vanten Wachstumsfaktoren gestaltet sich in einem heterologen Zellkultursystem, in dem Echino-
kokken gemeinsam mit Hepatocyten in kélberserumhaltinem Medium wachsen, schwierig. Zusitz-
lich war fiir den molekulargenetisch wenig charakterisierten Fuchsbandwurm nicht bekannt, ob
und welche der in Frage kommenden Signaltransduktionssysteme ortholog vorhanden sind.
Deshalb wurde in den letzten Jahren intensiv und erfolgreich nach Faktoren dieser Systeme ge-
sucht. So gelang neben der Isolation von zwei Echinokokken-spezifischen 16slichen Wachstums-
faktoren, einem EGF-Homologen das in Gegenwart von Hepatocyten verstdrkt exprimiert wird
[47] und einem BMP-Homologen das, entdeckt in einer cDNA-Bibliothek von E. granulosus
[103], auch in E. multilocularis nachgewiesen werden konnte, die Charakterisierung einer Reihe
von Rezeptoren und Proteinfaktoren, die an den unterschiedlichen Signaltransduktionswegen be-
teiligt und teilweise schon publiziert sind. Dazu gehort eine Reihe von Steroidhormon-assoziierte
Rezeptoren und einige assoziierte Cofaktoren, wie zum Beispiel EmSkip [119], die eine Rolle bei
der Beobachtung spielen konnten, dass Metacestodenvesikel in der in vitro Kultur nach Zugabe
von weiblichem Rinderserum besser wachsen als nach Zugabe von ménnlichem [Dirk Giinthel
pers. Mitteilung]. Weiterhin konnten vier verschiedene Serin/Threonin-Rezeptorkinasen der
TGFB-Familie [356] und aus deren intrazelluldrer Signalkaskade verschiedene SMAD-Proteine
[355] und ein Tak-Homolog identifiziert werden. Aus dem Bereich der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
ist fir E. multilocularis ein EGF-Rezeptor [295], sowie ein Insulin/IGF-Rezeptor beschrieben.
Dieser liefert einen ersten Hinweis zur Wirt-Parasit-Interaktion auf molekularer Ebene, da er in vi-
tro mit humanem Insulin reagiert [179]. In der Wachstumsfaktor-vermittelten Signaltransduktion
nimmt die MAP-Kinase-Kaskade eine zentrale Stellung ein, da iiber sie eine Vielzahl extrazelluli-
rer Signale zu den Zielfaktoren in der Zelle geleitet wird. Im Rahmen dieser Arbeit konnten die
wichtigsten Faktoren einer MAP-Kinase-Kaskade fiir E. multilocularis nachgewiesen werden: vier
kleine GTP-bindende Proteine [294, 297], ein Raf-Homolog [297], ein 14-3-3-Homolog, eine
MAP-Kinase-Kinase (MKK) und eine MAP-Kinase [298]. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Si-
gnaltransduktion iiber die Map-Kinase-Kaskade und des assoziierten EGF-Rezeptors bieten die
folgenden Kapitel.

In Bezug auf die Wirt-Parasit-Interaktion ergibt sich jetzt folgendes Bild: Fiir E. multilocularis
konnte nachgewiesen werden, dass er tatsdchlich Faktoren verschiedener Signaltransduktionswege
besitzt, fiir die in besser untersuchten Organismen die Reaktion auf kleine Signalmolekiile be-
schrieben ist. Ob und wie die gefundenen Faktoren an dem Wachstum und der Differenzierung des
Fuchsbandwurmes beteiligt sind, kann jetzt {iber molekularbiologische Methoden und in vitro
Kulturstudien bestimmt werden. Wir sind noch am Anfang, aber es geht voran.
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2.4 EGF - Signaling und MAP-Kinase-Kaskade

Die MAP-Kinase-Kaskaden (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase, MAPK) spielen eine ent-
scheidende Rolle in vielen Bereichen zelluldrer Funktionen und sind von der Hefe bis zum Sauge-
tier konserviert. Jede MAP-Kinase hat ihre eigenen Aktivatoren, Substrate und Inaktivatoren
[309]. Die Stimuli reichen von Wachstumsfaktoren und Zytokinen iiber Strahlung und Osmolaritét
bis zum Scherstress, der von Fliissigkeit verursacht wird, die iiber eine Zelle flieit [334]. Die intra-
zelluldare Signaltransduktion iiber MAP-Kinasen ist eines der urspriinglichen Signalsysteme
(MAPK-Kaskade), das eine Vielzahl fundamentaler zelluldrer Prozesse wie die Proliferation, die
Differenzierung, das Uberleben und die Apoptose der Zelle kontrolliert. In seiner einfachsten Zu-
sammensetzung besteht eine MAPK-Kaskade aus einem kleinen GTP-bindendem Protein (GTPa-
se) das upstream eines Dreikinasenmoduls wirkt, dessen Komponenten MKKK, MKK und MAPK
einen sequentiellen Aktivierungs-Signalweg aufbauen [334, 178]. Jede Komponenten-Familie hat
viele Mitglieder und bisher kdnnen 6 MAPK-Module, die strukturell verwandte Komponenten tei-
len, unterschieden werden [116]. Im Signalverlauf aktiviert eine GTPase in ihrer aktiven Form eine
MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MKKK), die eine MAP-Kinase-Kinase (MKK) aktiviert, welche
dann im Anschlufl eine MAP-Kinase (MAPK) aktiviert [178]. Die aktive MAP-Kinase kann dann
das Signal an eine Vielzahl moglicher Faktoren im Cytosol oder im Zellkern iibertragen [334,
178].

Die in Sédugern am besten beschriecbene MAPK-Kaskade ist der ERK1/2-Signalweg (ERK:
extracellular signal-regulated kinase), der iiber viele verschiedene extrazelluldre Signale aktiviert
werden kann und zur Phosphorylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren und anderer
Serin/Threonin-Kinasen fiihrt, die an der Differenzierung und Proliferation der Zelle, der Regulati-
on des Zell-Zyklus sowie am Uberleben der Zelle beteiligt sind [334, 67, 246, 283, 273]. Wie fiir
alle MAP-Kinasen beschrieben, ist auch ERK1/2 innerhalb der ERK-Kaskade in einem Dreikina-
sen-Modul organisiert. Die Vielzahl moglicher extrazelluldrer Signale, die am Ende zu einer Ak-
tivierung von ERK1/2 fiihren, ldsst sich durch die Zusammensetzung dieser Dreikinasen-Module
erkldren, die in Sdugern aus einem von acht verschiedenen MKKK (Raf-1, A-Raf, B-Raf, Mos,
MEKK1, MEKK2, MEKK3, Tpl-2), einem von zwei MKK (MEK1 oder MEK2) und ERK1 oder
ERK2 bestehen. Weitere Moglichkeiten ergeben sich zum Beispiel durch die Interaktion von
MKKK mit unterschiedlichen vorgeschalteten Faktoren [334].

Eine sehr gut charakterisierte Signaltransduktion, die von einem extrazelluldren Signal ausgeldst
zur Aktivierung von ERK1/2 fiihrt, ist fiir den Wachstumsfaktor EGF (Epidermal growth Factor)
beschrieben. Abb. 3 zeigt die wichtigsten Komponenten und Co-Faktoren, sowie deren Zu-
sammenspiel in der EGF-induzierten Signaltransduktion iiber ERK. Im ersten Schritt bindet EGF
an transmemrane EGF-Rezeptoren, die das Signal in die Zelle libertragen und dort {iber den Grb2-
SOS-Komplex Ras (GTPase) aktivieren. Aktives Ras aktiviert Raf (MKKK), das MEK (MKK) ak-
tiviert, das ERK (MAPK) aktiviert, welches das Signal dann an eine Reihe von Faktoren im Cyto-
sol und im Nucleus weiter geben kann [178]. Die fiir diese Arbeit wichtigen Faktoren der ERK-
Kaskade werden in den folgenden Kapiteln genauer beschrieben, wobei die Beschreibung der ein-
zelnen Faktoren der Reihenfolge ihres Auftretens in der ERK-Signalkaskade folgt: EGF, EGF-Re-
zeptor, GTPasen der Ras-Familie (Ras, Ral, Rap1, Rap2), Raf, 14-3-3, MKK und ERK. Eine Reihe
weiterer, mit der ERK-Kaskade von E. multilocularis assoziierte, Faktoren konnte in cDNA-Bi-
bliotheken gefunden werden, sind aber nicht Teil dieser Arbeit.

11



2 Einleitung

Kinasen
z.B. Src, PAK

EGF
extrazellular,

Abb. 3: EGF-Signaling und MAP-Kinase-Kaskade

Die Bindung des Epidermal-Growth-Faktors (EGF) fiihrt zur Dimerisierung von transmembran lokalisierten EGF-Rezeptoren und deren Autophos-
phorylierung (P) an Tyrosinresten. Diese Phosphotyrosine dienen als Andockstelle fiir Signalmolekiile wie Shc und dem Grb2-SOS-Komplex (Grb2:
growth-factor-receptor-binding protein 2, SOS: son of sevenless), welcher das kleine GTP-bindende Protein Ras aktiviert, indem der Austausch von
Guanosin-Diphosphat (GDP) zu Guanosin-Triphosphat (GTP) stimuliert wird. Dieser Austausch bewirkt eine Konformationsédnderung in Ras, das
jetzt an Raf-1 binden kann und dieses aus dem Cytosol an die Zellmembran rekrutiert wo die Aktivierung von Raf-1 stattfindet. Die Aktivierung von
Raf-1 ist ein Prozess, in den viele Schritte involviert sind, wie die Dephosphorylierung inhibitorischer Reste durch die Proteinphosphatase 2A
(PP2A) oder die Phosphorylierung aktivierender Reste durch PAK (p2177**2- activated kinase), Proteine der Src-Familie und andere bisher unbe-
kannte Kinasen. Aktiviertes Raf-1 phosphoryliert und aktiviert MEK (Map-Kinase-Kinase, MKK), das dann ERK (extracellular-signal-regulated-
kinase, MAPK) phosphoryliert und aktiviert. Das gesamte Drei-Kinasen-Modul, bestehend aus Raf-1, MEK und ERK ist an den als Geriist fun-
gierenden Proteinen KSR (kinase supressor of Ras) und MP1 (MEK partner 1, nicht gezeigt) lokalisiert. Das aktivierte ERK hat eine Vielzahl von
Substraten im Cytosol (z.B. Cytoskelett-Proteine, Phospholipase 2A und Signal-Proteine wie Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, Ostrogen-Rezeptoren,
SOS und andere), kann aber auch in den Zellkern eindringen und dort die Genexpression z. B. iiber die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren
wie z.B. Elk-1 kontrollieren [188, 263].

Die Regulation der MAP-Kinase-Kaskade: Fiir Sdugersysteme ist beschrieben, dass ein einziger
Rezeptor verschiedene MAPK-Kaskaden aktivieren kann, zusitzlich fiihrt die Aktivitdt einer
MAPK-Kaskade nicht zwingend zur Aktivierung einer anderen auch wenn einzelne Komponenten
in verschiedenen Kaskaden gefunden werden [334]. Die Vielfalt an moglichen Stimuli, MAPK-
Modulen und Zielfaktoren erfordert daher eine sehr feine Regulation der MAPK-Kaskaden, die die
Signale sehr genau und mit hoher Effizienz iibertragen miissen, um ihre zelluldren Aufgaben zu
erfiillen. Der Auf- und Abbau von Verbindungen zwischen den Proteinfaktoren der MAPK-Modu-
le wird in diesem Zusammenhang zunehmend als regulatorisches Motiv fiir die rdumliche und zeit-
liche Steuerung von MAPK-Signalwegen beobachtet [309]. Dabei wird die Spezifitit der Regulati-
on durch Protein-Interaktionen, die die beteiligten Faktoren untereinander oder mit weiteren regu-
latorischen Proteinen eingehen und tiber die Organisation von MAPK-Modulen iiber Anker- und
Gertistproteine (scaffolding) erreicht. Beim Scaffolding fithren die Gerlist-Proteine verschiedene
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Kinasen fiir die selektive Aktivierung und die Lokalisation von Signal-Komplexen zusammen oder
entfernen einzelne Komponenten [116]. Die geriistbildenden Proteine in der ERK-Kaskade sind
unter anderem KSR (kinase supressor of Ras) und MP1 (MEK partner 1). KSR bindet Raf, ERK
und vor allem MEK, wobei MEK aus einer gelosten Form in einen Komplex mit hohem Moleku-
largewicht tiberfiihrt wird [302]. Experimente mit KSR-defizienten Miusen deuten darauf hin, dass
KSR fiir die Signaliibertragung nicht essentiell ist, aber das Signal von Ras verstirkt [224]. Das
Gertistprotein MP1 verbindet MEK mit ERK, mit einer verstirkten Spezifitdit zu MEK1 und ERK1
und daraus resultierend einer bevorzugten Aktivierung von ERK1 [274]. Ein wichtiger Bestandteil
der Regulationsmechanismen sind die Protein-Interaktionen zwischen den beteiligten Molekiilen.
Ein Beispiel dafiir sind die negativen Riickkopplungs-Mechanismen durch ERK, das vorgeschalte-
te Faktoren regulieren kann, indem es die katalytische Aktivitéit der signalgebenden Rezeptor-Ty-
rosinkinase (EGF-Rezeptor), eines Adaptormolekiils (SOS), des MKKK (Raf-1) oder des MKK
(MEKT) reduziert [334].

2.5 EGF - Wachstumsfaktor

Epidermal-Growth-Factor-dhnliche (EGF) Proteine sind eine phylogenetisch alte Gruppe von
Mitogenen, die eine wichtige Rolle in den Zell-Zell-Kommunikationsmechanismen spielen, die die
Proliferation und die Entwicklung in vielzelligen Organismen steuern [215]. In Siugetieren kann
EGF in verschiedenen Konzentrationen in der Milch, der Speichelfliissigkeit, im Urin (9-100
ng/ml), dem Plasma (1 ng/ml) sowie den meisten anderen Korperfliissigkeiten nachgewiesen
werden. EGF wird in verschiedenen Organen, wie zum Beispiel dem Gehirn, den Nieren, der Spei-
cheldriise und dem Magen produziert. Die Produktion von EGF wird durch Testosteron stimuliert
und durch Ostrogene inhibiert [106].

Humanes EGF ist ein 53 AS langes globuldres Protein von 6.4 kDa, das 3 intramolekulare, fiir die
biologische Aktivitdt essentielle, Disulfidbriicken besitzt [143, 249]. Die hohe Identitit von durch-
schnittlich 70%, die humanes EGF mit EGF-Proteinen anderer Spezies auf Aminosdureebene auf-
weist, deutet darauf hin, dass EGF-Proteine evolutionir konserviert sind [106, 61]. Das humane
EGF wird als sehr groBes Prepro-Protein von 1207 AS synthetisiert, von dem der C-terminal lo-
kalisierte Faktor (Position 970-1023) nach einer proteolytischen Abspaltung freigegeben wird [23,
275]. Der EGF-Vorlaufer ist N-terminal glycosyliert und kann sich iiber eine hydrophobe Doméne
in der Plasmamembran verankern [275].

EGF-dhnliche Faktoren wirken auf die Zielzelle iiber die Bindung an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(RTKs) der EGF-Rezeptorfamilie, die an der Oberfliche der Zellen lokalisiert sind. Mitglieder
dieser Rezeptorenfamilie konnten iiber den gesamten evolutiondren Bereich in einer Vielzahl von
Organismen nachgewiesen werden [215].

2.6 EGF- Rezeptor

Membrandurchspannende Oberflichenrezeptoren der Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie haben eine
intrinsische Tyrosinkinaseaktivitét, die den Transfer des y-Phosphats von ATP auf die Tyrosin-Hy-
droxylgruppen von Zielproteinen katalysiert. Alle Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) haben eine teil-
weise glycosylierte extrazelluldre Ligandenbindungsdomine, die iiber eine einzelne transmem-
brane Helix mit dem cytoplasmatischen Teil verbunden ist. Im cytoplasmatischen Teil liegt eine
konservierte Protein-Tyrosinkinase-Doméne und regulatorische Regionen, die autophosphoryliert
oder von anderen Kinasen phosphoryliert werden kdnnen [278]. Beinahe alle RTKs liegen an der
Zellmembran als Monomere vor. Die Bindung eines Liganden fiihrt zur Dimerisierung und an-
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schlieBenden Autophosphorylierung von Tyrosinresten [157, 321]. Rezeptor-Tyrosinkinasen sind
an Schliisselprozessen der Zelle, wie Wachstum und Metabolismus, maBigeblich beteiligt [280].

Die zuerst entdeckte RTK war der EGF-Rezeptor v-ERB eines Vogel-Retrovirus [86], iiber dessen
Untersuchung viele Prinzipien der RTK-Funktionen etabliert wurden [279]. Der homologe humane
170 kDa groB3e EGF-Rezeptor ErbB1 (auch HER1) ist der am besten erforschte EGF-Rezeptor und
bildet mit drei weiteren, nah verwandten Rezeptoren eine RTK-Unterfamilie, zu der der ErbB2
(auch HER2 und neu), ErbB3 (auch HER3, charakterisiert durch eine beeintrichtigte Kinasedo-
mine) und ErbB4 (auch HER4) gehdren [363]. Aktivierende Mutationen sowie die Uberexpression
von HERI und seinen Verwandten konnen eine Rezeptordimerisierung imitieren und werden mit
verschiedenen Krebserkrankungen, wie Brustkrebs, dem Plattenepithelkarzinom und dem Glio-
blastom (bdsartiger Hirntumor) in Verbindung gebracht [28]. EGF-Rezeptoren sind hoch konser-
viert und werden von den meisten, wenn nicht gar allen Metazoen exprimiert. Beschrieben sind sie
unter anderem fiir Chordaten [157, 321], Insekten [175, 62], Nematoden [131, 84] und Trematoden
[253]. Dabei zeigen sich zwischen den verschiedenen Spezies hohe Homologien der intrazelluldren
Tyrosin-Kinasedoméne, aber nur geringe Homologien der extrazelluldren, cysteinreichen Domine
[277].

An die extrazelluldre Ligandenbindungsdoméne, konnen EGF und TGFa binden, die als monome-
re, wachstumsregulierende Hormone wirken. Die Bindung eines Liganden fiihrt zur Dimerisierung
zweier EGF-Rezeptoren und zu einer Konformationsianderung der Rezeptoren [277, 130]. Dadurch
wird die intrazelluldre Tyrosin-Kinasedomine aktiviert, die 7 der mindestens 9 phosphorylierbaren
Tyrosinreste in der cytoplasmatischen Doméne autophosphoryliert [187]. Die Tyrosin-Autophos-
phorylierungsstellen des EGF-Rezeptors (wie auch anderer RTKs) dienen zur Erkennung und dem
Autbau von Signalkomplexen, da sie als Bindungsstellen fiir SH2- (Src homology 2) und PTB-Do-
ménen (phosphotyrosin binding domain) dienen [278].

In der EGF-vermittelten Aktivierung von ERK1/2 ist eines dieser Signalmolekiile Grb2 (growth
factor receptor bound protein 2), ein im Cytosol der Zelle lokalisierter Adapter, der eine zentrale
SH2-Doméne besitzt, die von zwei SH3-Doménen (Src homology 3) flankiert wird [189]. Grb2
bindet entweder direkt oder durch die Mithilfe von Shc, einem weiteren SH2-Adapter [245] an den
aktivierten EGF-Rezeptor iiber das phosphorylierte Tyrosin an Position 1068, das eine Bindungs-
stelle fiir die SH2-Doméne von Grb2 [265] bildet. Durch die Rekrutierung von Grb2 aus dem Cy-
tosol an die Plasmamembran gelangt auch das iiber die SH3-Dominen an Grb2 gebundene SOS
(son of sevenless) dort hin [189, 265]. SOS ist ein GEF (guanin exchange factor) der die Ab-
spaltung von GDP und die Bindung von GTP an Ras beschleunigt und dadurch diese membrange-
bundene GTPase in ihre aktive Form tiberfiihrt [189]. Das aktive GTP-Ras gibt dann das Signal an
die ERK1/2-Kaskade weiter.

Uber die phosphorylierten Tyrosine kénnen aber auch cytoplasmatische Transkriptionsfaktoren,
wie STATSs (signal transducers and activators of transcription) direkt an RTKs binden. Im Gegen-
satz zu den mitogenen Ras/ERK-Signalen haben diese aber vermutlich eine antimitogene Rolle bei
der Kontrolle der Proliferation [135].
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2.7 GTPasen der Ras-Familie (Ras, Rap1, Rap2, Ral)

Kleine GTP-bindende Proteine (GTPasen) sind monomerische G-Proteine mit einem Molekularge-
wicht von 20 — 40 kDa, die sowohl eine GDP/GTP-Bindungsaktivitét als auch eine GTPaseaktivi-
tit besitzen. Die bisher iiber 100, in Eukaryonten von der Hefe bis zum Menschen, identifizierten
kleinen GTP-bindenden Proteine bilden eine Superfamilie, deren Mitglieder strukturell in die fiinf
Familien, Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf und Ran, unterteilt werden. Die in dieser Arbeit beschriebenen
kleinen GTP-bindenden Proteine EmRas, EmRal, EmRapl und EmRap2 gehoren zu der Ras-Fa-
milie, deren Mitglieder vor allem an der Regulation der Genexpression beteiligt sind. Sie haben
Anteil an der Regulation der Zellproliferation, Differenzierung, Morphologie und Apoptose.
Kleine GTP-bindende Proteine konnen in allen Eukaryonten nachgewiesen werden, am weit ver-
breitetsten jedoch in Sdugerzellen, wo sie in verschiedenen Expressionsstirken und manchmal
auch gewebespezifisch exprimiert werden [307].

Zwischen allen kleinen GTP-bindenden Proteinen gibt es 5 hoch konservierte Aminosduresemo-
tive: die Region I (G1), eine ATP/GTP-Bindungsdoméne mit der Konsensus-sequenz GXXXXGK
(X steht fiir alle AS), die die a- und B-Phosphate von GTP oder GDP bindet, die Effektordoméne
(G2 oder switch I), die ihre Konformation nach der GTP-Bindung dndert und substratspezifisch ist,
die Region II (G3 oder switch II), mit der Sequenz DXXG, in der das y-Phosphat und das kataly-
tisch Mg*"-Ion bindet, die Region III (G4) mit der Sequenz NKXD in der der Guanin-Ring bindet
und die Region IV (G5) mit der Sequenz EXSAX, die die GTP/GDP-Bindung stabilisiert [42,
307]. Zusitzlich haben viele kleine GTP-bindende Proteine, z.B. die der Ras Familie, an ihrem C-
Terminus Sequenzen, die posttranslational mit Lipiden wie Farnesyl oder Geranylgeranyl modifi-
ziert werden und eine Verankerung in der Zellmembran ermoglichen [63, 123, 198, 306, 357]. Je-
des kleine GTP-bindende Protein ist an einer bestimmten Membran lokalisiert, Ras-Proteine zum
Beispiel auf der cytosolischen Seite der Plasmamembran [141].

Kleine GTP-bindende Proteine wirken als molekulare Schalter und kommen in einer inaktiven
GDP-gebundenen und einer aktiven GTP-gebundenen Form vor [41, 139, 306]. Ein upstream-Si-
gnal flihrt zur Abtrennung von GDP aus der inaktiven Form. Die folgende Bindung von GTP be-
wirkt eine Konformationsdnderung in der Region Il sowie der Effektor-Bindungsdoméne (switch
I), die jetzt mit einem downstream-Effektor interagieren kann. Diese Interaktion bewirkt eine Ver-
dnderung des downstream-Effektors und ist damit ausschlaggebend fiir die Weiterleitung des Si-
gnals. Uber eine intrinsische GTPase-Aktivitit wird die aktive GTP-gebundene Form wieder in die
inaktive GDP-gebundene Form tiberfiihrt, von der sich dann der gebundene Effektor 16st. Auf
diese Art und Weise geben die kleinen GTP-bindenden Proteine, einem molekulare Schalter
gleich, ein upstream-Signal an einen downstream-Effektor weiter [307]. Reguliert wird diese Si-
gnaliibertragung durch eine Reihe weiterer Faktoren:

Die Reaktion, in der GDP gegen GTP getauscht wird, verlduft sehr langsam und wird daher vom
GEP (GDP/GTP Exchange Protein) stimuliert, dessen Aktivitit wiederum von einem upstream-Si-
gnal abhingt [31, 56, 327].

Die GTPase-Aktivitdt zwischen den verschiedenen kleinen GTP-bindenden Proteinen unter-
scheidet sich, ist aber relativ langsam und wird daher von GAPs (GTPase Activating Protein) sti-
muliert [31, 114, 316].

Bei einigen kleinen GTP-bindenden Proteinen (Rho, Rab aber nicht die der Ras-Familie) existieren
GDIs (GDP Dissociation Inhibitor), die die Abtrennung von GDP aus der inaktiven GDP-
bindenden Form verhindern [307].

15



2 Einleitung

271 RAS

Ras ist das erste beschriebene kleine GTP-bindende Protein und wurde als transformierendes On-
cogen (C-Ras) in murinen Sarcomaviren entdeckt. In Sdugetieren konnten die drei nah verwandten
21 kDa grof3en Orthologen Harvey-Ras (H-Ras), Kirsten-Ras (K-Ras) und Neuroblastoma-Ras (N-
Ras) isoliert werden [286]. Aktivierende Mutationen dieser Ras-Isoformen, ausgeldst durch eine
beeintrachtigte GTPase-Funktion und eine Stabilisierung im GTP-gebundenen Zustand, werden bei
anndhernd einem Drittel aller menschlichen Krebserkrankungen gefunden [283]. Ras Proteine sind
an der Cytoplasmamembran lokalisiert und an der Regulation der Zell-Proliferation, Zell-Diffe-
renzierung, Zell-Morphologie und der Apoptose beteiligt [307]. Die Aktivitdt von Ras wird dabei
von GEPs und GAPs reguliert und durch eine Vielzahl an extrazelluldren Signalen, die iiber Re-
zeptor-Tyrosinkinasen sensiert werden, induziert [10, 20, 37, 204, 264, 325, 343]. Im Verlauf der
EGF-induzierten ERK-Kaskade interagiert SOS (GEP), das den Austausch von gebundenem GDP
zu GTP stimuliert, mit membrangebundenem Ras [18], das mit einer hohen Affinitit als Adapter
fiir Raf-Kinasen wirkt. Diese werden durch Ras an die Zellmembran gefiihrt und dort aktiviert
[165].

2.7.2 RAP1/2

Rap-GTPasen haben eine Gréfle von 20 - 25 kDa und bilden innerhalb Ras-Familie eine Unterfa-
milie, die mehreren Vertreter zéhlt, wovon Rapl am besten charakterisiert ist. Die Datenlage fiir
Rap?2 ist dagegen noch sehr diinn [307, 38, 232].

Rap1: Rapl spielt eine zentrale Rolle in zellbiologischen Prozessen, da es Signale, die innerhalb
biologischer Membranen generiert werden, mit intrazelluldren Effektoren verkniipft. Beteiligt ist
Rapl zum Beispiel bei der Aktivierung von Integrinen und an der Regulation der ERK-Kaskade
[232, 89]. Von Rapl existieren die zwei Isoformen RaplA und RaplB, die sich in wenigen AS-
Resten voneinander unterscheiden [307]. Die Effektor-Bindungsdoménen (switch I, G2) von Rapl
und Ras sind hoch homolog und fithren dazu, dass beide die gleichen Effektor-Proteine, wie Raf-1,
B-Raf, RalGDS (ein Ral-spezifisches GEP) und AF-6, binden konnen [38]. Wie bei allen GTPasen
der Ras-Familie fiihrt eine Vielzahl von Stimuli zur Aktivierung von Rapl, die von GEPs und
GAPs reguliert wird [232, 38]. Ein wichtiger Unterschied zu Ras ist die Lokalisation von Rapl,
das nicht nur an der Cytoplasmamembran [115, 232] sondern auch an Membranen des Golgi-Ap-
parats [38, 60], lysosomalen Vesikeln [38], perinukledren Strukturen [191] und dem Perisom [60,
352, 338] lokalisiert sein kann. Dieses weite Spektrum an Lokalisationsmdglichkeiten erklért auch,
warum Rapl an der Aktivierung von ERK inhibierend oder aktivierend beteiligt sein kann [232].
Rapl konkurriert mit Ras um die Bindung an Raf-1, geleitet dieses jedoch an Membrandoménen,
in der die fiir die vollstdndige Aktivierung von Raf-1 nétigen Co-Faktoren nicht vorhanden sind.
Durch diesen antagonistischen Effekt wirkt Rapl, im Fall der EGF-vermittelten Aktivierung von
ERK, inhibierend [38, 60, 59]. Verschiedene Signale, wie zum Beispiel Dopamin, fithren zu einer
cAMP-vermittelten Aktivierung von RAPI1, das dann iiber eine Interaktion mit B-Raf zur Ak-
tivierung von ERK fiihrt. Diese Regulation von ERK durch Rap1 {iber B-Raf ist Zelltyp-spezifisch,
da B-Raf nicht in allen Zellen exprimiert wird [232].

Rap2: Das im Gegensatz zu Rapl bisher wenig untersuchte Rap2 ist zu 60% identisch mit
Raplund an der Zell-Entwicklung [69], der Zell-Migration [206], der Regulation des Aktin-Cy-
toskellets [305], der Regulation von Rho [221], dem JNK-Signalweg [360, 197] und der ERK-Si-
gnalkaskade [184, 233] beteiligt, die genauen Funktionen sind jedoch weitgehend ungeklart. Wie
Rapl ist Rap2 sowohl an der Cytoplasmamembran als auch an intrazelluliren Membran-
komponenten lokalisiert und kann Raf-1 binden, wodurch die Ras-vermittelte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Elk1 inhibiert wird [231]. Im Gegensatz zu anderen GTPasen der Ras-Fa-
milie liegt Rap2 in Zellen (in vitro Studien an adhédrenten 293T-Zellen) zu iiber 50% in der GTP
gebundenen Form vor. Bekannt sind verschiedene GEPs und GAPs, die Rap2 regulieren [184,
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233]. Einige davon sind nicht nur Rap2-spezifisch sondern regulieren auch Rapl. Wihrend die
GEPs, die den Austausch von GDP in GTP stimulieren, bei Rapl und Rap2 die gleiche Aktivitit
zeigen, unterscheidet sich die GTPase-Aktivierung durch gemeinsam verwendeten GAPs deutlich
zwischen Rapl und Rap2. Die Folge ist, dass Rap2 wesentlich ldnger am Effektor gebunden bleibt
als Rapl und in Signalwegen, in die beide GTPasen involviert sind, zu einer verlangsamten Signal-
tibertragung fiihrt [233, 231].

2.7.3 RAL

Die Ral-Unterfamilie besteht aus RalA und RalB. Ral-Proteine werden wie Ras iiber GEPs und
GAPs reguliert und in Antwort auf verschiedene mitogene Regulationskaskaden, wie zum Beispiel
iiber den EGF- und den Insulin-Signalweg, aktiviert [36, 307 25, 90]. In der EGF-vermittelten Si-
gnaltransduktion liegt Ral downstream von Ras und wird dabei durch die Ral-spezifischen GEPs
Rgl, RIf und GDS stimuliert, die direkt mit aktivem Ras interagieren [151, 174, 293, 261, 337].
Neben seiner Rolle als downstream-Effektor von Ras kann Ral auch Ras-unabhingig aktiviert
werden, wie zum Beispiel tiber Kalzium-Signalwege [74]. Die genaue Funktion der Ral-Proteine in
der eukaryontischen Zelle ist weitgehend unbekannt, zuletzt konnten sie jedoch mit der Kontrolle
der Zellproliferation und der Ras vermittelten onkogenen Zelltransformation in Verbindung ge-
bracht werden [261, 337, 307, 240, 68]. Weiterhin konnten mehrere Effektoren identifiziert
werden, die an der Koordination des Vesikelverkehrs in der Zelle oder an der Organisation des Cy-
toskellets beteiligt sind. RLIP76, ein CDC42/Rac-GAP und Sec5, eine Untereinheit des sec6/8-
Exocysten-Komplexes sind die am besten charakterisierten, aber auch RalBP1, ein weiteres CD-
C42/Rac-GAP, Phospholipase D und Filamin sind als Effektoren fiir Ral beschrieben [218, 228,
307].

2.8 Raf (MKKK)

Raf (MKKK): Wie Ras wurde die MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MKKK) Raf (v-Raf) zuerst in
Form eines retroviralen mutationsauslosenden Faktors entdeckt [254]. Sdugetiere besitzen drei
Raf-Proteine mit einer Grofe zwischen 70 und 100 kDa: das in allen Geweben exprimierte und am
besten studierte Raf-1, das weniger gut untersuchte A-Raf mit hohen Expressionsstirken in Mus-
kel- und Urogenitalgewebe [186] und B-Raf, das in verschiedenen Isoformen auftritt und stark in
fotalem Hirn und adultem GroBhirn exprimiert wird [19]. Zusitzlich zu ihrer unterschiedlichen
zellspezifischen Expression variieren auch die Phinotypen von Raf-knock-out Miusen. Miuse
ohne A-Raf liberleben die Geburt mit Missbildungen im Darm- und Nervengewebe [251], ohne B-
Raf sterben sie an Gefdldefekten wihrend der Schwangerschaft [336] und durch verschiedene
Entwicklungsdefekte sterben auch Raf-1-defiziente Miuse, schon in der Gebarmutter [211]. Diese
Ergebnisse deuten darauf, dass Raf-1 eine allgemeine Rolle in der Bildung von Gewebe spielt
wihrend A-Raf und B-Raf spezialisierte Aufgaben erfiillen [334, 178]. Zusitzlich wurde vorge-
schlagen, dass B-Raf das primére Ziel fiir oncogene Ras-Isoformen ist [202] und es konnte gezeigt
werden, dass aktivierende Mutationen von B-Raf, die alle innerhalb der Kinasedoméine liegen und
am hdufigsten durch einen Austausch von Val®”’ in Glu zustande kommen, in 66% aller Mali-
gnome vorkommen [79]. In der EGF-vermittelten Signaliibertragung sind die Raf-Proteine an der
ersten Stelle des Dreikinasen-Moduls lokalisiert und geben ihr Signal iiber MKK (MEK) an
ERK1/2 weiter. Die ERK-Aktivierung kann dabei von Raf-1 und B-Raf ausgehen. Beide Kinasen
werden unterschiedlich reguliert, daher kann die gleichzeitige Aktivitit beider Kinasen zu einer
verstarkten ERK-Aktivierung fithren [334, 178]. Ein wichtiges Molekiil ist in diesem Zusammen-
hang cAMP, das die ERK-Kaskade tiber PKA, das Raf-1 inhibiert, inhibieren oder iiber den Weg
Rap-1/B-Raf aktivieren kann [326, 80].

Raf-Proteine besitzen eine C-terminale Ser/Thr-Proteinkinasedoméne, die die Phosphorylierung
von Hydroxylgruppen an spezifischen Serin- und Threonin-Resten katalysiert [205]. Die Substrate
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von Raf sind dualspezifische Serin/Threonin-Kinasen (MKKs bzw. MEKSs), die {iber zwei seperate
Bindungsstellen an Raf-1 binden [334, 95, 339]. Im N-terminalen Bereich von Raf sind die Ras-
Bindungs-Domine (RBD) und die Cystein-reiche Domédne (CRD) lokalisiert [334, 178]. Dort
binden kleine GTP-bindende Proteine, wie zum Beispiel Ras, und fiihren zur Aktivierung von Raf
[53, 154]. Wihrend die RBD fiir die Translokation von Raf aus dem Cytosol an die Zellmembran
wichtig ist, ist die CRD essentiell fiir die Raf-Aktivierung [153, 196, 268]. Die Aktivierung und
Regulation von Raf ist ein komplexer Vorgang, in dem verschiedene Proteininteraktionen die in-
trazelluldre Lokalisation und das Phosphorylierungsmuster von Raf beeinflussen. Am besten be-
schrieben ist in diesem Zusammenhang Raf-1.

Raf-1: Im Cytosol wird Raf-1 von Akt-Isoformen an Serin S*° und S®' phosphoryliert, wodurch
14-3-3-Dimere binden konnen, die die inaktive Form von Raf-1 stabilisieren [361]. Im ersten
Schritt der Aktivierung bindet GTP-Ras iiber dessen Effektordomine an der Ras-Bindungs-Do-
mine (RBD) und der cysteinreichen Doméne (CRD) von Raf-1 und fiihrt zur Translokation an die
Cytoplasmamembran [108]. Dort wird das inaktivierende Serin S*° dephosphoryliert, das nach der
Bindung von GTP-Ras an Raf-1 fiir die ebenfalls an der Cytoplasmamembran lokalisierten
Serin/Threonin-Phosphatasen PP1 und PP2A zuginglich ist. Diese Dephosphorylierung ist einer
der ersten und essentiellen Phosphorylierungswechsel von Raf-1 wihrend der Aktivierung und
fiihrt zur Freisetztung eines Armes des 14-3-3-Dimers, das jetzt mit weiteren Faktoren, wie zum
Beispiel KSR, interagieren kann und zur Bildung eines Dreikinasen-Moduls fiihrt [178]. Die Ak-
tivierung von Raf-1 erfolgt liber die vier Ras-induzierbaren, aktivierenden Phosphorylierungs-
stellen: Ser**®, Tyr**!, Thr*”' und Ser***. Mutationen an diesen Stellen durch Aminosiuren, die Phos-
phorylierungen nachahmen, fiihren zu einer Ras-unabhdngigen konstitutiven Aktivitdt [71]. Ver-
schiedene Ras-Isoformen aktivieren dabei Raf-1 unterschiedlich stark und spezifisch. K-Ras, zum
Beispiel, rekrutiert Raf-1 wesentlich effizienter an die Plasmamembran und aktiviert dieses dort
auch deutlich starker als H-Ras [345]. Fiir Rap1 ist beschrieben, dass es an Raf-1 binden, dieses je-
doch nicht aktivieren kann [307].

Die Kinaseaktivitidt von Raf-1 wird an der Cytoplasmamembran durch die Serinphosphorylierung
an den Resten S* und S*” {iber die Protein-Kinase C reguliert [334]. Weiterhin kann Raf-1 von
ERK1/2 und Protein-Kinase A phosphoryliert und inhibiert werden. Die ERK-Phosphorylierung ist
dabei eine klassische Feedback-Inhibition die den Umfang der Aktivitit des Signalpathways be-
grenzt [334]. Fiir MEK1, den downstream-Effektor von Raf-1, konnte gezeigt werden, dass er die
Aktivitdt von Raf-1 steigern kann. Das Signal, das im ERK-Signalweg iibertragen wird, wird bei
Ankunft an MKK verstirkt und negativ durch ERK1/2 reguliert, wenn ERK aktiviert wird. Diese
Art der doppelten Regulation kdnnte wichtig sein, um die Dauer und die Stirke der ERK-Antwort
(auf das Signal) zu bestimmen [334]. Eine weitere Regulationsmdglichkeit erfolgt iber RKIP (Raf
Kinase Inhibitor Protein), das sowohl an Raf-1 als auch MEK binden kann und eine Signaliiber-
tragung von Raf auf MEK unterbindet [178].

B-Raf: Im Unterschied zu Raf-1 wird B-Raf hauptsidchlich durch die Bindung von kleinen GTP-
bindenden Proteinen reguliert. Fiir die Aktivierung ist dabei die Bindung von GTP-Ras oder GTP-
Rapl, sowohl in vivo als auch in vitro, ausreichend [235, 236]. Das ist moglich, weil B-Raf im
Gegensatz zu Raf-1 keine weiteren Kinasesignale fiir die Aktivierung bendétigt. Wichtige Reste, die
fiir die Aktivierung von Raf-1 phosphoryliert werden miissen, sind bei B-Raf durch phosphomime-
tische Reste ersetzt (Raf-1: Tyr**' in Raf-B Asp**®) oder konstitutiv phosphoryliert (Raf-1: Ser*,
Raf-B: Ser**) [205].
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2.9 14-3-3-Proteine

Proteine der 14-3-3-Familie werden in allen eukaryontischen Zellen in groBen Mengen exprimiert
und sind eine evolutiondr hochkonservierte Proteinfamilie, die an der Regulation des Zellzyklus,
der Proliferation, der Differenzierung und der Apoptose beteiligt sind [112, 105, 5, 94, 146, 200,
260]. Sie wirken als Dimere, die eine Tasche Bilden, in die zwei groBe Molekiile gleichzeitig
passen [193] und interagieren mit einer Vielzahl von Signalproteinen, wodurch deren Funktion
moduliert werden kann. In vielen Fillen inaktiviert 14-3-3 dabei das Zielprotein durch den Wech-
sel der subzelluldren Lokalisation oder des Proteinverbands [346]. 14-3-3-Proteine binden an Mo-
tive die héufig Phosphoserine und Phosphothreonine enthalten [220, 344] und wurden zuerst als
Interaktoren von Raf-1 iiber Y2H entdeckt [107, 111], an das sie liber dessen phosphorylierte
Serine S* sowie S®! binden. Diese Bindung, in der 14-3-3 sowohl die aktive als auch die inaktive
Form von Raf-1 stabilisieren kann [178], kann durch Mutationen von Ser’”, Cys'® und Cys'®
verhindert werden [200].

Die genaue Aufgabe der 14-3-3-Proteine ist noch nicht geklért, zum Beispiel ergaben verschiedene
Untersuchungen, dass die Bindung von 14-3-3 an Raf-1 auf die Raf-1-Kinaseaktivitét verstirkend,
unterdriickend oder ohne Effekt sein kann [96, 107, 161, 209]. Ein Modell beschreibt die Beteili-
gung von 14-3-3 wihrend der Aktivierung von Raf-1. In ruhenden Zellen wird dabei inaktives Raf-
1 im Cytosol iiber die Phospho-Serine S*** und S®*' von 14-3-3-Dimeren gebunden. Wéhrend der
Aktivierung von Raf-1 verdringt Ras-GTP das 14-3-3-Dimer von der RBD und der CRD und fiihrt
zu einer Translokation des Komplexes an die Zellmembran. Zusétzlich wird die Bindung von 14-3-
3 an das Serin S** destabilisiert. An der Zellmembran kann dann die Protein-Phosphatase 2A an
das S* gelangen und die Phosphatgruppe entfernen, wobei ein Arm des 14-3-3-Dimers frei wird
und mit weiteren Faktoren interagieren und dadurch den Aktivierungsprozess unterstiitzen kann.
Einer dieser Faktoren kann das geriistbildende KSR sein, fiir das eine Interaktion mit 14-3-3 nach-
gewiesen ist. KSR bindet ERK1/2 und MEK1/2 konstitutiv, Raf-1 jedoch nur an der Zellmembran,
wo Raf-1 mit 14-3-3 assoziiert vorliegt. In diesem Fall ist 14-3-3 ein Geriistprotein fiir ein Ge-
ristprotein und da 14-3-3 nur an phosphoryliertes Substrat bindet, kann 14-3-3 ein zusétzliches re-
gulatorisches Element im Geriistkomplex sein oder dessen Vielseitigkeit verstirken, indem es zum
Beispiel das Umschalten zwischen verschiedenen alternativen MEK-Aktivatoren vermittelt [178].

2.10 MEK (MKK):

Humanes MEK1 und MEK2, sind in einem Dreikinasenmodul organisiert und werden durch phos-
phoryliertes Raf aktiviert [358]. Interessanterweise konnten bisher keine natiirlichen oncogenen
MEK-Proteine gefunden werden, obwohl konstitutiv aktive Formen Fibroblasten transformieren
konnen, die Tumore in Nacktmdusen auslosen [199]. An Méusen durchgefiihrte knock-out Muta-
tionen von mekl fiihen schon in der Gebarmutter zu deren Tod, wobei die mutierten Embryonen
durch eine gestorte plazentale Gefdlneubildung sterben, was darauf hin deutet, dass MEKs eine
Rolle in der Angiogenese spielt [122]. MEK1 und MEK2 sind etwa 45 kDa grof3 und auf Amino-
sdureebene zu etwa 80 % identisch. Es ist wahrscheinlich, da3 beide Formen unterschiedliche Auf-
gaben erfiillen. Dafiir sprechen die Versuche mit MEK1-defizienten Mausen und die Konser-
vierung beider Faktoren in allen Eukaryonten. Beide MEKs werden in Sdugerzellen ubiquitdr in
mikromolaren Mengen exprimiert, obwohl einige gewebespezifische Varianten bekannt sind [52].

MKXKSs sind dualspezifische Threonin/Tyrosin-Kinasen, die das Threonin (T) und das Tyrosin (Y)
in einem TXY-Motiv von MAP-Kinasen phosphorylieren [334]. MAP-Kinasen besitzen eine Do-
maéane (common docking domain) iiber die die Bindung mit Interaktionspartnern erfolgt. Anndhernd
alle Proteine die mit MAP-Kinasen interagieren haben ein Motiv (MAPK docking site), das eine
Bindung an diese Domine erlaubt [308, 310, 178]. Fiir MKKs ist die N-terminale Konsensusse-
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quenz K/R XXX L/V X L beschrieben, iiber die die Bindung an MAP-Kinasen erfolgt [91, 152,
347, 349, 308].

Aktiviert werden MEK1 und MEK2 durch verschiedene Raf-Kinasen [95, 334]. Im Cytoplasma
bindet dabei inaktives MEK an ERK. Dieser Komplex geht anschlieend eine Bindung mit Raf
ein, das dann MEK aktiviert. Das aktive MEK phosphoryliert ERK, das erst nach dem Ablosen
von MEK aktiv ist [334]. In der EGF-vermittelten Aktivierung der ERK-Kaskade aktivieren Raf-1,
B-Raf und A-Raf MEK1 und MEK?2 durch die Phosphorylierung der zwei Serinreste in deren ak-
tivem Zentrum an Position 217 und 221 [8, 334]. Wird nur ein Serinrest phosphoryliert, zeigen die
MEKs eine verminderte Aktivitit und wenn die Serinreste durch saure Aminosduren ersetzt
werden, erhoht sich die Grundaktivitit [199]. Wéhrend die Raf-Isoformen Enzyme sind, die nur in
geringer Menge vorkommen, erlaubt die hohe Konzentration von MEKSs eine Verstirkung des Si-
gnals [157]. Die verschiedenen Raf-Isoformen aktivieren MEK1 und MEK2 unterschiedlich: A-
Raf aktiviert nur sehr schwach, B-Raf aktiviert bevorzugt MEK1 und Raf-1 aktiviert beide MEKs
effizient [178]. Eine stark erhohte Aktivierung erfolgt, wenn an Raf-1 das regulative Serin** phos-
phoryliert ist [339]. Positiv oder negativ reguliert wird MEK {iber zwei Phosphorylierungsstellen,
die auBerhalb des aktiven Zentrums liegen. Die erste, an Serin*®, wird von PAK1 phosphoryliert
und konnte MEK auf die Aktivierung durch Raf-1 vorbereiten [75]. Auf der anderen Seite fiihrt in
vivo die Phosphorylierung durch eine unbekannte Kinase, an dem in allen MKKs konservierten
Serin*? zu einem starken Nachlassen der Aktivitit [124]. Eine weitere Regulationsmoglichkeit er-
folgt iiber RKIP (Raf Kinase Inhibitor Protein), das sowohl an MEK als auch an Raf binden kann
und eine Signaliibertragung von Raf auf MEK unterbindet [178].

2.11 ERK (MAPK):

Extrazellular-Signal-Regulated-Kinases (ERK), die ihre Bezeichnung aufgrund der Vielzahl an
extrazelluldren Signalen iiber die sie stimuliert werden konnen erhalten haben, bilden eine Familie
der MAP-Kinasen von der in Séugersystemen bisher die 8 Mitglieder ERK1 - ERKS beschrieben
sind. Daraus bilden die am besten charakterisierten MAP-Kinasen, ERK1 und ERK2 (auch MAP-
K3 oder MAPK1 genannt) eine Unterfamilie [334, 39, 67, 246, 283, 30]. Beschrieben sind sie als
44 kDa (ERKI1) bzw. 42 kDa (ERK2) groBBe Serin/Threonin-Kinasen, die in Siugetieren eine Se-
quenzhomologie von 90% haben [39, 40] und in den meisten Geweben exprimiert werden, wobei
die Expressionsstirke von ERK2 im allgemeinen stirker ist. Knock-out-Studien an Méusen haben
gezeigt, dass der Verlust des einen ERK wenigstens teilweise durch das andere kompensiert
werden kann [242]. Isoliert und kloniert wurden sie zuerst als Kinasen, die in Antwort auf eine In-
sulin- und NGF-Stimulation aktiviert wurden [39, 40]. Spiter konnten dann viele weitere Stimuli
identifiziert werden, die iiber Rezeptor-Tyrosin-Kinasen oder andere upstream liegende Signal-
proteine zur Aktivierung von ERK1/2 fithren [334]. Ein Beispiel ist der Wachstumsfaktor EGF, der
wie Insulin oder NGF von einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase an der Zelloberfliche sensiert wird. Das
Signal wird dann {iber einen Ras-abhidngigen Signalweg an ERK weiter geleitet, das gemeinsam
mit MEK und Raf iiber die geriistbildenden Faktoren KSR und MP1 in einem Dreikinasen-Modul
organisiert ist [334]. Das aktivierte ERK reguliert, auf Wachstumsfaktoren reagierende, Zielprote-
ine im Cytosol und kann auch in den Nucleolus wandern wo es eine Vielzahl von genexpressions-
regulierenden Transkriptionsfaktoren phosphoryliert [334]. Obwohl ERK eine zentrale Rolle beim
Wachstum und der Differenzierung der Zelle einnimmt, sind interessanterweise weder konstitutiv
aktive Punktmutationen beschrieben noch aktivierende in vivo Mutatationen bekannt [58, 334].

Die Voraussetzung fiir die Aktivitdit von MAP-Kinasen, wozu auch ERK1/2 gehdren, ist die Phos-
phorylierung des Threonins (T) und des Tyrosins (Y) im TXY-Motiv des Activation-Loops ihrer
Serin/Threonin-Kinasedoméne [266, 4]. Beide ERKs werden durch eine duale Threonin- und Ty-
rosinphosphorylierung durch MAP-Kinase-Kinasen (MEK) aktiviert, bei ERK1 an Thr**/Tyr**
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und bei ERK2 an Thr'®/Tyr'". Im Gegensatz zu MEK benétigt ERK fiir eine signifikante Ak-
tivierung die Phosphorylierung beider Reste, wobei zuerst das Tyrosin und dann das Threonin
phosphoryliert wird [334, 4, 104]. Fiir die Aktivierung bindet im Cytosol zunéchst inaktives MEK
an inaktives ERK und bildet gemeinsam mit Raf einen Komplex. Nach der Aktivierung von MEK
durch Raf wird ERK phosphoryliert und nach der Dissotiation von MEK aktiv. Die Aktivitit von
ERK hilt solange an, bis es dephosphoryliert wird [334]. Die Dephosphorylierung von ERK er-
folgt liber, nur fiir MAP-Kinasen beschriebene, dualspezifische Phosphatasen (DSPs), die beide
Reste dephosphorylieren und die MAPK-Signaltransduktionskaskade regulieren. In Sdugerzellen
sind mindestens 9 DSPs, die auch MAPK-Phosphatasen (MKPs) genannt werden identifiziert
worden [57]. Dass mehrere dieser DSPs (MKP3, MKP4, PACI1, PP2A, HEPTP) mit der Dephos-
phorylierung und damit der Inaktivierung von ERK assoziiert sind [351, 359] deutet darauf hin,
dass die Dauer und der Umfang der ERK-Aktivierung iiber eine fein abgestimmte Aktivitidt von
MEK und dieser Phosphatasen kontrolliert wird. MAP-Kinasen sind prolingerichtete Proteinkina-
sen, die Serin- oder Threoninreste phosphorylieren, die neben Prolinresten liegen. Fiir ERK1/2 ist
die generelle Konsensussequenz Pro-X-Ser/Thr-Pro beschrieben [11]. Die Substrate fiir aktives
ERK sind vielféltig und finden sich sowohl im Cytosol als auch im Nucleolus.

Ziele im Cytosol sind zum einen Proteine die am ERK-Signalweg beteiligt sind und iiber die,
durch deren Phosphorylierung, eine negative Riickkopplungsregulation erreicht wird: EGF-Rezep-
tor, SOS, MEK und MKP [330, 227, 51, 334]. Weiterhin wird iiber die Phophorylierung von
MNKI1 (MAP kinase interacting kinase) der eukaryontische Initiationsfaktor 4E (elF-4E) aktiviert,
der dann die Translationseffizienz steigert [329, 176]. Durch die Phosphorylierung von RSKs (90
kDa ribosomal protein S6 kinases), die eine Hauptaufgabe in der Regulation der Transkription
durch die Phosphorylierung des proto-Oncogens c-fos, von SRF (serum response factor) und von
CREB (cyclic AMP response protein) einnehmen, wird von ERK indirekt die Transkription regu-
liert [66, 78, 118, 65, 342, 73].

Im Nucleolus ist ERK entscheidend fiir die von Wachstumsfaktoren induzierte Genexpression und
die DNA-Replikation [54]. Dabei kann ERK eine Vielzahl von Zielproteinen phosphorylieren, wie
Transkriptionsfaktoren, mit RSK-Kinasen verwandte Faktoren und MSKs (mitogen- and stress ac-
tivated protein kinases) [81]. MSKs wiederum aktivieren die AP-1-Komponente ATF1, phospho-
rylieren Histon H3 und HMG-14, das die schnelle Induktion der ersten Gene nach einer mitogenen
Stimulation unterstiitzt [134, 335, 292]. Wichtige, iiber ERK aktivierte Transkriptionsfaktoren sind
c-Myec, ein kurzlebiger Transkriptionsfaktor, der in vielen Bereichen der Wachstumskontrolle in-
volviert ist sowie verschiedene TCFs (ternary complex factors), wie Elk-1, Sap-1 und Sap-2 [201,
121, 250, 134]. Neben der weiter oben beschriebenen Aktivierung von MNKs nimmt ERK auch
iiber die Phosphorylierung von BRF1 Einfluss auf die Proteinsynthese. BRF1 ist eine Untereinheit
des RNA-Polymerase-(pol)-IlI-spezifischen Transkriptionsfaktors TFIIIB, dessen Aktivierung die
Translationseffizienz durch die Induktion der tRNA- und 5S-RNA-Synthese steigert [245]. Nach
der Deaktivierung von ERK durch dualspezifische Phosphatasen wandert ERK wieder ins Cyto-
plasma [334].

In ihrer nativen Form bilden Map-Kinasen eine globuldre Struktur ohne eine eindeutige, fiir die
Protein-Protein-Interaktionen spezifische, Domédne im Umfeld ihres aktiven Zentrums [309]. Sol-
che Doménen, wie zum Beispiel (SH)2, SH3, PDZ, u.a. [243, 244, 160], sind gekennzeichnet
durch geladene Aminosduren und bestimmen die Spezifitit und Effizienz der eingegangenen
Bindung mit den Interaktionspartnern. Fiir MAP-Kinasen konnte jedoch mit der Andockfurche
(docking groove) eine Dominen-Struktur beschrieben werden, die diese Voraussetzungen erfiillt.
Im Gegensatz zu den oben erwidhnten Beispielen liegt diese auf der gegeniiberliegenden Seite des
Molekiils, weit auBBerhalb des aktiven Zentrums. Die Bindungen, die iiber die Andockfurche ge-
bildet werden, unterscheiden sich von den transienten Enzym-Substrat-Interaktionen durch das ak-
tive Zentrum der Enzyme und werden Andock-Interaktionen (docking interactions) genannt [308].
Die Andockfurche wird bei MAP-Kinasen aus der CD- und der ED-Doméne, sowie umliegenden
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AS-Resten gebildet. Beide Doménen wurden iiber Studien am ERK2 der Ratte und humanem p38
beschrieben. Die gut charakterisierte CD-Domine (common docking domain) folgt im C-Terminus
der MAP-Kinasen direkt auf die Kinase-Domine und besteht aus 2-3 negativ geladenen Amino-
sduren deren Sequenz zwischen den verschiedenen MAP-Kinasen variiert [309, 308]. Fiir ERK1
und ERK2 der Ratte wurde die Sequenz DXXD beschrieben. Beinahe alle Proteine die mit MAP-
Kinasen interagieren, besitzen ein konserviertes Motiv, das aus positiv geladenen Aminosiuren be-
steht, die von hydrophoben Resten umgeben sind (MAP-Kinase docking site). Da daraus
resultierend sehr viele Faktoren mit der CD-Doméne interagieren konnen, ist diese fiir die Bindung
der Faktoren von Bedeutung, jedoch nicht fiir die Spezifitit der Bindung [309]. Die Spezifitit wird
durch die ED-Doméne erzielt, die in der linearen AS-Sequenz innerhalb der Kinasedoméne liegt,
im dreidimensional gefalteten Protein jedoch gemeinsam mit der CD-Doméne auf der gegeniiber-
liegenden Seite des aktiven Zentrums der Kinase die Andockfurche bildet. Die ED-Doméne ist bis-
her wenig beschrieben. Fiir Ratten-ERK?2 konnte jedoch gezeigt werden, dass es nach einem Aus-
tausch der ERK2-spezifischen Reste TT in die p38-spezifischen Reste ED in der Lage war, einen
p38-spezifischen Faktor (3pk) zu binden [308].

Die Regulation der Signaliibertragung erfolgt iiber zwei Mechanismen: den Interaktionen wiahrend
des Andockens (docking interactions) und der Bildung von Proteinkomplexen iiber geriistbildende
Faktoren (scaffolding). Wéhrend die docking-Interaktion iiber die CD-Doméine (common docking
domain) der MAP-Kinase erreicht wird, wird beim Scaffolding gewohnlich ein drittes Molekiil
genutzt um verschiedene Komponenten der MAP-Kinase-Kaskade aneinander zu binden. Die ge-
meinsame Verwendung beider Mechanismen ermdglicht die Regulation der enzymatischen Spezi-
fitdt und Effizienz und schlieBt auch die Beobachtungen mit ein, dass sehr viele verschiedene Si-
gnale zu einer Aktivierung von ERK1/2 fithren kdnnen und aktives ERK1/2 eine Vielzahl an Sub-
straten phosphorylieren kann [309].

2.12 Ziele dieser Arbeit

Da parasitdre Helminthen, wie der Fuchsbandwurm, in direktem Kontakt mit dem endokrinen Sys-
tem des Wirts leben und die Faktoren dieser Systeme evolutiondr konserviert sind, wurde die
Theorie aufgestellt, dass Wirt und Parasit unter Verwendung dieser Systeme miteinander kom-
munizieren konnen. Fir E. multilocularis waren cDNA-Sequenzen eines EGF-Rezeptor-, Insulin-
Rezeptor- und TGFB-Rezeptor-Homologs identifiziert, die fiir eine solche Kreuz-Kommunikation
in Frage kommen konnten.

Da in Sdugersystemen die inrazelluldre Signaliibertragung sowohl beim Insulin-Rezeptor als auch
beim EGF-Rezeptor iiber eine ERK/MAP-Kinase-Kaskade erfolgt, sollten in dieser Arbeit
Komponenten einer ERK-Kaskade fiir E. multilocularis identifiziert, charakterisiert und
funktionell analysiert werden. Da fiir diese Signalsysteme in Sdugern eine entscheidende Beteili-
gung an Entwicklungsprozessen beschrieben ist, bietet die Charakterisierung dieser Faktoren in F.
multilocularis neue Ansitze fiir Chemotherapeutika.

Zusétzlich sollten Methoden etabliert werden, liber die ein Einflul von Wirtszytokinen, Chemo-
therapeutika oder Inhibitoren auf den Parasiten gemessen werden kann.
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3.1 EmER

EmER ist ein 174,5 kDa grofles EGF-Rezeptor-Homolog aus E. multilocularis, das als single-
copy-Gen vorliegt. Die mRNA von EmER ist in den zwei Larvenstadien Metacestode und Pro-
toscolex nachweisbar und wird im Protoscolex etwa 10x stirker exprimiert als im Metacestoden.
Mit EmER wurde das erste EGF-Rezeptor-Homolog eines Cestoden beschrieben.

Die Charakterisierung des EGF-Rezeptor-Homologs EmER wurde gemeinsam mit A. Kroner
durchgefiihrt, die im Rahmen ihrer medizinischen Dissertation die Sequenzierung der cDNA sowie
des genomischen Locus von emer libernahm und die erhaltenen Daten analysierte. Auf Grund der
hoch konservierten Doménenstruktur und der Anwesenheit funktionell relevanter Aminosdurereste
konnte EmER eindeutig als ein EGF-Rezeptor-Ortholog humaner EGF-Rezeptoren eingeordnet
werden (Abb. 123 und 124, Seite 179 ff.). Eine ausfiihrliche Diskussion der Sequenzanalysen
findet sich A. Kroners Promotionsschrift [183].

Die fiir die Charakterisierung von EmER angewandten Methoden und die verwendeten Oligo-
nucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNA und der dar-
aus abgeleiteten Aminosduresequenz finden sich in Kapitel 5.14.

3.1.1 emer - molekularbiologische Charakterisierung des chromosomalen
Locus

In dieser Arbeit wurde mittels Southern-Blot-Analysen wurde iiberpriift, ob emer Teil einer
Multigen-Familie ist. Mit einer Sonde, die gegen Teile der Tyrosinkinase-Doméne gerichtet war,
konnten auf mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdauter chromosomaler DNA von E. multi-
locularis, multiple Hybridisierungsbanden detektiert werden. Diese Banden ergaben sich vermut-
lich aus Kreuzhybridisierungen der Sonde mit anderen Tyrosinkinase codierenden Genen des Para-
siten.

kb Abb. 4:emer - Southern
Hybridisierungen.
12 - Chromosomale DNA von E.
10 - multilocularis wurde mit 8 ver-
schiedenen Restrik-tionsenzymen
8- verdaut, in einem 0.8 % Aga-
rosegel aufgetrennt und auf eine
5- Nylon-Membran transferiert. Die
Membran wurde dann mit einer
Sonde gegen emer untersucht. Der
3 - Blot wurde 48 h auf einen Ront-
genfilm gelegt. Links ist der Gro-
Benmarker angegeben.
1-

Bgll HindIll  Nsil Pst Pvull  Spel thlllI Xmnl

Daher wurde eine neue Sonde hergestellt (chromosomaler Locus, Exons 1 - 4, bp 1 - 880), die teil-
weise in der extrazelluldren Ligandenbindungsstelle hybridisiert. Die Ligandenbindungsstelle
wurde gewihlt weil diese Region in der Genfamilie, die die verschiedenen EGF-Rezeptoren in
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Saugetieren codiert, hoch konserviert ist. Die Sonde wurde aus chromosomaler DNA mit den Oli-
gonucleotiden EGR5'4 und EGR-Tup1 amplifiziert (chrDNA, bp 1 — 880), umfasst die Exons 1 — 4
und sollte multiple Hybridisierungsbanden produzieren wenn emer Teil einer Genfamilie ist. Dafiir
wurde chromosomale E. multilocularis DNA mit den folgenden Restriktionsenzymen verdaut:
Nsil, Pstl, Spel (Schnittstellen im Intron 4), HindIII, Pvull, TthIII1, Xmnl (Schnittstellen im Intron
5) und Bgll (Schnittstelle im Intron 6). Wie in Abb. 4 zu sehen ist, wurde von der Sonde in jedem
der acht verschiedenen Verdaue nach der Hybridisierung nur ein einziges Fragment erkannt, was
darauf hin deutet dass emer im Fuchsbandwurm als single-copy Gen vorliegt. Das stimmt mit der
Situation in anderen Organismen iiberein. Wéhrend Saugetiere verschiedene Paraloge des EGF-
Rezeptors exprimieren, haben Nicht-Vertebraten gewdhnlich nur ein Ortholog, wie es schon fiir D.
melanogaster und C. elegans gezeigt wurde [215].

3.1.2 emer - Echinokokkenspezifitat

Da die urspriingliche emer-cDNA aus in Labortieren kultiviertem Parasitenmaterial isoliert wurde,
bestand die Moglichkeit, dass das Gen nicht von E. multilocularis stammt sondern ein bisher unbe-
kanntes Sdugetier EGF-Rezeptor-Homolog ist. Um die genaue Herkunft zu bestimmen wurde
chromosomale DNA aus der Leber eines nicht infizierten Gerbils und aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln isoliert und iiber genspezifische PCRs getestet (Abb. 5). Dabei ergaben die
Primer Tub12-UP und Tub12-ST, die gegen ein von uns identifiziertes f-tubulin des Gerbils [46]
gerichtet sind, nur ein starkes Signal auf chromosomale DNA des Gerbils und keines auf die chro-
mosomale DNA von Echinokokken. Zwei verschiedene Primerkombinationen, die den intrazellula-
ren (ER-dw7 x ER-3') bzw. den extrazelluldren Teil (ER5'4 X ER-Tupl) von emer erkennen, fiih-
ren dagegen nur bei Echinokokken-DNA zu positiven Signalen. Diese Daten zeigen das emer ein
Echinokokken-Faktor ist.

Abb. 5: Nachweis der Echinokokkenspezifitit von emer {liber
PCR.

Chromosomale DNA aus der Leber eines uninfizierten Gerbils
(Spuren 1-3) und aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln
von E. multilocularis (Spuren 4-6) wurde als Template fiir eine
PCR eingesetzt. Verschiedene Primer wurden fiir das wirtsspezi-
fische f-tubulin (Spuren 1 und 4), die Ligandenbindungsdoméne
von emer (Spuren 2 und 5) und die Tyrosin-Kinase-Doméne von
emer (Spuren 3 und 6) verwendet. Die PCR-Produkte wurden in
einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
gefarbt. Der GroBenmarker ist rechts in kb angegeben.

3.1.3 emer - Expression in verschiedenen Larvenstadien

Um zu iiberpriifen, ob emer wihrend der Infektion des Wirts exprimiert wird, wurden Northern-
Blot- Experimente durchgefiihrt. Dafilir wurde aus Larvenmaterial des Isolates H95, das nach einer
Kultivierung in Rennméusen die zwei Entwicklungstadien Metacestode und Protoscolex enthielt,
RNA isoliert. Fiir die Hybridisierung wurden zwei verschiedene Sonden aus cDNA amplifiziert,
wobei die eine in der Ligandenbindungs-Doméne und die andere in der Tyrosinkinase-Domaéne
bindet. Abb. 6 zeigt fiir beide Sonden nach der Hybridisierung eine einzelne Bande bei 5.2 kb, was
auf eine Expression von emer wihrend des Wachstums und der Entwicklung der E. multilocularis
Larve im Zwischenwirt hinweist.
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53 kb - '

- | Abb. 6: Expression von emer in verschiedenen Larvenstadien:
’ Northern-Blot.

Gesamt-RNA wurde aus E. multilocularis-Larven (in Rennméusen unter Laborbe-
dingungen in vivo kultiviert) isoliert, in einem 1% Agarosegel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulose-Membran iibertragen und mit einer [**P]-markierten DNA-Sonde unter
hoch-stringenten Bedingungen markiert. Die Sonden waren gegen Regionen im 5'-
und 3'-Bereich der emer-RNA gerichtet. Die Expositionszeit betrug 48 Std. Die Frag-
mentgroBe ist links in kb angegeben.

5 3

Fiir den Nachweis einer moglichen stadienspezifischen Expression von emer in verschiedenen Lar-
venstadien wurden RT-PCR-Experimente durchgefiihrt. Als Template wurde RNA verwendet, die
entweder aus in vitro kultiviertem Metacestodenmaterial, das frei von Brutkapseln war, oder aus
manuell gepickten Protoscolices, die frei von Metacestodenmaterial waren, isoliert wurde. Wie in
Abb. 215 zu sehen ist ergeben Primer, die gegen das konstitutiv exprimierte elp [47] gerichtet sind,
in beiden Priparationen Fragmente mit vergleichbarer Intensitit. Nimmt man Primer gegen die 3'-
und 5'-Region der emer cDNA erhilt man Banden der erwarteten Grofe fiir beide Larvenstadien,
jedoch ein signifikant starkeres in der Protoscolexpréparation. Um diesen stadienspezifischen Ex-
pressionsunterschied von emer zu verifizieren, wurden kompetetive PCRs gemacht. Wie aus
Abb. 8 und Abb. 9A zu sehen ist, sind 10 mal mehr emer-Transkripte in den Protoscolex-mRNAs
als in den mRNA-Fraktionen des Metacestodenstadiums.

Abb. 7: Expression von emer in
verschiedenen Larvenstadien: RT-
PCR

Gesamt-RNA wurde aus in vitro kultivierten
Metacestoden-Vesikeln (Spuren 1, 3 und 5)
und in vitro kultivierten Protoscolices
(Spuren 2, 4 und 6) isoliert. Die RT-PCR
wurde dann fiir das in E. multilocularis kon-
stitutiv exprimierte Gen elp (Spuren 1 + 2)
sowie fiir die Tyrosin-Kinase-Doméne
(Spuren 3 + 4) und die Ligandenbindungs-
doméne (Spuren 5 + 6) durchgefiihrt. Die
PCR-Produkte wurden in einem 1.5% Aga-
rosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
gefarbt. Der Grofenmarker ist links angege-
ben.

M 1 2 3 4 5 6

Da wir schon zeigen konnten, dass in Metacestodenvesikeln in Gegenwart von Wirtszellen die Ex-
pression von egfd, das fiir ein Echinococcus EGF Homolog codiert, hochreguliert wird [47], waren
wir interessiert, ob das auch fiir emer der Fall ist. Dafiir wurden Metacestodenvesikel in vitro mit
und ohne Wirtshepatozyten kultiviert und iiber kompetetive PCR analysiert. Wie in Abb 9B zu se-
hen ist, konnte nur die deutliche Hochregulierung von egfd reproduziert werden. Fiir die Expressi-
on von emer konnte unter diesen Bedingungen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abb. 8: Expression von emer in verschiedenen Larvenstadien: kompetetive PCR
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Beispielsergebnisse der kompetetiven PCR. Mit cDNA-Préparationen aus Metacestode (M) und Protoscolex (P) wurden kompetetive PCRs fiir das
konstitutiv exprimierte elp [47] und fiir emer gemacht. Die Fragmente wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.
Gezeigt ist eine Serie fortlaufender 1 zu 3 Verdiinnungen der Kompetitormolekiile. Die Pfeile (V) zeigen an, bei welcher Verdiinnung die Molaritit
zwischen Kompetitor (komp.) und der cDNA gleich ist. Die Anzahl an Kompetitormolekiilen pro Verdiinnung war: 1x107 (1), 3x10° (2), 1x10° (3),

4x10° (4), 1x10° (5), 4x10° (6), 1x10* (7) und 4x10° (8).

01 —

relative Expression
relative Expression

0,001 — 0,001 —

elp elp Pro-  emer emer elp
Meta  to Meta Proto Meta

elp Pro-
to

emer
Meta

emer
Proto

egfd
Meta

egfd
Proto

A) Larvenstadien

B) Kultivierungsbedingungen

Abb. 9: kompetetive PCR

A) Schematische Darstellung der Ergebnisse der kompe-
tetiven PCRs fiir die elp- und emer-Expression in den
zwei Larvenstadien Metacestode (grauer Balken) und
Protoscolex (schwarzer Balken), wobei hier die relative
Expression gezeigt ist (Die Werte von elp wurden auf 1
gesetzt). Fiir jedes Gen wurde eine Folge von 10-fach, 5-
fach und 3-fach-Verdiinnungen des Kompetitors einge-
setzt und drei verschiedene cDNA-Priparationen getestet.
Die Standardabweichung ist tiber den Balken eingezeich-
net. B) Schematische Darstellung der Ergebnisse der
kompetetiven PCRs fiir die elp-, egfd- und emer-Ex-
pression in Metacestodenvesikeln, die in Anwesenheit
(grauer Balken) oder Abwesenheit (schwarzer Balken)
von Hepatocyten kultiviert wurden (Die Werte von elp
wurden auf 1 gesetzt). Fiir jedes Gen wurde eine Folge
von 10-fach, 5-fach und 3-fach-Verdiinnungen des Kom-
petitors eingesetzt und drei verschiedene cDNA-Pripara-
tionen getestet. Die Standardabweichung ist iiber den
Balken eingezeichnet.
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3.2 EmRas

EmRas ist eine 21 kDa groBe farnesylierte GTPase aus E. multilocularis, die mit tiber 70%
identischen Aminosédureresten eine sehr hohe Homologie zu Ras-Proteinen aus Sdugern hat und die
in rekombinant exprimierter Form GTP binden kann. EmRas kann funktionell Ras2 in Hefen
ersetzen, interagiert in Yeast-Two-Hybrid-Experimenten mit EmRaf, wird in den zwei Larven-
stadien Metacestode und Protoscolex exprimiert und kann mit kommerziellen Antikdrpern sowohl
als rekombinant sowie als nativ exprimiertes Protein im Western-Blot sowie als natives Protein in
Echinokokken-Gefrierschnitten nachgewiesen werden.

Die fiir die Charakterisierung von EmRas angewandten Methoden und die verwendeten Oligo-
nucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNA und der dar-
aus abgeleiteten Aminosduresequenz finden sich in Kapitel 5.21.

3.2.1 emras - cDNA und genomischer Locus

Die emras-cDNA wurde iiber eine degenerative PCR und eine anschlieende 3'- sowie 5'-RACE
aus einer cDNA-Bank des Larvenstadiums von E. multilocularis isoliert. Es konnten keine Hin-
weise erlangt werden, dass EmRas iiber trans-gespleisste Transkripte exprimiert wird. Die cDNA
ist 632 bp lang und enthélt ein einziges offenes Leseraster das fiir das kleine GTP-bindende Protein
EmRas (184 AS, 21 kDa) codiert (Abb. 10). Ein Aminosédure-Sequenzvergleich zeigte, dass Em-
Ras bis auf den, unter den einzelnen Ras-GTPasen heterologen C-Terminus, iiber die gesamte
Liange hohe Homologien zu Ras-GTPasen verschiedenen phylogenetischen Ursprungs besitzt
(Abb. 11). Die mit 80% hochste Homologie besteht zu einer in S. mansoni beschriebenen Ras-GT-
Pase [171, 237, 282], wiahrend EmRas mit Ras-Homologen von Nematoden, Insekten und Sauge-
tieren zwischen 74% und 78% iibereinstimmt (Abb. 11).

Intron 1 (37 bp):¥ GTAATA. . .GCTTAG
ATAATAGGGTACCATTGTACTAAACAAAATGCCTGAGTACAAACTCGTTGTTGTCGGAGCTGGTGGAGTCGGARAGAGTGCGCTGACGATCCAGCTTATC 100
M PE Y KLVVVGAG GGV GEGEKSATLTTIGO QTLTI 24
G-1 (GTP-Bindung)

Intron 2 (39 bp):W cTanca. . .aancac W Intron 3 (35bp): GTGAGT. . . TTGCAG
CAGAATCATTTTGTAGATGAGTACGACCCAACGATTGAGGATTCCTATAGGAAGCAAGTAAATATTGATGGGGAGACTTGCATGCTTGATATTCTGGATA 200
Q NHF VDE|YD@PTTIETDSTYREKT OV VNTIDTGETT CMIELDTIL D 57

G-2 (Effektordomine) G-3
Intron 4 (43 bp):W GTATGT. . . TTTCAG
CGGCTGGTCAAGAAGAGTACAGCGCCATGCGTGACCAATATATGCGAACTGGCGAGGGCTTTCTCTGTGTATTIGCTGTTAATAACGCCAAAAGCTTTGA 300
T A G Q EE Y SAMRDTGOQTYMBRTGETGTFTLTCTVTFA ATYVNTNA ATEKTSTFE 0l

AGACATTAGTCAATACCGCGAACAGATTAAACGGGTCAAAGACGCAGATGAGGTGCCCATGGTTTTAATTGGGAACAAGGTAGACCTTGCAGTCAGATCA 400

D I S Q YREJ QTII K RVYVI KDA ADETVU?PMUVILTIGNTI KU VDTLA ATVTR S 124
G-4
GTCGATTCTACAAAGGCTGAGGCCGTTGCTAAGGCGTACAACATTCCCTACATTGAAACATCTGCTAAAACCCGTCAAGGTGTTGAGGACGCATTTTTCA 500
v D s T K A EA YV A KA AYNIUP Y I ETSAIKTURIOQGV EDA ATFF 157
G-5
CTCTTGTTCGAGARATCCGCARATTTAAGGAAAGGGGAAACGAGAAGAAAAAGCGCGGCAAGAGGARATGCCATCTGCTGTAGTGTGGGTGCGATTACAT 600
T L VR ETIRI KT FIE KEU RGNTETZ KU K KRG GI KR RIEKCHTLTL . 184
Prenylierung
TGACAAACTGTGCCACGGTGGAGTGACAGACA 632

Abb. 10: cDNA-Sequenz, abgeleitete Aminosduresequenz und Struktur des genomischen Locus von emras.

Gezeigt ist die gesamte cDNA-Sequenz (oben) von emras und die davon abgeleitete Aminosduresequenz des EmRas-Proteins (unten, fett). Ein Punkt
am Ende der Aminosduresequenz markiert das Stop-Codon. Die Positionen der bisher bekannten Introns des genomischen Locus sind mit Pfeilen
markiert. Fiir jedes Intron ist die Grofe sowie die Sequenz des 5'-Donors und des 3'-Akzeptors angegeben. Die Regionen G1 — G5, die von
funktioneller Wichtigkeit fiir Ras-dhnliche GTPasen sind, sind ebenso grau unterlegt wie das Bindungsmotiv fiir die Prenylierung am 3'-Terminus.
Start- und Stop-Codon sind unterstrichen.

Mit Primern aus der cDNA-Sequenz und chromosomaler Echinokokken-DNA als Template konn-
ten im 5'-Bereich 676 bp des chromosomalen Locus von emras bestimmt werden. Die auf cDNA-
Ebene bis zu bp 492 bestétigte chromosomale Sequenz enthilt 4 kleine Introns mit Langen von 35
bis 43 bp, die alle an ihren SpleiBdonor- und Spleilakzeptorstellen die kanonischen Dinucleotid-
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Sequenzen GT und AG enthalten (Abb. 10). Ab Basenpaar 492 wurden keine Amplifikationspro-
dukte erhalten, was dafiir spricht, dass in diesem Bereich sehr grof3e Introns zu erwarten sind.

Zwischen allen kleinen GTP-bindenden Proteinen gibt es 5 funktionell wichtige, hoch konservierte
Sequenzabschnitte, die Region I (G1), eine ATP/GTP-Bindungsdoméne mit der Konsensus-se-
quenz GXXXXGK (X steht fiir alle AS), die die a- und B-Phosphate von GTP oder GDP bindet,
die Effektordoméne (G2), die ihre Konformation nach der GTP-Bindung éndert und substratspezi-
fisch ist, also keine Konsensussequenz aufweist, die Region II (G3) oder switch II, mit der Se-
quenz DXXG, in der das y-Phosphat und das katalytisch Mg**-Ion bindet, die Region III (G4) mit
der Sequenz NKXD in der der Guanin-Ring bindet und die Region IV (G5) mit der Sequenz EX-
SAX, die die GTP/GDP-Bindung stabilisiert [42, 307]. Wie in den Abbildungen 10 und 11 zu se-
hen ist, sind alle diese Motive auch in EmRas an den vergleichbaren Positionen vorhanden.

IR [~ G2 »]] [<-_c3 -]
EmRas MP------- EYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVNIDGETCMLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAVNNAKSFEDI 93
SmRas MT------- EYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVEEYDPTIEDSYRKQMVIDGEICLLDILDTAGQEEY SAMRDQYMRTGEGFLCVFAVNNSKSYDDI 93
DmRasl MT------- EYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLLVFAVNSAKSFEDI 93
CeLT60 MT------- EYKLVVVGDGGVGKSALTIQLIQNHFVEEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLLVFAVNEAKSFENV 93
HsRasH MT------- EYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDI 93
HsRasK MT------- EYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEY SAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDI 93
HsRasN MT------- EYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNSKSFADI 93
ScRas?2 MPLNKSNIREYKLVVVGGGGVGKSALTIQLTQSHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDDEVSILDILDTAGQEEYSAMREQYMRNGEGFLLVYSINNSKSLDEL 100
[< G4 > [<c5 >l v
EmRas SQYREQIKRVKDADEVPMVLIGNKVDLAV-RSVDSTKAEAVAKAYNIPYIETSAKTRQGVEDAFFTLVREIRKFKERGNEKKKRGK-——--—-— RKCHLL 184
SmRas NQYREQIKRVKDADEVPMVLVGNKVDLTN-RSVCTEEAKSLAHSYNIPYVETSAKTRQGVEDAFHKLVREIRKSKEKKGKDRKKRK-—--—--- RKCCIQ 184
DmRasl GTYREQIKRVKDAEEVPMVLVGNKCDLAS-WNVNNEQAREVAKQYGIPYIETSAKTRMGVDDAFYTLVREIRKDKDNKGRRGRKMNKP-NRRFKCKML 189
CeLT60 ANYREQIRRVKDSDDVPMVLVGNKCDLSS-RSVDFRTVSETAKGYGIPNVDTSAKTRMGVDEAFYTLVREIRKHRERHDN-~-—--- NKP-QKKKKCQIM 184
HsRasH HQYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCDLAA-RTVESRQAQDLARSYGIPYIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQHKLRKLNPPDESGPGCMSCK-CVLS 189

HsRasK HHYREQIKRVKDSEDVPMVLVGNKCDLPS-RTVDTKQAEDLARSYGIPFIETSAKTROQRVEDAFYTLVREIRQYRLKKI-SKEEKTPGCVKIKKCIIM 189
HsRasN NLYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCDLPT-RTVDTKQAHELAKSYGIPFIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQYRMKKLNSSDDGTQGCMGLP-CVVM 189
ScRas2 MTYYQQOILRVKDTDYVPIVVVGNKSDLENEKQVSYQDGLNMAKQLNAPFLETSAKQAINVEEAFYTLARLVRDE-129-GGNTSAISKSGSGGCCIIS 209

Homologie zu EmRas

EmRas ——=——=
SmRas 80 %
DmRas1 78 %
CeLT60 74 %
HsRasH 79 %
HsRasK 75 %
HsRasN 77 %
ScRas2 54 %

Abb. 11: EmRas — Sequenzhomologien.

Abgebildet ist ein Vergleich von EmRas mit Ras-GTPasen aus Séugetier, Insekt, Trematode, Nematode und Hefe. Die angegebenen Sequenzen be-
ziehen sich auf S. mansoni (SmRas; GenBank Accesion No. U53177), Rasl von D. melanogaster (DmRasl; AF186648), Let-60 von C. elegans
(CeLT60; M55535), den humanen Isoformen H-Ras (HsRasH; Q14080), K-Ras (HsRasK; PO1116) und N-Ras (HsRasN; X02751) sowie Ras2p von
S. cerevisiae (ScRas2; X52411). Aminosduren, die mit der Konsensussequenz aller 8 Proteine iibereinstimmen sind grau unterlegt. Mit weiflen Pfei-
len auf schwarzem Grund sind die katalytisch wichtigen Regionen G1 — G5 markiert. Ein schwarzes Dreieck (¥) markiert das bei allen Ras-GPAsen
konservierte Cystein, das farnesyliert wird. Die Homologien zwischen EmRas und den anderen Ras-Proteinen ist am Ende der Sequenz in Prozent
angegeben.

* kk *kk  k*k Abb. 12: EmRas - Sequenzhomologien in
EmRas TIQLIQONHFVDEYDPTIEDSYRKQ | der Effektordoméne.
HsRas H,M,L,K TIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQ Gezeigt ist ein Alignment verschiedener Ras-, Ral- und
’ ’ ’

Rap-Proteine von E. multilocularis (Em), H. sapiens

DmRasl1 TIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQ (Hs) und D. melanogaster (Dm). Reste, die mit der Em-
EmRal TLYFMYDEFVKDYEPTRADSYRKK Ras-Sequenz iibereinstimmen sind grau unterlegt. Reste,

die fiir GTPasen der Ras-Unterfamilie spezifisch sind,

HsRalA ;, Ra 1B TLQFMYDEFVEDYEPTKADSYRKK sind mit einem * markiert.

HsRapla/1lb TVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQ
HsRapZa TVQFVIGTFIEKYDPTIEDFYRKE
HsRapZb TVQFVTGTFIEKYDPTIEDSYRKQ
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Kleine GTP-bindende Proteine der Ras-, Rho/Rac/Cdc42- und Rab-Familien haben spezifische C-
Termini, die posttranslationell mit Lipiden wie Farnesyl oder Geranylgeranyl modifiziert werden
[261, 307]. EmRas hat am C-Terminus ein kanonisches Prenyl-Bindungsmotiv (C'"**HLL) und da-
vor einen charakteristischen Abschnitt aus verschiedenen basischen Aminosduren (K'*? KKRGKR)
(Abb. 10 und 11). Bis auf die fehlende aliphatische Aminosdure an Position H'** entspricht das
Prenylbindungsmotiv von EmRas dem von humanem Rapl [307]. Die switch I -Region (G2), in
der die Effektor-Domaine liegt, die im Fall von Ras fiir die Interaktion mit nachfolgenden Effekto-
ren wie z.B. Raf wichtig ist, kann zur Unterscheidung der einzelnen Unterfamilien der kleinen
GTP-bindenden Proteine genutzt werden [205, 178]. Wie in Abb. 12 zu sehen ist, sind in EmRas 7
AS-Reste, die fiir Mitglieder der Ras-Unterfamilie charakteristisch sind, identisch mit den ver-
gleichbaren AS-Resten homologer Ras-GTPasen von Sidugetieren und Insekten.

3.2.2 emras - Echinokokkenspezifitat

Da die cDNA-Bibliothek, iiber die emras isoliert wurde, aus Parasitenmaterial stammte das in Lab-
ortieren (M. unguiculatus) kultiviert wurde, musste ausgeschlossen werden, dass emras eine bisher
unidentifizierte GTPase des Wirts ist. Dafiir wurden auf die chromosomale DNA von axenisch in
vitro kultivierten Metacestoden-Vesikeln des Parasiten E. multilocularis und auf die chromosoma-
le DNA, die aus der Leber eines uninfizierten Laborwirts M. unguiculatus isoliert wurde, PCRs
durchgefiihrt, wobei emras-spezifische PCR-Produkte nur in der Echinokokken-DNA nachge-
wiesen werden konnten. Auf der anderen Seite konnte das fiir den Wirt spezifische f-tubulin [46]
nicht aus Echinokokken-DNA sondern nur aus der chromosomalen DNA von M. unguiculatus
(Gerbil) amplifiziert werden (Abb: 13). Diese Ergebnisse zeigen, dass emras ein Echinokokkengen
ist.

-0.8 Abb. 13: Nachweis der Echinokokkenspezifitit von

emras Uber PCR.

emras™ -0.6 Mit chromosomaler DNA aus in vitro kultivierten Echinokokken

(Spur 1 + 2) und aus dem Gehirn von uninfizierten Rennméusen
(Spur 3 + 4) als Template wurden PCRs gegen emras (Spur 1 + 3)
und das wirtsspezifische f-tubulin (Spur 2 + 4) durchgefiihrt. Die
PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und

-0.4 mit Ethidiumbromid gefarbt. Der GroBenmarker ist rechts in kb
angegeben.

tub »

3.2.3 emras - Expression in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocu-
laris

In verschiedenen Versuchsansédtzen wurde iiber RT-PCR die Expression von emras aus in vivo und
in vitro kultivierten E. multilocularis-Larven untersucht. Zuerst wurde RNA aus Gesamtlarvenma-
terial von infizierten Laborwirten (M. unguiculatus) isoliert. Wie in Abb. 14 zu sehen ist, konnte
die Expression der korrekt gespleiiten mRNA in drei verschiedenen natiirlichen und klinischen
Isolaten (H95, Siiddeutschland; K188, Siidosterreich; MP1, Patientenisolat aus Siiddeutschland)
unterschiedlicher geographischer Herkunft nachgewiesen werden. Da in vivo gewachsenes E.
multilocularis-Parasitenmaterial aus zwei verschiedenen Entwicklungsstadien, ndmlich dem Me-
tacestoden und dem Protoscolex, besteht, stellte sich die Frage, ob emras in beiden Stadien
exprimiert wird. Dafiir wurde RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln und aus frisch
isolierten Protoscolices (aus in vivo kultiviertem Material) isoliert. Abb. 14 zeigt deutlich die Ex-
pression von emras in beiden Larvenstadien.
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1 2 3 4 5

Abb. 14: Expression von emras in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocularis.

Gesamt-RNA wurde aus dem Larvenmaterial der drei Echinokokken-Isolate K188 (Spur 1), H95 (Spur 2) und MP1 (Spur 3) nach Kultivierung in
Labortieren, oder aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (Spur 4) und Protoscolices (Spur 5). Nach einer genspezifischen RT-PCR wurden
die PCR-Produkte in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

3.2.4 EmRas - Nachweis in verschiedenen E. multilocularis Larvenstadien

Fiir den Expressions-Nachweis von EmRas in verschiedenen Entwicklungsstadien des Parasiten
wurde ein kommerzieller Antikdrper (Kaninchen-antiRas; Stressgen) verwendet, der gegen ein
Peptid gerichtet ist, dass unter den Ras-Proteinen unterschiedlichen phylogenetischen Ursprungs
hoch konserviert ist. Wie in Abb. 15 zu sehen ist, reagiert der Antikdrper mit dem rekombinant
exprimierten Thioredoxin-EmRas und mit einem einzigen Protein der Lysate aus in vitro
kultivierten Metacestoden-Vesikeln und Protoscolices. Fiir die rekombinante Expression wurde
emras als 5'-Fusion in den Vektor pBAD/Thiofusion (Invitrogen) kloniert. Die GroB3e der erkann-
ten natiirlichen Proteine entspricht mit 21 kDa genau dem errechneten Molekulargewicht von Em-
Ras. Daher kann davon ausgegangen werden, dass der Antikérper den Echinokokken-Faktor er-
kennt und das EmRas in beiden Larvenstadien exprimiert wird.

kDa

49 -

37 -

. -Thio-EmRas

26 - po— Abb. 15: Nachweis von EmRas iiber Anti-
korper im Western-Blot.

Zelllysate von in vitro kultivierten Metacestodenve-

sikeln (Spur 1), von Protoscolices (Spur 2) und von

20 - M E. coli, die ein Thioredoxin-EmRas rekombinant
-EmRas exprimieren (Spur 3) wurden in einem 12.5% PAA-

gel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran

iibertragen. Die Blots wurden mit dem Erstantikorper

14 - anti-Ras (rabbit anti-Ras; Stressgen) und dem Per-
oxidase-konjugierten  Zweitantikorper ~ AffiniPure

anti-rabbit 1gG (Jackson Immuno Research) entwi-

ckelt. Links ist der ProteingroBenstandard angegeben.

1 2 3

Um zu iiberpriifen, in welchen Geweben des parasiten EmRas exprimiert wird, wurden in Zu-
sammenarbeit mit Dennis Tappe (Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie, Universitdt Wiirzburg)
Immunolokalisations-Studien an in vivo gewachsenem Parasitenmaterial durchgefiihrt. Wie in
Abb. 16 gezeigt, wurden Tegument-Strukturen des Protoscolex (Abb. 16 C) sowie die Kalziumkor-
perchen enthaltende Germinalschicht des Metacestoden (Abb. 16 B,D) deutlich gefdarbt. Eine
besonders intensive Farbung konnte fiir die Bereiche um die Saugnipfe und um das Rostellum der
Protoscolices beobachtet werden (Abb. 16 C). Am wahrscheinlichsten als Folge einer Kreuzreakti-
on des Antikorpers mit wirtseigenem Ras wurde auch das Wirtsgewebe das den Metacestoden um-
schlieBt angefdarbt. Wie erwartet, wurde weder die zellenlose Laminatschicht noch die Negativ-
Kontrolle, bei welcher nur der Zweitantikorper eingesetzt wurde, angefarbt (Abb. 16 A).
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3.2.5 EmRas bindet GTP

Abb. 16: Immunhistochemischer
Nachweis von EmRas in ver-
schiedenen Larvenstadien von
E. multilocularis.

Aus von infizierten Labortieren (M. un-
guiculatus) isolierten Lebern wurden
Gefrierschnitte hergestellt (@ 5um), mit
einem anti-Ras-Antikorper (rabbit anti-
Ras; Stressgen) als Erstantikorper in-
kubiert und mit einem Peroxidase-konju-
gierten Maus-anti-Kaninchen-Zweitanti-
korper (Bild B,C,D) oder nur mit dem
Zweitantikorper entwickelt (BildA). Die
Pfeile zeigen folgende Strukturen: CC -
Kalziumkorperchen, GL - Schicht aus
Germinalzellen des Metacestoden, LL -
nichtzelluldre Laminatschicht des Me-
tacestoden, S - Saugnépfe des Protosco-
lex, T - Tegument, HT - Wirtsgewebe, R
- Hakenkranz des Protoscolex (Rostel-
lum).

Basierend auf der Sequenzanalyse und den daraus resultierenden hohen Homologien der Doménen
G1 — G5 (Abb. 10 und 11), konnte davon ausgegangen werden, dass EmRas GTP binden kann. Um
das experimentell zu bestitigen wurde das emras Leseraster als 5'-Fusion in den Vektor
pBAD/Thiofusion (Invitrogen) kloniert, in E. coli rekombinant exprimiert und mit dem
resultierenden Protein dann ein GTP-Bindungsassay durchgefiihrt [170]. Wie in Abb. 17 zu sehen
ist, konnte EmRas erfolgreich in E. coli exprimiert werden und zeigte dazu hin eine deutliche

GTP-Bindungsaktivitt.

Western-Blot

GTP-Bindung

-J-I.

e

L

.;|-

¥

- EmRas
(37 kDa)

Abb. 17: EmRas: GTP-Bindung

EmRas wurde translationell 5' mit Thiore-
doxin und 3' mit dem V5-Epitop und einem
6xHis-Tag fusioniert und rekombinant un-
ter der Kontrolle eines arabinoseinduzierba-
ren Promotors in E. coli exprimiert. Das ge-
samte Zelllysat wurde vor (Spur 1) und
nach (Spur 2) der Induktion der Expression
in einem 12.5% PAA-Gel aufgetrennt und
auf eine Nitrocellulosemembran geblottet.
Im linken Blot (Western) wurde das rekom-
binante Protein mit dem anti-V5-Antikorper
nachgewiesen. Der rechte Blot (GTP-
Bindung) wurde mit o-[**P]-GTP inkubiert.
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3.2.6 EmRas ist farnesyliert

Fiir die Funktion von Ras und Ras-dhnlichen kleinen GTP-bindenden Proteine ist eine Veranke-
rung in zelluliren Membranen {iber kovalent gebundene lipophile Prenylgruppen essentiell [261,
307]. Wie in Abb. 11 zu sehen ist, hat EmRas am C-Terminus ein kanonisches Prenylgruppen-
Bindungsmotiv (C'®HLL) und davor einen charakteristischen Abschnitt basischer Aminosiuren.
Dieses Prenylgruppen-Bindungsmotiv kann entweder durch das Anhédngen von Farnesyl oder von
Geranylgeranyl modifiziert werden. Um heraus zu finden, welche dieser Prenylgruppen posttrans-
kriptionell an EmRas gebunden wird, wurden in vifro Prenylierungsexperimente durchgefiihrt
[237, 322]. Dafiir wurde EmRas rekombinant als C-terminale Fusion mit Thioredoxin in E. coli
exprimiert, mit einem anti-Thioredoxin-Antikérper immunprézipitiert und anschlieBend in der
Gegenwart von [*H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat in Kaninchen-Reti-
culocytenextrakt oder Echinokokkenlysat inkubiert. Wie in Abb. 18 zu sehen ist, wird EmRas un-
ter beiden Bedingungen farnesyliert nicht jedoch geranylgeranyliert. In Abb. 39 ist eine Zu-
sammenstellung der Prenylierungsexperimente aller hier charakterisierten GTPasen von E. multi-
locularis gezeigt.

Farnesylierung von EmRas
- . Abb. 18: EmRas — Farnesylierung.

EmRas wurde translationell am 5'-Ende mit
Thioredoxin fusioniert, in E. coli rekombinant
exprimiert und mit einem anti-Thioredoxin-
Antikorper immunprézipitiert. Das prézipi-
tierte Protein wurde dann mit Kaninchen-Reti-
culo-cytenlysat (Spuren 2 und 3) und in Echi-
no-kokkenlysat (Spuren 4 und 5) in der
35 kDa - - - -EmRas-Ts Gegen-wart von [*H]-Geranylgeranyl-Py-
rophosphat (Spuren 2 und 4) und [*H]-Far-
nesyl-Pyrophos-phat (Spuren 3 und 5) in-
kubiert. Die Reaktio-nen wurden auf einem
15% PAA-Gel aufge-trennt und dann die Pre-
nylierung iiber Auto-radiographie gemessen.

3.2.7 emras - Funktionelle Komplementation einer Hefen-Ras2-Mutante

Das invasive Wachtum der Hefe Saccharomyces cerevisiae steht unter der Kontrolle des Ras2
Gens. Die daraus abgeleitete Aminosduresequenz zeigt signifikante Homologien zu EmRas (Abb.
11). In Hefen induziert Ras2p das invasive Wachstum durch die Aktivierung der cAMP-abhéngige
Protein-Kinase (A Kinase) und der MAP-Kinase-Kaskade. Das Protein, dass nach einer Interaktion
mit Ras2p die MAP-Kinase-Kaskade aktiviert (in Hefen werden keine Raf-dhnlichen Faktoren
exprimiert) ist noch nicht beschrieben [217]. Bisher konnte aber gezeigt werden, dass an der Sti-
mulierung des A Kinase-Signalwegs die Aktivierung der Hefen-Adenylat-Cyclase (Cyrlp) durch
Ras2p beteiligt ist, und zwar nach einer direkten Interaktion beider Proteine [217]. Um zu tiberprii-
fen, ob EmRas diese Signalwege auch aktivieren kann wurden in Kooperation mit S. Briickner und
H.-U. Mosch (Phillips-Universitdit, Marburg) mit dem Ras2-mutierten Hefestamm YHUMI120
funktionelle Komplementierungs-Versuche durchgefiihrt. Dafiir wurde das wildtypische Ras2p
(ScRAS2), ein dominant aktives Ras2p (ScCRASY*") und das EmRas unter der Kontrolle eines Ga-
lactosidase-induzierbaren Promotors (GAL-EmRas) in dem Hefestamm YHUM120 exprimiert und
in einem invasiven Wachstumsassay [217] getestet. Wie in Abb. 19 zu sehen ist, induzierte EmRas
in Hefen nur nach der Zugabe von Galactose invasives Wachstum, wihrend kein invasives Wachs-
tum unter den galaktosefreien Bedingungen und in Hefemutanten, die einen Kontrollvektor ent-
hielten, beobachtet werden konnte.
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Glucose Galactose

gesamt  adhédrent gesamt adhérent

Abb. 19: Funktionelle Komplementa-
tion des S. cerevisiae RAS2 durch

Kontrolle EmRas von E. multilocularis.

Der ras24 mutierte S. cerevisiae-Stamm
YHUMI120 mit den Plasmiden pRS426-GAL1
(Kontrolle), pRS316-RAS2 (ScRAS2), MS-
HUM-EmRas (Gal-EmRas) oder pRS316-
RAS2"" (ScRAS2*"”) wuchs auf SC-Ura-Me-
dium mit 2% Glucose (Glucose) oder 0.5%
Galactose und 2% Raffinose (Galactose) fiir 5
Tage. Die Platten wurden vor (gesamt) und
nachdem (adhédrent) nichtinvasive Zellen abge-
waschen wurden fotogafiert.

ScRAS2

GAL-EmRas

SCRAS™"

3.2.8 EmRas - in vivo Interaktionsstudien mit EmRaf uber Yeast-2-Hybrid

Uber das Yeast-Two-Hybrid-Systeme lassen sich in vivo Interaktionen von kleinen GTP-
bindenden Proteinen wie Ras mit Raf oder anderen Faktoren untersuchen [203]. Da mit EmRaf ein
potentieller Downstreamfaktor von EmRas fiir E. multilocularis charakterisiert wurde, sollten
Yeast-Two-Hybrid-Experimente eine Interaktion dieser beiden Faktoren nachweisen. Die
Beschreibung und die beobachteten Ergebnisse des durchgefiihrten Versuchs sind in Kapitel 3.6.5
ausfiihrlich dargestellt (Abb. 45). Fiir EmRas und EmRaf konnte dabei eine starke Interaktion fest-
gestellt werden.
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3.3 EmRal

EmRal ist eine 23 kDa groBle geranylgeranylierte GTPase aus E. multilocularis, die mit iiber
50/70% eine hohe Homologie zu bekannten Ral-Proteinen hat und die in rekombinant exprimierter
Form GTP binden kann. Die mRNA von EmRal ist in den zwei Larvenstadien Metacestode und et-
was stirker im Protoscolex nachweisbar. In Yeast-Two-Hybrid-Experimenten reagiert EmRal wie
erwartet nicht mit EmRaf.

Die fiir die Charakterisierung von EmRal angewandten Methoden und die verwendeten Oligo-
nucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNA und der dar-
aus abgeleiteten Aminosduresequenz finden sich in Kapitel 5.18.

3.3.1 emral - cDNA und genomischer Locus

Uber ein Spliced-Leader-Differential-Display (SLDD [47]) konnte ein ~300 bp groBes, in Pro-
toscolices und in Metacestodenvesikeln konstitutiv exprimiertes, Fragment isoliert werden. Nach
einer TA-Klonierung in den Vektor pTOPO-TA ergab die folgende Sequenzierung, dass es fiir 90
N-terminale Aminosduren eines kleinen GTP-bindenden Proteins der Ras-Familie codiert (Abb.
84). Die vollstindige emral cDNA wurde iiber 3'-RACE und RT-PCR aus Echinokokken-cDNA
gewonnen und ist in Abb. 84 dargestellt. Sie besteht ohne poly(A)-Schwanz aus 933 bp, beginnt
am 5'-Ende mit dem 36 bp langen E. multilocularis Spliced-Leader [44] und enthilt ein offenes
Leseraster das ein 200 AS langes Protein mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 23 kDa co-
diert. Ein Sequenzvergleich der Proteinsequenz ergab signifikante Homologien zu humanen Ral-
GTPasen (Abb. 84), daher wurde das zugehorige Gen emral genannt.

CACCGTTAATCGGTCCTTACCTTGCAGTTTTGTATGATGACTCAACAGCAACAACAGCAAAACTTTGTTAAGTTGATTGTCGCTGGTGTTGGCGGTGTGG 100
Spliced Leader M T Q Q Q Q Q Q N F V KL I VA GV G G V 21
G-1 (GTP-Bindung)
GCAAGAGTGCTCTCACGCTCTACTTCATGTACGATGAATTTGTCAAGGACTATGAACCCACACGGGCGGACTCCTACCGAAAGAAGATATCGTTCGGTAG 200
G K s A L TUL Y F M Y DEF V KD Y EPTZRAID S Y RKIKTI S F G S 55
G-2 (Effektor-Domiine)
Intron 1 (162 bp):W GTAAAT........ TTGCAG
TGAGGACGTTCAACTACATATTCTCGACACTGCCGGACAAGAAGACTACGCAGGCATTCGAGATACTTTCTATCGCAATAGTGAGGGATTTCTCCTCGTC 300
E DV Q L. H I L DTASGU QED YA AGTI RDTU FYURNSUEGT FTULTULUV 88
G-3
Intron 2 (2698 bp): W GTGAGT......... GTTTAG
TTCGATCTCACTGACAGACAGTCGTTCACTTCTTTGGGTGAATTTGTGGATCAGATTTTGCGTGTGAAGCGTTCCGATAGGGTGCCAATGCTGATCTGCG 400
F DL TDURQ S F T S L GEVF VD QILU RV KU RSDIZ RV PMTULTISC 121
GTAACAAGGTGGACCTGACAGAAAATCGGAGGGTATCGCAGGAAGAAGCGGAAGATTTCTGTCGCAAATGCCATGTTCCCTACCTCGAGACGTCCGCTAA 500
G N K VDL TENIZRIRVYV S Q EEAEUDUFCRI KTCHUV P YTULET S A K 155
G4 G-5
Intron 3 (652 bp):¥% GTACCA......... TTGTAG
GACCAATACAAATGTCGAAAAGGCCTTCCTCACCCTCGCCCGAGAGGTTTACCAACTGAAAGTGGCTCAGAGACAGCAGCACCAGCCCGGACAGCCCACC 600
T NT N V E KA F L TLAREV Y QL KV A QR Q Q H QP G Q P T 188
AAGCAAGGTCACAAAAAGAAGAGATGCAAGATTTTGTAAATTGTCACTTCAGCATTCCGAACTTCCTATTTCCCCAATTGCTTTTGCATCCTATTTCTTC 700
K 9 G H K K KR CK I L . 200
Prenylierung
CTCACTCTCTTTTTGCTTCATACCTTCCACTCTGCTTGCGTCCCTCCCTTTCAGTTTTCCTTTCCTTTCTTGGTTCCCTCTTCTACTCTACCTTTTAACT 800
CATTGAATCTGCTTGCCTTGGTAGGGGATAAGGGGAACTTTTCTTTTCTGGTCGCTAACAAGATTCCCACTACTGGGGGGTAATTTCAATTATTTTGCCG 900
ACTGGATAAGAAAAGTGGTAAAAAGGACCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 932

Abb. 20: cDNA-Sequenz, abgeleitete Aminosduresequenz und Struktur des genomischen Locus von emral.

Gezeigt ist die gesamte cDNA-Sequenz (oben) von emral und die davon abgeleitete Aminoséuresequenz des EmRal-Proteins (unten, fett). Die Se-
quenz des E. multilocularis-Spliced-Leader am 5'-Terminus und ein putatives Polyadenylierungs-Signal am 3'-Terminus sind unterstrichen darge-
stellt. Ein Punkt am Ende der Aminoséuresequenz markiert das Stop-Codon. Die Positionen der Introns des genomischen Locus sind mit Pfeilen
markiert. Fiir jedes Intron ist die GroBle sowie die Sequenz des 5'-Donors und des 3'-Akzeptors angegeben. Die Regionen G1 — G5, die von
funktioneller Wichtigkeit fiir Ras-dhnliche GTPasen sind, sind ebenso grau unterlegt wie das Bindungsmotiv fiir die Prenylierung am 3'-Terminus.
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Mit Primern aus der cDNA-Sequenz und chromosomaler Echinokokken-DNA als Template wurde
tiber PCR der genomische Locus von emral amplifiziert, kloniert und charakterisiert. Das emral
Leseraster wird von drei Introns mit Langen zwischen 162 bp und 2698 bp unterbrochen (Abb.
84). Alle Introns haben die kanonischen Dinucleotid-Sequenzen GT und AG an ihren Splei3donor-
und ihren SpleiBakzeptorstellen. Der Echinokokken-Spliced-Leader, der am 5'-Ende der emral
mRNA liegt deutet darauf hin, dass emral tatsichlich ein Faktor des Parasiten und nicht des Wirts
ist. Fiir eine genaue Bestitigung wurden auf chromosomale DNAs des Parasiten E. multilocularis
und des Laborwirts M. unguiculatus PCRs durchgefiihrt, wobei emral-spezifische PCR-Produkte
nur in der Echinokokken-DNA nachgewiesen werden konnten. Auf der anderen Seite konnte das
fiir den Wirt spezifische B-tubulin [46] nicht aus Echinokokken-DNA sondern nur aus der chro-
mosomalen DNA von M. unguiculatus (Gerbil) amplifiziert werden (Abb. 23). Diese Ergebnisse
zeigen, dass emral ein Echinokokkengen ist.

[ Gl > [<- G2 >]] [s- G3 -]
EmRal MTQQ------- QOQOONFVKLIVAGVGGVGKSALTLYFMYDEFVKDYEPTRADSYRKKISFGSEDVQLHILDTAGQEDYAGIRDTFYRNSEGFLLVEFDLTD 93

HsRalA MAANKPKG---QNSLALHKVIMVGSGGVGKSALTLQFMYDEFVEDYEPTKADSYRKKVVLDGEEVQIDILDTAGQEDYAAIRDNYFRSGEGFLCVFSITE 97
HsRalB MAANKSKG---QSSLALHKVIMVGSGGVGKSALTLQFMYDEFVEDYEPTKADSYRKKVVLDGEEVQIDILDTAGQEDYAAIRDNYFRSGEGFLLVFSITE 97
DmRal MSKKPTAG---P---ALHKVIMVGSGGVGKSALTLQFMYDEFVEDYEPTKADSYRKKVVLDGEEVQIDILDTAGQEDYAATRDNYFRSGEGFLCVFSITD 94
CeRal MASKKASGTLPPQQQVVHKVIMVGTGGVGKSALTLOQFMYDEFVEEYEPTKADSYRKKVVLDGEECSIDILDTAGQEDYSAIRDNYYRSGEGFICVFSILD 100

< G4 »| <G5 » v

EmRal RQOSFTSLGEFVDQILRVKRSD-RVPMLICGNKVDLTENRRVSQEEAEDFCRKCHVPYLETSAKTNTNVEKAFLTLAREVYQLKVAQRQOHQOPGQPTKQGH 192
HsRalA MESFAATADFREQILRVK-EDENVPFLLVGNKSDLEDKRQVSVEEAKNRAEQWNVNYVETSAKTRANVDKVFFDLMREIRARKMEDSKEKN---GKKKRK 193
HsRalB HESFTATAEFREQILRVKAEEDKIPLLVVGNKSDLEERRQVPVEEARSKAEEWGVQYVETSAKTRANVDKVFFDLMREIRTKKMSENKDKN---GKKSSK 194
DmRal DESFQATQEFREQILRVK-NDESIPFLLVGNKCDLNDKRKVPLSECQLRAQOWAVPYVETSAKTRENVDKVFFDLMREIRSRKTEDSKATS---GRAKDR 190
CeRal MESFEATNEFREQILRVKNSDSSVPIVLVGNKGDMRDORVVSAELCRQORAEQWGCHYVETSAKRRENVDKVEFYDLMREMKRRKGGSQAQTGIDASASSGR 200

v Homologie zu EmRal
EmRal K----- KKRCKIL.  —————- 200
HsRalA SLAKRIRERCCIL 53/70% 206
HsRalB N-KKSFKERCCLL 54/71% 206
DmRal CKKRRLK--CTLL 53/66% 201
CeRal KKRSGIKKHCTIL 49/62% 213

Abb. 21: EmRal — Sequenzhomologien.

Abgebildet ist ein Vergleich von EmRal mit Ral-Proteinen aus Saugetier, Insekt und Nematode. Die angegebenen Sequenzen beziehen sich auf die
humanen RalA (HsRalA; GenBank Accesion No. X15014) und RalB (HsRalB; X15015), ein Ral von D. melanogaster (DmRal; U23800) und auf
ein Ral von C. elegans (CeRal; AC024809). Aminosduren, die mit der Konsensussequenz aller 5 Proteine iibereinstimmen sind grau unterlegt. Mit
weillen Pfeilen auf schwarzem Grund sind die katalytisch wichtigen Regionen G1 — G5 markiert. Ein schwarzes Dreieck (V) markiert das bei allen
Ras-GTPasen (wozu auch Ral-Proteine gehéren) konservierte Cystein, das prenyliert wird (Geranylgeranyl bei EmRal). Die Homologien zwischen
EmRal und den anderen Ral-Proteinen ist am Ende der Sequenz in Prozent angegeben (Identisch/dhnlich).

Zwischen allen kleinen GTP-bindenden Proteinen gibt es 5 funktionell wichtige, hoch konservierte
Sequenzabschnitte, die Region I (G1), eine ATP/GTP-Bindungsdomine mit der Konsensussequenz
GXXXXGK (X steht fiir alle AS), die die a- und B-Phosphate von GTP oder GDP bindet, die
Effektordomine (G2), die ihre Konformation nach der GTP-Bindung dndert und substratspezifisch
ist, also keine Konsensussequenz aufweist, die Region II (G3) oder switch II, mit der Sequenz
DXXG, in der das y-Phosphat und das katalytisch Mg**-Ion bindet, die Region III (G4) mit der Se-
quenz NKXD in der der Guanin-Ring bindet und der Region IV (G5) mit der Sequenz EXSAX, die
die GTP/GDP-Bindung stabilisiert [42, 307]. Wie in den Abbildungen 84 und 22 zu sehen ist, sind
alle diese Motive auch in EmRal an den vergleichbaren Positionen vorhanden. Kleine GTP-
bindende Proteine der Ras-, Rho/Rac/Cdc42- und Rab-Familien haben spezifische C-Termini, die
posttranslationell mit Lipiden wie Farnesyl oder Geranylgeranyl modifiziert werden [261, 307].
EmRal hat am C-Terminus ein kanonisches Prenyl-Bindungsmotiv (C'7K"dropheb Jaliphatisch 7y yynd da-
vor einen charakteristischen Abschnitt aus verschiedenen basischen Aminosduren (H'?KKKR),
(Abb. 84 und 22). Das Prenylbindungsmotiv ist bis auf eine Aminosdure mit dem fiir humanes
Rap1 beschriebenen Motiv CX*"""X*P"[/F identisch. Die switch I-Region in der die Effektor-Do-
méne liegt kann zur Unterscheidung der einzelnen Unterfamilien der kleinen GTP-bindenden
Proteine genutzt werden [205, 178]. Wie in Abb. 22 sehen ist, sind in EmRal 9 von den 10 AS-
Resten, die fiir die Ral-Unterfamilie charakteristisch sind, an den dazugehorigen Positionen hoch
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konserviert. Nur in einem Fall (Abb: 22) kommt es in EmRal zu einem konservativen Austausch
von Lysin (K) nach Arginin (R). Zudem sind alle 4 AS-Reste vorhanden, die an der Interaktion
von humanem Ral mit Sec5 [113] beteiligt sind (Abb: 22).

vy vy Abb. 22: Sequenzvergleich von Ral-,
*  kkkk * *x  kk * Ras- und Rap-Effektordoménen.
EmRal TLYFMYDEFVKDYEPTRADSYRKK Gezeigt ist ein Alignment Versc.hiedene.r Ral-, Ras-
und Rap-Proteine von E. multilocularis (Em), H.
HsRalA / B TLOQFMYDEFVEDYE PTKADSYRKK sapiens (Hs) und D. melanogaster (Dm). Reste,
DmRalA TLQFMYDEFVEDYEPTKADSYRKK die mit der Sequenz von EmRal iibereinstimmen
sind grau unterlegt. Ein Stern (*) markiert die Res-
HsRasH / N / L / K TIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQ te, die fiir Ral spezifisch sind. Dreiecke (V) mar-
kieren die vier Reste, die fiir die Interaktion von
EZEZ; é:: a / B Eg;égg;lmiig gg ; gg zixg humanem Ral mit Sec5 wichtig sind [113].
DmRap TVQFVQCIFVEKYDPTIEDSYRKQ
HsRap2A TVQFVTGTFIEKYDPTIEDFYRKE
HsRap2B TVQFVTGTFIEKYDPTIEDSYRKE

Ein Aminosdurevergleich zwischen EmRal und bekannten Faktoren aus Protein-Datenbanken
ergab die grote Homologie zum humanen RalB (54 % identisch, 71 % &hnlich), humanen RalA
(53/70 %), dem einzig bekannten Ral von Drosophila (53/66 %) und einem Ral-dhnlichen Faktor
aus C. elegans (49/62 %). Die hochste Homologie der untersuchten Faktoren liegt in den GTP-
Bindungsdoménen, wihrend die N- und C-terminalen Regionen sich stirker unterscheiden (Abb:
88). Die Untersuchung der genomischen Organisation ergab, dass die Exon/Intron-Grenzen der In-
trons II und III zwischen emral und den Ral-codierenden Genen von Mensch, Insekt und Nema-
tode hoch konserviert sind, wihrend es im genomischen Locus der fiir den N-Terminus codiert,
Unterschiede in der Intronlokalisation gibt (Abb: 84).

3.3.2 emral - Echinokokkenspezifitat

Da die cDNA-Bibliothek, tiber die emral isoliert wurde, aus Parasitenmaterial stammte das in Lab-
ortieren (M. unguiculatus) kultiviert wurde, musste ausgeschlossen werden, dass emral eine bisher
unidentifizierte GTPase des Wirts ist. Dafiir wurden auf die chromosomale DNA von axenisch in
vitro kultivierten Metacestoden-Vesikeln des Parasiten E. multilocularis und auf die chromosoma-
le DNA, die aus der Leber eines uninfizierten Laborwirts M. unguiculatus isoliert wurde, PCRs
durchgefiihrt, wobei emral-spezifische PCR-Produkte nur in der Echinokokken-DNA nachge-
wiesen werden konnten. Auf der anderen Seite konnte das fiir den Wirt spezifische f-tubulin [46]
nicht aus Echinokokken-DNA sondern nur aus der chromosomalen DNA von M. unguiculatus
(Gerbil) amplifiziert werden (Abb: 23). Diese Ergebnisse zeigen, dass emral ein Echinokokkengen
ist.

1 2 3 4 Abb. 23: Nachweis der Echinokokkenspezifitit von
emral iiber PCR.

Mit chromosomaler DNA aus in vitro kultivierten Echinokokken
(Spur 1 + 2) und aus dem Gehirn von uninfizierten Rennméusen
(Spur 3 + 4) als Template wurden PCRs gegen emral (Spur 1 + 3)
und das wirtsspezifische S-tubulin (Spur 2 + 4) durchgefiihrt. Die
PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid gefarbt. Der GroBenmarker ist rechts in kb
angegeben.

emral W

tub w»
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3.3.3 emral - Expression in verschiedenen Larvenstatien von E. multilocula-
ris

In verschiedenen Versuchsansidtzen wurde iiber RT-PCR die Expression von emral aus in vivo und
in vitro kultivierten E. multilocularis-Larven untersucht. Zuerst wurde RNA aus Gesamtlarvenma-
terial von infizierten Laborwirten (M. unguiculatus) isoliert. Wie in Abb. 24A zu sehen ist, konnte
die Expression der korrekt gespleiiten mRNA in drei verschiedenen natiirlichen und klinischen
Isolaten (H95, Siiddeutschland; K188, Siidosterreich; MP1, Patientenisolat aus Siiddeutschland)
unterschiedlicher geographischer Herkunft nachgewiesen werden. Da in vivo gewachsenes E.
multilocularis-Parasitenmaterial aus zwei verschiedenen Entwicklungsstadien, ndmlich dem Me-
tacestoden und dem Protoscolex, besteht, stellte sich die Frage, ob emral in beiden Stadien
exprimiert wird. Dafiir wurde RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln und aus frisch
isolierten Protoscolices (aus in vivo kultiviertem Material) isoliert. Abb. 24A zeigt deutlich die Ex-
pression von emral in beiden Larvenstadien.

Die Uberpriifung einer cDNA-Bank mit emral-spezifischen 3'- und Vektor-spezifischen 5'-Primern
konnten verschiedene Klone, die jeweils einen Teil des Spliced-Leader am 5'-Ende trugen, identifi-
ziert werden, jedoch keine, bei welchen der Spliced-Leader durch alternative Sequenzen ersetzt
wurde. Das deutete darauf hin, das die emral-mRNA in E. multilocularis nur in trans-gespleiliter
Form vorliegt.

Mit einem virtuellen Northern-Blot wurde eine quantitative Analyse der emral-Expression des Me-
tacestoden und des Protoscolex iiber doppelstringige Spliced-Leader-cDNA durchgefiihrt. Wie in
Abb. 24B zu sehen ist, konnte das Transkript in beiden Larvenstadien nachgewiesen werden,
wobei die Expressionsstirke im Metacestoden etwas tiber der des Protoscolex liegt.

A) kb kb B)
-1.5
-1.0
-0.8 1.0 - o
emral » -0.6 ‘ i @ emral
08- ©
-0.4
1 2 3 M 4 5 M P

Abb. 24: Expression von emral in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocularis.

A) Nachweis von emral iiber RT-PCR. Gesamt-RNA wurde aus den in vivo gewachsenen Isolaten H95 (Spur 1), K188 (Spur 2) und MP1 (Spur 3)
sowie aus in vitro kultivierten Metacestoden-Vesikeln (Spur 4) und Protoscolices (Spur 5) isoliert und in eine SL-cDNA umgeschrieben. Mit den
Primern Ral-5' und Ral-3' wurde die emral-spezifische RT-PCR amplifiziert, die PCR-Produkte dann in einem 1.5% Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefédrbt. Die Groéen des DNA-Markers (Spur M) sind rechts angegeben. B) Virtueller Northern-Blot. Mit ¢cDNA aus in vitro
kultivierten Metacestoden-Vesikeln (Spur M) und Protoscolices (Spur P) wurde iiber PCR (24 Zyklen) mit Primern gegen den poly(A)-Schwanz und
den Spliced-Leader doppelsringige Spliced-Leader-cDNA amplifiziert. Jeweils 500 ng dieser cDNAs wurde in einem 1% Agarosegel aufgetrennt,
auf eine Nylon-Membran geblottet und mit einer [**P]-markierten emral-spezifischen Sonde hybridisiert. Die GroBe der DNA ist links angegeben.
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3.3.4 EmRal bindet GTP

Die Sequenzanalysen ergaben, dass EmRal zur Ral-Unterfamilie der Ras-dhnlichen kleinen GTP-
bindenden Proteine gehort. Um heraus zu finden, ob EmRal GTP binden kann, wurde das emral-
Leseraster als 5'-Fusion in den Vektor pPBAD/Thiofusion (Invitrogen) kloniert, in E. coli rekombi-
nant exprimiert und mit dem resultierenden Protein dann ein GTP-Bindungsassay durchgefiihrt
[170]. Wie in Abb. 25 zu sehen ist, konnte EmRal erfolgreich in E. coli exprimiert werden und
zeigte eine deutliche GTP-Bindungsaktivitét.

Western-Blot GTP-Bindung

Abb. 25: EmRal: GTP-Bindungs-
aktivitit

EmRal (23 kDa) wurde translationell am
3'-Ende mit dem VS5-Epitop und einem
6xHis-Tag (3 kDa) fusioniert und rekombi-
nant unter der Kontrolle eines arabinoseindu-
zierbaren Promoters in E. coli exprimiert. Das
gesamte Zelllysat wurde vor (Spur 1) und

nach (Spur 2) der Expressions-Induktion in
einem 12.5% PAA-Gel aufgetrennt und auf

- - EmRal eine Nitrocellulosemembran geblottet. Im lin-

ken Blot (Western) wurde das rekombinante
Protein mit dem anti-V5-Antikorper nachge-

(39 kDa) wiesen. Der rechte Blot (GTP-Bindung)
wurde mit o-[**P]-GTP inkubiert, gewaschen
und fiir 24 Stunden auf einem Rontgenfilm
gelegt.

3.3.5 EmRal ist geranylgeranyliert

Fiir die Funktion von Ras und Ras-dhnlichen kleinen GTP-bindenden Proteine ist eine Veranke-
rung in zelluliren Membranen iiber kovalent gebundene lipophile Prenylgruppen essentiell [261,
307]. Wie aus Abb. 84 zu ersehen ist, hat EmRal am C-Terminus ein kanonisches Prenylgruppen-
Bindungsmotiv (C'”’KIL) und davor einen charakteristischen Abschnitt basischer Aminoséuren.
Dieses Prenylgruppen-Bindungsmotiv kann entweder durch das Anhdngen von Farnesyl oder von
Geranylgeranyl modifiziert werden. Um heraus zu finden, welche dieser Prenylgruppen posttrans-
kriptionell an EmRal gebunden wird, wurden verschiedene in vitro Prenylierungsexperimente
durchgefiihrt [237, 322].

In einem ersten Experiment wurde EmRal in Kaninchen-Reticulocytenextrakt in vitro translatiert
(Abb. 26A) und mit [*’H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat inkubiert. Wie
in Abb. 26B gezeigt, wird das in vitro translatierte EmRal nur in Gegenwart von [*H] Geranylgera-
nyl-Pyrophosphat modifiziert, nicht jedoch nach Zugabe von [*H] Farnesyl- Pyrophosphat. In
einem zweiten Experiment wurde EmRal als Thiofusions-Protein in E. coli rekombinant
exprimiert, mit einem anti-Thioredoxin-Antikdrper immunprizipitiert und anschliefend in der
Gegenwart von [’H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat in Kaninchen-Reti-
culocytenextrakt oder Echinokokkenlysat inkubiert. In beiden Ansédtzen konnte eine Modifikation
von EmRal nur mit Geranylgeranyl-Pyrophosphat, nicht jedoch mit Farnesyl- Pyrophosphat beob-
achtet werden (Abb. 26C). Aus diesen Daten ging hervor, dass EmRal, wie auch seine humanen
Homologe RalA und RalB [166], in E. multilocularis geranylgeranyliert wird. In Abb. 39 ist eine
Zusammenstellung der Prenylierungsexperimente aller GTPasen von E. multilocularis, die in
dieser arbeit charakterisiert wurden, gezeigt.
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A)

@EmRal
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Abb. 26: Geranylgeranylierung von EmRal.

A) In vitro Translation von EmRal. Das emral-Leseraster wurde 5'-terminal translationell mit einem c-Myc-Tag fusioniert. Mit T7-RNA-Polymerase
wurde dann mRNA hergestellt. Fiir die in vitro Translation des cMyc-EmRal-Fusionsproteins wurde Kaninchen-Reticulocytenextrakt mit (Spur 1)
und ohne (Spur 2) mRNA eingesetzt. Die Lysate wurden iiber einen Western-Blot mit einem anti-Myc-Antikorper analysiert. B) Prenylierung mit in
vitro translatiertem EmRal. Dafiir wurde Kaninchen-Reticulocytenextrakt ohne (Spur 142) und mit (Spur 3+4) emral-mRNA zur in vitro Translation
des EmRal-cMyc-Fusionsproteins benutzt und dabei mit [*H]-Farnesyl-Pyrophosphat (Spur 1+3) oder [*H]-Geranylgeranyl-Pyrophosphat (Spur 2+4)
inkubiert. Die Reaktionen wurden in einem 15% PAA-Gel aufgetrennt und autoradiographisch gemessen. C) Prenylierung mit rekombinant
exprimiertem EmRal. EmRal wurde als Fusionsprotein mit einem 5'-terminalen Thioredoxin exprimiert. Das Fusionsprotein wurde mit einem anti-
Thioredoxin-Antikdrper immunprézipitiert und dann in Kaninchen-Reticulocytenextrakt (Spur 1+3) oder Echinokokken-Extrakt (Spur 2+4) mit [*H]-
Geranylgeranyl-Pyrophosphat (Spur 1+2) oder [*H]-Farnesyl-Pyrophosphat (Spur 3+4) inkubiert. Die Reaktionen wurden in einem 15% PAA-Gel
aufgetrennt und autoradiographisch gemessen.

3.3.6 EmRal- in vivo Interaktionsstudien mit EmRaf liber Yeast-2-Hybrid

Uber das Yeast-Two-Hybrid-Systeme lassen sich in vivo Interaktionen von kleinen GTP-
bindenden Proteinen wie Ras mit Raf oder anderen Faktoren untersuchen [203]. Da fiir Ral-Prote-
ine bisher keine Interaktion mit Raf beschrieben ist, wurde EmRal als Negativkontrolle in Yeast-
Two-Hybrid-Experimenten eingesetzt, in welchen die in vivo Interaktion der kleinen GTPasen Em-
Ras, EmRap1 und EmRap2 mit EmRaf untersucht wurden. Die Beschreibung und die beobachteten
Ergebnisse des durchgefiihrten Versuchs sind in Kapitel 3.6.5 ausfiihrlich dargestellt (Abb. 45).
Fiir EmRal und EmRaf konnten dabei keine Interaktionen nachgewiesen werden.
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3.4 EmRap1

EmRapl ist eine 20,3 kDa groB3e farnesylierte GTPase aus E. multilocularis, die mit bis zu 76%
identischen und 85% dhnlichen Aminosédureresten eine hohe Homologie zu bekannten Rap1-Prote-
inen hat und die in rekombinant exprimierter Form GTP binden kann. Die mRNA von EmRapl1 ist
in den zwei Larvenstadien Metacestode und Protoscolex nachweisbar. In Yeast-Two-Hybrid-Expe-
rimenten reagiert EmRap1 mit EmRaf.

Die fiir die Charakterisierung von EmRap1 angewandten Methoden und die verwendeten Oligo-
nucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNA und der dar-
aus abgeleiteten Aminosduresequenz finden sich in Kapitel 5.19.

3.41 emrap1 - cDNA und genomischer Locus

Die vollstindige cDNA von emrapl konnte wéhrend der Sequenzierung einer Spliced-Leader-
cDNA-Bank isoliert werden. Sie beginnt am 5'-Ende mit dem 36 bp langen Spliced-Leader von E.
multilocularis [44], ist ohne Poly(A)-Schwanz 1153 bp lang und enthélt ein offenes Leseraster,
dass fiir ein 183 AS langes Protein mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 20.3 kDa codiert
(Abb. 27). Ein Aminosdure-Sequenzvergleich ergab signifikante Homologien von 76/85% zur hu-
manen GTPase Raplb sowie zu weiteren Rapl-Proteinen verschiedenen phylogenetischen Ur-
sprungs (Abb. 28). Aufgrund dieser hohen Homologien wurde das zugehdrige Gen emrapl ge-
nannt.

CACCGTTAATCGGTCCTTACCTTGCAGTTTTGTATGCCTCTGTGTGTGAGCAATCGTTGGCCTCACGTGGAATTACGGTCATGCGAGACTACAAGTTGGT

Spliced-Leader M R D Y K L V 7

GGTTCTCGGCAGCGGAGGTGTTGGCAAGAGCGCACTGACGGTGCAGT TTGTACAAAGCATTTTCGTCGAAAAGTATGATCCTACTATCGAGGATAGTTAC 200

VLGS GGV GEXK SALTVQFVQSsITFVETZKYDZPTTIETDS Y 40
G-1 (GTP-Bindung) G-2 (Effektordomine)

Intron 1 (409bp):W GTATG. . . TGTAG
AGGAAGCAAATCGACGTGGATGGCCAGCAGTGCATGCTCGAAATTCTCGATACTGCAGGCACAGAGCAATTCACGGCTATGCGCGACCTCTATATGAARA 300
R KQ I DVDGO QO QO CMTLETIIL DTAGTETZG QTFTA AMMTRERTDTILTYMEK 73

G-3
ACGGTCAGGGGTTTGTGCTGTGCTACTCTATTACCTCCCAGTCCACCTTCAATGACTTGGCAGATCTCTACGAGCAGATTCTGCGCGTGAAGGACACGCA 400
N G Q G F VULCYSTITSQQSTT FNUDTLA ADTLTYET QTITLU RTVYVIZKTDTH 111
CGAGGTACCTCTAGTGCTGGTGGGGAACAAGTGTGATCTTGACAACGAGCGTGTCGTGGGCAGGGAGCARGGCCAAACTCTGGCCAGAAATTGGAATTGT 500

E V P L/VLVGGNZI KT ECDTULDNTETZRVYVVYGRET S QGO QTTULARNTWNRC 144
G-4
Intron 2 (2192 bp):W GT2AT. . .TTTAG
GTTTTTATGGAGACCAGTGCGAAAGCCARAATCAACGTCAATGAGGTATTCTTTGATTTGGTGCGTCARATARACAACCGAACACCGGTCCCCAAARAGA 600
V F M ET SAKAZEKTINVNETVTFTFHDTILV VI RI QTINNTI RTZPTVPKK 178
G-5
CACGAACGAAGARAGAATGCAGCATCTGCTAGGCGCGGACGTCTCCTTCCTCTCCTCGACCACCAGTCACCACGTCCAGTTCCTTCATATATTGGAGCGA 700
T R T K K E[C S I Cc . 183
Prenylierung
TGCGAAGGGCCGTGGACTCTATTATCTTCGTTAGCGCTGCCTCCTACCCCTTCTTCTCTCCCTCGTCTTTAAGAGATGACAATCTGCACACCTGCTTATC 800
CCGTAATTTAATCGCCTCTATATGCGAACATCTCGAACTCTATACACTCCGGCGCACATCTATTCATGCAAAATCACCGTCACCATTTTTAGTCATTTCG 900

TGTCTTTTTTCGCTAATAATCATTCGTTCTCCCATTTCCTGCATTTCACCTCACTGCAAACCGGTTGGGTGGATGCTGAAGTTTCCTCTGCTTTCTTGGC 1000
ACTCTTTTTTTATTCTGCTACTGTAATAGTTTATTTACATGCAGTATTTTACCCTCCCCCAACCAACCTTGATATCCTGCTTTTCCTGTTCGTCTTTTTC 1100
CTTGAAGCTAATAAACTGCGCGAGTTTTGAGCTCCGTTAACGTGCTACACTCAAAAAAAAAAA 1152

Abb. 27: cDNA-Sequenz, abgeleitete Aminosduresequenz und Struktur des genomischen Locus von emrapl.

Gezeigt ist die gesamte cDNA-Sequenz (oben) von emrapl und die davon abgeleitete Aminosduresequenz des EmRap1-Proteins (unten, fett). Ein
Punkt am Ende der Aminosduresequenz markiert das Stop-Codon. Die Positionen der beiden Introns des genomischen Locus sind mit Pfeilen mar-
kiert. Fiir jedes Intron ist die GroBe sowie die Sequenz des 5'-Donors und des 3'-Akzeptors angegeben. Die Regionen G1 — G5, die von funktioneller
Wichtigkeit fiir Ras-dhnliche GTPasen sind, sind ebenso grau unterlegt wie das Bindungsmotiv fiir die Prenylierung am 3'-Terminus. Der Spliced-
Leader am 5'-Terminus sowie das Start- und Stop-Codon sind unterstrichen.
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I« e - < cz > [ 3 -r]]
EmRapl MRDYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQSIFVEKYDPTIEDSYRKQIDVDGQQCMLEILDTAGTEQFTAMRDLYMKNGQGFVLCYSITSQSTFNDLADLYEQI 100
HsRaplA MREYKLVVLGSGGVGKSALTVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDCQQOCMLEILDTAGTEQFTAMRDLYMKNGQGFALVYSITAQSTFNDLODLREQT 100
HsRaplB MREYKLVVLGSGGVGNSALTVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDAQQCMLEILDTAGTEQFTAMRDLYMKNGQGFALVYSITAQSTFNDLODLREQI 100
DmRap  MREYKTVVLGSGGVGKSALTVQFVQCIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDGQQCMLEILDTAGTEQFTAMRDLYMKNGQGFVLVYSITAQSTFNDLODLREQT 100
CeRap MREYKIVVLGSGGVGKSALTVQFVQGIFVEKYDPTIEDSYRKQVEVDGQQCMLEILDTAGTEQFTAMRDLYMKNGQGFVLVYSITAQSTFNDLMDLRDQI 100
Homologie
[« G5 »] v zu EmRapl
EmRapl QILRVKDTHEVPLVLVGNKCDLDNERVVGREQGQTLARNW-NCVFMETSAKAKINVNEVFFDLVRQINNRTPVP—KKTRTK-KE---CSIC ------ 184
HsRaplA QILRVKDTEDVPMILVGNKCDLEDERVVGKEQGONLARQWCNCALLESSAKSKINVNEIFYDLVRQINRKTPVEK-KKPKK-K---SCLLL 75/84% 184
HsRaplB QILRVKDTDDVPMILVGNKCDLEDERVVGKEQGQONLARQWNNCAFLESSAKSKINVNEIFYDLVRQINRKTPVPG-KARKK-S---SCQLL 76/85% 184
DmRap QILRVKDTDDVPMMLVGNKCDLEEERVVGKELGKNLATQF-NCAFTETSAKAKVNVND IFYDLVRQINKKSPEKKQKKPKK-S---LCVLL 75/84% 184
CeRap QILRVKDTDEVPMILVGNKCDLEDERVVGKDQGONLARQFGS-AFLETSAKAKINVSEVFYDLVRQINRRYPESGRRQGQSNKQCCSCVIM 76/86% 188

Abb. 28: EmRap! — Sequenzhomologien.

Abgebildet ist ein Vergleich von EmRap1 mit Rap-GTPasen aus Mensch, Insekt und Nematode. Die angegebenen Sequenzen beziehen sich auf H.
sapiens RaplA (HsRaplA; GenBank Accesion No. Q5U0C3) und Rap1B (HsRap1B; Q6DCAL1), auf Rap von D. melanogaster (DmRap; M80535)
und das hypothetische Protein C27B7.8 (hier CeRap genannt) von C. elegans (C27B7.8; T19507). Aminoséuren, die mit der Konsensussequenz aller
5 Proteine iibereinstimmen sind grau unterlegt. Mit weiBen Pfeilen auf schwarzem Grund sind die katalytisch wichtigen Regionen G1 — G5 markiert.
Ein schwarzes Dreieck (V) markiert das konservierte Cystein, das prenyliert wird und das bei allen GTPasen der Ras-Familie, zu der auch Rap1 ge-
hort vorhanden ist. Die Homologien zwischen EmRap1 und den anderen Rap-Proteinen ist am Ende der Sequenz in Prozent angegeben.

Mit Primern aus der cDNA-Sequenz und chromosomaler Echinokokken-DNA als Template wurde
tiber PCR der genomische Locus von emrapl amplifiziert, kloniert und charakterisiert. Das em-
rapl Leseraster wird von zwei Introns unterbrochen, die 409 bp und 2192 bp lang sind (Abb. 27).
Beide Introns haben die kanonischen Dinucleotid-Sequenzen GT und AG an ihrer Splei3donor-
und ihrer Spleiflakzeptorstelle. Die Introngrenzen beider Introns sind in HsRap1A konserviert.

Zwischen allen kleinen GTP-bindenden Proteinen gibt es 5 funktionell wichtige, hoch konservierte
Sequenzabschnitte, die Region 1 (G1), eine ATP/GTP-Bindungsdomine mit der Konsensus-se-
quenz GXXXXGK (X steht fiir alle AS), die die a- und B-Phosphate von GTP oder GDP bindet,
die Effektordoméne (G2), die ihre Konformation nach der GTP-Bindung &ndert und substratspezi-
fisch ist, also keine Konsensussequenz aufweist, die Region II (G3) oder switch II, mit der Se-
quenz DXXG, in der das y-Phosphat und das katalytisch Mg**-Ion bindet, die Region III (G4) mit
der Sequenz NKXD in der der Guanin-Ring bindet und die Region IV (GS5) mit der Sequenz EX-
SAX, die die GTP/GDP-Bindung stabilisiert [42, 307].

Wie in den Abbildungen 27 und 28 zu sehen ist, sind alle diese Motive auch in EmRap1l an den
vergleichbaren Positionen vorhanden. Kleine GTP-bindende Proteine der Ras-, Rho/Rac/Cdc42-
und Rab-Familien haben spezifische C-Termini, die posttranslationell mit Lipiden wie Farnesyl
oder Geranylgeranyl modifiziert werden [261, 307]. EmRapl hat am C-Terminus ein kanonisches
Prenyl-Bindungsmotiv (C'®'SIC) und davor einen charakteristischen Abschnitt aus verschiedenen
basischen Aminosduren KKTRTKKRE (Abb. 27 Und 28). Bis auf die fehlende aliphatische Ami-
noséure an Position S'™ entspricht das Prenylbindungsmotiv von EmRap1 dem von humanem Ki-
Ras [307].
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3.4.2 emrap1 - Echinokokkenspezifitat

Da die cDNA-Bibliothek, liber die emrapl isoliert wurde, aus Parasitenmaterial stammte das in
Labortieren (M. unguiculatus) kultiviert wurde, musste ausgeschlossen werden, dass emrapl eine
bisher unidentifizierte GTPase des Wirts ist. Dafiir wurden auf die chromosomale DNA von
axenisch in vitro kultivierten Metacestoden-Vesikeln des Parasiten E. multilocularis und auf die
chromosomale DNA, die aus der Leber eines uninfizierten Laborwirts M. unguiculatus isoliert
wurde, PCRs durchgefiihrt, wobei emrapi-spezifische PCR-Produkte nur in der Echinokokken-
DNA nachgewiesen werden konnten. Auf der anderen Seite konnte das fiir den Wirt spezifische f-
tubulin [46] nicht aus Echinokokken-DNA sondern nur aus der chromosomalen DNA von M. un-
guiculatus (Gerbil) amplifiziert werden (Abb: 29). Diese Ergebnisse zeigen, dass emrapl ein Echi-
nokokkengen ist.

Abb. 29: Nachweis der Echinokokkenspezifitdt von
emrapl iiber PCR.
emrap 1=

Mit chromosomaler DNA aus in vitro kultivierten Echinokokken
(Spur 1 + 2) und aus dem Gehirn von uninfizierten Rennméusen
(Spur 3 + 4) als Template wurden PCRs gegen emrap! (Spur 1 + 3)
und das wirtsspezifische f-tubulin (Spur 2 + 4) durchgefiihrt. Die
PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid gefarbt. Der GroBenmarker ist rechts in kb

angegeben.

tub »

3.4.3 emrap1 - Expression in verschiedenen Larvenstadien von E. multilo-
cularis

Uber RT-PCR wurde die Expression von emrapl aus in vivo und in vitro kultivierten E. multilocu-
laris-Larven untersucht. Da in vivo gewachsenes E. multilocularis-Parasitenmaterial aus zwei Lar-
venstadien, ndmlich dem Metacestoden und dem Protoscolex, besteht, stellte sich die Frage, ob
emrapl in beiden Stadien exprimiert wird. Dafiir wurde RNA aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln und aus frisch isolierten Protoscolices (aus in vivo kultiviertem Material) iso-
liert. Ein Teil der Protoscolices wurde aktiviert. Abb. 30A zeigt deutlich die Expression von em-
rapl in beiden Larvenstadien. Mit einem virtuellen Northern-Blot wurde eine quantitative Analyse
der emrapI-Expression des Metacestoden und des Protoscolex iiber doppelstringige Spliced-Lea-
der-cDNA durchgefiihrt. Wie in Abb. 30B zu sehen ist, konnte das Transkript in beiden Larven-
stadien nachgewiesen werden, wobei der Expressionslevel im Metacestoden deutlich stérker ist als
im Protoscolex.

3.4.4 EmRap1 - Nachweis in verschiedenen E. multilocularis Larvenstadien

Fiir den Expressions-Nachweis von EmRapl in verschiedenen Entwicklungsstadien des Parasiten
wurde ein kommerzieller Antikorper (Kaninchen-anti-Rapl; Stressgen) verwendet, der gegen ein
Peptid gerichtet ist, dass unter den Rapl-Proteinen unterschiedlichen phylogenetischen Ursprungs
hoch konserviert ist. Wie in Abb. 31 zu sehen ist, reagiert der Antikdrper mit dem rekombinant
exprimierten Thioredoxin-EmRap1 (31A) und mit einem einzigen Protein der Lysate aus in vitro
kultivierten Metacestoden-Vesikeln und und in vivo kultivierten Protoscolices, wihrend in Leber-
lysat des Laborwirts M. unguiculatus nichts erkannt wird (31B). Die GroBe der erkannten natiirli-
chen Proteine entspricht mi 21 kDa genau dem errechneten Molekulargewicht von EmRap1. Daher
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kann davon ausgegangen werden, dass der Antikdrper den Echinokokken-Faktor erkennt und das
EmRapl in beiden Larvenstadien exprimiert wird.

Um zu iiberpriifen, wo genau EmRapl im Parasiten lokalisiert ist, wurden in Zusammenarbeit mit
Dennis Tappe (Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie, Universitdt Wiirzburg) Immunolokalisa-
tions-Studien an in vivo gewachsenem Parasitenmaterial durchgefiihrt. Wie in Abb. 33 gezeigt,
wurden in der Germinalschicht des Metacestoden die Zellen angeférbt, die die Kalziumkorperchen
umgeben (Abb. 33 A) widhrend im Protoscolex die Tegument-Strukturen deutlich angeférbt
wurden (Abb. 33 C Protoscolex invaginiert, Abb. 33 D: Protoscolex evaginiert). Wie erwartet,
wurde weder die zellenlose Laminatschicht noch die Negativ-Kontrolle, in welcher nur der
ZweitantikOrper eingesetzt wurde, angefarbt (Abb. 33 B).

A) B) ‘ -~ kd
emrapl -
1 2 3 -
Abb. 30: Expression von emrapl in verschiedenen Larvenstadi-
en von E. multilocularis. ; -1.0

A) Gesamt-RNA wurde aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (Spur 1),
in vivo kultivierten Protoscolices (Spur 2) und in vivo kultivierten sowie ak- :
tivierten Protoscolices (Spur 3) isoliert. Nach einer genspezifischen RT-PCR ~ €HIF apl = : 0.8
wurden die PCR-Produkte in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidi- -y
umbromid geférbt.

B) Virtueller Northern-Blot. Mit cDNA aus in vitro kultivierten Metacestoden-

Vesikeln (Spur M) und Protoscolices (Spur P) wurde iiber PCR (24 Zyklen) mit >
Primern gegen den poly(A)-Schwanz und den Spliced-Leader doppelsrangige

Spliced-Leader-cDNA amplifiziert. Jeweils 500 ng dieser cDNAs wurde in

einem 1% Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran geblottet und mit

einer [*P]-markierten emrapl-spezifischen Sonde hybridisiert. Der GroBen- P M
marker der DNA ist rechts in kb angegeben.

A) B) s
Thio-EmRapl - Kk 21,7kDa - w - EmRapl
(37 kDa)

Kontr. induz. GM M P G

Abb. 31: Nachweis von EmRapl1 iiber Antikérper im Western-Blot.

Rekombinant exprimiertes EmRapl (Abb. A: EmRap1-Thiofusionsprotein, Kontr: nicht induziert, induz: induziert) sowie Zellysate (Abb. B) von in
vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (M), in vivo kultivierten Protoscolices (P) und Leberlysat eines Gerbils (G) in einem 15% PAA-Gel aufge-
trennt und auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Die Blots wurden mit dem Erstantikorper anti-Rap1 (rabbit anti-Rap1; Stressgen) und dem
Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikérper AffiniPure anti-rabbit IgG (Jackson Immuno Research) entwickelt. Die Grofle der Proteine ist in kDa
angegeben, GM ist der Grofenmarker in Abb B.

3.4.5 EmRap1 ist farnesyliert

Fiir die Funktion von Rapl1 ist wie bei allen Ras-dhnlichen GTPasen eine Verankerung in zellula-
ren Membranen iiber kovalent gebundene lipophile Prenylgruppen essentiell [261, 307]. Wie in
Abb. 27 Und 28 zu sehen ist, hat EmRapl am C-Terminus ein kanonisches Prenylgruppen-
Bindungsmotiv (C'*SIC) und davor einen charakteristischen Abschnitt basischer Aminosduren.
Dieses Prenylgruppen-Bindungsmotiv kann entweder durch das Anhéngen von Farnesyl oder von
Geranylgeranyl modifiziert werden. Um heraus zu finden, welche dieser Prenylgruppen posttrans-
kriptionell an EmRapl gebunden wird, wurden in vitro Prenylierungsexperimente durchgefiihrt
[237, 322]. Dafiir wurde EmRap1 rekombinant als C-terminale Fusion von Thioredoxin in E. coli
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exprimiert. Das aufgereinigte Fusionsprotein wurde mittels Western-Blot auf eine Nitrozellulose-
membran tibertragen. Nach einer Anfarbung mit Ponceau-Rot wurde die EmRap1-Proteinbande
ausgeschnitten und in vier Abschnitte geteilt. Die einzelnen Abschnitte wurden in der Gegenwart
von [*H]-markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat in Kaninchen-Reticulocyten-
extrakt oder Echinokokkenlysat inkubiert. Der Nachweis einer Prenylierung wurde {iber eine Ront-
genfilmexposition erbracht. Sowohl in Kaninchen-Reticulocytenextrakt als auch in Echinokokken-
lysat konnte eine Farnesylierung nachgewiesen werden. Die angewandte Methode funktionierte
schnell und war im Materialverbrauch sehr sparsam. die Ergebnisse sind in Abb. 39 dargestellt.

3.4.6 EmRap1 bindet GTP

Die Sequenzanalysen ergaben, dass EmRapl zur Rap-Unterfamilie der Ras-dhnlichen kleinen
GTP-bindenden Proteine gehort. Um heraus zu finden, ob EmRapl GTP binden kann, wurde das
emrapl-Leseraster als 5'-Fusion in den Vektor pBAD/Thiofusion (Invitrogen) kloniert und in E.
coli rekombinant exprimiert. Mit dem resultierenden Protein wurde dann ein GTP-Bindungsassay
durchgefiihrt [170]. Wie in Abb. 32 zu sehen ist, konnte EmRap]1 erfolgreich in E. coli exprimiert
werden und zeigte dazu hin eine deutliche GTP-Bindungsaktivitét.

Western-Blot GTP-Bindung
Abb. 32: EmRapl: GTP-Bindungs-
aktivitdt.

EmRapl (20.8 kDa) wurde translationell am
5'-Terminus mit Thioredoxin und am 3'-Ende mit
2 ; e dem VS5-Epitop und einem 6xHis-Tag (3 kDa)
w m - EmRapl fusioniert und rekombinant unter der Kontrolle
eines arabinoseinduzierbaren Promoters in E.
(3 7 kDa) coli exprimiert. Das gesamte Zelllysat wurde vor
(Spur 1) und nach (Spur 2) der Expressions-In-
duktion in einem 12.5% PAA-Gel aufgetrennt
und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet.
Im linken Blot (Western) wurde das rekombi-
nante Protein mit dem anti-V5-Antikérper nach-
gewiesen. Der rechte Blot (GTP-Bindung) wurde
mit o-[**P]-GTP inkubiert, gewaschen und fiir 24
Stunden auf einem Rontgenfilm gelegt.

3.4.7 EmRap1 - in vivo Interaktionsstudien mit EmRaf uber Yeast-2-Hybrid

Uber das Yeast-Two-Hybrid-Systeme lassen sich in vivo Interaktionen von kleinen GTP-
bindenden Proteinen wie Ras mit Raf oder anderen Faktoren untersuchen [203]. Da mit EmRaf ein
potentieller Downstreamfaktor von EmRapl fiir E. multilocularis charakterisiert wurde, sollten
Yeast-Two-Hybrid-Experimente eine Interaktion dieser beiden Faktoren nachweisen. Die
Beschreibung und die beobachteten Ergebnisse des durchgefiihrten Versuchs sind in Kapitel 3.6.5
ausfihrlich dargestellt (Abb. 45). Fiir EmRap1l und EmRaf konnte dabei eine deutliche Interaktion
festgestellt werden.
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Abb. 33: Immunhistochemischer Nachweis von EmRap1 in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocularis.

Aus von infizierten Labortieren (M. unguiculatus) isolierten Lebern wurden Gefrierschnitte hergestellt (@ Spm), mit einem anti-Rap1-Antikérper
(rabbit anti-Rapl; Stressgen) als Erstantikorper inkubiert und mit einem Peroxidase-konjugierten Maus-anti-Kaninchen-Zweitantikorper (Abb.
A,C,D) oder nur mit dem Zweitantikorper entwickelt (Abb. B). Die Pfeile zeigen folgende Strukturen: CC - Kalziumkdorperchen, GL - Schicht aus
Germinalzellen des Metacestoden, LL - nichtzelluldre Laminatschicht des Metacestoden, T — Tegument, HT - Wirtsgewebe, R - Hakenkranz des
Protoscolex (Rostellum).
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3.5 EmRap2

EmRap?2 ist eine 21,7 kDa groBle farnesylierte GTPase aus E. multilocularis, die mit bis zu 47%
identischen und 60% &hnlichen Aminoséduren eine hohe Homologie zu bekannten Rap2-Proteinen
hat und die in rekombinant exprimierter Form keine NTPs binden kann. Die mRNA von EmRap2
ist in den zwei Larvenstadien Metacestode und Protoscolex nachweisbar. In Yeast-Two-Hybrid-
Experimenten interagiert EmRap2 mit EmRaf.

Die fiir die Charakterisierung von EmRap2 angewandten Methoden und die verwendeten Oligo-
nucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNA und der dar-
aus abgeleiteten Aminosduresequenz finden sich in Kapitel 5.20.

3.5.1 emrap2 - cDNA und genomischer Locus

Die emrap2-cDNA wurde iiber eine degenerative PCR und eine anschliefende 3'- sowie 5'-RACE
aus einer cDNA-Bank von E. multilocularis isoliert und besitzt in ihrer bisher Form keinen
poly(A)-Schwanz. Sie ist 1164 bp lang und enthélt ein einziges offenes Leseraster das fiir das
kleine GTP-bindende Protein EmRap2 (200 AS, 21.7 kDa) codiert (Abb. 35A). Neben dieser
langen cDNA konnte eine transgespleiflite Form isoliert werden, in der der Spliced-Leader am
5'-Ende kurz vor dem Start-ATG liegt (Abb. 35B). Ein Aminosédure-Sequenzvergleich ergab hohe
Homologien zu humanen Rap2-GTPasen (HsRap2b: 47/60%) und einem Rap2 aus dem ZebRa-
fisch (Abb. 34). Fiir die zusétzlichen Aminoséuren zwischen AS 104 und AS 125 konnte in Rap2-
Proteinen anderer Organismen bisher keine Entsprechungen gefunden werden (Abb. 34). Aufgrund
der Homologien des gesamten Proteins wurde das zugehorige Gen emrap2 genannt.

Mit Primern aus der cDNA-Sequenz und chromosomaler Echinokokken-DNA als Template
wurden iiber PCR Teile des genomischen Locus von emrap2 amplifiziert, kloniert und charakte-
risiert. Dabei konnte die chromosomale DNA-Sequenz im Bereich des Leseraster bis auf 111 bp
sowie die Position eines Introns von etwa 4-5 kb bestimmt werden (Abb. 35A). Die Introngrenze
ist zwischen EmRap2 und den humanen Rap2-Proteinen nicht konserviert.

[|«- G1  -»] [[<- G2 -»] |«
EmRap2 MDEYKVVVLGDGGVGKSALTVRFVTGRFEEKYDPTIEDFYRKEILVNGKACMLEILDTAGSEQFSSLODLYIRNGQGFVLVYSIASLOSLLDLEAVHQQI 100
BrRap2b MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTGSFIEKYDPTIEDFYRKEIEVDSSPSVLEILDTAGTEQFASMRDLYIKNGQGFILVYSLVNQQSFQDIKPMRDQI 100
HsRap2A MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTGTFIEKYDPTIEDFYRKEIEVDSSPSVLEILDTAGTEQFASMRDLYIKNGQGFILVYSLVNQQSFQDIKPMRDQI 100
HsRap2B MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTGSFIEKYDPTIEDFYRKEIEVDSSPSVLEILDTAGTEQFASMRDLYIKNGQGFILVYSLVNQQSSQDIKPMRDQI 100
HsRap2C MREYKVVVLGSGGVGKSALTVQFVTGTFIEKYDPTIEDFYRKEIEVDSSPSVLEILDTAGTEQFASMRDLYIKNGQGFILVYSLVNQQSFQDIKPMRDQI 100

< G4 »] IR
EmRap2 LRFKTKAPSRKSKTSKSAPSPVLP----- PIVLAGNKADLTAVGHREVARADGDAAARRWGCCAFVETSAKTGEGVMDVFREVVMOM--AQESAKKKGCT 193
BrRap2b IRVK-------—-—-————————— RYERVPMILVGNKVDLE--GEREVSSGEGKALADEWSC-PFMETSAKNKGSVDELFAEIVROMNYASAPNGDEQCC 185
HsRap2A IRVK-------—=-—-=————————- RYEKVPVILVGNKVDLE--SEREVSSSEGRALAEEWGC-PFMETSAKSKTMVDELFAEIVROMNYAAQPDKDDPCC 186
HsRap2B IRVK-----—--—-——-——-——————— RYERVPMILVGNKVDLE--GEREVSYGEGKALAEEWSC-PFMETSAKNKASVDELFAEIVROMNYAAQSNGDEGCC 186
HsRap2C VRVK-------———-————————— RYEKVPLILVGNKVDLE--PEREVMSSEGRALVQEWGC-PFMETSAKSKSMVDELFAEIVROMNYSSLPEKQDQCC 186
v Homologie zu EmRap2
EmRap2 TGACAIL = ------ 200
BrRap2b S--CAIL 47/59% 192
HsRap2A S-ACNIQ 47/60% 193
HsRap2B S-ACVIL 47/59% 193
HsRap2C T-TCVVQ 48/59% 193

Abb. 34: EmRap2 — Sequenzhomologien.

Abgebildet ist ein Vergleich von EmRap2 mit drei Rap2-GTPasen aus dem Mensch und einer aus dem ZebRafisch. Die angegebenen Sequenzen be-
ziehen sich auf H. sapiens Rap2A (HsRap2A; GenBank Accesion No. P10114), Rap2B (HsRap2B; X52987) und Rap2C (HsRap2C; QIBTSO0) so-
wie Rap2B von B. rerio (BrRap2B; Q7SY59). Aminoséuren, die mit der Konsensussequenz aller 5 Proteine {ibereinstimmen sind grau unterlegt. Mit
weillen Pfeilen auf schwarzem Grund sind die katalytisch wichtigen Regionen G1 — G5 markiert. Ein schwarzes Dreieck (V) markiert das bei allen
Ras-GTPasen konservierte Cystein, das prenyliert wird. Die Homologien zwischen EmRap2 und den anderen Rap2-Proteinen ist am Ende der Se-
quenz in Prozent angegeben.
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CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGGGACGGGAGCTAGGGTTTGTCGTTGGTGT TTTTTGGATTGCCTCTCTTT 100
ATGCTAACTTTTCGCGATTCTGTTACCAGTTCTGTATTTGAATCAAAAGCCCAATGGACGTCATTCTTTTTCGTTTGGTGATATATTACAACATTCTTCT 200
GTTAATTTACCAAGGTTGGAGTTATARACAGCGTCATTGTTTTTGATGACCCAACTCCCTTTTGTTCGATTTGTGGATTATCCTCTCATAGCACTTGCAC 300
AATACATCTGGCGCTATTTCCTGCACGTCAGTGTATAACCGCAGATGGGTCTTGAAAGAAAATCGGTTGTTTACTTTTCATATATTTGCTTTTGAGGAGA 400
TGGACGAATACARAGTTGTTGTTCTCGGTGATGGGGGAGTTGGARAGAGCGCCCTAACTGTTCGCTTCGTCACAGGGAGATTTGAGGAAAAGTACGACCC 500
M DEYKVVVLGDGS GV G XK SALTVR® RTFVTSGRTFTETETI K Y D P 34
G-1 (GTP-Bindung)
CACAATCGAGGACTTCTACCGCAAGGAGATTCTAGTAAATGGTAAAGCGTGCATGTTGGAGATTCTTGACACAGCGGGCAGTGAGCAGTTTTCCTCACTG 600
T I EDF Y RKETITULVNSGIE KA ACMTELTETITLUDTA ATG G STET GQTF S S L 67
G-2 (Effektordomiine) G-3
CAGGACCTTTACATTCGCAACGGCCAGGGTTTTGTGCTCGTATACAGCATTGCCTCATTGCAGAGTCTCCTCGACCTAGAGGCAGTGCATCAACAGATCC 700
Q DLY I RNGU QG GTFU VULV Y S IASTULU QS STLTLDTULTEA ATVHZOQO QI 100
TCCGTTTCAAGACTAAGGCGCCTTCCCGGAAGTCCAAAACTTCGAAGTCAGCGCCATCGCCAGTACTACCGCCAATTGTGCTGGCGGGTAATAAGGCGGA 800
L R F KT KAUPSRI K S KT S K SAUPSUZPVILU®PZPTIVILAGNTI KA AD
G-4
TCTAACGGCAGTAGGGCACCGCGAGGTCGCCAGGGCCGACGGGGATGCGGCGGCGAGGCGATGGGGTTGCTGTGCTTTTGTAGAGACCTCGGCGAAGACG 900
L T AV GHRETVA ARA ADTGD AR ARAMRIRTWGEGT CT CATFUVETSAZK KT 167
G-5
Intron 1 (4-5 kbp):* (nicht sequenziert)
GGGGAAGGTGTGATGGATGTCTTTCGAGAAGTGGTTATGCAGATGGCTCAGGAGTCTGCAAAGAAGAAGGGCTGCACCACTGGAGCCTGTGCTATCCTCT 1000
G EGVMDVF FRETVVMOQMA-aAaRQESH AI KTE KTE KTGT CTTGA ACATITL 200
Prenylierung
GACTTGCCGGCCTGCTTCTCACCTCTCCTACCTCTTTCTTGGGGTGTGGGTGTGTGCTGAGTTTGTAAATATTTACCGTTCCTCTCTTTTTTTCGTTATT 1100
TTTGCATATTTCCAACTGTGTGTACATATTGCCTCGATGAAGAAGATGAAGACGTTTTTTTTTT 1164
CACCGTTAATCGGTCCTTACCTTGCAGTTTTGTATGGAGATGGACGAATACARAGTTGTTGTTCTCGGTGATGGGGGAGT TGGARAGAGCGCCCTAACTG 460
Spliced-Leader M DEYZXKVVVLGDG GGV GZ XK S ATLT 21

Abb. 35: cDNA-Sequenz, abgeleitete Aminosduresequenz und Struktur des genomischen Locus von emrap?.

A) Gezeigt ist die gesamte cDNA-Sequenz (oben) von emrap2 und die davon abgeleitete Aminoséuresequenz des EmRap2-Proteins (unten, fett).
Start- und Stop-Codon sind unterstrichen und fett. Die noch nicht bestétigte Sequenz des chromosomalen Locus ist unterstrichen (bp 519-639). Die
Position des bisher bekannten Introns des genomischen Locus ist mit einem Pfeil markiert. Die Regionen G1 — G5, die von funktioneller Wichtigkeit
fiir Ras-dhnliche GTPasen sind (und dazu gehoért auch EmRap?2), sind ebenso grau unterlegt wie das Bindungsmotiv fiir die Prenylierung am
3'-Terminus. B) Gezeigt ist der 5'-Terminus der transgespleiiten cDNA von emrap2. Der Spliced-Leader ist unterstrichen. Die Zédhlung der Basen
und AS richtet sich nach der oben beschriebenen langen emrap2 -cDNA. Das Start-ATG ist unterstrichen und fett markiert.

Zwischen allen kleinen GTP-bindenden Proteinen gibt es 5 funktionell wichtige, hoch konservierte
Sequenzabschnitte, die Region I (G1), eine ATP/GTP-Bindungsdoméine mit der Konsensus-se-
quenz GXXXXGK (X steht fiir alle AS), die die a- und B-Phosphate von GTP oder GDP bindet,
die Effektordoméne (G2), die ihre Konformation nach der GTP-Bindung éndert und substratspezi-
fisch ist, also keine Konsensussequenz aufweist, die Region II (G3) oder switch II, mit der Se-
quenz DXXG, in der das y-Phosphat und das katalytisch Mg**-Ion bindet, die Region III (G4) mit
der Sequenz NKXD in der der Guanin-Ring bindet und die Region IV (G5) mit der Sequenz EX-
SAX, die die GTP/GDP-Bindung stabilisiert [42, 307]. Wie in den Abbildungen 34 und 35 zu se-
hen ist, sind alle diese Motive EmRap2 auch in EmRap2 an den vergleichbaren Positionen vor-
handen. Kleine GTP-bindende Proteine der Ras-, Rho/Rac/Cdc42- und Rab-Familien haben spezi-
fische C-Termini, die posttranslationell mit Lipiden wie Farnesyl oder Geranylgeranyl modifiziert
werden [261, 307]. EmRap2 hat am C-Terminus ein kanonisches Prenyl-Bindungsmotiv (C"*
C1o7xelieh Xalich %) - das fiir humanes Ha-Ras und N-Ras beschrieben ist [307] und konserviert in
allen hier gezeigten Rap2-GTPasen anderer Organismen vorhanden ist (Abb. 34 und 35).
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3.5.2 emrap2 - Echinokokkenspezifitat

Der Echinokokken-Spliced-Leader, der am 5'-Ende der emrap2 mRNA liegt deutet darauf hin, dass
emrap? tatsichlich ein Faktor des Parasiten und nicht des Wirts ist. Fiir eine genaue Bestitigung
wurden auf chromosomale DNAs des Parasiten E. multilocularis und des Laborwirts M. unguicu-
latus PCRs durchgefiihrt, wobei emrap2-spezitfische PCR-Produkte nur in der Echinokokken-DNA
nachgewiesen werden konnten. Auf der anderen Seite konnte das flir den Wirt spezifische f-tubu-
lin [46] nicht aus Echinokokken-DNA sondern nur aus der chromosomalen DNA von M. unguicu-
latus (Gerbil) amplifiziert werden (Abb. 36). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass emrap2 ein
Echinokokkengen ist.

Abb. 36: Nachweis fiir die Echinokokkenspezifitat
von emrap2 iiber PCR.

Mit chromosomaler DNA aus in vitro kultivierten Echinokokken

tub (Spur 1 + 2) und aus dem Gehirn eines uninfizierten Gerbils (Spur

3 +4) als Template wurden PCRs gegen emrap2 (Spur 1 + 3) und

das wirtsspezifische S-tubulin (Spur 2 + 4) durchgefiihrt. Die

emrap 2= PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und

mit Ethidiumbromid gefdrbt. Der GroBenmarker ist rechts in kb
angegeben.

3.5.3 emrap2 - Expression in verschiedenen Larvenstadien von E. multilo-
cularis

Uber RT-PCR wurde die Expression von emrap2 aus in vivo und in vitro kultivierten E. multilocu-
laris-Larven untersucht. Da in vivo gewachsenes E. multilocularis-Parasitenmaterial aus zwei Lar-
venstadien, ndmlich dem Metacestoden und dem Protoscolex, besteht, stellte sich die Frage, ob
emrap? in beiden Stadien exprimiert wird. Dafiir wurde RNA aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln und aus frisch isolierten Protoscolices (aus in vivo kultiviertem Material) iso-
liert. Ein Teil der Protoscolices wurde aktiviert. Abb. 37 zeigt deutlich die Expression von emrap2
in beiden Larvenstadien.

Abb. 37: Expression von emrap2 in verschiedenen Larvenstadien
von E. multilocularis.

Gesamt-RNA wurde aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (Spur 1), in
vivo kultivierten Protoscolices (Spur 2) und in vivo kultivierten sowie aktivierten
Protoscolices (Spur 3) isoliert. Nach einer genspezifischen RT-PCR wurden die
PCR-Produkte in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid ge-
farbt.

emrap?2 -

3.5.4 EmRap2 bindet kein GTP

Die Sequenzanalysen ergaben, dass EmRap2 zur Rap-Unterfamilie der Ras-dhnlichen kleinen
GTP-bindenden Proteine gehort. Um heraus zu finden, ob EmRap2 GTP binden kann, wurde das
emrap2-Leseraster als 5'-Fusion in den Vektor pBAD/Thiofusion (Invitrogen) kloniert und in E.
coli rekombinant exprimiert und mit dem resultierenden Protein dann ein GTP-Bindungsassay
durchgefiihrt [170]. Wie in Abb. 38 zu sehen ist, konnte EmRap2 erfolgreich in E. coli exprimiert
werden, zeigte jedoch keine GTP-Bindungsaktivitit. In einem weiteren Versuch wurde statt [**P]-
markiertem GTP ein Gemisch aus [**P]-markiertem ATP, CTP, TTP und GTP eingesetzt, fiihrte je-
doch auch zu keinem positiven Signal.
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A) Western-Blot GTP-Bindung B) NTP-Bindung
Thio- .
EmRap? - - /
. : -EmRapl
EmRap2 - . — i (38 kDa)

1 2 1 2 1 2 3
Abb. 38: Rap2 GTP-Bindungsaktivitat.

A) EmRap2 (21.7 kDa) wurde translationell am 5'-Terminus mit Thioredoxin und am 3'-Ende mit dem V5-Epitop und einem 6xHis-Tag (3 kDa) fu-
sioniert (Spur 1) sowie nur 3'-Terminal mit dem V5-Epitop und einem 6xHis-Tag (Spur 2) und dann rekombinant unter der Kontrolle eines
arabinoseinduzierbaren Promoters in E. coli exprimiert. Das gesamte Zelllysat nach der Expressions-Induktion in einem 12.5% PAA-Gel aufgetrennt
und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Im linken Blot (Western) wurde das rekombinante Protein mit dem anti-V5-Antikdrper nachgewiesen.
Der rechte Blot (GTP-Bindung) wurde mit a-[**P]-GTP inkubiert, gewaschen und fiir 24 Stunden auf einem Rontgenfilm gelegt. B) EmRap2 wurde
wie unter A beschrieben exprimiert und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet (Spuren 1 + 2). Zusitzlich wurde rekombinant exprimiertes Em-
Rapl (Spur 3) aufgetragen. Der Blot (NTP-Bindung) wurde mit a-[**P]-NTP (ATP, GTP, CTP, TTP) inkubiert, gewaschen und fiir 24 Stunden auf
einen Rontgenfilm gelegt.

3.5.5 EmRap2 ist farnesyliert und geranyl-geranyliert

Fiir die Funktion von Rap2 ist wie bei allen Ras-dhnlichen GTPasen eine Verankerung in zelluli-
ren Membranen {iiber kovalent gebundene lipophile Prenylgruppen essentiell [261, 307]. Wie in
Abb. 34 und 35 sehen ist, hat EmRap2 am C-Terminus ein kanonisches Prenylgruppen-Bindungs-
motiv (C'”AIL) und davor einen charakteristischen Abschnitt basischer Aminosduren. Dieses Pre-
nylgruppen-Bindungsmotiv kann entweder durch das Anhéngen von Farnesyl oder von Geranylge-
ranyl modifiziert werden. Um heraus zu finden, welche dieser Prenylgruppen posttranskriptionell
an EmRap2 gebunden wird, wurden in vitro Prenylierungsexperimente durchgefiihrt [237, 322].
Dafiir wurde EmRap2 rekombinant als C-terminale Fusion von Thioredoxin in E. coli exprimiert.
Das aufgereinigte Fusionsprotein wurde mittels Western-Blot auf eine Nitrozellulosemembran
iibertragen. Nach einer Anfarbung mit Ponceau-Rot wurde die EmRapl-Proteinbande ausge-
schnitten und in vier Abschnitte geteilt. Die einzelnen Abschnitte wurden in der Gegenwart von
[’'H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat in Kaninchen-Reticulocytenextrakt
oder Echinokokkenlysat inkubiert. Der Nachweis einer Prenylierung wurde iiber eine Rontgenfilm-
exposition erbracht. Sowohl in Kaninchen-Reticulocytenextrakt als auch in Echinokokkenlysat
konnte eine starke Farnesylierung sowie eine schwache Geranylgeranylierung beobachtet werden.
Die angewandte Methode funktionierte schnell und war im Materialverbrauch sehr sparsam. Die
Ergebnisse sind in Abb. 39 dargestellt.

Geranyl-Geranylierung Farnesylierung
EmRap1 — +++
EmRap2 + +4++
EmRas — +++
EmRal +++ —_—

Abb. 39: Prenylierung der kleinen GTP-bindenden Proteine

Gezeigt ist eine Zusammenstellung der prenylierungs-Experimente der kleinen GTP-bindenden Proteine, die in dieser Arbeit fiir E. multilocularis
identifiziert wurden. Markiert ist eine starke (4=), schwache (4) oder keine (==) Prenylierungsreaktion mit eingesetztem Geranyl-Geranyl-Py-
rophosphat oder Farnesyl-Pyrophosphat.
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3.5.6 EmRap2- in vivo Interaktionsstudien mit EmRaf uber Yeast-2-Hybrid

Uber das Yeast-Two-Hybrid-Systeme lassen sich in vivo Interaktionen von kleinen GTP-
bindenden Proteinen wie Ras mit Raf oder anderen Faktoren untersuchen [203]. Da mit EmRaf ein
potentieller Downstreamfaktor von EmRap2 fiir E. multilocularis charakterisiert wurde, sollten
Yeast-Two-Hybrid-Experimente eine Interaktion dieser beiden Faktoren nachweisen. Die
Beschreibung und die beobachteten Ergebnisse des durchgefiihrten Versuchs sind in Kapitel 3.6.5
ausfiihrlich dargestellt (Abb. 45). Fiir EmRap2 und EmRaf konnte dabei eine starke Interaktion
festgestellt werden.
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3.6 EmRaf

EmRaf ist ein 87 kDa grofles Raf-Homolog (40%/67%) aus E. multilocularis, das als single-copy-
Gen vorliegt und das iiber die meisten, zur Interaktion mit anderen Proteinen wichtigen, AS-Reste
verfiigt. Die mRNA von EmRaf ist in den zwei Larvenstadien Metacestode und Protoscolex nach-
weisbar. Im Y2H interagiert EmRaf mit den GTPasen EmRas, EmRapl und EmRap2, sowie mit
dem potentiellen Effektor EmMKK.

Die fiir die Charakterisierung von EmRaf angewandten Methoden und die verwendeten Oligo-
nucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNA und der dar-
aus abgeleiteten Aminosduresequenz finden sich in Kapitel 5.17.

3.6.1 emraf - Charakterisierung der cDNA

Uber eine degenerative PCR, mit Primern die gegen konservierte Regionen der Kinase-Domiine
(Abb. 40) gerichtet waren, konnte ein 261 bp langes Fragment aus E. multilocularis-cDNA ampli-
fiziert werden. Die fehlenden Sequenzen der cDNA wurde iiber 5'- und 3'-RACE aus einer plas-
midbasierten cDNA-Bibliothek [159] isoliert. Die vollstdndige emraf~-cDNA besteht ohne poly(A)-
Schwanz aus 2432 bp und enthélt ein offenes Leseraster, das fiir ein 780 AS langes Protein mit
einem theoretischen Molekulargewicht von 87 kDa codiert (Abb. 41). Da dieser Faktor Sequenz-
homologien zu bekannten Raf-dhnlichen Kinasen (Abb. 40) aufweist und mit kleinen GTPasen der
Ras-Familie interagiert wurde er EmRaf genannt.

Abb. 51 zeigt einen Aminosdurevergleich zwischen EmRaf und Raf-Orthologen aus Sadugetier, Ne-
matode und Insekt. Obwohl die Homologien (36 — 41% identisch und 61 — 67% &hnlich) iiber das
gesamte Protein im Verhéltnis zu Ras-Orthologen (75 — 78% identisch, vergl. Abb. 11) der glei-
chen Spezies verhéltnismaBig gering sind, sind verschiedene Regionen von EmRaf und der Raf-
Kinasen verschiedenen phylogenetischen Ursprungs hoch konserviert (Abb. 40, 41). Das sind die
Regionen CRI1, in der die Ras-bindungs-Doméne (RBD) und eine Cystein-reiche Doméne (CRD)
liegt, die beide fiir die Interaktion mit Ras-dhnlichen GTPasen wichtig sind, die Region CR2, die
reich an Serin- und Threoninresten ist, die von verschiedenen regulierenden Kinasen modifiziert
werden und die Region CR3, in der die Tyrosin-Kinasedoméne liegt [205, 83, 137]. Phosphory-
lierung ist ein wichtiger Mechanismus tiber den die Aktivitdt von Raf reguliert wird und iiber Stu-
dien, die vor allem an dem humanen Raf-1 durchgefiihrt wurden, konnten verschiedene AS-Reste
identifiziert werden, die daran beteiligt sind. Die zwei Reste Ser*” und Ser®' sind im unstimu-
lierten Zustand von Raf-1 phosphoryliert und bilden die Bindungsstelle fiir Mitglieder der 14-3-3
Proteinfamilie [205, 83, 137]. Wie in Abb. 40 zu sehen ist sind beide Serin-Reste in EmRaf (Ser**,
Ser’”) konserviert und Teil eines 14-3-3 Bindungsmotivs (RxxSxP) [6]. Fiir die Interaktion von
14-3-3-Proteinen mit Raf-1 sind zudem die zwei Cysteine Cys'® und Cys'®® wichtig, die Teil eines
Zink-Finger-Motiv-bildenden Cystein-Repeats sind [209]. Wie in Abb. 40 gezeigt, sind in EmRaf
die entsprechenden Cysteine Cys*’ und Cys**® vorhanden. Fiinf aktivierende, durch Ras induzier-
bare Phosphorylierungsstellen sind in Raf-1 die Reste Ser*®, Tyr'*, Tyr**!, Thr*' und Ser** [205,
83, 93, 137]. Ser’*® wird von PAK (p21 aktivierte Kinase) phosphoryliert und ist entscheidend fiir
die Aktivierung von Raf [205, 83, 137]. Wie in Abb. 40 gezeigt, ist in EmRaf das entsprechende
Ser*®und Thr®” auch vorhanden. In Sdugerzellen werden die Raf-1-Tyrosine Tyr** und Tyr**' von
Src und JAK (Janus aktivierte Kinase) phosphoryliert [205, 83, 93, 137]. In EmRaf sind diese Res-
te durch Asparaginsiure (Asp*?) und Lysin (Lys*?) ersetzt (Abb. 40), was gegen eine Beteiligung
von Src- und JAK-Homologen bei der EmRaf-Regulation spricht. Bei Raf-1 fiihrt ein Austausch
des Tyr**® durch ein Asp zu einer nachgeahmten Phosphorylierung was zu einer Steigerung der ka-
talytischen Aktivitit der Kinase fiihrt [205] und in humanem B-Raf sind beide Reste durch phos-
phomimetische Aspartate ersetzt. In EmRaf konnte das Asp*** eine dhnliche Rolle iibernehmen und
somit fiir eine, im Vergleich zu Raf-1, hohere Aktivitidt im Grundzustand fiihren.
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EmRaf 58
Raf-1 29
DmRaf 97
Lind5 34
EmRaf 143
Raf-1 70
DmRaf 97
Lind5 99
V- A\ > < 1=\
EmRaf EVRPGQTIRQVLEKKLSHRCYCTEDLSVYSV----- GSGNLVLWDDDAAGVALVSGDLVVEFNDE-QTHRRPKHEFQRRRFFETQICSICQKFV-FFGIT 236

Raf-1 NVRNGMSLHDCLMKALKVRGLQPECCAVFRLLHEHKGKKARLDWNTDAAS—-LIGEELQVDFLDHVPLTTH---NFARKTFLKLAFCDICQKFL-LNGFR 164
DmRaf VIESGVRLCDALMKALKLRQLTPDMCEV---STTHSGRHI-IPWHTDIGT--LHVEEIFVRLLDKFPIRTHIKHQIIRKTFFSLVFCEGCRRLL-FTGFY 290
Lin45 EVRPGETARDAISKLLKKRNITPQLCHV-NASSDPKQESIELSLTMEEIASRLPGNELWVH-SEYLNTVSSIKHAIVRRTFIPPKSCDVCNNPIWMMGFR 197

—_—y
EmRaf CKICGLAFHQRCVSRLEKHHLQPTEEDNFIE-IQRLLKCSGQ----- RSSNWLAVQON----GSSGAISTTGSTTPTTAQVCVYEAATAAAAVVAAAAAAA 326
Raf-1 CQTCGYKFHEHCSTKVPTMCVDWSNIR-------| QLL--------————————-— LF------ PNSTIGDSGV--PALPSLTMRRMRESVSRMPVSSQHRY 232
DmRaf CSQCNFRFHQRCANRVPMLCQPFPMDSYY----- QLL-----—————————-—-— LAE----NPDNGVGFPGR--GTAVRPNMSS-RSRSRRCSSSGSSSS 361

Lin45 CEFCQFKFHQORCSSFAPLYCDLLQSVPKNEDLVKELFGIASQVEGPDRSVAEIVLANLAPTSGQSPAATPDSSHPDLTSIKRTGGVKRHPMAVSPONETS 297

EmRaf AEQRGSGWEADRGVRDAVTARM------- PSAHLLTAVTRERS------------ SSSPNVCHHINPQOLPSFSNL-—--—---—--~— IPWAGSVKSHDCNQP 398
Raf-1 STPHAFTFNTSSPSSEGSLSQ------—-—-—-—-—-—--- RORS------------ TSTPNVH--MVSTTLPVDSRM--------— I--EDAIRSHSESAS 289
DmRaf SKPPSSSSGNHRQGRPPRISQ-------—--—-=—————=—-- DDRS--------—---- NSAPNVC--IN------ NIRS--------- V--TSEVQRSLIMQA 412
Lin45 QLSPSGPYPRDRSSSAPNINAINDEATVQHNQRILDALEAQRLEEESRDKTGSLLSTQARHRPHFQSGHILSGARMNRLHPLVDCTPLGSNSPSSTCSSP 397
PRPP ENEENENNEEEEN NN
EmRaf SNPSNAAVG----- GGDSSEFKNLV-----—---—-— PSNLETED------ RLKSATDGGDGTASTPRQRQRLDESEEWEIPAEEIQRGPRIGSGSFGTVF 476
Raf-1 PSALSSSPN----- NLSPTGWSQ--------—-—--— PKTPVPAQ------— RERAPVSGTQEKNKI-RPRGORDSSYYWEIEASEVMLSTRIGSGSFGTVY 374
DmRaf RPPLPHPCT----- DHSNSTQAS----—---——--—--— PTSTLKHN------ RPRAR-SADESNKNL-LLRDAKSSEENWNILAEEILIGPRIGSGSFGTVY 486

Lin45 PGGLIGQPTLGQSPNVSGSTTSSLVAAHLHTLPLTPPQSAPPQKISPGFFRNRSRSPGERLDAQRPRPPOKPHHED-WEILPNEFIIQYKVGSGSFGTVY 496

IS
EmRaf KGYWHGDVAIKELNVVDPTATQLKAFKNEVNVLRKTSHANILLFMGVVSKPRLAIITQWCEGSSLYKHIHVHERH--FDVEEMVDVARQTTQGMDYLHAK 574
Raf-1 KGKWHGDVAVKILKVVDPTPEQFQAFRNEVAVLRKTRHVNILLFMGYMTKDNLAIVTOQWCEGSSLYKHLHVQETK--FOMFOLIDIARQTAQGMDYLHAK 462
DmRaf RAHWHGPVAVKTLNVKTPSPAQLOAFKNEVAMLKKTRHCNILLFMGCVSKPSLAIVTQWCEGSSLYKHVHVSETK--FKLNTLIDIGRQVAQGMDYLHAK 584
Lin45 RGEFFGTVAIKKLNVVDPTPSQMAAFKNEVAVLKKTRHLNVLLFMGWVREPEIAIITQWCEGSSLYRHIHVQEPRVEFEMGAIIDILKQVSLGMNYLHSK 596
ceesee>
P ]
EmRaf KILHRDLKSSNIFLHERI—-VKIGDFGLATMKT-WK--GGSR--QPTGSIFWMAPEVMRMEGETPYTNLSDVYAFGIVLYELITGQLPFRGHNSREQILF 667
Raf-1 NIIHRDMKSNNIFLHEGLT-VKIGDFGLATVKSRWS--GSQQVEQPTGSVLWMAPEVIRMODNNPFSFQSDVYSYGIVLYELMTGELPYSHINNRDQIIF 559
DmRaf NIIHRDLKSNNIFLHEDLS-VKIGDFGLATAKTRWS--GEKQANQPTGSILWMAPEVIRMOELNPYSFQSDVYAFGIVMYELLAECLPYGHISNKDQILF 681
Lin45 NIIHRDLKTNNIFLMDDMSTVKIGDFGLATVKTKWTVNGGQQOQOQOPTGSILWMAPEVIRMODDNPYTPQSDVYSFGICMYEILSSHLPYSNINNRDQILF 696

ExExx

Lo E
EmRaf LVGKGILRPDMSAIRSDVPTELRRVVIESCEFSRDARPNFSQLHQRLDGLYRRLRKLPRCSSEPNLRKYWGRCGVGEDC---—--—-—-—--- AGQLPPPPPP 756
Raf-1 MVGRGYASPDLSKLYKNCPKAMKRLVADCVKKVKEERPLFPQILSSIELLQHSLPKINRSASEPSLHR---—--—---—-—-———————————— AAHTEDINA 636
DmRaf MVGRGLLRPDMSQVRSDARRHSKRLAEDCIKYTPKDRPLFRPLLNMLENMLRTLPKIHRSASEPNLTQ-------—-—-—-———-——-———-—-—— SQLOND--E 756

Lin45 MVGRGYLRPDRSKIRHDTPKSMLKLYDNCIMFDRNERPVFGEVLERLRDII--LPKLTRSQSAPNVLHLDSQYSVMDAVMRSQMLSWSYIPPATAKTPQS 794

Homologie zu EmRaf

EmRaf QPLPBPPPSPPTSPLIEDVTVKVQ e 780
Raf-1 CTLTTSPRLPVF 41 (67)% 648
DmRaf FLYLPSPKTPVNFNNFQFFGSAGNI 38 (61)% 781
Lin45 AAAAAARNKKAYYNVYGLIGSQPGSQGCTLTRQPKILLR 36 (61)% 833

Abb. 40 : Aminosédurevergleich von EmRaf mit Raf-Kinasen verschiedenen phylogenetischen Ursprungs.

Gezeigt sind die Sequenzen des E. multilocularis EmRaf, des humanen Raf-1 (Raf-1; GenBank Accession No. AH002959), des Raf von D. melano-
gaster (DmRaf; X07181) und die der Raf-Kinase Lin-45 von C. elegans (LIN45; AY455928). AS-Reste, die mit der Konsensussequenz aller Se-
quenzen {ibereinstimmen, sind grau unterlegt. Mit einem Doppelpfeil sind die Ras-Bindungs-Doméne (RBD; «—) und die Cystein-reiche Doméne
(CRD; «=») der Region CR-1 markiert. Der graue Balken markiert die Serin/Threonin-reiche CR-2 Region. Der schwarze Balken markiert die Ty-
rosinkinase-Domine. Die gepunkteten Pfeile markieren die konservierten Regionen gegen die die degenerierten Primer gerichtet wurden. Ein weil3es
P auf schwarzem Grund (§§) zeigt die AS-Reste an, die im humanen Raf-1 phosphoryliert werden. Kleine schwarze Dreiecke (¥) zeigen in der RBD
auf die AS-Reste, die in direktem Kontakt mit Ras-GTPasen stehen. Kleine Pfeile ( ;) zeigen auf die AS-Reste, die an der Bindung von 1433 an Raf-
1 beteiligt sind. Die Homologiewerte am Ende der Sequenzen geben den prozentualen Wert an identischen und dhnlichen (in Klammer) Aminosiu-
ren der Raf-Kinasen zu EmRaf an.

Abb. 41, S.53: cDNA-Sequenz, abgeleitete Aminosduresequenz und Struktur des genomischen Locus von emraf.

Gezeigt ist die gesamte cDNA-Sequenz (oben) von emraf und die davon abgeleitete Aminoséuresequenz des EmRaf-Proteins (unten, fett). Ein Punkt
am Ende der Aminoséduresequenz markiert das Stop-Codon. Start- und Stop-Codon der cDNA sind unterstrichen. Die Positionen der Introns des ge-
nomischen Locus sind mit Pfeilen markiert. Fiir jedes Intron ist die Groe sowie die Sequenz des 5'-Donors und des 3'-Akzeptors angegeben. Grau
unterlegt und beschriftet sind die Ras-Bindungs-Domaine (RBD), die Cystein-reiche Doméne (CRD), die Serin/Threonin-reiche CR-2 Region und die
Tyrosinkinase-Doméne.
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CTTGTCTTAGCATGTAGATTTAACTGCGCGTCTCAAACAGTCTGAAGTAGTTCCAAGTGGAAATTGTTGATGTATCCCTCTTCTTTTTGTGCTGAATGAT
M
Intron 1 (77 bp):W GTTAG. . . TTTAG
GGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATCTTAGCGCTATGGAGAAAAACTGTGGTATGCTAAAAACAAAGATTGCTAACTTCCGCCTCATAAGCGACGTTTTG
D R Q S F DV NILSAMEI KNDNTCGMT LI KT KTIA ANU FI®RIULTISIDV L

CAAGACAAGACGTACCAACTGTTGAATATCATTCGTAAAAAGGAGGATTTTTTCGGCATATTCACCCGTGAATATGATGAGGTCTCCAGTGACATTAACT
Q DK T Y Q L L N I IRIKIKZEUDV F?FGTIF T REYDEV S S DTIN

CCGTCCAAGCGGTTATCGAAATGTACTCCACCGAGTTAGAAGAGCTTGAGGCTGTAATTGACGAATGTAAGCGGGAGAACAGTGCGGCAGGCGCTTCTAG
S vV.Q AV I EMY S TEULEETLEA AV IUDETCI KT RIENS S AA ASGA AS R

AGGTAAAAGCGGCCCGCACCAACCCAATAATGGCGATTCTACTACCCTAAGTCCACCACAACGTCGGCTGCCAATTCAGAAGTGCCAGCTGAGGGCACAC
G K s G P HQ PNNGUDSTTT LS PP QR RILUPTIOQI KT COQTULRAHBH

CTTCCGGATAACCAGTTCACCGTGGTTGAGGTGCGTCCAGGACAGACGATACGTCAGGTGTTAGAGAAGAAGCTTTCCCATCGATGCTATTGCACTGAGG
L P DNQ F T V V EV RPGQTTII ROQVLEI KI KT LSUHIRTZCYCTE
RAS-Bindungs-Domine (RBD)

ATCTCTCTGTCTACAGCGTCGGCTCAGGGAATCTTGTGTTGTGGGACGACGATGCAGCTGGAGTAGCTCTGGTCTCAGGGGACCTAGTTGTGGAGTTTAA
DL SV Y sV GGS GGNULUVILWUDUDIDAAGVYVA ALV S GDIULV YV EF N

CGATGAGCAGACCCATCGGCGTCCAAAGCATGAGTTTCAGCGCAGAAGGTTCTTTGAGACTCAAATCTGCAGCATCTGCCAGAAGTTTGTCTTCTTTGGA
D E Q T H RIRUPI K HEVFQIRIRIRUFUFETOQTILCSTICOQOI KU FVF F G
Cystein-reiche Doméne (CRD)

ATTACTTGCAAAATTTGCGGCTTGGCGTTTCATCAGAGGTGCGTTTCGCGGTTGGAGAAGCACCACTTGCAACCTACTGAAGAGGATAATTTCATTGAAA
I T C K I €C G L A F HQ R CV S R RULUEI KUHUHTLUO QU?PTEETDNTFIE

W Intron 2 (1337 bp): GTGAG. . . TTTAG
TTCAGCGACTCCTARAAGTGTAGCGGCCAGCGCAGTTCCAATTGGCTGGCAGTTCAGAACGGCTCGAGCGGTGCAATTTCCACCACAGGATCGACAACACC
I Q R L L K C S G Q R S S N W UL AV Q NG S S G ATI s TTG S T T P

CACAACTGCGCAGGTATGTGTCTACGAGGCGGCCACGGCGGCAGCGGCGGTGGTGGCTGCGGCTGCTGCGGCGGCAGCAGAGCAGCGAGGAAGCGGATGG
T T A Q VCV Y EA AT AAAA AV V AAAAAAAD AARAEUOQURG S G W

GAGGCGGATCGCGGTGTCCGTGATGCAGTCACGGCTAGAATGCCATCGGCCCATCTACTTACTGCTGTTACCCGTGAGCGCTCCTCCTCTAGCCCCAATG
E A DU RG YV RDAV TARMZPSAUHTLTULTA AVTREI RS S S S P N

Intron 3 (482 bp):W¥ GTaTG. . . TACAG
TCTGCCATCACATCAATCCCCAACAGCTACCCTCTTTCTCCAACCTTATTCCCTGGGCTGGTTCGGTTAAGTCCCACGACTGTAACCAGCCTTCCAATCC
vV C H HINUZPOQOQ L P S F S N LI PWAG SV K S HDUGCNOQU©P S NP

Serin/Threonin-reiche CR-2 Region

CTCCAATGCTGCCGTCGGTGGTGGTGACTCAAGTGAATTCAAGAACCTTGTTCCATCCAATCTGGAGACGGAAGATCGTTTAAAATCGGCGACAGACGGG
S NA AV GG GD S s EF KNILV P S NUILETEUD RTILI K S ATD G

Intron 4 (1364 bp):* GTAAT...CTCAG
GGTGATGGAACCGCCTCTACACCCCGGCAACGCCAGCGCCTTGACTCCAGTGACAAGTGGGAGATTCCCGCAGAGGAGATCCAGAGGGGTCCACGCATCG
G D GTASTUZPRI QRO QRTILUDS S DI XKTWETIZPAETETIQRSGZ PRI

GATCGGGCTCTTTTGGCACGGTTTTCAAGGGCTACTGGCACGGGGATGTTGCCATCAAGGAGCTCAATGTTGTTGATCCTACTGCAACCCAGTTAAAGGC
G S G s F G T Vv F K G Y WHSGUDVATII KUETLNVV D PTA AT QUL K A
Tyrosinkinase-Doméane
Intron 5 (725 bp):W GTGCG. . . TTTAG
GTTCAAGAATGAGGTTAATGTTCTCAGAAAAACAAGTCATGCCAACATTCTCCTCTTCATGGGTGTCGTCTCGAAGCCGCGACTAGCCATCATCACGCAG
F K N E V NV L R KT S HANTTIULULU FMGV YV S KPRILATITIT Q

TGGTGCGAGGGCTCTAGTCTCTACAAACACATTCATGTGCACGAACGTCACTTCGATGTGGAGGAGATGGTCGATGTTGCTCGTCAAACCACTCAGGGCA
W CE G S S L Y KHTIUHVHEURUHET FDVETEMMVYVDVAURIGQTT Q G

W Intron 6 (2589 bp): GTAAG. . . TTCAG
TGGATTACCTACACGCGAAGAAAATTCTTCACCGTGACCTCAAATCCAGCAACATATTTCTGCACGAACGGATTGTGAAGATTGGTGATTTTGGCCTGGC
M D Y L H A K K I L H RDULI K S S NI F L HEIZRTI VI KTIGDVF G L A

Intron 7 (2231 bp):W GTAGG. . . TACAG
CACAATGAAAACGTGGAAGGGCGGTTCGCGTCAGCCTACTGGCTCTATCTTTTGGATGGCGCCGGAGGTGATGCGCATGGAGGGTGAGACACCATACACA
T M K T W K G G S R Q P T G S I F WMAUPEVMU®BRMMETGETU?P Y T

AATCTCTCGGACGTCTACGCCTTCGGAATTGTATTGTATGAGCTAATCACTGGCCAACTGCCCTTCCGTGGGCACAACAGCCGTGAACAAATCCTCTTTC
N L s DV Y A F G I VLY ETLTITG G QULUZPFRGHNSIREIQTITLTF

TCGTCGGTAAAGGCATCCTCCGACCCGACATGTCGGCTATTCGCTCCGACGTGCCCACCGAGTTGCGCCGTGTAGTCATCGAGTCCTGCGAGTTTTCGCG
L VvV G K G I L R P DM S AIURSDVPTETLIZRIRVYVVIE S CEF S R

Intron 8 (1172 bp):W GTAGG. . .CCAAG
CGATGCTCGACCAAATTTTTCTCAGTTGCACCAACGTCTGGACGGTCTCTACCGCCGACTGCGAAAACTTCCACGCTGCTCCTCGGAACCGAACTTGCGT
D ARGPNTFEFSOQTLHOQRTLELSDTGTLTY®RRTLP RIE KTLTP?®RTC CSSETPNTELR

AAGTACTGGGGTCGCTGCGGTGTAGGAGAGGACTGCGCCGGTCAACTGCCGCCACCACCACCGCCGCAACCGCTTCCACCCCCACCCCCTTCTCCTCCTA
K Y WGGRCGV G EDCAGO QTULUPZPUPUPP P Q P L P P P P P S P P

CTTCTCCCCTCATCGAAGATGTGACTGTTAAGGTCCAATGAAGGTAATGAGTATGAATCCACTAAACTGTTATTTCAATCAAGTGTTTGTCTGTTCGTGA
T S P L I E D V T V K V Q

AGCGTCAAAACAATGCAATTTTTACAGTTCAAAAAAAAAAAAAAAAA

100

200
34

300
67

400
101

500
134

600
167
700

201

800
234

900
267

1000
301

1100
334

1200
367

1300
401

1400
434

1500
467

1600
501

1700
534

1800
567

1900
601

2000
634

2100
667

2200
701

2300
734

2400
767

2500
780
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Die Reste Thr*! und Ser* im Aktivierungs-Loop der Raf-1-Tyrosinkinasedoméne werden Mito-
gen-induziert phosphoryliert und sind an der Raf-1-Aktivierung beteiligt [205, 83, 137]. Thr*" ist
hoch konserviert unter den Raf-Kinasen verschiedenen phylogenetischen Ursprungs (Abb. 40) und
ist auch in EmRaf (Thr®?) vorhanden. Das Ser*** von Raf-1 ist in EmRaf durch ein Threonin ersetzt
(Thr®®), ebenso in Raf-Kinasen von Drosophila und C. elegans (Abb. 40) und da dieses Threonin
(Thr®?®) in Lin-45 von C. elegans phosphoryliert wird [72], kénnte das entsprechende Thr®” von E.
multilocularis auch phosphoryliert werden.

Die Kinase KSR (Kinase Supressor von Ras) ist ein Regulator von Raf-Kinasen in Séugetieren, In-
sekten und Nematoden [205] und deren Phosphorylierung von Thr**® in Raf-1 ist notig fiir die voll-
standige Aktivierung von Raf-1 in Antwort auf eine Stimulation durch EGF [341]. In EmRaf, wie
auch den Homologen von Drosophila und C. elegans, ist dieses Threonin nicht vorhanden (Abb.
40), was darauf hindeutet, dass Interaktionen von EmRaf mit einem putativen Echinokokken-KSR-
Homolog entweder nicht existieren oder unabhéngig von einer Phosphorylierung erfolgen, wie es
schon fiir Ksr-Raf-Interaktionen in C. elegans gezeigt wurde [234].

Fiir die Bindung von MKK1/2 (MEK1/2) sind fiir Raf-1 die Aminosduren Ser’***Ser’* Tyr**Tyr**!
beschrieben, wobei Ser’*® und Tyr**' phosphoryliert sein miissen. Fiir eine MKK-Bindung konnen
die Reste Y** und Y**' auch durch phosphomimetische Aspartate ersetzt sein. Durch die Phospho-
rylierung des Ser’*® und Y**' kommt es zu einer Konformationsinderung in Raf-1 die zur Bildung
von zwei MKK-Bindungsstellen zwischen den AS 325-349 und AS 350-648 fiihrt [339]. In EmRaf
sind beide Serine vorhanden und eines der beiden Tyrosine durch ein phosphomimetisches As-
partat ersetzt. Nur fiir das Lysin an Position K** konnte keine Entsprechung in orthologen Raf-
Kinasen gefunden werden (E.m. S*°S*'D*?K*?). Durch das Fehlen der beiden regulatorischen
Reste Y** und Y**' in EmRaf, gleicht dieses dem B-Raf eines Sdugers, in dem diese Reste eben-
falls nicht vorhanden sind.

Eine letzte Gruppe von AS-Resten, die flir die Funktion von Raf sehr wichtig sind, sind die Ami-
nosduren der Ras-Bindungs-Doméne (RBD), die den direkten Kontakt zwischen Ras-dhnlichen
GTPasen in Ras/Raf- und Rap/Raf-Komplexen vermitteln. In kristallographischen Studien konnten
fiir Raf-1 sieben dieser Reste bestimmt werden: Arg®, Lys*, Thr®, Arg®, GIn®, Asn® und Arg®
wobei GIn®%, Lys* und Arg® absolut essentiell sind [147, 223]. Wie in Abb. 40 zu sehen ist, sind in
EmRaf fiinf dieser Reste hoch konserviert und die folgenden zwei ausgetauscht: Asp'’ an Stelle
eines Asn (entsprechend Asn® im humanen Raf-1) und Phe'” an Stelle eines Arg (entsprechend
Arg® im humanen Raf-1).

Samtliche Ergebnisse der Sequenzanalyse sprechen dafiir, dass das hier charakterisierte Protein ein
Raf-Homolog aus E. multilocularis ist. Es konnten hohe Homologien zwischen EmRaf und
anderen Raf-Kinasen in den konservierten Bereichen CR1, CR2 und CR3 sowie den meisten Ami-
nosdure-Resten, die an der Ras/Raf-Interaktion und/oder der Raf-Regulation {iber Phosphory-
lierung beteiligt sind, festgestellt werden. Unterschiede betrafen vor allem Phosphorylierungs-
stellen.

3.6.2 emraf - Charakterisierung des chromosomalen Locus und Southern-
Blot

Die Sequenz des gesamten chromosomalen Locus besteht aus 12.3 kbp und konnte aus iiber-
lappenden Fragmenten bestimmt werden, die iber PCR mit Primern, die gegen die cDNA-Sequenz
von emraf gerichtet waren, amplifiziert wurden. Die codierende Region, die von 8 Introns mit Gro-
Ben zwischen 77 — 2589 bp unterbrochen wird, besteht aus 9 Exons mit Grofen zwischen 69 und
743 bp (Abb.41). Alle Introns haben die kanonischen Dinucleotid-Sequenzen GT und AG an ihren
Spleildonor- und ihren SpleiBBakzeptorstellen. Die 4 Introns I5 — I8, die in der Tyrosinkinase-Do-
maéne lokalisiert sind, teilen mit dem humanen Gen fiir Raf-1 hochkonservierte Exon-Intron Gren-
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zen (Abb. 41). Das deutet stark darauf hin, das die Raf-Gene des Fuchsbandwurms und des Men-
schen von einem gemeinsamen evolutiondren Vorldufer stammen.

Saugetiere exprimieren drei verschiedene Gene, die fiir die eng verwandten Raf-Isoformen Raf-1,
A-Raf und B-Raf codieren [205, 137]. Um zu iiberpriifen, ob in E. multilocularis neben emraf noch
weitere Raf-Gene vorhanden sind, wurden Southern-Blot-Hybridisierungen durchgefiihrt. Dafiir
wurden eine Sonde aus der Ras-bindungs-Doméne im 5'-Bereich (Sonde A) und eine aus der Tyro-
sinkinase-Doméne im 3'-Bereich (Sonde B) von EmRaf gewahlt. Wenn emraf ein single-copy-Gen
ist, sollte mit jeder Sonde nur ein Hybridisierungs-Fragment, in mit verschiedenen Restriktionsen-
zymen geschnittener chromosomaler DNA von E. multilocularis, nachweisbar sein. Wie in Abb.
42 zu sehen ist, fiihrte eine Hybridisierung mit der Sonde A in chromosomaler DNA, die mit vier
verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten wurde, zu jeweils einem Fragment der erwarteten
Grofe. Auch die Hybridisierung mit der Sonde B ergab jeweils ein stark reagierendes Fragment
der erwarteten Grofle, dazu jedoch auch einen Hintergrundschmier von 2 — 12 kb, was am wahr-
scheinlichsten von Kreuzhybridisierungen der Sonde mit anderen Genen von E. multilocularis her-
rihrt, die Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen exprimieren. Trotz dieser Kreuzhybridisierungs-
fragmente sprechen die Analysen dafiir, dass emraf als single-copy-Gen in E. multilocularis vor-
liegt.

Sonde A Sonde B
kb kb
12 -
12 -
8 -
8 -
6 -
6. . -
4 -
4 -
ey
2 -
2 _ - Y
1 -
1 - :
Bglll EcoRI Nsil  Pstl Bglll  Nsil Pstl Pwull

Abb. 42: emraf - Southern Hybridisierungen.

Chromosomale DNA von E. multilocularis wurde mit den unter den Blots gezeigten Restriktionsenzymen verdaut, in einem 0.8 % Agarosegel aufge-
trennt und auf eine Nylon-Membran transferiert. Die Membran wurde dann mit Sonden gegen die Ras-bindungs-Doméne (Sonde A) und die Tyro-
sinkinase-Doméne (Sonde B) von emraf untersucht. Die Blots wurden 48 h auf Rontgenfilme gelegt. Links sind die Groenmarker angegeben. Der
Hintergrundschmier in B entstand am wahrscheinlichsten durch Kreuzhybridisierungen der Sonde mit anderen Kinase-codierenden Genen von E.
multilocularis.
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3.6.3 emraf - Echinokokkenspezifitat

Da die cDNA-Bibliothek, liber die emraf isoliert wurde, aus Parasitenmaterial stammte das in Lab-
ortieren (M. unguiculatus) kultiviert wurde, musste ausgeschlossen werden, dass emraf ein Wirts-
faktor ist. Dafiir wurden auf die chromosomale DNA von axenisch in vitro kultivierten Me-
tacestoden-Vesikeln des Parasiten E. multilocularis und auf die chromosomale DNA, die aus der
Leber eines uninfizierten Laborwirts M. unguiculatus isoliert wurde, PCRs durchgefiihrt, wobei
emraf-spezifische PCR-Produkte nur in der Echinokokken-DNA nachgewiesen werden konnten.
Auf der anderen Seite konnte das fiir den Wirt spezifische f-fubulin [46] nicht aus Echinokokken-
DNA sondern nur aus der chromosomalen DNA von M. unguiculatus (Gerbil) amplifiziert werden
(Abb: 43). Diese Ergebnisse zeigen, dass emraf ein Echinokokkengen ist.

Abb. 43: Nachweis fiir die Echinokokkenspezifitit von
emraf iber PCR.

Mit chromosomaler DNA aus in vitro kultivierten Echinokokken (Spur 1
+ 2) und aus dem Gehirn eines uninfizierten Gerbils (Spur 3 + 4) als
Template wurden PCRs gegen emraf (Spur 1 + 3) und das wirtsspezi-
fische f-tubulin (Spur 2 + 4) durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden in
einem 2% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Der
GroBenmarker ist rechts in kb angegeben.

emraf »

tub »

3.6.4 emraf - Expression in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocu-
laris

In verschiedenen Versuchsansdtzen wurde iiber RT-PCR die Expression von emraf aus in vivo und
in vitro kultivierten E. multilocularis-Larven untersucht. Zuerst wurde RNA aus Gesamtlarvenma-
terial von infizierten Laborwirten (M. unguiculatus) isoliert. Wie in Abb. 44 zu sehen ist, konnte
die Expression der korrekt gespleiiten mRNA in drei verschiedenen natiirlichen und klinischen
Isolaten (H95, Siiddeutschland; K188, Siidosterreich; MP1, Patientenisolat aus Siiddeutschland)
unterschiedlicher geographischer Herkunft nachgewiesen werden. Da in vivo gewachsenes E.
multilocularis-Parasitenmaterial aus zwei verschiedenen Entwicklungsstadien, ndmlich dem Me-
tacestoden und dem Protoscolex, besteht, stellte sich die Frage, ob emraf in beiden Stadien
exprimiert wird. Dafiir wurde RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln und aus frisch
isolierten Protoscolices (aus in vivo kultiviertem Material) isoliert. Abb. 44 zeigt deutlich die Ex-
pression von emraf in beiden Larvenstadien.

emraf -

1 2 3 4 5

Abb. 44: Expression von emraf in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocularis.

Gesamt-RNA wurde aus dem Larvenmaterial der drei Echinokokken-Isolate K188 (Spur 1), H95 (Spur 2) und MP1 (Spur 3) nach Kultivierung in
Labortieren, oder aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (Spur 4) und Protoscolices (Spur 5). Nach einer genspezifischen RT-PCR wurden
die PCR-Produkte in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.
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3.6.5 EmRaf - In vivo Interaktionen mit verschiedenen E. multilocularis-Fak-
toren

In der MAP-Kinase-Kaskade nimmt Raf eine zentrale Stellung ein. Signale werden durch kleine
GTP-bindende Proteine der Ras-Familie in Verbindung mit verschiedenen anderen Faktoren, wie
z.B. 14-3-3, iiber Raf an das nachfolgende MKK und schlussendlich auf die MAP-Kinase {iber-
tragen (siche Einleitung). In den, im Folgenden beschriebenen, Yeast-Two-Hybrid-Versuchen
wurden in vivo Interaktionen zwischen EmRaf und den GTPasen EmRas, EmRapl, EmRap2 und
EmRal, sowie dem potentiellen EmRaf-Interaktor Em14-3-3.2 und dem moglicherweise als nach-
folgenden Effektor dienenden EmMKK untersucht. Eine genaue Beschreibung des Gal4-basierten
Yeast-Two-Hybrid-Systems ist in Kapitel 5.7 zu finden und die Beschreibung der eingesetzten
Plasmide unter 5.13.5.

Gal4-AD-Fusionen

AD- AD-T- AD Abb. 45: .EmRaf - Yeast—Two—Hybrld AExpe-
EmRaf Ag rimente mit verschiedenen E. multilocularis-Fak-
toren.
BD-EmRas +++ — — Es wurden Translationsfusionen von EmRaf mit der Gal4-Ak-
tivierungsdoméne (AD) und den GTPasen EmRas, EmRapl,
BD-EmRap1 + —_— —_— ,
EmRap2 und EmRal sowie Eml433.2, EmMKKA und
_ — — EmMKKB mit der Gal4-Bindungsdoméne (BD) hergestellt.
= BD EmRap2 +++ Doppeltransformanden des Hefestamms AH109 wurden dann
g BD_EmRal — — — nach 3 Tagen Inkubation auf Koloniewachstum iiberpriift. Als
2 Kontrollen wurden Plasmide des MATCHMAKER-Y2H-Kits
g BD-Em1433.2 (.) — — (Clontech) benutzt, die eine Fusion zwischen der Ak-
= tivierungsdoméne AD und dem groBlen Antigen des Simianvi-
QI BD-EmMKKA +++ — — rus 40 (T-Ag) und der Bindungsdoméne BD mit murinem p53
(Positivkontrolle) oder mit humanem Lamin C (Negativkon-
mi BD-EmMKKB - — — trolle) exprimieren. Gezeigt ist entweder kein Wachstum (=)
Ay . oder Wachstum unter mittleren (4) oder stark (d+4+)
=] — —
< BD-Lamin stringenten Bedingungen. Leere Felder zeigen nicht durchge-
& BD-p53 o o fiihrte Kombinationen an. Leichtes Wachstum der Kombinati-
p on AD-EmRaf x BD-Em14-3-3.2 ist in Klammern (m) darge-
BD — stellt und wahrscheinlich unspezifisch.

Die Interaktion zwischen Raf und GTPasen der Ras-Familie ist einer der Hauptausloser der
MAPK-Kaskade in tierischen Zellen [205, 116, 137, 178]. In verschiedenen Studien wurde das
Y2H-System ausfiihrlich fiir die Untersuchung dieser Interaktionen und zur Identifizierung von
AS-Resten, die wichtig fiir die Ras/Raf-Komplexbildung sind, angewendet [320]. Fiir die entspre-
chenden Versuche wurde jeweils eine EmRaf-AD-Fusion mit einer EmRas-BD-, EmRap1-BD-,
EmRap2-BD- oder EmRal-BD-Fusion in Hefen exprimiert und deren Wachstum auf selektiven
Néhrboden erfasst. Aufgrund der AS-Sequenzen in den Effektordomédnen der GTPasen wurden fiir
alle, auBer EmRal, Interaktionen mit EmRaf erwartet. Wie in Abb. 45 gezeigt, konnten starke In-
teraktionen zwischen EmRaf und EmRas sowie fiir EmRaf und EmRap2 beobachtet werden, eine
mittelstarke Interaktion fand zwischen EmRaf und EmRap! statt und wie erwartet war keine Re-
aktion zwischen EmRaf und EmRal nachweisbar.

Siugetier-Raf-1 wird durch ein phosphoryliertes Ser” in eine sich selbst inhibierende Form iiber-
fiihrt, die durch 14-3-3-Dimere stabilisiert wird [361]. Der Versuch eine Interaktion zwischen Em-
Raf und Em14-3-3.2 nachzuweisen konnte nicht erbracht werden, was vermutlich an der fehlenden
Phosphorylierung lag, denn das entsprechende Serin ist bei EmRaf an Position Ser** vorhanden
(Abb. 45). Wihrend des Versuchs konnte jedoch unter nicht stringenten Bedingungen ein, im Ver-
gleich zu den Kontrollen, sehr starkes Wachstum und unter mittelstarken Bedingungen ein leicht
starkeres Wachstum der Hefen, die ein Em-14-3-3.2 enthiclten, beobachtet werden.
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Im ERK-Signalweg wird MKK durch Raf aktiviert [358]. Diese Interaktion konnte auch fiir Em-
Raf und EmMKK-A eindeutig nachgewiesen werden. Fiir die differentiell gespleifite Variante
EmMKK-B, der ein grofler Teil der Kinasedomine fehlt, konnte dagegen keine Interaktion mit
EmRaf nachgewiesen werden (Abb. 45).

Uber die Yeast-Two-Hybrid-Versuche konnten die drei, im Signalweg oberhalb liegenden, GTPa-
sen EmRas, EmRapl und EmRap2 sowie die nachfolgende EmMKK-A-Spleifliform als Interak-
tionspartner von EmRaf bestimmt werden. Eine Interaktion von EmRaf mit Em14-3-3-2 ist nicht
deutlich und vermutlich ein Artefakt, hervorgerufen durch die beobachtete wachstumsanregende
Wirkung in der Hefe.
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3.7 Em14-3-3.2

Em14-3-3.2 ist ein 27.8 kDa grof3es 14-3-3-Homolog aus E. multilocularis. Die mRNA von Em14-
3-3.2 ist in den zwei Larvenstadien Metacestode und Protoscolex nachweisbar. Im Y2H interagiert
Em14-3-3.2 schwach mit EmRaf sowie mit sich selbst, auBerdem fiihrt die alleinige Anwesenheit
von Em14-3-3.2 in Hefen zu einem deutlich stérkeren Wachstum.

Die fiir die Charakterisierung von Em14-3-3.2 angewandten Methoden und die verwendeten Oli-
gonucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNA und der
daraus abgeleiteten Aminoséduresequenz finden sich in Kapitel 5.22.

3.7.1 em14-3-3.2 - cDNA und genomischer Locus

Ausgehend von der codierenden Sequenz fiir Em14-3-3.1 [288] sollte ein moglicher Interaktions-
partner fiir EmRaf aus Echinokokken-cDNA isoliert werden. Die beschriebene Sequenz konnte je-
doch nicht iiber PCR amplifiziert werden. Daher wurden mit den 5'- und 3'-Primern der em4-3-
3.1-Sequenz 5'-Prime- und 3'-Prime-Races durchgefiihrt. Im Anschluss konnte dann mit einem
neuen 5'-Primer und dem vorhandenen 3'-Primer eine cDNA-Sequenz von 914 bp (ohne poly(A)-
Schwanz) amplifiziert werden, die ein Leseraster fiir eine bis dahin unbekannte Em14-3-3-Isoform
enthielt (vergleiche cDNA- und AS-Sequenz in Kapitel 5.22). Das daraus abgeleitete Protein ist
248 AS lang, hat eine Masse von 27.8 kDa und wurde Em14-3-3.2 genannt. Die Abbildung 46
zeigt, dass eml4-3-3.2 ein echinokokkenspezifischer Faktor ist und in Abbildung 47 ist die Ex-
pression von em4-3-3.2 in verschiedenen Larvenstadien zu sehen.

Emi433.2 -0.8
» Emi1433.2
-0.6
»
-0.4
tub =
-0.2
1 2 3 4
Abb. 46: Nachweis fiir die Echinokokkenspezifitiat von Abb. 47: Expression von em[4-3-3.2 in verschiedenen
em14-3-3.2 iiber PCR. Larvenstadien von E. multilocularis.
Mit chromosomaler DNA aus in vitro kultivierten Echinokokken Gesamt-RNA wurde aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln
(Spur 1 + 2) und aus dem Gehirn uninfizierter Rennméause(Spur 3 + (Spur 1), in vivo kultivierten Protoscolices (Spur 2) und in vivo
4) als Template wurden PCRs gegen em1433-2 (Spur 1 + 3) und das kultivierten sowie aktivierten Protoscolices (Spur 3) isoliert. Nach
wirts-spezifische f-tubulin (Spur 2 + 4) durchgefiihrt. Die PCR-Pro- einer genspezifischen RT-PCR wurden die PCR-Produkte in einem
dukte wurden in einem 2% Agarosegel auf-getrennt und mit Ethidi- 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

umbromid gefarbt. Der Groflen-marker ist rechts in kb angegeben.

Die Sequenz des chromosomalen Locus von em/4-3-3.2 besteht aus 981 bp und konnte iiber eine
einzelne PCR-Amlifikation bestimmt werden. Die codierende Sequenz wird von zwei kleinen Intr-
ons mit 43 bzw. 42 bp unterbrochen. Beide Introns haben die kanonischen Dinucleotid-Sequenzen
GT und AG an ihren SpleiBdonor- und ihren SpleiBakzeptorstellen (vergl. Sequenz in Kapitel 5.22)

Nach der Veroffentlichung von Em14-3-3.2 durch eine andere Arbeitsgruppe [229] wurde eine
weiterfilhrende Charakterisierung abgebrochen.
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3.7.2 Em14-3-3.2 - in vivo Interaktionsstudien liber Yeast-2-Hybrid-Expe-
rimente

Humanes Raf-1 wird durch ein phosphoryliertes Ser*” in eine sich selbst inhibierende Form {iber-
fiihrt, die durch 14-3-3-Dimere stabilisiert wird [361]. Eine genaue Beschreibung des Gal4-ba-
sierten Yeast-Two-Hybrid-Systems ist in Kapitel 5.7.3 zu finden und die Beschreibung der einge-
setzten Plasmide unter 5.13.5.

In den, im Folgenden beschriebenen, Yeast-Two-Hybrid-Versuchen wurden in vivo Interaktionen
zwischen EmRaf und dem potentiellen EmRaf-Interaktor Em14-3-3.2 untersucht. Au3erdem sollte
iiber den Yeast-Two-Hybrid eine Dimerisierung von Em14-3-3.2 nachgewiesen werden (Abb.: 48)
. Eine spezifische Interaktion unter stringenten Bedingungen konnte weder fiir die Kombination
AD-EmRaf x BD-Em14-3-3.2 noch fiir die Kombination AD-Em14-3-3.2 x BD-Em14-3-3.2 nach-
gewiesen werden. Unter mittel stringenten Wachstumsbedingungen konnte fiir beide Kombina-
tionen schwaches Wachstum beobachtet werden (Abb.: 48). Zusitzlich konnte, unter Wachstums-
bedingungen fiir die Selektion der Doppeltransformanden, in Anwesenheit von Em14-3-3.2 (AD-
oder BD-Fusion) ein deutlich stirkeres Wachstum der Hefen festgestellt werden.

Gal4-AD-Fusionen

AD-EmRaf AD-Em1433.2 AD-T-Ag AD
£ BD- (m) -+ — —_—
£ Eml433.2
Z BD-Lamin — — — —
o
g BD-p53 —_— + 44 —_—
< BD —_ _ _
[

&)

Abb. 48: Yeast-Two-Hybrid Experimente mit Em14-3-3.2.

Es wurden Translationsfusionen von EmRaf und Em1433.2 mit der Gal4-Aktivierungsdoméne (AD), sowie von Em1433.2 mit der Gal4-Bindungs-
doméne (BD) hergestellt. Doppeltransformanden des Hefestamms AH109 wurden dann nach 3 Tagen Inkubation auf Koloniewachstum iiberpriift.
Als Kontrollen wurden Plasmide des MATCHMAKER-Y2H-Kits (Clontech) benutzt, die eine Fusion zwischen der Aktivierungsdoméne AD und
dem grofien Antigen des Simianvirus 40 (T-Ag) und der Bindungsdoméane BD mit murinem p53 (Positivkontrolle) oder mit humanem Lamin C (Ne-
gativkontrolle) exprimieren. Gezeigt ist entweder kein Wachstum (==) oder Wachstum unter mittleren (4) oder stark (4+) stringenten Be-
dingungen. Leere Felder zeigen nicht durchgefiihrte Kombinationen an. Leichtes Wachstum der Kombination AD-EmRaf x BD-Em14-3-3.2 ist in
Klammern (m) dargestellt und wahrscheinlich unspezifisch.
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3.8 EmMMKK-A/B

EmMKK-A ist ein 38 kDa grofles MKK-Homolog (43%/63%) aus E. multilocularis, das als sin-
gle-copy-Gen vorliegt. Zusitzlich konnte mit mkk-B eine zweite Spleilvariante isoliert werden, der
ein Teil der Kinasedoméne fehlt, und die fiir das 29 kDa groe Protein MKK-B codiert. Die
mRNA von EmMKK-A und EmMKK-B ist in den zwei Larvenstadien Metacestode und Protosco-
lex nachweisbar. Im Y2H interagiert nur EmMKK-A mit EmRaf. Keine Interaktion konnte zwi-
schen EmMKK-A/B und EmERK-A nachgewiesen werden.

Die fiir die Charakterisierung von EmMKK-A/B angewandten Methoden und die verwendeten Oli-
gonucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNAs und der
daraus abgeleiteten Aminosduresequenzen finden sich in Kapitel 5.16.

3.8.1 emmkk - Charakterisierung der cDNA

Die vollstindige cDNA von emmkk konnte wihrend der Sequenzierung einer cDNA-Bank isoliert
werden. Sie ist ohne Poly(A)-Schwanz 1298 bp lang und enthilt ein offenes Leseraster, dass fiir
ein 339 AS langes Protein mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 38 kDa codiert (Abb. 49).
Ein Aminosdure-Sequenzvergleich ergab Homologien zu MKK-Proteinen verschiedenen phy-
logeneti-schen Ursprungs (Abb. 50), daher wurde das zugehorige Gen emmkk genannt. Da neben
der, dem Leseraster entsprechenden, cDNA noch eine um 215 bp kiirzere SpleiB3variante isoliert
werden konnte (Abb. 49 + 50) wurde das resultierende Protein der langen Form EmMKK-A und
das der kurzen EmMKK-B genannt.

In Abbildung 50 ist ein Aminosdurevergleich zwischen EmMKK-A und MKK-Orthologen aus
Saugetier, Nematode und Insekt gezeigt. Die Homologien (39 — 43% identisch und 59 — 63%
dhnlich) sind tiber die gesamte Sequenz des Proteins, vor allem aber in der Kinasedoméne hoch.
Die im N-terminalen Bereich der Kinasedomine lokalisierte ATP-Bindungstelle (EmMKK-A, AS
60 - 68) zeigt zwischen EmMKK-A und den MKK-Orthologen grole Homologien, aber keine
Konsensussequenz. Der fiir die ATP-Bindung relevante Protonenakzeptor Asp'® mit den ver-
gleichbaren Resten aller gezeigten MKK an identischer Stelle vorhanden. Die fiir die Kinase-
Funktion wichtigen Reste Asp'” und Lys"' sind vorhanden, wihrend statt des erwarteten Glu® in
EmMKK-A und allen MKK-Orthologe auBler CeSekl (C. elegans) an dieser Stelle ein Asp ge-
funden wurde. Mehrere Serinreste, deren Phosphorylierung einen Einflul auf die Aktivitit von
besser untersuchten MKK-Orthologen zeigt, konnten in EmMKK-A an gleicher Stelle gefunden
werden. Vorhanden sind die Serine Ser®” und Ser’"' im Aktivierungsloop, fiir die bei humanem
MKK1 und MKK?2 beschrieben ist, daf sie durch Raf phosphoryliert werden und dadurch MKK
aktivieren [8]. Zwei weitere, regulative Serinreste sind fir humanes MEK1 beschrieben und in
EmMKK-A konserviert vorhanden. Ser**' wird in humanem MKK1 von PAK1 phosphoryliert, un-
terstiitzt die Aktivierung von MKK1 durch Raf-1 [75] und ist in EmMKK-A (Ser*®’) konserviert.
Ser*'? wird in humanem MKKI1 von einer bisher unbekannten Kinase phosphoryliert, hemmt die
Aktivierung durch Raf-1 [124] und ist in EmMKK-A (Ser'”") konserviert. Die Bindung von MKK
an Interaktionspartner erfolgt iiber ein N-terminales Kinase-Interaktionsmotiv (KIM) mit der
Konsesussequenz RR XXX V/L X L [178]. Wie in Abbildung 63 zu sehen ist, besitzt EmMKK-A
im N-Terminus zwei dieser KIM-Sequenzen.

Abb. 49 S. 62 o0.: cDNA-Sequenz, abgeleitete Aminoséuresequenz und Struktur des genomischen Locus von emmbkkA.

Gezeigt ist die gesamte cDNA-Sequenz (oben) von emmkkA und die davon abgeleitete Aminosduresequenz des EnNMKKA-Proteins (unten, fett). Ein
Punkt am Ende der Aminoséduresequenz markiert das Stop-Codon. Die Positionen der Introns des genomischen Locus sind mit Pfeilen markiert. Fiir
jedes Intron ist die Grofe sowie die SequenSamtliche Ergebnisse der Sequenzanalyse sprechen dafiir, dass das hier charakterisierte Protein ein
MKK-Homolog aus E. multilocularis ist. Es konnten hohe Homologien zwischen EmMKK und MKK-Orthologen anderer Organismen im gesamten
konservierten Bereich der Kinasedoméne, vor allem den wichtigen Phosphorylierungsstellen, festgestellt werden. Zusétzlich besitzt EmMKK-A
zwei N-terminale Kinase-Interaktionsmotive (RR XXX L/V X L). Start- und Stop-Codon sind unterstrichen. Grau unterlegt ist das Exon 4, dass im
Fall von emmkkB gemeinsam mit Intron 3 und Intron 4 herausgespleilt wird. Die Aminosduren der Kinasedoméne sind weif3 auf schwarzem Grund
markiert.
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R R X X X L X L

GTTTGCGTTGTGTTGTAATATCGAGTTCTGGCTGTGCCTCCGCATTTATTTTCCTCACTCTGGATGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTGCCGCTGAATCTTG 100
M S A V R R P L P L N L 12
R R X X X V X L
GCGAAACTCGTCGCATTCCTGGTGTTATATTGCCGGTTGAAATTGGACCTAGCACTCAGCTCAGCAATCGTACTGATGTCATTATTAACGGTCAGAAAGT 200
G ETRURI PGV I L PV ETIGZP ST QUL S NIRTUDV ITINGIU QI KV 46

Intron 1 (2705 bp):W GTGCG. . . TGAAG

CACAATAGATGCAAGAGATTTGGAGGTGAAAGAAGAATTAGGTCGAGGAGAATATGCGCGGGTCCATCGGATGTACCACGCACCGAGCAAGTGTGAATTT 300
IO NS . E V K E E L G R G E Y A R V H R MY HA P S K C E F 79
GCGGTAAAGAGACTGCCATTTGAAGTAGAGACCTCGGATCGCTCACGCATTCTTAACGACTGGAATGTGAGCATGCGCACCAGCACCTGCCCCTACGCCG 400

A V KR L P F E V ET S DU RS RTIULNUDWNV YVSMURTS T C P Y A 112

Intron 2 (2525 bp):GTATC. . . TTCAG W

TCCTCTCCTACGGCGCCCTTTCCGTCGGCTGCGAGTTTTGGGTGGTCATGGAACTGATGGATGACTCCCTAGATAAATTTCTCCAAAAGGTTTACGCACA 500
L S Y GA L SV GCEVFWVVMETLMUDUDSULUDI KU FIULOQI KV Y A ¢ 146
AGGAAAAATAATCCCGGAGAATCTTCTAGCCTACGTTGCTTTTTGTGTAGTCACTGCGCTGGAGTACCTGCGAAAGGATCTTGTGACTATGCACCGCGAT 600
G K I I P ENLLAY VA F CV VT ATLEYTLIRI KUDTILVTMUHTRD 179

Intron 3 (1011 bp):W GTTAG. . .CGAAG

GTCAAGCCCTCCAACATCCTCATTGACCGCGCCGGGCACGTAAAGGTTTGCGACTACGGCGTGTCGGGAGAGTTGAAGAACTCCATGGCCCAGAGCAACA 700
vV K P S N I L I D RAGUHV KV CD Y GV S G EULI KNSMMA AU QSN 212
CGGGCACCTGTCGCTATATGGCGCCCGAGCGTATTGATCCCAGTCGCAGCGCCGGTGGTGGTTTCCGTATTCAAGCGGACGTCTGGAGTTTGGGACTCAC 800
T G T C R Y M A P E R I D P S R S A GGG F R I Q A DV W S L G L T 246
Intron 4 (3626 bp):W GT2AG. . . TGTAG

GCTTCTTGAACTGGCTACTGGTAAACACCCCTACGAAAGCTTCGTCAATCAGTTTGAACTTCTCAAACATGTGGTTCACGAGGCACCGCCAAATGTGCCG 900
L L E L A T G K H P Y E S F V NQ F E L L K HV V HEA AUPUPNUV TP 279
GAATCGGTGCCCTACTCGCAAGACTTTCGAGACATTGTGTCGCAGTGTCTAGTGAAGGAGGAATCTGCTCGCGCCAACTACCTGCGTCTCCTCGACTCGC 1000
E S vV P Y S Q D F RDI VS QCULV KEES AR ANYT LU RIULIULD S 312
CCTTCCTTCGCAGTGTCTGCGTGGAACGCGATGCACCCCTCATGGCCCAATTTGTCTCTTCCATTCTTGATCACCAATGACTCGCCCTCTTTCACTCTTC 1100
L R S v C V. ERDAUPILMA A QU FV S s I L D H Q . 338
CCCTCAAGGCACCCACACTTGTCTCTTCCTCCCCCTTTCTCTCTCCCCATGTCACCACCGCCAAATCGCTCTCAATTCCGCTACAGCTACAGCGAGAGCA 1200
CCTTAGCGCCTTTTTTAAAATACCCTTTCCTGTCTTCCTGGTCCCGAAGTCAAAACCTACCTTGTCAGTTAACTARATAAGCAACTGATTGTGATGAGAA 1300

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 49: cDNA-Sequenz, Aminosduresequenz und Struktur des genomischen Locus von emmkkA (s. vorherige Seite)

AAAAAAAAA
EmMKK MSAVRRPLPLN---------— LGETRRIPGVILP-----—--~ VEIGPSTQLSNRTDVIINGQK--VTIDARDLEVKEELGRGEYARVHRMYHAPSKCEFAV 81
CeSekl MERK------—--———————-— GRERKLPGMKIV----- MPTPVETPTMNLEDRCLIKLTNESEEIEIAATDLVVLEELGKGGYGIVEKMOHROSGIIMAV 79
DmMKK MS------=-=——=—=——=—————- KRHRLTPFTIA----KEPEAAIVPPRNLDSRATIQIGDRT--FDIDADSLEKICDLGRGAYGIVDKMRHKQTDTVLAV 75
HsMKK6 MSQSK---------—-—------ GK-KRNPGLKIPKEAFEQPQTSSTPPRDLDSKACISIGNON--FEVKADDLEPIMELGRGAYGVVEKMRHVPSGQIMAV 82

HsMKK3 MGVQGTLMSRDSQTPHLLSILGKSKRKKDLRISCMS-KPPAPNPTPPRNLDSRTFITIGDRN--FEVEADDLVTISELGRGAYGVVEKVRHAQSGTIMAV 97

A E P K
EmMKK KRLPFEVETSDRSRILNDWNVSMRTSTCPYAVLSYGALSVGCEFWVVMELMDDSLDKFLOKVYAQGKIIPENLLAYVAFCVVTALEYLRKDLVTMHRDVK 181
CeSekl KRIKSSINDQSQKOMLNELDACRRSDCCPQOMVRFYGAMFREGDVWICMEVMDTSLDKFYRHAYKIGKHIPEPFIGKMALSVIEGLNFMKEQLNLIHRDVK 178
DmMKK KRIPMTVNIREQHRLVMDLDISMRSSDCPYTVHFYGAMYREGDVWICMEVMSTSLDKFYPKVFLHDLRMEESVLGKIAMSVVSALHYLHAQLKVIHRDVK 174
HsMKK6 KRIRATVNSQEQKRLLMDLDISMRTVDCPFTVTFYGALFREGDMWICMELMDTSLDKFYKQVIDKGQTIPEDILGKIAVSIVKALEHLHSKLSVIHRDVK 181
HsMKK3 KRIRATVNSQEQKRLLMDLDINMRTVDCFYTVTFYGALFREGDVWICMELMDTSLDKFYRKVLDKNMTIPEDILGEIAVSIVRALEHLHSKLSVIHRDVK 197

S S S
EmMKK PSNILIDRAGHVKVCDYGVSGELKNSMAQSNTGTCR-YMAPERIDPSRSAGGGFRIQADVWSLGLTLLELATGKHPYESFVNQFELLKHVVHEAPPNVPE 281
CeSekl PSNILLNRHGOVKICDFGISGHLTNSMAKTVQAGCKPYMPPERIDGE--TKSAYDVRADVWSLGITIIEIAVGTHPYANWKTPFEQLKQVVKEPPPKLPM 277
DmMKK PSNILINRAGQVKICDFGISGYLVDSIAKTIDAGCKPYMAPERIDPQ-GNPAQYDIRSDVWSLGIGMIEMATGRYPYDNWRTPFEQLRQVVEDSPPRLP- 274
HsMKK6 PSNVLINALGQVKMCDFGISGYLVDSVAKTIDAGCKPYMAPERINPE-LNQOKGYSVKSDIWSLGITMIELAILRFPYDSWGTPFQQLKQVVEEPSPQLP- 281
HsMKK3 PSNVLINKEGHVKMCDFGISGYLVDSVAKTMDAGCKPYMAPERINPE-LNQOKGYNVKSDVWSLGITMIEMAILRFPYESWGTPFQQLKQVVEEPSPQLP- 297

S Homologie zu EmnMKK-A
EmMKK SVPYSQDFRDIVSQCLVKEESARANYLRLLDSPFLRSVCVERDAPLMAQFVSSILDH---Q = -————----- 338
CeSekl ESGFSVDCQYFVKRCLEKDYNERPKYPELLAMPFMEQARNEKQFSM-ARFINEILDTVWRR 39/59% 335
DmMKK EGTFSPEFEDFIAVCLOKEYMARPNYEQLLKHSFIVE-HLQORNTDI-SEFVARILDLPDAQPAQ 43/63% 334
HsMKK6 ADKFSAEFVDFTSQCLKKNSKERPTYPELMQOHPFFTL-HESKGTDV-ASFVKLILG--D 41/58% 334
HsMKK3 ADRFSPEFVDFTAQCLRKNPAERMSYLELMEHPFFTL-HKTKKTDI-AAFVKKILG-EDS 43/63% 352

Abb. 50: EmMKK - Sequenzvergleich.

Gezeigt sind die Sequenzen der E. multilocularis EmMMKK, der MKK von C. elegans (CeSekl; GenBank Accession No. Q95Y19) und D. melano-
gaster (DmMKK3; Af035546-A1035552) sowie die der humanen MKK6 (HsMKK6; U39065) und MKK3c (HsMKK3; U66840). AS-Reste, die mit
der Konsensussequenz aller Sequenzen iibereinstimmen, sind grau unterlegt. Die Aminosduren, die von Exon 4 codiert werden, dass im Fall von
emmkkB gemeinsam mit Intron 3 und Intron 4 herausgespleifit wird, sind unterstrichen. Der graue Balken markiert die Threonin/Tyrosin-Kinasedo-
mine, in dem die fiir die ATP-Bindung notigen AS-Reste mit einem A gekennzeichnet sind. P markiert den Protonenakzeptor. E, P und K sind die
katalytisch wichtigen Reste der Kinase. Mit einem S sind die v.a. fir humanes MEK-1 beschriebenen regulatorischen Serinreste markiert. Die Ho-
mologiewerte am Ende der Sequenzen geben den prozentualen Wert an identischen und dhnlichen (in Klammer) Aminoséuren der verschiedenen
MKK-Orthologen zu EmMMKK-A an.

62



3 Ergebnisse

1. RREGOTIL]

EnMKK 5'- MSAVRRPLPENEGETRRI PG I@PVEIGPSTQLSNRTDVI INGQKVT I DARDLEVKEELGRGEYARVERMYHAPSKCEF . . . -3 80

2. [RREGOVE)

Abb. 51: EmMKK - KIM (Kinase Interaction Motif)

Gezeigt ist die AS-Sequenz des N-terminalen Bereichs von EmMMKKA/B (vergl. auch Abb. 49 + 50). Schwarz auf weilem Grund sind die 2 puta-
tiven, n-terminal lokalisierten Kinase-Interaktions-Motive (KIM [178]) markiert, iiber die eine Bindung an Interaktionspartner erfolgt.

3.8.2 emmkk - Charakterisierung des chromosomalen Locus und Southern-
Blot-Analysen

Die Sequenz des gesamten chromosomalen Locus von emmkk besteht aus 11135 bp und konnte aus
3 tiberlappenden Fragmenten bestimmt werden, die iber PCR mit Primern, die gegen die cDNA-
Sequenz von emmkkA gerichtet waren, amplifiziert wurden. Die codierende Sequenz, die von 4 In-
trons mit GroBen zwischen 1011 — 3626 bp unterbrochen wird, besteht aus 5 Exons mit GroBen
zwischen 156 und 412 bp. Alle Introns haben die kanonischen Dinucleotid-Sequenzen GT und AG
an ihren SpleiBdonor- und ihren Spleilakzeptorstellen (Abb. 49). Fiir keines der Introns konnten
konservierte Exon-/Introngrenzen mit humanem MEK1, MKK3 und MKK6 oder Sekl von C.
elegans festgestellt werden. Einzig die Position von Intron 4 ist mit der in MKK3 von D. melano-
gaster identisch.

Sonde A Sone B

kb

BamH1 EcoRI Pstl Xmnl Sphl EcoRI M

Bglll HindIII Pvull Bglll Xmnl
Abb. 52: emmkk - Southern-Blot-Hybridisierungen.

Chromosomale DNA von E. multilocularis wurde mit den unter den Blots gezeigten Restriktionsenzymen verdaut, in einem 0.8 % Agarosegel aufge-
trennt und auf eine Nylon-Membran transferiert. Die Membran wurde dann mit Sonden gegen den N-terminalen Teil des Proteins (Sonde A) und die
Kinase-Doméne (Sonde B) von emmkk untersucht. Die Blots wurden 48 h auf Rontgenfilmen exponiert. Links sind die Groenmarker angegeben. M
im rechten Blot gibt den mit der Sonde kreuzhybridisierenden Gréfenmarker an.
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Saugetiere exprimieren verschiedene Gene, die flir eng verwandten MKK-Isoformen codieren, wie
zum Beispiel MEK1 und MEK2, die beim Menschen 80% identische Aminosédurereste besitzen
[358]. Um zu iiberpriifen, ob in E. multilocularis neben emmkk noch weitere MKK-Gene vor-
handen sind, wurden Southern-Blot-Hybridisierungen durchgefiihrt. Dafiir wurden zwei Sonden
amplifiziert, die entweder im N-terminalen Bereich (Sonde A) oder der Kinase-Doméne (Sonde B)
von emmkk bindet. Wie in Abb. 52 zu sehen ist, fithrte die Hybridisierung mit der Sonde in chro-
mosomaler DNA, die mit 7 verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten wurde, zu jeweils
einem Fragment der erwarteten GroBe. Auch die Hybridisierung mit der Sonde B ergab jeweils nur
ein Fragment der erwarteten Grofle. Da jeweils nur ein Fragment detektiert werden konnte, spre-
chen die Analysen dafiir, dass emmkk als single-copy-Gen in E. multilocularis vorliegt.

3.8.3 emmkk - differentielles SpleiBen fuhrt zu zwei cDNA-Varianten

Bisher konnten von emmkk die zwei Spleilvarianten emmkk-A (339 AS, 38.0 kDa) und emmkk-B
(264 AS, 29.8 kDa) isoliert werden. Im Gegensatz zu emmkk-A werden bei emmkk-B die beiden In-
trons 13 und 14 nicht getrennt herausgespleilit als ein Fragment gemeinsam mit dem Exon E4. Da-
durch verliert emmkk-B unter anderem den Teil seiner Kinase-Doméne, der die Serinreste enthalt,
die in humanem MEKI1 durch Raf -1 phosphoryliert werden und dadurch MEK1 aktivieren [339,
8]. In den Abbildungen 49 und 50 ist der Bereich markiert, der in emmkk-B herausgespleifit wird.
Die Sequenz des resultierenden Proteins EmMKK-B ist in Kapitel 5.16.3 dargestellt. In Abbildung
54 B ist deutlich zu sehen, dass emmkk-B in den Larvenstadien Metacestode, Protoscolex und ak-
tiviertem Protoscolex exprimiert wird. Interessanterweise konnte emmkk-B nicht im Echinokok-
kenmaterial eines infizierten Laborwirtes nachgewiesen werden.

3.8.4 emmkk - Echinokokkenspezifitat

Da die cDNA-Bibliothek, tiber die emmkk isoliert wurde, aus Parasitenmaterial stammte das in La-
bortieren (M. unguiculatus) kultiviert wurde, musste ausgeschlossen werden, dass emmkk ein
Wirtsfaktor ist. Dafiir wurden auf die chromosomale DNA von axenisch in vitro kultivierten Me-
tacestoden-Vesikeln des Parasiten E. multilocularis und auf die chromosomale DNA, die aus der
Leber eines uninfizierten Laborwirts M. unguiculatus isoliert wurde, PCRs durchgefiihrt, wobei
emmkk-spezifische PCR-Produkte nur in der Echinokokken-DNA nachgewiesen werden konnten.
Auf der anderen Seite konnte das fiir den Wirt spezifische f-tubulin [46] nicht aus Echinokokken-
DNA sondern nur aus der chromosomalen DNA von M. unguiculatus (Gerbil) amplifiziert werden
(Abb: 53). Diese Ergebnisse zeigen, dass emmkk ein Echinokokkengen ist.

Abb. 53: Nachweis fiir die Echinokokkenspezifitit

-0.8 von emmbkk tiber PCR.
emmbkk » Mit chromosomaler DNA aus in vitro kultivierten Echinokokken
-0.6 (Spur 1 + 2) und aus dem Gehirn eines uninfizierten Gerbils (Spur

3 + 4) als Template wurden PCRs gegen emmkk (Spur 1 + 3) und
das wirtsspezifische S-tubulin (Spur 2 + 4) durchgefiihrt. Die

-0.4 PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und
tub "W mit Ethidiumbromid geférbt. Der Groenmarker ist rechts in kb
angegeben.
-0.2
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3.8.5 emmkk - Expression in verschiedenen Larvenstadien von E. multilo-
cularis

Uber RT-PCR wurde die Expression von emmbkk aus in vivo und in vitro kultivierten E. multilocu-
laris-Larven untersucht. Da in vivo gewachsenes E. multilocularis-Parasitenmaterial aus zwei Lar-
venstadien, nimlich dem Metacestoden und dem Protoscolex, besteht, stellte sich die Frage, ob
emmkk in beiden Stadien exprimiert wird. Dafiir wurde RNA aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln, aus Gesamtlarvenmaterial von in vivo kultivierten Echinokokken und aus
frisch isolierten Protoscolices (aus in vivo kultiviertem Material) isoliert. Ein Teil der Protoscolices
wurde aktiviert. Abb. 54 A zeigt deutlich die Expression von emmkk in beiden Larvenstadien, wéh-
rend Abb. 54 B die Produkte einer PCR zeigt, liber die der Nachweis beider Spleiformen in den
verschiedenen Larvenstadien gelang.

A) B)
emmick & - [ SRS

emmkk -

emmkk B -

A 1 2 3

Abb. 54: Expression von emmkk in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocularis.

Gesamt-RNA wurde aus in vivo kultiviertem Echinokokken-Material (Spur A) in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (Spur 1), in vivo
kultivierten Protoscolices (Spur 2) und in vivo kultivierten sowie aktivierten Protoscolices (Spur 3) isoliert. Nach einer RT-PCR wurden die PCR-
Produkte in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. A) Gezeigt sind PCR-Produkte, die emmkk ohne Unterscheidung des
Spleifstatus nachweisen, da Primer aus dem N-Terminus von emmkk gewéhlt wurden. B) Gezeigt sind PCR-Produkte, die die beiden Spleiiformen
emmbkkA und emmkkB nachweisen.

3.8.6 EmMKK - in vivo Interaktionen mit EmRaf und EmERK (Yeast-Two-Hybrid)

Im ERK-Signalweg wird MKK durch Raf aktiviert und gibt das Signal an ERK weiter [334]. Um
heraus zu finden, ob EmRaf, EmMKK und EmERK Teil einer gemeinsamen Signalkaskade sind,
wurde versucht, in vivo Interaktionen der genannten Proteine iiber das Yeast-Two-Hybrid-System
(Clontech) nachzuweisen. Die Beschreibung des EmMMKK-EmRaf-Experiments ist ist in Kapitel
3.6.5 beschrieben (Abb. 45). Dafiir wurden emmkk-A und emmkk-B in den BD-Vektor von Clon-
tech kloniert und jeweils mit einem AD-Raf-Vektor in Hefen co-transfiziert. Nach Auswetung des
Versuchs konnte fiir EmRaf und EmMKK-A eine starke Interaktion nachgewiesen werden. Fiir die
differentiell gespleiite Variante EmMKK-B, der ein grofer Teil der Kinasedomine fehlt, konnte
dagegen keine Interaktion mit EmRaf nachgewiesen werden (Abb. 45 + 55).

In einem weiteren Experiment wurden Interaktionsstudien mit EmMKK-A/B und EmERK-A/B
durchgefiihrt. Dafiir wurden sowohl fiir EmERK-A/B als auch fiir EnMKK-A/B AD- und BD-
Vektoren konstruiert, anschlieBend in Hefen transformiert und auf unterschiedlich selektive Agar-
platten ausgestrichen. Eine Interaktion zwischen EmMKK-A/B und EmERK-A/B konnte nicht
festgestellt werden (Abb. 55).
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Gal4-AD-Fusionen

AD-Em AD-Em AD-Em AD-Em AD-Em AD-T- AD
Raf MKK-A MKK-B ERK-A ERK-B Ag

BD-EmMKK-A | 4+ —_ —_ —_ —_
§ BD-EmMKK-B — —_ — — —_
§ BD-EmERK-A —_ — — _
g BD-EmERK-B — —_— —_ —_
ﬁ BD-Lamin — — — — — —

& |BD-ps3 - — - - - +++

BD —_ _ — —_ —_

Abb. 55: EmMKK - Yeast-Two-Hybrid Experimente mit EmRaf und EmERK.

Es wurden Translationsfusionen von EmRaf, EnMKKA/B und EmERK-A/B mit der Gal4-Aktivierungsdoméne (AD) und von EnMKKA/B sowie
EmERK-A/B mit der Gal4-Bindungsdomane (BD) hergestellt. Doppeltransformanden des Hefestamms AH109 wurden dann nach 3 Tagen Inkubati-
on auf Koloniewachstum iiberpriift. Als Kontrollen wurden Plasmide des MATCHMAKER-Y2H-Kits (Clontech) benutzt, die eine Fusion zwischen
der Aktivierungsdoméne AD und dem grofen Antigen des Simianvirus 40 (T-Ag) und der Bindungsdoméne BD mit murinem p53 (Positivkontrolle)
oder mit humanem Lamin C (Negativkontrolle) exprimieren. Gezeigt ist entweder kein Wachstum (==) oder Wachstum unter mittleren (4) oder
stark (44) stringenten Bedingungen. Leere Felder zeigen nicht durchgefiihrte Kombinationen an.
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3.9 EmERK-A/B/C

Von EmERK existieren bisher 3 Spleilvarianten (EmERK-A: 42.2 kDa, EmERK-B: 38.01 kDa,
EmERK-C: 37.98 kDa) die alle die gleiche Kinasedoméne besitzen und sich nur am C-Terminus
unterscheiden. In der Kinasedomine zeigen EmERK-A/B/C gro3e Homologien zu ERK-Proteinen
anderer Oranismen (70/81%), an den alternativen C-Termini zeigt nur EmERK-A grof3e Homolo-
gien. Funktionell aktiv sind aus Echinokokken-Lysat immunprézipitierte EmERK und aktivierte
rekombinant exprimierte EmERK-A, die in einer Kinasereaktion MBP phosphorylieren kdnnen.

Die fiir die Charakterisierung von EmERK-A/B/C angewandten Methoden und die verwendeten
Oligonucleotide sowie die identifizierten Sequenzen des chromosomalen Locus, der cDNAs und
der daraus abgeleiteten Aminoséduresequenzen finden sich in Kapitel 5.15.

3.9.1 emerk - Charakterisierung der cDNA und differentielles SpleiBen

Uber eine degenerative PCR, mit Primern die gegen konservierte Regionen der Kinase-Domine
(Abb. 57) gerichtet waren, konnte ein 411 bp langes Fragment aus E. multilocularis-cDNA ampli-
fiziert werden. Die fehlenden Sequenzen der cDNA wurden iiber 5'- und 3'-RACE aus einer plas-
midbasierten cDNA-Bibliothek [159] isoliert. Die vollstindige cDNA ist 1209 bp lang und enthélt
ein offenes Leseraster, dass fiir ein 361 AS langes Protein mit einem theoretischen Molekularge-
wicht von 42.2 kDa codiert (Abb. 56). Ein Aminosduresequenzvergleich zwischen diesem Faktor
und ERK-Orthologen aus Sdugern, Nematoden und Insekten ergab vor allem in der Kinasedoméne
signifikante Homologien (70% identisch und 82% dhnlich mit HSERK1). Aufgrund dieser sehr ho-
hen Sequenzhomologien zu bekannten ERK-ihnlichen Kinasen (Abb. 57) wurde der isolierte Fak-
tor EmERK genannt.

Abb. 57 zeigt einen Aminosdurevergleich zwischen EmERK-A und ERK-Orthologen aus Sduge-
tier, Nematode und Insekt. Die Homologien (65 — 70% identisch und 79 — 81% dhnlich) sind iiber
die gesamte Sequenz des Proteins, vor allem aber in der Kinasedoméne (AS 22 - 310) sehr hoch. In
der Kinasedomine von EmERK-A sind die, fiir die ATP-Bindung nétigen, Reste IGEGAYGMV
3% und Lys®' sowie der Protonenakzeptor Asp'*® mit den vergleichbaren Resten aller gezeigten ERK
identisch [swissprot-Datenbank]. Die fiir die Funktion von Serin/Threonin-Kinasen wichtigen Res-
te Glu® Asp'* und Lys'*® sind vorhanden. Die Voraussetzung fiir die Aktivitdt von MAP-Kinasen,
wozu auch ERK gehort, ist die Phosphorylierung des Threonins (T) und des Tyrosins (Y) im TXY-
Motiv des Activation-Loops der Kinasedoméne. Innerhalb der MAP-kinasen werden die verschie-
denen Unterfamilien anhand iiber die Sequenz dieses TXY-Motivs unterschieden, wobei ERK-
Faktoren die Sequenz TEY, JNK/SAPK-Faktoren die Sequenz TGY und p38-MAP-Kinasen die
Sequenz TPY aufweisen. Die Phosphorylierung dieser Reste erfolgt in Antwort auf verschiedenste
Signale iiber dualspezifische MAP-Kinase-Kinasen (MKK oder MEK), die beide Reste phosphory-
lieren. [334]. Wie in Abb. 57 zu sehen ist, ist besitztEmERK-A das fiir die ERK-Unterfamilie be-
schriebene TEY-Motiv an Position Thr'®>-Glu'-Tyr'®, das identisch mit jenen der drei orthologen
ERK-Faktoren ist. Die Interaktion zwischen ERK und anderen Proteinen erfolgt iiber die CD- und
die ED-Domine. Die CD-Doméne (common docking domain) an der fast alle Proteine, die mit
ERK interagieren, binden konnen liegt im C-Terminus der MAP-Kinasen direkt nach der Kinase-
Doméne und besteht aus 2-3 negativ geladenen Aminoséuren deren Sequenz zwischen den ver-
schiedenen MAP-Kinasen variiert [309 + 310]. Fiir ERK1 und ERK2 der Ratte wurde die Sequenz
DXXD [309] beschrieben, die wie in Abb. 57 gezeigt, mit den Resten Asp* (D**°) und Asp®*®
(D**) in allen drei SpleiBformen vorhanden ist. Die fiir die Spezifitit der Bindung zwischen ERK
und Proteinfaktoren wichtige ED-Domine hat keine Konsensussequenz [310]. Wie in Abb. 57 zu
sehen ist, entsprechen die ED-Domédnen des humanen ERK1 und des C. elegans-MPK1 mit den
Aminosduren TT der ED-Domine des Ratten-ERK2 wihrend in den ED-Doménen des Droso-
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phila-ERKA (K'*T'”) und des Echinokokken-ERK-A (R'**M"7) bisher nicht beschricbene Se-
quenzen auftauchen.

Neben dieser ersten, als emerk-A bezeichneten cDNA konnten noch zwei weitere emerk-cDNAs
isoliert werden (emerk-B und emerk-C), die durch differentielles Spleilen ein am C-Terminus ver-
kiirztes Leseraster aufwiesen (Abb.62). Auf die genauen Unterschiede der drei SpleiBformen und
die daraus resultierenden Eigenschaften wird in Kapitel 3.9.5 eingegangen

Samtliche Ergebnisse der Sequenzanalyse sprechen dafiir, dass das hier charakterisierte Protein ein
ERK-Homolog aus E. multilocularis ist. Es konnten hohe Homologien zwischen EmERK und
ERK-Orthologen anderer Organismen in den konservierten Bereichen der Kinasedomine sowie
den meisten Aminosiure-Resten, die an der Interaktion mit upstram oder downstream gelegenen
Faktoren beteiligt sind, festgestellt werden. Unterschiede betrafen vor allem die bisher wenig
charakterisierte ED-Doméne.

emerk-A
CGCTGTTAACATTGTCATTCCCTTGGACTAAGTAATCTTAATAAACTTGGCCATTCTAATTCAACCAATAATGAGTGGTGATATTTCTGATCCATATACA 100
M S GDTISDTFPJYT 10
Intron 1 (37 bp):W cTanG. . .cccac
ATCAAGGGACAGGTGTTCGACATTGGTCCGCGTTTTACGAATCTTAATTACATTGGTGAAGGCGCTTATGGAATGGTTATTTCTGCATTTGATCATCAGC 200
I K GQVFDTIGTPR|FTNZLNJZYTIGEESG GATYSGEMVTISsaAaAEFEDSEH.DQOQ 43
GCAATGAGAGGGTTGCCATTAAGAGAATCACACCATTTGAGCACCAAACATATTGTCAACGTACCTATCGGGAGATTCGAATCCTTAGTCGTTTAGACCA 300
R NERVATITZ KT ERTITTPTFETUHGOQTJTYCOQRTZYRETR RTITLSTRTILTDH 77
Wintron 2 (34 bp): GTATG. . .CTTAG Intron 3 (28 bp):W GTAAG. . .TCTAG
CGAGAACATTATTCCACTGTACGATGTTTTTACAACGTCAAATTTTGAGGATATGAAGGAAGTTTACATTGTGGAAAAATACATGGAAACTGATCTTTAC 400
ENI I PLYDVTFTTSNTFTETDMTEKTETYVTYTITVETEKTYMETTDTILY 110
Intron 4 (31 bp):W GT2AC. . .TTTAG
AAGTTTTTAAAAGTACAGCAGTTGAGTCGCGAGCACACCTGTTACTTCCTTTACCAAATGCTTCGAGGCTTGAAATATATACATTCCGCGAACGTTTTGC 500
K F L KV QOQTLST RTETEHTT CTYTFTILTYOQMTELT®RGTELTEKTYTIHSA ANV L 143
Intron 5 (425 bp):W GTAGG. . . TCGAG
ACCGTGATTTGAAGCCAAGTAATATACTTTTGAATCGAATGTGTGATTTGAGGATATGTGATTTTGGGCTCGCACGAATTGCCGATCCCCAATGCGATCA 600
HRDTILZEKTPSNTITLTLTNTAERMC CDTLTRTITCTDTFTGTELATRTIATDTZPRTG QT CTDQ 177
GGCTGGATTGCTGACTGAGTACGTGGCCACTCGCTGGTACCGTGCGCCAGAAATTATGCTCACATCGARAGTCTACACCARAGCCATCGACCTCTGGTCC 700
A GLLTTETYTYVA ATR RMWYTRATPETIMTLTSTZ KTYVJTYTTE KA ATITDTILTWS 210
Intron 6 (579 bp):¥ GTaTC. . .TCTAG
ATCGGTTGCATCCTAGCCGAGATGTATAGCAACCGCGTTCTTTTTCCGGGGAAACATTATATTGACCAGT TGAAGATGATTCTTGAGGTTCTCGGTTCGC 800
I G CI LAEMSYSNR RVYVTIELTFTPGTE KTEH TYTIDGOTLE KMTIEITLTETVTELG S 243
Intron 7 (2446 bp):W GTGGG. . . TTTAG
CTCATCAAGAGGACATCAACTCCATAAGTAACACAAAGGCTAGAACGTACCTGGAGCAGTTGCCAAAACGGAARAAAATACCCTGGCAGCAACTCTTCCC 900
P HQEDTINSTISNTIEKARTJYTLET QTLTP?E KR RTEKTEKTITPTWOQOTLTF P 277
Intron 8 (859 bp):W GTACG. . .TCCAG
ATTTGCAGACCCAAAGGGGTTGGATCTGCTTGATCGTTTACTTTGTTTCGCTCCCTCGCGTCGAATAACGGTGGAAGAAGCACTTGCCCATCCTTACCTG 1000
F ADGPKGLODTILTLTDT RTLILTLTCTPFA ATPST RARTITVETEA ATLTA ATEHTPYL 310
Intron 9 (808 bp):W GTGCG. . . CCCAG (erk-A-spez.)
GCACAATACTACGATCCATCTGACGAGCCGACTTGCCCCCATCCGTTTGCACACGAAGCAGACGATCTTCCAAAGGAGCGTCTTAAGGTTCTTGTTTGGG 1100
A QY YDPSDTETPTTCT®PHZPTFA AHTEA ATDTDTLTPZ XKTET RTELTEKTYTELVHW 343
Intron 10 (454 bp):W GTATG. . . TTTAG
AAGARATTCAGCATCTGAAGGGGGATGAGCAGGCTGAGCCTATAGATGCAGGTTGAAAGTGATCCCATGAAGTGTAATCGAATTCAAACGCTATCTTCAA 1200
EE I Q HLEKTGTPDTETG QA ATETPTITDA AG . 361
TGATGAACG 1209

Abb. 56: emerk-A, cDNA und abgeleitete Proteinsequenz.

Gezeigt ist die vollstindige cDNA-Sequenz von emerk-A (oben) und die davon abgeleitete Aminosduresequenz (unten, fett). Die Kinasedoméne ist
grau unterlegt und ein Punkt am Ende der Aminoséuresequenz markiert das Stop-Codon. Die Positionen der Introns im genomischen Locus sind mit
Pfeilen markiert. Fiir jedes Intron ist die Grofie sowie die Sequenz des 5'-Donors und des 3'-Akzeptors angegeben.
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AAAAAAAAA A E
EmERKA MS-----—--=--——--—-——-——-—- GDISDPYTIKGQVFDIGPRFTNLNYIGEGAYGMVISAFDHQRNERVAIKRITPFEHQTYCORTYREIRILSRLDHENI 80
CeMPK1 MADGEAVISTVN--------——-——- NVEEVHGQLFEVAPRYVNLSYIGEGAYGMVASALDTITRDRVAIKKISPFEHQTFCORTLREIKILNRFKHENI 86

DmERKA MEEFNSSGSVVNGTGSTEVP----QSNAEVIRGQIFEVGPRYIKLAYIGEGAYGMVVSADDTLTNQRVAIKKISPFEHQTYCORTLREITILTRFKHENI 96
HsERK1 MAAAAAQGGGGGEPRRTEGVGPGVPGEVEMVKGQPFDVGPRYTQLOYIGEGAYGMVSSAYDHVRKTRVAIKKISPFEHQTYCORTLREIQILLRFRHENV 100

P K ED
EmERKA IPLYDVFTTSNFEDMKEVYIVEKYMETDLYKFLKVQOLSREHTCYFLYQOMLRGLKYIHSANVLHRDLKPSNILLN3UCDLRICDFGLARIADPQCDQAGL 180
CeMPK1 INIQEIIRSETVDSLKDIYIVQCLMETDLYKLLKTQKLSNDHVCYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLL! CDLKICDFGLARVTDPQTDHTGF 186
DmERKA IDIRDILRVDSIDQOMRDVYIVQCLMETDLYKLLKTQRLSNDHICYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLI CDLKICDFGLARIADPEHDHTGF 196
HsERK]1 IGIRDILRASTLEAMRDVYIVQDLMETDLYKLLKSQQLSNDHICYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLI CDLKICDFGLARIADPEHDHTGF 200

TXY
EmERKA EMVATRWYRAPEIMLTSKVYTKAIDLWS IGCILAEMYSNRVLFPGKHY IDQLKMILEVLGSPHQEDINSISNTKARTYLEQLPKRKKIPWQOLFPFAD 280
CeMPK1 EMVATRWYRAPE IMLNSKGYTKSIDVWSVGCILAEMLSNRPLFPGKHYLDQLNLILAVVGSPSNADLOCIINDKARSYLISLPHKPKQPWARLYPGAD 286
DmERKA EMVATRWYRAPEIMLNSKGYTKSIDIWSVGCILAEMLSNRPIFPGKHYLDQLNHILGVLGSPSRDDLECIINEKARNYLESLPFKPNVPWAKLFPNAD 296
HsERK1 LEEEVATRWYRAPE IMLNSKGYTKSIDIWSVGCILAEMLSNRPIFPGKHYLDQLNHILGILGSPSQEDLNCIINMKARNYLOSLPSKTKVAWAKLFPKSD 300

e
EmERKA PKGLDLLDRLLCFAPSRRITVEEALAHPYLAQYYpPSWEPTCPHPF--AHEADDLPKERLKVLVWEEIQHLKGDEQAE---PIDAG 381
CeMPK1 PRALDLLDKMLTFNPHNRIDIEQALAHPYLEQYYPGYEPVCEEPFTLEMEFDDLPKEKLKELIWEEAEAHHRRMEAEAAARNNGGONPV 376
DmERKA ALALDLLGKMLTFNPHKRIPVEEALAHPYLEQYYNPGWEPVAEVPFRINMENDDISRDALKSLIFEETLKFKERQPDNAPYIHSANVLHR 386
HsERK1 SKALDLLDRMLTFNPNKRITVEEALAHPYLEQYYpPTWEPVAEEPFTFAMELDDLPKERLKELIFQETARFQP---—-—-—-—-— GVLEAP 389

Homologie zu EmERK-A

EmERKA ~ =—=————

CeMPK1 65/(79)%
DmERKA 64/(77)%
HSERK1 70/(81)%

Abb. 57: Aminosédurevergleich von EmERK-A mit ERK-Proteinen verschiedenen phylogenetischen Ursprungs.

Gezeigt sind die Sequenzen der E. multilocularis EmERK-A, der humanen ERK1 (HsMKO03; GenBank Accession No. P27361), der ERK von D.
melanogaster (DmERKA; P40417, QOW5M2, Q9W5M3) und der ERK von C. elegans (CeMPK1; A36978). AS-Reste, die mit der Konsensusse-
quenz aller Sequenzen iibereinstimmen, sind grau unterlegt. Der graue Balken markiert die Serin/Threonin-Kinasedomaéne, in der die katalytisch
wichtigen Reste des TXY-Motivs weil auf schwarzem Grund markiert sind. In dem grauen Balken der Kinase-Doméne zeigen A die fiir die ATP-
Bindung nétigen AS-Reste an, wihrend P den Protonenakzeptor markiert. E, P und K sind die katalytisch wichtigen Reste der ST-Kinasen. In direk-
tem Anschluss an die Kinasedoméne liegt die CD-Doméne, deren konservierte negativ geladenen AS-Reste ebenfalls weill auf schwarzem Grund
markiert sind. In der Kinasedoméne liegt die ED-Doméne, deren Reste auch weill auf schwarzem Grund markiert sind. Die gepunkteten Pfeile mar-
kieren die konservierten Regionen gegen die die degenerierten Primer gerichtet wurden. Die Homologiewerte am Ende der Sequenzen geben den
prozentualen Wert an identischen und &hnlichen (in Klammer) Aminosauren der verschiedenen ERK-Kinasen zu EmERK an.

3.9.2 emerk - Charakterisierung des chromosomalen Locus und Southern-
Blot

Die Sequenz des gesamten chromosomalen Locus von emerk besteht aus 6896 bp und konnte aus 5
iberlappenden Fragmenten bestimmt werden, die iber PCR mit Primern, die gegen die cDNA-Se-
quenz von emerk-A gerichtet waren, amplifiziert wurden. Die codierende Sequenz, die von 10 Intr-
ons mit Grofen zwischen 28 — 2446 bp unterbrochen wird, besteht aus 11 Exons mit GroBBen zwi-
schen 56 und 214 bp (Abb. 56). Alle Introns haben die kanonischen Dinucleotid-Sequenzen GT
und AG an ihren Spleildonor- und ihren SpleiBakzeptorstellen (Abb. 56), auch das differentiell
gespleifite Intron 9, das einen SpleiBdonor und drei alternative SpleiBakzeptoren hat (vergl.
folgendes Kapitel). Die Introns 1,3,5 und 8 haben zwischen EmERK und HsERK1 konservierte In-
trongrenzen, fiir Intron 9 trifft das dann zu, wenn es vollstdndig herausgespleiit wird. Das deutet
stark darauf hin, das die ERK-Gene des Fuchsbandwurms und des Menschen von einem gemein-
samen evolutiondren Vorldufer stammen.

Sdugetiere exprimieren zwei verschiedene Gene, die fiir die eng verwandten ERK-Isoformen
ERK1 und ERK2 codieren, zusitzlich gibt es noch zahlreiche weitere eng verwandte MAP-Kina-
sen [30]. Um zu tberpriifen, ob in E. multilocularis neben emerk noch weitere ERK-Gene vor-
handen sind, wurde eine Southern-Blot-Hybridisierung durchgefiihrt. Dafiir wurden eine Sonde aus
der Kinase-Doméne von EmERK gewihlt. Wenn emerk ein single-copy-Gen ist, sollte jeweils nur
ein Hybridisierungs-Fragment, in mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnittener chro-
mosomaler DNA von E. multilocularis, nachweisbar sein. Wie in Abb. 58 zu sehen ist, fiihrte eine
Hybridisierung mit der Sonde in chromosomaler DNA, die mit sechs verschiedenen Restriktions-
enzymen geschnitten wurde, zu jeweils einem Fragment, dazu jedoch auch zu einem Hintergrund-
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schmier von 2 — 10 kb, was am wahrscheinlichsten von Kreuzhybridisierungen der Sonde mit
anderen Genen von E. multilocularis herriihrt, die Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen
exprimieren. Trotz dieser Kreuzhybridisierungsfragmente sprechen die Analysen dafiir, dass emerk
als single-copy-Gen in E. multilocularis vorliegt.

kb Abb. 58: emerk - Southern Hy-
bridisierungen.

. Chromosomale DNA von E. multilocula-
12 : ; ris wurde mit den Restriktionsenzymen
HindIII (Spur 1), Kpnl (Spur 2), Nsil
(Spur 3), Pstl (Spur 4), Sphl (Spur 5) und
Xmnl (Spur 6) verdaut, in einem 0.8 %
Agarosegel aufgetrennt und auf eine Ny-
lon-Membran transferiert. Die Membran
wurde dann mit einer Sonde gegen emerk
untersucht. Der Blot wurde 48 h auf
einen Rontgenfilm gelegt. Links ist der
Grofenmarker angegeben. Der Hin-
tergrund-schmier entstand am wahr-
schein-lichsten durch Kreuzhybridisier-
ungen der Sonde mit anderen Kinase-co-
dierenden Genen von E. multilocularis.

3.9.3 emerk - Echinokokkenspezifitat

Da die cDNA-Bibliothek, iiber die emerk isoliert wurde, aus Parasitenmaterial stammte das in Lab-
ortieren (M. unguiculatus) kultiviert wurde, musste ausgeschlossen werden, dass emerk ein Wirts-
faktor ist. Dafiir wurden auf die chromosomale DNA von axenisch in vitro kultivierten Me-
tacestoden-Vesikeln des Parasiten E. multilocularis und auf die chromosomale DNA, die aus der
Leber eines uninfizierten Laborwirts M. unguiculatus isoliert wurde, PCRs durchgefiihrt, wobei
emerk-spezifische PCR-Produkte nur in der Echinokokken-DNA nachgewiesen werden konnten.
Auf der anderen Seite konnte das fiir den Wirt spezifische f-tubulin [46] nicht aus Echinokokken-
DNA sondern nur aus der chromosomalen DNA von M. unguiculatus (Gerbil) amplifiziert werden
(Abb: 66). Diese Ergebnisse zeigen, dass emerk ein Echinokokkengen ist.

Abb. 59: Nachweis fiir die Echinokokkenspezifitit von
emerk iiber PCR.

Mit chromosomaler DNA aus in vitro kultivierten Echinokokken (Spur 1
+ 2) und aus dem Gehirn eines uninfizierten Gerbils (Spur 3 + 4) als
Template wurden PCRs gegen emerk (Spur 1 + 3) und das wirtsspezi-
fische f-tubulin (Spur 2 + 4) durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden in
einem 2% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Der
GroBenmarker ist rechts in kb angegeben.

emerk W

mutub w»
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3.9.4 emerk - Expression in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocu-
laris

Uber RT-PCR wurde die Expression von emerk aus in vivo und in vitro kultivierten E. multilocula-
ris-Larven untersucht. Da in vivo gewachsenes E. multilocularis-Parasitenmaterial aus zwei Lar-
venstadien, nimlich dem Metacestoden und dem Protoscolex, besteht, stellte sich die Frage, ob
emerk in beiden Stadien exprimiert wird. Dafiir wurde RNA aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln und aus frisch isolierten Protoscolices (aus in vivo kultiviertem Material) iso-
liert. Ein Teil der Protoscolices wurde aktiviert. Zusétzlich wurden aktivierte und nichtaktivierte
Protoscolices von E. granulosus eingesetzt. Abb. 60 zeigt deutlich die Expression von emerk in
beiden Larvenstadien, sowie in E. granulosus.

emerk -

1 2 3 4 5
Abb. 60: Expression von emerk in verschiedenen Larvenstadien von E. multilocularis und E. granulosus.

Gesamt-RNA wurde aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (Spur 1), in vivo kultivierten Protoscolices (Spur 2) und in vivo kultivierten so-
wie aktivierten Protoscolices (Spur 3) von E. multilocularis und aus in vivo kultivierten Protoscolices (Spur 4) und in vivo kultivierten sowie ak-
tivierten Protoscolices (Spur 5) von E. granulosus isoliert. Nach einer genspezifischen RT-PCR wurden die PCR-Produkte in einem 1% Agarosegel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

3.9.5 emerk - differentielles SpleiBen fuhrt zu drei cDNA-Varianten

Bisher konnten von emerk die drei SpleiBvarianten emerk-A (361 AS, 42.2 kDa), emerk-B (325
AS, 38.01 kDa) und emerk-C (325 AS, 37.98 kDa) isoliert werden. Die verschiedenen Spleif3vari-
anten entstehen durch das differentielle Spleilen von Intron 9, wobei ausgehend vom gemein-
samen Spleidonor (GT) drei verschiedene SpleiBakzeptoren (AG) genuzt werden. Das variable
Intron 9 wird dafiir in drei verschiedenen Liangen herausgespleif3t (Abb. 61). Wird das grofite Frag-
ment von 808 bp entfernt, entsteht emerk-A, beim 313 bp groBen Fragment emerk-B und beim 590
bp groBen Fragment emerk-C. Als Folge des differentiellen SpleiBlens variiert auch das nach-
folgende Exon 10 zwischen 116 bp fiir emerk-A, 333bp fiir emerk-C und 611 bp fiir emerk-B (Abb.
61 +62).

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

TCCGGTATCTATTGGCTAAG ATAAATTAGAACACTGATTT TTTATTTCCAGGGTTGGATC TGCTTGATCGTTTACTTTGT TTCGCTCCCTCGCGTCGAAT 5400
AACGGTGGAAGAAGCACTTG CCCATCCTTACCTGGCACAA TACTACGATCCATCTGACGA GEEGCGTTGTCTGAAAAAAC GAATAAGCCTTTAGAAACGT 5500
AACCCAAAGTTTAAAGTTGC TTTCATCAAGACCCTCTATC GTCTGTAAGAATTGTTTTCA CGTAAAAATTCCTACAAACT AGCCATTCTCCGAATATACT 5600
GATCTGGAAATAAGTTATTT TTGATTATTTCACCAGCACA AAACATGCACTTTTCTGCGA AAGTTTCATACATTCGACGC TATTTTATTGAGTGGATTTT 5700
GAAGTAGCTTAGGGTGCTAG TAATAGACTGCTTAACTTGT GCTTTGTTTAAGCGCATGTG CCTTTTATGCCCEEGATTTC AGCATTGTCGTATGAAGAGA 5800
TGCCAACGCCGACAATTGTT GTACTTTCATTATAATACGT TCTTAAACCTTACAAAAATA ACTGCAGCAAGTGTAACCAT TTTCTGTGAACTTGGTAGAC 5900
GGATTTAAGGCTATGAAAGG CATGAGGCCTTTTTACCTGA ATACACTATTTATCTAACTG TATGCGTTTTTCGCCTTCAT ATGTGTATATTCAATTCTTT 6000
GATCTCACGTACTTCCGATT GAGTCGCTTCTTTCGCATGT TTCATATTTCRETCTACCCC TAAGGGAGTATAGCTTTTCA GCAAATTGATTACTTTTCCC 6100
CGCCCACGGTGTCCGCCGTT GACTATGCTTGTATTGTGTA AAATACAAATCTTTGCTGTG AGAAACTCGCGTTTTTTACA AAACCATATGTTTTGAAAGG 6200
CTGGGGGAACTGATAACACT GTTCAGACTAAATGGACTGT TAATTACTTGTTTACTTTTA CCTTTAAEECCGACTTGCCC CCATCCGTTTGCACACGAAG 6300
CAGACGATCTTCCAAAGGAG CGTCTTAAGGTTCTTGTTTG GGAAGAAATTCAGCATCTGA AGGGGGATGAGCAGGCTGAG CCTATGTATGTTTCCTTTAC 6400
GTTGGCCAATTTGGCTGTTT GCTGGACCGCTTTTGATGTA AGTAGCAAATTTGTTTAGTG GACGTGATCACGTGATCTTC ACGGGATGGCGTTAGCTGGT 6500
TGATTGCGTGCCGAACTTCT CGTGTGGAATTGTCCCATGC TACCTCTCTTACTTCTGCCA ATTCTTAAGAAAATGTGGCT TTACTAAGTTGATGATAAAC 6600
AATTGGTTTTTAACCCTCGA AATAACGGAAGACTTATTGC GTAGAGATGGTTAGGATTCT ACTTAAGTTAAATAAATATT AACCTGGTTTTACAATGGAG 6700
ATAAGTGTGCAATATGCATG GTGCTTTTAAAAATAAATGC ATGTGCAATTTGCCCTTTTT ACGGATGTTGTCCCGAGAAC TGATTTATTTTGTTCCTTTT 6800
TTGCATCCCATTCCTGCTTA TTATGTTGCATCATTTTAGA GATGCAGGTTGAAAGTGATC CCATGAAGTGTAATCGAATT CAAACGCTATCTTCAA 6896

Abb. 61: emerk-A/B/C, differentielles Spleiflien im Intron 9.

Gezeigt ist ein Ausschnitt des chromosomalen Locus von emerk. Die von emerk-A abweichenden Splei3formen emerk-B und emerk-C entstehen
durch differentielles Spleilen im Intron 9 (bp 5462 — 6268). Dort sind der fiir alle Splei3varianten gleiche Spleildonor (GT, bp 5462) und die ver-
schiedenen SpleiBakzeptoren (AG an bp 6268 fiir emerk-A, an bp 5773 fiir emerk-B und an bp 6051 fiir emerk-C) weil} auf schwarzem Grund mar-
kiert. Durch das differentielle Spleifien ist das Intron 9 im Fall von emerk-A 808 bp lang, bei emerk-B 313 bp und bei emerk-C 590 bp. Fett markiert
sind das fiir alle Varianten gleiche Exon 9 (bp 5352 — 5461) und die fiir emerk-A spezifischen Exons 10 (bp 6270 - 6385) und 11 (bp 6840- 6896).
Im Exon 10 von emerk-B (ab bp 5775) ist die codierende Sequenz und das TGA-Stop-Codon grau unterlegt, im Exon 10 von emerk-C (ab bp 6053)
ist die codierende Sequenz und das TAG-Stop-Codon unterstrichen und grau unterlegt, im Exon 11 von emerk-A (ab bp 6839) ist die codierende Se-
quenz grau unterlegt und das TGA-Stop-Codon unterstrichen.

71



3 Ergebnisse

Die cDNA-Sequenz ist in allen drei Varianten bis bp 1027 (AS 319) identisch und éndert sich erst
ab Exon 10. Die abgeleitete Aminosduresequenz fiihrt neben EmERK-A zu den C-terminal ver-
kiirzten Proteinen EmERK-B und EmERK-C (Abb. 62). In allen drei Varianten ist die CD-Do-
méne, die fiir die Interaktion von ERK mit anderen Proteinen wichtig ist [309] und vom C-termina-
len Teil des Introns 9 codiert wird, vorhanden (Abb. 62). Fiir das humane ERK2 wurden Modifika-
tionen des C-Terminus und deren Auswirkungen beschrieben, wonach der Austausch von 7 AS in
Alanine nach der CD-Doméne die Translokation von ERK2 in den Nucleolus beeintrachtigt [269].
Einen Uberblick der C-Termini der verschiedenen EmERK-SpleiBvarianten bietet Abb. 63.

In zwei verschiedenen PCR-Ansidtzen konnten die differentiell gespleifliten Varianten in der cDNA
verschiedener Larvenstadien von E. multilocularis eindeutig nachgewiesen werden. Zudem ergab
sich aus der Grof3e der Fragmente, dass auch in den Spleillvarianten emerk-C und emerk-B, das flr
die beiden abgeleiteten Proteine eigentlich unwichtige Intron 10, herausgesplei3t wurde (Abb. 64).

emerk-A

Intron 9 (808 bp):W GTGCG. . . CCCAG (erk-A-spez.)
GCACAATACTACGATCCATCTGACGAGCCGACTTGCCCCCATCCGTTTGCACACGAAGCAGACGATCTTCCARAGGAGCGTCTTAAGGTTCTTGTTTGGG 1100
A oY Yl s|plE P T C P H P F A HEA ADTUDTULTPIZXKETRTILTZEKTVILVW 343

Intron 10 (454 bp):W GTATG. . . TTTAG

ARGAAATTCAGCATCTGAAGGGGGATGAGCAGGCTGAGCCTATAGATGCAGGTTGAAAGTGATCCCATGAAGTGTAATCGAATTCARACGCTATCTTCAA 1200
E E I Q HL K GDEGQA ATETPTITDAG . 361
TGATGAACG 1209
emerk-B

Intron 9 (313 bp):* GTGCG. . . TTCAG (erk-B-spez.)
GCACAATACTACGATCCATCTGACGAGGATTTCAGCATTGTCGTATGAAGAGATGCCAACGCCGACAATTGTTGTACTTTCATTATAATACGTTCTTAAR 1100
A oY Y sI BHE D F § I V V . 325
CCTTACARAAATAACTGCAGCAAGTGTAACCATTTTCTGTGAACTTGGTAGACGGATTTAAGGCTATGAAAGGCATGAGGCCTTTTTACCTGAATACACT 1200
ATTTATCTAACTGTATGCGTTTTTCGCCTTCATATGTGTATATTCAATTCTTTGATCTCACGTACTTCCGATTGAGTCGCTTCTTTCGCATGTTTCATAT 1300
TTCAGTCTACCCCTAAGGGAGTATAGCTTTTCAGCAAATTGATTACTTTTCCCCGCCCACGGTGTCCGCCGTTGACTATGCTTGTATTGTGTAAAATACA 1400
AATCTTTGCTGTGAGAAACTCGCGTTTTTTACAAAACCATATGTTTTGAAAGGCTGGGGGAACTGATAACACTGTTCAGACTAAATGGACTGTTAATTAC 1500
TTGTTTACTTTTACCTTTAAAGCCGACTTGCCCCCATCCGTTTGCACACGAAGCAGACGATCTTCCAAAGGAGCGTCTTAAGGTTCTTGTTTGGGAAGAA 1600

Intron 10 (454 bp):W GTATG. . . TTTAG

ATTCAGCATCTGAAGGGGGATGAGCAGGCTGAGCCTATAGATGCAGGTTGAAAGTGATCCCATGAAGTGTAATCGAATTCAAACGCTATCTTCAATGATG 1700
emerk-C

Intron 9 (590 bp):W GTGCG. . . TAAAG (erk-C-spez.)
GCACAATACTACGATCCATCTGACGAGTCTACCCCTAAGGGAGTATAGCTTTTCAGCARATTGATTACTTTTCCCCGCCCACGGTGTCCGCCGTTGACTA 1100
Aoy YIP? s PlE/Ss T P L G V . 325
TGCTTGTATTGTGTAAAATACAAATCTTTGCTGTGAGARACTCGCGTTTTTTACAAAACCATATGTTTTGAAAGGCTGGGGGAACTGATAACACTGTTCA 1200
GACTAAATGGACTGTTAATTACTTGTTTACTTTTACCTTTARAGCCGACTTGCCCCCATCCGTTTGCACACGAAGCAGACGATCTTCCARAGGAGCGTCT 1300

Intron 10 (454 bp):W GTATG. . . TTTAG

TAAGGTTCTTGTTTGGGAAGAAATTCAGCATCTGAAGGGGGATGAGCAGGCTGAGCCTATAGATGCAGGTTGAAAGTGATCCCATGAAGTGTAATCGAAT 1400
TCAAACGCTATCTTCAATGATGAACG 1426

Abb. 62: emerk-A/B/C, cDNA und Aminosduresequenz am C-Terminus.

Gezeigt sind die C-terminalen cDNA-Sequenzen von emerk-A, emerk-B und emerk-C ab bp 1001 (oben), sowie die davon abgeleitete Aminosau-
resequenz (unten, fett). Ein Punkt am Ende der Aminosduresequenz markiert das Stop-Codon. Die Positionen der Introns im genomischen Locus
sind mit Pfeilen markiert. Fiir das Intron ist die GroBe sowie die Sequenz des 5'-Donors und des 3'-Akzeptors angegeben. Innerhalb von Intron 9 gibt
es verschiedene Spleifivarianten, die zu unterschiedlichen C-Termini der abgeleiteten AS-Sequenz fithren (grau unterlegt). Zwischen den Introns 9
und 10 befindet sich das, durch das differentielle Spleifien variable, Exon 10. Die beiden Aspartate (D) der CD-Doméne, die in allen drei Varianten
vorhanden sind, sind weif3 auf schwarzem Grund markiert.

CD-Domane
EmERK-A: 311 AQYYWMPSHBEP TCPHPFAHEA DDLPKERLKV LVWEEIQHLK GDEQAEPIDA G 361
EmERK-B: 311 AQYYBPSMED FSIVV 325
EmERK-C: 311 AQYYBPSWMES TPLGV 325

Abb. 63: EmERK-A/B/C; C-terminale Proteinsequenz der verschiedenen Spleifivarianten.

Gezeigt sind die C-Termini der Aminosduresequenzen der drei Spleifivarianten von EmERK. Die differentiellen C-Termini sind fett hervorgehoben.
Die zwei wichtigen Reste der CD-Doméne sind weill auf schwarzem Grund markiert.
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-emerk-B emerk-B -

-emerk-C

-emerk-A  opo0rk-C -

1 2 3

Abb. 64: Nachweis der verschiedenen Spleilformen von emerk iiber RT-PCR in verschiedenen Larvenstadien von E.
multilocularis.

Gesamt-RNA wurde aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (Spur 1), in vivo kultivierten Protoscolices (Spur 2) und in vivo kultivierten so-
wie aktivierten Protoscolices (Spur 3) isoliert. Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben und diese als Template fiir eine PCR mit verschiedenen
Primern eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt. A) PCR mit Primern, die alle
drei Spleiflvarianten umfassen. Erwartete Grofle schlieit korrektes Spleifien von Intron 10 in allen drei Varianten mit ein. Der dazugehorende Gro-
Benmarker ist links angegeben. B) PCR mit Primern, die emerk-A ausschliet und nur emerk-B und emerk-C nachweist.

3.9.6 EmERK - Proteinexpression

Fiir den Expressions-Nachweis von EmERK in verschiedenen Entwicklungsstadien des Parasiten
wurden zwei kommerzielle Antikorper verwendet. Ein phosphospezifischer Antikorper (Anti-P-
ERK, Rabbit Anti-Erk1&2 [pTpY'3¥'%"], Biosource), der gegen das doppelt phosphorylierte TEY-
Motiv von ERK gerichtet ist und ein Antikorper (Anti-ERK1/2, Rabbit Anti-Erk1/2(MAPK),
StressGen), der den C-terminalen Bereich nach der CD-Domaéne erkennt. Dieser Bereich ist zwi-
schen EmERK-A und humanem ERK konserviert und sollte sowohl den Nachweis von phosphory-
liertem als auch nicht phosphoryliertem EmERK erlaubten. Um zu iiberpriifen, ob diese Antikdrper
EmERK detektieren, wurde die codierende Sequenz von EmERK-A in die Expressionsvektoren
pBAD und pBAD/Thio von Invitrogen kloniert. In beiden Vektoren erhielt man dadurch eine C-
terminale Fusion von emerk-A mit dem VS5-Antikorperepitop und einem 6xHis-Tag, sowie bei
pBAD/Thio eine zusétzliche N-terminale Fusion mit Thioredoxin. Wie in Abb. 65 zu sehen ist,
konnten beide Proteine rekombinant exprimiert und mit dem a-V5-Antikorper (Invitrogen) im
Western-Blot detektiert werden. Unter Verwendung der ERK-spezifischen Antikdrper konnte
EmERK-A nur Anti-Erk1/2 nachgewiesen werden, jedoch nicht mit Anti-P-ERK. Daraus lésst sich
schlieBen, dass rekombinant exprimiertes EmERK-A in E. coli nicht phosphoryliert wird. Ahnli-
ches ist auch schon fiir humanes ERK beschrieben worden, dass in E. coli nur in Gegenwart von
aktivem MEK phosphoryliert wurde [173].

Anschliefend wurden die Antikorper fiir Western-Blot-Studien mit Echinokokkenmaterial einge-
setzt (Abb. 66). In Lysaten aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln sowie invaginierten oder
aktivierten Protoscolices konnten dabei mit dem Anti-ERK1/2-Antikérper zwei Proteine nachge-
wiesen werden, wobei das kleinere mit 42 kDa der erwarteten Gro3e von EmERK-A entspricht.
Auch der mit 46 kDa groBere Faktor war auch in allen drei Lysaten nachweisbar, in den aktivierten
Protoscolices jedoch in geringerer Menge (Abb. 66). Da die beiden Isoformen EmERK-B und
EmERK-C nicht {liber das Anti-ERK1/2-Bindungsepitop verfiigen und der Anti-ERK1/2-Antikor-
per rekombinant exprimiertes EmMERK-A erkennt, kann davon ausgegangen werden, dass dieses 42
kDa-Protein EmERK-A reprisentiert. Auch unter Verwndung des phosphospezifischen Antikor-
pers konnte in allen drei Lysaten ein 42 kDA-Protein detektiert werden, dass mit grof3ter Wahr-
scheinlichkeit der doppelt phosphorylierten Form von EmERK-A entspricht (Abb. 66).
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a-VS o-ERK a-P-ERK

Abb. 65: EmERK: rekombinant expri-

miert
EmERK wurde in E. coli rekombinant ohne Fu-
sionspartner (EmERK; ~46 kDa: Spuren 1, 3
und 7) und als 5'-Thiofusions-Protein (T-
T-EmERK- EmERK; ~5'2 kDa: S.pureq 4,6 }md 8) unter der
— L~ Kontrolle eines arabinoseinduzierbaren Promo-
EmERK- — . ters exprimiert, in einem 12.5% PAA-Gel aufge-
trennt und auf eine Nitrozellulosemembran
ibertragen. In den Spuren 1 und 2 sind die
nichtinduzierten Kontrollen. Spur 1 bis 4 wurde
mit dem a-V5-Antikorper (Invitrogen) entwi-
ckelt um die Expression zu iiberpriifen, Spur 5
und 6 mit mit dem ERK-spezifischen o-ERK-
Antikorper (StressGen) um zu sehen ob der An-
tikorper mit dem Echinokokken-ERK kreuzrea-
giert und Spur 7 und 8 mit einem Phospho-
ERK-spezifischen Antikorper (Biosource) um
eine mogliche Phosphorylierung von EmERK-A

1 2 3 4 5 6 7 8 nachzuweisen.

kDa Abb. 66: EmERK: Echinokokkenlysa-
te

Nachweis von EmERK in E. multilocularis. In
46 - vitro kultivierte Metacestodenvesikel (Spuren 1)
.ot und Protoscolices vor (Spuren 2) oder nach
: (Spuren 3) einer Aktivierung mit Pepsin wurden
m w -EmERK-A lysiert, die Proteine in einem 12,5% PAA-Gel
| aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
iibertragen. Fir die entwicklung des wesern-
blots wurde der anti-ERK 1/2-Antikorper (links)
33 - oder der phosphospezifische anti-P-ERK-Anti-
korper (rechts) eingesetzt. Der Groenmarker ist
links in kDa angegeben und die Position von
EmERK-A rechts.

Um zu iiberpriifen, wo genau EmERK im Parasiten lokalisiert ist, wurden in Zusammenarbeit mit
Dennis Tappe (Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie, Universitit Wiirzburg) Immunolokalisa-
tions-Studien an in vivo gewachsenem Parasitenmaterial durchgefiihrt. Wie in Abb. 67 gezeigt,
wurden Strukturen in der Germinalschicht des Metacestoden und Strukturen des Protoscolex von
dem Antikorper erkannt. Im Protoscolex wurden hauptsdchlich Bereiche um den Hakenkranz und
die Saugnipfe gefarbt. Sowohl im Protoscolex als auch im Metacestoden wurden die Zellkerne
besonders stark angefirbt, was im Einklang mit der Lokalisation doppelt phosphorylierter ERK-
Kinasen in tierischen Zellen steht [348]. Zusidtzlich wurden einige Kalziumkorperchen in der
Germinalschicht des Metacestoden angefarbt.
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Abb. 67: Immunhistochemischer Nachweis von EmERK in Larvenstadien von E. multilocularis.

Aus von infizierten Labortieren (M. unguiculatus) isolierten Lebern wurden Gefrierschnitte hergestellt (@ Spm), mit dem phosphospezifischen
ERK1/2-Antikorper (Biosource) inkubiert und mit einem Peroxidase-konjugierten Maus-anti-Kaninchen-Zweitantikorper (Abb. A-G) oder nur mit
dem Zweitantikorper entwickelt (Abb. H). Die Pfeile zeigen folgende Strukturen: CC - Kalziumkorperchen, GL - Schicht aus Germinalzellen des
Metacestoden, LL - nichtzelluldre Laminatschicht des Metacestoden, T — Tegument, HT - Wirtsgewebe, P - Protoscolex, S - Saugnapf des Protosco-

lex, R - Hakenkranz des Protoscolex (Rostellum).
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3.9.7 EmERK - in vivo Phosphorylierungsassays

Die Anwesenheit und die Phosphorylierung von ER-Kinasen ist iiblicherweise mit dem Wachstum
und der Differenzierung tierischer Zellen assoziiert [263]. In stark proliferierenden Metacestoden-
vesikeln konnte EmERK-A immer mit dem phosphospezifischen und dem nicht-phosphospezi-
fischen Antikérper nachgewiesen werden (Abb. 66). Wurden intakte Metacestodenvesikel jedoch
in Medium mit 0,2% FCS kultiviert, sank die Phosphorylierung von EmERK-A signifikant im Ver-
gleich zu Vesikeln die in konditioniertem Medium kultiviert wurden, zeigten jedoch auch nach 14
Tagen noch eine leichte Phosphorylierung von EmERK-A (Abb. 68A). Dass die Vesikel unter
diesen Wachstumsbedingungen noch immer lebensfiahig waren, konnte aus der Anwesenheit von
EmERK-A geschlossen werden (Abb. 68A). Diese Beobachtung stimmt mit einer dlteren Studie
iiberein, in welchern gezeigt werden konnte, dass Metacestodenvesikel auch nach 14 Tagen
Kultivierung in FCS-reduziertem Medium lebensfahig waren und Gene transkribierten [Brehm et
al. 47]. Auf der anderen Seite konnte in Metacestodenvesikeln, die mit einem Skalpell ange-
schnitten wurden um die Hydatidenfliissigkeit zu entfernen, schon nach 2 Tagen Kultivierung in
FCS-reduziertem Medium (0,2% FCS) keine Phosphorylierung von EmERK-A nachgewiesen
werden, obwohl EmERK-A vorhanden war (Abb. 68A). Wie in Abb. 68B gezeigt, bestand ein Zu-
sammenhang dieser Effekte mit dem verwendeten Medium, da in zerstorten Metacestodenvesikeln
eine EmERK-A-Phosphorylierung nach zwei Tagen Kultivierung in 10% FCS und 1% FCS nach-
gewiesen werden konnte, wiahrend die Phosphorylierung von EmERK-A in den Metacestodenve-
sikeln, die in 0,2% FCS kultiviert wurden, nach 2 Tagen reduziert und nach 7 Tagen nicht mehr
nachweisbar war. Diese Experimente lassen darauf schlieen, dass Serum von Sdugetieren einen
positiven Effekt auf die Phosphorylierung von EmERK-A hat. Die anhaltende Phosphorylierung
von EmERK-A in intakten Vesikeln steht am wahrscheinlichsten im Zusammenhang mit der
Anwesenheit von stimulierenden Faktoren der Hydatidenfliissigkeit.

A EMERK |ssss Abb. 68: Immunhistochemischer Nachweis von EmERK
in Larvenstadien von E. multilocularis.

P-EmERK  w. Lysate von in vitro kultivierten Metacestodenvesikel, die unter
1 2 3 4 5 verschiedenen Wachstumsbedingungen kultiviert wurden, wurden iiber

Western-Blot mit den Antikdrpern Anti-ERK1/2 und phospho-Anti-

ERK1/2 analysiert. (A) Spuren 1-3, intakte Vesikel wurden in der
——— e s Gegenwart von konditioniertem Medium inkubiert (10% FCS)(Spurl),
oder in Medium mit 0,2% FCS fiir 2 (Spur2) und fiir 7 Tage (Spur3). In
P-EmERK ‘ des Spuern 4 und 5 wurden die Vesikel =zerstort um die
1 2 3 4 5 6 Hydatidenfliissigkeit zu entfernen und in Medium mit 0,2% FCS fiir 2
(Spur4) und fiir 7 Tage (SpurS). (B) In vitro kultivierte

Metacestodenvesikel wurden zerstort um die Hydatidenflissigkeit zu
C EmERK s grapeae A— ——— entfernen und in Medium mit 10% FCS (Spuren 1+4), 1% FCS (Spuren
= 2+5) oder 0,2% FCS (Spuren 3+6) fiir 12 Std (Spuren 1-3) oder fiir 24
P-EmERK i Std (Spuren 4-6) inkubiert. (C) Intakte Metacestodenvesikel wurden in
1 2 3 4 Medium mit 0,2% FCS fiir 4 Tage vorkultiviert und dann fiir 16 Std in

Medium mit 0,2% FCS (Spur 1), in Hepatocyten-konditioniertem
D EmERK M Medium (incl. 10% FCS)(Spur2) und in Medium mit 10% FCS, in das
frisch trypsinierte Hepatocyten gegeben wurden (In einem

— Transwellsystem) inkubiert. (D) Intakte Vesikel (axenisch kultiviert)

P-EmERK — wurden fiir 4 Tage in Hepathozyten-konditioniertem Medium (10%

1 2 3 FCS)(Spurl), in Medium mit 0,2% FCS (Spur 2) oder in Medium mit
0,2% FCS, dem 100 nM humanes EGF zugegeben wurde, inkubiert
(Spur 3). (E) Intakte Vesikel (axenisch kultiviert) wurden fiir 4 Tage in
Medium mit 0,2% FCS inkubiert und wurden dann fiir 30 min in

B EmERK

- e Medium mit 0.2% FCS (Spur 2), mit 10% FCS (Spur 3) oder mit 0,2%
P-EmERK FCS/ 100 nM humanes EGF (Spur 4) inkubiert. Spur 1 zeigt die
1 2 3 4 Metacestodenvesikel vor der Inkubation in Medium mit 0,2% FCS

In einem weiteren Experiment konnte die Phosphorylierung von EmERK-A in Metacestodenve-
sikeln induziert werden, die 4 Tage in 0,2% FCS kultiviert wurden. Die Zugabe von 10% FCS fiir
16 Stunden bewirkte eine Phosphorylierung von EmERK-A (Abb. 68C). Ein vergleichbarer Effekt
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konnte bei den Metacestodenvesikeln beobachtet werden, wenn sie fiir 16 Stunden in kon-
ditioniertem Medium kultiviert wurden. Eine besonders starke Stimulation von EmERK-A wurde
in Metacestodenvesikeln erreicht, wenn sie zuerst fiir 4 Tage in 0,2% FCS kulticiert wurden und
dann in Gegenwart von frisch trypsinierten Hepatocyten. Auch diese Daten wiesen auf einen posi-
tiven Effekt des Wirtsserums auf die Phosphorylierung von EmERK-A hin. Zusétzlich zeigten sie,
dass die Anwesenheit von Wirtshepathozyten, das heist Konditionen unter welchen die Proliferati-
on des Metacestoden maximal induziert ist [169, 296], auch zu einer maximalen Phosphorylierung
von EmERK fiihrt.

Da in Sdugerzellen iiber EGF die MAP-Kinase-Kaskade aktiviert wird [306] und EGF in Sdugerse-
rum nachgewiesen werden konnte [34], wurde {iberpriift, ob sich die Zugabe von humanem EGF
auf die Phosphorylierung von EmERK auswirkt. Zuerst wurden Metacestodenvesikel in 0,2% FCS
mit 100nM EGF oder ohne EGF kultiviert. Nach 4 Tagen war die EmERK-A Phosphorylierung in
den Vesikeln die nur in 0,2% FCS kultiviert wurden nicht nachweisbar, wiahrend die EmERK-A
Phosphorylierung bei Anwesenheit von EGF, der von in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln
glich (Abb. 68D). In einem letzten Experiment wurden Metacestodenvesikel, die flir vier Tage in
0,2% FCS kuliviert wurden fiir 30 Minuten mit humanem EGF stimuliert. Wie in Abb. 68E zu se-
hen ist, fiihrte die EGF-Stimulation zu einer Phosphorylierung von EmERK-A. Zusammengefasst
zeigen diese Experimente das intakte Metacestodenvesikel Wirts-EGF sensieren konnen und
EmERK-A als Folge stiarker phosphoryliert wird.

3.9.8 EmERK - Kinaseaktivitat

EmERK ist eine Map-Kinase und fiir Map-Kinasen ist beschrieben, dass sie Myelin-Basic-Protein
(MBP), ein aus dem zentralen Nervensystem der Maus gewonnenes Proteingemisch, bestehend aus
4 TIsoformen zwischen 14 und 21 kDa, in vitro phosphorylieren konnen. Fiir p38 ist beschrieben,
dass es in rekombinant exprimierter Form MBP phosphorylieren kann [132]. Daher stellte sich die
Frage, ob Echinokokken-ERK in vitro eine Kinaseaktivitit aufweist.

kDa
A -21.5
-18.5
: -17.0
53
-14.0

1 2 3 4 5 6
Abb. 69: EmERK - Kinaseaktivitét.

Gezeigt ist von EmERK phosphoryliertes Myelin-Basic-Protein. Dafiir wurde EmERK-A translationell am 5'-Termi-
nus mit Thioredoxin und am 3'-Ende mit dem V5-Epitop und einem 6xHis-Tag fusioniert (Spur 1 + 5) sowie nur
3'-Terminal mit dem V5-Epitop und einem 6xHis-Tag (Spur 2 + 6) und dann rekombinant unter der Kontrolle eines
arabinoseinduzierbaren Promoters in E. coli exprimiert. Die Proteine wurden nativ aufgereinigt, immunprézipitiert und
1 Std. entweder in frischem Echinokokkenlysat inkubiert (Spur 5 + 6) oder ohne diese Inkubation direkt eingesetzt
(Spur 1 + 2). Zusétzlich wurde aus Echinokokkenlysat natives EmERK mit einem ERK-spezifischen (Spur 4) und
einem phospho-ERK-spezifischen (Spur 5) Antikorper immunprézipitiert. Alle 6 Immunprézipitate wurden fiir 3 Std.
in Gegenwart von y-[**P]-ATP und Myelin-Basic-Protein (MBP) inkubiert. Die Reaktionen wurden in einem 15%
PAA-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen und fiir 5 Tage auf einen Rontgenfilm gelegt.
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Fiir den Kinaseassay wurde EmERK-A rekombinant in E. coli exprimiert, immunprézipitiert (a-V5
bzw. a-Thioredoxin, beide Invitrogen) und durch Inkubation in Echinokokkenlysat aktiviert (4 Im-
munprézipitate). Zusétzlich wurde EmERK jeweils mit einem Antikorper gegen ERK (Stressgen)
und einem gegen die phosphorylierte Form von ERK (Biosource) direkt aus Echinokokkenlysat
immunprézipitiert (2 Immunpréizipitate). Alle sechs Immunprézipitate wurden in der Gegenwart
von y-[**P]-ATP mit MBP inkubiert. Wie in Abb. 69 zu schen ist, konnten sowohl die nativen
EmERK-Proteine, als auch das rekombinant exprimierte und aktivierte EmERK-A das Myelin-Ba-
sic-Protein phosphorylieren und damit eine funktionelle Kinaseaktivitit von EmERK beweisen.
Was genau zur Aktivierung der rekombinanten EmERK fiihrte ist noch unklar, denn prinzipiell
stehen zwei Moglichkeiten offen. Zum Einen konnte EmERK-A einfach nur phosphoryliert und
damit aktiviert worden sein, zum Anderen konnte EmERK, wie es fiir MAP-Kinasen beschrieben
ist [309], ein weiteres Protein (scaffolding-Protein) fiir die Phosphorylierung von MBP bendtigen.

3.9.9 EmERK - in vivo Interaktionen mit EmMKK (Yeast-Two-Hybrid)

Im ERK-Signalweg wird ERK durch MKK aktiviert [334]. Um heraus zu finden, ob EmERK und
EmMKK Teil einer gemeinsamen Signalkaskade sind, wurde versucht, in vivo Interaktionen der
beiden Proteine tliber das Yeast-Two-Hybrid-System (Clontech) nachzuweisen. Dafiir wurden so-
wohl fiir EmERK-A/B als auch fir EmMKK-A/B AD- und BD-Vektoren konstruiert und an-
schlieBend in Hefen transformiert. Nach dem Wachstum auf unterschiedlich selektiven Agarplatten
konnten keine Interaktionen fiir ERK und MKK nachgewiesen werden (Abb. 70).

Gal4-AD-Fusionen

AD-Em AD-Em AD-Em AD-Em AD-T-Ag AD
MKK-A MKK-B ERK-A ERK-B

BD-EmMKK-A — — — —
§ BD-EmMKK-B - - —_ —_
% BD-EmERK-A - - —_ —_
g BD-EmERK-B —_ —_ —_ —_
ﬁ BD-Lamin — — — — —
5 BD-p53 —_ —_ - —_ +++

BD —_ —_ —_ —_

Abb. 70: EmERK - Yeast-Two-Hybrid Experimente mit EmMKK.

Es wurden Translationsfusionen EmMMKKA/B und EmERK-A/B mit der Gal4-Aktivierungsdoméine (AD) sowie der Gal4-Bindungsdomine (BD)
hergestellt. Doppeltransformanden des Hefestamms AH109 wurden dann nach 3 Tagen Inkubation auf Koloniewachstum tiberpriift. Als Kontrollen
wurden Plasmide des MATCHMAKER-Y2H-Kits (Clontech) benutzt, die eine Fusion zwischen der Aktivierungsdoméne AD und dem groflen An-
tigen des Simianvirus 40 (T-Ag) und der Bindungsdoméine BD mit murinem p53 (Positivkontrolle) oder mit humanem Lamin C (Negativkontrolle)
exprimieren. Gezeigt ist entweder kein Wachstum (==) oder Wachstum unter mittleren (4) oder stark (d4+) stringenten Bedingungen. Leere
Felder zeigen nicht durchgefiihrte Kombinationen an.
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3.10 Optimierung der in vitro Co-Kultivierung von Echinokokken-Me-
tacestodenvesikeln

Fiir die in vitro Co-Kultivierung von Echinokokken-Metacestodenvesikeln mit Fiitterzellen exis-
tierten bisher zwei Moglichkeiten. Entweder wurden kleine Gewebeblocke aus dem frisch iso-
lierten Metacestoden geschnitten und in Zellkulturflaschen gegeben. Dort entwickelten sich in den
Blocken Metacestodenvesikel, die sich abspalteten und dann frei im Medium schwammen. Die
Aufgabe der Fiitterzellen iibernahmen Zellen des Wirts, die in den Gewebeblocken enthalten
waren [145]. Die Ausbeute an Metacestodenvesikeln ist unter diesen Bedingungen jedoch sehr
gering. Eine weitere Mdoglichkeit Metacestodenvesikel in vitro zu kultivieren ist das von Jura et al.
beschriebene System, in dem frisch isoliertes Metacestodengewebe mechanisch zerkleinert
(Passieren durch ein Teesieb) und gemeinsam mit Hepatocyten in Zellkulturschalen zwischen zwei
Kollagenlagen kultiviert wird [169]. Dieses System hat den Vorteil, dass die einzelnen Me-
tacestodenvesikel durch die Kollagenlagen fixiert werden und so einzelne Vesikel iiber einen sehr
langen Zeitraum beobachtet werden konnen. Die Handhabung ist jedoch sehr aufwendig und die
Metacestodenvesikel sind nur sehr schwer zuginglich.

Durch eine Kombination beider Systeme konnte die Ausbeute an Metacestodenvesikeln extrem ge-
steigert und die Handhabung stark vereinfacht werden. Dafiir wurde das frisch isolierte Me-
tacestodengewebe durch ein Teesieb passiert und gemeinsam mit Hepatocyten (RH™ oder HepG2)
in eine Zellkulturflasche gegeben. Innerhalb weniger Tage adhirierten die Hepatocyten am Boden
der Flasche, wihrend das Parasitenmaterial frei im Medium schwamm. Uber einen Zeitraum von
2-4 Wochen bildete sich eine Grof3zahl an sehr kleinen Metacestodenvesikeln, die in neue Zell-
kulturflaschen iiberfiihrt wurden. Fiir die Bildung und das Wachstum der Metacestodenvesikel ist
die Anwesenheit frisch trypsinierter Hepatocyten essentiell. Nur wenn bei Beginn der Kultivierung
und bei jedem Medienwechsel (auch wenn in der Zellkulturflasche schon adhédrente Hepatocyten
vorliegen) frisch trypsinierte Hepatocyten zugegeben werden, wachsen die Metacestodenvesikel.
Abhingig von der GréBe der Vesikel mussten diese gesplittet werden (kleine Vesikel hochstens 10
ml und groBe Vesikel hochstens 20 ml je 75 ¢cm? Zellkulturflasche), da ab einer groBeren, bisher
noch nicht genau definierten Menge an Echinokokken-Material (abziiglich der Hydatidenfliissig-
keit) das Wachstum eingestellt wurde. Unter idealen Bedingungen konnten mit dieser Methode aus
1-2 ml Anfangsmaterial iiber 400 ml Metacestodenvesikel gewonnen werden (abhédngig von der
GroBe der Vesikel). In Abbildung 71 ist die Kultivierung von Metacestodenvesikeln zwischen
zwei Kollagenlagen und die hier beschriebene Kultivierung in Zellkulturflaschen zu sehen.

Abb. 71: in vitro Co-Kultursysteme fiir E. multilocularis Metacestodenvesikel.

Im linken Bild ist das von Jura et al. [169] etablierte Co-Kultursystem gezeigt, in dem die Metacestodenvesikel gemeinsam mit Hepatocyten zwi-
schen zwei Kollagenlagen wachsen. Die beiden Schalen zeigen eine frisch angesetzte Kultur (links) und eine Kultur in der nach sechswochiger In-
kubation (37°C, 5% CO,) Metacestodenvesikel gewachsen sind. Im rechten Bild ist die im Text beschriebene Co-Kultivierungsmethode gezeigt, in
der die Metacestodenvesikel gemeinsam mit adhdrenten Hepatocyten iiber mehrere Wochen in Zellkulturflaschen kultiviert wurden (37°C, 5% CO,).
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3.11 Differenzierung von sterilen Adultwiirmern

Metacestodenvesikel, die gemeinsam mit Hepatocyten kultiviert werden, bilden innerhalb mehre-
rer Wochen Brutkapseln, in welchen sich dann Protoscolices entwickeln. Die eingestiilpten Pro-
toscolices sind an der inneren Seite der Metacestodenvesikel lokalisiert und von einer Membran
umgeben (Abb. 2, Punkt 6, Seite 5,). Werden die Metacestodenvesikel mechanisch zerstort, stiilpen
sich die Protoscolices aus und bewegen sich im Medium (Abb. 2, Punkt 7+8, Seite 5).

Abb. 72: in vitro kultivierte Adultstadien von E. multilocu-
laris.

Die hier gezeigten Adultstadien von E. multilocularis differenzierten sich
ausgehend von passiertem Echinokokken-Gewebe in vitro (siehe Text).

A) Adultwurm mit 3 Proglottiden, nach 3 monatiger Kultivierung in
Gegenwart von Hep2-Zellen.

B) Adultwurm, nach 3 monatiger Kultivierung in Gegenwart von Hep2-
Zellen und anschlieender 2 wochiger Kultivierung in Gegenwart von He-
patocyten. fithrt zu einer blasigen Vergroferung im Bereich der ersten
Proglottide.

C+D) Adultwurm nach 6 monatiger Kultivierung in Gegenwart von Hep2-
Zellen. Beim Vergleich der beiden Abbildungen ist deutlich die vor-
handene Beweglichkeit des Wurms zu beobachten.

E) Adultwurm nach 6 monatiger Kultivierung in Gegenwart von Hep2-
Zellen. Haufiger Medienwechsel filihrt zu einer blasigen VergroBerung.
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In Gegenwart von Rattenhepatocyten (RH") oder frisch zugegebenen humanen Hepatocyten (HEP-
32) differenzieren sich die Protoscolices zu blasigen Strukturen, die kleinen Metacestodenvesikeln
gleichen und nach wenigen Tagen ist keine Bewegungsaktivitit mehr feststellbar. In sehr alten Co-
Kulturen, in welchen statt Hepatocyten humane Fibroblasten (HEP2) eingesetzt wurden bildeten
die Zellen an der der Flaschenwand gelbe Wiilste. Unter diesen Bedingungen entwickelten sich
Protoscolices, die aus zerstorten Metacestodenvesikeln ins Medium gelangten, zu sterilen Adult-
wiirmern, die bis zu 8 Proglottiden hatten und eine Linge von {iber einem cm erreichten (Abb. 72).
Auch nach mehrmonatiger Kultur waren die Wiirmer beweglich, wie der Vergleich eines Wurmes
in den Abbildungen 72 C + D zeigt. Kamen diese Wiirmer jedoch in Kontakt mit frischen RH-
oder HEPG2-Zellen, z.B. nach einem Wechsel der Zellkulturflasche, bilden sich aus den zuvor
schlanken Proglottiden blasige, metacestodenartige Strukturen (Abb. 72 B + E). Diese Riickdiffe-
renzierung konnte auch wihrend des Medienwechsels beobachtet werden, wenn das gesamte Me-
dium ausgetauscht wurde. Daher wurde ~1x wochentlich nur die Hélfte des Mediums ausge-
tauscht.

Sterile Adultstadien konnten auch aus passiertem Metacestodengewebe einer in vivo Kultur
kultiviert werden. Dabei wurde das protoscolexhaltige Material in Zellkulturflaschen gegeben, die
eine ~ 3 Wochen alte HEP-2-Kultur enthielten. Innerhalb von ~3 Wochen bildeten die Protoscoli-
ces dann die ersten zusitzlichen Proglottiden.
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3.12 Axenisches Kultursystem

Fiir viele Fragestellungen ist es wichtig, den Einflu3 verschiedener Faktoren, wie zum Beispiel die
Wirkung von Wachstumshormonen oder Inhibitoren, auf das Wachstum und die Differenzierung
der in vitro kultivierten Metacestodenvesikel zu bestimmen. Das in vitro Co-Kultivierungssystem,
in dem die Echinokokken-Metacestodenvesikel in Gegenwart von Flitterzellen wachsen, ist dafiir
nur begrenzt nutzbar, da ein Effekt der zugegebenen oder entzogenen Faktoren nicht zwingend auf
einer spezifischen Interaktion der Faktoren mit den Metacestodenvesikeln beruhen muf3, sondern
auch in Antwort auf eine primdre Stimulation der Fiitterzellen erfolgt sein kann. Daher wurde ein
axenisches Kultursystem entwickelt, iiber das die Wirkung unterschiedlichster Bedingungen auf
das Wachstum und die Differenzierung der Metacestodenvesikel ohne den Einflul der Fiitterzellen
beobachtet werden kann. Ein weiterer Vorteil der axenischen Kultivierung von Metacestodenve-
sikeln besteht in der Moglichkeit, Echinokokkenmaterial zu erhalten, das frei von Wirts- oder
Fiitterzellen ist und zum Beispiel fiir die Isolation von Echinokokken-Primérzellen verwendet
werden kann.

Uber die, in den folgenden Kapiteln niher beschriebenen Versuche, konnten Bedingungen ge-
funden werden, die eine axenische in vitro Kultivierung von Echinokokken-Metacestodenvesikeln
iiber einen Zeitraum von mindestens 3 Monaten ermdglichen. Die besten Ergebnisse konnten nach
der Zugabe von reduzierenden Reagenzien (B-Mercaptoethanol, Bathocuproinedisulfonic-Acid und
L-Cystein) in das eingesetzte Medium und der Kultivierung in einer Stickstoffatmosphire erzielt
werden. Wéhrend in dMEM (Dulbeccos MEM + 10% FCS) nach 5 Wochen axenischer
Kultivierung nur ein geringes Wachstum mit hdchstens 60% iiberlebenden Metacestodenvesikeln
beobachtet werden konnte, ermdglicht die Kultivierung in konditioniertem Medium (cMEM) ein
starkes Wachstum mit Uberlebensraten von bis zu 100% der eingesetzten Vesikel. Konditioniert
wird Medium in der Gegenwart von Fiitterzellen, die z.B. wachstumsrelevante Faktoren in das Me-
dium abgeben. Das beste Wachstum ist in neutralem Medium zu beobachten, daher sollte das,
durch die Stoffwechselprodukte der Metacestodenvesikel, angesduerte Medium 3x wochentlich ge-
wechselt werden (c(MEM) und alkalische Medien (pH > 7.5) nicht eingesetzt werden.

Beginn 1 2 3 4 5  Wochen
Abb. 73: Axenische Kultivierung von Echinokokken-Metacestodenvesikeln

Gezeigt ist die Nachstellung wachsender Metacestodenvesikel unter axenischen Bedingungen. Zu Beginn werden mehrere Vesikel (1-10)
eingesetzt, 3x wochentlich das Medium gewechselt und das Volumen der Vesikel iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen bestimmt.
Tote und absterbende Vesikel wie zum Beispiel das oberste Metacestodenvesikel in Woche 4 (dunkle Verfarbung) kénnen entfernt werden.

In Abbildung 73 ist die axenischen Kultivierung von Metacestodenvesikeln iiber einen Zeitraum
von 5 Wochen nachgestellt. Deutlich ist die Volumenzunahme der Metacestodenvesikel zu er-
kennen. Fiir die Volumenbestimmung wird zuerst das Medium abgenommen und dann das Volu-
men der Vesikel an der Skala des Greinerrdhrchens abgelesen. Wenn sehr gro3e Metacestodenve-
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sikel vorhanden sind, bleibt unter dem untersten Vesikel ein Mediumrest {ibrig, der vom Volumen
abgezogen werden mull. Im Laufe der Entwicklung des axenischen Kultursystems wurde das
Wachstum der Vesikel auf unterschiedliche Weise gemessen, daher unterscheiden sich die Volu-
menangaben in den nachfolgenden Versuchen.

Zu Beginn wurde nur das Gesamtvolumen der eingesetzten Vesikel bestimmt. Da aufgrund ver-
schiedener Ursachen einige der eingesetzten Vesikel starben, wurde das Volumen der iiber-
lebenden Vesikel auf die Zahl der eingesetzten Vesikel hochgerechnet. Diese Methode eignet sich
fiir exakte Messungen jedoch nur bedingt, darum wurde in allen weiteren Versuchen das Durch-
schnittsvolumen eines einzelnen Vesikels berechnet, in dem das Gesamtvolumen durch die Anzahl
an verbleibenden Vesikeln geteilt wurde. Fiir die neuesten Versuche (u.a. Einflul von Wachstums-
faktoren) wurde nur ein Vesikel je Rohrchen kultiviert und das Volumen aus mehreren, dadurch
unabhingigen Einzelversuchen, gemessen und durch die Anzahl beteiligter Metacestodenvesikel
geteilt, um das Durchschnittsvolumen eines Vesikels zu erhalten. Unabhédngig der Messmethode
konnten fiir die einzelnen, in den folgenden Kapiteln beschrieben, Wachstumsbedingungen ver-
gleichbare Wachstumskurven und Uberlebensraten ermittelt werden.

H95 - Wachstum unter versch. Bedingungen H95 - Uberleben unter versch. Bedingungen
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Abb. 74: Wachstum von Metacestodenvesikeln (H95)

Gezeigt sind Wachstumskurven von axenisch unter reduzierenden be-
dingungen kultivierten Metacestodenvesikeln des Echinokokkenisolats
HO95. Zusitzlich ist die Volumenzunahme von Metacestodenvesikeln
einer Co-Kultur mit einbezogen. Zu Beginn des Versuchs wurden je-
weils 100 pl kleine Metacestodenvesikel (~10 Vesikel) in 15 ml Grein-
errohrchen gegeben (Ausnahme: die Co-Kultur wurde in 25 cm2 zell-
kulturflaschen durchgefiihrt) und auf jeden Ansatz 2 ml Medium gege-
ben. Den verwendeten Medien (MEM = dulbeccos MEM, dMEM =
MEM + 10% FCS und ¢cMEM = 7 Tage in Gegenwart von RH-Zellen
konditioniertes dMEM) wurden die reduzierenden Reagentien B-Mer-
captoethanol (ME, 0.01%, Bathocuproinedisulfonic-Acid (Bat, 10 nM)
und L-Cystein (Cys, 100 nM) zugegeben. (Ausnahme Co-Kultur).

Abb. 75: Uberleben von Metacestodenvesikeln (H95) im
zeitlichen Verlauf eines axenischen Kultivierungsver-
suchs in Abhéngigkeit von reduzierenden Bedingungen.

Gezeigt sind die iiberlebenden Metacestodenvesikel einer axenischen
Kultivierung unter reduzierenden Bedingungen (cMEM-red, dMEM-
red, reduzierende Zusitze und Stickstoffatmosphére) und unter nicht re-
duzierenden Bedingungen (cMEM, dMEM, keine reduzierenden Zu-
siatze und keine Stickstoffatmosphire). Eingesetzt wurden je Ansatz fiir
beide Bedingungen 100 pl kleine Metacestodenvesikel (~10 Vesikel),
die unter reduzierenden Bedingungen von Fiitterzellen befreit wurden.
Das Medium wurde 3x wochentlich gewechselt (2 ml) und die Gaspha-
se in den Ansédtzen cMEM-red und dMEM-red durch Stickstoff ersetzt.

In Abbildung 117 ist das Wachstum von Metacestodenvesikeln in Co-Kultur mit Hepatocyten (Co-
Kultur) sowie das axenische Wachstum unter reduzierenden Bedingungen in cMEM und dMEM
gezeigt. Deutlich ist zu erkennen, dass die Vesikel innerhalb des 5 wochigen Beobachtungszeitrau-
mes zu unterschiedlichen Endvolumen heranwuchsen. Wiahrend die Vesikel der axenischen
dMEM-Fraktion ihr Volumen vervierfachten, wuchs der cMEM-Ansatz auf ein zehnfaches Volu-
men des Startwertes und {libertRaf damit sogar das Volumen der co-kultivierten Metacestodenve-
sikel, die ein achtfaches Volumen erreichten. Vesikel, die in MEM kultiviert wurden, starben in-
nerhalb von 2 Wochen. Die Volumenzunahmen der gleichzeitig durchgefiihrten Versuchsansitze,
welchen keine reduzierenden Reagenzien zugesetzt wurden, sind in der Abbildung nicht beriick-
sichtigt, da eine Vielzahl der Vesikel starb. Die Zeitpunkte, an welchen die Vesikel wihrend des
Vesuchs starben sind in Abbildung 118 wiedergegeben. Ohne die Zugabe reduzierender Reagenzi-
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en starben sowohl in cMEM als auch in dMEM {iber 60% der Vesikel innerhalb der ersten 3 Wo-
chen. Am Ende des Versuchs waren in dMEM alle Vesikel tot und in cMEM f{iberlebten nur 10%.
Unter reduzierenden Bedingungen iiberlebten dagegen in dMEM 60% und in cMEM 95% der Ve-
sikel. Dieser Versuch zeigt deutlich, dass fiir eine axenische Kultivierung von Echinokokken-Me-
tacestodenvesikeln reduzierende Bedingungen essentiell sind und das stirkste Wachstum in kon-
ditioniertem Medium erfolgt.

3.12.1 Axenisches Kultursystem: Auswahl und Entfernung der Fltterzellen

Prinzipiell ist es moglich E. multilocularis - Metacestodenvesikel in vitro in Gegenwart verschie-
dener Fiitterzellen zu kultivieren. Fiir die axenische Kultivierung der Metacestodenvesikel miissen
die Fitterzellen jedoch vollstindig entfernt werden konnen (vergl. Kapitel 5.11). Im folgenden
Versuch wurde getestet, welche der beiden Zelllinien RH™ (Reuber Leberzellen der Ratte) und
Hep2 (humane Leberzellen), die von uns fiir die Co-Kultivierung vorrangig verwendet werden, gut
von den Metacestodenvesikeln zu trennen sind. Dafiir wurden die Metacestodenvesikel Meta-A
(Isolat: H95, Alter: 2 Wochen, Durchmesser 0.1 bis 0.5 mm) und Meta-B (Isolat: H95, Alter: 3
Monate, Durchmesser 3 - 5 mm) nach dreimaligem Waschen mit 1xPBS und anschlieBendem
Sieben durch ein Teesieb, in 75 cm? Zellkulturflaschen tiberfiihrt und 50 ml Medium zugegeben
(MEM + 10% FCS + PenStrep). Alle 3 Tage wurden die Metacestodenvesikel in eine neue Flasche
iiberfiihrt und das Medium gewechselt. In die alten Flaschen wurde frisches Medium gegeben und
diese fiir 5 Tage im 37°C Brutschrank bebriitet. Anhand der Zellen, die in diesen Flaschen adhi-
rent wuchsen, konnte die Verunreinigung der Metacestodenvesikel durch Fiitterzellen verfolgt
werden. Auerdem wurden die Metacestodenvesikel mikroskopisch auf Fiitterzellen iiberpriift, die
an deren Oberflache adhérierten. Nach durchschnittlich 6 Medienwechseln (2 Wochen) konnten
weder bei den kleinen (Meta-A) noch bei den groBen Metacestodenvesikeln (Meta-B) RH™-Zellen
nachgewiesen werden. Die Entfernung der Hep2-Zellen gelang nicht, da sie an der Oberfldche der
Metacestodenvesikel adhidrierten. Innerhalb dieser 2 Wochen starben zwischen 30% (Meta-B) und
70% (Meta-A) aller eingesetzten Metacestodenvesikel (eingefallene oder faltige Oberflidche, Ablo-
sung der Zellschicht, Verfirbung durch eindringendes Medium) und die Uberlebenden starben
hiufig bald darauf in den nachvolgenden Versuchen. Durch den Einsatz von konditioniertem Me-
dium (Dulbeccos MEM +10% FCS, in dem fiir 3-7 Tage Fiitterzellen kultiviert werden), der
Zugabe von reduzierenden Reagenzien (B-Mercaptoethanol, Bathocuproinedisulfonic-Acid, L-Cy-
stein) und einem Wachstum unter Sauerstoffabschluss (die Gasphase des GefaBes wird durch
Stickstoff ersetzt) konnte dann die Sterblichkeit aller eingesetzten Metacestodenvesikel auf unter
5% gesenkt werden. Die so hergestellten axenischen Metacestodenvesikel {iberlebten, abhédngig
von den Wachstumsbedingungen in den Folgeversuchen 12 Wochen und ldnger. Aulerdem ver-
kiirzte sich die Entfernung der Fiitterzellen (RH") auf 2 bis 3 Medienwechsel (1 Woche).

3.12.2 Axenisches Kultursystem: ideale Wachstumsbedingungen

In einer Reihe von Versuchen, in welchen das Volumen der eingesetzten E. multilocularis-Me-
tacestodenvesikel (Isolat H95) zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen wurde, wurde nach Wachs-
tumsbedingungen gesucht, die ein mdglichst langes Uberleben der Vesikel ermdglichen. Da auch
in der Co-Kultivierung der Metacestodenvesikel mit Fiitterzellen mehrere Wochen vergehen bis sie
auf einen Durchmesser von 5 - 10 mm heranwachsen, ist ein langes Uberleben unter axenischen
Bedingungen wichtig um zum Beispiel die Wirkung eines Wachstumsfaktors auf das Wachstum
und die Differenzierung verfolgen zu kénnen. Im Versuchsaufbau wurden pro Ansatz jeweils 10
Metacestodenvesikel (~100 pl) in ein 15 ml Greinerrohrchen gegeben und deren Volumenzunahme

iiber mehrere Wochen verfolgt. Verwendet wurden Metacestodenvesikel, die {iber 1-2 Wochen un-
ter Zugabe von reduzierenden Reagentien (B-Mercaptoethanol, Bathocuproinedisulfonic-Acid, L-
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Cystein) und unter einer Stickstoffatmosphdre von Fiitterzellen befreit wurden. Zusitzlich wurden
die Vesikel mikroskopisch auf die Bildung von Brutkapseln untersucht und der Allgemeinzustand
protokolliert. Getestet wurden, wie im Folgenden beschrieben, das Wachstum in verschiedenen
Medien (MEM, dMEM, cMEM), die Empfindlichkeit der Vesikel gegeniiber Sauerstoff durch die
Zugabe reduzierender Reagenzien und der Einflull des Medien-pH-Wertes auf das Wachstum. Zu-
satzlich wurde getestet, zu welchen Zeitpunkten das Medium gewechselt werden muf3 (1x, 2x oder
3x pro Woche). Als Kontrollen wurde in allen Versuchen das Wachstum der Metacestodenvesikel
mit co-kultivierten Vesikeln und solchen verglichen, die nur MEM (ohne FCS) zur Verfiigung
hatten. Die co-kultivierten Vesikel dienten dabei als Positivkontrolle und die Vesikel in MEM
(ohne FCS) als Negativ- bzw. Totkontrolle. Sdmtliche Versuche wurden mit vergleichbaren Ergeb-
nissen mehrmals durchgefiihrt.

H95 - EinfluR reduzierender Bedingungen auf das Wachstum

Volumen/ml

Co-Kultur MEM dMEM dMEM+M  dMEM+C  dMEM+B dMEM+M dMEM+C  dMEM+M cMEM CMEM+M cMEM+Cy cMEM+Ba cMEM+M cMEM+Cy cMEM+M
E ys at E+Cys ys+Bat E+Cys+B E s t E+Cys s+Bat E+Cys+B
al at

verwendete Medien und Zusatze

H95 - Uberleben wahrend des Wachstums unter reduzierenden Bedingungen

90 —t

80 —t

70 —

Uberleben in %I

60 —t

Co-Kultur MEM dMEM dMEM+ME ~ dMEM+Cys  dMEM+Bat dMEM+ME+ dMEM:+Cys dMEM+ME+  oMEM CMEMME ~ cMEM+Cys  CMEM+Bat CMEM*ME+ CMEM+Cys CMEM+ME+
Cys. +Bat Cys+Bat Cys +Bat Cys+Bat

verwendete Medien und Zusatze

Abb. 76: EinfluB reduzierender Bedingungen auf das Wachstum und das Uberleben von Metacestodenvesikeln (H95)

In der oberen Tabelle ist die Volumenzunahme der Vesikel in einem Beobachtungszeitraum von 5 Wochen gezeigt. Zu Beginn des Versuchs
wurden je Ansatz 10 Metacestodenvesikel mit einem Gesamtvolumen von ~0.1 ml eingesetzt. Zu den verwendeten Medien cMEM, dMEM und
MEM wurden die reduzierenden Reagenzien B-Mercaptoethanol (ME, 0.001%, Bathocuproinedisulfonic-Acid (Bat, 10 nM) und L-Cystein (Cys,
100 nM) in unterschiedlichen Kombinationen gegeben. Die verschiedenen Kombinationen wurden auch fir MEM eingesetzt, fithrten aber nicht
zum Uberleben der Vesikel, daher steht MEM hier fiir alle Kombinationen. Das Volumen der tiberlebenden Vesikel wurde auf eine Gesamtzahl von
10 Vesikeln je Ansatz hochgerechnet. Die untere Tabelle zeigt, wieviel Prozent der eingesetzten Vesikel am Ende des fiinfwochigen Beobachtungs-
zeitraumes noch lebten. Das Medium wurde 3x wochentlich gewechselt (2 ml) und die Gasphase durch Stickstoff ersetzt (Ausnahme Co-Kultur).
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3.12.2.1 EinfluB reduzierender Bedingungen

Da sich anwesender Sauerstoff schiidlich auf das Wachstum und das Uberleben der axenisch
kultivierten Metacestodenvesikel auswirkt (siche Abb. 118, 77 + 78) mussten Bedingungen ge-
funden werden, die eine Kultivierung ermoglichen. Dafiir wurden den Kulturen die drei redu-
zierenden Zusitze -Mercaptoethanol (ME, 0.001%), Bathocuproinedisulfonic-Acid (Bat, 10 nM)
und L-Cystein (Cys, 100 nM) in unterschiedlichen Kombinationen zugegeben und das Wachstum
der eingesetzten Metacestodenvesikel iiber einen Zeitraum von 5 Wochen protokolliert.

Die Abbildung 76 zeigt das am Ende des Versuchs erreichte Gesamtvolumen der Metacestodenve-
sikel, die in Co-Kultur mit Hepatocyten (Co-Kultur) sowie axenisch unter reduzierenden Be-
dingungen in cMEM, dMEM und MEM kultiviert wurden. Im Vergleich zur Co-Kultur ist das Vo-
lumen der dAMEM-Ansitze deutlich geringer, wihrend es in den meisten cMEM-Ansétze sogar
dariiber liegt. In den MEM-Ansétzen konnte am Ende des Versuchs kein Volumen bestimmt
werden, da alle Vesikel unabhéngig der zugegebenen Zusitze innerhalb kurzer Zeit (~1-2 Wochen)
starben. Die unterschiedlichen Kombinationen der zugegebenen reduzierenden Zusitze fiihren so-
wohl in den dMEM-Ansétzen als auch in den cMEM-Ansétzen zu einer vergleichbaren Volu-
menzunahme. Nach Zugabe von L-Cystein ist kein Unterschied zur Kontrolle ohne Zusétze fest-
stellbar. Bathocuproinedisulfonic-Acid und B-Mercaptoethanol fithren separat zugegeben zu einer
deutlichen Volumenzunahme (dIMEM: 3x, cMEM: 9x). Diese Volumenzunahme kann durch eine
Kombination mit L-Cystein leicht gesteigert werden. Die besten Ergebnisse werden jedoch durch
die gemeinsame Verwendung aller drei Zusétze erreicht (AIMEM: 3x, cMEM: 11-12x). Dies ist
auch die Kombination, bei welcher sowohl in dAMEM als auch in cMEM die meisten Vesikel iiber-
leben. Daher wurden die drei Zusitze in allen folgenden axenischen Kultivierungen eingesetzt.

3.12.2.2 Auswirkung von Sauerstoff im Medium und in der Gasphase

In den folgenden Versuchen wurde der Einflu von Sauerstoff im Medium und der Gasphase auf
das Wachstum und das Uberleben von axenisch in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln unter-
sucht. Dafiir wurden in verschiedenen Kombinationen entweder dem Medium reduzierende
Reagenzien (B-Mercaptoethanol, Bathocuproinedisulfonic-Acid, L-Cystein) zugegeben oder die
sauerstofthaltige Gasphase durch Stickstoff ersetzt. Insgesamt wurden 4 verschiedene Be-
dingungen (A: Medium und Gasphase + O,, B: Medium +0O, und Gasphase + N,, C: Medium + re-
duzierende Reagenzien und Gasphase + O,, D: Medium + reduzierende Reagenzien und Gasphase
+ N») getestet und in verschiedenen Versuchsanséitzen ausgewertet.

Die Abbildung 77 zeigt die Kultivierungsbedingungen C und D. Im Versuch wurde das Wachstum
von Metacestodenvesikeln in verschiedenen Medien (MEM, dMEM, cMEM) nach Zugabe von re-
duzierenden Reagentien (B-Mercaptoethanol, Bathocuproinedisulfonic-Acid, L-Cystein) tiber
einen Zeitraum von 5 Wochen unter normalen Zellkulturbedingungen (37°C, 5% CO, und ~20%
O, in der Atmosphére) und unter sauerstoffreduzierten Bedingungen, die durch eine Stickstoffat-
mosphire erreicht wurden (37°C, N»-Atmosphére) verfolgt. Unter beiden Bedingungen starben die
Vesikel, die in MEM (Dulbeccos Minimal Essential Medium) kultiviert wurden innerhalb der
ersten zwei Wochen. Sowohl in Anwesenheit von Sauerstoff, als auch unter einer N2-Atmosphére
ist die Volumenzunahme der Vesikel, die in cMEM kultiviert wurden deutlich stirker als die der
Vesikel, die in IMEM kultiviert wurden. Innerhalb der ersten 2-3 Wochen sind die Unterschiede in
der Volumenzunahme bei den Vesikeln, die in cMEM (N, und O,) bzw. in dAMEM (N, und O,)
kultiviert wurden vergleichbar. Ab der dritten Woche zeigten sich deutliche Unterschiede. Wéh-
rend das Volumen der Vesikel, die unter einer N>-Atmosphére wuchsen stark zunahm, nahm das
Volumen der Vesikel, die unter Sauerstoffeinflu wuchsen, in den drei Folgewochen nur noch
gering zu. Nach Beendigung des Versuchs iiberlebten in den Ansidtzen mit Sauerstoff in der
Gasphase in AMEM 25% und in cMEM 55%. In den Ansétzen mit Stickstoff in der Gasphase iiber-
lebten in AMEM 65% und in cMEM 95% der eingesetzten Metacestodenvesikel (Abb. 78). Me-
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tacestodenvesikel die axenisch unter nicht reduzierenden Bedingungen kultiviert werden wachsen
sehr schlecht und sterben sehr friih. Die Abbildung 118 zeigt einen Vergleich der Uberlebensrate
von Metacestodenvesikeln, die nach Zugabe von reduzierenden Reagenzien unter einer Stick-
stoffatmosphire kultiviert wurden, mit solchen, die ohne Zugabe der reduzierenden Reagenzien
unter normalen Zellkulturbedingungen (Kultivierungsbedingung A) kultiviert wurden. Innerhalb
von 2 Wochen starb dabei ein Grofiteil der eingesetzten Vesikel, die in Gegenwart von Sauerstoff
im Medium und der Gasphase kultiviert wurden. Am Ende des fiinfwochigen Versuchs haben
dabei 10% der in cMEM und keine der in dMEM kultivierten Metacestodenvesikel iiberlebt (Abb.
78). In Abbildung 76 ist das Endvolumen von Metacestodenvesikeln gezeigt, die ohne Zugabe von
reduzierenden Reagenzien fliinf Wochen unter einer Stickstoffatmosphdre kultiviert wurden
(Kultivierungsbedingung B, Ansatz dMEM und cMEM). Am Ende des Versuchs iiberlebten 35%
der in cMEM- und 10% der in dMEM-kultivierten Vesikel (Abb. 78).

H95 - Gasphase (N2 oder 02) H95 - Uberlebende Metacestodenvesikel nach
i /. Wachstum unter reduzierenden und nicht re-
ZZ o duzierenden Bedingungen in Abhingigkeit
o — von O; oder N; in der Gasphase
€ .
E Z:z B cMEM N2 Uberleben in:
S 2‘3‘ < w02 Medium Gas-Phase Bed. dAMEM dMEM
OX. 0, Al 0% | 10%
o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ OX. N, B | 10% | 35%
0 1 2 3 4 5
Wochen red. 0, C 25% 55%
Abb. 77: Wachstum von Metacestodenvesikeln (H95) red. N, D 65% 95%

nach Zugabe reduzierender Reagenzien unter verschie-

denen Atmosphéren (N2 oder 02) ADbb. 78: Uberlebende Metacestodenvesikel nach Wachs-

Gezeigt ist die Volumenzunahme der Vesikel in einem Beobachtungs-
zeitraum von 5 Wochen. Eingesetzt wurden je versuchsansatz 100 pl
Metacestodenvesikel (H95). Zu den verwendeten Medien (cMEM,
dMEM und MEM) wurden reduzierende Reagentien gegeben (B-ME,
Bath, L-Cystein). In einem Teil der Ansétze wurde die Gasphase durch
N; und die 15 ml-Greinerrohrchen bis zum folgenden Medienwechsel
fest verschlossen. Im anderen Teil der Ansdtze wurden die Réhrchen
nicht dicht verschlossen, um einen Gasaustausch mit der Sauerstoff-
haltigen Umgebung zu gewéhrleisten. 3x wochentlich wurde das Medi-
um gewechselt (2 ml).

tum unter reduzierenden und nicht reduzierenden Be-
dingungen in Abhingigkeit von O, oder N, in der
Gasphase.

Angegeben sind die iiberlebenden Vesikel in Prozent nach einer fiinf-
wochigen Kultivierung unter Zugabe reduzierender Reagenzien (red.)
oder ohne diese Reagenzien (ox.). Die Gasphase entsprach entweder
den normalen Zellkulturbedingungen (5% CO, und ~20% O in der At-
mosphire, dargestellt als O,) oder wurde durch Stickstoff ersetzt (N2).
Die verschiedenen Kultivierungsbedingungen (Bed. A-D) sind im Text
erleutert.

Diese Versuche zeigen deutlich, dass die alleinige Anwesenheit der reduzierenden Reagenzien fiir
das Uberleben der Metacestodenvesikel nicht ausreicht und eine sauerstofffreie Atmosphire (N.)
essentiell ist. Daher wurde in allen folgenden Versuchen zusétzlich zu den reduzierenden
Reagenzien fiir eine Stickstoffatmosphire gesorgt.

3.12.2.3 Auswirkung der Medienwechselhaufigkeit

Der Vergleich der Wachstumskurven zwischen cMEM- und dMEM-kultivierten Metacestodenve-
sikeln zeigt, dass in cMEM Bedingungen erfiillt sind, die ein stirkeres Wachstum erlauben. Um zu
tiberpriifen, ob die dafiir verantwortlichen Faktoren wéhrend des Wachstums verbraucht werden
wurde das Medium im folgenden Versuch in unterschiedlichen Intervallen gewechselt (1x, 2x, 3x
wochentlich). Auflerdem wurden in verschiedenen Ansdtzen unterschiedliche Mengen an Medium
eingesetzt (10 faches und 40 faches Volumen der eingesetzten Metacestodenvesikel) um das
Wachstum unter verschiedenen Recourcenbedingungen zu beobachten. Wie in den Abbildungen
79 + 80 ersichtlich, fiihrt ein dreimal wochentlich erfolgter Medienwechsel bei Metacestodenve-
sikeln, die axenisch in cMEM kultiviert wurden, nach 5 Wochen zum gréften Gesamtvolumen,
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3 Ergebnisse

wihrend axenisch in dMEM kultivierte Metacestodenvesikel ihr Volumenoptimum bei einem
einzigen Medienwechsel pro Woche erreichen. Die Menge an eingesetztem Medium hat keine
Auswirkung auf das Wachstum der Vesikel. Sowohl mit dem 10 fachen (1 ml) als auch mit dem 40
fachen Volumen (4 ml) der eingesetzten Vesikel (0.1 ml) wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt
wie beim FEinsatz des 20 fachen Volumens (2 ml), das in allen anderen Versuchen als Standard
verwendet wurde (ohne Abbildung, vergl. dazu Abb. 78).
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Abb. 79: Wachstum von Metacestodenvesikeln (H95) in
c¢cMEM bei unterschiedlicher Medienwechselfrequenz.

Abb. 80: Wachstum von Metacestodenvesikeln (H95) in
dMEM bei unterschiedlicher Medienwechselfrequenz

Gezeigt ist die Volumenzunahme der Vesikel in einem Beobachtungszeit- Gezeigt ist die Volumenzunahme der Vesikel in einem Beobachtungszeit-
raum von 5 Wochen. Das verwendete Medium (cMEM = MEM + 10% raum von 5 Wochen. Das verwendete Medium dMEM (MEM+ 10%
FCS, 7 Tage mit wachsenden RH" Zellen konditioniert) wurde zu unter- FCS) wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewechselt (1x, 2x, 3x wo-
schiedlichen Zeitpunkten gewechselt (1x, 2x, 3x wochentlich). Eingesetzt chentlich). Eingesetzt wurden jeweils 2 ml Medium (+ B-ME, Bath, L-
wurden jeweils 2 ml Medium (+ B-ME, Bath, L-Cystein), die Gasphase Cystein), die Gasphase im Gefal wurde durch Stickstoff ersetzt.

im Gefall wurde durch Stickstoff ersetzt.

3.12.2.4 Auswirkungen des pH-Wertes

Wihrend der axenischen Kultivierung von Metacestodenvesikeln kann eine Ansduerung des Medi-
ums, vor allem in sehr schnell wachsenden Ansitzen, beobachtet werden. In den folgenden Versu-
chen wurde die Auswirkung des pH-Wertes des eingesetzten Mediums auf das Wachstum und das
Uberleben der Metacestodenvesikel untersucht (Abb. 81 + 82). AuBerdem wurde iiber einen Zeit-
raum von 7 Tagen die Ansduerung des Mediums nach der Zugabe von Metacestodenvesikeln aus
einer Co-Kultur oder axenisch kultivierten Vesikeln tiberpriift (Abb.83 + 84).

Wihrend des axenischen Wachstums in konditionierten Medien mit pH-Werten zwischen 5 und 9
konnte die grofite Volumenzunahme innerhalb des flinfwdchigen Versuchszeitraumes bei pH 7 ge-
messen werden (Abb. 81). Dabei wurden die Medien mit den eingestellten pH-Werten 3x wochent-
lich zu den Metacestodenvesikeln gegeben. Innerhalb der folgenden 2-3 Tage sduerte sich das Me-
dium bei den Ansidtzen pH 6+7 bis auf einen pH-Wert von ~5 an. Die Anséitze mit hoheren pH-
Werten zeigten nur eine leichte (Ansatz: pHS) bzw. keine Ansduerung (Ansatz: pH9). In einem pa-
rallel durchgefiihrten Experiment, in welchem dMEM anstelle von cMEM verwendet wurde (ohne
Abbildung) wurden vergleichbare Ergebnisse ermittelt. Wahrend des Versuchs starben sowohl in
cMEM als auch in dAMEM Metacestodenvesikel nur in den Ansédtzen mit hohem pH-Wert (Abb.
82, dMEM nicht gezeigt). Daraus folgt, dass der fiir das Wachstum und das Uberleben axenisch
kultivierter Metacestodenvesikel ideale pH-Wert des Mediums (¢(MEM und dMEM) bei pH7 liegt.

Um Riickschliisse auf die beobachteten Wachstumseffekte bei verschiedenen pH-Werten (s.0.)
fiihren zu kénnen wurde in einem weiteren Versuch getestet, wie schnell die auf verschiedene
Arten kultivierten Metacestodenvesikel das Medium anséuern. Dafiir wurden Metacestodenvesikel
entweder aus einer Co-Kultur (durch mehrere Waschschritte von Fiitterzellen befreit) oder aus
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3 Ergebnisse

einer axenischen Kultur in cMEM oder dMEM tiberfiihrt und die Anséuerung des Mediums iiber 7
Tage protokolliert. Zusitzlich wurde die pH-Anderung einer Co-Kultur gemessen (Abb. 83 + 84).

H95 - pH-Wert: Wachstum
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Abb. 81: Wachstum von Metacestodenvesikeln (H95) in
c¢cMEM mit verschiedenen pH-Werten.

Gezeigt ist die Volumenzunahme von Metacestodenvesikeln, die bei
dreimal wochentlichem Mediumwechsel (¢(MEM) iiber 5 Wochen bei
verschiedenen pH-Werten des Mediums kultiviert wurden. Das Medium
wurde vor der Verwendung mit HCI bzw. NaOH auf den gewiinschten
pH-Wert eingestellt. Eingesetzt wurden jeweils 2 ml Medium (+p-ME,
Bath, L-Cystein), die Gasphase im GefdB wurde durch Stickstoff
ersetzt. Das Anfangsvolumen eines Vesikels betrug ~80ul (Durch-
messer ~ 5 mm).
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Abb. 82: Uberleben von Metacestodenvesikeln (H95)
wihrend des Wachstums in cMEM mit verschiedenen
pH-Werten.

Zu sehen ist die prozentuale Menge an iiberlebenden Metacestodenve-

sikeln nach einer fiinfwdchigen axenischen Kultivierung in cMEM (+f-
ME, Bath, L-Cystein, N,-Atmosphére) mit verschiedenen pH-Werten.

Anhand der Daten konnen drei Aussagen getroffen werden. Sowohl axenische als auch co-
kultivierte Metacestodenvesikel sduern in cMEM das Medium schneller an als in AMEM (cMEM-
und dAMEM-Kurven, Abb. 83 + 84). Vorher axenisch kultivierte Vesikel fiihren in cMEM schon in-
nerhalb von 2 Tagen zu einem pH-Wert, der wachstumseinschriankend ist wihrend diese Werte in
dMEM nicht erreicht werden (Abb. 84 + 81). Auffallend ist die grofle Differenz der Werte zwi-
schen im Vorfeld co-kultivierten Vesikeln, die innerhalb der 7 Tage das Medium (cMEM) nur sehr
schwach ansduern und im Vorfeld axenisch kultivierten Vesikeln, die das Medium (cMEM) in-
nerhalb von 2 Tagen auf einen pH-Wert von 5 anséduern (c(MEM-Kurven, Abb. 83 + 84).
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Abb. 83: pH-Anderung des Mediums wihrend der
axenischen Kultivierung von frisch aus einer Co-Kultur
isolierten Metacestodenvesikeln

Gezeigt ist die pH-Wertinderung widhrend einer axenischen
Kultivierung von Metacestodenvesikeln in einem Zeitraum von 7
Tagen. Wiahrend dieser Zeit wurde das Medium nicht gewechselt. Ein-
gesetzt wurden von Fiitterzellen befreite Metacestodenvesikel aus einer
Co-Kultur. cMEM und dMEM geben die Medien an, die eingesetzt
wurden. Zusitzlich ist die pH-Anderung einer Co-Kultur angegeben
(Co-Kultur).

H95 (aus ax-Kultur): pH-Wert
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Abb. 84: pH-Anderung des Mediums withrend der
axenischen Kultivierung von zuvor axenisch kultivierten
Metacestodenvesikeln

Gezeigt ist die pH-Wertinderung wihrend einer axenischen
Kultivierung von Metacestodenvesikeln in einem Zeitraum von 7
Tagen. Wihrend dieser Zeit wurde das Medium nicht gewechselt. Ein-
gesetzt wurden vorher axenisch kultivierte Metacestodenvesikel.
cMEM und dMEM geben die Medien an, die eingesetzt wurden. Zu-
sétzlich ist die pH-Anderung einer Co-Kultur angegeben (Co-Kultur).
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3.12.3 Verwendung verschieden konditionierter RH"Medien (cMEM)

Da sich in verschiedenen Versuchsansitzen wihrend der axenischen Kultivierung von Me-
tacestodenvesikeln in konditioniertem Medium (cMEM) die Volumenzunahme der Vesikel deut-
lich von einander unterschied, wurden unterschiedliche konditionierte Medien hergestellt und ge-
testet. Weiterhin wurde untersucht, ob das Einfrieren des Mediums auf -20°C einen Einfluss auf
das Wachstum der Vesikel hat (Abb. 85). Da die in zuvor eigefrorenem Medium (cMEM 7d -20°
C) eine stirkere Volumenzunahme der Vesikel als in frischem Medium (¢cMEM frisch) beobachtet
werden konnte, wurde seither fiir alle Versuche bei -20°C gelagertes Medium verwendet. Wie sich
wéhrend anderer Versuche (Brutkapseliibertragung) heraus stellte fiihrt die Verwendung von
frischem cMEM zu einer verstirkten Bildung von Brutkapseln und wirkte sich negativ auf die Vo-
lumenzunahme der Metacestodenvesikel aus (Abb. 98).

Fiir den Nachweis, welches konditionierte Medium zum besten Wachstum fiihrt, wurde in der Her-
stellung des cMEMs die Zahl der eingesetzten Fiitterzellen (RH") und die Zeit der Konditionierung
variiert. In eine Zellkulturflasche (175 ¢m?) wurden dafiir in 50 ml dMEM entweder 5x10° (1),
2x107 (2) oder adhdrent wachsende (3) RH-Zellen eingesetzt und 7 Tage (A) oder 3 Tage (B) im
Brutschrank bebriitet. Daraus ergaben sich 6 verschiedene Kombinationen konditionierter Medien
(A1, A2, A3, B1, B2, B3). Die konditionierten Medien wurden steril filtriert und bis zum Einsatz
bei -20°C gelagert. Abbildung 85 zeigt, dass die groite Volumenzunahme in Medium A1 und die
geringste in Medium B2 erfolgte. Dafiir iiberlebten in Medium B2 alle der eingesetzten Vesikel
und in Al nur 65%. Allgemein lésst sich aus diesem Experiment schliefen, dass der Einsatz von
5x10° Zellen (A1, B1) zu einem besseren Wachstum der Metacestodenvesikel fiihrt, wihrend die
Uberlebensrate in Medien die mit 2x107 Zellen (A2, B2) konditioniert wurden hoher ist. Die Medi-
en, die iiber adhdrent wachsendende Zellen (A3, B3) konditioniert wurden fithren zu einem
verhiltnismiBig geringen Wachstum und Uberlebensraten von ~80%. Aufgrund dieser Beobach-
tungen lassen sich einige der Versuche, in welchen nur ein geringes Wachstum oder eine niedrige
Uberlebensrate beobachtet wurde, neu deuten.

H95 - versch. RH-konditionierte Medien (cMEM) H95 - (RH-)Lysat
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Abb. 85: Wachstum von Metacestodenvesikeln (H95) in verschiedenen =~ Abb. 86: EinfluB von RH™-Lysat (10%)
RH-konditionierten Medien auf das Metacestodenvesikel-Wachstum.

Gezeigt sind die Ergebnisse von zwei unabhingig durchgefiihrten Versuche. Die linken — Adhdrent wachsende RH-Zellen wurden me-
drei Balken zeigen die Volumenzunahme der eingesetzten Metacestodenvesikel im Ver-  chanisch lysiert (FastPrep, Qbiogen) und in 1 vol
gleich zwischen einer Co-Kultur und tiefgefrorenem bzw. frisch hergestelltem cMEM MEM aufgenommen. Dieses Lysat wurde in Ver-
(cMEM-7d). Im zweiten Versuch (rechte 6 Balken) wurde die Volumenzunahme der einge-  schiedenen Medien (10%) gegeben und darin dann
setzten Metacestodenvesikel in einem Beobachtungszeitraum von 5 Wochen unter Metacestodenvesikel axenisch kultiviert. Eingesetzt
Verwendung verschieder konditionierter Medien (Al - B3) gemessen. Eingesetzt wurden  wurde jeweils 1 ml Medium, die Gasphase im Gefaf3
jeweils 2 ml Medium, die Gasphase im Gefdll wurde durch Stickstoff ersetzt. wurde durch Stickstoff ersetzt.
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Um einen Einfluf3 auf das Wachstum der Metacestodenvesikel durch RH™-Zellen, die wihrend der
Konditionierung des Mediums starben, zu bestimmen und um auszuschlieen, dass zum Beispiel
Zellbestandteile der RH-Zellen fiir das Wachstum der Metacestodenvesikel verantwortlich sind,
wurde steril filtriertes RH-Lysat zu den eingesetzten Medien gegeben (10% Volumenanteil) und
das Wachstum der Vesikel verfolgt. Fiir Metacestodenvesikel, die in cMEM und RH™-Lysat
kultiviert wurden konnte nach 5 Wochen ein deutlich geringeres Volumen gemessen werden als
fiir Vesikel des cMEM Ansatzes. Der gleiche Effekt stellte sich auch in dMEM ein (Abb. 86). Auf-
fallend war die Zahl der gestorbenen Metacestodenvesikel bei Zugabe des RH™-Lysats. Wéhrend in
MEM unabhéngig der Zugabe nach 5 Wochen alle Vesikel tot waren, iiberlebten in Anwesenheit
von RH-Lysat in cMEM nur 30% und in dMEM nur 10% der eingesetzten Vesikel. In den An-
sdtzen ohne RH-Lysat {iberlebten dagegen in cMEM 95% und in dMEM 60% der eingesetzten
Vesikel (ohne Abb.).

3.12.4 Ax. Kultursystem: Konditionierte Medien verschiedener Zelllinien

Die axenische Kultivierung von Metacestodenvesikeln unter reduzierenden Bedingungen gelingt in
Medium, dass mit RH-Zellen konditioniert wurde. Um zu iiberpriifen, ob auch Medien, die mit
anderen Zellen konditioniert wurden, das Wachstum von Metacestodenvesikeln ermoglichen,
wurden unter Einsatz verschiedener Zelllinien (RH", HepG2, HEK, Gitter, CHO, HMNO2, HELA,
HECI1B, HEP2, U317) Medien konditioniert. Die verwendeten Zelllinien sind im Kapitel 5.8.2 ge-
nauer beschrieben. Um stérende Effekte unterschiedlicher Medien auszuschlieBen, wurden nur
Zelllinien verwendet, die in AMEM ohne weitere Zusidtze wachsen konnen. Die konditionierten
Medien wurden nach einer Bebriitung von 1x107 Zellen in 50 ml dMEM nach 7 Tagen sterilfiltriert
und bis zum Einsatz bei -20°C eingefroren. Nach dem Auftauen wurden zu jedem Medium die re-
duzierenden Reagenzien B-Mercaptoethanol (ME, 0.001%), Bathocuproinedisulfonic-Acid (Bat,
10 nM) und L-Cystein (Cys, 100 nM) gegeben. Das Medium (2ml je Ansatz) wurde 3x wochent-
lich gewechselt und die Gasphase durch Stickstoff ersetzt.
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Abb. 87: Wachstum von Metacestodenvesikeln (H95) in, mit verschiedenen Zellen, konditionierten Medien.

Gezeigt ist das durchschnittliche Endvolumen eines Metacestodenvesikels nach einem Versuchsdauer von 5 Wochen. Verwendet wurden neben den
Kontrollen (MEM und dMEM) Medien, die mit verschiedenen Fiitterzellen 7 Tage konditioniert wurden (RH-, HepG2, HEK, Gitter, CHO, HMNO?2,
HELA, HECIB, HEP2, U317). Den Medien wurden die reduzierenden Reagenzien B-Mercaptoethanol (ME, 0.001%), Bathocuproinedisulfonic-
Acid (Bat, 10 nM) und L-Cystein (Cys, 100 nM) zugegeben. Eingesetzt wurden jeweils 2 ml Medium und die Gasphase im Gefdl wurde durch
Stickstoff ersetzt. Das Medium wurde 3x wochentlich gewechselt. Das Anfangsvolumen eines Vesikels betrug ~80ul (Durchmesser ~ 5 mm).

In Abbildung 87 ist das durchschnittliche Endvolum eines Vesikels nach fiinfwochiger axenischer
Kultivierung in den beschriebenen konditionierten Medien angegeben. Die mit Abstand grofite Vo-
lumenzunahme, konnte in RH™-konditioniertem Medium beobachtet werden. Dabei wuchs ein Ve-
sikel von durchschnittlich 80ul Ausgangsvolumen auf ein ~7 faches Volumen von 530ul. Daneben
war in mehreren Zellinien (CHO, HMNO2, HELA, HEC1B, HEP2) eine deutliche Zunahme der
Vesikelgrofe zu erkennen, die aber weder die Werte der Co-Kultur (~80%) noch des RH™-kon-
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ditionierten Mediums (~70%) erreichten. Die konditionierten Medien dieser Zelllinien ermdglich-
ten eine durchschnittliche vierfache Volumenzunahme der Metacestodenvesikel. Ein leichtes
Wachstum, mit einer zwei- bis dreifachen Volumenzunahme konnte bei den Zelllinien HepG2,
HEK und Gitter beobachtet werden. In dAMEM konnten die eingesetzten Metacestodenvesikel ihr
Volumen um 50% steigern. Kein Wachstum wurde in dem U317-konditionierten Medium festge-
stellt. In allen Ansétzen auler MEM (0%), HEK (60%) und HMNO?2 (60%) iiberlebten mindestens
90% der eingesetzten Metacestodenvesikel (ohne Abb.).

3.12.5 Axenisches Kultursystem: EinfluB von Wachstumsfaktoren

Eine wichtige Fragestellung ist die Wirkung von Wachstumsfaktoren auf die Entwicklung des
Fuchsbandwurmes, vor allem im Zusammenhang mit der Annahme, dass Wirt und Parasit mitein-
ander kommunizieren koénnen. Im Gegensatz zur Co-Kultivierung der Echinokokken-Me-
tacestodenvesikel mit Fiitterzellen, in der die eingesetzten Wachstumsfaktoren den Fuchsband-
wurm und die Fiitterzellen stimulieren konnen, kann im axenischen Kultursystem ein fuchsband-
wurmspezifischer Einflul der Wachstumsfaktoren direkt beobachtet werden.
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Abb. 88: Einflu} von Wachstumsfaktoren auf die Volu- Abb. 89: Einflu von Wachstumsfaktoren auf das Uber-
menzunahme. leben.

Gezeigt ist der EinfluB der Wachstumsfaktoren Insulin (86 nM), BMP2 (10 ng/ml) und EGF (25 ng/ml) auf das Wachstum und das Uberleben von
H95-Metacestodenvesikeln nach einer Versuchsdauer von 5 Wochen. Den Medien, die 3x wochentlich gewechselt wurden, wurde nur f-Mercapto-
ethanol (0,001%) als reduzierendes Reagenz zugegeben. Die Gasphase wurde durch Stickstoff ersetzt. Eingesetzt wurden je Ansatz 300ul Me-
tacestodenvesikel. Dieser Versuch wurde von Lukas Sesterhenn im Rahmen seiner medizinischen Dissertation durchgefiihrt (bisher unveroffent-
licht, Stand: Januar 2006).

In einem ersten Vorversuch (durchgefiihrt von Lukas Sesterhenn im Rahmen seiner medizinischen
Dissertation) wurden unter anderem die humanen Wachstumsfaktoren EGF (25ng/ml), Insulin (86
nM) und BMP-2 (10ng/ml) zu axenisch kultivierten Metacestodenvesikeln gegeben und deren
Wachstum und Uberleben protokolliert. Zu den eingesetzten Medien wurde in diesem Versuch nur
B-Mercaptoethanol (0,001%) als reduzierendes Reagenz gegeben. Das Medium wurde 3x wochent-
lich gewechselt und die Gasphase durch Stickstoff ersetzt. Die Abbildungen 96+ 97 stellen die
dabei beobachtete Volumenzunahme und die prozentuale Anzahl an iiberlebenden Vesikeln am
Ende des flinfwochigen Versuchs dar. Es zeigte sich, dass nach Zugabe von Insulin (¢(MEM-Insu-
lin) und BMP2 (cMEM-BMP2) in ctMEM ein geringeres Endvolumen erreicht wurde als in dem
Kontrollansatz ohne Wachstumsfaktoren (¢(MEM). Die gleiche Menge an zugegebenem Insulin
(dAMEM-Insulin) und BMP2 (AMEM-BMP?2) fiihrte dagegen in dMEM zu einem gréferen Endvo-
lumen als in der AMEM-Kontrolle (AIMEM). Besonders aufféllig war die Anzahl an iiberlebenden
Vesikeln in dAMEM nach Zugabe von Insulin und BMP2. Wihrend in der dMEM Kontrolle nur
45% der Vesikel tiberlebten, waren es bei Einsatz von Insulin 90% und bei BMP2 75%. Die
Zugabe von EGF fiihrte in beiden Medien zu einer geringeren Volumenzunahme und zu einer
geringeren Uberlebensrate als in den Kontrollen. Da die drei Wachstumsfaktoren Insulin, BMP2
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und EGF in diesem Vorversuch deutliche Effekte auf das Wachstum und das Uberleben der
axenisch kultivierten Metacestodenvesikel zeigten, wurde ihr EinfluB3 in einer Reihe weiterer Ex-
perimente intensiver untersucht.

3.12.5.1 EinfluB von Insulin auf axenisch kultivierte Metacestodenvesikel

2003 wurde von unserer Arbeitsgruppe das Insulinrezeptor-Homolog EmIR von E. multilocularis
beschrieben [179]. Nach einer Stimulation mit humanem Insulin konnte sowohl eine Phosphory-
lierung von EmIR als auch von EmERK beobachtet werden [Konrad. C, personliche Mittteilung].
Daher war eine ausfiihrliche Beschreibung und Bestitigung der Wachstumseffekte, die in axenisch
kultivierten Metacestodenvesikeln nach Zugabe von Insulin beobachtet wurden, angebracht. In den
hier beschriebenen Experimenten wurde humanes Insulin in einer Konzentration von 86 nM einge-
setzt, da mit dieser Konzentration in den Vorversuchen sichtbare Effekte erzielt wurden.

In Abbildung 90 sind die typischen Wachstumskurven fiir H95-Metacestodenvesikel in cMEM (7
Tage konditioniert mit RH-Zellen) und dMEM nach einer Zugabe von 86 nM Insulin dargestellt.
Dieser Versuch wurde mehrmals unabhédngig durchgefiihrt. In allen Versuchen konnte ein ver-
gleichbarer Kurvenverlauf festgestellt werden. Da sich das erreichte Endvolumen zwischen den
einzelnen Versuchen jedoch deutlich unterschied, was auf die jeweils eingesetzten Metacestoden-
vesikel zuriickzufiihren ist, ist hier das reprdsentative Ergebnis eines dieser Versuche gezeigt. Ein-
gesetzt wurden dafiir in jeweils 8 unabhidngigen Versuchsansdtzen H95-Metacestodenvesikel mit
einem Einzelvolumen von ~60ul und deren Wachstum iiber 5 Wochen verfolgt. Deutlich sind insu-
linabhédngige Volumenunterschiede wihrend des Wachstums zu erkennen. Dabei fithrt humanes In-
sulin in cMEM zu einem 20% geringeren und in dMEM zu einem 30% hdéheren Endvolumen als in
den Kontrollen. Wéhrend des Versuches tiberlebten in cMEM unabhingig von der Insulinzugabe
~80% der eingesetzten Vesikel. In AMEM {iberlebten dagegen nach der Zugabe von Insulin alle
eingesetzten Vesikel, wihrend in der AMEM-Kontrolle, wie erwartet nur ~60% der Vesikel iiber-
lebten. Neben dem nur in dMEM zu beobachtenden protektiven EinfluB von Insulin auf das Uber-
leben der eingesetzten Vesikel, konnte ein durch mehrere Versuche bestétigter, wachstumsfordern-
der Effekt von Insulin in dMEM und ein leicht wachstumshemmender Effekt in cMEM (7 Tage
konditioniert mit RH-Zellen) nachgewiesen werden. Auch auf die Bildung von Brutkapseln zeigt
sich ein Einflull von Insulin. Wéhrend H95-Metacestodenvesikel in einer cMEM-Kultur nach 4-6
Wochen mit der Bildung von Brutkapseln begannen, blieb dieses unter dem Einflu8 von Insulin
aus. Ein weiterer sehr interessanter Effekt von Insulin war das Ausbleiben der Brutkapselbildung
wihrend einer Kultivierung von jungen Metacestodenvesikeln in cMEM. Wurden Vesikel einge-
setzt, die schon Brutkapseln enthielten, entwickelten sich die Brutkapseln in Gegenwart von Insu-
lin nur sehr langsam weiter, dafiir wuchsen die Vesikel deutlich schneller als die in den insulinfrei-
en Kontrollen.

In Versuchen mit unterschiedlich konditionierten Medien (Kapitel 3.12.3) konnte fiir das Medium
cMEM-B2 nur ein geringer wachstumssteigernder Effekt festgestellt werden. In diesem Medium
iiberlebten nach 5 wochiger Kultivierung 100% der eingesetzten Vesikel, zeigten jedoch nur eine
sehr geringe Volumenzunahme (~3x). In Abbildung 91 ist die Volumenzunahme von H95-Me-
tacestodenvesikeln, die unter Zugabe von 86 nM Insulin in cMEM-B2 iiber 8§ Wochen kultiviert
wurden, dargestellt. Eingesetzt wurden Vesikel, die sich in verschiedenen Entwicklungsstadien
befanden. Wihrend die H95-X-Vesikel durch eine mehrlagige intravesikuldre Zellschicht leicht
triib erscheinen waren die H95-Y-Vesikel klar durchscheinend. Im Gegensatz zu cMEM (7 Tage
konditioniert mit RH™-Zellen, vergl. Abb. 90) konnte in cMEM-B2 in den Ansitzen die Insulin ent-
hielten ein deutlich hoheres Volumen gemessen werden als in den Kontrollen. In dem wachstums-
hemmenden cMEM-B2 wirkte sich die Zugabe von Insulin sowohl bei den eingesetzten H95-X-
als auch bei den H95-Y-Metacestodenvesikeln wachstumsfordernd aus. Ein Vergleich der Kurven-
steigung zwischen Metacestodenvesikeln, die in ctMEM (7 Tage konditioniert mit RH-Zellen,
vergl. Abb. 90) oder cMEM-B2 (Abb. 91) kultiviert wurden, zeigt dass der wachstumshemmende
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Effekt des Mediums ¢cMEM-B2 durch eine Insulinzugabe nicht aufgehoben wurde, jedoch ver-
ringert werden konnte. Das erreichte Endvolumen lag nach der Zugabe von Insulin fiir H95-X-Ve-
sikel 40% und fiir H95-Y-Vesikel 60% tiber den Werten der cMEM-B2-Kontrolle. In einem par-
allel durchgefiihrten Experiment wuchsen in dAMEM (in der Abbildung 91 nicht gezeigt), ob mit
oder ohne Insulin, sowohl H95-X- als auch H95-Y-Metacestodenvesikel entsprechend dem Kur-
venverlauf der in Abb. 90 gezeigt ist. In cMEM-B2 wird demnach ein hoheres Endvolumen er-
reicht als in AMEM und ein niedrigeres als in cMEM (7 Tage konditioniert mit RH™-Zellen). Die
Zugabe von Insulin ermdglicht in cMEM-B2 eine grofere Volumenzunahme, die Werte von
cMEM (7 Tage konditioniert mit RH-Zellen) werden jedoch nicht erreicht. Die Uberlebensrate lag
in cMEM-B2, unabhingig von zugegebenem Insulin, am Ende des achtwochigen Versuchs sowohl
bei H95-X- als auch bei H95-Y-Metacestodenvesikeln bei 100%.
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Abb. 90: Wachstum von H95-Metacestodenvesikeln in
Gegenwart von humanem Insulin.

Gezeigt ist die Volumenzunahme der Vesikel in einem Beobachtungszeit-
raum von 5 Wochen. Den Medien dMEM und cMEM (¢cMEM = dMEM,
7 Tage mit wachsenden RH™-Zellen konditioniert) wurde 86 nM humanes
Insulin zugegeben (¢cMEM Insulin und dMEM Insulin) und Wachstum
der Metacestodenvesikel protokolliert. Jede Kurve wurde aus 8 parallel
durchgefiihrten Versuchsansétzen errechnet. Neben jedem Datenpunkt ist
die Standardabweichung als senkrechter Strich dargestellt. Die rot mar-
kierten Pfeile veranschaulichen das geringere (A) bzw. hohere (B) er-
reichte durchschnittliche Endvolumen der Vesikel am Ende des Ver-
suchs. Eingesetzt wurde jeweils 2 ml Medium (+ B-ME, Bath, L-Cystein),
das 3x wochentlich gewechselt wurde. Die Gasphase im Gefd3 wurde
durch Stickstoff ersetzt. Das Anfangsvolumen eines Vesikels betrug
~60ul (Durchmesser ~ 4 mm).
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Abb. 91: Wachstum verschiedener H95-Metacestodenve-
sikel cMEM-B2 in Gegenwart von humanem Insulin.

Gezeigt ist die Volumenzunahme der H95-Metacestodenvesikel X (dltere
Vesikel, ohne Brutkapseln, aber leicht trilbes Erscheinungsbild durch
mehrlagige Zellschicht) und Y (junge Metacestodenvesikel, sehr klares
Erscheinungsbild) in Medium ¢cMEM-B2, bei dem ein eingeschrinktes
Groflenwachstum beobachtet wurde . Den Ansdtzen mit Insulin wurde In-
sulin in einer Konzentration von 86 nM zugegeben. Die Kurven
beschreiben die durchschnittlichen Volumen von 3 (Vesikel X) bzw. 6
(Vesikel Y) parallel durchgefiihrten Versuchsansétzen. Die roten Pfeile
markieren das grofere Endvolumen der Metacestodenvesikel, dass durch
die Zugabe von Insulin erzielt wurde. Eingesetzt wurde jeweils 2 ml Me-
dium (+ B-ME, Bath, L-Cystein), das 3x wochentlich gewechselt wurde.
Die Gasphase im Gefafl wurde durch Stickstoff ersetzt.

3.12.5.2 EinfluB von BMP2 auf axenisch kultivierte Metacestodenvesikel

In unserer Arbeitsgruppe werden zur Zeit vier verschiedene TGFp/BMP-Rezeptor-Homologe von
E. multilocularis charakterisiert [Zavala [356], Bernthaler, Epping]. Fiir diese Rezeptoren konnten
die zwei potentiellen Downstream-Faktoren EmSmadA und EmSmadB charakterisiert werden, die
in einem heterologen System, nach Stimulation mit humanem BMP2, phosphoryliert wurden
[355]. Daher war eine ausfiihrliche Beschreibung und Bestdtigung der Wachstumseffekte ange-
bracht, die in axenisch kultivierten Metacestodenvesikeln nach Zugabe von BMP2 in ersten Vor-
versuchen beobachtet werden konnten. In den hier beschriebenen Experimenten wurde den
Kulturen humanes BMP2 in einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt, da mit dieser Konzentra-
tion in den Vorversuchen sichtbare Effekte erzielt wurden.
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Abb. 92: Wachstum von H95-Metacestodenvesikeln in
Gegenwart von humanem BMP2.

Die hier gezeigten Kurven sind aus Beobachtungen verschiedener Expe-
rimente entstanden und geben keinen speziellen Versuch wieder. Die
Kurven cMEM und dMEM geben die Volumenzunahme der Vesikelim
Beobachtungszeitraum wieder. Nach der Zugabe von BMP2 (10ng/ml)
wurden in 7 unabhdngigen Versuchen sowohl in ¢cMEM als auch in
dMEM wachstumsfordernde und wachstumshemmende Effekte beobach-
tet (sieche Text). In iiber der Hélfte aller Experimente konnte dabei eine
wachstumshemmende Wirkung von BMP2 in ¢cMEM und eine wachs-
tumsfordernde Wirkung in dMEM beobachtet werden. Die farbig mar-
kierten Fliachen geben den Volumenbereich an, den die Vesikel nach der
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Abb. 93: Wachstum verschiedener H95-Metacestodenve-
sikel cMEM-B2 in Gegenwart von humanem BMP2.

Gezeigt ist die Volumenzunahme der H95-Metacestodenvesikel X (dltere
Vesikel, ohne Brutkapseln, aber leicht triibes Erscheinungsbild durch
mehrlagige Zellschicht) und Y (junge Metacestodenvesikel, sehr klares
Erscheinungsbild) in Medium cMEM-B2, bei dem ein eingeschrinktes
GroBenwachstum beobachtet wurde. Den Ansdtzen mit BMP2 wurde
BMP2 in einer Konzentration von 10ng/ml zugegeben. Die Kurven
beschreiben die durchschnittlichen Volumen von 3 (Vesikel X) bzw. 6
(Vesikel Y) parallel durchgefithrten Versuchsansédtzen. Der rote Pfeil
markiert das deutlich geringere Endvolumen der H95-X-Metacestodenve-
sikel, die in Gegenwart von BMP2 kultiviert wurden. Eingesetzt wurde

Zugabe von BMP2 erreichten. In allen Versuchen wurde jeweils 2 ml jeweils 2 ml Medium (+ B-ME, Bath, L-Cystein), das 3x wdchentlich ge-
Medium (+ B-ME, Bath, L-Cystein) eingesetzt, das 3x wochentlich ge- wechselt wurde. Die Gasphase im Gefdll wurde durch Stickstoff ersetzt.
wechselt wurde. Die Gasphase im Gefdl wurde durch Stickstoff ersetzt.

In axenischen Wachstumsversuchen mit H95-Metacestodenvesikeln konnten im Gegensatz zu In-
sulin, nach der Zugabe von humanem BMP2 (10ng/ml) zu den Medien cMEM (7 Tage kon-
ditioniert mit RH-Zellen) und dMEM, auch in mehreren unabhingig durchgefiihrten Experimenten
keine vergleichbaren Ergebnisse erhalten werden. In Abbildung 92 sind die verschiedenen Beob-
achtungen aus 7 Einzelversuchen vereint dargestellt. Es zeigte sich, dass sowohl in cMEM- als
auch in IMEM-Ansitzen die Zugabe von BMP2 im Vergleich zu den Kontrollen zu einer stirkeren
oder schwicheren Volumenzunahme fithren konnte. Wéhrend in einem Versuchsansatz in
cMEM+BMP2 und dAMEM+BMP2, im Vergleich zur Kontrolle, eine Volumenzunahme beobachtet
wurde, zeigten die Vesikel eines anderen Versuchs unter beiden Bedingungen ein geringeres Volu-
men. In drei Experimenten wirkte sich BMP2 in cMEM wachstumshemmend und gleichzeitig in
dMEM wachstumsfordernd aus, wéihrend in einem weiteren Versuch das genaue Gegenteil beob-
achtet wurde. Die Metacestodenvesikel, der in jedem der genannten Versuche parallel behandelten
Ansitze, verhielten sich dabei gleich. Die Zugabe von BMP2 wirkte entweder auf alle wachstums-
fordernd oder wachstumshemmend. Daraus folgt, das das unterschiedliche Wachstum entweder auf
das eingesetzte Medium oder die Metacestodenvesikel zuriickzufiihren ist. Im nachfolgenden Ver-
such konnte ein deutlicher Einfluf3 der eingesetzten Metacestodenvesikel auf das Wachstumsver-
halten in Gegenwart von humanem BMP2 gezeigt werden. Die hohere Uberlebensrate, die im Vor-
versuch in den dAMEM-Ansitzen bei Zugabe von BMP2 beobachtet wurde, konnte nur teilweise
bestdtigt werden. Nur in dAMEM-Versuchsansétzen, in welchen BMP2 wachstumsfordernd wirkte,
wurde eine Protektion der Vesikel durch BMP2 beobachtet.

Fiir das Medium cMEM-B2, in dem nach 5 wochiger Kultivierung 100% der eingesetzten Vesikel
iberlebten, jedoch nur eine sehr geringe Volumenzunahme (~3x) zeigten, konnte in Vergleichen
mit unterschiedlich konditionierten Medien nur ein geringer wachstumssteigernder Effekt festge-
stellt werden. In Abbildung 93 ist die Volumenzunahme von H95-Metacestodenvesikeln, die unter
Zugabe von 10g/ml BMP2 in cMEM-B2 iiber 8 Wochen kultiviert wurden, dargestellt. Eingesetzt
wurden Vesikel, die sich in verschiedenen Entwicklungsstadien befanden. Wihrend die H95-X-
Vesikel durch eine mehrlagige intravesikuldre Zellschicht leicht triib erscheinen (noch keine Brut-
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kapseln) waren die H95-Y-Vesikel klar durchscheinend. Deutlich zu erkennen ist, dass sich das
Wachstum der eingesetzten Metacestodenvesikel unter den gleichen Medienbedingungen (cMEM-
B2 + BMP2) unterscheidet. Wéahrend im Vergleich zur cMEM-B2-Kontrolle das Volumen der
H95-Y-Vesikel bei Zugabe von BMP2 an jedem Messpunkt gleich ist, fiihrt BMP2 bei den H95-X-
Vesikeln zu einer stark reduzierten Volumenzunahme. Nach achtwochiger Kultivierung liegt das
erreichte Endvolumen bei H95-X-Vesikeln, die in Gegenwart von BMP2 wuchsen, 60% unter dem
der Vesikel, die nur in cMEM-B2 wuchsen. Zusétzlich bildeten sich bei H95-X-Vesikeln unter
BMP2-EinfluB erste Brutkapseln, die in der Kontrolle nicht gefunden wurden. Die Uberlebensrate
lag in cMEM-B2, unabhéngig von zugegebenem BMP2, am Ende des achtwochigen Versuchs so-
wohl bei H95-X- als auch bei H95-Y-Metacestodenvesikeln bei 100%. Dieser Versuch gibt deutli-
che Hinweise darauf, dass der Einflull von humanem BMP2 auf das Wachstum von Metacestoden-
vesikeln mit dem jeweiligen Differenzierungsgrad der eingesetzten Vesikel zusammen hingt.

3.12.5.3 EinfluB von EGF auf axenisch kultivierte H95-Metacestodenvesikel

In dieser Arbeit wurde das EGF-Rezeptor-Homolog EmER [294] von E. multilocularis, sowie
mehrere Faktoren der dazugehdrenden Map-Kinase-Kaskade [295, 297, 298] charakterisiert. Unter
anderem konnte von V. Gelmedin gezeigt werden, dass eine Stimulation von H95-Metacestoden-
vesikeln mit humanem EGF zu einer Phosphorylierung von EmERK fiihrt. In ersten Vorversuchen
konnte zusétzlich ein Einflul von humanem EGF auf axenisch kultivierte Metacestodenvesikel be-
obachtet werden. Daher war eine ausfiihrlichere Beobachtung und Bestétigung dieser Wachstums-
effekte angebracht. In den hier beschriebenen Experimenten wurde den Kulturen humanes EGF in
einer Konzentration von 25 ng/ml eingesetzt, da mit dieser Konzentration in den Vorversuchen
sichtbare Effekte erzielt wurden.

Wie in Abbildung 94 zu sehen ist, konnte die wachstumshemmende Wirkung von humanem EGF,
die in dem Vorversuch beobachtet wurde, fiir die Ansétze in cMEM (7 Tage konditioniert mit RH -
Zellen) bestdtigt werden. In den AMEM-Ansétzen konnte keine wachstumsbeeinflussende Wirkung
von EGF nachgewiesen werden. Zusitzlich konnte auch die hohe Sterblichkeit der EGF-Ansitze
des Vorversuchs nicht bestitigt werden. Die Uberlebensraten lagen bei Zugabe von EGF durchge-
hend im Bereich der cMEM- oder AMEM-Kontrollen. Diese Ergebnisse wurden in 4 unabhingigen
Versuchen mit jeweils 3 - 9 parallel durchgefiihrten Versuchsansdtzen ermittelt. Die Abbildung 94
zeigt repréasentativ einen dieser Versuche.

Fiir das Medium cMEM-B2, in dem nach 5 wochiger axenischer Kultivierung 100% der eingesetz-
ten Vesikel tliberlebten, jedoch nur eine sehr geringe Volumenzunahme (~3x) zeigten, konnte in
Vergleichen mit unterschiedlich konditionierten Medien nur ein geringer wachstumssteigernder
Effekt festgestellt werden. In Abbildung 95 ist die Volumenzunahme von H95-Metacestodenve-
sikeln, die unter Zugabe von humanem EGF (25 ng/ml) in cMEM-B2 iiber 8§ Wochen kultiviert
wurden, dargestellt. Eingesetzt wurden Vesikel, die sich in verschiedenen Entwicklungsstadien
befanden. Wihrend die H95-X-Vesikel durch eine mehrlagige intravesikuldre Zellschicht leicht
triib erscheinen (noch keine Brutkapseln) waren die H95-Y-Vesikel klar durchscheinend. Wahrend
der Kultivierung konnte nach Zugabe von 25 ng/ml EGF sowohl bei H95-X-Vesikeln als auch bei
H95-Y-Vesikeln ein leicht stirkeres Wachstum beobachtet werden. Die Uberlebensrate lag in
cMEM-B2, unabhingig von zugegebenem EGF, am Ende des achtwdchigen Versuchs sowohl bei
H95-X- als auch bei H95-Y-Metacestodenvesikeln bei 100%.
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Abb. 94: Wachstum von Metacestodenvesikeln (H95) in
Gegenwart von humanem EGF.

Gezeigt ist die Volumenzunahme der Vesikel in einem Beobachtungszeit-
raum von 6 Wochen. Den Medien dMEM und cMEM (cMEM = dMEM,
7 Tage mit wachsenden RH-Zellen konditioniert) wurde humanes EGF
in einer Endkonzentration von 25 ng/ml zugegeben (cMEM-EGF und
dMEM-EGF) und das Wachstum der Metacestodenvesikel protokolliert.
Jede Kurve wurde aus 2 parallel durchgefiihrten Versuchsansitzen er-
rechnet. Der rot markierte Pfeil veranschaulicht das geringere durch-
schnittliche Endvolumen der Vesikel am Ende des Versuchs, die in
cMEM+EGF kultiviert wurden. Eingesetzt wurde jeweils 2 ml Medium
(+ B-ME, Bath, L-Cystein), das 3x wochentlich gewechselt wurde. Die
Gasphase im Gefafl wurde durch Stickstoff ersetzt. Das Anfangsvolumen
eines Vesikels betrug ~90ul.
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Abb. 95: Wachstum verschiedener H95-Metacestodenve-
sikel cMEM-B2 in Gegenwart von humanem EGF.

Gezeigt ist die Volumenzunahme der H95-Metacestodenvesikel X (éltere
Vesikel, ohne Brutkapseln, aber leicht triibes Erscheinungsbild durch
mehrlagige Zellschicht) und Y (junge Metacestodenvesikel, sehr klares
Erscheinungsbild) in Medium cMEM-B2, bei dem ein eingeschrinktes
GroBenwachstum beobachtet wurde. Den Ansitzen mit EGF wurde EGF
in einer Konzentration von 25 ng/ml zugegeben. Die Kurven beschreiben
die durchschnittlichen Volumen von 3 (Vesikel X) bzw. 6 (Vesikel Y)
parallel durchgefiihrten Versuchsansitzen. Die roten Pfeile markieren das
hohere Endvolumen der H95-X-Metacestodenvesikel, die in Gegenwart
von EGF kultiviert wurden. Eingesetzt wurde jeweils 2 ml Medium (+ B-
ME, Bath, L-Cystein), das 3x wochentlich gewechselt wurde. Die
Gasphase im Gefdll wurde durch Stickstoff ersetzt.

3.12.6 Axenisches Kultursystem: verschiedene Echinokokken-Isolate

Neben dem Echinokokkenisolat H95 wurden 4 weitere Isolate (MP1, K188, J31, T6le) axenisch
kultiviert. Die verwendeten Isolate unterscheiden sich morphologisch bei der Entnahme aus der
Bauchhohle des Labor-Zwischenwirts (M. ungiuculatus). Sehr feste Isolate, wie K188, J31, Tole
und H95-hart enthalten sehr viele Kalziumkoérperchen und bilden viele Protoscolices, wéahrend in
HO95 wenige und in MP1 nur sehr selten Protoscolices gefunden werden. H95-hart wird selten aus
Labor-Zwischenwirten isoliert, die mit H95 infiziert wurden und unterscheidet sich von H95 durch
die feste Konsistenz sowie die grole Menge an Kalziumkorperchen und Protoscolices (Die Entste-
hung dieser Variante ist noch nicht geklart.).

In einem axenischen Kultivierungsversuch konnte innerhalb von 5 Wochen bei allen Isolaten eine
Volumenzunahme der Metacestodenvesikel festgestellt werden. Auffallend ist das geringere Volu-
men der stark protoscolexbildenden Isolate K188, J31 und Tdle und das um etwa ein drittel
geringere Volumen der H95-hart im Vergleich zu H95 (Abb. 96). In einem weiteren Versuch
wurde {iber einen Zeitraum von 12 Wochen die Bildung von Brutkapseln (daraus entwickeln sich
Protoscolices) der beschriebenen Isolate untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 97 wiedergege-
ben. Zu Beginn des Versuchs wurden Metacestodenvesikel eingesetzt, die frei von Brutkapseln
waren. Einzelne Metacestodenvesikel der Isolate K188, J31 und H95-hart bilden zwischen der 4.
und 5. Woche des Versuchs die ersten Brutkapseln. Innerhalb der folgenden 7 Wochen haben an-
ndhernd alle Vesikel Brutkapseln gebildet. Auffillig ist bei diesen drei Isolaten, dass es zu einem
exponentiellen Anstieg an brutkapseltragenden Vesikeln kommt, nachdem sich zuvor bei 10%
-15 % der Vesikel Brutkapseln gebildet haben. Das Isolat Téle weist im Vergleich zu den eben be-
schriebenen Isolaten eine zeitliche Verzogerung in der Brutkapselbildung auf, wiahrend das Isolat
HO5 erst gegen Ende der 12 Wochen erste Brutkapseln bildete und MP1 gar keine (Abb. 97). In
verschiedenen axenischen Kultivierungsansitzen, unter anderem auch in dem in Abb. 98 darge-
stellten Versuch, konnte beobachtet werden, dass die durchschnittliche wdchentliche Volumenzu-
nahme der Metacestodenvesikel abnimmt, wenn sie Brutkapseln bilden (ohne Abb.).
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Abb. 96: Axenische Kultivierung verschiedener Echino- ~ Abb. 97: Bildung von Brutkapseln in verschiedenen
kokken-Isolate. Echinokokkenisolaten

Gezeigt ist die Volumenzunahme der Vesikel in einem Beobachtungs-  Metacestodenvesikel der Echinokokkenisolate H95, H95-hart, MP1,
zeitraum von 5 Wochen. Eingesetzt wurden je Ansatz 10 brutkap- K188, J31 und Téle wurden unter axenisch unter reduzierenden Be-
selfreie Metacestodenvesikel der Echinokokkenisolate H95, H95-hart,  dingungen iiber 12 Wochen in vitro kultiviert und dabei die Bildung
MP1, K188, J31 und Téle mit einem durchschnittlichen Volumen von  von Brutkapseln protokolliert. Die Menge an Brutkapseltragenden Me-
80 pl (Durchmesser ~ 5 mm). Das Wachstum erfolgte in 2 ml cMEM  tacestodenvesikeln ist in Prozent angegeben.

(incl. reduzierende Reagenzien), das 3x wochentlich gewechselt wurde

und unter einer Stickstoffatmosphire.

3.12.7 Axenisches Kultursystem: Beobachtung der Differenzierung

Wihrend der axenischen Kultivierung von Metacestodenvesikeln konnen verschiedene Ver-
anderungen an den Vesikeln beobachtet werden. Neben der Bildung von Ausstiilpungen und dem
Absterben von Vesikeln, was an einer schrumpeligen Oberfliche und Verfarbungen durch
eindringendes Medium erkennbar ist, ist die wichtigste Verdnderung die Bildung von Brutkapseln,
die die Ausdifferenzierung von Protoscolices einleitet. Brutkapseln kdnnen mikroskopisch schon
im Anfangsstadium leicht erkannt werden und zeichnen sich durch ein gepunktetes Erscheinungs-
bild der Metacestodenvesikel aus (vergl. Metacestodenvesikel, Abb. 7, Seite 25). Dabei bilden sich
an der Innenseite der Metacestodenvesikel gleichméBig verteilte granuldre Strukturen, die sich an-
schlieend in einem mehrwochigen Prozess zu Protoscolices entwickeln. Die Bildung von Brut-
kapseln ist abhidngig vom eingesetzten Isolat und den verwendeten Wachstumsbedingungen. Unter
reduzierenden axenischen Bedingungen mit Stickstoffatmosphire sind in Isolaten, die auch in der
Co-Kultivierung mit Fiitterzellen frithzeitig Brutkapseln ausbilden (K188, J31, H95-hart), in-
nerhalb von 5 Wochen Brutkapseln nachweisbar (Abb. 98). In den anderen Isolaten (H95, MP1,
Tole) sind Brutkapseln erst zu einem spéteren Zeitpunkt nachweisbar. Wichtig ist in diesem Zu-
sammenhang, das in den axenischen Wachstumsversuchen nur Metacestodenvesikel eingesetzt
werden, die frei von Brutkapseln sind. Es ist auch sinnlos, aus einem Gemisch von brutkapsel-
tragenden und brutkapselfreien Metacestodenvesikeln die Brutkapselfreien herauszupicken. Ist
schon ein Grofiteil der Vesikel vor Versuchsbeginn mit Brutkapseln durchsetzt, dann entwickeln
diese sich natiirlich auch in den im Versuch verwendeten Vesikeln sehr schnell. Die Folge ist ein
nicht auswertbares Experiment, da die Vesikel ihr Wachstum wéhrend der Brutkapselbildung deut-
lich reduzieren.

In den durchgefiihrten axenischen Kultivierungsansitzen konnten fiir das Isolat H95 verschiedenen
Bedingungen gefunden werden, die eine Bildung von Brutkapseln beschleunigen oder unter-
driicken. Hervorzuheben ist dabei die Beobachtung, das in frisch isoliertem cMEM deutlich
schneller Brutkapseln gebildet werden als in cMEM, das zuvor bei -20°C gelagert wurde. Wurden
Metacestodenvesikel eingesetzt, die kurz vor der Brutkapselbildung standen, bilden sich in parallel
durchgefiihrten Ansédtzen in dAMEM Brutkapseln und in cMEM (-20°C) nicht oder deutlich verspa-
tet. Bei Wachstumsversuchen ohne reduzierende Reagenzien im Medium, konnte genau das
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Gegenteil beobachtet werden. Hier entwickelten sich die Brutkapseln in cMEM (-20°C) schneller
als in dMEM, die Uberlebensrate war jedoch sehr gering.

3.12.8 Axenisches Kultursystem: Ubertragung der Brutkapselbildung

Sowohl wihrend der Co-Kultivierung mit Fiitterzellen als auch in der axenischen Kultivierung von
Metacestodenvesikeln ist die Bildung von Brutkapseln, aus welchen sich im Laufe der Zeit Pro-
toscolices entwickeln, zu beobachten. Unklar sind die Ausloser fiir die Differenzierung von Brut-
kapseln in den Metacestodenvesikeln. Wie schon in Kapitel 3.12.6 beschrieben, bilden sich die
Brutkapseln in den verschiedenen Echinokokken-Isolaten zu unterschiedlichen Zeitpunkten oder
gar nicht. Auffallend ist bei allen brutkapselbildenden Isolaten die exponentielle Zunahme an brut-
kapseltragenden Vesikeln, wenn ein geringer Prozentsatz der Metacestodenvesikel Brutkapseln ge-
bildet hat. Dieser Befund lidsst die Annahme zu, dass die Metacestodenvesikel eines Versuchsan-
satzes iiber eine Moglichkeit der Kommunikation verfiigen, die eine mdglichst zeitnahe Entwick-
lung von Protoscolices ermdglicht. Wenn die Kommunikation iiber 16sliche Faktoren erfolgt, die in
das Medium abgegeben werden, dann miisste eine Ubertragung dieses Effektes moglich sein. In
den zwei folgenden Experimenten wurde versucht, die Brutkapselbildung von brutkapselbildenden
Metacestodenvesikeln auf Metacestodenvesikel zu iibertragen, die noch keine Brutkapseln ausge-
bildet hatten.

Das Echinokokkenlysat MP1 bildet in vivo nur sehr wenige Protoscolices. Auch in der in vitro Co-
Kultivierung in Gegenwart von Fiitterzellen bleiben die Metacestodenvesikel iiber einen sehr
langen Zeitraum ohne Brutkapseln (>12 Wochen). Vereinzelt kénnen jedoch Brutkapseln wahrend
einer in vitro Kultivierung gefunden werden. In diesem Ansatz wurde versucht, die Brutkapselbil-
dung von brutkapseltragenden H95-Metacestodenvesikeln auf brutkapselfreie MP1-Metacestoden-
vesikel zu iibertragen. Dafiir wurden kleine H95-Metacestodenvesikel mit Brutkapseln gemeinsam
mit groBen MP1-Metacestodenvesikeln ohne Brutkapseln in Gegenwart von Hepatocyten (RH")
kultiviert (nicht axenisch, Volumendifferenz erlmoglicht die Unterscheidung). Innerhalb von 4
Wochen bildeten sich in 30% der MP1-Metacestodenvesikel Brutkapseln. Leider verschimmelte
der Versuchsansatz und geriet flir lange Zeit in Vergessenheit.

Abb. 98: Ubertragung der Brut-
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In einem weiteren Experiment wurde versucht, die Brutkapselbildung unter axenischen
Kultivierungsbedingungen zu iibertragen. Dafiir wurde Medium (H95-kond -20°C) aus einer Co-
Kultur entnommen, in der RH-Zellen gemeinsam mit H95-Metacestodenvesikeln kultiviert
wurden und bei -20°C gelagert. Die H95-Vesikel dieser Kultur enthielten eine Vielzahl an weit
entwickelten Brutkapseln. Dieses Medium (H95-kond -20°C) wurde auf axenisch wachsende H95-
Metacestodenvesikel libertragen und die Brutkapselbildung iiber einen Zeitraum von 6 Wochen
verfolgt. Zum Vergleich wurden Kulturen angesetzt, die axenisch in RH-konditioniertem Medium
(cMEM-frisch und cMEM -20°C) kultiviert wurden. Wie in Abbildung 98 dargestellt, hatte die
Auswahl der eingesetzten Medien einen deutlichen Einflul auf die Bildung von Brutkapseln.
Anhand der Daten konnen zwei relevante Aussagen getroffen werden.

In frisch hergestelltem cMEM (¢cMEM frisch) bildeten sich schon nach 2 Wochen erste Brutkap-
seln, wihrend in aufgetautem cMEM (cMEM -20°C) erst nach 4 Wochen Brutkapseln nachge-
wiesen werden konnten. Daraus lésst sich schlielen, dass in frischem ¢cMEM Faktoren vorliegen,
die zu Brutkapselbildung beitragen, jedoch beim Einfrieren auf -20°C zerstort werden.

Der Anstieg an brutkapseltragenden Metacestodenvesikeln verlduft, nach anfanglich gleichem
Kurvenverlauf, in frisch hergestelltem cMEM (cMEM frisch) deutlich steiler als in der Co-Kultur-
Kontrolle. Wihrend am Ende des sechswochigen Versuchs in cMEM-frisch 90% der Vesikel Brut-
kapseln gebildet haben, sind es in der Co-Kultur nur 55%. Der Vergleich der H95-kond Kurve mit
beiden cMEM-Kurven beweist, dass die Ubertragung der Brutkapselbildung méglich ist, da die
ersten Brutkapseln im H95-konditionierten Medium (H95-kon) deutlich frither gebildet werden als
in cMEM-frisch (1 Woche frither) und cMEM -20°C (3 Wochen friither). AuBBerdem enthalten in
dem HO95-konditionierten Medium (H95-kon) schon nach 4 Wochen alle Metacestodenvesikel
Brutkapseln. Durch mikroskopische Beobachtungen konnte zudem erkannt werden, dass die Brut-
kapseln in den H95-kon kultivierten Metacestodenvesikeln in ihrer Entwicklung sehr viel weiter
fortgeschritten waren als in allen anderen Ansidtzen. Demnach mufl das H95-konditionierten Medi-
um (H95-kon) einen Stimulus enthalten, der die Bildung von Brutkapseln beschleunigt.
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3.13 Isolation von E. multilocularis-Primarzellen

Ein Problem bei der Isolierung von Echinokokken-Zellen aus in vivo gewonnenem Parasitenmate-
rial ist die Gefahr kontaminierender Wirtszellen. In der Praxis geschieht genau das. Vor allem
Fibroblasten und andere sich schnell teilende Zellen des Wirts {iberwuchern das Gefdll und die
Echinokokken-Zellen wodurch eine Unterscheidung oder Auftrennung nicht mehr moglich ist. Das
gleiche Problem entsteht bei dem Versuch Echinokokken-Zellen aus einer in vitro kultivierten Co-
Kultur zu isolieren. Die Hepatocyten sind schneller. Durch die Etablierung des axenischen Kultur-
systems konnten diese Probleme beseitigt werden, da seither die Mdglichkeit besteht, Echinokok-
ken-Gewebe zu verwenden, das frei von kontaminierenden Zellen ist.

Abb. 99: Isolation und Kultivierung von

Herstellung von E. muitifocularis Primarzellen . S
= Echinokokken-Primérzellen.

Gewaschene, axenisch kultivierte H95-Metacestodenve-

Mechanische Zerstdrung Sieben: 30um sikel werden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
Trypsinverdau Waschen mechanisch zerstort und anschlieend 10" bei 3500g
Waschen Zentrifugation zentrifugiert. Das Pellet wird nach dreimaligem Waschen
e —— mit 1xPBS in 20 vol. lerypsin/EDTA—Lésung aufge—

nommen und 10' bei 37°C inkubiert. Durch vorsichtiges

Schiitteln werden die Zellen geldst und durch ein 30pm
/ \ Sieb in ein steriles Gefaf3 iiberfiihrt. Dort werden die

Zellen 1x mit 1xPBS gewaschen und das Pellet nach

o N, einer Zentrifugation (10' bei 3500g) in 1xPBS aufge-

2 nommen. Wachstum und Differenzierung erfolgen dann

entweder in einem Transwell-System, in dem die Zellen

— durch eine Membran getrennt, gemeinsam mit RH-

Wachstun_l L1 Hydatlden Zellen wachsen oder in Hydatidenflissigkeit aus

Transwellsystem: fliissigkeit und Kein Wachst i oMEM axenisch wachsenden Metacestodenvesikeln unter einer

‘Wachstum in Gegen- N, Atmosphire € Wachstum 1n ¢ Stickstoffatmosphire.
oder O2-

wart von Hepathocyten : e :
Hydatidenfliissigkeit

In Abbildung 99 ist schematisch die Isolation und Kultivierung von Echinokokken-Priméirzellen
dargestellt (Vorgehensweise siehe Abbildungsverzeichnis. Zusétzlich findet sich eine ausfiihrliche
Beschreibung in Kapitel 5.12). Bisher konnten zwei Bedingungen gefunden werden, die eine
Kultivierung der isolierten Echinokokken-Primérzellen iiber 5 - 16 Wochen erlauben. Eine
Moglichkeit ist die Kultivierung unter einer Stickstoffatmosphére in Hydatidenfliissigkeit, die aus
wachsenden, axenisch kultivierten Metacestodenvesikeln gewonnen wurde. Dagegen starben die
Zellen nach wenigen Tagen, wenn sie in Hydatidenfliissigkeit kultiviert wurden, die aus Me-
tacestodenvesikeln gewonnen wurde, die in einer Co-Kultur gemeinsam mit Fiitterzellen wuchsen.
Die zweite Mdglichkeit ist die Kultivierung der Zellen in einem TransWell-System. Darin wachsen
die Echinokokken-Zellen durch eine Membran getrennt, gemeinsam mit RH-Zellen. Kein Wachs-
tum konnte dagegen in dMEM und konditioniertem Medium (cMEM) beobachtet werden. In
beiden Systemen konnte eine Vermehrung der Zellen bis hin zu einer Gewebebildung beobachtet
werden. Innerhalb dieser Gewebe und an deren Rand differenzierten sich dann kleine Vesikel, die
sich bisher noch nicht weiter kultivieren lieen.

In den Abbildungen 100 - 105 ist die Kultivierung von Echinokokken-Primérzellen in Hydatiden-
fliissigkeit aus axenisch kultivierten H95-Metacestodenvesikeln dokumentiert. Direkt nach dem
Einsetzen der Zellen sind lichtmikroskopisch keine Aggregate zu erkennen (nicht gezeigt). Nach
24 Stunden sind einzelne Zellhaufen zu sehen, die vermutlich durch Aggregation entstanden sind
(Abb. 100). Dafiir spricht ein Videobeweis, in dem frisch isolierte Protoscolexzellen iiber einen
Zeitraum von 12 Stunden entlang unverdauter Protoscolex-Fragmente wandern. Innerhalb der
ersten Woche wuchsen die entstandenen Zellhaufen nur gering (Abb. 101 + 102). Nach 2 Wochen
konnte dann jedoch eine deutliche Volumenzunahme der einzelnen Zellhaufen beobachtet werden
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(Abb. 103), die auf einer Zellteilung beruhen musste, da zu Beginn der Kultivierung nur eine
kleine Menge an Zellen eingesetzt wurde. Diese Zellhaufen nahmen in der folgenden Woche rasch
an GroBe zu und verwuchsen mit weiteren Zellhaufen zu groBBen gewebeartigen Gebilden (Abb.
104). Neben diesen Gebilden konnten zusétzlich am Gefdboden nichtadhirente Zellen beobachtet
werden, deren Zahl im Laufe der Kultivierung stark zunahm (Abb. 105).
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Abb. 104: E..m.-Priméirzellen, Hydatidenflsg., 3 Wochen ~ Abb. 105: Eim. Prlmarzellen Hydatldenﬂsg 3 Wochen
(Gewebebildung) (Einzelzellen)
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n, TW-System, 24h

o

Abb. 108: E.m.--Priméirzellen, TW-Sstfn, 2 Wocen

Abb. 110: E.m.-Primérzellen, TW-System, 5 Woéhen

Abb. 111: E.m.-Primérzellen, TW-System, 24h, DAPI

Abb. 112: E.m.-Primérzellen, TW-System, 5 Wochen

In den Abbildungen 100 - 105 ist eine Kultivierung von H95-
Primérzellen iiber einen Zeitraum von 3 Wochen dokumentiert. Die
Zellen wurden in Hydatidenflissigkeit, die aus axenisch kultivierten
Metacestodenvesikeln gewonnen wurde, kultiviert. Die Abbildungen
106 - 112 dokumentieren eine Kultivierung von H95-Primérzellen in
einem Trans-Well-System (TW), in dem sie gemeinsam mit RH™-Zellen
tiber einen Zeitraum von 5 Wochen wuchsen. Eine ausfiihrliche
Beschreibung beider Versuchsansitze findet sich im Text. Abbildung
111 zeigt die DAPI-Féarbung der Zellkerne einer 24h-TW-Primérzell-
kultur.
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Die Abbildungen 106 - 111 dokumentieren die Kultivierung von Echinokokken-Primédrzellen in
einem TransWell-System. Das TransWell-System erlaubt eine gemeinsame Kultivierung der Echi-
nokokken-Primirzellen mit Fiitterzellen (RH™-Zellen). Dafiir wurden die Echinokokken-Zellen in
die Zellkulturschale und die Fiitterzellen in einen passenden Einsatz gegeben, dessen Boden aus
einer Membran mit 3pm grofen Lochern besteht. Dadurch konnte ein Austausch 16slicher Stoffe
bei gleichzeitiger rdumlicher Trennung der Zellen stattfinden. Die erste Aufnahme (Abb. 106)
wurde nach 24 Stunden gemacht und zeigt die Echinokokkenzellen lose am Boden verteilt. Von
diesen Zellen wurde ein Aliquot abgenommen und deren Zellkerne iiber eine DAPI-Féarbung sicht-
bar gemacht (Abb. 111). Nach einer Woche waren deutliche Zellanhdufungen zu erkennen, die
durch Zellneubidung entstanden sein miissen, da ihr Volumen das der eingesetzten Zellen weit
iibertRaf (Abb. 107). Innerhalb einer weiteren Woche entwickelten sich abgegrenzte globulire
Strukturen (Abb. 108), die sich dann zu gewebeartigen Gebilden zusammenschlossen und stark an
Volumen zunahmen. Innerhalb dieser Gebilde und an deren Réndern differenzierten sich erste
kleine Vesikel (Abb. 109, mit Pfeil markiert). Nach insgesamt 5 wochiger Kultivierung war das
gesamte Gewebe von Vesikeln durchsetzt (Abb. 110). Dabei konnten zwei verschiedene Vesikel-
arten unterschieden werden. Zum einen Vesikel, die innerhalb des Gewebes lagen, von einer Zell-
schicht umgeben waren und den roten Farbstoff des Mediums aufgenommen hatten. Diese er-
schienen je nach pH-Wert rot, orange oder gelb und glichen in ihrem Erscheinungsbild Brutkap-
seln. Dafiir sprechen auch intravesikuldre granuldre Strukturen, die nach weiteren 4 Wochen
Kultivierung in diesen Vesikeln vorlagen. Sichtbar wurden die Vesikel und deren Inhalt, da die sie
umschlieBenden Zellen innerhalb der 4 Wochen starben und sich von den Vesikeln 16sten. Auf der
anderen Seite konnten Vesikel gefunden werden, die kleinen Metacestodenvesikeln glichen. Diese
Vesikel lagen auBlerhalb oder am Rand der Gewebe, waren farblos und von keiner Zellschicht um-

geben. In Abbildung 112 ist eines dieser Vesikel gezeigt. Fiir die Annahme, dass es sich dabei um
kleine Metacestodenvesikel handelt, spricht die Tatsache, das einige dieser Vesikel frei im Medi-
um schwammen und genau so aussahen wie kleine Metacestodenvesikel einer Co-Kultur. Der Ver-
such, diese kleinen Vesikel iiber einen lingeren Zeitraum zu kultivieren gelang nicht. Der Grund
dafiir waren mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit wachstumsunterdriickende Faktoren, die von den
anwesenden Echinokokken-Zellen ausgeschleust wurden. Dafiir spricht ein TransWell-Expe-
riment, in dem Hepatozyten (RH’) gemeinsam mit frisch passiertem Echinokokkenmaterial in
einen TransWell-Einsatz gegeben wurden und entweder in Anwesenheit oder in Abwesenheit der
vesikeltragenden Primirzellgewebe kultiviert wurden. Dabei konnte eine Entwicklung von Me-
tacestodenvesikeln, wie sie fiir Co-Kultursysteme beschrieben ist, nur in den Ansétzen beobachtet
werden, die ohne vesikeltragendes Primérzellgewebe kultiviert wurden.

Nach dem Ansetzen der primdren Echinokokken-Zellkulturen kénnen nach wenigen Tagen bis
Wochen verschiedene Zellen und Zellverbéande beobachtet werden, die sich zum Beispiel in GroSe,
Struktur und Schwimmvermdgen unterscheiden. Fiir eine bessere Charakterisierung der priméiren
Echinokokken-Zellen, wurden daher verschiedene elektronenmikroskopische Aufnahmen gemacht,
die zum jetzigen Zeitpunkt jedoch nur einen kleinen Teil der beobachteten Zellarten umfassen. Die
Abbildung 113 zeigt eine transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme (TEM) von
schwimmenden primdren Echinokokken-Zellen, die zwei Wochen in Hydatidenfliissigkeit aus
axenisch kultivierten Metacestodenvesikeln unter einer Stickstoffatmosphére kultiviert wurden.
Die Zellen wurden aus dem Uberstand der Kultur, die lichtmikroskopisch in Abbildung 103 zu se-
hen ist, abzentrifugiert und fiir die TEM-Aufnahmen vorbereitet. An der Peripherie der Abbildung
113 sind einige Zellfragmente von offensichtlich toten Zellen zu erkennen und im linken unteren
Teil des Bildes befindet sich eine kleine, ihrem Erscheinungsbild nach apoptotische Zelle mit meh-
reren Ausldufern. Zentral gruppieren sich 5 kleine Zellen, in welchen der Zellkern und die Mit-
ochondrien deutlich zu sehen sind. Die Mitochondrien sind aufféllig vergroBert, was eine Folge
des Wachstums unter reduzierenden und damit sauerstoffarmen Bedingungen sein kann. Drei der
Zellen zeigen eine Aufldsung des Nucleolus, was auf eine beginnende Apoptose dieser Zellen hin
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deutet. Auffallend ist, das die beobachteten Echinokokken-Zellen mit einem Durchmesser von
etwa 6pum im Vergleich zu Zellen anderer Metazoa (Durchmesser ~100um) sehr klein sind.

: 50pm Fodd

Abb. 113: E.m.-Primérzellen (Germinalzellen) nach 2 wo- Abb. 114: E.m.—Priméirzell—eweb nach 5 wochiger

chiger Kultivierung (TEM) Kultivierung (REM, 500x)
ZK: Zellkern, Nuc: Nucleolus, Mit: Mitochondrium (Beschleunigungsspannung: 15 kV, Arbeitsabstand: 8mm, Vergroerung:
500x)

Abb. 115: E.m.-Metacestodenvesikel aus Co-Kultur, Abb. 116: E.m.-Primérzell-Gewebe nach 5 wochiger

Germinalschicht (REM, 3000x) Kultivierung (REM, 3000x)
(Beschleunigungsspannung: 15 kV, Arbeitsabstand: 6mm, Vergroflerung: (Beschleunigungsspannung: 15 kV, Arbeitsabstand: 8mm, VergroBerung:
500x) 3000x)

In rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen werden Abbildungen von Objektoberflichen
dargestellt. Da mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) eine hohe Schérfentiefe erreicht
werden kann, eignet sich das REM gut zur Darstellung dreidimensionaler Strukturen, wie zum Bei-
spiel Zellverbdnden. Die folgenden REM-Aufnahmen zeigen die Innenansicht eines der Me-
tacestodenvesikel, aus welchen primire Echinokokkenzellen isoliert wurden und eine Gewebe-
struktur, die aus diesen Primédrzellen kultiviert wurde. In Abbildung 114 ist diese Gewebestruktur
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in 500 facher VergroBerung gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die gesamte Struktur aus
Zellen gebildet wird und bei genauer Betrachtung ldsst sich im oberen Bereich eine etwa 150 um
grofle, von Zellen umgebene Blasenstruktur erahnen, die einem der Vesikel entsprechen konnte,
die lichtmikroskopisch in Abb. 110 beobachtet wurden. In Abbildung 115 ist die Innenansicht
eines Metacestodenvesikels in 3000 facher VergroBerung gezeigt. Die erkennbaren Zellen liegen
relativ unstrukturiert vor und haben eine GroB3e von bis zu 15 pm. Auch die Zellen des Primérzell-
Gewebes, das in Abbildung 116 in 3000 facher Vergréferung gezeigt ist, liegen unstrukturiert vor,
sind aber mit einer Gréfle von ~5 pm durchweg kleiner. Die GroB3e entspricht den Primérzellen, die
transmissionselektronenmikroskopisch in Abb. 113 gezeigt sind.
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3.14 Genetische Manipulation von E. multilocularis

Fiir weitreichende molekularbiologische und biochemische Charakterisierungen eines Organismus
ist dessen genetische Manipulierbarkeit essentiell. Ist das nicht mdglich, mul wie fiir E. multilocu-
laris auf heterologe Systeme ausgewichen werden, die die tatsdchliche in vivo Situation nicht
wiederspiegeln und zusétzliche Probleme mit sich bringen. Ein Beispiel ist die Expression des
Echinokokken-Insulinrezeptors EmIR in humanen Hek-Zellen, in welchen er nur in geringem Mal3
funktionell aktiv prozessiert wird [C. Konrad, personliche Mitteilung]. Neben der Expression von
Echinokokkenproteinen bieten sich genetische Manipulationsmethoden auch an, um mitogene Fak-
toren in Echinokokkenzellen zu schleusen und so eine stabile Zelllinie zu etablieren oder einen
transgenen Organismus herzustellen. Daher ist die Entwicklung entsprechender Methoden und
Techniken fiir E. multilocularis von entscheidendem Interesse.

Die Erbinformationen kénnen transient oder stabil in Zellen oder einen Organismus gebracht
werden, je nach dem ob sie ins Genom integriert werden oder im Laufe der Zeit verloren gehen.
Dafiir werden verschiedene Methoden eingesetzt, um das genetische Material (DNA, RNA) in die
Zielzellen zu schleusen, wie z.B. Soaking (natiirliche Aufnahme), Elektroporation, Gengun, che-
mische Transfektionsmethoden, Viren und Bakterien.

Alan S ] a7

A: ohne X-Gal B: mit pLAC C: ohné pLAC‘

Abb. 118: GFP-Autofluoreszens in Echino-
Abb. 117: Transfektionsversuch mit einem LacZ-Reporterkonstrukt kokken-Metacestodenvesikeln

Gezeigt ist der B-Galactosidase-Assay nach einer Transfektion mechanisch zerstorter Me- Gezeigt ist die Innenseite eines mechanisch zersorten

tacestodenvesikel mit dem Reporterkonstrukt pLAC (A,B) oder ohne pLAC (C). Metacestodenvesikels, aufgenommen mit einem GFP-
spezifischen Filter. Vergleichbare Fluoreszensintensité-

ten wurden auch fiir CFP und YFP beobachtet.

In einem ersten Versuch, ein Protein rekombinant in E. multilocularis zu exprimieren, wurde ver-
sucht, das Reporterkonstrukt pLAC (LacZ unter der Kontrolle des Aktinl-Promoters von E. multi-
locularis) tiber Elektroporation oder eine Calzium-Chlorid-Transfektion in mechanisch zerstorte
Metacestodenvesikel zu schleusen. Abb. 121 zeigt die Ergebnisse des anschlieBenden LacZ-
Assays mit X-Gal. Im Vergleich zur Kontrolle ohne X-Gal (A), konnte eine erfolgsversprechende
Féarbung potentiell transgener Zellen in den Vesikeln festgestellt werden, die das Reporter-Kon-
strukt enthalten sollten (B). Eine vergleichbare Anfarbung wurde jedoch auch in der Kontrolle ge-
funden (C), die das pLAC-Reporterkonstrukt sicher nicht enthielt. Daher wurde ein Western-Blot
mit LacZ-spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt, der keinen Nachweis einer Expression des
Reportergens in E. multilocularis erbrachte (nicht gezeigt).

Da der Nachweis von LacZ iiber X-Gal aufgrund einer eigenen B-Galactosidaseaktivitit von E.
multilocularis nicht moglich war wurde mit CFP (Cyan Fluorescent Protein) ein neues und iiber
Fluoreszensmikroskopie auch in lebenden Zellen leicht zu detektierendes, Reportergen gewihlt.
Da das LacZ des Reporterkonstrukts pLAC auch in Hek-Zellen nicht exprimiert wurde, obwohl
dhnliche Aktinpromotoren in Sdugersystemen funktionieren, wurde das CFP mit den Promotern
der Echinokokkengene P-actl, P-act2, P-tromo und P-em10 sowie dem Promoter von P-Asp70 des

107



3 Ergebnisse

Menschen fusioniert, in den Vektor pMCS (pCR2.1 + neue MCS) kloniert und iiber Calzium-Chlo-
rid in Hek-Zellen transfiziert. Uber einen fluoreszensmikroskopischen Nachweis konnte CFP in
Hek-Zellen fiir das Konstrukt pMCS-em (0 nachgewiesen werden. In Abb. 123 ist der anschlieBend
durchgefiihrte Western-Blot gezeigt, in dem deutlich zu erkennen ist, dass eine CFP-Expression
iiber alle 5 Promotoren stattfand, wobei die Expression unter Kontrolle des em/(-Promoters am
starksten ausfiel. Daher wurde das Konstrukt pMCS-em 10 fiir die folgenden Transfektionsversu-
che mit E. multilocularis ausgewéhlt. In verschiedenen Experimenten wurde dann iiber chemische
Transfektionsmethoden mit den Produkten Transfectin (Biorad), DAC 30 (Eurogentec), MAX 1, 2,
3, 4 (Eurogentec), Effecten und Superfect (Qiagen) sowie D1 und D2 (NEB) versucht, mechanisch
zerstorte Metacestodenvesikel zu transfizieren. Da E. multilocularis auch eine sehr starke
Autofluoreszens in allen géngigen Wellenbereichen zeigte (incl. CFP, GFP und YFP, Abb. 122)
war an den fluoreszensmikroskopischen Nachweis einer erfolgreichen Transfektion nicht mehr zu
denken. Daher wurde das CFP auch hier iiber einen Western-Blot nachgewiesen. In Abbildung 21
ist die weltweit erste rekombinante Expression eines Proteins (CFP) in E. multilocularis zu sehen
und damit der Nachweis einer genetischen Manipulation des Parasiten erbracht. Fiir diesen Wes-
tern-Blot musste eine sehr grole Menge Gesamtprotein eingesetzt werden, da die Transfektionsef-
fizienz oder die Expression von CFP sehr gering war. Neben den gezeigten Transfektionen, die mit
D1 und D2 von NEB durchgefiihrt wurden, gelang eine erfolgreiche Transfektion auch mit Trans-
fectin (Biorad) und MAX 2, 3 (Eurogentec), jedoch mit geringerer Effizienz. In einem bisher noch
nicht reproduzierten Experiment konnten mit dem D1-Transfektionsreagenz auch 2 Wochen alte
Primérzellen von E. multilocularis mit pMCS-em 10 transfiziert und CFP {iber einen Western-Blot
nachgewiesen werden (ohne Abb).

, v
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Abb. 119: Western-Blot-Analyse nach Expression von CFP  Abb. 120: Transfektion von E. multilocularis mit dem
iiber verschiedene CFP-Reporterkonstrukte in Hek-Zellen. CFP-Reporterkonstrukt pMCS-em 0.
Gezeigt ist die CFP-Expression der Reporterkonstrukte pMCS-act/ (Spur  Gezeigt ist die CFP-Expression des Reporterkonstrukts pMCS-em 0
2), pMCS-act2 (Spur 3), pMCS-tromo (Spur 4), pMCS-Asp70 (Spur 5) und  in Hek-Zellen (Spurl) sowie in mechanisch zerstdrten Metacestoden-
pMCS-em10 (Spur 6+7) sowie der Kontrolle (Spur 1) in Hek-Zellen. Aus-  vesikeln (Spur 2-5). Die Kontrollen ohne dem Reporterkonstrukt sind
gehend von diesem Ergebnis wurde das Konstrukt pMCS-emi0 in den in den Spuren 6 und 7 aufgetragen. Nach der Transfektion iiber die
folgenden Transfektionsexperimenten fiir E. multilocularis eingesetzt. Transfektionsreagenzien D1 (Spuren 1, 2, 4,6) und D2 (Spuren 3, 5,
7) wurden die Metacestodenvesikel fiir 5 Tage entweder in Hydati-
denfliissigkeit (Spuren 2, 3, 6) oder in einem Transwell-System ge-
meinsam mit Hepathozyten (Spuren 4, 5, 7) kultiviert, bevor sie fiir
den Western-Blot eingesetzt wurden. Die roten Pfeile markieren die
erfolgreichen Transfektionen.

Fiir eine stabile Integration der genetischen Information in das Genom sind eine Reihe von retrovi-
ralen Systemen beschrieben, mit deren Hilfe z.B. Schneckenzellen genetisch manipuliert werden
konnen. Da Schnecken mit dem Fuchsbandwurm relativ nah verwandt sind, wurde ein entspre-
chendes System auch zur Manipulation von E. multilocularis eingesetzt. Dafiir wurde cfp unter der
Kontrolle des eml0-Promoters in den Vektor pGJ-3 kloniert. In Kooperation mit A. Rethwilm
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(Universitat Wiirzburg) wurden dann Virenpartikel hergestellt, die fiir erste Infektionsversuche mit
Hek-Zellen und mechanisch zerstorten Metacestodenvesikeln eingesetzt wurden. Die Infektionsef-
fizienz war sehr gering, daher liegen zum momentanen Zeitpunkt noch keine Daten einer erfolgrei-
chen Infektion von E. multilocularis iiber die eingesetzten Retroviren vor.

In einem weiteren Experiment wurde vesucht, E. multilocularis mit Listeria monocytogenes, einem
fakultativ intrazelluldren Bakterium, zu infizieren. Die verwendeten Listerien enthielten ein GFP-
Reporterkonstrukt mit einem Promoter der erst aktiviert wird, wenn die Listerien eine Zelle infi-
ziert haben. Dadurch exprimieren nur die Listerien GFP, die erfolgreich eine Zelle infizieren konn-
ten. Zusétzlich wurden extrazelluldre Listerien mit Erythromycin eliminiert. In Abbildung 20 ist
das Ergebnis eines erfolgreichen Infektionsversuchs gezeigt.

Abb. 121: Infektion von E. multilocularis
mit Listeria monocytogenes

Gezeigt ist die Innenseite eines mechanisch zerstorten
Metacestodenvesikels, dass mit L. monocytogenes infi-
ziert wurde. Die verwendeten Listerien enthielten ein
GFP-Reporterkonstrukt, iiber das GFP exprimiert wird,
wenn die Listerien intrazelluldr vorliegen. Die roten
Pfeile markieren Listerien, die Echinokokkenzellen in-
fiziert haben und GFP exprimieren. Da sie GFP in sehr
groflen Mengen exprimierten, konnten sie trotz der
starken Autofluoreszens der Echinokokkenzellen fluo-
reszensmikroskopisch visualisiert werden.
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4.1 MAP-Kinase-Kaskade

In Saugetieren steht die ERK-Kaskade, ein Modul aus den drei Proteinen Raf, MEK und ERK, an
zentraler Stelle bei der Ubertragung von proliferativen, entwicklungsspezifischen und oncogenen
Signalen (z.B. EGF), die von membrandurchspannenden Rezeptor-Tyrosinkinasen, wie dem EGF-
Rezeptor, erkannt und dann tiber die ERK-Kaskade in den Zellkern geleitet werden, wo sie zur Ex-
pression verschiedener Zielgene fiithren. Die Aktivierung der ERK-Kaskade wird durch eine Inter-
aktion kleiner GTPasen der Ras-Familie mit Raf eingeleitet. Das aktivierte Raf gibt das Signal
tiber MEK an ERK weiter, das dann mit Zielproteinen im Zellkern oder im Cytoplasma interagiert
[334, 307]. Sowohl die Rezeptor-Tyrosinkinasen als auch die Faktoren der ERK-Kaskade sind im
Tierreich konserviert und spielen nicht nur bei Sdugetieren eine entscheidende Rolle in Entwick-
lungsprozessen sondern auch in so unterschiedliche Tieren wie dem Seeigel [267], Drosophila me-
lanogaster [256] und dem Fadenwurm C. elegans [214]. Durch die hohe Konservierung dieser
Faktoren in Modellorganismen unterschiedlicher phylogenetischer Herkunft, kann davon ausge-
gangen werden, dass sie auch in parasitdren Helminthen vorhanden sind. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass die einzelnen Faktoren der verschiedenen Spezies in vielen Féllen unterein-
ander kreuzreagieren konnen und Interaktionen dieser Art eine entscheidende Rolle in den Me-
chanismen der Wirt-Parasit-Kommunikation spielen konnten. So kann zum Beispiel der EGF-Re-
zeptor von Schistosoma mansoni durch humanes EGF stimuliert werden [323]. Da im Rahmen
dieser Arbeit, mit dem EGF-Rezeptor-Ortholog EmER [183, 295], eine Rezeptor-Tyrosinkinase
von E. multilocularis beschrieben werden konnte, die ihr Signal mit sehr groBer Wahrscheinlich-
keit tiber eine intrazellulire ERK-Kaskade weiter leitet, bestand ein grofles Interesse an der Auf-
klarung der beteiligten Signalkomponenten.

Neben der molekularbiologischen Charakterisierung von EmER, die gemeinsam mit A. Kroner
[183, 295] durchgefiihrt wurde, konnten in dieser Arbeit fiir £. multilocularis die folgenden, in
Sdugersystemen ortholog vorhandenen Faktoren einer ERK-Kaskade identifiziert und charakte-
risiert werden: vier GTPasen der Ras-Familie (EmRas [297], EmRapl, EmRap2, EmRal [294]),
eine Serin/Threonin-Kinase der Raf-Familie (EmRaf [297]), eine Threonin/Tyrosin-Kinase der
MKK-Familie (EmMKK), eine Serin/Threonin-Kinase der ERK-Familie (EmERK [298]) und ein
14-3-3-Protein (Em14-3-3.2), das als geriistbildender Faktor mit der ERK-Kaskade in Verbindung
steht. Alle Faktoren zeigten hohe Homologien zu orthologen Faktoren anderer Organismen. Zu-
sdtzlich waren alle funktionell relevanten Aminoséurereste an entsprechenden Stellen konserviert
vorhanden. Weiterhin konnten alle Faktoren in den Larvenstadien Metacestode und Protoscolex
von E. multilocularis nachgewiesen werden. Mit der Charakterisierung dieser Faktoren konnte, mit
Ausnahme von Em14-3-3.2 [230], der erste Nachweis konservierter Faktoren einer ERK-Kaskade
fiir einen Cestoden erbracht werden.

Eine interessante Frage war, ob die isolierten Faktoren Teil einer ERK-Kaskade sind. In Yeast-
Two-Hybrid-Interaktionsstudien konnte das fir EmRaf, EmMKK und die drei GTPasen EmRas,
EmRapl und EmRap2 gezeigt werden. Interessanterweise interagierten EmMKK und EmERK
nicht miteinander. Ein Grund dafiir konnte eine Auftrennung des Signalwegs downstream von Em-
Raf sein. Da EmMKK die groffiten Homologien zu humanen MKK-Faktoren besitzt, die mit p38-
MAP-Kinasen interagieren [91], konnte EmMKK Teil eines p38-MAP-Kinase-Signalwegs sein.
Auf der anderen Seite konnte wie bei anderen Invertebraten (C. elegans,[214, 22]), fiir E. multilo-
cularis nur ein Raf- und ein ERK-Homolog nachgewiesen werden und beide Faktoren zeigten so
hohe Homologien zu vergleichbaren Faktoren anderer Organismen, dass sie mit sehr groer Wahr-
scheinlichkeit einem gemeinsamen Signalweg angehdren. Durch den Wegfall von EmMKK ent-
steht eine Liicke im Signalweg zwischen EmRaf und EmERK, die jedoch durch die erfolgreiche
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Isolation eines weiteren MKK-Faktors aus E. multilocularis, der sehr grole Homologien zu hu-
manem MEKI1 aufweist [V. Gelmedin, personliche Mitteilung], in Zukunft geschlossen werden
kann. Da fiir E. multilocularis auch eine p-38-Map-Kinase isoliert wurde [R. Caballero, personli-
che Mitteilung], konnte in diesem Fall iiber weitere Experimente ein Zusammenhang zwischen
EmMKK und Em-p38-MAPK hergestellt werden.

411 EmER

EmER: Aktiviert wird die ERK-Kaskade in Sdugern unter anderem nach der Bindung des Zyto-
kins EGF an einen EGF-Rezeptor [157]. Von Brehm et al. [47] konnte auch fiir E. multilocularis
ein EGF-dhnlicher Faktor (egfd) beschrieben werden, dessen Expression in Metacestodenvesikeln,
die in Gegenwart von Hepatocyten kultiviert wurden, signifikant anstieg. Da in dieser Arbeit zu-
sdtzlich deutliche Effekte von humanem EGF auf das Wachstum von axenisch kultivierten Me-
tacestodenvesikeln und auf die Phosphorylierung von EmERK beobachtet werden konnten,
scheinen EGF-Signal-Mechanismen bei E. multilocularis eine entscheidende Rolle wéhrend des
Wachstums und der Entwicklung sowie bei der Wirt-Parasit-Interaktion zu spielen. Fiir die Detek-
tion der EGF-Signale (EGFD + EGF) konnte das in dieser Arbeit charakterisierte EGF-Rezeptor-
homolog EmER von E. multilocularis in Frage kommen. Dafiir spricht, dass EmER mit grofter
Wabhrscheinlichkeit das einzige EGF-Rezeptor-Homolog aus E. multilocularis ist. Zudem konnte
auf RNA-Ebene gezeigt werden, dass emer und egfd in beiden Larvenstadien co-exprimiert
werden. Die stadienspezifisch deutlich stirkere Expression im Protoscolex spricht dabei fiir eine
besondere Aufgabe von EmER wihrend der Entwicklung des Protoscolex. Zudem besitzt EmER
vor allem innerhalb der Ligandenbindungsdomine gro3e Homologien zu dem EGF-Rezeptor-Ho-
molog SER von Schistosoma mansoni, fiir das von Vicogne et al. [323] gezeigt werden konnte,
dass es mit humanem EGF interagieren kann und diese Interaktion zur Aktivierung intrazelluldrer
Signalsysteme fiihrt. Da auch Schistosomen mit SER nur ein EGF-Rezeptor-Homolog exprimieren
[323] und humanes EGF bei E. multilocularis zur Phosphorylierung der intrazelluldr lokalisierten
MAP-Kinase EmERK fiihrt, kann mit sehr groer Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden,
dass E. multilocularis EGF-Faktoren iiber EmER sensiert, obwohl der Nachweis einer direkten In-
teraktion dieser Faktoren mit EmER noch aussteht.

4.1.2 GTPasen der Ras-Familie

GTPasen: GTPasen der Ras-Familie bilden durch die Interaktion mit Raf das einleitende Signal
fiir die Aktivierung einer ERK-Kaskade. Reguliert werden GTPasen durch GEFs (GDP/GTP Ex-
change Proteins) und GAPs (GTPase Activating Proteins) [307]. In dieser Arbeit wurden fiir E.
multilocularis die vier Ras-GTPasen EmRas, EmRapl, EmRap2 und EmRal charakterisiert. Alle
vier Faktoren wiesen die fiir GTPasen typische Doménenstruktur auf und konnten aufgrund sehr
hoher Sequenzhomologien eindeutig den verschiedenen Unterfamilien zugeordnet werden. Eine
charakteristische Eigenschaft Ras-dhnlicher GTPasen ist neben der Féhigkeit GTP zu binden eine
posttranslationelle Prenylierung am C-Terminus. Fiir alle der vier charakterisierten GTPasen konn-
te in dieser Arbeit ebenfalls eine C-terminale Prinylierung nachgewiesen werden. Eine bioche-
mische Besonderheit von EmRap2 scheint jedoch zu sein, dass dieses nicht zur Bindung von GTP
fahig ist, wie es fiir EmRas, EmRapl und EmRal gezeigt werden konnte, obwohl die Konsensusse-
quenzen der beteiligten Aminosduren in den Doménen G1, G3, G4 und G5 identisch konserviert
vorliegen (Abb. 39). Verantwortlich dafiir konnte ein, in EmRap2 zusitzlich vorhandener kurzer
Abschnitt von Aminosduren (EmRap2, AS 105-119) sein, der zu einer Konformationsénderung des
Proteins fithren und so zum Beispiel die Bindung des Guanidinrings iiber die Domine G4 oder die
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Stabilisierung der GTP/GDP-Bindung iiber die Domine G5 behindern konnte. In der Regel intera-
gieren Ras-GTPasen nur in GTP-gebundener Form mit Effektoren. Interessanterweise wurden in
Yeast-Two-Hybrid-Studien mit EmRaf, neben EmRas und EmRap1, auch Interaktionen mit Em-
Rap2 beobachtet. Wéhrend die Interaktionen zwischen EmRap2 und EmRaf sowie zwischen Em-
Ras und EmRaf sehr stark waren, konnte fiir EmRapl nur eine schwache Interaktion gemessen
werden, obwohl EmRap1 genau wie die zwei anderen GTPasen tiiber die flinf konservierten Ami-
nosdurereste innerhalb der Effektor-Doméne verfiigt, die fiir eine Interaktion mit Raf essentiell
sind. Die schwache Interaktion konnte durch eine starke intrinsische GTPase-Aktivitit von Em-
Rap1 oder durch eine Kreuzreaktion von EmRapl mit GAPs der Hefe, verursacht werden. Da Em-
Raf in Hefen sehr wahrscheinlich durch Hefe-GTPasen aktiviert wird, besteht zusétzlich die
Moglichkeit, dass EmRap1, aufgrund einer geringeren Affinitét, mit homologen Faktoren der Hefe
um die Bindungsstelle am Echinokokken-Raf konkurriert (zur Erkldrung: Nur aktives Raf kann
MKK binden [339]. In Yeast-Two-Hybrid-Experimenten konnte eine Interaktion zwischen EmRaf
und EmMKK nachgewiesen werden. Da keine Echinokokken-GTPasen anwesend waren muf3 Em-
Raf iiber Hefe-GTPasen aktiviert worden sein). Interaktionen dieser Art sind auch fiir humane Sys-
teme beschrieben, so konkurrieren z. B. Rapl und Rap2 um die Bindung an die gleichen Effektor-
molekiile, Rap2 bleibt aber wesentlich ldnger am Effektor gebunden und fiihrt dadurch zu einer
verlangsamten Signaliibertragung [231]. Da EmRas und EmRap1 C-terminal farnesyliert und daher
in der Zelle mit groBer Wahrscheinlichkeit an den gleichen Membranen lokalisiert sind, kdnnten
sie in E. multilocularis eine vergleichbare regulative Aufgabe {ibernehmen. Dafiir spricht auch,
dass sowohl EmRas als auch EmRapl {iiber spezifische Antikorper in den gleichen Gewebestruk-
turen des Parasiten lokalisiert wurde. Ob die GTPasen EmRas, EmRapl und EmRap2 in der Lage
sind, EmRaf zu aktivieren und welchen Einflu3 darauf die schwache Interaktion zwischen EmRap1
und EmRaf oder die fehlende GTP-Bindung von EmRap2 hat, kann weiter untersucht werden,
wenn ein Aktivitdtsassay fliir EmRaf etabliert ist.

In der Signalkette liegt Ral downstream von Ras und wird iiber GEFs reguliert, die direkt mit Ras
interagieren [307]. Da in E. multilocularis bisher keine Regulatoren oder downstream liegende
Effektoren fiir EmRal beschrieben sind, konnen weiterfithrende Studien erst nach der Identifikation
dieser Faktoren durchgefiihrt werden. Fiir andere Spezies konnten diese Faktoren iiber Yeast-Two-
Hybrid-Experimente und Co-Immunoprézipitationen isoliert werden [74, 113, 167, 212]. Daher
sollte iiber diese Methoden auch die Identifizierung der Ral-Interaktionspartner fiir E. multilocula-
ris moglich sein und neue Informationen der Ras/Ral-Signaltransduktion des Parasiten ermogli-
chen.

41.3 EmRaf

Raf-Proteine sind Serin/Threoninkinasen, die durch kleine GTPasen der Ras-Familie wie Ras und
Rap aktiviert werden und ihr Signal an MAP-Kinase-Kinasen (MKK/MEK) weiter geben [334].
EmRaf ist ein Raf-Kinase-Ortholog aus E. multilocularis, das zu allen bekannten Raf-Kinasen
hohe Sequenzhomologien zeigt und in dem alle funktionell wichtigen Reste an entsprechenden Po-
sitionen vorhanden sind. In der CR1-Doméne sind in Sdugetier-Raf-Kinasen die Ras-Bindungs-
Doméne (RBD) und die CRD-Doméne lokalisiert, iiber die Ras- und Rap-GTPasen an Raf binden
um dieses zu aktivieren [138, 71, 83, 147, 223]. Fiir eine Funktionalitdt der RBD von EmRaf spre-
chen Yeast-Two-Hybrid-Experimente, in welchen Interaktionen zwischen EmRaf und den drei
Ras-GTPasen EmRas, EmRap1 und EmRap2 von E. multilocularis nachgewiesen werden konnten.
Nicht geklért ist bis jetzt, ob und wie schnell EmRaf durch die drei GTPasen aktiviert wird. Da
EmRaf sehr wahrscheinlich mit GTPasen der Hefe kreuzreagiert, und dabei durch diese aktiviert
wird, konnte iiber ein Bacterial-Two-Hybrid-System der Nachweis einer Aktivierung von EmRaf
durch die GTPasen EmRas, EmRapl und EmRap2 erbracht werden.
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Als Teil eines Geriistkomplexes binden verschiedene 14-3-3-Proteine an Raf-Kinasen und
stabilisieren diese dabei in ihrer aktivierten oder inaktiven Form [178]. Das in dieser Arbeit identi-
fizierte Em14-3-3.2 interagierte nicht mit EmRaf, obwohl alle relevanten Aminosdurestrukturen
konserviert sind. Neben der Moglichkeit, das Em14-3-3.2 kein Interaktionspartner von EmRaf ist,
konnte eine fehlende Phosphorylierung von zwei regulativen Serinresten (Ser** und Ser®?') in Em-
Raf dafiir verantwortlich sein, dass keine Interaktion stattfand.

Raf-1 aktiviert MEK1 {iber die Phosphorylierung von zwei Serinresten in dessen Kinasedoméne
[8]. Fiir die Bindung von MEK1 an Raf-1 miissen in Raf-1 die Aminosduren Ser***Ser’**Tyr**-
Tyr**! vorhanden und das Ser**® sowie das Tyr**' phosphoryliert sein. Durch die Phosphorylierung
entstehen durch Konformationsidnderungen zwei MEK-Bindungsstellen. Die Bindung von MEK1
erfolgt auch, wenn die zwei Tyrosine Tyr*** und Tyr**' durch phosphomimetische Asparaginsduren
(Asp) ersetzt werden [339]. Da in Yeast-Two-Hybrid-Experimenten eine starke Interaktion zwi-
schen EmRaf und EmMKK-A beobachtet werden konnte, scheinen beide Faktoren Teil einer ge-
meinsamen Signalkaskade zu sein. Zusétzlich spricht diese Interaktion fiir eine Aktivierung von
EmRaf durch Hefe-Ras-GTPasen, da eine Bindung von MEK1 an Raf-1 nur erfolgt, wenn Ser**
phosphoryliert ist und diese Phosphorylierung Teil der Ras-vermittelten Aktivierung von Raf-1 ist
[339, 307]. Da fiir eine Bindung von MEK 1 an Raf-1 weiterhin die zwei Tyrosine Tyr**’und Phos-
pho-Tyr**! essentiell sind, jedoch durch phosphomimetische Aminosduren ersetzt werden kénnen
[339], kann davon ausgegangen werden, dass die bisher fiir Raf-Kinasen nicht beschriebene Se-
quenz Ser*’Ser*' Asp*?Lys** mit Lysin an Position Lys** in EmRaf funktionell aktiv ist.

Da EmRaf sowohl mit potentiellen Aktivatoren (EmRas, EmRapl, EmRap2) als auch mit einem
moglichen Effektor (EmMKK) interagiert, in den beiden Larvenstadien Metacestode und Protosco-
lex exprimiert wird und mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit das einzige Raf-Homolog aus E.
multilocularis ist, kann davon ausgegegangen werden, dass EmRaf in zentrale Wachstums- und
Entwicklungsprozesse eingebunden ist. Experimente fiir den Nachweis, dass EmRaf funktionell
aktiv ist und nachfolgende Effektoren wie EmMKK-A phosphorylieren kann, konnten angelehnt
an die Arbeit von Huang et al. [156] durchgefiihrt werden. Fiir die darin beschriebenen in vitro
Phosphorylierungsassays konnten rekombinant hergestelltes EmMKK-A und aus Hefen isoliertes
rekombinant exprimiertes EmRaf (aktiviert durch Hefe-Ras, EmRas, EmRapl oder Rap2) einge-
setzt werden, die funktionelle Aktivitit von EmRaf durch die Phosphorylierung von EmMKK-A
nachgewiesen werden.

41.4 EmMKK

Map-Kinase-Kinasen (MKK/MEK) sind dualspezifische Threonin/Tyrosin-Kinasen, die innerhalb
der MAP-Kinase-Kaskade von Raf aktiviert werden und in Antwort darauf MAP-Kinasen (ERK)
aktivieren [334]. In einem Vergleich mit einer Vielzahl verschiedener MKK-Faktoren unterschied-
licher Organismen zeigte EmMKK-A die hochsten Homologien zu den humanen MKK3- und
MKKG6-Faktoren. Zuséatzlich waren alle funktionell relevanten Aminosdurereste in EmMKK an
entsprechenden Stellen konserviert vorhanden. In der Isoform EmMKK-B, die durch alternatives
Spleifien entsteht, fehlte dagegen ein groBer Teil der Kinasedomine, inklusive der zwei Serinreste,
die fiir die Aktivierung nétig sind. Die, fiir die Kinaseaktivitét relevanten Aminoséurereste blieben
in EmMKK-B jedoch erhalten. Als Folge der Deletion konnte MKK-B eine verdnderte Aktivitat
zeigen, auf eine andere Art reguliert werden und mdéglicherweise auch andere Interaktionspartner
besitzen als EmMKK-A. Einen ersten Hinweis lieferten Yeast-Two-Hybrid-Interaktionsstudien, in
welchen EmRaf mit EmMKK-A interagierte, jedoch nicht mit EmMKK-B. Daher ist EnMKK-A
mit groler Wahrscheinlichkeit ein natiirlicher Interaktionspartner von EmRaf und damit Teil einer
gemeinsamen Signalkaskade. Da das Yeast-Two-Hybrid-System auch erfolgreich fiir Interaktions-
studien zwischen humanem ERK2 und MEKI1 eingesetzt wurde [262], wurde in weiteren Yeast-
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Two-Hybrid-Experiment eine mogliche Interaktion zwischen EmMKK-A/B und EmERK-A/B un-
tersucht. Da keine Interaktionen festgestellt werden konnten, ist es wenig wahrscheinlich, dass
EmMKK-A/B und EmERK-A/B einem gemeinsamen Signalweg angehdren. Da EmMKK-A die
hochsten Homologien zu humanem MKK3/6 zeigt, dass die humane p38-MAP-Kinase aktiviert
[91], konnte die p38-MAP-Kinase aus E. multilocularis (Emp38) ein Effektor fiir EmMKK-A/B
sein. Diese Fragestellung wird zur Zeit gemeinsam mit der Charakterisierung eines p38-MAP-
Kinase-Homologs aus E. multilocularis von Rocio Caballero im Rahmen ihrer medizinischen
Dissertation durchgefiihrt.

Wie bereits erwdhnt, wird das Echinokokken-spezifische emmkk in den beiden SpleiBformen
emmkk-A und dem verkiirzten emmkk-B exprimiert. Beide Spleilformen wurden in Metacestoden-
vesikeln aus einer in vitro und in Protoscolices aus einer in vivo Kultur nachgewiesen, woraus
folgt, dass emmkk-A und emmkk-B ubiquitir im Parasiten exprimiert werden und daher in grund-
legende Signaltransduktionsmechanismen eingebunden sein miissen. Da spezifische Antikorper
fehlen, konnte eine exakte Lokalisation im Parasitengewebe bisher nicht erfolgen. Mit genspezi-
fischen Sonden gegen den N-Terminus und die Kinasedoméne von emmkk wurden Southern-Blot-
Analysen durchgefiihrt, {iber die bestétigt wurde, dass emmkk als single copy Gen vorliegt. Dieses
Ergebnis iiberraschte, da filir andere Organismen, wie zum Beispiel Homo sapiens, eine ganze Rei-
he verschiedener MKKs bekannt sind, die Homologien von bis zu 80% identischer Aminosduren
aufweisen, wie z.B. zwischen MEK1 und MEK2. Die Homologien sind jedoch nicht durchweg so
hoch, zwischen MEK1 und MKKG®6 liegt sie nur bei 36% identischer Aminosiuren, daher ist die
Anwesenheit weiterer MKKs in E. multilocularis nicht nur wahrscheinlich sondern konnte mit der
Identifizierung eines EmMEK1-Homologs durch V. Gelmedin bestétigt werden [personliche Mit-
teilung].

41.5 EmERK

In Saugersystemen werden ERK1/2 (Extracellular Signal Regulated Kinase, MAPK) innerhalb
eines Dreikinasenmoduls von MEK1/2 (MKK) als Antwort auf verschiedene extrazelluldre Signa-
le, wie EGF, durch eine Phosphorylierung aktiviert und aktivieren dann eine Reihe verschiedener
Effektormolekiile im Cytoplasma oder dem Zellkern [334]. Da ERK nur durch dualspezifische
Phosphatasen dephosphoryliert werden kann, bleibt die Phosphorylierung haufig sehr lange be-
stehen und iiber phosphospezifische Antikorper nachweisbar. Da die Phosphorylierung von ERK
in direktem Zusammenhang mit extrazelluldren Signalen steht, kann liber Western-Blot-Expe-
rimente sehr einfach ein moglicher wachstums- oder entwicklungsrelevanter extrazelluldrer Stimu-
lus bestimmt werden. Die Zuordnung von emerk zur Familie der ERK-&dhnlichen MAP-Kinasen
(MAPK) erfolgte iiber einen Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz EmERK mit verschie-
denen MAP-Kinasen der ERK-, INK- und p38-MAP-Kinase-Familien, wobei sehr gro3e Homolo-
gien mit ERK-Vertretern aus C. elegans, Drosophila und des Menschen festgestellt wurden. Fiir
eine funktionelle Aktivitdt von EmERK spricht, dass alle fiir ERK-Faktoren charakteristischen Do-
miénen und funktionelle Aminosdurereste konserviert an den entsprechenden Stellen in EmERK
vorhanden sind.

In Saugetieren werden iiber 10 verschiedene ERK-MAP-Kinasen exprimiert, die untereinander
sehr hohe Homologien zeigen und wie im Fall von ERK1 und ERK2 sogar gleiche Interaktions-
partner besitzen, wie zum Beispiel die MAP-Kinase-Kinasen (MEK1/MEK?2) {iber die sie aktiviert
werden [358]. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Southern-Blot-Analysen zeigten dabei klar, dass
EmERK als single copy Gen vorliegt. Dieses Ergebnis stimmt mit der Situation andere Inverte-
braten, wie zum Beispiel C. elegans liberein, fiir den mit cempkl auch nur ein erk-Homolog be-
schrieben ist [22]. Ausgehend von nur einem emerk-Primértranskript erhoht sich in E. multilocula-
ris jedoch die Anzahl moglicherweise differentiell agierender ERK-Kinasen durch die Isolation
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drei verschiedener emerk-Varianten (emerk-A/B/C), die durch alternatives Spleiflen des neunten In-
trons unter Verwendung alternativer SpleiBBakzeptorstellen entstehen. Diese Art des alternativen
SpleiBens wurde fiir ERK1 auch schon in Sdugetieren beobachtet und fand an der gleichen Stelle
statt (in Intron 8, das dquivalent zu Intron 9 in emerk ist). Im Fall von Isoform ERK1b [353], die in
Ratten gefunden wurde und eine 26 AS-Insertion an dieser Stelle trédgt, stellte die Isoform ERK1c
aus H. sapiens [3] ein C-terminal verkiirztes Protein dar. Auch die Echinokokken-Isoformen
EmERK-B und EmERK-C sind C-terminal verkiirzt. Alle drei Spleiliformen von emerk sind in den
Larvenstadien Metacestode und Protoscolex, sowie in aktivierten Protoscolices nachweisbar.

Uber einen phospho-spezifischen ERK-Antikérper, der im Western-Blot nur das 42 kDa grofe
EmERK-A erkannte, konnte die Lokalisation von EmERK-A im Metacestoden auf Germinal-
schichtbereiche mit Kalziumkorperchen und beim Protoscolex in verstirktem Malle auf Bereiche
um die Saugndpfe und das Rostellum eingegrenzt werden. Im Einklang mit der Lokalisation von
doppelt phosphoryliertem ERK in den Zellkernen tierischer Zellen [348], steht auch die deutliche
Anfarbung der Zellkerne im Protoscolex und im Metacestoden. In Western-Blot -Analysen wurde
neben dem phosphospezifischen ERK-Antikorper ein Antikdrper eingesetzt, der am C-Terminus
von ERK-Faktoren bindet. Dabei konnte EmERK-A mit beiden Antikdrpern in den Larvenstadien
Metacestode und Protoscolex nachgewiesen werden, nicht jedoch die C-terminal trunkierten Iso-
formen EmERK-B und EmERK-C, welchen die Bindungsstelle fiir den ERK-spezifischen Antikor-
per fehlt. Interessanterweise konnte mit einem phosphospezifischen Antikorper, der das doppelt
phosphorylierte TEY-Motiv erkennt und damit den Nachweis von aktiviertem ERK ermdglicht,
auch nur EmERK-A nachgewiesen werden. Daher scheinen die Isoformen EmERK-B und
EmERK-C in den Larvenstadien nicht phosphoryliert zu werden. Fiir die Phosphorylierung von
EmERK-A konnte zudem gezeigt werden, dass sie eng mit der Proliferation und den wachstumsre-
levanten Umgebungsbedingungen des Parasiten zusammenhingt. Eine Phosphorylierung von
EmERK-A konnte dabei wihrend einer in vitro Kultivierung des Metacestoden unter idealen
Wachstumsbedingungen (Serum/Hepatocyten) und in vivo in infizierten Zwischenwirten beobach-
tet werden. Nach der Entfernung des Serums und der Hepatocyten, stellten die Metacestodenve-
sikel ihr Wachstum ein und starben innerhalb von 1-2 Wochen. Diese Bedingungen fiihrten schon
nach zwei Tagen zu einer deutlich reduzierten Phosphorylierung von EmERK-A, die nach der
Zugabe von Hepatocyten, Hepatocyten-konditioniertem Medium oder humanem EGF wieder an-
stieg. Die unterschiedliche Phosphorylierung von EmERK-A spiegelt dabei den Aktivierungsstatus
der ERK-Kaskade des Parasiten wieder und daher ist der Phosphorylierungsstatus von EmERK-A
ein geeigneter Marker fiir die Lebensfahigkeit, die Proliferation und das Wachstum des Parasiten,
sowohl in vivo als auch in vitro. Da eine verstirkte Phosphorylierung von EmERK auch beobachtet
werden konnte, wenn zu den Metacestodenvesikeln humanes Insulin oder humanes BMP2 gegeben
wurde [V. Gelmedin, personliche Mitteilung], konnte {liber die Messung des Phosphorylierungs-
grades von EmERK, neben dem EinfluB3 der Fiitterzellen und des Kulturmediums, erstmalig der
spezifische Einflull wirtseigener Wachstumsfaktoren auf E. multilocularis gezeigt werden.

Um eine Aktivitdit von EmERK-A experimentell zu bestitigen, wurde nach einem Protokoll, in
dem fiir MAP-Kinasen die in vitro Phosphorylierung von Myelin-Basic-Protein (MBP) be-
schrieben ist [190], mit rekombinant exprimiertem EmERK-A ein Aktivititsassay durchgefiihrt.
Da rekombinant exprimiertes EmMERK-A nur mit dem C-terminal-spezifischen Antikorper detek-
tiert werden konnte und demnach nicht wie es fiir p38-MAP-Kinasen beschrieben ist [190], in E.
coli phosphoryliert wird, wurde rekombinant exprimiertes EmERK-A fiir den Aktivititsassay mit
dem C-terminal-spezifischen Antikorper immunprézipitiert und in Echinokokkenlysat aktiviert. In
diesem Versuch konnte die funktionelle Aktivitit neben dem rekombinant exprimierten EmERK-A
auch fiir natives EmERK bestdtigt werden, dass entweder mit dem C-terminal-spezifischen oder
dem phosphospezifischen Antikorper aus Echinokokkenlysat immunprézipitiert wurde. Die
Etablierung dieses Aktivitdtsassays ist die Grundlage weiterer Versuche, in welchen zum Beispiel
der Einfluf3 verschiedener ERK-Inhibitoren getestet werden kann.
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Da in E. multilocularis mit EmMKK ein potentieller Aktivator von EmERK identifiziert werden
konnte, sollte iiber Yeast-Two-Hybrid-Experimente geklart werden, ob beide der gleichen Signal-
kaskade zugehoren. Obwohl Yeast-Two-Hybrid-Interaktionen zwischen MKK- und ERK-Faktoren
beschrieben sind [262], konnte dies fiir EnMKK-A/B und EmERK-A/B experimentell nicht besti-
tigt werden. Da in der Zwischenzeit jedoch ein weiterer MKK-Faktor aus E. multilocularis, mit
sehr hohen Homologien zum humanem, gut untersuchten, ERK-Aktivator MEK, isoliert werden
konnte [V. Gelmedin, personliche Mitteilung], besteht mit diesem die Moglichkeit, eine
funktionelle Verbindung zwischen EmRaf und EmERK herzustellen und damit die Faktoren der
ERK-Kaskade des Parasiten vollstindig zu erhalten.

4.2 in vitro Kultursysteme

4.2.1 Co-Kultur

Parasitidre Helminthen besitzen sehr komplexe Lebenszyklen und eine ausgeprigte Anpassung an
thre Wirte, so dass entsprechende Kulturbedingungen im Labor nur schwer nachgestellt werden
konnen. Fiir Studien zur molekularen Entwicklungsbiologie oder der Wirt-Parasit-Interaktion sind
in vitro Kultursysteme der Parasiten jedoch essentiell. Sie ermdglichen die Kultivierung des Para-
siten unter definierten Bedingungen, erlauben eine Beobachtung des Wachstums und der Diffe-
renzierung und bieten einen einfachen biochemischen und molekularbiologischen Zugang zum Pa-
rasiten unter Laborbedingungen. Die Entwicklung des Fuchsbandwurmes beinhaltet zum Beispiel
3 Larvenstadien und ist mit zwei Wirtswechseln verbunden. Der adulte Wurm lebt im Darm des
Fuchses und scheidet infektiose Eier (1. Larvenstadium: Oncosphére) aus, die mit dem Kot ins
Freie gelangen, wo sie oral von kleinen Nagern aufgenommen werden, deren Magen passieren und
nach einer Penetration des Darmepithels iiber Blut- und Lymphgefdfle in der Leber des Zwischen-
wirtes ankommen, wo sie sich zum Metacestoden (2. Larvenstadium) entwickeln. Fiir das potentiell
unsterbliche Metacestodenstadium des Fuchsbandwurmes wurde schon sehr frith ein geeignetes
Tiermodellsystem entwickelt, das die natiirliche Situation des Zwischenwirts und damit die al-
veoldre Echinokokkose sehr gut widerspiegelt. Dafiir wird Metacestodengewebe in das Peritoneum
eines Nagetiers (Maus, Gerbil) injiziert, wo es innerhalb weniger Wochen zu groflen Gewebeblo-
cken heranwéchst, in welchen sich dann Protoscolices ausdifferenzieren. Durch wiederholtes pas-
sagieren des Parasitengewebes in weitere Laborzwischenwirte kdnnen so grofe Mengen eines
Echinokokkenisolats gewonnen und dieses auch iiber viele Jahre erhalten werden. Ausgehend von
diesen in vivo Kulturen oder auch frischen Isolaten konnten zudem verschiedene in vitro Kultur-
systeme entwickelt werden, in welchen in serumhaltigem Medium entweder kleine, Metacestoden-
vesikel-abschniirende Gewebeblocke [145] kultiviert werden oder zerkleinertes Metacestodenge-
webe in Co-Kultur mit Hepatocyten zwischen zwei Lagen aus Kollagen wichst [169]. Beide Me-
thoden haben neben der geringen Ausbeute an Metacestodenvesikeln den Nachteil, dass sie mit
Wirtszellen oder Hepatocyten versetzt sind, die fliir das Wachstum der Echinokokken-Kulturen
essentielle Wachstumsfaktoren ins Medium abgeben [169]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch
das Weglassen der Kollagenschichten die Co-Kulturivierung von Metacestodenvesikeln mit Hepa-
tocyten in ihrer Handhabung stark vereinfacht und die Ausbeute an Metacestodenvesikeln extrem
gesteigert werden [355, 296]. Da die Metacestodenvesikel frei im Medium schwimmen, konnen sie
sehr einfach abgesiebt werden, wihrend die adhdrenten Fiitterzellen am Boden der Kulturflasche
verbleiben. Eine interessante Beobachtung war die Entwicklung von sterilen Adultstadien des
Fuchsbandwurmes wahrend der Kultivierung von Metacestodenvesikeln in Gegenwart verschie-
dener Fiitterzellen. Dabei entwickelten sich Protoscolices in Gegenwart von Hepatocyten (Ratten-
hepatocyten: RH™ oder humane Hepatocyten: HepG2) zu vesikuldren, metacestodenartigen Struk-
turen und in Gegenwart von Fibroblasten (Hep2) zu sterilen Adultstadien mit mehreren Proglotti-
den. Werden die Adultwiirmer anschlieBend wieder in Gegenwart von Hepatocyten kultiviert,
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bilden auch sie blasige Strukturen. Dieses Experiment zeigt deutlich, dass die Entwicklung des
Fuchsbandwurmes eng mit Faktoren des Wirts verbunden ist. Dabei scheint der Faktor, der fiir ein
metacestodenartiges Wachstum verantwortlich ist, nur von Hepatocyten ausgeschleust zu werden,
was mit der in vivo Situation iibereinstimmt, wo der Metacestode hauptsichlich in der Leber zu
finden ist. Inwieweit die Differenzierung des Adultstadiums mit ausgeschleusten Faktoren der
Fibroblasten oder dem Fehlen der Hepatocytenfaktoren zusammenhéngt, ist bisher noch nicht un-
tersucht. Da adulte Wiirmer unter natiirlichen Bedingungen im Darm des Fuchses innerhalb
weniger Wochen Oncosphéren ausbilden, dies jedoch wihrend der in vitro Kultur auch innerhalb
von 8§ Monaten nicht zu beobachten war, fehlt zu einer vollstindigen in vitro Nachstellung des
Lebenszyklusses von E. multilocularis nur noch der Trigger, der die Adultstadien zur Bildung von
Oncosphéren anregt, die sich wie von Gottstein et al. [129] beschrieben in vitro zu Metacestoden-
vesikeln differenzieren konnen.

4.2.2 axenisches Kultursystem

Fiir Untersuchungen zur Wirt-Parasit-Interaktion eignet sich das Co-Kultursystem jedoch nur be-
dingt, da die Interprétation der beobachteten Effekte dadurch erschwert wird, dass die zugege-
benen Faktoren (z.B. EGF, Insulin, verschiedene Inhibitoren) sowohl einen Einflu3 auf die Hepa-
tocyten als auch auf die Metacestodenvesikel haben konnen. Darum wurde in dieser Arbeit ein
axenisches Kultursystem fiir die Metacestodenvesikel entwickelt, in dem sie in Abwesenheit von
Fiitterzellen kultiviert werden konnen. In einer Reihe von Versuchsansdtzen wurden dafiir ver-
schiedene Kultur-Parameter variiert und das System auf ein mdglichst langes Uberleben der Me-
tacestodenvesikel optimiert (iiber 12 Wochen). Sehr schnell zeigte sich, dass fiir eine axenische
Kultivierung der Metacestodenvesikel reduzierende Bedingungen im Medium absolut essentiell
sind. Dies ldsst darauf schlieBen, dass der Parasit sehr sensitiv gegeniiber toxischen Sauerstoffme-
taboliten ist, die wihrend einer Kultur im Medium entstehen. Verwendet wurde entweder Dulbec-
cos Minimal Essential Medium ohne FCS (MEM), mit 10% FCS (dIMEM) oder konditioniertes
Medium (cMEM: dMEM in dem fiir 7 Tage RattenHepatocyten kultiviert wurden). Wahrend die
Metacestodenvesikel in MEM auch unter reduzierenden Bedingungen innerhalb weniger Tage
starben, iiberlebten in serumhaltigem dMEM nach 5 wochiger Kultur ~60% der eingesetzten Ve-
sikel, wuchsen jedoch nur in sehr geringem Umfang. Wurden die Vesikel dagegen in cMEM
kultiviert, iiberlebten 5 wochiger Kultur ~90% der eingesetzten Vesikel, wuchsen auf ein iiber 10
faches Volumen und begannen ab der 8. Kulturwoche mit der Ausdifferenzierung von Brutkapseln.
Die zeigt deutlich, dass fiir das Wachstum und die Entwicklung von E. multilocularis neben
Wirtsserum auch Wachstumsfaktoren notwendig sind, die von teilungsaktiven Hepatozyten sekre-
tiert werden. Interessanterweise hat die Art der Herstellung des konditionierten Mediums einen
Einflul auf die Parasitenentwicklung. Wihrend konditioniertes Medium von konfluent ge-
wachsenen Hepatocyten das Wachstum der Metacestodenvesikel nur bedingt unterstiitzt, kann ein
sehr gutes Wachstum in Medium erzielt werden, in welchem frisch trypsinierte Hepatocyten fiir 3-
7 Tage kultiviert wurden. Entsprechendes kann auch wihrend der Ko-Kultivierung des Parasiten
beobachtet werden, in der die Entwicklung des Parasiten optimal verlduft, wenn bei jedem Me-
dienwechsel (1-2x pro Woche) frisch trypsinierte Hepatocyten zugegeben werden. Abhdngig war
das Wachstum auch vom pH-Wert (pH 5/6 wenig Wachstum, pH7 optimales Wachstum, pH 8/9
wenig Wachstum und Absterben der Vesikel) und als Folge der Ansduerung des Mediums durch
die Metacestodenvesikel wihrend des Wachstums, auch von der Haufigkeit des Medienwechsels
(Optimum: 3x wochentlich fiir cMEM, 1x wochentlich fiir AIMEM). Ein weiterer entscheidender
Faktor war die Wahl der eingesetzten Metacestodenvesikel, deren Entwicklungsstand einen
Einflul auf die Parasitenentwicklung hat, sowie deren Gewdhnung an die axenischen Kulturbe-
dingungen. Wihrend der 1-2 wochigen Umgewohnungsphase, in der auch die Hepathozyten ent-
fernt wurden, iiberlebten nach Zugabe von 40uM Insulin anndhernd 100% der Vesikel (ohne Insu-
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lin bis zu 80%) und in den darauf folgenden Versuchen konnte das beste Wachstum und Uberleben
bei Vesikeln beobachtet werden, die zu Beginn mindestens 60ul Volumen besallen und noch keine
Brutkapseln enthielten. Vor allem sehr junge und damit deutlich kleinere Vesikel starben iiberpro-
portional oft und &ltere Vesikel die schon Brutkapseln enthielten wuchsen nur noch in sehr
geringem Umfang. Zusammengefasst benodtigen die Metacestodenvesikel flir ein axenisches
Wachstum reduzierende Bedingungen in einem konditionierten, pH-neutralen und serumhaltigen
Medium. Nach der Etablierung und Optimierung des Systems wurden verschiedene Wachstums-
versuche durchgefiihrt, die einen Einblick in die Wirt-Parasit-Interaktion erlauben.

Im natiilichen Zwischenwirt, aber auch infizierten Menschen, wéichst der Metacestode bevorzugt in
der Leber. Auch in Wachstumsversuchen, in welchen Medien eingesetzt wurden, die mit verschie-
denen Zelllinien konditioniert wurden, wurde die groBte Vesikelzunahme in dem Medium beob-
achtet, das mit Hepatocyten (RH") konditioniert wurde. Ein geringeres Wachstum konnte aber auch
in Medien beobachtet werden, die mit anderen Zelllinien konditioniert wurden. Nur in Medium,
dass mit der makrophagen-dhnlichen Zelllinie U937 konditioniert wurde, wuchsen die Vesikel
nicht. Interessanterweise konnte auch kein Wachstum der Metacestodenvesikel beobachtet werden,
wenn MEM oder dAMEM mit 10% Hepatocytenlysat eingesetzt wurde, was stark darauf hin deutet,
dass die Wachstumsfaktoren von den Fiitterzellen ins Medium sezerniert werden und nicht aus
dem Cytoplasma lysierter Zellen stammen. Da ein Wachstum der Metacestodenvesikel in kon-
ditioniertem Medium verschiedenern Zelllinien beobachtet wurde, konnte die Sekretion der wachs-
tumsstimulierenden Faktoren entweder eine weitverbreitete Eigenschaft von Sdugerzellen sein
oder alternativ ein besonderes Charakteristikum immortaler Zelllinien darstellen.

4.2.3 EinfluB von Wachstumsfaktoren auf Metacestodenvesikel

Im Zusammenhang mit der Wirt-Parasit-Interaktion bietet sich eine besonders interessante
Anwendungsmoglichkeit des axenischen Kultursystems durch den Einsatz wirtseigener Wachs-
tumsfaktoren wie zum Beispiel Insulin, EGF, oder BMP2. Diese Faktoren und deren zugehdrige
Signalkaskaden sind in Sdugersystemen entscheidend an Wachstums- und Entwicklungsprozessen
beteiligt [306, 334, 226]. Da E. multilocularis in unmittelbarem Kontakt mit dem endokrinen Sys-
tem seines Wirtes lebt und zusidtzlich hoch homologe Signalkomponenten dieser Systeme
exprimiert, wurden im axenischen Kultursystem unter anderem die oben genannten Zytokine ein-
gesetzt und deren EinfluB auf das Wachstum und das Uberleben der Metacestodenvesikel beobach-
tet. Schon nach 5 wochiger Kultivierung konnten dabei deutliche Effekte festgestellt werden. Inter-
essant war auch hier, dass sich der Einflul der jeweils verwendeten Zytokine auf die Parasiten-
entwicklung zum Teil deutlich unterschied, je nach dem wie alt und entwickelt die Metacestoden-
vesikel zu Beginn des Versuchs waren oder wie das eingesetzte Medium konditioniert wurde. Ein-
gesetzt wurden entweder junge, klar durchscheinende oder éltere, in ihrer Entwicklung weiter fort-
geschrittene und leicht triib erscheinende Metacestodenvesikel ohne Brutkapseln. Die mit Aus-
nahme einiger BMP2-Versuche reproduzierbaren Daten, wurden nach Zugabe der Zytokine in
dMEM (MEM+FCS), cMEM (dMEM, 7 Tage mit 1x10° frisch trypsinierten Hepatocyten kon-
ditioniert) und ¢cMEM-B2 (dMEM, 3 Tage mit 2x107 frisch trypsinierten Hepatocyten kon-
ditioniert) durchgefiihrt. Ohne die Zugabe von Zytokinen iiberleben nach einer 5 wochigen
Kultivierung unter axenischen Bedingungen etwa 60% der eingesetzten Metacestodenvesikel in
dMEM, wihrend in cMEM etwa 90% und in cMEM-B2 100% tiberleben. Innerhalb des Versuchs-
zeitraumes wachsen die Metacestodenvesikel in AMEM auf ein 2-4 faches, in cMEM auf ein tiber
10 faches und in cMEM-B2 auch nur auf ein 2-4 faches Volumen heran. daraus ergeben sich die
drei Bedingungen, auf die sich die folgenden Versuche beziehen: dAMEM, geringes Wachstum,
geringe Uberlebensrate, keine Hepathozytenfaktoren, cMEM optimales Wachstum, hohe Uber-
lebensrate und cMEM-B2 geringes Wachstum, sehr hohe Uberlebensrate.
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Von den eingesetzten Faktoren EGF, Insulin und BMP2 zeigte Insulin die deutlichsten Effekte.
Besonders auffillig war die protektive Wirkung von Insulin auf Metacestodenvesikel, die in
dMEM kultiviert wurden. Wéhrend ohne Insulinzugabe nur 60% der Vesikel iiberlebten, waren es
in den Insulinansétzen iiber 80% der Vesikel. Zusitzlich erreichten die Vesikel mit Insulin ein
etwa 40% groferes Volumen als ohne. In cMEM erfolgte nach Zugabe von Insulin dagegen eine
langsamere Volumenzunahme der Vesikel, die am Ende dann ein etwa 30% geringeres Endvolu-
men aufwiesen als die Vesikel, die ohne Insulin kultiviert wurden. In cMEM-B2 bewirkte die
Zugabe von Insulin dagegen ein 40% bis 60% hoheres Endvolumen der Vesikel und bewies damit
eine deutliche wachstumssteigernde Wirkung von Insulin. Ein weiterer sehr interessanter Effekt
von Insulin war das Ausbleiben der Brutkapselbildung wahrend einer Kultivierung von jungen
Metacestodenvesikeln in cMEM. Wurden Vesikel eingesetzt, die schon Brutkapseln enthielten,
entwickelten sich die Brutkapseln in Gegenwart von Insulin nur sehr langsam weiter, dafiir
wuchsen die Vesikel deutlich schneller als die in den insulinfreien Kontrollen. Auch fiir EGF
konnten Effekte auf das Wachstum der Metacestodenvesikel beobachtet werden, jedoch in deutlich
geringerem Auflmaf als fiir Insulin. Wurde EGF zugegeben, konnte in cMEM ein etwa 10%
geringeres Wachstum der Metacestodenvesikel beobachtet werden, wahrend in dAMEM keine Un-
terschiede auftraten. Das deutet darauf hin, dass EGF fiir ein Wachstum der Metacestodenvesikel
allein nicht ausreicht und ein zusitzlicher sezernierter Faktor der Hepatocyten benétigt wird. In
cMEM-B?2 fiihrte EGF dagegen zu einer 30%-igen Volumenzunahme der Vesikel, was fiir EGF
einen wachstumsfordernden Effekt belegt. In keinem der durchgefiihrten Experimente hatte EGF
einen Effekt auf das Uberleben der Metacestodenvesikel.

In cMEM-B2 konnte fiir EGF und Insulin ein wachstumsfordernder Effekt nachgewiesen werden,
der die These einer Kreuz-Kommunikation zwischen Wirt und Parasit untermauert. Wahrend Insu-
lin einen allgemeinen wachstumsfordernden Effekt zeigt, reicht fiir ein Wachstum der Me-
tacestodenvesikel EGF allein nicht aus. Dafiir, dass neben Insulin und EGF noch weitere Faktoren
eine wichtige Rolle spielen sprechen die Ergebnisse der Wachstumsversuche in cMEM, in welchen
die Zugabe von EGF und Insulin eine geringere Volumenzunahme der Metacestodenvesikel be-
wirkte. Der EinfluB der beiden Zytokine auf E. multilocularis konnte auch iiber molekularbiolo-
gische Methoden bestétigt werden. EGF und Insulin werden iiber Tyrosin-Kinaserezeptoren
sensiert und leiten das Signal iiber eine MAP-Kinase-Kaskade in die Zelle. Am Ende dieser Kaska-
de befindet sich ERK, das in Antwort auf eine Stimulation mit EGF und Insulin phosphoryliert
wird. Uber Western-Blot-Analysen konnte in Metacestodenvesikeln, die in Gegenwart von EGF
oder Insulin kultiviert wurden eine deutlich stirkere Phosphorylierung von EmERK, dem ERK-
Homolog von E. multilocularis, nachgewiesen werden. Zusitzlich konnte auch der Einbau von
Bromdesoxy-Uridin (BrdU) in die DNA des Parasiten nachgewiesen werden [V. Gelmedin,
personliche Mitteilung], was ein Zeichen fiir Wachstum und Zellteilung ist.

Das dritte Zytokin, dessen Einflufl auf das Wachstum des Parasiten im axenischen Kultursystem
untersucht wurde, war BMP2. Wihrend fiir EGF und Insulin Bedingungen gefunden wurden, die
reproduzierbar das Wachstum verschiedener Metacestodenvesikel unabhéngig von deren Entwick-
lungsstand beeinflussten, konnten fiir BMP2 solche Bedingungen nicht bestétigt werden. Sowohl
in dMEM als auch in cMEM wuchsen die eingesetzten Vesikel mit BMP2 gleich, besser oder
schlechter. Die Aufschliisselung dieser Ergebnisse war nicht moglich, da jeweils nur eine Sorte
Metacestodenvesikel eingesetzt wurde. In einem Versuchsansatz wurden jedoch parallell sehr
junge und etwas dltere Metacestodenvesikel, jeweils ohne Brutkapseln, in Gegenwart von BMP2
kultiviert. Wahrend BMP2 in cMEM-B2 keinen Einflul auf die jungen Vesikel zeigte lag das End-
volumen der dlteren Vesikel 60% unter dem der Vesikel, die ohne BMP2 kultiviert wurden. Zu-
sdtzlich enthielten die mit BMP2 kultivierten Metacestodenvesikel erste Brutkapseln, die in den
Kontrollvesikeln nicht vorhanden waren. Die deutlich reduzierte Volumenzunahme der élteren Ve-
sikel kann durch die Beobachtung, dass Metacestodenvesikel die Brutkapseln bilden, ihr Wachs-
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tum stark einschrinken, erklart werden. Die BMP2-Effekte konnten somit eher in der Stimulation
der Differenzierung als einer Stimulation des Wachstums liegen.

Zusammengenommen zeigten diese Arbeiten, dass sich das axenische in vitro Kultursystem sehr
gut eignet, um Effekte von Wirtsfaktoren auf die Entwicklung von E. multilocularis zu untersu-
chen.

4.2.4 Ubertragung der Brutkapselbildung in Metacestodenvesikeln

Im Lebenszyklus des Fuchsbandwurmes leitet die Bildung von Brutkapseln im Metacestoden (2.
Larvenstadium) die Differenzierung von Protoscolices (3. Larvenstadium) ein, wobei bisher noch
nicht bekannt ist, welche Signale diese Differenzierung auslosen. Im zeitlichen Verlauf einer in vi-
tro Kultur von Metacestodenvesikeln konnte beobachtet werden, dass ausgehend von einigen Brut-
kapseltragenden Vesikeln innerhalb weniger Wochen alle Vesikel der Kultur Brutkapseln ent-
hielten. Das legt den Verdacht nahe, dass die Bildung der Brutkapseln ein gesteuerter Prozess ist,
der zu einer zeitgleichen Brutkapselbildung in den Metacestodenvesikeln fiihrt.

Das initiierende Signal fiir die Brutkapselbildung muf3 in Medium (¢cMEM), das mit Hepatocyten
konditioniert wurde 16slich vorhanden sein, da axenisch kultivierte Metacestodenvesikel, die da-
durch nicht mit den Hepatocyten interagieren konnten, Brutkapseln bildeten. Dieser Faktor ist kél-
telabil, da die Brutkapselbildung in frischem konditioniertem Medium deutlich schneller einsetzte
als in zuvor bei -20°C gelagertem Medium. Verschiedene Experimente sprechen dafiir, dass ein
weiterer Faktor existiert, der die Brutkapselbildung auslost und von brutkapseltragenden Me-
tacestodenvesikeln ausgeschleust wird. Dafiir wurde das Medium (cMEM-kon) einer Co-Kultur, in
der brutkapseltragende Metacestodenvesikel gemeinsam mit Hepatocyten kultiviert wurden, auf
axenisch kultivierte Metacestodenvesikel iibertragen, die noch keine Brutkapseln enthielten. Diese
Vesikel bildeten deutlich schneller Brutkapseln als die Vesikel der Kontrolle, die in normalem
cMEM kultiviert wurden. Ausschlaggebend fiir die Annahme, dass ein zweiter Faktor existiert, ist
die Beobachtung, dass eine rasche Brutkapselbildung einsetzte, obwohl das Medium (cMEM-kon)
vorher bei -20°C gelagert wurde. Dementsprechend muf} es sich um einen kéltestabilen Faktor der
Echinokokken handeln. Es konnte aber auch sein, dass wihrend der Co-Kultivierung von brutkap-
seltragenden Metacestodenvesikeln mit Hepatocyten, so viel des kéltelabilen Hepatocytenfaktors
sezerniert wird, dass ausreichend viele funktionell aktive Molekiile die Lagerung bei -20°C {iiber-
stehen. Fiir die Klarung dieser Frage konnte ein weiteres Experiment beitragen. Wenn dabei der
Uberstand axenisch kultivierter, brutkapseltragender Metacestodenvesikel eine Brutkapselbildung
in brutkapselfreien Vesikeln ausldst, kann eindeutig auf einen sezernierten brutkapselbildungsaus-
losenden Faktor der Echinokokken geschlossen werden und da fiir humanes BMP2 ein positiver
Effekt auf die Brutkapselbildung beobachtet wurde, besteht die Moglichkeit, dass das in E. multi-
locularis gefundene BMP-Homolog (EmBMP1) diesem sekretierten Faktor entspricht.

Fest steht, dass die Ubertragung der Brutkapselbildung von brutkapseltragenden auf brutkap-
selfreie Metacestodenvesikel moglich ist und die Autkldarung der beteiligten Signalkomponenten,
die dazu fithren von groBem entwicklungsbiologischem Interesse sind.

4.2.5 Kultivierung von Echinokokken-Primarzellen

Die Herstellung und die Langzeitkultivierung primérer oder immortaler Zelllinien parasitirer Hel-
minthen stellte bislang ein ungeldstes Problem dar. Im Fall von E. multilocularis scheiterten friihe-
re Zellkultur-Versuche daran, dass co-kultivierte Wirtszellen, wie Hepatocyten oder Fibroblasten,
die Zellen des Parasiten iiberwucherten. Da durch die axenische Kultivierung von Metacestoden-
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vesikeln Echinokokken-Material zur Verfligung stand, dass frei von Wirtszellen war, konnten neue
Versuche unternommen werden, Echinokokken-Primérzellen zu isolieren und zu kultivieren. Dafiir
wurden axenisch kultivierte Metacestodenvesikel mechanisch zerstort, mit Trypsin verdaut und die
Zellen durch eine Siebung iiber ein 30um Netz von den groben Vesikelbestandteilen getrennt. In
Hydatidenfliissigkeit axenisch gewachsener Metacestodenvesikel oder in einem Transwellsystem
gemeinsam mit Hepatocyten kultiviert, iiberlebten die so gewonnenen Einzelzellen bis zu 16 Wo-
chen, vermehrten sich und proliferierten. Dabei bildeten die Zellen nach wenigen Tagen globulire
Gewebeaggregate, die innerhalb von 2-3 Wochen stark an Volumen zunahmen und sich schlie8lich
in groBen Gewebekomplexen vereinigten. In und an diesen Komplexen bildeten sich verschiedene
Vesikel. Innerhalb der Gewebekomplexe entstanden von Zellen umgebene Hohlrdume, in welchen
sich wiederum Zellstrukturen entwickelten. Diese Strukturen wurden erst nach dem Absterben der
Kultur sichtbar und kénnen daher nicht exakt zugeornet werden. Threm Erscheinungsbild entspra-
chen sie aber weit entwickelten Brutkapseln. Am Rand der Gewebekomplexe bildeten sich kleine,
nicht von Zellen umschlossene Vesikel, die morphologisch sehr jungen Metacestodenvesikeln gli-
chen. Einige dieser Vesikel 16sten sich von den Gewebekomplexen und schwammen frei im Medi-
um. Eine weitere Kultivierung dieser Vesikel gelang bisher noch nicht. Der Grund dafiir liegt
wahrscheinlich an 16slichen, wachstumshemmenden Faktoren, die von dem Primérzell-Gewebe
ausgeschleust werden. Dafiir spricht ein TransWell-Experiment, in dem Hepatozyten (RH") ge-
meinsam mit frisch passiertem Echinokokkenmaterial in einen TransWell-Einsatz gegeben wurden
und entweder in Anwesenheit oder in Abwesenheit der vesikeltragenden Primirzellgewebe
kultiviert wurden. Dabei konnte eine Entwicklung von Metacestodenvesikeln, wie sie fiir Co-
Kultursysteme beschrieben ist, nur in den Ansédtzen beobachtet werden, die in Abwesenheit von
vesikeltragendem Primérzellgewebe kultiviert wurden. In weiterfiihrenden Experimenten konnten
die kleinen Metacestodenvesikel von dem Primérzellgewebe getrennt werden und in einem Trans-
wellsystem in Gegenwart von Fiitterzellen zu kultivieren. Sollte das gelingen, besteht in Ver-
bindung mit stabil transfizierten Einzelzellen die Moglichkeit vollstindig transgene Echinokokken
herzustellen.

Bislang konnte noch nicht geklart werden, ob diese in vitro Generierung von Metacestodenve-
sikeln dem Prozess entspricht, der bei einer natiirlichen Infektion von der Oncosphédre zum Me-
tacestoden fiihrt oder ob es eher die Vesikelneubildung reflektiert, die in Verbindung mit der gut
dokumentierten ,,Metastasierung™ von E. multilocularis bei einer bestehenden Infektion zu-
sammenhéngt. Da im axenischen Kultursystem bisher stets der Einflul von Wirtsfaktoren auf be-
reits bestehende Metacestodenvesikel untersucht wurde, bietet sich dieses Kultursystem an, auch
den Einflu} des Wirts auf die Neubildung des Metacestoden zu untersuchen.

4.2.6 Genetische Manipulation von E. multilocularis

Die genetische Manipulation parasitirer Helminthen ist zur Zeit noch nicht sehr weit fortge-
schritten. Wahrend flir Trematoden und Nematoden erste Erfolge erzielt wurden (ballistischer
Gentransfer, RNAi [2, 177, 291), ist fiir Cestoden bisher noch keine Methode fiir eine genetische
Manipulation beschrieben. Fiir eine ausfiihrliche molekularbiologische und biochemische Charak-
terisierungen eines Organismus ist dessen genetische Manipulierbarkeit jedoch von grolem Vor-
teil, da nicht auf heterologe Systeme (z.B. Sdugerexptressionssysteme) ausgewichen werden mul,
die die tatsdchliche in vivo Situation nicht wiederspiegeln konnen.

Um eine Methode zu finden, mit der sich E. multilocularis genetisch manipulieren lisst, wurden
drei verschiedene Ansétze gewihlt. Eingesetzt wurden chemische Transfektionsmethoden, die eine
transiente Proteinexpression ermdglichen, retrovirale Triagersysteme, iiber die ein Gen stabil in das
Chromosom integriert werden kann und eine Infektion mit Listerien. Dabei konnte durch eine che-
mische Transfektion erstmals eine erfolgreiche genetische Manipulation fir E. multilocularis
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demonstriert werden. Auch unter Verwendung des retroviralen Systems konnte rekombinant
exprimiertes Protein nachgewiesen werden, jedoch in geringer Menge. Um die Ausbeute an re-
kombinant exprimiertem Protein zu steigern sind jetzt noch Optimierungen beider Systeme not-
wendig. Dabei steht vor allem der Nachweis und die Optimierung einer stabilen genomischen In-
tegration zusétzlicher Fremdgene in E. multilocularis im Vordergrund. Ausgehend von stabil trans-
fizierten Primérzellen, besteht dann die Moglichkeit iiber die Bildung von Metacestodenvesikeln in
einer Primérzell-Kultur, transgene Echinokokken zu erhalten.

Uber die Infektion von Echinokokken mit Listeria monocytogenes besteht eine weitere Moglich-
keit, genetisches Material, aber auch Protein-Faktoren in Echinokokkenzellen zu schleusen. Fiir
den Nachweis, dass Echinokokken mit Listerien infiziert werden konnen, wurden bisher nur Liste-
rien verwendet, die ein GFP-Reporterkonstrukt enthielten. Da die Infektion erfolgreich verlief,
konnen jetzt weitere Konstrukte hergestellt und eingesetzt werden. Ahnlich wie bei den oben be-
schriebenen Methoden, war jedoch auch hier die Infektionsrate sehr gering und bedarf daher wei-
terer Optimierungen.

Zusammengefasst konnten in ersten vielversprechenden Experimenten verschiedene Moglichkei-
ten fiir eine genetische Manipulation von E. multilocularis gezeigt werden, die jetzt noch optimiert
werden miissen. Durch verschiedene Vorteile die das Echinokokken-Modell bietet, wie die leicht
durchzufiihrende und ergiebige in vitro Kultivierung oder die Moglichkeit, Echinokokken-
Primérzellen iiber einen langen Zeitraum zu kultivieren, ist zu erwarten dass in naher Zukunft ent-
scheidende Fortschritte in der Anwendung dieser Methoden, auch in Bezug auf die Herstellung
transgener Echinokokken erzielt werden.
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5.1 Material

5.1.1 Gerate

Brutschrinke (Heaeus, Hanau)

DNA-Gelelektrophoresekammer (BioRad, Miinchen)
Gel-Dokumemtationssystem MidiDOC (Herolab, Wiesloch)

Heizblock, DB-3 (Techne, Cambridge, UK)

Protein-Gelkammern, Minigel-Twin (Biometra, Gottingen)
Schiittelinkubatoren, G25 (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA)
Sequenziergerit, ABI Prism™ Sequencer 377 (Perkin Elmer, Weiterstadt)
Spannungsgerite: Power Pack P25 und P24 (Biometra, Gottingen)
Spektrophotometer U-2000 (Hitachi, NY, USA)

Thermocycler: Trio-Thermoblock™ (Biometra, Géttingen)
Uberkopfschiittler (Renner GmBH, Dannstadt)

Ultraschallgerit: Sonifier®II Desintegrator Modell 250 (Branson, Danburg)
Ultra-Turrax T25 (Janke&Kunkel/IKA Labortechnik)

Western-Blotgerit (Phase, Liibeck)

Kiihlzentrifuge RC-5B (Heraeus, Hanau)

5.1.2 Verbrauchsmaterial

Blotting-Papier (Schleicher&Schiill, Dassel)

positiv geladene Nylonmembran porablot NY plus (Macherey&Nagel, Diiren)
0,5 — 2,0 ml ReaktionsgefaBe (Sarstedt, Niimbrecht)

15ml sterile Rohrchen (Greiner, Niirtingen)

50 ml ZentrifugengefiaB3e (Falcon, Heidelberg)

Rontgenfilm Hyperfim™-MP (Amersham, Braunschweig)

Spritzen und Kaniilen, steril (Braun Melsungen AG, Melsungen)

Sterilfilter, 150 ml Bottle Top Filter, 0,45 um (Nalgene, NY)

15 und 50 ml Quickseal ™ ZentrifugengefiBe 25x89 mm (Beckman, Miinchen)
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5.1.3 Enzyme, Reaktionskits und zusatzliche Chemikalien

Agarose NEEO

Aminoséduren, Antibiotika (Sigma, Deisenhofen)

Benchmark "™ Prestainded Protein Ladder (Life Technologies)

dNTPs lyophylisiert (Roth, Heidelberg)

ECL Chemiluminescence Kit (Amersham Buchler, Braunschweig)

High Fidelity Expand PCR Kit (Roche)

Matchmaker Two Hybrid System 3 (Clontech, Heidelberg)
Agar-Agar, Bacto-Peptonr, Hefeextrakt, Glucose, Yeast Nitrogen Base ohne Aminosduren
(Difco Laboratories, Augsburg)

PBS Dulbecco ohne Ca?"/Mg**

PCR-Scipt™ Cam Cloning Kit
Pfu Turbo Polymerase (Stratagene)
Pierce BCA Protein Assay
Qiagen Plasmid Midi Kit, QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick PCR Purification Kit, QIAgen
Gelextraction Kit,
Restriktionsenzyme, DNA modifizierende Enzyme und T4 DNA Ligase (New England
Biolabs (NEB) Schwalbach)
Titan One Tube RT-PCR System (Roche)

TOPO-TA Cloning®KIT (Invitrogen, Groningen, Nieerlande)

Alle Puffer und Losungen wurden mit einmal destilliertem Wasser angesetzt und anschlieBend
entweder autoklaviert oder steril filtriert. Fiir die enzymatischen Reaktionen wurde autoklaviertes,
doppelt destilliertes Wasser verwendet. Bei Arbeiten mit RNA wurde RNase freies Wasser
verwendet.
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5.2 Arbeiten mit Nucleinsauren

5.2.1 Bestimmung der Nucleinsaurekonzentration

* Photometrische Konzentrationsbestimmung (Gene Quant pro):

Die Nucleinsdure wird 1: 25 mit dH*O gemischt und im Photometer gegen einen Nullwert ge-
messen. Fiir DNA oder RNA wird das jeweilige vorinstallierte Programm gewihlt.

» Agarosegel-Konzentrationsbestimmung

Die unterschiedlichen Banden der Marker, z.B. SmartLadder (Eurogentec), enthalten eine de-
finierte Menge DNA oder RNA. Durch einen Vergleich der Stdrke und der Leucht-Intensitédt der
Banden unter UV-Licht, nach Anfiarbung mit Ethidium-Bromid, kann die Konzentration be-
stimmt werden.

5.3 Arbeiten mit RNA

5.3.1 Isolierung von RNA

Fiir die Aufreinigung kleiner Mengen an Gesamt - RNA wird der RNeasy Mini Kit (Qiagen) und
fiir die Isolation von A" mRNA der Oligotex mRNA Kit von Qiagen nach den Angaben des Her-
stellers verwendet. Grofle Mengen an Gesamt-RNA konnen iiber die folgende Methode erhalten
werden. Die mRNA kann anschlieBend mit dem Oligotex-Kit (Qiagen) aus der Gesamt-RNA ge-
wonnen werden.

Echinokokken Material wird durch ein Teesieb passiert und anschlieBend bei 1000 g zentrifugiert.
das Pellet wird in 5 vol Guanidin-Thiocyanat-Homogenisierungspuffer (4 M Guanidin-Thiocyanat;
0.1 M Tris, pH 7.5; 1% B-Mercaptoethanol) aufgenommen und anschlieend gut homogenisiert um
die chromosomale DNA zu zerkleinern (mehrmaliges Einsaugen und Ausstof3en mit einer Spritze
durch eine 23 gauge Nadel bis die Priparation nicht mehr viskos ist. Natiirlich sind auch andere
Arten der Homogenisierung moglich.). Nach Zugabe von 0.5% Lauryl-Sarcosin (sodium lauryl
sarcosinate) wird das Homogenisat 10' bei 5000 g zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches
Rohrchen iiberfiihrt. Wie in der folgenden Tabelle beschrieben werden Ultrazentrifugenréhrchen
zu etwa 2/3 mit CsCI/EDTA (5.7 M CsCl; 0.01 M EDTA, pH 7.5; DEPC behandelt) befiillt und
sehr vorsichtig mit dem Uberstand des Homogenisats iiberschichtet. Die Réhrchen werden an der
Stelle des Bodens, an dem das Pellet erwartet wird mit einem Stift markiert, mit Guanidin-Thio-
cyanat-Homogenisierungspuffer austariert und bei 20°C zentrifugiert.

Rotor Homogenisat (ml) CsCI/EDTA (ml) |Zeit (h) rpm

SW60 1.2 3.1 12 40.000
SW41 3.5 9.7 24 32.000
SW28 12.0 26.5 24 25.000

Nach der Zentrifugation werden die Rohrchen vorsichtig aus dem Rotor genommen und etwa 0.5
cm liber dem Boden markiert. Mit einer Pipette wird alles oberhalb dieser Markierung vorsichtig
abgenommen. Dieser Teil des Gradienten enthédlt die als weile Bande sichtbare chromosomale
DNA. Mit einer frischen Pipette wird dann die Fliissigkeit unterhalb der Markierung entfernt (Auf
das RNA-Pellet achten). Mit einem glilhenden Skalpell wird der Boden des Rohrchens abge-
schnitten und die restliche Fliissigkeit abpipettiert. Der Boden des Réhrchens incl. RNA wird mit
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70% Ethanol gewaschen und das Pellet dann an der Luft getrocknet. Mit 100 pl bis 1 ml TE/SDS
(10 mM TE, pH 7.6; 0.1% SDS) wird das Pellet gelost und die RNA in ein Eppi iiberfiihrt. Der
Boden wird nochmals mit 25 ul TE (10 mM, pH 7.6) gespiilt und auch ins Eppi gegeben
(schwerlosliche RNA-Pellets 2 mal einfrieren und dann auf 45°C erhitzen). Die RNA wird jetzt
aus der RNA Losung durch Zugabe von 30 pl 3 M Natriumacetat (pH 5.2), sowie 0.9 ml Ethanol
fiir mindestens 30 min bei 0°C gefillt. Die prazipitierte RNA wird fiir 10 min bei 4°C und 12.000 g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet nach einem Waschschritt mit 70% Ethanol
an der Luft getrocknet. Dann wird die RNA in wenig Wasser geldst, mit 3 vol Ethanol gemischt,
aliquotiert und bei -70°C gelagert.

Um die RNA einsetzen zu konnen, wird 3 M Natriumacetat (pH 5.2) bis zu einer Endkonzentration
von 0.3 M zugegeben, gut gemischt und 5 min bei 4°C und 12.000 g zentrifugiert.

Storende Proteinverunreinigungen konnen durch eine Phenol:Chloroform- und anschleiflende
Chloroform-Extraktion entfernt werden.

Storende DNA kann tiber einen DNase-Verdau entfernt werden.

Reine mRNA kann kann mit dem Oligotex Kit (Qiagen) aus der Gesamt-RNA gewonnen werden.

5.3.2 Aufreinigung von RNA

RNA Sonden, z.B. fiir Northern Hybridisierungen, sowie RNA-Fragmente fiir RNA-interfearence
Experimente sowie fiir die in vitro Translation werden mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen nach
der Herstellerangabe aufgereinigt (RNA Cleanup).

Storende DNA Reste werden durch Zugabe von DNAse ebenfalls nach Anleitung des Herstellers
verdaut.

5.3.3 Gelelektrophorese RNA

Prinzipiell kann man RNA auch in einem ganz normalen Agarosegel auftrennen (vergleiche Gel-
elektrophorese DNA), muB3 aber fiir sehr saubere Bedingungen sorgen.

2xRNA-Laufpuffer: Sml Formamid (50%), 1.85 ml Formaldehyd (37%), Iml 10x MOPS, 400 mg
Ficoll 400, 2,15 ml DEPC-H,0, eine Spur Bromphenolblau.

denaturierende Agarosegele:
Guanidinthiocyanat-Gel:

Agarose entsprechend dem gewiinschten Prozentgehalt in 72 ml RNAse-freies H,O und 5ml 10x
MOPS (0.2M MOPS, 0.1 M Na-Acetat, 10 mM EDTA, ad 11 DEPC-H,O, einstellen auf pH 7 mit
NaOH) geben und aufkochen. Nach Abkiihlen auf 50 — 60°C 40ul Guanidinthiocyanat (1M) und
18,7 ml DEPC-H,0. Ethidiumbromid zugeben, wenn gewiinscht. Losungen gut mischen und zur
Polymerisation sofort in den Gelschlitten fiillen. Laufpuffer: 1x MOPS.

Formaldehyd-Gel:

Agarose entsprechend dem gewiinschten Prozentgehalt in 90 ml RNAse-freies H,O (DEPC-H,0)
und 10ml 10x MOPS (0.2M MOPS, 0.1 M Na-Acetat, 10 mM EDTA, ad 11 DEPC-H,O0, einstellen
auf pH 7 mit NaOH) geben und aufkochen. Nach Abkiihlen auf 50 — 60°C 2,7 ml Formaldehyd
(37% bzw. 12,3M) zugeben. Ethidiumbromid zugeben, wenn gewiinscht. Losungen gut mischen
und zur Polymerisation sofort in den Gelschlitten fiillen. Laufpuffer: 1x MOPS.
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5.3.4 T7 RNA - Transkription (in vitro)

In vitro Transkription:

Sdmtliche kleine GTP-bindene Proteine wurden als 5'-Myc-Fusion in den Vektor pPGBKT7 (Clon-
tech) kloniert (5.13.5). Diese Vektoren dienten als Template fiir die Herstellung von RNA.

Template-Vektor (1png) ~ 1yl
Puffer (10 x) 2 ul
NTP Mix (ImM) 2 ul
T7 RNA Polymerase (40 U) 2 ul
RNAse Inhibitor (20 U) 1 ul
H,O RNAse frei) 11 pl
20 ul

3 Stunden bei 37°C, dann 20 min bei 65°C inkubieren. Aufreinigung der RNA iiber Qiagen RNea-
sy Kit. Photometrische Konzentrationsbestimmung.

5.3.5 Herstellung von cDNA

Uber reverse Transkription kann mit reverser Transkriptase RNA in DNA (cDNA) umgeschrieben
werden. Die reverse Transkriptase ist eine RNA-abhingige DNA-Polymerase und braucht wie
andere DNA-Polymerasen auch, einen Primer von dessen 3'-Ende beginnend die DNA synthetisiert
wird. Eukaryontische RNAs enthalten in den meisten Féllen an ihrem 3-Ende einen poly-A-
Schwanz gegen den ein poly-T-Primer gerichtet ist. Typischerweise werden Primer gewdhlt, die
am 5'-Ende eine spezifische Sequenz (z.B. CD3, A37) aufweisen, um eine spétere Amplifikation
der cDNA zu erleichtern. Je nach Hersteller kann das Protokoll variieren.

Erststrangsynthese:

Bei der Erststrangsynthese wird der komplementire DNA-Strang der RNA synthetisiert. Dafiir
werden 4ul RNA, 0.5u1 CD3-RT (poly-T Primer) mit 13.5 pl RNAse-freiem Wasser gemischt und
5' bei 70°C inkubiert. Danach kurz zentrifugieren und 2ul 10 RT-Puffer, 2ul dNTPs und 1pl re-
verse Transkriptase zugeben. 1 Stunde bei 37°C inkubieren.

Spliced-Leader-cDNA (SL-cDNA):

Da an den 5'-Enden vieler Transkripte von E. multilocularis ein Spliced-Leader mit definierter Se-
quenz lokalisiert ist konnen diese Transkripte iiber eine PCR angereichert werden. Dafiir wird eine
PCR mit dem Primer EM10-SL (entspricht der Spliced-Leader-Sequenz) und einem fiir das
3'-Ende spezifischen Primer gefahren. Wurde die Erststrangsynthese iiber CD3-RT hergestellt,
dann enthalten alle cDNAs an ihrem 3'-Ende die CD3-Sequenz. Eine Spliced-Leader-cDNA wird
dann mit den Primern CD3 und EM10-SL gefahren (Annealing 57°C, Elongation 72°C, 5 min)

SMART-cDNA:

Einige reverse Transkriptasen (z.B. SuperScript2 von Invitrogen, oder PowerScript von BD/Clon-
tech) bilden withrend der Synthese am 3'-Ende C-Uberhiinge. Das SMART-Oligonucleotid enthilt
am 3'-Ende mehrere GTPs oder dGTPs, die mit den {iberhdngenden Cs hybridisieren konnen.
Diese Oligonucleotide werden wéhrend der Erststrangsynthese mit in den Ansatz gegeben, wo-
durch cDNA-Molekiile synthetisiert werden, die ein definiertes 5'-Ende besitzen (vergl. Clontech
SMART).
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5.3.6 Identifizierung von vollstandigen mRNAs iiber 3'-RACE und 5'-RACE

Die Identifizierung der 3'- und 5'-Enden von mRNAs kann iiber PCR aus ¢cDNA oder plasmidba-
sierten cDNA-Pools erfolgen. In allen Féllen wird eine PCR mit einem sequenzspezifischen Primer
und einem definierten Primer des 5'- oder 3'-Endes gefahren. Bei plasmidbasierten cDNA-Pools
sind Vektor-spezifische Primer vorhanden. Bei der Suche in cDNAs kann das 3'-Ende iiber die
Primerpaarung CD3 und seq. spez. Primer erfolgen. Das 5'-Ende kann in SL-cDNAs {iber einen
seq. spez. Primer und EM10-SL erhalten werden. In SMART-cDNAs wird ein seq. spez. Primer
und NUP verwendet. Bei undefinierbaren Schmieren oder mehreren Banden kann anschlieBend
eine nested PCR mit Primern, die nach innen versetzt sind den gewliinschten Erfolg bringen.

5.3.7 Northern-Blot (RNA)

Bei einem Northern-Blot wird RNA von einem Gel auf eine Nylonmembran iibertragen und diese
mit markierten spezifischen RNA- oder DNA-Sonden hybridisiert.

Hot Agarose Electrophorese [9]: Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Northern-Blots wurde
Gesamt-RNA 1:1 mit Formaldehyd-Puffer (40mM HEPES, pH 7.4, 2mM EDTA, pH 8, 4M
Formaldehyd, 60% Formamid) gemischt und zur Denaturierung der RNA 5 min bei 75°C inkubiert
und anschlieend sofort auf Eis gekiihlt. Je Tasche wurden 15ug RNA mit 1/6 vol Loading-Puffer
(50% Glycerol, 1 mM EDTA, pH 8, Spuren von Bromphenolblau und Xylencyanol) gemischt und
in einem 1.2% Agarosegel aufgetrennt. Dafiir wurde die gesamte Gelapparatur in einen 50°C-Brut-
schrank gestellt und sowohl Puffer als auch Gel vorgewdrmt. In die Taschen des 50°C warmen
Gels wurden dann jeweils 15 pg RNA geladen und mit 5V/cm elektrophoretisch aufgetrennt. Das
Gel wurde anschlieBend mit Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Licht visualisiert.

Northern-Blot: Fiir den Blot wird 20 x SSC (3M NaCl, 0.3M Na-Citrat, pH 7.0) benétigt. Im
nachfolgenden Aufbau wird die Ubertragung der RNA auf die Nylon-Membran iiber Nacht durch-
gefiihrt. Gefd3 mit 20 x SSC, Glasplatte, Docht (in 20 x SSC eingeweicht), Gel, Nylon-Membran
(kurz eingeweicht in H,O), 1 Whatman-Papierzuschnitt (in 20 x SSC eingeweicht), 4 Whatman-
Papierzuschnitte, 15 cm Lage aus griinen Papier-Tiichern, Glasscheibe, fixiertes fixierendes Ge-
wicht (z.B. Flasche). Am ndchsten Tag wird das Gel mit der Membran auf die Membranseite ge-
legt und mit einem Kugelschreiber durch die Taschen des Gels, die Taschen des Gels auf der
Membran markiert. AnschlieBend wird die Membran vom Gel abgezogen, bei RT an der Luft ge-
trocknet und anschlieBend unter UV-Einwirkung gecrosslinkt. Diese Membran ist jetzt geschiitzt
und bei RT fiir langere Zeit lagerbar.

Herstellung einer Sonde: Fiir die Sonde wird ein 600 — 800 bp groBes PCR-Produkt amplifiziert
und tiber eine Aufreinigungssdule (Qiagen) gereinigt. 25 ng dieser PCR werden dann fiir die Her-
stellung der Sonden mit dem -Prime it [I- RANDOM PRIMER LABELING KIT (Stratagene) ein-
gesetzt (vergl A,B,C).

A B C

25 ng Template DNA (PCR) | Ansatz A Ansatz B mit Nucleo-
tide-Removal-Kit

xx ul H20 + 10 pl 5% ANTP-Mix (dATP oder dCTP) ) .
(Qiagen) aufreinigen

10 ul RANDOM Primer +5 ul markiertes Nucleotid und Sonde vor Hy-

34 ul Ansatz +1ul Exo (-) Klenow bridisierung 5' kochen.

50 ul Ansatz
5' kochen, 14000 rpm bei RT
10", 37°C — 40°C
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Hybridisierung: Die Membran wird in ein 50 ml Greiner-Rohrchen gegeben, dieses dann mit 45
ml auf 65°C erwdrmten Monod-Puffer (7% SDS, 0.5 M NaH,PO,, pH 7.2, ImM EDTA) gefiillt
und anschliefend bei 65°C fiir 1h im Hybridisierungsofen rotierend geblockt. Danach wird die
markierte und aufgekochte Sonde zugegeben und UN hybridisiert, wobei um radioaktive Kontami-
nationen zu verhindern, das Greiner-Roéhrchen in ein Glasrohrchen gegeben wird. Der Blot wird
dann in ein Glasréhrchen tlberfithrt und 1 X kurz und 1 x fiir 1h in 2 x SSC / 0.1% SDS ge-
waschen. AnschlieBend wird der Blot an der Luft getrocknet, auf ein Whatman-Papier gelegt, in
Frischhaltefolie eingeschlagen und UN auf einen Réntgenfilm gelegt. Um die GroBe der erhaltenen
Banden abzuschitzen, wird der Blot vermessen und mit den Daten des GroBenmarkers verglichen.

5.4 Arbeiten mit DNA

5.4.1 Isolierung von chromosomaler DNA aus eukaryontischem Material

Kleine Mengen chromosomaler DNA konnen mit dem DNeasy Tissue Kit von Qiagen nach
beiliegender Anleitung aufgereinigt werden. GroB3ere Mengen an hochmolekularer DNA (100-150
kb) erhilt man iiber die folgende Methode.

Echinokokken Metacestodenmaterial wird durch ein Teesieb passiert und anschlieBend bei 1000 g
5' zentrifugiert. Das Pellet wird in 10 vol Extraktionspuffer (10 mM Tris, pH 8; 0.1 M EDTA, pH
8; 20 pg/ml Pancreas-RNAse; 0.5% SDS) durch vorsichtiges Schiitteln geldst und 1 h bei 37°C in-
kubiert. Dann werden 100 pg/ml Proteinase K (Stock 20 mg/ ml H,O) in die jetzt viskose Fliissig-
keit geriihrt und 3 h unter gelegentlichem Riihren bei 50°C inkubiert. Die Losung wird auf Raum-
temperatur abgekiihlt und mit einem vol. Phenol (mit 0.5 M Tris, pH 8 dquilibriert; das ist wichtig,
weil sonst die DNA in der Interphase ausfillt) gemischt, indem das Gefd3 langsam tiber Kopf ge-
dreht wird (sollte keine Emulsion entstehen, dann bis zu einer Stunde weiter drehen). Durch eine
Zentrifugation, 15' mit 5000g und bei RT, werden die beiden Phasen getrennt. Mit einer Pipette,
die eine groBe Offnung hat (z.B. 10 ml Plastikpipette) wird die viskose wiissrige Phase abgenom-
men und noch 2 mal mit Phenol extrahiert. Nach der dritten Extraktion wird die wéssrige Phase in
ein neues Gefdl iiberfiihrt und die DNA mit 0.2 vol 10 M Ammonium-Acetat und 2 vol Ethanol
bei RT durch Schwenken prézipitiert. Mit einer umgebogenen Pasteurpipette kann die DNA aus
dem GefaB gefischt werden (notfalls 5' bei 5000 g zentrifugieren). Das Prizipitat wird 2 mal mit 70
%igem Ethanol gewaschen (5', 5000 g zentrifugieren) und das resultierende Pellet dann bei RT ge-
trocknet bis kein Ethanol mehr sichtbar ist (nicht zu viel trocknen, sonst 16st sich das Pellet sehr
schwer). Anschlieend wird TE (pH 8) zu dem Pellet gegeben und die DNA auf einer Wippe zwi-
schen 12 h und 24 h gelost. Die geloste DNA wird bei 4°C gelagert und sollte eine Axg zu Azs Ra-
tio von grofer als 1.75 haben. Niedrigere Werte deuten grole Mengen an verunreinigendem Prote-
in an (0.5% SDS zugeben, und wieder am Proteinase K Punkt beginnen).

5.4.2 Isolierung von Plasmid DNA aus E.coli
Mini-, Midi- und Maxi-Mengen an Plasmid-DNA werden mit den entsprechenden QIAprep Mini-

prep und Qiagen Plasmid Purification Kits (Midi, Maxi) nach den Angaben des Herstellers
(Qiagen) aus Bakteriensuspensionen isoliert.
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5.4.3 Gelelektrophorese DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der elektrischen Auftrennung von DNA-Fragmenten.

Die Konzentration der Agarosegele richtet sich nach der GrdéBe der elektrophoretisch zu
trennenden Fragmente — 1%ige Gel trennen Fragmente von 0,5 — 7Kb und 1,5%ige Gele Frag-
mente von 0,2 — 3Kb. Die gewlinschte Agarosemenge wird durch Erhitzen in IXTAE (40 mM Tris,
1 mM EDTA, pHS8,0, 0,11% Essigsédure, ad 1000 ml) gelost und nach dem Abkiihlen auf ungefdhr
60°C in einen horizontalen Gelschlitten gegossen. Durch das Einsetzen von Kdmmen werden Ta-
schen zum Laden des Gels beim Aushirten ausgespart. Die aufzutragende Probe wird in 6xDNA-
Pufter (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 40% Saccharose, 30% Glycerin) geldst und
bei ca. 100V bei RT aufgetrennt. Die im Puffer enthaltenen Farbstoffe dienen als Marker der Lauf-
front. Je nach Agarosekonzentration zeigen sie unterschiedliches Laufverhalten. In einem 1%igen
Gel lduft das Xylencyanol entsprechend einem 3kb Fragment und das Bromphenolblau entspre-
chend einem 300 bp Fragment. Die im Gel aufgetrennte DNA kann mit Ethidiumbromid (2mg/1
IXTAE), das in die DNA interkaliert und bei Anregung mit Licht der Wellenldnge von 302nm
Licht emittiert, sichtbar gemacht werden. Aus dem Laufverhalten des eingesetzten Gro3enmarkes,
der DNA-Fragmente definierter Gro3e und Menge enthélt, kann die Gréfe und die Menge des zu
analysierenden DNA-Fragments abgeschétzt werden. Ein gingiger Groenmarker ist die SMART-
Ladder von Eurogentec, die Banden von 0,2 — 10 Kb enthalt.

5.4.4 Aufreinigung von DNA aus Gelen, PCR - und Restriktionsverdau- An-
satzen

Uber den QIAquick Nucleotide-Removal-Kit und den QIAquick PCR-Purification-Kit (beide
Qiagen) kann DNA aus verschiedenen Ansétzen aufgereinigt werden. Wihrend beim Nucleotide-
Removal-Kit auch kleinste DNA-Fragmente isoliert werden kdnnen, verliert man beim PCR-Puri-
fication-Kit DNA-Fragmente unter 100 bp, z.B. Primer. Die Elution der DNA aus der Sédule kann
iiber den mitgelieferten EB-Puffer erfolgen oder z.B. iiber 1 x Ligase-Puffer und Restriktionsen-
zympuffer.Fiir die Aufreinigung einer DNA aus einem Agarosegel wird der QIAquick Gel-Extrac-
tion-Kit (Qiagen) verwendet.

5.4.5 DNA-Fallung

Die DNA-Losung wird in 1/10 Volumen Na-Acetat und 2.5 Volumen 100% EtOH gemischt und
die DNA dann fiir 30 min. bei -70°C gefillt. Anschlieend wird 15 min bei 4°C und 15.000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wird mit 70% EtOH gewaschen, in der Speedvac getrocknet und in H,O
aufgenommen.

5.4.6 PCR

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation definierter DNA-Bereiche mit squenzspezifischen
Oligonukleotiden (Primern), die von Saiki et al 1988 entwickelt wurde [270]. Die konstruierten
Primer stellen dazu ein 3'-OH fiir die Initiation der Synthese der DNA durch die thermostabile
DNA-Polymerase bereit. Die Amplifikation findet in speziellen PCR-Caps in einem Thermocycler
statt. Neben der zu amplifizierenden DNA, den Primern und der thermostabilen DNA-Polymerase,
enthilt das Reaktionsgefdl den enzymspezifischen Puffer und dNTPS. Die erste verwendete
thermostabile DNA-Polymerase kam aus Thermus aquaticus und ist heute die mit am hdufigsten
genutzte thermostabile DNA-Poylmerase. Sie hat aber den Nachteil, dass sie keine Proofreading-
Aktivitdt besitzt. Aus diesem Grund kommen zunehmend DNA-Enzyme mit dieser Eigenschaft
zum Finsatz.
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PCR mit Taq-Polymerase:

Standard Ansatz 20 pl
1-5 pl  Template Plasmid 1:100, chr DNA 1:10 - 1:100, cDNA unverd -1:100)  5-25%

2 ul 10 x Puffer 10%

0,2 pl  dNTP-Mix (10mM) 1%
0,2 pl  5'-Primer (50 uM) 1%
0,2 pul  3'-Primer (50 uM) 1%
0,2 ul Taq DNA-Polymerase (2,5 U/ul) oder 0,4 U/Kb bei 20ul Ansatz ~1%

Ad 20 pl H,O (Ampuwa) Rest

Temperatur Zeit Zyklen

1. Inititiale Denaturierung  94°C 3

2. Denaturierung 94°C 30"

3. Annealing 50°C - 65°C (s.u.) 30"

4. Elongation 72°C 1'/Kb Goto 2. x 30

5. Terminale Elongation 72°C 3 - 5 x t/Elongation

6. Pause 4°C 00

Bestimmung der Annealing-Temperatur :
l. Tm =4°C (G+C) + 2°C (A+T)
2. Tm = 58°C klappt meistens, vor allem wenn die Primer geschickt gewihlt wurden

3. Tm: steht auf dem Lieferschein oder dem Gefaf3!

PCR mit Proofreading-Polymerasen:

Proofreading DNA-Polymerasen haben eine 3' — 5' Exonucleaseaktivitit, daher konnen sie im
Gegensatz zur Taq Polymerase falsch eingebaute desoxy-Nucleotide wieder entfernen. Neben
reinen Proofreading Enzymen, wie der Pfu DNA Polymerase werden oft auch proofreading-Poly-
merase/Tag-Polymerase-Gemische verwendet (z.B. TripleMaster von Eppendorf), die die hohen
Produktausbeuten der Taq Polymerase mit der geringen Fehlerhdufigkeit der proofreading- Enzy-
me kombinieren. In dieser Arbeit wurden die folgenden DNA-Polymerasen oder DNA-Polymera-
segemische verwendet und nach der jeweiligen Gebrauchsanweisung verwendet.

Verwendete Polymerasen: Pfu (Promega), Pfu-Turbo (Promega), TripleMaster (Eppendorft), Her-
culase (Stratagene), Expand (Stratagene), Expand long (Stratagene), Phusion (Finnzymes oder
NEB)

5.4.7 degenerative PCR

Die degenerative PCR ist eine Methode um Gene zu identifizieren, die in anderen Organismen ho-
molog vorhanden, im eigenen Organismus jedoch noch unbekannt sind. Je konservierter ein Gen
ist, desto einfacher ist es, geeignete Primer zu finden. Im ersten Schritt werden Aminosdure-Se-
quenzvergleiche der gesuchten Protein-Faktoren verschiedenen Ursprungs erstellt. In hoch konser-
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vierten Regionen sind in vielen Fillen einzelne Aminosduresequenzen zwischen den verschie-
denen Faktoren identisch. Aus diesen Bereichen werden degeneriete Oligonucleotide bestimmt,
mit welchen dann eine PCR gefahren wird. Degenerierte Oligonucleotide haben keine vollstindig
definierte Sequenz, sondern konnen sich an verschiedenen Positionen unterscheiden. Ein Beispiel
ist der degenerierte Primer ER-DGM aus der Sequenz des EGF-Rezeptors emer (Abb 122). Mit
verschiedenen degenerierten Primern wird anschlieBend eine PCR auf cDNA gefahren und die
erhaltenen Produkte kloniert und sequenziert. Mit etwas Gliick ist auch der gesuchte Faktor dabei.

Abb. 122: Hochkonservierter Aminoséurebereich von EGR-Tyrosinkina-

SER A E Q I A DG M S . . .
DER s T o 1 a x 6 M s |se-Domédnen verschiedener Organismen.
LET c Yy QI as G MO Gezeigt ist der Teil eines Sequenzvergleichs zwischen EGR-Tyrosinkinase-Doménen ver-
HER C V. Q I A K G M N . ; ; . . L . . N
E QI ADGCGM schiedener Organismen in dem die hoch konservierten Aminoséurebereiche liegen iiber de-

51 _GAGCAGATTCGNGAYGGNATG-3' | Ten Sequenz die degenerierten Primer ermittelt wurden. Angegeben ist neben der AS-Se-
degen. quenz die Sequenz und die Namen der Primer. Die AS-Sequenzen stammen von EGF-Re-
Primer: ER-DGM zeptoren aus S. mansoni (SER; [287]), D. melanogaster (DER; [194]), C. elegans (LET;

[16]) und H. sapiens (HER; [319]).

5.4.8 RT-PCR

Prinzipiell ist eine RT-PCR eine PCR in der cDNA als Template verwendet wird (RT beschreibt in
diesem Zusammenhang den Schritt der reversen Transkription). Neben vielen Standard-
Anwendungen, die zum Beispiel zur Identifikation von 3'- und 5'-Enden von mRNAs (RACE) fiih-
ren, kann die RT-PCR fiir einen quantitativen Nachweis verschiedener mRNA-Transkripte in un-
terschiedlichen Proben eingesetzt werden. Will man nun zum Beispiel die unterschiedliche Ex-
pression eines Faktors in Zyste und Protoscolex iiberpriifen kann dass iiber eine RT-PCR erfolgen.
Im ersten Schritt wird die mRNA beider Proben in cDNA umgeschrieben. Dann wird mit spezi-
fischen Primern eine PCR mit verminderter Zyklenzahl sowohl auf den zu untersuchenden Faktor,
als auch auf ein ,,housekeeping-Gen, das in beiden Proben gleich stark exprimiert wird, gefahren.
Nach einem Abgleich des housekeeping-Gens beider Proben, kann im Unterschied der beiden Fak-
torproben auf deren mRNA-Expression geschlossen werden.

5.4.9 kompetitive PCR

Die kompetetive PCR eignet sich wie die RT-PCR zum quantitativen Nachweis von mRNAs ver-
schiedener Proben und macht einen Vergleich der mRNA-Expresion gegen eine bekannte Menge
an Plasmid-DNA moglich. Spezifische Primer gegen eine cDNA ergeben in der PCR ein Produkt
von definierter Gréfe (z.B 300 bp). Ein Kompetitor enthélt am 3'- und 5'-Ende die fiir die cDNA
spezifischen Primerbindungsstellen, dazwischen jedoch ein ldngeres Fragment (z.B. 400 bp).
Mischt man jetzt Kompetitor und cDNA, dann erhélt man in einer PCR zwei Fragmente, das der
c¢DNA und das des Kompetitors.

Im ersten Schritt der kompetetiven PCR wird auch hier aus der mRNA einzelstringige cDNA
hergestellt. Konstante Mengen dieser einzelstrangigen cDNAs werden mit verschiedenen Ver-
diinnungen eines Kompetitors gemischt und in einer PCR mit einer niedrigen Zyklenzahl (25x)
amplifiziert. Nach dem Auftrennen in einem Agarosegel kann die Menge an cDNA (mRNA) des
gesuchten Faktors iiber die eingeszte Menge an Kompetitor bestimmt werden.

5.4.10 Klontest — PCR (E.coli und Hefen)

In 0.5 ml Eppis werden 30 ul H,O vorgelegt. Mit jeweils einer sterilen gelben Spitze wird je eine
Kolonie gepickt und samt Spitze in eines der vorbereiteten Eppis gestellt. Auf einem Schiittler
werden die Eppis samt Spitzen fiir etwa 5-10 min geschiittelt (dabei 16sen sich die Bakterienaggre-
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gate im Wasser und konnen in der PCR eingesetzt werden. Bei urspriinglich groflen Kolonien
reicht 1ul auf einen 20ul Standard PCR Ansatz, bei sehr kleinen Kolonien kdnnen bis zu 5 pl ein-
gesetzt werden. Die restliche Klonsuspension kann {iber mehrere Tage im Kiihlschrank aufbewahrt
werden um zu einem spéteren Zeitpunkt positive Klone auszustreichen.

Alternativ konnen kleine Mengen der Kolonie auch direkt in den PCR — Ansatz gegeben werden
(Klone mit gelber Spitze picken, dann mit PCR-Ansatz resuspendieren)

Vorsicht: nicht zuviel Bakteriensuspension einsetzen! Viel hilft triigt!

5.4.11 PCR-basierte Mutagenese
Die Mutation wird iliber Oligonucleotide eingefiihrt, das gesamte Plasmid iiber PCR amplifiziert
und anschlieBend das Template-Plasmid mit Dpnl verdaut.
1. Primerdesign:
- 25 - 45 Basen
- Tm > 78°C
-Tm=81.5+0.41 (% GC) - 675/ N - % Missmatch
N = Primerlidnge in Basen
% = nur Zahlenwert einsetzen
- links uns rechts der Mutationsstelle mindestens 10 — 15 Basen
- GC — Gehalt mindestens 40%
- am 3' — Ende der Primer mehrere G oder C
2. Mutations — PCR mit Pfu, PfuTurbo oder einer anderen proofreading Polymerase
Polymerase erst am Schluf3 direkt vor der PCR zugeben, oder auf Eis ansetzen.

Wenn es nicht klappt, evtl. verschiedene Mengen Template testen.

Vektor 5 ng) x ul Primer bei 50 pmolarer Losung:
Pri 1 (62 1

rimer 1 (62 ng) yH x 28 —50x Wert pg / Wert nmol
Primer 2 (62 ng) y ul ul
dNTPs 0.5 ul y ul Primer = 62 ng / x %
10 x Puffer 2.5l H
(Quick Solution) fakultativ 1.5 pl
dH,O x ul

25 ul

PfuTurbo (1.5 U) +0.5 ul

3. PCR Programm:

je nach verwendeter Polymerase muf3 wihrend der Elongation auf Temperatur und Zeit geachtet
werden.

1. Initiale Denaturierung 95°C 1 min
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2. Denaturierung 95°C 50 sec

3. Annealing 60°C 50 sec

4. Elongation 68°C (72°C) 2min/Kb  Goto 2. x18
5. Terminale Elongation 68°C (72°C) 7 min

6. Pause 4°C 0

4. 0.5ul Dpnl (10U/ul) direkt in jede Mutations — PCR, 3 Stunden bei 37°C inkubieren und da-
nach in E.coli transformieren.

5. Auf die erhaltenen Klone wird eine Test — PCR mit flankierenden Primern gefahren, diese mit
dem QIAquick Kit aufgereinigt und zum Nachwesis einer erfolgreiche Mutation sequenziert.

5.4.12 Herstellung von Proteinchimaren tiber PCR

Prinzipiell ist es moglich Chimédren aus verschiedenen DNAs {iber Verdau und Ligation herzu-
stellen. Eine weitere Moglichkeit bietet die PCR-basierte Herstellung. Dafiir werden im ersten
Schritt die gewiinschten Fragmente iiber PCR amplifiziert. Die Primer werden so gewéhlt, dass
sich 20 Basen iiberschneiden. Im zweiten Schritt werden die aufgereinigten PCR-Fragmente mit
den gewiinschten 3'- und 5'-Primern in einer PCR eingesetzt. Das Ergebnis sind PCR-Fragmente in
welchen auch die tiberlappenden Regionen hybridisiert haben.

5.4.13 DNA Sequenzierung

Fiir die DNA Sequenzierung werden je Ansatz 400 ng Plasmid-DNA oder 100 ng PCR-DNA auf-
gereinigt eingesetzt (QIAquick PCR Purification Kit). Dazu werden 5 nM Primer und 2pl DNA se-
quencing Kit (ABI) zugegeben (Gesamtansatz 10 pl). Nach einer PCR (25x, 96°C: 10", 45°C —
60°C: 5", 72°C: 1") wird die Sequenzier-PCR iiber die Sequenziergerdte 310 und 377 von Perkin
Elmer aufgetrennt und die Sequenz bestimmt.

5.4.14 Enzymatischer Verdau von DNA

Bei einem enzymatischen Verdau werden chromosomale DNA, Plasmid DNA oder PCR Produkte
an spezifischen Sequenzen von Restriktionsenzymen gespalten. Im Prinzip wird DNA mit H,O,
Puffer und Enzym gemischt und bei einer, fiir die optimale Wirkung des Enzyms nétigen Tempera-
tur fiir 1 — 24 Stunden inkubiert. In vielen Féllen kann das verwendete Enzym anschlieBend
hitzeinaktiviert werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme stammen von NEB und wurden nach
Angaben des Herstellers eingesetzt.

Wichtig: Vor dem Einsatz eines Enzyms zuerst im NEB-Katalog (oder an anderer Stelle) nach-
schlagen. Kummer lésst sich vermeiden, wenn man im Vorfeld nach Dam-Phosphorylierungen,
Reaktionstemperaturen, Reaktionszeiten und dhnlichem sieht.
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5.4.15 Ligation

Bei der Ligation werden DNA — Fragmente miteinander verbunden. Verwendet werden T4-DNA-
Ligase und Quick-Ligase (beide NEB).

1. X = Vektor (bp) / Insert (bp)

X beschreibt das Groflenverhiltnis zwischen Insert und Vektor
. Y=100ng x3/X

Y ist die Menge an Insert in ng, die zu 100 ng Vektor zugegeben werden mufl. Normalerweise
werden auf einen Vektor 3 Inserts gegeben (Vektor : Insert =1 : 3)

. Errechnung der pul die eingesetzt werden miissen. (Wichtig: davor die DNA-Konzentration von
Vektor und Insert photometrisch oder iiber ein Agarosegel bestimmen konz. = ng/ul)

Vektor pl = 100 ng / konz. Vektor
Insert ul =Y ng/ konz. Insert

. Ligation
Ligation mit T4 DNA-Ligase Ligation mit Quick Ligase (NEB)
Vektor (100ng) Vektor ul Vektor (100ng) Vektor x pul
Insert Y ng) Insert ul Insert (Y ng) Insert x pl
10 x Ligase Puffer 2pul 5 x Quick Ligase Puffer 2pl
T4 DNA - Ligase 1 pl Quick Ligase 0.5 ul
dH,O x ul dH,O x ul
20 ul 10 pul
Ansatz 4 — 16 Stunden bei 16°C Ligationsreaktion: 5 min bei RT, dann
inkubieren, dann transformieren. Transformation.

. Sollte die Konzentration an Vektor oder Insert zu gering sein, d.h. man miisste mehr als 5 pl
einsetzen, dann kann man die einzusetzende Menge herunterrechnen ohne das wichtige 3 :1
Verhiltnis zu dndern (fiir Qick-Ligase).

Z =15 pl/ (Vektor pl + Insert pl)
Vektor pl X Z = ul Vektor neu
Insert pl x Z = pl Insert neu

5.4.16 TA-Klonierung und Topo-TA-Klonierung (Invitrogen)

Taq DNA Polymerase hiingt wihrend der Amplifikation A-Uberhiinge an die 3'-Enden der DNA-
Fragmente. Besonders wichtig ist die Wahl der Primer, die an ihrem 5'-Ende ein G, aber auf keinen
Fall ein T, enthalten sollen. Auch blunt-end DNA-Fragmente die mit einer Proofreading-Polymera-
se hergestellt oder durch einen Restriktionsverdau erhalten wurden, kénnen durch Inkubation in
einem Taq-PCR-Ansatz mit liberhingenden Adeninen versehen werden (Inkubation bis zu 30
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min). Die PCR kann direkt oder aufgereinigt eingesetzt werden. Sind mehrere PCR-Fragmente
sichtbar, dann muf3 die gewlinschte Bande aus dem Gel eluiert werden (Qiagen Gel Extraction
Kit), vor allem wenn unter der gewiinschten Bande kleinere sind (diese werden bevorzugt einge-
baut). Eine sehr einfache, schnelle und spezifische Methode ist, die PCR-Fragmente sehr sauber
aus dem Gel zu schneiden, in einem Eppendorff-Gefa3 bei -20°C einzufrieren und dann wahrend
dem Auftauen mit einer gelben Spitze zu zerquetschen. Dabei wird etwas Fliissigkeit 2-8 ul) aus
dem Gel gedriickt, welche direkt eingesetzt werden kann.

Die DNA mit den A-Uberhiingen wird dann in den verschiedenen TA- und TOPO-TA-Systemen
(Qiagen, Invitrogen) nach den Angaben der Hersteller eingesetzt, wobei die TA-Klonierung eine
klassische T4-Ligase-Ligation ist, wihrend im TOPO-TA-System eine Topoisomerase die DNA-
Strange verbindet.

5.4.17 Southern-Blot (chr DNA)

Im Southern-Blot wird eine, auf einer Membran fixierte, DNA mit einer markierten Sonde hy-
bridisiert. Der Southern-Blot besteht daher aus den drei Arbeitsschritten, Vorbereitung und Uber-
tragung der DNA auf eine Membran, Herstellung einer Sonde (Wichtig: ist [P**]-ydATP oder [P**]-
vdCTP bestellt) und Hybridisierung mit anschlieBender Visualisierung.

Vorbereitung und Ubertragung der DNA auf eine Membran: Chromosomale DNA wird mit
Restriktionsenzymen nach Anleitung der Hersteller verdaut und jeweils 20 pg dieser Verdaue je
Tasche auf ein 0.8 % Agarosegel aufgetragen und bei 80 V aufgetrennt. Das Gel wird anschlieBend
in Ethidiumbromid gefarbt und photographiert, wobei mit einem Lineal die GroBe des Gels in Ver-
bindung mit dem DNA-Grofenmarker festgehalten wird. Eine andere Moglichkeit ist, auf das Gel
eine durchsichtige Plastikfolie zu legen und dann darauf die GroBe und die Markerpositionen
einzuzeichnen.

Das Gel wird jetzt in eine Wanne gelegt und auf einer Wippe 15 min gut bedeckt in Losung 1 (0.25
N HCI; 11 ml 25% HCI / 300 ml H,O) inkubiert. Darauf folgen 2 Waschschritte fiir je 15 min in
Losung 2 (20 g NaOH, 87.7 g NaCl, ad 11 H,O) und anschlieBend 2 Waschschritte fiir je 30 min in
Losung 3 (121 g Tris, 26 g NaCl, ad 11 H,O).

Fiir den Blot wird 20 x SSC (3M NaCl, 0.3M Na-Citrat, pH 7.0) benétigt. Im nachfolgenden Auf-
bau wird die Ubertragung der DNA auf die Nylon-Membran iiber Nacht durchgefiihrt. Gefil mit
20 x SSC, Glasplatte, Docht (in 20 x SSC eingeweicht), Gel, Nylon-Membran (kurz eingeweicht
in H,O), 1Whatman-Papierzuschnitt (in 20 x SSC eingeweicht), 4 Whatman-Papierzuschnitte, 15
cm Lage aus griinen Tiichern, Glasscheibe, fixiertes fixierendes Gewicht (z.B. Flasche). Am
nichsten Tag das Gel mit der Membran auf die Membranseite gelegt und mit einem Kugel-
schreiber durch die Taschen des Gels, die Taschen des Gels auf der Membran markiert. An-
schlieBend wird die Membran vom Gel abgezogen, bei RT an der Luft getrocknet und an-
schlieBend unter UV-Einwirkung gecrosslinkt. Diese Membran ist jetzt geschiitzt bei RT fiir linge-
re Zeit lagerbar.

Herstellung einer Sonde: Fiir die Sonde wird ein 600 — 800 bp grofles PCR-Produkt amplifiziert
und iiber eine Aufreinigungssiule (Qiagen) gereinigt. 25 ng dieser PCR werden dann fiir die Her-
stellung der Sonden mit dem -Prime it I[I- RANDOM PRIMER LABELING KIT (Stratagene) ein-
gesetzt (vergl A,B,C).
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A B C

25 ng Template DNA (PCR) | Ansatz A Ansatz B mit Nucleo-

xx ul H20 +10 ul 5% ANTP-Mix (dATP oder dCTP) | tide-Removal-Kit
(Qiagen) aufreini-gen

10 ul RANDOM Primer +5 pl markiertes Nucleotid und Sonde vor Hy-

34 pl Ansatz +1ul Exo () Klenow bridisierung 5' kochen.

50 pl Ansatz

5' kochen, 14000 rpm bei RT |10', 37°C —40°C

Hybridisierung: Die Membran wird in ein 50 ml Greiner-Rohrchen gegeben, dieses dann mit 45
ml auf 65°C erwiarmten Monod-Puffer (7% SDS, 0.5 M NaH,PO., pH 7.2, ImM EDTA) gefiillt
und anschlieBend bei 65°C fiir 1h im Hybridisierungsofen rotierend geblockt. Danach wird die
markierte und aufgekochte Sonde zugegeben und UN hybridisiert, wobei um radioaktive Kontami-
nationen zu verhindern, das Greiner-Rohrchen in ein Glasr6hrchen gegeben wird. Der Blot wird
dann in ein Glasréhrchen tiberfiihrt und 1 X kurz und 1 x fiir 1h in 2 x SSC / 0.1% SDS ge-
waschen. Anschlieend wird der Blot an der Luft getrocknet, auf ein Whatman-Papier gelegt, in
Frischhaltefolie eingeschlagen und UN auf einen Réntgenfilm gelegt. Um die GroBe der erhaltenen
Banden abzuschitzen, wird der Blot vermessen und mit den Daten des GroBenmarkers verglichen.

5.4.18 virtueller Northern-Blot (cDNA)

Im virtuellen Northern-Blot wird die RNA-Expression iiber die aus ihr hergestellte cDNA be-
stimmt. Diese Methode eignet sich vor allem bei sehr geringen RNA-Ausgangsmengen, die flr
einen klassischen Northern-Blot nicht ausreichen. Der gesamte Versuchsautbau entspricht dem
Southern-Blot (Kapitel 5.4.17). Im Versuchsablauf wird zuerst aus der zu untersuchenden RNA
wie unter 5.3.5 beschrieben cDNA hergestellt und davon dann 500 ng je Spur eingesetzt.
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5.5 Arbeiten mit Proteinen

5.5.1 Gelelektrophorese mit Proteinen

Proteingemische konnen in einem Poly-Acrylamid-Gel (PAA-Gel) groBenspezifisch aufgetrennt
werden. Es existieren verschiedene Versuchsanordnungen, um die Proteine nativ oder denatu-
rierend (Puffer mit SDS und B-Mercaptoethenol) aufzutrennen. Ein Gel zur Auftrennung von
Proteinen besteht aus zwei Teilen: einem Sammelgel, in dem die Proteine konzentriert werden und
einem Trenngel, in dem die Proteine ihrer GroBe nach aufgetrennt werden. Fiir Proteine mit einem
MG von 10-60 kDa eignen sich 15% Trenngele, einem MG von 30-120 kDa eignen sich 10%
Trenngele und einem MG von 50-200 kDa eignen sich 8% Trenngele. 18% Trenngele, die 7-8 M
Harnstoff enthalten eignen sich fiir sehr kleine Proteine von 1,5 — 10 kDa.

Arbeitslosungen:

- 30% Acrylamid-/0.8% bis-Acrylamid-Losung (AA-Lsg)

- 4x Lower-Tris (fiir Trenngel): 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 0.4% SDS

- 4x Upper-Tris (fiir Sammelgel): 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.4% SDS

- TEMED

- 10% APS: 0.5¢ Ammonium-Persulfat in 5 ml H,O

- Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris, pH 8.3, 192 mM Glycin, 0.1% SDS

- 5x Sample-Puffer: 60 mM Tris-HCI, pH 6.8, 25% Glycerol, 2% SDS, 14.4 mM B-ME, 0.1%
Bromphenolblau

- 2x Stop-Mix: 250 mM Tris-HCI, pH 6.8 (10 ml), Glycerol (4 ml), 20% SDS (4ml), B-ME (2
ml), kleiner Kriimel Bromphenolblau

PAA-Gel:

Trenngel 5% 7.5% 10% 12% 15% 17.5%
30% PAA-Lsg (ml) 4 6 8 10 12 14
4x Lower-Tris (ml) 6 6 6 6

H,O (ml) 14 12 10

Die Polymerisation erfolgt nach Zugabe von 40ul TEMED und 120 pl APS (mindestens 30 min,
bei RT bis 40°C)

Sammelgel: 1.5 ml PAA-Lsg, 2.5 ml 4x Upper-Tris, 6.5 ml H,O. Die Polymerisation erfolgt nach
Zugabe von 40ul TEMED und 70 pl APS (Vorsicht, polymerisiert sehr schnell!)

Ablauf:

Nach der Herstellung des Gels wird dieses in einer Elektrophoresekammer fixiert und diese mit
Elektrophorese-Puffer gefiillt bis iiber die Taschen des Gels befiillt. Die proteinhaltigen Proben
werden in 5x Sample-Puffer (oder 2X StopMix) aufgenommen, 3 min aufgekocht (manche Prote-
ine vertragen das nicht, dann 5' 40°C), 1' bei 14.000 rpm zentrifugiert und in die Taschen des Gels
geladen. AnschlieBend wird bei 135-200 V (40-100 mA) elektrophoriert.
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5.5.2 Farbung eines Protein-PAA-Gels mit Coomassie-Blue

Nach der Gel-Elektrophorese wird das Gel fiir 10-20' in Coomassie-Féarbelosung (1g Coomassie
Blue R-250, 450 ml Methanol, 450 ml H20O, 100 ml Eisessig) gelegt und gewippt. AnschlieBend
wird das Gel mit Coomassie-Entfarber (100 ml Methanol, 100 ml Eisessig, 800 ml H20) entférbt.
Gibt man in die Entfiarbelosung zusitzlich ein Papiertuch, kann dieser Vorgang beschleunigt
werden. Noch schneller geht es in der Mikrowelle.

5.5.3 Nachweis von Proteinen uber Western — Blot

Semi-Dry-Methode: 5 Whatman-Papiere werden in Western-Blot-Puffer (3.06 g Tris, 14.4 g Gly-
cin, ad. 800 ml H,O, + 200 ml MeOH) eingeweicht und auf die semi-dry Western-Blot-Apparatur
gelegt. Mit einem Glasrohrchen werden Luftblasen entfernt. Auf diese Lage wird das PAA-Gel mit
den aufgetrennten Proteinen gelegt. Darauf wird zuerst eine, in Western-Blot-Puffer eingeweichte,
Nitrocellulosemembran gelegt und darauf wieder 5 in Western-Blot-Puffer eingeweichte What-
man-Papiere. AnschlieBend werden wieder stérende Lufteinschliisse entfernt, der Deckel auf die
Apparatur gelegt und die Proteine bei ~ 200 mA aus dem Gel auf die Nitrozellulosemembran trans-
feriert.

Nach dem Blotten sollten die Banden des Markers deutlich auf der Nitrocellulosemembran zu se-
hen sein. Die Proteine konnen auf der Nitrozellulosemembran {iber eine Ponceau-Farbung sichtbar
gemacht werden. Dafiir wird die Membran fiir wenige Minuten in Ponceau-Firbelosung (0,2 %
Ponceau S, 3 % TCA, in H,O) gegeben. Der Farbstoff kann anschlieBend tiber mehrere Wasch-
schritte mit 1x TBB (100mM NaCl, 10mM Tris, pH 7.5, 0.1% Tween20) oder 1x PBS wieder ent-
fernt werden.

Der Nachweis von Proteinen erfolgt iiber spezifische Antikorper (Sédmtliche Inkubations- und
Waschschritte erfolgen auf einer Wippe. In den meisten Féllen fiihrt TBB (100mM NaCl, 10mM
Tris, pH 7.5, 0.1% Tween20) und Magermilch zu den schonsten Ergebnissen). Zuerst wird die
Membran fiir 1 Stunde geblockt. Dabei binden Proteine (Magermilch, BSA, Top-Block, Gelatine
0.4.), die dem Blocking-Puffer (TBB oder PBS + 3-5% Proteinzusatz) an die unbesetzten Stellen
der Membran. AnschlieBend wird der erste, proteinspezifische Antikorper in TBB oder PBS tiber
Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert. Am nichsten Tag wird die Membran 3 x Fiir 10" mit
TBB oder PBS gewaschen und ein zweiter Antikdrper, der spezifisch fiir den ersten Antikorper ist,
in TBB oder PBS aufgenommen und fiir I Stunde auf die Membran gegeben. Nach der Inkubation
wird wieder 3x fiir je 10" mit TBB oder PBS gewaschen. Der zweite Antikorper ist mit alkalischer
Phosphatase oder mit POX (horseradish peroxidase) gekoppelt. Der Nachweis des gesuchten
Proteins erfolgt liber diese gekoppelten Faktoren.

Alkalische Phosphatase: Fiir den Nachweis mit alkalischer Phosphatase wird der Blot 10 min mit
0.1 M Tris pH 9.6 gewaschen, in Substratlosung (siche unten) geschwenkt, bis die Banden die ge-
wiinschte Intensitét erreicht haben und anschlieend 3x mit H,O gewaschen.

Substratlosung: 9 vol 0.1 M Tris pH 9.6
1 vol NBT-Losung (50 mg NBT in 50 ml H,O)
0.1 vol Indolyl-Losung (50 mg Indolyl in 10 ml DMF)
0.02 vol 2M MgCl

POX: Die Membran wird mit der Entwicklungsfliissigkeit des ECL-Kits (Amersham) fiir 1' in-
kubiert, anschlieBend mit einer Frischhaltefolie eingeschlagen und fiir 30 sec bis 30 min auf einen
Rontgenfilm gelegt.
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5.5.4 Herstellung von proteinhaltigen Lysaten

Proteinhaltige Lysate werden fiir verschiedene Anwendungen, wie z. B. die Aufreinigung rekombi-
nant exprimierter Proteine aus E. coli oder Immunprézipitationen bendtigt. Prinzipiell kdnnen
Zellen so aufgeschlossen werden, dass die Proteine in ihrer nativen Form oder in einer denatu-
rierten Form vorliegen. Dafiir werden die Zellen in einem Puffer aufgenommen und iiber verschie-
dene Methoden lysiert oder zerstort. Nach einer abschlieBenden Zentrifugation erhidlt man ein
Pellet, das die unloslichen Bestandteile enthélt (manchmal auch genau die, die man haben mochte)
und einen Uberstand, in dem die 16slichen Proteine enthalten sind.

Die folgenden Puffer eignen sich fiir die Herstellung von Proteinlysaten, in welchen die Proteine in
ihrer nativen Form vorliegen. Dabei konnen je 1 ml Puffer bis zu 1x 107 Siuger- und Insekten-
zellen oder bis zu 1x 10° E.coli- und Hefe-Zellen eingesetzt werden. Dafiir wird das Zellpellet in
dem Puffer aufgenommen, resuspendiert und dabei lysiert. Manchmal ist es sinnvoll, das Gemisch
bis zu einer Stunde auf einem Uber-Kopf-Rotor zu drehen oder auf andere Weise in Bewegung zu
bringen. Da Proteinasen vorhanden sein konnen, empfiehlt sich, bei 4°C zu arbeiten (auller D).
Schwer losliche Pellets oder Zelllysate, die ohne Detergenz hergestellt werden sollen, werden iiber
das Fast-Prep-System (QBiogene) mechanisch lysiert oder mittels Ultraschall geknackt (z.B. Ge-
samtlarvenantigen). Nach der Lyse wird 20 min bei 12000g und 4°C zentrifugiert. Der prote-
inhaltige Uberstand wird vorsichtig in ein steriles Gefif iiberfiihrt und auf Eis gestellt (bei der Su-
che nach bestimmten Proteinen, wie z.B. Membranproteinen, schadet es nicht, auch das Pellet zu
testen). Die Herstellung von Gesamtlarvenantigen und anderen Echinokokkenextrakten ist in Kapi-
tel 5.9.4 genauer beschrieben.

A) RIPA - Buffer (150 mM NaCl, 1% NP 40, 0.5% Deoxycholat (DOC), 0.1% SDS, 50 mM Tris,
pH 7.5)

B) NP 40 oder Triton X 100 Lysis Buffer (150uM NaCl, 50 mM Tris, pH 8.0, 1% Nonidet P 40
oder Triton X 100)

C) Coli-Extrationspuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.2, 40 mM NaF, 5 mM EDTA, 5 mM
EGTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% Na-Deoxycholat)

D) E. coli-Lysat mit Lysozym: Das Bakterienpellet wird in 3 ml TE-Puffer (50 mM Tris-HCI, 10
mM EDTA, pHS8) je Gramm Pellet aufgenommen und auf 20 -37°C erwarmt. Je ml Suspension
werden 200 ug Lysozym gegeben und und der gesamte Ansatz 10 -20 min bei 20 - 37°C leicht ge-
schwenkt. Eine Zugabe von 2 mg Lysozym je Gramm Pellet ermdglicht die Lyse bei 4°C in etwa 5
min.

In jeden Puffer konnen noch Proteinaseinhibitoren (z.B. von Roche), 0.5 mM PMSF, 0.1% SDS
(stort evtl. in nachfolgenden Schritten) und 1 mM aktiviertes Na-Orthovanadat (Tyrosinphosphata-
se-Inhibitor) zugegeben werden.

Denaturierende Puffer: Haufig lassen sich Proteine nur sehr schwer in Losung bringen. Wenn in
den folgenden Anwendungen kein aktives Protein benétigt wird (z.B. bei der Herstellung von An-
tikdrpern) eignet sich die Herstellung eines Lysates mit einem denaturierendem Puffer. Eine
Erh6éhung der SDS-Konzentration in den oben genannten Puffern auf 1% und eine Erwédrmung
ermoglicht haufig die Solubilisierung. Verschiedene Aufreinigungssysteme, wie z.B. His-Tag/Ni-
ckel-Granulat sind sehr unempfindlich gegeniiber denaturierenden Substanzen.

Lysepuffer fiir die denaturierende Aufreinigung von His-getagten Proteinen: 6M Guanidin-HCI,
pH 7.8
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5.5.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Photometrische Bestimmung bei Ays: Die Proteinlosung wird gegen den Lysepuffer (0-Wert) bei
Asg gemessen. Eine Absorption von 1.0 in einer 1 cm-Kiivette entspricht ungefdhr 1 mg Protein
pro ml. Diese Methode ist auf der einen Seite sehr schnell durchzufiihren, aber auch sehr ungenau,
da die ermittelte Proteinmenge von der Menge an Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin abhéngt.
1 mg/ml BSA hat z.B. einen A,s-Wert von 0.7, wihrend a-Amylase einen A,s-Wert von 2.42 hat.

BCA-Test (Pierce): In diesem Test werden proteinhaltige Proben gegen BSA-Standards ge-
messen. Dafiir werden 50 pl Puffer in dem das Protein geldst ist (Blank-Kontrolle), jeweils 50ul
der verschiedenen BSA-Verdiinnungen und 1:2, 1:5 und 1:10 Verdiinnungen der zu bestimmenden
Proteinprobe in Elisa-Platten pipettiert, mit 200 ul Working Reagent gemischt (bestehend aus 50
Teilen Losung A und 1 Teil Losung B, vergl. Kit-Beschreibung) und 10 min bei 65°C inkubiert.
AnschlieBend wird die Absorption bei 562 nm gemessen. Nach Abzug des Wertes der Blank-Kon-
trolle (manche Gerite machen das automatisch) kann eine Standardkurve erstellt werden (Ab-
sorption gegen Proteinkonzentration) und dariiber die Proteinkonzentration der Probe bestimmt
werden.

5.5.6 Aufreinigung rekombinant exprimierter Proteine

Fir die Aufreinigung rekombinant exprimierter Proteine werden héufig Fusionsproteine
verwendet, die neben dem spezifischen Proteinteil eine AS-Sequenz enthalten, die an bestimmte
Proteine oder Chemikalien binden kann. AnschlieBend werden nichtbindende Proteine wegge-
waschen und das Protein dann eluiert. Der gesamte Vorgang unterscheidet sich zwischen den ein-
zelnen Systemen nur im Detail. Im ersten Schritt wird die Proteinsynthese liber mehrere Stunden
induziert (2-6 Std. bei Bakterien, in eukaryontischen Zellen kann dieser Vorgang auch mehrere
Tage dauern). Danach werden die Bakterien oder andere Zellen pelletiert, lysiert und die unlosli-
chen Zellbestandteile abzentrifugiert. Der Uberstand, in dem im Idealfall das Protein geldst vor-
liegt, wird mit Beads inkubiert, an welchen das Protein haften bleibt. Nach mehreren Wasch-
schritten wird das Protein eluiert. Im folgenden werden die verschiedenen, in dieser Arbeit
verwendeten Systeme kurz erlautert.

Proteine mit His-Tag: Der His-Tag besteht aus sechs Histidinen, die N- oder C-terminal mit dem
Protein fusioniert sein konnen und bindet an Metall-chelatierende Beads, z.B. ProBond von Invi-
trogen, einer Nickel-beladenen Sepharose. Die Bindung erfolgt sowohl unter nativen als auch de-
naturierenden Bedingungen. Die Elution erfolgt iiber einen Puffer mit niedrigem pH-Wert oder mit
einem 500 mM Imidazole-Puffer. Die zwei folgenden Aufreinigungs-Beispiele beziehen sich auf
ein in E. coli rekombinant exprimiertes Protein.

Denaturierende Aufreinigung: Das Pellet von 11 Kultur wird in 25 ml 6 M Guanidin-HCI (500
mM NaCl, 20 mM NaH,PO,, 6 M Guanidin-HCL, pH 7.8) lysiert. Nach einer Zentrifugation (20',
RT, 12000g) werden dem Uberstand weitere 5 ml 6 M Guanidin-HCI zugegeben und nochmals
zentrifugiert (20", RT, 12.000g). Der Uberstand wird ein weiteres mal zentrifugiert (20', RT,
13.000g) und zu 1 ml Probond-Resin (Invitrogen), das in 6 M Guanidin-HCL &quilibriert wurde,
gegeben und UN bei 4°C rotierend inkubiert. Danach wird das gesamte Gemisch iiber eine Siule
gegeben, in der die Beads hidngen bleiben. AnschlieBend wird mehrmals (3x -10x) mit 8§ M
Harnstoff (500 mM NaCl, 20 mM NaH,PO.,, pH 5.8) gewaschen. Die Elution erfolgt mit 2x 1 ml
pH-Elutionspuffer (500 mM NaCl, 20 mM NaH,PO,, pH 3.8) oder Imidazole-Elutionspuffer (300
mM NacCl, 20 mM NaH,PO,, 250 - 500 mM Imidazole), wobei die Puffer etwa 5-10 min einwirken
miissen. AnschlieBend muf fiir die meisten Anwendungen eine Dialyse gegen geeignete Puffer
(z.B. 1x PBS) durchgefiihrt werden.
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Native Aufreinigung mit Imidazole: Der wichtigste Schritt ist die Lyse der E. coli-Zellen (ver-
gleiche Kapitel: 5.5.4). Dem Lyse-Puffer sollten 10 mM Imidazole zugegeben werden. Nach einer
Zentrifugation (10", 4°C-RT, 12.000g) wird der Uberstand auf Probond-Resin (Invitrogen), das in
Lyse-Puffer dquilibriert wurde, gegeben und 1 Stunde bis UN bei 4°C bis RT inkubiert. Ein Uber-
Kopf-Rotor schadet hierbei nicht. Nachdem die Beads in einer Sdule gesammelt wurden wird 3 x
mit einem Puffer der 20 mM Imidazole enthélt (z.B. der Lysepuffer, evtl. ohne Detergentien) ge-
waschen. Anschliefend wird mit Imidazole-Elutionspuffer (300 mM NaCl, 20 mM NaH,PO,, 250
- 500 mM Imidazole) eluiert. Natiirlich funktioniert auch ein anderer Puffer, der die Menge an
Imidazole enthilt.

Proteine mit Thioredoxin-Tag: Proteine, in den Vektor pBAD/TOPO-ThioFusion kloniert
werden, enthalten an ihrem 5'-Ende ein 11.7 kDa langes Thioredoxin. In seiner nativen Form bildet
dieses Thioredoxin eine natiirliche Metall-bindende Domaéne, die an Metall-chelatierende Beads,
(z.B. ProBond von Invitrogen) binden kann. Die Aufreinigung ist nur in nativen Systemen moglich
(vergleiche oben: His-Tag, native Aufreinigung). Auf SDS und andere Detergentien sollte so weit
moglich verzichtet werden.

PinPoint™ Xa: Bei dem PinPoint Xa-System (Promega) wird das gewiinschte Protein mit einem
Protein fusioniert, das in E. coli biotinyliert wird. Biotinylierte Proteine konnen iiber Avidin-Beads
aufgereinigt werden. Von Promega gibt es zwei verschiedene Avidin-Beads. Zum einen Soft-Link,
von dem das Protein wieder eluiert werden kann und Tetra-Link, an dem das Protein unlGsbar
haften bleibt. Das zweite eignet sich hervorragend fiir die Aufreinigung von Antikorpern. Eine aus-
fiihrliche Beschreibung dieses Systems findet sich in der Gebrauchsanweisung (Promega, Pin-
Point™ Xa Protein Purification System).

5.5.7 Dialyse

Uber die Dialyse kénnen Proteinldsungen umgepuffert und stérende Reagenzien (z.B. Imidazole,
Seifen, Salze, kleine Peptide und dhnliches) entfernt werden. Dafiir wird die proteinhaltige Losung
in einen Dialyseschlauch (evtl. muss dieser vorbereitet werden) gegeben und mehrmals fiir einige
Stunden (auch UN) gegen den Puffer (1000 bis 10000 faches Volumen der Probe) mit den ge-
wiinschten Eigenschaften dialysiert.

5.5.8 Konzentration von Proteinen

Fillung mit TCA (Konzentration von Proteinen fiir die PAA-SDS-Gelelektrophorese): Auf ein
Volumen Proteinldsung wird ein Volumen 20% TCA (Trichloressigsdure) gegeben, resuspendiert
und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wird bei 14.000 rpm, 4°C fiir 15 min zentrifugiert, der
Uberstand vollstindig entfernt und das Pellet mit ~ 300 pl eiskaltem Aceton gewaschen. Nach
einer weiteren Zentrifugation (14.000 rpm, 4°C, 5 min) wird das Pellet getrocknet und kann jetzt in
SDS-Puffer (z.B. 2x Stop-Mix, vergl 5.5.1) aufgenommen werden.

Centriprep: Mit dieser Methode konnen Proteine iiber Zentrifugation angereichert werden. Wei-
terhin bietet sich die Mdglichkeit, Proteine die eine bestimmte Grosse iiber- oder unterschreiten zu
entfernen. Centriprep-R6hrchen bestehen aus zwei Kompartimenten, die durch eine Membran ge-
trennt sind. Die Porengrdsse der Membran bestimmt die Grosse der Proteine, die angereichert
werden. Durch Zentrifugation wird die Proteinlosung von einem Kompartiment des Réhrchens in
das andere gepresst, wobei alle Proteine, die nicht durch die Membran passen zuriickgehalten
werden. Diese Methode eignet sich auch zur Umpufferung von Proteinlésungen.
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5.5.9 Immunoprazipitation

Ansatz fur 1ml Proben

1. A) RIPA - Buffer (150 mM NaCl, 1% NP 40, 0.5% Deoxycholat (DOC), 0.1% SDS, 50 mM
Tris, pH 7.5) oder

B) NP 40 oder Triton X 100 Lysis Buffer (150uM NaCl, 50 mM Tris, pH 8.0, 1% NP 40 oder
Triton X 100)

In jeden Puffer konnen noch Proteinaseinhibitoren und Phosphatasehemmer gegeben werden.

2. Die Zellen werden in einem dieser Puffer lysiert. Pro 1 ml Puffer konnen bis zu 1x 107"Séiuger-
und Insektenzellen oder bis zu 1x 10° E.coli und Hefe-Zellen eingesetzt werden. Uber die
FastPrep-Methode konnen auch seifenfreie Puffer verwendet werden.

3. Das Lysat wird 20 min lang bei 4°C und 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird vor-
sichtig in ein steriles Gefal iiberfiihrt und auf Eis gestellt.

4. Um das Lysat vorzureinigen werden 50 pl Protein G Sepharose oder 50 pl Protein G Agarose
zu dem Uberstand gegeben, bei 4°C fur 1 h geschiittelt, anschlieBend 1 min bei 4°C und
10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird dann in ein frisches steriles Gefal3 tiberfiihrt.

5. Jetzt werden zu dem Uberstand 1-2 pg Antikdrper sowie 50 ul Protein G resin (Sepharose oder
Agarose) gegeben. Alles zusammen wird fiir 2 — 24 Stunden bei 4°C geschiittelt.

6. Nach einer Zentrifugation 1 min, 10.000 x g, 4°C) wird der Uberstand abgenommen und das
verbleibende Resin-Pellet 2 mal mit 500 pl Lysis — Buffer gewaschen.

7. Der Protein — Immun — Komplex kann jetzt eingesetzt werden.

8. Fiir ein SDS-PAA Gel werden 50ul 2xSDS Sample Buffer zum Resin gegeben, resuspendiert, 2
min auf 85°C — 100°C erhitzt und anschlieBend zentrifugiert. Der Uberstand wird auf das Gel
geladen.

5.5.10 GTP - Bindungsassay

Kleine GTP-bindende Proteine konnen GTP binden nachdem sie denaturiert, auf eine Nylon- oder
Nitrocellulosemembran transferiert und anschlieend renaturiert wurden.

Das kleine GTP-bindende Protein wird in E.coli exprimiert. 1ml der Bakteriensuspension wird bei
14.000 rpm pelletiert und das resultierende Pellet in 100 pl 2xStop-Mix resuspendiert. Der Ansatz
wird 5 min gekocht und dann bei 14.000 rpm zentrifugiert. Vom Uberstand werden 10pl in die Ta-
sche (kleines Gel, 10-zdhniger Kamm) eines 12.5 % PAA-Gels gefiillt. Nach der Gelelektropho-
rese wird das Protein auf eine Nylon- oder Nitrocellulosemembran geblottet und diese an-
schlieBend 1h bei RT (auch alle anderen Waschschritte finden bei RT statt) in 1xTBB (100mM
NaCl, 10mM Tris, pH 7.5, 0.1% Tween20 + 5% Magermilch geblockt). Nach zwei bis dreima-
ligem kurzen Waschen mit 1xTBB wird die Membran dann zur Renaturierung der Proteine 3 mal
fiir je 25 min in Renaturierungspuffer (200 mM Mops, 100 mM Na-Acetat, 5 mM Mg-Acetat, 5
mM DTT und 0.05% Tween 20, pH 7.7)) oder in GTP-Buffer B (25mM Tris/190mM Glycin, pH
8.3, 20% Methanol) inkubiert. Auf zweimaliges 10 miniitiges Waschen in GTP-Buffer C (50mM
Tris, pH 7.4, 0.3% Tween 20, 10uM MgCl, folgt der GTP-Bindungs-Assay, fiir den die Membran
1h in GTP-Buffer D (GTP-Buffer C mit 100 mM DTT, 100 uM ATP und 1puCi [0-**P]GTP/ml) in-
kubiert wird, wobei das [0-**P]GTP frisch sein muf} (nicht &lter als 1 Halbwertszeit). AnschlieBend
wird die Membran zwei bis dreimal fiir je 10 min in GTP-Buffer E (GTP-Buffer C mit 10mM Mg-
Cl,) gewaschen, getrocknet und iiber Nacht auf einen Rontgenfilm gelegt [170]. Statt der Bakteri-
ensuspension kann auch aufgereinigtes Protein verwendet werden.
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5.5.11 Kinaseassay — EmERK und Emp38

ERK und p38 sind MAP-Kinasen die mit Myelin-Basic-Protein phosphorylieren. Die Anleitung fiir
diesen Versuch findet sich in Kapitel 5.15.1

5.5.12 In vitro Translation mit rabbit — Reticulocytenlysat

In vitro Translation (mit kombinierter Prenvlierungsreaktion):

Zuerst werden die 4 uCi [3H] - Farnesyl — PP oder 4 puCi [3H] - Geranylgeranyl — PP in ein Eppi
vorgelegt und solange bei 30°C mit Sticksoff begast (der Stickstoff soll leicht iiber die Oberfliche
streichen) bis sdmtliche Fliissigkeit verdunstet ist. Vor allem Ethanol kann die in vitro Translation
storen. Anschlieend werden die anderen Komponenten hinzugegeben und der Ansatz 90 min bis 6
Stunden bei 30 °C inkubiert. Das resultierende Protein kann entweder direkt auf ein PAA Gel auf-
getragen oder iiber Immunprézipitation aufgereinigt werden.

standard Farnesyl Geranylgeranyl
Retico-Lysat 30 ul 15 pl 15 pul
AS -L 2.5 ul 1 ul 1 ul
AS -M 2.5l 1 ul 1 ul
RNAse Inhibitor Sul 2 ul 2 ul
RNA (2pg bei 200ng/pul)) 10 ul Sul Sul
[3H] - Farnesyl - PP - 4 nCi -
[3H] - Geranylgeranyl - PP - - 4 uCi
H20n (RNAse frei) 8 ul 4 ul 4 ul
50 ul 25 ul 25 ul

5.5.13 Prenylierung kleiner GTP-bindender Proteine

Der Nachweis der Prenylierung kleiner GTP — bindender Proteine erfolgt in drei Abschnitten. Zu-
erst wird das Protein in E.coli exprimiert oder iiber in vitro Translation hergestellt. Die so erhal-
tenen Proteine werden geeignet aufgereinigt und dann in Gegenwart von [*H] markiertem Far-
nesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat in Kaninchen-Reticulocytenextrakt oder in Echinokok-
ken-Lysat inkubiert. Es ist auch moglich, die Proteine wahrend der in vitro Translation zu preny-
lieren. AnschlieBend werden die prenylierten Proteine in einem PAA Gel aufgetrennt, dieses ge-
trocknet und die Prenylierung dann iiber einen aufgelegten Rontgenfilm visualisiert.

1. Einsatz von [*H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat:

Zuerst werden die 4 pCi [3H] - Farnesyl — PP oder 4 pCi [3H] - Geranylgeranyl — PP in ein
Eppi vorgelegt und solange bei 30°C mit Sticksoff begast (der Stickstoff soll leicht iiber die
Oberflache streichen) bis samtliche Fliissigkeit verdunstet ist. Vor allem Ethanol kann die in vi-
tro Translation storen. AnschlieBend werden die anderen Komponenten hinzugegeben und der
Ansatz 90 min bis 6 Stunden bei 30 °C inkubiert. Das resultierende Protein kann entweder di-
rekt auf ein PAA Gel aufgetragen oder iiber Immunprézipitation aufgereinigt werden.
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2. Gekoppelte in vitro Translation und Prenylierung:

Sédmtliche kleine GTP-bindene Proteine wurden als 5'-Myc-Fusion in den Vektor pBGKT7
(Yeast-Two-Hybrid Vector von Clontech) kloniert. Diese Vektoren dienten als Template fiir die
in vitro Transkription von RNA iiber den T7 Promoter. 1 - 2 pg der resultierenden RNA wurden
fiir die gekoppelte in vitro Translation und Prenylierung eingesetzt.

Gekoppelte in vitro Translation (Promega) und Prenylierung:

0-Wert Farnesyl - PP Geranylgeranyl -PP
Retico-Lysat 30 ul 15 ul 15 pul
AS -L 2.5 ul I ul 1 ul
AS -M 2.5 ul I ul Il
RNAse Inhibitor Sul 2 ul 2 ul
RNA (2pg bei 200ng/pl)) 10 pl Sul Sul
[3H] - Farnesyl - PP - 4 nCi -
[3H] - Geranylgeranyl - PP - 4 nCi
H,On (RNAse frei) 8 ul 4 ul 4 ul
50 pl 25 ul 25 ul

3. Der Ansatz wird bei 30°C fiir 4 Stunden inkubiert. Das resultierende Protein kann entweder di-
rekt auf ein PAA Gel aufgetragen oder iiber Immunprézipitation aufgereinigt werden.

4. Prenylierung von immunprézipitierten in vitro translatierten Proteinen:

In vitro Translation wie in 2., aber ohne [*H] markiertes Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Py-
rophosphat (vergl Nullwert). Die translatierten Proteine werden {iber eineb anti-Myc-Antikorper
immunprizipitiert (1ug Antikdrper, 20 pl Protein G- Agarose beads, UN 4°C drehen, vergleiche
Kapitel 5.5.9).

5. Prenylierung von, in E.coli, rekombinant exprimierten Proteinen

Die codierenden Sequenzen der kleinen GTP-bindenden Proteine wurden mit einem Stopcodon
am 3'- Ende der codierenden Sequenz iiber geignete Primer amplifiziert und in den Vektor
TOPO pBAD/Thio (Invitrogen) als 5' Fusion kloniert. Nach dreistiindiger Induktion mit 0.2%
Arabinose werden die Bakterien durch Zentrifugation (1 min, 14.000 rpm) pelletiert und das
resultierende Pellet liber FastPrep in 1x TBB (100mM NaCl, 10mM Tris, pH 7.5, 0.1%
Tween20) lysiert. Die Fusionsproteine werden iiber Immunprézipitation (Kapitel 5.5.9) mit dem
a-Thio Antikorper (Invitrogen) aufgereinigt und in 60%-igem Kaninchen-Reticulocytenextrakt
(Promega) oder in Echinokokken-Lysat (vergl. Kapitel 5.9.5), in Gegenwart von ImM GTP und
4uCi [’H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat fiir 4 Stunden bei 32°C in-
kubiert. Die Reaktionen wurden iiber ein 15% PAA-Gel aufgetrennt, das Gel fixiert (2-Pro-
panol/H20/Eisessig, 25:65:10), mit Amplify (Amersham) behandelt, getrocknet und fiir acht
Tage auf einen Rontgenfilm gelegt.

6. Fir den Prenylierungsnachweis von EmRap1 und EmRap2 wurde das wie unter 5. beschriebene
rekombinant exprimierte und immunpréizipitierte Protein in einem 15% PAA-Gel aufgetrennt
und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit Ponceau-Losung gefdrbt. Jede Bande
wurde ausgeschnitten und in zwei Hélften geteilt. Die beiden Hélften wurde dann wie in 5. be-
schrieben mit oder ohne Echinokokken- bzw. Kaninchen-Reticulocytenextrakt in Gegenwart
von 4uCi [*H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat fiir 4 Stunden bei 32°C
inkubiert. Die Blotschnipsel wurden dann mit Amplify (Amersham) behandelt, getrocknet und

145



5 Material und Methoden

fiir acht Tage auf einem Rontgenfilm exponiert. Die Unterschiede waren deutlich zu erkennen,
die Blotschnipsel jedoch zu klein um eine gute Abbildung zu bekommen. Daher eignet sich
diese Methode nur zur schnellen Uberpriifung, liefert jedoch keine publizierbaren Abbildungen.

5.6 Arbeiten mit E. coli

5.6.1 Stamme

DH5a: F'/endA1 hsdR17 (rx” mk") gInV44 thi-1 recAl gyrA (Nal’) relA A(laclZY A-argF) U169
deoR (P80dlacA(lacZ)M15)

Top10: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG

BL21: F ompT gal [dem] [lon] hsdSg (15" mg; ein E.coli B Stamm) mit DE3, einem A-Prophagen
der das T7-RNA-Polymerasegen tragt

dam™: Genotyp unbekannt, Verwendung fiir die Gewinnung von Plasmiden fiir einen Xbal-Verdau.

5.6.2 Medien und Zusatze

LB (Luria-Bertani): 1% Trypton, 0.5% Hefe-Extrakt, 1% NaCl in Wasser 16sen, pH 7 mit NaOH
einstellen und autoklavieren.

SOB: 2% Trypton, 0.5% Hefe-Extrakt, 0.05 % NaCl, 2.5 mM Kcl, 10 mM MgCl in Wasser 16sen,
pH 7 mit NaOH einstellen und autoklavieren.

Antibiotikazugabe: Nach dem Autoklavieren das Medium auf ~55°C abkiihlen lassen und AB in
gewiinschter Menge zugeben (Ampicillin 100 pg/ml, Kanamycin 30 pg/ml).

Agarplatten: In die Medien vor dem Autoklavieren 15g/1 Agar zugeben, nach Zugabe von AB (fa-
kultativ) Platten gief3en.

X-Gal (fiir blau-weiss-Selektion): 400mg X-Gal in 10 ml Dimethylformamid l6sen. Lagerung
lichtgeschiitzt bei -20°C, 40 ul auf jede Agarplatte ausplattieren.

5.6.3 Herstellung kompetenter E.coli

CaCl: 50 ml 2x LB-Medium mit 350ul einer E. coli-UN-Kultur beimpfen und bei 37°C bis zu
einer ODgg von 0.45 - 0.55 bei ca. 170 rpm wachsen lassen (~ 3 Stunden). Dann Kultur fiir 30 min
im Kiihlschrank abkiihlen lassen (fakultativ) und bei 4°C abzentrifugieren (4000 — 8000 rpm, 10
-20 min). Pellet in 25 ml Calziumchlorid (100 mM, eiskalt) vorsichtig resuspendieren und fiir 2 h
auf Eis stehen lassen. AnschlieBend erneut abzentrifugieren (4000 rpm, 4°C, 15') und Pellet in 2.5
ml Calziumchlorid (100 mM, eiskalt) aufnehmen und sehr vorsichtig resuspendieren. Zellen an-
schlieBend mindestens 2 Stunden auf Eis stehen lassen. Zum Einfrieren wird die Zellsuspension
mit 1/3 vol kaltem Glycerin gemischt und anschlieend in 50ul-Aliquots aufgeteilt, die bei -80°C
eingefroren werden.

TSS: E. coli aus einer UN-Kultur, einer Kultur ODgo ~0.4 (gewachsen bei RT bis 37°C) oder di-
rekt von einer Platte in frisch angesetztem TSS-Puffer (S5ml 2xLB, 3.5 ml PEG-8000 (29%ige
Lsg.), Iml 0.5M MgCl, 500 pl DMSO) resuspendieren und direkt fiir die Transformation
einsetzen, 42°C-Schritt nicht notwendig. Lagerung der kompetenten Zellen bei -80°C moglich, je-
doch Transformationseffizienzverlust.

Super-Kompetent (RbCl): 10 ml SOB-Medium (20g Trypton, 5g Hefeextrakt, 10 mM NaCl, auf
pH 7 einstellen und auf 11 mit H,O auffiillen und autoklavieren. AnschlieBend sterilfiltriertes KCl
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(2.5 mM), MgCl, (10 mM), MgSO, (10 mM) zugeben.) mit einer E. coli-Kolonie animpfen und
UN bei RT schiitteln. Am néchsten Tag 5 ml UN-Kultur und 36 ml 5M NaCl in 500 ml SOB geben
und in einem sehr groBen Kolben (41) bei 30°C bis zu einer ODgy von 0.4 — 0.5 schiitteln. Zellen
bei 4000 rpm zentrifugieren und jeden Rest Medium entfernen. Pellet sehr vorsichtig in 50 ml
eiskaltem TFB (100 mM MES (aus 1M MES, pH6.2 mit KOH einstellen und nach Sterilfiltration
bei -20°C lagern), 100 mM RbCl, 45 mM MnCl, 10 mM CacCl,, 3 mM Hexamin-Kobalt-Chlorid;
Lagerung bei 4°C) resuspendieren und 15 min auf Eis inkubieren. Danach Gefdl3 vorsichtig
schwenken und dabei 1.75 ml eiskaltes DMSO zugeben. Anschliefend Zellen 15 min auf Eis in-
kubieren und dann in vorgekiihlte Eppis aliquotieren und sofort in fliissigem Stickstoff einfrieren.
Lagerung 12 Monate bei -80°C.

Ultra-Kompetent: UN-Kultur in SOB-Medium (2% Trypton, 0.5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgClL,, 10 mM MgSO,, autoklavieren) ansetzen. Diese am nichsten Tag
1:100 in frisches SOB {iberfiihren (250 ml) und in einem mdglichst groBen Kolben bei 19°C unter
starkem Schiitteln auf eine ODgy von ~0.5 wachsen lassen (24-36 h). Kolben anschlieBend 10-20
min auf Eis abkiihlen und Zellen dann 10' bei 4000 rpm und 4°C zentrifugieren. Nachdem jeder
Rest Medium entfernt wurde wird das Pellet sehr vorsichtig in 80 ml eiskaltem TB (10 mM PIPES,
15 mM CaCl,, 250 mM KCI; pH 6.7 mit KOH oder HCI einstellen und dann MnCl, zugeben
(55mM). Sterilfiltration, Lagerung bei 4°C) resuspendiert und fiir 10 min auf Eis gestellt. An-
schlieBend wird 10 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert und das Pellet dann vorsichtig in 20 ml
eiskaltem TB + 1.4 ml DMSO (-20°C) resuspendiert. Die resuspendierten E. coli werden aliquo-
tiert und bei -80°C gelagert.

kompetentere Zellen (gilt fiir alle Protokolle): Zellen schon bei einer ODgy von 0.3 - 0.4
abzentrifugieren, dann aber am Ende auch in weniger Puffer aufnehmen und/oder Wachstum bei
18-30°C.

5.6.4 Transformation

50 — 500 ng Plasmid-DNA oder bis zu 8 pl Ligationsansatz werden auf Eis gekiihlt und an-
schlieBend in ein Cap mit auf Eis aufgetauten kompetenten E. coli (50 ul) gegeben und vorsichtig
untergeriihrt (nicht resuspendieren). Der Gesamte Ansatz bleibt 30 — 60 min. auf Eis, wird dann fiir
90 sec. in einem Heizblock auf 42°C erwdrmt und dann fiir 2 min. wieder auf Eis gestellt. Sofort
danach werden 200ul LB-Medium zugegeben und das Cap fiir 1 Stunde bei 37°C geschiittelt. An-
schlieBend wird die Bakteriensuspension auf geeignete LB-Agarplatten ausgestrichen (Antibiotika-
zugabe hingt von der plasmidcodierten AB-Resistenz ab).

Blau-weifl-Selektion: 40ul X-Gal-Losung auf jede Platte pipettieren, kurz eintrocknen lassen und
dann die E. coli zugeben (Vektor: z.B. pCR2.1 von Invitrogen).

Effizienz-Enhancer: 25 mM B-Mercaptoethenol (1M B-Mercaptoethenol = 0,59 ml B-Me in 10 ml
H,0) in den Transformationsansatz fiihrt zu einer 5-fachen Transformationseffizienz, 17 mM DTT
in den Transformationsansatz fiihrt zu einer 20-fachen Transformationseffizienz.

5.6.5 Expression rekombinanter Proteine in E.coli

Fiir die Expression rekombinanter Proteine wird das gewiinschte Protein in einen Expressionsvek-
tor kloniert und dieser dann in E. coli transformiert. Zuerst wird eine UN-Kultur angesetzt (AB
zugeben) und diese dann am folgenden Tag 1:100 verdiinnt und bis zu einer ODgy von 0.5 bei
37°C geschiittelt. AnschlieBend wird die Proteinexpression induziert. Fiir verschiedene Ex-
pressionssysteme gibt es verschiedene Induktoren.

Fiir Proteine, die iiber pPBAD und pBAD/ThioFusion (Invitrogen) induziert werden, wird 0.02 —
0.2% Arabinose zugegeben und die Kultur fiir weitere 3-5 Stunden bei 37°C geschiittelt.
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Fiir Proteine, die iiber pGEX (GST-Fusion) und das PinPoint-System von Promega (Vektor: Xa,
Biotin mul3 zugegeben werden) induziert werden, wird 100 uM IPTG zugegeben und die Kultur
fiir weitere 3-5 Stunden bei 37°C geschiittelt.

AnschlieBend wird die Bakteriensuspension zentrifugiert und das Pellet in Lyse-Puffer aufgenom-
men. Je nach Art der Aufreinigung des rekombinant exprimierten Proteins, z.B. nativ oder denatu-
rierend, wird das Pellet in unterschiedlichen Puffern aufgenommen, lysiert und das Protein aufge-
reinigt (vergl. Kapitel: proteinhaltige Lysate 5.5.4, Aufreinigung 5.5.6).

5.7 Arbeiten mit Hefen

5.7.1 Material

Medien:

YPDA: (20 g/l Difco Pepton, 10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Agar (fiir Platten), dH-0 ad 950 ml, pH
5,8). Nach dem Autoklavieren abkiihlen auf 55°C und dann 50 ml 40% sterilfilftrierte Glucose
(Endkonzentartion 2%) und 3 ml 1% Adenin-Hemisulfat (Endkonzentration 0,003%) zugeben.

SD: (6,7 g Difco™ Yeast Nitrogen Base ohne Amino Acids, 20 g Difco™ Bacto Agar (fiir
Platten),X g des entsprechenden Drop Out (DO) Supplement Pulvers, dH,0 ad 950 ml, pH 5,8).
Nach dem Autoklavieren abkiihlen auf 55°C und dann 50 ml 40% sterilfilftrierte Glucose (En-
dkonzentartion 2%) und weitere Komponenten (zum Beispiel DO-Supplements) zugeben.

Zusitzefiir die Medien:
DO Supplements: Clontech —Leu/-Trp DO Supplemnt (0,64 g/1)
Clontech —Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplemnt (0,6 g/I)

Weitere Komponenten: 3-Amino-1,2,4triazol (3-AT; Sigma Aldrich) in verschiedenen Kon-
zentrationen und 50x Adenin-Hemisulfat (1 g/1)

Hefestimme:
Eingesetzt wurden zwei verschiedene Stimme von Saccharomyces cerevisiae:

Y187: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, met’, gal4A, gal80A,
URA3GAL1, UAS -GALI, TATA -lacZ

AH109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2::GAL1uas-GAL11ara-HIS3,
GAL2yas-GAL21a1a-ADE2, URA3::MEL1yas-MEL 11ara-lacZ

5.7.2 Transformation von Hefen

100 ml YPDA werden mit 4-5 Hefe-Kolonien (Durchmesser jeweils 2-3 mm) angeimpft und fiir
16-18 h bei 30°C und 250 rpm inkubiert (ODgy > 1,5). Je Transformation werden 2 ml dieser
Kultur fiir 5 min bei 1000 rpm pelletiert. Das Pellet wird in frisch hergestelltem ONE-STEP-Puftfer
(0,2 M Lithiumacetat pH 7,5, 40% Polyethylenglycol 3350 (PEG 3350), 100 mM Dithiothreitol)
vorsichtig aber griindlich resuspendiert. Je Transformationsansatz werden 100 ul ONE-STEP-Puff-
er eingesetzt. Auf jeweils 100 pl dieser resuspendierten Zellen werden 500 ng des, bzw der zu
transformierenden Plasmide pipettiert und vorsichtig resuspendiert. Der Ansatz wird fiir 30 min bei
45°C im Heizblock inkubiert und anschlieBend auf SD-Platten (-Trp/-Leu) ausplattiert (bei Y2H-
versuchen mit AD- und BD-Vektoren). Innerhalb von 2-3 Tagen wachsen die ersten Kolonien.
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5.7.3 Yeast 2 Hybrid

In dieser Arbeit wurde das Yeast-Two-Hybrid-System Matchmaker von Clontech verwendet (Eine
genaue Beschreibung der Methode bietet das Handbuch ,,Yeast Protocols* von Clontech). Das
System beruht auf der Tatsache, dass viele eukaryontische Transkriptionsfaktoren aus zwei un-
abhédngigen Doménen, der DNA-Bindungsdomine (DNA-BD) und einer Aktivierungsdoméine
(AD) bestehen. Die DNA-BD bindet an eine spezifische Promotorsequenz und die AD-Doméne di-
rigiert den RNA-Polymerase-II-Komplex an die richtige Stelle um das nachfolgende Gen abzu-
lesen. Die Doménen agieren als unabhingige Module, wobei keine der beiden alleine die Trans-
kription aktivieren kann, aber auch noch funktionieren, wenn sie mit einem anderen Protein fu-
sioniert sind. Im Matchmaker-System ist ein Protein mit der BD-Doméne und ein anderes mit der
AD-Domine fusioniert. Wenn beide Proteine miteinander interagieren, werden die beiden Do-
méinen in unmittelbare Nachbarschaft gebracht und aktivieren die Transkription des Reportergens.
Die BD-Bindungsdomine bindet die DNA an einer UAS-Sequenz (upstream activating sequence).
Je nach genauer Basenfolge dieser Sequenz bindet die BD-Bindungsdoméne unterschiedlich gut.
Im Matchmaker-System ist das Gen fiir die Synthese von Histidin hinter einer ,,guten* und das fiir
Adenin hinter einer ,,schlechten” UAS-Sequenz. Daraus ergibt sich die Mdglichkeit verschieden
starke Interaktionen durch die Wahl verschiedener Reportergene, die hinter diese Sequenzen
gesetzt werden, nachzuweisen. Eine mittelstarke Interaktion kann durch Hefenwachstum in his-
tidinfreiem und eine starke Interaktion durch wachstum in histidin- und adeninfreiem Medium
nachgewiesen werden. Das System besteht aus den zwei Vektoren pGBKT?7, der fiir die GAL4-
DNA-Bindungsdoméne, einen c-Myc-Tag und die Synthese von Leucin codiert und dem Vektor
pGADT7, der neben der GAL4-Aktivierungsdoméne und einem HA-Epitop fiir die Synthese von
Tryptophan codiert. Die {iber diese Vektoren exprimierten Proteine konnen mit Antikdrpern gegen
das HA-Epitop bzw das Myc-Epitop durch einen Western-Blot nachgewiesen werden.

Im Versuch wurden die codierenden Sequenzen der zu untersuchenden Faktoren in-frame mit den
jeweiligen GAL4-Doménen der Vektoren kloniert, die erhaltenen Klone sequenziert und in Hefen
nach dem oben beschriebenen Protokoll transformiert. Positive Klone wuchsen auf tryptophan-
und leuzinnegativen SD-Agarplatten. Die erhaltenen Klone wurden auf Agar ohne Histidin
(schwache Stringenz, mittelstarke Interaktion) und Agar ohne Histidin und ohne Adenin (starke
Stringenz, starke Interaktion) tiberimpft und das Wachstum der Hefen beobachtet.

In dieser Arbeit wurden iiber das Matchmaker-Y2H-System die Interaktionen zwischen EmRaf
und den folgenden Faktoren untersucht: EmRas, EmRapl, EmRap2, EmRal, Em14-3-3-2,
EmMKK-A und EmMKK-B. Weiterhin wurden Interaktionen zwischen EmMKK-A und
EmMKK-B mit EmERK-A und EmERK-B untersucht. Die Transfektionsmethode ist unter 5.7.2
beschrieben und die verschiedenen Klone unter 5.1.3.
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5.8 Arbeiten mit eukaryontischen Zellen

5.8.1 Medien und Medienzusatze
1. Dulbecco's Minimal Essential Medium (DMEM, GIBCO BRL) + 10% FCS + 100 U/ml Peni-
cillin G und 100 U/ml Streptomycin (PenStrep, Biochrom KG, 10.000U/ml).

2. DES Expression Medium +10% FCS oder Ultimate Insect Serum-Free Medium (beide Invitro-
gen)

3. RPMI + 10% FCS + 100U/ml PenStrep + 2% L-Glutamin + 25 mM HEPES

4. RPMI + 10% FCS + 100U/ml PenStrep + 2% L-Glutamin + 10% WEHI-3B-konditioniertes
Medium 3 (fiir 11-3)

5.8.2 verwendete Zelllinien

RH: Ratten Reuber Leberzellen (ATCC: CRL-1600), Medium 1, 6

HepG2: Humane Leberzellen (ATCC: HB-8065), Medium 1

Hep2: Humane Epithelzellen eines Larynxcarzinoms (ATCC: CCL-23), Medium 1
HEK-293: Humane embryonale Nierenzellen (ATCC: CRL-1573), Medium 1
SH-SYS5Y: Humane neuroblastom-Zellen (ATCC: CRL-2266), Medium 1

CHO: Eierstockzellen des chinesischen Hamsters (ATCC: CCL-61), Medium 1
MMNO2: Humane Magen-Adenocarzinom-Zellen [328], Medium 1

HeLa: Humane Epidermoid-Carzinom-Zellen (ATCC: CCL-2), Medium 1
HEC1B: Humane Endometrial-Carzinom-Zellen (ATCC: HTB-113), Medium 1
U937: Humane Makrophagen-éhnliche Zelllinie (ATCC: CRL-1593.2), Medium 1
WEHI-3B: murine myelomonocytdre Zelllinie (ATCC: TTB-68), Medium 4
BaF3: murine pre-lymphoide Zelllinie (ATCC: CRL-1593), Medium 5

SF9: Zelllinie von Spodoptera frugiperda (ATCC: CRL-1711), Medium 3

S2: Zelllinie von Drosophila melanogaster (ATCC: CRL-1963), Medium 2

5.8.3 Kultivierung von Zellen

Die verschiedenen Zelllinien konnen iiber einen langen Zeitraum unter in vitro Bedingungen
kultiviert werden.

Start einer in vitro Kultur aus einem Gefrierstock: Die Zellen (1x10° - 1x10”) werden vor-
sichtig, aber schnell auf 37°C erwédrmt und sehr vorsichtig in eine 25 cm? (incl ~ 10ml Medium)
oder 75 cm? (incl. ~ 40 ml Medium) Zellkulturflasche iiberfiihrt und UN bei 37°C inkubiert (SF9
und S2 bei 23°C). Am nichsten Tag wird das Medium gewechselt, ca. 15 ml Medium je 75 cm?-
Flasche (vorsicht, manche Zellen sind nicht adhirent). Etwa alle 3 - 8§ Tage mufl das Medium ge-
wechselt werden.

Splitten einer Zellkultur: Wenn die Zellen weit gewachsen sind, z.B. deutlich mehr als einen
Monolayer bilden oder bei nichtadhidrenten Zellen zu einer starken Triibung des Mediums fiihren,
miissen sie gesplittet werden. Bei den Nichtadhdrenten Zellen wird ein geeigneter Teil mit einer
Pipette abgenommen und in eine neue Zellkulturflasche iiberfiihrt. Adhdrente Zellen miissen zuerst
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von dem Boden der alten Flasche gelost werden. Mechanisch konnen sie mit einem Zellschaber
vom Boden gekratzt oder durch klopfen und resuspendieren geldst werden (z.B. HEK-293). Stark
adhérierende Zellen (z. B. RH-) werden durch einen Trypsinverdau vom Boden geldst. Dabei wird
das gesamte Medium (auch der allerletzte Tropfen) von den Zellen abpippetiert und 3 ml
Trypsin/EDTA-Lsg. auf die Zellen gegeben und ~ 10 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Wenn sich die Zellen nach leichtem Klopfen 16sen, werden sie vorsichtig resuspendiert und auf
neue Flaschen verteilt.

Herstellung eines Gefrierstocks: Trypsinierte Zellen werden bei 400 g zentrifugiert und das
Pellet in 4°C-kaltem Medium vorsichtig resuspendiert (bei manchen Zellen, z.B. S2 wird 50% Me-
dium aus einer wachsenden Kultur verwendet). Nach Zugabe von 10% DMSO werden die Zellen
aliquotiert und eingefroren. Bei manchen Zellen funktioniert ein direkter Transfer in fliissigen
Stickstoff, andere miissen gut eingepackt erst im Kiihlschrank vorgekiihlt und dann UN bei -80°C
gekiihlt werden, bevor sie in fliissigem Stickstoff gelagert werden konnen.

5.8.4 Expression rekombinanter Proteine in Saugerzellen

Das hier beschriebene Protokoll ist fiir die Transfektion von HEK-293-Zellen iiber Calziumphos-
phat optimiert.

Aus einer mit HEK-293-Zellen bewachsenen 75 cm?-Flasche werden die Zellen durch Tryp-
sinierung (3ml Trypsin/EDTA, 10' 37°C) gelost und mit 7 ml DMEM + 10% FCS + 100 U/ml
Penicillin G und 100 U/ml Streptomycin gemischt. Nach einer Zellzdhlung (Neubauer-Zahl-
kammer: Zellzahl von 16 Feldern x 10* x Verdiinnung = Zellen/ml) werden in eine 4 cm-Zell-
kulturschale 4 ml Medium (DMEM, 10% FCS, P/S) gegeben, anschliessend 1.3 x 10° Zellen
zugegeben und UN bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Am nichsten Tag wird das Medium abgezogen
und durch 4 ml frisches Medium ersetzt.

Fiir jede Transfektion werden 500 pl 2xHBS (50 mM HEPES, 1.5 mM Na,HPO,, 280 mM NaCl,
pH 7.1) in ein 1.5 ml Eppendorff-Cap pippetiert. In einem zweiten 1.5 ml Eppendorff-Cap werden
10 pg Plasmid, 62 pl 2M CaCl, mit x pl H,O gemischt und gut resuspendiert (Gesamtvolumen 500
ul). Fir die Negativkontrolle wird anstelle der Plasmid-DNA H,O verwendet. AnschlieBend wird
die DNA-haltige Losung mit dem 2xHBS gemischt und nach kurzem vortexen 45 min bei Raum-
temperatur zur Ausbildung des Calziumphosphat-Komplexes inkubiert.

Die Transfektionslosung wird jetzt vorsichtig unter leichtem Schwenken zu den Zellen gegeben
und fiir 6 Stunden bei 37°C, 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Anschliessend wird das Medium
vorsichtig abgezogen und durch 5 ml frisches Medium ersetzt. Die Zellen werden jetzt fiir 16 -72
Stunden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO; kultiviert.

Der Nachweis einer erfolgreichen Transfektion kann z.B. {iber einen Western-Blot erbracht
werden.

5.8.5 Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen (S2-Zellen)
Die induzierbare rekombinante Expression von Proteinen in S2-Drosophilazellen erfolgte {iber die

Vektoren pMT/V5-His A,B,C und pMT/Bip/V5-His A,B,C (incl. Sekretionssignal) nach Anleitung
des Herstellers (Invitrogen: Drosophila Expression System).
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5.9 Arbeiten mit E. multilocularis Parasitenmaterial

5.9.1 In vivo Kultursystem von E. multilocularis (Passagieren von PM)

Einzelne E. multilocularis-Isolate konnen durch wiederholtes Passagieren des Metacestodengewe-
bes von einem Gerbil auf einen anderen iiber Jahre hinweg am Leben erhalten und vermehrt
werden. Das Metacestodengewebe wird wie in 5.9.3 beschrieben verarbeitet und jeweils zwischen
0,2 und 0,8 ml in eine 2 ml Spritze aufgezogen. Mit einer 0.9 mm Kaniile wird das Metacestoden-
material dann in das Peritoneum eines Gerbils injiziert. Innerhalb von 8 bis 16 Wochen schwillt
der Bauch des infizierten Gerbils durch das Wachstum des Metacestoden stark an. Zu diesem Zeit-
punkt, jedoch spétestens wenn der Gerbil durch die Folgen der Infektion trige wird, sollte diese
mit CO, getotet werden. Dafiir fiillt man ein GefaB3 (Volumen mindestens 1 Liter) mit CO, setzt
den Gerbil hinein und schliefit das Gefa3 dicht ab. Nach spétestens 60 Sekunden ist der Gerbil tot
und kann zur Entnahme des Metacestodengewebes gedffnet werden.

5.9.2 verschiedene E. multilocularis-lsolate

HO5: natiirliches Isolat aus Oncosphédren, durchschnittliche Menge an Protoscolices, durchschnitt-
liche Menge an Kalziumkorperchen, Konsistenz weich.

H95-hart: wihrend der Kultivierung aus H95 entstanden, durchschnittliche Menge an Protoscoli-
ces, grofle Menge an Kalziumkorperchen, Konsistenz hart.

MP1: Patientenisolat, anndhernd keine Protoscolices, wenig Kalziumkorperchen, Konsistenz sehr
weich.

UP1: Patientenisolat, ausgestorben.

K188: Patientenisolat, viele Protoscolices, viele Kalziumkorperchen, Konsistenz hart, Versuchstie-
re zeigen Entziindungsreaktionen.

J31: Isolat aus einem Javaner-Affen, viele Protoscolices, viele Kalziumkdrperchen, Konsistenz
hart.

7030: Isolat aus einem Javaner-Affen, viele Protoscolices, viele Kalziumkorperchen, Konsistenz
hart.

Tole: Isolat aus einem Hund mit alveoldrer Echinokokkose, durchschnittliche Menge an Protosco-
lices, viele Kalziumkorperchen, Konsistenz mittelhart.

5.9.3 Isolierung und Verarbeitung von in vivo kultivierten Parasitenmaterial

Ein intraperitoneal mit Metacestoden infizierter Gerbil (Meriones unguiculatus) wird etwa 8 - 16
Wochen nach Infektion mit CO, getdtet und der Bauchraum steril gedffnet. Das Metacestodenge-
webe wird mit einer Pinzette und einem Skalpell steril entnommen, wobei darauf zu achten ist,
moglichst wenig Gewebe des Gerbils zu verschleppen. Sollten Darm oder Magen des Gerbils
verletzt werden ist mit einer starken mikrobiellen Verunreinigung des Metacestodengewebes zu
rechnen und dieses daher zu verwerfen. Weiterhin sollten weder Galle, Speiserohre noch Harnrdh-
re verletzt werden.

Das Metacestodengewebe wird in 1-2 mm starke Scheiben geschnitten und diese dann mit dem
Kolben einer 20 ml Einwegspritze durch ein handelsiibliches steriles Teesieb passiert. Teesiebe aus
Metall eignen sich durch ihre Stabilitit besser als jene aus Kunststoff, sie sollten aber auf jeden
Fall rostfrei sein. Mehrmaliges spiilen mit 1xPBS erleichtert das Passieren. Um das Metacestoden-
material von Verunreinigungen wie zum Beispiel Blutzellen des Wirts zu befreien wird die breiige
Masse mit 1xPBS auf ein Volumen von 50 ml gebracht, in ein 50 ml Falcon Rorchen iiberfiihrt
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und durch Absetzen" lassen, Verwerfen des Uberstandes sowie neues Auffiillen mit 1xPBS so oft
gewaschen, bis der Uberstand klar ist.

Das so gewonnene Metacestodenmaterial kann direkt fiir die Gewinnung von RNA, chromosoma-
ler DNA oder Gesamtlarvenantigen eingesetzt werden. Fiir spitere Anwendungen kann es auch bei
-20°C bis -80°C eingefroren werden.

Fiir die Verwendung in der in vivo und der in vitro Kultivierung muss das Metacestodenmaterial
frisch sein und noch einer Antibiotikabehandlung unterzogen werden. Auf das durch Absetzen
erhaltene Pellet werden 1 bis 3 Volumen 1x PBS gegeben. Nach Zugabe von 10 pl/ml Ciprobay
400 und/oder 10 pl/ml PenStrep (10000U/ml) erfolgt eine Inkubation bei 4°C fiir ca 16 Stunden.
Nach dreimaligem Waschen mit 1xPBS kann das Metacestodenmaterial fiir weitere Versuche ein-
gesetzt werden.

Zusétzliche Quellen fiir Metacestodenmaterial konnen infizierte Wild- oder Zootiere, wie zum Bei-
spiel Nagetiere oder auch Affen sein. Auch Patientenisolate konnen eingesetzt werden.

5.9.4 Herstellung von Gesamtlarvenantigen

Gesamtlarvenantigen ist ein Lysat aus Metacestodengewebe, das aus einem infizierten Zwischen-
wirt isoliert wurde. Das wie in Kapitel 5.9.3 beschrieben, passierte Metacestodenmaterial wird 1:1
mit 1xPBS versetzt, auf Eis plaziert und mit einer Ultraschallsonde 5x fiir 30 Sekunden beschallt
(Branson-Sonifier B12/15, Output 4-5, Duty-cycle 40-50%). Das Lysat wird dann 15 min lang bei
4°C mit 10000g zentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand aliquotiert und bei -20 bis -80°C
gelagert.

5.9.5 Herstellung von Echinokokkenlysat

Das Echinokokken-Lysat fiir die Prenylierungsversuche (kleine GTP-bindende Proteine) wurde
aus 150 pl frisch isolierten Protoscolices hergestellt (auch Metacestodenvesikel, von Hydatiden-
fliissigkeit befreit wurden eingesetzt), die in 100 ul Extraktionspuffer (50 mM Tris, pH 7.5, 1 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM EGTA und Protease Inhibitor Cocktail von Roche) mit dem Fast Prep
Purification Systems und der Lysing Matrix B (beides Qbiogene) lysiert wurden.

5.9.6 Isolation von CA-Korperchen, Protoscolices und deren Aktivierung

Die von uns verwendeten E. multilocularis-Isolate enthalten wenn sie aus einem Gerbil isoliert
werden sehr unterschiedliche Mengen an Protoscolices und Calziumkorperchen (MP1: anndhernd
keine Protoscolices, H95: mittelviele Protoscolices, K188, Java: sehr viele Protoscolices). Die
Menge an Protoscolices hingt mit der Menge an Calciumkdrperchen zusammen (viele Protoscoli-
ces = viele Calciumkorperchen).

Zur Isolation werden bis zu 15 ml passiertes Metacestodenmaterial mit 15 ml 1 xPBS in ein 50 ml
Kunststoffrohrchen gegeben und mindestens 10 Minuten kréftig geschiittelt. Dabei 16sen sich die
Protoscolices vom Metacestodengewebe. Der Inhalt wird dann durch 150 um Gaze gesiebt (mit
Mulde auf ein Becherglas geklebt). Um eine groBBe Ausbeute zu erzielen muB3 mehrmals mit
1 xPBS gespiilt werden und das auf der Gaze liegende Metacestodenmaterial mit einer 10 ml Pi-
pette stindig auf und ab pipettiert werden. In diesem Schritt fallen kleine Partikel wie Protoscoli-
ces und Calciumkorperchen durch die Gaze. Diese kleinen Partikel werden jetzt durch eine 50 um
Gaze gesiebt und mehrmals mit 1 x PBS gewaschen. Die Protoscolices bleiben in der Gaze
hiangen, wihrend die Calciumkorperchen durchfallen. Die Calciumkorperchenfraktion wird in ein
50 ml Kunststoffrohrchen iiberfithrt und mehrmals mit 1 x PBS, durch Absetzen lassen und wieder
Auffiillen, gewaschen. Die Protoscolices konnen entweder in etwas 1 x PBS resuspendiert und von
der Gaze abgesaugt oder von dieser durch Abspiilen in ein frisches Becherglas iiberfiihrt werden.
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Die Protoscolices werden in ein 50 ml Kunststoffrohrchen iiberfiihrt und mehrmals durch Absetzen
lassen und erneutes Auffiillen mit 1 x PBS gewaschen. Normalerweise sind die Protoscolices jetzt
sehr sauber und fast frei von Verunreinigungen (mikroskopische Kontrolle). Um auch die letzten
storenden Verunreinigungen zu entfernen, werden die Protoscolices in 1 x PBS aufgeschiittelt und
kleine Mengen davon in eine Petrischale gegeben (Fliissigkeitsstand etwa 5 mm). Durch langsames
Kreisen der Petrischale sammeln sich die Protoscolices in der Mitte und konnen mit einer Pipette
abgesaugt werden. Wem das immer noch nicht sauber genug ist, kann die Protoscolices natiirlich
auch unter dem Mikroskop oder einem Binokular einzeln picken.

Aktivierung der Protoscolices: Protoscolices in 25 ml 0,05% Pepsin/MEM iiberfiihren, Inkubati-
on fiir 30", 37°C, 125 rpm. Danach 3x mit 1xPBS waschen, dann die Protoscolices in 25 ml 0,2%
Sodium-Taurocholat/MEM aufnehmen, Inkubation 3h, 37°C, 125 rpm. AbschlieBend 3x mit 1x
PBS waschen.

5.10 In vitro Co — Kultivierung von E. multilocularis

5.10.1 Co-Kultivierung von Metacestodenvesikeln mit Futterzellen

Die Metacestodenvesikel wachsen und entwickeln sich in Gegenwart von Fiitterzellen wie zum
Beispiel Rattenhepatozyten (Reuber: RH”. In der hier beschriebenen, von der Sandwich-Methode,
bei der das Parasitenmaterial und die Fiitterzellen zwischen zwei Schichten aus Kollagen gegossen
werden [169], abgeleiteten Fliissigkultur-Methode wird kein Kollagen verwendet. Die Me-
tacestodenvesikel schwimmen frei im Medium wéahrend die Fiitterzellen am Boden der Zellkultur-
flasche adhérieren. Der Vorteil gegeniiber der Sandwich-Methode liegt an dem geringeren Arbeits-
aufwand, der besseren Handhabbarkeit, in dem leichten Zugang zu den Metacestodenvesikeln und
der gro3en Ausbeute an Metacestodenvesikeln, die erreicht werden kann.

Anleitung Co-Kultur:

Etwa 1 ml des passierten und mit Antibiotika behandelten Metacestodengewebes wird in 50 ml
Medium B (DMEM, 10% FCS, 100U/ml PenStrep) aufgenommen und in eine 75 cm? Zellkultur-
flasche tberfiihrt. AnschlieBend werden 1x107 frisch trypsinierte Rattenhepartozyten (Reuber)
dazu gegeben und die Flasche bei 37°C in einem Brutschrank (5% CO,) bebriitet. Der erste Me-
dienwechsel erfolgt nach 10-20 Tagen, anschlieBend wird das Medium wochentlich, durch Ab-
setzen lassen des Metacestodenmaterials in einem 50 ml Greiner Réhrchen, Verwerfen des Uber-
standes und Auffiillen mit frischem Medium B, gewechselt (moglichst lange die gleiche Kulturfla-
sche verwenden). Bei jedem Wechsel werden einige Tropfen frisch trypsinierter Hepatocyten zu
der Kultur gegeben. Wéahrend dem Wechsel muf3 auf schwimmende Vesikel geachtet werden, die
abgesiebt werden konnen.

Die Metacestodenvesikel, die als blasige Struktur zu erkennen sind, wachsen in 2-3 Schiiben her-
an. Innerhalb der ersten 1-3 Wochen wachsen diejenigen, die die Verarbeitungsprozedur iiber-
standen haben und schon in dem Gerbil vorhanden waren. Oft enthalten sie Einschliisse wie Calci-
umkorperchen, Brutkapseln und Protoscolices, haben eine sehr grobe Abgrenzung oder sind von
nicht kugelféormiger Gestalt. In den folgenden Wochen entwickeln sich dann kleine, 2-4 mm
messende Metacestodenvesikel, die frei von Einschliissen und Ahnlichem sind. Neben den Me-
tacestodenvesikeln sind in den Kulturflaschen noch Protoscolices, Calciumkdrperchen, Gerbilma-
terial und weitere Verunreinigungen die fiir manche Anwendungen entfernt werden miissen. Dafiir
werden die Metacestodenvesikel sehr vorsichtig durch ein Teesieb gesiebt (d.h. langsam und mit
der GefaBBo6ffnung sehr nah am Sieb, damit der Fallweg sehr gering ist). Der Durchfluss wird zu-
riick in die Flasche gegeben und, wenn sich 2-3 Wochen spédter erneut Vesikel gebildet haben,
nochmals gesiebt. Die gesiebten Metacestodenvesikel werden 2-3 mal vorsichtig mit 1xPBS ge-
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waschen. Dafiir wird das Sieb gekippt und iiber dessen konvexen Seite 1xPBS gegossen. Dabei 16-
sen sich die Vesikel aus dem Sieb und konnen in einem Becherglas aufgefangen werden. Das Be-
cherglas wird mit 1xPBS gefiillt und der Inhalt anschlieBend wieder sehr vorsichtig gesiebt. Nach
den Waschschritten werden die Metacestodenvesikel mit Medium B vom Sieb gelost und in eine
neue Flasche, die mit Hepatocyten konfluent bewachsen ist, iiberfiihrt. Jetzt sind sie weitgehend
frei von mitgeschlepptem Gerbilgewebe oder unspezifischem Metacestodenmaterial (beides
wéchst nicht oder nur sehr langsam).

Wihrend die Vesikel in PBS vorliegen, konnen sehr leicht kaputte Zysten an ihrer gelblich bis ro-
ten Farbe, die durch Aufnahme von Medium herriihrt, identifiziert und heraus sortiert werden. In-
takte Metacestodenvesikel sind in 1xXPBS farblos.

Medienwechsel und Splitten der Co-Kulturen: 1-3 mal wochentlich wird das verbrauchte Medium
durch Absetzen lassen des Metacestodenmaterials in einem 50 ml Greiner Rohrchen, Verwerfen
des Uberstandes und Auffiillen mit frischem Medium B, gewechselt. Sterben die Hepatocyten, was
an einem Farbumschlag des, dem Medium beigesetzten, Indikators von rot nach gelb, sowie einem
Ablosen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu erkennen ist, miissen die Metacestodenve-
sikel sofort in eine neue, mit Hepatocyten bewachsene, Flasche {iberfiihrt werden. Besser ist es je-
doch, das Medium zu wechseln wenn es noch rot oder hdchstens orangerot ist. Eine Farbung des
Mediums in Richtung dunkelrot-violett tritt meist dann auf, wenn am Flaschenboden keine Hepa-
tocyten mehr am Leben sind und auch die Metacestodenvesikel tot oder fast tot sind. In einer idea-
len Co-Kultur férbt sich das Medium nach etwa 4-7 Tagen orangerot, was natiirlich auch von der
Gesamtmenge an stoffwechselaktiven Zellen und Metacestodenvesikeln abhéngt. Spétestens wenn
die Menge an Metacestodenvesikeln 20 ml je 75 cm? Zellkulturflasche iibersteigt, sollten diese
gesplittet werden. Sind mehr als 25 ml Vesikel in einer Flasche, dann wachsen diese nicht mehr.

5.10.2 sterile Adultstadien von E. multilocularis

Sterile Adultstadien differenzieren sich wéhrend einer Kultivierung in Gegenwart von humanen
Fibroblasten (Hep2). Wichtig ist eine moglichst alte Fibroblastenkultur, in der die Zellen an der
Flasche in Hohe des Fliissigkeitspegels gelbliche Wiilste bilden. 1x wochentlich oder wenn das
Medium gelb ist (niedriger pH-Wert) wird die Hélfte des Mediums gewechselt. Ein Transfer in
frische Hepatocytenkulturen bewirkt eine metacestodenvesikelartige Aufbldhung der Proglottiden.
Das gleiche passiert, wenn zuviel frisches Medium zugegeben wird.

In dem ersten der hier beschriebenen Versuche wuchsen zuerst Metacestodenvesikel, die Protosco-
lices bildeten, aus welchen sich dann die sterilen Adultwiirmer differenzierten. Daher kann fiir
diese Beobachtung auch die Anwesenheit von Metacestodenvesikeln in der Kultur wichtig sein.

Im zweiten Versuch differenzierten sich Protoscolices aus einer passierten in vivo Kultur zu steri-
len Adultwiirmern. Eingesetzt wurde frisch isoliertes Echinokokkenmaterial, in dem sich eine
groBe Anzahl Protoscolices befand. Verwendet wurde eine iliber 3-4 Wochen kultivierte Hep2-
Kultur.

5.11 Axenische Kultivierung von E. multilocularis

Im Gegensatz zur Co-Kultivierung, in der Metacestodenvesikel gemeinsam mit Fiitterzellen
kultiviert werden, wachsen die Metacestodenvesikel unter axenischen Bedingungen ohne
Fiitterzellen. Da sie fiir ein gutes Wachstum aber bestimmte, bisher unbekannte Faktoren der He-
patozyten bendtigen, werden sie in Medium kultiviert, das zuvor mit Hepatozyten konditioniert
wurde (¢c(MEM). Zusitzlich muf3 fiir reduzierende bedingungen gesorgt werden. Dafiir wird dem
Medium L-Cystein, 10 uM Bathocuproinedisulfonic-Acid und fMercaptoethanol zugegeben und
die Gasphase des Kulturgefdles durch Stickstoff ersetzt.

155



5 Material und Methoden

5.11.1 Medien fur die axenische Kultivierung

Reduzierende Bedingungen (ax): Eine axenische Kultivierung von Metacestodenvesikeln ist bis-
her nur unter reduzierenden Bedingungen mdglich. Daher miissen den verwendeten Medien redu-
zirende Agenzien zugesetzt werden. Das beste Wachstum sowie das lingste Uberleben konnte
nach einer Zugabe von 100 pM L-Cystein (100 mM-Stock: 12.1 mg/ml, 1 pl/ml einsetzen), 10 uM
Bathocuproinedisulfonic-Acid (10 mM-Stock 5.6 mg/ml, 1 pl/ml einsetzen) und 0,01% p-
Mercaptoethanol (1:100 Verdiinnung in H,O, 1 pl/ml einsetzen) erreicht werden. Samtliche Stock-
16sungen werden sterilfiltriert.

Medium A (MEM) : Dulbecco's Minimal Essential Medium (DMEM, GIBCO BRL), und einem
Zusatz von 100 U/ml Penicillin G und 100 U/ml Streptomycin (PenStrep, Biochrom KG,
10.000U/ml).

Medium B (dAMEM): Medium A mit einem 10 prozentigem Anteil an fotalem Kélberserum (FCS,
GIBCO BRL, 30 Minuten bei 58°C inaktiviert).

Medium C (cMEM): Medium B das zwischen 48 Stunden und 7 Tagen in der Anwesenheit von
Fiitterzellen konditioniert wurde. Dabei geben die Fiitterzellen verschiedene Faktoren ins Medium
ab oder verdndern dessen Zusammensetzung auf andere Weise. Besonders gutes Wachstum von
Metacestodenvesikeln ist unter axenischen Bedingungen mit einem iiber 7 Tage auf Rattenhepato-
zyten (Reuber, RH") konditionierten Medium zu erreichen. Dafiir werden 1-4x10° RH-Zellen in
eine 150 cm? Zellkulturflasche ausgesit und 50 ml Medium B zugegeben. Nach 7 Tagen Inkubati-
on bei 37°C in einem CO,-Brutschrank (5% CO,) wird das Medium abgenommen, 5 min bei
1000 g zentrifugiert und das resultierende Pellet verworfen. Der Uberstand wird sterilfiltriert (0,2
pum) und kann entweder direkt eingesetzt oder bei -20°C bis -80°C gelagert werden. Auf jeden Fall
ist darauf zu achten, das Medium vor dem Einfrieren steril zu filtrieren, da verschleppte
Fiitterzellen durch die sich bildenden Eiskristalle zerstort werden konnen und dadurch das Medium
mit Cytosolbestandteilen verunreinigt wird.

5.11.2 Herstellung und Umgang mit axenischen Metacestodenvesikeln

Fiir die Herstellung von axenischen Metacestodenvesikeln miissen eigentlich nur die Fiitterzellen
entfernt werden. Die Fiitterzellen verhalten sich aber sehr unterschiedlich. Wéihrend sich Rattenhe-
patozyten (RH") sehr leicht von den Metacestodenvesikeln trennen lassen sind z.B. humane Hep
G2 — Zellen sehr hartndckig und nicht zu entfernen, da sie auf der Oberfldche der Vesikel adhi-
rieren.

Metacestodenvesikel die in Co-Kultur auf einen Durchmesser von 2-4 mm (entspricht etwa 10-
20 pl Volumen) gewachsen sind werden 3-5 mal sehr vorsichtig durch ein Teesieb oder besser
noch durch eine 150 um Gaze gesiebt. Der Durchfluss wird jedes mal verworfen (bis auf den
ersten, der kommt zuriick in die Flasche) und die Vesikel mit etwa 100 ml DMEM (Medium A)
oder 1xPBS vorsichtig vom Sieb gelost (von hinten) und in einem Becherglas aufgefangen. Wéh-
rend dieser Waschschritte werden die meisten der im Medium frei schwimmenden Fiitterzellen
entfernt.

Nach dem letzten Waschschritt werden bis zu 10 ml Metacestodenvesikel in MediumCax, das alle
Zusitze fiir eine axenische Kultivierung enthalten muss, aufgenommen und in eine 75cm? Zell-
kulturflasche tiberfiihrt (Gesamtvolumen 50 ml). AnschlieBend wird die Flasche mit Stickstoff be-
gast und bei 37°C inkubiert.

Dem Waschen entgangene Fiitterzellen adhérieren am Flaschenboden, deshalb muss alle zwei
Tage das Medium und die Flasche gewechselt werden. Nach 3-6 Wechseln sind die Kulturen
axenisch, was tiber Tests nachgewiesen werden kann. Mikroskopisch sollten natiirlich keine Zellen
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zu sehen sein, auch nicht aullen auf den Metacestodenvesikeln. In gebrauchten Flaschen, die mit
20ml frischem MediumB bei 37°C bebriitet werden diirfen keine Zellinseln wachsen.

Wichtig: RH™ - Zellen nehmen, HepG2 funktionieren nicht (wachsen auf den Metacestodenve-
sikeln) und andere Zellen sind noch nicht getestet. MediumC ax funktioniert besser als MediumB
ax, zumindest bei H95. Niemals die Zusdtze vergessen. Immer mit Stickstoff begasen, O, ist tat-
sachlich schadlich.

5.11.3 Aufbau eines axenischen Versuchs

In der hier beschriebenen Versuchsanordnung ldsst sich der Einfluss verschiedener 16slicher Fakto-
ren auf das Wachstum und die Differenzierung von E. multilocularis Metacestodenvesikeln in vi-
tro studieren. Die axenischen Bedingungen ermoglichen Beobachtungen ohne den mdéglicherweise
storenden Einfluss von Fiitterzellen. Jeder Versuch gliedert sich in drei Teile. Zuerst muss eine
axenische Metacestodenkultur hergestellt und daraus geeignete Vesikel geerntet werden. Darauf
folgt der eigentliche Versuch, in dem die Metacestodenvesikel unterschiedlichen Faktoren oder
Wachstumsbedingungen ausgesetzt werden. Verdnderungen in Wachstum und Differenzierung
werden registriert und konnen dann abschlieBend ausgewertet werden. Durch Probennahme wéh-
rend des Versuchs konnen z.B. Sekretionsprofile, Expressions- oder Transkriptionsunter-su-
chungen durchgefiihrt werden.

5.11.4 Die ,,richtigen*“ Metacestodenvesikel

Die wie in Kapitel 5.11.2 hergestellten axenischen Metacestodenvesikel sind in ihrer Qualitét sehr
heterogen. Fiir einen Versuch sind oft nur 5 — 30% der vorhandenen Vesikel geeignet. Diese
miissen mit einer sterilen abgeschnittenen 1ml Eppendorff-Spitze unter dem Mikroskop gesammelt
werden. Dafiir werden axenische Vesikel in eine sterile Petrischale iiberfiihrt und aus dieser unter
einem geeigneten Mikroskop oder einem Binokular moglichst kontaminationsfrei gepickt. Aus-
schlaggebend fiir einen erfolgreichen Versuch sind die Metacestodenvesikel, die eingesetzt
werden. Manchmal sterben wihrend eines Versuchs viele Vesikel ab, ohne dass ein Grund dafiir
erkennbar ist. Oft ist das von der Charge oder auch dem verwendeten Isolat abhingig. Es ist zum
Beispiel moglich, dass Vesikel aus einer Flasche unter axenischen Bedingungen hervorragend
wachsen, wihrend die aus einer anderen Flasche schon nach wenigen Tagen sterben. Das ist sehr
argerlich und daher ist es sehr wichtig, schon im Vorfeld nur solche Vesikel auszusuchen, die er-
folgversprechend sind.

Richtlinien fiir die erfolgreiche Wahl von Metacestodenvesikeln:

1. Die Vesikel sollen rund und unverletzt sein. Weiterhin sollen sie klar durchscheinend sein und
eine diinne Vesikelabgrenzung haben. Schwimmende Vesikel sind iiberdurchschnittlich haufig
sehr gut geeignet. Daher kann es sich lohnen diese schon friihzeitig auszusortieren (Abschiitten
aus einem 50 ml Kunststoffgefaf3, anschliefend sieben).

2. Die Vesikel sollten natiirlich frei von kontaminierenden Zellen sein.

3. Die Vesikel diirfen keine seltsamen Formen, kraterartige Verdnderungen, Tochtervesikel, Ge-
webefetzen, Einschliisse, Triibungen, Kalziumkorperchen, Brutkapseln oder Protoscolices
haben.

4. Kleine blasige Strukturen im Inneren, die sehr leicht mit jungen Brutkapseln zu verwechseln
sind sowie weile flachige Triibungen der Vesikeloberfliche sind Indizien fiir bald sterbende
Metacestodenvesikel. Diese Vesikel sehen zwar auf den ersten Blick oft gut aus, sind es aber
nicht.

5. Fiir jeden Versuchsansatz nur Vesikel aus einer Charge verwenden. Niemals mischen!
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5.11.5 Versuchsablauf

Der Versuch besteht aus 3 Teilen. Zuerst werden perfekte Metacestodenvesikel ausgewéhlt. Diese
werden anschlieBend verschiedenen interessanten Wachstumsbedingungen ausgesetzt. Wéhrend
dieser Zeit wird das Wachstum der Vesikel sowie eventuelle Differenzierungen festgehalten. Am
Ende wird der Versuch ausgewertet.

Tag 1: Picken und Vorbereitung der Metacestodenvesikel

Je nach Versuch werden zwischen 1 und 10 perfekte Metacestodenvesikel in 48-Napf Schalen ge-
pickt. Das Medium wird vorsichtig abgenommen und durch 1-2 ml frisches MediumCax ersetzt.
Dies ist die letzte Kontaminationskontrolle, die eventuell {ibrige Fiitterzellen, vor allem aber even-
tuelle Pilz- oder Bakterienkontaminationen, die durch das Picken eingefiihrt werden konnen, de-
tektieren soll. Auflerdem kénnen kaputte Vesikel erkannt und entfernt werden. Die 48-Napf Schale
wird in einen Plastikschlauch gegeben, dieser mit Stickstoff gefiillt und verschweif3t. Der Schlauch
wird samt Schale anschlieBend 48 Stunden bei 37°C bebriitet. Kontaminationen sind oft schon an
der gelben Verfarbung des Mediums zu erkennen.

Wer sich sicher ist, sauber zu arbeiten kann die Metacestodenvesikel gleich in 15 ml Kunststoff-
rohrchen picken. Je nach Versuchsanordnung werden jeweils 1 bis 10 Vesikel in 15 ml Kunststoft-
rohrchen tiberfiihrt. In diesen Rohrchen findet der Versuch statt. Die Rohrchen werden mit Stick-
stoff begast und 48 h bei 37°C inkubiert. Dabei fallen eventuell beim Picken verletzte Vesikel in
sich zusammen und kdnnen aussortiert werden.

Tag 3 — Ende:

Fiir den Versuch werden jetzt jeweils 1 bis 10 Vesikel aus der 48-Napf Schale in 15 ml Kunststoff-
rohrchen tiberfiihrt (entféllt natiirlich wenn sie schon drin sind). Das Medium wird sehr vorsichtig
mit einer Pipette abgenommen und das Vesikelvolumen am Gefdrand markiert. Ideal sind 100 —
200 ul Vesikelvolumen ohne Medium.

Prinzipiell ist es moglich, mit nur einem Vesikel pro Gefédl} einen Versuch durchzufiihren, es ist je-
doch schwer, das Volumen genau zu bestimmen. Auflerdem ist eine einigermallen sichere Volu-
menbestimmung erst ab etwa 100 pl moglich. Diese 100 ul werden durch etwa 5 Vesikel erreicht.
Fiir vergleichbare Ergebnisse sollten in jedem Gefa3 gleich viele Vesikel sein und diese auch ein
anndhernd gleiches Volumen haben.

Die Rohrchen werden mit 1 bis 4 ml Medium befiillt (verschiedenste Medien, je nach Fragestel-
lung), mit Stickstoff begast und bei 37°C bebriitet. Die Medien werden drei mal pro Woche ge-
wechselt (Mo/Mi/Fr). Dabei wird das Medium vorsichtig mit einer 10ml Pipette abgesaugt. Nach
jedem Wechsel mufl das Volumen und die Zahl der Vesikel notiert werden. Durch eine mikrosko-
pische Kontrolle kénnen verschiedene Differenzierungen (z.B. eine unterschiedlich schnelle Pro-
toscolexentwicklung) beobachtet werden. Bei optimalen Wachstumsbedingungen konnen 5 Ve-
sikel nach 4 bis 6 Wochen ein Volumen von 4 ml einnehmen.

Wichtig:

1. Steril arbeiten!

2. Reduzierende Bedingungen, anders klappt es nicht.

3. Mit Stickstoff begasen. Sauerstoff schadet. Deckel gut schliefen.
4

. Jeder Ansatz muss mindestens doppelt angesetzt werden. Als Kontrollen sollten immer die je-
weiligen Medien ohne Zusétze sowie eine Totkontrolle (MediumA, Metacestodentod nach spé-
testens 14 Tagen) mitlaufen.
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5. Pipetten wechseln, Kontaminationen vermeiden.

6. Nicht an die Rohrchen schnippen, die Metacestodenvesikel sind empfindlich.

5.11.6 Auswertung von Wachstum und Differenzierung

Wachstum:

Das Volumen einzelner Vesikel kann sehr einfach und genau mit einer Pipette bestimmt werden.
Der Vesikel wird eingesaugt und das Volumen durch Verstellen der Pipette ermittelt. Da mit dieser
Methode die Vesikel zerstort werden, eignet sie sich nur zur Feststellung des durchschnittlichen
Vesikelvolumens zu Beginn eines Versuchs oder zur exakten Volumenbestimmung am Ende eines
Versuchs

Bei Versuchen mit jeweils nur einem Vesikel sollten diese ein Volumen von etwa 20 pl haben.
Kleinere Unterschiede sind nicht so relevant, da das Volumen nach 4 — 6 Wochen auf {iber 2 ml je
Vesikel anwachsen kann. Das Volumen einzelner Vesikel kann anhand der ml FEinteilung auf den
PlastikgefdBen erst ab einem Volumen von etwa 100 pl sicher bestimmt werden.

Fiir einen Ansatz mit mehreren Metacestodenvesikeln eignet sich die ml Einteilung des Plastik-
rohrchens sehr gut. 5 — 10 Vesikel haben Anfangs ein Volumen von 80 — 200 ul. Bei jedem Me-
dienwechsel kann das Volumen dann sehr leicht abgelesen werden.

Anhand des Gesamtvolumens und der Anzahl der Vesikel kann ein Durchschnittsvolumen je Ve-
sikel berechnet werden. Dabei macht es dann nichts aus, wenn einige Vesikel wihrend des Ver-
suchs sterben. Auffillige Ausreiler sollten jedoch ausgenommen werden. Auch bei parallelen An-
satzen mit Einzelvesikeln kann ein Durchschnittswert je Vesikel ermittelt werden.

Differenzierung:

Mikroskopische Beobachtung von Brutkapselbildung oder anderen sichtbaren Verdnderungen.

5.11.7 Axenische Kultur: Kurzanleitung

1. Metacestodenvesikel in Co-Kultur heranziehen und von Verunreinigungen durch Sieben befrei-
en.

2. Vesikel mehrmals sehr gut waschen um Fiitterzellen zu entfernen. Vesikel mit MediumCax
(konditioniertes Medium mit Zusétzen die fiir reduzierende Bedingungen sorgen) in eine 75 cm?
Zellkulturflasche geben, mit Stickstoff begasen und 2 Tage bei 37°C bebriiten. 3 — 6 mal, je-
weils nach 2 Tagen Medium und Flasche wechseln.

3. Die perfekten Metacestodenvesikel picken und 48h (MediumCax, Stickstoff) bebriiten. Danach
eventuelle Kontaminanten und kaputte Vesikel entfernen.

4. Gewiinschte Zahl an Vesikeln in 15 ml Kunststoffrohrchen geben, Medium vollstindig ab-
nehmen und Vesikelstartvolumen markieren.

5. Versuch durchfiihren. Medien 3 x wochentlich(Mo/Mi/Fr) wechseln. Volumen und Vesikelzahl
mind. 1x wdchentlich notieren, Differenzierung mikroskopisch verfolgen.
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5.12 Herstellung von Echinokokken-Primarzellen

Ein Problem bei der Isolierung von Echinokokken-Zellen aus in vivo gewonnenem Parasitenmate-
rial ist die Gefahr kontaminierender Wirtszellen. In der Praxis geschieht genau das. Vor allem
Fibroblasten und andere sich schnell teilende Zellen des Wirts {iberwuchern das Gefdll und die
Echinokokken-Zellen wodurch eine Unterscheidung oder Auftrennung nicht mehr moglich ist. Das
gleiche Problem entsteht bei dem Versuch Echinokokken-Zellen aus einer in vitro kultivierten Co-
Kultur zu isolieren. Die Hepatocyten sind schneller. Durch die Etablierung des axenischen Kultur-
systems besteht jetzt die Moglichkeit Echinokokken-Gewebe zu verwenden, das frei von konta-
minierenden Zellen ist.

Fiir die Isolierung von Echinokokken-Zellen werden axenische Metacestodenvesikel (1) oder sehr
sehr gut gewaschene Protoscolices (2) aus in vitro gewonnenem Echinokokkenmaterial verwendet.

1. Die Metacestodenvesikel werden vorsichtig mit einer 10 ml Pipette in einem 50 ml Greiner-
Rohrchen resuspendiert und dabei mechanisch zerstort. Dann werden die Metacestodenvesikel-
reste durch Zentrifugation (10', 400 - 1000g) von der Hydatidenfliissigkeit getrennt und sehr
vorsichtig mit 1 x PBS gewaschen. Jetzt gibt es zwei Moglichkeiten, entweder man gibt 1 x
PBS dazu und schiittelt das Rohrchen 5-10 min kréftig, wobei sich einzelne Zellen und kleinere
Zellverbdande von der Lamelldren Schicht 16sen oder man gibt reichlich Trypsin-EDTA dazu
wodurch die Oberflichenproteine der Zellen abgespaltet werden und Einzelzellen freigesetzt
werden. In beiden Féllen werden die Zellen von grobem Material iiber eine Siebung durch Gaze
(30 um) getrennt. Durch eine Zentrifugation (10', 400 - 1000g) werden die Zellen pelletiert und
entweder in Hydatidenfliissigkeit oder c-MEM aufgenommen. Zellen in Hydatidenfliissigkeit
wachsen unter reduzierenden Bedingungen (vergl. axenisches Kultursystem) bei 37°C zu
kleinen schwimmenden Zellhaufen. Besondersd gut funktioniert das mit Zellen, die aus
axenisch kultivierten Metacestodenvesikeln isoliert wurden. Zellen die in c-MEM aufgenom-
men wurden wachsen nicht ohne Fiitterzellen und sterben nach kurzer Zeit ab. Diese Zellen
wachsen jedoch sehr gut in einem Transwell-System mit einer Porengréf3e von 30 um zu groen
gewebeartigen Strukturen heran. Dafiir werden die Echinokokken-Zellen gemeinsam mit Hepa-
tocyten, nur getrennt durch die perphorierte Membran, bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Wachstum und Uberleben der Echinokokken-Zellen kann so weit iiber 10 Wochen lang beob-
achtet werden.

2. Protoscolices sind nicht einfach zu knacken. Vor einem Trypsin-Verdau schiitzen sie sich durch
Schleimbildung und anschleilende unlésbare Aggregation. Daher miissen sie zuerst mechanisch
zerstort werden, zum Beispiel durch Zerreiben mit einer 30 um Gaze. Dann wird Trypsin-
EDTA in grofer Menge dazu gegeben und mindestens 30' bei 37°C inkubiert. Der gesamte An-
satz wird dann durch eine 30 pm Gaze gesiebt und die Einzelzellen anschlieend durch eine
Zentrifugation pelletiert. Das Pellet wird wie unter Punkt 1 beschrieben in Hydatidenfliissigkeit
oder c-MEM gelost und weiter kultiviert.
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5.13 Vektorsequenzen

5.13.1 pSecTag2/Hygro A,B,C (Invitrogen)

Vektor fiir die Expression von Proteinen in Sdugerzellen. Proteine, die mit der vektorcodierten Si-
gnalsequenz (Ig k -chain leader sequence) fusioniert vorliegen, werden aus der Zelle geschleust.

pSecTag2/Hygro A (MCS):
ey ey ey ey ey ey ey oty
T I T I T I T I T 1
v.R. Kpnl
969 GCGGCCCAGC CGGCCAGGCG CGCCGTACGA AGCTTGGTAC CGAGCTCGGA

Notl
1019 TCCACTCCAG TGTGGTGGAA TTCTGCAGAT ATCCAGCACA GTGGCGGCCG
1069 CTCGAGGAGG GCCCGAACAA AAACTCATCT CAGAAGAGGA TCTG

pSeqTag2/Hygro Oligonucleotide

T7 promotor Primer (5') pSeqTag2/Hygro A bp 864 - 883 TAATACGACTCACTATAGGG
BGH reverse Primer (3') pSeqTag2/Hygro A bp 1185- 1168 TAGAAGGCACAGTCGAG
Klone:

emer: 5' Kpnl, 3' Notl (C-terminales Stop Codon TAA)

5'Kpnl- GGTACCTTTTAAGCTATCC....... TAAACCCGTTTAAGCGGCCGC - 3' Notl

Lo PLLELLVLOLGLUNLL L

Lo PLLELLVLLGLU NGl
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5.13.2 pMT/BiP/V5-His A,B,C (Invitrogen)

Induzierbare Expression von sekretierten Proteinen in Drosophila Zellen.

pMT/BiP/V5-His C (MCS):

I e e A o A A A A
I | | | | | | | | I

Notl

905 AGATCTCCAT GGCCCGGGGT ACCTACTAGT CCAGTGTGGT GGAATTCTGC
Kpnl

955 AGATATCCAG CACAGTGGCG GCCGCTCGAG

pMT/BiP/V5-His Oligonucleotide
MT forward Primer (5") pMT/BiP/V5-His bp 814 - 831 CATCTCAGTGCAACTAAA
BGH reverse Primer (3') pMT/BiP/V5-His bp 1112 - 1095 TAGAAGGCACAGTCGAGG

5.13.3 pB3385 und pB3386 Hefevektoren (Hum, ATCC 77106)

Vektoren fiir Komplementationsversuche.
pB3385 (pRS 426, Gall, Leu2): EmRaf, EmErk-A/B
pB3386 (pRS 425, Gall, Ura3): EmRas, EmRal, EmRapl, EmRap2, EmMKK A/B, Em1433-2

pB338S und pB3386 (MCS):

BamH1
3236 TGGAGCTCCA CCGCGGTGGC GGCCGCTCTA GAACTAGTGG ATCCCCCGGG
3186 CTGCAGGAAT TCGATATCAA GCTTATCGAT ACCGTCGACC TCGAGGGGGG
3136 GCCCGGTACC CAATT

Hum Oligonucleotide (B3385, B3386)

Hum seq dw (T3) pRS 425 DNA 3366 - 3346 GCTTTACACTTTATGCTTCCG

Hum seq up (Topo T7) PRS 425 DNA 3200 - 3219 TAATACGACTCACTATAGGG

Klone:

3385 Raf:

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGGATCGACAA. . ... AAGGTCCAATGAGGATCC - 3' - BamH1
3385 Erk-A:

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGAGTGGTGAT. . . .. GATGCAGGTTGAGGATCC - 3' - BamH]1
3385 Erk-B:

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGAGTGGTGAT. . . . . ATTGTCGTATGAGGATCC - 3' - BamH]1
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3386 MKK-A/B:

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGTCAGCCGTT. . ... GATCACCAATGAGGATCC - 3' - BamH1
3386 Ral-4:

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGACTCAACAG. . ... AAGATTTTGTAAGGATCC - 3' - BamH1
3386 Ras-3 (pMSHUM-EmRas):

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGCCTGAGTAC. . ... CATCTGCTGTAGGGATCC - 3' — BamH]1
3386 Rapl-1:

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGCGAGACTAC. .. .. AGCATCTGCTAGGGATCC - 3' - BamHI1
3386 Rap2-K13-4:

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGGACGAATAC. . . .. GCTATCCTCTIGAGGATCC - 3' - BamH1
3386 1433-2:

5'- BamH1- GGATCCAAAAAAATGGCAGCTATC. . ... ACCGACTCCTAAGGATCC - 3'— BamH]1

5.13.4 pCS2 + MT

Vektor fiir die Expression von Proteinen in Sdugerzellen. Proteine werden je nach verwendeter
Schnittstelle N- oder C-terminal mit sechs Myc - Tags fusioniert.

pCS2 + MT (MCS):

51
101
151
201
251

301
351

] T e e e v
T | T | T | T [

AAGCTTGATT
BamH1
AGGATCCCAT
ACTTGAATGA
ATGGAGCAAA
GCTCATTTCT
AAGAGGACTT

AAGCTCATTT
AACTATAGTG

TAGGTGACTC

CGATTTAAAG
AATGGAGCAA
AGCTCATTTC
GAAGAGGACT
GAATGAAATG

CTGAAGAGGA
AGTCGTATTA

pCS2 + MT (SK) Oligonucleotide
pCS2 MT 5'— 1 (dw)
pCS2 MT 5' -2 (dw)
pCS MT2 - 3' (up)
pCS2-SP6
pCS2-MT-RR67
pCS2-T7 rev

TATAGAATAC

CTATGGAGCA
AAGCTCATTT
TGAAGAGGAC
TGAATGAAAT
GAGAGCTTGG
EcoR1
CTTGAATTCA
CGTA

pCS2 + MT (s.0.) bp 7-30
pCS2 + MT (s.0.) bp 13-33
pCS2 + MT (s.0.) bp 371-350
pCS2 + MT (s.0.) bp 7-25
pCS2 + MT (s.0.) bp 273-289
pCS2 + MT (s.0.) bp 371-353

AAGCTACTTG

AAAGCTCATT
CTGAAGAGGA
TTGAATGAAA
GGAGCAAAAG
GCGACCTCAC

AGGCCTCTCG

T O
T [
TTCTTTTTGC

TCTGAAGAGG
CTTGAATGAA
TGGAGCAAAA
CTCATTTCTG
CATGGAGCAA

QAGCCTCTAG

GATTTAGGTGACTCTATAGAATAC
GGTGACTCTATAGAATACAAG
GTAATACGACTCACTATAGTTC
GATTTAGGTGACTCTATAG
GAGCTTGGGCGACCTCACCATG
GTAATACGACTCACTATAG
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Klone:
SK Erk-A 3-1N (5' Fusion mit 6 x Myc)
5'- EcoR1 - GAATTCAATGAGTGGT. . ... GATGCAGGTTGAGAATTC - 3' — EcoR1

SK MKK-A 21-4, 21-5, 21-9 (5' Fusion mit 6 X Myc)
5'- EcoR1 - GAATTCGATGTCAGCC. .. .. GATCACCAATGAGAATTC - 3' — EcoR1

SK Raf mut2 — 5/9 (5' - Kozak — Sequenz, 3' Fusion mit 6 x Myc)
5'-BamH1 - GGATCCGCCGCCATGGATCGA. . ... AAAGTCCAAGGATCC - 3' — BamH1

5.13.5 pGADT7 und pGBKT7 (Clontech)

Yeast-2-Hybrid Vektoren fiir Interaktionsstudien von Fusionsproteinen in Hefen.
pGADT7 (AD): GAL4 Aktivierungsdoméne, Amp®, HA — Tag
pGBKT7 (BD): GAL4 DNA-Bindungsdomine, Kan®, Myc — Tag

pGADT7 (MCS):
llll%llll{ llll%llll{ llll%llll{ llll%llll{ llll%llll{
HA - Epitop EcoR1
1948 TACGACGTAC CAGATTACGC TCATATGGCC ATGGAGGCCA GTGAATTCCA

BamH1
1998 CCCGGGTGGG CATCGATACG GGATCCATCG AGCTCGAGCT GCAGATGAA

pGBKT?7 (MCS):

Myc - Epitop
1248 GAGGAGCAGA AGCTGATCTC AGAGGAGGAC CTGCATATGG CCATGGAGGC
EcoR1 BamH1
1298 CGAATTCCCG GGGATCCGTC GACCTGCAGC GGCCGCATAACTAG

AD und BD Oligonucleotide

Y2H T7 seq (dw) AD bp 1905 — 1925 TAATACGACTCACTATAGGGCGA
BD bp 1213 - 1235

Y2H AD seq (AD up) AD bp 2102 - 2083 AGATGGTCACGATGCACAG

Y2H BD seq (BD up) BD bp 1494 - 1471 TAAGAGTCACTTTAAAATTTGTAT
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Klone:

Erk-A AD: Erk-A BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGAGTGGTGAT. . ... GATGCAGGTIGAGGATCC - 3' — BamH]1
Erk-B AD: Erk-B BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGAGTGGTGAT. . ... ATTGTCGTATGAGGATCC - 3' — BamH1
MKK-A AD: MKK-A BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGTCAGCCGTT. . ... GATCACCAATGAGGATCC - 3' — BamH1
MKK-B AD: MKK-B BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGTCAGCCGTT. . ... GATCACCAATGAGGATCC - 3' — BamH1
Raf AD:

5'-Ndel - CATATGATGGATCGACAA. . ... AAGGTCCAATGAGGATCC - 3' — BamHI1
Ral AD: Ral BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGACTCAACAG. . ... AAGATTTTGTAAGGATCC - 3' — BamHI1
Rapl AD: Rapl BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGCGAGACTAC. . ... AGCATCTGCTAGGGATCC - 3' — BamH1
Rap2 AD: Rap2 BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGGACGAATAC. . ... GCTATCCTCIGAGGATCC - 3' — BamH1
Ras AD: Ras BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGGACGAATAC. . ... GCTATCCTCTIGAGGATCC - 3'— BamH1
1433-2 AD: 1433-2 BD:

5'- EcoR1 - GAATTCATGGCAGCTATC. . ... ACCGACTCCTAAGGATCC - 3'— BamHI1
emer N-Terminus:AD: BD:

5'-Ndel - CATATGTTTAAGCTA. .. .. CTGGACGAGTAACGGGATCC - 3' — BamH1
emer C-Terminus:AD: BD:

5'- EcoR1 - GAATTCAATTACAAG. . . .. AAACCCGTTTAAGGATCC - 3'— BamH1
HsErbB3 N-Terminus:AD: BD:

5'-Ndel — CATATGGAGGTGGGC. . ... CATCTGACATAACGGGATCC - 3' — BamH1
HsErbB3 C-Terminus:AD: BD:

5'- EcoR1 - GAATTCAGGCGATAC. . ... CAGAGAACGTAAGAATTC - 3' — EcoR1

165



5 Material und Methoden

5.13.6 VEKTOR lg4-5

Yeast-Two-Hybrid-Vektor, enthidlt cDNA-Pools

Oligonucleotide

Ig4-5 nest CTCCCGAATTCGGCACGAG

Jg4-5 dw GATGCCTCCTACCCTTATGATG

Jg4-3 up TTGGAGACTTGACCAAACCTCTG

TD Ig4-3 GACCAAACCTCTGGCGAAGAAGTCCAAAG
Ig4-3 nest CTGGCGAAGAAGTCCAAAG

Jg5-nest2 GATTATGCCTCTCCCGAATTCGG

Jg4-3'- nest CTGGCGAAGAAGTCCAAAG

5.13.7 pBAD /pBAD ThioFusion (Invitrogen)

pBAD ThioFusion: Insert iber TA-Klonierung bei bp 714, Fusion des Proteins 5' mit Thioredoxin
und 3' mit V5-Epitop und 6xHis Tag. Aufreinigung iliber Nickel-Beads (z.B. Invitrogen). Im-
munprézipitation iiber anti-V5 oder anti Thioredoxi (beide Invitrogen). Fusionspartner 16 kDA.

10

20

30

40

50

CTTTGCTATG
ACGCTTTTTA
CTAGAAATAA
ATCTGATAAA
TTAAGGCAGA
CCGTGCAAAA
GGGCAAACTG
CGCCGAAATA
GGTGAAGTGG
AGAGTTCCTC
ACAAGCTCGC
CTCCTCGGTC
AGTTTAAACG
CAGCCTGATA

pBAD: Insert liber TA-Klonierung bei bp 387, Fusion des Proteins 3' mit V5-Epitop und 6xHis
Tag. Aufreinigung iiber Nickel-Beads (z.B. Invitrogen). Immunprizipitation liber anti-V5 (Invitro-

CCATAGCATT
TCGCAACTCT
TTTTGTTTAA
ATTATTCATC
TGGTGCAATC
TGATCGCTCC
ACCGTTGCAA
TGGCATCCGT
CGGCAACCAA
GACGCTAACC
CCTTAAGGGC
TCGATTCTAC
GTCTCCAGCT
CAGATTAAAT

gen). Fusionspartner 4 kDA.

10

20

TTTATCCATA
CTACTGTTTC
CTTTAAGAAG
TGACTGATGA
CTGGTTGATT
GATTCTGGAT
AACTGAACAT
GGTATCCCGA
AGTGGGTGCA
TGGCCGGCTC
GAGCTTGAAG
GCGTACCGGT
TGGCTGTTTT
CA

30

AGATTAGCGG
TCCATACCCG
GAGATATACA
TTCTTTTGAT
TCTGGGCACA
GAAATCGCTG
CGATCACAAC
CTCTGCTGCT
CTGTCTAAAG
TGGATCCGGT
GTAAGCCTAT
CATCATCACC
GGCGGATGAG

40

ATCCTACCTG
TTTTTTTGGG
TACCCATGGG
ACTGATGTAC
CTGGTGCGGT
ACGAATATCA
CCGGGCACTG
GTTCAAAAAC
GTCAGTTGAA
GATGACGATG
CCCTAACCCT
ATCACCATTG
AGAAGATTTT

50

] T e e e v
T | T | T | T [

CTTTGCTATG
ACGCTTTTTA
CTAGAAATAA
CTCTGGATCC
AAGGTAAGCC
GGTCATCATC
TTTGGCGGAT

CCATAGCATT
TCGCAACTCT
TTTTGTTTAA
GGTGATGACG
TATCCCTAAC
ACCATCACCA
GAGAGAAGAT

TTTATCCATA
CTACTGTTTC
CTTTAAGAAG
ATGACAAGCT
CCTCTCCTCG
TTGAGTTTAA
TTTCAGCCTG

AGATTAGCGG
TCCATACCCG
GAGATATACA
CGCCCTTAAG
GTCTCGATTC
ACGGTCTCCA
ATACAGATTA

IIII+IIII{
ATCCTACCTG

TTTTTTTGGG
TACCCATGGG
GGCGAGCTTG
TACGCGTACC
GCTTGGCTGT
AATCA

300

400

500

600

700

800

900

300

400

500
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Oligonucleotide

pBAD forward pBAD/pBAD ThioFusion
8-27
pBAD reverse pBAD 544-527
pBAD ThioFusion 871-854
pBADup-60C pBAD 546-527

pBAD ThioFusion 873-855

pBAD *546-527
pBAD ThioFusion *873-855

pBAD *344-367

PolyT-Thio/pBAD up
T7-Kozak-pBAD dw
T7-Kozak-Thio dw pBAD ThioFusion *344-370

TRX forward
TRXdw-60C

pBAD ThioFusion 655-672
pBAD ThioFusion 654-672

5.13.8 pCR 2.1 TOPO (Invitrogen)

PCR 2.1: Insert iiber TA-Klonierung bei bp 294
10 20 30

ATGCCATAGCATTTTTATCC
GATTTAATCTGTATCAGG
CTGATTTAATCTGTATCAGGC
G-Te-CTGATTTAATCTGTATCAGGC
GAAATTAATACGACTCACTATAGGGCGAAC-

CATGGGCTCTGGATCCGGTGATG

GAAATTAATACGACTCACTATAGGGCGAAC-
CATGGGATCTGATAAAATTATTCATC

TTCCTCGACGCTAACCTG
GTTCCTCGACGCTAACCTG

40 50

CACACAGGAA
CGGATCCACT
GAATTCTGCA
AGGGCCCAAT
TTTTACAACG

ACAGCTATGA
AGTAACGGCC
GATATCCATC
TCGCCCTATA
TCGTGACTGG

CCATGATTAC
GCCAGTGTGC
ACACTGGCGG
GTGAGTCGTA
GAAAACCCTG

GCCAAGCTTG
TGGAATTCGC
CCGCTCGAGC
TTACAATTCA
GCGTTACCCA

GTACCGAGCT
CCTTAAGGGC 300
ATGCATCTAG
CTGGCCGTCG 400
ACTTAATCGC

T7 seq (Topo-T7, Topo- T7 seq)
M13 seq (Topo-M13, Topo-M13 seq)

pCR 2.1 380-361
pCR 2.1 205 - 224

TACGACTCACTATAGGGCGA
CAGGAAACAGCTATGACCAT
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5.14 EmER

5.14.1 EmER - Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der emer-cDNA und des chromosomalen Locus:

Die Charakterisierung der cDNA-Sequenz und des chromosomalen Locus von emer wurde von A.
Kroner durchgefiihrt und in ihrer Promotionsschrift beschrieben [183, 295].

Southernblot-Analyse:

Fiir den Southern-Blot wurde chromosomale E. multilocularis-DNA aus in vivo gewachsenem Pa-
rasitengewebe (DNA-Isolation: 5.1.4, Parasitenmaterial: 5.9.3) verwendet. Jeweils 20 pg der chro-
mosomalen DNA wurden fiir jeden Restriktionsverdau (Nsil, Pstl, Spel, HindIII, Pvull, TthIII1,
Xmnl, Bgll) eingesetzt (Restriktionsverdau: 5.4.14). Die Auftrennung der DNA-Fragmente, der
Transfer auf die Nylon-Membran, die Herstellung und Aufbereitung der Sonden, die Hy-
bridisierung und die verschiedenen Waschschritte wurden wie unter 5.4.17 beschrieben durchge-
fiihrt. Die Sonden fiir die Hybridisierung wurden {iber PCR aus chromosomaler Echinokokken-
DNA mit den Primern EGR5'4 (5'-CTATCCCTTGCCCCAGAATACG-3', emer cDNA: 126-147)
x EGR-Tupl (5'-CACGGCAAGACTACGAAG-3', emer cDNA: 524-507) amplifiziert.

Nachweis der Echinokokkenspezifitat

Fir den Nachweis das emer ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus) mit
dem DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1pul (1:100 verdiinnt) dieser
DNAs als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durchgefiihrt,
in einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geféarbt. Die Echinokokken-spezi-
fischen Primer fiir emer waren fiir den N-Terminus EGR5'4 (5'-CTATCCCTTGCCCCAGAATA-
CG-3', emer cDNA: 126-147) x EGR-Tupl (5'-CACGGCAAGACTACGAAG-3', emer cDNA:
524-507), die ein PCR-Produkt von ~ 550 bp ergaben sowie fiir den C-Terminus ER-dw7
(5'-GCACAAGTGGAGCGTGATGAT-3', emer cDNA: 4482-4502) x EGR-3' (5'-CACGG-
CAAGACTACGAAG-3', emer cDNA: 4751-4737), mit einem PCR-Produkt von ~500 bp. Fiir die
Gerbil-spezifische PCR wurden die Primer Tub12up (5'-CCCCAAGTGTATGATACTGG-3") und
Tub12ST (5'-CTGGGCAGTGCGGCAACCA-3'") eingesetzt, die im Gen fiir f-Tubulin [46] von M.
unguiculatus binden und ein Produkt von ~1.1 kbp ergaben.

Expression von emer in verschiedenen Larvenstadien:

1. Northern-Blot: Um die Expression eventuelle alternative Spleilformen von emer in den zwei
Larvenstadien Metacestode und Protoscolex nachzuweisen wurde liber den RNEasy-Kit (Qiagen)
Gesamt-RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln und sehr gut gewaschenen Protoscoli-
ces einer in vivo Kultur nach Anleitung des Herstellers isoliert und jeweils 15 pg/Tasche in einem
Northern-Blot-Experiment eingesetzt. Die Auftrennung der RNA-Fragmente, der Transfer auf die
Nylon-Membran, die Herstellung und Aufbereitung der Sonden, die Hybridisierung und die ver-
schiedenen Waschschritte wurden wie in Kapitel 5.3.7 beschrieben durchgefiihrt. Der Nachweis er-
folgte tliber [P*?]-yATP markierte Sonden. Fiir den extrazelluliren Teil mit EGR5'4 (5'-CTATC-
CCTTGCCCCAGAATACG-3', emer cDNA: 126-147) x EGR-Tupl (5'-CACGGCAAGACTAC-
GAAG-3', emer cDNA: 524-507) und fiir den intrazelluldren Teil mit EGR5'4 (5'-CTATCCCTTG-
CCCCAGAATACG-3', emer cDNA: 126-147) x EGR-Tup1 (5'-CACGGCAAGACTACGAAG-3',
emer cDNA: 524-507).
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2. RT-PCR: Um die Expression von emer wihrend einer Infektion des Zwischenwirts (M. ungui-
culatus) und in den verschiedenen Larvenstadien zu untersuchen, wurde Gesamt-RNA (vergl.
5.3.1) aus 5 in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln und ~ 50 frisch isolierten in vivo
kultivierten Protoscolices isoliert und mit dem Omniscript RT-Kit (Qiagen) in einzelstrangige
cDNA umgeschrieben (vergl. 5.3.5) und auf die gleiche Konzentration eingestellt (iiber kompete-
tive PCR mit primern fiir die konstitutiv exprimierten Faktoren tkt und elp). Je 1ul der cDNAs
(entspricht 10° Molekiile tk#/ul) wurde dann in einer PCR (20ul vol, 25 Zyklen, 94°C-30", 58°C-
30", 72°C-2") eingesetzt. Die Primerkombinationen fiir den emer-N-Terminus waren EGR-up29
(5'-AACTGCCATTCACTGGTATG-3', emer cDNA: 1116-1097) x EGR-dw23 (5-CGTTGG
AAATGTCGGTGATG-3', emer cDNA: 428-447), fir den emer-C-Terminus EGR-up3
(5'-GCTGTCCTCGTTGTTGGTG-3', emer cDNA: 3578-3560) x EGR-dw6 (5'-ACGATGCCAA-
CAATCCCATCG-3', emer cDNA: 2965-2985) und fiir die Kontrolle elp Elp-15 (5'-AATAAGGT-
CAGGGTGACTAC-3") x Elp-21 (5-TCACCACTGCCATTGACCTG-3"). Die PCR-Produkte
wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

3. kompetetive PCR:

Die kompetetive PCR wurde wie unter 5.4.9 beschrieben durchgefiihrt. Ausgehend von dem Kom-
petitorplasmid pKELP [47] wurde iiber PCR mit den Primern KP-Elp-Er-dw (5'-CCGTTG-
CAAGCTCTCAGCTGGCAGGATCTCTTCGATCAAGTG-3") x KP-Elp-Er-up (5'-ACGCTGT-
CCTCGTTGTTGGTGGACCATACTTGGCAACACAGG-3") ein Fragment amplifiziert, das in
den Vector pCR2.1 (Invitrogen) kloniert wurde. Dieses Plasmid wurde als Kompetitor fiir emer
eingesetzt. Eine PCR mit den emer-spezifischen Primern ER-KP-dw (5'-CCGTTGCAAGCTCT-
CAGCTGG-3") x Er-KP-up (5'-ACGCTGTCCTCGTTGTTGGTG-3") auf dieses Plasmid ergab ein
Fragment von 495 bp, wihrend mit cDNA als Template ein Fragment von 420 bp amplifiziert
wurde. Fiir die Analyse von egfd wurde das Kompetitorplasmid pKEGF [47] verwendet. Beide
Plasmide wurden auf eine Konzentration von 300 ng/ul eingestellt (entspricht ~100fmol/ul oder
6x10'" Kompetitormolekiile/ul). Fiir die kompetetive PCR wurden von diesen Plasmiden 10fach,
Sfach und 3fach Verdiinnungen als Template eingesetzt und die eingesetzte cDNA-Menge
konstant gehalten. Die kompetetive PCR (25 pl-Ansdtze) wurde mit 1 pl ¢cDNA und10® oder
weniger Kompetitormolekiilen durchgefiihrt, anschlieBend in einem 2% Agarosegel aufgetrennt
und mit Ethidiumbromid gefiarbt um die unterschiedlichen expressionen von emer, egfd und elp
sichtbar zu machen.

5.14.2 emer (cDNA)

10 20 30 50 60 70 80 9 100
IIII}IIII{IIII}IIII{ IIII{IIII}II II{IIII} IIII}IIII{IIII}IIII{ IIII{IIII}IIII{IIII} IIII}IIII{IIII}IIII{
AAAAAAAAAAACGTGCAGTT TTGAACTCTGCCAGTCCAGG GTGATGTGGTTTTTCTAGGA TGCTCCGGATTTGGACAAAC GCTTTCATCCCTTTATTGTT 100
TTCTGGGGCCAATTTTGCAT TTAAGCTATCCCTTGCCCCA GAATACGAGGATATAAAAAT ATGTCGAAGCAGGAATATTG ATTGCCGCAACTCGATGAAT 200
GCTAAAACCTTACTTGCATA CTATAAAAGACAGTATTCTC AGTGCACACATATTATAGGC AATCTTGTTTTGTGCAACTT AAAACGACTAGAGGATGGTA 300
GTGATCCTGATCTCTCCTTC CTGAATTCAATTCGAGAAGT ATCCGGCTATGTTTATATAG GTAATAATGAGGTGAAACGG ATACCACTCATCTCATTACG 400
GATCATTCGTGGACGAGTAC CATATCACGTTGGAAATGTC GGTGATGGAGCCCTAATTGT GACTCGTAATGCCAAAAATT ACACTCATGGATTAGAAGTT 500
TTGGATCTTCGTAGTCTTGC CGTGATACAGGAGCACAATA TAATAGCATGGGACAATCCA ATGCTATGCCACTTCCAATA CACCGTCGACTGTCCACAGC 600
TCTTCGTGGATGTGAAGAAT CAGAGACGACTGAGTGTCTC TAAGGAGAATCTCATATCTG GCAGTGGCTGCGATTACGAT ACTGACTCGCCAATGCGTCG 700
CAACACGACCTGTCATAGTG CCTGCTCCGAGAATGACGAG AAGGGGCACTGCTGGGGACC AGAGAAGAATCAGTGTCAAC TTCGTTCAAAATGTACCAAG 800
GAATCCACCACGTACTGCCG TTTAGACAACCCTTTCGAAC GGATAAAGTGTGATGATGCC TGTATTGGCGGTTGCAATGG TAGCACCTCGAATTGTTGGG 900
CGTGTCGATCCAAGAGGAAT GGCGACACCTGTGTGAGCTT CTGTCCCCCACGCCACCATG TGAACCCGACGACGAGTCGA CAGGAGCTGAATCCCGACTT 1000
CAAGTACGAGCTGCATGACA TCTGTGTGAGACAGTGTCCA GAGCCGCTGTTGAAGATGGA CACGGTGTGCGTGATTGAAT GTGACTTCAAAACAACCATA 1100
CCAGTGAATGGCAGTTGTGT TCCCTGTGCAAAAACTCCAT GTGCTAATCATTGTGAACAG AAGGATATTTTTGGTTCGCG ATTTCCCTTGATGACATCTG 1200
CGGCTGCAAAGCGGATGAGC CAGTGTGTCTTCTATTCAGG CGCTATCTACATCAATAAGG ATTCATTCAAGGTAACATTA AAGCGACCAGGCCTCCAAAT 1300
TGAAGATCTCTGGAATCTGC ATAATATACGCGAAATTGTG GGCTACATTTACCTCGATTT GGATGCCTCCTCGCCGGAGT TGAGAAATTTGACATTTTTG 1400
GAGAACCTCTACAAAGTTAC TACTGAATTTTCTGATGGAG TATCGTTGGATCAACCTCTG GTGATATATCATTCAAAGTA TTTGGAGTTTTTGGGACTAA 1500
AAAGTCTTCGCTATATGGAC ATGACTGCCTATTTGGAGGC GCTGCCATCTTTGTGCTATA CAAGCGCTCTGGAGAAGATT CTTCCTGTTCGAACTAAGGG 1600
AGTCAAGGATCCAGCCACTT GCATCCGGGAAGGCCACGTG TGTCACAGTGAATGCCTCCC CGAAGCAGGTTGCTGGGGTC CTGGGCCCGCAATGTGTGCC 1700
CACTGCTGCACCTTCGAAGC CAACGGTGTCTGTGTCTCCG ATTGCTCTGAGGCACCCGGG TTCTACCTCCCCCCGAGCTC TGCTGTCTCTACGCTCACGT 1800
CGAAATTTCGTTGTCGCACT TTGCCACTTTCAATGAAACA AGTGGCACAAATGCAGGAGG AGGAGGTGTTAGCGGCTATC CGACCTGCAGTGAAGTGTGC 1900
ACGATGTCACGAAGAATGCG CGGAGTCGTGCACTGCACCT GGGCCGGATCAGTGTCTAGG CGAATGTAAGCATTTCAAGT CAGGAGACACTTGTGTCAAG 2000
CGCTGCTCGAAGGAGCAGTA CGCTGAGGAGAAGCAGAAGC TCTGTCAACCCTGCAACTCC AAGTGTTTAGCGTCTCTGAA GTCCAAATTCCCTCCAGATG 2100
ACATCTCCGCGTGCTCTGGA CCCGGCGATTACCTCGGACT TGGGGGATGTGCTTTCTGCT ACTTTGTGAAAAAAGACAAA GCCACCTCCAAGTACCAGTG 2200
CCTGGATATGAAATGTCCAC CCAAACACTTCGGCAACGCG ACATCTTTGACGCATCTGAA CTTGAAGAAAGAGGAATTTC CCTTAGTCAGTGTGCGGGCA 2300
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lIlI}IlIl{llll}llll{ Illl{lIlI}IlIl{lIII?OIIII}IIII{IIII}IIII{ IlIl{lllI}?lll{llll?olllI}IlIl{llll}lll}?O
GCAAATGCGGATCTTCAGGA ATGCGTTCCCTGCCATCCTG AATGCGAGGTTTGTGTCGGT CCAGGAAATCACGTCTCCGT TTGTCGAAAATGTCGAAATT
GGATGTACCGGTCGGAGTGT GTCAATGCCTGTCCTCCTGA CGACACCTATGTGCCGAATG CAACGGCAACAGAACACCTC TCAGAGAGAGAAAAACAGAT
GTTGGAGAGGCGGGAATGCC TACGATGTCATGAGCAATGT GCTGGAGGGTGTACGGCCTA CGGACCGGAGTTCTGCAACA ACTGTCGCTATGCCAAAATC
ATGATTGATGTGCAGGCGAA TAAGTTTATCTGCAACTCAA CATGCCCACCAGAGCTCTAC AAAATGGAAAACACCAATCT CTGCCTGGACGAGGAGCAGT
ACGAAAAAATGTCGGGTGCA AAATTGGCGCGTGCTCGAAA TCAGGCCCTCATAGCGGCTG GGATTGTCCTCCTCTTTCTC CTCATCTTCTCTCTCGTACT
TTCTGTTCTCTGCTTCAATT ACAAGGCCAAACGCAGTCGT ATTAAGGAAGCCTTAAAATC TACCTACACTAATACCAAAG CACCGGATATGAAGGACGCA
AAATCAAGCAGGGAACCAAA TATGGGCCGTTGGGAGATGA TCAACATTGATGACTTGACT TTCGACGATGCCAACAATCC CATCGGCAGAGGGGCATTTG
GTGAGGTGTATCGAGGCAAG TGGCGAGTACCGAAGCGAGT GTTGAATCAGTTCAATTGGG CACGGAACACTTCGCTGGAT GTGGCTATCAAAGTGATTAG
ATCAGCTGCGCCCACAGCTC AAGGTGGTGCTGCGTCAAAT CTCGGTGCCTCTGGATTAGA CGGCAATGTCAGCACCGTTG CAAGCTCTCAGCTGGGCGCC
AACACCATTGATCGCATCTC CGCTAGAAGTAATCTCCAGG ATATGCTTACGGAAGCCAAA GTAATGGCCTCGGTGCAGCA TAAGAATTGTCTGCCCCTCA
TTGGTGTCTGTTTGACCCGG AAAATGCAATGCATGGTGTC GATGTTTGTGGAGGAGGGCA GTCTGGATCGTTACCTACGC CTCCACAGGGACGACTTGAA
TAGTTTCACCTTGCTTTCAT GGGCGGAACAGATTGCTGAC GGGATGGCCTACCTAGAGGA ACGTGGGATTATTCATCGTG ATTTGGCTGCAAGAAACGTG
CTTGTTCAATCTCGGGAGCT GGTGCAAATAACCGATTTCG GATTGGCTAAAATGTTGGAC ACCAACAACGAGGACAGCGT TGTAGTTCGCACTGGACGTG
TTCCAATTCGTTGGTTGGCT ATTGAGACGCTTCAAGCTGG CATCTACTCTCACAAAACCG ATGTCTGGAGCTACGGTGTG ACGCTGTGGGAGATTTTCAC
ATTTGGCAAACAACCCTACG AAAATATAAGCACCTCGGAG ATTAAGGATCATGTAATGAA GGGAGTGCGGCTGAGTCAGC CAGAAATTTGTACGCTTGAC
ACCTACATGGTGATGGTGCA ATGCTGGATGGAAGAACACG AATCCAGACCGACTTTCTTA GAGCTGATGAAATGTTTCCA CAAGTACTGTCAAACGCCGG
GCAGATACTTGTACATCGAG GGCGATGAGTATGCGATAAC TCGTGCCTCTCCGTACACCC CTTCACCGGCTCCTTGGACC GAGATGAAGCCGCTGCCCAG
TAGTTTCCGGGGCGTACCAG ACGGCACTTTGGGGCCACCC AATGGGACGGGGTGTGCCTT TAGGTTCCCTGAAGAGCACT TCTTCGATGATCATCAACAC
CACCTTCTGGGAGAGACAAT GGGAGAGGGCAGTGGCAACC CGGAGGCAGAATCTCTTCTT CCGCAGAGAGTTGGCAACGA TCATCATCATCATCGCCGAT
TTTTCTCCCACTCAAATGAG ACGAGAATGCGACAAAGCGG GCGACAGGAGCGTGCTCCGG CTGCTGGTGGTGGTGCATCG ACAAACACTTCCGTGGTCTC
GACGAATTTGGACTCGTGGC CAGCTGGAAGCGGGATGGGA TTGAATGCCGCCTTCCCTGT CTTAGAGCATAGTCGAAACC AGCAACAACAACCGAAATAC
TACAACACCGCTTTTCTGGC CAGTGGCACTTACGGACCCC TTGTTAGACCACCATCACCA CCGCCAGCGCCACCACCCCT TGCACAAGTGGAGCGTGATG
ATGACTTAGACACGATGGGT AGTGGGATTAAAGACGCTGA GATTAACTACCTCTCCACTC TCGAGATGTCTATGGACGGT GTTGAGGGAGCGGGTGGAGG
GGAACAATCGTTGCAGCCAG AAGACTACCTGGAACCCAGA GCAAGTGCCGATGGCAAAAA ACGGTCGAGAGGTTTCAATG CCGTTGGAAATCCCGATTAC
TTGGTGGATAATCAAGAATA CTTCCAACCTGCCGGTCCGA CTAAACCCGTTTAAAAATGC GTATCTCTACTCCCTTCCCC ACCTGACCCCTTCCTTCACA
TCTGGTGTAAATATCACCCA ATCAGCACAGGTGGTGAGAG AGATGGAAGAGCACATATCA TTCGTTATTGTTTATACCCC TCCACACACATCCATCTTCA
ACGTACGTACCTGTGAATAC CGTCAGCATTTACAGAGGCC ATGGTTAATATGGCTTCTCC GCGTCCTTTCTACCCATCCT TCAGACTCTTCCTTATTTGC
TCCCGCAGCCCTTTTCCAGC TTGTCATCCCGCGCCTAACC GATGTTTGACTGCGTTCATT GAAACTTGCCGCCGCCATAC ACACCAGCTTACTTCTCTCA
CCTGCGCCAAGCAACTTCAT TTCTACTGACAAATAAATTA GTAGTACATGCCCCTAAAAA AAAAAAAAAAAAA
5.14.3 EmER (Proteinsequenz)
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GNNEVKRIPL ISLRIIRGRV PYHVGNVGDG ALIVTRNAKN YTHGLEVLDL
RSLAVIQEHN ITAWDNPMLC HFQYTVDCPQ LFVDVKNQRR LSVSKENLIS 200
GSGCDYDTDS PMRRNTTCHS ACSENDEKGH CWGPEKNQCQ LRSKCTKEST
TYCRLDNPFE RIKCDDACIG GCNGSTSNCW ACRSKRNGDT CVSEFCPPRHH 300
VNPTTSRQEL NPDFKYELHD ICVRQCPEPL LKMDTVCVIE CDFKTTIPVN
GSCVPCAKTP CANHCEQKDI FGSREFPLMTS AAAKRMSQCV FYSGAIYINK 400
DSFKVTLKRP GLQIEDLWNL HNIREIVGYI YLDLDASSPE LRNLTFLENL
YKVTTEFSDG VSLDQPLVIY HSKYLEFLGL KSLRYMDMTA YLEALPSILCY 500
TSALEKILPV RTKGVKDPAT CIREGHVCHS ECLPEAGCWG PGPAMCAHCC
TEFEANGVCVS DCSEAPGFYL PPSSAVSTLT SKFRCRTLPL SMKQVAQMOQE 600
EEVLAATIRPA VKCARCHEEC AESCTAPGPD QCLGECKHFK SGDTCVKRCS
KEQYAEEKQK LCQPCNSKCL ASLKSKFPPD DISACSGPGD YLGLGGCAFC 700
YFVKKDKATS KYQCLDMKCP PKHFGNATSL THLNLKKEEF PLVSVRAANA
DLQECVPCHP ECEVCVGPGN HVSVCRKCRN WMYRSECVNA CPPDDTYVPN 800
ATATEHLSER EKQMLERREC LRCHEQCAGG CTAYGPEFCN NCRYAKIMID
VQANKFICNS TCPPELYKME NTNLCLDEEQ YEKMSGAKLA RARNQALTAA 900
GIVLLFLLIF SLVLSVLCFN YKAKRSRIKE ALKSTYTNTK APDMKDAKSS
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SLDRYLRLHR DDLNSFTLLS WAEQIADGMA YLEERGITHR DLAARNVLVQ
SRELVQITDF GLAKMLDTNN EDSVVVRTGR VPIRWLAIET LQAGIYSHKT 1200
DVWSYGVTLW ETIFTFGKQPY ENISTSEIKD HVMKGVRLSQ PEICTLDTYM
VMVQCWMEEH ESRPTFLELM KCFHKYCQTP GRYLYIEGDE YAITRASPYT 1300
PSPAPWTEMK PLPSSFRGVP DGTLGPPNGT GCAFRFPEEH FFDDHQHHLL
GETMGEGSGN PEAESLLPQR VGNDHHHHRR FFSHSNETRM RQSGRQERAP 1400
AAGGGASTNT SVVSTNLDSW PAGSGMGLNA AFPVLEHSRN QQQQOPKYYNT
AFLASGTYGP LVRPPSPPPA PPPLAQVERD DDLDTMGSGI KDAEINYLST 1500
LEMSMDGVEG AGGGEQSLQP EDYLEPRASA DGKKRSRGFN AVGNPDYLVD
NQEYFQPAGP TKPV. 1564
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5.14.4 emer (Map)
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CGGCTGCAAAGCGGATGAGCCAGTGTGTCTTCTATTCAGGCGCTATCTACATCAATAAGGATTCATTCAAGGTAACATTAAAGCGACCAGGCCTCCAAAT
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K S L R M D MTA AY L E A
1 1 1 1 1 1 1 1 + 1 1 1 1

P s L C Y T S A L E K I L P V R T K G
| | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T

+
+
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GTTGGAGAGGCGGGAATGCCTACGATGTCATGAGCAATGTGCTGGAGGGTGTACGGCCTACGGACCGGAGTTCTGCAACAACTGTCGCTATGCCAAAATC
lIll}llll{llll}llll{llll}llll{llll}llll{llll}llll{llll}llll{llll}llll{llll}llll{llll}llll{llll}llll{

CAACCTCTCCGCCCTTACGGATGCTACAGTACTCGTTACACGACCTCCCACATGCCGGATGCCTGGCCTCAAGACGTTGTTGACAGCGATACGGTTTTAG
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ACCTACATGGTGATGGTGCAATGCTGGATGGAAGAACACGAATCCAGACCGACTTTCTTAGAGCTGATGAAATGTTTCCACAAGTACTGTCAAACGCCGG
lIlI}IlIl{llll}llll{llll}llIl{llll}llll{llll}IlIl{lIlI}llll{llll}IlIl{lIlI}llll{llll}Illl{llll}llll{

TGGATGTACCACTACCACGTTACGACCTACCTTCTTGTGCTTAGGTCTGGCTGAAAGAATCTCGACTACTTTACAAAGGTGTTCATGACAGTTTGCGGCC

T ¥ MV MV Q C WME E
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

E S R P
| | 1 1 1 1
T T
C
|

“+m

Fa
-T-
s
Fa
Ex
Fa
-+
Fw
Fo
Fa
o)
+Q
E
e
Ex
Fb
0
3
—Q
Fa
3
+a
—Q
Fa
3
Fa
-+
Fa
o)
Fo —+4a
3
-+
o
Fp
o)
Fa
Q0
Fa
3
|
—Q
-T-
—Q
Fa

GCAGATACTTGTACATCGAGGG
HEEEEEEEEN NN
1 1 1 1

AA

CGTCTATGAACATGTAGCTCCCGCTACTCATACGCTATTGAGCACGGAGAGGCATGTGGGGAAGTGGCCGAGGAACCTGGCTCTACTTCGGCGACGGGT

TTTTCTCCCACTCAAATGAGACGAGAATGCGACAAAGCGGGCGACAGGAGCGTGCTCCGGCTGCTGGTGGTGGTGCATCGACAAACACTTCCGTGGTCT
IIII}IIII IIIII I IIIII}IIII IIIII 111 IIIII}IIII IIIII}IIII IIIII}IIII IIIII}IIII IIIII}IIII IIIII}IIII
AAAAGAGGGTGAGTTTACTCTGCTCTTACGCTGTTTCGCCCGCTGTCCTCGCACGAGGCCGACGACCACCACCACGTAGCTGTTTGTGAAGGCACCAGA

c
|
I

G

F F S H S N E T RMUROQ S G R QEIRA AP AAGSGS GA ASTNT S V V S

GACGAATTTGGACTCGTGGCCAGCTGGAAGCGGGATGGGATTGAATGCCGCCTTCCCTGTCTTAGAGCATAGTCGAAACCAGCAACAACAACCGAAATAC

CTGCTTAAACCTGAGCACCGGTCGACCTTCGCCCTACCCTAACTTACGGCGGAAGGGACAGAATCTCGTATCAGCTTTGGTCGTTGTTGTTGGCTTTATG

M G L N A F P V
1 1 1 1 1 1 1 1

—r
-
- @
]
+a

G
i
ATGTTGTGGCGAAAAGACCGGTCACCGTGAATGCCTGGGGAACAATCTGGTGGTAGTGGTGGCGGTCGCGGTGGTGGGGAACGTGTTCACCTCGCACTAC

Fa —++

GGAACAATCGTT
lIlI}IlIlIlI

E Q S L Q P
T S R S

]
o
=
ol o}

=
]
]
i
(=l

|
+
TTGGTGGATAATCAAGAATACTTCCAACCTGCCGGTCCGACTAAACC
IIIIIIIIIII III
I

|
+
TCTGGTGTAAATATCACCCAATCAGCACAGGTGGTGAGAGAGATGGAAGAGCACATATCATTCGTTATTGTTTATACCCCTCCACACACATCCATCTTCA
IIII 111 1 IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIII IIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII 11 II
AGACCACATTTATAGTGGGTTAGTCGTGTCCACCACTCTCTCTACCTTCTCGTGTATAGTAAGCAATAACAAATATGGGGAGGTGTGTGTAGGTAGAAGT

ACGTACGTACCTGTGAATACCGTCAGCATTTACAGAGGCCATGGTTAATATGGCTTCTCCGCGTCCTTTCTACCCATCCTTCAGACTCTTCCTTATTTGC

TGCATGCATGGACACTTATGGCAGTCGTAAATGTCTCCGGTACCAATTATACCGAAGAGGCGCAGGAAAGATGGGTAGGAAGTCTGAGAAGGAATAAACG
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TCCCGCAGCCCTTTTCCAGCTTGTCATCCCGCGCCTAACCGATGTTTGACTGCGTTCATTGAAACTTGCCGCCGCCATACACACCAGCTTACTTCTCTCA

AGGGCGTCGGGAAAAGGTCGAACAGTAGGGCGCGGATTGGCTACAAACTGACGCAAGTAACTTTGAACGGCGGCGGTATGTGTGGTCGAATGAAGAGAGT
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5 Material und Methoden

5.14.5 emer (Oligonucleotide)

emer (cCDNA)
EGR 3'

EGR 3' mod
EGR 5'RACE
EGR 5'3mod
EGR 7A 3' mod
EGR 8A 3'

EGR CVM 2
EGR RC

EGR RCN

EGR south dwl
EGR south up
EGR Thio dw2
EGR Thio dw3
EGR Thio upl
EGR Thio up2
EGR Thio up3
EGR up P
EGR-5'
EGR-52
EGR-5'3
EGR-5'3 mod
EGR-5'4
EGR-dw
EGR-DW Topo
EGR-dw Triple
EGR-dw Triple 3
EGR-dw Triple3
EGR-dw Triple5
EGR-dw Triple6
EGR-dw Triple7
EGR-dw Triple8
EGR-dw Triple9
EGR-dw-TOPO
EGR-dw-TOPO2
EGR-dw10
EGR-dw100
EGR-dwll1
EGR-dw12
EGR-dw13
EGR-dw14
EGR-dw15

emer cDNA 4751-4737
emer cDNA *4750-4738
emer cDNA 1381-1355
emer cDNA *122-137
emer cDNA *4708-4691
emer cDNA *5046-5029
emer cDNA 3824-3816
emer cDNA 2058-2034
emer cDNA 2011-1988
emer cDNA 3539-3558
emer cDNA 3942-3923
emer cDNA 3333-3353
emer cDNA 4056-4076
emer cDNA 3288-3268
emer cDNA 3789-3769
emer cDNA 4911-4891
emer cDNA 2164-2145
emer cDNA 60-81
emer cDNA 120-135
emer cDNA 120-140
emer cDNA 120-140
emer cDNA 126-147
emer cDNA 120-147
emer cDNA 2877-2897
emer cDNA 394-415
emer cDNA 735-754
emer cDNA 735-754
emer cDNA 505-524
emer cDNA 676-697
emer cDNA 797-817
emer cDNA 503-524
emer cDNA 511-533
emer cDNA 2867-2897
emer cDNA 2946-2967
emer cDNA 2867-2886
emer cDNA 4210-4229
emer cDNA 2306-2325
emer cDNA 2496-2518
emer cDNA 2402-2421
emer cDNA 2132-2151
emer cDNA 2189-2210

AACGGGTTTAGTCGGACCGG
GACGGGTTTAGTCGGACCG
CAACTCCGGCGAGGAGGCATCCAAATCG
GTTAAGCTATCCCTTGCC
GCCACCAAGTAATCGGGA
GACATCGGTTAGGCGCGG
GCATTGCACCATCACCATG
AGTTGCAGGGTTGACAGAGCTTCTG
TTCGAGCAGCGCTTGACACAAGTG
CGGATTGGCTAAAATGTTGG
GAGTTATCGCATACTCATCG
ATGGTGTCGATGTTTGTGGAG
GCCTTTAGGTTCCCTGAAGAG
AATTCTTATGCTGCACCGAGG
AAATTTCTGGCTGACTCAGCC
GGTACGTACGTTGAAGATGGA
AAGTAGCAGAAAGCACATCC
ATGCTCCGGATTTGGACAAACG
TTTAAGCTATCCCTTG
TTTAAGCTATCCCTTGCCCCA
GTTAAGCTATCCCTTGCCCCA
CTATCCCTTGCCCCAGAATACG
TTTAAGCTATCCCTTGCCCCAGAATACG
AAAGCACCGGATATGAAGGAC
CATTACGGATCATTCGTGGACG
GCAGTACGTGGTGGATTCCTTG
GACGAGAAGGGGCACTGCTG
ATCTTCGTAGTCTTGCCGTG
ACGATACTGACTCGCCAATGCG
CAAGGAATCCACCACGTACTG
GGATCTTCGTAGTCTTGCCGTG
GTAGTCTTGCCGTGATACAGGAG
CACTAATACCAAAGCACCGGATATGAAGGAC
ATTGATGACTTGACTTTCGACG
CACTAATACCAAAGCACCGG
ACTCAAATGAGACGAGAATG
TGCGGATCTTCAGGAATGCG
CAGATGTTGGAGAGGCGGGAATG
GATGTACCGGTCGGAGTGTG
CCTCGGACTTGGGGGATGTG
CAAGTACCAGTGCCTGGATATG
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emer (cDNA)
EGR-dw16
EGR-dw17
EGR-dw18
EGR-dw19
EGR-dw2
EGR-dw20
EGR-dw21
EGR-dw22
EGR-dw23
EGR-dw24
EGR-dw3
EGR-dw4
EGR-dw5
EGR-dw6
EGR-dw7
EGR-dw8
EGR-dw9
EGR-Ex up
EGR-Mo dwl
EGR-Mo dw2
EGR-Mo upl
EGR-Mo up2
EGR-South-dw1
EGR-South-upl
EGR-T-dwl
EGR-T-dw2
EGR-T-upl
EGR-T-up2
EGR-T-up3
EGR-TOPO (9.6.00)
EGR-up
EGR-up TOPO
EGR-up Triple3
EGR-up Triplel
EGR-up Triple3
EGR-up Triple6
EGR-up Triple7
EGR-up10
EGR-upl1
EGR-upl2
EGR-upl13
EGR-upl4
EGR-upl6

emer cDNA 1929-1952
emer cDNA 1713-1732
emer cDNA 1187-1206
emer cDNA 1525-1544
emer cDNA 3447-3466
emer cDNA 914-933
emer cDNA 21-40
emer cDNA 1061-1082
emer cDNA 428-447
emer cDNA 1899-1923
emer cDNA 3765-3785
emer cDNA 4224-4242
emer cDNA 2044-2062
emer cDNA 2965-2985
emer cDNA 4482-4502
emer cDNA 2017-2036
emer cDNA 2684-2703
emer cDNA 2747-2728
emer cDNA 700-720
emer cDNA 757-777
emer cDNA 860-840
emer cDNA 840-819
emer cDNA 3539-3558
emer cDNA 3942-3923
emer cDNA 378-400
emer cDNA 1071-1088
emer cDNA 524-507
emer cDNA 710-689
emer cDNA 1260-1243
emer cDNA 2877-2897
emer cDNA 343-321
emer cDNA 5029-5010
emer cDNA 828-807
emer cDNA 978-957
emer cDNA 808-797
emer cDNA 832-811
emer cDNA 826-805
emer cDNA 4500-4483
emer cDNA 5111-5092
emer cDNA 4837-4818
emer cDNA 2887-2867
emer cDNA 2245-2226
emer cDNA 3195-3176

5 Material und Methoden

TGCACTGCACCTGGGCCGGATCAG
TTCGAAGCCAACGGTGTCTG
CTTGATGACATCTGCGGCTG
CTGCCTATTTGGAGGCGCTG
GCCTACCTAGAGGAACGTGG
GAGGAATGGCGACACCTGTG
TTGAACTCTGCCAGTCCAGG
CACGGTGTGCGTGATTGAATGT
CGTTGGAAATGTCGGTGATG
GCACGATGTCACGAAGAATGCGCGG
GTGCGGCTGAGTCAGCCAGAA
AGAATGCGACAAAGCGGGC
GTCAACCCTGCAACTCCAA
ACGATGCCAACAATCCCATCG
GCACAAGTGGAGCGTGATGAT
AGTACGCTGAGGAGAAGCAG
CCTGGACGAGGAGCAGTACG
GCCTGATTTCGAGCACGCG
GCAACACGACCTGTCATAGTG
GACCAGAGAAGAATCAGTGTC
GGCATCATCACACTTTATCCG
GTTCGAAAGGGTTGTCTAAACG
CGGATTGGCTAAAATGTTGG
GAGTTATCGCATACTCATCG
CGGATACCACTCATCTCATTACG
GTGATTGAATGTGACTTC
CACGGCAAGACTACGAAG
GGTCGTGTTGCGACGCATTG
CCTTATTGATGTAGATAG
AAAGCACCGGATATGAAGGAC
GATACTTCTCGAATTGAATTCAG
GGATGACAAGCTGGAAAAGG
GACGAGAAGGGGCACTGCTG
GACTCGTCGTCGGGTTCACATG
GCAGTACGTGGTGGATTCCTTG
GGGTTGTCTAAACGGCAGTACG
TCTAAACGGCAGTACGTGGGTGG
CATCACGCTCCACTTGTG
CTTGGCGCAGGTGAGAGAAG
TCACCACCTGTGCTGATTGG
TCCGGTGCTTTGGTATTAGTG
GATGTCGCGTTGCCGAAGTG
CCAGCTGAGAGCTTGCAACG
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5 Material und Methoden

emer (cDNA)
EGR-upl17
EGR-upl18
EGR-up19
EGR-up2
EGR-up20
EGR-up21
EGR-up22
EGR-up23
EGR-up24
EGR-up25
EGR-up26
EGR-up27
EGR-up28
EGR-up29
EGR-up3
EGR-up30
EGR-up31
EGR-up4
EGR-up5
EGR-up6
EGR-up7
EGR-up8
EGR-up9
ER asenl (T7)

ER DWsenl
ER senl (T7)

ER UPasen
ER UPsen
Ex-EGR-dw
Ex-EGR-up

emer cDNA 2540-2520
emer cDNA 2321-2302
emer cDNA 2102-2083
emer cDNA 3819-3800
emer cDNA 5159-5137
emer cDNA 2332-2308
emer cDNA 2126-2150
emer cDNA 1231-1212
emer cDNA 1577-1556
emer cDNA 4581-4562
emer cDNA 942-923
emer cDNA 42-23
emer cDNA 921-901
emer cDNA 1116-1097
emer cDNA 3578-3560
emer cDNA 447 424
emer cDNA 295-275
emer cDNA 3479-3459
emer cDNA 3468-3447
emer cDNA 2981-2963
emer cDNA 2747-2728
emer cDNA 1966-1947
emer cDNA 1937-1917
emer cDNA 3222-3200

emer cDNA 2816-2846
emer cDNA 2826-2846

emer cDNA 3231-3203
emer cDNA 2816-2845
emer cDNA 1899-1918
emer cDNA 2693-2675

emer Oligonucleotide (Schnittstellen)

E-Bam H1

E-Eco R1

EGR 3' Not

EGR 7A 3' Not
EGR 8A 3' Not
EGR A6 Hind3
EGR A6 Notl (stop)
EGR BAM Neu
EGR C-Bam up
EGR C-Eco dw

emer cDNA *2944-2964
emer cDNA *4715-4694
emer cDNA *4754-4737
emer cDNA *4708-4691
emer cDNA *5051-5029
emer cDNA *2812-2836
emer cDNA *3330-3308
emer cDNA *2916-2935
emer cDNA *4754-4733
emer cDNA *2814-2839

ACATTGCTCATGACATCGTAG
TTCCTGAAGATCCGCATTTG
GTCATCTGGAGGGAATTTGG
GCACCATCACCATGTAGGTG
TTTTAGGGGCATGTACTACTAAT
CAGGGAACGCATTCCTGAAGATCCG
ACATCCCCCAAGTCCGAGGTAAATCG
AAGACACACTGGCTCATCCG
CTTCTCCAGAGCGCTTGTATAG
CACCGTCCATAGACATCTCG
AGAAGCTCACACAGGTGTCG
ACCCTGGACTGGCAGAGTTC
CATTCCTCTTGGATCGACACG
AACTGCCATTCACTGGTATG
GCTGTCCTCGTTGTTGGTG
CATCACCGACATTTCCAACG
TCCTCTAGTCGTTTTAAGTTG
ACGATGAATAATCCCACGTTCC
CCCACGTTCCTCTAGGTAGGC
GGGATTGTTGGCATCGTCG
GGCCTGATTTCGAGCACGCG
CATTCGCCTAGACACTGATC
TGCAGTGCACGACTCCGCGCA

TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGCGGAGATGCGAT-
CAATGGTGTTG

CAATTACAAGGCCAAACGCAGTCGTATTAAG

TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCAAACGCAGTCG-
TATTAAG

TACTTCTAGCGGAGATGCGATCAATGGTG
CAATTACAAGGCCAAACGCAGTCGTATTAA
GCACGATGTCACGAAGAATG
CTCGTCCAGGCAGAGATTG

GGGAGAGGATCCACATTGATGACTTGACTTTCG
TTGGAAGAATTCTTGATTATCCACCAAGTAATCG
AGAGATGCGGCCGCTTAAACGGGTTTAGTCGG
GTTGTTGCGGCCGCGCCACCAAGTAATCGGGA
GTTGTTGCGGCCGCGACATCGGTTAGGCGCGG
GTTCTCAAGCTTAATTACAAGGCCAAACGCAG
AACATCGCGGCCGCTTATTGCATTTTCCGGGTCAAACAG
AAGCAGGGATCCAAATATGGGCCGTTGGGA
CGCGGATCCCGTTAAACGGGTTTAGTCGGACCG
CGGAATTCAATTACAAGGCCAAACGCAGTCG
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emer Oligonucleotide (Schnittstellen)

EGR Eco Extra
EGR Eco neu

EGR Kpn dw

EGR N-Bam up
EGR N-Ndel dw
EGR Notl-up

EGR T1-Kpn

EGR T1-Not
EGR-5' Hind
EGR-A6-Hind3
EGR-DIP-dw1-Eco
EGR-DIP-dw2-Eco
EGR-DIP-dw3-Eco
EGR-DIP-dw4-Eco

EGR-DIP-dw5-Eco
EGR-DIP-dw6-Eco
EGR-DIP-dw7-Eco
EGR-DIP-upl-Bam
EGR-DIP-up2-Bam
EGR-DIP-up3-Bam
EGR-DIP-up4-Bam
EGR-DIP-up5-Bam
EGR-DIP-up6-Bam
EGR-DIP-up7-Bam
EGR-Ex up-Notl
EGR-S2-3' Not

EGR-S2-5' Kpn (hat
nur 3 T)

EGR-S2-5' Kpn-4T
EGR-T2-Not

EM BamH1

EM EcoR1
ER-EcoR1

emer cDNA *5111-5092
emer cDNA *4789-4760
emer cDNA *61-81
emer cDNA *2693-2674
emer cDNA *120-140
emer cDNA *4751-4736
emer cDNA *379-400
emer cDNA *522-507
emer cDNA *120-141
emer cDNA *120-141
emer cDNA *330-351
emer cDNA *699-720
emer cDNA *1887-1906

emer cDNA *2817-2836
(Fehler im Primer)

emer cDNA *3927-3945
emer cDNA *4479-4997
emer cDNA *3465-3486
emer cDNA *710-690
emer cDNA *1013-995
emer cDNA *2453-2436
emer cDNA *3668-3647
emer cDNA *4133-4117
emer cDNA *4751-4737
emer cDNA *3536-3516
emer cDNA *2758-2738
emer cDNA *4751-4732
emer cDNA *120-141

emer cDNA *120-141
emer cDNA *711-691
emer cDNA *2921-2937
emer cDNA *4735-4721
emer cDNA *4740-4721

5 Material und Methoden

...GAATTCCTTGGCGCAGGTGAGAGAAG
GGGTCAGAATTCGAAGGGAGTAGAGATACG
GATCGGGGTACCTAATGCTCCGGATTTGGACAAACG
CGCGGATCCCGTTACTCGTCCAGGCAGAGATTGG
GGAATTCCATATGTTTAAGCTATCCCTTGCCCCA
CCTCGAGCGGCCGCAACGGGTTTAGTCGGA
GGTACCAGGATACCACTCATCTCATTACG
GTGATGGCGGCCGCTTACAACGGCAAGACTACGAAG
GCCAATAAGCTTTTTAAGCTATCCCTTGCCCCAG
GCCAATAAGCTTTTTAAGCTATCCCTTGCCCCAG
GTTCCTGAATTCATTCGAGAAGTATCCGGCTATG
GCGCCAGAATTCCGCAACACGACCTGTCATAGTG
GCTATCGAATTCGCAGTGAAGTGTGCACGATG
GTTCTCGAATTCAATACAAGGCCAAACGCAG

ATCGAGGAATTCGAGTATGCGATAACTCGTG
GCGCCAGAATTCCTTGCACAAGTGGAGCGTG
CTAGAGGAATTCGGGATTATTCATCGTGATTTGG
GGCACTGGATCCGGTCGTGTTGCGACGCATTGG
ACAGATGGATCCCAGCTCGTACTTGAAGTCG
CGTTGCGGATCCCACATAGGTGTCGTCAGG
CACACCGGATCCCCAGACATCGGTTTTGTGAGAG
CACCGGGGATCCACTGAAATCTCCCATTG
TACGCAGGTACCAACGGGTTTAGTCGG
AGCCAAGGATCCATCGGTTATTTGCACCAGCTC
AATCCCAGCGGCCGCTTAGGCCTGATTTCGAGCACGCG
GATACGGCGGCCGCAACGGGTTTAGTCGGACCGG
GCCAATGGTACCTTTAAGCTATCCCTTGCCCCAG

GCCAATGGTACCTTTTAAGCTATCCCTTGCCCAG
GTGATGGCGGCCGCTTAGGTCGTGTTGCGACGCATTG
TATGGGCCGTTGGGAGAGGATCCACAGTG
CCGGCAGGTTGGAAGAATTCTTGATTATCC
ACGGGTGAATTCGGACCGGCAGGTTGGAAG

emer Oligonucleotide (Mutation fiir alternative C-Termini)

EGR 6A mut up
EGR 6A mut dw
EGR 7A mut up
EGR 7A mut dw
EGR 8A mut up
EGR 8A mut dw

emer cDNA 4680-4639
emer cDNA 4639-4680
emer cDNA 4680-4639
emer cDNA 4639-4680
emer cDNA 4680-4639
emer cDNA 4639-4680

CATTGAAACCTCTCGACCGTTTTTTGCCATCGGCACTTGCTC
GAGCAAGTGCCGATGGCAAAAAACGGTCGAGAGGTTTCAATG
CATTGAAACCTCTCGACCGTTTTTTTGCCATCGGCACTTGCTC
GAGCAAGTGCCGATGGCAAAAAAACGGTCGAGAGGTTTCAATG
CATTGAAACCTCTCGACCGTTTTTTTTGCCATCGGCACTTGCTC

GAGCAAGTGCCGATGGCAAAAAAAACGGTCGAGAGGTTT-
CAATG
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emer Oligonucleotide (Chiméren)

EGR CHI dw emer cDNA 2817-2839 GCTGGGCGGCACTTTTCTCTACTGGAATTACAAGGCCAAACGCAGTCG
HsErbB3 cDNA 2073-2097
EGR CHIup emer cDNA 2747-2728 CAATCCTGCTATCACTGTCAAAGCCATGGCCTGATTTCGAGCACGCG

HsErbB3 cDNA 2055-2029

5.14.6 EmER - Sequenzanalysen

Die Ergebnisse der von A. Kroner [183] durchgefiihrten Sequenzanalysen der cDNA und des chro-
mosomalen Locus von emer sind in den zwei folgenden Abbildungen wiedergegeben. Doménen-
struktur und Homologiewerte (Abb. 123), Aminosduresequenz, funktionelle Reste und Doménen-
struktur (Abb. 124).

™

: C-Term
_mFl Fm ad F_F-F-[IT Driin ——— gesamter Re-
I« %) 14—» zeptor
SER 44 (60) 40 (55) 61 (75) 16 (23) 42 (55)
DER 29 (45) 24 (36) 37 (56) 12 (17) 28 (41)
LET 28 (41) 22 (34) 34 (52) 11 (17) 26 (39)
HER 30 (45) 24 (35) 40 (56) 12 (17) 27 (40)

Abb. 123: Homologiewerte zwischen EmER und verschiedenen EGF-Rezeptor-Orthologen.

Gezeigt ist eine schematische Darstellung der EmER-Doménenstruktur, mit den Rezeptor-L-Doménen (RecL), den cysteinreichen Furin-édhnlichen
Repeats (F), der Transmembrandoméne (TM), der Tyrosin-Kinase-Doméne (Tyr-Kin) und dem C-Terminus (C-Term). Einzelne Doménenstrukturen
sind mit einem schwarzen Doppelpfeil markiert. Der prozentuale Homologiewert dieser Doménen zu den verschiedenen EGF-Rezeptor-Orthologen
ist darunter angegeben, wobei die dhnlichen Reste im Gegensatz zu den Identischen in Klammer stehen. Zusitzlich ist noch die Werte fiir den ge-
samten Rezeptor angegeben. Die Werte bezichen sich auf Ahnlichkeiten zwischen EmER und den EGF-Rezeptoren von S. mansoni (SER; [287]), D.
melanogaster (DER; [194]), C. elegans (LET; [16]) und H. sapiens (HER; [319]).
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5 Material und Methoden

AAAAAAAAAAACGTGCAGTTTTGAACTCTGCCAGTCCAGGGTGATGTGGTTTTTCTAGGATGCTCCGGATTTGGACARACGCTTTCATCCCTTTATTGTT
W Intron 1 (31 bp): GTATA. . . TTTAG W Intron 2 (34 bp): GTAAT. . . TTTAG
TTCTGGGGCCAATTTTGCATTTAAGCTATCCCTTGCCCCAGAATACGAGGATATAAARATATGTCGAAGCAGGAATATTGATTGCCGCAACTCGATGAAT
F KL SLAZPETYTETDTITZ KTITCT® RS ST RRNTITDTECTERNTSMN
Intron 3 (33 bp): GTATA. . .CTTAG W
GCTAAAACCTTACTTGCATACTATAAAAGACAGTATTCTCAGTGCACACATATTATAGGCAATCTTGTTTTGTGCAACTTAAAACGACTAGAGGATGGTA
IR © c T H I I G N LV LCNULEKRLED G|

GTGATCCTGATCTCTCCTTCCTGAATTCAATTCGAGAAGTATCCGGCTATGTTTATATAGGTAATAATGAGGTGAAACGGATACCACTCATCTCATTACG

s D P DL S F L NS I REV S G Y V Y I GNNJEUV KU RTIUPIULTI S L R

GATCATTCGTGGACGAGTACCATATCACGTTGGAAATGTCGGTGATGGAGCCCTAATTGTGACTCGTAATGCCAAAAATTACACTCATGGATTAGAAGTT
I I R G R V P Y HV G NV D GAULTI VT RN AI KNUYTHGTULE V

TTGGATCTTCGTAGTCTTGCCGTGATACAGGAGCACAATATAATAGCATGGGACAATCCAATGCTATGCCACTTCCAATACACCGTCGACTGTCCACAGC
L DL RS LAV I Q EHNTITIAWDNUZPMTULTCMHUFQY TV DC P Q

TCTTCGTGGATGTGAAGAATCAGAGACGACTGAGTGTCTCTAAGGAGAATCTCATATCTGGCAGTGGCTGCGATTACGATACTGACTCGCCAATGCGTCG
HMEEEEEEE Y YN s K E N L I s GS GCDJVYDTTDSPMR RR
Intron 4 (1916 bp/+): GTGAG. . .ArAAG W

CAACACGACCTGTCATAGTGCCTGCTCCGAGAATGACGAGAAGGGGCACTGCTGGGGACCAGAGAAGAATCAGTGTCAACTTCGTTCAAAATGTACCAAG
N T TBle s 2Jfls E ~x b E K ¢ Hw ¢ P E K N oJfle = R s kKT K

Intron 5 (2411 bp/+): GTcaG. . .cocac W
GAATCCACCACGTACTGCCGTTTAGACAACCCTTTCGAACGGATAAAGTGTGATGATGCCTGTATTGGCGGTTGCAATGGTAGCACCTCGAATTGTTGGG
E s 77T YIBlr = p x p F E/R I Ko o afl: ¢ ¢~ ¢ s 7 s v W

CGTGTCGATCCAAGAGGAATGGCGACACCTGTGTGAGCTTCTGTCCCCCACGCCACCATGTGAACCCGACGACGAGTCGACAGGAGCTGAATCCCGACTT
AIMR s Kk R N ¢ b TRV s FIll? P R H H V N P T T S R Q E L N P D F
Intron 6 (2481 bp/+):¥ GTTGG. . . TTCAG
CAAGTACGAGCTGCATGACATCTGTGTGAGACAGTGTCCAGAGCCGCTGTTGAAGATGGACACGGTGTGCGTGATTGAATGTGACTTCAAAACAACCATA
K Y ELHDTITCVR RO QCZPETPTLTILIE KMDTV VT CVTIETCDTFTZ KTTTI
Intron 7 (1193 bp/+):¥ GTAAG. . . TATAG
CCAGTGAATGGCAGTTGTGTTCCCTGTGCAAAAACTCCATGTGCTAATCATTGTGAACAGAAGGATATTTTTGGTTCGCGATTTCCCTTGATGACATCTG
P VNG GSCVUPCAZRKTTPCANTEHETCET QI K DTITFGS ST RTFEFTPTLMTS
Intron 8 (1118 bp/+):W GTGAG. . .CTAAG
CGGCTGCAAAGCGGATGAGCCAGTGTGTCTTCTATTCAGGCGCTATCTACATCAATAAGGATTCATTCAAGGTAACATTAAAGCGACCAGGCCTCCAAAT
AU AP NN'ANN Q0 C V F Y S G A I Y I N KD S F KV T L KR P G L Q I

TGAAGATCTCTGGAATCTGCATAATATACGCGAAATTGTGGGCTACATTTACCTCGATTTGGATGCCTCCTCGCCGGAGTTGAGAAATTTGACATTTTTG
Intron 9 (259 bp/+):W GTAAT. . . TACAG
GAGAACCTCTACAAAGTTACTACTGAATTTTCTGATGGAGTATCGTTGGATCAACCTCTGGTGATATATCATTCAAAGTATTTGGAGTTTTTGGGACTAA

AAAGTCTTCGCTATATGGACATGACTGCCTATTTGGAGGCGCTGCCATCTTTGTGCTATACAAGCGCTCTGGAGAAGATTCTTCCTGTTCGAACTAAGGG
K S L R Y M D M T A Y L E A L P S L C Y T S A L E K I L P V R T SN
W Intron 10 (2756 bp): GTGAG. . . GCAAG
AGTCAAGGATCCAGCCACTTGCATCCGGGAAGGCCACGTGTGTCACAGTGAATGCCTCCCCGAAGCAGGTTGCTGGGGTCCTGGGCCCGCAATGTGTGCC
vkKDPATIEI: RE G H Ve s Elll. P E A cflw P P a MEla

CACTGCTGCACCTTCGAAGCCAACGGTGTCTGTGTCTCCGATTGCTCTGAGGCACCCGGGTTCTACCTCCCCCCGAGCTCTGCTGTCTCTACGCTCACGT
EHIFMEl T F E A N ¢ Vv s s E 2 P G F Y L PP S SAVSTTLT

CGARATTTCGTTGTCGCACTTTGCCACTTTCAATGAAACAAGTGGCACAAATGCAGGAGGAGGAGGTGT TAGCGGCTATCCGACCTGCAGTGAAGTGTGC
S K FRCRTULPLSMZE KT G QVAQMO QETETEVTELA AAaATITRTPAVEIKEI2
Intron 11 (5605 bp): GTGCG. . . TTTAG W
ACGATGTCACGAAGAATGCGCGGAGTCGTGCACTGCACCTGGGCCGGATCAGTGTCTAGGCGAATGTAAGCATTTCAAGTCAGGAGACACTTGTGTCAAG
RIFle E Efl2 E sl 2 2 ¢ P Dol ¢c Eflk B F K s ¢ Db TRV K

CGCTGCTCGAAGGAGCAGTACGCTGAGGAGAAGCAGAAGCTCTGTCAACCCTGCAACTCCAAGTGTTTAGCGTCTCTGAAGTCCAAATTCCCTCCAGATG
RIls Kk E 0 vy 2 E EX 0 K Lo PIRIY s K[l 2 s L K s K F P P D
Intron 12 (3650 bp): GTTGG. . .ATCAG W
ACATCTCCGCGTGCTCTGGACCCGGCGATTACCTCGGACTTGGGGGATGTGCTTTCTGCTACTTTGTGAAAAAAGACAAAGCCACCTCCAAGTACCAGTG
D I s AJfls ¢ P D Y L GULGG G2 FIFlYy F v K KD KA AT s kK Y o|E

CCTGGATATGAAATGTCCACCCAAACACTTCGGCAACGCGACATCTTTGACGCATCTGAACT TGAAGAAAGAGGAATTTCCCTTAGTCAGTGTGCGGGCA
B ovw xFl?P P XK HF 6 NATSTILTU HTLINTULZE KT KTETETFTPTLTVSV R A

GCARATGCGGATCTTCAGGAATGCGTTCCCTGCCATCCTGAATGCGAGGTTTGTGTCGGTCCAGGARATCACGTCTCCGTTTGTCGAARATGTCGARATT
AN~ apiiL o EJlMv PIFle ? EIflE VIRV ¢ P ¢ N H VvV s Vv ¢c R KR N
Intron 13 (1551 bp):W cTGAG. . . TTTAG
GGATGTACCGGTCGGAGTGTGTCAATGCCTGTCCTCCTGACGACACCTATGTGCCGAATGCAACGGCAACAGAACACCTCTCAGAGAGAGAAAAACAGAT
WM YR SEJSSvy 2l P D DT Y VPN AT ATTETBHTELSTET RTETZ KO QM

GTTGGAGAGGCGGGAATGCCTACGATGTCATGAGCAATGTGCTGGAGGGTGTACGGCCTACGGACCGGAGT TCTGCAACAACTGTCGCTATGCCAAAATC
L ERREJEIL RIEle E o2 ¢ ¢cIBlT 2 v ¢ P E FIRIN NI ElR ¥ 2 K I
Intron 14 (3618 bp/+):W GTTTG. . .AACAG
ATGATTGATGTGCAGGCGAATAAGTTTATCTGCAACTCAACATGCCCACCAGAGCTCTACAAAATGGAAAACACCAATCTCTGCCTGGACGAGGAGCAGT
M I DV QAN EKTEFTIIN s TP P E L Y K M ENTNTULTGCTLODEE Q

ACGAAAAAATGTCGGGTGCAAAATTGGCGCGTGCTCGAAATCAGGCCCTCATAGCGGCTGGGATTGTCCTCCTCTTTCTCCTCATCTTCTCTCTCGTACT

Y E KM S G A K L A R A R N QO A A o e A e O = aa

300
80

400
114

500
147

600
180

700
214

800
247

900
280

1000
314

1100
347

1200
380

1300
414

1400
447

1500
480

1600
514

1700
547

1800
580

1900
614

2000
647

2100
680

2200
714

2300
747

2400
780

2500
814

2600
847

2700
880

2800
914
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Intron 15 (3322 bp): GTGAG. . . TGCAG W
TTCTGTTCTCTGCTTCAATTACAAGGCCARACGCAGTCGTATTAAGGAAGCCTTAAAATCTACCTACACTAATACCAAAGCACCGGATATGAAGGACGCA 2900

Al N ¥ K A KR S R I KEA ATLIZK ST VYTNTIZ XK ATPTDMTZEKD A 947
AAATCAAGCAGGGAACCAAATATGGGCCGTTGGGAGATGATCAACATTGATGACTTGACTTTCGACGATGCCAACAATCCCATCGGCAGAGGGGCATTTG 3000
K S S REPNMGRTWEMTINTITUDTUDTLTF G R G A F 980
GTGAGGTGTATCGAGGCAAGTGGCGAGTACCGAAGCGAGTGTTGAATCAGTTCAATTGGGCACGGAACACTTCGCTGGATGTGGCTATCARAGTGATTAG 3100
G E V K 1014
ATCAGCTGCGCCCACAGCTCAAGGTGGTGCTGCGTCARATCTCGGTGCCTCTGGATTAGACGGCAATGTCAGCACCGTTGCAAGCTCTCAGCTGGGCGCC 3200
— 1047
Intron 16 (1798 bp/+):W GTAAC. . . TGTAG
AACACCATTGATCGCATCTCCGCTAGAAGTAATCTCCAGGATATGCTTACGGARGCCARAGTAATGGCCTCGGTGCAGCATAAGAATTGTCTGCCCCTCA 3300
NTIDRTISARSNTLODMELTINAKYMASVYVOQHTE KNGCTLEP?IL 1080
TTGGTGTCTGTTTGACCCGGARAATGCAATGCATGGTGTCGATGTTTGTGGAGGAGGGCAGTCTGGATCGTTACCTACGCCTCCACAGGGACGACTTGAR 3400
e W A R I NN MM 114
Intron 17 (1471 bp/+):W GTGAG. . . CGCAG
TAGTTTCACCTTGCTTTCATGGGCGGAACAGATTGCTGACGGGATGGCCTACCTAGAGGAACGTGGGATTATTCATCGTGATTTGGCTGCAAGAAACGTG 3500
H R DL AATURN 1147
CTTGTTCAATCTCGGGAGCTGGTGCARATAACCGATTTCGGATTGGCTAAAATGTTGGACACCAACAACGAGGACAGCGTTGTAGTTCGCACTGGACGTG 3600
_‘_ 1180
Intron 18 (83 bp/+):W GTAAT. . . TGCAG
TTCCAATTCGTTGGTTGGCTATTGAGACGCTTCAAGCTGGCATCTACTCTCACAAAACCGATGTCTGGAGCTACGGTGTGACGCTGTGGGAGATTTTCAC 3700
E D ] 1214
ATTTGGCAAACAACCCTACGAAAATATAAGCACCTCGGAGATTAAGGATCATGTAATGAAGGGAGTGCGGCTGAGTCAGCCAGARATTTGTACGCTTGAC 3800
R T M eI T] 217
Intron 19 (87 bp/+):W GTAAG. . . TCTAG
ACCTACATGGTGATGGTGCAATGCTGGATGGAAGARCACGAATCCAGACCGACTTTCTTAGAGCTGATGAAATGTTTCCACAAGTACTGTCARACGCCGG 3900
H K Y C QT P 1280

Intron 20 (181 bp): GTAAT. . . TTTAG
GCAGATACTTGTACATCGAGGGCGATGAGTATGCGATAACTCGTGCCTCTCCGTACACCCCTTCACCGGCTCCTTGGACCGAGATGAAGCCGCTGCCCAG 4000
G RY LY TIEGTDTET YA ATITU RA ASZ PYTU®PSUPAPTWTTEME KT PTLTP S 1314

TAGTTTCCGGGGCGTACCAGACGGCACTTTGGGGCCACCCAATGGGACGGGGTGTGCCTTTAGGTTCCCTGAAGAGCACTTCTTCGATGATCATCAACAC 4100

s F R GV PDGTULG?PPNGTGU CA AT FUZRUF FUPEZEUHT FT FUDUDUHOQ H 1347
CACCTTCTGGGAGAGACAATGGGAGAGGGCAGTGGCAACCCGGAGGCAGAATCTCTTCTTCCGCAGAGAGTTGGCAACGATCATCATCATCATCGCCGAT 4200
H L LG ETMGEG S GNUPEA AESTLULUZPOQRUV GNUDUHHUHUHRR 1380
TTTTCTCCCACTCAAATGAGACGAGAATGCGACAAAGCGGGCGACAGGAGCGTGCTCCGGCTGCTGGTGGTGGTGCATCGACAAACACTTCCGTGGTCTC 4300

FFSHSNETR RMRO QS GRTG OQETRA EAPAAGT GG GA ASTNT SV V s 1414
Intron 21 (176 bp):W GTGCG. . .GTGAG

GACGAATTTGGACTCGTGGCCAGCTGGAAGCGGGATGGGATTGAATGCCGCCTTCCCTGTCTTAGAGCATAGTCGAAACCAGCAACAACAACCGAAATAC 4400

T N L D S WPAGSGMSGULNA AATFUPVLEUHSI RNDNOQIOQOQOQOQUPIKY 1447
TACAACACCGCTTTTCTGGCCAGTGGCACTTACGGACCCCTTGTTAGACCACCATCACCACCGCCAGCGCCACCACCCCTTGCACAAGTGGAGCGTGATG 4500
Y N T A F LA S GT Y G PULVRUPUP S P P P AP PPTULA AOQ QVERTD 1480

ATGACTTAGACACGATGGGTAGTGGGATTAAAGACGCTGAGATTAACTACCTCTCCACTCTCGAGATGTCTATGGACGGTGTTGAGGGAGCGGGTGGAGG 4600
D D LDUTMGS G I KD AETINZYTULSTU LEMMSMMDGVYVEGA AGG G 1514

Intron 22 (156 bp):W GTAGG. . . TGAAG

GGAACAATCGTTGCAGCCAGAAGACTACCTGGAACCCAGAGCAAGTGCCGATGGCAAAAAACGGTCGAGAGGTTTCAATGCCGTTGGAAATCCCGATTAC 4700

E Q s L. Q P E D Y L E PR ASADGI K KRS RGVFNA AVYVY GNUPID Y 1547
TTGGTGGATAATCAAGAATACTTCCAACCTGCCGGTCCGACTAAACCCGTTIAAAAATGCGTATCTCTACTCCCTTCCCCACCTGACCCCTTCCTTCACA 4800
L VD NOQE Y F Q PA G P TI K P V . 1564
TCTGGTGTAAATATCACCCAATCAGCACAGGTGGTGAGAGAGATGGAAGAGCACATATCATTCGTTATTGTTTATACCCCTCCACACACATCCATCTTCA 4900
ACGTACGTACCTGTGAATACCGTCAGCATTTACAGAGGCCATGGTTAATATGGCTTCTCCGCGTCCTTTCTACCCATCCTTCAGACTCTTCCTTATTTGC 5000
TCCCGCAGCCCTTTTCCAGCTTGTCATCCCGCGCCTAACCGATGTTTGACTGCGTTCATTGAAACTTGCCGCCGCCATACACACCAGCTTACTTCTCTCA 5100
CCTGCGCCAAGCAACTTCATTTCTACTGACAAATAAATTAGTAGTACATGCCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 5173

Abb. 124: EmER - cDNA, abgeleitete Aminosduresequenz und Doménenstruktur.

Gezeigt ist die gesamte cDNA-Sequenz (oben) von emer und die davon abgeleitete Aminosduresequenz des EmER-Proteins (unten, fett). In der
cDNA-Sequenz sind das Start-ATG und das Stop-TAA unterstrichen. Ein Punkt am Ende der Aminosauresequenz markiert das Stop-Codon. Die Po-
sitionen der Introns des genomischen Locus sind mit Pfeilen markiert. Fiir jedes Intron ist die Grofe sowie die Sequenz des 5'-Donors und des
3'-Aktzeptors angegeben. Zusitzlich sind hinter der GroBe der Introns die mit einem + markiert, deren Introngrenzen mit der des humanen EGF-Re-
zeptors ubereinstimmt. Weif3 auf dunkelgrauem Grund sind die N-terminale putative Signalsequenz (AS 1-20) und die hydrophobe Transmem-
brandomaéne (AS 897-919). Die 2 Rezeptor-L-Doménen (AS 61-193 und 388-512) sind weifl auf schwarzem Grund markiert. Die 7 cysteinreichen
furindhnlichen Repeats (AS 214-253, 261-299, 518-570, 610-655, 659-725, 752-798 und 817-868) im extrazelluldren Teil des Rezeptors sind hell-
grau unterlegt, die einzelnen Cystein-Reste dieser Doménen sind weil auf schwarzem Grund markiert. Im intrazelluldren Bereich ist die Tyrosin-
Kinase-Domine (AS 969-1273) dunkelgrau unterlegt, auerdem sind die AS-Reste, die zwischen Tyrosin-Kinasen hoch konserviert sind [142], weif3
auf schwarzem Grund markiert.
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5.15 EmERK-A/B/C

EmERK-A, EmERK-B und EmERK-C unterscheiden sich im C-Terminus ab AS 320 (cDNA: bp
1028). An dieser Stelle befindet sich in der chromosomalen DNA-Sequenz das differentiell
gespleilite Intron 9 (chr DNA bp 5462), dass einen SpleiBdonor (GT) und drei verschiedene
SpleiBakzeptorstellen (AG) aufweist. Wird das vollstindige Intron 9 von 808 bp herausgespleilit
entsteht emerk-4, wird dagegen ein verkiirztes Intron 9 herausgespleilit, entsteht emerk-B wenn
303 bp heraus-gespleiflit werden und emerk-C wenn 590 bp herausgespleiit werden.

5.15.1 EmERK: Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der emerk cDNA und des chromosomalen Locus:

Die emerk cDNA wurde iiber eine degenerative PCR aus einer Plasmid-cDNA-Bank (hergestellt
von K. Huber [158]) isoliert. Aus Aminosduresequenzen mit den Motiven EHQTYCQ und WY-
RAPEI, die in ERK-Faktoren hoch konserviert sind, wurden codierende Sequenzen abgeleitet
(Abb. 57) und dariiber die degenerierten Primer ERK-N1 (5'-GAGCAYCARCANTAYTGYCA-3',
R = Purin, Y = Pyrimidin, K = G + T, N = alle Nucleotide, emerk-4 cDNA: 239-259, EmERK-A
Proteinsequenz: EHQTYCQ) und ERK-C2 (5-ATTTCYGGNGCNCGRTACCA-3', emerk-A
cDNA: 655-635, EmERK Proteinsequenz: WYRAPEI) bestimmt. Mittels PCR (30 Zyklen: 94°C —
2',53°C - 2', 72°C — 2") konnte ein Fragment von 411 bp amplifiziert werden, dass nach einer To-
poTA-Klonierung und Sequenzierung hohe Homologien zu schon bekannten ERK-codierenden
cDNAs aufwies. Mit dem aus dieser Sequenz abgeleiteten Primer Erk-dw2 (5'-GTTGAGTCGC-
GAGCACACCTG-3', emerk-A cDNA: 421-441) und dem Vektorspezifischen Primer Ig4-3
(5'-TTGGAGACTTGACCAAACCTCTG-3") sowie Erk-up (5'-GTACGTTGACAATATGTTTGG
-3', emerk-A cDNA: 264-244) und dem vektorspezifischen Primer 1g4-5 (5-GATGCCTCCTAC-
CCTTATGATG-3") wurden dann aus einer plasmidbasierten E. multilocularis-cDNA (s.0.) tliber
eine 3' und 5'-RACE der fehlende 3'- und 5'-Terminus amplifiziert (94°C-1', 58°C-1', 72°C-2"), in
TOPO-TA kloniert und sequenziert. Die vollstindigen Leseraster fir emerk-A und emerk-B
wurden anschlieend mit dem 5'- spezifischen Primer Erk-5'-dw (5'-ATGAGTGGTGATATTTCT-
GATCCA-3', emerk-A cDNA: 71-94) und dem fiir emerk-A 3'-spezifischen Primer Erk-3'
(5'-ACCTGCATCTATAGGCTCAG-3', emerk-A cDNA: 1153-1134) sowie mit dem fiir emerk-B
3'-spezifischen Primer Erk-3'-stop-up (5'-TCATACGACAATGCTGAAATC-3', emerk-B cDNA:
1049-1028) amplifiziert, in pTOPO-TA kloniert und das Plasmid anschlieBend sequenziert. Das
vollstindige Leseraster fiir emerk-C konnte wihrend einer 3'-RACE aus einer Plasmid-cDNA-
Bank (hergestellt von K. Huber [158]) isoliert werden.

Der chromosomale Locus von emerk-A, emerk-B und emerk-C ist identisch und wurde in 5 iber-
lappenden Fragmenten iiber PCR aus chromosomaler E. multilocularis-DNA amplifiziert, in pTO-
PO-TA kloniert und abschlieBend sequenziert. Die 5 Fragmente wurden mit den folgenden Primer-
kombinationen amplifiziert. F1: Erk-5'-cDNA (5'-GTTAACATTGTCATTCCCTTGG-3', emerk-A
cDNA: 5-26) x Erk-int-upl (5'-GTACGTTGACAATATGTTTGG-3', emerk-A cDNA: 264-244),
F2: Erk-5-mod (5'-GTGAGTGGTGATATTTCTGATCCA-3', emerk-A cDNA: *71-94) x Erk-
upl (5'-GCGAGTGGCCACGTACTCAGTC-3', emerk-A cDNA: 634-613), F3: Erk-int-dw2
(5'-GGCTCGCACGAATTGCCG-3', emerk-A cDNA: 567-584) x Erk-int-up3(5'-GTGTT ACT-
TATGGAGTTGATG-3', emerk-A cDNA: 834-814), F4: Erk-int-dw3 (5'-GATGATTCTTGA
GGTTCTCGG-3', emerk-A cDNA: 775-795) x Erk-up2 (5'-GGGTCTGCAAATGGGAAGAG-3',
emerk-A cDNA: 912-893), F5: erk-dw6 (5'-GAACGTACCTGGAGCAGTTG-3', emerk-A cDNA:
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843-862) x Erk-3'-aussent+g (5'-GTTGAAGATAGCGTTTGAATTCG-3', emerk-A cDNA: *1200-
1179).

Echinokokkenspezifischer Nachweis

Fiir den Nachweis, dass emerk-A/B/C ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten
Metacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus)
mit dem DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1ul (1:100 verdiinnt)
dieser DNAs als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durch-
gefiihrt, in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt. Die Echinokokken-
spezifischen Primer flr emerk-A/B/C waren Erk-dw2 (5'-GTTGAGTCGCGAGCACACCTG-3',
emerk-A cDNA: 421-441) und Erk-upl (5'-GCGAGTGGCCACGTACTCAGTC-3', emerk-A
cDNA: 634-613) und ergaben ein Produkt von ~ 620 bp. Fiir die Gerbil-spezifische PCR wurden
die Primer Tub12up (5'-CCCCAAGTGTATGATACTGG-3') und Tub12ST (5'-CTGGGCAGTG-
CGGCAACCA-3') eingesetzt, die im Gen fiir B-Tubulin [46] von M. unguiculatus binden und ein
Produkt von 1.1 kbp ergaben.

RT-PCR: Expression in Zyste und Protoscolex

Um die Expression von emerk-A/B/C wihrend einer Infektion des Zwischenwirts (M. unguicula-
tus) und in den verschiedenen Larvenstadien zu untersuchen, wurde mit dem RNeasy-Kit (Qiagen)
die Gesamt-RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1), in vivo
kultiviertem Gesamtlarvenmaterial (vergl. 5.9.4), in vivo kultivierten Protoscolices (vergl. 5.9.6)
und in vivo kultivierten sowie aktivierten (vergl. 5.9.6) Protoscolices isoliert und mit dem SMART
IT ¢cDNA Synthesis Kit (BD-Biosciences) in cDNA umgeschrieben. Jeweils 1 pl dieser cDNA
wurden dann in der folgenden PCR (30 Zyklen: 94°C — 30", 57°C — 30", 72°C — 30") eingesetzt.
Der gemeinsame Nachweis (Grofe: ~220 bp) von emerk-A, emerk-B und emerk-C erfolgte liber
eine Amplifikation mit den Primern Erk-dw2 (5-GTTGAGTCGCGAGCACACCTG-3', emerk-A
cDNA: 421-441) und Erk-upl (5'-GCGAGTGGCCACGTACTCAGTC-3', emerk-A cDNA: 634-
613), die im N-terminalen Bereich der emerk -cDNA binden.

Der Nachweis der verschiedenen Spleif3formen emerk-A/B/C erfolgte iiber zwei PCRs mit Primern
die im C-terminalen Bereich der emerk-cDNA binden. Die verwendeten cDNAs wurden wie oben
beschrieben aus Gesamt-RNAs der verschiedenen Entwicklungsstadien hergestellt. Mit der
Primerkombination ERK-dw6 (5'-GAACGTACCTGGAGCAGTTG-3', emerk-A cDNA: 843-862)
und ERK-3"-mod (5'-GCCTGCATCTATAGGCTCAG-3', emerk-A cDNA: *1153-1134) konnten
alle drei Varianten (erk-A: 290 bp, erk-B: 781 bp, erk-C: 503 bp) amplifiziert werden (30 Zyklen:
94°C — 30", 57°C — 30", 72°C — 40"). Mit der Primerkombination ERK-dw6 (5'-GAACG-
TACCTGGAGCAGTTG-3', emerk-A cDNA: 843-862) und ERK-3'-C-spezifisch (5'-GTATTTTA-
CACAATACAAGCATAG-3', emerk-C cDNA: 1128-1093) konnten Fragmente fiir die B-Splei3-
form (497 bp) und die C-Spleiliform (210 bp) amplifiziert werden.

Alle PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.
EmERK - Kinaseassay

Fiir den Kinaseassay (vergl. C) wurde natives EmERK (vergl. A) und rekombinant exprimiertes
EmERK-A (vergl. B), das in Echinokokken-Lysat aktiviert wurde, eingesetzt.

A) Das native EmERK wurde mit einem ERK-spezifischen Antikorper (Anti-Erk1/2(MAPK),
Stressgen) und einem Phospho-ERK-spezifischen ~Antikorper (Anti-Erk1&2[pTpY '],
Biosource) aus dem Uberstand von Echinokokken-Lysat-A (fiir die Immunprizipitation) im-
munprézipitiert (vergl. 5.5.9). Fiir das Echinokokken-Lysat-A wurden in vitro kultivierte Me-
tacestodenvesikel von der Hydatidenfliissigkeit befreit und bei 3000 g pelletiert. 500 pul des Pellets
wurden in 5 ml Extraktionspuffer (50 mM Tris, pH 7.2, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 5 mM
EDTA, 5 mM EGTA, 1% Nonidet, 0.1% Na-Deoxycholat, 0,1% SDS, ImM Na-ortho-Vanadat
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und Protease Inhibitor Cocktail von Roche) resuspendiert und unter Verwendung des Fast Prep Pu-
rification Systems mit Lysing Matrix B (beides Qbiogene) lysiert (vergl. 5.5.4) und anschlieBend
10 min bei 15.000 rpm zentrifugiert.

B) Fiir die rekombinante Expression wurde die codierende Sequenz von emerk-A iiber PCR mit
den Primern Erk-5'mod (5'-GTGAGTGGTGATATTTCTGATCCA-3', emerk-A cDNA: *71-94) x
Erk-3"' (5'-ACCTGCATCTATAGGCTCAG-3', emerk-A cDNA: 1153-1134) amplifiziert, in die
Vektoren pBAD sowie pBAD/THIO-TOPO (beide Invitrogen) kloniert und anschlieBend se-
quenziert. Das pBAD/THIO-Expressionsplasmid, in dem emerk-4 N-terminal mit einem Thioredo-
xin und C-terminal mit einem V5-Antikdrperepitop und einem 6xHis-Tag fusioniert ist, erhielt den
Namen pThio-ErkA, das pBAD-Expressionsplasmid, in dem emerk-A nur C-terminal mit einem
V5-Antikorperepitop und einem 6xHis-Tag fusioniert ist, erhielt den Namen pBad-ErkA. Die In-
duktion der Fusionsproteine erfolgte wie unter (vergl. 5.6.5) beschrieben in E.coli-TOP10 Zellen
fiir 3 Stunden unter Zugabe von 0.2% Arabinose. AnschlieBend wurden die Fusionsproteine nativ
aufgereinigt (vergleiche 5.5.6). Aus dem Uberstand wurde pThio-ErkA mit dem anti-Thio-Anti-
korper (Invitrogen) und pBad-ErkA mit dem anti-V5-Antikorper (Invitrogen) immunprézipitiert
(Vergl Kapitel 5.5.9). Jeweils ein Teil dieser Immunprazipitate wurde 1 Stunde in Echinokokken-
Lysat-B aktiviert. Fiir das Echinokokken-Lysat-B wurden in vitro kultivierte Metacestodenvesikel
von der Hydatidenfliissigkeit befreit und bei 3000 g pelletiert. 500 pul des Pellets wurden in 900 pl
Extraktionspuffer (50 mM Tris, pH 7.5, 1 mM MgCl,, | mM DTT, 1 mM EGTA, 0,1% SDS, ImM
Na-Ortho-Vanadat und Protease-Inhibitor-Cocktail von Roche) resuspendiert und unter
Verwendung des Fast Prep Purification Systems mit Lysing Matrix B (beides Qbiogene) lysiert
(vergl. 5.5.4) und anschlieend 10 min bei 15.000 rpm zentrifugiert.

C) Fiir den Kinaseassay wurden je Ansatz zu 45 ul Map-Kinasepuffer (20 mM HEPES, pH 7.4, 10
mM MgCl12, 2 mM EGTA, 1 mM DTT, 100 uM ATP, 0.5 mg/ml MBP (Biomol)) jeweils 30 pul der
2 nativen EmERK-Immunpréazipitate oder jeweils 30 pul der 4 rekombinant exprimierten EmERK-
Proteine (aktiviert und nicht aktiviert) zugegeben. Die Reaktionsansédtze wurden nach der Zugabe
von jeweils 4uCi y-[**P]-ATP 3 Stunden bei 30°C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch die
Zugabe von 2xStop-Mix gestoppt. Jeweils 20 ul wurden in einem 15% PAA-Gel aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran {ibertragen und fiir 5 Tage auf einen Rontgenfilm gelegt.

Southern-Blot

Fiir den Southern-Blot wurde chromosomale E. multilocularis-DNA aus in vivo gewachsenem Pa-
rasitengewebe (DNA-Isolation: 5.1.4, Parasitenmaterial: 5.9.3) verwendet. Jeweils 20 pg der chro-
mosomalen DNA wurden fiir jeden Restriktionsverdau (HindIII, Kpnl, Nsil, Pstl, Sphl, Xmnl) ein-
gesetzt (Restriktionsverdau: 5.4.14). Die Auftrennung der DNA-Fragmente, der Transfer auf die
Nylon-Membran, die Herstellung und Aufbereitung der Sonden, die Hybridisierung und die ver-
schiedenen Waschschritte wurden wie unter 5.4.17 beschrieben durchgefiihrt. Die Sonde fiir die
Hybridisierung wurde iiber PCR (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 1') aus chromosoma-
ler Echinokokken-DNA mit den Primern Erk-5'-dw (5'-ATGAGTGGTGATATTTCTGATCCA-3',
emerk-A cDNA: 71-94) und Erk-upl (5'-GCGAGTGGCCACGTACTCAGTC-3', emerk-A cDNA:
634-613) amplifiziert.

Antikorper, Western-Blots, Inmunhistochemie

Fiir die Erkennung von EmERK in Echinokokken-Material wurden der polyklonale Kaninchen-
aERK1/2 -Antikorper (KAP-MAOOI, Stressgen) verwendet, der gegen das C-terminale Peptid
(PETFDMELDDLPKERLKELIFQETARFQPGAPEAP, unterstrichen sind die mit EmERK-A
identischen AS) des menschlichen ERKI1 gerichtet ist. Die doppelte Phosphorylierung von
EmERK-A kann mit dem polyclonalen anti-phospho-ERK1/2 (pTpY185/187) -Antikorper von
Biosource nachgewiesen werden, der gegen das phosphorylierte TXY-Motiv von ER-Kinasen
gerichtet ist. Fiir Western-Blots wurden Lysate von rekombinant hergestelltem EmERK, Lysate
von axenisch kultivierten oder Co-kultivierten Metacestodenvesikeln und Protoscolices in einem
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12.5% PAA-gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran {ibertragen. Mit den Erstantikdrpern
(1pg/ml) und dem Peroxidase-konjugierten Zweitantkorper o-Kaninchen IgG (Jackson Immuno
Research) wurde dann EmERK detektiert.

Die Immunhistochemie wurde von Dennis Tappe durchgefiihrt. Aus mit E. multilocularis infi-
zierten Rennmiusen (M. unguiculatus) wurden die mit Echinokokken-Gewebe durchzogenen
Lebern entfernt, in Einfriermedium (TissueTec; Sakura) gegeben und sofort in fliissigem Stickstoff
gefroren. Mit einem Kryotom wurden Sum starke Gefrierschnitte hergestellt, auf silikonisierte
Objekttrager, in Aceton fiir 10 min bei -20°C fixiert und dann an der Luft getrocknet. Die tro-
ckenen Proben wurden in PBS rehydriert und die endogenen Peroxidasen dann durch eine 20 mi-
niitige Inkubation in 0.3% H,O, (in Methanol) inaktiviert. Nach einmaligem Waschen in PBS fiir 5
min wurden die Proben 1 Stunde bei RT in PBS mit 5% Ziegenserum geblockt (Blockierungspuf-
fer). Nach einem weiteren 5 miniitigen Waschschritt in PBS wurden auf jeden Objekttriager 200 pul
des ersten Antikorpers (a-P-ERK1/2, 1:500 in Blockierungspuffer) gegeben und alles bei 4°C iiber
Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurde 3 mal fiir je 5 min mit PBS gewaschen, die Proben dann
mit dem zweiten Antikorper (Maus-aKaninchen, Peroxidase konjugiert; Dianova) 1:200 in Blo-
ckierungspuffer fiir 30 min bei RT inkubiert, nach 3 weiteren 5 miniitigen Waschschritten in PBS
mit Diaminobenzidin-Reagenz (Serva) entwickelt und dann mit Hematoxilin gegengefarbt.

5.15.2 emerk-A (cDNA)

emerk-A cDNA Sequenz (1209 bp), Protein (361 AS, 42.2 kDa, ch -5,3)
Codierende Sequenz 1083 bp, Start ATG bei bp 71, Stop TGA bei bp 1153
S — T Kinase Doméne bp 134 — 1000 (AS 22 - 310)

fett markiert: emerk-A spezifischer C-Terminus

Introns: I1 nach bp 176 (37 bp), 12 nach bp 307 (34 bp), I3 nach bp 363 (28 bp), 14 nach bp 467
(31 bp), I5 nach bp 553 (424 bp), 16 nach bp 758 (579 bp), 17 nach bp 838 (2446 bp), I8

nach bp 917 (859 bp), 19 (emerk-A spezifisch, differentiell gespleilit, SpleiBakzeptor AG: emerk
chr DNA 6268) nach bp 1027 (808 bp), [10 nach bp 1143 (454 bp)

20 30 40 50 60 70 80 100

LLLL PPy rirly
T I 1 I

CGCTGTTAACATTGTCATTC
ATCAAGGGACAGGTGTTCGA
GCAATGAGAGGGTTGCCATT
CGAGAACATTATTCCACTGT
AAGTTTTTAAAAGTACAGCA
ACCGTGATTTGAAGCCAAGT
GGCTGGATTGCTGACTGAGT
ATCGGTTGCATCCTAGCCGA
CTCATCAAGAGGACATCAAC
ATTTGCAGACCCAAAGGGGT
GCACAATACTACGATCCATC
AAGAAATTCAGCATCTGAAG
TGATGAACG

Lorrp ety
T I I 1

CCTTGGACTAAGTAATCTTA
CATTGGTCCGCGTTTTACGA
AAGAGAATCACACCATTTGA
ACGATGTTTTTACAACGTCA
GTTGAGTCGCGAGCACACCT
AATATACTTTTGAATCGAAT
ACGTGGCCACTCGCTGGTAC
GATGTATAGCAACCGCGTTC
TCCATAAGTAACACAAAGGC
TGGATCTGCTTGATCGTTTA
TGACGAGCCGACTTGCCCCC
GGGGATGAGCAGGCTGAGCC

LLLL PPy rirly
T I 1 I

ATAAACTTGGCCATTCTAAT
ATCTTAATTACATTGGTGAA
GCACCAAACATATTGTCAAC
AATTTTGAGGATATGAAGGA
GTTACTTCCTTTACCAAATG
GTGTGATTTGAGGATATGTG
CGTGCGCCAGAAATTATGCT
TTTTTCCGGGGAAACATTAT
TAGAACGTACCTGGAGCAGT
CTTTGTTTCGCTCCCTCGCG
ATCCGTTTGCACACGAAGCA
TATAGATGCAGGTTGAAAGT

Lorrp ety
T I I 1

TCAACCAATAATGAGTGGTG
GGCGCTTATGGAATGGTTAT
GTACCTATCGGGAGATTCGA
AGTTTACATTGTGGAAAAAT
CTTCGAGGCTTGAAATATAT
ATTTTGGGCTCGCACGAATT
CACATCGAAAGTCTACACCA
ATTGACCAGTTGAAGATGAT
TGCCAAAACGGAAAAAAATA
TCGAATAACGGTGGAAGAAG
GACGATCTTCCAAAGGAGCG
GATCCCATGAAGTGTAATCG

LLLL PPy rirly
T I 1 I

ATATTTCTGATCCATATACA
TTCTGCATTTGATCATCAGC
ATCCTTAGTCGTTTAGACCA
ACATGGAAACTGATCTTTAC
ACATTCCGCGAACGTTTTGC
GCCGATCCCCAATGCGATCA
AAGCCATCGACCTCTGGTCC
TCTTGAGGTTCTCGGTTCGC
CCCTGGCAGCAACTCTTCCC
CACTTGCCCATCCTTACCTG
TCTTAAGGTTCTTGTTTGGG
AATTCAAACGCTATCTTCAA

100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
1100
1200

185



5.15.3 emerk-B (cDNA)

emerk-B cDNA Sequenz (1147 bp), Protein (325 AS, 38.1 kDa, ch -0,78)

5 Material und Methoden

Codierende Sequenz 978 bp, Start ATG bei bp 71, Stop TGA bei bp 1046
S — T Kinase Doméne bp 134 — 1000 (AS 22 —310)
fett markiert: emerk-B spezifischer C-Terminus

Introns: I1 nach bp 176 (37 bp), 12 nach bp 307 (34 bp), I3 nach bp 363 (28 bp), 14 nach bp 467
(31 bp), I5 nach bp 553 (424 bp), 16 nach bp 758 (579 bp), 17 nach bp 838 (2446 bp), I8
nach bp 917 (859 bp), 19 (emerk-B spezifisch, differentiell gespleilit, SpleiBakzeptor AG: emerk
chr DNA 5773) nach bp 1027 (313 bp)

20

HEEEEEEEEN NN
T T T T

40

0 0 0 100
LUt e e bl
T T T T T T T T T T T T

CGCTGTTAACATTGTCATTC
ATCAAGGGACAGGTGTTCGA
GCAATGAGAGGGTTGCCATT
CGAGAACATTATTCCACTGT
AAGTTTTTAAAAGTACAGCA
ACCGTGATTTGAAGCCAAGT
GGCTGGATTGCTGACTGAGT
ATCGGTTGCATCCTAGCCGA
CTCATCAAGAGGACATCAAC
ATTTGCAGACCCAAAGGGGT
GCACAATACTACGATCCATC
CCTTACAAAAATAACTGCAG

NN
T T T

CCTTGGACTAAGTAATCTTA
CATTGGTCCGCGTTTTACGA
AAGAGAATCACACCATTTGA
ACGATGTTTTTACAACGTCA
GTTGAGTCGCGAGCACACCT
AATATACTTTTGAATCGAAT
ACGTGGCCACTCGCTGGTAC
GATGTATAGCAACCGCGTTC
TCCATAAGTAACACAAAGGC
TGGATCTGCTTGATCGTTTA
TGACGAGGATTTCAGCATTG
CAAGTGTAACCATTTTCTGT

5.15.4 emerk-C (cDNA)

ATAAACTTGGCCATTCTAAT
ATCTTAATTACATTGGTGAA
GCACCAAACATATTGTCAAC
AATTTTGAGGATATGAAGGA
GTTACTTCCTTTACCAAATG
GTGTGATTTGAGGATATGTG
CGTGCGCCAGAAATTATGCT
TTTTTCCGGGGAAACATTAT
TAGAACGTACCTGGAGCAGT
CTTTGTTTCGCTCCCTCGCG
TCGTATGAAGAGATGCCAAC
GAACTTG

TCAACCAATAATGAGTGGTG
GGCGCTTATGGAATGGTTAT
GTACCTATCGGGAGATTCGA
AGTTTACATTGTGGAAAAAT
CTTCGAGGCTTGAAATATAT
ATTTTGGGCTCGCACGAATT
CACATCGAAAGTCTACACCA
ATTGACCAGTTGAAGATGAT
TGCCAAAACGGAAAAAAATA
TCGAATAACGGTGGAAGAAG
GCCGACAATTGTTGTACTTT

emerk-C cDNA Sequenz (1135 bp), Protein (325 AS, 38.1 kDa)
Codierende Sequenz 978 bp, Start ATG bei bp 71, Stop TAG bei bp 1046
S — T Kinase Doméne bp 134 — 1000 (AS 22 —310)
fett markiert: emerk-C spezifischer C-Terminus

Introns: I1 nach bp 176 (37 bp), 12 nach bp 307 (34 bp), I3 nach bp 363 (28 bp), 14 nach bp 467
(31 bp), I5 nach bp 553 (424 bp), 16 nach bp 758 (579 bp), 17 nach bp 838 (2446 bp), I8
nach bp 917 (859 bp), 19 (emerk-C spezifisch, differentiell gespleilit, SpleiBakzeptor AG: emerk
chr DNA 6051) nach bp 1027 (590 bp)

20

40

ATATTTCTGATCCATATACA
TTCTGCATTTGATCATCAGC
ATCCTTAGTCGTTTAGACCA
ACATGGAAACTGATCTTTAC
ACATTCCGCGAACGTTTTGC
GCCGATCCCCAATGCGATCA
AAGCCATCGACCTCTGGTCC
TCTTGAGGTTCTCGGTTCGC
CCCTGGCAGCAACTCTTCCC
CACTTGCCCATCCTTACCTG
CATTATAATACGTTCTTAAA

0 0 0 100
Lrrrp e e p by
T I T I I I I I 1 I 1 I

CGCTGTTAACATTGTCATTC
ATCAAGGGACAGGTGTTCGA
GCAATGAGAGGGTTGCCATT
CGAGAACATTATTCCACTGT
AAGTTTTTAAAAGTACAGCA
ACCGTGATTTGAAGCCAAGT
GGCTGGATTGCTGACTGAGT
ATCGGTTGCATCCTAGCCGA
CTCATCAAGAGGACATCAAC
ATTTGCAGACCCAAAGGGGT
GCACAATACTACGATCCATC
TGCTTGTATTGTGTAAAATA

CCTTGGACTAAGTAATCTTA
CATTGGTCCGCGTTTTACGA
AAGAGAATCACACCATTTGA
ACGATGTTTTTACAACGTCA
GTTGAGTCGCGAGCACACCT
AATATACTTTTGAATCGAAT
ACGTGGCCACTCGCTGGTAC
GATGTATAGCAACCGCGTTC
TCCATAAGTAACACAAAGGC
TGGATCTGCTTGATCGTTTA
TGACGAGTCTACCCCTAAGG
CAAATCTTTGCTGTG

ATAAACTTGGCCATTCTAAT
ATCTTAATTACATTGGTGAA
GCACCAAACATATTGTCAAC
AATTTTGAGGATATGAAGGA
GTTACTTCCTTTACCAAATG
GTGTGATTTGAGGATATGTG
CGTGCGCCAGAAATTATGCT
TTTTTCCGGGGAAACATTAT
TAGAACGTACCTGGAGCAGT
CTTTGTTTCGCTCCCTCGCG
GAGTATAGCTTTTCAGCAAA

TCAACCAATAATGAGTGGTG
GGCGCTTATGGAATGGTTAT
GTACCTATCGGGAGATTCGA
AGTTTACATTGTGGAAAAAT
CTTCGAGGCTTGAAATATAT
ATTTTGGGCTCGCACGAATT
CACATCGAAAGTCTACACCA
ATTGACCAGTTGAAGATGAT
TGCCAAAACGGAARAAAATA
TCGAATAACGGTGGAAGAAG
TTGATTACTTTTCCCCGCCC

ATATTTCTGATCCATATACA
TTCTGCATTTGATCATCAGC
ATCCTTAGTCGTTTAGACCA
ACATGGAAACTGATCTTTAC
ACATTCCGCGAACGTTTTGC
GCCGATCCCCAATGCGATCA
AAGCCATCGACCTCTGGTCC
TCTTGAGGTTCTCGGTTCGC
CCCTGGCAGCAACTCTTCCC
CACTTGCCCATCCTTACCTG
ACGGTGTCCGCCGTTGACTA

100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
1100

100

300
400
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600
700
800
900
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5 Material und Methoden

5.15.5 EmERK-A/B/C (Proteinsequenzen)

Unterschiedliche C — Termini sind fett markiert.

EmERK-A:

361 AS, 42.2 kDa, ch -5,3, pl 6.02

10

20

30

40

50

MSGDISDPYT
KRITPFEHQT
VEKYMETDLY
NILLNRMCDL
VYTKAIDLWS
SISNTKARTY
VEEALAHPYL
GDEQAEPIDA

EmERK-B:

IKGQVFDIGP
YCOQRTYREIR
KEFLKVQQLSR
RICDFGLARI
IGCILAEMYS
LEQLPKRKKI
AQYYDPSDEP
G

REFTNLNYIGE
ILSRLDHENI
EHTCYFLYQM
ADPQCDQAGL
NRVLFPGKHY
PWOQLFPFAD
TCPHPFAHEA

325 AS, 38.01 kDa, ch -0,78, pl 6.81

10

20

GAYGMVISAF
IPLYDVFETTS
LRGLKYIHSA
LTEYVATRWY
IDQLKMILEV
PKGLDLLDRL
DDLPKERLKV

40

DHORNERVAT
NFEDMKEVY I
NVLHRDLKPS
RAPEIMLTSK
LGSPHQEDIN
LCFAPSRRIT
LVWEEIQHLK

3
Py gty i
T | T | T |

MSGDISDPYT
KRITPFEHQT
VEKYMETDLY
NILLNRMCDL
VYTKAIDLWS
SISNTKARTY
VEEALAHPYL

EmERK-C:

IKGQVFEDIGP
YCORTYREIR
KFLKVQQLSR
RICDFGLARI
IGCILAEMYS
LEQLPKRKKI
AQYYDPSDED

REFTNLNYIGE
ILSRLDHENI
EHTCYFLYQM
ADPQCDQAGL
NRVLEFPGKHY
PWOQLFPFAD
FSIVV

325 AS, 37.98 kDa, ch + 0.22, pl 7.06

10

20

30

LIty iirig
T |

GAYGMVISAF
IPLYDVFTTS
LRGLKYIHSA
LTEYVATRWY
IDQLKMILEV
PKGLDLLDRL

40

5
NN
T |

DHORNERVAT
NFEDMKEVY I
NVLHRDLKPS
RAPEIMLTSK
LGSPHQEDIN
LCFAPSRRIT

50

MSGDISDPYT
KRITPFEHQT
VEKYMETDLY
NILLNRMCDL
VYTKAIDLWS
SISNTKARTY
VEEALAHPYL

IKGQVFEDIGP
YCORTYREIR
KFLKVQOQLSR
RICDFGLARI
IGCILAEMYS
LEQLPKRKKI
AQYYDPSDES

REFTNLNYIGE
ILSRLDHENI
EHTCYFLYQOM
ADPQCDQAGL
NRVLFPGKHY
PWOQLFPFAD
TPLGV

GAYGMVISAF
IPLYDVFTTS
LRGLKYIHSA
LTEYVATRWY
IDQLKMILEV
PKGLDLLDRL

5.15.6 emerk-A/B/C (chromosomaler Locus)

Chromosomaler Locus: 6996 bp
Start ATG: bp 67, Stop TGA (emerk-A): 6850, Stop TGA (emerk-B): 5793, Stop TAG (emerk-C): 6071
Exons sind fett hervorgehoben: E1 (176 bp, 1 - 176), E2 (127 bp, 214 - 340), E3 (56 bp, 375 - 430), E4

DHORNERVAT
NFEDMKEVYT
NVLHRDLKPS
RAPEIMLTSK
LGSPHQEDIN
LCFAPSRRIT

100

200

300

400

100

200

300

100

200

300

(104 bp, 459 - 562), E5 (86 bp, 594 - 679), E6 (205 bp, 1104 - 1308), E7 (80 bp, 1888 - 1967), E8
(79 bp, 4414 - 4492), E9 (110 bp, 5352 — 5461), E10 (emerk-A spez., 116 bp, 6270 — 6385), E11

(emerk-A spez., 156 bp, 6840 — 6996), E10 (emerk-B spez., 611 bp, ab 5775 - 6385) nur die co-

dierende Sequenz ist fett und unterstrichen hervorgehoben, E10 (emerk-C spez., 333 bp, ab 6053 —
6385) nur die codierende Sequenz ist fett und grau unterlegt hervorgehoben.
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5 Material und Methoden

Introns: Die Spleidonorstelle GT und die drei verschiedenen Spleiflakzeptorstellen im Intron 19 sind weif3
auf schwarzem Grund markiert. I1 (37 bp, 177 - 213), 12 (34 bp, 341 - 374), I3 (28 bp, 431 - 458),
14 (31 bp, 563 - 593), 15 (424 bp, 680 - 1103), 16 579 bp, 1309 - 1887), 17 2446 bp, 1968 - 4413), I8
(859 bp, 4493— 5351), 19 (emerk-A spez., 808 bp, 5462 — 6269), 19 (emerk-B spez., 313 bp, 5462 —
5774), 19 (emerk-C spez., 590 bp, 5462 — 6052), 110 (emerk-A spez., 454 bp, 6386 — 6839)

-
o

—
o

10 2
HEEEEEEEEN NN
T I 1 I

GTTAACATTGTCATTCCCTT
AGGGACAGGTGTTCGACATT
CCCAGTTTCGCAGTTCTGCA
TCGGGAGATTCGAATCCTTA
AACGTCAAATTTTGAGGATA
TTTAAAAGTACAGCAGTTGA
ATATATACATTCCGCGAACG
CACACCTATGTAGCATATAT
GTTCAATGTATGCGAAATGT

30
NN NN
T I I 1

GGACTAAGTAATCTTAATAA
GGTCCGCGTTTTACGAATCT
TTTGATCATCAGCGCAATGA
GTCGTTTAGACCACGAGAAC
TGAAGGAAGTGTAAGGGCAC
GTCGCGAGCACACCTGTTAC
TTTTGCACCGTGATTTGAAG
TGGTGAGTAGCTACACTCAA
TTGGAATCAGCCGCCTCATT

AGATTGTTTTGAGCTCTTTT
ATACACCCTTGAGTAGGTCT
GAGATATGTGATTTTGGGCT
AAATTATGCTCACATCGAAA
GAAACATTGTATCCTTTTAT
TACAAGCTTCCTTGTGAGAT
CACTATATAGATATGAAACT
GATTTATAATTTGATTTGAT
TATTAGGCGTGAGAGTTCTT
CTGTTGTCCATGTGCGAGAG
GAAGATGATTCTTGAGGTTC
AACGGTTACAGTGTAACCCT
TCATAGGTCAGCTACTAGAA
CCACGAAACGTAAGGAACGC
AGAGTAATCTTTGATAAAGC
AATCCTTCCAAGCAGACGTT
CAATCTTACATTTAATCATG
TTGGCTATTTGGTATTCTCT
TTGGTTTGGCTCTTTCTTTC
TTTTGCGATATTAAAGAACA
AGGTAATGAACACCGAAAGT
CGGTTAAACAAGTGTGAGTG
AGAGAGTAAAGCCGAACTAT
GTGCTAGCCTGCATCTGGGC
TGTTCTTTTCTTTCGAAATC
GAGTTGCTTCTTTCCTCATA
CACACCCCCTGGGGTTCATT
GAATCGGATGTTTGTGTCAC
AAGGTTTAAATATAGGATTA
ACTACTATTTTCCCTGTAAG
GTTCGATTCAGTAAATATGG
GACCAAGAAACCTCGCACTT
ATCAAGGCTGGGAGGATATA
TATGGGATTTGTGGTTTTTT
GAGATGGTCTAGGCCTGAGG
GTTATTTTTTTAGGCTAGAA
AATGATTTAACCCTGGCCGA
ATGAATTGCTTTTGCTATTA
AGTAGGTTATGACAATTCGT
GTTCCAATTTGATCTAGAAG
GTGCTAACCTAAGCTAGAGA
TTTATGTTAATATCTATCAA
TTTTTGCCCTGTTTGATGGT
GTGTAAACACCTTGGCGCTT
TCCGGTATCTATTGGCTAAG
AACGGTGGAAGAAGCACTTG
AACCCAAAGTTTAAAGTTGC
GATCTGGAAATAAGTTATTT
GAAGTAGCTTAGGGTGCTAG
TGCCAACGCCGACAATTGTT
GGATTTAAGGCTATGAAAGG
GATCTCACGTACTTCCGATT
CGCCCACGGTGTCCGCCGTT
CTGGGGGAACTGATAACACT
CAGACGATCTTCCAAAGGAG
GTTGGCCAATTTGGCTGTTT
TGATTGCGTGCCGAACTTCT
AATTGGTTTTTAACCCTCGA
ATAAGTGTGCAATATGCATG
TTGCATCCCATTCCTGCTTA

TGCTTTTGTATATAAACATA
ACAGTAGTTTTCTGTGGTAG
CGCACGAATTGCCGATCCCC
GTCTACACCAAAGCCATCGA
TCCTTTAGGCATATCTTGTG
TCCCATTATAAGGTAGTTGT
TGGATTTCTTATTTATTTGT
TCCTAGTTCTCTCCTTTCTT
GTGTTTATACAGATAAAATT
AGCGAAGTAAGTTCAGTAGG
TCGGTTCGCCTCATCAAGAG
GAAGTCGCTTGTGAAACTGG
TAACCTTCAACAAGTCATAA
CAATCCTGGAACCAGTGTCC
CTTAGCGTTGTTCGAAAACC
TTCGTAGGTGATGGCGTAGC
ATGAGAATGAGAAGTACTCA
AAATTCCGTATGGCATGCCT
CATGCACGTAACGAGTCTAC
GTGAAATAGACACCAGAAAA
ATTTGACTCGTAAAACTCAG
TTCATCACGTGATGCTCGTG
TTTAACTAAGGAATACACAT
TATGGCTCGGTCTCTAGCTT
CATGCCAATCTGGCATATCT
TCACTATTAATAATAAGCCA
TAAACGCTGAGAAAGTATAC
CCAGTTTGACTTAGCGTGGT
TTATAATCATAGGTAATTTA
GGATTTCAGAAATGAGAAAT
GAAGATTTATGTTGTTCGAA
TGAAGTTAACAAAATTTCTT
AGCTGACTGCGATGTTTGAG
GTAAAAAAACCCACATATTT
CTAATCTGCAGAAATTGTCG
CGTACCTGGAGCAGTTGCCA
GCCATGAGTAAATCTGTGTT
ATTAATGACAGCTTCTGCAA
GTGCAGCTCCTTTTTTTAAA
GACAGCAGCAGTTGTGATAC
GGTTCGATCCGACAAAAATT
TTGGGTATCTCTTTCACAGT
GAGAAATACATTTGAATTTT
GCGTGGCATTATTTTTCAAC
ATAAATTAGAACACTGATTT
CCCATCCTTACCTGGCACAA
TTTCATCAAGACCCTCTATC
TTGATTATTTCACCAGCACA
TAATAGACTGCTTAACTTGT
GTACTTTCATTATAATACGT
CATGAGGCCTTTTTACCTGA
GAGTCGCTTCTTTCGCATGT
GACTATGCTTGTATTGTGTA
GTTCAGACTAAATGGACTGT
CGTCTTAAGGTTCTTGTTTG
GCTGGACCGCTTTTGATGTA
CGTGTGGAATTGTCCCATGC
AATAACGGAAGACTTATTGC
GTGCTTTTAAAAATAAATGC
TTATGTTGCATCATTTTAGA

50 6
HEEEEEEEEN NN
T I 1 I

ACTTGGCCATTCTAATTCAA
TAATTACATTGGTGAAGGCG
GAGGGTTGCCATTAAGAGAA
GTATGTTTTAATTTGTTTTT
TTTTCTTGTGATTTCTAGTT
TTCCTTTACCAAATGCTTCG
CCAAGTAATATACTTTTGAA
ATTTGGTATGGAATCAATAA
TATAAAACAAAAACAAGTTG
TCCTAATTCCGACCTTAACT
TTAGTTTTGACTAGAGCGTA
AATGCGATCAGGCTGGATTG
CCTCTGGTCCATCGGTTGCA
CATTTGAACTACCATAGGTG
AATGGGTTAGGTGAATTTTA
ATCACCTTATATGTGGCTAT
CAATAAAACAGATGTTTCGT
ACGAAGGAAAGTCGAGACTC
AGCAAAGGAGAAATGAGGTT
GACATCAACTCCATAAGTAA
CATTTTGGAACGAAGTTATG
TTAGGCTGCTAAGGCACGAA
CAGTCTCCGTTTTCTTTAAT
AATTTACTTGAATATGGTAG
TGTGAACGAAGGCGGTGCTA
GTTTGTCTAGAAAAGTCACC
CTGCTTATGTGCACTTTTAA
AACTGCATGCAGTTTTTATC
CGCGGGACCATAGTTTGATG
AGTCGCCGCTAATATCCAAT
AGGAAAGGTGAAAAATTGAT
GACGGTACTTTTGAAATAAT
GTTTCCACTATGGATTTGAG
AATCACAGATAAAGTTAGGT
CATTTGGAGCTTCAAATGCT
CGTACAGAACTGTGGAAGGA
TTCGAGTCCGTAAATTGACA
ATTGCGCTTTTTTGCAAAAA
CTCGCGTTAAGGGTGAGCCT
TGTTGCGTTAATGTCTGGGC
CAATTTCCAACTTGTAACTT
AGACAGAAATGCCTGGAGTG
AGCTGGGAACTGCGTCACGA
CCGTATTAACGTAGTTCTAT
AAACGGAAAAAAATACCCTG
TGTCATTTTCCTTCCTGCAG
AACAAGTGACGTGGACTATG
AGGGTTCGAATATTGGTCTT
CTTTCCATGCTTTCGAGACT
GAGGGAGAAGTCCGTAGTGA
GGTGACCGTTTTGATAGGCT
CCACATGAAAAAAAATATTA
TTATAAATTGCAAAAGACAT
TTTATTTCCAGGGTTGGATC
TACTACGATCCATCTGACGA
GTCTGTAAGAATTGTTTTCA
AAACATGCACTTTTCTGCGA
GCTTTGTTTAAGCGCATGTG
TCTTAAACCTTACAAARATA
ATACACTATTTATCTAACTG
TTCATATTTCIXETCTACCCC
AAATACAAATCTTTGCTGTG
TAATTACTTGTTTACTTTTA
GGAAGAAATTCAGCATCTGA
AGTAGCAAATTTGTTTAGTG
TACCTCTCTTACTTCTGCCA
GTAGAGATGGTTAGGATTCT
ATGTGCAATTTGCCCTTTTT
GATGCAGGTTGAAAGTGATC

70
NN NN
T I I 1

CCAATAATGAGTGGTGATAT
CTTATGGAATGGTTATGTAA
TCACACCATTTGAGCACCAA
CTGGTATTTCTTAGATTATT
ACATTGTGGAAAAATACATG
AGGTAACTTGATCTTTTTTT
TCGAATGTGTGATTTGAGGG
ACTTTTAGGTGTGCGATGCG
ATTTCACCTTTGAGCTTTCT
GACGTATAATGATAGCTAAG
GGTGCGTCGTATAATGGCTT
CTGACTGAGTACGTGGCCAC
TCCTAGCCGAGATGTATAGC
CATTTTTTCCTCCAGTCAAG
AARGTCATGAACCTAGCACA
CAGGGGGAAGTAGAGTARAT
GACAGCGCTGAACTTTGATT
AGATGAAATGTTTAAAGTTT
GTGTAATGCGCCTTACTACA
CACARAGGTGGGTCGAACTT
ACAAAAAACATACCCTTTAT
AGCAATAGAGAGAGATCACA
TGCTTCGGTAAACTAGACAA
CAGACTGCTAAATCATGGAA
ATTGTGGTAACCGTCATCAA
TCTTTTATAAGGAGATCAGA
TGGCCGGGAATTTTGTCACC
CGAGAAACAAGTGGTTTGGT
ACGCCAGGTGGATGCATAAT
ACTGGAGTCACTAAAAGGTC
AATTTTATTATTTCTGTAGA
AATAAGTAATCAAATTCCAC
TGCTTGGARATGAACCTTCG
ATTTTCCCGTGTGTTCCAAC
AATAATGGTATCCAARAAAC
TGGACAGTCAAAAGCCAAAT
TTTCGGTTGATCGAAACCAT
ATGGGGGAATATTGCTCTCT
AACTTCCTATCTTCATAGAT
AGGTTATTCGGAGTTTCTTA
AAGTGCGGTTACGTTGGGGA
CAAAGAAAGGTGGTTGAAGT
AGTGTTTTCATCCGTAGGGG
GTCCATTTCATCAAATCGTT
GCAGCAACTCTTCCCATTTG
TTCCACTTAAAATTTCGCCA
CTCTTTGTTGATTTGTTTAT
CCTTATTTTTGTGGCCATTC
TCATTGCGGTGGTGCGGTGT
AATTTGGAATGGCATGGCGA
GCACCCATTTAACGATTCAC
CAAAATGTTCGAGCCTTTGA
TACTGTAGTTTTTATTACAT
TGCTTGATCGTTTACTTTGT
GElGCGTTGTCTGAARAAAC
CGTAAAAATTCCTACAAACT
AAGTTTCATACATTCGACGC
CCTTTTATGCCCINEGATTTC
ACTGCAGCAAGTGTAACCAT
TATGCGTTTTTCGCCTTCAT
TAAGGGAGTATAGCTTTTCA
AGAAACTCGCGTTTTTTACA
CCTTTARNECCGACTTGCCC
AGGGGGATGAGCAGGCTGAG
GACGTGATCACGTGATCTTC
ATTCTTAAGAARAATGTGGCT
ACTTAAGTTAAATAAATATT
ACGGATGTTGTCCCGAGAAC
CCATGAAGTGTAATCGAATT

90 100
IHIIIIII“IIIIIIHI

TTCTGATCCATATACAATCA
GCCAATCTTATAGGAACAAC
ACATATTGTCAACGTACCTA
CCACTGTACGATGTTTTTAC
GAAACTGATCTTTACAAGTT
GAGTTTACTTTAGGCTTGAA
TAGGTTTATTGCCTTGAAAT
AATGCTCAAACTAATTACAG
TTTACCGTCCCCTTCGTGTC
GTCCCTGATTCCCTCCTAAA
CTTTCTAAACGTTGTTATTC
TCGCTGGTACCGTGCGCCAG
AACCGCGTTCTTTTTCCGGG
GTATGCAATATTGGGTGTAC
AATATTTGCCATTTTTAAGG
TCCCTAATAACCTCCAAATT
ATATTTTGCTCCGAAGGTGT
AATGGTAACCCGATTCACTA
ATTCTAGATATTGACCAGTT
AAAGTCACTTTCTTGAGTTT
ATTAATAAAATACTCTTGTT
TGCTTCAAATTGGATGTCTT
ACCATTTTCCCACACTCTCT
ATCAAAAATAAAATTTGAAA
CTGCTTTGAGATAACCAACT
TGCTCTAATCCATTCATGCG
ACTACATTCAAGTCGGGCTA
CGTTTCATAACTGTTGAGGT
TCGCCTCCGTAAATACGCAT
TGCGAAATTTGTTACCAGAG
AAATGAGTTGGTTTTTAAGA
TGGAGGAAAACGGAATTTAA
CTTGTGTTATAGCATATCTC
TCATCTTTTCATATGAAAGT
ACAAACTAGGAGTCTCAATT
GTAACTTACCATGCTTTTGT
TCCGTAAGCTGTCTGTTTTC
TAAATATATATGGTTTTCAA
AGAAAGCAGTCTGAAATACT
ATCGAGTAATAGTCAGAAAT
TGTGGTTGAGTTGAATTGTT
TCACTTGAGGTTTTAAACCT
CAATTTGGGTTGCATTGCAT
GAAAGTTTGCTTTATGATTT
CAGACCCAAAGGGTACGTAT
ATTATTATGCTTTCCAACGT
GCTAAACAATGGGCGTGCCA
TACTCATATTTATAGCAACT
CATTTTATTAAGAAGAAAAG
TTGTCACTGTAAATGTAATT
GATGGCCTGAATGAAAGCAA
ATGCAAGCCCTCTAATCAAT
CCCGGTTTTGTCGTGGCACT
TTCGCTCCCTCGCGTCGAAT
GAATAAGCCTTTAGAAACGT
AGCCATTCTCCGAATATACT
TATTTTATTGAGTGGATTTT
AGCATTGTCGTATGAAGAGA
TTTCTGTGAACTTGGTAGAC
ATGTGTATATTCAATTCTTT
GCAAATTGATTACTTTTCCC
AAACCATATGTTTTGAAAGG
CCATCCGTTTGCACACGAAG
CCTATGTATGTTTCCTTTAC
ACGGGATGGCGTTAGCTGGT
TTACTAAGTTGATGATAAAC
AACCTGGTTTTACAATGGAG
TGATTTATTTTGTTCCTTTT
CAAACGCTATCTTCAA
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5 Material und Methoden

5.15.7 emerk-A (Map)

CGCTGTTAACATTGTCATTCCCTTGGACTAAGTAATCTTAATAAACTTGGCCATTCTAATTCAACCAATAATGAGTGGTGATATTTCTGATCCATATACA

GCGACAATTGTAACAGTAAGGGAACCTGATTCATTAGAATTATTTGAACCGGTAAGATTAAGTTGGTTATTACTCACCACTATAAAGACTAGGTATATGT
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5 Material und Methoden

5.15.8 emerk-B (Map)

CGCTGTTAACATTGTCATTCCCTTGGACTAAGTAATCTTAATAAACTTGGCCATTCTAATTCAACCAATAATGAGTGGTGATATTTCTGATCCATATACA

GCGACAATTGTAACAGTAAGGGAACCTGATTCATTAGAATTATTTGAACCGGTAAGATTAAGTTGGTTATTACTCACCACTATAAAGACTAGGTATATGT
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5 Material und Methoden

5.15.9 emerk-C (Map)

CGCTGTTAACATTGTCATTCCCTTGGACTAAGTAATCTTAATAAACTTGGCCATTCTAATTCAACCAATAATGAGTGGTGATATTTCTGATCCATATACA
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5.15.10 emerk-A/B/C (Oligonucleotide)

emerk-A/B/C (Oligonucleotide)

Erk 3'
Erk 3' auflen

Erk 3" aussen+g

emerk-A cDNA 1153-1134
emerk-B cDNA *1081-1062
emerk-A cDNA *¥1200-1179

Erk 3' stop emerk-A cDNA 1156-1134
Erk 3'up 3B mod emerk-B cDNA *1045-1024
Erk 3'B mod emerk-B cDNA *1045-1024
Erk 3'B stop up emerk-B cDNA 1049-1028
Erk 3'mod emerk-A cDNA *1153-1134
Erk 5' cDNA emerk-A cDNA 5-26

Erk 5' dw emerk-A cDNA 71-94

Erk 5' mod emerk-A cDNA *71-94

Erk FS 3'auflen emerk-B cDNA 1137-1118
Erk-3-up 3B emerk-B cDNA 1045-1034
ERK-3'"-up emerk-B cDNA 1045-1034

Erk-3'C spezifisch
ERK-dw

emerk-C cDNA 1121-1098
emerk-A cDNA 71-94

Erk-dwl emerk-A cDNA 257-280
Erk-dw2 emerk-A cDNA 421-441
Erk-dw3 emerk-A cDNA 828-847
Erk-dwo6 emerk-A cDNA 843-862
Erk-dw7 mod emerk-A cDNA *1002-1022
Erk-int dwl emerk-A cDNA 199-216
Erk-int dw2 emerk-A cDNA 567-584
Erk-int dw3 emerk-4 cDNA 775-795
Erk-int dw4 emerk-A cDNA 1045-1064
Erk-int up1 emerk-A cDNA 264-244
Erk-int up2 emerk-A cDNA 1082-1063
Erk-int up3 emerk-A cDNA 834-814
Erk-seq upl emerk-A cDNA 969-951
ERK-up emerk-A cDNA 264-244
Erk-upl emerk-A cDNA 634-613
Erk-up10 +5'g emerk-A cDNA *1087-1070
Erk-up2 emerk-A cDNA 912-893

emerk-A/B/C Oligonucleotide (Schnittstellen)

5 Material und Methoden

ACCTGCATCTATAGGCTCAG
GAAAGTACAACAATTGTCGG
GTTGAAGATAGCGTTTGAATTCG
TCAACCTGCATCTATAGGCTCAG
GACGACAATGCTGAAATCCTCG
GACGACAATGCTGAAATCCTCG
TCATACGACAATGCTGAAATC
GCCTGCATCTATAGGCTCAG
GTTAACATTGTCATTCCCTTGG
ATGAGTGGTGATATTTCTGATCCA
GTGAGTGGTGATATTTCTGATCCA
GAAAATGGTTACACTTGCTG
TACGACAATGCTGAAATCCTCG
TACGACAATGCTGAAATCCTCG
GTATTTTACACAATACAAGCATAG
ATGAGTGGTGATATTTCTGATCCA
CAACGTACCTATCGGGAGATTCGA
GTTGAGTCGCGAGCACACCTG
GTAACACAAAGGCTAGAACG
GAACGTACCTGGAGCAGTTG
GACAATACTACGATCCATCTG
GCGCAATGAGAGGGTTGC
GGCTCGCACGAATTGCCG
GATGATTCTTGAGGTTCTCGG
GTTTGCACACGAAGCAGACG
GTACGTTGACAATATGTTTGG
GACGCTCCTTTGGAAGATCG
GTGTTACTTATGGAGTTGATG
GTTATTCGACGCGAGGGAG
GTACGTTGACAATATGTTTGG
GCGAGTGGCCACGTACTCAGTC
GCCTTAAGACGCTCCTTTGG
GGGTCTGCAAATGGGAAGAG

Erk 3'B Bam
Erk 3B Bam up2
Erk 5' Bam-Hum

emerk-B cDNA *1048-1024
emerk-B cDNA *1048-1024
emerk-A cDNA *71-94

Erk 5' Eco SK emerk-A cDNA *71-94
Erk Bam up emerk-A cDNA *1156-1139
Erk Bam upl emerk-A cDNA *1156-1134

GTTGGCGGATCCTCATACGACAATGCTGAAATCCTCG
GTTGGCGGATCCTCATACGACAATGCTGAAATCCTCG

GTAGTAGGATCCAAAAAAATGAGTGGTGATATTTCTGATC-
CA

GATTCAGAATTCAATGAGTGGTGATATTTCTGATCCA
GTGGGAGGATCCTCAACCTGCATCTATAGG
GTGGGAGGATCCTCAACCTGCATCTATAGGCTCAG
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emerk-A/B/C Oligonucleotide (Schnittstellen)

Erk Eco dw emerk-A cDNA *71-88

Erk Eco dw2 emerk-A cDNA *71-94
Erk-3'A Eco SK B emerk-B cDNA *1048-1024
Erk-3'B Eco SK A emerk-4A cDNA *1156-1134

emerk-A/B/C Oligonucleotide (chromosomaler Locus)

Erk chr locus dw emerk chrDNA 2517-2534
Erk chr locus up emerk chrDNA 5322-5303
Erk dw8 (im Intron) emerk chrDNA 5720-5740
Erk F5 seq dw 1 emerk chrDNA 2448-2466
Erk F5 seq upl emerk chrDNA 5403-5385
Erk In 6 dw emerk chrDNA 4294-4313
Erk In 6 up emerk chrDNA 3907-3891

emerk-A/B/C degenerierte Oligonucleotide

MAP-C1 emerk-A cDNA 655-635
Prot. WYRAPEI
MAP-C2 emerk-A cDNA 655-635
Prot. WYRAPEI
MAP-C3 emerk-A cDNA nicht vorhanden
Prot. KMLTFNP (cDNA 940)
MAP-N1 emerk-A cDNA 155-175
Prot. GEGAYGM
MAP-N2 emerk-A cDNA 548-568
Prot. LKICDFG
MAP-N3 emerk-A cDNA 239-259

Prot. EHQTYCQ

GTTCAAGAATTCATGAGTGGTGATATTTCT
GTTCAAGAATTCATGAGTGGTGATATTTCTGATCCA
GTTGGCGAATTCTCATACGACAATGCTGAAATCCTCG
GTGGGAGAATTCTCAACCTGCATCTATAGGCTCAG

CATGATGAGAATGAGAAG
ATCTTAGCCAATAGATACCG
GTAATAGACTGCTTAACTTGT
GAAGGCGGTGCTAATTGTG
GTTATTCGACGCGAGGGAG
ATTGCATGAGATGGTCTAGG
ATCGAACAGTATTTCAG

GAAGGCTTGARRTCXCKRTG

AGGATACAXCCXACXGACCA

AGGATRCAXCCXACRCTCCA

ATCGGTGARGGXGCXTAYGG

AGGGATCTXAARCCXAGYAA

AGGGATCTRAARCCXTCXAA
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5.16 EmMMKK-A/B

5.16.1 EmMMKK: Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der emmkk cDNA und des chromosomalen Locus:

Die emmkk-cDNA wurde wihrend eines Sequenzierungsprojektes aus einer Plasmid-cDNA-Bank
(hergestellt von K. Huber [158]) isoliert und sequenziert. Das vollstindige Leseraseter erhédlt man
mit der Primerkombination MKK-5'-ATG (5'-ATGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG-3', emmkk
cDNA: 50-73) und MKK-3' (5'-TTGGTGATCAAGAATGGAAGAG-3', emmkk cDNA: 1077-
1056).

Der chromosomale Locus von emmkk wurde, in drei iiberlappenden Fragmenten iiber PCR aus
chromosomaler E. multilocularis-DNA amplifiziert, in pTOPO-TA kloniert und abschlieBend se-
quenziert. Die drei Fragmente wurden mit den folgenden Primerkombinationen amplifiziert. F1:
Mkk-dw5 (5'-GTAATATCGAGTTCTGGCTGTG-3', emmkk cDNA: 15-36) x Mkk-up3
(5'-GAGTCATCCATCAGTTCCATG-3', emmkk cDNA: 467-447), F2: Mkk-dw4 (5'-GCATTCT-
TAACGACTGGAATG-3', emmkk cDNA: 347-367) x Mkk-up4 (5'-GTCAATGAG-
GATGTTGGAG-3', emmkk cDNA: 627-609), F3: Mkk-dw2 (5'-CCTGCGAAAGGATCTTGTG-
3', emmkk cDNA: 577-595) x Mkk-3'mod (5'-GTGGTGATCAAGAATGGAAGAG-3', emmkk
cDNA: *1077-1056).

Southernblot

Fiir den Southern-Blot wurde chromosomale E. multilocularis-DNA aus in vivo gewachsenem Pa-
rasitengewebe (DNA-Isolation: 5.1.4, Parasitenmaterial: 5.9.3) verwendet. Jeweils 20 pg der chro-
mosomalen DNA wurden fiir jeden Restriktionsverdau (BamHI, Bglll, EcoRI, Hind III, Pstl, Pvu
II, Xmnl) eingesetzt (Restriktionsverdau: 5.4.14). Die Auftrennung der DNA-Fragmente, der
Transfer auf die Nylon-Membran, die Herstellung und Aufbereitung der Sonden, die Hy-
bridisierung und die verschiedenen Waschschritte wurden wie unter 5.4.17 beschrieben durchge-
fiihrt. Die Sonden fiir die Hybridisierung wurden {iber PCR (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30",
72°C — 1") aus chromosomaler Echinokokken-DNA mit den Primern Mkk-5 (5'-GTCAGCCGTT-
CGTAGGCCATTG-3', emmkk cDNA: 52-73) x Mkk-I1(4)up (5'-GCCATCGTATAATTGTGCG-
3', emmkk chrDNA: 698-680) fiir den N-Terminus und den Primern Mkk-I3(1) dw (5'-GTTGGTG-
CGTGTATTGGTGTTAG-3', emmkk chrDNA: 6825-6846) x Mkk-14(2)up (5'-GTAAGAAGCAT-
GACAATTAGTAGG-3', emmkk chrDNA: 7467-7444) fiir das Exon 4, das einen Teil der EmMKkk-
Kinasedomine codiert, amplifiziert.

Echinokokkenspezifischer Nachweis

Fiir den Nachweis das emmkk ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus) mit
dem DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1ul (1:100 verdiinnt) dieser
DNAs als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durchgefiihrt,
in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefiarbt. Die Echinokokken-spezi-
fischen Primer fiir emmkk waren Mkk-5mod (5'-GTGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG-3',
emmkk cDNA: *50-73) x MkkI1(4)-up (5'-GCCATCGTATAATTGTGCG-3', emmkk chrDNA:
698-680), die ein PCR-Produkt von ~ 700 bp ergaben. Fiir die Gerbil-spezifische PCR wurden die
Primer Tub12up (5'-CCCCAAGTGTATGATACTGG-3") und Tub12ST (5'-CTGGGCAGTGCGG-
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CAACCA-3") eingesetzt, die im Gen fiir B-Tubulin [46] von M. unguiculatus binden und ein Pro-
dukt von ~ 1.1 kbp ergaben.

RT-PCR: Expression in Zyste und Protoscolex

Um die Expression von emmkk-A/B wihrend einer Infektion des Zwischenwirts (M. unguiculatus)
und in den verschiedenen Larvenstadien zu untersuchen, wurde mit dem RNeasy-Kit (Qiagen) die
Gesamt-RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1), in vivo kultiviertem
Gesamtlarvenmaterial (vergl. 5.9.4), in vivo kultivierten Protoscolices (vergl. 5.9.6) und in vivo
kultivierten sowie aktivierten (vergl. 5.9.6) Protoscolices isoliert und mit dem SMART II ¢cDNA
Synthesis Kit (BD-Biosciences) in cDNA umgeschrieben. Jeweils 1 pl dieser cDNAs wurde dann
fiir die PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 1') eingesetzt. Der gemeinsame Nach-
weis (GroBe: ~ 470 bp) von emmkk-A und emmkk-B erfolgte liber eine Amplifikation mit den
Primern Mkk-5' mod (5'-GTGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG-3', emmkk cDNA: *50-73) und
Mkk-up3 (5'-GAGTCATCCATCAGTTCCATG-3', emmkk cDNA: 467-447). Der Nachweis der
beiden Spleilformen erfolgte mit der Primerkombination Mkk-dw4 (5'-GCATTCTTAAC-
GACTGGAATG-3', emmkk cDNA: 347-367) und Mkk-3'mod (5'-GTGGTGATCAAGAATG-
GAAGAG-3', emmkk cDNA: *1077-1056) die fir emmkk-A ein Produkt von ~ 500 bp und fiir
emmkk-B eines von ~ 270 bp ergaben. Die PCR-Produkte wurden in einem 1% Agarosegel aufge-
trennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

5.16.2 emmkk—B (cDNA)

emmkk—B cDNA Sequenz 1091 bp), Protein (264 AS, 29.8 kDa, ch -1.24, pl 6.61)
Codierende Sequenz 1014 bp, Start ATG bei bp 64, Stop TGA bei bp 853
S — T Kinase Doméne bp 224 — 829 (AS 53 — 260)

Introns: I1 nach bp 227 (2705 bp), 12 nach bp 475 (2525 bp), 13* (emmkk—B spezifisch, bestehend
aus I3, E4 und 14) nach bp 631 (4861 bp)

10 20 30 0 50 60 70 8 9 100
IIII}IIII IIIII}IIIII IIII{IIIII IIII{IIIII IIII}IIIII IIII}IIIII IIII{IIIII IIII{IIIII IIII}IIII IIIII}IIIII
GTTTGCGTTGTGTTGTAATA TCGAGTTCTGGCTGTGCCTC CGCATTTATTTTCCTCACTC TGGATGTCAGCCGTTCGTAG GCCATTGCCGCTGAATCTTG 100
GCGAAACTCGTCGCATTCCT GGTGTTATATTGCCGGTTGA AATTGGACCTAGCACTCAGC TCAGCAATCGTACTGATGTC ATTATTAACGGTCAGAAAGT 200
CACAATAGATGCAAGAGATT TGGAGGTGAAAGAAGAATTA GGTCGAGGAGAATATGCGCG GGTCCATCGGATGTACCACG CACCGAGCAAGTGTGAATTT 300
GCGGTAAAGAGACTGCCATT TGAAGTAGAGACCTCGGATC GCTCACGCATTCTTAACGAC TGGAATGTGAGCATGCGCAC CAGCACCTGCCCCTACGCCG 400
TCCTCTCCTACGGCGCCCTT TCCGTCGGCTGCGAGTTTTG GGTGGTCATGGAACTGATGG ATGACTCCCTAGATAAATTT CTCCAAAAGGTTTACGCACA 500
AGGAAAAATAATCCCGGAGA ATCTTCTAGCCTACGTTGCT TTTTGTGTAGTCACTGCGCT GGAGTACCTGCGAAAGGATC TTGTGACTATGCACCGCGAT 600
GTCAAGCCCTCCAACATCCT CATTGACCGCGCCGGGCACG TAAAGGTGGTTCACGAGGCA CCGCCAAATGTGCCGGAATC GGTGCCCTACTCGCAAGACT 700
TTCGAGACATTGTGTCGCAG TGTCTAGTGAAGGAGGAATC TGCTCGCGCCAACTACCTGC GTCTCCTCGACTCGCCCTTC CTTCGCAGTGTCTGCGTGGA 800
ACGCGATGCACCCCTCATGG CCCAATTTGTCTCTTCCATT CTTGATCACCAATGACTCGC CCTCTTTCACTCTTCCCCTC AAGGCACCCACACTTGTCTC 900
TTCCTCCCCCTTTCTCTCTC CCCATGTCACCACCGCCAAA TCGCTCTCAATTCCGCTACA GCTACAGCGAGAGCACCTTA GCGCCTTTTTTAAAATACCC 1000
TTTCCTGTCTTCCTGGTCCC GAAGTCAAAACCTACCTTGT CAGTTAACTAAATAAGCAAC TGATTGTGATGAGAAAAAAA AAAAAAAAAAA 1100

5.16.3 EmMMKK-B (Proteinsequenz)

264 AS, 29.8 kDa, ch -1.24, pl 6.61
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MSAVRRPLPL
RDLEVKEELG
NVSMRTSTCP
PENLLAYVAF
PNVPESVPYS
LMAQFVSSIL

NLGETRRIPG
RGEYARVHRM
YAVLSYGALS
CVVTALEYLR
QDEFRDIVSQC
DHO

VILPVEIGPS
YHAPSKCEFA
VGCEFWVVME
KDLVTMHRDV
LVKEESARAN

TOQLSNRTDVI
VKRLPFEVET
LMDDSLDKFEL
KPSNILIDRA
YLRLLDSPFL

INGQKVTIDA
SDRSRILNDW
QKVYAQGKITI
GHVKVVHEAP
RSVCVERDAP

100

200

300
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emmkk-A cDNA Sequenz (1316 bp), Protein (339 AS, 38.0 kDa, ch -1.96, pl 6.54)
Codierende Sequenz 1014 bp, Start ATG bei bp 64, Stop TGA bei bp 1078
S — T Kinase Doméne bp 224 - 994 (AS 53 - 315)

Introns: I1 nach bp 227 (2705 bp), 12 nach bp 475 (2525 bp), I3 nach bp 631 (1011 bp), 14 nach
bp 856 (3626 bp)

100

10 20 30 0 50 60 70 80 9
LLrrp ey e e e e bl
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

GTTTGCGTTGTGTTGTAATA
GCGAAACTCGTCGCATTCCT
CACAATAGATGCAAGAGATT
GCGGTAAAGAGACTGCCATT
TCCTCTCCTACGGCGCCCTT
AGGAAAAATAATCCCGGAGA
GTCAAGCCCTCCAACATCCT
CGGGCACCTGTCGCTATATG
GCTTCTTGAACTGGCTACTG
GAATCGGTGCCCTACTCGCA
CCTTCCTTCGCAGTGTCTGC
CCCTCAAGGCACCCACACTT
CCTTAGCGCCTTTTTTAAAA
AAAAAAAAAARAAAARAA

TCGAGTTCTGGCTGTGCCTC
GGTGTTATATTGCCGGTTGA
TGGAGGTGAAAGAAGAATTA
TGAAGTAGAGACCTCGGATC
TCCGTCGGCTGCGAGTTTTG
ATCTTCTAGCCTACGTTGCT
CATTGACCGCGCCGGGCACG
GCGCCCGAGCGTATTGATCC
GTAAACACCCCTACGAAAGC
AGACTTTCGAGACATTGTGT
GTGGAACGCGATGCACCCCT
GTCTCTTCCTCCCCCTTTCT
TACCCTTTCCTGTCTTCCTG

CGCATTTATTTTCCTCACTC
AATTGGACCTAGCACTCAGC
GGTCGAGGAGAATATGCGCG
GCTCACGCATTCTTAACGAC
GGTGGTCATGGAACTGATGG
TTTTGTGTAGTCACTGCGCT
TAAAGGTTTGCGACTACGGC
CAGTCGCAGCGCCGGTGGTG
TTCGTCAATCAGTTTGAACT
CGCAGTGTCTAGTGAAGGAG
CATGGCCCAATTTGTCTCTT
CTCTCCCCATGTCACCACCG
GTCCCGAAGTCAAAACCTAC

5.16.5 EmMMKK-A (Proteinsequenz)

339 AS, 38.0 kDa, ch -1.96, pl 6.54

10
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30

TGGATGTCAGCCGTTCGTAG
TCAGCAATCGTACTGATGTC
GGTCCATCGGATGTACCACG
TGGAATGTGAGCATGCGCAC
ATGACTCCCTAGATAAATTT
GGAGTACCTGCGAAAGGATC
GTGTCGGGAGAGTTGAAGAA
GTTTCCGTATTCAAGCGGAC
TCTCAAACATGTGGTTCACG
GAATCTGCTCGCGCCAACTA
CCATTCTTGATCACCAATGA
CCAAATCGCTCTCAATTCCG
CTTGTCAGTTAACTAAATAA

40

GCCATTGCCGCTGAATCTTG
ATTATTAACGGTCAGAAAGT
CACCGAGCAAGTGTGAATTT
CAGCACCTGCCCCTACGCCG
CTCCAAAAGGTTTACGCACA
TTGTGACTATGCACCGCGAT
CTCCATGGCCCAGAGCAACA
GTCTGGAGTTTGGGACTCAC
AGGCACCGCCAAATGTGCCG
CCTGCGTCTCCTCGACTCGC
CTCGCCCTCTTTCACTCTTC
CTACAGCTACAGCGAGAGCA
GCAACTGATTGTGATGAGAA

50

MSAVRRPLPL
RDLEVKEELG
NVSMRTSTCP
PENLLAYVAF
SGELKNSMAQ
ATGKHPYESF
SARANYLRLL

NLGETRRIPG
RGEYARVHRM
YAVLSYGALS
CVVTALEYLR
SNTGTCRYMA
VNQFELLKHV
DSPFLRSVCV

VILPVEIGPS
YHAPSKCEFA
VGCEFWVVME
KDLVTMHRDV
PERIDPSRSA
VHEAPPNVPE
ERDAPLMAQF

TQLSNRTDVI
VKRLPFEVET
LMDDSLDKFL
KPSNILIDRA
GGGFRIQADV
SVPYSQDFEFRD
VSSILDHQ

5.16.6 emmkk-A/B (chromosomaler Locus)

Chromosomaler Locus: 11135 bp
Start ATG: bp 50, Stop TGA: 10931

INGQKVTIDA
SDRSRILNDW
QKVYAQGKIT
GHVKVCDYGV
WSLGLTLLEL
IVSQCLVKEE

100

200

300

Exons sind fett hervorgehoben: E1 (227 bp, 1 - 227), E2 (248 bp, 2933 - 3180), E3 (156 bp,
5706 - 5861), E4 unterstrichen markiert, wird bei emmkk—B gemeinsam mit 13 und 14
herausgespleilit (225 bp, 6873 - 7097), E 5 (411 bp, 10724 - 11135)

Introns: 11 (2705 bp, 228 - 2932), 12 (2525 bp, 3181 - 5705), 13 emmik-A spezifisch (1011 bp,
5862 - 6872), 14 emmikk-A spezifisch (3626 bp, 7098 — 10723)

bei emmkk—B werden 13 und 14 gemeinsam mit E4 herausgespleilit = [3* (4861 bp,
5862 —10723)

100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
1100
1200
1300

196



5 Material und Methoden

40

0
LLrrp iy rrity
T I I 1

80

100

PLLL PPy iiigg
T I 1 I

GTAATATCGAGTTCTGGCTG
ATTCCTGGTGTTATATTGCC
GAGATTTGGAGGTGAAAGAA
TATCCCTAGTTGCCTCCTAC
GCGACTTACTTTGAATTTCG
GCTTGCTGTTTCGTCGGAAT
GATTTGGATTTAAGTAAATG
CATTTTCAAAAGTATCCTTT
TTTAGTGTTCTTGACATAGC
GTGGCGTTTAAGAAATGGGG
TTTATGCATTCTTTCCTTGA
AAGAGCACTATTTAACTGCT
GCTTAAAATTTGATTTGATC
ATCTTATTGGGCATTTAATG
TTCTCTGTAGCATATAGTAC
TATATGCAATTTGTTTCGCC
AACTTGTATGCTTGTATGTC
CGCCTTAGCTCCGTCCGTCA
TTTCGATGTCAAATTAACCC
CATCATGTGAAGTCACATTT
TCCATCAGACGACTTCATTA
GAAAATCCAAATAAGATTCG
AATTTGTTTAGTGTTTCCTC
TTTCTAATCCTTAGTTCATG
ACAGGGTTTCCTAGTCTTTG
TTGATGCACTTTTAGCTCCA
CATTATAGGAATCTGTATTT
GTCTCTGACAAGCTGTCTAG
TTAATTTCGGCAACTCTGAT
CTTCTATTAAGAAAAATATT
AGACTGCCATTTGAAGTAGA
ACGGCGCCCTTTCCGTCGGC
CTTTTTTGTGGTGACATGAT
TGGGATGTAAGGTATTAGGA
TACCAAACTTTAAGAAACTC
TCACTCTTGATTGGAGAAAA
AATTGGATGCGAATGCTCCT
TAGATGTTCATGCAGTAGCT
ATGGAAATTTGAGACATTAA
AGCTTATCCTACCCAAAGTT
TGAGTTTGAACAAAGTTCTC
CCAGTCAAGTTAAAAGATGT
TGCTGCTTTCAATTAATAGC
AGCGCGTTCGATATTCGCGG
TCACTTCTTCAACGCAGTCC
CTTGAGTAGACCCTTTACAT
CAAGTGACAAATGAAAAGTA
CAAAATATCTTGAAAATTCC
GCATGCTTTTCAAGGTGAAA
GCTGTTGATCAAAGACAACT
ACGAAATTATATAATTCCTT
CAAAAGGAGCATTCAAAATT
GGAAATTGATTGGAAACAAG
CCAATTATCAAGTCATTGGT
CAAAACTACCTCTGGAACTT
ATACGTATCAATAGATGTTG
GGGAGAGTGTGAGTTCCACC
TTCAGGTTTACGCACAAGGA
GACTATGCACCGCGATGTCA
AATGCTGCTATTTTGTCGTT
TTGTCTAGATCTCGTAAAAT
TTAAAAAATTTCACCTTGTT
CGTTAGGTCTGGATTTGCCC
GGCTTAATCGAGTTCACTTT
TTCAGTTTTTTATAAGCTTG
TATGGCGGGAGGACGGAGTT
TAAATTACTCCATTTTACAT
TCCATTTTTTGACCAGTTTT
TTCTTCCGATGTTTTTTAAT
TGAAGAACTCCATGGCCCAG
AGCGGACGTCTGGAGTTTGG
AGGCACATACACGTTTTTTG
TGGTTCCTTGTTTGTAACCT
GGGAAAATGCGGACTGTTTG
GTCAAGTCTCGTGTCAGGGC
AAATCCAGTTCAAAATGTGA
CCCCGTTTCTTGGAGTTTTA
CTTTTGTTGTGGGTCGCCAT
GGAAGGATTGAATACGATAA
TATCTGACTACTCGAGGCAT
GTCGAGTTTGTTTGGTATCG
CTAGTCTTTTTAGAACACCG
AATCTGTAAACGTTTGGATA
CGTTTTGCAGGCGATATTAG
AAATCCTGTGTTGATTGCGT
GCGTGAAATAATGTAAACAT
CCCACGTCTTATAAATTCTT
GCTTACCTAATAGATGTCCT
CTGTTTGGTGATTTTGTCTT
GAACACTAAAATTTAAGGAA

LLrrp iy rrity
T I 1 1

TGCCTCCGCATTTATTTTCC
GGTTGAAATTGGACCTAGCA
GAATTAGGTGCGGAACCGAT
TGGTATTAATTATTGGACTG
TCACTTTGGTCTTTTAGATG
TTTTTTCCATCTTTCTGAAA
TAAATGATTTTTTATAGGCT
ATTAATCCTTTAACGTTGAT
ACGATTCTTACCTATCTTAA
ATTGCTTTGCATAAAAGCTA
TCCATTTGGATTGCAAARATG
GAGTTGGGATTTTTTCCTTG
CACTTTTTTCTATCCTACAA
AAAATATTGACTTTCGCATC
TTTAAGCTAAACCTTTGATC
ACGAGAGATCTGGCTAAGAC
GTACTGCTTATCATAGCACA
CCCATAACCCACTGATTGAG
ATTTACACCATAACTTTGCT
CGAATCAGTCATGGACATTT
ACAGGGAGAGATTCATCTAA
ACTGCAGTTCCGCTTAACAT
CAAGTGTGGCGTTTTTATGT
TTATCGGTGGTATATGAGGT
ATCTTTAGTGGCTCCGACAT
TTTCGTCCATAATTTAAGAA
CATCTTACTAGGCGAAGCAT
CCTTGATACCTTAGCGTTCC
AAAGCTACCTAACCCTTGAT
TTTCCGTTGAAGGTCGAGGA
GACCTCGGATCGCTCACGCA
TGCGAGTTTTGGGTGGTCAT
GCATCCGAGTAATAGCTCGC
GGAGTTCTTAATCCCTTAAC
TCAGCTTTGCCTCACACTCC
GTTTTTTGTATTTTAATATA
TTTTTCATGGTTATACCCCT
TGGTGTCCCTATGATCTGCT
AACTAGATCTTGGTTGCAAC
AAAAATGCTCTTTTTAGAAC
TTTTGCCTTCTATTTGACGG
TGAATTGCTTAGATGCTAAA
GCTTGAAGTAGGGCTTCTGT
GAGCAGAGGAGAAAAGCATT
CTTTCCTGCGCCATTTGTTT
TTCAGGATGTGTTTGTGTAC
CTACTCTCTTGCTGAATTAA
TTCAAATTAATGTTATAAGA
TTTTTCGTGAATGATCTCGG
CAGATACAGCTGGATGCTGG
CCTTCTTTTACTAACGAAGT
ATTGAAGTAGCCTTAAAGGC
TAACTCTGACATTGTTGCAG
GTAGACTCGACTACCATACT
GATAACTTTCATTTGAGGTA
TCACATTTCAGAGTGGAATA
CACTCTGGGTTATGGCTTTC
AAAATAATCCCGGAGAATCT
AGCCCTCCAACATCCTCATT
TTATCTCTTTTCCATTGCTT
ACGGATTTTTAAATATCGTT
TCCTTCAGCCGACCCAATGA
TTAAAGGAACGAAACAAATG
TTTCATCCAAATACTATGCC
TGGTTAGTAGATCCAGTGAG
TGCTCCTAATGCTGATTTAT
GTATTATAATCTAAAGACTG
GAGGAGGACTTTTCAATGGA
CACGGTTGTGCGTGTATTGG
AGCAACACGGGCACCTGTCG
GACTCACGCTTCTTGAACTG
CTCTATGAGTTGGTAAAGGT
CCAATCAGACAGTAGTGGTG
GAATAGCGCACATCTAGTAT
CTTTGATTCTAAAATTATTG
ATATTTGAAACCTCTTTGTC
TTTGCTCGTCATTGTGATAG
AGTTTCAAGCCCCTTACACA
ACGAGGTAGAGTGAATCACC
AGGCGATATTGTGGCCAAGT
TTCTTGATGAAATTGCATAG
GGAATTAAATACGATTCCTT
TTTCTATTTAACGGTTTCGT
TCCTGTAGGACTACTGTAAT
TCCCCAGTTAATCCGTTTTC
TTAGTCTACCGTTGTATAAT
TATGGACCATTTCACTGCAC
CTCTGTTTGGGAGAGTATCC
GTGAAGAAAACGAAGTGGCC
TGGATAGGCTAGTCTGCTTA

PLLL PPy iiigg
T I 1 I

TCACTCTGGATGTCAGCCGT
CTCAGCTCAGCAATCGTACT
TTTTTGCATTTTTTTATTTT
TATGTCTCTTCGTAATGCTC
TGATGGTTTGGCAAGTTAAT
ATATTTCTTGTGTTGGAGAA
GTTTTGATTAGCATTTTAAT
TTGCGGTGTTTTGAGATTTT
ATAGGTATTGTAATATGATC
ATTTTAATTTTGTCCTACAA
TCTTCTATTTTTATGTAGTT
GTTTAACCTTTTAGCGGAAG
GCCGCTCGTTGTTCTCGATG
AATTAACTCGATATTGCTGG
AATTTTTTAGGTTTTGGTGC
TTATTCACGTTTGATATTAG
ATGCCAACTGGAAATCCTTT
ATTCTGCCGCTTTTGAATCG
TGCTGTGGCTTTATTAACTG
AGGTTGTACTTTCCTTAAGC
ATCGGATTCGCAGCATCCTA
AACCTTGGTAACTGGTATAT
TCAATTATTCAAGCGCAGTT
ATTATTTGTGTTCAGGTGGT
TCGTGCTGGAATGATTGACA
GATATAACCGAAAGATTTGC
TGTCGGTGCTTACGTTTCCA
TCATAATTATATTTAGTCAA
TCGCAATCGCTCTGGCTATC
GAATATGCGCGGGTCCATCG
TTCTTAACGACTGGAATGTG
GGAACTGATGGATGACTCCC
ACATTTTTTTAATATCTAAA
GCACCTTTGTGTTTTAAAAA
TCTCTGCGTTATTTGACCTA
AGGTATCTATAGAAGATTCT
ATGAAAAGTTCTGTGAAGTG
AAGCTCCTTTACTTAATTGA
CAGAGCCTGTGTTAGAGAAA
AAAAATGTCTTGCATTTCTT
GACACTGGATATTAAAACAG
TTATTTTCTTTAAAATGGAT
TCTTGCTGGAGGATGCTATG
GACTCGTCAAATAATTTTCT
TCCAGAAGATAAGTTCTCTC
AATTCTAGCAAACCCAAGAT
ATATGATAGTTCTTAATTAA
ATGCCCTTTGGGTTGTGAGG
TATGCGATAGCTTTGAAAAT
ACAGACGTAGTCAAAACTTT
TTTGCTCATTGTCATTTTTG
TTGAGCATCCGCGTTGAGTC
CCGATTTAATGTCTCTTAAA
TGAATTGAAGTACTTGATAA
AATGGGAATTTTCCCGATCT
ATTAAGAGGAAAGAGGGGGT
CTCCTCATAGGAATCTAACG
TCTAGCCTACGTTGCTTTTT
GACCGCGCCGGGCACGTAAA
CTACTGTCATTGTGACAAGT
CCCATTTTTCTTCGCTGAAA
AAATACTCATAAAGGACAAC
TCGACGCGTAGACATAAATC
AAGGCACGGTTTTTATTCTG
GAGTCACTGTGATTTTCAAA
CAATCCCAGCCTTATCTATA
TTTTACTTCTACTTTCTTCC
TTCCTAAATCCTATTTAAAG
TGTTAGTTTATCAAATTCTT
CTATATGGCGCCCGAGCGTA
GCTACTGGTAAACACCCCTA
GAAGCATTGCGACGTATTTT
CTCCTTGTCTTGCGGTTGTT
CATGCATAAGTACAGCATCA
AGACCTACTAATTGTCATGC
CTGATCCAATTTCACAGCAC
TTTTCGCATATGAACAACTC
CTAGCTGGTTGGTTCATTGT
TCTTGGGGATGTTTATGACT
TGCTGCATAGTATTATGCCC
AAGCGGAAACGTGACTTTTA
TATAAATTCTTAAAATGGTT
ATAAGTACGGGATTGGAGGG
GTAAGATCATAGCCTTAGGT
CCTTAGAAGTTGACCATGTA
TTTCGCTAATTTTCTCCGCT
CGTATTACTTGGCTTAGGAT
GCAGTCCTGAAAGCGTGTTT
AACTGCAACATCGGTGATGA
ATTTCGTCACATTTCTTCAC

TCGTAGGCCATTGCCGCTGA
GATGTCATTATTAACGGTCA
CGTCGTGTTTCTTCTTCGTC
GATAATCGTCTCAAAATTTG
TTTCAGAGTTTTCCGTCTTC
CATTTATATTTAAGCGGAAT
GCTCCTCTCCACGTTTTTGC
GCCTGTTTCGGTTCATGTGT
TTTGTGAGCTGTTTCATATA
ACCTCATAAGTATACTACCT
GCATCCACTTGGAATCGTTG
AGTTTACAGGGGTAACTGGC
TATCGAATCGTATTGCTGTG
AATATTGTCGCCTAAGCGTT
GCTTTTTCATAGAAGATTTG
CTTGTGAGATATAGTTTTCA
TGCTTTGGCTTTGATAGCCG
TGCTGTAAAAATCGTTTTAC
GGACAGAATTCTCCTACTCT
TGATCACTTTTGATGTCACT
GGACGCAGTCTTTTAAACAA
AGTTGTTTTACCTTTAACTA
TGGATTCCATCTAATATGTC
TGACTATCGAATCTCACTTT
TGCTATCGCGTTTTTTTAAC
AATGGGGCTGGCTGTCTGAG
ATTACATTTAATTTCTGGCA
AGGAACTGCCTTCATTCTCA
TTGGTCATATGACCGACAGG
GATGTACCACGCACCGAGCA
AGCATGCGCACCAGCACCTG
TAGATAAATTTCTCCAAAAG
CTATTTTCTTTTCAAACAAG
ATGGCATTCGGTTGGAGGGC
CTTTCCCCCTACATTGTCTT
AATTTTGAAAGCTCTCGTTT
GATTCTCCTCTCTTGACCCG
CGCTTCTGGAGGACAGGCTC
AATTAACTGCTACACCCTAA
TTATCATTCCCTTTATATCA
GCCCTTGATTACTGAAAGAG
CCCAGCATACTGCATCAGCA
ATAAACTCTAGATGAAGTTA
CACTATCACCATATTGGTAT
TTGCTCTTGATTTGCTAGAT
TAGGCGCGAAATTTATGCTG
ACAGAAGTGACTTTGCTAGG
TTGTTTCTTTCGTGTTCCCT
TCGTTTGAAAATCTGAGAAC
TAAAGAAATGCCTCTTGAGG
AGCTTAAAAAGTACAACTGC
GGGAATGGTCCGATTTTCCT
ATTGTGCAAATATCGCGTTC
TGACCACTTACAGGGAGGCA
TGATTCCTATGATCAACAAT
AGAAAACGGATACGTTCGGC
GTTTAAAATCCGTCTATCCA
GTGTAGTCACTGCGCTGGAG
GGTTAGTTGGAAGAGCCCAA
CTGTCTCACTAATCCATTCA
TTCCCACTTTTGGATCCCTG
TGCAGAATTAAGGGTGAATA
TTCTCAATGCTCACCCTACA
TGCATACCAAAGTGTGGCTT
ACAGAGCTTCTGAAGTATTT
CGCATTGGTTCACGATGGTC
CACATGCCACCACTTGACTT
AAGCCGAGAATGAGTGGTAG

PLLL PPy iiigg
T I 1 I

ATCTTGGCGAAACTCGTCGC
GAAAGTCACAATAGATGCAA
ATTTCATGTTGAGCTTCTTA
CATCATTGCAGTAAGTTTTG
ATCATTGACAGTGGAGTTTT
TATTTGACCGCATTACATGT
GCACAATTATACGATGGCAT
CCATTATCCTCTAGCCATTA
GTATGGCTTTGTCATAGTGA
TTCCTCCATCAAAATTTATT
GTTGTCCAATTTTTTATCTC
GATTTTATCCAGCCCTTGCA
GCACAAAAGTTGCTTAGACT
AACTTAGTTCGGCTATACAA
GCAACAGAAGGTGGAATATC
AAAGCAGTGGTGTGTTACGT
GGGTAGAGTTCTTTAGAACT
CGCTCTATTTTGTCAGTCAT
TCCTTTGCAGTCGCTCCAGT
TACTGTATTCTGACTACCAT
TATAAGTTTTCGTGGTACCG
ACCGATTGAAGCTTAATGGA
ACCGGTATCCACATTGGGTC
GTTTGATTTCACTCCCAATA
TCATTTTCCGTTTCTAGTAT
TCAATACAACTTTTCTAGTG
ACCGTTTAAATTAGATTACT
TGGTCTGTGTGTAGTTTCAC
TCTTGGCACTTCATATCATA
AGTGTGAATTTGCGGTAAAG
CCCCTACGCCGTCCTCTCCT
GTATCCACTCTCTCCTTCCA
CTATCTTGTTCTGTGTTTGA
ACTTGTCCTTATGAAGGTAC
CCTCTTGAAGGTGAGCTCTT
CTCTACCAGAGAGAAGATTA
TTCCTTTATCGCATAGGCAA
TGGTTCTTGCTCCACTTTCA
TGAAAGGTGTGTTCAATCAA
CTCTTTTTCAACTATTAGCA
ATCAAAATTATGAGCTTGCT
AAGACCAGCCCAGGAAGTTA
GCCATCTCGGATACGCACCT
CTTTAGGTTTTATCATTTGT
GATTGTATCTTTGTCAGACA
CCTTTCCATTGGCAGTGATT
AATAACAATTATCTGGATGT
TTTTCTAAAAAAATAAACTC
CCCCTTAGTGTCCCACGTCA
TGAAACCGTAGCAATAATTG
TTACACAGTTCTTCATGTTT
AAGACGATCCTTGGCTGAAA
TTCTTCACTTATTCACGCAA
ATGAAGTTACAATTTAATAG
TTCATACATCGCGACACCTC
ACAAAAGTTGCGAAACAATA
TTCTAACAGGCGCTTTTCTC
TACCTGCGAAAGGATCTTGT
TTAAGCGAAAACCATAAGAA
TTTGTAGCATTTGTGTCTCA
CTTGAAGTAAATAGTTGCTG
CTTACAGAGAGATTTTACAG
CATTTCTGTCGCTGTATTGA
CCATCCACTTCTTTGGCATT
AGGTCTCAGCGGATAGGTAT
TACTTTCACACACGCACACC
TTGTTTCTTTGACTAAAATT
AATTCAAAGCCTTAACAAAC

TCCGCTGCGAAGGTTTGCGA
TTGATCCCAGTCGCAGCGCC
CGAAAGCTTCGTCAATCAGT
GACAATGGATTCCAGTTTCT
GCTGTTCTTCGGTGAAGATT
GCCAGCATACCTAATTTCAA
TTCTTACATCAACTGTATTC
AGAGTGAGCTATTTTAGCAG
CGACATGGGTGGCCATCATG
GATGTAACTTTCTCCTGACG
TGGGCATCCACAACTAGCTT
ATTGACACAAACAATAACCA
TTGGCGTAGTGGTAATGTCT
TTTATATATTATACCCGAAA
TTTAGTCTGTGTAACTTTAG
ACTACCTTTTTATCTAAAGA
CCTAACATTGCCGATTTGAA
CCTGGTTATTCCATTCATGC
CTCAAAGGTTGGGGGAATCA
CACCGAGAACTGGACTTCTG
ATATTCACGTTCCTACTTTA
TGCTTCGGTGGCCGTTTGGA

CTACGGCGTGTCGGGAGAGT
GGTGGTGGTTTCCGTATTCA
TTGAACTTCTCAAACATGTA
CAAACGGTTTACCCACCCTC
AATGATGCTAGTGAGTAGAT
ACGTCAGTATTGTAGTGGTT
CATCAAAGCCATCCTTAACT
CTTTCTACAGTGTGGGGAGC
TTAATCGATCTCACACCATT
CATCAGCTTAATGTTCCCCA
TTTTATCGTGGTGGAGGACA
CACTACAGTAATGTTTAGTT
TAAGGTTAATTCAAGTTTCC
ATATACTTCCCTCTCCTAAT
AAAATACATGTGTCTGTGGC
CTGAAATGTACAAGGGAAGC
TTTAGTTTATTCTCATTTAT
CTCTAACCTTTATCCATTAT
GACATTAAGTCACTAAGCAT
TAATTCATGACGTTCAGCAC
TAGGGTGTAATGGGAAAAGC
TTTTATAGCTTAATAATATA

100

200

300

400

500

600

700

800

900
1000
1100
1200
1300
1400
1500
1600
1700
1800
1900
2000
2100
2200
2300
2400
2500
2600
2700
2800
2900
3000
3100
3200
3300
3400
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4600
4700
4800
4900
5000
5100
5200
5300
5400
5500
5600
5700
5800
5900
6000
6100
6200
6300
6400
6500
6600
6700
6800
6900
7000
7100
7200
7300
7400
7500
7600
7700
7800
7900
8000
8100
8200
8300
8400
8500
8600
8700
8800
8900
9000

197



20

40

80

5 Material und Methoden

100
11111

TTCAAGTTTGCTCCCATTTA
CCCATGCATTCCCGAAGCTG
AGTAGATTGCCTTGTGAATC
TCTGGAAGTAACTTGTTATT
CCCAGACTAAGTAGAAGTGA
TAGATCTGGATCTAGTATGT
TGTCTCAAAACTCTCAATAG
TCCGTCTGGCAGCGTACATC
TTACATGGAGCTGTGCACTA
AGGCTATGGCATAGCTACAT
TTAAATTTTCTAAATCGTGC
AATACTTGTCAAACTTCGAC
TTGCTTTTGAATGAGCTCCC
AATCCTAGTTTGGGGCGTCA
GCTTATGTTCTGCGCATCAT
GTTGGTGGTTTTAGTAACAC
GTAACAATGTAAACTTGTTT
GGTAATGGGTAATATGATTG
TCTAGTGAAGGAGGAATCTG
CAATTTGTCTCTTCCATTCT
CATGTCACCACCGCCAAATC
AGTCAAAACCTACCTTGTCA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ATGGTGCAAAAATAATTCCA
CAAAGAATCCTTTTTTTACT
GGTTCTGGTACCTGAAACAC
ATCTGTCATGTTTGCTGCTA
CACTTTTACTATGACCTTTC
TTGACGACTGTAGCATGTTG
TGGAATTCATAATTTGAATT
CTTTAATTCCCGAATTCAAC
TTTTGCACGATTATTCTTGT
CCGTGTCATCTCCTTTTTTC
CGATACTTGGCCGTTTTTTT
GTGATTTTGCTGCTCCTTCC
TTTAGGGCGTGAGGAAGAGC
TTTTGCTTTTTTACGATATC
AATTTTCTCCAGAAAACGTT
TGACAAGCTAATAGTCTTCA
TCACAACTCTGACGCATCTT
TAGGTGGTTCACGAGGCACC
CTCGCGCCAACTACCTGCGT
TGATCACCAATGACTCGCCC
GCTCTCAATTCCGCTACAGC
GTTAACTAAATAAGC

AACTCACAGATGGACGTCTA
CCACCTTTCCTTTCCATGCC
TTCAAGCCTATATCAAATTC
TGACTGCGTGACTGCTCGTT
CTACAAGTGCATTCCTGTAA
TGCGCTGACAACATGAATTA
TTCTTAGTGCTAAGATTTGT
CGCATTGGTGCATCTCATAA
AAAGATTGTCTAAATGTAAA
CCATTTTAACACTGGCTAGC
TTTCCTTAGGTTTAACTCCT
ATAGTGAGTTGTTGCAGGCC
TGCGAGACGTGTCAGAGATC
ATCCACTGCACTGAAGTTTA
TTTGTACAAATTAGAAAATT
ACGTGGAGGTTGAGTTACGG
CAAGTGCTGCATCATACCTC
GCCAAATGTGCCGGAATCGG
CTCCTCGACTCGCCCTTCCT
TCTTTCACTCTTCCCCTCAA
TACAGCGAGAGCACCTTAGC

0
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AAGGTTACACAAATTGTAGG
TTCCTATGAGATGCTTCTAA
CCATATTTTCGTTGCAAAAA
GTCATGTGTGGTGCCTGTGA
CTATGGCGTCACTCTTGGTC
GCATGACATACTTCTACTGT
AAAGGAGATTCATGTCTTCG
ATTTTAAAGAGTCCAGGTAG
ATCAACGATAACAAGTACAT
CGCCTATTGAAACAATTTTT
CTCGGACCATTACTGATCAT
CAGTCACCCGAAACATTGGT
CCAATCACCGAATCACGAGA
TGCGGTGTACTTGTATTCCA
TTTCCAGTATCATATTTACC
CAGATTGGAAGGACCACGAA
ATTTTTATATGGGAACTGTG
TGCCCTACTCGCAAGACTTT
TCGCAGTGTCTGCGTGGAAC
GGCACCCACACTTGTCTCTT
GCCTTTTTTAAAATACCCTT

TCTCTCTTGGAGAGTAACAG
AGGTTTTATGAAACAGCTAA
TGGAACGATATTTATGCTCT
ATGGACGCTACGACAAATCG
ACTATAAAGCAAAAGAGCCA
TATTCTCTGTGGTAGCTGAC
AGCCGCGGAAGATTGAAAGG
CGCCTCCTATTTACGGGATG
AATCATAAAGTAATACCCGA
AACCTAAAACACGGAAAGGT
TTTTAGAACCAAAAATTCGC
CTTCAATCTCGGCGTTATCC
CTGCTACAGTTCTGTGCCAG
GGGGTAGTCTTGATTTCCAT
TGTACTCGGACAACGAATGA
TGCAAAGTCGTTATGAAACC
TGAAGACTTCGGTGAATGAA
CGAGACATTGTGTCGCAGTG
GCGATGCACCCCTCATGGCC
CCTCCCCCTTTCTCTCTCCC
TCCTGTCTTCCTGGTCCCGA
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9200
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5 Material und Methoden

5.16.7 emmkk-A (Map)

GTTTGCGTTGTGTTGTAATATCGAGTTCTGGCTGTGCCTCCGCATTTATTTTCCTCACTCTGGATGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTGCCGCTGAATCTTG

CAAACGCAACACAACATTATAGCTCAAGACCGACACGGAGGCGTAAATAAAAGGAGTGAGACCTACAGTCGGCAAGCATCCGGTAACGGCGACTTAGAAC

M S A V R R P L P L N L
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T

GCGAAACTCGTCGCATTCCTGGTGTTATATTGCCGGTTGAAATTGGACCTAGCACTCAGCTCAGCAATCGTACTGATGTCATTATTAACGGTCAGAAAGT
IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{I III}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{III I}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{

CGCTTTGAGCAGCGTAAGGACCACAATATAACGGCCAACTTTAACCTGGATCGTGAGTCGAGTCGTTAGCATGACTACAGTAATAATTGCCAGTCTTTCA

G E TR R I P G V I L P E I G P T Q L S R T D V I I N G Q K V
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1

+ <
+ =

|
+
CACAATAGATGCAAGAGATTTGGAGGTGAAAGAAGAATTAGGTCGAGGAGAATATGCGCGGGTCCATCGGATGTACCACGCACCGAGCAAGTGTGAATTT
IIII INENENE LUyl II LUy HEEEEEE NN ENEE N IIIIIIIIII
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 T

GCGGTAAAGAG.
|1

lIlI}IlII

G
|
I

C

AGGAAAAATAATCCCGGAGAATCTTCTAGCCTACGT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TCCTTTTTATTAGGGCCTCTTAGAAGATCGGATGCAACGAAAAACACATCAGTGACGCGACCTCATGGACGCTTTCCTAGAACACTGATACGTGGCGCT

F
¥ ¥
T
|

G K I 1 P ENILULAYVAFCVVTATLUEYT LRI KUDIULVTMHTRD

GTCAAGCCCTCCAACATCCTCATTGACCGCGCCGGGCACGTAAAGGTTTGCGACTACGGCGTGTCGGGAGAGTTGAAGAACTCCATGGCCCAGAGCAACA
IIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIIII IIIII

CAGTTCGGGAGGTTGTAGGAGTAACTGGCGCGGCCCGTGCATTTCCAAACGCTGATGCCGCACAGCCCTCTCAACTTCTTGAGGTACCGGGTCTCGTTGT

S G E L N s M A S N
I Y [y Yy Iy Iy Ty |

G H V K V C D Y G
1 1 1 1 | 1 1 1 1
T

GCTTCTTGAACTGGCTACTGGTAAACACCCCTACGAAAGCTTCGTCAATCAGTTTGAACTTCTCAAACATGTGGTTCACGAGGCACCGCCAAATGTGCCG
lIlI}Illl{llll}llll{llll}llll{lIlI}IlIl{lllI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}llll{llll}llll{

CGAAGAACTTGACCGATGACCATTTGTGGGGATGCTTTCGAAGCAGTTAGTCAAACTTGAAGAGTTTGTACACCAAGTGCTCCGTGGCGGTTTACACGGC

L L E L A T G K HUP Y E S L L K H V H E A P N V P
1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T
C
|

GAATCGGTGCCCT
lIlI}IlIlIl 1

F 5
-+
3
)
Fao
e
-+
E >
Fo
E»
Fao
-+ 3
3
-3
Fa
Fo
-+
Fo
>
o
=
-+ 53
e
FaQ
.
FaQ
-+
Fa

“+m

CCTTCCTTCGCAGTGTCTGCGTGGAACGCGATGCACCCCTCATGGCCCAATTTGTCTCTTCCATTCTTGATCACCAATGACTCGCCCTCTTTCACTCTT
lIll}llll{llll}llll{lllI}Illl{llll}llll{lllI}Illllllll}llIl{llll}Illl{llllllIII{IIII}IIII{IIII}IIII

P F R S v C v E R D A L M A Q F VvV s s I L D H Q .
| 1 1 | 1 | | | 1 | 1 1 | 1 | | | 1 | 1 | 1 | 1 | | | 1
T T T T

+ b
4+

-+

CCCTCAAGGCACCCACACTTGTCTCTTCCTCCCCCTTTCTCTCTCCCCATGTCACCACCGCCAAATCGCTCTCAATTCCGCTACAGCTACAGCGAGAGCA
llll}llIl{llll}Illl{llll}llIl{llll}Illl{lIll}llll{llll}Illl{lIll}llll{llll}Illl{llll}llll{llll}llll{

GGGAGTTCCGTGGGTGTGAACAGAGAAGGAGGGGGAAAGAGAGAGGGGTACAGTGGTGGCGGTTTAGCGAGAGTTAAGGCGATGTCGATGTCGCTCTCGT

1 1 1 | 1 1 1 1 I 1 1 1 1 | 1 1 1 1 I 1 1 1 1 | 1 1 1 1 I 1 1 1 1
T T T T T T

CCTTAGCGCCTTTTTTAAAATACCCTTTCCTGTCTTCCTGGTCCCGAAGTCAAAACCTACCTTGTCAGTTAACTAAATAAGCAACTGATTGTGATGAGAA
llll}llIl{llll}Illl{llll}llIl{llll}Illl{lIll}llll{llll}Illl{lIll}llll{llll}Illl{llll}llll{llll}llll{

GGAATCGCGGAAAAAATTTTATGGGAAAGGACAGAAGGACCAGGGCTTCAGTTTTGGATGGAACAGTCAATTGATTTATTCGTTGACTAACACTACTCTT
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5 Material und Methoden

5.16.8 emmkk-B (Map)

GTTTGCGTTGTGTTGTAATATCGAGTTCTGGCTGTGCCTCCGCATTTATTTTCCTCACTCTGGATGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTGCCGCTGAATCTTG
IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIH{IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIH{IIII}IIII{IIII}IIII{IIII IIIIIIII 11111

CAAACGCAACACAACATTATAGCTCAAGACCGACACGGAGGCGTAAATAAAAGGAGTGAGACCTACAGTCGGCAAGCATCCGGT:

TT
}I
AACGGCGACTTAGAAC

M S AV R R P L P L N L

| | 1 | 1 | | | 1 | 1 | | | 1 | 1 | 1 | 1 | | | 1
T T T T T T T
T

|

GCGAAACTCGTCGCATTCCTGGTGTTATATTGCCGGTTGAAATTGGACCTAGCACTCAGCTCAGCAATCGTACTGATGTCATTATTAACGGTCAGAAAG
IIII}IIIIIIIII}IIIIIIIII}IIII“III}IIIIIIIII}IIIIIIIII}IIIIIIHI}IIIIIIIII}IIIIIIIII}IIIIII II}IIH

T
I
CGCTTTGAGCAGCGTAAGGACCACAATATAACGGCCAACTTTAACCTGGATCGTGAGTCGAGTCGTTAGCATGACTACAGTAATAATTGCCAGTCTTTCA

v I
1 1

ol
-

T Q L S
1 1 1 1

vV E I G P
+ 1 1 1

+ =
- w
-H
o
<

"
- H
-z
)
o

GCGGTAAAG.

-+
@

AGGAAAAATAATCCCGGAGAATCTTCTAGCCTACGTTGCTTTTTGTGTAGTCACTGCGCTGGAGTACCTGCGAAAGGATCTTGTGACTATGCACCGCGAT
HII+IIII“III+IIIWIIII+IIIWIIII+IIIWIIII+IIIWIIII+IIIWIIII+IIIWIIII+IIIWIIII+IIIWIIII+IIIW

TCCTTTTTATTAGGGCCTCTTAGAAGATCGGATGCAACGAAAAACACATCAGTGACGCGACCTCATGGACGCTTTCCTAGAACACTGATACGTGGCGCTA

G K I I P ENILULAY VA F CVVTATLETYT LIRI KUDIU LV VT TMMHTR RD
| | | + | | | | + | | | | + | | | | + | | | | + | | | | + | | |

GTCAAGCCCTCCAACATCCTCATTGACCGCGCCGGGCACGTAAAGGTGGTTCACGAGGCACCGCCAAATGTGCCGGAATCGGTGCCCTACTCGCAAGACT
lllllllllllllllllllIlIlIlIlIlllllllIlllllllllllllllIlIlIlIlIlIlllIllllllllllllllllllllllllllllllllll

CAGTTCGGGAGGTTGTAGGAGTAACTGGCGCGGCCCGTGCATTTCCACCAAGTGCTCCGTGGCGGTTTACACGGCCTTAGCCACGGGATGAGCGTTCTGA

vV K P S NI LI DI RAGHVYV KV V HEA AUPUPNUVUPE SV P Y S QD
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T
TTCGAGACATTGTGTCGCAGTGTCTAGTGAAGGAGGAATCTGCTCGC C
J 1101 Illl{llll}llll{llll}l l{llll}ll |

GCCAACTACCTGCGTCTCCTCGACTCGCCCTTCCTTCGCAGTGTCTGCGTGG.
lIlI}IlIl Il{llll}llll{llll}Illl{llll}Illl{llll}llll{l ll}llll

A
' |
AAGCTCTGTAACACAGCGTCACAGATCACTTCCTCCTTAGACGAGCGCGGTTGATGGACGCAGAGGAGCTGAGCGGGAAGGAAGCGTCACAGACGCACCT
F RD IV S Q C
[ I S B

Y L R L
| | | 1 | 1
T T

N L
| |
T T
ACGCGATGCACCCCTCATGGCCCAATTTGTCTCTTCCATTCTTGATCACCAATGACTCGCCCTCTTTCACTCTTCCCCTCAAGGCACCCACACTTGTCTC
lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{
TGCGCTACGTGGGGAGTACCGGGTTAAACAGAGAAGGTAAGAACTAGTGGTTACTGAGCGGGAGAAAGTGAGAAGGGGAGTTCCGTGGGTGTGAACAGAG

R D A
1 1 1

TTCCTCCCCCT
IIIIIIIIIH
AAGGAGGGGGAAAGAGAGAGGGGTACAGTGGTGGCGGTTTAGCGAGAGTTAAGGCGATGTCGATGTCGCTCTCGTGGAATCGCGGAAAAAATTTTATGG

C
|
I

G

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T

-+

TTTCCTGTCTTCCTGGTCCCGAAGTCAAAACCTACCTTGTCAGTTAACTAAATAAGCAACTGATTGTGATGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAGGACAGAAGGACCAGGGCTTCAGTTTTGGATGGAACAGTCAATTGATTTATTCGTTGACTAACACTACTCTTTTTTTTTTTTTTTTTT

| | | | | |
T T T T T T
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5 Material und Methoden

5.16.9 emmkk-A/B (Oligonucleotide)

emmkk-A/B Oligonucleotide (cDNA)

Mkk 3" mod
Mkk CT
Mkk-3'- Stop
MKkk-3'
MKkk-5
MKkk-5'-ATG
Mkk-5'- mod
Mkk-dw1
Mkk-dw2
Mkk-dw3
Mkk-dw4
Mkk-dw5
Mkk-dw6
MKK-NT
Mkk-up X
Mkk-upl
Mkk-up2
Mkk-up3
Mkk-up4
Mkk-up5
Mkk2 3' mod

Mkk(k) — dwl
(Mkk B spezifisch)

emmkk cDNA *1077-1056
emmkk cDNA 1249-1230
emmkk cDNA 1080-1056
emmkk cDNA 1077-1056
emmkk cDNA 52-73
emmkk cDNA 50-73
emmkk cDNA *50-73
emmikk cDNA 465-485
emmkk cDNA 577-595
emmkk cDNA 801-820
emmkk cDNA 347-367
emmkk cDNA 15-36
emmkk cDNA 947-967
emmkk cDNA 17-37
emmikk cDNA 1079-1068
emmbkk cDNA 777-758
emmbkk cDNA 708-691
emmkk cDNA 467-447
emmkk cDNA 627-609
emmkk cDNA 1282-1261
emmkk cDNA *935-917

emmbkk cDNA 619-631
und 857-860

Emmkk-A/B Oligonucleotide (Schnittstellen)

Mkk 3 Eco SK
Mkk 3' Bam-Hum
Mkk 5 Eco SK
Mkk 5' Bam-Hum
Mkk up BamH1
Mkk1-dw-EcoR1
Mkk]1-up-Pstl
Mkk-3" Eco SK
Mkk-5' Eco SK

emmkk cDNA *1066-1044
emmkk cDNA *1066-1044
emmkk cDNA *50-73
emmkk cDNA *50-73
emmkk cDNA *1191-1175
emmkk cDNA *64-82
emmkk cDNA *1206-1187
emmkk cDNA *1080-1058
emmbkk cDNA *64-87

Emmkk-A/B Oligonucleotide (chrDNA)

MKk I1 (4) up
Mkk I3 (1) dw
Mkk 14 (2) up
Mkk-chr 3-up

emmbkk chrDNA 698-680

emmbkk chrDNA 6825-6846
emmbkk chrDNA 7467-7444
emmkk chrDNA 9357-9338

GTGGTGATCAAGAATGGAAGAG
CTTCGGGACCAGGAAGACAG
TCATTGGTGATCAAGAATGGAAGAG
TTGGTGATCAAGAATGGAAGAG
GTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG
ATGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG
GTGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG
CTCCCTAGATAAATTTCTCCA
CCTGCGAAAGGATCTTGTG
GCTTCTTGAACTGGCTACTG
GCATTCTTAACGACTGGAATG
GTAATATCGAGTTCTGGCTGTG
GTCTAGTGAAGGAGGAATCTG
AATATCGAGTTCTGGCTGTGC
CATTGGTGATCAAGAATGGAAG
CGCTTGAATACGGAAACCAC
GGTGCCCGTGTTGCTCTG
GAGTCATCCATCAGTTCCATG
GTCAATGAGGATGTTGGAG
GCTTATTTAGTTAACTGACAAG
GACACTGCGACACAATGTC
CGGGCACGTAAAGGTGG

GGCGAGGAATTCTCATTGGTGATCAAGAATGGAAG
GTAGTAGGATCCTCATTGGTGATCAAGAATGGAAG
GTCCTCGAATTCGATGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG
GTAGTAGGATCCAAAAAAATGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG
TTAAAAGGATCCTAAGGTGCTCTCGCTGT
TCCTCAGAATTCATGTCAGCCGTTCGTAGG
TTAAAACTGCAGCTAAGGTGCTCTCGCTGTAG
GGCGAGGAATTCTCATTGGTGATCAAGAATGGAAG
GTCCTCGAATTCGATGTCAGCCGTTCGTAGGCCATTG

GCCATCGTATAATTGTGCG
GTTGGTGCGTGTATTGGTGTTAG
GTAAGAAGCATGACAATTAGTAGG
GAGCAGTCACGCAGTCATAG
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Emmbkk-A/B Oligonucleotide (chrDNA)

Mkk-chr 4-dw
Mkk-DR-upl
Mkk-DR-up2
Mkk-DR3-dw
MKk-EX 1-dw
MKk-EX 1-up
MKkk-I4-dw1
MKk-I4-dw2
Mkk-I4-upl
MKkk-14-up2
MKkk-In3-dw1
Mkk-In3-up1
Mkk-Inter3-dw2
Mkk-Inter3-up2

emmkk chrDNA 8271-8292

emmkk chrDNA 10485-10465

emmkk chrDNA 9922-9904
emmbkk chrDNA 7631-7652
emmkk chrDNA 6824-6842
emmkk chrDNA 7249-7230
emmbkk chrDNA 475-494

emmkk chrDNA 1107-1127
emmbkk chrDNA 2587-2568
emmbkk chrDNA 1946-1926
emmkk chrDNA 3589-3605
emmbkk chrDNA 5294-5276
emmkk chrDNA 3589-3611
emmbkk chrDNA 4742-4719

GTAACTTTAGAAAATACATGTG
GTACAGGTAAATATGATACTG
GGATGTAGCTATGCCATAG
ATTGTGATAGTTTTCGCATATG
GGTTGGTGCGTGTATTGGTG
GACAAGGAGCACCACTACTG
GTCTTCATCATTGACAGTGG
ACTATTTAACTGCTGAGTTGG
GTATTGACTCAGACAGCCAG
CAACCTAAATGTCCATGACTG
GAGAGAAGATTAAATTG
GAATAAGTGAAGAAGAACG
GAGAGAAGATTAAATTGGATGCG

ATTCTTATAACATTAATTTGAAGG
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5.17 EmRaf

5.17.1 EmRaf: Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der emraf-cDNA und des chromosomalen Locus:

Die emraf cDNA wurde iiber eine degenerative PCR aus einer Plasmid-cDNA-Bank (hergestellt
von K. Huber [158]) isoliert. Aus Aminosduresequenzen mit den Motiven VTQWCEG und WMA -
PEVI, die in Serin/Threonin-Kinasen hoch konserviert sind, wurden codierende Sequenzen abge-
leitet und dartiber die degenerierten Primer Raf-CEG (5'-GTCACNCARTGGTGYGARGG-3',R =
Purin, Y = Pyrimidin, K = G + T, N = alle Nucleotide, emraf cDNA: 1692-1701, EmRaf Proteinse-
quenz: ITQWCEG) und Raf-WMA (5'-ATAACYTCNGGNGCCATCCA-3', emraf cDNA: 1973-
1953, EmRaf Proteinsequenz: WMAPEVM) bestimmt. Mittels PCR (30 Zyklen: 94°C — 2', 53°C —
2', 72°C — 2") konnte ein Fragment von etwa 300 bp amplifiziert werden, dass nach TopoTA-
Klonierung und Sequenzierung hohe Homologien zu schon bekannten Serin/Threonin-Kinasedo-
mine-codierenden cDNAs aufwies. Mit dem aus dieser Sequenz abgeleiteten Primer Raf-dwl
(5'-GCTCTAGTCTCTACAAACAC-3', emraf cDNA: 1711-1730) und dem Primer Ig4-3
(5'-TTGGAGACTTGACCAAACCTCTG-3") und nachfolgend fiir die Nested-PCR mit den
Primern Raf-dw2 (5'-GTGCACGAACGTCACTTCG-3', emraf cDNA: 1737-1755) und Ig4-3-nest
(5'-CTGGCGAAGAAGTCCAAAG-3") wurde dann aus einer plasmidbasierten E. multilocularis-
cDNA (hergestellt von K. Huber [158]) liber eine 3'-RACE das fehlende 3'-Ende der cDNA ampli-
fiziert, in TOPO-TA kloniert und sequenziert. Ein grof3er Teil der cDNA wurde iiber eine PCR mit
dem Primer Raf-upl (5'-CATCCAAAAGATAGAGCCAG-3', emraf cDNA: 1958-1939) und dem
vektorspezifischen Primer Ig4-5 (5'-GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3') hergestellt. Die nach-
folgende Nested-PCR wurde dann mit dem Primer Raf-up-nest (5'-GCGAACCGCCCTTCCACG-
3', emraf cDNA: 1929-1912) sowie dem vektorspezifischen Primer I1g4-5-nest (5'-CTCCCGAATT-
CGGCACGAG-3', VEKTOR) amplifiziert, in TOPO-TA kloniert und sequenziert. Das 5'-Ende
wurde mit dem aus dieser Sequenz abgeleiteten Primer Raf-up3-nest (5'-GGGATTGATGTGATG-
GCAG-3', emraf cDNA: 1220-1202) iiber eine 5'-RACE aus einer SMART-cDNA isoliert. Das
vollstindige Leseraster von emraf konnte anschlieBend mit der Primerkombination Raf-5'-dw2
(5'-ATGGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATC-3', emraf cDNA: 99-126) und Raf-3'
(5'-TTGGACCTTAACAGTCAC-3', emraf cDNA: 2438-2421) iiber PCR aus E. multilocularis-
cDNA amplifiziert werden.

Der chromosomale Locus von emraf wurde, in 7 iiberlappenden Fragmenten iiber PCR aus chro-
mosomaler E. multilocularis-DNA amplifiziert, in pTOPO-TA kloniert und abschlieBend se-
quenziert. Die 7 Fragmente wurden mit den folgenden Primerkombinationen amplifiziert, F1: Raf-
5'cDNA2 (5-GTCTTAGCATGTAGATTTAACTG-3', emraf cDNA: 4-26) x Raf-up7
(5'-CCAGAGCTACTCCAGCTG-3', emraf cDNA: 672-655), F2: Raf-dw7 (5'-GACGATACGT-
CAGGTGTTAG-3', emraf cDNA: 545-569) x (5'-GGAATAAGGTTGGAGAAAGAGG-3', emraf
cDNA: 1252-1231), F3: Raf-dw5 (5'-CGTGAGCGCTCCTCCTCTAG-3', emraf cDNA: 1173-
1192) x Raf-up5 (5'-GCCAGTAGCCCTTGAAAACCG-3', emraf cDNA: 1539-1519), F4: Raf-
dwll (5'-GCCTTGACTCCAGTGACAAG-3', emraf cDNA: 1438-1457) x Raf-up13 (5'-GCCCT-
GAGTGGTTTGACGAG-3', emraf cDNA: 1799-1780), F5: Raf-dwl3 (5'-GCTCGTCAAAC-
CACTCAGG-3', emraf cDNA: 1779-1797) x Raf-up-nest (5-GCGAACCGCCCTTCCACG-3',
emraf cDNA: 1929-1912), F6: Raf-dw-nest-3.7.01 (5'-GAACGGATTGTGAAGATTGG-3', em-
raf cDNA: 1866-1885) x Raf-upl2 (5'-GCGAATCGCCGACATGTCG-3', emraf cDNA: 2144-
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2126) und F7: Raf-dw8 (5'-CTCTTTCTCGTCGGTAAAGG-3', emraf cDNA: 2094-2113) x Raf-
3'cDNA-up2 (5'-GCATTGTTTTGACGCTTCACG-3', emraf cDNA: 2516-2496)

Stadienspezifische Expression: RT-PCR

Um die Expression von emraf wihrend einer Infektion des Zwischenwirts (M. unguiculatus) und in
den verschiedenen Larvenstadien zu untersuchen, wurde Gesamt-RNA (vergl. 5.3.1) aus in vitro
und in vivo kultiviertem Echinokokken-Larvenmaterial (vergl. 5.9.3 + 5.10.1) isoliert und mit dem
Omniscript RT-Kit (Qiagen) in einzelstrangige cDNA umgeschrieben (vergl. 5.3.5). Jeweils 2 pl
dieser cDNAs wurden dann mit den Primern Raf-dw1 (5'-GCTCTAGTCTCTACAAACAC-3', em-
raf cDNA: 1711-1730) und Raf-3' (5'-TTGGACCTTAACAGTCAC-3', emraf cDNA: 2438-2421)
in einer PCR amplifiziert (30 Zyklen: 94°C — 30", 57°C — 30", 72°C — 30", GroBe: ~730 bp), in
einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

Echinokokkenspezifischer Nachweis

Fiir den Nachweis das emraf ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln (5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus) mit dem
DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1pl (1:100 verdiinnt) dieser DNAs
als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durchgefiihrt, in
einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Echinokokken-spezi-
fischen Primer fiir emraf waren fiir den N-Terminus Raf-5'-dw2 (5'-ATGGATCGACAAAGCTTT-
GACGTTAATC-3', emraf cDNA: 99-126) x Raf-up7 (5'-CCAGAGCTACTCCAGCTG-3', emraf
cDNA: 672-655), die ein PCR-Produkt von ~ 650 bp ergaben sowie fiir den C-Terminus Raf-dw14
(5'-GCGAAGAAAATTCTTCACCG-3', emraf cDNA: 1815-1834) x Raf-17(4)up (5'-GTTA-
CATTACTCTGCTTCTCG-3', emraf chrDNA: 8888-8868) mit einem PCR-Produkt von ~400 bp.
Fiir die Gerbil-spezifische PCR wurden die Primer Tub12up (5'-CCCCAAGTGTATGATACTGG-
3") und Tub12ST (5'-CTGGGCAGTGCGGCAACCA-3") eingesetzt, die im Gen fiir f-Tubulin [46]
von M. unguiculatus binden und ein Produkt von ~1.1 kbp ergaben.

Southernblot

Fiir den Southern-Blot wurde chromosomale E. multilocularis-DNA aus in vivo gewachsenem Pa-
rasitengewebe (DNA-Isolation: 5.1.4, Parasitenmaterial: 5.9.3) verwendet. Jeweils 20 ug der chro-
mosomalen DNA wurden fiir jeden Restriktionsverdau (Bglll, EcoRI, Nsil, Pstl) eingesetzt (Re-
striktionsverdau: 5.4.14). Die Auftrennung der DNA-Fragmente, der Transfer auf die Nylon-Mem-
bran, die Herstellung und Aufbereitung der Sonden, die Hybridisierung und die verschiedenen
Waschschritte wurden wie unter 5.4.17 beschrieben durchgefiihrt. Die Sonden fiir die Hy-
bridisierung wurden iiber PCR aus chromosomaler Echinokokken-DNA mit den Primern Raf-
S'mod (5'-GTGGATCGACAAAGCTTTGACG-3', emraf cDNA: *100-120) x Raf-upl6
(5'-CTAACACCTGACGTATCG-3', emraf cDNA: 569-547) fiir den N-Terminus, der die Ras-
bindungs-Domine enthdlt, und den Primern Raf-dwl4 (5'-GCGAAGAAAATTCTTCACCG-3',
emraf cDNA: 1815-1834) x Raf-up4 (5-GGAATAAGGTTGGAGAAAGAGG-3', emraf cDNA:
1252-1231) fiir den C-Terminus, in dem die EmRaf-Kinase-Domine liegt, amplifiziert.

Yeast-Two-Hybrid (Y2H)

Fiir die Y2H-Versuche, die einen Riickschluss auf eine Interaktion von Proteinen untereinander
unter in vivo Bedingungen zulassen, wurde das Gal4-basierte MATCHMAKER-System (Clontech)
verwendet. Untersucht wurde dabei eine mogliche Y2H-Interaktion von EmRaf mit den kleinen
GTP-bindenden Proteinen EmRal, EmRas, EmRapl und EmRap2, den zwei Spleilformen von
EmMkk und einem Em1433-2 (Konstruktion der Klone, vergl. 5.13.5). In allen Féllen wurde eine
EmRaf-AD Fusion gegen BD-Fusionen der anderen Proteine getestet. Fiir die translationelle Fusi-
on von EmRaf und der Gal4-Aktivierungsdomine (AD) wurde das emraf-Leseraster mit den
Primern Raf-Ndel-mod (5'-GTGTGCCATATGATGGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATC-3',
emraf cDNA: *99-126) und Raf-up-BamHI (5'-TACTCAGGATCCTCATTGGACCTTAACAGT-
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CAC-3', emraf cDNA: *2441-2424) aus E. multilocularis-cDNA PCR-amplifiziert und {iber die
Schnittstellen Ndel und BamHI, die auch auf den verwendeten Primern liegen, in den Vektor
pGADT7 kloniert. Dieser Vektor, der die Aktivierungsdomine enthélt wurde dann gemeinsam mit
den jeweiligen BD-Fusionen (vergl. 5.13.5), die die Bindungsdoméinen (BD) enthalten, in Hefen
transformiert. Die genaue Versuchsbeschreibung findet sich in Kapitel 5.7.13.

5.17.2 emraf (cDNA)

emraf cDNA Sequenz (2530 bp), Protein (781 AS, 87 kDa, ch +5,26)
Codierende Sequenz 2340 bp, Start ATG bei bp 99, Stop TGA bei bp 2439
RBD Ras-Bindungs-Domaéne): bp 486 — 701 (AS 129 —201)
C1 (Phorbol-Ester Diacylglycerol + einige Ras-GTP) : bp 732 — 860 (AS 211-254)
STYKC (Proteinkinase-Domine) : bp 1482 — 2240 AS 461 — 714)

Introns: I1 nach bp 167 (77 bp), 12 nach bp 910 (1337 bp), I3 nach bp 1271 (482 bp), 14 nach bp
1436 (1364 bp), I5 nach bp 1627 (725 bp), 16 nach bp 1804 2589 bp), 17 nach bp 1958
(2231 bp), I8 nach bp 2225 (1184 bp)

20
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CTTGTCTTAGCATGTAGATT
GGATCGACAAAGCTTTGACG
CAAGACAAGACGTACCAACT
CCGTCCAAGCGGTTATCGAA
AGGTAAAAGCGGCCCGCACC
CTTCCGGATAACCAGTTCAC
ATCTCTCTGTCTACAGCGTC
CGATGAGCAGACCCATCGGC
ATTACTTGCAAAATTTGCGG
TTCAGCGACTCCTAAAGTGT
CACAACTGCGCAGGTATGTG
GAGGCGGATCGCGGTGTCCG
TCTGCCATCACATCAATCCC
CTCCAATGCTGCCGTCGGTG
GGTGATGGAACCGCCTCTAC
GATCGGGCTCTTTTGGCACG
GTTCAAGAATGAGGTTAATG
TGGTGCGAGGGCTCTAGTCT
TGGATTACCTACACGCGAAG
CACAATGAAAACGTGGAAGG
AATCTCTCGGACGTCTACGC
TCGTCGGTAAAGGCATCCTC
CGATGCTCGACCAAATTTTT
AAGTACTGG GTCGCTGCGG
CTTCTCCCCTCATCGAAGAT
AGCGTCAAAACAATGCAATT

TAACTGCGCGTCTCAAACAG
TTAATCTTAGCGCTATGGAG
GTTGAATATCATTCGTAAAA
ATGTACTCCACCGAGTTAGA
AACCCAATAATGGCGATTCT
CGTGGTTGAGGTGCGTCCAG
GGCTCAGGGAATCTTGTGTT
GTCCAAAGCATGAGTTTCAG
CTTGGCGTTTCATCAGAGGT
AGCGGCCAGCGCAGTTCCAA
TCTACGAGGCGGCCACGGCG
TGATGCAGTCACGGCTAGAA
CAACAGCTACCCTCTTTCTC
GTGGTGACTCAAGTGAATTC
ACCCCGGCAACGCCAGCGCC
GTTTTCAAGGGCTACTGGCA
TTCTCAGAAAAACAAGTCAT
CTACAAACACATTCATGTGC
AAAATTCTTCACCGTGACCT
GCGGTTCGCGTCAGCCTACT
CTTCGGAATTGTATTGTATG
CGACCCGACATGTCGGCTAT
CTCAGTTGCACCAACGTCTG
TGTAGGAGAGGACTGCGCCG
GTGACTGTTAAGGTCCAATG
TTTACAGTTCAAAAAAAAAA

TCTGAAGTAGTTCCAAGTGG
AAAAACTGTGGTATGCTAAA
AGGAGGATTTTTTCGGCATA
AGAGCTTGAGGCTGTAATTG
ACTACCCTAAGTCCACCACA
GACAGACGATACGTCAGGTG
GTGGGACGACGATGCAGCTG
CGCAGAAGGTTCTTTGAGAC
GCGTTTCGCGGTTGGAGAAG
TTGGCTGGCAGTTCAGAACG
GCAGCGGCGGTGGTGGCTGC
TGCCATCGGCCCATCTACTT
CAACCTTATTCCCTGGGCTG
AAGAACCTTGTTCCATCCAA
TTGACTCCAGTGACAAGTGG
CGGGGATGTTGCCATCAAGG
GCCAACATTCTCCTCTTCAT
ACGAACGTCACTTCGATGTG
CAAATCCAGCAACATATTTC
GGCTCTATCTTTTGGATGGC
AGCTAATCACTGGCCAACTG
TCGCTCCGACGTGCCCACCG
GACGGTCTCTACCGCCGACT
GTCAACTGCCGCCACCACCA
AAGGTAATGAGTATGAATCC
AAAAAAA

AAATTGTTGATGTATCCCTC
AACAAAGATTGCTAACTTCC
TTCACCCGTGAATATGATGA
ACGAATGTAAGCGGGAGAAC
ACGTCGGCTGCCAATTCAGA
TTAGAGAAGAAGCTTTCCCA
GAGTAGCTCTGGTCTCAGGG
TCAAATCTGCAGCATCTGCC
CACCACTTGCAACCTACTGA
GCTCGAGCGGTGCAATTTCC
GGCTGCTGCGGCGGCAGCAG
ACTGCTGTTACCCGTGAGCG
GTTCGGTTAAGTCCCACGAC
TCTGGAGACGGAAGATCGTT
GAGATTCCCGCAGAGGAGAT
AGCTCAATGTTGTTGATCCT
GGGTGTCGTCTCGAAGCCGC
GAGGAGATGGTCGATGTTGC
TGCACGAACGGATTGTGAAG
GCCGGAGGTGATGCGCATGG
CCCTTCCGTGGGCACAACAG
AGTTGCGCCGTGTAGTCATC
GCGAAAACTTCCACGCTGCT
CCGCCGCAACCGCTTCCACC
ACTAAACTGTTATTTCAATC

TTCTTTTTGTGCTGAATGAT
GCCTCATAAGCGACGTTTTG
GGTCTCCAGTGACATTAACT
AGTGCGGCAGGCGCTTCTAG
AGTGCCAGCTGAGGGCACAC
TCGATGCTATTGCACTGAGG
GACCTAGTTGTGGAGTTTAA
AGAAGTTTGTCTTCTTTGGA
AGAGGATAATTTCATTGAAA
ACCACAGGATCGACAACACC
AGCAGCGAGGAAGCGGATGG
CTCCTCCTCTAGCCCCAATG
TGTAACCAGCCTTCCAATCC
TAAAATCGGCGACAGACGGG
CCAGAGGGGTCCACGCATCG
ACTGCAACCCAGTTAAAGGC
GACTAGCCATCATCACGCAG
TCGTCAAACCACTCAGGGCA
ATTGGTGATTTTGGCCTGGC
AGGGTGAGACACCATACACA
CCGTGAACAAATCCTCTTTC
GAGTCCTGCGAGTTTTCGCG
CCTCGGAACCGAACTTGCGT
CCCACCCCCTTCTCCTCCTA
AAGTGTTTGTCTGTTCGTGA
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5.17.3 EmRaf (Proteinsequenz)

781 AS, 87 kDa, ch +5,26
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MDROSFDVNL
FFGIFTREYD
RGKSGPHQPN
IRQVLEKKLS
NDEQTHRRPK
RLEKHHLOPT
PTTAQVCVYE
AHLLTAVTRE
PSNAAVGGGD
SDKWETIPAEE
AFKNEVNVLR
HEDVEEMVDV
ATMKTWKGGS
TGOLPFRGHN
RDARPNFSQL
PPPPPPQPLP

SAMEKNCGML
EVSSDINSVQ
NGDSTTLSPP
HRCYCTEDLS
HEFQRRRFFE
EEDNFIETIQR
AATAAAAVVA
RSSSSPNVCH
SSEFKNLVPS
IQRGPRIGSG
KTSHANILLF
ARQTTQGMDY
ROPTGSIEFWM
SREQILEFLVG
HORLDGLYRR
PPPPSPPTSP

KTKIANFRLI
AVIEMYSTEL
ORRLPIQKCQ
VYSVGSGNLV
TQICSICQKF
LLKCSGQRSS
AAAAAAAEQR
HINPQQLPSF
NLETEDRLKS
SEGTVEKGYW
MGVVSKPRLA
LHAKKILHRD
APEVMRMEGE
KGILRPDMSA
LRKLPRCSSE
LIEDVTVEKVQ

SDVLQDKTYQ
EELEAVIDEC
LRAHLPDNQF
LWDDDAAGVA
VFFGITCKIC
NWLAVONGSS
GSGWEADRGV
SNLIPWAGSV
ATDGGDGTAS
HGDVAIKELN
IITQWCEGSS
LKSSNIFLHE
TPYTNLSDVY
IRSDVPTELR
PNLRKYWGRC

LLNIIRKKED
KRENSAAGAS
TVVEVRPGQT
LVSGDLVVEF
GLAFHQRCVS
GAISTTGSTT
RDAVTARMPS
KSHDCNQPSN
TPRORORILDS
VVDPTATQLK
LYKHIHVHER
RIVKIGDFGL
AFGIVLYELI
RVVIESCEFS
GVGEDCAGQL
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5.17.4 emraf (chromosomaler Locus)

Chromosomaler Locus: 12376 bp, Start ATG: bp1, Stop TGA: 12318

Exons sind fett hervorgehoben: E1 69 bp, 1 — 69), E2 (743 bp, 147 — 889), E3 (361 bp, 2227 - 2587), E4 (165
bp, 3070 — 3234), ES (191 bp, 4599 — 4789), E6 (177 bp, 5518 — 5691), E7 (156 bp, 8281 — 8434), E8 (267
bp, 10666 — 10932), E9 (272 bp, 12105 — 12376)

Introns: 11 (77 bp, 70 — 146), 12 (1337 bp, 890 — 2226), I3 (482 bp, 2588 — 3069), 14 (1364 bp, 3235 — 4598), I5
(725 bp, 4790 — 5514), 16 (2589 bp, 5692 — 8280), I7 (2231 bp, 8435 — 10665), I8 (1172 bp, 10933 — 12104)
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ATGGATCGACAAAGCTTTGA
TAAAGTGTTCTCTATCAACC
TTGAATATCATTCGTAAAAA
TGTACTCCACCGAGTTAGAA
ACCCAATAATGGCGATTCTA
GTGGTTGAGGTGCGTCCAGG
GCTCAGGGAATCTTGTGTTG
TCCAAAGCATGAGTTTCAGC
TTGGCGTTTCATCAGAGGTG
TTACTTCACTTGTGTTGACC
CCGCCTAGTAAATTATCCTT
CAGAAATTTCGTTCAGTTCT
TGTTGGCTTACGAAAGCGTT
GGTGAGAATGCGTTAATTTG
GCTAACATTACCTGCCAGGT
GCAATCTGTCACCAAGCTAA
GAGGAACATCGATTGCCACT
CATCTAACTGTAACATATTC
AATCCAGGATTTTCTACAAG
GTTAAGGAAAAAAGTTAACT
ATCGGCCTTATGAAATTATC
TGTAATACACTAATGGGTTA
TCCTTCCCTTTCTTCTTTTC
CAGGATCGACAACACCCACA
GCGAGGAAGCGGATGGGAGG
TCCTCTAGCCCCAATGTCTG
ATTGGGTGATTTTTGTCCTT
TTTTTCTGAACGAAGGGGAA
CGAATCCCTTTACTGTTGAC
ACTTTCTGCTTGCTGTTGAT
TTCCTGTTGTATCTAAGTTT
CCAATGCTGCCGTCGGTGGT
TGATGGAACCGCCTCTACAC
CCATGGTAGCTAGGTTGTCA
AAGAGATCACTTCATTGACA

CGTTAATCTTAGCGCTATGG
CCCCCCCCCCACTTTTCGTC
GGAGGATTTTTTCGGCATAT
GAGCTTGAGGCTGTAATTGA
CTACCCTAAGTCCACCACAA
ACAGACGATACGTCAGGTGT
TGGGACGACGATGCAGCTGG
GCAGAAGGTTCTTTGAGACT
CGTTTCGCGGTTGGAGAAGC
TGTGCCACCTCGATCTCATT
CTGGTTCATTTTTCATTAAA
CCAGGAGATGGCATACCACG
TCCACTTTCATCATCATTTG
ACGACACCCTAACAATGCCA
CTAGGCATTAAAAGAATTCT
TGAAACTGTTACTTTTATTT
ACCTATATACCCTATTTTTC
GTGACGCTCGGGCTCAGGTG
AACAATGCTCCTCTTTCAAA
GGTTTTCTTTGTGTTGTATG
CAAAACACCATTTTCATTAA
AAGTATAACCTTTTACGCTC
CTTTAGCCTAAAGTGTAGCG
ACTGCGCAGGTATGTGTCTA
CGGATCGCGGTGTCCGTGAT
CCATCACATCAATCCCCAAC
CGATCAGTTTAACGATTAGG
ATTGATGCTTCTCAGACTCA
GATTTAAAGCACTTTCCAGG
AAACGGTTTTTGGTGCAAAA
CACTGGTGCTGAGGAATGCG
GGTGACTCAAGTGAATTCAA
CCCGGCAACGCCAGGTAATA
CAACGCTTTCAGTATGTGTG
ACTTGTGATAGGGCATAAAC

6
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AGAAAAACTGTGATATGCTA
CTTTAGATTGCTAACTTCCG
TCACCCGTGAATATGATGAG
CGAATGTAAGCGGGAGAACA
CGTCGGCTGCCAATTCAGAA
TAGAGAAGAAGCTTTCCCAT
AGTAGCTCTGGTCTCAGGGG
CAAATCTGCAGCATCTGCCA
ACCACTTGCAACCTACTGAA
GATATAGCACGCTTTGAAAG
TCTTCCAGTTTTAGCCGCAA
TTCTCAGGTTTATAAAGCAT
AAAAAATGTTGCTGCAAGGA
TTTATAGTACAGAGCCCCGA
ACTAAACATGACGTAAAAAT
CGGGTGCACGATTTTCAACT
TAATTTGGCACTACTTGATA
AGAAAGTCGGAACGTTAAGT
CGGCATCGTGTAGTCGATGT
CACAATTCTCCTCGTTTTTT
TACCCACCACGTCTACATCG
AATTACTCAGTAACTTGTTT
GCCAGCGCAGTTCCAATTGG
CGAGGCGGCCACGGCGGCAG
GCAGTCACGGCTAGAATGCC
AGCTACCCTCTTTCTCCAAC
GCTAGGGCATTGTATCGTAT
CGAAATTTATATTTTGGCTA
TCAAAATATTTAATGCCAAG
GTTCGCCACCTGATCCATAG
ATTTCATGAAATTGTTGTCG
GAACCTTGTTCCATCCAATC
TCTGAGCTACTTCTGTGCTA
TCAATCCCAGTTAAGTGCCC
CAATGGTTGAAGACTTCTGC

AAAACAAAGGTTAGTTTTTC
CCTCATAAGTGACGTTTTGC
GTCTCCAATGACATTAACTC
GTGCGGCAGGCGCTTCTCGA
GTGCCAGCTGAGGGCACACC
CGATGCTATTGCACTGAGGA
ACCTAGTTGTGGAGTTTAAC
GAAGTTTGTCTTCTTTGGAA
GAGGATAATTTCATTGAAAT
CTTTTGTGAAATCTAAATTT
ATTACTTGAATTCGTTTTGC
GTGGAGTGTTGTGAAAATGC
AAGATAGGACTTAACTTAAC
CCTCCAAGCTAATCCGATCT
AGCTTTTGATGCTTTTGTTC
AACCCTACTGCCACTTCAAT
CTGATCTTGTTTCGCCCTTT
ACGTGAGGAGATGGTAATAA
CATTTAAAAAAGATATCAGG
TACCAAATCTGTCATCGAAA
GTTATTGCCAGGCTAACAAC
GCATCACTTCACATTAGAAA
CTGGCAGTTCAGAACGGCTC
CGGCGGTGGTGGCTGCGGCT
ATCGGCCCATCTACTTACTG
CTTATTCCCTGGGCTGGTTC
CTTTGTAGTGGTACTGGCTT
ACTTTTCATAAATTTTGATG
TTATCATTTATTGGCAAAAA
CCCTACCTCTTCAGTCCTCC
ACATTACAGTCCCACGACTG
TGGAGACGGAAGATCGTTTA
CTGAAAGGAATTAAGTAAAT
TTTTATTAGCTTGATTTTCT
CTAAAATTTATTGGCACTTG

TACTCTCTCCCATCGCCAAA
AAGACAAGACGTACCAACTG
CGTCCAAGCGGTTATCGAAA
GGTAAAAGCGGCCCGCACCA
TTCCGGATAACCAGTTCACC
TCTCTCTGTCTACAGCGTCG
GATGAGCAGACCCATCGGCG
TTACTTGCAAAATTTGCGGC
TCAGCGACTGTGAGTTCACT
GGACTGGTCTCATCTTGCTT
CTAGGCGCATTGGGGTCCCT
CAGTGCTAATTTCACTGCTT
AACCAAAATTTGTCAGTGAA
CCTCCTCATATCTAGCATAA
GTCTCTCACCGACTGCCTAT
AAATTTTTACCGGAGCCCTG
TTAATTTGATCCTCTCCCGT
CCATGTTAAAATGTCAGCAT
TGTTTACGTAGTCAGTATTT
TGTCTTTAAGTATTACTTTT
CCTCGTCTTTTAGTATTTCA
GCGCCTCATCTCTTTACTTG
GAGCGGTGCAATTTCCACCA
GCTGCGGCGGCAGCAGAGCA
CTGTTACCCGTGAGCGCTCC
GGTTAAGGTATGTTCTAAAA
ACAAGATAAAATTACCTCCT
TAGTGTTTATTGTTTTTGGT
ATGCAGTAATGATGATGGAC
AAAAATCTTGGAAAATTGTC
TAACCAGCCTTCCAATCCCT
AAATCGGCGACAGACGGGGG
ACGGTAGTGTTATGTGACTG
GTAATAATAGGATGGGAGTC
AGGCAAATGTCGTCTTGCTG
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| | 1
ATTACTCAG&TGCAGTTTTG

ATAATTTACCCAACTGTTGG
AAATGAGTGGTGCAAAATGC
TCACCTTCAAACTGAAAAGC
TAGCCCTAGTGTTAGGACCT
AGATCAATTGGATTCATCAG
TGCCAACAACTTTGTCGCAT
TTATTTTCGTGCAGTCTATC
TCAAGACAAAGGGAAGCGCA
TTTTACCAAATTGCAGAAGG
AACCCGTGTAGTCAAATCTA
CCTTGACTCCAGTGACAAGT
CACGGGGATGTTGCCATCAA
TTTGCTAGCCTACTTCCGTC
GAGGAGCCCGTCAAATGCAC
TTGAATTGTCTAAACAATCG
GTCAAGGAGACTTCATGTAG
GGCCGATTGTCGAAGGATTC
CTCTTGGGTTATAAAATGAG
GGCTGAAAAGCTGTCATAAT
GCAATTTTTTTTAGAAAAAC
CTAGTCTCTACAAACACATT
TTTGAGCAGTTGTGCAGTAC
GTTGTTGAATGGCCTGCAGC
TCCATATCTGAGGCTCCTGG
TTCTCACCACTAGCAATGAA
TTCTAGGGTTAGTCTAAAAT
TATTGTAGGCTTACAACTAG
TCATTTCAATTTATGGGGCA
AGTAATAAATTATTGGATGC
ATAATAAATGCATTCTTTTG
TGTGCTTGTACTACTTTTTT
ATAGGTACAAAATTTAGAAC
TTCAATTTCTTGCGGTTGAA
GTGAAATTCGACGGTTTGTC
TTTATTTGAATAGCCTTGAC
ACGCTATGGACATGGACGAA
TTTAGCATAACCAATTTAAC
GGCTTGGTGTGTAGAGATTT
TAGATGTAGCGCCTTGAGAC
ATGGTCCGGATGTCATACCC
ACAATGAACGGAACCCTATG
GAGATTCTCCCCACTTCGTA
TATCGCATCAAACGCAGGTG
CACAAGCTAGCATGTGATAA
CTCACGATTTCATTGCATGC
CATTAAGCAACTTTGAGTTC
GTACGGTTCAAGTTCTACAA
TTCTTCACCGTGACCTCAAA
TTCGCGTCAGCCTACTGGCT
CCATTACTTTTTCCGCATTT
CCAAGACTTCCCTGAAGATG
ACCGTGTCAGTCATCGAATT
TTTAAAAAATTCCGTTGGGA
TTAATGTAATGTTGTGGGGA
ATGGGGAAGTGGCTGTGGTA
ATTGTCGCTTCATTTGTTGA
CGATTATCCCATCCGCAGCA
AATAATACAGCACTCTGAGA
CTAGGCTTGGAGGCCAGCCC
CAATTGGTGCCATTTTGGAA
GGCTATCTCATGCTTGTATC
TTTAATTCCTTTCCATCATG
TTTAAACTGGATGCCTTCAT
AGAAGTCCTGTCTCCGAGGT
CAATATAAGCAATGTTTTAA
ATTGTTTCATAGGCTTGATA
ACTATTTTAGGTTTCGCTTA
CCAAATGAGTTTCATTGCAT
GTAGGTGTTTCCAGACAACC
GTTAGTTATCTCGACTGTTC
TTTGATAATATCAGTAACAA
ATACACAAATCTCTCGGACG
CTCTTTCTCGTCGGTAAAGG
TTTCGCGCGATGCTCGACCA
AACATTCTTCAGATATTTCA
GCAATTAGAACGGAAAATAA
CGTTTTCTGTCCGCTACTTA
TAGAGCCACCCCTCAGTGCT
TTCAACGATTTAACACAAAG
CTACCGTGGGTCGTCTTTGC
ATATAGTGCCTGCATCCTAC
GAACATTCGAGGTACCTATC
TTTCCCGCTTATAGTCTCTT
TAAGGCGTATTATGTTCCAT
CCGTTGTCGCGTGTTTTAAT
CAAGTTGCACCAACGTCTGG
GTAGGAGAGGACTGCGCCGG
TGACTGTTAAGGTCCAATGA

1 |
AATGCATCTGCTTTCGTCAC

ATGACGCCCTATATTAGTTG
GAACATCAGAGGTATTGGCA
CTTAATAGCAGCAGAAATTT
GCCTTCCAACGTGTACAAAA
CATCAGTATTGAAATTAGAG
CATTGGAAGACTAATGAATT
CCTTAACTCAGTCACTAACA
CTCAGCCATCAATCTTACAT
GGTGAATAGCCATTGGCTCA
CTAATAAAGGTGACATTATT
GGGAGATTCCCGCAGAGGAG
GGAGCTCAATGTTGTTGATC
TCCACTTTGTCTGCAGTGTC
ACTGCTTCTCATATTCATGA
TATACTTCCAGCAACTACCC
AGTTCACGAGTTATACTGAA
AATCTGGTAGTTCACTGGCG
CATGATTTTAAGATATCTTC
TGATGATATAGCCCGAGTTC
AAGTCATGCCAACATTCTCC
CATGTGCACGAACGTCACTT
TAACAACATTCATGGAATTC
AATGGAAGAATTTGTCCAAA
AGTTTAGTTCTTCCAAGGCA
ATTGTACTGCCCAGGAGCTT
TGATATTTGCCTCGTCGATG
CACAACTTTAATAACCCTTT
GTTATTAGTGGGATATTAGG
AAAGGCATTTCCTGCGCAAC
CCCCATGAATAAGTCAACGA
GTGCTATGGTTGTAAAATGT
TCAGGTACGTATGGTTAATG
TAACTCGAAGTTTTCAATTT
TATCCTCTGTAGTGAGCCTC
TAATGTATCGCTTCGAGTGA
GCCGTTTATGGAGCTCTTGA
ATGACAAAATGGCAACAATG
TATGTGCATAGGACATGTGA
TTTCCTGAAGACAAGAGAAG
CCCTAGCGAAAATATATTGG
TCACCATAATGGAATCGGAA
AATCATACAAAACCTAAAAC
TAGGCTCTTTCACCCAACTA
CCTCATGGTTGGAACCCTCG
AGAAGTTGTGTTAGGCTTTT
CCTTTGTGCGCGTTTTTATT
TTTCTGGGATTAAAAAGTGT
TCCAGCAACATATTTCTGCA
CTATCTTTTGGATGGTAGGC
ATGTCTGCTTCTTTGAAGCA
AAAGAAGATATGATACTGGT
CTAATGCAATTGGGAAGATA
GATAAGGAAGGTGCAGCCTA
TAGGATTTCGCTTCTATCCC
TTACGAGTTTACATAGCTTA
TGCCTTTCCTATATATTACG
TATTTACTTCTTCCACCCCA
CTTCTCCAGAGGCAAAAGGT
ACCCGGTGGAGGTACAATGG
TATGACTTTCATCGTACAAT
CACCACCCGTTATTTAAGTT
GTTTCTATCATCATTATGTA
AGGACCAATCCAGTGGCCTA
TAGGTGGAATTATACCTTTT
GACTGGATGAATTCTGTGTT
TACGGTGGTGCTGAAACGCA
TTTGCTTTAAGATTATCTTT
TGTGATGGTACAGACAGTTC
GTAAACATTCATTTTGGTGG
GTTCATTTTGATGTCCATTG
AACATTTTAAATGCAAATTC
TCTACGCCTTCGGAATTGTA
CATCCTCCGACCCGACATGT
AATTTTTCTCAGGTAGGGCA
TTGAAGTAGAAAAAAACTTA
AATTTAACTATTCATTTCCC
TGATGGTAGTCAATGGTCTA
GCATTCCAATATCCTATTCC
ATTAGAGTAACTCGTCACAG
AGATTCAGTCATTCTTAGCA
CTGAAGGCGTTGGTTAAAAA
CATAAATTTCTTGATGGGAC
ACTAGTTGTGGTAACTTTCG
CCAAAGTTGGGCTTAATTGC
TGCATCACACAAGGTCAGTC
ACGGTCTCTACCGCCGACTG
TCAACTGCCGCCACCACCAC
AGGTAATGAGTATGAATCCA

| | |
AGTTCAAGATCCTTACCAT

AGCACTGGCTTATTCACCGT
TTCTGAGATTAGTGGTTAGA
TAATATTTACGTTGGATATG
GGGCCGCTTTTCCTTATTCT
TTTTTCTCATTTCATTCAGC
CGACTGTTAATCATGTTGGG
CATAGCTAATACGGTTCCAA
GTTTATAATGTAGCGTTCGA
GTCTACATGAATGGTTTTGC
TTTTCGGACTAAACTATGGA
ATCCAGAGGGGTCCACGCAT
CTACTGCAACCCAGTTAAAG
AATTCCGTTCAATTTTGCTT
TTCTTTGCAAAAATAGTGAA
TTCTTGGCTAGTCATCGCAA
GAACCCGCCTTGATAGGTAT
ATTCTTGCTCTCTTGACACT
TATTGTGCGTCTCCACCGCT
TGTATTACAATCGTAGAGGG
TCTTCATGGGTGTCGTCTCG
CGATGTGGAGGAGATGGTCG
TGACTCTTCTTGTACAGCTT
GTACGCCGATTCCAGCCTAA
TCTAAGTCCTCTCTAAAATG
GGAAACCGAATTCGTGCAAG
TGACAAAAATTCACCAAAAA
TTGGTGAGCAAGGAGGTTAC
TGAATGTCACGACAATATAC
TTTTTTTCAACCAAACGTTT
TGGTCCGACGCTAGTAAGTG
GAAACGTACGTAGATGTGAG
GGAGTGTTCATGAATTCCCT
GTTGAAATCGGCTCCCGCTC
CACAGGTTTTTCCATACACA
CCTTCAAAGGCGGACTAAGA
TGTCTGACAAGCCCGTGTGG
GATTTGTTTTCAACAATTCT
GGCTGACTGCAATTTTGCCA
GTATAATGCTTTGGAGAGAA
TGGAGTCTTAGGTGTCCTTG
ACCACTAAGACTGAAGAGGC
AAGTAAGCCAGTTTGTTTTA
AGCACTGTATACTTCTCAAC
TAGCATCATTCTTGCATTCA
AATCGCAAACTTCTTCGTCC
TTTTATATTTTTTTTATTAT
CAATTTTTCGATCACAATTG
CGAACGGATTGTGAAGATTG
TTCGCGTCTTTTCGTGATTT
TTTCCTCCGGATTTATTTCA
CAGCCTCCCGCATCGGGCAT
CTTGACCCCAGTGTCACCGA
TAGTCAGTCAATCGTAGGAA
TCCTCGTCACTCCTCACCTC
TTTCTTCATACGGGAACGGT
GGAGTAGGGTAGTTACTGAA
CTACCCATCCGTAGAAATCA
GGCATAAGATTTGGGCAGAA
AGGAGACCCAAAGTGATCCC
CGCATACTCTGGGAAGTTTC
AAAGCGCCTCATTTTCATGG
CCTATGATATTTTTGGTATA
GAAAATTCGAAGGACCAAGG
GAATTTAGCGTAAAAGCTGT
GAATGGATCAGTGGCGGTTA
ATCCCAAATTGCAAAGCATA
CAAGCAATTCTTCAAGATGA
AAAATGTTAGCCGCTTATGT
CCGAATATATTCTTCTAAAA
AAGACTGTGATGGGTGCGGA
AAATTTGGCATTTTACAATT
TTGTATGAGCTAATCACTGG
CGGCTATTCGCTCCGACGTG
CTCTATGCGTTTGTTCTTCT
CTGATTCAGGGATGTGTCTC
AATGAAGCAAAGCTCCATTC
TTTTAAATTAGAGCCTTATT
CTAATCTTAATCTGGGTGCT
GTCAGGGTGCGAAACACGAG
GATGACCTGAAACAAAATTT
TCAAAAACTAAGCATACAAA
ACCAGAATGGTGTACATTGT
ATGCGGTGGGCATCTGATAG
CTTACTACGCCAAGTTTTGA
TGTTGCACCAACTAGACATT
CGAAAACTTCCACGCTGCTC
CGCCGCAACCGCTCCCACCC
CTAAACTGTTATTTCAATCA

I 1 I 1
TAGCCCCCATGTGACTCATT

TTCACTATTCAACTTCAAAA
ATTGGTTGGTTCATATTTTG
TTAGATCCTGAGATGATATA
CTGTCGATTCTCGTAGGAAC
TTTCGCTGTCGGCGTGTGAC
TATTGTTCATCAACAATAAC
ACAACGTGCTAGGTGTTTTT
GTTATCCGTAAAGAGGCTAC
CTACTACCAGTGCGGAAACT
ATTAAAACTAATCTTCGCTT
CGGATCGGGCTCTTTTGGCA
GCGTTCAAGAATGAGGTTAA
ATTGAATCTTACTTTTATGT
GAGAACCCATTTCTCAGGTC
CAGCTTTGGAGTGAATCGGC
ATCTTCAATATTGTGTTTTG
GCACAGCCTTCTGTCTGAAC
TTATTCGAGGGTGAATCTTT
TGGATTGTGGGTCACTAAAT
AAGCCGCGACTAGCCATCAT
ATGTTGCTCGTCAAACCACT
CTAGGTATTATTTGTAAAGG
ATATACATGTAAGTCGTGTA
ACTTTAAATTCTCCGTTCGG
AACCTCAGGCCCGGTTTAAA
CCTGTCAATATTGACTTAAA
CACGTCGCATCCACCTCATG
CCGGCAAATCCAAACCAGAG
AAAGGCGCGTTAGTGACAAG
TGGTTTATAGCCAGTGTAAA
GGTGGCTGTGAACAACTTCT
TATAAATTATCAATATGGAA
TAGTAATAATTACTTCGCAG
GTTTCGATTTGGTGACCCTG
TACCACCATGGAAAGTTTAT
TTAAACACACGTTCAGCACT
TCTGTTGAGTCACCACAACA
CAAATATTAAGAGGAGTTTG
TATGTATTGTTGACATAGAG
AAACCTAAACTAAGAGATTA
TGAGTAGTTAATTATGAAAT
TTTTTCGGGGATGATGTAAG
TTCGAATGCTGAATGAGAGT
TCAAATGCGTCGGTTCGGGC
TTTTGAGGCACTTTTAAAGC
CTAGATATATCCAGTCTTTT
CTCACTTTCTCCATTTTCAG
GTGATTTTGGCCTGGCCACA
AAATATTTATGATTAAGTCT
TTCATTTTTGGGCAAAATCA
CGCAATGTAATCGGTGCTGT
TCCCTCTTGGCAATTCTACT
AACCGGCCGAGAAGCAGAGT
ATTACTACTCAGCCATATCT
AAAAAGCTCCGTAACGGACT
CGTTAACTTCAATTTCAGCC
GGGTAGGTGCCCCATACAAT
TATATATGTATTTAACATCA
TTTGCCAAAAGCGATAGTTA
ATTCGGCTGGGCAGTCTTAT
GTTGTGAATTTGAGGCTTAA
TTGATGTGTCATTTCAAATG
AGCGATGCTTTTGGCCAAGG
AGTGAAGTTGGCTATTGTAT
AAAATTACTACTCAAAGTCC
ACGTTTTGGAAATTTGAGAC
TTTTTTATGCTTCTGGGCGA
GCGTTATCAATGAGATTGAG
GTGAAGTTTCAACCCCGAGG
ATGCTCAGACGTCAATATCT
TACAGGCGCCGGAGGTGATG
CCAACTGCCCTTCCGTGGGC
CCCACCGAGTTGCGCCGTGT
GGTGATTTCGATGTTCAGTT
AGTTATTGCTCGATGATGAT
CTCTGTTGACGGGGATATGG
TTCTCGCTGGTTTATTCGTA
GCTTTTTTTCAAATTAATTA
GTCGTAGTGTTTGCCAAAAG
TTTATTTTCCCCTGGGGTAC
TTTGTAGCTAAACATTACAA
CTTACAGACATTGCAGTTAT
ATGAGCATCTATGCTGATTG
CGCTCTGCTTAACAACACAC
GGAAGTTCCAAAAATATTTT
CTCGGAACCGAACTTGCGTA
CCACCCCCTCCTCCTCCTAC
AGTGTTTGTCTGTTCG

1111
TTCA%GGTT&GATT%ATCT%
TCCGAATTTTTCTTAATGAA
AGAATATAATGTTTTAAACT
ATCGGGTATGGCAAGTTCTT
CATTTATTGGTTGTTATGTC
TTCCCAGCGTGTTATCACAC
GGGTCGCGAAAATTTTGTGC
AAGTAAAGGTAATGCCTCTG
AAAGCGTACGAATCGAGAAA
GAATCGCAGAATATTTGAAC
TCTTGTTTTGCATCTCAGCG
CGGTTTTCAAGGGCTACTGG
TGTTCTCAGGTGCGATTTCT
TATTTCGACTTGGTGCCTGT
AAATTGGATTAAAGAAGATC
TACAAATGGGCTTCCATTAC
CTTTAGTGTGTTTGCAATTT
TCTTCTGCACTTATCGTAAT
TAGGTACTACCGCAGAGAAG
GTGCCATTCCAGTACCTTCA
CACGCAGTGGTGCGAGGGCT
CAGGGCATGGAGTAAGTTGT
TATTACACCTTCTATTTTGC
GAATGGTTCCACAGTAGCAA
CGTGAGTCGTACCTAGTATT
GTGCCAGCTCTTGCATTTAG
TGTGTGGTTTTGGTCTGATT
CTACCTTTAATAATTTTACT
GTTTAATTGAGGTGTTGGTG
CAGGTAATGTTCTCTGAAGG
ATTGTGCACAACAGTTACAC
CACGGACTGTAAATGACATT
ATGAGATTAAATGGTAATGT
AACTCGAAGTTAGGGCCTTT
CAACAAAATCGTGTTTACTT
AGCCACCGCGCAAGACTGAC
AATTCGGAAGTATGTAAAGC
AATGCATTATGTGACGTCTG
TTGGTCGTTAAAAAAATAGA
AAGGGCTGGGGGCTACTGGC
ACAAATCACCAAAATATTCC
TAAAACTTGTTTTAAAGGGA
GTACTTGTGAACAGTCGCTC
GTATTTGGTGCCAGATCTTT
TGGGACATTTTGCTCCACAA
ACTTTTAGGTAAGGAAGTAG
GTATTCGATAAGTGAAGGTG
TTACCTACACGCGAAGAAAA
ATGAAAACGTGGAAGGGCGG
TGCGTTTTGAGCTCTTGGCT
GTCAAACACCGTATAGCATT
AAGGAAACACCGATGCGCAG
GAATCTGGAGTTCCGCCCCG
AATGTAACAAAGGACGGGAT
ATCCGACTTTTATCCAGCTA
CTTCTGGAAGGTCCACTGCC
CTTCTGTTATGGATTGTGAT
CGGATTTGTTTTTCATCGCC
GTAGAGTTTGGAGTTATTAG
AACAAACAACCAACGTATTA
CCTGCGACTCCACTTCCATA
TATCTATGTATTTCTTCACT
GTGGAAAAGTTGTGATGCTT
CTTGTGTACAGTATAGTTTG
CTACCCCGCTGAATCGTTTG
ATCCTTGTTTAAATCTTTGC
ATCCAAAACTCTTCGCTTTG
TTTAGAGTTTAGCGTCATTT
CCACTTATGATGATTTGGTG
GCTGCAGCTGTTTGGTTTTA
CGCACCTGAAGCACTCGATT
CGCATGGAGGGTGAGACACC
ACAACAGCCGTGAACAAATC
AGTCATCGAGTCCTGCGAGT
GTATCTACCAGTTTTTATTG
AGATACGCTGCTTTGACATC
TATCAAAGAACCTTGTACCT
CTGCGTCATCTCTGTATTCT
CAATCATTTGGTTTGTCAGT
TGGACGCGACCTCGACCGTC
GACTCTACTCGCTCTTATCA
ATCAAGCAAATATCTTCACA
CGCATTTCTTGATCCCGTAT
GAGCTATTCATCTTTACTAC
ATGCTCAAGTTCAGGTGGCA
CGATTTCTTTCTACTTGTTC
AGTACTGGGGTCGCTGCGGT
TTCTCCCCTCATCGAAGATG
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5.17.5 emraf (MAP)

CTTGTCTTAGCATGTAGATTTAACTGCGCGTCTCAAACAGTCTGAAGTAGTTCCAAGTGGAAATTGTTGATGTATCCCTCTTCTTTTTGTGCTGAATGAT
IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{I III}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{III I}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{

GAACAGAATCGTACATCTAAATTGACGCGCAGAGTTTGTCAGACTTCATCAAGGTTCACCTTTAACAACTACATAGGGAGAAGAAAAACACGACTTACTA

GGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATCTTAGCGCTATGGAGAAAAACTGTGGTATGCTAAAAACAAAGATTGCTAACTTCCGCCTCATAAGCGACGTTTTG
IHIIIIII“IIIIIIHIIIIIIHIIIIII”IIIIIIHIIIIII“IIIIIIHIIIIIIHIIIIII”IIIIIIHIIIIII“IIIIIIHI

CCTAGCTGTTTCGAAACTGCAATTAGAATCGCGATACCTCTTTTTGACACCATACGATTTTTGTTTCTAACGATTGAAGGCGGAGTATTCGCTGCAAAAC

D RQ S F D VNILS AMEI KNTCGMTLI KT KTIA ANV FUZRIULTISD VL

44iﬁ4L*4ik4+f4iﬁ4L*4iﬁ4L*4+ﬁ4L*4iﬁ4L*4ik4+f4iﬁ4L*4iﬁ4L*4+ﬁ4L*4iﬁ4L*4ik4+f4iﬁAL*Aiﬁ4¢*4+ﬁ4¢*4iﬁ4¢*4Lﬁ

CAAGACAAGACGTACCAACTGTTGAATATCATTCGTAAAAAGGAGGATTTTTTCGGCATATTCACCCGTGAATATGATGAGGTCTCCAGTGACATTAACT
IHIIIIII“IIIIIIHIIIIIIHIIIIII”IIIIIIHIIIIII“IIIIIIHIIIIIIHIIIIII”IIIIIIHIIIIII“IIIIIIHI

GTTCTGTTCTGCATGGTTGACAACTTATAGTAAGCATTTTTCCTCCTAAAAAAGCCGTATAAGTGGGCACTTATACTACTCCAGAGGTCACTGTAATTGA

Q DK T Y Q L L NI I RIKI KEDVFVFGTIVF T REYUDEV S S DTIN
| 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1
T T T T T T T

C

1

CCGTCCAAGCGGTTATCGAAATGTACTCCACCGAGTTAGAAGAGCTTGAGGCTGTAATTGACGAATGTAAGCGGGAGAACAGTGCGGCAGGCGCTTCTA
(HEEEEEE NSNS EEEEEEEEEEENENENEEEN|
1 1 il 1 il 1 i 1 i 1 il 1 1 1 i 1 il 1

GGCAGGTTCGCCAATAGCTTTACATGAGGTGGCTCAATCTTCTCGAACTCCGACATTAACTGCTTACATTCGCCCTCTTGTCACGCCGTCCGCGAAGAT
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AGGTAAAAGCGGCCCGCACCAACCCAATAATGGCGATTCTACTACCCTAAGTCCACCACAACGTCGGCTGCCAATTCAGAAGTGCCAGCTGAGGGCACAC
IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{I III}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{III I}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{

TCCATTTTCGCCGGGCGTGGTTGGGTTATTACCGCTAAGATGATGGGATTCAGGTGGTGTTGCAGCCGACGGTTAAGTCTTCACGGTCGACTCCCGTGTG
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IIII}IIII IIIII}IIII IIIII}I 11 IIIII}IIII IIIII}IIII IIIII}IIII IIIII}IIII IIIII}IIII

G
I
GAAGGCCTATTGGTCAAGTGGCACCAACTCCACGCAGGTCCTGTCTGCTATGCAGTCCACAATCTCTTCTTCGAAAGGGTAGCTACGATAACGTGACTCC

L P DNQF TV V EV RPGQTTII R OQVLEI KI KU LSHI RT G CYT CTE

ATCTCTCTGTCTACAGCGTCGGCTCAGGGAATCTTGTGTTGTGGGACGACGATGCAGCTGGAGTAGCTCTGGTCTCAGGGGACCTAGTTGTGGAGTTTAA

I
TAGAGAGACAGATGTCGCAGCCGAGTCCCTTAGAACACAACACCCTGCTGCTACGTCGACCTCATCGAGACCAGAGTCCCCTGGATCAACACCTCAAATT

D L S VY SV _GSGNULUVLWDUDDAAGV VALV S GDIULV YV E F N
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CACAACTGCGCAGGTATGTGTCTACGAGGCGGCCACGGCGGCAGCGGCGGTGGTGGCTGCGGCTGCTGCGGCGGCAGCAGAGCAGCGAGGAAGCGGATG
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GTGTTGACGCGTCCATACACAGATGCTCCGCCGGTGCCGCCGTCGCCGCCACCACCGACGCCGACGACGCCGCCGTCGTCTCGTCGCTCCTTCGCCTACC
T T A Q v C VvV Y EA AT AAAA AV V A A AAAAALAMAMEUGQRTG S G W

GAGGCGGATCGCGGTGTCCGTGATGCAGTCACGGCTAGAATGCCATCGGCCCATCTACTTACTGCTGTTACCCGTGAGCGCTCCTCCTCTAGCCCCAATG

CTCCGCCTAGCGCCACAGGCACTACGTCAGTGCCGATCTTACGGTAGCCGGGTAGATGAATGACGACAATGGGCACTCGCGAGGAGGAGATCGGGGTTAC
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TCTGCCATCACATCAATCCCCAACAGCTACCCTCTTTCTCCAACCTTATTCCCTGGGCTGGTTCGGTTAAGTCCCACGACTGTAACCAGCCTTCCAATCC

AGACGGTAGTGTAGTTAGGGGTTGTCGATGGGAGAAAGAGGTTGGAATAAGGGACCCGACCAAGCCAATTCAGGGTGCTGACATTGGTCGGAAGGTTAGG

vV ¢C H HINUPIOQ OQULUP S F S NLTIPWASGS YV K S HDITU CNOQU®P S NP

CTCCAATGCTGCCGTCGGTGGTGGTGACTCAAGTGAATTCAAGAACCTTGTTCCATCCAATCTGGAGACGGAAGATCGTTTAAAATCGGCGACAGACGGG

GAGGTTACGACGGCAGCCACCACCACTGAGTTCACTTAAGTTCTTGGAACAAGGTAGGTTAGACCTCTGCCTTCTAGCAAATTTTAGCCGCTGTCTGCCC
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GTTCAAGAATGAGGTTAATGTTCTCAGAAAAACAAGTCATGCCAACATTCTCCTCTTCATGGGTGTCGTCTCGAAGCCGCGACT
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5.17.6 emraf (Oligonucleotide)

emraf Oligonucleotide (cDNA)

Raf 3'

Raf 3' cDNA up
Raf 3' cDNA up2
Raf 3' mod

Raf 3' stop

Raf'5' cDNA
Raf 5' cDNA2
Raf 5' dw

Raf 5' dw2

Raf 5' mod
Raf-dw
Raf-dw-nest (3.7.01)
Raf-dw-nest (9.11.00)
Raf-dwl
Raf-dw10
Raf-dwll
Raf-dw12
Raf-dw13
Raf-dw14
Raf-dwl15
Raf-dw2
Raf-dw3
Raf-dw4
Raf-dw5
Raf-dw7
Raf-dw8
Raf-dw9

Raf-T7 dw

Raf-T7 up
Raf-up
Raf-up-nest
Raf-upl
Raf-up10
Raf-upl1
Raf-up12
Raf-up13
Raf-up14
Raf-upl5
Raf-upl6
Raf-up2

emraf cDNA 2438-2421
emraf cDNA 2497-2476
emraf cDNA 2516-2496
emraf cDNA *2438-2414
emraf cDNA 2441-2421
emraf cDNA 40-60
emraf cDNA 4-26
emraf cDNA 99-120
emraf cDNA 99-126
emraf cDNA *100-120
emraf cDNA 99-120
emraf cDNA 1866-1885
emraf cDNA 2420-2441
emraf cDNA 1711-1730
emraf cDNA 973-983
emraf cDNA 1438-1457
emraf cDNA 2228-2245
emraf cDNA 1779-1797
emraf cDNA 1815-1834
emraf cDNA 1346-1365
emraf cDNA 1737-1755
emraf cDNA 1566-1584
emraf cDNA 1237-1255
emraf cDNA 1173-1192
emraf cDNA 545-569
emraf cDNA 2094-2113
emraf cDNA 903-922
emraf cDNA *99-120

emraf cDNA *304-284
emraf cDNA 304-284
emraf cDNA 1929-1912
emraf cDNA 1958-1939
emraf cDNA 954-937
emraf cDNA 1130-1112
emraf cDNA 2144-2126
emraf cDNA 1799-1780
emraf cDNA 1827-1808
emraf cDNA 2290-2274
emraf cDNA 569-547
emraf cDNA 1173-1155
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TTGGACCTTAACAGTCAC
CGAACAGACAAACACTTGATTG
GCATTGTTTTGACGCTTCACG
GTGGACCTTAACAGTCACATCTTCG
TCATTGGACCTTAACAGTCAC
GTCTGAAGTAGTTCCAAGTGG
GTCTTAGCATGTAGATTTAACTG
ATGGATCGACAAAGCTTTGACG
ATGGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATC
GTGGATCGACAAAGCTTTGACG
ATGGATCGTCAAAGCTTTGACG
GAACGGATTGTGAAGATTGG
TGTGCACGAACGTAACTTCG
GCTCTAGTCTCTACAAACAC
CAATTTCCACCACAGGATCG
GCCTTGACTCCAGTGACAAG
GCACCAACGTCTGGACGG
GCTCGTCAAACCACTCAGG
GCGAAGAAAATTCTTCACCG
CCTTGTTCCATCCAATCTGG
GTGCACGAACGTCACTTCG
AATGTTGTTGATCCTACTG
TCTCCAACCTTATTCCCTG
CGTGAGCGCTCCTCCTCTAG
GACGATACGTCAGGTGTTAG
CTCTTTCTCGTCGGTAAAGG
CAGCGACTCCTAAAGTGTAG

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATGGATCGTCAAAGCTTT-
GACG

TAATACGACTCACTATAGGGCGAACGGAGTTAATGTCATTGGAG
ACGGAGTTAATGTCATTGGAG
GCGAACCGCCCTTCCACG
CATCCAAAAGATAGAGCCAG
GAACTGCCAGCCAATTGG
GACTGCATCACGGACACCG
GCGAATCGCCGACATGTCG
GCCCTGAGTGGTTTGACGAG
GAATTTTCTTCGCGTGTAGG
GGTTCCGAGGAGCAGCG
CTAACACCTGACGTATCG
GGGTAACAGCAGTAAGTAG
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5 Material und Methoden

emraf Oligonucleotide (cDNA)

Raf-up2-nest
Raf-up3
Raf-up3 TD
Raf-up3-nest
Raf-up4
Raf-up5
Raf-up6
Raf-up7
Raf-up9

TD Rafup

emraf cDNA 1152-1132

emraf cDNA 1252-1231
emraf cDNA 1539-1519
emraf cDNA 302-284
emraf cDNA 672-655
emraf cDNA 286-267
emraf cDNA 1949-1927

emraf Oligonucleotide (Schnittstellen)

Raf 3'up BAM H
(Raf up-BAMM)

Raf 5' Bam Kozak

Raf 5' Ndel

Raf 5' Ndel MOD
Raf SK-3'-Bam
Raf-3-B

Raf-3' Stu

Raf-3' Stu-mod
Raf-3'-Eco-SK
Raf-5-B

Raf-5' Stu

Raf-5' Stu-mod
Raf-5'-Bam-Hum

Raf-5'-Eco-SK
Raf-dw Ndel

emraf cDNA *2441-2424

emraf cDNA *99-126

emraf cDNA *99-120
emraf cDNA *99-126
emraf cDNA *2438-2414
emraf cDNA *2441-2414
emraf cDNA *2438-2414
emraf cDNA *2438-2414
emraf cDNA *2438-2414
emraf cDNA *99-126
emraf cDNA *99-126
emraf cDNA *99-126
emraf cDNA *99-126

emraf cDNA *99-126
emraf cDNA *1173-1192

emraf Oligonucleotide (chromosomaler Locus)

Raf 12 (8) up
Raf'17 (4) up

Raf intr dwl

Raf intr upl

Raf intr up1 nest
Raf inter dw1 nest
Raf inter dwl TD
Raf inter up1

Raf intr up 1 nest
Rafintr upl TD
Raf intr.3dw2
Raf intr.4dw1

emraf chrDNA 1270-1252
emraf chrDNA 8888-8868
emraf chrDNA 7185-7166
emraf chrDNA 7018-7039
emraf chrDNA 7090-7108
emraf chrDNA 7152-7134
emraf chrDNA 7185-7154
emraf chrDNA 7018-7039
emraf chrDNA 7090-7108
emraf chrDNA 7020-7047

emraf chrDNA 11285-11305

emraf chrDNA 8874-8893

GGGCCGATGGCATTCTAGCCG

emraf cDNA 1293-1275 AAGGCTGGTTACAGTCGTG
emraf cDNA 1304-1275 GGAGGGATTGGAAGGCTGGTTACAGTCGTG
emraf cDNA 1220-1202 GGGATTGATGTGATGGCAG

GGAATAAGGTTGGAGAAAGAGG
GCCAGTAGCCCTTGAAAACCG
GGAGTTAATGTCATTGGAG
CCAGAGCTACTCCAGCTG
GAGACCTCATCATATTCACG
GATAGAGCCAGTAGGCTGACGCG

TACTCAGGATCCTCATTGGACCTTAACAGTCAC

GTTGTTGGATCCGCCGCCATGGATCGACAAAGCTTT-
GACGTTAATC

TTGTGCCATATGATGGATCGACAAAGCTTTGACG
GTGTGCCATATGATGGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATC
GGCTACGGATCCTTGGACCTTAACAGTCACATCTTCG
GTCATTGGATCCCTCATTGGACCTTAACAGTCACATCTTCG
GTCATTAGGCCTTCATTGGACCTTAACAGTCACATCTTCG
GTCATTAGGCCTCTCATTGGACCTTAACAGTCACATCTTCG
GTACCTGAATTCTCATTGGACCTTAACAGTCACATCTTCG
GTCATTGGATCCCATGGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATC
GTCATTAGGCCTATGGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATC
GTCATTAGGCCTCATGGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATC

GTAGTAGGATCCAAAAAAATGGATCGACAAAGCTTT-
GACGTTAATC

GTTGTGGAATTCGATGGATCGACAAAGCTTTGACGTTAATC
ACTGCTCATATGCGTGAGCGCTCCTCCTCTAG

GTCCTATCTTTCCTTGCAG
GTTACATTACTCTGCTTCTCG
GAATTAGTGCTGAACGTGTG
GACTAATGTATCGCTTCGAGTG
GCAAGACTGACACGCTATG
GCTTGCCAGACATCAAGAG
GAATTAGTGATGAACGTGTGTTTAACCACACG
GACTAATGTATCGCTTCGAGTG
GCAAGACTGACACGCTATG
GACTAATGTATCGCTTCGAGTGACCTTCAAAG
GTCATCTCTGTATTCTTAGAG
GCAGAGTAATGTAACAAAGG
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emraf Oligonucleotide (chromosomaler Locus)
emraf chrDNA 10331-10313
emraf chrDNA 4152-4131

Raf intr.4up1
Raf intr.6up1

Raf-12-dwl emraf chrDNA 6087-6107
Raf-12-dw2 emraf chrDNA 6564-6586
Raf-12-upl emraf chrDNA 7955-7937
Raf-12-up2 emraf chrDNA 7342-7324
Raf-13-dw2 emraf chrDNA 11285-11305
Raf-13-dw2 emraf chrDNA 4152-4131
Raf-13-dw3 emraf chrDNA 11863-11881
Raf-I3-upl emraf chrDNA 11609-11590
Raf-13-up2 emraf chrDNA 10959-10939
Raf-I4-dwl emraf chrDNA 8874-8893
Raf-14-dw2 emraf chrDNA 9524-9543
Raf-14-dw3 emraf chrDNA 10104-10124
Raf-I4-upl emraf chrDNA 10331-10313
Raf-14-up2 emraf chrDNA 9732-9713
Raf-I4-up3 emraf chrDNA 9119-9099
Raf-16-dwl emraf chrDNA 3737-3755
Raf-16-dw2 emraf chrDNA 4283-4302
Raf-I16-upl emraf chrDNA 4152-4132
Raf-16-up2 emraf chrDNA 3494-3475
Raf-16-up3 emraf chrDNA 2849-2829
Raf-16-upX emraf chrDNA 3342-3324
Raf-I8-dwl emraf chrDNA 990-1008
Raf-18-dw2 emraf chrDNA 1650-1669
Raf-18-up1 emraf chrDNA 1719-1699
Raf-I8-up2 emraf chrDNA 1074-1055

emraf degenerierte Oligonucleotide

Raf-CEG emraf cDNA 1692-1701
Prot. /VTQWCEG
Raf-WMA emraf cDNA 1973-1953

Prot. WMAPEVI
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GTACCATCACAATGCAATG
GATTAACAGTCGAATTCATTAG
GCTCTTGCATTTAGTTCTAGG
TTTATAGCCAGTGTAAAATTGTG
GCAAGAATGATGCTACGAG
CCTCACATGTCCTATGCAC
GTCATCTCTGTATTCTTAGAG
GATTAACAGTCGAATTCATTAG
GAGCATCTATGCTGATTGG
GCACTATATTGATAAGAGCG
GAAGAACAAACGCATAGAGTG
GCAGAGTAATGTAACAAAGG
GACTTTCATCGTACAATCGC
GTTTCATAGGCTTGATATACG
GTACCATCACAATGCAATG
GATGATAGAAACCATGATGG
CAACAAATGAAGCGACAATGG
GGCATTCTGAGATTAGTGG
GTAAAGGTAATGCCTCTGTC
GATTAACAGTCGAATTCATTA
GACGACATTTGCCTCAAGTG
ATATTTTGACCTGGAAAGTGC
GACACACATACTGAAAGCG
TCATCTTGCTTCCGCCTAG
ACTACTTGATACTGATCTTG
AATATGTTACAGTTAGATGAC
CGAATTCAAGTAATTTGCGG

GTCACXCARTGGTGYGARGG

ATAACYTCXGGXGCCATCCA
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5.18 EmRal

5.18.1 EmRal: Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der emral cDNA und des chromosomalen Locus:

Uber ein Spliced Leader Differential Display [47] wurde mit der Primerkombination SLAT
(5'-CCTTACCTTGCAGTTTTGTATGAT-3") x LNK-GA (5'-CCTCTCACCGCAGATCGA-3")
unter anderem ein ~300 bp groBes emral 5'-Fragment amplifiziert. Dieses Fragment wurde aus
dem Acrylamidgel mit den gleichen Primern reamplifiziert, in pTOPO-TA kloniert und an-
schlieBend sequenziert. Mit dem aus der Sequenz abgeleiteten emral-spezifischen Primer Ral-dw
(5'-CTCTCACGCTCTACTTCATG-3', emral cDNA: 112-129) und dem poly(A)-spezifischen
Primer CD3 wurde dann auf E. multilocularis-Spliced-Leader-cDNA eine 3'-RACE durchgefiihrt.
Die vollstindige cDNA-Sequenz wurde anschliefend mit dem 3'-spezifischen Primer Ral-Cup2
(5'-CACTTTTCT TATCCAGTCGG-3', emral cDNA: 917 — 898) und dem 5'-Spliced-Leader spe-
zifischen Primer SL-5PR {iiber eine RT-PCR amplifiziert, in pTOPO-TA kloniert und das Plasmid
anschlieBend sequenziert. Das vollstindige Leseraster von emral erhdlt man mit der Primerkombi-
nation Ral-5' (5'-ATGACTCAACAGCAACAACAG-3', emral cDNA: 37-57) x Ral-3' (5'-CAA
AATCTTGCATCTCTTC-3', emral cDNA: 636-619).

Der chromosomale Locus von emral wurde, in drei {iberlappenden Fragmenten {iber PCR aus chro-
mosomaler E. multilocularis-DNA amplifiziert, in pTOPO-TA kloniert und abschlieend se-
quenziert. Die drei Fragmente wurden mit den folgenden Primerkombinationen amplifiziert. F1:
Ral-5' (5'-ATGACTCAACAGCAACAACAG-3', emral cDNA: 37-57) x Ral-up2 (5-GTTACC
GCAGATCAGCATTGG-3', emral cDNA: 405-386), F2: Ral-dw4 (5'-CAGATTTTGCGTGT-
GAAG-3', emral cDNA: 352-369) x Ral-chrupl (5'-GTTCGGAATGCTGAAGTGAC-3', emral
cDNA: 662-643), F3: Ral-dw6 (5'-GCTAAGACCAATACAAATGTCG-3', emral cDNA: 496-
516) x Ral-Cup2 (5'-CACTTTTCTTATCCAGTCGG-3', emral cDNA: 917-898).

Echinokokkenspezifischer Nachweis

Fir den Nachweis das emral ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln (verl. 5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus) mit
dem DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1ul (1:100 verdiinnt) dieser
DNAs als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durchgefiihrt,
in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Echinokokken-spezi-
fischen Primer fiir emral waren Ral-5' (5'-ATGACTCAACAGCAACAACAG-3', emral cDNA:
37-57) x Ral-3' (5'-CAAAATCTTGCATCTCTTC-3', emral cDNA: 636-618), die ein PCR-Pro-
dukt von ~600 bp ergaben. Fiir die Gerbil-spezifische PCR wurden die Primer Tub12up (5'-CCC-
CAAGTGTATGATACTGG-3") und Tubl12ST (5'-CTGGGCAGTGCGGCAACCA-3") eingesetzt,
die im Gen fiir B-Tubulin [46] von M. unguiculatus binden und ein Produkt von ~ 1.1 kbp ergaben.

Expression in E.coli und GTP-Bindung:

Fiir die rekombinante Expression wurde die codierende Sequenz von emral iiber PCR mit den
Primern Ral-5'mod (5'-GTGACTCAACAGCAACAACAG-3', emral cDNA: *38-57) x Ral-3'mod
(5'-GAAAATCTTGCATCTCTTC-3', emral cDNA: *636-619) amplifiziert, in den Vektor pBAD-
TOPO (Invitrogen) kloniert und anschlieBend sequenziert. Das Expressionsplasmid, in dem emral
N-terminal mit einem Thioredoxin und C-terminal mit einem V5-Antikdrperepitop und einem
6xHis-Tag fusioniert ist, wurde wie unter 5.6.5 beschrieben in E.coli-TOP10 Zellen fiir 3 Stunden
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unter Zugabe von 0.2% Arabinose rekombinant exprimiert. Die Zelllysate wurden in einem 12.5%
PAA-Gel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Fiir den Nachweis im Western Blot
wurde der anti-V5 Antikorper (Invitrogen) 1:5000 eingesetzt. Der GTP-Bindungsassay wurde wie
in Kapitel 5.5.10) beschrieben durchgefiihrt [170].

Kombinierte Translation und Prenylierung in Kaninchen-Reticulocytenextrakt: Die co-
dierende Sequenz von emral wurde mit den Primern Ral 5'-Eco (5-GCAGTTTGAATTCAT-
GACTCAACA GCAACAACAG-3', emral cDNA: *37-56) x Ral 3'-Bam (5'-GCTGAAGTGGAT-
CCTTACA AAATCTTGCATCTCTTC-3', emral cDNA: *639-618) aus cDNA amplifiziert und in
den Vektor pGBKT7 (Clontech) iiber die EcoR1 und die BamH1 Schnittstellen, in frame mit
einem N-terminalen c-Myc Epitop, kloniert. Dieses fusionierte Leseraster wurde mit T7 RNA
Polymerase in vitro transkribiert und davon dann 200 ng der produzierten mRNA mit Kaninchen-
Reticulocytenextrakt (Promega), fiir 6 Stunden bei 30°C in Gegenwart von ImM GTP und 4uCi
[*H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat, in vitro translatiert (vergl. 5.5.12 +
5.5.13). Die Reaktion wurde {iiber ein 15% PAA-Gel aufgetrennt, das Gel fixiert (2-
Propanol/H20/Eisessig, 25:65:10), mit Amplify (Amersham) behandelt, getrocknet und fiir acht
Tage auf einen Rontgenfilm gelegt.

Prenylierung von rekombinant exprimiertem EmRal in Kaninchen-Reticulocytenextrakt und
Echinokokken-Lysat: Die codierende Sequenz von emral wurde mit den Primern Ral-5' (5'-AT-
GACTCAACAGCAA CAACAG-3', emral cDNA: 37-57) x Ral 3'-Bam (5'-GCTGAAGTG GAT-
CCTTACAAAATCT TGCATCTCTTC-3', emral cDNA: *639-618) aus cDNA amplifiziert und in
den Vektor pPBAD-Thio (Invitrogen) kloniert, wobei eine N-terminale Fusion von EmRal mit Thio-
redoxin entstand. Das Fusionsprotein wurde nach Anleitung (Invitrogen) in E.coli exprimiert, das
resultierende Zellpellet in Extraktionspuffer (50 mM Tris, pH 7.5, I mM MgCl,, 1 mM DTT, 1
mM EGTA und Protease Inhibitor Cocktail von Roche) unter Verwendung des Fast Prep Purifica-
tion Systems mit Lysing Matrix B (beides Qbiogene) lysiert und daraus dann das rekombinante Fu-
sionsprotein mit dem Anti-Thioredoxinantikdrper (Invitrogen) iiber G-Agarose (Upstate) im-
munprézipitiert. Das immunprézipitierte Protein wurde entweder in 60%-igem Kaninchen-Reticu-
locytenextrakt (Promega) oder in Echinokokken-Lysat (siehe unten), in Gegenwart von 1mM GTP
und 4pCi [*H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat fiir 4 Stunden bei 32°C in-
kubiert. Die Reaktionen wurden tber ein 15% PAA-Gel aufgetrennt, das Gel fixiert (2-
Propanol/H20/Eisessig, 25:65:10), mit Amplify (Amersham) behandelt, getrocknet und fiir acht
Tage auf einen Rontgenfilm gelegt.

Das Echinokokken-Lysat wurde aus 150 pl frisch isolierten Protoscolices hergestellt, die in 100 pl
Extraktionspuffer (50 mM Tris, pH 7.5, 1 mM MgCl,, | mM DTT, 1 mM EGTA und Protease In-
hibitor Cocktail von Roche) mit dem Fast Prep Purification Systems und der Lysing Matrix B
(beides Qbiogene) lysiert wurden.

RT-PCR und virtueller Northern-Blot:

Fiir die RT-PCR (vergl. 5.4.8) und den virtuellen Northern-Blot (vergl. 5.4.18) wurde Gesamt-
RNA (vergl. 5.3.1) aus in vitro und in vivo kultiviertem Echinokokken-Larvenmaterial (vergl. 5.9.3
+ 5.10.1) isoliert und in einzelstrangige cDNA umgeschrieben (vergl. 5.3.5). Diese cDNAs wurde
tiber PCRs mit den Primern SL-5PR und CD3 angereichert, die resultierenden PCRs mit einem
PCR-Aufreinigungskit Kit (Qiagen) aufgereinigt und auf eine Konzentration von 50 ng doppel-
strangiger trans-gespleifiter cDNA pro ul eingestellt.

Fiir die RT-PCRs diente je ein pl dieser Losungen als Template fiir die PCRs mit den emral-spezi-
fischen Primern Ral-5' (5'-ATGACTCAACAGCAACAACAG-3', emral cDNA: 37-57) x Ral-3'
(5'-CAAAATCTTGCATCTCTTC-3', emral cDNA: 636-619). Von jeder PCR wurden 10 pl auf
ein 1% Agarosegel aufgetragen und mit Ethidiumbromid gefarbt.
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Fiir den virtuellen Northern-Blot wurde auf ein 1% Agarosegel je Tasche 500 ng der SL-cDNAs
aufgetragen, auf eine Nylonmembran (Macherey + Nagel) libertragen und mit einer [**P]-mar-
kierten Sonde hybridisiert. Fiir die Sonde wurde auf cDNA mit den emral-spezifischen Primern
Ral-5'  (5-ATGACTCAACAGCAACAACAG-3', emral cDNA: 37-57) x Ral-3'
(5'-CAAAATCTTGCATCTCTTC-3', emral cDNA: 636-619) eine PCR gefahren, und diese nach
Anleitung des Herstellers mit dem Random-Primer-labeling-Kit (Boehringer Mannheim) mit [**P]
markiert. Die Hybridisierung, die Waschschritte und die Rontgenfilm-Exposition folgten nach
Anleitung (vergl. 5.4.18).

Yeast-2-Hybrid

Fiir die Y2H-Interaktionsversuche (Kapitel Y2H - 5.7.3) von EmRal mit EmRaf (Negativkontrolle)
mit dem Gal4-basierten MATCHMAKER-System (Clontech) wurde das emral Leseraster in einer
PCR mit den Primern Ral-5'-EcoR1 (5-GCAGTTTGAATTCATGACTCAACAGCAACAACAG-
3", emral cDNA: *24-44) und Ral-3'-Bam (5-GCTGAAGTGGATCCTTACAAAATCTTG-
CATCTCTTC-3', emral cDNA: *626-605) amplifiziert und das resultierende Fragment iiber die
Schnittstellen EcoR1 und BamH1 in den Vektor pGBKT7 (BD) kloniert (vergl. 5.13.5). Dieser
Vektor, der die Bindungsdomine enthélt wurde dann gemeinsam mit einer EmRaf-Fusion (vergl.
5.13.5), die die Aktivierungsdomédne (AD) enthélt, in Hefen transformiert. Das Wachstum der
Transformanden wurde auf verschieden stark selektiven Platten beobachtet. Wachsende Hefen auf
selektiven Nahrboden deuten auf eine Interaktion der beteiligten AD- und BD-Fusionsproteine hin.

5.18.2 emral (cDNA)

emral cDNA (932 bp), Protein (200 AS, 23.1 kDa, ch +4.47)
Codierende Sequenz 600 bp, Start ATG bei bp 37, Stop TAA bei bp 637
Introns: 11 nach bp 222 (162 bp), 12 nach bp 334 (2698 bp), 13 nach bp 509 (652 bp)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
lIlI}IlIl{llll}llll{ Illl{llll}llll{llll} lIlI}IlIl{llll}llll{ Illl{llll}llll{llll} lIlI}IlIl{llll}llll{
CACCGTTAATCGGTCCTTAC CTTGCAGTTTTGTATGATGA CTCAACAGCAACAACAGCAA AACTTTGTTAAGTTGATTGT CGCTGGTGTTGGCGGTGTGG 100
GCAAGAGTGCTCTCACGCTC TACTTCATGTACGATGAATT TGTCAAGGACTATGAACCCA CACGGGCGGACTCCTACCGA AAGAAGATATCGTTCGGTAG 200
TGAGGACGTTCAACTACATA TTCTCGACACTGCCGGACAA GAAGACTACGCAGGCATTCG AGATACTTTCTATCGCAATA GTGAGGGATTTCTCCTCGTC 300
TTCGATCTCACTGACAGACA GTCGTTCACTTCTTTGGGTG AATTTGTGGATCAGATTTTG CGTGTGAAGCGTTCCGATAG GGTGCCAATGCTGATCTGCG 400
GTAACAAGGTGGACCTGACA GAAAATCGGAGGGTATCGCA GGAAGAAGCGGAAGATTTCT GTCGCAAATGCCATGTTCCC TACCTCGAGACGTCCGCTAA 500
GACCAATACAAATGTCGAAA AGGCCTTCCTCACCCTCGCC CGAGAGGTTTACCAACTGAA AGTGGCTCAGAGACAGCAGC ACCAGCCCGGACAGCCCACC 600
AAGCAAGGTCACAAAAAGAA GAGATGCAAGATTTTGTAAA TTGTCACTTCAGCATTCCGA ACTTCCTATTTCCCCAATTG CTTTTGCATCCTATTTCTTC 700
CTCACTCTCTTTTTGCTTCA TACCTTCCACTCTGCTTGCG TCCCTCCCTTTCAGTTTTCC TTTCCTTTCTTGGTTCCCTC TTCTACTCTACCTTTTAACT 800
CATTGAATCTGCTTGCCTTG GTAGGGGATAAGGGGAACTT TTCTTTTCTGGTCGCTAACA AGATTCCCACTACTGGGGGG TAATTTCAATTATTTTGCCG 900

ACTGGATAAGAAAAGTGGTA AAAAGGACCCCTAAAAAAAA AAAAAAAAAA

5.18.3 EmRal (Proteinsequenz)

200 AS, 23.1 kDa, ch +4.47

10 20 30 40 50
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
MTQQOOQOONFE VKLIVAGVGG VGKSALTLYEF MYDEFVKDYE PTRADSYRKK
ISFGSEDVQL HILDTAGQED YAGIRDTFYR NSEGFLLVFD LTDRQSFTSL 100
GEFVDQILRV KRSDRVPMLI CGNKVDLTEN RRVSQEEAED FCRKCHVPYL
ETSAKTNTNV EKAFLTLARE VYQLKVAQRQ QHQPGQPTKQ GHKKKRCKIL 200
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5.18.4 emral (chromosomaler Locus)

Chromosomaler Locus: 4188 bp, Start ATG:
Exons sind fett hervorgehoben: E 1 (199 bp,

3346), E 4 (189 bp, 3999 - 4188)
Introns: 11 (162 bp, 200 - 361), 12 (2698 bp, 474 - 3171), 13 (652 bp, 3347 - 3998)

10
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30
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50 6
IR NN RN
1 I f I

bpl, Stop TAA: bp 4113
1-199),E2 (112 bp, 362 -473), E3 (175 bp, 3172 -

70 8
LI L il
T I T |
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100

9
POty
1 I 1 I

ATGACTCAACAGCAACAACA
AATTTGTCAAGGACTATGAA
TAAATCGGTTGCATCTTAAA
ATACTCTTGTAGCAAGGCAG
GCAATAGTGAGGGATTTCTC
TTTGTGTTTGATATGCAACT
GAATCGTCGAGCAGTTTACT
TATTATGCTCGTCCACTTAA
ATGAACGTCATTTGCCATTC
GGGTCGTAGAGAAACCGTGA
TCCCTAAACAATGGTACCTT
ATTTGAAGACTGCCGTTTCT
ACACAGCGTATTTAAGTGAG
CTCGGGCGTGCAAAAGCAGA
ATCGAATGGAATGTATAGCC
TATTTTCGGATCGAATCATG
TGAGATACTTCTGTTTTCCT
ATGAATACTTTTCCTCAACT
AGGAAGTGGTTCATTGCTTT
TTCATAGCCTATGTTTTAGG
ATGACAATGTTTTATGTTCT
TGTCACCCTGGTTAGCTTAA
TTACACATGAACTTAATTGA
CATGCGTGTGTGGAGAGGTA
GCGCAATTGCATATAATCTG
GTAGGGTCGAATTCATCTCT
CAACTCCTACTCGGTTCATT
TACGCTAATCTAGTTTCGAG
CGTAATTCCATGCTAAAGGC
ATTTCATCTCATCTTCCCTT
GCTAATGTAATGTGGAAAGC
AGTAGTTTATGGGATATTTT
ATAGGGTGCCAATGCTGATC
TCCCTACCTCGAGACGTCCG
GCACGTTCCGTTCTTTTTTC
GTACTTAGTACCCAACTCAC
CTTTTTTTAAATTTGGTGCG
TTATCATTCATTTTGACTTG
GTTTCTCATCTGAGCTAACT
TTTCGGATTTAGCGCGTGAT
CTTCCTCACCCTCGCCCGAG
TGCAAGATTTTGTAAATTGT

L1l
T 1
GCAAAACTTTGTTAAGTTGA
CCCACACGGGCGGACTCCTA
TGCATTGCACTTTTCTTTCA
ATCTGATGCCAACAATCACA
CTCGTCTCCGATCTCACTGA
TGTTTGTCAGCACTCATAAC
AGTGTGCGAAATGCATGCAA
AATTTTCATGCCCATTCGTG
GTGTTTTTCATTTCTGAGGT
AGATTGTATTTAAAATAGCA
TGGTGATAAAGAATACCATG
TGTGTGTATTTTTACTAATA
AGTCTTCGTGAGGCGTTGGA
TGTGGTGGTGCATGCATGTG
TGTGCAACAAATTGTGTAGG
ACTTGTGGAGTGGTAGCTTG
TTTAGCCAAAGTATATTCTT
TTAGATTCTCATTTCAAAAT
TAAATGTGACATTCAAATGA
GCATCATTGATTACATTCTA
CTCAAACGATCTAGTTACCC
TGACGAGAAAACGACGCAAA
TGACAATAATCCATTTGGTC
TATGACGCCTGTTTACATCG
TGTGTGTGTTTGTGTGTACT
GCCTGGCGCTTTGTCTCTTA
TTTTCCTTTTTGGCAGGGCG
TAGCAAATCGACGTGAAGAG
ATTTGTGAGGCCATGATTTC
CGATTCGATTTTTCATTGCT
CGAGTTCTTTCATTTATTTT
TCCTCTAATGCCTCTTCACG
TGCGGTAACAAGGTGGACCT
CTAAGACCAATACAAATGTC
TTTTGGGGTGAAGATTGAAA
CTTCGAAAGTGCGAAATGGG
TTTCAGATATCTTTATAATA
AACATTATCTTTCACCAGTT
ATCCAATTGACATCACAATG
ATCACTGTATTTCGCCTTGA
AGGTTTACCAACTGAAAGTG
CACTTCAGCATTCCGAAC

TTGTCGCTGGTGTTGGCGGT
CCGAAAGAAGATATCGTTCG
AACTTGCTCCATATTACCTT
TTGGTGTTGTTTCATTTGCA
CAGACAGTCGTTCACTTCTT
GCATACCTATGCATACAACC
ATGCAACTGTTGTTGCACAT
GCATCTGTTATCAAATGACA
CAAATGGACATAGTTTTATT
TTAGTGGGGCTTCTGATGCG
GTCTCAACCTGTGTCGAGTA
TCTTGACATTTTTGCCTTGC
GGGGAACTGATTTGAACGGC
TGGGCGGGCATGACATGCGG
AGCTCAAAAAACCGCTTTTA
CTAGTCTGGCACAATACAGG
CAAATGAAACATTCCATTTG
CCGGCACGTTTTCAGCAGCT
TTCCGCTTTAATTCGTTTCG
ATTTCGGCTGTCTAGCAAGT
GTTTACTCCTCTCAACTTAC
TTTATTTTACTTTAACAATT
GTATAAATTAGTAAATACAC
GCTTAGCGTGAACTTTGAGA
ACCTTCGTATGCGTTCGATA
CCTCATACGCCCTGTCCCCG
TTGCTCTGGAGAAATGAAGT
TCATGTGGTATTGGCTAATT
ACTTTATTTCCTCAATTCCA
AAACTTTTTATCCGAAATTT
CTATTCGGAACTTGCGTATG
TCCCTGAGATTCCAGAGGTC
GACAGAAAATCGGAGGGTAT
GAAAAGGTACCACTGAACTG
GAATCTTTGGCAGCAAAACC
TTTGCGTGAAACTAGACTTG
ATGAGGTACATGCCTGCAAA
TACTGTGGAGTCCTCTTAGA
GCTTTTGTGGCAGCAGCAAT
TAAATTCCTCATTTGGTTTT
GCTCAGAGACAGCAGCACCA

GTGGGCAAGAGTGCTCTCAC
GTAGTGAGGACGTTCAACTA
TTTAAGAGAGCTTACCGTTC
GGACAAGAAGACTACGCAGG
TGGGTGAATTTGTGTGAGTC
AACGTGTCAGTGCAGTGACT
TTACGCTGCCATAATTGTGT
TAATCCATTATATAATCTCA
TGTGATTATTGAAAACCCTT
CTCAACGCAATTCTCACGAT
TCACAAAGAGGCTTGATGTT
AAAATATTTGTCTCAAAAGA
TTTGGCGACGGTGGCAGAGG
TTGCTGTTCTCCGTCATTCA
TCACATGGCGCCTTCTCGTC
CTGGCTGAAACCAAATACTA
GCAGTGTTTGCCACCCTTTT
TTTCTGTCGAGGGTGGCATT
TTTCTGGCGATGCCACCAAG
AATGAGTTCGGTAACGGTAA
CCTGATTAAGGTTACAAGAG
TTATTTGTCAACGTTTTGCG
AATTTTTTAAGTTTAGTTGC
CCGACTGAGTCGCCTAATAT
TCAACATGCTTTGGGATGCC
TCCACATTCATTAAAACAGC
TACGATCATACACACATATG
GGGAAGTATACTTAATATTT
ATCCTNACTTTTGTTGTACA
TGAATGGTTCTGTTTTTTCC
GTATTAACCAAATGCCCCCG
TTTTGGTTTAGGGATCAGAT
CGCAGGAAGAAGCGGAAGAT
CAATAGTCTCTTTTCTCTAG
ATGTGATTATCGTACTATAG
AATGCCGCTAGAAAATTTAC
CTTCAGGCATTTGGAATTAA
GAAAGTGTATCATAATGAGC
GGTAGATTACGGAGTAGTAC
AGATTGTCAATGATTGTAAT
GCCCGGACAGCCCACCAAGC

GCTCTACTTCATGTACGATG
CATATTCTCGACACTGCCGG
ATCGCATTTCGTCCCATTCA
CATTCGAGATACTTTCTATC
TGTGTGAATATTTGCTTGGC
TAATTTTTTTGTATCTCGTG
TTTGTCTTTTTCCCACTGAC
AGCCGTCTGATACTACTGCA
CGGACTTCGTCGGCAACTGT
GTCTTCAAATTTGAAGTTTC
TCATTTCATAAATACTAAAG
TTCCTTGCTGCGTCTTGCTC
CAACGTGGACCACGTGAGCA
AGAGCATTGATCCATAGCTC
TCTTTTATTTGATTTCTTCG
GGATTTACTTAATGGTGGAT
CAACCAGTAGTGAATTGCAT
AAATGGGGTTGTTTTGCCAG
TGGACCAAGGATTTAGCGGT
CTTCAGAGTGATGACTGTCG
TTGCAAACAACTTACGCCAT
TATTTTATCATTCCTTCCGT
GTAATAGGAGGTTAGCTGTG
TCTGTTTCACACCGTCGACG
ATGCGCTCTTACGCCTTGCA
AACTCCCTTTCTAGCTCTAT
TGCTTCCAACTAACCTATTG
GACATCCCCTTTCGTTAATG
GGATGTCGAGCTGATGTCCC
CTTTTTTACAAATGGGATTT
ATAGACTAGTAGTGTTAGGC
TTTGCGTGTGAAGCGTTCCG
TTCTGTCGCAAATGCCATGT
TTTAAGCATGAACTCCCCTT
TTGTTTAAGAGCAATTCGAA
GTTGGTTTTCAGAATTTTAT
TTTTCCCGAAGTATATGTAC
AGAATTTCTGCTCGGCACTG
TAAACCAATCATCCATAACG
GTCTAGTATCGATTGTAGGC
AAGGTCACAAAAAGAAGAGA

100
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5.18.5 emral (Map)

CACCGTTAATCGGTCCTTACCTTGCAGTTTTGTATGATGACTCAACAGCAACAACAGCAAAACTTTGTTAAGTTGATTGTCGCTGGTGTTGGCGGTGTGG

GTGGCAATTAGCCAGGAATGGAACGTCAAAACATACTACTGAGTTGTCGTTGTTGTCGTTTTGAAACAATTCAACTAACAGCGACCACAACCGCCACACC
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5.18.6 emral (Oligonucleotide)

emral Oligonucleotide (cDNA)

Ral 3' emral cDNA 636-618
Ral 3'mod emral cDNA *636-618
Ral 5'mod emral cDNA *37-57
Ral 3' stop emral cDNA 629-618
Ral 5' emral cDNA 37-57

Ral 5' chrom emral cDNA 14-36

Ral upl emral cDNA 244-223
Ral-chr up1 emral cDNA 662- 643
Ral-chr up2 emral cDNA 917-898
Ral-dw emral cDNA 110-129
Ral-dw2 emral cDNA 304-321
Ral-dw3 emral cDNA 183-202
Ral-dw4 emral cDNA 352-369
Ral-dw5 emral cDNA 608-628
Ral-dw6 emral cDNA 496-517
Ral-up emral cDNA 241-223
Ral-up2 emral cDNA 405-386
Ral-Cup2 emral cDNA 917-898
Ral-up3 emral cDNA 335-315

emral Oligonucleotide (Schnittstellen)

Ral 3' BAM emral cDNA *639-618
Ral 5' EcoR1 emral cDNA *37-57
Ral-5' Bam-Hum emral cDNA *37-57

emral Oligonucleotide (chromosomaler Locus)
DAL-L7A-12 DW1 emral chrDNA 392-412
DAL-L7A-12 UP1 emral chrDNA 2851-2831
LFA DW2 emral chrDNA 963-981
LFA UP2 emral chrDNA 2252-2232

5 Material und Methoden

CAAAATCTTGCATCTCTTC
GAAAATCTTGCATCTCTTC
GTGACTCAACAGCAACAACAG
TTACAAAATCTTGCATCTCTTC
ATGACTCAACAGCAACAACAG
GTCCTTACCTTGCAGTTTTGTATG
TGTTGTCCGGCAGTGTCGAG
GTTCGGAATGCTGAAGTGAC
GACTTTTCTTATCCAGTCGG
CTCTCACGCTCTACTTCATG
GATCTCACTGACAGACAG
GAAGATATCGTTCGGTAGTG
CAGATTTTGCGTGTGAAG
GTCACAAAAAGAAGAGATGCA
GCTAAGACCAATACAAATGTCG
CTTGTCCGGCAGTGTCGAG
GTTACCGCAGATCAGCATTGG
CACTTTTCTTATCCAGTCGG
AAAGAAGTGAACGACTGTCTG

GCTGAAGTGGATCCTTACAAAATCTTGCATCTCTTC
GCAGTTTGAATTCATGACTCAACAGCAACAACAG
GTAGTAGGATCCAAAAAAATGACTCAACAGCAACAACAG

CTTTCTATCGCAATAGTGAGG
GGAAATAAAGTGAAATCATGG
CAACGCAATTCTCACGATG
ACTAATTTATACGACCAAATG
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5.19 EmRap1

5.19.1 EmRap1: Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der emrapl cDNA und des chromosomalen Locus:

Die emrapl-cDNA wurde wihrend eines Sequenzierungsprojektes aus einer Plasmid-cDNA-Bank
(hergestellt von K. Huber [158]) isoliert und sequenziert (Klon P3-227). Das vollstindige Lesera-
seter erhélt man mit der Primerkombination Rap1-5'-dw (5'-ATGCGAGACTACAAGTTGGTG-3',
emrapl cDNA: 81-101) und Rap1-3' (5'-GCAGATGCTGCATTCTTTCTTCG-3', emrapl cDNA:
630-608).

Der chromosomale Locus von emrapl wurde, in drei iiberlappenden Fragmenten iiber PCR aus
chromosomaler E. multilocularis-DNA amplifiziert, in pTOPO-TA kloniert und abschlieBend se-
quenziert. Die drei Fragmente wurden mit den folgenden Primerkombinationen amplifiziert. F1:
Rapl-chr.dwl (5'-GAGCAATCGTTGGCCTCACG-3', emrapl cDNA: 48-67) x Rapl-up
(5'-GCACTAGAGGTACCTCGTG-3', emrapl cDNA: 417-399), F2: Rapl-dw2 (5'-GATCTC-
TACGAGCAGATTCTG-3', emrapl cDNA: 363-383) x  Rapl-ch-upl (5-AAG-
GAACTGGACGTGGTG-3', emrapl cDNA: 686-668), F3: Rapl-dw3 (5-GAAAGAATG-
CAGCATCTGCTAG-3', emrapl cDNA: 612-633) x Rapl-ch-up2 (5'-TGAGTGTAGCACGT-
TAACGG-3', emrapl cDNA: 1153-1134).

Expression in E.coli und GTP-Bindung:

Fiir die rekombinante Expression wurde die codierende Sequenz von emrapl iiber PCR mit den
Primern Rap1-5'mod (5'-GTGCGAGACTACAAGTTGGTG-3', emrapl cDNA: 81-101) x Rap1-3'
(5'-GCAGATGCTGCATTCTTTCTTCG-3', emrapl cDNA: 630-608) amplifiziert, in den Vektor
pBAD/THIO-TOPO (Invitrogen) kloniert und anschlieBend sequenziert. Das Expressionsplasmid,
in dem emrapl N-terminal mit einem Thioredoxin und C-terminal mit einem V5-Antikorperepitop
und einem 6xHis-Tag fusioniert ist, wurde wie unter 5.6.5 beschrieben in E.coli-TOP10 Zellen fiir
3 Stunden unter Zugabe von 0.2% Arabinose rekombinant exprimiert. Die Zelllysate wurden in
einem 12.5% PAA-Gel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Fiir den Nachweis im
Western Blot wurde der anti-V5 Antikorper (Invitrogen) 1:5000 eingesetzt. Der GTP-Bindungs-
assay wurde wie in Kapitel 5.5.10 beschrieben durchgefiihrt [170].

Prenylierung von rekombinant exprimiertem EmRas in Kaninchen-Reticulocytenextrakt
und Echinokokken-Lysat:

Die codierende Sequenz von emrapl wurde mit den Primern Rapl-5'mod (5'-GTGCGAGACTA-
CAAGTTGGTG-3', emrapl cDNA: 81-101) x Rapl-up-BamH1 (5-AGACATGGATCCCTAG-
CAGATGCTGCATTCTTTCTTCG-3', emrapl cDNA: *633-608) aus cDNA amplifiziert und in
den Vektor pBAD-Thio (Invitrogen) kloniert, wobei eine N-terminale Fusion von EmRapl mit
Thioredoxin entstand. Das Fusionsprotein wurde nach Anleitung (Invitrogen) in E.coli exprimiert,
das resultierende Zellpellet in Extraktionspuffer (50 mM Tris, pH 7.5, | mM MgCl,, 1 mM DTT, 1
mM EGTA und Protease Inhibitor Cocktail von Roche) unter Verwendung des Fast Prep Purifica-
tion Systems mit Lysing Matrix B (beides Qbiogene) lysiert (5.5.4) und daraus dann das rekombi-
nante Fusionsprotein mit dem Anti-Thioredoxinantikdrper (Invitrogen) liber G-Agarose (Upstate)
immunprézipitiert (5.5.9). Das immunprézipitierte Protein wurde entweder in 60%-igem Kanin-
chen-Reticulocytenextrakt (Promega) oder in Echinokokken-Lysat (5.9.5), in Gegenwart von 1mM
GTP und 4uCi [*H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat fiir 4 Stunden bei
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32°C inkubiert (vergl. 5.5.13). Die Reaktionen wurden iiber ein 15% PAA-Gel aufgetrennt, das
Gel fixiert (2-Propanol/H20/Eisessig, 25:65:10), mit Amplify (Amersham) behandelt, getrocknet
und fiir acht Tage auf einen Rontgenfilm gelegt.

Yeast-2-Hybrid (Y2H):

Fiir die Y2H-Interaktionsversuche (Kapitel Y2H - 5.7.3) von EmRapl mit EmRaf in dem Gal4-ba-
sierten MATCHMAKER-System (Clontech) wurde das emrapl Leseraster in einer PCR mit den
Primern Rapl-dw-EcoR1 (5'-GGAATCGAATTCATGCGAGACTACAAGTTGG-3', emrapl
cDNA:  *81-101) wund Rapl-up-BamHI (5-AGACATGGATCCCTAGCAGATGCTG-
CATTCTTTCTTCG-3', emrapl cDNA: *633-608) amplifiziert und das resultierende Fragment
iiber die Schnittstellen EcoR1 und BamH1 in den Vektor pGBKT7 (BD) kloniert (vergl. 5.13.5).
Dieser Vektor, der die Bindungsdomine enthélt wurde dann gemeinsam mit einer EmRaf-Fusion
(vergl. 5.13.5), die die Aktivierungsdomine (AD) enthélt, in Hefen transformiert. Das Wachstum
der Transformanden wurde auf verschieden stark selektiven Platten beobachtet. Wachsende Hefen
auf selektiven Ndhrboden deuten auf eine Interaktion der beteiligten AD- und BD-Fusionsproteine
hin.

Echinokokkenspezifischer Nachweis

Fiir den Nachweis das emrapl ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus) mit
dem DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1l (1:100 verdiinnt) dieser
DNAs als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durchgefiihrt,
in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Echinokokken-spezi-
fischen Primer fiir emrapl waren Rapl-5'-dw (5'-ATGCGAGACTACAAGTTGGTG-3', emrapl
cDNA: 81-101) x Rapl-upl (5'-GCACTAGAGGTACCTCGTG-3', emrapl cDNA: 417-399), die
ein PCR-Produkt von ~ 730 bp ergaben. Fiir die Gerbil-spezifische PCR wurden die Primer
Tub12up (5'-CCCCAAGTGTATGATACTGG-3") und Tub12ST (5'-CTGGGCAGTGCGGCAAC-
CA-3") eingesetzt, die im Gen fiir B-Tubulin [46] von M. unguiculatus binden und ein Produkt von
~ 1.1 kbp ergaben.

RT-PCR: Expression in Zyste und Protoscolex

Um die Expression von emrapl wihrend einer Infektion des Zwischenwirts (M. unguiculatus) und
in den verschiedenen Larvenstadien zu untersuchen, wurde mit dem RNeasy-Kit (Qiagen) die Ge-
samt-RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1), in vivo kultiviertem Ge-
samtlarvenmaterial (vergl. 5.9.3), in vivo kultivierten Protoscolices (vergl. 5.9.6) und in vivo
kultivierten sowie aktivierten (vergl. 5.9.6) Protoscolices isoliert und mit dem SMART II cDNA
Synthesis Kit (BD-Biosciences) in cDNA umgeschrieben. Jeweils 1 pl dieser cDNAs wurde dann
fiir die PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") eingesetzt. Der Nachweis (Grofe:
340 bp) von emrap] erfolgte iiber eine Amplifikation mit den Primern Rap1-5'-dw-mod(5'-GTGC-
GAGACTACAAGTTGGTG-3', emrapl cDNA: *81-101) und Rapl-upl (5'-GCACTAGAGG-
TACCTCGTG-3', emrapl cDNA: 417-399). Die PCR-Produkte wurden in einem 1% Agarosegel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

Antikorper: Western Blot und Immunhistochemie:

Fiir die Erkennung von EmRap! in Echinokokken-Material wurde ein polyklonaler Kaninchen-
aRapl -Antikdrper (StressGen) verwendet. Fiir den Western Blot wurden das oben beschriebene,
iiber Immunprazipitation (vergl. 5.5.9) aufgereinigte Thioredoxin-EmRap1-Fusionsprotein (s.o.),
Lysat von in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (vergl. 5.9.5) und Lysat von frisch isolierten
Protoscolices (vergl. 5.9.5) in einem 12.5% PAA-Gel nach der Grofle aufgetrennt (vergl. 5.5.1),
und auf eine Nitrozellulosemembran {ibertragen (vergl. 5.5.3). Mit dem Erstantikdrper aRapl
(1pg/ml) und dem Peroxidase-konjugierten Zweitantkorper a-Kaninchen IgG (Jackson Immuno
Research) wurde dann das rekombinant exprimierte und das immunprézipitierte EmRas detektiert.
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Immunhistochemie: Aus mit E. multilocularis infizierten Rennmiusen (M. unguiculatus) wurden
die mit Echinokokken-Gewebe durchzogenen Lebern entfernt, in Einfriermedium (TissueTec; Sa-
kura) gegeben und sofort in fliissigem Stickstoff gefroren. Mit einem Kryotom wurden Spum starke
Gefrierschnitte hergestellt, auf silikonisierte Objekttriger, in Aceton fiir 10 min bei -20°C fixiert
und dann an der Luft getrocknet. Die trockenen Proben wurden in PBS rehydriert und die endo-
genen Peroxidasen dann durch eine 20 miniitige Inkubation in 0.3% H,O, (in Methanol) in-
aktiviert. Nach einmaligem Waschen in PBS fiir 5 min wurden die Proben 1 Stunde bei RT in PBS
mit 5% Ziegenserum geblockt (Blockierungspuffer). Nach einem weiteren 5 miniitigen Wasch-
schritt in PBS wurden auf jeden Objekttrager 200 pul des ersten Antikorpers (aRapl 1:500 in Blo-
ckierungspuffer) gegeben und alles bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurde 3 mal
fiir je 5 min mit PBS gewaschen, die Proben dann mit dem zweiten Antikorper (Maus-aHase, Per-
oxidase konjugiert; Dianova) 1:200 in Blockierungspuffer fiir 30 min bei RT inkubiert, nach 3 wei-
teren 5 miniitigen Waschschritten in PBS mit Diaminobenzidin-Reagenz (Serva) entwickelt und
dann mit Hematoxilin gegengefarbt.

5.19.2 emrap1 (cDNA)

emrapl cDNA (1150 bp), Protein (183 AS, 20.8 kDa, ch — 1.09, pl 5.99)
Codierende Sequenz 549 bp, Start ATG bei bp 81, Stop TAG bei bp 630
Introns: I1 nach bp 263 (410 bp), 12 nach bp 554 (2192 bp)

20 40 50 60 70 80 90 100
IIIIIIIIIIIIIIIIIII I IIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIII IIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CACCGTTAATCGGTCCTTAC CTTGCAGTTTTGTATGCCTC TGTGTGTGAGCAATCGTTGG CCTCACGTGGAATTACGGTC ATGCGAGACTACAAGTTGGT 100
GGTTCTCGGCAGCGGAGGTG TTGGCAAGAGCGCACTGACG GTGCAGTTTGTACAAAGCAT TTTCGTCGAAAAGTATGATC CTACTATCGAGGATAGTTAC 200
AGGAAGCAAATCGACGTGGA TGGCCAGCAGTGCATGCTCG AAATTCTCGATACTGCAGGC ACAGAGCAATTCACGGCTAT GCGCGACCTCTATATGAAAA 300
ACGGTCAGGGGTTTGTGCTG TGCTACTCTATTACCTCCCA GTCCACCTTCAATGACTTGG CAGATCTCTACGAGCAGATT CTGCGCGTGAAGGACACGCA 400
CGAGGTACCTCTAGTGCTGG TGGGGAACAAGTGTGATCTT GACAACGAGCGTGTCGTGGG CAGGGAGCAAGGCCAAACTC TGGCCAGAAATTGGAATTGT 500
GTTTTTATGGAGACCAGTGC GAAAGCCAAAATCAACGTCA ATGAGGTATTCTTTGATTTG GTGCGTCAAATAAACAACCG AACACCGGTCCCCAAAAAGA 600
CACGAACGAAGAAAGAATGC AGCATCTGCTAGGCGCGGAC GTCTCCTTCCTCTCCTCGAC CACCAGTCACCACGTCCAGT TCCTTCATATATTGGAGCGA 700
TGCGAAGGGCCGTGGACTCT ATTATCTTCGTTAGCGCTGC CTCCTACCCCTTCTTCTCTC CCTCGTCTTTAAGAGATGAC AATCTGCACACCTGCTTATC 800
CCGTAATTTAATCGCCTCTA TATGCGAACATCTCGAACTC TATACACTCCGGCGCACATC TATTCATGCAAAATCACCGT CACCATTTTTAGTCATTTCG 900
TGTCTTTTTTCGCTAATAAT CATTCGTTCTCCCATTTCCT GCATTTCACCTCACTGCAAA CCGGTTGGGTGGATGCTGAA GTTTCCTCTGCTTTCTTGGC 1000
ACTCTTTTTTTATTCTGCTA CTGTAATAGTTTATTTACAT GCAGTATTTTACCCTCCCCC AACCAACCTTGATATCCTGC TTTTCCTGTTCGTCTTTTTC 1100
CTTGAAGCTAATAAACTGCG CGAGTTTTGAGCTCCGTTAA CGTGCTACACTCAAAAAAAA AAA 1163
5.19.3 EmRap1 (Proteinsequenz)

183 AS, 20.8 kDa, ch — 1.09, pl 5.99
10 20 30 40 50
LUy A g i g i iy i
1 | T | T | T | T |
MRDYKLVVLG SGGVGKSALT VQFVQSIFVE KYDPTIEDSY RKQIDVDGQQ
CMLEILDTAG TEQFTAMRDI YMKNGQGFVI CYSITSQSTF NDLADLYEQI 100
LRVKDTHEVP LVLVGNKCDIL DNERVVGREQ GQTLARNWNC VFMETSAKAK
INVNEVFFDL VRQINNRTPV PKKTRTKKEC SIC 200
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5.19.4 emrap1 (chromosomaler Locus)

Chromosomaler Locus: 3241 bp, Start ATG: bp 34, Stop TAA: bp 4113
Exons sind fett hervorgehoben: E1 (216 bp, 1 - 216), E2 (281 bp, 627 - 908),

E3 (140bp, 3101 —3241)
Introns: I1 (409 bp, 217 - 626), 12 (2192 bp, 909 -3100)

10 20
IHIIIIII“IIIIIIHI

30
NN
T I I 1

-
o

50 60
IHIIIIII“IIIIIIHI

70
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— 0
o
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90 100
IHIIIIII“IIIIIIHI

GAGCAATCGTTGGCCTCACG
TTGTACAAAGCATTTTCGTC
CGATACTGCAGGCACAGTAT
TAACTTCGTGTAATTCAGCT
CACTCTTTTACATAGACATT
CTTGAGTAGACTTGTTCTTA
GACCATAAAACTTACATCAT
CCAGTCCACCTTCAATGACT
CTTGACAACGAGCGTGTCGT
TCAATGAGGTAATCTTTTCT
AGGTTCAGAAACATGGAATT
AATTTTCTGCATTCCAATAT
TGCCCTTTTTCGGCCTCGGC
CATGTAACGTAGCTGATTTT
CTTTCACCGAGTGCGCGCCC
TGCCATGAAAGCCCGTGTAA
CGTGCTTACGCTGGCTCGCT
GGGGTACCGCAGCCCCACCT
GCTGTATATGTGCACGTGCG
TTTTTGACCTTCACTACTCC
CCCCAATGGAGCATTCAGAC
TTACGATGGAAAGGCCAAGT
AAATACCACCACATTTTCTG
GTGTAGGCATTCAAACTTTA
TCGTATTCCTGAACTGGAAT
TCATTCATTCCTTATTGTTA
GGATGTGTACCCTTTTAAAC
TGGTGTAATTTGGCCACTAT
TGGTACTTCGTACCATTAGA
AAAACTACTGGGCATTTTTG
GGCCCGGTAGTTGCAAAACC
GTATTCTTTGATTTGGTGCG
CCTTCCTCTCCTCGACCACC

TGGAATTACGGTCATGCGAG
GAAAAGTATGATCCTACTAT
GTGATCGCGTCCTTTTCTCC
TAAATGATTGCCCCTTCGGT
TTTCTCACTGGGGAAAGCTT
ATGGCTAGTTTTAGTGTGTG
TTGTAGGAGCAATTCACGGC
TGGCAGATCTCTACGAGCAG
GGGCAGGGAGCAAGGCCAAA
AGCCTCCCCTCCGTCTCATT
TCCTTCATAAGCCTGTTTAC
TCACTCCCAGTAATCGACCT
ATACCTATTTGCATCAACTT
GGAAATGGTCGTCTTGTTAG
TCTCCCACTTCCTTGTGTCG
GCAAAATACTTGCACACGCA
ATGAGTCATCTTTGGCGAGT
CTCTCTTGTCCTCTACGCCC
CACGTGCATGTGATACTAAG
CTTTTCACCTTTCCATTCAA
TTGCCGCACTGCGGAGTGTG
AAGGTCAATGGTTGTTTTTT
GCACAACTGTTTAAGGCCCT
TGGAACCTCGATTTGATTTC
GAAGCATTGCTTTTATCCAC
AACTGTTTATTCCCTAACAA
CGTTTTTCTGTAAAAACAAA
AAAGACCAAGATAAAAACAA
CTAAACGAGGCCATTACGCG
CGTAAGTAGACGTACGTATT
CGCCTTAGGCGGACCGTTGG
TCAAATAAACAACCGAACAC
AGTCACCACGTCCAGTTCCT

ACTACAAGTTGGTGGTTCTC
CGAGGATAGTTACAGGAAGC
CAATTCTCAAATATTGAAGG
GACGCCAGAGGTTTTATTTT
TCATTGAAGCCACTGGCAGG
TCGGTTGGACGCCCTCTTGA
TATGCGCGACCTCTATATGA
ATTCTGCGCGTGAAGGACAC
CTCTGGCCAGAAATTGGAAT
TCATTTTCCAGACGTATGTT
TTTTATCTAAAGCACGTTTC
CATATGCAACACTTAAAAGT
GAGGTGAGGCGAAAATTTAA
AGTCATTTGTCTGTTTCTGA
AGTGAATGGGGTTTGTGCTT
TTCGTGTTAGCATTCTAGCG
GTGTGCATGCGCGCGCGCTC
TTTGACCTCCTCTCTTGTGC
ATCTCCTCTCGAGGCTCTTA
TCTGCACGCCTATGTTTCTT
CATAAACATTTTCCGCCAGA
ACATTTGTGTTACGTATTTG
TGTTCTAGTTGGAAGTGATT
AAAAATTTATTTGAGGCTTT
ATATTGGGCGAAATTCCATG
AATGTCTTATTAGTACTCCC
AGACTTATAAACCGGTCAGT
GTGGTTGTTTTTACATGATC
TAGCGATGATAATTCCATGA
TAAAATCTCGTTCTCTTTTT
TGTTTTTAATGTAGCGCTCG
CGGTCCCCAAAAAGGACACG
T

GGCAGCGGAGGTGTTGGCAA
AAATCGACGTGGATGGCCAG
GTACCGACTGTCGCGCCGAA
CTCTACTTCTCATTGTTCGA
GTGTAAACACAGGCGTAGTG
CACCTCAAGCCAGGTCATGA
AAAACGGTCAGGGGTTTGTG
GCACGAGGTACCTCTAGTGC
TGTGTTTTTATGGAGACCAG
GTGTGGGTAGCTCGGGTATT
TAGCGTTAGAACGGGTGCCT
GTTGCATATGAGGTCTTAAG
TGGCTTGTTTGAGGCTAAGT
ATAGGCTAAATAAGTGCGAT
GTACATTGACTAAATGTGTA
ACCACACGACGACCTGTATG
GCGCCTAGTATCGCTGGGAG
TCGTGATTCCATCACACCAC
CTTTCAGTGTCTACGCGTGC
TGAAAAGAAGGATTTGGGGG
AAGTTTACACAATGCTGGGA
TCTGTCTTTTGAACAGTTAG
TTATCCAGAACTTTAGCGAG
CTATTTCTTCTCAGCGTAGA
TCAATACTTTTCTCTTCGGG
AAATTCTTCTAATCGGATTT
GAAGAATTAAAACTTTAAAG
GCCTCTGCTTTTTGCCCTAA
TGGTTTATGCCAGTAATTAT
AGAAGTTCGCTGTTGTAGCT
TTAAAATCACGCTGGTTGAT
AACGAAGAAAGAATGCAGCA

GAGCGCACTGACGGTGCAGT
CAGTGCATGCTCGAAATTCT
GCATTTTTTACTAATTAGGT
AATCAGATAAACCTTGGTAC
CTTGTTGGGTGCGATTGAAT
GGGGGCTGTAGTTTGTGTTG
CTGTGCTACTCTATTACCTC
TGGTGGGGAACAAGTGTGAT
TGCGAAAGCCAAAATCAACG
ACCCGAATCATACCTTATCA
ATATTTGAGTCCGTCCTTCA
ATCTCTTTCACCCAGACGTT
AAACATATTAGCCTTTTTTT
TGGATTGAAACACCCTAACT
CACACATGCGTACAGCTTAG
TGGGTGCGCATGTGCATATG
GTTTTTGCTGCATCCGCCAT
ACAAGGTGCTAGCTGGCGAG
ATACATTAAACGCTCGCTTC
GCGCTTTCGAACCTTGCCTT
GTGCAAGTCTTTAGGCTTGT
CAAAATCGGTCATTGCTTTC
AGCTATTTTCTATTTCCTTG
AAATTCTCTGGTATGGGCAT
GGTCATGAGACGAAAAAACG
CAATAAATTTACTGGATTTG
CTTAATATCTTAAATACAAG
AATTAAGTTAGGTTATGAGT
TAAACACCGTTTCAAAAGCA
TAAAACTGGCTTGGCAAATA
CCCCCCATGGTGGATTTTAG
TCTGCTAGGCGCGGACGTCT

100

200

300

400

500

600

700

800

900
1000
1100
1200
1300
1400
1500
1600
1700
1800
1900
2000
2100
2200
2300
2400
2500
2600
2700
2800
2900
3000
3100
3200
3241
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5.19.5 emrap1 (Map)

CACCGTTAATCGGTCCTTACCTTGCAGTTTTGTATGCCTCTGTGTGTGAGCAATCGTTGGCCTCACGTGGAATTACGGTCATGCGAGACTACAAGTTGGT
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5.19.6 emrap1 (Oligonucleotide)

emrapl Oligonucleotide (cDNA)

Rap1-3' emrapl cDNA bp 630 - 608 GCAGATGCTGCATTCTTTCTTCG
Rap1-3' mod emrapl cDNA bp *630 - 608 GTAGCAGATGCTGCATTCTTTCTTCG
Rapl-5'dw emrapl cDNA bp 81 - 101 ATGCGAGACTACAAGTTGGTG
Rap1-5'dw mod emrapl cDNA bp *81 - 101 GTGCGAGACTACAAGTTGGTG
Rapl-ch-dwl emrapl cDNA bp 48 - 67 GAGCAATCGTTGGCCTCACG
EmRap-C emrapl cDNA bp 630-608 GCAGATGCTGCATTCTTTCTTCG
EmRap-N emrapl cDNA bp 81 - 101 ATGCGAGACTACAAGTTGGTG
Rapl-ch-upl emrapl cDNA bp 686 - 668 AAGGAACTGGACGTGGTG
Rapl-ch-up2 emrapl cDNA bp 1153 - 1134 TGAGTGTAGCACGTTAACGG
Rapl-dwl emrapl cDNA bp 259 -278 GCACAGAGCAATTCACGG
Rap1-dw2 emrapl cDNA bp 363 - 383 GATCTCTACGAGCAGATTCTG
Rapl-dw3 emrapl cDNA bp 612 - 633 GAAAGAATGCAGCATCTGCTAG
Rapl-upl emrapl cDNA bp 417 - 399 GCACTAGAGGTACCTCGTG
emrapl Oligonucleotide (chromosomaler Locus)

DAPI.....dwl emrapl chrDNA bp 1225 - 1244 CTATTTGCATCAACTTGAGG
DAPI.....upl emrapl chrDNA bp 2737 - 2714 TTTTATCTTGGTCTTTATAGTGG
P1-2 dw2 emrapl chrDNA bp 1821 - 1840 CACGTGCATGTGATACTAAG
P1-2 dw3 emrapl chrDNA bp 2398 - 2456 CATTCGTATTCCTGAACTG

P1-2 up2 emrapl chrDNA bp 2163 - 2142 AGACAAATACGTAACACAAATG
P1-2 up3 emrapl chrDNA bp 1551 - 1533 GCTAACACTAATGCGTGTG

emrapl Oligonucleotide (cDNA)

Rap1-5' Bam-Hum emrapl cDNA bp *81 - 101
Rapl-dw-EcoR1 emrapl cDNA bp *81 - 101
Rapl-up-BamH1 emrapl cDNA bp *633 - 608

GTAGTAGGATCCAAAAAAATGCGAGACTACAAGTTGGTG
GGAATCGAATTCATGCGAGACTACAAGTTGG
AGACATGGATCCCTAGCAGATGCTGCATTCTTTCTTCG
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5.20 EmRap2

5.20.1 EmRap2: Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der emrap2 cDNA und des chromosomalen Locus:

Die emrap2-cDNA wurde iiber eine auf emras ausgelegte degenerative PCR aus einer Plasmid-
cDNA-Bank (hergestellt von K. Huber [158]) isoliert. Dafiir wurde aus dem, in Ras-dhnlichen
kleinen Proteinen hoch konservierten, Aminosdure-Sequenzmotiv GGVGKSA der degenerierte
Primer Ras-N1 (5'-GGTGGTGTTGGXAARTCXGC-3', R = Purin, Y = Pyrimidin, K=G+ T, N =
alle Nucleotide, emrap2 cDNA: 433-453, EmRap2 Proteinsequenz: GGVGKSA) abgeleitet. Mit
diesem Primer, der Richtung 3'-Ende liest und dem Vektor-spezifischen Primer JG4-3 up
(5'-TTGGAGACTTGACCAAACCTCTG-3") wurde dann die degenerative PCR durchgefiihrt (30
Zyklen; 1' - 94°C, 2' — 54°C, 2' — 72°C). Dabei wurde ein 130 bp langes Fragment amplifiziert, in
pTOPO-TA kloniert und sequenziert, dass am 5'- und am 3'-Ende den Primer Ras-N1 enthielt und
eine hohe Homologie zu bekannten Rap2-cDNAs unterschiedlicher phylogenetischer Urspriinge
besal. Mit dem aus dieser Sequenz abgeleiteten Primer Rap2-TD-dw (5'-ACCCCACAATCGAG-
GACTTCTACCG-3', emrap2 cDNA: 497-521) und dem Primer JG4-3-TD (5'-GACCAAA-
CCTCTGGCGAAGAAGTCCAAAG-3') wurde das fehlende 3'-Ende und mit den Primern TD-
Rap2-dw (5'-ACCCCACAATCGAGGACTTCTACCG-3', emrap2 cDNA: 497-521) und JG4-5
(5'-GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3") das fehlende 5'-Ende der emrap2-cDNA aus der Plas-
mid-cDNA-Bank (hergestellt von K. Huber [158]) amplifiziert, in TOPO-TA kloniert und se-
quenziert. Die vollstindige cDNA wurde dann iiber PCR mit den Primern Rap2-ch-dwl
(5'-CTAATACGACTCACTATAG-3', emrap2 cDNA: 1-19) und CD3-RT (5-ATCTCTT-
GAAAGGATCCTGCAGGTxV (V=G + C + A)-3")) aus E. multilocularis-cDNA amplifiziert, in
TOPO-TA kloniert und sequenziert. Das vollstindige emrap2-Leseraster erhielt man mit der
Primerkombination Rap2-dw4 (5'-ATGGACGAATACAAAGTTGTTG-3', emrap2 cDNA: 400-
421) und Rap2-3'-up (5'-GAGGTAGGAGAGGTGAGAAG-3', emrap2 cDNA: 1034-1015).

Der chromosomale Locus von emrap2 konnte nur teilweise bestitigt werden. Die bisher bekannte
Sequenz besteht aus 2 Fragmenten. Das N-terminale Fragment konnte mit der Primerkombination
Rap2-c5-dw (5'-GACCCAACTCCCTTTTGTTCG-3', emrap2 cDNA: 248-268) und Rap2-up-nest
(5'-TAGAAGTCCTCGATTGTG-3', emrap2 cDNA: 518-501) amplifiziert werden, das C-termina-
le mit den Primern Rap2-dw5 (5'-GTATACAGCATTGCCTCATTG-3', emrap2 cDNA: 640-660)
und Rap2-3'-neu-mod (5'-GTTCAGTCTCCTATCGTGTCC-3', emrap2 cDNA: 1016-986). Zahl-
reiche Versuche die fehlenden 130 bp des chromosomalen Locus (bp 510-640) von emrap2 zu
tiberbriicken, ob mit diversen DNA-Polymerasen, unterschiedlichen Primerkombinationen
und/oder verschiedenen Versuchsbedingungen waren bisher erfolglos.

RT-PCR: Expression in Zyste und Protoscolex

Um die Expression von emrap2 wihrend einer Infektion des Zwischenwirts (M. unguiculatus) und
in den verschiedenen Larvenstadien zu untersuchen, wurde mit dem RNeasy-Kit (Qiagen) die Ge-
samt-RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1), in vivo kultiviertem Ge-
samtlarvenmaterial (vergl. 5.9.3), in vivo kultivierten Protoscolices (vergl. 5.9.6) und in vivo
kultivierten sowie aktivierten (vergl. 5.9.6) Protoscolices isoliert und mit dem SMART II cDNA
Synthesis Kit (BD-Biosciences) in cDNA umgeschrieben. Jeweils 1 pl dieser cDNAs wurde dann
mit den Primern Rap2-dw4 (5'-ATGGACGAATACAAAGTTGTTG-3', emrap2 cDNA: 400-421)
und Rap2-up (5'-ATTTACTAGAATCTCCTTGCGG-3', emrap2 cDNA: 540-519) sowie mit
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Rap2b (5'-GTTGCTGTGCTTTTGTAGAG-3', emrap?2 cDNA: 866-885) und Rap2-3'neu-mod
(5'-GAGCAGATGGCATTTCCTCTTG-3', emrap2 cDNA: *579-559) in je einer PCR amplifiziert
(40 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30", Grofe: ~140/150 bp), in einem 2% Agarosegel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

Echinokokkenspezifischer Nachweis

Fiir den Nachweis das emrap2 ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus) mit
dem DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1ul (1:100 verdiinnt) dieser
DNAs als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durchgefiihrt,
in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Echinokokken-spezi-
fischen Primer fiir emrap2 waren Rap2-C5-dw (5'-GACCCAACTCCCTTTTGTTCG-3', emrap?2
cDNA: 248-268) x Rap2-up-nest (5-TAGAAGTCCTCGATTGTG-3', emrap2 cDNA: 518-501),
die ein PCR-Produkt von 280 bp ergaben sowie Rap2-dw5 (5'-GTATACAGCATTGCCTCATTG-
3', emrap2 cDNA: 640-660) x Rap2-up8 (5'-GGTCTCTACAAAAGCACAG-3', emrap2 cDNA:
898-870) mit einem PCR-Produkt von 250 bp. Fiir die Gerbil-spezifische PCR wurden die Primer
Tub12up (5'-CCCCAAGTGTATGATACTGG-3") und Tub12ST (5'-CTGGGCAGTGCGGCAAC-
CA-3'") eingesetzt, die im Gen fiir B-Tubulin [46] von M. unguiculatus binden und ein Produkt von
~ 1.1 kbp ergaben.

Expression in E.coli und GTP-Bindung:

Fiir die rekombinante Expression wurde die codierende Sequenz von emrap2 iiber PCR mit den
Primern Rap2-5'mod (5'-GTGGACGAATACAAAGTTGTTG-3', emrap2 cDNA: *400-421) %
Rap2-3'up (5'-GAGGTAGGAGAGGTGAGAAG-3', emrap2 cDNA: *1034-1015) amplifiziert, in
den Vektor pBAD/THIO-TOPO (Invitrogen) kloniert und anschlieBend sequenziert. Das Ex-
pressionsplasmid, in dem emrap2 N-terminal mit einem Thioredoxin und C-terminal mit einem
V5-Antikorperepitop und einem 6xHis-Tag fusioniert ist, wurde wie unter 5.6.5 beschrieben in E.-
coli-TOP10 Zellen fiir 3 Stunden unter Zugabe von 0.2% Arabinose rekombinant exprimiert. Die
Zelllysate wurden in einem 12.5% PAA-Gel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert.
Fiir den Nachweis im Western Blot wurde der anti-V5 Antikoérper (Invitrogen) 1:5000 eingesetzt.
Der GTP-Bindungsassay wurde wie in Kapitel (vergl. 5.5.10) beschrieben durchgefiihrt [170].

Prenylierung von rekombinant exprimiertem EmRap2 in Kaninchen-Reticulocytenextrakt
und Echinokokken-Lysat:

Die codierende Sequenz von emrap2 wurde mit den Primern Rap2-5'mod (5'-GTGGACGAATA-
CAAAGTTGTTG-3', emrap2 cDNA: *400-421) x Rap2-3'-Bam (5-CAGGCCGGATCCT-
CAGAGGATAGCACAGGCTCCAG-3', emrap2 cDNA: *1002-980) aus cDNA amplifiziert und
in den Vektor pBAD-Thio (Invitrogen) kloniert, wobei eine N-terminale Fusion von EmRap2 mit
Thioredoxin entstand. Das Fusionsprotein wurde nach Anleitung (Invitrogen) in E.coli exprimiert,
das resultierende Zellpellet in Extraktionspuffer (50 mM Tris, pH 7.5, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1
mM EGTA und Protease Inhibitor Cocktail von Roche) unter Verwendung des Fast Prep Purifica-
tion Systems mit Lysing Matrix B (beides Qbiogene) lysiert (vergl. 5.5.4) und daraus dann das re-
kombinante Fusionsprotein mit dem Anti-Thioredoxinantikdrper (Invitrogen) iliber G-Agarose
(Upstate) immunprézipitiert (vergl. 5.5.9). Das immunprézipitierte Protein wurde entweder in
60%-igem Kaninchen-Reticulocytenextrakt (Promega) oder in Echinokokken-Lysat (vergl. 5.9.5),
in Gegenwart von ImM GTP und 4uCi [*H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophos-
phat fiir 4 Stunden bei 32°C inkubiert (vergl. 5.5.13). Die Reaktionen wurden iiber ein 15% PAA-
Gel aufgetrennt, das Gel fixiert (2-Propanol/H20O/Eisessig, 25:65:10), mit Amplify (Amersham)
behandelt, getrocknet und fiir acht Tage auf einen Rontgenfilm gelegt.
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Yeast-2-Hybrid (Y2H):

Fiir die Y2H-Interaktionsversuche (Kapitel Y2H - 5.7.3) von EmRap2 mit EmRaf in dem Gal4-ba-
sierten MATCHMAKER-System (Clontech) wurde das emrap2 Leseraster in einer PCR mit den
Primern Rap2-EcoR1-dw (5'-GCTTTTGAATTCATGGACGAATACAAAGTTG-3', emrap?2
cDNA: *400-418) und Rap2-3'-Bam (5'-CAGGCCGGATCCTCAGAGGATAGCACAGGCTC-
CAG-3', emrap2 cDNA: *1002-980) amplifiziert und das resultierende Fragment {iber die Schnitt-
stellen EcoR1 und BamH1 in den Vektor pGBKT7 (BD) kloniert (vergl. 5.13.5). Dieser Vektor,
der die Bindungsdoméne enthélt wurde dann gemeinsam mit einer EmRaf-Fusion (vergl. 5.13.5),
die die Aktivierungsdoméne (AD) enthilt, in Hefen transformiert. Das Wachstum der Trans-
formanden wurde auf verschieden stark selektiven Platten beobachtet. Wachsende Hefen auf
selektiven Nahrboden deuten auf eine Interaktion der beteiligten AD- und BD-Fusionsproteine hin.

5.20.2 emrap2 (cDNA)

emrap2 cDNA (1164 bp), Protein (200 AS, 21.7 kDa, ch +2.11, pl 8.05)
Codierende Sequenz 600 bp, Start ATG bei bp 400, Stop TGA bei bp 1000

Intron: I1 nach bp 942 etwa 4500 bp, nicht sequenziert), weitere Introns sind vermutlich
vorhanden, aber noch nicht gefunden.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
LLrrp ey ey e e bl
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

CTAATACGACTCACTATAGG GCAAGCAGTGGTAACAACGC AGAGTACGCGGGGACGGGAG CTAGGGTTTGTCGTTGGTGT TTTTTGGATTGCCTCTCTTT 100
ATGCTAACTTTTCGCGATTC TGTTACCAGTTCTGTATTTG AATCAAAAGCCCAATGGACG TCATTCTTTTTCGTTTGGTG ATATATTACAACATTCTTCT 200
GTTAATTTACCAAGGTTGGA GTTATAAACAGCGTCATTGT TTTTGATGACCCAACTCCCT TTTGTTCGATTTGTGGATTA TCCTCTCATAGCACTTGCAC 300
AATACATCTGGCGCTATTTC CTGCACGTCAGTGTATAACC GCAGATGGGTCTTGAAAGAA AATCGGTTGTTTACTTTTCA TATATTTGCTTTTGAGGAGA 400
TGGACGAATACAAAGTTGTT GTTCTCGGTGATGGGGGAGT TGGAAAGAGCGCCCTAACTG TTCGCTTCGTCACAGGGAGA TTTGAGGAAAAGTACGACCC 500
CACAATCGAGGACTTCTACC GCAAGGAGATTCTAGTAAAT GGTAAAGCGTGCATGTTGGA GATTCTTGACACAGCGGGCA GTGAGCAGTTTTCCTCACTG 600
CAGGACCTTTACATTCGCAA CGGCCAGGGTTTTGTGCTCG TATACAGCATTGCCTCATTG CAGAGTCTCCTCGACCTAGA GGCAGTGCATCAACAGATCC 700
TCCGTTTCAAGACTAAGGCG CCTTCCCGGAAGTCCAAAAC TTCGAAGTCAGCGCCATCGC CAGTACTACCGCCAATTGTG CTGGCGGGTAATAAGGCGGA 800
TCTAACGGCAGTAGGGCACC GCGAGGTCGCCAGGGCCGAC GGGGATGCGGCGGCGAGGCG ATGGGGTTGCTGTGCTTTTG TAGAGACCTCGGCGAAGACG 900
GGGGAAGGTGTGATGGATGT CTTTCGAGAAGTGGTTATGC AGATGGCTCAGGAGTCTGCA AAGAAGAAGGGCTGCACCAC TGGAGCCTGTGCTATCCTCT 1000
GACTTGCCGGCCTGCTTCTC ACCTCTCCTACCTCTTTCTT GGGGTGTGGGTGTGTGCTGA GTTTGTAAATATTTACCGTT CCTCTCTTTTTTTCGTTATT 1100
TTTGCATATTTCCAACTGTG TGTACATATTGCCTCGATGA AGAAGATGAAGACGTTTTTT TTTT 1200
5.20.3 EmRap2 (Proteinsequenz)

200 AS, 21.7 kDa, ch +2.11, pl 8.05

10 20 30 40 50

llll%llll% llll%llll% llll%llll% llll%llll% llll%llll%
MDEYKVVVLG DGGVGKSALT VREVTGRFEE KYDPTIEDFY RKEILVNGKA

CMLEILDTAG SEQFSSLODL YIRNGQGEFVL VYSIASLQOSL LDLEAVHQOQT 100
LRFKTKAPSR KSKTSKSAPS PVLPPIVLAG NKADLTAVGH REVARADGDA
AARRWGCCAF VETSAKTGEG VMDVFREVVM QMAQESAKKK GCTTGACAIL 200
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5.20.4 emrap2 (chromosomaler Locus)

Die Charakterisierung des chromosomalen Locus gestaltete sich schwierig, daher sind nur einige
Bereiche bestitigt, welche in der Sequenz, die der cDNA Sequenz entspricht, fett hervorgehoben
sind (Fragment 1: Rap2 C5' dw x Rap2 up nest, Fragment 2: Rap2 dw5 % Rap2 3' neu mod). Des-
weiteren konnte ein etwa 4,5 kb groBles Intron (I1) nach bp 942 lokalisiert werden, das aber nicht
sequenziert wurde.

10 2 30 50 6 70 8 9 100
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CTAATACGACTCACTATAGG GCAAGCAGTGGTAACAACGC AGAGTACGCGGGGACGGGAG CTAGGGTTTGTCGTTGGTGT TTTTTGGATTGCCTCTCTTT 100
ATGCTAACTTTTCGCGATTC TGTTACCAGTTCTGTATTTG AATCAAAAGCCCAATGGACG TCATTCTTTTTCGTTTGGTG ATATATTACAACATTCTTCT 200
GTTAATTTACCAAGGTTGGA GTTATAAACAGCGTCATTGT TTTTGATGACCCAACTCCCT TTTGTTCGATTTGTGGATTA TCCTCTCATAGCACTTGCAC 300
AATACATCTGGCGCTATTTC CTGCACGTCAGTGTATAACC GCAGATGGGTCTTGAAAGAA AATCGGTTGTTTACTTTTCA TATATTTGCTTTTGAGGAGA 400
TGGACGAATACAAAGTTGTT GTTCTCGGTGATGGGGGAGT TGGAAAGAGCGCCCTAACTG TTCGCTTCGTCACAGGGAGA TTTGAGGAAAAGTACGACCC 500
CACAATCGAGGACTTCTACC GCAAGGAGATTCTAGTAAAT GGTAAAGCGTGCATGTTGGA GATTCTTGACACAGCGGGCA GTGAGCAGTTTTCCTCACTG 600
CAGGACCTTTACATTCGCAA CGGCCAGGGTTTTGTGCTCG TATACAGCATTGCCTCATTG CAGAGTCTCCTCGACCTAGA GGCAGTGCATCAACAGATCC 700
TCCGTTTCAAGACTAAGGCG CCTTCCCGGAAGTCCAAAAC TTCGAAGTCAGCGCCATCGC CAGTACTACCGCCAATTGTG CTGGCGGGTAATAAGGCGGA 800
TCTAACGGCAGTAGGGCACC GCGAGGTCGCCAGGGCCGAC GGGGATGCGGCGGCGAGGCG ATGGGGTTGCTGTGCTTTTG TAGAGACCTCGGCGAAGACG 900
GGGGAAGGTGTGATGGATGT CTTTCGAGAAGTGGTTATGC AGATGGCTCAGGAGTCTGCA AAGAAGAAGGGCTGCACCAC TGGAGCCTGTGCTATCCTCT 1000
GACTTGCCGGCCTGCTTCTC ACCTCTCCTACCTCTTTCTT GGGGTGTGGGTGTGTGCTGA GTTTGTAAATATTTACCGTT CCTCTCTTTTTTTCGTTATT 1100
TTTGCATATTTCCAACTGTG TGTACATATTGCCTCGATGA AGAAGATGAAGACGTTTTTT TTTT 1200

5.20.5 EmRap2 (Oligonucleotide)

emrap2 (cDNA)

Rap2 3'up emrap2 cDNA 1034-1015 GAGGTAGGAGAGGTGAGAAG
Rap2 5' mod emrap2 cDNA *400-421 GTGGACGAATACAAAGTTGTTG
Rap2 C5' dw emrap2 cDNA 248-268 GACCCAACTCCCTTTTGTTCG
Rap2-3' emrap2 cDNA 999-980 GAGGATAGCACAGGCTCCAG
Rap2-3' mod emrap2 cDNA 999-980 GAGGATAGCACAGGCTCCAG
Rap2-3' neu 2 emrap2 cDNA 992-975 GCACAGGCTCCAGTGGTG
Rap2-3' neu mod emrap2 cDNA 1016-986 GTTCAGTCTCCTATCGTGTCC
Rap2-b emrap2 cDNA 866-885 GTTGCTGTGCTTTTGTAGAG
Rap2-C3' up emrap2 cDNA 1034-1015 GAGGTAGGAGAGGTGAGAAG
Rap2-C5'-dw emrap2 cDNA 248-268 GACCCAACTCCCTTTTGTTCG
Rap2-ch 3' up2 emrap2 cDNA 1077-1057 GGTAAATATTTACAAACTCAG
Rap2-ch-dwl emrap2 cDNA 1-19 CTAATACGACTCACTATAG
Rap2-chr up3 emrap2 cDNA 364-342 GATTTTCTTTCAAGACCCATCTG
Rap2-dw emrap2 cDNA 400-418 ATGGACGAATACAAAGTTG
Rap2-dw nest emrap2 cDNA 477-496 GAGATTTGAGGAAAAGTACG
Rap2-dw-dw3 emrap2 cDNA 348-369 GGTCTTGAAAGAAAATCGGTTG
Rap2-dwl emrap2 cDNA 453-472 CCTAACTGTTCGCTTCGTCA
Rap2-dw10 emrap2 cDNA 581-600 GTGAGCAGTTTTCCTCACTG
Rap2-dwll emrap2 cDNA 600-517 GCAGGACCTTTACATTCG
Rap2-dw12 emrap2 cDNA 720-735 GCCTTCCCGGAAGTCC
Rap2-dw13 emrap2 cDNA 928-946 GAAGTGGTTATGCAGATGG
Rap2-dw2 emrap2 cDNA 456-475 AACTGTTCGCTTCGTCACAG
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emrap2 (cDNA)

Rap2-dw3 emrap2 cDNA 477-496 GAGATTTGAGGAAAAGTACG
Rap2-dw4 emrap? cDNA 400-421 ATGGACGAATACAAAGTTGTTG
Rap2-dw5 emrap2 cDNA 640-660 GTATACAGCATTGCCTCATTG
Rap2-dw6 emrap2 cDNA 469-487 GTCACAGGGAGATTTGAGG
Rap2-dw7 emrap2 cDNA 665-682 GTCTCCTCGACCTAGAGG

Rap2-dw8 emrap2 cDNA 526-547 GAGATTCTAGTAAATGGTAAAG
Rap2-dw9 emrap2 cDNA 549-568 GTGCATGTTGGAGATTCTTG
Rap2-up emrap2 cDNA 540-519 ATTTACTAGAATCTCCTTGCGG
Rap2-up nest emrap? cDNA 518-501 TAGAAGTCCTCGATTGTG

Rap2-up4 emrap2 cDNA 752-734 GCTGACTTCGAAGTTTTGG
Rap2-up5 (1) emrap2 cDNA 426-405 GAGAACAACAACTTTGTATTCG
Rap2-up5 (!!) emrap2 cDNA 691-672 GATGCACTGCCTCTAGGTCG
Rap2-up6 emrap2 cDNA 654-637 GGCAATGCTGTATACGAG

Rap2-up7 emrap? cDNA 598-579 GTGAGGAAAACTGCTCACTG
Rap2-up8 emrap2 cDNA 898-870 GGTCTCTACAAAAGCACAG

TD Rap2 dw emrap2 cDNA 497-521 ACCCCACAATCGAGGACTTCTACCG
TD Rap2 up emrap2 cDNA 520-495 GGTAGAAGTCCTCGATTGTGGGGTCG

emrap?2 (Schnittstellen)

Rap2 5'-Bam-Hum emrap2 cDNA *400-421
Rap2 EcoR1 dw emrap2 cDNA *400-418
Rap2-3' BAM emrap2 cDNA *1002-980

GTAGTAGGATCCAAAAAAATGGACGAATACAAAGTTGTTG
GCTTTTGAATTCATGGACGAATACAAAGTTG
CAGGCCGGATCCTCAGAGGATAGCACAGGCTCCAG
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5.20.6 emrap2 (Map)

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGGGACGGGAGCTAGGGTTTGTCGTTGGTGTTTTTTGGATTGCCTCTCTTT
IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{I III}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{III I}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}IIII{

GATTATGCTGAGTGATATCCCGTTCGTCACCATTGTTGCGTCTCATGCGCCCCTGCCCTCGATCCCAAACAGCAACCACAAAAAACCTAACGGAGAGAAA

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T

ATGCTAACTTTTCGCGATTCTGTTACCAGTTCTGTATTTGAATCAAAAGCCCAATGGACGTCATTCTTTTTCGTTTGGTGATATATTACAACATTCTTCT

NI N N NN
I | I I I | I I I I I I 1 I I | I | 1 I
TACGATTGAAAAGCGCTAAGACAATGGTCAAGACATAAACTTAGTTTTCGGGTTACCTGCAGTAAGAAAAAGCAAACCACTATATAATGTTGTAAGAAGA

GTTAATTTACCAAGGTTGGAGTTATAAACAGCGTCATTGTTTTTGATGACCCAACTCCCTTTTGTTCGATTTGTGGATTATCCTCTCATAGCACTTGCAC
lIlI}IlIl{lIlI}IIIl{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{lIlI}llll{lIlI}IlIl{lIlI}IlIl{llll}IlIl{lIlI}llll{llll}llll{

CAATTAAATGGTTCCAACCTCAATATTTGTCGCAGTAACAAAAACTACTGGGTTGAGGGAAAACAAGCTAAACACCTAATAGGAGAGTATCGTGAACGTG

44+ﬁ4L*4Lﬁ4L*4ik4+*4Lﬁ4L*4ik4L*4+ﬁ4L*4Lﬁ4L*4ik4+*4Lﬁ4L*4ik4L*4+ﬁ4L*4iﬁ4L*4ik4+*4¢ﬁ4¢*4ik4¢*4+ﬁ4¢*4Lﬁ

AATACATCTGGCGCTATTTCCTGCACGTCAGTGTATAACCGCAGATGGGTCTTGAAAGAAAATCGGTTGTTTACTTTTCATATATTTGCTTTTGAGGAGA

Loy e e b b b by
1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I

TTATGTAGACCGCGATAAAGGACGTGCAGTCACATATTGGCGTCTACCCAGAACTTTCTTTTAGCCAACAAATGAAAAGTATATAAACGAAAACTCCTCT

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T

TGGACGAATNCAAAGTTGTTGTTCTCGGTGATGGGGGAGTTGGAAAGAGCGCCCTAACTGTTCGCTTCGTCACAGGGAGATTTGAGGAAAAGTACGACCC
IHIIIIII“IIIIIIHIIIIIIHIIIIII”IIIIIIHIIIIII“IIIIIIHIIIIIIHIIIIIIWIIIIIIHIIIIII“IIIIIIHI

ACCTGCTTANGTTTCAACAACAAGAGCCACTACCCCCTCAACCTTTCTCGCGGGATTGACAAGCGAAGCAGTGTCCCTCTAAACTCCTTTTCATGCTGGG

M D E Y K V V V L D GGV G K SAULTVURF VTG R F E
| 1 | 1 | 1 | 1 | | 1 | 1 | 1 | 1 | | | 1 | 1 1 | 1 |
T T T

F 3

|
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CACAATCGAGGACTTCTACCGCAAGGAGATTCTAGTAAATGGTAAAGCGTGCATGTTGGAGATTCTTGACACAGCGGGCAGTGAGCAGTTTTCCTCACT
IIII}IIIIIIIII}IIII{IIII}IIH{IIII} III{IIII}IIIIIIIII}IIH{IIII}IIII{IIII}IIII{IIII}III IIII}IIII
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GTCCTGGAAATGTAAGCGTTGCCGGTCCCAAAACACGAGCATATGTCGTAACGGAGTAACGTCTCAGAGGAGCTGGATCTCCGTCACGTAGTTGTCTAG
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TCCGTTTCAAGACTAAGGCGCCTTCCCGGAAGTCCAAAACTTCGAAGTCAGCGCCATCGCCAGTACTACCGCCAATTGTGCTGGCGGGTAATAAGGCGGA

AGGCAAAGTTCTGATTCCGCGGAAGGGCCTTCAGGTTTTGAAGCTTCAGTCGCGGTAGCGGTCATGATGGCGGTTAACACGACCGCCCATTATTCCGCCT
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GAAGGTGTGATGGATGTCTTTCGAGAAGTGGTTATGCAGATGGCTCAGGAGTCTGCAAAGAAGAAGGGCTGCACCACTGGAGCCTGTGCTATCCTC
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TTTGCATATTTCCAACTGTGTGTACATATTGCCTCGATGAAGAAGATGAAGACGTTTTTTTTTT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

AAACGTATAAAGGTTGACACACATGTATAACGGAGCTACTTCTTCTACTTCTGCAAAAAAAAAA
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5.21 EmRas

5.21.1 EmRas: Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der emras cDNA und des chromosomalen Locus:

Die emras-cDNA wurde iiber eine degenerative PCR aus einer Plasmid-cDNA-Bank (hergestellt
von K. Huber [158]) isoliert. Dafiir wurde aus dem, in Ras-dhnlichen kleinen Proteinen hoch
konservierten, Aminosdure-Sequenzmotiv MRDQYMR der degenerierte Primer Ras-C1 (5'-CG-
CATRTAYTGRTCNCKCAT-3', R = Purin, Y = Pyrimidin, K = G + T, N = alle Nucleotide, em-
ras cDNA: 227-247, EmRas Proteinsequenz: MRDQYMR) abgeleitet. Mit diesem Primer, der
Richtung 5'-Ende liest und dem Vektor-spezifischen Primer JG4-5 dw (5'-CTCCCGAATTCGG-
CACGAG-3'") wurde dann die degenerative PCR durchgefiihrt (30 Zyklen; 1' - 94°C, 2' — 54°C, 2'
— 72°C). Dabei wurde ein 230 bp langes Fragment amplifiziert, in pTOPO-TA kloniert und se-
quenziert, dass eine hohe Homologie zu den 5'-Sequenzen bekannter Ras-cDNAs unterschiedlicher
phylogenetischer Urspriinge besitzt. Mit dem aus dieser Sequenz abgeleiteten Primer Ras-5'
(5'-ATGCCTGAGTACAAACTCG-3', emras cDNA: 29-37) und dem Primer CD3 (5'-ATCTCTT-
GAAAGGATCCTGCA-3") und nachfolgend fiir die nested-PCR mit den Primern Ras-dw nest
(5'-GACGATCCAGCT TATCCAG-3', emras cDNA: 85-103) und CD3 nest (5-TCTCTT-
GAAAGGATCCTGCAGGT-3") wurde dann aus E. multilocularis-cDNA iiber eine 3'-RACE das
fehlende 3'-Ende der cDNA amplifiziert, in TOPO-TA kloniert und sequenziert. Das vollstindige
Leseraster von emras wurde dann iiber PCR mit den Primern Ras-5' (5'-ATGCCTGAGTA-
CAAACTCG-3', emras cDNA: 29-37) und Ras-3' (5'-CAGCAGATGGCA TTTCCTC-3', emras
cDNA: 580-562) aus E. multilocularis-cDNA amplifiziert, in TOPO-TA kloniert und sequenziert.

Der chromosomale Locus von emras konnte nur teilweise bestitigt werden. Die gesamte bisher be-
kannte 676 bp lange N-terminale chromosomale Sequenz konnte in zwei iiberlappenden Frag-
menten liber PCR auf chromosomale DNA von E. multilocularis mit den Primerkombinationen fiir
F1: Ras-chr-dw2 (5'-GGTACCATTGTACTAAACAAAATG-3', emras cDNA: 8-31) x Ras-up2
(5'-GCACCTCATCTGCGTCTTTG-3', emras cDNA: 356-337) und fiir F2: Ras-dw3 (5'-GT-
CAAAGACGCAGATGAGGTG-3", emras cDNA: 335-355) x Ras-up3 (5-GTCCTCAA-
CACCTTGACGG-3', emras cDNA: 490-472) amplifiziert werden. Zahlreiche Versuche das
fehlende 3'-Ende des chromosomalen Locus von emras mit diversen DNA-Polymerasen, unter-
schiedlichen Primerkombinationen und/oder verschiedenen Versuchsbedingungen zu amplifizieren
waren bisher erfolglos.

Stadienspezifische Expression: RT-PCR

Um die Expression von emras wihrend einer Infektion des Zwischenwirts (M. unguiculatus) und
in den verschiedenen Larvenstadien zu untersuchen, wurde Gesamt-RNA (vergl. 5.3.1) aus in vitro
und in vivo kultiviertem Echinokokken-Larvenmaterial (vergl. 5.9.3 + 5.10.1) isoliert und mit dem
Omniscript RT-Kit (Qiagen) in einzelstringige cDNA umgeschrieben (vergl. 5.3.5). Jeweils 2 pl
dieser cDNAs wurden dann mit den Primern Ras-5' (5'-ATGCCTGAGTACAAACTCG-3', emras
cDNA: 29-47) und Ras-3'mod (5'-GAGCAGATGGCATTTCCTCTTG-3', emras cDNA: *579-
559) in einer PCR amplifiziert (30 Zyklen: 94°C — 30", 57°C — 30", 72°C — 30", GroBe: ~550 bp),
in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

Echinokokkenspezifischer Nachweis
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Fir den Nachweis das emras ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus) mit
dem DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1ul (1:100 verdiinnt) dieser
DNAs als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durchgefiihrt,
in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Echinokokken-spezi-
fischen Primer fiir emras waren Ras-5'mod (5'-GTGCCTGAGTACAAACTCG-3', emras cDNA:
*30-47) x Ras-up2 (5'-GCACCTCATCTGCGTCTTTG-3', emras cDNA: 356-337), die ein PCR-
Produkt von ~450 bp ergaben. Fiir die Gerbil-spezifische PCR wurden die Primer Tub12up (5'-CC-
CCAAGTGTATGATACTGG-3") und Tubl2ST (5-CTGGGCAGTGCGGCAACCA-3") einge-
setzt, die im Gen fiir B-Tubulin [46] von M. unguiculatus binden und ein Produkt von ~1.1 kbp
ergaben.

Expression in E.coli und GTP-Bindung:

Fiir die rekombinante Expression wurde die codierende Sequenz von emras iiber PCR mit den
Primern Ras-5'mod (5'-GTGCCTGAGTACAAACTCG-3', emras cDNA: *30-47) x Ras-3'mod
(5'-GAGCAGATGGCATTTCCTCTTG-3', emras cDNA: *579-559) amplifiziert, in den Vektor
pBAD/THIO-TOPO (Invitrogen) kloniert und anschliefend sequenziert. Das Expressionsplasmid,
in dem emras N-terminal mit einem Thioredoxin und C-terminal mit einem V5-Antikorperepitop
und einem 6xHis-Tag fusioniert ist, wurde wie unter 5.6.5 beschrieben in E.coli-TOP10 Zellen fiir
3 Stunden unter Zugabe von 0.2% Arabinose rekombinant exprimiert. Die Zelllysate wurden in
einem 12.5% PAA-Gel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Fiir den Nachweis im
Western Blot wurde der anti-V5 Antikorper (Invitrogen) 1:5000 eingesetzt. Der GTP-Bindungs-
assay wurde wie in Kapitel (vergl. 5.5.10) beschrieben durchgefiihrt [170].

Prenylierung von rekombinant exprimiertem EmRas in Kaninchen-Reticulocytenextrakt
und Echinokokken-Lysat:

Die codierende Sequenz von emras wurde mit den Primern Ras-5'mod (5'-GTGCCTGAGTA-
CAAACTCG-3', emras cDNA: *30-47) x Ras-3'-Bam (5'-ATCGCAGGATCCCTAAGCAGATG-
GCATTTCCTC-3', emras cDNA: *583-562) aus cDNA amplifiziert und in den Vektor pBAD-
Thio (Invitrogen) kloniert, wobei eine N-terminale Fusion von EmRas mit Thioredoxin entstand.
Das Fusionsprotein wurde nach Anleitung (Invitrogen) in E.coli exprimiert, das resultierende Zell-
pellet in Extraktionspuffer (50 mM Tris, pH 7.5, I mM MgClL, 1 mM DTT, 1 mM EGTA und
Protease Inhibitor Cocktail von Roche) unter Verwendung des Fast Prep Purification Systems mit
Lysing Matrix B (beides Qbiogene) lysiert (vergl. 5.5.4) und daraus dann das rekombinante Fu-
sionsprotein mit dem Anti-Thioredoxinantikdrper (Invitrogen) iiber G-Agarose (Upstate) im-
munprézipitiert (vergl. 5.5.9). Das immunprézipitierte Protein wurde entweder in 60%-igem
Kaninchen-Reticulocytenextrakt (Promega) oder in Echinokokken-Lysat (vergl. 5.9.5), in Gegen-
wart von ImM GTP und 4uCi [*H] markiertem Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Pyrophosphat fiir 4
Stunden bei 32°C inkubiert (vergl. 5.5.13). Die Reaktionen wurden iiber ein 15% PAA-Gel aufge-
trennt, das Gel fixiert (2-Propanol/H20/Eisessig, 25:65:10), mit Amplify (Amersham) behandelt,
getrocknet und fiir acht Tage auf einen Rontgenfilm gelegt.

In vivo Komplementation in Hefen:

Die in vivo Komplementation einer Hefe-ras2A-Mutante durch emras wurde nach einem schon be-
schriebenen Assay fiir invasives Wachstum [217] von S. Briickner und H.-U. Mdsch an der Phil-
lips-Universitidt in Marburg durchgefiihrt. Dazu wurde das emras-Leseraster mit den Primern
Ras5'-Bam-HUM  (5'-GTAGTAGGATCCAAAAAAATGCCTGAGTACAAACTCG-3', emras
cDNA: *29-47) und Ras up-Bam (5'-ATCGCAGGATCCCTACAGCAGATGGCATTTCCTC-3',
emras cDNA: 583-562) aus cDNA amplifiziert und iiber die BamH1-Schnittstelle in das Plasmid
pRS426 (pB3386) kloniert. Das resultierende Plasmid, in dem emras unter der Kontrolle eines Ga-
lactose-induzierbaren Promotors exprimiert wird, wurde pB3386-Ras3 (im Paper: pMSHUM-Em-
Ras [297]) genannt. Fiir den Versuch wurden dann von S. Briickner und H.-U. Mdsch die Plasmide
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pRS426-GAL1 und pMSHUM-EmRas gemeinsam mit den Plasmiden pRS316-RAS2 und
pRS316-RAS2"1% [217] in den Hefe-ras2A mutierten Hefestamm YHUM 120 [217] transformiert.
Wachstums- und invasive Wachstums-Assays wurden, wie vorher beschrieben [217], ausgefiihrt.

Antikorper: Western Blot und Immunhistochemie:

Fiir die Erkennung von EmRas in Echinokokken-Material wurde ein polyklonaler Kaninchen-aRas
-Antikorper (StressGen) verwendet, der gegen einen, zwischen EmRas und Sdugetier-Ras hoch
konservierten, Bereich gerichtet ist. Fiir den Western Blot wurden das oben beschriebene, iiber Im-
munprézipitation (vergl. 5.5.9) aufgereinigte Thioredoxin-EmRas-Fusionsprotein (s.0.), Lysat von
in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (vergl. 5.9.5) und Lysat von frisch isolierten Protoscoli-
ces (vergl. 5.9.5) in einem 12.5% PAA-Gel nach der GroBe aufgetrennt (vergl. 5.5.1), und auf eine
Nitrozellulosemembran {ibertragen (vergl. 5.5.3). Mit dem Erstantikorper aRas (1pg/ml) und dem
Peroxidase-konjugierten Zweitantkorper a-Kaninchen IgG (Jackson Immuno Research) wurde
dann das rekombinant exprimierte und das immunprézipitierte EmRas detektiert.

Die Immunhistochemie wurde von Dennis Tappe durchgefiihrt. Aus mit E. multilocularis infi-
zierten Rennméusen (M. unguiculatus) wurden die mit Echinokokken-Gewebe durchzogenen
Lebern entfernt, in Einfriermedium (TissueTec; Sakura) gegeben und sofort in fliissigem Stickstoff
gefroren. Mit einem Kryotom wurden Sum starke Gefrierschnitte hergestellt, auf silikonisierte
Objekttrager, in Aceton fiir 10 min bei -20°C fixiert und dann an der Luft getrocknet. Die tro-
ckenen Proben wurden in PBS rehydriert und die endogenen Peroxidasen dann durch eine 20 mi-
niitige Inkubation in 0.3% H,O, (in Methanol) inaktiviert. Nach einmaligem Waschen in PBS fiir 5
min wurden die Proben 1 Stunde bei RT in PBS mit 5% Ziegenserum geblockt (Blockierungspuf-
fer). Nach einem weiteren 5 miniitigen Waschschritt in PBS wurden auf jeden Objekttrager 200 pl
des ersten Antikorpers (aRas 1:500 in Blockierungspuffer) gegeben und alles bei 4°C {iber Nacht
inkubiert. Am nichsten Tag wurde 3 mal fiir je 5 min mit PBS gewaschen, die Proben dann mit
dem zweiten Antikorper (Maus-aHase, Peroxidase konjugiert; Dianova) 1:200 in Blockierungspuf-
fer fiir 30 min bei RT inkubiert, nach 3 weiteren 5 miniitigen Waschschritten in PBS mit Diami-
nobenzidin-Reagenz (Serva) entwickelt und dann mit Hematoxilin gegengefarbt.

Yeast-2-Hybrid (Y2H):

Fiir die Y2H-Interaktionsversuche (Kapitel Y2H - 5.7.3) von EmRas mit EmRaf mit dem Gal4-ba-
sierten MATCHMAKER-System (Clontech) wurde das emras Leseraster in einer PCR mit den
Primern Ras-dw EcoR1 (5'-GTACTAGAATTCATGCCTGAGTACAAACTCG-3', emras cDNA:
*29-47) und Ras up Bam (5'-ATCGCAGGATCCCTACAGCAGATGGCATTTCCTC-3', emras
cDNA: *583-562) amplifiziert und das resultierende Fragment iiber die Schnittstellen EcoR1 und
BamH1 in den Vektor pGBKT?7 (BD) kloniert (vergl. 5.13.5). Dieser Vektor, der die Bindungsdo-
méne enthdlt wurde dann gemeinsam mit einer EmRaf-Fusion (vergl. 5.13.5), die die Ak-
tivierungsdoméne (AD) enthilt, in Hefen transformiert. Das Wachstum der Transformanden wurde
auf verschieden stark selektiven Platten beobachtet. Wachsende Hefen auf selektiven Nahrboden
deuten auf eine Interaktion der beteiligten AD- und BD-Fusionsproteine hin.
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5.21.2 emras (cDNA)

emras cDNA (632 bp), Protein (184 AS, 20.9 kDa, ch +0.17, pl 7.15)
Codierende Sequenz 552 bp, Start ATG bei bp 29, Stop TAG bei bp 580

Intron: I1 nach bp 59 37 bp), 12 nach bp 118 (39 bp), I3 nach bp 137 (35 bp), 14 nach bp 222

5 Material und Methoden

(43 bp), weitere Introns sind vermutlich vorhanden, aber noch nicht gefunden.

10 2
HEEEEEEEEN NN
T T T T

30
NN
T T T T

50 6
HEEEEEEEEN NN
T T T T

70 8
NN
T T T T

100

ATAATAGGGTACCATTGTAC
CAGAATCATTTTGTAGATGA
CGGCTGGTCAAGAAGAGTAC
AGACATTAGTCAATACCGCG
GTCGATTCTACAAAGGCTGA
CTCTTGTTCGAGAAATCCGC
TGACAAACTGTGCCACGGTG

TAAACAAAATGCCTGAGTAC
GTACGACCCAACGATTGAGG
AGCGCCATGCGTGACCAATA
AACAGATTAAACGGGTCAAA
GGCCGTTGCTAAGGCGTACA
AAATTTAAGGAAAGGGGAAA
GAGTGACAGACA

AAACTCGTTGTTGTCGGAGC
ATTCCTATAGGAAGCAAGTA
TATGCGAACTGGCGAGGGCT
GACGCAGATGAGGTGCCCAT
ACATTCCCTACATTGAAACA
CGAGAAGAAAAAGCGCGGCA

5.21.3 EmRas (Proteinsequenz)

184 AS, 20.9 kDa, ch +0.17, pl 7.15

10

20

30

TGGTGGAGTCGGAAAGAGTG
AATATTGATGGGGAGACTTG
TTCTCTGTGTATTTGCTGTT
GGTTTTAATTGGGAACAAGG
TCTGCTAAAACCCGTCAAGG
AGAGGAAATGCCATCTGCTG

40

9
HEEEEEEEEN NN
T T T T

CGCTGACGATCCAGCTTATC
CATGCTTGATATTCTGGATA
AATAACGCCAAAAGCTTTGA
TAGACCTTGCAGTCAGATCA
TGTTGAGGACGCATTTTTCA
TAGTGTGGGTGCGATTACAT

50

I e e A o A A A A
I | | | | | | | | |

MPEYKLVVVG AGGVGKSALT IQLIQNHEFVD EYDPTIEDSY RKQVNIDGET
CMLDILDTAG QEEYSAMRDQ YMRTGEGFLC VFAVNNAKSEF EDISQYREQI 100
KRVKDADEVP MVLIGNKVDL AVRSVDSTKA EAVAKAYNIP YIETSAKTRQ
GVEDAFFTLV REIRKFKERG NEKKKRGKRK CHLL

5.21.4 emras (chromosomaler Locus)

200

100
200
300
400

600

Die Charakterisierung des chromosomalen Locus gestaltete sich schwierig, daher ist nur der N-
Terminus bestétigt. Der C-Terminus ab bp 676 (cDNA ab bp 492) ist unbestitigt.

Chromosomaler Locus: 676 bp, Start ATG: bp 22, Stop TAG: nicht vorhanden

Exons sind fett hervorgehoben: E1 (52 bp,1-52), E2 (50 bp, 90-139), E3 (29 bp, 178-206),
E4 (84 bp, 242-325), E5 tiber 306 bp, ab 370)

Introns: 11 (37 bp, 53-89), 12 (39bp, 140-177), I3 (35 bp, 206-241), 14 (43 bp, 326-369)

100

LLLL PPy rirly
T I 1 I

GGTACCATTGTACTAAACAA
GGAAAGAGTGCGCTGACGAT
CGATTGGTGAGTTATTTTTG
GATACGGCTGGTCAAGAAGA
GAGGGCTTTCTCTGTGTATT
TGCCCATGGTTTGTAAGTTC
GCTGAGGCCGTTGCTAAGGC

Lorrp ety
T I I 1

AATGCCTGAGTACAAACTCG
CCAGCTTATCCAGAATCAGT
CCTGCTAATTTGTGGTTGCA
GTACAGGTATGTTATTGCCT
TGCTGTTAATAACGCCAAAA
CCTGTAGATTTCCTTAGAGT
GTACAACATTCCCTACATTG

0 0 0
lIlI}IlIl{llll}llll{ Illl{llll}llll{llll} lIlI}IlIl{llll}llll{

TTGTTGTCGGAGGTAATATT
AAGATATTTTTATATTATTA
GAGGATTCCTATAGGAAGCA
CTATCGTCTTTTAACGTTGC
GCTTTGAAGACATTAGTCAA
CTTCTTTAAGTAATTGGGAA
AAACATCTGCTAAAACCCGT

ACTGTTTTCTATGCGCTTTC GCTGCTTAGCTGGTGGAGTC
AATTATCCCCTAAACAGTTT TGTAGATGAGTACGACCCAA
AGTAAATATTGATGGGGAGA CTTGCATGCTTGATATTCTG
CACTTTCAGCGCCATGCGTG ACCAATATATGCGAACTGGC
TACCGCGAACAGATTAAACG GGTCAAAGACGCAGATGAGG
CAAGGTAGACCTTGCAGTCA GATCAGTCGATTCTACAAAA

CAAGGTGTTGAGGACG

100
200
300
400
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600
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5.21.5 emras (Map)

ATAATAGGGTACCATTGTACTAAACAAAATGCCTGAGTACAAACTCGTTGTTGTCGGAGCTGGTGGAGTCGGAAAGAGTGCGCTGACGATCCAGCTTATC
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5.21.6 emras (Oligonucleotide)

emras Oligonucleotide (cDNA)

Ras 3'

Ras 3' neu mod
Ras §'

Ras 5'mod
Ras C1

Ras ch dw
Ras chr dw2
Ras chr up 3'-2
Ras dw

Ras dw nest
Ras dwl10
Ras dw3

Ras dw4

Ras dw6 mod
Ras dw7 mod
Ras dw8 mod
Ras dw9

Ras up2

Ras up3

Ras up4

Ras up5

Ras up6
Ras-up-seq 3'

emras cDNA 580-562
emras cDNA *579-559
emras cDNA 29-47
emras cDNA *30-47
emras cDNA 246-227
emras cDNA 1-17
emras cDNA 8-31
emras cDNA 613-592
emras cDNA 29-47
emras cDNA 85-103
emras cDNA 537-556
emras cDNA 335-355
emras cDNA 474-491
emras cDNA *443-364
emras cDNA *386-404
emras cDNA *501-519
emras cDNA 512-530
emras cDNA 356-337
emras cDNA 490-472
emras cDNA 528-509
emras cDNA 535-516
emras cDNA 554-535
emras cDNA 620-614

emras Oligonucleotide (Schnittstellen)

Ras up Pst

Ras up-BAMMI1
Ras dw EcoR1
Ras 5' Bam HUM

emras cDNA *580-562
emras cDNA *583-562
emras cDNA *29-47
emras cDNA *29-47

emras degenerierte Oligonucleotide

Ras-C1
Ras-C2
Ras-N1
Ras-N2
Ras-SPCl1
Ras-SPC2

CGCATRTAYTGRTCXCKCAT
TTCATGTAYARRTCXCKCAT
GGTGGTGTTGGXAARTCXGC
GGTGGTGTTGGXAARAGYGC
CATGGCWGARTAYTCYTCYTG
CATGGCRCTRTAYTCYTCYTG
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CAGCAGATGGCATTTCCTC
GAGCAGATGGCATTTCCTCTTG
ATGCCTGAGTACAAACTCG
GTGCCTGAGTACAAACTCG
CGCATATATTGGTCACGCAT
ATAATAGGGTACCATTG
GGTACCATTGTACTAAACAAAATG
GCACAGTTTGTCAATGTAATCG
ATGCCTGAGTACAAACTCG
GACGATCCAGCTTATCCAG
GAAACGAGAAGAAAAAGCGC
GTCAAAGACGCAGATGAGGTG
GTCAAGGTGTTGAGGACG
GATTCCCTACATTGAAACATCAG
GCTTGCAGTCAGATCAGTCG
GCTCTTGTTCGAGAAATCCG
GAAATCCGCAAATTTAAGG
GCACCTCATCTGCGTCTTTG
GTCCTCAACACCTTGACGG
GGATTTCTCGAACAAGAGTG
CCTTTCCTTAAATTTGCGGA
GCTTTTTCTTCTCGTTTCCC
CACCGTGGCACAGTTTG

GCACCCCTGCAGCAGCAGATGGCATTTCCTC
ATCGCAGGATCCCTACAGCAGATGGCATTTCCTC
GTACTAGAATTCATGCCTGAGTACAAACTCG
GTAGTAGGATCCAAAAAAATGCCTGAGTACAAACTCG
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5.22 Em1433-2

5.22.1 Em1433-2: Material und Methoden

Sédmtliche molekularbiologischen und biochemischen Standardmethoden finden sich in den Kapi-
teln 5.1 - 5.13. Die verwendeten Organismen und deren Kultivierung ist in den Kapiteln 5.6 - 5.12
beschrieben. Fiir Computeranalysen wurden die Programme und Methoden aus Kapitel 5.1
verwendet.

Klonierung der em1433-2 cDNA und des chromosomalen Locus:

Da die Amplifikation des schon bekannten em/433-1 [277] aus unseren cDNA-Pridparationen
misslang, konnte die em/433-2 cDNA, die einen alternativen 5'-Terminus besitzt, iiber eine
5'-RACE mit den Primern 1433-up (5-TTAGGAGTCGGTCTCACACTCG-3', em1433-2 cDNA:
479-461) und JG4-5-dw (5-GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3") aus einer Plasmid-cDNA-
Bank (hergestellt von K. Huber [158]) isoliert werden. Das vollstandige Leseraster von konnte mit
den Primern 1433-2-5' (5'-TTAGGAGTCGGTCTCACACTCG-3', em1433-2 cDNA: 17-37) und
1433-2-3' (5'-GGAGTCGGTCTCACACTCGG-3', emi433-2 cDNA: 760-741) amplifiziert
werden.

Der chromosomale Locus von em/433-2 konnte in drei iiberlappenden Fragmenten {iber PCR aus
chromosomaler DNA von E. multilocularis mit den Primerkombinationen fiir F1: 1433-chr-dwl
(5'-GCTGTTGGTTTTCTGAAATG-3', eml433-2 cDNA: 1-20) x 1433-up2 (5'-GCAACGGA-
TAGCAAGTTGCG-3', em1433-2 cDNA: 195-175), fir F2: 1433-dw (5-GAGCTTAACAAC-
GAGGAG-3', emi1433-2 cDNA: 158-175) x 1433-2-3' (5'-GGAGTCGGTCTCACACTCGG-3',
eml433-2 c¢cDNA: 760-741) und fir F3: 1433-dw2 (5-GTACTCTCATCATGCAGCTG-3',
eml433-2 cDNA: 693-712) x 1433-chr.up (5'-GTGTTTTACAAGATGAAGCG-3', eml433-2
cDNA: 864-845) amplifiziert werden.

Echinokokkenspezifischer Nachweis

Fir den Nachweis das em433-2 ein Echinokokkenfaktor ist, wurde aus in vitro kultivierten Me-
tacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1) und der Leber eines uninfizierten Gerbils (M. unguiculatus) mit
dem DNeasy Kit (Qiagen) chromosomale DNA isoliert. Mit jeweils 1ul (1:100 verdiinnt) dieser
DNAs als Template wurden PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 30") durchgefiihrt,
in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Echinokokken-spezi-
fischen Primer fiir em/433-2 waren 1433-chr-dwl (5'-GCTGTTGGTTTTCTGAAATG-3',
eml433-2 cDNA: 1-20) x 1433-up (5-CTGTTGACTTGTCATTCTG-3', em1433-2 cDNA: 479-
461), die ein PCR-Produkt von 523 bp ergaben. Fiir die Gerbil-spezifische PCR wurden die Primer
Tub12up (5'-CCCCAAGTGTATGATACTGG-3") und Tub12ST (5'-CTGGGCAGTGCGGCAAC-
CA-3") eingesetzt, die im Gen fiir B-Tubulin [46] von M. unguiculatus binden und ein Produkt von
~ 1.1 kbp ergaben.

RT-PCR: Expression von em1433-2 in Zyste und Protoscolex

Um die Expression von em[433-2 wihrend einer Infektion des Zwischenwirts (M. unguiculatus)
und in den verschiedenen Larvenstadien zu untersuchen, wurde mit dem RNeasy-Kit (Qiagen) die
Gesamt-RNA aus in vitro kultivierten Metacestodenvesikeln (vergl. 5.10.1), in vivo kultiviertem
Gesamtlarvenmaterial (vergl. 5.9.3), in vivo kultivierten Protoscolices (vergl. 5.9.6) und in vivo
kultivierten sowie aktivierten (vergl. 5.9.6) Protoscolices isoliert und mit dem SMART II cDNA
Synthesis Kit (BD-Biosciences) in cDNA umgeschrieben. Jeweils 1 pl dieser cDNAs wurde dann
fiir die PCRs (30 Zyklen: 94°C — 30", 58°C — 30", 72°C — 1') eingesetzt. Der Nachweis (GroBe:
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760 bp) von em1433-2 erfolgte iiber eine Amplifikation mit den Primern 1433-2-5'mod (5'-GTGG-
CAGCTATCACCTCTTGG-3', eml433-2 cDNA: *17-37) und Rapl-upl (5-TTAGGAGT-
CGGTCTCACACTCG-3', em1433-2 cDNA: 763-742). Die PCR-Produkte wurden in einem 1%
Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

Yeast-2-Hybrid (Y2H):

Fiir die Y2H-Interaktionsversuche (Kapitel Y2H - 5.7.3) von Em14-3-3.2 mit EmRaf in dem Gal4-
basierten MATCHMAKER-System (Clontech) wurde das em4-3-3.2 Leseraster in einer PCR mit
den Primern 1433-5-EcoR1-dw (5-TGGTTTGAATTCATGGCAGCTATCACCTCTTGG-3',
eml4-3-3.2 cDNA: *17-37) und 1433-up-BamH]1 (5'-CGGCCCGGATCCTTAGGAGTCGGTCT-
CACACTCG-3', em14-3-3.2 cDNA: *763-742) amplifiziert und das resultierende Fragment {iber
die Schnittstellen EcoR1 und BamH]1 in die Vektoren pGBKT7 (BD) und pGADT7 (AD) kloniert
(vergl. 5.13.5). Der Vektor, der die Bindungsdoméne enthielt wurde gemeinsam mit einer EmRaf-
Fusion (vergl. 5.13.5), die die Aktivierungsdoméne (AD) enthielt, in Hefen transformiert. In wei-
teren Ansédtzen wurde das Em14-3-3.2-AD-Konstrukt gemeinsam mit dem Em14-3-3.2-BD-Kon-
strukt in Hefen transformiert. Das Wachstum der Transformanden wurde auf verschieden stark
selektiven Platten beobachtet. Wachsende Hefen auf selektiven Ndhrboden deuten auf eine Interak-
tion der beteiligten AD- und BD-Fusionsproteine hin.

5.22.2 em1433-2 (cDNA)

em1433-2 cDNA (937 bp), Protein (248 AS, 27.8 kDa, ch -11.84, pl 4.71)
Codierende Sequenz 744 bp, Start ATG bei bp 17, Stop TAA bei bp 711
Intron: I1 nach bp 346 (43 bp), 12 nach bp 730 (42 bp)

0 0 0 0 0 100
lIlI}IlIl{llll}llll{ Illl{llll}llll{llll} lIlI}IlIl{llll}llll{ Illl{llll}llll{llll} lIlI}IlIl{llll}llll{
CTGTTGGTTTTCTGAAATGG CAGCTATCACCTCTTGGATT ACGGATAGTGGGTGCAAGGA TCATGCTTCTCTTGTCTCCA TAGCAAAGTTGGCCGAACAG 100
GCCGAGCGTTATGAGGATAT GGCTGTCGCCATGAAAACCA TTGCCGAGATGGGCAATGAG CTTAACAACGAGGAGCGCAA CTTGCTATCCGTTGCGTACA 200
AAAATGTAGTCGGGGCTCGT CGTTCATCGTGGAGAATAAT GTCTAGTATCGCTAAGAAGC AGGCTGGCACTCCGCTTGCT GATCAGACGGACATTTACCT 300
TAAGAAGGTGGAGGAAGAAT TGACCAAAATCTGCAACGAT GTTCTGGCCCTCCTTTCGAA GAATTTAATCACGGAGAAAA TTGGTGCTGAAGCAAAGATT 400
TTCTACTACAAGATGATGGG TGATTACTATCGCTACTTGG CGGAAGTTCAGGAGGGTGAA CAGAATGACAAGTCAACAGA GGCTGCTGAGGAGGCGTATC 500
AAAAGGCTACCTCACTTGCT GAGGCGGAGCTCTCAGTCAC TCATCCAATTCGACTTGGGC TGGCGCTCAACTTCTCCGTC TTCTACTATGAGATTAAAAA 600
TATGCCCGAGAAAGCCTGTT CACTAGCCAAAGCGGCTTTC GATGCTGCCATTACAGAGGT GGACTCGATCAAAGATGAGA CGTACAAGGATAGTACTCTC 700
ATCATGCAGCTGTTGCGTGA TAATCTGACGCTCTGGAACT CCGAGTGTGAGACCGACTCC TAAACCCCGGGGCCGTCTTT TCTGCTGTCGTGGTTCTGAT 800
TGAGCAAAAAATTACAACAA TGGTTGCGTTGGTTCTCATT GTTTCGCTTCATCTTGTAAA ACACTACTACTAATACTTGC TTCGTTTTATCCCAAAGATA 900
AATCTATTATAGGTAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAA 937

5.22.3 Em1433-2 (Proteinsequenz)
(248 AS, 27.8 kDa, ch -11.84, pl 4.71)

10 20 30 40 50

] e e e e
T | T | T | T | T I

MAATTSWITD
NEERNLLSVA
ELTKICNDVL
DKSTEAAEEA
CSLAKAAFDA

SGCKDHASLV
YKNVVGARRS
ALLSKNLITE
YOKATSLAEA
AITEVDSIKD

SIAKLAEQAE
SWRIMSSTIAK
KIGAEAKIFY
ELSVTHPIRL
ETYKDSTLIM

RYEDMAVAMK
KOAGTPLADQ
YKMMGDYYRY
GLALNFSVEY
QLLRDNLTLW

TIAEMGNELN
TDIYLKKVEE 100
LAEVQEGEQN
YEIKNMPEKA 200
NSECETDS
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5.22.4 em1433-2 (chromosomaler Locus)

Chromosomaler Locus: 951 bp, Start ATG: bp 17, Stop TAA: bp 850
Exons sind fett hervorgehoben: E1 (346 bp, 1 - 346), E2 (384 bp, 390 - 774),

E3 (133 bp, 818—951)
Introns: I1 (43 bp, 347 - 883), 12 (42 bp, 775 -817)

10 2 30 40 50 6 70 8 90 100
lIlI}IlIl{llll}llll{ Illl{llll}llll{llll} lIlI}IlIl{llll}llll{ Illl{llll}llll{llll} lIlI}IlIl{llll}llll{
CTGTTGGTTTTCTGAAATGG CAGCTATCACCTCTTGGATT ACGGATAGTGGGTGCAAGGA TCATGCTTCTCTTGTCTCCA TAGCAAAGTTGGCCGAACAG 100
GCCGAGCGTTATGAGGATAT GGCTGTCGCCATGAAAACCA TTGCCGAGATGGGCAATGAG CTTAACAACGAGGAGCGCAA CTTGCTATCCGTTGCGTACA 200
AAAATGTAGTCGGGGCTCGT CGTTCATCGTGGAGAATAAT GTCTAGTATCGCTAAGAAGC AGGCTGGCACTCCGCTTGCT GATCAGACGGACATTTACCT 300
TAAGAAGGTGGAGGAAGAAT TGACCAAAATCTGCAACGAT GTTCTGGTAGGCGTATCACT GCCGTTGTGTTTTATTTTAT AATTTTTTAGGCCCTCCTTT 400
CGAAGAATTTAATCACGGAG AAAATTGGTGCTGAAGCAAA GATTTTCTACTACAAGATGA TGGGTGATTACTATCGCTAC TTGGCGGAAGTTCAGGAGGG 500
TGAACAGAATGACAAGTCAA CAGAGGCTGCTGAGGAGGCG TATCAAAAGGCTACCTCACT TGCTGAGGCGGAGCTCTCAG TCACTCATCCAATTCGACTT 600
GGGCTGGCGCTCAACTTCTC CGTCTTCTACTATGAGATTA AAAATATGCCCTAGAAAGCC TGTTCACTAGCCAAAGCGGC TTTCGATGCTGCCATTACAG 700
AGGTGGACTCGATCAAAGAT GAGACGTACAAGGATAGTAC TCTCATCATGCAGCTGTTGC GTGATAATCTGACGGTAGGT TAAACTTTTGTCTCTGAAAT 800
AACTATCTTTCCTTTAGCTC TGGAACTCCGAGTGTGAGAC CGACTCCTAAACCCCGGGGC CGTCTTTTCTGCTGTCGTGG TTCTGATTGAGCAAAAAATT 900
ACAACAATGGTTGCATTGGT TCTCATTGTTTCGCTTCATC TTGTAAAACAC 1000
5.22.5 em1433-2 (Oligonucleotide)
em1433-2 Oligonucleotide (cDNA)

1433-2-3' em1433-2 cDNA 760-741 GGAGTCGGTCTCACACTCGG
1433-2-5' em1433-2 cDNA 17-37 ATGGCAGCTATCACCTCTTGG
1433-2-5"-mod eml433-2 cDNA *17-37 GTGGCAGCTATCACCTCTTGG
1433-3'up em1433-2 cDNA 763-742 TTAGGAGTCGGTCTCACACTCG

1433-3'-nostop-up
1433-5' dw
1433-chr dwl
1433-chr upl
1433-dw
1433-dw2
1433-up

1433-up2

331-dw

1G-178 C

em1433-2 cDNA 760-742
em1433-2 cDNA 17-37
em1433-2 cDNA 1-20
em1433-2 cDNA 864-845
em1433-2 cDNA 158-175
em1433-2 cDNA 693-712
em1433-2 cDNA 479-461
em1433-2 cDNA 195-175
em1433-2 cDNA 569-592
em1433-2 cDNA 348-331

em1433-2 Oligonucleotide (Schnittstellen)

1433 up-BamH1
1433-2-5'-Bam-Hum

1433-5'-EcoR1

eml433-2 cDNA 763-742

eml433-2 cDNA *17-37

eml433-2 cDNA *17-37

GGAGTCGGTCTCACACTCG
ATGGCAGCTATCACCTCTTGG
GCTGTTGGTTTTCTGAAATG
GTGTTTTACAAGATGAAGCG
GAGCTTAACAACGAGGAG
GTACTCTCATCATGCAGCTG
CTGTTGACTTGTCATTCTG
GCAACGGATAGCAAGTTGCG
AACTTCTCCGTCTTCTACTATGAG
GCCAGAACATCGTTGCAG

CGGCCCGGATCCTTAGGAGTCGGTCTCACACTCG

GTAGTAGGATCCAAAAAAATGGCAGCTAT-
CACCTCTTGG

TGGTTTGAATTCATGGCAGCTATCACCTCTTGG

1433-up-PST1
1433-dw-EcoR]1
1433-dw2-EcoR1
Y2H-1433-1-DW, (EcoR1)

em1433-2 cDNA 763-742

em1433-1 cDNA, (cDNA [289])
eml1433-1 cDNA, (cDNA [289])
em1433-1 cDNA, (cDNA [289])

CGGCCCCTGCAGTTAGGAGTCGGTCTCACACTCG
TTTTTTGAATTCATGAGCAGACTCGCTGAATG
EcoR1-GAATTCATGAGCAGACTCGCTGAA
GTAGTAGAATTCATGAGCAGACTCGCTGAATG
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I I I I I | I I 1 | I I I I 1
GACAACCAAAAGACTTTACCGTCGATAGTGGAGAACCTAATGCCTATCACCCACGTTCCTAGTACGAAGAGAACAGAGGTATCGTTTCAACCGGCTTGTC

CTGTTGGTTTTCTGAAATGGCAGCTATCACCTCTTGGATTACGGATAGTGGGTGCAAGGATCATGCTTCTCTTGTCTCCATAGCAAAGTTGGCCGAACAG

5.22.6 em1433-2 (Map)
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