1. Einleitung

1. Einleitung:

1.1 Allgemeine Biologie der Echinokokken:

Der Genus Echinococcus gehort phylogenetisch dem Stamm  der
Plathelminthes (Plattwirmer), der Klasse der Cestoda (Bandwurmer) und der
Unterklasse der Eucestoda (echte Bandwurmer) an.

Man unterscheidet derzeit vier Echinokokken- Arten anhand von
morphologischen Unterschieden ihrer Adult- und Larvenstadien: E.
multilocularis, E. granulosus,

E. oligarthrus und E. vogeli (Rausch et al., 1984).

Alle Echinoccus- Arten sind durch einen komplexen Lebenszyklus
gekennzeichnet, der neben dem strobilaren Adultstadium stets die drei
Larvenstadien Oncosphare (=Sechshakenlarve), Metacestode (=Finne) und
Protoskolex beinhaltet. Eindeutige Unterschiede finden sich vor allem bezlglich
des Wirtsspektrums der Echinococcus- Arten: E. multilocularis und E.
granulosus unterscheiden sich beispielsweise sowohl im Bezug auf ihre
bevorzugten Endwirte (Fuchs im Gegensatz zu Hund), als auch im Hinblick auf
ihre Zwischenwirte (kleine Nager gegenuber domestizierten Nutztieren). Die
unterschiedlichen Wirtsspektren bedingen eine geographisch unterschiedliche
Verteilung der Echinococcus- Arten. E. granulosus ist weltweit verbreitet
(Uberall dort, wo Nutztiere und Hunde durch den Menschen gehalten werden),
wohingegen

E. multilocularis beschrankt auf das Verbreitungsgebiet des Rot- und Polar-
Fuchses anzutreffen ist (Nordliche Hemisphare). E. vogeli und E. oligarthrus
sind aufgrund ihres engeren Zwischenwirts- Spektrums fast ausschliefdlich in
Sud- und Mittelamerika beheimatet (Thompson et al., 1995).

Morphologisch wird das Adultstadium der Echinokokken in drei Abschnitte
gegliedert: Den Skolex (Kopf), der stets mit einem Hakenkranz (Rostellum) und
vier Saugnapfen versehen ist; eine Proliferationszone, in der die Neubildung
von Bandwurmgliedern (Proglottiden) erfolgt und eine Strobila (Gliederkette),

die charakteristischerweise aus drei bis funf Proglottiden besteht. Echinokokken
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sind lediglich bis zu 5 mm lang, wesentlich kurzer als die nahe verwandten
Bandwlirmer des Genus Taenia, die eine Lange von bis zu 10 m erreichen
konnen.

Das erste Larvenstadium, die Oncosphare, ist ein mehrzelliger, mit Haken
ausgestatteter Organismus, dessen Beweglichkeit durch Muskelzellen
ermoglicht wird. Das zweite Larvenstadium, die Metacestode, hingegen, ist
morphologisch eine flussigkeitsgefullte Blase, deren distale Oberflache von
einer azellularen Laminatschicht aus Proteinen und Polysacchariden gebildet
wird. Diese Schicht verleiht der Metacestode strukturelle Festigkeit und ist am
Schutz des Parasiten vor dem Wirts-Immunsystem beteiligt (Ewald et al., 1992).
Unterhalb dieser Schicht befindet sich die zellulare Keimschicht, die ein mit
Zellfortsatzen (Microtriches) ausgestattetes, synzytiales Tegument umfalit,
welches wiederum Uber Plasmabricken mit ein bis zwei Lagen darunter
befindlicher Zellen verbunden ist.

Der Protoskolex, das dritte Larvenstadium, ist als Vorform des Adultstadiums
anzusehen, da er einen mit Haken und Saugnapfen ausgestatteten Skolex

darstellt, der noch keine Proliferationszone gebildet hat.

1.2 Der Lebenszyklus von Echinococcus multilocularis (Abbildung 1):

Wie eingangs bereits erwahnt, fungiert der Fuchs als Haupt- Endwirt von E.
multilocularis und beherbergt das strobilare Adultstadium, welches sich Uber
das Rostellum und die Saugnapfe im Dunndarm festsetzt. Als Endwirte fur E.
multilocularis kdnnen jedoch neben Flchsen auch andere Karnivore wie z.B.
Kojoten, Hunde oder Katzen dienen.

Sowohl nach Selbst- als auch nach Fremdinsemination der hermaphroditischen
Adultwirmer kommt in der endstandigen, graviden Proglottide zur Bildung
sogenannter ,infektioser Eier, welche die Oncosphare enthalten. Diese Eier
werden mit der Fuchslosung in die Umgebung abgegeben (Thompson & Eckert,
1982). Die Oncosphare schlupft nach Aufnahme durch den Zwischenwirt aus
der Eihulle, penetriert aktiv das Darmepithel und gelangt so Uber das

Pfortadersystem in die inneren Organe des Zwischenwirts (Swiderski, 1983).
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Das bevorzugte Zielorgan stellt hierbei die Leber dar, die in Uber 90% der Falle
befallen wird. In der Leber wandelt sich die Oncosphare zur Metacestode um,
welche zunachst eine VolumenvergroRerung durchlauft und sich anschliefend
durch Sprossung von Tochterzysten asexuell vermehrt. So entsteht die
typische, multivesikulare Erscheinungsform der E. multilocularis - Finne,
welche, ahnlich einem malignen Tumor, das umliegende Wirtsgewebe infiltriert.
Ausgehend von der Keimschicht der Metacestode kommt es in naturlichen
Zwischenwirten  schlieldlich  zur Bildung von Protoskolizes. Deren
Entwicklungsdauer betragt zwischen zwei und vier Monaten, und ist vermutlich
der kurzen Lebensdauer des Wirts angepaldt (Rausch, 1975).

Wenn der Zwischenwirt durch einen Endwirt gerissen wird, gelangen die
Protoskolizes wieder in ein geeignetes Milieu (den Dinndarm des Endwirtes),
um zum Adultwurm heranzuwachsen. Der Fuchsbandwurm ist also zur
Vollendung seines Lebenszyklus auf ein natlrliches Rauber- Beute- Verhaltnis
zweier Sauger angewiesen.

Durch Aufnahme infektidser Eier kann auch der Mensch an die Stelle
naturlicher Zwischenwirte treten. Auch in diesem Fall kommt es zu einer
Entwicklung der Metacestode in der Leber. Interessanterweise bleibt bei
Humaninfektionen die Bildung von Protoscolizes (anders als bei Infektionen mit
E. granulosus) aus noch unbekannten Grinden in der Regel aus, wobei
mdglicherweise das Fehlen essentieller Differenzierungsfaktoren eine Rolle
spielt. FUr E. multilocularis ist der Mensch also als Fehlwirt anzusehen (Seitz &
Frosch 1994). Bei Ubertragung von Metacestoden aus infizierten Menschen auf
naturliche Zwischenwirte setzt die

Differenzierung zum Protoskolexstadium jedoch wieder ein (K. Brehm,

personliche Mitteilung).
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Lebenszyklus E. multilocularis

Abbildung 1: Nach Reiflien eines Beutetieres durch den Endwirt (1) entwickeln sich aus Protoskolizes
adulte Bandwiirmer (3), die sich in den Diinndarmzotten des Fuchses anhaften (3). Embryonierte Eier
(4), die die infektiose Oncosphire enthalten, werden mit dem Fuchskot ausgeschieden. Nimmt der
natiirliche Zwischenwirt (5) oder der Mensch als Fehlzwischenwirt, die Eier oral auf, wird im
Diinndarm die Oncosphire freigesetzt, durchdringt die Darmwand und gelangt in die inneren Organe,
meist die Leber (8), wo sich zystische Metacestoden (6) und, anschlieBend, Protoscolizes (7) bilden.

1.3 Molekularbiologie von E. multilocularis:

Die Differenzierung der Echinokokkenspezies beruhte lange lediglich auf
epidemiologischen und ultrastrukturellen Studien, bis Mitte der 1980er Jahre
waren nur wenige molekularbiologische Grundlagen von E. multilocularis

bekannt. Damals wurden erste cDNA Banken mit dem Ziel angelegt, Antigene
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zur serologischen Diagnostik zu entwickeln. Die Antigene EM10 (Elp) (Frosch et
al.,1991) und EM2a (Gottstein, 1985) konnten dabei beschrieben werden.

Fur E.multilocularis gelang 1999 der Nachweis des Transspleilens. Dabei wird
ein 36 Basenpaare langes Mini- Exon, der Spliced Leader, an die 5" Enden von
ca. 30% aller Primartranskripte gespleift (Brehm et al., 2000). Die Tatsache,
dald ein groRer Teil der E. multilocularis cDNAs eine identische Leadersequenz
am 5" Ende hat, konnte bereits ausgenutzt werden, um uber PCR basierte
Methoden sogenannte SL- cDNA Bibliotheken anzulegen (Brehm et al., 1999).
Eine Grundlage zur weiteren Erforschung beschriebener Gene bildete ein
System zur Kokultivierung von Hepatozyten und Echinokokkenlarven, an dem
in vitro die Situation eines infizierten Organs nachgestellt werden kann (Jura et
al., 1996; Hemphil & Gottstein 1995; Gottstein et al., 1992).

1.4 Krankheitsbild und Diagnostik der alveoldren Echinokokkose:

Durch das vom Immunsystem des Wirts nicht zu kontrollierende Wachstum der
Metacestode in der Leber des Zwischenwirts kommt es zum Krankheitsbild der
alveolaren Echinokokkose, der gefahrlichsten Parasitose der nordlichen
Hemisphare (Rausch, 1995). In den Endemiegebieten Siuddeutschland,
Schweiz und Osterreich sind bis zu 60% der Fiichse Trager von E.
multilocularis (Gottstein, 2000). Die Zahl der befallenen Flichse korreliert mit
der Inzidenz der alveolaren Echinokokkose (Gottstein et al., 2001), welche in
den Endemiegebieten 0,14- 0,7 Infektionen pro 100000 Personen pro Jahr
betragt (WHO 1997).

Die Humaninfektion aufert sich in Form von Parasitenwachstum in
verschiedenen Organen, bevorzugt der Leber. Nach langer Inkubationszeit von
10- 15 Jahren, weshalb der Infektionsweg oft nicht mehr zurtckverfolgt werden
kann, wachst der Parasit, einem Malignom ahnlich, invasiv und destruierend
(Vogel, 1978). Die Symptome gleichen einer Leberneoplasie: Meist bleiben die
Beschwerden uncharakteristisch, gelegentlich kommt es zu Cholestase oder
Hepatomegalie (Ammann, 1995).
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Spater kdonnen sich metastatische Absiedelungen in Lunge, Knochen und
Gehirn bilden. Der Wirt ist nicht in der Lage, eine echte Wirts- Parasit - Barriere
im Sinne einer Lamina adventitia, wie bei der cystischen Echinokokkose,
auszubilden. Im histologischen Bild umgibt den Parasiten ein lymphozyten- und
histiozytenreiches Infiltrat (Miguet & Bresson- Hadni, 1989), das spater einer
chronischen Entziindungsreaktion weicht (Ammann & Eckert, 1995).

Die zur Verfugung stehenden diagnostischen Mittel sind aul3er anamnestischen
und Kklinischen Untersuchungen bildgebende und serologische Verfahren: Als
Screeningmethode wird die Sonographie verwendet, Computertomographie und
Magnetresonanztomographie bestatigen die Diagnose. Gelegentlich kann sich
die Differentialdiagnose zur Neoplasie schwierig gestalten (Haertel et al., 1980;
Choiji et al., 1992).

Da im Routinelabor keine spezifischen Veranderungen nachweisbar sind (Bub
et al., 1975; Bresson- Hadni et al., 1988), stutzt sich die serologische Diagnostik
auf antigenspezifische ELISA Tests, mit deren Hilfe zwischen alveolarer und
cystischer Echinokokkose differenziert werden kann, Immunfloureszenztest
(IFT) und indirekte Hamagglutination (IHA) (Kern et al, 1994). Daruber hinaus
stehen monoklonale Antikdrper gegen parasitische Antigene im Serum zur
Verfugung. So wird EM10 (Frosch et al., 1991) als GST Fusionsprotein als
Antigen zur Detektion der alveolaren Echinokokkose (AE) mit einer Spezifitat
von 99% und einer Sensitivitdt von 89% verwendet (Siles Lucas & Gottstein
2001).

Daneben existieren weitere Antigene =zur Serodiagnostik z.B. EM2 als
Bestandteil der Laminatschicht (Gottstein et al., 1992), EM18 und EM16 (Ito et
al., 1995) und EM13 (Frosch et al., 1993).

PCR Methoden kommt bei der Diagnostik der AE lediglich eine untergeordneter
Bedeutung zu (Brehm et al., 1999a).
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1.5 Therapie der alveolaren Echinokokkose:

Unbehandelt fuhrt die AE innerhalb von zehn Jahren mit  90%
Wahrscheinlichkeit zum Tod (Schicker, 1976; Ammann et al., 1999).

Die Therapie der Wahl bei alveolarer Echinokokkose ist die Radikaloperation,
die bei friher Diagnosestellung zur Heilung fahrt, allerdings nur in 20- 30% der
Falle durchfuhrbar ist. Palliativoperationen mit Teilresektionen haben sich nicht
bewahrt (Ammann et al., 1994).

Adjuvant oder bei nicht vollstandig resezierbaren Tumoren werden
parasitostatische Benzimidazolpraparate (Mebendazol und Albendazol)
verwendet (Amman et al., 1988), die an helminthenspezifische Regionen in -
Tubulinen binden (Brehm et al., 1999; Jura et al., 1998).

Lebertransplantationen haben sich nicht ausreichend bewahrt, da durch die
immunsuppressive Therapie oftmals Metastasenbildung und Reinfektion des
Transplantats auftraten (Brehm et al, 1999 a).

Unter Therapie kann die 10- JahresUberlebesrate auf 90% verbessert werden
(Amman et al., 1999).

1.6 Wirt- Parasit Interaktion:

Fir eine erfolgreiche Entwicklung bendtigt E. multilocularis hochkomplexe Zell-
Zell Kommunikationssysteme, die sicherstellen, da} die Differenzierung zum
jeweils folgenden Larvenstadium zum richtigen Zeitpunkt und am richtigen Ort
innerhalb des Wirtsorganismus initiiert wird. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf,
dal} der Zeitpunkt der Echinokokken- Morphogenese vom Erhalt eines vom Wirt
gesendeten Signals abhangt. Dies kann aus den Tatsachen geschlossen
werden, dal} die Metacestode sich nahezu ausschliel3lich in der Leber des Wirts
entwickelt und dal} fur die Entstehung von Protoscolizes ein naturlicher
Zwischenwirt, wie z.B. ein Nagetier, erforderlich ist wahrend sie bei
Humaninfektionen meist ausbleibt (Gottstein & Hemphill, 1997). Signifikante
Einflusse des Wirts konnten durch in vitro Kulturstudien bewiesen werden: Es

wurde gezeigt, dal® die Entwicklung sowohl der Oncosphare zur Metacestode
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(Gottstein et al., 1992) als auch die asexuelle Proliferation der Metacestode in
den Zielorganen (Jura et al., 1996; Hemphill & Gottstein, 1995) stark von
|6slichen Wachstumsfaktoren mit einem niedrigen Molekulargewicht bis 15 kDa
abhangt, die von Saugerhepatozyten sezerniert werden (Jura et al., 1996).
Diese Beschreibung trifft unter anderem auf Wachstumsfaktoren der Epidermal
Growth Factor (EGF) - Familie (EGF und TGF a), sowie der Transforming
Growth Factor (TGF) B- Familie (TGF B, Activin und Bone Morphogenetic
Protein) zu. Wahrend der Leberregeneration nach Schadigungen
unterschiedlicher Ursache werden diese vermehrt sezerniert und zeigen einen
deutlichen Einflul auf das Leberwachstum (Fausto et al., 1995). Durch RT-PCR
konnte gezeigt werden, dal® Leberzellen tatsachlich auch in der in vitro Kultur
die genannten Wachstumsfaktoren exprimieren (K. Brehm, personliche
Mitteilung).

Bis jetzt sind die molekularen Mechanismen der Echinokokken Entwicklung und
ihrer Interaktion mit dem Zwischenwirt nicht vollstandig aufgeklart, sie kdnnen
jedoch, unter Verwendung der etablierten in vitro Systeme (Gottstein et al.,
1992; Jura et al., 1996 ; Hemphill et al., 1995) fur die Larvenentwicklung,
experimentell untersucht werden.

Um diese Studien zu vereinfachen war es notwendig, zunachst noch
unbekannte Wachstumsregulationsfaktoren des Parasiten zu charakterisieren.
Ein Grundmechanismus, der von den Metazoen zur Regulation von
Zellwachstum und Differenzierung verwendet wird, beinhaltet die Bindung
hormonaler Wachstumsfaktoren an Rezeptorkinasen die an der Oberflache von
Zielzellen exprimiert werden. Diese Rezeptorkinasen bestehen ublicherweise
aus einer extrazellularen Domane welche die Liganden bindet, einer
Transmembrandomane und einer intrazellularen Kinasedomane, die fir die

intrazellulare Signalweiterleitung erforderlich ist.

1.7 Tyrosinkinasen der EGF- Rezeptorfamilie:

Rezeptortyrosinkinasen werden an der Zelloberflache exprimiert und bestehen

aus einer extrazellularen Bindungsdomane, einer membranspannenden
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Domane und einer intrazellularen Domane mit Tyrosinkinaseaktivitat, die fur die
intrazellulare Signalweiterleitung verantwortlich ist (Hubbard & Till, 2000; Van
der Geer et al., 1994). Diese Rezeptorkinasen sind an Schlusselprozesse der
Zelle, wie Metabolismus und Wachstum malfdgeblich beteiligt (Schlessinger &
Ullrich, 1992).

Die Bindung eines Liganden flihrt normalerweise zu einer Dimerisierung des
Rezeptors, gefolgt von Autophosphorylierung an Tyrosinresten in der TK
Doméne und Bindung und Phosphorylierung von Downstreamfaktoren wie
Molekulen, die eine Src- homologe Domane (Shy) enthalten (Hubbard & Till,
2000; Van der Geer et al.,, 1994). Anhand der typischen extrazellularen
Domanenstruktur konnen verschiedene Untergruppen von RTK identifiziert
werden, zwei davon werden hochkonserviert von den meisten, wenn nicht
sogar von allen, Metazoen exprimiert: Faktoren der Epidermal Growth Factor
Rezeptor (EGFR) Familie und der Insulin Rezeptor (IR) Familie (Hubbard & Till,
2000). Im Falle der EGFR konnten bereits Homologe in vielen Organismen
identifiziert werden, wie Chordaten (Hubbard & Till, 2000; Van der Geer et al.,
1994), Insekten (Klambt, 2000; Casci & Freeman, 1999), Nematoden
(Greenwald 1990; Dissanayake, 2000) und Trematoden (Ramachandran et al.,
1996).

Am besten erforscht ist der humane EGF- Rezeptor. Dieser Rezeptor beinhaltet
eine Signalsequenz (,Secretory Leader”), eine cysteinreiche extrazellulare
Domane, eine hydrophobe Transmembrandomane und eine intrazellulare
Domane mit Tyrosinkinaseaktivitat, an der Autophosphorylierung und
Phosphorylierung von Folgeproteinen stattfindet (Ullrich & Schlessinger, 1990).
An die extrazellulare Bindungsdomane dieser integralen Membranproteine
konnen sowohl EGF als auch TGF a binden, die als monomere,
wachstumsregulierende Hormone von ca. 6 kDa wirken. Die Bindung eines
Liganden an die cysteinreiche Domane aktiviert die intrazellulare
Tyrosinkinasedomane und initiet so den intrazellularen Ablauf einer
Signaltransduktionskaskade. Die Tyrosinkinasedomanen der EGF

Rezeptorfamilie  von  Organismen unterschiedlichen  phylogenetischen
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Ursprungs weisen eine deutliche Homologie auf, wohingegen die Homologie
der extrazellularen cysteinreichen Domane gering ist (Schlessinger, 1988).

In Abwesenheit des Wachstumsfaktors liegt der Rezeptor als Monomer vor. Bei
Bindung von EGF oder TGF a erfolgt eine Dimerisierung (Yarden &
Schlessinger, 1987) und Autophosphorylierung des Rezeptors. Der genaue
Mechanismus ist bis heute nicht bekannt, man geht von einer
ligandeninduzierten Konformationsanderung des Rezeptors aus (Greenfield et
al., 1989). Moglicherweise liegt der Liganden- Rezeptor Komplex als Tetramer
aus je zwei Liganden und Rezeptoren vor. Dieses Modell erklart, warum
Heterodimerisation nur innerhalb einer und nicht zwischen verschiedenen
Rezeptortyrosinkinasefamilien stattfinden kann (Lemmon et al.,, 1997). Das
katalytische Zentrum eines Monomers phosphoryliert funf Tyrosinreste, die
nahe dem carboxyterminalen Ende auf dem anderen Monomer liegen. Im
weiteren Verlauf werden im Rahmen einer Signalkaskade Folgeproteine durch
Phosphorylierung aktiviert.

Der am besten erforschte stromabwarts gelegene Signaltransduktionsweg ist
der MAPkinase- Pathway (Abbildung 2), der eine SchlUsselrolle in der
Signalibermittlung von der Zelloberflache in den Zellkern einnimmt und somit
Zellwachstum und Zelldifferenzierung beeinflu3t (Liebmann, 2001).

Der EGF Rezeptor steuert nach Dimerisierung eine Komplexbildung der
Proteine Shc, Grb-2 und SOS, welche dann kleine GTP bindende Proteine
(sGTP- BPs) der Ras Familie, wie Ras, Rap oder Ral, aktivieren. Solche
aktivierten sGTP-BPs stimulieren die MAPkinase- Kaskade uber MAPKKKs
(MAPkinasekinasekinase), wie z.B. Raf, welches Uber 14-3-3 Proteine an die
Zellmembran assoziiert wird. Alle Proteine der MAPkinase- Kaskade sind
Serin/Threoninkinasen, die im Folgenden MAPKKs (MAPkinasekinase)
phosphorylieren und damit aktivieren konnen. MAPKKs aktivieren wiederum
MAPKs (MAPkinase), die dann schlieBlich die Expression von Zielgenen im
Zellkern beeinflussen, meist durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1,
welcher aus Homo- und Heterodimeren der Oncogene c-Jun und c-Fos besteht
(Karin et al., 1997).

10
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Obwohl die Ras- MAP Kinase Signalkaskade vielfach von Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK) verwendet wird, um Gentranskription zu aktivieren,
konnen RTKs auch direkt cytoplasmatische Transkriptionsfaktoren aktivieren.
Es handelt sich hier um STATs (Signal transducers and activators of
transcription) (David et al., 1996). Im Gegensatz zu den mitogenen Ras-
MAPkinase Signalen konnten STATs eine antimitogene Rolle in der Kontrolle
von Proliferation durch RTKs spielen. (Hackel et al., 1999) .

Jeder Rezeptor hat eine Anzahl verschiedener Tyrosinautophosphorylierungs-
Stellen, die als Andockpositionen fur Shy- Proteine dienen und so eine
Signaltransduktion auf spezifischen Wegen ermoglichen. So kann
beispielsweise bei Stimulation durch einen Liganden die Reaktion aus
Wachstum und Chemotaxis, bei Einsatz eines anderen Liganden nur in
Chemotaxis bestehen (Elenius et al., 1997). Verschiedene oder auch gleiche
Liganden kénnen also verschiedene Signaltransduktionswege aktivieren, z.B.

Ras/ MAP Kinase abhangige und unabhangige Wege.

J._l. ; - Membrane

L+
=

-
=

I

Abbildung 2: Funktion von Rezeptortyrosinkinasen und MAPKinase Signaltransduktionsweg
(Hackel et al., 1999)

11
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1.8 Serin- Threoninkinasen der TGF- 3 - Rezeptorfamilie:

Die Mehrheit der Wachstumsfaktoren aus der TGF- 3 Superfamilie wie TGF-p,
Activin, Inhibin und BMP (Bone morphogenetic Protein) Ubermitteln ihre Signale
uber Oberflachenrezeptoren mit Serin/ Threoninkinaseaktivitat (Lin & Lodish,
1993; Massague et al., 1994; Miyazono, 1994), wobei die Wachstumsfaktoren
als Homo- oder Heterodimere aktiv sind, so etwa TGF 3 als Homodimer von 2x
15 kDa. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von Wachstum,
Differenzierung und Apoptose von Zellen. Verschiedene Mitglieder der TGF- 3
Rezeptorengruppe wurden in Vertebraten (Boyd et al., 1990), Insekten (Hogan,
1994; Wharton, 1995) und Helminthen wie S. mansoni (Davies et al., 1995) und
Brugia pahangi (Gomez- Escobar et al., 1997) charakterisiert.

TGF- B Rezeptoren bestehen aus einer extrazellularen, einer Transmembran -
und einer intrazellularen Domane. Die intrazellulare Domane besitzt Serin/
Threoninkinaseaktivitat .

Der TGF- B Rezeptorfamilie gehoren die Subfamilien der TGF 8-, Activin- und
BMP- Rezeptoren an. Innerhalb dieser Subfamilien zeigen Rezeptoren
unterschiedlicher phylogenetischer Herkunft starke strukturelle und funktionelle
Konservierung (Graff et al., 1994). Diese ist so ausgepragt, dal} der C. elegans
Rezeptor, fur den daf-4 codiert, humanes BMP 2 und 4 binden kann (Estevez
et al., 1993). Vergleichbar binden die D. melanogaster Homologen Sax und Tkv
humanes BMP 2 (Brummel et al., 1994), der Drosophila- Activin Rezeptor kann
humanes Activin binden (Childs et al., 1993), obwohl in der extrazellularen
Domane, auller hochkonservierten Cysteinen, nur geringe Sequenzhomologien
bestehen.

Man unterscheidet Typ | und Typ Il Rezeptoren, die beide Kinaseaktivitat
besitzen und als Komplex reagieren (Kingsley, 1994).

Der Typ | Rezeptor ist durch eine Glycin- Serin reiche Doméane, das sogenannte
GS-Motiv, im membrannahen Anteil der intrazellularen Domane gekennzeichnet
(Wrana et al.,, 1994 a, b). Die Bindung des Liganden an den Typ |l Rezeptor
fuhrt zur Bildung eines heterodimeren Komplexes von Typ Il mit dem Typ |

Rezeptor. Dieser Komplex ist fur die Signalubermittlung essentiell. Der Typ |l

12
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Rezeptor phosphoryliert die SG- Domane des Typ | Rezeptors und macht so
die Signalweitergabe an die Folgeproteine modglich (Wrana et al.,, 1994 a)
(Abbildung 3).

Funktionsweise von Rezeptoren der TGF B Rezeptor-
TGF (8 - Familie :

TGF B

Activin

I;BMP

Familie:

| | Transmembrandomane

Typ Il Rezeptor I ITyp | Rezeptor

P

>

Smad

{

Nucleus

Abbildung 3: Funktionsweise von Rezeptoren der TGF 3 Rezeptor- Familie

1.9 Smad- Signaltransduktionsfaktoren:

Die Signalweiterleitung der TGF [B- Rezeptoren zwischen Membran und
Nucleus wird Uber sogenannte Smad- Faktoren vermittelt (Abbildung 4)
(Kretschmar & Massague, 1998). Die Smad- Familie lat sich in drei
Untergruppen aufteilen:

Rezeptorregulierte Smads (R- Smads), die durch Typ | Rezeptoren der TGF- (3,
Activin-(Untergruppe AR Smads), und BMP Familie (BR- Smads) aktiviert

werden, Smads, die an der Signaltransduktion beteiligt sind (Co- Smads) und
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sogenannte Anti- Smads (Miyazono et al., 2001), welche die Signaltransduktion
aktiv durch Assoziation an den Rezeptor hemmen (Nakao et al., 1997).
Rezeptorregulierte Smads werden nach Aktivierung in den Kern transloziert, wo
sie Komplexe mit DNA- bindenden Proteinen bilden und so die Transkription
von Zielgenen beeinflussenden. Diese Signallibermittlung ist abhangig von der
Anwesenheit eines Co- Smads (in Vertebraten z.B. Smad 4), das nicht von
Rezeptorkinasen phosphoryliert wird.

Smads bestehen aus drei Domanen, der hochkonservierten aminoterminalen
MH1 (Dwarfin A) und der carboxyterminalen MH2 (Dwarfin B) Domane, die von
einer variablen, prolinreichen Linkerregion verknipft werden (Beall et al., 2000;
Massague et al., 1997).

Co- Smads und Anti- Smads unterscheiden sich von R- Smads durch das
Fehlen eines carboxyterminalen SSXS Motivs (Kretschmar & Massague, 1998),
dessen Serinreste den Ort der Phosphorylierung durch den Typ | Rezeptor
bilden (Kretschmar et al., 1997).

Die MH 2- Domane enthalt die Regionen fur die rezeptorregulierte
Phosphorylierung und Aktivierung und kann als Effektor- Domane betrachtet
werden, da sie zudem fur Interaktionen zwischen R- und Co- Smads notwendig
ist.

Die Aufgabe der MH1 Domane ist vom Aktivierungszustand abhangig: Im nicht-
phosphorylierten Zustand hemmt die MH1 Domane die biologische Aktivitat der
MH2 Domane durch intramolekulare Interaktion (Liu et al., 1996; Baker &
Harland, 1996). Durch die Phosphorylierung kommt es zu einer
Konformationsanderung, die diese Hemmung aufhebt. AulRerdem zeigt die MH1
Domane spezifische, DNA- bindende Aktivitat, die wiederum von der MH2

Domane inhibiert wird.
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Abbildung 4: Aktivierung von Smads als Downstreamfaktoren (Hackel et al., 1999)

1.10 Ziele dieser Arbeit:

Da im gesamten Tierreich Rezeptorkinasen unterschiedlicher phylogenetischer
Herkunft in konservierter Form vorkommen, lag die Annahme nahe, dal} auch
E. multilocularis genetisch entsprechende Rezeptoren besitzt. Da sich zudem in
dem beschriebenen in vitro System gezeigt hatte, dald Wirtsfaktoren, die auf
Larvenstadien wirken, biologische Eigenschaften besitzen, die
Wachstumshormonen entsprechen, wurde in dieser Arbeit versucht, durch
degenerative PCR homologe Faktoren dieser Familien aus E. multilocularis zu
identifizieren und charakterisieren. Dieser Nachweis ist in der vorliegenden
Arbeit gelungen, wobei unter Ausnutzung der degenerativen PCR eine
Rezeptor Tyrosinkinase der EGF Rezeptorfamilie, eine Rezeptor- Serin/
Threoninkinase der TGF- B Rezeptorfamilie sowie ein Smad- Homologes
identifiziert und charakterisiert werden konnten, welche vom Larvenstadium des

Fuchsbandwurms exprimiert werden.
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden:

2.1 Gerate:

Produkt Hersteller Firmensitz

Autoklav Heraeus Hanau

Brutschranke (verschiedene Fabrikate)

Zentrifugen: Biofuge 15, Biofuge 15R,

Omnifuge 2.0 RS

DNA- Elektrophoresekammern fur BioRad Muanchen

horizontale Gele in verschiedenen

Ausflhrungen

DNA- Elektrophoresekammern flr Biometra Gottingen

vertikale PAA-Gele

Spannungsgerate: Power Pack P24,

P25

Thermocycler Trio-Thermoblock™

Gel-Dokumentationssystem Midi-Doc | Herolab Wiesloch

Heizblock: Dri-Block, DB3 Techne Cambridge,UK

pH- Meter WTW Weilheim

Schuttelinkubatoren TH 30, KS 10 Buhler Tldbingen

Sequenziergerat: ABI Prism™ Perkin Elmer | Weiterstadt

Sequencer 377

Speed Vac®Plus SC110A Savant New York

USA

Spectrophotometer U-2000 Hitachi San José USA

Ultra-Turrax T25 Janke & Staufen
Kunkel

Tisch-Ultrazentrifuge TL-100, Beckman Munchen

Ultrazentrifuge L7

Tabelle1
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2.2 Verbrauchsmaterial:

Produkt Hersteller Firmensitz
Spritzen und Kantlen Braun AG Melsungen
Reaktionsgefalde, 0.5, 1.5 und 2.0 ml | Sarstedt NUumbrecht
15 und 50 ml Zentrifugengefalle Falcon Heidelberg
15 ml Réhrchen (steril) Greiner Nurtingen
Quickseal™ Zentrifugengefalie 25 x 89 | Beckman Munchen
mm

Tabelle 2

2.3 Chemikalien, Reaktionskits und Enzyme:

Produkt Hersteller Firmensitz
Agar- Agar Roth Karlsruhe
Glucose

Agarose NEEO

dNTPs lyophylisiert

Ammoniumpersulfat (APS) Serva Heidelberg
Tween® 20

TEMED

EDTA

Ethidiumbromid

Bromphenolblau

Acrylamid 40 Sigma Deisenhofen
Ampuwa

DEPC

Dimethylformamid (DMF) Orange G

Paraffinmineraldl

Ampicillin Binotal® Bayer Leverkusen
Big Dye Terminator Cycle Sequencing |Perkin EImer |Weiterstadt
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Ready-Reaction Mix

Casiumchlorid ultraPure™

LB Agar ,Lennox L Agar®

LB Broth Base “Lennox L Broth Base”
RNA Langenstandard (0,24- 9,5 kB)

Life

Technologies

Karlsruhe

Goldstar TagDNA Polymerase Smart-
Ladder

Eurogentech

Seraing,

Belgien

Isopropyl-R- Thiogalaktosid (IPTG)
X-Gal

Phenol: Chloroform: Isoamylalkohol
(25:24:1)

AppliChem

Heidelberg

Klenow Enzym

Expand "High Fidelity PCR System
Expand 20kb long

Expand 20 kb P PCR System (Taqg+
Pwo Polymerase)

Superscript || (MMLV Reverse
Transcriptase)

Titan™ One Tube RT-PCR System

Boehringer

Mannheim

MMLV Reverse Transkriptase
Deoxynucleotide Mix 100mM (25mM je
dNTP)

Pfu Turbo®DNA Polymerase (PCR
Produkte bis 15kB)

Stratagene

Heidelberg

PBS Dulbecco ohne Ca**, Mg**

Biochrom

Berlin

QIAprep Spin Miniprep Kit QIAquick
QIAquick PCR Purification Kit
Qiagen Gel Extraction Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
RNeasy® Mini Kit

One-Step RT PCR Kit,

Qiagen

Hilden
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Taqg- Polymerase

Restriktions- und DNA modifizierende |New England |Schwalbach

Enzyme Biolabs (NEB)

SMART RACE cDNA Amplification Kit | Clontech Heidelberg

Advantage® 2 Polymerase Kit

Triple Master® PCR System Eppendorf Hamburg

Topo- TA Cloning® Kit Invitrogen Groningen,
Niederlande

Tabelle 3

Alle Puffer und Ldsungen, die autoklaviert werden, wurden mit einmal
destilliertem Wasser angesetzt. Fur alle enzymatischen Reaktionen wurde
autoklaviertes, doppelt destilliertes Wasser (ddH,O) verwendet. Zum Losen von
DNA wurde der pH- Wert des autoklavierten Wassers auf pH 8 eingestellt. Da
sich der pH- Wert durch Reaktion mit Kohlendioxid bereits nach einer Woche
auf pH 5-6 verringert, mul3te der Wert ggf. korrigiert werden. Fir Arbeiten mit
RNA wurde das Wasser zusatzlich mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) versetzt.

Samtliche Produkte wurden nach Herstellerempfehlung gehandhabt.

2.4 Losungen und Puffer:

Ethidiumbromid Stammlésung (10 mg/ml): 1 g Ethidiumbromid, ad 100 ml H,O

PBS: 10 mM Natriumacetat, 140 mM NaCl, pH 8.0

20 x SSC: 3 M NaCl, 0.3 M Na-Citrat, pH 7.0

10 x TAE: 40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0

10 x TBE: 100 mM Tris-HCI, 100 mM Borsaure, 25 mM
EDTA, pH 8.3

6x Probenauftragspuffer: 6g Saccharose, ad 10ml H)O, 0.05 %
Bromphenol,

0,05% Xylencyanol
PAA- Auftragspuffer: 10ml Formamid, 200ul 0,5M EDTA pHS8,

Xylencyanol, Bromphenolblau
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2.5 Parasitenmaterial:

Larvenmaterial von E. multilocularis entstammt verschiedenen Isolaten. So
wurden T1- und K188- Material aus humanem Operationsmaterial isoliert,
wohingegen H95 ein Wildisolat aus Hohenheim (1995) ist. Das Larvenmaterial
wurde durch fortlaufende Passage in Wustenspringmausen, Meriones

unguiculatus erhalten.

2.6 Bakterienstamme:

E. coli TOP10 (Invitrogen) :

F"mcrA (Amrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 rec A1 deo R araD139
A (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str) endAl nupG

E.coli DH5a (Hanahan, 1983):

Frend A1ThsdR17 (ri, my’) SupE 44 thi-111"recA1gyrA relA1 A (lac 1ZYA-arg F)
U169, deoR1.980d/lacZAM15

2.7 Plasmide:

pPCR®2.1-TOPO (Invitrogen):

Linearisierter Vektor mit 3" Thymidin- Uberhangen zur Klonierung von PCR-
Produkten mit 3" Adenosin- Uberhéngen.

FI ori, ColE1 ori, lacZ, multiple Klonierungsregionen (MCS) flankiert von T7-
RNA-Promotor, Amp~, Kan®
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2.8 Medien und Platten:

Luria- Broth- Medium (LB-Medium): 1%Bacto Trypton, 0.5% Hefeextrakt, 1%
NaCl, pH 7.5
LB-Agar: LB-Medium mit 1.5% Bacto Agar: 12 g Agar wurden mit 1 | Medium

gemischt, autoklaviert und bei ca. 40°C in Platten gegossen.

Bei Zusatz von Antibiotika werden folgende Konzentrationen verwendet:
Ampicillin 100 pg/ml in H2O geldst, Kanamycin 30 ug/ml in H2O gelost.

SOB Medium: 2% Bacto- Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KCI
SOC Medium: SOB- Medium + 20mM Glucose, 10 mM MgCl;, 10mM MgSO,4

2.9 Oligonukleotide (Primer):

Samtliche Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma- ARK GmbH
(Darmstadt) bezogen. Abkurzungen: M= (A,C); R= (A,G); W= (A,T); S= (C,G);
Y= (C,T); K= (G, T); V= (A,C,G); H= (A,C,T); D= (A,G,T); B= (C,G,T); N=
(A,C,G,T)

Aufzeichnungen jeweils von 5> 3’

cDNA Synthese- Primer:

G 20: CCG ATG GCT GGC ATG CAC CA

A37 GGC CGC ATG CCGACTAGTACTTTTTTTTTITTTITTITT
G 34 CCG ATG GCT GGC ATG CAC CAC ccc cececeecceecce
CD5RT TAT AAG CTG CAG ACA CGG ATC CAA CGC GGG

CD3RT ATC TCT TGA AAG GATCCT GCAGGACTTTTTTTITTTITTTITTTITTTITTTIT TTT VX
CD5 CCG ATG GCT GGC ATG CAC CA

CD3 ATC TCT TGA AAG GAT CCT GCA GG

Vektor-Primer:

TOPO-T7 TACGACTCACTATAGGGCGA

TOPO-M13 CAGGAAACAGCTATGACCAT

M13 Forward GTA AAA CGA CGG CCA GT

M 13 Reverse CAG GAA ACA GCT ATG ACC

PJG-4-5-5PR GAT GCC TCC TAC CCT TAT GAT G

PJG-4-5-3PR TTG GAG ACT TGA CCA AAC CT

SL- Repeat- Primer:

EM10-SL TCC TTACCT TGC AGT TTT GT

SL-ATG ACC TTG CAG TTT TGT ATG

SL5PR CAC CGT TAATCG GTC CTT AC
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EM 10- SL Bam

TAATGGATC CTTACC TTG CAG TTT TGT

Elp (em10)- Primer :

EM 10-15

TCC TTACCTTGCAGTTTT GT

EM 10-16 TTG CTG GTAATC AGT CGATC
Primer fiir emrtk 1:

EGR DVW AC ACC GTA ACT CCA XAC RTC

EGR DGM GAG CAG ATT GCX GAY GGX ATG
EGR LAA ATT CAC AGT GAY YTX GCX GC

EGR CWM TC GTARTC YTC CAT CCA RCA

EGR RC AGT TGC AGG GTT GAC AGAGCTTCT G
EGR RCN TTC GAG CAG CGC TTG ACA CAA GTG
EGR 5 RACE CAA CTC CGG CGA GGA GGC ATC CAAATC G
EGR UP GTT GGC GGC TCG AAG GTC WC

EGR UP 2 GCA CCATCACCATGT AGG TG
EGRUP 3 CGC TGT CCT CGT TGT TGG TG
EGRUP 4 CGA TGA ATAATC CCACGT TC
EGRUP S5 CCA CGT TCC TCT AGG TAG GC
EGRUP 6 TGG GAT TGT TGG CAT CGT CG
EGRUP7 GGC CTG ATT TCG AGC ACG CG
EGRUP 8 CAT TCG CCT AGACAC TGATC
EGRUP9 TGC AGT GCA CGA CTC CGC GC

EGR UP 10 ATC ATCACG CTG CACTTG TG

EGR UP 11 CTT GGC GCA GGT GAG AGA AG

EGR UP 12 TCA CCA CCT GTG CTG ATT GG

EGR UP 13 CCG GTG CTTTGG TAT TAG TG

EGR UP 14 GAT GTC GCG TTG CCG AAG TG

EGR UP 15 TCG TGC ACA GTT CGC TGC AG

EGR UP 16 CCA GCT GAG AGC TTG CAACG

EGR UP 17 CAC ATT GCT CAT GAC ATC GTAG
EGR UP 18 CAT TCC TGAAGATCC GCATTT G
EGR UP 19 GTC ATC TGG AGG GAATTT GG

EGR UP 20 TTT AGG GGC ATG TAC TAC TAAT
EGR UP 21 CAG GGAACG CATTCCTGAAGATCCG
EGR UP 22 ACA TCC CCC AAG TCC GAG GTAATC G
EGR UP 23 AAG ACA CAC TGG CTC ATC CG

EGR UP 24 CTT CTC CAG AGC GCT TGT ATAG
EGR UP 25 CAC CGT CCATAG ACATCT CG

EGR UP 26 AGA AGC TCA CAC AGG TGT CG

EGR UP 27 TGG GAC CTG ACC GTC TCA AG

EGR UP 28 ATT CCT CTT GGA TCG ACA CG

EGR UP 29 AAC TGC CATTCACTG GTA TG

EGR UP 30 CAT CAC CGACATTTC CAACG

EGR UP 31 TCC TCT AGT CGT TTT AAG TTG
EGRUPP AAG TAG CAG AAA GCA CAT CC

EGR UP Triple 1

GAC TCG TCG GGT TCACAT G

EGR UP Triple 2

ATATCC AGG CACTGG TACTTG
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EGR UP Triple 3

GAC GAG AAG GGG CACTGC TG

EGR UP Triple 4

TCC TCA GCG TAC TGC TCC TTC GAG

EGR UP Triple 5

CAG GTGTCG CCATTCCTCTTG

EGR UP Triple 6

GGG TTG TCT AAACGG CAG TAC G

EGR UP Triple 7

TCT AAACGG CAGTACGTG GTG G

EGRTUP 1 CAC GGC AAG ACT ACG AAG
EGRTUP2 GGT CGT GTT GCG ACG GAT TTG
EGR DW GWG ACC TTC GAG CCG CCAAC
EGR DW 2 GCC TAC CTA GAG GAA CGT GG
EGRDW 3 GTG CGG CTG AGT CAG CCA GA
EGRDW 4 AGA ATG CGA CAA AGC GGG CG
EGRDW 5 GTC AAC CCT GCA ACT CCA AG

EGR DW 6 ACG ATG CCA ACAATC CCATCG
EGRDW 7 GCA CAA GTG GAG CGT GAT GA
EGRDW 8 AGT ACG CTG AGG AGA AGC AG
EGRDW 9 CCT GGA CGA GGA GCAGTACG
EGRDW 10 CAC TAA TAC CAA AGC ACC GG

EGR DW 11 TGC GGA TCT TCA GGA ATG CG
EGRDW 12 CAG ATG TTG GAG AGG CGG GAA TG
EGRDW 13 GAT GTACCG GTC GGA GTG TG

EGR DW 14 CCT CGG ACT TGG GGG ATG TG
EGRDW 15 AAG TAC CAG TGC CTG GAT ATG
EGR DW 16 TGC ACT GCA CCT GGG CCG GAT CAG TG
EGRDW 17 TTC GAA GCC AAC GGT GTC TG

EGR DW 18 CTT GAT GAC ATC TGC GGC TG
EGRDW 19 CTG CCT ATT TGG AGG CGC TG

EGR DW 20 GAG GAATGG CGACAC CTG TG

EGR DW 21 TTG AAC TCT GCC AGT CCA GG

EGR DW 22 CAC GGT GTG CGT GAT TGA ATG
EGR DW 23 CGT TGG AAATGT CGG TGA TG

EGR DW 24 GCA CGA TGT CAC GAA GAATGC GCG G

EGR DW Triple 1

CAT TAC GGATCATTC GTG GAC G

EGR DW Triple 2

AGA CAC TTG TGT CAAGCG CTG

EGR DW Triple 3

GCA GTACGT GGTGGATTCCTT G

EGR DW Triple 5

ATC TTC GTAGTC TTG CCG TG

EGR DW Triple 6

ACG ATA CTG ACT CGC CAATGC G

EGR DW Triple 7

CAA GGA ATC CAC CAC GTACTG

EGR DW Triple 8

GGA TCT TCG TAG TCT TGC CGT G

EGR DW Triple 9

GTAGTC TTG CCG TGA TAC AGG A

EGRTDW 1 CGG ATACCACTCATC TCATTACG
EGRUP CH 1 AAC GCA CCTTCACCAAAGTG
EGRUP CH 2 CGG GCC TCC TTA ATT ACA AAG
EGRUPCH3 CGA CGA CGA AGC ATC AAC AG
EGRUP CH4 GAG CTG TCG AGG GGA GTT AG
EGRUPCH5 CCA CCTACAGCT GCT CTT CA
EGRUPCHG6 AGT GTG CAT GAT GGC GTG AC
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EGRUPCH7 ATG GAG ATATCT AGA GCC AG

EGRUP CH 8 CTG GAG TGA CAC CTG ACACG

EGRUPCH9 ATC TCA TAT AAA CCA AGG GAAATTC

EGR 119 UP GGC ACG GAG AGA GCC ATG

EGRI19 UP 2 GTT GTG CAA GAAAGC TGA TG

EGRI19UP3 GCA GCA GAT CACATT TGG TG

EGR 19 UP 4 ACA TCA CCG AGC CTA GAC AG

EGR 120 UP AGA TTG AAC TTT GAA GGC AG

EGR 120 UP 2 AAG AAG TTAACG GCAAAC TTG

EGR 121 UP GTA ACG CTT TAT AAG GAG TGG

EGRDW CH 1 GAC CAT TCT GCATGC ACAG

EGRDWCH 2 CAA GAG CCG CAAGAG TTC ACA AG

EGRDW CH 3 ACA GTA CGG TTC ATG ACT AG

EGR DW CH 4 AGT ACG GTT CAT GAC TAG TAG

EGRDW CH 5 CCATGT TAC GCT TCC TGC TG

EGR DW CH 6 GCA TCT TCA GAG GCA GGA TAG

EGRDWCH7 GCA ATA ACA CAC CGC CAAATG

EGR DW CH 8 CCA GGA CAG GGC AAT G

EGRDWCH9 GGG AGC AAC AAC AGC AGA TG

EGR DW CH 10 TAG TTG GTC GTC ACA ACT TAG

EGR DW CH 11 CAT CAA GAT CTG AGG TGA CAG

EGR DW CH 12 TCA GGT GTC AAT CTT CTACTG

EGR DW CH 13 GTG GTG AAT CTG CAG GTT CG

EGR DW CH 14 ATT TGT CTT CCC TCT GTT CG

EGR DW CH 15 TCC TGT GAG AGC CAT TAA GG

EGR DW CH 16 GAT GTT AGG CCA TGA AAC CG

EGR DW CH 17 AAG ATC TAG ACG ATT ATG TGG

EGR DW CH 18 TCT TCA GCG ATC ATC CTT CG

EGR 119 DW: TCC CAC CGA TGG AAC AGC AG

EGR119DW 2 CAG CCG ATA GAA CAC CTC GG

EGRI119DW 3 CAG AAG TGG CCG TTG GTATG

EGR119DW 4 ACA GGT GAT AGATCC GTC TG

EGR 120 DW TCT CTT CAC TTC GTT GAA ATG

EGR 120 DW 2 CAC AAC CTT GGA TAATAT GTG

EGR121DW TGT CGT ATT TCA AGT CCC GG

ER- SEN 1 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GGC CAA ACG CAG TCG
ER-UP ASEN 1 TAC TTC TAG CGG AGA TGC GAT CAATGG TG
ER- ASEN 1 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAA GCG GAG ATG CGA TCA ATG
ER-DW SEN 1 CAA TTA CAA GGC CAAACG CAG TCG TATTAAG
ER-EcoR1 ACG GGT GAA TTC GGA CCG GCA GGT TGG AAG
E-BamH1 GGG AGA GGATCC ACATTG ATG ACT

E-EcoR1 TTG GAAGAATTC TTGATTATC CACC
EGR-Bam-Neu AAG CAG GGA TCC AAATAT GGG CCG TTG GGA G
EGR-Eco-Neu GGG TCA GAA TTC GAA GGG AGT AGA GATACG C
EGR-Eco- long AGA AAT GAATTC GCT TGG CGC AGG TGA GAG

EXEGR-UP60°C

CTC GTC CAG GCAGAGATT G
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EXEGR-DW62°C

GCA CGATGC CAC GAAGAATG

EGR-KPN1-DW GAT CGG GGT ACC TAATGC TCC GGATTT GGA CA
EGR-Not1-up CCT CGA GCG GCC GCAACG GGT TTAGTC GGA CCG
EGR-5 ATG CTC CGG ATT TGG ACAAAC G

EGR-3 AAC GGG TTT AGT CGG ACC GG

EGR-up-TOPO GGA TGA CAA GCT GGA AAA GG

EGR DW TOPO2

ATT GAT GAC TTGACT TTC GAC G

Primer fiir emrsk 1:

TGF IVQ ACT AAT CAC GCT RTX RTX CA
TGFN TGG GTT CGX CAY TAY TAY CC
TGF- TNH TG AAC GAT XGC RTG RTT XGT
TGF CCV AT CTC AGT XGG XAC RCA RCA
TGFC CAT CTC AGT RGG XAC RCA RCA
TGFN2 CCT TGY TGY GTT CCX ACX SA
TGFN 1 GTT RRT TGG SAX GAY TGG AT
TGFC-S1 TA CTA TCG RCA XCC RCA XGA
TGFC-S2 TA CTA TCG RCA XCC RCARCT
TGFC-G TA CTA TCG RCA XCC RCA XCC
TGR FIA AAC ATC CTC GGX TTY ATH GC
TGR MAP TCT AGT ACY TCX GGX GCC AT
TGR UP TCC TGC GAA GAG GCT AGC GG
TGRUP 2 AG GTAGAGCGTCACCGCT

TGR UP 3 oben

ATT TGC CTC ATC GCT GGT CC

TGR UP 3 unten

ACG AGT CCC AGT GCG TAG AC

TGR UP 4 ATC TCC CAT AGA ACG AGT CC
TGRUPS5 GAG GAATGC TTT GTA AGG GG
TGRUP6 GTC GAC CAC ATATCC TAAGG
TGRUP7 CCGTTC CACCCGTCACACTG

TGR UP 8 CAA TCA AAG ACG CGC ATT CCG
TGRUP9 TTT GGG TCG GTG CGT ATG CA

TGR DW CAT AGG GAT ATT AAATCT AAG
TGR DW 2 AAG AAT ATT CTG GTT ATG GCT AAC
TGR DW 3 ACG AGT GGA AAG ATC ATC GG

TGR DW 4 GGA ACT TCA GCA AAC ATG AG

TGR DW 5 GTG GGA CCATCAACT TTC AG

TGR DW 6 GCA GTG TGA CGG GTG GAACG
TGRDW 7 GTT GTACAAAAC CTCCTG TTG
TGR 3 RACE GGAATT GTTAGAGTG CCGACATCCG
TGR CH1 UP TTG GAT CCG ATG GCA CCG AG
TGR CH1 DW GAT TTG GAG GCG TTG TAC AGG
TGR UP CHR TGG GTC GGT GCG TAT GCATTT A
TGR DW CHR ATT ATG ACT CGG TGC CAT CG

Primer fiir emsmadA:

SMAD-A-UP 1 CTA CAC TGC GAG AAG CTG AG
SMAD-A-UP 2 CAA CAG GGG GAC GCT AAT CG
SMAD-A-UP 3 TTG AGC GGC TCGTTC AGG TG
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SMAD-A-UP 4 TTT GAC TTA AAA CAG TCA ATT TAT
SMAD-A-UP 5 GCA GGA TGC CAG TTG TTAAG
SMAD-A-UP 6 TAC TAT CCC CGA CTG GGC ATG
SMAD-A-UP 7 GTG TCA ACG GTACGT TTG TG
SMAD-A-DW 1 CAG TCA CCC AGC TGC AAT CG
SMAD-A-DW 2 ACT CCG TGC ACC TCT GTC AG
SMAD-A-DW 3 CTC CCC GAT CAC GGC CAT ACG
SMAD-A-DW 4 GAT TTC GGT TTC GAG ACT TG
SMAD-A-DW 5 CAT CCC ACA AAC GTA CCG TTG
SMAD-A-DW 6 ACG ATC GCC AAC AGG TCA TG
SMAD UP: TGC ACG GAG TCG AGG GAG AG
SMAD UP 2 GGA TGC CAG TTG TTA AGA CG
SMAD UP 3 TGC AGC TGG GTG ACT GGA CG
SMAD DW ACT GGC ATC CTG CCA CCG TG
SMAD DW 2 AGT GTA GTT GCG CCT TCA CG
SMAD UPCH 1 AGC GTC ATATGAACATCT TACA
SMAD A DWCH 1 CAC CTT GGG TGA AAA TTC CAG
SMAD A DWCH 2 GTC ATT CTA GTT CCA TCA CCG
Tabelle 4

2.10 Techniken zur Arbeit mit Parasitenmaterial von E.multilocularis:

2.10.1 Kultivierung von E. multilocularis Metazestoden:

Metazestoden von E. multilocularis werden kontinuierlich in mongolischen
Wiustenmausen (Meriones uniguiculatus) kultiviert. Acht bis zehn Wochen alte
Mause werden durch intraperitoneale Injektion von 0.5 ml homogenisierten
Parasitenmaterials in sterilem PBS infiziert. Das Heranreifen der Larven

vollzieht sich Uber einen Zeitraum von 2 Monaten.

2.10.2 Isolierung und Aufbereitung von E. multilocularis Larvengewebe:

Das Larvengewebe wird aus der Bauchhohle infizierter M. uniguiculatus mit
steriler Pinzette und Skalpell prapariert und entnommen. Eventuelle
Ruckstande von Blut oder Wirtsgewebe werden manuell und durch Spulung mit
PBS entfernt. Man erreicht eine Homogenisierung des Larvengewebes durch
Passieren durch ein autoklaviertes Kuchensieb (Plastik oder Metall) mittels der
Ruckseite eines sterilen 10 ml Spritzenkolbens. AnschlieRend wird das

gewonnene Homogenisat dreimal mit 1x PBS gewaschen und mit 30 pl
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Ciprobay® (Bayer), Konzentration 2 mg/ml, behandelt. Nach Inkubation tGber

Nacht folgt eine weitere Wasche mit 1x PBS.

2.11 Techniken zum Umgang mit RNA:

Lésungen und Puffer, die zu Arbeiten mit RNA verwendet werden, werden Uber
Nacht mit 0.1% DEPC versetzt und anschlieRend autoklaviert.

Alle verwendeten Glas- und Metallgegenstande werden bei 240°C fur 5
Stunden hitzesterilisiert, Eppendorfgefalle und Pipettenspitzen werden zweimal
autoklaviert. Alle Einmalgebrauchsgegenstande werden nur aus ungeoffneten
Verpackungen entnommen. Es wird ausschlieBlich mit Handschuhen

gearbeitet.

2.11.1 RNA Praparation aus dem Larvengewebe von E. multilocularis:

Losungen:

GITC: 4 M Guanidiniumisothiocyanat, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA
(PH 8)

CsCl: 5,7M CsCl, 20mM Tris HCI pH 7,5, 2mM EDTA pH 8

Mindestens 5 ml homogenisierter Parasit werden in einem 50 ml Gemisch von 4
M GITC mit 400 ul B-Mercaptoethanol aufgenommen und anschlieBend im
Ultraturrax dreimal fur jeweils 15 Sekunden auf Eis zerkleinert. Vor Verwendung
des Ultraturrax wird das autoklavierte Messer dreimal abwechselnd mit GITC-
Puffer und DEPC- Wasser gereinigt. Zur Scherung genomischer DNA wird die
Suspension anschlieend dreimal durch eine 25 G und einmal durch eine 27 G
Kanule gezogen. Wahrend der Zentrifugation fur 5 Minuten bei 4000xg werden
in zwolf Ultrazentrifugenrohrchen je 3,5 ml 5,7 mol Casiumchlorid vorgelegt. Auf
dieses ,Casiumchloridkissen® wird der erhaltene Uberstand vorsichtig
aufgetragen. Die Ultrazentrifugation erfolgt bei 32.000 rpm und 18°C fur
mindestens 16 Stunden.

Zur Gewinnung des entstandenen RNA- Pellets werden unter sterilen

Bedingungen mit einer Pasteurpipette ca. 5 ml des Uberstandes abgenommen
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und dann mit einer zweiten Pasteurpipette die Flussigkeit bis ca. 1 cm vor
Boden des Gefalles entfernt. Das restliche Casiumchlorid wird aus dem
Rohrchen dekantiert, der Boden des Zentrifugenrohrchens wird mittels eines in
einer Flamme erhitzten Skalpells abgetrennt und auf Eis gelegt.

Das Pellet wird nun mit DEPC- Wasser resuspendiert und anschliel3end in 1,5
ml Eppendorfgefalie Gberfuhrt. Durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat
(pH 5,2) und 2 Volumina eiskalten 100%igem Ethanols wird die RNA uber
Nacht bei -80°C ausgefallt. Nach 30 minutiger Zentrifugation mit 14000 rpm bei
4°C wird das RNA- Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen, bei 37°C
getrocknet und in 200 ul DEPC-ddH,O aufgenommen.

Die quantitative und qualitative Uberpriifung der RNA erfolgt photometrisch

bzw. mittels denaturierender Agarose- Gelelektrophorese.

2.11.2 Praparation von Zysten-RNA:

Etwa 10 Zysten (Durchmesser im Durchschnitt Tmm) werden vorsichtig unter
dem Lichtmikroskop aus der Zellkultur abpipettiert und mit PBS-Puffer dreimal
gewaschen. Mittels einer sterilen Kuvette werden sie in einem sterilen
Einmalbehalter zerstochen und anschlieRend zentrifugiert bei 15000 rpm flr 5-
10 Minuten zentrifugiert. Die RNA-Isolierung wird mit Hilfe des Rneasy Mini Kits
(Qiagen) isoliert und am Ende in 30 yl DEPC-H,0 resuspendiert.

2.11.3 Praparation von Protoskolex-RNA:

Das Parasitengewebe wird unter sterilen Bedingungen aus dem Zwischenwirt
isoliert, Uber ein steriles Plastiksieb zerkleinert und zweimal mit PBS-Puffer
gewaschen. Die Suspension wird Uber einen Percollgradienten gereinigt und
anschliel’end die Protoskolizes unter dem Lichtmikroskop selektiv mit einer
Pipette angereichert. Die Lyse und RNA-Isolierung von jeweils etwa 50
Protoskolizes erfolgt mit dem Rneasy Mini Kit (Qiagen). Es wird ein finales
RNA-Eluat von 30ul produziert.
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2.11.4 Denaturierende Agarose- Gelelektrophorese fiir RNA:

10 x Running Buffer: 200 mM MOPS, 10 mM EDTA, 50 mM Natriumacetat, pH
6,7 - 7,0; mit NaOH eingestellt

Probenpuffer: 12 yl Formamid: Formaldehyd: 10 x Running buffer im Verhaltnis
2:1:1, 2,5 pl 20% Ficoll- Orange G- Losung

Far 50 ml eines 1% Agarosegels verwendet man 1x Laufpuffer, DEPC-H;O0,
0,65% Formaldehyd (etwa 0,9ml), Ethidiumbromid (2,5g Ethidiumbromid einer
Konzentration von 1 mg/ml) und 0,5 g Agarose.

4 ul RNA werden mit dem Probenpuffer gemischt. Nach funfminutiger
Denaturierung bei 65°C werden die Proben auf Agarosegel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgt in 1x Laufpuffer bei 60V bis die Orange-G- Front circa
2/3 des Gels durchwandert hat.

2.12 Techniken zum Umgang mit DNA:
2.12.1 Praparation chromosomaler DNA aus Echinokokken: (Sambrook et
al, 1989)

Reagenzien: Tris-Puffer (0.1 M, pH8)/ NaCl (0.5 M)/ EDTA (0.05 M), Proteinase
K, 20% SDS, equilibriertes Phenol, Na- Acetat 3 M, pH 4.5, Chloroform,

Isoamylalkohol

Das Larvenmaterial wie zur RNA Praparation aus dem Zwischenwirt isoliert und
unter Zugabe von flussigem Stickstoff zu einem feinen, weillichem Pulver
zermorsert. Dieses wird in acht Volumina Tris/ NaCl/ EDTA- Puffer
aufgenommen und mehrmals durch eine Glaspipette gezogen. Anschliel3end
wird dem Gemisch bis zu einer Konzentration von 0,5% tropfenweise 20%iges
SDS zugegeben und die Suspension fur 15 Minuten bei 65°C inkubiert. Nach
30 minatiger Abkuhlung auf Raumtemperatur werden 100 ug/ml Proteinase K
hinzugefigt und das Gemisch tUber Nacht bei 37°C unter leichtem Schitteln

inkubiert. Am nachsten Tag kann die walrige Phase in Zentrifugenréhrchen
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uberfihrt und die DNA zweimal mit Phenol, einmal mit 1:1 Phenol/ Chloroform
und zweimal mit 24:1 Chloroform/ Isoamylalkohol extrahiert werden.

Der wélkrige Uberstand wird mit 100% Ethanol fiir 30 Minuten bei —80°C gefallt
und anschlie®Bend bei 14000 rpm flr 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wird
zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in H,O resuspendiert.
Die Konzentration wird photometrisch bei 260 und 280 nm kontrolliert. Eine
weitere Kontrollmoglichkeit bietet sich auf DNA Ebene mittels einer PCR mit
den bekannten Primern Em10-15 und Em10-16, die auf chromosomaler DNA
ein PCR Fragment von ca. 525 bp ergeben.

Die Qualitat kann durch elekrophoretische Auftrennung der nicht verdauten und

der EcoRI verdauten DNA im 0.4%igem Agarosegel ermittelt werden.

2.12.2 Phenolisierung und Ethanolfallung von DNA:

Um aus DNA- haltigen Reaktionsansatzen fur nachfolgende Reaktionen
stérende Proteine, Primer und Puffer zu entfernen, kdnnen die Proben
phenolisiert und die DNA anschlief3end prazipitiert werden. Dazu flllt man das
Ausgangsvolumen mit ddH,O ad 100 pl auf und versetzt es mit dem gleichen
Volumen Phenol/ Chloroform/  Isoamylalkohol, mischt es grundlich und
zentrifugiert das Gemisch flir zwei Minuten bei 15000rpm bis zur
Phasentrennung. Wird mit geringen DNA Mengen gearbeitet, kann die DNA-
Konzentration in der walrigen Phase dadurch erhoht werden, da® man die
organische Phase einmal mit 100 pl ddH,O rtckextrahiert.

Die walrige Phase wird abgenommen, mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat
und zwei Volumina Ethanol (100% v/v) versetzt und 30 Minuten bei —70°C
gefallt. Es folgt eine zwanzigminutige Zentrifugation (15000 x g, 4°C), wonach
der Uberstand verworfen wird. Das entstandene DNA- Sediment wird mit 70%
Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, getrocknet und schlielich in ddH,O

aufgenommen und bei —20°C gelagert.
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212.3 Photometrische Nucleinsaure- Konzentrationsbestimmung:
(Sambrook et al., 1989)

Konzentration und Reinheit von DNA- und RNA-L&sungen werden durch
Extinktionsmessungen bei 260 und 280 nm in 1 ml Quarzkivetten im
Photometer bestimmt. Die Quantifizierung erfolgt auf folgender Basis:

1 ODgeo entspricht bei dsDNA 50 pg/ ml

1 OD2gp entspricht bei ssDNA, ssRNA und dsRNA 40 ug/ ml

1 OD2gp entspricht bei Oligonukleotiden 30 ug/ mi

Die Reinheit der Praparation in Bezug auf Proteinkontaminationen kann anhand
des Verhaltnisses von ODysp zu ODggo ermittelt werden. Der Quotient liegt fur
reine  Nukleinsduren  zwischen 1.8 und  2.0. Bei  groleren
Proteinverunreinigungen ergibt sich ein kleinerer Zahlenwert, da die OD,gy dann

ansteigt.

2.12.4 Restriktionsenzymverdau von DNA:

In ein Reaktionsvolumen von 10-30 pl werden 1-2 Units Enzym pro ug DNA fur
den Verdau eingesetzt. Alle Restriktionsverdaus erfolgen unter den vom
Hersteller (NEB) empfohlenen Pufferbedingungen. Der Ansatz wird fur 3
Stunden oder uber Nacht bei 37°C inkubiert. Bei Inkubation Uber Nacht ist zu
beachten, dal} sich eine ,Star-Activity“ entfalten kann, d.h. daf3 ein Enzym auch
an unspezifischer Stelle schneidet, wenn an allen spezifischen Schnittstellen
bereits Reaktionen erfolgt sind. Je nach Enzym muf3 die Reaktion durch
Denaturierung im Heizblock fur 10 Min bei 65°C beendet werden. Das
gespaltene Produkt wird Uber den QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt
und mit 30 =50 pyl Ampuwa- Wasser (pH 8) eluiert, anschlieBend wird das

Produkt auf einem Agarosegel kontrolliert.
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2.12.5 DNA Ligation :

Die Ligation von DNA- Fragmenten in linearisierte Vektoren oder andere DNA-
Fragmente erfolgt mit Hilfe einer T4- DNA Ligase unter Zuhilfenahme von ATP.
Die Ligase katalysiert die VerknUpfung einer 3'Hydroxyl- mit einer 5°-
Phosphatgruppe mittels einer Phosphodiesterbindung.

Far die DNA Ligation der restriktionsenzymgeschnittenen DNA werden 40 pl
des verdauten, aufgereinigten Produktes folgende Reagenzien zugesetzt: 2yl
T4-DNA-Ligase (1 U Ligase auf 20-50 pl), 4pl 10 x Ligase- Puffer (NEB), 4pl
Ampuwa- Wasser . Die Ligation der Uberlappenden Enden (,sticky ends®)
erfolgt Uber Nacht bei 16°C im Wasserbad. Ein groRes Reaktionsvolumen
fordert hierbei die Ligation mit den eigenen Enden. Sollen verschiedene
Fragmente miteinander ligiert werden, empfiehlt es sich, ein kleineres

Reaktionsvolumen zu wahlen.

213 cDNA Synthese mit SMART™MRACE cDNA Amplification Kit
(Clontech):

Enthaltene Primer:

UPM-Long (0,2 uM): CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA GTG GTA
ACA ACG CAG AGT

UPM- Short: (1 yM) CTA ATA CGA CTC ACT ATAGGG C

SMART Oligonucleotide: (10 uM) AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA
CGC GGG

3’'RACE cDNA Synthesis Primer (3'CDS, 10 uM): AAG CAG TGG TAA CAA
CGC AGA GTAC (T)zo N.1N (N=A,C,G oder T, N.4= A,G, oder C)

5'RACE cDNA Synthesis Primer (5°CDS, 10 uM): (T)25 N.4N

Die SMART (Switching Mechanism at 5’'end of RNA Transcripts) Methode
bietet eine Maglichkeit, vollstandige cDNA durch reverse Transkription,
herzustellen (Frohman et al., 1988). Dies ergibt sich aus dem Zusammenwirken

von MMLV RT (Reverse Transkriptase, Superscript Il) und einem SMART
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Oligonukleotid. Bei Erstellung der cDNA Abschrift von einem mRNA Strang
zeigt MMLV RT eine ,Terminale Transferase® Aktivitat, die an das 3’'Ende der
cDNA einige weitere Nukleotide anknupft. In den meisten Fallen handelt es sich
um 3-5 dCs. Diese Erganzung wird durch das SMART Oligonukleotid genutzt,
dessen endstandige dGs an das dC reiche cDNA Ende binden kdnnen und so
als verlangertes Template flr die Reverse Transkriptase (RT) dienen. Nachdem
die Reverse Transkriptase das Template von der Original-RNA zum SMART
Oligonukloetid gewechselt hat, wird eine komplette cDNA gebildet, die
zusatzlich die definierten SMART Sequenz am Ende tragt. Da die Erganzung
von dCs durch die RT am effektivsten am Ende des RNA Stranges stattfindet,
wird das SMART Oligo typischerweise nur zu kompletten cDNAs hinzugefugt.
Daraus ergibt sich eine hohe Ausbeute an vollstandigen 5'Sequenzen. Die so
hergestellte Erststrang cDNA wird direkt fur 5'und 3’'RACE PCRs verwendet.
Dazu werden genspezifische Primer bendtigt, die eine Lange von 23- 28 Basen
und eine Annealingtemperatur von mehr als 70°C haben sollten. Als
Gegenprimer wird ein zum Kit gehdriger UPM (Universal Primer Mix)
verwendet.

Zur Erststrang cDNA Synthese werden folgende Inhaltsstoffe vermischt und mit
ddH,0 ad 5 ul aufgefullt:

5" RACE cDNA: 3" RACE cDNA:
(1-) 3 ul RNA (1-) 3ul RNA
1ul 5° CDS Primer 1ul 3°CDS Primer

1ul SMART Il Oligonucleotide

Das Gemisch wird zentrifugiert, 2 Minuten bei 70°C inkubiert und anschlief3end
eisgekuhlt. Folgende Reagenzien werden hinzugefugt: 2ul 5x First- Strand-
Buffer, 1ul DTT (Dithiothreitol), 20 mM 1ul ANTP Mix (10 mM), 1ul MMLV
Reverse Transkriptase (200 Units/ul ): Superscript Il

Die folgende Inkubation (1 Stunde, 42°C) sollte in einem Brutschrank

durchgefuhrt werden, um eine optimale Warmeeinwirkung zu erhalten. Die nun
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fertige cDNA wird mit 50ul Tricine- EDTA Puffer verdinnt. Die Proben werden
fur 7 Minuten auf 72°C erhitzt und dann bei —20°Cgelagert.

2.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR): (Saiki et al., 1988)

Die PCR dient zur Amplifikation definierter DNA- Abschnitte mit Hilfe
spezifischer Oligonukleotide (,Primer) und thermostabiler Thermus aquaticus
Polymerase (Taqg- Polymerase). Fur diese Arbeit wurden Tag- Polymerasen der
Hersteller Goldstar, Stratagene, Boehringer und Eppendorf verwendet. Die
Primer werden so gewahlt, dal} sie den gewlnschten DNA Bereich flankieren.
Die in - vitro Vervielfaltigung der DNA wird im Thermocycler durchgefihrt und

gliedert sich in folgende Schritte:

1. Denaturierung der DNA  120-300 s bei 94- 95°C

2. Hybridisierung 60 s primerspezifische Annealing-Temperatur
3. Extension abhangig von der Fragmentgrolle bei 72 °C

4. Denaturierung der DNA  40- 60 s bei 94° C

5. Hybridisierung 60 s bei der Annealing-Temperatur

6. Final Extension 600 s bei 72°C (abschlielRende

Vervollstandigung)

Die Annealing- Temperatur richtet sich nach dem A/T und G/C Gehalt des
Primers. Sie wird 2-4°C unterhalb der nach der 2 + 4 Regel (2°C pro A/T-
Basenpaar, 4°C pro GC- Basenpaar) berechneten Temperatur gewahlt. So
erfolgt die Anlagerung des Oligonukleotids nur an spezifische DNA- Abschnitte,
wodurch unspezifische Amplifikation verhindert wird.

Die Dauer der Polymerase- Reaktion (Extension) richtet sich nach der Lange
des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes. Innerhalb einer Minute von ca.1000
Nukleotiden Lange eingebaut werden. Die Schritte 2.-5. werden je nach PCR 5
bis 40 mal durchlaufen. Die ,Final Extension® ermdglicht es der Polymerase,
unvollstandig gebliebene Enden aufzufillen. Zum Schutz vor Verdunstung wird

der Reaktionsansatz mit einem Tropfen Mineraldl Uberschichtet. Die PCR-
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Produkte werden vor ihrer weiteren Nutzung zur Klonierung oder
Direktsequenzierung Uber den QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt, um

Primerreste zu entfernen.

PCR-Standardansatz (Gesamtvolumen 100 pl) am Beispiel der Goldstar DNA

Polymerase:
10 x PCR- Buffer: 750mM TRIS- HCI, pH 9,0; 200mM (NH4)2SO4, 0,1% (w/v)
Tween 20

e 10-20ng DNA- Template (cDNA, genomische DNA oder
Plasmid- DNA)

e 10ul 10 PCR- Buffer

o 6yl MgCl, (25 mM), Endkonzentration 1,5 mM

e 10pl dNTPs, Endkonzentration: je 20uM von dATP, dCTP,
dGTP, dTTP

o 1ul Primer Nr.1, Endkonzentration 2 yM

o 1yl Primer Nr.2, Endkonzentration 2 yM

e 0,54l Taq- DNA- Polymerase (5 U/ pl)

e ad 100 pl ddH.0

2.14.1 PCR mit degenerierten Primern:

Um die Sequenz eines bislang unbekannten Gens zu gewinnen, kann man
degenerierte PCR-Primer aus den Sequenzdaten bereits bekannter Proteine
verwandter Spezies konstruieren. Man wahlt hierzu einen hochkonservierten
Bereich aus, der moglichst geringe Unterschiede zwischen den bereits
bekannten Sequenzen aufweist. Da die meisten Aminosauren von mehr als
einem Codon codiert werden, werden nach Moglichkeit Sequenzen verwendet,
bei denen ein groRRer Teil der Aminosauren von nur einem oder zwei Codons

codiert werden.
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Bei der Verwendung eines Pools aller moglichen degenerierter Primer wird die
Konzentration des passenden Primers und somit die Effizienz der Amplifikation
drastisch reduziert. AuRerdem kommt es bei Konstruktion eines einzigen
Primers nach der am hdochsten konservierten Sequenz haufig zu Fehlbildungen.
Es hat sich daher als glnstig erwiesen, einen Primer zu konstruieren, der
sowohl eine Region hoher Ubereinstimmung, als auch einen degenerierten
Abschnitt enthalt. (Rose et al., 1998).

Die PCR wird nach dem Standard- PCR- Schema als 50 oder 100ul Ansatz mit
der jeweils erforderlichen Annealingtemperatur durchgefihrt. AnschlieRend wird
das Resultat auf einem PAA- oder Agarosegel visualisiert und die Fragmente

direkt aus dem Gel isoliert oder kloniert.

2.14.2 Nested PCR:

Als Spezifitatsnachweis fur ein erhaltenes PCR-Produkt und zur Erhéhung der
Produktausbeute sowie zum Anfugen von Linker- Primern fur eine Klonierung
kann dieses Produkt mit einer neuen Primerkombination nochmals tUber die
sogenannte Nested PCR amplifiziert werden. Dadurch dall mindestens ein
neuer, innerhalb der vorherigen Kombination gelegener Primer, fir diese PCR
eingesetzt wird, wird sichergestellt, dal3 nur spezifische Produkte der ersten

PCR als Substrat der zweiten fungieren kénnen.

2.14.3 5’/ 3°' RACE (rapid amplification of cDNA ends):

Die SMART- cDNA dient als Template fur 5/ 3’'RACE:
2,5 ul cDNA, 1 ul genspezifischer Primer, 5 ul UPM, 5 ul 10x Advantage 2 PCR
Buffer, 1 ul dNTP Mix (10mM), 1 ul 50x Advantage 2 Polymerase Mix

Zusatzlich werden zwei Negativkontrollen durchgefihrt, indem jeweils nur ein
einzelner Primer ohne Gegenprimer verwendet wird. Die PCR wird als
Touchdown PCR durchgefihrt, um eine moglichst hohe Spezifitat zu erreichen.

Hierbei wird mit einer sehr hohen Annealing- Temperatur begonnen (72°C) die
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fur funf Zyklen beibehalten wird, dann fur weitere finf Zyklen auf 70°C gesenkt
wird und in den letzen 25 Zyklen bei 68°C liegt.

2144 Inverse PCR zur Amplifikation eines unbekannten DNA-
Abschnittes: (Huang et al., 1990; Sinclair & Aitken 1995)

Mit Hilfe der inversen PCR kdnnen unbekannte DNA-Abschnitte amplifiziert
werden, wenn geeignete Restriktionsenzymschnittstellen vorhanden sowie ein
Teil der DNA-Sequenz bekannt ist. Die Methode beruht darauf, dal} lineare
Restriktionsfragmente, die sowohl eine bekannte als auch die unbekannte
Sequenz beinhalten zu Ringen geschlossen werden. Diese konnen dann mit
spezifischen Primern aus der bereits bekannten Region, die in Richtung der
unbekannte Region gerichtet sind, vervielfaltigt werden.

In meiner Arbeit wurde diese Methode zur Vervollstandigung von smadA
genutzt. Dazu wurde nach dem SMART- Protokoll cDNA hergestellt, diese
mehrmals mit Pfu- Polymerase und den Primern Em10-SL und CD3 mit langen
Elongationszeiten amplifiziert. AnschlieRend wurde die cDNA mit dem
Restriktionsenzym BamH1 verdaut und anschlieRend religiert, so dal} sich
ringformige Fragmente ergaben. Diese Ringstruktur wurde als Template fur die
Inverse PCR verwendet, indem die gewahlten Primer in entgegengesetzte
Richtung lasen. Zur naheren Spezifizierung wurde eine Nested- PCR

angeschlossen.

2.15 Gelelektrophorese

2.15.1 Agarose-Gelelektrophorese fiir DNA (nicht denaturierend):

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten von ca. 0.5-15 kb
kann abhangig von der Grol3e der Fragmente in unterschiedlich konzentrierten
Agarosegelen (0.7-2 %) erfolgen. Je hdher die Agarosekonzentration desto

praziser werden kleinere DNA-Fragmente aufgetrennt und umgekehrt.

~otandardagarosegele® haben eine Agarosekonzentration von 1 %.
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Fir eine 1%iges Standard- Agarosegel werden 1.2 g Agarose mit 120 ml TAE-
Puffer gemischt und bis zum Siedepunkt erhitzt. Nach Abkudhlung auf ca. 60°C
wird die FlUssigkeit in einen vorher abgedichteten horizontalen Geltrager
gegossen, wo sie erstarrt.

Die zu untersuchenden Proben werden zur Beurteilung der Lauffront mit einem
0.25% bromphenolhaltigen 6 x Laufpuffer gemischt. Als Marker dienen
entweder 1-kb-DNA Ladder oder SMART- Ladder, ein Grolkenmarker anhand
dessen definierter Bandenstarke die Quantitdt von DNA-Fragment-Banden
abgeschatzt werden kann. Die Elektrophorese erfolgt bei ca. 100V und
Raumtemperatur in einem 1 x TAE-Puffer- Bad. Zur Visualisierung der DNA-
Banden wird das Gel fur 10 Minuten in einer 2 mg/l Ethidiumbromidlésung
entwickelt und anschlieBend unter UV-Licht (302 nm) betrachtet und
photographiert.

2.15.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen und PCR-Ansatzen:

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus PCR-Ansatzen d.h. deren Reinigung
von Primern, Nukleotiden, Polymerasen und Salzen wird mit Q/Aquick PCR
Furification Kit (Qiagen) vorgenommen. Eine Extraktion von DNA aus
Agarosegelen erfolgt mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Beide
Isolierungsverfahren basieren auf einer selektiven Bindung von DNA an
Silikagel- Membranen in Anionenaustauschsaulen in Gegenwart hoher
Salzkonzentrationen. Die DNA wird in pH 8 H20 eluiert und ist anschliel3end fur
jede weitere Anwendung , wie z.B. Sequenzierung, Hybridisierung oder

Transformation geeignet.
2.15.3 Polyacrylamid- Gelelektrophorese:
PAA- Gele eignen sich besonders zur Auftrennung von DNA-Fragmenten einer

GrolRe von weniger als 1 kb. Zur Herstellung eines 6 %- igen Gels werden

folgende Komponenten verwendet:
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8g Harnstoff (8M), 8.5ml Ampuwa-H,0, 2ml 10 x TBE- Puffer, 3ml PAA (40 %),
140ul APS = Ammoniumpersulfat (16 %)

Das Gemisch wird filtriert, durch Zugabe von 20 ul TEMED die Polymerisierung
eingeleitet und Iuftblasenfrei in eine Vertikalapparatur mit einem
Glasplattenabstand von 1 mm gegossen. Die Glasplatten missen vor der
Nutzung von beiden Seiten sorgfaltig gereinigt, mit destilliertem Wasser gespult
und mit 70 %igem Ethanol behandelt werden. Der Kamm wird zwischen die
Glasplatten eingesetzt, das Gel bendtigt zur Polymerisierung ca. 1 Stunde.
Nach Entfernung des Kammes wird das Gel in eine Kammer, die 1 x TBE-
Puffer enthalt, eingebunden, die Taschen mit der Pufferldsung ausgespult und
die Proben nach Mischung mit dem Bromphenolblau-haltigen Puffer
aufgetragen. Die Bromphenolblaupufferfront lauft auf einer Héhe mit 50 bp-

DNA-Fragmenten. Die Elektrophorese erfolgt bei Raumtemperatur und 200V.
2.15.4 Silberfarbung der PAA-Gele (Bassam et al, 1991):

Die Silberfarbung ermdglicht durch Reduktion von Silberionen in metallisches
Silber unter alkalischen Bedingungen und Verwendung von Formaldehyd den
hochsensitiven Nachweis von bis zu 1 pg/mm? DNA im PAA- Gel. Hierzu wird
das Gel zunachst fur 20 Minuten unter leichtem Schwenken in 20%iger
Essigsaure fixiert, anschlielend 3 x 2 Minuten mit Ampuwa-H,O gewaschen
und nach 30 minatiger Impragnierung in einer Losung aus AgNO3 (1g/l) mit 1.5
ml Formaldehyd/l erneut fir 20 Sekunden kurz mit Ampuwa-H,O gewaschen.
Die Entwicklung des Gels erfolgt in einer frisch angesetzten Losung aus 30 g/l
Na,COs, 1.5 ml Formaldehyd/l und 2 mg/ml Na;S,03 x 5 H,O. Zum Beenden
der Reaktion nach 2-5 Minuten wird das Gel mit 10%iger Essigsaure behandelt.
Zur genauen Beurteilung der Bandenmuster wird das Gel auf einem Lichtkasten
betrachtet. Die Gele werden entweder auf Glasplatten abgedeckt mit

Frischhaltefolie oder zwischen zwei Blattern Einmachfolie gelagert.

39



2. Material und Methoden

2.15.5 Isolierung von DNA aus PAA-Gelen:

Spezifische Banden konnen aus dem PAA- Gel mit Hilfe eines Skalpells
ausgeschnitten und durch PCR mit spezifischen Primern erneut amplifiziert
werden. Ungefahr die Halfte einer mittelstarken Bandenbreite wird fur die PCP
eingesetzt. Die so isolierte Bande kann wieder auf einem Gel kontrolliert
werden und anschlieBend die Bande hieraus isoliert oder die restliche PCR
direkt (Uber den QIAquick PCR Purification Kit) aufgereinigt werden. Sollte
diese Form der Bandenisolierung vermehrt eingesetzt werden, so empfiehlt sich
die Verwendung niedrigprozentigerer PAA- Gele und die Verwendung mdglichst

kleiner Gelfragmente, da der Harnstoff den Ablauf der PCR stéren kann.

2.15.6 Marker fiir die Gelelektrophorese:

Zur Beurteilung der GroRRe unbekannter DNA- Fragmente werden zusatzlich zu
den Proben in der Gelelektrophorese Marker, die schon bekannte
Fragmentgrofien beinhalten, aufgetragen. Fur diese Arbeit wurden 1 kb-Marker
und die Smart- Ladder (Eurogentec) eingesetzt. Anhand der Bandenintensitat
der Smart- Ladder kann nicht nur die GroRRe, sondern auch, bei Verwendung
einer Standardmenge von 5 pl, (Konzentration nach Angaben des Herstellers
eingestellt) die Quantitat der Proben- DNA abgeschatzt werden. Fur die Marker

ergeben sich folgende Fragmentgrélien und Mengenverteilungen:

Bandengrolle Bandengrol3e ng/ Bande (bei 5 yl/ Bande)
1kb-Marker: 3000 bp Smart- Ladder: 10000 bp 100
2000 bp 8000 bp 80
1600 bp 6000 bp 60
1000 bp 5000 bp 50
519 bp 4000 bp 40
506 bp 3000 bp 30
396 bp 2500 bp 25
344 bp 2000 bp 20
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298 bp 1500 bp 15
220 bp 1000 bp 100
201 bp 800 bp 80
154  bp 600 bp 60
134  bp 400 bp 40

200 bp 20

2.16 Klonierung:

Die Klonierung von PCR- Produkten erfolgte mit dem TOPO TA Cloning® Kit
(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. Dazu wurden 0.5-2 pyl  PCR-
Produkt, 1 pl PCR®-TOPO Vector, 1 pl Salt Solution und ddH.O ad 6yl
vermischt, fur 5-10 Min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel’end auf Eis
gekuhlt. Diese Mischung wurde anschlieffiend nach Vorschrift in kompetente E.
coli TOP10- Zellen transformiert. Unter Transformationskompetenz versteht
man die Fahigkeit, freie DNA aus der Umgebung aufzunehmen.

Kurz vor der Beimpfung LB+ Ampicillin Platten mit dem Versuchsansatz wurden
40 pl X-Gal (40 ug / ml Dimethylformamid) auf den Platten ausgestrichen.

Die Agarplatten wurden bei 37°C Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Dabei
bilden sich weile und blaue Kolonien. Die weillen Kolonien haben das
gewulnschte Fragment aufgenommen und kénnen weiter verarbeitet werden.
Zur Kontrolle und Sequenzierung der klonierten Fragmente eignen sich Insert-

spezifische Primer oder Vektorprimer.

2.16.1 Transformation in CaCl, kompetente Zellen (Hanahan 1983):

100 pl kompetente Zellen werden auf Eis aufgetaut, mit 100- 200 ng Plasmid-
DNA bzw. mit einem Ligationsansatz versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Das Volumen des Ligationsansatzes sollte 1/10 des Volumens der kompetenten
Zellen nicht Uberschreiten. Zellen und Plasmid- DNA gehen bei niedrigen

Temperaturen (0-5°C) in Gegenwart von Ca** lonen eine Wechselwirkung ein,
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die DNA lagert sich der Zellwand an. Durch den im Anschlu} folgenden
,heatshock” (40 Sekunden bei 42°C), wird die direkte Aufnahme der Plasmid-
DNA durch die kompetenten Zellen gefordert. Nach einer weiteren, kurzen
Inkubation auf Eis wird der Transformationsansatz in 3 ml LB- Medium Uberfuhrt
und fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Zur Selektion der Transformanden
werden die Zellen auf antibiotika- haltigen Agarplatten ausplattiert und Uber
Nacht bei 37°C bebrutet.

2.16.2 Kulturbedingungen:

Alle Inkubationen von E. coli wurden bei 37 °C auf LB -Agar durchgefuhrt. Bei
rekombinanten Bakterienstammen wurden dem Medium die zur Selektion

notwendigen Antibiotika zugesetzt.

2.16.3 Transformanden- Kontrolle mittels PCR:

Diese Kontrolle dient der schnellen Prifung, ob ein Vektor das gewilnschte
DNA- Insert aufgenommen hat. Eine Kolonie wird mit einer Pipettenspitze vom
Selektionsagar enthommen und in 50 pl Selektionsnahrmedium eingebracht.
Die Kolonie wird durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette homogenisiert.
AnschlieRend werden 30 pl des Homogenisats in ein Glasgefal® mit 3 ml des
gleichen Mediums eingebracht und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
verbleibenden 20ul werden abzentrifugiert und das erhaltene Bakterienpellet als
Template fur die nachfolgende PCR im 25 ul Ansatz genutzt. Die PCR kann mit
Insert- spezifischen Primern oder Vektorprimern erfolgen. Nach Uberpriifung im

Agarose- Gel kann mit den ausgewahlten Klonen weitergearbeitet werden.
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2.16.4 Mini- Praparation von Plasmid- DNA:

FUr praparative Arbeiten und Sequenzierungen von Plasmid — DNA ist eine
gewisse Reinheit und Gesamtmenge erforderlich, die am zuverlassigsten durch
eine Praparationsmethode gewonnen wird, bei der die DNA nach alkalischer
Lyse der plasmidtragenden Bakterienzellen Uber Silicagel- Anionenaus-
tauschersaulen gereinigt wird. RNA, Proteine und Verunreinigungen konnten
auf diese Weise von der Plasmid — DNA separiert werden. Fur diese
Plasmidpraparation wurde der Qiagen® Miniprep- Kit nach Empfehlung des

Herstellers verwendet.

2.17 Automatisierte DNA Sequenzierung: (Sanger et al., 1977)

Sequenzieransatz:

0.4 pggereinigte Plasmid-DNA oder 0.1ug gereinigtes PCR-Produkt

5pmol Sequenzierungsprimer, 2ul Sequenziergemisch, ddH,O ad 10l

Die DNA Sequenzierung erfolgt mit dem automatischen Sequenzierungsgerat
,ABI Prism™ Sequencer 377“ (Perkin Elmer) nach der Kettenabbruch- oder
Didesoxy-Methode. Nach der Denaturierung der DNA bei 96°C fur 10 Sekunden
kommt es bei der fur den Primer entsprechenden Annealingtemperatur zur
Anlagerung des Primers an den zu sequenzierenden Einzelstrang. Dem
Reaktionsansatz werden zusatzlich zu den dNTPs geringe Mengen an ddNTPs
(2‘3‘-Didesoxynukleosidtriphosphate) zugefligt, welche als normales Substrat
von der Tag- Polymerase verwendet, jedoch durch das Fehlen einer
Hydroxylgruppe am 3'-Ende zu einem Kettenabbruch bei der Strangsynthese
fuhren. Durch diese vorzeitigen Terminierungen entstehen als Produkt der
Sequenzierungs- PCR ein Gemisch aus DNA-Fragmenten, die alle dasselbe 5'-
Ende besitzen aber aufgrund unterschiedlicher Abbriche am 3‘-Ende
Variationen aufweisen. Parallel zu dem 4 Minuten dauernden Prozel® der DNA-
Synthese erfolgt so bei 60°C auch die Markierung der DNA-Fragmente.

AnschlieBend werden die Reaktionsansatze gefallt, in Probenpuffer
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aufgenommen und bei 90°C fur 2 Minuten denaturiert. Die elekrophoretische
Auftrennung der Sequenzieransatze erfolgt im Polyacrylamidgel. Mittels eines in
das Sequenziergerat integrierten Laserscanners kdénnen die so aufgetrennten
DNA- Fragmente uber Messung des von den Didesoxynukleotiden emittierten

Fluoreszenzlichtes detektiert werden.

2.17.1 Sequenzanalysen:

Die ermittelten DNA- und Aminosauresequenzen wurden mit Hilfe der
Lasergene- Sequenzanalyse- Software (DNAstar, Madison, USA) analysiert.
Sequenzvergleiche erfolgten mit der Clustal- V- Methode des MegAlign-
Programms (Higgins & Sharp, 1989). Sequenzvergleiche mit der GenBank- und
SWISSPROT Datenbank erfolgten Uber den Server des National Center for
Biotechnology  Information  (Bethesda, USA, http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/blast/blast.cgi)
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3. Ergebnisse:

3.1 Identifizierung von cDNAs, die fir Rezeptorhomologe aus der EGF-

und TGF B Rezeptorfamilie in E.multilocularis kodieren:

Die Rezeptorkinasen aus der Familie der EGF- und TGF- [ Rezeptoren
beinhalten eine extrazellulare, eine intrazellulare und eine
Transmembrandomane. Die Kinasedomanen liegen intrazellular und besitzen
bei Mitgliedern der EGF- Rezeptor- Familie Tyrosinkinase-, bei denen der TGF
B Rezeptor- Familie Serin/ Threoninkinaseaktivitat. Bislang charakterisierte
Tyrosin- bzw. Serin/ Threoninkinasen der EGF- und TGF B Familie weisen im
Bereich der jeweiligen Kinase- Domanen hohe strukturelle Homologien auf.

Um entsprechende Rezeptorkinasen aus E. multilocularis zu identifizieren,
wurde die Methode der degenerativen PCR gewahlt, d.h., aus der
hochkonservierten Kinase- Domane wurden Motive von ca. 6 - 7 Aminosauren
ausgewabhlt, welche einen besonders hohen Grad an Konservierung aufwiesen.
Zur ldentifizierung entsprechender cDNA aus E. multilocularis wurden

degenerierte Primer ausgewabhlt, wie in Abbildung 5 und Abbildung 6 gezeigt.
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Degenerative PCR zur Identifizierung von emrtk-1 bei E.multilocularis

EGR-DGM:

GAG-CAG-ATT-CGX-GAY-GGX-ATG
E O I A D G M

.—> . . . . . 60
EmRTK1 SFTLLSWAEQIADGMAYLEERGIIHRDLAARNVLVQSRELVQITDFGLAKMLDTNNEDSV
SmSER SLTLLSWAIHERRNNENS Y T.E MR GIRRINVARN YV LVQTREHVQITDFGLAKMLERRDEDSV
CeLET REQVL. YCMOWNSIENIO Y LE KQRIVAYINIINMNR NV LVKKFNHVEITDFGLSKIL . KHDADS I
HsEGR QY . LLNWC\AORWANENIN Y L.E DRRIRVINIINVAR NV LVKTPOQHVKITDFGLAKLLGA . EEKEY
MmEGR QY . LLNWC)\ORWNNENIN Y L.E DRRIRYINIINNVAR NV LVKTPOQHVKITDFGLAKLLGA . EEKEY

—

EGR-LAA:

ATT-CAC-AGT-GAY-YTX-GCX-GC
I H S D L A A

. . . . . . 120
EmRTK1 VVRTGRVPIRWLAIETLQAGIYSHKTDVWSYGVTLWDIFTFGKQPYENISTSEIKDHVMK
SmSER IVKAGRVPIRWLAIETLQYGIYSHKTDVAMEMMENTILWEIFTFCKRPYEDVDTVDIKDHVIK
CeLET TIKSGKVAIKWLATIEIFSKHCYTHASDMWNAGYTCWE I ITFGQSPYQGMSTDSTHNFLKD
HsSEGR HAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVAIRMENYTVWELMTFGSKPYDGIPASEISSILEK
MmEGR HAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDMUSMENYTVWELMTFGSKPYDGIPASDISSILEK
+—
EGR-DVW: Revers
AC-ACC-GTA-ACT-CCA-XAC-RTC
\ G Y S W \Y4 D
155

EmRTK1 GVRLSQPEICTLDTYMVMVQCWMEEHESRPTFLEL
SmSER GGRLTQPDICTLDVYMVLVKGNUIENNGINIRPTF TEL
CeLET GNRLSQPPNCSQODLYQELLRGNIIENNISWIRPGFE L
HsSEGR GERLPQPPICTIDVYMIMVKGNUNSENWSR PKFREL
MmEGR GERLPQPPICTIDVYMIMVKQUUERINNIR PKFREL

«—

EGR- CWM: Revers
TC-GTA-RTC-YTC-CAT-CCA-RCA

E Y D E M W C

Abbildung 5: Die Abbildung zeigt Kinasedomanen von EGF- Rezeptorkinasen verschiedener
Spezies im Vergleich. Sm= S. mansoni, Ce= C. elegans, Hs= Homo sapiens, Mm= M.
musculus. Die schwarze Unterlegung bezeichnet Regionen, die zur Synthese der degenerierten
Primer ausgewahlt wurden. Die nach der PCR resultierende Sequenz des E. multilocularis EGF
Rezeptorhomologen ist oberhalb der Sequenzen dargestellt. Die Leserichtung der
Oligonukleotide ist mit Pfeilen markiert. In den Kéasten ist die Aminosauresequenz der Primer

sowie ihre Nukleotidsequenz dargestellt.
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Degenerative PCR zur Identifizierung von emrsk-1 bei E.multilocularis

TGR FIA:
AAC-ATC-CTC-GGX-TTY-ATH-GC
N T L G F T A

S . . . . 60
EmRSK1 QIYTTALLSHPNILAYYASDMISRGGCTQLWLVTAYHAAGSLHDFLSTAKGVTPQCGLKL
HsAvR ELYNTVMLRHENISRERMWAS DMTSRHSSTQLWLITHYHEMGSLYDYLQL.TTLDTVSCLRI
MmAvRZ2 EIYNTVLLRHDNNSHEIW®ASDMTSRNSSTQLWLITHYHEHGSLYDFLQOR.QTLEPQLALRL
SmRSK DIYQTVMLRHANNSHMEIRWPAADNKDTGLSTQLWLITDYHPLGSLYEFLQQ.HCLTPFALLRA
DmRSK EIYSTILLRHENISHEPYESDMTSRNSCTQLWLMTHYYPLGSLFDHLNR . NALSHNDMVWI

. . . . . . 120
EmRSK1 ARSIAAGLAFLHSEVVGFHGKPPIAHRDIKSKNILVMANNEACLADFGLALVKTSKGMNG
HsAvR VLSIASGLAHLHIEIFGTQGKPAIAHRDLKSKNILVKKNGQCCIADLGLA.VMHSQSTNQ
MmAVR2 AVSAACGLAHLHVEIFGTQGKPAIAHRDLKSRNVLVKSNLQCCIADLGLA.VMHSQSSDY
SmRSK VASITNGLAHLHMEITGTQGKPAIAHRDLKSRNILVKMDGECCIGDLGFALKLDSSMSSA
DmRSK CLSIANGLVHLHTEIFGKQGKPAMAHRDLKSKNILVTSNGSCVIADFGLA.VTHSHVTGQ

. . . . . . 180
EmRSK1 GGTSDEANESGDALPPASLFAGTKRYMAPEILALYPLVWGGWVRARTQERQIDKKQSGEC
HsAvR LDVGNNP.R
MmAvVR2 LDIGNNP.R
SmRSK LEVNSNSDR
DmRSK LDLGNNP.K

TGR MAP:
TC- TAG-TAC-YTC-XGG-XGC-CAT
L Vv E P A M

Abbildung 6: Die Abbildung zeigt Kinasedomanen von TGFB- Rezeptorkinasen
verschiedener Spezies im Vergleich. Sm= S. mansoni, Dm= D.melanogaster, Hs=
Homo sapiens, Mm= M.musculus. Die schwarze Unterlegung bezeichnet Regionen,
die zur Synthese der degenerierten Primer ausgewahlt wurden. Die nach der PCR
resultierende Sequenz des E. multilocularis TGFB Rezeptorhomologen ist oberhalb
der Sequenzen dargestellt. Die Leserichtung der Oligonukleotide ist mit Pfeilen
markiert. In den Kasten ist die Aminosauresequenz der Primer sowie ihre
Nukleotidsequenz dargestellt.

Die degenerative PCR bei Niedrigstringenzbedingungen (Annealingtemperatur
45- 50°C) ergab zunachst weder fir genomische DNA, noch flir sscDNA als
Template, Banden in der erwarteten GroRe von 250- 300 Basenpaaren.

Bei PCR mit genomischer DNA lagen viele Banden unterschiedlicher GroRe

vor, die auf unspezifische Bindungen schlielen liefen. Bei Verwendung
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diverser cDNA Praparationen wurde kein Ergebnis erhalten, vermutlich war die
Expression der gesuchten Rezeptorkinasegene zu gering, oder die
Uberlagerung durch DNA von M. unguiculatus, die nie véllig zu vermeiden ist,
zu stark.

Klrzlich konnte Transspleillen bei E. multilocularis beschrieben und die
Sequenz eines Spliced Leaders identifiziert werden (Brehm et al., 2000b).
Dieser Mechanismus eignet sich hervorragend, um aus cDNA Praparationen
Transkripte, die Uber Transspleilien prozessiert werden, anzureichern. cDNA,
die mit dem ,Spliced Leader*- Primern Em10-SL und einem Oligo- dT Primer
amplifiziert worden war, wurde in der degenerativen PCR eingesetzt und ergab
schlielich, sowohl fur das EGF-, als auch fir das TGF 3- Rezeptor- Homologe,
Fragmente in der erwarteten Grofle von ~ 200 Basenpaare bzw. ~ 450
Basenpaare.

Bei den Experimenten zur |Isolierung des E.multilocularis TGF-
Rezeptorhomologen ergab sich im Agarosegel eine klare Bande, die

ausgeschnitten, kloniert und sequenziert wurde (Abbildung 7).

600bp
400bp

200bp

Abbildung 7: Degenerative PCR flir emrsk-1. M= Marker,
1: PCR TGR TIA x TGR MAP
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Die degenerative PCR fur das EGF- Rezeptorhomologe ergab mehrere Banden
(Abbildung 8). Der Gesamtansatz wurde kloniert und erhaltene Teilklone mit
Inserts der erwarteten Grolie wurden sequenziert. Einer dieser Klone ergab die

erwartete Teilsequenz.

M 1 2 3 4 5

Abbildung 8: Degenerative PCR fir emrtk-1. M= Marker, 1,2,3:
kein Ergebnis, 4: PCR mit Primern EGR DGMx EGR DVW revers,
5: EGR LAA x EGR CWM revers

Aminosauresequenzvergleiche mit in Protein- Datenbanken (BLAST; FASTA
etc.) gespeicherten Daten ergaben, dal3 es bei den untersuchten Sequenzen
tatsachlich um Mitglieder der EGF- bzw. TGF- B Rezeptorkinasefamilie
handelte. Das fir den Rezeptor der EGF Familie kodierende Gen wurde emrtk-
1 (Echinococcus multilocularis Rezeptor Tyrosinkinase 1), das fur den TGF-
Rezeptor kodierende Gen entsprechend emrsk-1 (Echinococcus multilocularis
Rezeptor Serin/ Threoninkinase 1) benannt. Die Zahl 1 wurde in den Namen
integriert, da aufgrund der Erfahrungen bei anderen Spezies zu erwarten war,

dal’ noch weitere in Rezeptorkinasen E. multilocularis vorliegen.
Um die vollstandige cDNA von emrtk-1 zu erhalten, wurde zunachst auf eine

bereits erstellte cDNA Bibliothek des E. multilocularis Larvenstadiums
(K.Hubert, 2000) eine 3" RACE durchgeflhrt, mit deren Hilfe das 3" Ende
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vollstandig charakterisiert werden konnte. Dazu wurden die Primer PJG4-5-
3PR, ein Vektorprimer, der dort auf dem Vektor bindet, wo sich die 3" Enden
der klonierten Fragmente befinden, und EGR-DW4 (Nukleotidposition 4225 -
4242, Abbildung 9), ein in 3" Richtung lesender Primer, verwendet.

Das 5 Ende von emrtk-1 konnte mit den Primern PJG4-5-5PR, einem
Vektorprimer zur ldentifizierung der klonierten 5° Enden, und EGR-UP23
(Nukleotidposition 1232- 1213, Abbildung 9) der in 5" Richtung liest, bis zur
Aminosaureposition 277 charakterisiert werden. Die Bibliothek enthielt die
gesuchte cDNA also nicht in voller Lange.

Eine PCR mit einem Spliced- Leader Primer (Em10-SL) mit EGR-UP23 ergab
keine Bande. Die noch fehlende Sequenz konnte schlieRlich jedoch durch §°
RACE unter Verwendung des Smart Race Kits (Clontech) gewonnen werden.
Als Primer wurden EGR 5'RACE (Nukleotidposition 1383- 1356, Abbildung 9)
und UPM (Clontech) verwendet. Zusammengenommen resultierte das
Experiment in einer Reihe sich uUberlappender Fragmente, deren Sequenz in
voller Lange bestimmt werden konnte.

Um emrsk-1 zu charakterisieren, wurde ahnlich vorgegangen. Fur emrsk-1
wurde zunachst ebenfalls eine 5° RACE mit dem Primerpaar Em10-SL und
TGR-UP6 gegen den Spliced Leader und eine Teilsequenz durchgefuhrt. Im
Gegensatz zu emrtk-1 konnte hier ein spezifisches Fragment erhalten werden.
Mit den Primern PJG4-5-5PR und TGR-UP6 (Nukleotidposition 189- 170,
Abbildung 13) wurde ebenfalls auf die bereits erwahnte cDNA Bibliothek eine 5°
RACE durchgefuhrt, die ebenso eine vollstandige 5° Sequenz ergab, welche
das bereits bekannte 5" Ende bestatigte.

Mit dem Primerpaar PJG4-5-3PR und TGR-DW2 (Nukleotidposition 931- 954,
Abbildung 13) wurde eine 3" RACE durchgefiihrt, welche eine durchgehende
Sequenz bis zur Aminosaure 419 ergab, das 3" Ende also nicht vollstandig
abbildete.

Zur Vervollstandigung des 3" Endes wurde eine sscDNA mit OligodT Primer
hergestellt (Clontech). Mit TGR 3'RACE (1223- 1248) und einem gegen den

Poly A Schwanz gerichteten Primer wurde die vollstandige Sequenz des 3’
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Endes gewonnen. Auch fur emrsk-1 wurden mehrere Uberlappende Fragmente,
mit deren Hilfe die vollstandige Sequenz bestimmt werden konnte, erhalten.

Nach Bestimmung der vollstandigen cDNA wurden fur beide Gene Primer an
den 5" bzw. 3" Enden ausgewahlt, und die gesamte cDNA vollstandig
amplifiziert, was bestatigte, dal3 die Gesamtfragmente tatsachlich einer cDNA

entsprachen.

3.2 Charakterisierung und Strukturmerkmale von EmRTK1:

Die charakterisierte emrtk-1 cDNA ist vom Beginn der Sequenz bis zum Beginn
des Poly A Schwanzes 5160 Basenpaare grof3 und enthalt ein durchgehendes
Leseraster fur ein Protein von 1564 Aminosduren mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 174,5 kDa. Vergleichsweise besteht der humane EGF-
Rezeptor aus 1186 AS, mit einem Molekulargewicht von 170 kD. Bei
Schistosoma mansoni ist ein Rezeptor von 200 kDa bekannt. Mit seinen 174,5
kDa bewegt sich EmRTK1 also in einer ahnlichen Dimension.

Das offene Leseraster endet an Position 4753- 4755 mit einem TGA
Stopcodon, welches von 401 nicht kodierenden Nukleotiden bis zum Poly- A-
Schwanz, dem eine potentielle Polyadenylierungsstelle vorausgeht, gefolgt
wird.

Das wahrscheinlichste Startcodon befindet sich 61 Nukleotide vom cDNA 5°
Ende entfernt, 18 Basenpaare stromaufwarts findet sich ein ,in- frame“ TGA
Stopcodon, das bestatigt, day das komplette ORF charakterisiert wurde. Die
Sequenz um das Startcodon (AGGAUGC) entspricht nur ansatzweise dem
,Kozak- Konsensus” fur erfolgreiche Translationsinitiation (RccAUGR) (Kozak,
1991). Weitere ATG Codons, innerhalb oder aulerhalb des Leserasters, zeigen
keine bessere Ubereinstimmung, so dal davon ausgegangen werden muf, daf
es sich bei dem erwahnten Startcodon tatsachlich um den korrekten

Translationsstartpunkt handelt.
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AAAAAAAAAAAACGTGCAGTTTTGAACTCTGCCAGTCCAGGGTGATGTGGTTTTTCTAGGATGCTCCGGATTTGGACAAACGCTTTCATC

Il * M L R lﬂ_ W N A F I

CCTTTATTGTTTTCTGGGGCCAATTTTGCATTTAAGCTATCCCTTGCCCCAGAATACGAGGATATAAAAATATGTCGAAGCAGGAATATT
P L L F S G A N F A F KL S L A P E Y E D I K I C R S R N I

GATTGCCGCAACTCGATGAATGCTAAAACCTTACTTGCATACTATAAAAGACAGTATTCTCAGTGCACACATATTATAGGCAATCTTGTT
D C R N M N_Ef K L A Y Y K R QY s @ € T HTI I G N L V

TTGTGCAACTTAAAACGACTAGAGGATGGTAGTGATCCTGATCTCTCCTTCCTGAATTCAATTCGAGAAGTATCCGGCTATGTTTATATA
L C N L KRULEUDGSUDU®PDULS F L NS IUREV S G Y V Y I

GGTAATAATGAGGTGAAACGGATACCACTCATCTCATTACGGATCATTCGTGGACGAGTACCATATCACGTTGGAAATGTCGGTGATGGA
G N N E V K R I PL I S L R I IRGURV P Y HV G NV G D G

GCCCTAATTGTGACTCGTAATGCCAAAAATTACACTCATGGATTAGAAGTTTTGGATCTTCGTAGTCTTGCCGTGATACAGGAGCACAAT
A L I VT R NAIKNYTHGULE V L DULUR S L AV I Q E H N

ATAATAGCATGGGACAATCCAATGCTATGCCACTTCCAATACACCGTCGACTGTCCACAGCTCTTCGTGGATGTGAAGAATCAGAGACGA
I I A WDDNUPMULUCHU FOQY T VDO CU?POQULF VDV KNOQTRR

CTGAGTGTCTCTAAGGAGAATCTCATATCTGGCAGTGGCTGCGATTACGATACTGACTCGCCAATGCGTCGCARCACGACCTGTCATAGT
LSV s KENTULTISGS G CDyYDTU DS S&PMEBRIRNTTIERHE S

GCCTGCTCCGAGAATGACGAGAAGGGGCACTGCTGGGGACCAGAGAAGAATCAGTGTCAACTTCGTTCAAAATGTACCAAGGAATCCACC
Al s E N D E K G HIFMw ¢ P E K N oflo = R s KIlT K E s T

ACGTACTGCCGTTTAGACAACCCTTTCGAACGGATARAGTGTGATGATGCCTGTATTGGCGGTTGCAATGGTAGCACCTCGAATTGTTGG
T Y@ R . b xn P F ER I Ko o afl ¢ GJFIYN ¢ s T s N W

GCGTGTCGATCCAAGAGGAATGGCGACACCTGTGTGAGCTTCTGTCCCCCACGCCACCATGTGAACCCGACGACGAGTCGACAGGAGCTG
AR s K R N ¢ D TRV s FIl? P R H H V N P T T S R Q E L

AATCCCGACTTCAAGTACGAGCTGCATGACATCTGTGTGAGACAGTGTCCAGAGCCGCTGTTGAAGATGGACACGGTGTGCGTGATTGAA
N P D F K Y E L H DI CV R QC P E P L L KM D T V C V I E

TGTGACTTCAAAACAACCATACCAGTGAATGGCAGTTGTGTTCCCTGTGCAAAAACTCCATGTGCTAATCATTGTGAACAGAAGGATATT
c p ¥ K T T I P VN G S CV P CA K T P CANHCE Q K D I

TTTGGTTCGCGATTTCCCTTGATGACATCTGCGGCTGCAAAGCGGATGAGCCAGTGTGTCTTCTATTCAGGCGCTATCTACATCAATAAG
F G S li F P L M T S A A A KURM S @ CV F Y S G A I ¥ I N K

GATTCATTCAAGGTAACATTAAAGCGACCAGGCCTCCAAATTGAAGATCTCTGGAATCTGCATAATATACGCGAAATTGTGGGCTACATT
D s F K VvV T L KR P G L Q I E DL WNTULUHNTIIRIETI _El G Y I

TACCTCGATTTGGATGCCTCCTCGCCGGAGTTGAGAAATTTGACATTTTTGGAGAACCTCTACAAAGTTACTACTGAATTTTCTGATGGA
Y L. D L DA S S P EULIRNILTVFULENTU LY KV TTEF S D G

GTATCGTTGGATCAACCTCTGGTGATATATCATTCAAAGTATTTGGAGTTTTTGGGACTAAAAAGTCTTCGCTATATGGACATGACTGCC
Vs L. D Q P L VI Y H S K YL EVFULGULI K SULI R YMDMMT A

TATTTGGAGGCGCTGCCATCTTTGTGCTATACAAGCGCTCTGGAGAAGATTCTTCCTGTTCGAACTAAGGGAGTCAAGGATCCAGCCACT
Y fl E A L P S L €C YT s A L EK I L PV RTIKG V KD P AT

TGCATCCGGGAAGGCCACGTGTGTCACAGTGAATGCCTCCCCGAAGCAGGTTGCTGGGGTCCTGGGCCCGCAATGTGTGCCCACTGCTGC

Bl: R E ¢ H VIl s Elll. P E 2 cdlw ¢ P ¢ P 2 M2 & Gl

ACCTTCGAAGCCAACGGTGTCTGTGTCTCCGATTGCTCTGAGGCACCCGGGTTCTACCTCCCCCCGAGCTCTGCTGTCTCTACGCTCACG
T F EA NG VIRlVv s ojfls E AP G F YL PP S S AV S T LT

TCGAAATTTCGTTGTCGCACTTTGCCACTTTCAATGAAACAAGTGGCACAAATGCAGGAGGAGGAGGTGTTAGCGGCTATCCGACCTGCA
s K F R ¢C R T L P L S M K Q V A Q M Q E E E V L A A I R P A

GTGAAGTGTGCACGATGTCACGAAGAATGCGCGGAGTCGTGCACTGCACCTGGGCCGGATCAGTGTCTAGGCGAATGTAAGCATTTCAAG
VK2 RIEle E EIl2 E sIlT 2 P ¢ P D Q. ¢ EIllx # F K

90
10

180
40

270
70

360
100 (1)

450
130

540
160

630
190

720
220

810
250 (2)

900
280 (3)

990
310

1080
340

1170
370

1260
400

1350
430(4)

1440
460

1530
490

1620
520

1710
550 (5)

1800
580

1890
610

1980
640 (6)
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TCAGGAGACACTTGTGTCAAGCGCTGCTCGAAGGAGCAGTACGCTGAGGAGAAGCAGAAGCTCTGTCAACCCTGCAACTCCAAGTGTTTA

s ¢ D TRV X RIFMs K E 9 ¥ 2 E E K Q K LIl PIKN s kIl L

GCGTCTCTGAAGTCCAAATTCCCTCCAGATGACATCTCCGCGTGCTCTGGACCCGGCGATTACCTCGGACTTGGGGGATGTGCTTTCTGC
A s L Ks k FpPpPpDDTISAIs P ¢p YL GGL GG~ FE

TACTTTGTGAAAAAAGACAAAGCCACCTCCAAGTACCAGTGCCTGGATATGAAATGTCCACCCAAACACTTCGGCAACGCGACATCTTTG
Y F Vv K KD KATS S Z K Y O no MM xJfJP P X H F G N A T S L

ACGCATCTGAACTTGAAGARAGAGGAATTTCCCTTAGTCAGTGTGCGGGCAGCARATGCGGATCTTCAGGAATGCGTTCCCTGCCATCCT
T H L N L KK EZ ETFU©PTLVSVRAzSATN ZZGTIDTIELO G OERY PEl: ¢

GAATGCGAGGTTTGTGTCGGTCCAGGAAATCACGTCTCCGTTTGTCGAAAATGTCGAAATTGGATGTACCGGTCGGAGTGTGTCAATGCC

ENME filﬁ' veeP NUHV S VIEIR xIEIR N w Mm Y R s Eflv N a

TGTCCTCCTGACGACACCTATGTGCCGAATGCAACGGCAACAGAACACCTCTCAGAGAGAGAAAAACAGATGTTGGAGAGGCGGGAATGC
e P DDTJY VP NATA ATTETHTLSTETRTETZ KT OQOMMTLETRTE RE|E

CTACGATGTCATGAGCAATGTGCTGGAGGGTGTACGGCCTACGGACCGGAGTTCTGCAACAACTGTCGCTATGCCAAAATCATGATTGAT

L RIFls E If 2 c¢d It 2 vy ¢ P E F[FIYN NjIR Y 2 K I M I D

GTGCAGGCGAATAAGTTTATCTGCAACTCAACATGCCCACCAGAGCTCTACAAAATGGAAAACACCAATCTCTGCCTGGACGAGGAGCAG
vVvoanNgx  FfF IMN s Tl? P E L ¥ K M E N T N L C L D E E Q

TACGAAAAAATGTCGGGTGCAAAATTGGCGCGTGCTCGAAATCAGGCCCTCATAGCGGCTGGGATTGTCCTCCTCTTTCTCCTCATCTTC
Y E K M S G A KL AR ARNOQ ALTIAAGTIVLLF L L I F

TCTCTCGTACTTTCTGTTCTCTGCTTCAATTACAAGGCCAAACGCAGTCGTATTAAGGAAGCCTTAAAATCTACCTACACTAATACCAAA

S L V L S IX L ¢ F N v[k|]an K R s[R]JI[K]JE A L K s T Y T N T K

GCACCGGATATGAAGGACGCAAAATCAAGCAGGGAACCAAATATGGGCCGTTGGGAGATGATCAACATTGATGACTTGACTTTCGACGAT
AP DMK DA K S S REPNM G RWEMTINTI DD L T F D D

GCCAACAATCCCATCGGCAGAGGGGCATTTGGTGAGGTGTATCGAGGCAAGTGGCGAGTACCGAAGCGAGTGTTGAATCAGTTCAATTGG

A NNUP I[G|]R[G|]A F[G|JE[V]Y R G K W RV P KR V L N QF N W

GCACGGAACACTTCGCTGGATGTGGCTATCAAAGTGATTAGATCAGCTGCGCCCACAGCTCAAGGTGGTGCTGCGTCAAATCTCGGTGCC

2070
670

2160
700 (7)

2250
730

2340
760

2430
790 (8)

2520
820

2610
850 (9)

2700
880

2790
910(10)

2880
940

2970
970(11)

3060
1000

3150

A RNT S LD V[A|I[K|]V I R S A A PTAGOQOTGTGA AA ASNTLG AI103

TCTGGATTAGACGGCAATGTCAGCACCGTTGCAAGCTCTCAGCTGGGCGCCAACACCATTGATCGCATCTCCGCTAGAAGTAATCTCCAG
S G L D G N V.Lf T VvV A S S Q L. G A NT I DRTI S AR S NL Q

GATATGCTTACGGAAGCCAAAGTAATGGCCTCGGTGCAGCATAAGAATTGTCTGCCCCTCATTGGTGTCTGTTTGACCCGGAAAATGCAA
D ML T[EJ]A KV M A SV QHZEKNTGCTLTZPTLTIGVCTILTTRTZEKMDQ

TGCATGGTGTCGATGTTTGTGGAGGAGGGCAGTCTGGATCGTTACCTACGCCTCCACAGGGACGACTTGAATAGTTTCACCTTGCTTTCA
cC M V. s M F V EEG S L DU R YL R L H il D DL NS F TUL L S

TGGGCGGAACAGATTGCTGACGGGATGGCCTACCTAGAGGAACGTGGGATTATTCATCGTGATTTGGCTGCAAGAAACGTGCTTGTTCAA
W A E Q I A D GMMAYLEEIRGTITI m R D L A A R N |V L V Q

TCTCGGGAGCTGGTGCAAATAACCGATTTCGGATTGGCTAAAATGTTGGACACCAACAACGAGGACAGCGTTGTAGTTCGCACTGGACGT

3240
1060

3330
1090

3420
1120

3510
1150

3600

SRELVQITLAKMLDTNNEDSVVHRE'GRIIBO

GTTCCAATTCGTTGGTTGGCTATTGAGACGCTTCAAGCTGGCATCTACTCTCACAAAACCGATGTCTGGAGCTACGGTGTGACGCTGTGG

V[P T R W|L[A]JI[E]T L Q A 6 I ¥ S H K T[D|V W S Y[G|V T L W

GAGATTTTCACATTTGGCAAACAACCCTACGAAAATATAAGCACCTCGGAGATTAAGGATCATGTAATGAAGGGAGTGCGGCTGAGTCAG
E I F T F G K Q P Y E N I S Il S E I K D HV MK G V R L s Q

CCAGAAATTTGTACGCTTGACACCTACATGGTGATGGTGCAATGCTGGATGGAAGAACACGAATCCAGACCGACTTTCTTAGAGCTGATG

3690
1210

3780
1240

3870

P EI CTLDTJYMJVMYVOQCWMETEHTES[R|PTTFTLEL MI20

AAATGTTTCCACAAGTACTGTCAAACGCCGGGCAGATACTTGTACATCGAGGGCGATGAGTATGCGATAACTCGTGCCTCTCCGTACACC
K ¢ F H K Yy ¢ 9 T PG R Y L Y I E G D EYATI TRAS P Y T

CCTTCACCGGCTCCTTGGACCGAGATGAAGCCGCTGCCCAGTAGTTTCCGGGGCGTACCAGACGGCACTTTGGGGCCACCCAATGGGACG
P s p A P W T EMI K P L P S S F R GV P D G T L G P P N G T

GGGTGTGCCTTTAGGTTCCCTGAAGAGCACTTCTTCGATGATCATCAACACCACCTTCTGGGAGAGACAATGGGAGAGGGCAGTGGCAAC
G ¢ A F R F P E EHF F DD H QHH L L G E T MG E G S G N

3960
1300

4050
1330

4140
1360
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CCGGAGGCAGAATCTCTTCTTCCGCAGAGAGTTGGCAACGATCATCATCATCATCGCCGATTTTTCTCCCACTCAAATGAGACGAGAATG
P E A E S L L P Q R V G N D HHHHRIRF F S H S N E T R M

CGACAAAGCGGGCGACAGGAGCGTGCTCCGGCTGCTGGTGGTGGTGCATCGACAAACACTTCCGTGGTCTCGACGAATTTGGACTCGTGG
R ¢ s G R Q ERAUPAAGSGGASTNT S V V S T N L D S W

CCAGCTGGAAGCGGGATGGGATTGAATGCCGCCTTCCCTGTCTTAGAGCATAGTCGAAACCAGCAACAACAACCGAAATACTACAACACC
P A G S G M G L NAAF P VL EH S RN QO OQ OQ P K Y Y N T

GCTTTTCTGGCCAGTGGCACTTACGGACCCCTTGTTAGACCACCATCACCACCGCCAGCGCCACCACCCCTTGCACAAGTGGAGCGTGAT
A F L A S G T Y G P L V R P P S p P P A P P P L A Q V E R D

GATGACTTAGACACGATGGGTAGTGGGATTAAAGACGCTGAGATTAACTACCTCTCCACTCTCGAGATGTCTATGGACGGTGTTGAGGGA
p p L. bT™MSGS G I K DA EINY L s TULEM S M D G V E G

GCGGGTGGAGGGGAACAATCGTTGCAGCCAGAAGACTACCTGGAACCCAGAGCAAGTGCCGATGGCAAAAAACGGTCGAGAGGTTTCAAT
A G G G E Q S L 9 P E DY L E P RA S A D G K K R S R G F N

GCCGTTGGAAATCCCGATTACTTGGTGGATAATCAAGAATACTTCCAACCTGCCGGTCCGACTAAACCCGTTTAAAAATGCGTATCTCTA
AV GNP DY L V DN QE Y F Q P A G P T K P V *

CTCCCTTCCCCACCTGACCCCTTCCTTCACATCTGGTGTAAATATCACCCAATCAGCACAGGTGGTGAGAGAGATGGAAGAGCACATATC
ATTCGTTATTGTTTATACCCCTCCACACACATCCATCTTCAACGTACGTACCTGTGAATACCGTCAGCATTTACAGAGGCCATGGTTAAT
ATGGCTTCTCCGCGTCCTTTCTACCCATCCTTCAGACTCTTCCTTATTTGCTCCCGCAGCCCTTTTCCAGCTTGTCATCCCGCGCCTAAC

CGATGTTTGACTGCGTTCATTGAAACTTGCCGCCGCCATACACACCAGCTTACTTCTCTCACCTGCGCCAAGCAACTTCATTTCTACTGA

CAAATAAATTAGTAGTACATGCCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAA

4230
1390

4320
1420

4410
1450

4500
1480

4590
1510

4680
1540

4770

1564

4860

4950

5040

5130

5173

Abbildung 9: Vollstandige cDNA und Aminosauresequenz von EmRTK1.

Markierungen: Potentielle Polyadenylierungsstelle (5133- 5138), In- Frame- Upstream
Stopcodon (43- 45), Startcodon (61- 63), Stopcodon (4753- 4755). = Cysteine in
Furinadhnlichen Domanen, |G | = Funktionell Wichtige, hochkonservierte Doméanen, E = basische
AS des Transferstopsignals. Domanen sind farbig markiert: 1: Rezeptor L- Domane, 2, 3:
Furindhnliche Domanen, 4: Rezeptor L- Domane, 5-9: Furinahnliche Domanen, 10:
Transmembrandomane, 11: Tyrosinkinasedomane

D_Intronpositionen in chromosomaler DNA

Obwohl EmRTK1 vermutlich, wie die bekannten Vertreter aus Vertebraten und
Drosophila, durch einen sekretorischen Mechanismus Uber den Golgi - Apparat
an der Oberflache exprimiert wird, ist mit herkdmmlichen Computerprogrammen
keine eindeutige Signalsequenz nachweisbar, eine mogliche Schnittstelle, nach
der Methode von Heijne, befindet sich zwischen den Aminosaureresten 20 und
21 (http://psort.nibb.ac.jp, von Heijnes, 1986). Ungewdhnliche Signalsequenzen
wurden jedoch bereits flr Plathelminthen beschrieben (Davies & Pearce, 1999).
In der Strukturanalyse nach der Methode von Schultz (Schultz et al., 1998)
konnten fur EmRTK1 typische Domanenstrukturen identifiziert werden: Das

Protein enthalt sieben Furin- ahnliche, cysteinreiche Regionen im
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extrazellularen Bereich, deren Abfolge von zwei Rezeptor L- Domanen
unterbrochen wird.

Zusammen dienen diese Bereiche als Liganden- Bindungsdomanen
(Abbildungen 9, 10). Die zweite der beiden Rezeptor -L- Domane besitzt zwar
klare Homologien zu bereits beschriebenen Domanen, lag aber dennoch
unterhalb des vom Suchprogramm erkannten Schwellenwertes. Weiterhin liegt
eine klare Transmembrandomane vor. Der Transmembrandomane folgt ein
typisches Transferstopsignal, das aus basischen Aminosauren wie Arginin und
Lysin besteht (Abbildung 9). Die Kinasedomane, welche strukturell aus zwei
Halften besteht, enthalt die Mehrheit aller hochkonservierten Reste. Der N-
terminale Lobus ist verantwortlich fir die ATP/ Mg?* Bindung, fur die ein
GxGxxG Motiv essentiell ist. Dieses Motiv wird von einem Valin gefolgt,
welches fur die korrekte Positionierung der konservierten Glycinreste und ihre
Interaktion mit ATP notwendig ist (Van der Geer et al., 1994; Hanks et al.,
1988).

In EmMRTK1 konnte ein passendes Motiv (GRGAPGEV) zwischen Position 976
und 983 nachgewiesen werden (Abbildung 9). In C- terminaler Richtung lag ein

191 vor, dem ein GIu'®° Rest folgt. Diese Reste sind and er

konserviertes Lys
Phosphorylierungsreaktion beteiligt (Hanks et al., 1988). Wie bei beinahe allen
Tyrosinkinasen (Hanks et al., 1988), geht dem Lysin auch hier ein Alanin (A'%%)
genau zwei Aminosaurereste in N- terminaler Richtung voraus.

Im zweiten Teil der Tyrosinkinasedomane bildet das Motiv HRDLAARN den
katalytischen Loop, dessen hochkonservierter Aspartatrest (D''*") die
katalytische Base darstellt (Van der Geer et al., 1994; Hanks et al., 1988). Ein
vollstandig konserviertes Motiv befindet sich bei EmMRTK1 an Aminosaure-
Position 1139- 1146 (Abbildung 9), die genannte Sequenz ist typisch fur
Tyrosinkinasen aus Nicht- Vertebraten (Hanks et al., 1988).

Ein weiterer wichtiger Aminosaurerest fur den katalytischen Prozel3 von
Tyrosin- und Serin/ Threonin- Kinasen ist ein Aspartat in einem DFG Motiv, das
als Chelator fir Mg** dient (Hanks et al., 1988). EmRTK1 zeigt dieses DFG-
Motiv an Position 1159 - 1161.
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Es wurde beschrieben, dal® alle bisher bekannten Tyrosinkinasen neun
unveranderliche Aminosaurereste in ihrer Kinasedomane aufweisen, und mit
wenigen Abweichungen auch funf weitere Reste als hochkonserviert
nachgewiesen werden kénnen (Hanks et al., 1988). Alle 14 Reste sind in
EmRTK1 vorhanden: Bei den absolut unveranderlichen Aminosauren handelt
sich um G978’ K1011, E1065’ D1141, N1146’ D1159, G1161, E"8 und R'% Die
geringfiigig variableren Reste sind G¥¢ v F' D27 ynd G'?%° (Abbildung
9).

Viele dieser Reste, wie D', N'™¢ D''%° F'1%0 ynd G'®" nehmen vermutlich
direkt an der ATP- Bindung und Phosphorylierung teil, wobei die beiden
genannten Aspartate wahrscheinlich (iber Mg?* Salzbriicken mit der
Phosphatuntereinheit von ATP reagieren (Brenner, 1987). Das DFG Motiv ist
ein deutlich konservierter Abschnitt, der auf beiden Seiten von hydrophoben
oder neutralen Aminosauren begleitet wird. Fur EmRTK1 wird diese Regel
bestatigt: Auf der N- terminalen Seite liegt ein neutrales Threonin, auf der C-
terminalen ein hydrophobes Leucin vor.

Fur die katalytische Funktion scheint der Bereich Ala- Pro- Glu von Bedeutung
zu sein (Hunter & Cooper, 1986), der bei EmMRTK1 leicht verandert in Form von
Ala- lle- Glu an Position 1187 bis 1189 erscheint. Studien haben gezeigt, dal}
sich dieses Motiv nahe an katalytischen Stelle befindet, sowie die Tatsache,
dald Mutationen dieses Bereiches die Funktion der Kinase storen konnen
(Bryant & Parsons, 1983).

Auch die Umgebung dieses Motivs ist hochkonserviert: Der Konsensus dieser
Region ist P I/V K/IR W T/M A P E. Hiermit stimmt EmRTK1 weitgehend Uberein
mit der Sequenz PI R W L A | E an Aminosaureposition 1182- 1189.
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Domanenvergleich von Rezeptoren der EGF- Rezeptorfamilie

EmRTK-1

EGF-R (human)

LET (C.elegans)

4 L3
EE=E

SER (S.mansoni)

~ 200bp
I = Furindhnliche Doméane |:|= Rezeptor- L- Doméane ” = Transmembrandomane

*

W = Tyrosinkinasedomane * = Domanen, die zwar homolog, aber im Computervergleich

nicht eindeutig nachweisbar sind

Abbildung 10: Vergleich der Domanenstruktur verschiedener Rezeptoren der EGF
Rezeptorfamilie




3. Ergebnisse

Sequenzvergleich der Kinasedomanen von Rezeptoren der EGF- Familie

60
EmRTK1
SmSER
CeLET
HsEGR
MmEGR

120
EmRTK1
SmSER
CeLET
HsEGR
MmEGR

180
EmRTK1
SmSER
CeLET
HsEGR

STV . NIGSOQYImENG
MmEGR STV . NIGSOYImeN|

EmRTK1
SmSER
CeLET
HsEGR
MmEGR INVARY K T POHWYKINNBINCIWNNT NG A . ERKE Y HAE GEK ALK

240

300
EmRTK1
SmSER
CeLET E
HSEGR  [eAVaN WELITFGSKPYDGIP‘SEISSILEKGERLPQPPICTID Vo T NAY < @i T DA DJREK
MmEGR  |[GVANWVE LMiNYES KIZNDGIPARDIS S T LER(EE NN P(6) PINSHN T |3/ N4l I WA KMV T DA DEJSIEK

. . . . . . 360
| iU SR T L MKCFHKYCQTPGRYLY IEGDEYAITRASPYTPSPAPWTMMMMEMKPLPSSFRGVPD
SmSER 3 TJARYR TIIN T FOKINZERS AN @RNEI OMWIN Y FHNTNSGSGNESSE SHIMLOIFMIE]V . IN€ T)48
CeLET IAE TI8Y ERIKE FOKVIFOLFIBE . NSNKISSEDL. . . . SAEERFQT ERIREMJHENID
HsEGR IARIANT T ERSINMARDIZFORSAFVIIOENNRM . . HLP. . .SPTD. . SNFYRALM. DEEDMDD|YV]
MmEGR IARINE T T.EGSIMARDIZOIRS @R QRM. .HLP...SPTD..SNFYRALM. DEEDMEDY

382
EmRTK1 l
SmSER TR . N. NS. ..LH
CeLET PQMYFDQGSLPSMPSSPTSMAT
HsEGR  ADEYWIE0Q.[@FFSSPSTSRTP
MmEGR  ADEYMIJF00.@FFNSPSTSRTP

Abbildung 11 : Sequenzvergleich der Kinasedomanen von EmRTK1 und anderen Rezeptoren
der EGF Rezeptorfamilie aus S. mansoni (A45558), C. elegans (D63426), Homo sapiens
(P00533), und Mus musculus (Q01279). Ubereinstimmungen sind mit weiler Schrift auf
schwarzem Untergrund markiert. Hochkonservierte, im Text besprochene Motive, sind mit

Pfeilen (V) gekennzeichnet.
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Aminosauresequenzvergleiche mit bekannten Proteinen in
Sequenzdatenbanken ergaben héchste Homologien von EmMRTK1 zu SmSER,
einem EGF Rezeptorfamilien- Homologen, aus S. mansoni. Die
Ubereinstimmung zeigt 43% identische und 57% &hnliche Aminoséurereste. Ein
Sequenzvergleich der Kinasedomanen von Mitgliedern der EGF-
Rezeptorfamilie unterschiedlichen phylogenetischen Ursprungs ist in Abbildung
11 gezeigt. Die hohe Homologie zu SER, aus S. mansoni, geht aus der
Abbildung hervor, zudem sind die katalytisch wichtigen Motive unter den
verglichenen Rezeptorkinasen hoch homolog wund in der Abbildung
gekennzeichnet.

Der chromosomale Locus von EmRTK1 konnte unter Verwendung spezifischer
Primer gegen die emrtk-1 cDNA in Form mehrerer Uberlappender Fragmente
amplifiziert und in voller Lange charakterisiert werden. Er umfaldt insgesamt
39103 Basenpaare. Er beinhaltet 23 Exons, von 54 bis 526 Basenpaaren Lange
und 22 Introns, deren GrofRe zwischen 31 Basenpaaren und 5606 Basenpaaren
liegt (Tabelle 5, Abbildung 12). Alle Introns besitzen an der 5 Spleil3- Donor-
Sequenz bzw. der 3" Spleil3- Akzeptor- Stelle die kanonischen Dinukleotide 5°-
GT- AG-3".

Exon |[Position Exon |5 Spleil- 3" Spleil- Intron |Unter-
Nr. GroRe | Donor Sequenz Akzeptor GroBe brochene
in bp Sequenz in bp Aminosaure
1 1- 105 105 TCT G gtatat atttag GG GCC 31| Gly (16)
2 137- 190 54 AAA A gtaata gtttag TA TGT 34| Ile (14)
3 225- 356 132 CTA G gtatat tcttag AG GAT 33 |Glu (78)
4 390- 881 492 CTT C gtgagt |gtaaag GT TCA 1916 |Arg (242)
5 2798- 2913 116 TGG gtcagt ccgcag GCT 2411 | Trp* (280)
6 5325- 5466 142 CCA G gttggt tttcag AG CCG 2481 | Glu (328)
7 7948- 8055 108 AAT C gtaaga atatag AT TGT 1193 | His (364)
8 9249- 9369 121 TTC AA gtgagt tctaag G GTA 1118 | Lys (404)
9 10488-10645 158 GAA T gtaatt ttacag TT TCT 259 | Phe (438)
10 10905-11099 195 TGC A gtgagt ctgcag TC CGG 2756 | Ile (522)
11 13856-14211 356 AAG gtgcgt ttttag TCA 5605 [ Lys* (640)
12 19817-20012 196 AAA G gttggt gatcag AC AAA 3650 [Asp (706)
13 23663-23926 264 CCT G gtgagt ttttag AC GAC 1551 |Asp (796)
14 25478-25662 185 AAG gtttgt aaacag TTT 3618 | Lys* (855)
15 29281-29550 270 AAG gtgagc ctgcag GAC 3322 | Lys* (945)
16 32873-33238 366 AAA gtaact ttgtag GTA 1798 | Lys* (1067)
17 35037-35254 218 CAT CG gtgagt ccgcag T GAT 1471 |Arg (1140)
18 36726-36922 197 TAC G gtaatg atgcag GT GTG 83 |Gly (1206)
19 37006-37152 147 CAA T gtaagt ctctag GC TGG 87 |Cys (1255)
20 37240-37337 98 GAG gtaatt ctttag GGC 181 | Glu* (1287)
21 37519-37963 445 TTA G gtgcgt |atgtag AG CAT 176 | Glu (1436)
22 38140-38421 282 AGT G gtaggt ttgaag CC GAT 156 |Ala (1530)
23 38578-39103 526
Tabelle 5
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Exon- Intron- Struktur von emrtk- 1

~ 1kb

= Rezeptor- L- Doméne I = Transmembrandomane
mmmm = Cysteinreiche Doman cumm = Kinasedoméane

Abbildung 12: Chromosomaler Aufbau der E. multilocularis emrtk-1 Locus. Die Exons (1-23)
sind durch graue Boxen symbolisiert und numeriert. Die Introns sind als Linie dargestellt. Die
Darstellung ist mafistabsgetreu, genaue GroéRen kénnen Tabelle 5 enthommen werden. Der

Verlauf der Domanen ist durch Balken gekennzeichnet.

3.3 Charakterisierung und Strukturmerkmale von EmRSK1:

Die emrsk-1 cDNA begann mit einer typischen E.muiltilocularis Spliced Leader
Sequenz Brehm et al., 2000b) und war von ihrem Beginn bis zum Beginn des
Poly- A- Bereichs 1829 Basenpaare lang. Das offene Leseraster (ORF) von
EmRSK1 umfaldte 543 Codons, die fur ein Protein mit dem errechneten
Molekulargewicht von 60 kDa kodieren. Damit entspricht EmRSK1 in der GroRRe
den bereits bekannten Mitgliedern der TGF - Rezeptorfamilie: Der humane
Activinrezeptor beinhaltet z.B. 509 Aminosauren (~ 57 kDa), ein TGF
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Homologes aus S. mansoni ist 780 Aminosauren lang und besitzt ein
Molekulargewicht von ~ 86 kDa.

Das offene Leseraster von emrsk-1endet an Nukleotidposition 1717- 1719 mit
einem TGA Stopcodon, welches von 108 nicht kodierenden Nukleotiden bis
zum Poly- A- Schwanz, dem eine potentielle Polyadenylierungsstelle (1806-
1811) vorausgeht, gefolgt wird.

Das wahrscheinlichste Startcodon befindet sich 88 Nukleotide vom cDNA &’
Ende entfernt, 33 Basenpaare stromaufwarts findet sich ein ,in- frame* TGA
Stopcodon, das bestatigt, dall das komplette ORF charakterisiert wurde. Die
Sequenz um das Startcodon (CAAAUGT) zeigt wenig Ubereinstimmung zum
,2Kozak"- Konsensus (RccAUGR) fur gute Translationsinitiation. Dennoch muf}
davon ausgegangen werden, dal} es sich bei dem beschriebenen ATG um den
tatsachlichen Translationsstartpunkt handelt, da es sich, abgesehen vom
Spliced Leader, um das erste ATG handelt und weil andere ATGs keine
bessere Ubereinstimmung mit dem Konsensus aufweisen.

Die hdéchste Homologie von EmRSK1 bestand zu Rezeptoren der Activin-
Subfamilie von Vertebraten. Die hochste Ubereinstimmung zeigte sich
naturgemals im Bereich der Serin/ Threonin- Kinase- Domane. Aber auch
andere, typische Bereiche eines TGF- [ Rezeptors waren in der
Strukturanalyse nach der Methode von Schultz (Schultz et al., 1998)
nachweisbar: Strukturell konnte eine cysteinreiche extrazellulare Domane, eine
maogliche Transmembran- Helix, der ein Transferstopsignal folgt (Abbildung 13),
eine GS- Box, die fur Typ | Rezeptoren charakteristisch ist (Davies et al., 1998)
und als Phosphorylierungsstelle dient (Wrana et al.,, 1994) sowie eine Serin/
Threoninkinasedomane identifiziert werden (Abbildung 13und 14).

Ahnlich wie bei EmRTK1 148t sich auch fir EmRSK1 keine eindeutige
Signalsequenz feststellen. Es ist unklar, wie der Export eines Proteins ohne
Signalsequenz in Echinokokken ablauft. Bei einem S. mansoni TGF-
Rezeptor- Homologen (Sm- RK1) konnte ebenfalls keine typische
Signalsequenz identifiziert werden, trotz nachgewiesener Expression an der

Oberflache des Parasiten. Ein ungewohnlicher Exportmechanismus wurde
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vermutet (Davies & Pearce, 1999). moglicherweise gibt es auch fur EmRSK1
alternative Exportmechanismen.

Die extrazellulare, cysteinreiche Bindungsdomane zeigte Abweichungen zu
bereits bekannten Typ | Rezeptoren. Die typische Anordnung von Cysteinresten
in der extrazellularen Domane wurde folgendermalRen beschrieben: C x Cxss
Ca-25 C4.5 Cq3.16, GCX7.19 C11-13 Und darauf folgend eine sogenannte Cystein- Box
(C C X45C N) (Kingsley, 1994).

EmRSK1 zeigt ein abweichendes Muster: C x5 C x15 C x40 C X9 C C xg C N, an
Position 14 bis 81. EmMRSK1 weist also nur vier Cysteinreste aullerhalb der
Cystein- Box auf, die zudem grol3ere Abstande aufweisen, als vorbeschrieben.
Die Cystein- Box ist vollstandig, aber von ungewdhnlich vielen variablen

Aminosaureresten unterbrochen (Abbildung 13).

CACCGTTAATCGGTCCTTACCTTGCAGTTTTGTATGTTGTACAAAACCTCCTGT TGATTAAATGAAAAAACATACCATTTTGTGCAAATG 90
* M 1

TTTTCCATCGGAAACTTGTGGGAAAGATCATCGGAATGCGCGTCTTTGATTGGATGCTTTTATTCTGTCCAAAAGGACGCCTTAGGATAT 180
F s I G N L W E R S S E E A S L I G E F Y s V. Q K DA L G Y 31

GTGGTCGACGAGCATTATGGTTGCCTTCTCAATAATTCCTTTTCCATAATCTCCTGCCTCAATTTCCGTGGTACCAATACAACCTGCTGC 270
vviboEeEUHYGO Ge@:1rinNNs Fsi11s@BinyxrroaceoT0NTT G 62

TTTTCATCAAACTCCTCGGACTATTGTAATGCGCATCTCCCTGTAAACAAACAGAATACCGGTGCCTTGTTTTTTCCACTCACATTTTTT 360
F s s Ns s o vy G 28 1?7 v N~x&EKooQNTGATLTFETFE®PLTFE FOII (1)

ACCGTACTCTGCATTTTGCTGTTTGTATTAGCCTTTGTGTATATCAAAGGGAACTTCAGCAAACATGAGAAGCCCCTTACARAGCATTCC 450

T VL CI L L F V LAFV Y I[K|]GNTF s[K|E E[K|P L T[K]|H §121(2)

TCCCCTTATTTTCCCGAATTTACTGATAGTGGCAGCGGGTCGGGARAAGCCGTTCTTAGTTAGTCAAACAATTGCTCGTCAAACAACCCTT 540
s P Y F P E F T D S G S G s G K P F L V S QT I A R OQ T T L 151

CTGGTATGTATCGGAAAAGGTCGGTTCGGCGAAGTATGGCGAGCCGTCTGCAATGGCGAAGTTGTTGCTGTGAAGATCTTTTCCAGCCGT 630

L VCI[G|]K[G]R F G E[V|W R A V C N G E V V[A|V[K]|]I F S S R 181(3)

GATGGCGCCAGTTGGACCCGTGAAACTCAGATATATACCACTGCTCTCCTTTCTCACCCGAACATTCTCGCCTATTATGCCAGTGATATG 720

HMEEYNEEREY=EEE ¥ r r 2 . . s # P ¥ HFESNIEFEFEY X -

ATTTCACGCGGTGGATGTACTCAACTCTGGCTTGTTACCGCCTACCACGCTGCCGGTTCCCTGCACGATTTCCTTTCCACGGCAAAAGGT 810
I S R G G Cp@T Q L W L V T A Y A A G S L HDF L S T A K G 241

GTGACTCCGCAATGTGGACTCAAACTAGCCCGATCAATCGCTGCGGGTCTAGCCTTTCTCCACAGCGAAGTAGTTGGATTTCATGGCAAA 900
vV T P Q C G L KLAURSTIAAGULA AVFULUHSEV V G F H G K 271

CCGCCGATTGCCCATAGGGATATTAAATCTAAGAATATTCTGGTTATGGCTAACAATGAGGCCTGT TTGGCAGATTTTGGTCTCGCTCTG 990
P P I AHR[D|I K S K[N|]I L VM ANTDNEA ATCTLA[D F G JL A L 301

GTAAAAACTTCCAAAGGAATGAATGGTGGGGGGACCAGCGATGAGGCAAATGAGAGCGGTGACGCTCTACCTCCCGCTAGCCTCTTCGCA 1080
V K T s K GMNGGGT SsS DEA ANUE S GD AL PP A S L F A 331

GGAACCAAACGGTACATGGCTCCTGAGATATTGGCTCTTTATCCCTTGGTGTGGGGTGGCTGGGTGCGTGCGCGCACGCAGGAGAGGCAG 1170
G T KR YMATP[E|I L ALY PLV WG GUWVRARTQER Q 361
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ATAGACAAGAAACAGTCTGGGGAGTGTGATGAAGACAATTTGTCTATTCCAGGGGAATTGTTAGAGTGCCGACATCCGCTGCTTTCTTTC

1260

I DK K Qs GEcDEDUNTELSTITZPGE EJrEEcruar rr s rF3o

GATGTCTATCTATCCACAGATGTCTACGCACTGGGACTCGTTCTATGGGAGATTTGGAGGCGTTGTACAGGCAAACAATACGAGCTTCCT

1350

D vV YIls t[p]v v aAJG]r VvV L. w E I W[R|R C T G K Q Y E L P 421

TATTATGACTCGGTGCCATCGGATCCAAACTTCTTACAGATGTACAGAGTGGTAGTATTGGGGGAACCCTATGATTCTCCTTGTAACACC
Y Y bp s v Pp s D PNV FL QMY RV YV VL GEUZP Y D S P CNT

CTGGTAGACCTGCCCCTACCAATGCAGGTGTGCCACCTATGCAACCACATTCTGGTGGGTCGAATTGGTGCAACGCTGGAAGCTCACCGC
L v D L P L P MQV CHIULI CNU-HTIULUVS G RTIGA ATTULEA AUHR

CACCGCCGACACGGGGGCAGCGGGAGGCGGCCCTCCCTGACAATGGAGCGGAGGGGGAGCAGTGATGAGGAGTGGCTGGTGCGGTGGGCG
H R R HGG S GRR P S L TMEIZRURTG S S DEEWTU LV R W A

GACGTCATTGCGGAGTGTTGGCACCCTCGTTACACACACCGCCTCTCGGCCCTGCGCGTGCGCAAAACCCTCACAGTCATCGAGGCGACT
D v I A ECWH PR Y THURULSAULIRUVIRI KTTULTV I E A T

GTGAGCTGAATCGGACGCTGCGTTGGACACTTTTTATGCTCAGAACCTTGCATTAATGTTCCTCCTTTTTAATGAAATTCCTGGTAAAAT
v s *

ATGGTATTAAATGCATACGCACCGACCCAAAAAAAAAAAAAA

1440
451

1530
481

1620
511

1710
541

1800
543

1842

Abbildung 13: Vollstandige cDNA und Aminosauresequenz von EmRSK1.

Markierungen: Spliced LeaderSequenz (1-36), potentielle Polyadenylierungsstelle (1806-
1811), In- Frame- Upstream Stopcodon (55-58), Startcodon (88-90), Stopcodon (1717-
1719). Doménen sind farbig markiert: 1:Transmembrandoméane, 2: GS Motiv, 3: Serin/
Threoninkinasedomane

= Cysteinreste der extrazellularen Domane, B = Leucin- Reste des Leucinzippers E =
Transferstopsignal, = aC, B4, L45 Loop und B5- Region (in dieser Reihenfolge)

1 = Intronpositionen in chromosomaler DNA

Die cytoplasmatische Region von Mitgliedern der Typ | Rezeptoren der
Rezeptorfamilieweist untereinander hohe Homologien auf. Sie umfal3t bei allen
bisher untersuchten Faktoren ein GS- Motiv und eine Serin/ Threonin
Kinasedomane (Abbildungen 14 und 15).

Fir die Interaktion von Typ | Rezeptoren mit Downstreamfaktoren, den Smad
Proteinen, konnte die Region aC- B4- 5 mit dem L45 Loop, als wichtig
identifiziert werden (Feng & Derynck, 1997).

Die verschiedenen Rezeptoren der TGF 3 Familie bevorzugen unterschiedliche
Liganden, wie TGF B, Activin oder Bone Morphogenetic Protein (BMP), und
unterschiedliche Smads als Downstreamfaktoren. Rezeptoren, deren Liganden
TGF B oder Activin sind, verwenden als Downstream Faktoren vom Smad2 und
Smad3-Typ, wahrend BMP bindende Rezeptoren Smad1, Smad5 oder Smad8
zur Signalweiterleitung verwenden (Lo et al., 1998). Der Bereich, der diese
Spezifitat bedingt, ist der L45 Loop in TGF B Rezeptoren (Feng & Derynck,
1997) und, korrespondierend, der L3 Loop in Smads (siehe unten).
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Tabelle 6 zeigt, dak EmRSK1 in diesem Bereich eine deutlich hohere
Homologie zu BMP- Typ Rezeptoren als zu TGF B Typ Rezeptoren aufweist.
Dies konnte einen Hinweis auf den moglichen Liganden von EmRSK1
darstellen. Vermutlich interagiert dieser Rezeptor nicht mit dem unten
beschriebenen EmSmadA, da dies zur Gruppe der Smad2 - artigen zahlt,
wahrend das von Ricardo Zavala- Gongora (unveroffentlichte Daten)
identifizierte EmSmadC einen moglichen Downstreamfakor zu EmRSK1

darstellen konnte.

Rezeptoren oaC - Region |B4 - Region |[B5 - Region |L 45 Loop
6F p Typ | DR |[EEEEE  |ESEDRGSOIE | ARNkonETW |
BMP Typ pERsWFRETE 1 T.Gr1ASIITot w1 TRy I soMESREEEIE
EmRSK1 pEswiiRe TS 1IN 1 NG~ S ot w1 v TRl I S DMESRGER

Tabelle 6: Vergleich der aC- B4- 35 Regionen und des L 45 Loops bei Typ | Rezeptoren, die mit

TGF B bzw. BMP reagieren und EmRSK1. Ubereinstimmende Regionen sind hervorgehoben.

Wie bereits bei EmMRTK1 erodrtert, bendtigt eine funktionelle Kinasedomane
verschiedene konservierte Aminosaurereste und Motive.

Auch hier lag ein GxGxxG (GKGRFGEV) Motiv an Position 156 - 163 vor,
dessen Aufgabe die ATP/ Mg?* Bindung ist (Van der Geer et al., 1994; Hanks et
al., 1988), wobei das Valin fur die Positionierung zustandig ist (Abbildung 13).
Dem folgen auch hier ein Alanin'™ und ein invariantes Lys'"®.

Die besonders hochkonservierten 14 Aminosauren (Hanks et al., 1988) waren
auch in EmRSK1 ausnahmslos vorhanden, es handelte sich hierbei um die
Reste G156, G158, V163, K176, E189, D278, N283, DZ%, F297, 6298, E34O, D398, G403 und
R*""(Abbildungen 13 und 15).

Ein Sequenzbereich um die katalytische Base Asp?’® (Van der Geer et al., 1994;
Hanks et al., 1988), der bei Sduger- Serin/ Threoninkinasen hoch konserviert ist
und welcher zur Unterscheidung von Tyrosinkinasen herangezogen werden
kann (D L KP E N) (Hanks et al., 1988), entspricht in EmMRSK1 dem Konsensus

der Sauger- Serin/ Threoninkinasen nur wenig: D | K S K N (278- 283). Es ist
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also dennoch anhand des klar erkennbaren Sequenzkontextes davon
auszugehen, daR D?’® die entsprechende katalytische Base darstellt.

Weiterhin ist fir EmMRSK1 ein DFG- Motiv nachweisbar (Position 296 - 298),
das, wie oben erwahnt, einen Mg®>* Chelator darstellt und von hydrophoben
Resten (Alanin bzw. Leucin) begrenzt wird.

Flr die katalytische Funktion scheint der Bereich Ala- Pro- Glu von Bedeutung
zu sein (Hunter & Cooper, 1986), bei EmMRSK1 findet sich dieses Motiv an
Aminosaureposition 338- 340. Die Umgebung dieses Bereiches st
hochkonserviert, der Konsensus fur Serin/ Threoninkinasen ist G T/S x x Y/F x
A P E (Hanks et al., 1988), EmRSK1 zeigtmit GT KR Y M A P E eine vdllige
Ubereinstimmung.

Auch eine Autophosphorylierungsstelle in Form eines Threoninrests (Shoji et
al., 1983) ist als T **? nachweisbar. Die Funktion dieser Stelle ist noch nicht
vollig geklart, es gibt allerdings Hinweise darauf, dal® die Phosphorylierung zu
gesteigerter katalytischer Aktivitat fuhrt (Weinmaster et al., 1984).

Als weitere interessante Struktur fand sich ein Leucin- Zipper in der
intrazellularen Domane an Aminosaureposition 381- 402 (Abbildung 13). Ein
Leucin- Zipper ist eine Abfolge von, wie hier, mindestens vier Leucin Resten,
die jeweils durch sechs variable Aminosauren getrennt werden (Landschulz et
al., 1988). Diese Leucinreste sind typischerweise sind an der Formation von
Homo- oder Heterodimeren beteiligt, wobei sie eine Kontaktoberflache fir
sequenzspezifische DNA Interaktion bilden (Landschulz et al., 1988). Der
Nachweis eines Leucin- Zippers in einer Serin/ Threonin Rezeptorkinase ist
ungewodhnlich. Ein solches Motiv wurde noch nie bei TGF- B Rezeptoren
anderer Spezies beobachtet, tauchte aber auller bei EmMRSK1 noch bei einer
zweiten, von Ricardo Zavala- Gongora identifizierten Serin/ Threoninkinase
(EmRSK?2) auf (unveroffentlichte Daten).

Die Anwesenheit dieses zusatzlichen Motivs in zwei Rezeptoren konnte darauf
hinweisen, dal} diese auch an Signal Transduktionsmechanismen beteiligt sind,

die sich von denen anderer Rezeptoren unterscheiden.
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Domaénenvergleich von Rezeptoren der TGF 3- Rezeptorfamilie

3 4

EmRSK 1

—/—

Activinrezeptor H.sapiens .
TKV (D. melanogaster) .
~200 bp .

= Rezeptorbindungsdoméﬂe = Transmembrandorlne = GS Motiv

Serinthreoninkinase (S.mansoni)

—/—

@Y = Serin/Threoninkinasedomane

Abbildung 14: Domanenvergleich von Rezeptoren der TGF (- Rezeptorfamilie. Dargestellt sind

Serin/ Threoninkinasen von E. multilocularis, H. sapiens, D. melanogaster, S. mansoni

Sequenzvergleich der Kinasedomanen von Rezeptoren der TGF  Familie
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vvy.vVYy . vy . eeeeeeoVe ([

EmRSK1
HsAvR
MmAVR2
SmRSK
DmRSK

o0 . 0000000000000000000000000 . . 120
EmRSK1
HsAVR
MmAVR2
SmRSK
DmRSK

V. Vv . vy . . 180
EmRSK1
HsAVR
MmAvVR2 RNV
SmRSK RNILVKMDGECCIIDLGIALKLDSSMSSA
DmRSK IAHRDWKSKN I LViRSNEleN 1 ADFGLAR

EmRSK1
HsAvR
MmAVR2
SmRSK
DmRSK

EmRSK1
HsAvVR
MmAVR2
SmRSK
DmRSK

EmRSK1
HsAvR
MmAVR2
SmRSK
DmRSK

Abbildung 15: Sequenzvergleich der Kinasedomanen von EmRSK1 und anderen Rezeptoren
der TGFB Rezeptorfamilie aus S. mansoni (AF031557), D. melanogaster (AY058363), H.
sapiens (Q04771) und M. musculus (BC014291).

Ubereinstimmungen sind mit weilRer Schrift auf schwarzem Untergrund markiert.
Hochhomologe Aminosaureste sind mit Pfeilen (W) markiert. Die aC, B4, L45 Loop und B5-
Region (in dieser Reihenfolge) sind mit Punkten (e), sowie mit Pfeilen markiert, die ihre
genaue Lange angeben.

Auch der chromosomale Locus von emrsk-1 konnte in voller Lange
charakterisiert werden. Er war 2325 Basenpaare lang und beinhaltete im
Gegensatz zu emrtk-1 lediglich ein Intron von 484 Bp Lange, das die

kanonischen Dinukleotide 5-GT- AG- 3" an der 5° Splei3- Donor- Sequenz
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bzw. der 3" Splei3- Akzeptor- Stelle besaly. Die Exons malRen 1344 und 497 Bp
(Tabelle 7, Abbildung 16).

Exon- Intron- Struktur von emrsk-1

Exons
1 2
1344 bp 497 bp

Intron
~500 bp 484 bp

Abbildung 16: Chromosomaler Aufbau des E. multilocularis emrsk-1 Locus. Die Exons
(1-2) sind als graue Boxen dargestellt und die GréRRe jedes Exons (in Bp) angegeben.

Das Intron ist als Linie dargestellt und mit einem schwarzen Pfeil markiert. Die Grof3e

(in Bp) ist unterhalb der Numerierung dargestellt. Die Strukturen sind maflstabsgetreu
dargestellt.

Exon |[Position Exon 5'SpleiB- 3'Spleih- Intron |Unter-

Nr. GroRe |Donor Sequenz |Akzeptor GroRe brochene
in bp Sequenz in bp Aminosaure

1 1- 1344 1344 GAG gtg gga aca cag CTT 484 Glu* (419)

2 1829-2326 497

Tabelle 7

3.4 Charakterisierung und Strukturmerkmale von EmSmadA:

Im Rahmen eines Sequenzierungsprojektes einer cDNA-Bibliothek fiur das
Larvenstadium von E. multilocularis konnte eine unvollstandige cDNA isoliert
werden, welche, wie anhand von Sequenzvergleichen ermittelt wurde, flr das
C- terminale Ende eines Smad- Faktors kodierte (K. Brehm, personliche
Mitteilung). Das entsprechende Echinococcus- Gen wurde als emsmadA
bezeichnet. Wie bereits erlautert, sind Smads direkte Substrate von TGF 8 Typl
Rezeptoren, was die Madglichkeit eroffnete, entsprechende

Signaltransduktionwege in E. multilocularis weiter zu verfolgen. emsmadA
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wurde auf Ebene der cDNA und genomischen DNA vollstandig sequenziert und
charakterisiert. Die vollstandige cDNA Sequenz wurde mit Hilfe von inverser
PCR erhalten. Zu diesem Zweck wurde zunachst Einzelstrang - cDNA
hergestellt und in der Annahme, dald der Faktor mdglicherweise uber
Transsplei3en prozessiert wird, dreimal tber PCR amplifiziert, um eine bessere
Mengenausbeute zu erhalten. Die dazu verwendeten Primer Em10-SL Bam,
einem Spliced Leader Primer, und CD3, der sich gegen das 3" Ende richtete,
wiesen beide eine BamH1 Schnittstelle auf. Um eine vollstandige Amplifikation
auch der langen Transkripte zu erreichen, wurde Pfu- Polymerase (Stratagene)
verwendet und PCRs mit Elongationszeiten von ca. 9 Minuten durchgeflhrt.
Das Produkt wurde mit dem Restriktionsenzym BamH1 verdaut, mit Hilfe des
PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt und schliel3lich mit der T4 DNA Ligase in
grollem Volumen religiert, um ringférmige DNA- Fragmente zu erhalten. Diese
dienten als Templates fir die inverse PCR. Als spezifische Primer, die in
entgegengesetzter Richtung in 3" bzw. 5" Richtung der bekannten Sequenz
binden, wurden Smad A DW 2 (Nukleotidposition 1022- 1043, Abbildung 17),
und Smad A UP 3 (Nukleotidposition 983- 964, Abbildung 17), verwendet. Die
Elongationszeit betrug funf Minuten. Da das Ergebnis der ersten PCR noch kein
klares Fragment ergab, wurde das Resultat mittels einer Nested- PCR mit den
Primern Smad A UP 5 (Nukleotidposition 755-736, Abbildung 17), und Smad A
DW 3 (Nukleotidposition 1437- 1458, Abbildung 17), weiter spezifiziert, woraus
eine Bande in der erwarteten Grél3e von ~ 800 Basenpaaren resultierte. Dieses
Fragment wurde in den Topo TA-Vektor (Invitrogen) kloniert und erwies sich als
korrektes 3" und 5° Ende von emsmadA. Die Kartierung des 5° Endes konnte
durch eine PCR mit den Primern SL-5-PR, welcher gegen das 5" Ende des
Echinokokken- Spliced Leaders gerichtet ist, und Smad A UP1
(Nukleotidposition 1083- 1064, Abbildung 17) bestatigt werden, was zusatzlich

zeigte, dal die emsmadA mRNA Uber Transsplei3en prozessiert wird.

CACCGTTAATCGGTCCTTACCTTGCAGTTTTGTATGGCTAGTTCGTGGGATTTCGGTTTCGAGACCTGAAACCGTTCAGTTACAACAATA 90

*
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ATGTCCAATATTGCTCTTCATTGTACCACATCCGACTATACATCCTCAAGTGACAGCAGCCGACTCGTGAGTCCGCCCAGCGTAGCTAGC
N S N I AL H C T T s D Yy T S s S D S S R L V § P P § V A ﬂ

GGTAGTACCTTCTCAGACAGTTTGGCCCTTCTGCCTCCGAATTCGGGTGCGCTTTATGGAGACCCTTTAGTTCAGCCCTACGATCGCCAA
|G s T ¥ s D S L A L L P P N S G A L| Y G D P L V Q P Y D R Q
CAGGTCATGCCAGTCGGGGATAGTAATAATGGACGATGGAGTCACTTGGAGGGAGAATGTGAGCGTCAACAACATTGCGACGATTATTCG
Q v P V G DS NNGURW S HL E G E CER Q Q H C D D Y S

ACCAACAACCTCAACGTCGGGAACACTCAGTCACCCAATTCTAATCCCCCGGTTCCTCCTCATCCCACAAACGTACCGTTGACACCTTCT
T NN L NV G N T Q S P N S N P P V P P H P T NV P L T P S

TTGAAGAATTGGTGCTCTGTCTTCTACTACGAGTTGAACAACCGTGTCGGTGACGTTTTTCATGCCTCGAAACCCAAATTCACCGTGGAT
L K NWOC sV F Y Y ELNNDNURV GD V F HA S KUPKF T VD

GGGTTTACGGCGCCGTCTTTGGGCACAGAAAGATTCAGTTTAGGCGGACTTAGTCACGTGAATCGTCCACCTCAAGTTGATATGACTCGC

G F T AP SLGTETGY FSLGGU LS HVNIRUPUPQV DMT R
CGCCACATTGGTCGCGGCCTCAATCTGCTTTACATATCAGGGGAGGTGTTTGTTGAGTGTCTGAGCGATGCGGCCATTTTCGTCCAGTCA
R H I GR G L NUILULY I S G E V F V E L S D A A I F V Q S

(] . L]

CCCAGCTGCAATCGTCTTAACAACTGGCATCCTGCCACCGTGGTCAAGGTCCCTCCGCGTTGCAATCTTCGTGTTTTCGATAACCGTGAA
P S C N R L NNWHPA ATV YV KV P PRI CNILUZ RV F DNRE
. . ° . . . . ° . . .
TTCGCGGAATTGCTGTCTCAGTCAGTCACCAGAAACTACGAAACCGTATTCTCCCTCACCCATATGTGTTTCATTCGAATCAGCTTTGTG
F A E L L S Q s ﬁl-T R N Y E T V F S L T H M C F I R I S EI.E

AAAGGATGGGGCGCCGATTACCGTCGTCAAACTATAACCAGCACACCCTGTTGGATTGAGCTTCACCTGAACGAGCCGCTCAAGTGGCTT

1O CI R U N A O O A - e C W I E L H L N E P L K W L

. . n . n . . . . . .
GACCGGGTCTTGCAAGAGATGGGCTCTCCCTCGACTCCGTGCACCTCTGTCAGCTAAAAAGTGATACATTTGTCTCAGCTTCTCGCAGTG

D RV L QEMGSZP S TPC[T s VvV s [
TAGTTGCGCCTTCACGCCCTTTTGCATGTTTTTCCCCTTICTCTTTCTTCTTTCTTGGTTCATTCTCGCACCGTGTAAATTCGCCATTTA
TTGCAATCACTCCATCGACTTCTTGAATCACCTTCTCTCCTTATTTCCTCCACATCATCCATTGCGCTCCTCTTTCGTCTAACTATCTCA
ATTGACGTTAGCAGCAGCCGCAGCAACATTTCATCACTGCTGCTATTACCGCCAATCAGTTCTGGTAACGACTTCGTTTTAATGCGCCAG
CACTACCCCTTCTCTCCTTTCGTGGTTTTATACATCCCCTCCGCCCTTTTCTCCCCGCATTCACGCACGCACTTTGGACGTAATGTCTCC

CCGATCACGGCCATACGATTAGCGTCCCCCTGTTGTTGTTACATGCATATATTGTGTTTGTGACTTTAAATAAATTGACTGTTTTAAGTC
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Abbildung 17: Vollstdndige cDNA und Aminosauresequenz von EmSmadA.

Markierungen: Spliced Leader Sequenz (1-36), potentielle Polyadenylierungsstelle (1508- 1514), In-

Frame- Upstream Stopcodon (69- 71), Startcodon (91- 93), Stopcodon (1045- 1047), MH2-
Domine, [IRNEY,

= (unterhalb der AS)= Spezifische Subtypen, e (unterhalb der AS)= “SARA” Bindungsstellen

= C-terminales Phosphorylierungsmotiv, fj = Intronpositionen in chromosomaler DNA
= hydrophober Bereich

Wie bereits erwahnt, werden R-Smads (Rezeptorregulierte Smads) von Typ |
Serin/ Threonin- Rezeptorkinasen gebunden und phosphoryliert. Die
Phosphorylierung des Smad destabilisiet den Komplex, so dall das
phosphorylierte R- Smad wieder freigesetzt wird und sich mit einem Co- Smad
verbindet (Macias- Silva et al., 1996; Lagna et al., 1996; Zhang et al., 1997).
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Dieser Komplex wird in den Kern transloziert (Liu et al., 1997), wo er Uber
Partnerproteine an das Zielgen binden kann (Massague & Wotton, 2000).
Abbildung 17 zeigt die vollstandige cDNA und Aminosauresequenz von emsmadA. Die
emsmadA mRNA weist an ihrem 5 Ende eine typische Echinokokken- Spliced Leader
Sequenz (Brehm et al., 2000b) auf und besteht von dort bis zum Beginn des Poly- A-
Schwanz aus 1530 Nukleotiden. Die mRNA kodiert fir ein Protein von 318
Aminosauren mit einem theoretischen Molekulargewicht von 35,3 kDa. SmSmad2 aus
S. mansoni ist das groRte bislang identifizierte Smad mit 649 Aminosauren und einem
Molekulargewicht von ~ 70 kDa (Osman et al., 2001). Humane Smads sind kleiner und
messen zwischen 435 und 467 Aminosaureresten, bei einem Molekulargewicht von ~
50 kDa. Damit ist EmSmadA sowohl bezogen auf Aminosduresequenz, als auch auf
das Molekulargewicht, deutlich kleiner als andere Smads, was sich durch Fehlen der
MH1 Domane (siehe unten) erklaren laft.

Das ATG Startcodon befindet sich an Position 91- 93. 24 Basenpaare
stromaufwarts findet sich ein ,in frame®, also im Leseraster, gelegenes TGA
Stopcodon, was daflr spricht, dal® das identifizierte ATG tatsachlich die
korrekte Translationsinitiationsstelle darstellt, obwohl die Ubereinstimmung zur
,Kozak- Konsensus Sequenz® fur effektive Translationsinitiation, RccATGR,
(Kozak, 1991) mit der Basenfolge ATAATGT (Ubereinstimmungen
unterstrichen) nur schwach ausgepragt ist. Dies koénnte bedeuten, dafl
maoglicherweise nur schwach translatiert wird.

Das Stopcodon befindet sich in Position 1045, gefolgt von 482 nicht
kodierenden Basenpaaren bis zum Poly- A- Schwanz. In Position 1508 befindet
sich eine potentielle Polyadenylierungsstelle.

Das Protein beginnt mit einem hydrophoben Bereich (Abbildung 17), der nach
der Methode von Schultz et al. (1998) sogar als Signalsequenz ausgewiesen
wurde. EmSmadA besitzt, in Abweichung zu bereits bekannten Smads, keine
MH1-, sondern lediglich eine hochkonservierte MH2 Doméane (Abbildungen 18
und 19). Innerhalb dieser Domane befindet sich der L3- Loop, die Region, die
fur die Spezifitat der Interaktion mit der korrespondierenden Region auf dem
Typ | Rezeptor , L45, verantwortlich ist (Feng & Derynck, 1997; Lo et al., 1998).
Der L3- Loop ist hochkonserviert und ist fur R- Smads mit gleicher

Bindungsspezifitdt unveranderlich. So interagieren z. B. humanes Smad2 und
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Smad3 mit Rezeptoren des TGF (- oder Activin- Subtyps, wahrend Smad1,
Smad5 und Smad8 von BMP Typ | Rezeptoren aktiviert werden.
Der L3- Loop fur die Smad2 Gruppe, zu der auch EmSmadA zahlt, zeigt die

278 und Threonin (T?") wahrend an dieser Stelle

Aminosaurereste Arginin (R
befindliches Histidin (H) oder Aspartat (D) zur Interaktion mit BMP -Typ
Rezeptoren pradisponieren wirden (Lo et al., 1998). Der Bindungspartner von
EmSmad A ist also hdochstwahrscheinlich ein Rezeptor der TGF (- oder Activin-
Subfamilie. Dieser hohe Konservierungsgrad wird nochmals in Abbildung 19
dargestellt.

Weiterhin  charakteristisch ist die Konservierung von vier von funf
subtypenspezifischen Resten, die zur Interaktion von Smad2 und Smad3 mit
SARA bendétigt werden (Wu et al., 2000). SARA (Smad Anchoring for Receptor
Activation) ist ein Adaptor Protein, das mit Smad2 und Smad3 und Typ |
Rezeptoren interagiert. Vier dieser Reste, Isoleucin (1'%), Phenylalanin (F'%),
Tryptophan (W?'®) und Asparagin (N?*?), befinden sich an entsprechender
Position in EmSmadA, wohingegen an Position 217 kein Tyrosin sondern ein
Asparaginrest vorhanden ist (Abbildung 19).

Ein weiterer hochkonservierter Bereich aller R- Smads ist das SSXS- Motiv, der
C-terminale Phosphorylierungsbereich. Bei EmSmadA liegt mit TSVS eine
geringfligige Abweichung vom Konsensus vor, welche auch fir Smad2 aus
S.mansoni beobachtet worden war (Osman et al., 2001). Die Konsequenz aus
dieser Abweichung ist noch ungeklart, allerdings konnten Studien zum C-
terminalen Phosphorylierungsmotiv von Smads zeigen, dal® Serinreste durch

Threonin ersetzt werden kénnen (Kretschmar et al., 1997).
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Strukturvergleich verschiedener Smads

Hydrophober
Bereich

H. sapiens Smad > <
M.musculus
Smad
C. elegans Smad 4}_4

EmSmadA

S.mansoni Smad?2

Abbildung 18: Graphischer Vergleich verschiedener Smads. DWA = Dwarfin A Domane (MH1),
Dwarfin B Doméane (MH2)

Sequenzvergleich verschiedener Smads

50
EmSmadA
SmSmad2 SLVKJ§
SmSmadl ( BN = KIWAEKAVDSLVKKLK
HsSmadl s s N KWAEKAY DL VKK LK
HsSmad3 SRgF TEPRVKRLLGWKECHONE: E K WBEKA VIS LVKK LK
HsSmad5 WT....SMAf S BN KWAEKAY DL VKK LK
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EmSmadA
SmSmad?2
SmSmadl
HsSmadl
HsSmad3
HsSmadb

EmSmadA
SmSmad?2
SmSmadl
HsSmadl
HsSmad3
HsSmadb
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. . . . 500

EmSmadA ....vvnnnnn.. KINWC S\@aY YE LNNRVGIRWFHA S PRSI TV DG F T
SIS GEY P CINAYNS 2. Y O/ PEN/C S Y Y EYNER VG FHES S PG TV DGE T D Pl
SmSmadl VEY@E PKMWCS TVY YELNNRVGEAFNYA S SEEEDGF TDPSNN|
TSt MBNERYe Dy OFY VA Y EE PKHWC S TVY YELNNRVGEAFHASSTSVLVDGFTDPSNN|
SIS\ Dl O P Vil Y CE PINgC S IfY YELN@RVGEWFHASEPSMTVDGFTDPSNS
SISt Sl S SaD VO PVAYEE PKHWC S TVY YELNNRVGEAFHAS WS VIVDGFTDPSNN|

550
EmSmadA
SmSmad?2
SmSmadl
HsSmadl
HsSmad3
HsSmadb

600
EmSmadA
SmSmad?2
SWSWEIHINO SRNCN Y HEMH P TVCK T PPGCELK T FENQEFARIL T SVEHGFEAVYE
SEISUETNl O SRNCN Y HHGJgH PRI TVCK I PGCLK I FNNQEFAQLLAQSVNHGFERVYE]
ZEFSUETe el O SEN C NOERYGWH PATVCK T PPGCNLK I FNNQEFARLLAQSVNEGFEAV Y
HsSmadb5

650
EmSmadA
SUISUEYe el T TINMC T T RMS FVKGWGABYRROQTVTSTPCWIE I HLNGPLOWL DRV LOMG
SWSIETCHIl T, T MC T TRMS FVKGWGAE YRIROBVT S TPCWYE T HLNG PLOWL DVL.TQMG]
ZEISUEYS R T, TKMC T TRMS FVKGWGAE YEIROBVTSTPCWIE T HLFIGPLOWLDKVL TQMG]
SEISUETe M 1. TR)C T T RMS FVKGWGAEYRRQTVT STPCWI EHLNGPLOWLDKVLTQMG]
SRS to sl | TK)MC T I RMS FVKGWGAE YRIROBVTS TPCWIE THLBIGPLOWLDKVLTQMG
EmSmadA 660
SmSmad?2
SmSmadl
HsSmadl
HsSmad3 REESTRCEISNAS]
HsSmad5

Abbildung 19: Sequenzvegleich von EmSmadA mit S.mansoni Smad1 (AF215933),
Smad2 (AF215934), H.sapiens Smad1 (AF016189), Smad3 (AB004930),

und Smad5 (AF010607). Ubereinstimmende Aminosaurereste sind mit weiler
Schrift auf schwarzem Grund gekennzeichnet.

m = Spezifische Subtypen, e = “SARA” Bindungsstellen

Abbildung 19 zeigt einen Aminosauresequenzvergleich von EmSmadA mit drei
humanen und zwei S. mansoni Smads. Der Vergleich zeigt, dal} im vorderen
Sequenzbereich (Aminosaurereste 1- 150) fur EmSmadA keine Homologien
bestehen, da es keine MH1 Domane besitzt. Im mittleren Bereich (150- 450),
der Linkerregion, sind die Homologien, bis auf das gehaufte Auftreten von

Prolinresten, gering.
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Ab Position 450 im gezeigten Sequenzvergleich, was Position 121 bei EmSmadA
entspricht, bis zum Sequenzende bei Position 660, befindet sich die MH2 Domane, fir
die deutliche Homologie aller gezeigten Proteine besteht. Die starkste Homologie
besteht zu S. mansoni Smad2 mit 72 % Ubereinstimmung in der MH2 Domane und

einer Gesamthomologie von 20 %.

Unter Verwendung spezifischer Primern gegen die cDNA Sequenz, konnte der
chromosomale Locus von emsmad A uUber PCR in Form mehrerer
uberlappender Fragmente amplifiziert und vollstandig charakterisiert werden.
Der emsmad A Locus besitzt eine Gesamtlange von 4429 Basenpaaren.

Wie in Tabelle 8 dargestellt, beinhaltet er vier Exons zwischen 301 und 609
Basenpaaren, die von drei Introns, zwischen 266 und 1461 bp, unterbrochen
werden (Abbildung 20). Spleil3- Donor und Splei- Akzeptorsequenz aller
Introns, bis auf Intron 1, besitzen die kanonische Dinukleotide GT- AG an den
Spleil’- Donor und Akzeptor- Stellen.

Intron 1 enthalt ein atypisches GC- Dinukleotid (Tabelle 8) an der 5" Spleil3stelle, was
durch wiederholte Amplifikationen des Fragments aus chromosomaler DNA
verschiedener E. multilocularis Isolate bestatigt werden konnte.

Basierend auf der Analyse kanonischer und nicht- kanonischer Spleil3stellen in
Saugetiergenen wurde berichtet, dall GC Splei3- Donor- Stellen Teil von ansonsten
starken Konsensus Sequenzen sein miussen, um effektives Spleilen zu ermdglichen
(Burset et al., 2000). Im Einklang damit zeigt die Spleil3- Donor Stelle von Intron 1 die
Sequenz 5°-GCAAGT- 3" die gut mit dem Splei’- Donor- Konsensus 5-GTRRGT-3"
Ubereinstimmt, welche fir die meisten Echinococcus Introns charakteristisch ist (Brehm
et al.,, 1999b; Brehm et al., 2000a; Brehm et al., 2000b). Diese Normabweichung ist
relativ selten, wurde aber bereits vereinzelt beschrieben (Barnum et al., 1989; Grassel
et al., 1999; Lal et al., 1999).
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Exon- Intron- Struktur von emsmadA
Exons (bp)
1 2 3 4
301 476 144 609
I I Il
1461 266 1160
Introns (bp)
~ 1000 bp

Abbildung 20: Chromosomaler Aufbau der E. multilocularis emsmadA Locus.
Die Exons (1- 4) sind als graue Boxen dargestellt und die GroRRe jedes Exons
(in Bp) angegeben. Die Introns (I- Ill) sind als Linie dargestellt und mit schwarzen

Pfeilen markiert. Ihre GroéRe (in Bp) ist unterhalb der Numerierung dargestellt.

Exon |Position Exon 5" Spleil- 3 ' Spleil- Intron |Unter-

Nr. GroRe |Donor Sequenz |Akzeptor GroBe brochene
in bp Sequenz in bp Aminosdure

1 1-301 301 AAT G gcaagt |catcag GA CGA 1461 | Gly (40)

2 1763-2239 476 CCG C gtaagc |ttttag GT TGC 266 | Arg (230)

3 2506-2650 144 TAC CG gtaagt |ttgcag T CGT 1160 |Arg (278)

4 3811-4420 609

Tabelle 8

3.5 Experimente zum Nachweis der Parasiten- Spezifitat der identifizierten

Faktoren:

Da die ursprunglich zur Klonierung von emrtk1, emrsk1 und emsmadA
verwendete RNA aus Parasitengewebe stammte, das in Versuchstieren
kultiviert wurde, war es moglich, dal} die identifizierte cDNA nicht genetischem
Material aus E. multilocularis sondern aus Meriones entsprach. Um diese
Moglichkeit auszuschlielen, wurde Metacestoden Material ohne direkten

Kontakt zu Wirtszellen in einem in vitro System (Jura et al., 1996) kultiviert.
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Zusatzlich wurde RNA aus der Leber nicht- infizierter Labortiere isoliert und in
cDNA umgeschrieben.

Wie in Abbildung 21 zu sehen, konnten spezifische Fragmente fur emrtk1,
emrsk1 und emsmadA in RT- PCR Experimenten mit verschiedenen Primer-
Kombinationen nur bei Verwendung von RNA Praparation aus in vitro
kultivierten Metacestoden, nicht aber fur die Wirts- RNA als Template
nachgewiesen werden. Das Experiment zeigte die Expression der untersuchten
Fragmente in E.multilocularis, wahrend sie in M. unguiculatus nicht
nachweisbar sind. elp, als bekanntes Echinokokken- Gen, diente als Kontrolle
fur Echinokokken RNA. Als Kontrolle fur die Meriones RNA wurden Primer
gegen ein bereits beschriebenes, Meriones - spezifisches - Tubulin- Gen
verwendet (Brehm et al., 2000a). Dieses ergab flur Meriones cDNA ein sehr
starkes Signal und ein sehr viel schwacheres Signal fur in vitro Echinokokken
cDNA. Dies kann moglicherweise auf Kontamination der cDNA mit
Wirtsmaterial zuruckgefuhrt werden. Anhand dieser Ergebnisse konnte
geschlossen werden, dal® die identifizierten Gene aus E. multilocularis
stammen. Gestutzt wird dies dadurch, dald im die Sequenzvergleich gezeigte
hdchste Homologie von EmRTK1 zu einem EGF- Rezeptorhomologen des
phylogenetisch nahe verwandten Plattwurms S. mansoni besteht (Abbildung
11).

Weiterhin stimmt dies mit dem Befund aus der cDNA Charakterisierung Uberein,
bei der sowohl fur emrsk1, als auch fir emsmadA, die Echinococcus- Spliced
Leader Sequenz am 5 Ende nachgewiesen werden konnte. Die Herkunft aus
dem Parasiten wird dadurch bestatigt, dal® die zugewiesene cDNA durch den
Mechanismus des Transspleilens prozessiert wird (Abbildung 22), da dieser
Mechanismus der Transkript- Prozessierung nicht bei Saugetieren verwendet
wird (Blumenthal, 1993).
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1000bp

600bp
400bp

200 bp,

Abbildung 21: Uberpriifung der Genexpression in E. multilocularis im
Vergleich zu M. unguiculatus.

M:Marker-1: elp- 2:emrtk1- 3:emrsk1- 4:emsmadA- 5:M. unguiculatus Tubulin
links: E.multilocularis rechts: M.unguiculatus

3.6 Experimente zur Prozessierung der identifizierten Transkripte uber

den Mechanismus des TransspleiRens:

Obwonhl die vorangegangenen Experimente keine Hinweise lieferten, dal} die
emrtk1- mRNA Uber Transspleillen prozessiert wird, aber Spliced Leader an
den 5" Enden von emrsk1 und emsmadA identifiziert werden konnten, sollte der
Transsplei3- Mechanismus in weiteren Experimenten naher untersucht werden.
Es sollte zunachst gepruft werden, ob nicht verkurzte Transkripte von emrtk1
vorlagen oder alternative, transgespleildten Transkripte von emrsk1 und
emsmadA nachgewiesen werden konnten.

Dazu wurde cDNA verwendet, die mehrmals mit einem SL-Primer (Em10- SL)
und einem 3° OligodT- Primer amplifiziert worden war. Darauf wurde
anschlie3end mit fir emrsk1, emrtk1 und emsmadA spezifischen Primern eine
PCR durchgefihrt. Als Kontrollen dienten die PCRs fir die Faktoren elp,
dessen mMRNA nachgewiesenermal’en Uber den Mechanismus des
TransspleiRens prozessiert wird (Brehm et al., 2000b), und tub-1, fur das dies
nicht der Fall ist (Brehm et al., 2000a).
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Wie in Abbildung 22 dargestellt, konnten mit diesen Experimenten spezifische
Fragmente fir emrsk-1 und emsmadA erhalten werden, nicht jedoch fiur emrtk-
1.

Die Tatsache, dall emrtk-1 aus cDNA isoliert werden konnte, die mit dem
Spliced Leader Primer amplifiziert wurde, ohne selbst Uber Transspleil’en
prozessiert zu werden, kann durch zufallige, unspezifische Bindungen des
Spliced Leaders an cDNAs erklart werden. Moglicherweise wurde durch eine
gewisse Mengenanreicherung von emrtk-1 cDNA wahrend der Amplifikation mit
SL- Primern das Template in ausreichender Menge gewonnen, um Banden der

entsprechenden cDNA zu isolieren.

Eine weitere Rezeptor- Serin/ Threoninkinase (EmRSK2) und zwei weitere
Smad- Homologe (EmSmadB und EmSmadC), welche von Ricardo Zavala-
Gongora identifiziert worden waren (nichtveroéffentlichte Daten), wurden in den
Experimenten mit untersucht. Mit spezifischen Primern gegen die einzelnen
Faktoren konnten spezifische Fragmente in den cDNA- Praparationen
nachgewiesen werden. Dies deutet an, dal® die entsprechenden Faktoren

ebenfalls Uber den Mechanismus des Transspleil3ens exprimiert werden.
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1000bp
800bp

400bp

200bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 22: Uberpriifung auf Transsplicing
M: Marker, 1: em10, 2: tub-1, 3: emrtk1, 4: emrsk1, 5. emrsk2, 6: smad-A,
7: smad- B, 8: smad- C

3.7 Vergleich der Expression in Metacestode und Protoskolex:

Um zu untersuchen, ob die identifizierten Gene nur im Metazestodenstadium
oder auch in anderen Entwicklungsstadien exprimiert werden, oder ob
stadienspezifische Unterschiede vorliegen, wurden RT- PCR Experimente
durchgefuhrt. Dazu wurde die mRNA in vitro kultivierter Metazestoden (ohne
sichtbare Brutkapseln) und frisch isolierter Protoskolizes gewonnen und als
Template fur RT- PCR verwendet. Als Oligonukleotide dienten spezifische
Primerpaare fir die zu untersuchenden Gene. Diese Experimente ergaben, dal}
emrsk1, emrtk1 und smadA in beiden Entwicklungsstadien exprimiert werden
(Abbildung 23). elp wurde als Kontrolle der Expression in beiden Larvenstadien
eingesetzt, Meriones Tubulin als Negativkontrolle. elp- Expression war in
beiden cDNA Praparationen nachweisbar. In der Metacestoden cDNA war
Wirts- Tubulin nicht nachweisbar, in der Protoskolex cDNA hingegen zeigte sich
eine deutliche Bande. Dieses unerwartete Ergebnis 1&3t Kontamination mit M.
unguiculatus DNA vermuten, da die Protoskolizes direkt aus im Wirt

gewachsenen Parasitenmaterial isoliert wurde, wahrend die Metacestoden nach
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in vitro Kultivierung ohne direkten Kontakt zum Wirtstier reiften und daher einen
deutlich geringeren Kontaminationsgrad aufwiesen.

Die Expression aller untersuchten Gene in beiden Larvenstadien weist darauf
hin, dal} die untersuchten Rezeptorkinasen und Downstreamfaktoren wahrend
der ablaufenden Infektion des  Zwischenwirtes  zumindest auf

Transkriptionsebene exprimiert werden.

1000bp

600bp
400bp

Abbildung 23 : Vergleichs -RT-PCR auf mRNA von Metacestoden und Protoskolizes
M: Marker, 1: elp, 2: emrtk, 3: emrsk1 4:smad-A, 5: Meriones Tubulin
Links: Metacestoden cDNA, Rechts: Protoskolex cDNA
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4. Diskussion:

Durch die besonders in den letzten zwanzig Jahren durchgeflhrten, intensiven
Studien zur Entwicklungsbiologie der Modellorganismen D. melanogaster und
C. elegans konnten umfangreiche Daten erlangt werden, die auf eine
weitgehende Konservierung grundlegender Entwicklungsvorgange in diesen
Organismen im Vergleich zu Saugern hinweisen. Unter anderem konnte dabei
beispielsweise gezeigt werden, dall Homologe zu den bei Saugern sehr
wichtigen Wachstumsfaktoren EGF und TGF B auch bei diesen Invertebraten in
hochkonservierter Form vorkommen und dort ahnliche zellulare Mechanismen
regulieren wie bei Saugern (Livneh et al., 1985).

AuBer den Wachstumsfaktoren selbst konnten in Insekten und Nematoden
zudem auch entsprechende Rezeptorkinasen mit Homologie zu EGF- und TGF
B- Rezeptoren aus Saugern identifiziert werden.

Aufgrund dieser Befunde wurde bereits frihzeitig diskutiert, ob auch
parasitische Helminthen derartige Molekule und Rezeptoren exprimieren und ob
diese an der Kommunikation zwischen Wirt und Parasit beteiligt sein kdnnen,
also ob entsprechende Wachstumsfaktoren des Wirts in der Lage sind,
Rezeptoren des Parasiten zu stimulieren, und umgekehrt (Gomez- Escobar et
al., 1997).

In der Tat konnten bereits entsprechende Rezeptoren aus parasitischen
Helminthen identifiziert werden: Fur den Plathelminthen S. mansoni wurde
jeweils ein Rezeptor aus der EGF- bzw. TGF B - Rezeptorfamilie (Shoemaker et
al., 1992, Davies et al., 1997) beschrieben. Fur den Nematoden Brugia pahangi
ist ebenfalls ein TGF B- Rezeptorhomologes bekannt (Gomez- Escobar et al.,
1997).

Die interessante Fragestellung war nun, ob diese Faktoren und Rezeptoren
auch fur E. multilocularis existieren und mdglicherweise an der Wirt- Parasit
Interaktion beteiligt sein konnen. Im Fall von E. multilocularis war dies zudem
insofern noch interessant, da vorangegangene Studien gezeigt hatten, dal} das
Echinokokken Metacestodenstadium in Abhangigkeit von Wirtshepatozyten in

vitro wachsen kann, woflr I6sliche Faktoren mit einem Molekulargewicht von 5-
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15 kDa notwendig waren. Diese Beschreibung trifft unter anderem auf Liganden
der EGF- bzw. TGF B Rezeptorfamilie zu. Uber eine Charakterisierung
zugehdriger Rezeptoren in Echinokokken waren also Untersuchungen zu einem
moglichen Einfluly Hepatozyten- definierter EGF- und TGF B- Faktoren auf die
Metacestode maoglich.

In der Tat konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Uber diverse
molekulargenetische Methoden zwei Rezeptorkinasen aus E. multilocularis
identifiziert werden, die zur EGF- bzw. TGF 3 Rezeptorfamilie zahlen.

Die cDNA des EGF- Rezeptorhomologen, EmMRTK1, konnte charakterisiert
werden und ein vollstandiges Leseraster identifiziert werden. Strukturanalysen
ergaben, dal} sie fur eine EGF Rezeptor- Tyrosinkinase codiert, welche hohe
strukturelle Homologie zu anderen Rezeptor- Tyrosinkinasen aufwies.

Alle fir diese Proteinfamilie typischen Domanenstrukturen konnten identifiziert
werden, ebenso waren alle katalytisch wichtigen Reste an entsprechender
Position nachweisbar. Demnach ist davon auszugehen, dal} es sich um eine
funktionell aktive Rezeptor- Tyrosinkinase der EGF Rezeptorfamilie handelt.

Als wichtiger Unterschied zu bereits bekannten Rezeptoren dieser Familie
konnte fir EmRTK1 keine eindeutige, exportdirigierende Signalsequenz
nachgewiesen werden.

Es ist demnach fraglich, oo EmRTK1 wie die anderen Vertreter der Familie,
uber Golgi- Apparat vermittelten Export an die Oberflache transportiert wird. Es
konnten jedoch bereits fur Rezeptoren der TGF [ Familie aus anderen
Plathelminthen Hinweise erhalten werden, dal} Plathelminthen- Proteine,
welche nachweislich an der Oberflache exprimiert werden, ungewdhnliche
Signalsequenzstrukturen aufweisen (Davies & Pearce, 1999). Dies kdnnte auch
fur EmRTK1 der Fall sein, was aber noch durch biochemische Analysen
bestatigt werden mufite.

Es konnte anhand von RT- PCR Experimenten gezeigt werden, dal® emrtk-1
mRNA in zwei Larvenstadien von E. multilocularis, dem Metacestoden- und
dem Protoskolexstadium, exprimiert wird, welche an der Infektion des
Zwischenwirts beteiligt sind. Dies weist einerseits darauf hin, dal} das E.

multilocularis EGF- Rezeptorhomologe in Kontakt mit entsprechenden
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Wachstumsfaktoren des Wirts kommen konnte, vorrausgesetzt, er wird in einer
Weise exprimiert, die eine Interaktion mit dem endokrinen System des Wirts
erlaubt. Die Expression in beiden Larvenstadien lat zudem vermuten, daf
EmRTK1 an unterschiedlichen Entwicklungsprozessen beteiligt ist, welche
unter Umstanden auch unterschiedliche Liganden miteinbeziehen.

Klrzlich durchgeflihrte Studien zur Genexpression in E. multilocularis
Metacestoden hatten interessanterweise ergeben, dal} spezifisch in Gegenwart
von Wirtshepatozyten ein Echinococcus Faktor, EmEGH, hochreguliert wird,
welcher strukturell zur Familie der EGF- Proteine gehdrt (K. Brehm, Manuskript
in  Vorbereitung). Dies eroffnet die interessante Hypothese, dal}
Wirtshepatozyten die Entwicklung des Parasiten beeinflussen konnten, indem
sie Uber bislang unbekannte Mechanismen zur vermehrten Bildung des EGF-
homologen Faktors fuhren, welcher schlieBlich Uber Bindung an den in dieser
Arbeit identifizierten Rezeptor auf die Echinokokken Zellen wirkt.

Da sowohl D. melanogaster, als auch C. elegans jeweils nur einen Rezeptor
dieser Familie exprimiert, ist es sehr wahrscheinlich, dal} der hier identifizierte
Rezeptor, EmRTK1, auch der einzige EGF- Rezeptor Homologe aus
Echinokokken darstellt und so als wahrscheinliches Zielmolekil fur EmEGH
dient.

Es ware demnach lohnend, die mogliche Interaktion von EmRTK1 und EmEGH
uber biochemische und zellbiologische Methoden weiter zu untersuchen. Neben
der Interaktion mit parasitenspezifischen Wachstumsfaktoren ware zudem
interessant, ob EmRTK1 auch durch wirtsdeterminierte, EGF homologe
Faktoren stimuliert werden kann.

Die an dem zu EmRTK1 hoch homologen SER aus S. mansoni durchgeflhrte
Untersuchungen hatten einerseits ergeben, dall dieser Rezeptor durch
humanes EGF nicht stimuliert wird (Ramachandran et al., 1996).

Andererseits zeigt EmRTK1 jedoch gewisse Sequenzunterschiede zu S.
mansoni SER, welche mdglicherweise zu einer hoheren Affinitdt zu humanem
EGF fihren konnten.
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Zudem wurden in der damaligen Studie keine weiteren Homologe, wie z.B. TGF
a, getestet, welche die eigentlichen Liganden fir die entsprechenden
parasitischen Rezeptoren darstellen kdnnten.

Derartige Studien waren beispielsweise Uber eine Expression von EmRTK1 in
D. melanogaster Zellen beinhalten, verbunden mit biochemischen Analysen zur
Autophosphorylierung der Rezeptoren nach Stimulation mit diversen
homologen Wachstumsfaktoren aus Saugern, moglich.

Zur weiteren Analyse von EmRTK1 ware auch wichtig zu untersuchen, ob und
wo der Rezeptor in Metacestode und Protoskolex exprimiert wird. Hier ware
insbesondere interessant, ob EmRTK1 an der Oberflache der Metacestode
vorliegt und somit direkter Kontakt mit dem endokrinen System des Wirts
bestehen konnte. Entsprechende Studien sind nur durch den Einsatz
spezifischer Antikdrper gegen EmRTK1 mdglich. Die dafir notwendigen
Vorraussetzungen in Form von Sequenzinformationen wurden in dieser Arbeit
erstellt.

Auch die cDNA eines TGF B Rezeptorhomologen aus E. multilocularis,
EmRSK1, wurde vollstandig charakterisiert. Das enthaltene Leseraster codierte
fur eine Rezeptor Serin/ Threoninkinase mit hoher struktureller Homologie zu
anderen Mitgliedern dieser Proteinfamilie. Alle typischen Domanenstrukturen
konnten identifiziert werden, ebenso waren alle katalytisch wichtigen Reste an
entsprechender Position nachweisbar. Demnach ist davon auszugehen, dal es
sich um eine funktionelle Serin/ Threoninkinase der TGF B Rezeptorfamilie
handelt.

EmRSK1 unterscheidet sich von den bisher beschriebenen Mitgliedern der TGF
B Rezeptorfamilie durch eine Abweichung in der extrazellularen, cysteinreichen
Domane: EmRSK1 wies nur vier statt sieben Cysteinreste vor der CC- CN-
Cystein- Box auf. Dies scheint kein Plathelminthen- spezifisches Merkmal von
TGF B Rezeptoren zu sein, denn der homologe Rezeptor von S. mansoni weist,
wie die Rezeptoren aus Saugern, sieben weitere Cystein- Reste auf (Davies et
al., 1998). Ob sich dieser Unterschied in EmMRSK1 auf eine unterschiedliche
Bindungsaffinitat zu TGF [ ahnlichen Liganden auswirkt, muf3te durch

biochemische Analysen noch naher untersucht werden.
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Es konnte wie auch bei EmMRTK1 gezeigt werden, dal® der Rezeptor in zwei
Larvenstadien von E. multilocularis, dem Metacestoden- und dem
Protoskolexstadium, exprimiert wird, also wahrend der Infektion des
Zwischenwirtes. Auch hier ist davon auszugehen, dal3 die Expression des
Rezeptors in beiden Stadien auf multiple Funktionen bei der Entwicklung der
Larvenstadien hinweist, welche wiederum durch mehrere TGF B homologe
Liganden vermittelt werden konnte.

In diesem Zusammenhang konnte ebenfalls kirzlich erstmals ein Mitglied der
BMP-Subfamilie der TGF [ homologen Wachstumsfaktoren aus E.
multilocularis auf molekularer Ebene charakterisiert werden (Zavala- Gongora &
Brehm, unverodffentlichte Daten). Die in dieser Arbeit durchgefuhrten
Strukturanalyse von EmMRSK1 hatten ergeben, dal} der Rezeptor strukturell der
Unterfamilie zugeordnet werden kann, welche erhohte Affinitat zu BMP-
ahnlichen Liganden aufweist. Es ware deshalb mdglich, dall EmRSK1 als
Rezeptor fur das identifizierte BMP Homologe aus E. multilocularis dient, zumal
beide Faktoren in Metacestode und Protoskolex coexprimiert werden. Eine
entsprechende Interaktion mufite durch biochemische Analysen gezeigt
werden.

Da bereits fur S. mansoni ein TGF 3 Rezeptor Homologes identifiziert werden
konnte, das durch humanen TGF [ stimuliert werden kann (Beall & Pearce,
2001) stellt sich natlrlich auch hier die interessante Frage, ob ein
entsprechender Zusammenhang auch fir EmRSK1 vorliegt. Hier ist zum einen
anzufuhren, dall das TGF 3 Rezeptor Homologe aus S. mansoni (SmRK1)
strukturell zur Unterfamilie der TGF 3 Rezeptoren zahlt, wohingegen EmRSK1,
wie bereits erwahnt, strukturell der Unterfamilie der BMP Rezeptoren
zuzuordnen ist. Als wahrscheinliche Kandidaten fir wirtsdefinierte Stimulation
fur EmMRSK1 waren daher eher Mitglieder der BMP- Familie, und nicht der TGF
B Subfamilie anzusehen.

Bei entsprechenden biochemischen Analysen zur Stimulation von EmRSK1
durch Wirtsfaktoren ware es demnach vermutlich sinnvoll, sich zunachst auf

Faktoren wie BMP2 oder BMP4 zu konzentrieren.
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In Bezug auf derartige Studien stellt sich jedoch noch eine weitere wichtige
Frage: Die nach einem moglichen TGF 8 Typ Il Rezeptor Homologen aus E.
multilocularis. In den meisten bislang untersuchten Systemen aus Saugern und
Insekten ist fur eine effektive Weiterleitung von TGF B &hnlichen Signalen
immer ein Rezeptorpaar, bestehend aus Typ | und Typ Il Rezeptor, notwendig
(Miyazono et al., 2001). Sollte dies auch fur E. multilocularis zutreffen, mufte
fur Analysen zur Rezeptoraktivierung zunachst noch der zugehorige Typ Il
Rezeptor identifiziert werden, denn EmRSK1 ist, wie in dieser Arbeit gezeigt,
strukturell klar der Typ | Rezeptor Subfamilie zuzuordnen, was sich durch das
Vorhandensein eines typischen GS- Motivs und stukturelle Unterschiede der
Kinasedomane ergibt.

Andererseits hatten Analysen an C. elegans am Typ | Rezeptor Daf-1 gezeigt,
dal} dieser auch ohne zugehdrigen Typ Il Rezeptor zur Signalweiterleitung fahig
befahigt ist (Gunther et al., 2000). Weiterhin hatten diverse Studien zum
Vorhandensein von TGF 8 Typ Il Rezeptor in parasitischen Helminthen bislang
keinen Hinweis ergeben, dal} diese in diesen Organismen vorliegen (Gomez-
Escobar et al., 1997; McGonigle et al., 2002). Degenerative PCR Studien zur
Identifizierung eines Typ Il Rezeptors aus E. multilocularis waren ebenfalls
erfolglos, obwohl durch entsprechende Studien Typ | Rezeptoren relativ
problemlos identifiziert werden konnten (K. Brehm, personliche Mitteilung, diese
Arbeit). Es ist demnach durchaus mdglich, daf in parasitische Helminthen die
TGF B Signaltransduktion ausschlieflich Uber Typ | Rezeptoren erfolgt.

In diesem Zusammenhang konnte die identifizierte Leucin- Zipper Struktur von
EmRSK1 von gro3em Interesse sein. Leucin- Zipper dienen bekanntermal3en
zur Dimerisierung von Proteinen, die entsprechende Struktur von EmRSK1
konnte also madoglicherweise eine entsprechende Funktion bei der
Signalweiterleitung Uber EmMRSK1 ausuben. Es ware beispielsweise vorstellbar,
dald eine Assoziation der intrazellularen Domanen von Typ | und Typ I
Rezeptoren wie sie in Saugern vorliegt, im Fall von EmRSK1 durch Leucin-
Zipper vermittelte Homo- Dimerisierung ihre Entsprechung findet. Es ist hier
weiterhin interessant zu erwahnen, dal} kurzlich ein zweiter TGF 3 homologer

Typ | Rezeptor (EmRSK2) aus E. multilocularis identifiziert werden konnte, der
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ebenfalls Uber ein Leucin- Zipper Motiv verflugt (Zavala- Gongora & Brehm,
unpublizierte Daten).

So konnte auch eine Heterodimerbildung zwischen EmRSK1 und EmMRSK2 von
funktioneller Bedeutung fur die Signaltransduktion in E. multilocularis sein.
Entsprechende Studien sollten nicht nur aus infektiologischer, sondern auch
aus zellbiologischer Sicht von grof3em Interesse sein.

Zur zellbiologischen Analyse von TGF B Signaltransduktionsmechanismen bei
Echinokokken durfte auch eine Analyse von entsprechenden Downstream
Mechanismen sehr wichtig sein. Ein entsprechender Faktor konnte in Form von
EmSmadA im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert werden. Zusammen mit der
ebenfalls kurzlich erfolgten Charakterisierung zweier weiterer Smad homologer
Faktoren (EmSmadB und EmSmadC) aus E. multilocularis (Zavala- Gongora &
Brehm, unpublizierte Daten), zeigt das Vorhandensein von EmSmadA in der
Metacestode an, daf auch die TGF B Downstream
Signaltransduktionsmechanismen zwischen E. multilocularis und anderen
Metazoen hochkonserviert sind.

Die Strukturanalyse von EmSmadA hatte gezeigt, dall eine MH2 Domane,
welche fur eine Interaktion dieser Faktoren mit Typ | TGF B Rezeptoren wichtig
ist, in hochkonservierter Form auch fur den Echinokokken Faktor vorliegt.
Protein- Protein Interaktionsstudien an entsprechenden Faktoren aus Saugern
hatten vorher gezeigt, dal® flr die Interaktion zwischen der intrazellularen
Domane von TGF B Typ | Rezeptoren und zugehdrigen Smads sowohl der L45
Loop der Rezeptoren, wie auch die L3 Loop Struktur des Smad Faktors von
entscheidender Bedeutung sind. Die Analyse der L3 Loop Struktur von
EmSmadA hatte ergeben, dall dieser Faktor strukturell der Gruppe
zuzurechnen ist, welche eine hohe Affinitdt zu Typ | TGF B Rezeptoren
aufweist, die der TGF [ Rezeptor- Subfamilie angehodren. Es ist demnach
fraglich, ob EmSmadA als direkter Downstreamfaktor des hier charakterisierten
EmRSK1 dient, da dieser, wie bereits erwahnt, zur Subfamilie der BMP-
Rezeptoren gehort. Ein moglicher zugehdériger Rezeptor fir EmSmadA kdnnte
jedoch EmMRSK2 sein, welcher eindeutige Strukturmerkmale fur Mitglieder der

TGF B Rezeptor Subfamilie aufweist (Zavala- Gongora & Brehm,
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unveroffentlichte Daten). Da der weitere charakterisierte Echinococcus Faktor,
EmSmad B, wie EmSmadA strukturelle Merkmale der Smadfaktoren aufweist,
die mit TGF B Rezeptoren interagieren, EmSmadC hingegen solche flur eine
Interaktion mit BMP Rezeptoren, konnte die Situation in E. multilocularis also
dahingehend aussehen, dal (i) EmRSK1 durch einen BMP ahnlichen Faktor
stimuliert wird und entsprechende Signale iUber EmSmadC weiterleitet, wahrend
(i) EmRSK2 uUber TGF B ahnliche Wachstumsfaktoren stimuliert wird und
Signale unter Einbeziehung von EmSmadA und EmSmadB weiterleitet.

Unter Verwendung der in dieser Arbeit gewonnenen Sequenzinformationen
sollten entsprechende zellbiologische und biochemische Untersuchungen Uber
Yeast Two Hybrid Experimente und Coimmunoprazipitation kunftig moglich
sein.

Als signifikanter Unterschied des in dieser Arbeit charakterisieten EmSmadA
zu allen anderen bislang bekannten Smad Faktoren ist das Fehlen einer
konservierten MH1 Doméane anzufihren. EmSmadA teilt dieses ungewohnliche
Merkmal mit EmSmadB, wohingegen eine MH1 Domane in EmSmadC klar
vorhanden ist (Zavala- Gongora & Brehm, unpublizierte Daten). Die MH1
Domane ist in den bislang untersuchten Faktoren einerseits beteiligt an einer
direkten Interaktion des Smad Faktors mit DNA- Zielstrukturen. Zudem konnte
bereits gezeigt werden, dall die MH1 Domane mit der MH2 Domane direkt
interagiert und somit Uber intramolekulare Maskierung zur Inaktivierung eines
Smad Faktors beitragen kann (Liu et al., 1996). Durch Phosphorylierung des
Smad Faktors uber Typ | TGF [ Rezeptoren kann diese Maskierung
aufgehoben werden, was zur Aktivierung des Smad Faktors fuhrt (Kretschmar &
Massague, 1998). Im Fall von EmSmadA (und auch EmSmadB) konnte das
Fehlen der MH1 Domane zur Konsequenz haben, dald die entsprechenden
Faktoren konstitutiv aktiv sind.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dald es in dieser Arbeit erstmals
gelang, EGF- bzw. TGF B Rezeptor Homologe aus einem Cestoden auf

molekularer Ebene vollstandig zu charakterisieren.
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Damit ist die Vorraussetzung fur Studien zur Wirt- Parasit Interaktion Uber
entsprechende Signalmolekile auf molekularer und biochemischer Ebene
geschaffen. Weiterhin bietet dies die Moglichkeit, besonders die interessanten
TGF B- Signaltransduktionsmechanismen am Beispiel von E. multilocularis bei
Plathelminthen naher zu beleuchten. Weitere Studien zur madglichen
Identifizierung der zugehoérigen Signalmolekille kénnten nicht nur zum naheren
Verstandnis der Wirt- Parasit- Interaktion wahrend der alveolaren
Echinokokkose beitragen, sondern auch als Basis fur Entwicklung von
Chemotherapeutika zur Behandlung der alveolaren Echinokokkose genutzt

werden.

5. Zusammenfassung:

Zellbiologische Untersuchungen an Modellorganismen wie D. melanogaster und
C. elegans hatten gezeigt, dal® Wachstumsfaktoren der EGF und TGF B Familie
nicht nur an Entwicklungsprozessen bei Saugern, sondern auch bei anderen
Metazoen entscheidend beteiligt sind. Aufgrund dieser Homologien wurde
bereits vermutet, dald entsprechende Wachstumsfaktoren auch an der
Interaktion von Saugerwirt und parasitaren Helminthen beteiligt sein kénnten.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erstmals entsprechende
Rezeptoren und ein zugehdriger, intrazellularer Signaltransduktionsfaktor des
Fuchsbandwurms, Echinococcus multilocularis, identifiziert und auf molekularer
Ebene charakterisiert. Unter Verwendung eines degenerativen PCR Ansatzes
wurden zunachst cDNAs identifiziert, welche fur ein EGF Rezeptor Homologes,
EmRTK1, und ein TGF B Rezeptor Homologes, EmRSK1, aus E. multilocularis,
codierten. Die vollstandige Sequenzinformation der entsprechenden cDNAs
konnte anschlieRend tber 5'und 3" RACE Experimente erhalten werden.

Strukturanalysen an EmRTK1 (1564 Aminosauren, 174 kDa) zeigten, dal} es
sich hierbei klar um ein Mitglied der EGF Rezeptorfamilie handelt. Sowohl in der
Domanenstruktur, wie auch auf Aminosaure- Sequenzebene konnten dabei
hohe Homologien zu bereits bekannten EGF Rezeptor Homologen aus

Saugern, Insekten und dem Trematoden Schistosoma mansoni nachgewiesen
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werden. Das zughorige Gen emrtk-1 wurde vollstandig charakterisiert, seine
Expression in den Larvenstadien Metacestode und Protoskolex konnte Uber
RT-PCR Experimente nachgewiesen werden.

EmRSK1 (543 Aminosauren, 60 kDa) konnte anhand struktureller Analysen
eindeutig der Typ | TGF B Rezeptorfamilie zugeordnet werden. Hoéchste
Sequenz Homologien konnten zwischen EmRSK1 und dem Activin Rezeptor
des Menschen detektiert werden. Wie im Fall von EmRTK1 konnte das
zugehorige Gen, emrsk-1, vollstandig charakterisiert und eine Expression in
Metacestoden und Protoskolizes nachgewiesen werden.

Ausgehend von einer bekannten cDNA Teilsequenz konnte zudem ein
Echinococcus Homologes zu Smad Faktoren, EmSmadA, beschrieben werden,
welche in Saugern und Insekten an der Weiterleitung von TGF 3 ahnlichen
Signalen beteiligt sind. Obwohl eine flr diese Molekulfamilie charakteristische
C- terminale MH2 Domane nachgewiesen werden konnte, fehlt dem
Echinokokken Protein eine konservierte MH1 Domane. Zusammen mit einem
fur EmMRSK1 nachgewiesenen, ungewohnlichen Leucin- Zipper Motiv konnte
dieser Befund auf signifikante Unterschiede zwischen der TGF
Signaltransduktion von Echinokokken und bereits bekannten Organismen
hindeuten.

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit erstmals umfangreiche
Sequenzdaten zu EGF und TGF (B Signaltransduktions- Systemen aus E.
multilocularis gewonnen werden. Diese stellen eine solide Grundlage dar, um
entsprechende Entwicklungsmechanismen in E. multilocularis und eine
maogliche Wirt- Parasit- Kommunikation Uber EGF und TGF B ahnliche Faktoren

auf molekularer und biochemischer Ebene weiter zu untersuchen.
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7. Anhang

7. Anhang:

7.1 Abkiirzungen:

Abb. Abbildung

AE Alveolare Echinokokkose
Amp. Ampicillin

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

BMP Bone Morphogenetic Protein
Bp Basenpaare

°C Grad Celsius

cDNA copy DNA

CE Cystische Echinokokkose
C- Terminus Carboxy- Terminus

Da Dalton

dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytidintriphosphat
ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

DEPC- ddH,Odoppelt destilliertes Wasser mit Diethylpyrocarbonat
D. melanogaster  Drosophila melanogaster

DMF N/ N’-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleotide acid

dNTP Mischung der Desoxynukleosidtriphosphate dATP, dCTP,
dGTP, dTTP

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermal Growth Factor

E.multilocularis Echinococcus multilocularis

EmRSK1 E.multilocularis Rezeptorserinthreonin Kinase1

EmRTK1 E.multilocularis Tyrosin Rezeptorkinase1

elp erm— like protein- Gen

g Erdbeschleunigung (gravity)

GITC Guanidiumthiocyanat

h Stunde

IPTG Isopropyl- 1- thio [3- D- galaktosid

Kan Kanamycin

kDa Kilodalton

kb Kilobasenpaare

I Liter

m milli

M molar

MAPK Mitogen activated protein kinase

Min Minute

MOPS 3- (N- Morpholino) Propansulfonsaure

mRNA messenger- RNA

N nano

N- Terminus Amino- Terminus
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ODXXX
ORF
ori

PAA
PBS
PCR
PEG
Primer
RACE
RNA

RT

RT- PCR

SDS
Tab
Taq
TEMED
TGF
Tris

uv
Vol

WHO
X- Gal

optische Dichte bei xxx m

Offenes Leseraster (open reading frame)
Replikationsstartpunkt (origin of replication)
Protoskolex

Poly- Acryl- Amid

Phosphat gepufferte Salzlésung
Polymerase- Ketten- Reaktion
Polyethylenglykol

Oligonukleotid

Rapid Amplification of cDNA ends
Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR
Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Tabelle

Thermus aquaticus
Tetramethylethylendiamin
Transforming Growth Factor

TRIS (hydroxymethyl)aminomethan
unit (Enzymeinheit)

Ultraviolett

Volt

Volumen

World Health Organisation

5- Bromo- 4- Chloro- 3- Indolyl- 3- D- Galaktopyranosid

Zyste
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7. Anhang

7.2 EmMRTK1 Genomische DNA Sequenz (Introns: Kleinschrift und Fettdruck):

AAAAAAAAAAACGTGCAGTTTTGAACTCTGCCAGTCCAGGGTGATGTGGTTTTTCTAGGATGCTCCGGATTTGGACAAACGCTTTCAT
CCCTTTATTGTTTTCTGgtatattcttgcttttagtaattacatttagGGGCCAATTTTGCATTTAAGCTATCCCTTGCCCCAGAATA
CGAGGATATAAAAAgtaatatttttcagcattatttacggacgtttagTATGTCGAAGCAGGAATATTGATTGCCGCAACTCGATGAA
TGCTAAAACCTTACTTGCATACTATAAAAGACAGTATTCTCAGTGCACACATATTATAGGCAATCTTGTTTTGTGCAACTTAAAACGA
CTAGgtatatacttatcgcctaacggcattctecttagAGGATGGTAGTGATCCTGATCTCTCCTTCCTGAATTCAATTCGAGAAGTAT
CCGGCTATGTTTATATAGGTAATAATGAGGTGAAACGGATACCACTCATCTCATTACGGATCATTCGTGGACGAGTACCATATCACGT
TGGAAATGTCGGTGATGGAGCCCTAATTGTGACTCGTAATGCCAAAAATTACACTCATGGATTAGAAGTTTTGGATCTTCGTAGTCTT
GCCGTGATACAGGAGCACAATATAATAGCATGGGACAATCCAATGCTATGCCACTTCCAATACACCGTCGACTGTCCACAGCTCTTCG
TGGATGTGAAGAATCAGAGACGACTGAGTGTCTCTAAGGAGAATCTCATATCTGGCAGTGGCTGCGATTACGATACTGACTCGCCAAT
GCGTCGCAACACGACCTGTCATAGTGCCTGCTCCGAGAATGACGAGAAGGGGCACTGCTGGGGACCAGAGAAGAATCAGTGTCAACTT
Cgtgagtttttcgcgtactttttgecatatctctccectactgttggtattgtecttctcaaacaccacgtgacttcaaagttggtgeca
gcatttgagggtgcgagttaacttctcecctcecececgtcttaaaatgcagacaagggggaactaaagggatcagtctctaggettgetaa
tggagaagcggaaattgaccttgttcgtcgtaagtcaaacggggaatgatagtgectagaaggggaggecgtgactgcagaatgettegt
ggtttggtgcaactaccttgtcacggtcgecgacgtcaattagectgtgatttctaatttgectttggaagcaaactgtectgectggaat
atgactatgtgactctccataaaaattgataattaagtggaaaaggcctgggcatatcggagaatgaaagggtatttctctttctececa
cccgcttaaagtgaggtaatggggtctcagtttecctgatcttectcattcaagttgtggcatatcacattgtactttgacagtgecac
tccgtttcacggtcagatcgagtggagagatctcagacatatttgtgtggataccagcaagtggacaatgcatggtaaacaattgaat
gggtgttgcatctgcgcgcacacacacacacacacacacatcacgtagggcctggtaatgctgaagatagtattaaagatgtggagaa
gggagtaaatggtatggggataaccggtgatctggtggtttgcaaaaaaccgtttctcagcacaaattgctctatctggtaatatgeca
atcaatctttatttgcaacctaaggggtgaggcaaatcgactagccttggaagtttttttggtatttgtcaatgtacgatgtatgggg
tgcaaattgctgaatagctaacgccgeccgeccaccactaccgecattectttectecgattgaaataggtttaagecactgttgaagactett
aactcgttgatgtcaaggtcacttgtccagattgaagcgtaatctccagtctaatcaaaaacagtgggacgtcgcaccaggttgactg
ataagttgtattgctaccacaaatatggggcttgaagctaactagtgcctctattattggaggtggggtggectecgattecgtacageca
gacaagctctagccgcatccaccaaactcatgcgagatcaaagtaacaggagagcagtaccaccatcaggtcctegectegetaccac
tacatctaccctatagtaaaacactttcccecgettaggagttcatttttgttttacegectttgtaatttggettgttggacteggtyg
cggcagataatgatgacaagacgtgcttaattcattgtttttctttcectectctcaaaatgcattcacggcactgtgtggatgtggege
aacgaacttttcctaaagtcagagaacgccacaggagcatggtgggggatatattactggcatacagaggagccaagaggctgtegge
atagcccggcgagcggaagtacaatgaccgagecgctaattgeccagegtgatcaggacgectgatttaaccaaacaatcaaaaccttaca
ctggatatgtgtgactgtgtgcacttgttgtggattaccacttgtttggctattecgectgttactggcaaccatggctacattactta
tacttctagttgcgcctgtttcecttettcacegtggtggttcaacaccctaagteccectetgaagttttactattctaagttaggaatg
acaggtgattacctgatgtgcagtcgacctgagagaatatagacacggggctagaatgtcacaagaccctggaaggactcaaagagce
cacttaattacatgtataattagaatagtgttgtcctcttaccgtctttcgtttttactttatgtaaagGTTCAAAATGTACCAAGGA
ATCCACCACGTACTGCCGTTTAGACAACCCTTTCGAACGGATAAAGTGTGATGATGCCTGTATTGGCGGTTGCAATGGTAGCACCTCG
AATTGTTGGgtcagtttaaattttacgtctatcaacaaacaaatgctttctataacagtgtttacacagttcctctcatttttgtgee
atttctttttactttcaaccaggttttttggaattacctttcaagtggactttgtcacctecttgataggagcagagggagagggaag
catcaacacttgcctgcacatcggtgatgtaatccttttagegttgttccacacgtggectatccatcaggttaatttaagaccgtagg
aggcagcgtccggatgcagaatgtccaggagcgatgacacgacctctgetggtagaccagcacaaatcgttgataaccttttetgeac
ttttgctttaaagcggacacgcttagtggctgaaaaagaaagaatgcectttttttatccegtectgtagtagtgaggtaatacattatge
cacttgtcgtatttcaagtcccggaaacattgtactttteggggtggtttgetgetcacatectgeteccacctegetagagaagtaaa
ttacgccgagtgcttttgtattatagggggcgaaggaagaaatcatggcttecctactecttggectagtctaatctcacaggaaaggga
gcttttataagtttccttgtcecctcttatttagacggtttactagatgtggataatcttcecctactaaggtatttgtctaaaaaaaca
tcgtttcattacgcttaacatgccatctgtgaatccacttaagtttttectttgatctttcaacctecttacagtctttttatcactte
agcttcatgtgagtgggcacttatttgtcctttaatttaggtggttttttgecttcaaaggccctgaaagegtttaagtggaactettt
cgatggctatactgcagaagaaaagattgagcatttcgtcacaaatgecgtgacgecctgectectgatcagtttacgttcacacgttgeca
caagattggctggatttaaaataattcgatgatagttaaatagactagttctgtgaccccagtgttggaaatggtctagtgtectectt
ctctgagaaacggacaagcagagcaccaaattttcaaatttttatataggtggaccaaatgacacttcaccattcgcagagcagceceg
tggtaattcatttactttacctttgggccaaaaactgcacaaaaaaggtaatcggctaaccctttaacgcaaaggcaagaaaattcag
caaaaagtcctcgattaatatggaaatacacagtgaattctgtcgectatttatcggtctataaaatctctctgaccggtaagaaggt
gatgatattctaatatacctgtcccgttttaatgtcatccggacacgtgagaaagtgattatccccaagtctggtatggtggaattaa
acttttccactagtggggttgttagccaattgaccagcaagtggttcccatatcaaccttcagtgtctgaattgggctaacttatate
aattagacgaagaaatccccacaaccggagacaagtggttcagectgectttegtgectaaatgetecgtaaagaagggaaaagecttcaag
ctcattttttccccagtaaatgtggectttttecteccecececcagetgececggtectcataaaaaatgcaactggaaggaggaaatcactt
tatggattcctgcgaagcaaacttattggcecctacttgtaacgectttataaggagtggagtgagcacaccgtctaagectctagggaaa
tgattaaagtgcgatgaagacacctggagttggcactcagtttgagaaaattggaataacattgacagctccatgatgctacatgtac
gtggtaccggttaacaacctctctagagggagatttccatcggtaattagcacaagatagcacactaccgectgggtggggtaaggtca
ataacgtagacagagagaatgaatgtcattcggccatttcaattaccatatcgtcatgaaagaggtaactggaaggcgggagtcgttt
tacggatttttacgatgcaaacttattggtctttcatttttctacttataccgectgtataagtagcactataataacagacttggtce
ctagggagctgatagtacactgaaaacacctagaattagcagtcattttagggaaaaaagaggcatctatgattgctccataatttca
cgtgtgatagagtttgacactcaatggaggaactggctaacacccataagagcagatcttcatctggtaggggttaacaatttgcaca
aagatggcgaaacaccgctagccagttagcgtgaaacaaggaaaaaagtgccattcagtggtgtggtatgecgggtatcaagacaagac
ggggcatttgtagagcaagcgcaatctttacccaaataccgcagGCGTGTCGATCCAAGAGGAATGGCGACACCTGTGTGAGCTTCTG
TCCCCCACGCCACCATGTGAACCCGACGACGAGTCGACAGGAGCTGAATCCCGACTTCAAGTACGAGCTGCATGACATCTGTGTGAGA
CAGTGTCCAGgttggtaatgcgaccccecctttttgtececgtattegttgecattaattttttttcaaattccaaatactttgttageggt
tgacttgggaaaaaaacaagtctgatgttttatgctttgtaaacaggcaagggaattagtagcatctatactgttcgttcaatattgt
tgtccgcacaaagctttgeccacctctatatttcattcacttacctgectettetgtettggagacttaaaacacecctectgggaatece
aaactatgtggtgagagatggtaagttctcccttctgagectttgaaggectgtggctaatttectcagecactegtecgagagcacaactt
cactgagcccgggctaaaggcggagcgaagggtgttgaggegetagggcagtcaaatttgtetteecctetgttegtettgteccagaa
gaaaagagtagacctcctgctttaaccacceccttcatggacagectacccgtcggacaaaataaagcaggaaaaagagaccactacttt
ccgttaagagccattaccattcttaccccacgattcggaaaaatgaaagaggagattgecggttgttectttctectectectectatgtga
tactttaaaatatccacgccctctttacattctggegggcattagggaaattggtcttcactttatttttectecttectectcaagtett
aaaaaaggagcagaaaaagttgcaatttatgctttttgaattaggtaaaaagaatgcccagttttaatactttttecctaaaagectggg
aagtcgtaaaaagtggtactttttaggtattgaggtgggaaatgtgcgtcattaatcactgataactttgeggtttctgaaaaattta
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cgttaccacttgcctceccttgggagagggactaaaaggctaggaagaagaagaggatcttattaccctagectcggaaatgecttecag
tgttttcctegtectagtgtcgagegcaaacccacctttgaccactgcaaagtggattaggtcatgtgtettggttttttgtatgggg
gagggttgactacgctctggatgtgttcactaaggcgttgttctcgcacatcecctgggttgtcteccaaatccagggccacaattatee
tggctctcgtcaagtagacatttgcatatgaaaacgccgtaatgagtaaattgtttggggactaaacaatgatctggttgectgcaaa
aaaaccagttcttgtcaaaagttgggccttcaggttcattgtcatctagtgacgcatgeccgtaaaggaaaaaaatggtttttggtggg
catcaaaaatttgacttccaaattgatgaaatgagataagatgtttcaccccttacacaagctaacatgtccaaaggatcctgacact
tgtcaatggggatacgtaaaccgtttcattatgtgatgcctcttcaatagagctgaaaaattgctctctttectggagggtagggtgtt
ctgttaccacggccctcttgaagettectgcageccteggactgagttggatcacgtccagecagacttagetgacatttgatcaggggt
ccaaacaagggatggtggcgcgccaaccaattgacgcaatagggtaagcagtgaaccacaccgaaggtcacacattcgagtatcctga
tctagttaactccacctcatccegttecttgttagtecgaggetgttgaatecgatttgatttctagtgtcaaagtagtggcatttaaac
gagtctttgatattcaccaaggcatggcattccataaaacagttaccacaccttatgaacgcttttttgggtggtctatatctacgtt
aatcacaacgtccctactggcagccaccgagtccgtggtgttggacaaatgecttctaaatgacgcattgttgecttcaaatacatctg
tccacctagaataaagtgggaaatcctccctgagacecgtgectaacagectcaaaaggcacccatgettttectgggaaactgactcateg
gccgtggtggtaacaaattggaagatttagctcatccecttececectttttetcacctectgaccteggateggcatecggegetgttag
gcatttctgactgatggatgtgtctctacaagtactttcaccgttttaaatgtgaggaagaccttaatattaaattctttggctctge
ttgacagatatgacaaaagaaatgtgtttcttatctcttcegtttcttgtecttccagecagetgatacaatgtccgatatecctagaatat
gtcagcaaagtccaacagtgaaagtgaaggtagtacagtgaatatctcccacgtttcagacattcatacttcecgttttcacttcaatt
aatcattgtggagaattgtaatctttttatgtcatttctegtcttgtttttttaagecttctaggcaaaattacttgectacccgaga
taacttcccecctetttettcatttcagAGCCGCTGTTGAAGATGGACACGGTGTGCGTGATTGAATGTGACTTCAAAACAACCATACC
AGTGAATGGCAGTTGTGTTCCCTGTGCAAAAACTCCATGTGCTAATCgtaagatttgtttaacactctttctcaattecctggtaaaca
agtgcttaagtaatcaagcccaaaactagaggaggaagaaagtggctctctctettcecggactcatttttttttetecectteteccaa
cttataaatgtaagtggtgtcatttaagaagtagcgtgtcaggtgtcactcagctctactcgaaagaatgaaaatggatattaaacac
actcacagacaaagtaatgggtcaatcgagtgtcataccttgtggcagtccgtggtactgaaggatctggcactgtggecttegectgeca
agacgtgctgtaatggagagggagagagagattaacgatgacaagatgattttccttggcgactttactctcttcagecgatcatcctt
cgaggtcacgtttgtatgaatgaaacaatagtaaaaaggaacaccttgtcgttaggctgcattacacattattgcattcaagagccat
gaagtaggcacttttttaccatccgecttcttttcacceccttcagaattcggaactagaggecttgectatagttacctagtaaataaatg
cttcagtgctgcccatctttgaaggtaggaacaatggagaagaaattgacccecctcecctececcagetectetgtgtetetteteececttett
tgccccttttgtcttgcaaatgtaagcatcttgggccaaaataggtgectgegatccaaggggtagecgtgtcaggtgtcacteccagtt
cgacacgaatctgtccgcttaacaagaaaaaaaggagattaaacacacatacacatgcagattaaggtgtcaatcgggtgtcacacce
cacaacagttcattggattgagggatttggcaatatgctccatttgttgectcccccaaggcaaaaaagtaacttaggettttttgtet
tgttcatttttgtttgecctgaagectttgatcttaccgagtgtctacacatctatatatatgtatatacagtatgcagtgtgtatacag
ccgctcagaggaccgccaaaatgcattattgeccacttgaggtgaggecgcatggcgagagattttacecgegataactttgecacgecatg
gcagctcaatttagcgtctagttttggtcactcattttaaaaaaggaatattttactacttgaaatgcttttttgtatgettacttge
gcatatagATTGTGAACAGAAGGATATTTTTGGTTCGCGATTTCCCTTGATGACATCTGCGGCTGCARAGCGGATGAGCCAGTGTGTC
TTCTATTCAGGCGCTATCTACATCAATAAGGATTCATTCAAgtgagtatttcatctttectctttttatttagatacctgtagtcacte
cagttgttcccaagggtgtggcattgacgtgecggaagtactgtagccaaatgtggtagagtcaaaacgtctttteggtttgggegtca
atatggcattctttgtggcagtcctgectgtctecgeccagaaaaaaatagtgcagtgetgtegtgatgectgaatctagtttectttgea
agacgagctgtgatggagagtatggggagagagattaacgctggccagatgctgttccatagecgaggttatccttttcatecgagaact
tttcgggatcacatttgectgttgttctcagaggectctgaggcaggcattecctttaggatccacttegtttcacectcaaactttggaa
ttagaagctgttttaacccttttgtggtgaatctgcaggttcgcagggectgttgttttcccatcacecgatgacactatagectectgg
agccattcctagggaagaaaggcttattcccacctcactgaccagctaaatggectgttgacctggggagatcggtagaaattacggtt
aaaacaagttttattctgccgcattgctttaatctggaatggctgaagaggcggggaatgattgtacagaaatttatatacagtgaaa
gaaactatcgaattaccaaatggctttaatgcaagaaatttaggccgtaaatcaccacgataacatcatattttagcctaaattttat
tatttagaccaacaatgtactattttttgaaggtctgtgtaaaaatttgtaggctgccaaaaaaggaccttatcgaagtgaatatttt
gtagtttttttctgtccggttggttgattggtcaagctcttaattgectgcaaatagectatggegecgaccgtttectctectacteget
tgaattggcttataaaattatttttttacaaataccatcagaatcctttatggtaaaaaaaccgacaaaaagagaagattgatagaaa
ttcctactgacaaggcagecgtgtaattgactcactcttecctaatttgattaatgtcaattggectgtcattaatgggegtatttttaca
cacccaccatctaagGGTAACATTAAAGCGACCAGGCCTCCAAATTGAAGATCTCTGGAATCTGCATAATATACGCGAAATTGTGGGC
TACATTTACCTCGATTTGGATGCCTCCTCGCCGGAGTTGAGAAATTTGACATTTTTGGAGAACCTCTACAAAGTTACTACTGAATgta
atttgtttctgcatttcactttgattacattagtaaaaagggatgtttttttggtagttcaaagagctgccaactcatgactaccteg
atcagcggtgttttgecgcactttcacctgatcaacagcaatgttaatttcacaaaacaatcatttttgtatcagaggaaaaaggtgga
gaaggaggaataaataggtttccatgtattttgataaactaaattgaagaaacttttggcatttgttaattgttttacagTTTCTGAT
GGAGTATCGTTGGATCAACCTCTGGTGATATATCATTCAAAGTATTTGGAGTTTTTGGGACTAAAAAGTCTTCGCTATATGGACATGA
CTGCCTATTTGGAGGCGCTGCCATCTTTGTGCTATACAAGCGCTCTGGAGAAGATTCTTCCTGTTCGAACTAAGGGAGTCAAGGATCC
AGCCACTTGCAgtgagttgattggatgtaaattagccgtgtttttggggattcttgaataacgaggecctgacttacctctgaagggag
gcgaagaaagtgagtggcaaatttatcgcagtaggacgcgaataccagecctgttgegecctgtttececgaggetectectegagtttee
acttttaaatcctcctttctttcactgaatgcagacaaaaagcaaacaagttcctatttagecttgggactgecteccaccacatgegt
attagcgtagataaatacttccctccactttgaaccgaaacgcatgtctgatctgtctageggectcacagtttgeccaaatttttact
ccccececcctetgtetgttgttttaaattcaggatggeggetctectetcacccacattgegtgaaatgcaatcattectettactge
tccctttacgattttcacatgagtatttcctgtgagageccattaaggctaattaaaattacccaactacctacctaactgaggttttt
aagccgttctgttcatttactcggcacatcagtgcaaaagtgectgcatatcctaaggacaaaaaaaatgataacaatagggcagaat
atgtattgccgacttagaaggcctagggggcaggaggctgetggtgtggtectggataacatgacgecccggecgaaagtaagaggecggaa
ccttaaattctctcggaaccagcatggagagtttgaacaattaatcaaactgtgacagaatagtcatttaattctttctttettegac
tttgtgttattaagaggaagaaagaacattgagtaggtgatatttgaaagtcttcttatcagttggttctagtagaattgttttttte
acctttttttgaataaaatatccataaatttaaatagaatcatcccatttaagtccacgaagtggaaacagatcagatcttgecttce
ccagggtaatgcttttaatgtcacttgttgattctttcctagcaacggaagtgtcgatgttaggccatgaaaccggaagtggaacttt
taaattgccttccgectcacagaccttcatttgaaataacttttcactatcagatagtagtaaggaggggaaaaggaaggttatttaaa
aggctaaagtaattatgcttccaggttaatttttaatgaaaatctgtctaatttgtctatccttcttatttaggettgtgggaaagga
aggaaaaaagttagcttaattttcctcttgaagacggctcaaccgttctaattaagatagecccatggcaatgtctaatggtagatctt
ttttcctctaggacgtgaatccgttttcatactttttattatttecggctaaaattcatacttttctagtaccaaagccgcaaaattat
agctaattgacttgaaagaccctcctectagtttgtttgaatctttctacttaccttetgtectcattcaggettgacataatccatat
gttattcaaattcctcttecctcgttectectecececcectectettataacacaggegttaatatcataaataagagegcatgtgttecac
ccattatccctcttcagccacattatctttgetttgectcatgacctattaacttgegcatttaatctactttggaaaagtaacgage
actttattgtttaaaacttcattgcgcagaaaatagcatcaaaacattaagcaccagatgctagcttctaatttaaagtggaagaagt
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taattgtaaaaagatctagacgattatgtggaataaatagaacccacttctttcaattccatatgcatactttagtgaataacatggg
agagatggaatagtcgattgtcaacatcaagcagtttatacttacacgaatttgtcttctctttagececgeccactgtctggaaaaaaag
ttcattttgtacgttttctacaaaccgagagaaagaggaaaaaaaacttgatttcctctacacaacggcattcaaattaggctttaaa
taccgaaaaagccttataaatgatgaaggcaatcaattccaaagcgattgtgaaaatagagatttgtgtaattaccttgagaaattta
aaattcttttttggccaaaatgggtgtctttttccgetcaaaagtggaaccacatcaaggcacctcgattggatcgcatcactacact
gctcgecgatttggteccgatttcagtaccaccgecacgeggtagectaccgattattgacttgtgaattagtcagetagtegectattgg
ctggtaaagcctgaacatcgatcaaagtgcgctatacttatcgatttttctgtecctccaagaatatttaatacatgatacgaagtaat
ctgcttgctttgttgatggtcgaatcagtccgatgtatttcatgaaataaattttcagcaaatatttggatgatattaaaaagttgtt
aaattggaattaaaaattatttaaaatggacaacacaaaaaggcattttctggctttgtgggtgggcattttgaatttccecttggttt
atatgagattttgactagttgcatatgaaaaactaatgctattatggattactacagttttttgttgtcaaattgagttattgcttat
tggtcgatggtctctcaccgcgaacctcatggagggecgtggtttgtgattagtgatattaaaaactaacaagtctgtgtacgcactga
cccagtatgtttgacctcttgaatcttectectacctgecagTCCGGGAAGGCCACGTGTGTCACAGTGAATGCCTCCCCGAAGCAGGTTG
CTGGGGTCCTGGGCCCGCAATGTGTGCCCACTGCTGCACCTTCGAAGCCAACGGTGTCTGTGTCTCCGATTGCTCTGAGGCACCCGGG
TTCTACCTCCCCCCGAGCTCTGCTGTCTCTACGCTCACGTCGAAATTTCGTTGTCGCACTTTGCCACTTTCAATGAAACAAGTGGCAC
AAATGCAGGAGGAGGAGGTGTTAGCGGCTATCCGACCTGCAGTGAAGTGTGCACGATGTCACGAAGAATGCGCGGAGTCGTGCACTGC
ACCTGGGCCGGATCAGTGTCTAGGCGAATGTAAGCATTTCAAGgtgecgtctaagacatagecttatcaagttccaagaaatecctececeg
ttttttagattgttgtcttttctttectgecttcttaaccaccccagetagtaattgtggegectagtttaccacgttgtgaaagtgte
attaccatttcgctgtggcagtttatcaagtacgcactcggaatgattcctggtatctcatecttecccattectteccaaaacgeegt
gggaaataaaaacctagaaaaggtgttaatatagatcctcagaagagccgcattatcaggggcattgatgacactggecgtggectttat
taccgaaaagtatgtgttgatgtactccecctacggcacaagtatgaaaatttactataagactgctttaaaacacgccgtgatatatt
taacgggtatctcacggtcacaagaagttgcagagaattggccaagcacagatttttttaactccgagtagaccgtgttteggtgtag
cggttcccaccgatggaacagcagaggctttaaattcacagettttattaaaagaaatgtctgaaataagattacctagectcgaaaag
aaatacagaataaagtttatcaaaggtgttgagagtttgtctggcctttggttaggccttaaaagaaggcctttagttgecatccgttt
ttccgtattttttecttcatagatacgcagegtctattgttcgacaaagtcatcttgttacttcatttgttttacaaacaattgtcaa
actgctaaaggcgagtcgtgatcggaggaatgaattggtattttaatgtatcttttgattgetttttegagettttgtcaaacgtcag
gacatctcagatggctatcttgaccacatggtatgagaggcgatcccccaaatgttcecctcatttacttectttttgggaatttatgtg
ctagcaatcattagacaacttatttctggcttcecgtctctgaagcacgtcacttcaattccaatcaccatgecttagaaggecgttaaggg
gttgtgactcctttacagataacgtaattcaactttaatcacttcaatttaaccgtcgaagtgttgaaatatagagcagtaacttatg
cgaaggcttggattccagcctagaagtacatatttgcatccattccagecgatagaacaccteggttttgttcaagaaaagaatggat
ttgttgtcccagcagagccceccattgecatgtatgtgettatcccaggatttgatgecagaatagettgttaataaggttgagttagtet
ggaattgccctgttacaccccatcatecggtgttggectttcaaagtgetctttttgaatccgaatgettgggaatcattggaaatcaag
ggcgtggcagttggcagttgtacgtagcgcacctaccagtacaagctcatcttgaagcaacatgattccctctatecggttaaacctgg
ctgcttcttctaccactgacaaaggctacattggtaagctgtctcactacgactaagecgtcccaccaacattcteggecttgaagtect
ctatgtcagtagataccagtggattcggattgtatgttttcgttcgtaagaaacgeccgttgactaccacaagctattcecctggeggta
cgtaatacgattggtgcctgecttecttgattcacggtttacagagtggaatagaccgecgaaatatgecttagacecgetggtagtgttgt
tccagtacagecctttgggatatttcagctccactcaaagacgacgttagaagagagagecgtcatccatctgectaggtacatgtgecaa
caggggtgaaggatgcatgtcgggaaccgcctgaaccacctttgggttcategtcatgtcagtgtggcagaagtggececgttggtatga
tgtgccgggagtcatccatttctacccttattttectgatgttcagtgtttetttgtctacttaaaactegtcattgtttaattttttg
aatgattttgttaggctaaaagtaaattgcatttactcattcaacaatgcatgtgcccactttgegcacagaagtatttcecgagecca
gagtcaatcatgctggggcaaattatcctcceccttttttcagtttagtggtaaaaaattctcataaatttaattgatcaccaacatttt
cctttctcatgtttgtactactttaacgtgctegetcttgtcagegttggacatccacattcagtgtttgaatgaggatgcacgtgga
gcgttcaaatcagactggatgcaataagtgagacactgccgtagtgacactaccaagtggecggggttgtegtgtetgtttectctcaa
gcattggtaaatggactggtcaatcaagatgaaaggcaccgctgcgtaaaataccgtatgectgataaaaggtgcttcttacaaaggaa
ggtgtacaatgcggaccaggaggggtgactgtttcaaggacgacagtgtgtctctaagectttgttgcacccagggtttggcaatecece
caggttgcagttttaacaatactttgtgcgtgtgatcattcaacaggtgatagatcgtctgttcaatcctacgatttctggegtgatg
aaattgcatcaactgtggaaaggctgcaatcattttcaaacgtttacttatcggacagtaagtgactgatgaaataagcgcatagaag
gattgtgagaaaaaattattgcaatttgtgtacgcgcatgctatttacgatgttaaaaattcctggtcagaagaatttgaaaatcttt
ttacccaccgtgatcctacatttgtgcatatatttaaatgatacggctacaatatcttgetgtctaggectcggtgatgtaaaatgtat
gtccaacattatctatctatcacaatcctccctattttaaatcgggcaaaaaaattacacgtcataacaatttgetttgggtgetgta
cctctaactccttgcatcectttaattgtacatctttcctactacactatgacattcaacgaagttttttattggeccagtcaaataat
tttatatggtctttttacaaaaaggcaacaaattaaatgatttattcgtctagataatcgctattggaggtgtgaatgtgeccattace
aaaaattgtggggcgaatccttccgtggeccatcttctegtggtegacttttgecagtgggtgaagtecttgecattetecccatetggtga
gaatgggaatggcgctttcatcttactgagttataggctgtgactgtttctgaagtaggtttttcttecttgeccactteccgagtegta
tcccatgggcaattaggegttgtatgaactttagtaagttgatagtgectegtgaacggeteccgtetgtgggtttaaggtgatgegta
accccaaaatgaattgtctggtgataagcgaccacgtggcctttttectegtctaacatggagagagataagctatttcttategeatg
tcaatcagccaacgaagaatttctattgggtggatgaaaaaaaaatgaggaacttactggctcagcaatcgtecctgactacctggeecg
agttacggtggttctttataacttggctacaccaaatgtgatctgctgccacatgatgaagtgggacaaacagcttgcgaacccttge
aattgatagtcttagatcacatcaggctcatgaatgctaaaaaaaaacaattcaaagagcgccagccaggcagatggatatcactgece
ttatgtggcataaaatccatttaccccttttcaattcaacacaagttgtcagaggttactgectttcectcagtcatcagataggagageg
ttttcagtcgttcattgtcaaatgtgggtgctcttctaggttgcaatatcgaggtgectgetttgacacttaaatggttaacaggttaa
gatggtacaataaaattgtcaaagtggcacctccacaatttaccaccctcaagctcattcactccaacaattgtcaatcaagatgagt
gtgtttctcatacatcacagtccatgaataaggccacagtgaacccaaatggttagaattactttgttatttttttgtecctttttget
gcgaaacgcattctcggtttagagaggacacgtacatgtgecgtagaggctgactcatctecccecttteteccacaggtctaatctecatg
ctgacgacatgttaatgaaaaggtgttgggatgtcgtgaaaactcgcatcattctcttttgaccttttgectatgaaattaaagtgte
gctcaatggcattttagacaaaggcttgagcaaaatttctgtgttcaatattgtcttaaaaaggcttagaaagagcatcagctttctt
gcacaacaatgcttcttttacttccagtgtcgcatatatttgtggaactctaatttccttatcaaaattccgtgtcacaaatatgtga
cgcatgtccattatcaatttgtctaaactactgccactggagecgattggectttggagcaattaaatagatgtttctactcecttectgge
ctgaggatggattgtaagcagcggttgtgaattgatcaattcggtaaaaccagtatcaatgtcaaactggggcaattaaaaccceggt
ccgtgttaatcaattggcaactagaggatctggtagctaaggcgagagaaaatatttctttcatcccgagaagaggcaattctactat
aaaaacattgtgaattgaagaattacccaccttatgctgcgaataaacgatgcgeccggtggcgaaaaatgtgtgataccgtgacatat
tcgggcgttgeccecgatcatatgatgtggatttgtcacctcaagteccacaccttattcectcatgaaaaccaatctcttacagatagaca
gaaaagtaggtgcaaagatctgactttatttagctgctatgggtgaaaggtattccaccctcccagcaatcaattagacgttattaag
ctgtctttgaagtctttgtgccaccgtgtataatcacaataattggcatttttttacatggctctectececgtgecccaateccccaccat
cctctccecegtecttacctcaaacattttatgttgggtgtcaaagtgtcaactcaataggaaggtagatatgagctaccaatatttcat
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cacaccaggaagatgtcagaggtcgccagaaacattttgggacttcacggttatatgtgtccagaggaggecggttgttaaaggtctat
taggttttattggcctttctttcattaaattttgtaaatttatccagcattgggagatactttctececctacaacgttctagcaagget
ttcaactcttgaggttggcgttttcattcttttggaacaagtttgcaaatgctgtcactaatatggagttaaagtcactctcgtagag
tgacaagcagtacgaaaatggcaacaccattaccatcattgtcatggtccaaagaactatagtggatcatgacgtccggaagtgaage
ccaaggctttatttgtcaagccctaaaggtgattagttaactcggctcatgaattgcaacccacatgettegeccatteccattggtttt
tgtctcctcattttagTCAGGAGACACTTGTGTCAAGCGCTGCTCGAAGGAGCAGTACGCTGAGGAGAAGCAGAAGCTCTGTCAACCC
TGCAACTCCAAGTGTTTAGCGTCTCTGAAGTCCAAATTCCCTCCAGATGACATCTCCGCGTGCTCTGGACCCGGCGATTACCTCGGAC
TTGGGGGATGTGCTTTCTGCTACTTTGTGAAAAAAGgttggtgagggaaatttgtgaagtaattactgaaaatgggggaagtgetttyg
gttctactaaagtacatgttgggagcaaggcaaaaagtcacagagataaaggcatccaattatagtcctttcgtcectcgagecececttg
taggatggtgtaccgtgcgcacttttgatgtgctggactactaaagtacacacttacattttgectatacttgaccttatagtggata
tcagcatatccaacatgtcgtattgactagtgaggagaaagtcaacatgaacactagcttcagaaagtggccaaacgtttgagagtaa
tctgtaggcaggaattagttggaatatctggaacttcaaaatagaaccgtcaatatcatctacagcaatgatctcttcecttgttegg
atcaacttcttctcttcacttecgttgaaatgececgettccacctgactgttggegegggtctacgecagtcacecceggecaatggtetta
aggcgcagacggggggaggctttgaatcattaattaagggacaaaataatttaatcttcaatggagttggttgtgcagttattttaac
gttggtctctgtaacccacttagactgataatctgaaagagttgtttactaaaaggaggtaaagtctaattatttaaattacatttgt
ctggtattagcgatttcatttcaccctgttgtgttctggctactagtacaagegtgtttttgtatttattcaaacaaaattceccagee
agcaagtagataaagtggtttgacaaaaaaataacaatattgcggaactttttgtccttttgtctcacgtatactctgectctacagtg
tttccccaggtaggagggattgttgattgggtaggtggectggacgatttatacggttgatecgtttatctctacttagtgattataaag
gtgaataaatgaatttgaatcattagatcgactttattttccccacgacaattctacggttcggcagtaataatgggaaaggtgtatce
cattcatagaaatttatctcattagctttcctctcttctaattggtaggtgttatggectggecgtatatttectgtttctattggtcaa
agcacaaccttggataatatgtggggggattgggacatggtaattatagaactgggctagtttttattattgtatgaatattttacca
aatttatttaatattttaattgagcctgaaacgcatctatttattgttggectggtagacaaaatcctgaccaaaaattggtaaacagg
aggagtgggagaaaattggactaaagtaattttaatgttttgctatatgaagatcatgcaattccaatcaatgaggacgaagggacac
agtcattaatttcattccttcctecccatatccatctgteccatecttgtgteccgaagaaatttgtgcaattttgtegggatacatcactg
tttcaagcccttgggtaggctctttgcaaaaggggaacaaaatatatccaccatacacgcatgaatttgttaatttaagggcagagga
gtggattcatctactgacagtcgatttatcacattcagttattcccacctttectectectgaaagttttatgaggtacegeggtcaage
aaatttgtaattgcagaacgactgaatgaattccgtaaaacaatattagataagcgtagagagatttaacatattttatcctttggeca
ttaattgtacgatgagtaggaagtactaggcctgatgataactactgatgtgtaagtttgcctatcgtcggaacacaaaagccacttt
gcggtggaagaccgtcaacaatctgatatgcecctaacgtgtttecttttttcaaccggcaatgtgtaaaaagtgaaatgaagcagaaca
tgatgggttttgtcacttgttggtacatgcgccacccatttgtttggcagectctcactgcaacttectectececccaattgttttcacaa
gcatcaacagaatatcacgctatcactcaaaccagacatgcttaaaagtctaggcagtgaggcttgaattgggtcaagttgagctgac
tttggaagatggttccaactgtgagcaccttgaggcactgcgaagagtactgcagtggaccaatggactgactaactgattggctgat
tgactaacgcctatctgtccacgcacactttacaatgattcaagtaaaaaatggaaggcactttccaagtgcttacaagtcacaacaa
gttgtgttgtaccggagtataccaaaaatcgcgccaactcattggtcacctggtacttcattttgaccaccctttctactacccactg
aaacaagtttgccgttaacttctttaacttggaaatactatagctatatattttatggcaaaaatgacgtattgatttgagtttgaca
ttttgaggttatccgttgataagaatggcatgtctatgaacgctgacctgectgatggattcgcacaaaaacaggecggggggatcgga
agatttcgttcattttcaaaaagcgatgtgaaccagactaatggagcatcttctcacagecttgggctattgtttactttatttgecat
ggaagaaatcccaaagttttgtagattttttttgtaagatgctcgtgaaatggtgttagatagttcttectctgcacatatgtggaaga
caatactcctgtcggatttttagggaactgaggtttcaactcccatttttctggataaaagaaaaacgttttcccagcaaacgttttt
ccatttcctctggececgecatteccatecctcagtegtteggacaagtacgcacactaccacacttgagtcageccatgaactacaccgaceg
aaggctgttccgtccaacaaaatctgecttttttacggetttttcttctagttattgeggttctctaagcactttgegtetgtcacace
aataagaccattctctcatgggagaagctacgtttatctttctactgagcacagatttcattccagatgaacttgtgectccaggatca
ccctectgecttcaaagttcaatctgtgacagatgecttagtccatgtcatgttgaaatcccecccaaaggtactececctgtggetacaac
tccatcgtctgececgtcacaaccattattggggggtaaaactattttccaccatctcatctagaataatttttecccagecttaaccac
caagctccttaatgttctgcatttccgcaccagacgaatttagcatgeccaatcacctttggtcagaacatttgtctaaaaataagett
ttctagctgaacacgtggtcctecttcecctagactttaagtgectcagecacgegteccgggecgatgaaaaggaattatgettccagatt
ctagtagtcgcctcattctttccgcagaagecggagaagectcacctetttcattttgttactggttgagatagagaacttaaagcacg
tatatttgaggttcctcttcatgacctttgegecattcaggagagatctctcttttatgtegteccagtactggectgatectgtttggtta
caagtcctcttaagaggtaaaaggtctgtaaactagcagtaggacagcatgctaaaattgtttcattttttgatcagACAAAGCCACC
TCCAAGTACCAGTGCCTGGATATGAAATGTCCACCCAAACACTTCGGCAACGCGACATCTTTGACGCATCTGAACTTGAAGAAAGAGG
AATTTCCCTTAGTCAGTGTGCGGGCAGCAAATGCGGATCTTCAGGAATGCGTTCCCTGCCATCCTGAATGCGAGGTTTGTGTCGGTCC
AGGAAATCACGTCTCCGTTTGTCGAAAATGTCGAAATTGGATGTACCGGTCGGAGTGTGTCAATGCCTGTCCTCCTGgtgagttageca
ctactgattacttgaatgactggctgtcgttctgtcggaaaagtggttaaactctgattttaaattttttttgaagaaaaaacattta
accatgataggatgactgttggtaaaagtgggaatttgtgcaacgtagcaacgggtctacttaatgatcggtcaaccttgctcacgeca
tttaaactgttatcatggcacgtttaaaattttcatgtagcaatcttttttgtgactgggcatgacaatatcttagecgectctattet
catccgaagccatagtagcacattgtcggtgtggaggattggctaggaggctatagatgtgtccaaagecggaagttcaaaccgeggag
cttgaggagctcgcacaatcaattgtatcgttaaatggctcaaaaatgacattatacagtcgecttcttttgagcacecgtagttggte
gtcacaacttagccactaattccaaatagaggtgaagaaactttggtgcatttgggctatttcattgcatceccttttttcatetttet
cttcgtgagatactgtggaaagaggactcaaattaccgtctccgttactctttaacgagecgcatttcatgcaccactttectgaagtt
gataccccgcgtcttttectecttacegecttgttectcatttcaaggtttectcagecatececctcaatctaaattettttcaactteca
gaggtacagagtggacactacttacttcacgtgaccatcacaccttttcgatgatggacattctcctatcatcaaaggtgttcttttg
gacagcacagtaataagaatgcttatttagaaggcggttttactgttgectgtacaaagagagaggtcctcaggggtcctaggtgtgag
gcattgctatgcctcaagacggtagcactaacagtggggacagaagtaccggtttaattaactacttgtgtgaatactccgaatagtt
tcggaggagatggttaacataacgectggtccgattcacctccgtaatgttttcttaaataaaaagaatatgttagaaaatgtttaatt
atcacaaatcaggtgtcaatcttctactgtctagatgaaagtggttcccecctcttaaataaaaagtaataagttgacaaatggcttga
cgccttggcatgtaaaaaaagaggagaggatgccaagttgtacttgccacacgttcaccecctgggtaagatgeccaccgttgatgegte
tgcattcacaaaggcaacgtcacaatttgattactgactgacaaatgggtgtgttttgtacctcaacgcacaaattaaaccacccatt
acacgtcaaactttcacgtacctataatttttaacgtcatccattttctcaccactttggtgggctgttcgaatctttgaataggttt
gaagtggctggcaagacaaccttttaaggccctacgattacaagacagttgectccccecggggaagagacgecccttcatgtgatgaga
tgcgtcaaattgaatgggttacttcaacgtgeccctttettttagACGACACCTATGTGCCGAATGCAACGGCAACAGAACACCTCTCA
GAGAGAGAAAAACAGATGTTGGAGAGGCGGGAATGCCTACGATGTCATGAGCAATGTGCTGGAGGGTGTACGGCCTACGGACCGGAGT
TCTGCAACAACTGTCGCTATGCCAAAATCATGATTGATGTGCAGGCGAATAAGgtttgttttgtctcagttgatttaagtatcaaaga
ggaggtatttacaattcctttgttatgtcatgcaaattgtatctttagtcctecctcactatecctcaatgtcattcatttatgecctat
cttttgtcaagaagttataatgggaaaatctccctctctegtgactttgtaggcaatcaaaacaaacggccacctttatttagagaaa
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tcctaatgggaatttttacttcttccataataacaatgaaactcecctgtcattgggectgggageccatccattecgagtttaaagetatceca
taaaccaggacagggcaatgcttgttgtccaaacacacacagacattttctttcecgeggtttcteecctetgttatttcactecttttt
ctcecgttcecggectctaggtggactttctaactececcctecgacagetectatgggggaactgtaggecececececctecccaaccectattagg
cacgcctgttaatgctgatgaatttgtgttctectctectgtcatatgagagaacatggatgectttatctttgtggcaatttacgegagg
gtgactgccacttaaccacacgagagcagtcaatttgtcactcaggtgtactcacaatacatgctcagacttgactgecttttgtcgaa
aagacaatgcaataaacgacacaaaaggttgattgccttttttttactatccttecccacacgcatgatggaaattttctttectttga
agtttatcatcaagatctgaggtgacagcttccatttgaacattcacaagaaggcgcaatggcaaaaaggggggagcaacaacagcag
atgcgtacttttatgaggtccaattaaaaaagcagctccttacatttgttggaggtaaaagtacacagacatatagttttttaaagag
gcaattcggctacccaactgtcatattattggcaataaaaataaacccttttttgetgtacatcctaactggtctattagactaattt
ttttcceccataactegtggtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgcacagtecte
gatcttgattccaccggttatcatacttactacgggaaaagaaaaggcgcctatccgttttatctgttctagcatctagectcateggt
tgaagacgtacgaagggttattccttagagagggagggagggatatgactctggcattggatacgaactgggtaaaagaaggattctt
ttgtctcgacaatacctttcggcggatgccaatgectacgeccaatcactttaaagaggaagacttgectgaaaageggatgtcacttag
ggcatttcatttatagggtagcatttattctccagaatttcggcattatttcacatccttteccgeccagttgacaagtcatttcecttet
tgggtatttggtgggtgtatgctctgcaggtttgttaatttcatctttaaataacgeccttgtaaatctggectctagatatcteccatte
ttaccccatttccaaactgcttattttgegtgtgtttectgtgattgtctagtaccagaagaagtcgatgcatggtcaggatctttgga
aatgtggcaacgcagaggatgaggcggtatctctcgecccatcttaaagtacgggtgaatttecttteccgaatgtggtcatgaggtettg
tgtcgtgttgtaagggtggaagtggaagttttttctegggcacgtectegtectgtatcatatecgegtgaagagaaggaggtecgggtetg
atcgtttagtcctcagctagtaaacaagtacccacagtcctgtgaggaaggggtgaggcgtacctccaaagtgtgegggtagtagtge
gtgtctagggtagaggtaaataaagacgtgttggtttgtttaaatgtgggacacatgacccacttcatcagatgtcagtcaggtggece
agtaaacaatctaaaatatgtggtataaagaagtgaagcagaacgtgatggtctttttcacctgttactacacgttgcaccaatttgt
ttgacagcttccactacgeccttctecttececcatttgatgtcatacggtgtcaacccattgtcacgecatcatgecacactaggecatgat
taaaagttttgctgcccaggctaccaggctctccttagcacgaggcatctatcacatcgtgacacaccgectataaggggtgegttaga
accgctacctcagcctctccaaacgctatgegttaaatttgaggagaatctttttaactecgggttaagttgagectgactttgaaagag
ggttccaactgtaaagagaacgatagcgaaccaatggactgaccaactgattggctgactaatgcacgcctttccacgcacactttac
gatcgtacaaatgaaaagtggaaggcattttccaagccccccacaagttacaacaagtcgtggtgtagegagttataccgaattageca
ccacctcattggtcacctagtagtaaagtgaggtgtcatgacttgttcactgecttttgtcaatcaatattgtcaacaattgtttctat
ttcggcattctttctctaaatcgecttcecectttectggtaatgatgtaggtcagagcattttggecttctectgaaagtgtegetgattt
tgggcttcaagttacccttttacctgecactacaagcagacgegtgectgegtacgttcatttgtattgaaaatgaagagcagectgtag
gtggggcaaacagagctccaccatcataaggggtaataaatgtggtaccccceceggectcattgggagtcageccatatatagacactg
gatcggatttaaaaacaattctaccactcttttatttcgtttctcececectececttcaaagagtattcaacatattatgtgacatcte
gacatccaattttataagaattacgattatcatctgtgaagaataaaccatcattgtgttttgtaagattcttcacttttgettgttt
attctcggtattctcataactttttccttctaccatccgattttgtgegetttgactectcacegetectttetttetgegetttettte
tttttcatgcttgecttaattacaccecctcagtgaggtgetecttggatecttgtaattaaggaggecccgtcatttggacgattegaac
tgcttcagaaccaaaggaaggaaaaaagctatgatagttaccaaatatttgaagcactttttaatgaatactcgtagecceceggetgee
ttcccttaagtaataaccattaaaacaatataggcgtaatttcaccctgatgggtcactaaaagtggctacattctgetttgtagttg
cctctggggatgatgaaacaggtataaattcataatcacctttttacaggtttacagaaagggtgectggattggtagecctagatggeca
caagtaaaagcgtcatgctctcatcgtggtaaaagtgttatgaatgatcaaggcgacccacggtactactaatagataattaagegge
atgtcaccccacggtaaacttagtcaaattcatattgtattttattcecctcteccactaaacagTTTATCTGCAACTCAACATGCCCAC
CAGAGCTCTACAAAATGGAAAACACCAATCTCTGCCTGGACGAGGAGCAGTACGAAAAAATGTCGGGTGCAAAATTGGCGCGTGCTCG
AAATCAGGCCCTCATAGCGGCTGGGATTGTCCTCCTCTTTCTCCTCATCTTCTCTCTCGTACTTTCTGTTCTCTGCTTCAATTACAAG
GCCAAACGCAGTCGTATTAAGGAAGCCTTAAAATCTACCTACACTAATACCAAAGCACCGGATATGAAGgtgagectecttttgectace
tcatgccaaagtaggaatttcgegttattgecttactaggcagattgactattaactacactcactaataattatggaaccgctaccac
gtcacggccgacttatcccctcagecttcacctgaatttgttgtectegecctteccataaccactegttegtattacttetggettettg
cgatatagacgagtattaggttgtcacataatatctacagttaggcttttggctgttgatgtgttaaaggecggttctacageggacat
catgcagagccccagggcttgttggtgatcaaaagaggcctcaattttgagggtggttttatttgetttcaacgaccttategtgtte
aaatccgacctacctctagtgatagtcattatgccgaaaccgatattgagtcatctgttcattcacaatggtgattgagttgtctgea
acggtcgctcgectgtgactttgtggtgcagtgtctaatcagecgaaactcagtaacactatcacgatataaggaatacgaactttgaa
gagattttgccgcatcttcagaggcaggatagttgecgecgcagggaaaacaagtatgtttataagcaagggagtgatccecctcectgaaa
tgattaattaatccctttaagatctcatagatctctgacatggecggecgattttgataggatctatttttattateccttttegecgtea
gatgaagtacaaccaatcaagtgtagtcaattggggtgaatgttttgcggcaggtcaaaaccaccgcagaatggaggaggggatgagg
aggtgggcggtgaatggaggaaatgatttagtattcacctttgaagtggcatttctccacaacaatttttattacttecgetegecagee
tgcaggatagtcacactttggtgaaggtgcgtttcatgtgeggttgggtggaaaatttgacctaattttgtccgagaaaaaggtagte
aattctttttccttcctaatgectttgtacaatcecctggtgtactttcgaataaagtacaaacaaatgatgggatttggaaggaggtcegt
gcgaagattttccactacactctatcgagatgccatccggtcacgtgectccagtecgacagectttgetagtecgtaagggaatttgteca
ggaagatagccccaaaagttctccccactgtagtgctatccagctatacatgecttagaatgtgggagaactgaggttctetttcaate
cacacatcttaatgcgctcagatctggtttggtcccaatatggtccataaaacacgatttegtgttttgetggetgecgaaggttgaa
aaatgagtcttttagcgcgecgagttcataacataggcagttaaagtgatttgtgatattctggectgggtaaaaatgtttgetcecccacg
caataacacaccgccaaatggcaaagtatgcaatactgaagtttcttgtgectagtggaaagccaggaaagattaagtggaggaccacce
attgaatgcagcgccggtgttatccagtaaccccattcttggatggettggtgaaaactegtccacttgtgcagtttaaccectetgt
ttcagataagaccagagtgttttttgtccatcctattctecegttttgattttecteggtaattttttgectattttaatggtcataaaa
gcgcatttacctcgatgacagggcaaaaaagtgggccgtttgcaatgcatagectecttgetgtgtgggcattegttegeccaaagggga
gatgcatatcggcacatggtggtaattggaaataggagggggggggggtgatgatatcccaagatggttttataatttaagtccacaa
ctaatcaaaatttcgaaagctattgacgaggttatggccaattagttttcctttctagegggectggtgtecttacacctacecectee
acctcagtggccacctatctaactccatccatttgctcatccatctacccatcccatccatececgtetctatctagcaateccatctate
tgtctacctatctacctcgccattcatctatccacaaattctacatgtegtecttcaacattttagtggtgtttcageccatactatge
atgcggttgtaggtgtttggaattttgttccegttgtttgatttaagectaacttaaatttcaaacacttgtatctcaattacgtcaaa
ttctgttgecctgaatgcactaaacaatgagtgaatgaagctctttcaaaaaaagcaagatttctttttacaagacttataaaaagcaa
tttagcatactttatattttgtgegtctgttgatcttgattattcaactatttttegtecegtteecgttgecatggtgaagcataaact
tttgggttaaaaatatcctcccatttttgctataaatctgcatttttaatgcaaaggtggacaatcgaccgtcgagcacaaaaaggag
ggctccgaattctcccageccctgaaatatgecgaatgggactttgcactaggcaatacccccagatcteccatttgtacctaactagtta
acacttacctgagggaaacttgatgcgccgaactctggggcgggagtgaatcaggtccactctcecttttttettgecttagtcaccece
tccggttecgttaaaggagcacattatagtctattcagaggtatctttagetccecctaggcagtgaagggaggecgagtttttgtgeegt
tattaggcggtaatgttggtggccttegtgtccacttgtttatggaattgetgtacctgttgatgettegtegtegtggeggtcataa
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atgctgactacaggcccgaagtgtccaatttcaaaactcactgttggactggctaggtgeccccagtgaggeggattaattaatacaac
tatttggatcagaaggccaaatcatgccaccacggcccaaatgtatgatgttttttgtaacaccgtaaacgctaaaagtgtcattttt
cccacaccataacattcccacatcccactttattgctccaaactcageccagtgtgecttacgtcataaaagtttgaacagttagcaatg
ataagggacatgtgtcaagcatatctgatacctagatcagataagggaaaaaagcaaatatttctgttattttctgatcgcagtacta
cttcatccctgattgtagaataatgtttgttgaataaagtcggttggagactcaagctactactgctaggtccagaatggtcaagtgg
tgaactgaagctacggcacaactttcctttectcacgetgcagGACGCAAAATCAAGCAGGGAACCAAATATGGGCCGTTGGGAGATGA
TCAACATTGATGACTTGACTTTCGACGATGCCAACAATCCCATCGGCAGAGGGGCATTTGGTGAGGTGTATCGAGGCAAGTGGCGAGT
ACCGAAGCGAGTGTTGAATCAGTTCAATTGGGCACGGAACACTTCGCTGGATGTGGCTATCAAAGTGATTAGATCAGCTGCGCCCACA
GCTCAAGGTGGTGCTGCGTCAAATCTCGGTGCCTCTGGATTAGACGGCAATGTCAGCACCGTTGCAAGCTCTCAGCTGGGCGCCAACA
CCATTGATCGCATCTCCGCTAGAAGTAATCTCCAGGATATGCTTACGGAAGCCAAAgtaactaccgatgaccttacttgtcagtatet
cattcctaatgaaagccatatctacttgatattttcatgcgttaaaatcagcagttaggcaagagaagtaatggcacgaaacttccag
gagatccatccctccaggtgtttgtctactctgaacacagtacggttcatgactagtageccctcttatcccagggettggecattegtt
tctcecctgttaggataaaactcatttttgaaataagccgtgagatttaaaagggatttecgttttacaataccaaggagtttaattaaa
gtaagttgtccttcaaattttcceccttaattgectatttttaatggctactagactctaccttagttaccaattactectacgttaaa
cgtcagcgatgtgaattcatttagccggtgaatttatgtaccacttctcatgttggaagtccttaaaatagecgtgtcatttgtagtca
aatgtcatcactttctcecggtctgacatgtgtgtaccccatctgatccacttaaacaatcaacaaccttggtatecctgetttcatetg
aaagtaatcctatgctagttttttgtggaatacgtatataaaaactaaaatttggccgaaatttcgttttgetctttaattttceccage
agcttttcttgcttactatgaagaaacaactgaacttctaattaggcaaaaatgcatgcggatttatgggtctttctaacacaactge
cccgtagataactaccccatgttacgecttecctgetgttaaaagaaggecccaacgacttcatacacatagttcatgaatcagtgtaaat
gttaaaccagcatgaaatgtttgcatttttcccattgecccaccecgtagtaccageccaaagectecttccaactcactattaacggectt
gcattcccegttegteggcatatttegtgggttttatgcaaccttaaaaggttaaatcaaagtgtacaaaactaaagtagacaatgge
gtgtttaaaaaagctcattgcttttcacctctgttggattgecttectggaatatgactgtaactcacggaaatttggectecggaggtaa
ataaattcttgatctaaaataggactacactttaagcgaagcattaaatctatttttgccctttcaaggtaaaaggtagcagccaaaa
atacgcccacgttgatgatcattgccgttgacatttcaaccattttactcaggecttgtagttgtcacatttegttgegagettcace
caaaggcagtccgtgggacgctacattctttcagtcgtgagaaacacacatccactggtggattaatatcattcactgectggagccaa
aaaggccctacagcgaatcggggatgtacttatgaacaacaccgatccgagcagettttaatgecattattecgtactgttggacttttg
cattacgccagtagacaagtccgcttttagctaaaagagttgccattggctactggattttctggaaaatctaccaccgagttaatga
cccctgtaattcaageccttggectttgggcaattttaaagtacactctattttccagtaatagaatagggectttgttgtgttgegtte
gtttttctgtcctttggatgaagaaaagaagctggttttcececcccacttttecttaaattctgaatttgcaacaagtttagtggttettg
cttcecctectectactgagaatctaccttaagtagtataaacatctgatagetggagectacttctecttggecaccttcaatgegaatt
ttgtagGTAATGGCCTCGGTGCAGCATAAGAATTGTCTGCCCCTCATTGGTGTCTGTTTGACCCGGAAAATGCAATGCATGGTGTCGA
TGTTTGTGGAGGAGGGCAGTCTGGATCGTTACCTACGCCTCCACAGGGACGACTTGAATAGTTTCACCTTGCTTTCATGGGCGGAACA
GATTGCTGACGGGATGGCCTACCTAGAGGAACGTGGGATTATTCATCGgtgagttacggtagtacggaagtctataaacagecttetyg
tttcggtagggaaaaaggacctgaaggaaagttaagcctacatcgcaaataaaataatcaagtaaaagaagtagcaacttcctagagg
aatgtcagcatgacaaggtttgggctgcacacgttgtttcaatatccacttcaagtagacctccttttgectatttctaaagaaatgaa
tttttgaacgctttagctagtgttgttctgaaaatcatccataaaatgttgaaattctatccaaaatccttatcttttgaatecttgte
ctctccgaaactacttaaatgagatattaagtagactgagttacaatgtgagcggtggcaaaacggcatatccctggtcectccaaat
cgtctaacctattcctcattcaattactggtagaaataccgatgtaaatgtagaggataaacacgaggggtgtctttctcectagaag
aagtgaacactttcccaagttgtatcgtgtcgaccagacagatttcgatcgcattcatttggtcatcatggcagaaaattcecgtagtga
ccattctgcatgcacagcttgcagggcatgacgeggegtgcaccctagtgaatggecttggagataactttgggaggcagaatccatta
ctcatcacatgtcagtcgtcaaaccatctaagcacggcacccgttaatggcatttgaccttaatttaaggtgccaccagtggcattca
cgaattgcagtggtcgttgagacccagatacatctatccttcaactatttcaccaccggaattgagtgectttacaacaaatttgtttg
agaatttctgctacattggaaccaagttaaacatgatttattaggtggacaagcttgaatcactttcatcgactgtaaccaccacttt
atggagtggcgcttcagaaaaaccagcaagtaataccggagacaacaaagagtatcgtaccagtagaccgacagacacttacgecgecca
aaatataactttcaagagccgcaagagttcacaagttccgacaggcacttgaggcaacccttgtecgtgaaaacacctttggtcacceg
acgccagtaggagtgtgggaaaagtcgcttgecggcacctcacagcgaccgtatecgtecgtgggagaatgataaggectagegcagectaca
acaaatatcattctaccgtgtagctctagcctecttatttgegagtgtectgteteggegetettttgggagacagaaattaaaaacca
tcactcaaacagtctgtcagtttttttcaatttagtcctgacttaactccatcecctcectteccattacectetecectecttettggeceg
taactttgattaatttcaagccttcccatttttatccttcatgagctaaaggttgtcgaatgactaggtcattaatccttaataaatg
tctttccaccacaacgtcecgecagTGATTTGGCTGCAAGAAACGTGCTTGTTCAATCTCGGGAGCTGGTGCAAATAACCGATTTCGGAT
TGGCTAAAATGTTGGACACCAACAACGAGGACAGCGTTGTAGTTCGCACTGGACGTGTTCCAATTCGTTGGTTGGCTATTGAGACGCT
TCAAGCTGGCATCTACTCTCACAAAACCGATGTCTGGAGCTACGgtaatgaaaatccccatttcatctacatttttcttatgtectceta
cttattacatttaagtaaaactcatgtttttgaatgcagGTGTGACGCTGTGGGAGATTTTCACATTTGGCAAACAACCCTACGAAAA
TATAAGCACCTCGGAGATTAAGGATCATGTAATGAAGGGAGTGCGGCTGAGTCAGCCAGAAATTTGTACGCTTGACACCTACATGGTG
ATGGTGCAATgtaagtcgcgcctceccecegtccacctcatgtatgaaatgetttttecttgecagtecgatecttattaaggeecctattta
ctgctctagGCTGGATGGAAGAACACGAATCCAGACCGACTTTCTTAGAGCTGATGAAATGTTTCCACAAGTACTGTCAAACGCCGGG
CAGATACTTGTACATCGAGgtaattcaatctgcctttecttgggtgatgttgagactcctgegetetttgataacatecctecacegeat
ccaggaggggggatggagaacaagtcgcacaactagttcactccctagecttagagtctattgttaggeccagacattttgagaacgee
ttcacttactctacegtgetttagGGCGATGAGTATGCGATAACTCGTGCCTCTCCGTACACCCCTTCACCGGCTCCTTGGACCGAGA
TGAAGCCGCTGCCCAGTAGTTTCCGGGGCGTACCAGACGGCACTTTGGGGCCACCCAATGGGACGGGGTGTGCCTTTAGGTTCCCTGA
AGAGCACTTCTTCGATGATCATCAACACCACCTTCTGGGAGAGACAATGGGAGAGGGCAGTGGCAACCCGGAGGCAGAATCTCTTCTT
CCGCAGAGAGTTGGCAACGATCATCATCATCATCGCCGATTTTTCTCCCACTCAAATGAGACGAGAATGCGACAAAGCGGGCGACAGG
AGCGTGCTCCGGCTGCTGGTGGTGGTGCATCGACAAACACTTCCGTGGTCTCGACGAATTTGGACTCGTGGCCAGCTGGAAGCGGGAT
GGGATTGAATGCCGCCTTCCCTGTCTTAGgtgcgtttaagactgacgttgacagtgtagaaaagttgaattttgaattcctaaatecct
cctttgacaataaggcggtccattcagctacagccttataatccacctagtcaatcagectcagtatctagtccacaatgecttattaa
atcatctctctggtgtcttettcatgtagAGCATAGTCGAAACCAGCAACAACAACCGARATACTACAACACCGCTTTTCTGGCCAGT
GGCACTTACGGACCCCTTGTTAGACCACCATCACCACCGCCAGCGCCACCACCCCTTGCACAAGTGGAGCGTGATGATGACTTAGACA
CGATGGGTAGTGGGATTAAAGACGCTGAGATTAACTACCTCTCCACTCTCGAGATGTCTATGGACGGTGTTGAGGGAGCGGGTGGAGG
GGAACAATCGTTGCAGCCAGAAGACTACCTGGAACCCAGAGCAAGTGgtaggttgttgaaggtttcttcaaatgtgaggtttgcaace
tcaaggtagcgtctgaactgtcactgggggtagcctcaatgecgeccacaccatcatctggagttttttaccecccatacaatecgactttg
agatattttctcacttctttcttgaagCCGATGGCAAAAAACGGTCGAGAGGTTTCAATGCCGTTGGAAATCCCGATTACTTGGTGGA
TAATCAAGAATACTTCCAACCTGCCGGTCCGACTAAACCCGTTTAAAAATGCGTATCTCTACTCCCTTCCCCACCTGACCCCTTCCTT
CACATCTGGTGTAAATATCACCCAATCAGCACAGGTGGTGAGAGAGATGGAAGAGCACATATCATTCGTTATTGTTTATACCCCTCCA
CACACATCCATCTTCAACGTACGTACCTGTGAATACCGTCAGCATTTACAGAGGCCATGGTTAATATGGCTTCTCCGCGTCCTTTCTA
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7. Anhang

CCCATCCTTCAGACTCTTCCTTATTTGCTCCCGCAGCCCTTTTCCAGCTTGTCATCCCGCGCCTAACCGATGTTTGACTGCGTTCATT
GAAACTTGCCGCCGCCATACACACCAGCTTACTTCTCTCACCTGCGCCAAGCAACTTCATTTCTACTGACAAATAAATTAGTAGTACA
TGCCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

7.3 EmMRSK1- Genomische DNA Sequenz (Intron: Kleinschrift und Fettdruck):

ATGTTGTACAAAACCTCCTGTTGATTAAATGAAAAAACATACCATTTTGTGCAAATGTTTTCCATCGGAAACTTGTGGGAAAGATCAT
CGGAATGCGCGTCTTTGATTGGATGCTTTTATTCTGTCCAAAAGGACGCCTTAGGATATGTGGTCGACGAGCATTATGGTTGCCTTCT
CAATAATTCCTTTTCCATAATCTCCTGCCTCAATTTCCGTGGTACCAATACAACCTGCTGCTTTTCATCAAACTCCTCGGACTATTGT
AATGCGCATCTCCCTGTAAACAAACAGAATACCGGTGCCTTGTTTTTTCCACTCACATTTTTTACCGTACTCTGCATTTTGCTGTTTG
TATTAGCCTTTGTGTATATCAAAGGGAACTTCAGCAAACATGAGAAGCCCCTTACAAAGCATTCCTCCCCTTATTTTCCCGAATTTAC
TGATAGTGGCAGCGGGTCGGGAAAGCCGTTCTTAGTTAGTCAAACAATTGCTCGTCAAACAACCCTTCTGGTATGTATCGGAAAAGGT
CGGTTCGGCGAAGTATGGCGAGCCGTCTGCAATGGCGAAGTTGTTGCTGTGAAGATCTTTTCCAGCCGTGATGGCGCCAGTTGGACCC
GTGAAACTCAGATATATACCACTGCTCTCCTTTCTCACCCGAACATTCTCGCCTATTATGCCAGTGATATGATTTCACGCGGTGGATG
TACTCAACTCTGGCTTGTTACCGCCTACCACGCTGCCGGTTCCCTGCACGATTTCCTTTCCACGGCAAARAGGTGTGACTCCGCAATGT
GGACTCAAACTAGCCCGATCAATCGCTGCGGGTCTAGCCTTTCTCCACAGCGAAGTAGTTGGATTTCATGGCAAACCGCCGATTGCCC
ATAGGGATATTAAATCTAAGAATATTCTGGTTATGGCTAACAATGAGGCCTGTTTGGCAGATTTTGGTCTCGCTCTGGTAAAAACTTC
CAAAGGAATGAATGGTGGGGGGACCAGCGATGAGGCAAATGAGAGCGGTGACGCTCTACCTCCCGCTAGCCTCTTCGCAGGAACCAAA
CGGTACATGGCTCCTGAGATATTGGCTCTTTATCCCTTGGTGTGGGGTGGCTGGGTGCGTGCGCGCACGCAGGAGAGGCAGATAGACA
AGAAACAGTCTGGGGAGTGTGATGAAGACAATTTGTCTATTCCAGGGGAATTGTTAGAGTGCCGACATCCGCTGCTTTCTTTCGATGT
CTATCTATCCACAGATGTCTACGCACTGGGACTCGTTCTATGGGAGATTTGGAGGCGTTGTACAGGCAAACAATACGAGgtgggacca
tcaactttcagctttgtatatttgtatttttatgtcaccgtttctecggtctattttgattctttaacttgggtcttactaattgtgea
acggtgcgaaagtaagtttttattcgccccaaaattagtgatttccaaactgacttaaacatgttggaattgtacatcactttgageca
gtgtgacgggtggaacggcattattcatattgcagataacttgcacatttaaacacctgcatttctaggtttcgcatctctggtttta
gtaacacctagattcacctacgtctctgtgttatatgaattcatttgtttagataaaaaacacacttttaaccttcacggtgtactaa
ttttaggtagatttttgtaatttggttaccgtagaataatgcttacaaagttcgctgatcagacagtgttgtagaggttcttgagtct
cccataaccaactccttecectttatecttcacacagCTTCCTTATTATGACTCGGTGCCATCGGATCCAAACTTCTTACAGATGTACAG
AGTGGTAGTATTGGGGGAACCCTATGATTCTCCTTGTAACACCCTGGTAGACCTGCCCCTACCAATGCAGGTGTGCCACCTATGCAAC
CACATTCTGGTGGGTCGAATTGGTGCAACGCTGGAAGCTCACCGCCACCGCCGACACGGGGGCAGCGGGAGGCGGCCCTCCCTGACAA
TGGAGCGGAGGGGGAGCAGTGATGAGGAGTGGCTGGTGCGGTGGGCGGACGTCATTGCGGAGTGTTGGCACCCTCGTTACACACACCG
CCTCTCGGCCCTGCGCGTGCGCAAAACCCTCACAGTCATCGAGGCGACTGTGAGCTGAATCGGACGCTGCGTTGGACACTTTTTATGC
TCAGAACCTTGCATTAATGTTCCTCCTTTTTAATGAAATTCCTGGTAAAATATGGTATTAAATGCATACGCACCGACCCAAAAAAAAA
AAAAA

7.4 EmSmadA- Genomische DNA Sequenz (Introns: Kleinschrift und Fettdruck):

ATGGCTAGTTCGTGGGATTTCGGTTTCGAGACCTGAAACCGTTCAGTTACAACAATAATGTCCAATATTGCTCTTCATTGTACCACAT
CCGACTATACATCCTCAAGTGACAGCAGCCGACTCGTGAGTCCGCCCAGCGTAGCTAGCGGTAGTACCTTCTCAGACAGTTTGGCCCT
TCTGCCTCCGAATTCGGGTGCGCTTTATGGAGACCCTTTAGTTCAGCCCTACGATCGCCAACAGGTCATGCCAGTCGGGGATAGTAAT
AATGgcaagtcatacggcacttgagttatttgcaaaagcactcatgggagctatttatccggcatttaaatcggctaacattaacegt
ctgcagaactactttcattcatgttatttgtagatgtgtatccttttagctaatataagctagttcttttaggectgttaaaagagaa
tagtagtaattttaccgctaggtactaatactgctcccacactaccggatgtatgggtgtttcacatctcacttttaattectcaaag
ttacttcacgtggtaaaggatccttggcattcataaatcatttcggcgagagecttagectggactacttatcttageggaggtgatgtg
gtgacgtttgaagtgcaattcacatgatcgatgagtagtcttcttegtgggtgegtgtgcacttacacatccaaagtecggecttecceee
cttcttcaaagttccttggtcattctagttccatcacecgettegectgggtttgegcaaacgcaaatcacactagttgecagttecteca
ttccttcactecectttteccagtegattgecategecttgcaggtatgcaggcaccaatgacagcaatatatcacctetttgggagtege
atgcgcacatgcttgecgecatgtgcaaaccgtgtgtgtgegcatatgecgataaagegegcactecgcagecatgacatecctgecacgtaat
tttgcggtaccaccctactgactggccgeccaggtgecccagactgegtattectgggtectaatecgagtecttecttecgegtatacactet
tttcgtgttaaaaagcgtctcacaggcatgcatttgecatgeggtgaagttggectgatctttgegatggactgagggtgttcttatact
gatggatgttattcatctgcctatcactctcttetgttcectttaacactggecgagtgaacgggatcecgttaattcagagaggtagata
gtctcecctctegetactttececctaategttggtttacccaatgetagaaacctettttttcaaaccaggggtcattgttattttaatg
gcaacagaacataaatagtgttttgcgttggtatttgattttggtgctacttttgttatgctattcgattggagatttcctgaatcta
tcaaacttcataaaagcacacctcatattcgtcattattattaagttatttgaccaaaacatgtatgtcaccttgttcctacggttce
ttaactatggcgcctcacctattattatttaccaaggggectgggegectacatttaatceccttctcaaaagattaacatggtaagggaa
tttgtaagttaaatagcctcactaatacgttaacgcgatctagatatttacaaccatttgattaggatgcagtgatttectttttgetg
ggaaattttaaaagaataggcaaagatcaacccttcttctcaacgttttcccatcagGACGATGGAGTCACTTGGAGGGAGAATGTGA
GCGTCAACAACATTGCGACGATTATTCGACCAACAACCTCAACGTCGGGAACACTCAGTCACCCAATTCTAATCCCCCGGTTCCTCCT
CATCCCACAAACGTACCGTTGACACCTTCTTTGAAGAATTGGTGCTCTGTCTTCTACTACGAGTTGAACAACCGTGTCGGTGACGTTT
TTCATGCCTCGAAACCCAAATTCACCGTGGATGGGTTTACGGCGCCGTCTTTGGGCACAGAAAGATTCAGTTTAGGCGGACTTAGTCA
CGTGAATCGTCCACCTCAAGTTGATATGACTCGCCGCCACATTGGTCGCGGCCTCAATCTGCTTTACATATCAGGGGAGGTGTTTGTT
GAGTGTCTGAGCGATGCGGCCATTTTCGTCCAGTCACCCAGCTGCAATCGTCTTAACAACTGGCATCCTGCCACCGTGGTCAAGGTCC
CTCCGCgtaagccgatgggtttatttttccaccatcatgtttggcactgtggtegtgtttactgaagagatttatgggtcgtaaaage
ataaacctatactaaatgctttcaaaaacatttgattcgtcacaaacgtgttcatgtgcttttcaactggtatagctccatttctata
ttttattcaccatttatttatgagtatgcttttaaaatctttacataaaaatttattgctaagattagtactagecgatgecttctgte
ggttttagGTTGCAATCTTCGTGTTTTCGATAACCGTGAATTCGCGGAATTGCTGTCTCAGTCAGTCACCAGAAACTACGAAACCGTA
TTCTCCCTCACCCATATGTGTTTCATTCGAATCAGCTTTGTGAAAGGATGGGGCGCCGATTACCGgtaagttacgacagettttgect
ttcgcecctacgaattaaatgecttattgtgttgatageccacctectgtatteccatccaacaccttgggtgaaaatteccagettaaatac
aaaactttaagcaatatgttaaacactcgatctccctacttcctaaatcacttaacattgtcaacttagaacctctcatacgatttag
cagctgacgtatcaacccctgtcaaaaacaaaattatgtaggagtggattttgectttaccgectttaatgtgtcaaaaggectttaattt
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7. Anhang

aaggactgcaagatttactacttgaaatggttacgttcaaatttttaatgtttgtggtgaattggtaaaagaaaaataactacttttg
ctgtcacgtttccaaaagttgctttaaagcagagcatggtcttctgagtgtattttgacgaattecctetttegggttttttaactecat
taaaagtctaaacgcatgtaactgaagtgtttttccgectaggttecctgettattaggetggtttgtttactaggtccactactateg
ctgatcatggtcgaatgagtttgttcgactcaatgtgtggataccaaatgtcctttatttaaaaattactgcagcataatagaggege
ctttgcggtaattccttcagageccctcaaagttaaaccectttgtcatggggtgcaattttectgaatectttgtgttaatccgaaaaaa
attgcatttttttttggttggtattccaacgaaatcctatcaatccaatacctgggaattaactttgectctaacattgtcagggaate
ggtaataaaatgtgatctatgggaactttcaaaagttttttttgtatgtaagatgttcatatgacgctataatttgtcatcaaattgt
cttcgttttcgacccgtactaatcattagtaatttcaagataagtcattttgtttatcttttttecttcaacttececggtggaaaattg
ttgtctacaaaatgcaagggcaggccctttgagcatcgtccgaggtattgecttagttegttgggtttacagttagggaaattttcat
agcagatttgtgccttccatttgtgatgtttatggcaggtggattggttttagectacecctactecgaggtectttetttgecagTCGTCAA
ACTATAACCAGCACACCCTGTTGGATTGAGCTTCACCTGAACGAGCCGCTCAAGTGGCTTGACCGGGTCTTGCAAGAGATGGGCTCTC
CCTCGACTCCGTGCACCTCTGTCAGCTAAAAAGTGATACATTTGTCTCAGCTTCTCGCAGTGTAGTTGCGCCTTCACGCCCTTTTGCA
TGTTTTTCCCCTTTCTCTTTCTTCTTTCTTGGTTCATTCTCGCACCGTGTAAATTCGCCATTTATTGCAATCACTCCATCGACTTCTT
GAATCACCTTCTCTCCTTATTTCCTCCACATCATCCATTGCGCTCCTCTTTCGTCTAACTATCTCAATTGACGTTAGCAGCAGCCGCA
GCAACATTTCATCACTGCTGCTATTACCGCCAATCAGTTCTGGTAACGACTTCGTTTTAATGCGCCAGCACTACCCCTTCTCTCCTTT
CGTGGTTTTATACATCCCCTCCGCCCTTTTCTCCCCGCATTCACGCACGCACTTTGGACGTAATGTCTCCCCGATCACGGCCATACGA
TTAGCGTCCCCCTGTTGTTGTTACATGCATATATTGTGTTTGTGACTTTAAATAAATTGACTGTTTTAAGTCAAAAAAA
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