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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Echinococcus multilocularis

Der Fuchsbandwurm Echinococcus multilocularis ist der Erreger der alveoldren Echinokokkose
(AE), einer der gefihrlichsten und todlichsten Krankheiten, die von Parasiten verursacht werden

(Craig, 2003).

1.1.1 Phylogenie

Phylogenetisch gehort E. multilocularis dem Genus Echinococcus an. Die Echinokokken sind der
Klasse der Zestoden (Bandwiirmer) angehorig. Die Zestoden werden dem Stamm der
Plathelminthes (Plattwiirmer) zugeordnet (Thompson, 1995). Eine genauere Klassifikation ist unten

tabellarisch aufgefiihrt.

Phylum: Plathelminthes
Klasse: Cestodes
Unterklasse: Eucestoda
Ordnung: Cyclophyllidea
Familie: Taeniidae
Gattung: Echinococcus

Art: Echinococcus multilocularis

Neben E. multilocularis zdhlen noch drei weitere Bandwurmerarten zur Gattung Echinococcus: E.
granulosus, E. vogeli und E. oligarthus. E. vogeli und E. oligarthus sind Erreger der Polyzystischen
Echinokokkose, welche in der Humanmedizin von untergeordneter Bedeutung ist. Diese
Bandwiirmer sind aufgrund ihres engen Wirts- und Zwischenwirtsspektrum (Wildtiere)
hauptsichlich in Siid- und Mittelamerika verbreitet (Rausch et al., 1978, Thompson et al., 1995,
Eckert & Deplazes, 2004). Von medizinisch signifikanter Bedeutung sind hingegen E.
multilocularis und E. granulosus. E. granulosus ist der Erreger der Zystischen Echinokokkose. Mit
dem Hund als Endwirt und domestizierten Nutztieren als Zwischenwirten zeigt er eine weltweite
Verbreitung (Eckert und Deplazes, 2004). Als Erreger der Alveoldren Echinokokkose ist der

gefahrlichste dieser Bandwiirmer allerdings E. multilocularis.
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1.1.2  Der Lebenszyklus von E. multilocularis

Der Lebenszyklus des Echinococcus multilocularis  setzt sich aus verschiedenen
Entwicklungsstadien in zwei unterschiedlichen Wirten zusammen, wobei der Fuchs
(manchmal auch Hunde oder Katzen) Endwirt ist. Das Erwachsenenstadium durchlduft der
Echinococcus multilocularis im Diinndarm des Fuchses, wo er sogenannte ,,infektiose Eier* bildet.
Gemeinsam mit den Exkrementen scheidet der Fuchs die Bandwurmeier aus und verteilt sie so in
der Umgebung. Dabei werden auch essbare Pflanzen und Waldfriichte kontaminiert, die auf
Bodenniveau wachsen.

Zwischenwirte sind hauptsidchlich kleine Nager, jedoch auch der Mensch. Beim Verspeisen
kontaminierter Nahrung infiziert der Zwischenwirt sich mit den Eiern des Parasiten. Diese
wiederum setzen nach ihrer Passage durch den Magentrakt die Onkosphiren frei, welche dem ersten
Larvenstadium des Parasiten entsprechen. Die Onkosphiren penetrieren die Diinndarmwand und
verteilen sich iiber den Blutstrom in die verschiedenen Organe, wobei hier die Leber bevorzugt
besiedelt wird. Dort durchlaufen die Onkosphiren eine Metamorphose zum zweiten
Entwicklungsstadium durch und entwickeln sich zu Metazestoden. Diese sind durch
flissigkeitsgefiillte Vesikel gekennzeichnet, welche wachsen und proliferieren und dabei in das
umliegende Gewebe einwachsen. In diesen Zysten findet die Entwicklung der Protoskolizes statt,
dem dritten Entwicklungsstadium. Wenn der Zwischenwirt vom Endwirt gerissen wird, gelangen
die Protoskolizes in den Diinndarm des Endwirtes, und der Lebenszyklus hat sich vollendet

(Thompson, 1995).

1.1.3  Epidemiologie und Krankheitsbild der Alveoliren Echinokokkose

Das Verbreitungsgebiet der AE ist auf die nordliche Hemisphére beschrinkt (s. Abb. 1). Dies beruht
darauf, dass die Krankheit nur dort anzutreffen ist, wo der Fuchs als Endwirt des E. multilocularis
seinen natiirlichen Lebensraum hat. Hier sind vor allem Nordamerika, Mitteleuropa und Eurasien zu
nennen (Craig P 2003). In diesen Gebieten wird die AE als gefihrlichste Parasiteninfektion
eingeschitzt (Brehm et al., 1999).
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Endwirt
(Fuchs, Hund,
Katze)

Adultstadium

N\

infektiose Eier
mit Onkosphéren
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Echinococcus multilocularis

A

o
1 Protoskolizes ~ Metazestode
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Fehlwirt (Mensch)
alveolare Echinokokkose

Zwischenwirt

Abbildung 1. Lebenszyklus des E. multilocularis. Die Adulten Bandwiirmer leben im Diinndarm der Fiichse; die Eier
werden mit dem Kot freigesetzt. Nach ihrer oralen Aufnahme schliipft die Onkosphire, und gelangt iiber den
Blutkreislauf in die Leber; hier entwickeln sich die Metazestoden. Nach einigen Monaten entwickeln sich die
Protoskolizes, die sich nach oraler Aufnahme durch den Endwirt zum Adultwurm entwickeln.

¢ , [ Highly endemic [ZZ] Endemic (-2 Sporadic

Abbildung 2: Verbreitungsgebiet von E. multilocularis (Eckert & Deplazes, 2004).
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Die AE priasentiert sich klinisch durch Abdominalschmerzen, Gelbsucht und Hepatomegalie.
Manchmal ist sich auch von Fieber, Andmie und Gewichtsverlust begleitet (Eckert und Deplazes,
2004). Die AE wird iiber bildgebende Verfahren (Ultraschall, CT, NMR) und immunologische
Methoden (ELISA, PCR) diagnostiziert. Befindet sich die AE in einem frithen Infektionsstadium
mit begrenzter Organinfiltration ist manchmal eine radikale Resektion des Parasitengewebes noch
moglich. Eine lebenslange medikamentose Behandlung mit helminthostatischen Benzimidazolen ist

notwendig. Limitierend sind dabei die starken Nebenwirkungen dieser Behandlung.

1.1.4  Molekularbiologische Erkenntnisse iiber Echinococcus multilocularis

Wihrend es schon seit lidngerer Zeit epidemiologische und diagnostische Daten iiber E.
multilocularis in der Literatur gibt, wurden erste molekularbiologische Aspekte des Parasiten erst
relativ spit publiziert. Beim Screening von cDNA-Bibliotheken aus E. multilocularis mit
Patientenseren konnten einige cDNA Klone identifiziert werden, die niitzliche Antigene fiir die
Serodiagnostik von AE exprimierten (Vogel et al., 1988; Hemmings et al., 1989, 1990;

Frosch et al., 1991, 1992; Hubert, 2004). Eines dieser Antigene war das immundominante Elp-
Protein (Ezrin-Radixin-Moesin (ERM)-like Protein) (Frosch et al., 1991). 1999 wurde das
zugehorige elp-Gen charakterisiert (Brehm et al., 1999); Die Identifizierung des Trans-Spleif3-
Mechanismus bei E. multilocularis (Brehm et al., 2000) brachten weitere molekularbiologische
Erkenntnisse. Vor kurzem konnten weitere Echinokokken-Faktoren vollstindig charakterisiert
werden wie z. B. das B-Tubulin Gen (Brehm et al., 2000), sowie Faktoren des EGF- (Spiliotis et al.,
2003), Insulin- (Konrad et al., 2003) und TGFp-signaling (Zavala-Géngora et al., 2003).

1.1.5 in vitro Kultur des E. multilocularis

Da der Lebenszyklus von Echinococcus multilocularis sehr komplex ist, ist eine in vitro
Kultivierung nicht einfach. Zunichst wurden in vitro Systemkulturen etabliert, bei denen es fiir das
Wachstum des Parasiten eine Ko-Kultivierung mit Wirtzellen bedurfte (Hemphill und Gottstein,
1995; Jura et al. 1996). Das legte nahe, dass das Wachstum und die Differenzierung von
Echinococcus  multilocularis  direkt von vom Wirt produzierten Wachstums- und
Entwicklungsfaktoren beeinflusst werden (Jura H et al., 1996). Spiliotis et al. gelang es, ein weitere

Kultivierungsmodell einzufiihren, bei dem es unter axenischen Bedingungen, d.h. ohne eine Ko-
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Kultivierung mit Wirtszellen, zum Wachstum der Metazestoden kam. Allerdings ist in diesem
System der Einsatz von konditioniertem Medium erforderlich, welches zuvor mit Hepatozyten
kultiviert wurde (Spiliotis et al., 2004). Dies unterstreicht die Wichtigkeit von Wirtsfaktoren fiir das

Wachstum des Parasiten.

1.2 TGFB-Zytokine und TGFp-Signaling

Die TGFB Superfamilie enthilt eine grole Zahl von Wachstumsfaktoren, die strukturell dhnlich
sind, und kontrolliert eine Vielzahl von Funktionen wie z. B. Zellwachstum, -entwicklung, -
differenzierung, die Regulation der Immunantwort und Apoptose.

Aufgrund struktureller Eigenschaften wurden die Faktoren der TGFp Superfamilie in Subfamilien
gruppiert. Dazu gehoren unter anderem die Transforming Growth Factor B-Familie (TGFp), die
Bone Morphogenetic Protein Familie (BMP), die Activine, die Anti-Miiller-Hormone und auch der
Growth and Differentiation Factor (GDF) (Piek et al., 1999; Lutz & Knaus, 2002; Shi & Massague,
2003; Nohe et al., 2004; de Caestecker, 2004).

Die Zytokine der TGFP Superfamilie werden von den meisten Zellen als ein Proteinkomplex
sezerniert. Der Komplex besteht aus dem aktiven 25 kDa groen TGFB-Homodimer und zwei Pro-
Segmenten, die das ,Latency associated Peptid“ (LAP) bilden. Andere Zellen wie z.B.
Thrombozyten sezernieren TGFJ im Komplex mit dem ,,Latent TGFf Binding Protein“ (LTBP),
das an eines der LAP-Segmente gebunden ist.

LAP und LTBP schiitzen das aktive TGFp vor einem Abbau (Halbwertszeit im Plasma betrdgt nur
einige Minuten) und vor ,,unkontrollierten* Interaktionen mit seinen Rezeptoren. Die Tatsache, dass
die Aktivierung des TGFP zuerst am Zielort stattfindet, vermeidet eine Aktivierung von

unspezifischen Zellen, die auch TGF Rezeptoren exprimieren (Massague, 1998; Piek et al., 1999).

1.2.1 Die TGFp Rezeptoren

Die Zytokine der TGFP Superfamilie iibertragen ihre Signale mittels zwei verschiedener
transmembraner Serin/Threonin Kinase Rezeptoren, die so genannten Typ I und Typ II Rezeptoren.
Ein Komplex aus beiden Rezeptoren ist fiir die Signaliibertragung notwendig (Piek et al., 1999;

Lutz & Knaus, 2002; Shi & Massague, 2003; Nohe et al., 2004; de Caestecker, 2004).
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Rezeptoren der TGFP Superfamilie wurden schon in zahlreichen Species von den Cnidariern
(Samuel G. et al., 2001), Schwiammen (Suga et al., 1999), C. elegans (Georgi et al., 1990) D.
melanogaster (Penton et al., 1994) bis zu den Sdugern identifiziert.

Als genauere Kenntnisse iiber die Funktion der verschiedenen Typ I Rezeptoren noch nicht
vorlagen, wurden diese mit einer neutralen Nomenklatur als ALK (Activin Receptor Like Kinase)
bezeichnet (ten Dijke et al., 1994). So gibt es bei den Vertebraten die Rezeptoren Alkl-7. Sobald
aber die jeweils physiologischen Liganden identifiziert waren, wurden fiir diese Rezeptoren
deskriptive Namen vergeben. Der TGFp Typ I Rezeptor, der am Anfang AlkS genannt wurde,
wurde wegen seiner TGFfB Bindungsfahigkeit nun als TRIP bezeichnet; ALK4 als Activin Typ 1
Rezeptor wurde ActRIb genannt; BRIa und BRIb (zuvor als Alk3 und Alk6 bekannt) sind BMP Typ
I Rezeptoren. Alk7 und Alk1 binden TGFp Faktoren und ActRIa (Alk2) bindet Activin und BMP.

Tabelle 1 — Nomenklatur der Typ I Rezeptoren der TGFB-Superfamilie bei Vertebraten

ALK1 - TGFp Rezeptor

ALK2 ActRIa BMP Rezeptor

ALK3 BRIa BMP Rezeptor

ALK4 ActRIb Activin Rezeptor

ALKS TRIP TGFp Rezeptor
ALK6 BRIb BMP Rezeptor
ALK7 - TGFp Rezeptor

Aufgrund ihrer Kinasedomine (L45 Loop) und Signaliibertragungsaktivitit werden die Vertebraten
Typ I Rezeptoren in 3 Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe enthilt Alk4, AlkS und Alk7; die zweite
Gruppe Alk3 und Alk6 und die dritte Alk1l und Alk2.
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Abbildung 3 — Subgruppierung der Typ I Rezeptoren aufgrund des L.45 Loop der Kinasedoméne

Bisher sind 5 verschiedene Typ II Rezeptoren identifiziert: TPRII bindet TG, Activin RIla und
Activin RIIb binden Activin, BRII bindet BMP und AMHR bindet das Anti-Miiller-Hormone.

Der TGFp Typ II Rezeptor besitzt eine konstitutive Kinase Aktivitdt und bindet mit hoher Affinitit
den Liganden. Nach der Bindung des Liganden an den Typ II Rezeptor wird der Typ I Rezeptor
rekrutiert und phosphoryliert. Der aktive Hetero-Tetramer-Komplex besteht aus 2 Typ I Rezeptoren
und 2 Typ II Rezeptoren (Kirsch et al., 2000; Qin et al., 2002).

Das Signal wird von zytoplasmatischen Smad Proteinen bis zum Zellkern iibertragen. Im Zellkern
interagieren die aktivierten Smad Proteine mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren
(Aktivatoren/Repressoren), um bestimmte Gene an- bzw. auszuschalten (Moustakas et al., 2001),

was Abbildung 4 veranschaulicht.
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Abbildung 4 - Signaltransduktionskaskade der TGFp Superfamilie. Die Abbildung zeigt das Zusammenspiel von
Liganden, Rezeptoren und Effektorproteinen bei der TGFp- bzw. BMP-Signaltransduktionskaskade.

1.2.1.1 Strukturmerkmale der Typ I Rezeptoren

Typischerweise bestehen die Typ I Rezeptoren der TGFJ Superfamilie aus einer extrazelluldren,
einer transmembranen und einer zytoplasmatischen Doméne. Typ I Rezeptoren weisen ein
Molekulargewicht von ca. 70 kDa auf und bestehen aus ca. 500 Aminosduren inklusive

Signalpeptid.
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o Die Extrazellulirdomiine

Die Extrazellulédrregion ist mit ca. 150 Aminosduren relativ kurz. Sie ist N-glykosyliert und enthélt
10 oder mehr Cysteine, welche die Struktur dieser Region determinieren konnen. Drei der Cysteine
bilden einen charakteristischen Knoten in der Nihe der Transmembranregion. Er wird als Cystein
Box (CCx4.5CN) bezeichnet. Die Extrazellulardomine ist bei den Typ I Rezeptoren konservierter
als bei den Typ II Rezeptoren (Derynck & Feng, 1997). Sie spielt eine wichtige Rolle bei der
Bindung des Liganden. Dabei ist es bei der Subfamilie der TGFB-Rezeptoren so, dass der Ligand
mit hoher Affinitit an den Typ II Rezeptor bindet. Hierdurch wird eine Heteromer-Komplex-
Bildung mit dem Typ I Rezeptor induziert. Bei der Subfamilie der BMP-Rezeptoren hingegen
bindet der Ligand mit hochster Affinitdat an den Typ I Rezeptor, was wiederum eine Heteromer-

Komplex-Bildung mit dem Typ II Rezeptor bewirkt (Liu et al., 1995; Rosenzweig et al., 1995).

o Die Transmembrandoméine

Das 22 Aminosduren lange Fragment, welches die extrazelluldre mit der intrazelluldren Domine
verbindet, wird als Transmembrandoméine bezeichnet. Sie dient der Verankerung des Rezeptors in
der zellularen Membran. Zhu et al schlagen zudem eine wichtige Rolle der Transmembrandomine

bei der Aktivierung der TGF3 Rezeptoren vor (Zhu et al., 1999).

° Die zytoplasmatische Domiéine

Die zytoplasmatische Doméne kann in zwei Abschnitte unterteilt werden: Erstens die so genannte
GS-Domine, die typisch fiir die Typ I Rezeptoren ist, sich aber nicht bei den Typ II Rezeptoren
findet. Zweitens die Serin/Threonin Kinase-Domaéne, die fast den gesamten zytoplasmatischen Teil

umfasst.

Die GS Domine

Die GS-Domine ist eine konservierte Region von ca. 30 Aminosduren Léange, die die Aktivierung
der Typ I Rezeptoren reguliert. Sie liegt direkt upstream der Ser/Thr-Kinase-Doméine. In der GS-
Domine ist ein Abschnitt von 3 aufeinanderfolgenden Serin/Glycin-Aminosduren (SGSGSG)
auffillig, welcher als GS-Box bezeichnet wird. Die GS-Box gilt als Charakteristikum der
Superfamilie der TGFB Typ I-Rezeptoren. Die GS-Doméne dient als Phosphorylierungsstelle zur
Aktivierung der Typ I Rezeptoren (Wrana et al., 1994a, b; Ventura et al., 1994). Eine Mutation von
zwei oder mehr Serin- oder Threonin-Resten im TGFf Typ [-Rezeptor-Motiv TTSGSGSG stort die
Phosphorylierung und behindert somit die Signalweiterleitung (Wieser et al., 1995). Andererseits
fiihrt hier eine Mutation der Aminoséaure Threonings zu Aspartat (Tp4-D) in der GS-Box zu einer

vom Liganden und vom Typ II Rezeptor unabhiingigen konstitutiven Aktivierung. Auch beim BMP
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Typ I Rezeptor kann durch eine Austauschmutation in dieser Region eine konstitutive Aktivierung

hervorgerufen werden. Allerdings wird hier Glutamin durch Aspartat ersetzt (Q-D Mutation).

1.2.2  FKBPI12: ein Regulator des TGFp Signaling

Bei allen Sauger Typ I Rezeptoren folgt der GS-Box ein Leucin Prolin (LP) Motiv, welches als
Bindungsstelle fiir das Immunophilin FKBP12 dient. FKBPI12 ist ein 12 kDa grof3es
Bindungsprotein fiir das Immunsuppressivum FK506. Es hat eine Rotamase-Funktion (cis-trans
Peptidyl-Prolyl Isomerase) und ist somit an der Proteinstrukturierung beteiligt. Bei FKBP12 wurde
ein negativ regulierender Einfluss auf das TGFB-Signaling beobachtet (Chen et al., 1997).

Die TGFB Typ I und Typ II Rezeptoren haben eine Affinitit zueinander und gehen so miteinander
trotz Abwesenheit eines Liganden eine Bindung zu eine heterooligomeren Komplex ein. Im
Grundzustand bindet FKBP12 an das LP Motiv des Typ I Rezeptors (Charng et al., 1996; Chen et
al., 1997) und verhindert somit eine spontane Phosphorylierung/Aktivierung des Typ I Rezeptors
durch den Typ II Rezeptor bei Abwesenheit eines Liganden (Chen et al., 1997; Wang et al., 1996).
Ist ein Ligand jedoch anwesend, so wird der Typ I Rezeptor durch den Typ II Rezeptor
phosphoryliert. Dann trennt sich FKBP12 vom Typ I Rezeptor und die Signaliibertragung kann

beginnen.

FEKBP12

-~

W iy

/'\éw

TBR-VWFKBP12

Abbildung 5 - Proteinstruktur der FKBP12- und TPR-I-Interaktionspartner

1.2.3  Die Smad Proteinfamilie: zytoplasmatische TGFp Signaltransduktoren

Die Proteine der Smad Familie sind die ersten identifizierten Substrate fiir die TGFp Typ I
Rezeptoren. Sie wurden zuerst in Drosophila (Mad Proteine) (Sekelsky, 1995) und C. elegans (Sma
Proteine) identifiziert. Der Name Smad entstand durch eine Fusion von ,,Mad“ (mothers against

decapentaplegic) und ,,Sma* (small body size) (Savage et al., 1996).
10
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Die Smad Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Ubertragung der von den Rezeptoren an der
Membran produzierten Signale bis zum Zielgen im Zellkern. Bisher wurden bei den Vertebraten 8

verschiede Smad Proteine identifiziert (Attisano & Wrana, 2002).

1.2.3.1 Die Smad Subfamilien

Aufgrund ihrer Struktur und Funktion werden die Smads in drei Gruppen eingeteilt: die R-Smads
(Smadl, 2, 3, 5 und 8) interagieren direkt mit den Typ I Rezeptoren und werden phosphoryliert und
aktiviert. Aufgrund ihrer Signalspezifitit unterteilen sich die R-Smads in AR-Smads (z.B. Smad2
und Smad3) und BR-Smads (z.B. Smadl, Smad5 und Smad8). Die AR-Smads iibertragen die
TGFp- und Activin-Signale (Eppert et al., 1996; Zhang et al., 1996; Macias-Silva et al., 1996). Die
BR-Smads iibertragen die durch BMP induzierten Signale (Hoodless et al., 1996).

Einmal aktiviert translozieren die R-Smads zum Zellkern. Auf diesem Weg interagieren die R-
Smads mit der zweiten Smad-Gruppe, den Co-Smads (Smad4). Dieser Komplex bindet entweder
selbst an der DNA oder nach Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren, um eine
Transkriptionsantwort hervorzurufen.

Die dritte Gruppe wird durch die [-Smads (Smad6/7) gebildet. Diese hemmen das TGFp Signal,
wobei Smad6 hauptsidchlich nur das BMP- Signale und Smad7 sowohl das TGFp- als auch das
BMP Signale hemmt (Hayashi et al 1997; Imamura et al., 1997; Nakao et al., 1997). Abbildung 3

stellt die Funktion der verschiedenen Smads bei der Signaltransduktion dar.

Smadl
_E Smads

Smad#] R-Smads

Smad?
_E Stnad3
— L [8madd| Co-Smad

| Smuds
PR I-Smads

Abbildung 6 — Die Siduger Smad-Familie (Piek et al 1999).

1.2.3.2 Strukturmerkmale der Smads

Die Smad Proteine bestehen aus zwei hoch konservierten Doménen: der N-terminalen MH1 (Mad
homolog 1) -Doméne und der C-terminalen MH2 Domine. Beide Dominen sind durch eine

variable, Prolinreiche Region, dem ,,Linker*, verbunden.
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Abbildung 7 — Schematische Darstellung der verschiedenen Regionen/Doménen

der Smad-Proteine mit den jeweiligen Funktionen im Grund- und aktiven Zustand.

Die aminoterminale Region der I-Smads ist nicht konserviert. Deshalb sagt man, dass die I-Smads
keine MH1- Doméne besitzen. Im Grundzustand aller anderen Smads bindet die MH1 Domiine an
der MH2 Doméne und hemmt ihre biologische und transkriptionelle Aktivitdat. Im aktivierten
Zustand hat die MH1 Doméne eine DNA Bindungs-Funktion (Kim et al., 1997). Die MH1 Doméne
enthilt das nukledre Lokalisierungssignal (NLS) (Xiao et al., 2001).

Die ,,Linker* Region ist nicht konserviert und hat eine variable Linge. In der ,,Linker* Region der
R-Smads befinden sich MAP Kinase Phosphorylierungsstellen (Kretschmar et al., 1997). Nach
Aktivierung der MAP Kinase phosphoryliert diese die Phosphorylierungsstellen der ,,Linker
Region. Daraus resultiert eine Inhibierung der Translokation der Smads zum Zellkern, die TGF
Signaltransduktion wird gehemmt.

Die MH2 Domine ermdoglicht Protein-Protein Interaktionen und beteiligt sich an der Homo- und
Heterooligomer-Bildung. Uber die MH2 Domiine findet die Interaktion zwischen R-Smads und den
Typ I Rezeptoren statt. Die Spezifitit der Interaktion zwischen den R-Smads und den Rezeptoren
wird durch den L3 Loop, einer 18 Aminosdure langen Region in der MH2 Doméne, und durch den
L45 Loop, der sich im intrazelluliren Teil des Typ I Rezeptors befindet, bestimmt (Feng &
Derynck, 1997; Lo et al., 1998;).

Anhand des Sequenzmusters des .3 Loops kann man die R-Smads in zwei Untergruppen einteilen:
Die AR-Smads (Smad2/3), die mit TGFP und Activin Rezeptoren interagieren und die BR-Smads
(Smadl, 5 und 8), die mit den BMP Rezeptoren interagieren.

Die MH2 Domiine enthilt auch ein nukledres Exportsignal (NES), das aus mehreren nicht-polaren

Aminosduren in charakteristischer Anordnung besteht.
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L4535 loop

Smad2

Abbildung 8 — Proteinstruktur von TBR1 und Smad2. Hervorgehoben sind die fiir die Interaktion der L45 Loop bei
TBR1 und der L3 Loop bei Smad 2 (Wu et al., 2001).

1.2.3.3 SARA als positiver Regulator der TGFp Signale

Eine fiir die Interaktion der AR-Smads mit den Typ I Rezeptoren wichtige Rolle spielt das Protein
SARA (smad anchor for receptor activation). Es interagiert mit der MH2 Domine der nicht
phosphorylierten AR-Smads, nicht aber mit der MH2 Domine der BR-Smads. Mit seiner
carboxyterminalen Doméne kann SARA den aktivierten TGFP Rezeptor- Komplex binden. Auf
diese Weise ermoglicht SARA die Interaktion der AR-Smads mit den aktivierten TGFf Rezeptoren
und beeinflusst somit positiv das TGFp Signal (Tsukazaki et al., 1998).

1.2.3.4 Die R-Smad Phosphorylierungsstelle

Nach der Liganden-Bindung werden die R-Smads Serin-phosphoryliert (Hoodless et al., 1996;
Macias-Silva et al., 1996; Eppert et al., 1996; Lagna et al., 1996; Zhang et al., 1996). Als
Phosphorylierungsstelle fiir die aktivierten TGFB Rezeptoren dient dabei das Motiv SS(V/M)S am
C-terminalen Ende der R-Smads (Kretschmar et al., 1997; Macias-Silva et al., 1996). Allerdings

findet man diese Phosphorylierungsstelle weder bei den I-Smads noch bei den Co-Smads.

1.2.4  Transforming growth factor activated kinase 1 (TAK1)

Die TGFp-Faktoren konnen nicht nur den kanonischen Signaliibertragungsweg iiber die Smad-

Proteine eingehen, sondern auch die von der Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK)
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bestimmten Signalwege aktivieren. Der MAP Kinasen-Signaliibertragungsweg setzt sich
grundsitzlich aus 3 Proteinkinasen zusammen: MAPKKK (mitogen activated protein kinase kinase
kinase), MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase) und MAPK (mitogen activated protein
kinase); Im ersten Schritt phosphoryliert und aktiviert eine MAPKKK eine MAPKK. Diese
phosphoryliert und aktiviert dann eine MAPK (Nishida & Gotoh, 1993; Blumer & Johnson, 1994;
Marshall, 1995).

Die TGFP Aktivierte Kinase 1 (TAKI1) war die erste identifizierte MAPKKK, die iiber das TGFf-
und BMP-Signaliibertragungssystem aktiviert wird (Yamaguchi et al., 1995). TAK1 kann auch von
Interleukin 1- (IL-1), von Tumor Nekrose Factor a - (TNFa) und von Toll Like- Rezeptoren
reguliert werden (Holtmann et al., 2001; Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Sakurai et al., 1999; Takaesu
et al., 2000; Irie et al.,, 2000). Viele Downstream-Effekte von TAK1 involvieren die ,,Stress
Activated Protein Kinasen* (SAPKs) wie zum Beispiel JNK und p38. Dabei aktiviert TAK1 die
SAPKSs iiber die MAPKKSs inklusive MKK6, MKK3 (p38; Moriguchi et al., 1996; Shirakabe et al.,
1997), MKK4 und MKK?7 (JNK; Yamaguchi et al., 1995).

1.2.5 TGFp Signaling und Erkrankungen des Menschen

Das TGFp Signaling hat eine tragende Rolle bei der Regulierung des zellularen Wachstums. Eine
Storung dieser Signalkaskade geht also mit einem gestorten Zellwachstum einher. So konnte in
verschiedenen humanen Neoplasien ein gestortes TGFP Signaling nachgewiesen werden:
Mutationen im Typ II Rezeptor fanden sich bei Magen- und Coloncarcinomen, in T-Zell
Lymphomen und Kopf- und Nacken-Karzinomen (Massague, 1998).

Smad4-Mutationen wurden beim humanen Pankreaskarzinom und kolorektalen Tumoren
identifiziert (Massague, 1998). Beim Kolonkarzinom fanden sich auch Mutationen im Smad2.
Mutationen in GDF5 fithren zu einer Fehlentwicklung von spezifischen Skelett-Komponenten
(hereditary chondrodysplasia).

Mutationen im AlkI-Rezeptor oder seinem akzessorischen Protein Endoglin und fithren zu der
Krankheit der humanen hereditiren himorrhagischen Teleangiektasie, einer epithelialen vaskulidren

Dysplasie, bei der es gehduft zu nasalen und gastrointestinalen Schleimhautblutungen kommt.
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1.2.6 TGFp Komponenten in Helminthen

Aufgrund ihres komplexen Lebenszyklus bediirfen die parasitiren Helminthen bestimmter
Entwicklungsmechanismen, die ein Uberleben in unterschiedlichen Umgebungen erméglichen.
Diese Mechanismen regulieren das Wachstum und die Entwicklung des Parasiten in Abhingigkeit
von den jeweiligen Umgebungsbedingungen und von den Wirtsfaktoren. Eine wichtige
Uberlebensstrategie fiir die parasitiren Helminthen ist dabei, die Immunantwort des Wirtes
herunterzuregulieren.

Auch bei den Helminthen konnten verschiedene Komponenten der TGFPB Superfamilie identifiziert
werden. So konnten Faktoren nachgewiesen werden, die eine hohe Homologie zu den Liganden der
TGFB Familie aufweisen, z. B. BpTGHI1 (Brugia pahangi), BmTGH1 und BmTGH2 (Brugia
malayi).

Auch Rezeptoren der TGFf Superfamilie konnten in Helminthen identifiziert werden, z. B.

die Typ I Rezeptoren der TGFP Familie von C. elegans (DAF-1 und SMA-6 (Georgi et al., 1990),
Brugia pahangi (BpTRK1 (Gomez-Escobar et al., 1997) und Schistosoma mansoni (SmRK1 (Davis
et al., 1998)). Typ II Rezeptoren konnten ebenfalls identifiziert werden, z.B. DAF-4 in C. elegans
(Estevez et al., 1993) und vor kurzen auch SmRK2 in S. mansoni (Forrester et al., 2004).

Die deutliche Konservierung der TGF- Signalfaktoren bei Helminthen und ihren Wirten kénnte zu
Kreuzinteraktionen wihrend einer Infektion fiihren; d.h. Zytokine des Parasiten oder des Wirts
konnten die entsprechenden Rezeptoren des anderen Partners aktivieren. Derartige Interaktionen
konnten an Mechanismen der Immunmodulation durch Helminthen oder an Organtropismen
innerhalb des Wirts beitragen.

So wurde beobachtet, dass der in B. malayi identifizierte Ligand BmTGH2 Siduger TGFf
Rezeptoren stimulieren konnte (G6émez-Escobar et al., 2000). Umgekehrt konnte in einem
Experiment auch beobachtet werden, dass humanes TGFfB den in Sdugerzellen exprimierten S.
mansoni Rezeptor SmRK1 stimulieren konnte (Beall & Pearce, 2001). Es zeigte sich zudem, dass
dieser Rezeptor auch an der Oberfliche des Parasiten exprimiert ist, so dass man vermuten kann,
dass SmRK1 eine Rolle bei der Wahrnehmung von Wirtsfaktoren in S. mansoni spielt. Uber diesen
TGFB-Rezeptor konnten dann die Wirtsfaktoren das Parasiten-Wachstum und die Entwicklung

beeinflussen.
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1.2.6.1 TGFp-Signaling bei Helminthen

Der frei lebende, nicht parasitire Wurm, C. elegans kann je nach Umgebungsbedingungen zwei
verschiedene Entwicklungswege einschlagen: Bei giinstigen Umgebungsbedingungen entwickelt er
sich schnell zum reproduktiven Adultstadium, dem so genannten ,non dauer” Stadium; Bei
ungiinstigen Umgebungsbedingungen findet eine arretierte Entwicklung zum sogenannten ,,dauer
Stadium statt: hier tritt der Wurm in ein alternatives drittes Larvenstadium ein, welches auf ein
Uberleben unter ungiinstigen Umweltbedingungen

spezialisiert ist (Cassada & Russell, 1975).

Die Bildung dieses alternativen ,,Dauer“-Larvenstadium in C. elegans wird von einem TGFj-
dhnlichem System reguliert (Riddle & Albert, 1997; Padgett et al., 1998).

Bei bestimmten Umgebungsbedingungen wird DAF-7, ein TGFf é&hnlicher Faktor, von den
Neuronen des Wurmes produziert. DAF-7 bindet dann an DAF-1 und DAF-4 -Rezeptoren (s. 0.)
und initiiert eine Signalkaskade mit den Smadfaktoren DAF-8, DAF-14 und DAF-3, um die
Entwicklung zum adulten Stadium zu einzuleiten.

In einer in vitro Analyse wiederum konnte gezeigt werden, dass Faktoren der TGFp Superfamilie
einen Einfluss auf die Entwicklung der parasitiren Nematode Ancylostoma caninum haben (Arasu
et al., 2001).

Die Ancylostoma caninum 1.3 Larve befindet sich in einem Stadium der arretierten Entwicklung.
Nach FEintritt in den Wirt tritt sie vermutlich, tiber Wirtfaktoren vermittelt, in ein reproduktives
Stadium {iiber. So konnten Arasu et al. in in vitro Studien zeigen, dass sowohl humanes TGFp1 als
auch TGFp2-Isoformen die Reaktivierung der Tissue-Arrest Larve hervorrufen. Auch durch
Einsetzen von Hundeserum konnte eine dhnliche Aktivierung bewirkt werden. Dieser stimulierende
Serumeffekt konnte wiederum durch eine Priinkubation des Serums mit Anti-TGFpB-Antikorpern

blockiert werden (Arasu et al., 2001).
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2 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Die molekularen Mechanismen der Wirt-Parasit-Interaktion bei Helminthosen sind bislang
weitgehend unverstanden. Genomische Untersuchungen an Helminthen zeigten in den letzten
Jahren jedoch, dass diese Organismen ihren Sdugerwirten auf molekularer Ebene nahe verwandt
sind und mit diesen viele evolutionsgeschichtlich konservierte Signaltransduktionswege teilen.

Ob es wihrend einer Helminthen-Infektion zu Kreuz-Interaktionen zwischen konservierten
Zytokinen und entsprechenden Rezeptoren beider Partner kommen kann, ist eine der grundlegenden
Fragen, deren Beantwortung mit dieser Arbeit in Angriff genommen werden sollte. Da sich bei
vorhergehenden Untersuchungen zum Nematoden Brugia malayi und dem Trematoden Schistosoma
mansoni bereits eine mogliche Rolle von TGFB-Signalmechanismen an hormoneller Kreuz-
Kommunikation zwischen Parasit und Wirt ergeben hatten, wurden in dieser Arbeit entsprechende
Mechanismen am Zestoden Echinococcus multilocularis untersucht.

Die Zytokine der TGFB-Superfamilie geben ihr Signal iiber zwei verschiedene, an der Zellmembran
exprimierte  Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren  weiter. Die so aktivierten Rezeptoren
phosphorylieren die zytoplasmatischen Smad-Proteine, die dann das Signal bis zum Zellkern
weiterleiten und hier die Transkription von bestimmten Zielgenen beeinflussen.

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von TGFB-Komponenten im
Cestoden Echinococcus multilocularis. Es sollten die genauen Aktivierungsmechanismen der
Rezeptoren und die verschiedenen moglichen Signaliibertragungswegen in Echinococcus
multilocularis genauer untersucht werden. Insbesondere sollte untersucht werden, ob Zytokine der
TGFpB-Familie aus Sdugern in der Lage sind, entsprechende Rezeptoren des Parasiten zu
stimulieren.

Die dadurch gewonnen Erkenntnisse iiber die Molekularbiologie von Echinococcus multilocularis
und die mogliche Rolle der TGFB-Faktoren bei der Wirt-Parasit-Kommunikation sollten dazu
beitragen, die Erkrankung der Echinokokkose besser zu verstehen. Dies konnte in Zukunft dazu

beitragen, neue Behandlungsmoglichkeiten der bislang meist unheilbaren Erkrankung aufzudecken.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerite

Die verwendeten Gerite sind hier tabellarisch aufgefiihrt.

Geriteart Geritename Hersteller
PCR-Thermocycler Trio-Thermoblock ™ Biometra
Spektrophotometer U-2000 Hitachi
Elektrophorese-Powersupply

DNA-Elektrophorese-Apparatur BioRad
Protein-Elektrophorese- Apparatur | - BioRad
Tisch-Mikrozentrifuge Centrifuge 5417C Eppendorf
Zentrifuge Sepatech Megafuge 1.0 Heraeus
Kiihl-Zentrifuge Beckman J2-21 Beckman
Inkubator Heraeus 6000 Heraeus
Lichtmikroskop Leitz DM IL Leica
Fein-Waage 2001 MP2 Sartorius
Film-Entwicklermaschine Caompact 35 Protec
Elisa-Reader MR5000 Dynatech
Biacore-Messgerit BIA2000 BIAcore
Scanner Epson Perfection 2450 Epson
Heizblock - Liebisch
Sequenziergerit ABI Prism™ Sequencer 377 | Perkin Elmer

Tabelle 2 — verwendete Geriite.

3.1.2 Chemikalien

Losungen und Puffer wurden mit destilliertem Wasser angesetzt und entweder steril filtriert oder
autoklaviert. Doppelt destilliertes Wasser wurde verwendet, um enzymatische Reaktionen

durchzufithren. Bei Arbeiten mit RNA wurde RNAse-freies Wasser verwendet.

Agarose NEEO
Aminosduren, Antibiotika (Sigma, Deisenhofen)

Benchmark™ Prestainded Protein Ladder (Life Technologies)
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dNTPs lyophylisiert (Roth, Heidelberg)
ECL Chemiluminescence Kit (Amersham Buchler, Braunschweig)
Matchmaker Two Hybrid System 3 (Clontech, Heidelberg)

Agar-Agar, Bacto-Pepton, Hefeextrakt, Glucose, Yeast Nitrogen Base ohne Aminoséduren (Difco
Laboratories, Augsburg)

PBS Dulbecco ohne Ca**/Mg**

Qiagen Plasmid Midi Kit, QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick PCR Purification Kit, QIAgen
Gelextraction Kit

Titan One Tube RT-PCR System (Roche)

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

QuikChange™ XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

3.13 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von ARK-SIGMA bezogen und in lyophilisiertem
Zustand geliefert. Durch Losung in ddH,O wurden sie stets auf eine Endkonzentration von 50uM

verdiinnt. Die Sequenzen aller Oligonukleotide sind in 5°>3"- Richtung angegeben.

3.1.3.1 Primer zur Synthese des cDNA Erststranges

CD3RT: ATCTCTTGAAAGGATCCTGCAGGACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVX

3.1.3.2 Vektorprimer

pCR2.1° TOPO:
M13 (forward): GTAAAACGACGGCCAGT
M13 (reverse). CAGGAAACAGCTATGACC

pGADT?7:
T7-Sequencing Primer: TAATACGACTCACTATAGGGC

AD Sequencing Primer: AGATGGTGCACGATGCACAG

pGBKT7:
T7-Sequencing Primer: TAATACGACTCACTATAGGGC
BD Sequencing Primer: TAAGAGTCACTTTAAAATTTGTAT
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3.1.3.3 Degenerative Primer

Degenerative Primer zur Amplifikation der Smads

Nl: 5° CTC CCC CAY GIN ATH TAY TG

Cl: 5 TAG TGG TAN GGR TTD ATR CA

N2: 5° GTT GAC GGN TTY ACN GAY CC

C2: 57 GCA CCC CAN CCY TIN ACR AA

Degenerative Primer zur Amplifikation der Rezeptoren

TGRFIA: 5- AACATCCTCGGXTTYATHGC
TGRMAP: 5°- TCTAGTACYTCXGGXGCCAT

3.1.3.4 Konstrukte und verwendete Primer

Insert/Bemerkung
EmSmadA wt

EmSmadA wt

EmSmadB wt

EmSmadC wt

MH2 (EmSmadA)
MH2 (EmSmadB)
MH2 (EmSmadC)

EmSmadA * (S-E Mut.)
EmSmadB * (S-E Mut.)
EmSmadC * (S-E Mut.)

EmSmadA 3-3
(+VGG-3")
EmSmadB 3-3
(+VGG-3")
EmSmadC 3-3
(+VGG-3")

Rezeptoren

EmRSK1i

(Intrazellularteil)

EmRSK1i ka
(Q-D Mut.)

Vektoren
AD

BD

AD/BD

AD/BD

AD/BD
AD/BD
AD/BD

BD

AD/BD
AD

AD

AD

AD

AD/BD

AD/BD

Primer

Dw: AGTTAATCGATTAATGTCCAATATTGCTCT
Up: ATGTAGGATCCTTTAGCTGACAGAGGTGCA
Dw: AGTTACCATGGTAATGTCCAATATTGCTCT

Up: ATGTAGGATCCTTTAGCTGACAGAGGTGCA
Dw: GAATTCAGGCTGCTCGGTTGGAAGCAAGGTGAC
Up: AAAGAGGATCCTCAGGAAACAGAAGAGATGGG

Dw: GAATTCATGGGTCCCTCCTATCGC
Up: GGATCCGTCTAGCTTACTGACGTGCATG

Dw: GGCCATGGAGGCCTGGTGCTCTGTCTTCTACTACG
Dw: GGCCATGGAGGCCTACCAAGAACCAAAGTACTGG
Dw: GGCCATGGAGGCCTACCAAGAGCCAGACTGCTGGTGC

Up: GCTCGATGGATCCTTTACTCGACCTCGGTGCACGGAGTCGAGGG
Up: GGATCCATCACTCAACCTCCTCGATGGGATTGCGTGGAGTGCCC
Up: GGATCCGTCTACTCTACTTCCGTGCATGGATGGTTAGGAG

Up: CAATGGGATCCTCCTACGCTGACAGAGGTGCACGGAGTCGAGGG
Up: GGGTGAAAGGATCCGCCTACGGAAACAGAAGAGATGGG

Up: GAATTGGATCCGCCCACGCTTACTGACGTGCATGGATGG

Dw: CATATGAACTTCAGCAAACATGAGAA
Up: GAATTCTCAGCTCACAGTCGCCTCGATGACTG

Dw: GTCAAACAATTGCTCGTGACACAACCCTTCTGGTATGTATCGG
Up: CCGATACATACCAGAAGGGTTGTGTCACGAGCAATTGTTTGAC
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EmRSK1i ka dm
(Q-D/T-D Mut.)

EmRSK1 wt

EmRSKI ka
(Q-D Mut.)

EmRSK1 LP ka
(K-L Mut.)

EmRSK1 LPLL ka
(K-L/F-L Mut.)

EmRSK10LZ

Chiméren

QEmRSKI1-ka

QEmRSKI1-ka SG

QEmRSK1-ka FIA

BRIaHind
BRIaXho
BRIaHind
BRIaTrans
BRIaHind
BRIaSG
BRIaHind
BRIaFIA

BRIa kz1

BRIa kz2

BRIa LK
(L-K Mut.)

EmRSK2i
(Intrazellularteil)
EmRSK2i ka
(Q-D Mut.)
EmRSK2i ka dm
(Q-D/T-D Mut.)

EmRSK2 wt

EmRSK?2 ka
(Q-D Mut.)

AD/BD

pSecTag2
Hygro

pSecTag2
Hygro

pSecTag2
Hygro

pSecTag2
Hygro

pSecTag2
Hygro

pSecTag2

Hygro

pSecTag2
Hygro

pSecTag2
Hygro

pSecTag2
Hygro

pSecTag2
Hygro

pSecTag2
Hygro

AD/BD

AD/BD

AD/BD

pSecTag2

Hygro

pSecTag2
Hygro

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

Dw:

Up:

CGTTCTTAGTTAGTCAAGACATTGCTCGTGACACAACCCTTCTGG
CCAGAAGGGTTGTGTCACGAGCAATGTCTTGACTAACTAAGAACG

CCTGTAAGCTTAATGAAAAAACATACCA
GCGTCCTCGAGAGCTCACAGTCGCCTCGATGACTG

GTCAAACAATTGCTCGTGACACAACCCTTCTGGTATGTATCGG
CCGATACATACCAGAAGGGTTGTGTCACGAGCAATTGTTTGAC

GGCAGCGGGTCGGGACTGCCGTTCTTAGTTAG
CTAACTAAGAACGGCAGTCCCGACCCGCTGCC

GGTCGGGACTGCCGCTCTTAGTTAGTCAA
TTGACTAACTAAGAGCGGCAGTCCCGACC

CCTGTAAGCTTAATGAAAAAACATACCA
CTCGAGAATTGTCTTCATCACACTCC

CCCGAATTTACTGATAGTGGCAGCGGGTCGGG
GCGTCCTCGAGAGCTCACAGTCGCCTCGATGACTG

CGATATGGAGAAGTATGGCGAGCCGTC
GCGTCCTCGAGAGCTCACAGTCGCCTCGATGACTG

ACTTGGTTTCATAGCGAGTGATATGATTTCACGC
GCGTCCTCGAGAGCTCACAGTCGCCTCGATGACTG

AAGCTTACAATTGAACAATGAC
GTTTACTCGAGAGATTTTTACATCTTGGGA
AAGCTTACAATTGAACAATGAC
ACCCGCTGCCACTACTTTGTGACTGGTC
AAGCTTACAATTGAACAATGAC
CCATACTTCTCCATATCGGCC
AAGCTTACAATTGAACAATGAC
CGCTATGAAACCAAGTATG

AAGCTTACAATTGAACAATGAC
CTCGAGTTTGTGACTGGTCAATAAGG

AAGCTTACAATTGAACAATGAC
CTCGAGATACTTCTCCATATCGGC

GGTAGTGGGTCTGGAAAACCTTTATTGGTTCAG
CTGAACCAATAAAGGTTTTCCAGACCCACTACC

GAATTCGCCGGCTGGTGCTTCTGGCG
GGATCCTCAACAATATCCGAGATTTCC

GGAACGCACAGTTGCGCGTGACGTCACTTTGAGTGCACG
CGTGCACTCAAAGTGACGTCACGCGCAACTGTGCGTTCC

GCCACTGCTAGTGGAACGCGACGTTGCGCGTGACGTCACTTTGAGTGC
GCACTCAAAGTGACGTCACGCGCAACGTCGCGTTCCACTAGCAGTGGC

AAAATAAGCTTCATGTTTGCCCTCTCGCTACTCC
ATTTCCTCGAGAACAATATCCGAGATTTCCTCTTCCC

GGAACGCACAGTTGCGCGTGACGTCACTTTGAGTGCACG
CGTGCACTCAAAGTGACGTCACGCGCAACTGTGCGTTCC

Tabelle 3 — Ubersicht iiber die wichtigsten Konstrukte und verwendeten Primer
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3.14

Enzyme

Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase, Quickligase und DNA modifizierende Enzyme
(New England Biolabs (NEB) Schwalbach)

Polymerasen: Pfu Turbo Polymerase (Stratagene, Amsterdam),

Hilden)

3.1.5

Samtliche zu stimulatorischen Zwecken eingesetzte TGFp-Isoformen (rekombinantes humanes

Wachstumsfaktoren

TGFp1, -2 und -3) wurden von der Firma R&D (Minneapolis) bezogen.

Rekombinantes BMP-2 wurde von Prof. W. Sebald, Universitit Wiirzburg zur Verfiigung gestellt.

3.1.6

Antikorper

Tabelle 4 - Primarantikorper

Taqg-Polymerase

Bezeichnung: | gerichtet gegen: |aus: |blocking-Bed.: Hersteller: Verdiinnung im
Western-Blot:
aHA HA-Epitop Hase |3% BSA in TBS-T |Santa Cruz B. |1:1000 in TBS-
(0,1%Tween) Santa Cruz T (0,1%Tween)
aHA HA-Epitop Maus [ 3% BSA in TBS-T | Roche, 1:1000 in TBS-
(0,1%Tween) Mannheim T (0,1%Tween)
aMYC Myc-Epitop Maus [ 3% BSA in TBS-T |Santa Cruz B. | 1:1000 in TBS-
(0,1%Tween) Santa Cruz T (0,1%Tween)
aP-Smadl/5 |phosphorylierte |Hase |3% Milchpulver in|C.H. Heldin, | 1:5000 in TBS-
SSXS-Doméne TBS-T Uppsala T
in Smad 1 oder 5 (0,1%Tween) (0,1%Tween)
aP-Smad2/3 |phosphorylierte |Hase |3% Milchpulver in|C.H. Heldin, | 1:3000 in TBS-
SSXS-Doméne TBS-T Uppsala T
in Smad 2 oder 3 (0,5%Tween) (0,5%Tween)
aSmad2/3 Linker-Region in | Maus | 2,5%Milchpulver | Signal- 1:500 in TBS-T
Smad 2 oder 3 in TBS-T | Transduction- | (0,1%Tween) +

22

(Qiagen,




3. Material und Methoden

(0,1%Tween) Laboratories 2.5% Milch
Madison
anti-V5 V5-Epitop Maus | 5% Milchpulver in | Invitrogen, 1:5000 in PBS-
PBS-T Groningen T
(0,05%Tween) 0,05%Tween) +
5%
Milchpulver
Tabelle 5 - Sekundiirantikorper
Bezeichnung: |gerichtet gegen: |aus: |Hersteller: Verdiinnung im
Western-Blot:
POX-anti Maus-IgG Ziege | Dianova, 1:10000
mouse Hamburg
POX-anti- Hase-IgG Ziege | Dianova, 1:5000
rabbit Hamburg

Die Zweitantikorper sind Meerrettich-Peroxidase(pox)-gekoppelt.

3.1.7

Vektoren zur Expression von rekombinanten Proteinen in:

E. coli:

Expressionsvektoren

. pCR 2.1 TOPO TA: Invitrogen, Groningen

Hefen:

. pGBKT?7: Clontech, Heidelberg
. pGADT7: Clontech, Heidelberg

Sédugerzellen:

. pcDNA1: Invitrogen, Groningen

. pcDNA3: Invitrogen, Groningen

. pSecTag2/Hygro: Invitrogen, Groningen
° pCMV-HA/MYC: Clontech, Heidelberg

23




3. Material und Methoden

Die folgenden Vektoren wurden freundlicherweise von Fr. Prof. P. Knaus, Biozentrum, Universitit

Wiirzburg zur Verfiigung gestellt.

Typ I Rezeptor Familie Beschreibung Eigenschaft

TRI TGFpB wild Typ

TRIka TGFpB T-D Mutation konstitutiv Aktiv
BRIa BMP wild Typ

BRIaka BMP Q-D Mutation konstitutiv Aktiv
Typ II Rezeptor

TRII TGFpB wild Typ

BRII BMP wild Typ

BRII-KR BMP K-R Mutation Kinase inaktiv
ActRIIb Activin wild Typ

Smads

Smadl BR-Smad wild Typ

Smad2 AR-Smad wild Typ

Tabelle 6 — Zur Verfiigung gestellte Vektorkonstrukte.

3.1.8 Bakterienstimme

Escherichia coli MC 1061:

Genotyp:F hsdR (', my’) araD139 A(araABC-leu)7679 galU galK AlacX74 rpsL thi
mer {P3: KanaR AmpR (am) Tet(am)}

Escherichia coli DH50.:

Genotyp: ®80dlacZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (Ry’, m\"), supE44,
relAl, deoR, A(lacZY A-argF)U169

XL10-gold ultracompetent cells:
Genotyp: Tet® A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173endA1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac Hte [F’ proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet®) Amy Cam®]*

S. cerevisiae:

Y1870, Y190(a), SFY526(a), CG1945(a), HF7c(a), AH109(a)
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3.2 Methoden

3.2.1 Techniken zur Arbeiten mit E. multilocularis

Passagieren von Larvenmaterial:

0.5 ml von in sterilem PBS homogenisiertem Parasitenmaterial werden alle 2 Monate durch

intraperitoneale Injektion in mongolischen Wiistenmausen (Meriones unguiculatus) kultiviert.

Isolierung und Aufbereitung von E. multilocularis Larvengewebe:

Aus der Bauchhohle des infizierten M. unguiculatus wird das Larvengewebe mit sterilem Material
(Pinzetten und Skalpell) entnommen. Nach der Entfernung von Blut und Wirtsgewebe wird das
Larvengewebe mit sterilem PBS gewaschen. Dann wird das Larvengewebe mit der Riickseite eines
sterilen 10 ml Spritzenkolbens durch ein steriles Kiichensieb gesiebt. Das gewonnene Homogenisat
wird 3x mit PBS gewaschen und mit Ciprobay® (2mg/ml) behandelt. Eine weitere Wiasche mit PBS
findet nach einer Inkubation iiber Nacht bei 4°C statt.

Techniken zum Umgang mit E. multilocularis-RNA:

Alle verwendeten Glas und Metallgegenstinde werden bei 240°C fiir 5 Stunden hitzesterilisiert,
Eppendorfgefilie und Pipettenspitzen werden zweimal autoklaviert. Alle
Einmalgebrauchsgegenstinde werden nur aus ungedffneten Verpackungen entnommen. Es wird
ausschlieBlich mit Handschuhen gearbeitet.

° Priparation von Zysten-RNA:

Ca. 10 Zysten (mit Imm Durchmesser) werden unter dem Lichtmikroskop aus der Zellkultur
abpipettiert und mit PBS dreimal gewaschen. Mittels einer sterilen Kiivette werden sie in einem
sterilen Einmalbehilter zerstochen und anschlielend bei 5000 rpm fiir 5-10 Minuten zentrifugiert.
Die RNA-Isolierung wird mit Hilfe des Rneasy mini kits (Qiagen) isoliert und in 30 pul DEPC-

Wasser resuspendiert.

° Priparation von Protoskolex-RNA:

Das Parasitengewebe wird unter sterilen Bedingungen aus dem Zwischenwirt isoliert, iiber ein
steriles Sieb zerkleinert und zweimal mit PBS gewaschen. Die Protoskolizes werden unter dem
Lichtmikroskop selektiv mit einer Pipette angereichert. Nach der Lyse von etwa 50 Protoskolizes
erfolgt die RNA-Isolierung mit dem Rneasy Mini Kit (Qiagen). AnschlieBend erfolgt die
Resuspension in 30 ul DEPC-Wasser.
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3.2.2  Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen

Auch bei der Isolation von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen macht man sich die selektiven
Bindungseigenschaften einer Silikamembran zur nutze, die iiberwiegend RNA und nicht DNA

bindet. Zusitzlich wird vorher das Zelllysat homogenisiert, um die genomische DNA zu scheren.

3.2.2.2 Quiagen Rneasy Mini Kit Protokoll

Dieses Protokoll zeigt die Moglichkeit, bis zu 100pg Gesamt-RNA mit einer jeweiligen

Molekiilgrofle von iiber 200 bp aus Kulturzellen oder Gewebe zu isolieren.

Arbeitsanweisung:

° Lyse der Zellen (hochstens 107 Zellen) in 350ul (6cm-Platte) bzw. 600ul (10cm Platte)
Puffer RLT

o Homogenisieren des Zell-Lysates mit Hilfe einer Qiashredder-Séule

° Zugabe von 1 Volumen Ethanol (70%). Fillung der Nukleinsiduren

o Auftragen der Probe auf eine Rneasy Mini Sdule. 15 s bei 10000 rpm zentrifugieren
° 700 ul Waschpuffer RW1 auf die Sdule geben. Wiederum zentrifugieren.

. 500 ul RPE-Puffer auf Sédule auftragen und wieder zentrifugieren.

. Letzten Schritt wiederholen.

° Elution der RNA in 30 pl RNase-freiem Wasser: 1min Zentrifugation bei 10000rpm
o Lagerung der RNA bei -20°C

3.2.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA bzw. RNA

Die Konzentrationen der isolierten Nukleinsduren wurden photometrisch durch Messung der
Extinktion bei 260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Um Kontaminationen mit Proteinen
auszuschliefen, wurde jeweils das Verhéltnis der Extinktionen Eyg0/Ezg9 bestimmt. In proteinfreien
Proben sollte es im Fall der RNA bei ca.1.6 liegen, bei DNA um 1.8.

Berechnung der Konzentration nach erhaltener Extinktion:

° DNA: ¢ =50 x Eye x Verdiinnungsfaktor [pg/ml]

° RNA: ¢ =40 x Es x Verdiinnungsfaktor [pug/ml]
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3.2.2.4 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion ermdoglicht eine vielfache Amplifikation von
geringsten Mengen DNA aus einem bestimmten Abschnitt des Genoms. Vorraussetzung ist, dass
bestimmte Randsequenzen, die den Abschnitt flankieren, bekannt sind. Diese Sequenzen werden
bendtigt um dazu komplementire Oligonukleotide zu synthetisieren, wobei deren Basensequenz
jeweils zu einem der beiden Stringe komplementér ist.

Diese zwei DNA-Oligonukleotide dienen als Primer bei der nun folgenden in vitro-DNA-Synthese
durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Da die Primer flankierend an den entgegengesetzten
Punkten der zu vervielfiltigenden Sequenz liegen, bestimmen sie auch die Enden der amplifizierten

Region.

Ablauf eines PCR-Reaktionszyklus:

. Trennung der DNA-Doppelhelix durch kurzes Erhitzen auf 96°C.

. Primerannealing: Die Primer binden beim Abkiihlen an die komplementiren DNA-
Einzelstrange (50-60°C).

. Replikation der beiden DNA-Stringe durch die Polymerase: Die downstream (in 3°
Richtung) von den Primern gelegenen DNA-Abschnitte werden selektiv neu synthetisiert

(72°C), wobei etwa 1000 Basen in 60 s synthetisiert werden

Vor Eintritt in den ersten Zyklus liegt noch ein Denaturierungsschritt bei 94°C und nach den Zyklen

ein relativ langer DNA-Syntheseschritt bei 72°C, der die Replikation vervollstindigen soll.

S0ul-PCR-Ansatz :

37 ul steriles ddH,O

Sul Tag-Polymerase-Puffer (10x), ohne MgCl,
I pl (0.4 mM) ANTP mix

3 ul (1.5 mM) MgCl, stock solution: 25mM MgCl,

1 pl (0.2 uM) Primer 1 (downstream)

1 ul (0.2 uM) Primer 2 (upstream)
1 ul template DNA (~ 100ng)
1 ul (~1U)  Tag-Polymerase
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Bei einer PCR bietet sich zudem die Moglichkeit, an den Rand des PCR-Produktes
Restriktionsschnittstellen einzubauen. Die Sequenz der Schnittstellen muss lediglich als Uberhang

an die beiden Primer angefiigt werden.

° Nested- bzw. Seminested-PCR:

Ziel solch einer PCR ist die deutliche Verringerung der Bildung unspezifischer Nebenprodukte.
Dabei wird zunichst eine Amplifikation mit einem ,,ersten‘ Primerpaar unter Standardbedingungen
durchgefiihrt. Im Anschluss daran wird ein Aliquot dieses Ansatzes einer zweiten PCR zugefiihrt,
bei der ein weiteres Primerpaar eingesetzt wird, das intern in das Produkt der ersten Amplifikation
hineinverschoben ist. Bei einer Seminested PCR stammt einer der beiden Primer noch aus der

ersten Reaktion.

o Touchdown-PCR:

Die Anwendung dieses PCR-Verfahrens ermoglicht eine schnelle und unkomplizierte Optimierung
der PCR-Bedingungen nur iiber die Programmierung des Thermocyclers bzw. die Primerannealing-
Temperatur. Dabei beginnt die PCR 2-4°C iiber dem berechneten Schmelzpunkt (Tyy) des
Primerpaares. Bei dieser hohen Annealing-Temperatur wird sichergestellt, dass die ersten Primer-
Matrizenhybride unter hochster Spezifitit gebildet werden. Nun wird die Annealing-Temperatur
langsam gesenkt (1-2°C pro Zyklus) bis ca.10°C unter dem berechneten Ty-Wert. Bis nun eine
Temperatur erreicht wird, die unspezifische Hybridisierungen zulésst, wird das spezifische Produkt
bereits exponentiell amplifiziert und die entstehenden unspezifischen Produkte werden

vernachlédssigbar.

o PCR mit degenerativen Primern:

Will man die Sequenz eines bislang unbekannten Genes bestimmen, so arbeitet man mit
degenerativen Primern. Dabei vergleicht man die zu dem zu untersuchenden Gen homologen Gene
anderer Spezies und wihlt von diesen die hochkonservierten Abschnitte als Ansatzstellen der zu
konstruierenden Primer aus. Da die meisten Aminosiduren von mehr als einem Codon kodiert
werden, werden nach Moglichkeit Sequenzen verwendet, bei denen ein groBer Teil der
Aminosduren von nur einem oder zwei Codons kodiert werden. Fiir die PCR verwendet man dann

einen Pool aller moglichen degenerativen Primer.
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3.2.2.5 DNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleinsidure-Strangen, nach ihrem Molekulargewicht (ihrer Grofle), werden
diese in die Taschen eines Agarosegels aufgetragen. Nukleinsduren tragen eine negative
Nettoladung und wandern, nach Anlegen einer Spannung (80 V), in Richtung Anode.

Lingere Nukleinsdurefragmente laufen langsamer als kiirzere Fragmente.

4  Herstellung eines 1% Agarosegels

10 x TAE-Puffer: 48,4¢g Tris
20ml 0,5M EDTA, pH 8,0
11,4ml  konz. Essigsdure

— ad 11 ddH,O

Zu 40ml 1x TAE werden 400 mg Agarose gegeben und die Mischung in einer Mikrowelle oder
iber einem Bunsenbrenner aufgekocht. Sobald die Agarose auf ca. 55°C abgekiihlt ist, wird es in
einen mit zwei Klebebdndern abgedichteten und einem Kamm versehenen Gelschlitten gegossen.

Blasenbildung sollte dabei vermieden werden.

4.1.1.1 Durchfithrung der Gelelektrophorese
Der Kamm und die Klebebidnder werden, nach der Auspolymerisierung, entfernt und der

Gelschlitten in einer Gelkammer platziert, die 1x TAE-Puffer enthélt. Vor dem Auftragen der zu

untersuchenden DNA muss diese nun noch mit Probenpuffer (6x konzentriert) versetzt werden.

10x Probenpuffer: 200 ul 50 x TAE
48ml HO
5 ml Glycerin
1 Spsp. Bromphenolblau
1 Spsp. Xylencyanol

Der Probenpuffer hat zum einen die Funktion, anzuzeigen wie weit die DNA im Gel bereits
gelaufen ist, denn das dunkelblaue Bromphenolblau bildet die unterste Lauffront, wohingegen das

hellblaue Xylencyanol die oberste langsamere Lauffront darstellt, zum anderen erleichtert das
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Glycerin im Probenpuffer das Beladen des Gels erheblich, da es durch sein Gewicht die Probe in
die Geltasche absinken lasst.

Zusitzlich muss in jedem Gel eine Tasche mit einem Marker beladen werden. Mit dessen Hilfe ist
man iiberhaupt erst in der Lage, die Gré3e bzw. das Molekulargewicht der aufgetragenen Proben zu
bestimmen.

Nun folgt die Gelelektrophorese bei 80 V fiir ca. 60 min.

Um die Nukleinsduren sichtbar zu machen wird das Gel in einem Ethidiumbromid-Bad ca. 10 min
gelagert. Ethidiumbromid ist in der Lage in Nukleinsduren zu interkalieren und es fluoresziert

rosafarben bei Anregung mit UV-Licht.

3.2.2.6 TOPO TA Cloning®

Die TOPO TA-Klonierungsstrategie stellt eine schnelle und effiziente Methode zum Einbringen
von Tag-Polymerase amplifizierten PCR-Produkten in Plasmidvektoren dar, wobei dabei keinerlei
Ligase oder spezifische PCR-Primer benétigt werden.

Durch die matrizenunabhéngige, terminale Transferase-Aktivitit der Taq-Polymerase, wird an die
3"-Enden des PCR-Produktes je ein einziges Desoxyadenosin angefiigt. Der im TOPO TA Cloning®
Kit enthaltene linearisierte Vektor hat dazu passend einzelne {iberhidngende 3°-Desoxythymidinreste
und zudem noch eine kovalent gebundene Topoisomerasel. Die aus dem Vaccinia-Virus isolierte
Topoisomerasel bindet an spezifischen Stellen dsDNA und ist in der Lage, das
Phosphodiesterriickgrat eines Stranges nach 5-CCCTT zu spalten.

Die Energie, die bei diesem Vorgang frei wird, wird fiir die Bildung einer kovalenten Bindung
zwischen dem 3°-Phosphat des gespaltenen Stranges und einem Tyrosinrest (Tyr-274) der
Topoisomerasel genutzt. So erhédlt man einen aktivierten Vektor, der einen nucleophilen Angriff der
5’-Hydroxylgruppe des einzuklonierenden PCR-Produktes auf die Phospho-Tyrosin-Bindung des
Vektors ermoglicht. Im Zuge dieses Angriffs wird das Enzym freigesetzt und das PCR-Produkt

aufgrund der zum TOPO-Vektor komplementédren Enden (A-T) effizient einkloniert.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Prinzips des TOPO TA Cloning. Der linearisierte Vektor hat einzelne
tiberhdngende 3°-Desoxythymidinreste mit einer kovalent gebundenen Topoisomerasel. Durch das in der PCR-
Reaktion durch die Taq-Polymerase an den 3”-Enden eingefiigte Desoxyadenosin fiigt sich das PCR-Produkt ohne
Bedarf weiterer Schnittstellen oder Ligasen in den Vektor ein.

Reaktionsansatz fiir die TOPO TA Cloning®—Reaktion

PCR-Produkt 0,5-4ul (ca. 80ng/ul)
Salzlosung (1,2M NaCl, 0,06 M MgCl,) | 1ul
pCR®II-TOPO®-Vektor 1ul

ddH,O ad 6ul Endvolumen

Der Ansatz wird gemischt und Smin bei RT inkubiert, dann auf Eis gelagert.

Zur Transformation werden 2ul des Reaktionsansatzes zu den in einem Eppendorf-Cap gelagerten,
chemisch kompetenten One Shot® E. coli-Bakterien gegeben, gemischt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert.

Es folgt ein Hitzeschock fiir 30 s bei 42°C, bei dem die Bakterien die DNA aufnehmen.

Nach kurzem Abkiihlen auf Eis (2 min) werden 250 ul SOC-Medium zugegeben und das Cap 1 Std.
bei 200 rpm und 37°C geschiittelt.

15 pl dieses Ansatzes werden nun auf LB-Ampicillin-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert.

3.2.2.7 Plasmid-DNA-Amplifikation in einer LB-Fliissigkultur

Um Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien zu analysieren bzw. isolieren, muss sie zunichst
amplifiziert werden. Hierfiir pickt man mit einer autoklavierten Pipettenspitze den entsprechenden
Klon von der LB-Agar-Platte und gibt die Spitze in ein mit LB-Medium und dem passenden
Antibiotikum gefiillten RShrchen oder Kolben.
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Das eingesetzte Volumen hidngt von der anschlieBenden Verwendung der DNA bzw. der benotigten
Menge an DNA ab: Fiir eine Midi-Préparation iiber eine Sidule werden 100 ml LB-Medium (die das
entsprechende Antibiotikum enthalten) angeimpft. Fiir eine Mini-Pri-paration die beispielsweise
nur der Kontrolle dient, ob der auf der Platte gewachsene Klon tatsdchlich das Plasmid mit Insert
enthilt oder nur eine Autoligation vorliegt, ist ein 3ml Ansatz voll ausreichend.

Die unverschlossenen Gefide werden iiber Nacht auf dem Schiittler (ca. 200 rpm) bei 37°C
inkubiert.

Am néchsten Morgen (nach 12-16 Std.) sollten die Bakterien geerntet werden, da sie sich nach
dieser Zeit am Ende ihrer logarithmischen bzw. am Anfang ihrer stationdren Wachstumsphase
befinden. Lingeres Wachstum sollte vermieden werden da die Bakterien nach 16-18 Std. beginnen

zu lysieren und sich die DNA-Ausbeute verringern konnte.

3.2.2.8 Plasmid-DNA-Priparation aus Bakterien

Das Prinzip von DNA-Priparationen beruht auf der Kombination einer alkalischen Lyse mit einer
Silikamembran, die sehr selektive und reversible Nukleinsdure-Bindungseigenschaften besitzt.
Zuniachst werden die Bakterien aus der LB-Fliissigkultur durch 10miniitiges zentrifugieren
pelletiert. Das Pellet wird in einem RNAse-haltigen Resuspensionspuffer resuspendiert. Dieser
Abbau der RNA stellt sicher, dass tatsiachlich nur Plasmid-DNA an die Silikamembran bindet.

Nun folgt die Lyse der Bakterien mit Hilfe eines NaOH und SDS (Natriumdodecylsulfat)
enthaltenden Lysispuffers. Das SDS 16st die Phospholipid- und Proteinbestandteile der
Zellmembran, wihrend das NaOH Proteine, chromosomale und Plasmid-DNA denaturiert. Dies ist
daher auch ein sehr zeitkritischer Schritt, der 5 min nicht iiberschreiten sollte. Bei einer optimalen
Lysisdauer wird die maximale Menge an Plasmid-DNA freigesetzt ohne die Freisetzung
chromosomaler DNA und ohne die Plasmid-DNA allzu lange den denaturierenden Bedingungen
auszusetzen.

Der Neutralisierungspuffer, der die Lysisreaktion abstoppt, enthdlt KAc (pH 5.5), was zum einen
dazu fihrt, dass das SDS ausfillt und die denaturierten Proteine, die chromosomale DNA und die
weiteren Zelltrimmer in Salz-Detergenz-Komplexen gebunden werden, zum anderen befihigt es
die Plasmid-DNA, an die Silikamembran zu binden. Die Plasmid-DNA ist aufgrund der geringeren
GroBe im Vergleich zur chromosomalen DNA in der Lage, vollstindig zu renaturieren und in
Losung zu gehen. Nach Zentrifugation verbleibt sie daher im Uberstand.

Dieses klare (da frei von Proteinen) Lysat wird auf eine Sidule geladen. Die hohen
Salzkonzentrationen und pH-Bedingungen des Lysates sorgen nun dafiir, dass lediglich Plasmid-
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DNA an die Silica-Membran bindet. Es folgt ein Waschschritt bei dem mit Hilfe eines Wasch-
Puffers Nucleinsidure-bindende Proteine, Salze und RNA-Spuren entfernt werden.
AbschlieBend wird die DNA mit einem geeigneten Volumen an autoklaviertem ddH,O oder

Elutionspuffer eluiert. Gelagert werden kann die in Wasser geloste DNA bei —20°C.

QIAGEN Plasmid Midi Kit Protokoll
Dieses Protokoll zeigt die Moglichkeit, bis zu 100 ug Plasmid-DNA aus einer 100 ml

Ubernachtkultur von E. coli in LB-Medium zu isolieren.

Bendtigte Puffer:

° Resuspensions-Puffer P1: 50 mM TrisCl, pH8.0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A

— nach Zugabe von RNase A bei 4°C lagern

. Lysis-Puffer P2: 200 mM NaOH
1 % SDS
° Neutralisations-Puffer P3: 3 M KAc, pH 5.5
. Aquilibrierungs-Puffer QBT:750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7.0
15 % Isopropanol
0.15 % Triton X-100
] Wasch-Puffer QC: 1M NaCl
50 mM MOPS, pH 7.0
15 % Isopropanol
. Elutionspuffer QF: 1.25M NaCl
50 mM TrisCl, pH 8,5
15 % Isopropanol
Arbeitsanweisung:
. Bakterien aus Ubernachtkultur durch Zentrifugation fiir 15 min bei 6000g und 4°C
pelletieren
. Bakteriensediment in 10 ml Puffer P1 resuspendieren und in ein Zentrifugenr6hrchen
iberfiihren.
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. Zugabe von 10 ml Puffer P2 und vorsichtiges 4-6maliges Invertieren. 5 min Inkubation bei
RT

. Abstoppen der Lysisreaktion durch Zugabe von 10 ml Puffer P3.

. Zentrifugation bei 4°C und 13000 rpm fiir 30 min. Ubertragen des Uberstandes in neues
Zentrifugenrohrchen und erneutes Zentrifugieren bei 13000rpm fiir 15 min

° Wihrenddessen wird die Sédule (QIAGEN-tip 100) &quilibriert indem 10 ml Puffer QBT

aufpipettiert werden

. Sobald der gesamte Puffer QBT durch die Siule gelaufen ist, wird sie mit dem Uberstand
beladen
. Nach Durchlaufen des gesamten Uberstandes wird die Siule mit 2x 10 ml Puffer QC

gewaschen. Nun kann die Plasmid-DNA mit 5 ml Puffer QF eluiert werden.

3.2.2.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung basiert auf der Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977) und erfolgt im
ABI Prism™ Sequencer von Perkin Elmer.

Um DNA zu sequenzieren wurde 0.4 pg Plasmid-DNA (0,1ug bei PCR-Produkt), 5 pmol Primer
und 2 ul Sequenziermix in einem Volumen von 10 ul in ein 0.2 ml Reaktionsgefil3 gegeben.

Die doppelstringige DNA wird zur Denaturierung fiir 10 Sek. auf 96°C erhitzt und anschlieend fiir
5 Sek. auf eine Primer-spezifische Annealingtemperatur, die nach der Formel 4x(G+C)+2x(A+T)-
5°C berechnet wird, abgekiihlt. Der angelagerte Primer ist der Initiationspunkt der DNA-Synthese
fiir die Tag-Polymerase, die bei 60°C fiir 4 min erfolgt. Der Sequenziermix enthélt neben den 2°-
Desoxyribonukleosidtriphosphaten ~ (ANTPS) auch einen geringen Anteil an 27,3"-
Didesoxyribonukleosidtrophosphaten (ddNTPs), die mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
konjugiert sind. Der Einbau eines ddNTPs fiihrt zum Abbruch der Elongationsreaktion, da keine
3°OH-Gruppe zur Ausbildung einer Phosphodiesterbindung mit dem néchsten Nukleosidtriphosphat
vorhanden ist. Durch den Einbau der ddNTPs entsteht ein Gemisch doppelstrangiger DNA-
Fragmente unterschiedlicher Lédnge, die an unterschiedlichen 3°-Nukleotiden terminiert sind. Je
kiirzer das Fragment ist, desto weiter 5” auf dem zu sequenzierenden Strang liegt das eingebaute
ddTNP.

Nach der DNA-Synthese werden die prézipitierten Reaktionsansidtze in Probenpuffer

aufgenommen, fiir 2 min bei 90°C denaturiert und im Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
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fluoreszierenden ddNTPs werden von einem Laserscanner im Sequenzierer erfasst, wodurch die

Sequenz des DNA-Fragments ermittelt wird.

Sequenzieransatz:

0.4 pg Plasmid oder 0.1pg PCR-Produkt

5 pmol Primer
2 ul Sequenziermix

ad 10ul ddH,0

3.2.2.10 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme sind spezifische Endonukleasen, die an spezifischen, meist palindromartigen
Sequenzen doppelstringige DNA spalten, indem sie in jedem Strang eine Phosphodiesterbindung
losen. Sogenannte ,,blunt ends* (stumpfe Enden) entstehen, wenn die Schnittstellen auf dem DNA-
Doppelstrang genau einander gegeniiber liegen. Sind die Schnittstellen auf den DNA-Stringen
gegeneinander versetzt, so entstehen iiberhingende ,,sticky ends®, die zueinander komplementér

sind.

Ablauf eines Restriktionsverdaus

20 pl Restriktionsansatz:

DNA 2-3ul

10x Puffer fiir 1. Restriktionsenzym 2ul

1. Restriktionsenzym (10 U/ul) 2 ul
autoklaviertes ddH,O Ad 20 ul Endvolumen

Dieser Ansatz wird fiir 1 Std. bei 37°C inkubiert.

Zur Kontrolle, ob der Restriktionsverdau erfolgreich verlaufen ist, wird anschlieBend ein Testgel

gefahren.
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3.2.2.11 Gelextraktion

In einer Gelextraktion wird die in einer Gelelektrophorese aufgetrennte DNA wieder aus dem Gel
gewonnen und fiir spdtere Arbeitsschritte aufgereinigt und dabei von Ethidiumbromid- und
Gelriickstinden und Probenpuffer befreit.

Bei DNA-Fragmenten von 70 bp bis 10 kb wird der QIAquick Gel Extraction Kit verwendet.

Die DNA wird iiber eine spezielle Silika-Membran, aufgereinigt. Diese Membran bindet bei hohen

Salzkonzentrationen spezifisch DNA wihrend andere kontaminierende Substanzen hindurchflieBen.

Arbeitsanweisung laut QIAquick Gel Extraktion Kit Protocol using a microcentifuge:

. Ausschneiden des DNA-Fragmentes mit sauberem Skalpell

. Gelstiick wiegen (max. Gewicht fiir eine Sdule: 400mg) und mit drei Volumenanteilen des
QG-Puffers versetzen (100mg~100ul). Inkubation fiir 10min bei 50°C und mehrmaligem
Vortexen zum Losen des Gelstiickes.

. Zugabe von einem Gelvolumenanteil an Isopropanol.

. Zentrifugen-Sédule auf 2ml Sammeltubus stecken und mit DNA beladen (max. 800ul). Eine
Minute bei 14000rpm zentrifugieren.

. Durchfluss verwerfen und Sdule waschen mit 750ul des Waschpuffers PE: Eine Minute
zentrifugieren.

. Durchfluss verwerfen. Um Pufferreste zu entfernen Sédule nochmals fiir eine Minute
zentrifugieren.

. Sédule auf ein steriles Eppendorf-Cap stecken und Eluierung der DNA mit 30-50ul
autoklaviertem Wasser (bzw. Elutionspuffer EB).

. Lagerung der DNA bei —20°C.

3.2.2.12 Transformation von kompetenten Bakterien

Unter einer Transformation versteht man die genetische Veridnderung eines Bakteriums nach der
Aufnahme von DNA eines genetisch anderen Bakteriums.

Vorraussetzung fiir eine erfolgreiche Transformation ist die Kompetenz der zu transformierenden
Bakterien, d.h. die Bakterien miissen zundchst zur Aufnahme von DNA aus dem Medium befidhigt
werden. Dies geschieht durch die Behandlung der Bakterien mit DMSO (Dimethylsulfoxid), was
die Membranpermeabilitidt erhoht, und durch MgSQO,, welches in der Lage ist, Nukleinsduren zu

komplexieren.
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Die kompetenten Bakterien werden aliquotiert (je 100ul) und bei —80°C gelagert.

Arbeitsanweisung fiir eine Hitzetransformation:

Auftauen der kompetenten Bakterien auf Eis und Zugabe von ca. 1-10 ng der zu
transformierenden DNA bzw. 10ul eines Ligationsansatzes.

Mischen und Inkubation fiir 30min auf Eis.

Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad fiir 90s. - Aufnahme der DNA aus dem Medium.
Abkiihlen der Bakterien auf Eis und Zugabe von Iml SOC-Medium (Zusammensetzung:
siehe unten).

Inkubation auf dem Schiittler bei ca. S0rpm und 37°C. Inkubationszeit bei Ampicillin-
Resistenz: 30min.

Sedimentieren der Bakterien fiir 2min bei 6000rpm und resuspendieren in 60ul LB-Medium

Ausplattieren auf vorgewiarmte LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum.

Medienzusammensetzung und Agar-Platten-Herstellung:

SOC-Medium: 2 % Trypton
0.5 % Hefe-Extrakt
10 mM NaCl
2.5 mM KCl

10 mM MgCl,
10 mM MgSOy,
20 mM Glukose

LB-Medium: 10g Bacto-Trypton
5¢g Yeast (Hefe)-Extrakt
10g NaCl

— auf 1 L ddH,O; pH 7.4

Das Medium ist danach zu autoklavieren.

LB-Agar-Platten fiir Ampicillin-Selektion:
500 ml LB-Medium
75¢ Bacto Agar (1.5 % [w/v])
—Ansatz autoklavieren, auf ca. 55°C abkiihlen lassen und

100 pg/ml Ampicillin zugeben.
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Das fliissige Agar-Medium wird nun in Petrischalen gegossen (nicht hoher als 5 mm) und die

Schalen verschlossen. Sobald der Agar ausgehirtet ist werden sie kopfiiber bei 4°C gelagert.

3.2.2.13 Mutagenese

Zur Verinderung der Aminosduresequenz des vom jeweiligen Gen kodierten Proteins wurde das
QuikChange™ XL site-directed mutagenesis Kit von Stratagene verwendet.

Bei dieser Methode wird ein doppelstringiger DNA-Vektor (dsDNA) eingesetzt, der das zu
mutierende Insert triagt. Als Primer werden zwei Oligonukleotide verwendet, die die gewiinschte
Mutation enthalten. Die Mutagenese-Oligonukleotide miissen gegenseitig komplementéire zu den
Vektor-Stringen sein. In einer PCR Reaktion mit Pfu-Polymerase wird das Plasmid mit den
Mutagenese-Oligonukleotiden amplifiziert. Um die neu synthetisierte mutierte DNA zu selektieren,
wird die unmutierte Parental-DNA mit der Endonuklease Dpn I verdaut. Dieser selektive Verdau
beruht auf der Tatsache, dass Dpn I nur methylierte oder hemimethylierte DNA (5-Gm°ATC-3")
verdaut. Das Parental-Plasmid wurde in einem dam*-Stamm propagiert (fast alle Wildtyp-E. coli
Stamme sind dam"), bei dem es zu einer Methylierung des Plasmids kommt. Das mutierte Plasmid

wurde in XL10-Gold® ultrakompetenten Zellen transformiert.

PCR-Ansatz:

10x Pfu-Puffer 5 pul
dNTP Mix 1 ul
dsDNA 10 png
Primer 1 125 ng
Primer 2 125 ng

QuikSolution 3ul
Pfu-Polymerase 1 pl
Wasser ad 50 pl

Thermocycler-Einstellungen:
Heizdeckel 110°C
1x 95°C 1 Min

95°C 50 Sek.
18x 60°C 50 Sek.

72°C 2 Min/kb
1x 72°C 7 Min
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1 - Plasmidvorbereitung:
Plasmid mit dem zu mutierenden Gen

2.- Primerannealing:
Plasmiddenaturierung und
Annealing der Mutagenese-Oligonukleotide

PCR Amplifizierung und
Einfiigen der Mutation

3.- Verdau:
Dpn FAbbau der nicht mutierten
Parental-DNA

Legende

== Parental -DNA

//(;’ Mutagenese -Oligonukleotide
Mutierte DNA -Plasmid

4 -Transformation:

o’y
Transformation der mutierten dsDNA
in XL10-Gold ultrakompetenteZellen.
,I

Abbildung 10: Die QuikChange™ XL site-directed mutagenesis Methode. Um die gewiinschten Mutationen
einzufiigen, wurde eine Mutagenese geméll den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.2.2.14 Konstruktion einer Chimaren-DNA

Mittels PCR konnen 2 DNA Fragmente durch Uberlappung komplementirer Bereiche miteinander
verbunden werden. Abbildung 11 soll diese Methode veranschaulichen. Die verschiedenen zu
fusionierenden DNA-Abschnitte werden hier durch weille bzw. schwarze Farbe dargestellt. Fiir
jedes Fragment werden jeweils zwei Primer eingesetzt: Fiir Fragment 1 (des in weill markierten
DNA-Abschnitts) Primer A und B, fiir Fragment 2 (des in schwarz markierten DNA-Abschnitts)
Primer C und D. Primer A hat eine zu Fragment 1 vollstindig komplementidre Region, Primer D zu
Fragment 2. Primer B weist zum einen eine Sequenz auf, die komplementédr zu Fragment 1 ist (in

weill dargestellt), zum anderen schlieBt sich hier aber eine Sequenz an, die komplementir zu
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Fragment 2 ist (in schwarz dargestellt). Dasselbe Prinzip findet sich bei Primer C. Er besteht aus
einer Sequenz, die komplementdr zu Fragment 2 (schwarz) ist, aber zusitzlich noch eine zu
Fragment 1 komplementére Sequenz (weil}) aufweist. In zwei getrennten PCR-Reaktionen werden
jeweils das Fragment 1 und 2 amplifiziert. Die beiden PCR-Produkte werden aufgereinigt und in
dquimolarer Menge zusammengemischt. Bei hoher Temperatur werden die Doppelstringe in
Einzelstringe aufgetrennt. Nach Absenken der Temperatur kommt es zu einer Hybridbildung
zwischen den beiden Fragmenten. Durch Polymerisierung werden die Fragmente verldngert bis

wieder eine doppelstringige DNA vorliegt.

Primer A

Fragment 1

[ MlpimerB
PCR-Ampilifizierug mit Gberlappenden
Primer ¢ [ I Primers von 2 verschiedenen
] NAs
B e e ——

—
Primer D
| =
[
[ Hybridizierung
[
: e »>
hinininteteininteie Auftullung der hybridizierten

Abbildung 11: Konstruktion einer Chimir-DNA. Amplifikation von Fragment 1 (weif}) mit dem Primer A und dem
iberlappenden Primer B. Amplifikation von Fragment 2 (Schwarz) mit dem iiberlappenden Primer C und Primer D. Die
beiden PCR-Produkte werden aufgereinigt und in dquimolarer Menge zusammengemischt. Auftrennung bei hoher
Temperatur in Einzelstringe. Hybridbildung zwischen den beiden Fragmenten durch Absenken der Temperatur.
Verlingerung der Fragmente bis zur kompletten doppelstrangigen DNA durch Polymerisierung.

PCR-Ansatz fiir die Herstellung von der Chiméar-DNA

10x Pfu-Puffer Sul
dNTP 1w
Template 1 50 -100 pg
Template 2 50 -100 pg
Pfu-Polymerase 1 ul
Wasser ad 45 ul

Thermocycler-Einstellungen

Heizdeckel 110°C

Ix 95°C 1 Min
95°C 1 Min
2x 60°C 30 Sek.
72°C 2 Min/kb
1x 72°C 7 Min
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3.2.2.15 Amplifikation von TGFp-Faktoren-Sequenzen aus E. multilocularis iiber
degenerative PCRs

o Amplifikation von emrsk2 und emrsk3 von E. multilocularis

Die hergestellten degenerative Primer haben eine Linge von ca. 20 Nukleotiden und richten sich
gegen die hoch konservierten Motive NILGFIA 5’AAC ATC CTC GGX TTY ATH GC-3” und
MAPEVLD 5°-TCT AGT ACY TCX GGX GCC AT-3". Die PCR wird bei niedrigen
Stringenzbedingungen aus eine E. multilocularis-cDNA durchgefiihrt (Annealingtemperatur ca.
50°C). Das amplifizierte Fragment wird mit einem TOPO-TA Cloning® kit zur weiteren

Sequenzierung kloniert.

Amplifikation des 5°- und 3°-Endes iiber RACE Strategie.

Die Isolierung des 5° und 3°-Endes der PCR-amplifizierten Fragmente erfolgt iiber die RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends) Strategie und Gen-spezifische Oligonukleotide. Dafiir wurde
das ,,SMART™ RACE cDNA Amplification Kit*“ der Firma Clontech (Palo Alto, USA) nach

Herstellerangabe durchgefiihrt.

emrsk2 RACE

Die Amplifikation des emrsk2 5° Endes wurde durch eine PCR mit dem Vektor-Primer PJG4-5PR
(5"-GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3") und dem emrsk2 spezifischen Primer RSK2-UP (5°-
GGGATTTGAGGTCACGATG-3") aus einer E. multilocularis cDNA Bibliothek, die fiir das
Metacestode-Stadium hergestellt worden war, durchgefiihrt. Fiir die Amplifikation des emrsk2 3°
Endes wurde der emrsk2-Primer RSK2-DW1 (5-GTAAACCACCAATAGCTCA-3") und der
Vektor-Primer PJG4-5-3 (5-TTGGAGACTTGACCAAACCT-3") eingesetzt. Fiir eine nested-PCR
wurde der emrsk2-Primer RSK2-DW2 (5"-CGACAGTCTCACTGGCCG-3") und der Vektor-
Primer PJG4-5-3Nest (5"-CCTCTGGCGAAGAAGTCC-3") verwendet.

emrsk3 RACE

Die Amplifikation des emrsk3 5° Endes wurde durch eine PCR mit dem Vektor-Primer PJG4-5PR
(5-GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3") und dem emrsk3 spezifischen Primer RSK3-UP (5°-
GAAAAGTTGCTCCAGTTGCAG -37) vorgenommen. Fiir die Amplifikation des emrsk3 3” Endes
wurde der emrsk3-Primer RSK3-DW1 (5- GGAGATCTGGGACTAGCTG -37) und der Vektor-
Primer PJG4-5-3 (5"-TTGGAGACTTGACCAAACCT-3") eingesetzt. Fiir eine nested-PCR wurde
der emrsk3-Primer RSK3-DW2 (5°- GCACCTGGTTCGACGGAAA -37) und der Vektor-Primer
PJG4-5-3Nest (5-CCTCTGGCGAAGAAGTCC-3") verwendet.
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° Amplifikation von emtakl

Aus dem Plasmid Ig312 aus der cDNA-Bibliothek aus der Metacestode von E. multilocularis
konnte ein 250 Nukleotid langes Fragment isoliert werden, welches fiir ein Protein kodiert, das hohe
Homologie zu der Familie der TAK1-Proteine aufweist. Es wurde darum als emtakl bezeichnet.
Uber eine 5°-3° RACE PCR mit den Primer PU (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3") und
TAKup3 (5-GTACGTTTCGCGGTAGTTG-3"); TAKdw3 (5-ACCTGGCGATGGTCAGGA-3")
und PJG4-5-3 (5-TTGGAGACTTGACCAAACCT-3") konnte die komplette Sequenz identifiziert

und charakterisiert werden.

° Amplifikation von embmp

Aus der cDNA-Bibliothek EST von Echinococcus granulosus konnte eine Sequenz identifiziert
werden (BF643002), die eine hohe Homologie zu der cDNA von dem bone morphogenetic protein
2/4 aufweist (Fernandez & Maizels, 2000). Anhand dieser Sequenz wurden die Primer BMPDwl1
5’-GTTAAACCAATCGGTGAAAA-3" und BMPup S5-ATCTTGATTTTAGGGTCAATA-3"
konstruiert, mittels derer eine PCR mit E. multilocularis cDNA durchgefiihrt wurde. Um von dem
dabei amplifizierten Fragment das 5” Ende zu charakterisieren, wurde eine weitere PCR mithilfe der
cDNA-Bibliothek von E. multilocularis durchgefiihrt, bei der der Vektor-Primer PJG4-5PR (5°-
GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3") und der Insert-Primer BMPup2
(GAGATATCGCGAATTGCGC) verwendet wurden.

3.2.2.16 Yeast Two Hybrid System

Two hybrid assays konnen benutzt werden um neue Protein-Protein Interaktion zu identifizieren,

eine vermutliche Interaktion zu bestidtigen oder um Interaktionsdominen zu definieren.

Beschreibung der verwendeten Yeast Two Hybrid Systeme

Das MATCHMAKER Gal4 Two-Hybrid System 3 (Clontech) ist ein Gal4-basiertes Two-Hybrid

System, das mittels eines Transkriptions-Assays, Protein-Protein Interaktionen in vivo in Hefezellen
detektiert.

Die zentrale Komponente des Systems ist der Hefe-Faktor GAL4, ein Transkriptionsaktivator-
Protein. GALA4 besteht aus 2 Dominen: die DNA Bindungsdoméne (BD) ermdoglicht die Bindung
des Faktors an die Ziel-DNA (in Promotorregionen), die Aktivierungsdomine (AD) wird benotigt
um die RNA-Polymerase an der Zielregion zu aktivieren und somit die Transkription eines Zielgens

zu bewerkstelligen. Das Prinzip des Systems ist, dass diese Dominen nicht kovalent verbunden sein
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miissen, sondern dass sie die Transkription schon induzieren konnen, wenn sie sich in rdumlicher
Nihe zueinander befinden.

Um eine Protein-Protein-Interaktion nachweisen zu kénnen, wird jede einzelne Domine in der Hefe
als Fusionsprotein mit einem anderen Protein exprimiert.

Dabei unterscheidet man zwischen einem ,,Bait“-Konstrukt und einem ,,Prey*“-Konstrukt. Unter
dem ,Bait“-Konstrukt versteht man einen Vektor (pGBKT7) mit einer GAL4 DNA-
Bindungsdomine (DNA-BD), die mit einem der beiden zu untersuchenden cDNA-Fragmente
fusioniert ist. Das ,Prey“-Konstrukt besteht aus einem Vektor (pGADT7) mit einer GAL4
Aktivierungsdomédne (DNA-AD), welches mit dem anderen zu untersuchenden cDNA-Fragment
fusioniert ist (Fields & Song, 1989; Chen et al., 1991).

Wenn beide Proteine in der AH109 Hefezelle miteinander interagieren, bringt diese Interaktion die
BD und AD in rdumliche Néhe, so dass vier Reportergene (HIS3, ADE2, lacZ, MEL1) angeschaltet
werden. Falls die beiden verwendeten Proteine nicht miteinander interagieren, wird die

Transkription der Reportergene nicht aktiviert.

Die DNA-BD- (pGBKT7) und AD-Fusionsvektoren (pGADT7) ermoglichen ein Proteinexpression
hochsten Niveaus. AuBerdem besitzen beide Vektoren T7-Promotoren fiir eine in vitro
Transkription und Translation der entsprechenden Fragmente. pGBKT7- und pGADT7-Inserts
werden als GAL4-Fusionsproteine mit c-Myc- bzw. Haemagglutinin (HA)- Epitop exprimiert.

-

N
,Bait*- »Prey®-
Protein Protein
Transkription
GAL UAS Minimal Reportergene

Abbildung 12 Das Two Hybrid Prinzip. Die DNA-BD enthilt die Aminosduren 1-147 von dem Hefe GAL4 Protein;
diese Sequenz bindet an dem GAL UAS upstream des Reportergens. Die AD enthilt die Aminosduren 768-881 von
dem GALA4 Protein und funktioniert deshalb als Transkriptionsaktivator.
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Medien

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

. SD: 6,7 g Difco™ Yeast Nitrogen Base ohne Amino Acids
20 g Difco™ Bacto Agar (fiir Platten)
X g des entsprechenden Drop Out (DO) Supplement Pulvers
dH,0 ad 950 ml
pH 5.8
Nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf ca. 55°C:
50ml 40% sterilfiltrierte Glucose (Endkonzentration 2%)

Zugabe weiterer Komponenten:

DO Supplements: Clontech —Leu/-Trp DO Supplement (0,64 g/1)
Clontech —Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement (0,6 g/I)
3-Amino-1,2,4triazol (3-AT; Sigma Aldrich) in verschiedenen Konzentrationen

50x Adenin-Hemisulfat (1 g/1)

. ONE-Step Buffer 0.2 M Lithiumacetat pH7,5
40% Polyethylenglycol 3350 (PEG)
100 mM Dithiothreitol (DTT)

DTT wurde kurz vor der Transformation aus einer 1 M Stammldsung zugegeben.
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3.2.2.16.1 Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System 3

Fiir die Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen wurde das Matchmaker GAL4 Two-Hybrid

System 3 von Clontech verwendet. Der eingesetzte Saccharomyces cerevisiae Stamm war:

AH109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2: GALlyas-GALItaTa-HIS3, GAL2yas-GAL271aTA-ADE2,
URA3: MELlyas-MEL1taTa-lacZ

Als Expressionsvektoren sind in diesem System enthalten:

. pGADT7

Dieser Vektor ermoglicht die Expression von Proteinen in AH109, die an ihrem Aminoterminus mit
der GAL4 Aktivierungsdomine fusioniert sind, unter der Kontrolle des konstitutiven Promoters
ADHI1 (Papni). Zusitzlich enthalten die Fusionsproteine ein HA-Epitop, iiber das die Expression
durch gegen das Epitop gerichtete Antikorper detektiert werden kann. Fiir die Selektion in E. coli
kodiert das Plasmid fiir eine Amp" und fiir die Selektion in AH109 enthilt das Plasmid LEU2 Gen.

o pGBKT7
Dieser Vektor ermoglicht die Expression von Proteinen, die an ihrem Aminoterminus mit der GAL4

DNA-Bindungsdomine fusioniert sind. Dieses Plasmid entspricht weitestgehend pGADT?7, nur dass
der Selektionsmarker fiir E. coli eine Kana® und fiir in AH109 das TRPI Gen ist

3.2.2.16.2 Hefe-Transformation

Die Transformation erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Chen et al (1992).

Dazu wurden 100 ml YPDA mit 4-5 2-3 mm Kolonien angeimpft und fiir 16-18 h bei 30°C und 250
rpm inkubiert (ODgop > 1,5). Je nach Anzahl Transformationen wurde ein bestimmtes Volumen der
Kultur, fiir 10 Transformationen 20 ml, fiir 5 min bei 1000 rpm pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml
frisch hergestellten ONE-STEP-Buffer resuspendiert. Pro Transformation wurden 0,5 ug des zu
transformierenden Plasmiden zu 100 ul der resuspendierten Zellen pipettiert. Anschliefend wurden
die Zellen fiir 30 min bei 45°C im Heizblock inkubiert und danach auf SD —Trp/-Leu-Platten
ausplattiert. Nach 2 Tagen waren die ersten Kolonien sichtbar und es wurden nur Kolonien fiir die

Interaktionsstudien verwendet, die nach 3 Tagen einen Durchmesser von X 1 mm hatten.

45



3. Material und Methoden

3.2.2.16.3 Detektion der exprimierten Fusionsproteine

Die Expression der hergestellten Fusionsproteine in AH109 wurde durch Western-Blot-Analyse
kontrolliert. Wie bereits aufgefiihrt, enthalten die AD-Fusionsproteine zusitzlich ein HA-Epitop,
wihrend die BD-Fusionsproteine ein c-myc Epitop enthalten. Mit Antikorpern, die gegen das eine
bzw. andere Epitop gerichtet sind, konnen die Fusionsproteine in AH109 nachgewiesen werden.
Um geniigend Protein fiir den Nachweis im Western Blot zu erhalten, wurden 15 ml SD-Trp/-Leu
mit jeweils einer der unterschiedlich kotransformierten Hefe angeimpft und bei ca. 170 rpm bei
30°C im Schiittler inkubiert, bis die ODggo der Kultur W 0,7 betrug. AnschlieBend wurden die Hefen
pelletiert, in 200 ul 1x Probenpuffers der Polyacrylamid-Gelelektrophorese resuspendiert und 5-10
min gekocht. Danach wurde kurz abzentrifugiert und 25 ul des Uberstandes auf das Gel
aufgetragen. Als Kontrolle wurden 15 ml YPDA mit einer nicht transformierten Kolonie von
AH109 angeimpft und ebenfalls bei 30°C im Schiittler inkubiert, bis die ODgyp ¥ 0,7 betrug. Diese
Kultur wurde wie die oberen Kulturen weiterverarbeitet und ebenfalls auf das Gel aufgetragen. Der
Western Blot wurde wie unter 3.2.4 beschrieben durchgefiihrt. Sowohl vom anti-HA-POX
Antikorper, als auch vom anti-c-myc —POX Antikorper wurden 4 mg/ml zur Detektion der

Fusionsproteine eingesetzt.

3.2.2.16.4 Interaktionsstudien in Saccharomyces cerevisiae AH109

Zur Bestimmung vorhandener Interaktionen wurde von jeder Doppeltransformation 3 Kolonien mit
einer Pipettenspitze gepickt und jeweils in 50 pul 1xPBS verdiinnt und davon 2 pl auf die
Selektionsplatten pipettiert. Die Verdiinnung hat den Vorteil gegeniiber dem Ausstreichen, dass die
Zellen feiner verteilt werden und eventuell mit pipettiertes Medium der Transformationsplatte
verdiinnt wird.

In einem typischen Versuch wurde auf folgende Platten pipettiert:

SD —Trp/-Leu Selektion auf Plasmide
SD -His/-Trp/-Leu Selektion auf Interaktion unter mittlerer Stringenz
SD —Ade/-His/-Trp/-Leu Selektion auf Interaktion unter hoher Stringenz

In der Regel war nach 4-6 Tagen Inkubation bei 30°C Wachstum festzustellen, wenn die
Fusionsproteine interagierten. Um das Wachstum der Transformanden besser einschitzen zu
konnen, wurde bei jedem Versuch Klone mitausplattiert, die die im Matchmaker System 3

enthaltenen Kontrollkonstrukte exprimierten. Die Positivkontrollen exprimierten das SV40 grof3e T-
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Antigen als BD-Fusion und das humane p53 als AD-Fusion. Diese beiden Proteine interagieren
stark und sollten daher gut auf allen Platten wachsen. Die Negativkontrollen exprimierten auch das
humane p53 als AD-Fusion, aber statt des grolen T-Antigens das humane Lamin C als BD-Fusion.
Lamin C interagiert mit so gut wie keinen Proteinen, und daher sollten Klone, die p53-AD und
Lamin C-BD exprimieren nur auf SD —Trp/-Leu-Plattenwachsen. Ausgehend vom Wachstum der

Kontrollen wurde das Wachstum der anderen Klone auf der Platte eingeschitzt.

Eine zusitzliche Komponente in den mittleren Stringenzplatten war, wo angegeben, noch 3-AT, das
ein kompetitiver Inhibitor des His3 Proteins ist. Einige Hefestimme exprimieren His3 zu einem
gewissen Hintergrundlevel, ohne dass die Transkription durch Proteininteraktion initiiert wurde und
obwohl das endogene His3 deletiert ist (Fields, 1993; Durfee et al., 1993; Van Criekinge et al.,
1999). Grundsitzlich ist das Problem beim Einsatz von 3-AT, dass bei einer zu hohen
Konzentration schwache Interaktionen nicht mehr detektiert werden, wéhrend eine zu geringe
Konzentration Falschpositive liefert. Die eingesetzten 3-AT Konzentrationen sind fiir jeden
Versuch empirisch zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurden die Kontrolltransformanden, auf
Platten mittlerer Stringenz ohne und mit steigenden Konzentrationen an 3-AT (0, 2.5, 5, 7.5, 10,
12.5 und 15 mM), ausplattiert bei 30°C inkubiert. Die richtige Konzentration an 3-AT war in den

Platten enthalten, wenn nach ungefihr 7 Tagen keine Kolonien wuchsen.

3.2.3 Zellbiologische Methoden

Kultivierung von COS-, HEK293-T- und C2C12-Zellen

Samtliche Zelllinien waren adhédrent wachsende Monolayer-Zellen und wurden in DMEM-Medium

mit 10% FCS kultiviert. Tabelle 7 zeigt sonstige wichtige Daten zu diesen Zellen.

Tabelle 7 — Verwendete Siugerzellen

COS HEK293-T C2C12
Bezugsquelle DSMZ DSMZ ATCC
Herkunft Affen- Humane Maus
Nierenzellen Nierenzellen Myoblasten
Teilungsrate 35-48h 20-24h 8h
Morphologie »Spiegelei®- Relativ klein, | Fibroblasten-
formig, keine ,,Backstein‘‘- formig
Pseudopodien formig
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Zellzahlbestimmung

Die Menge bzw. Konzentration an lebenden Zellen in einer Zellsuspension wurden nach Anfiarbung
der Zellen mit Trypan Blau in einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Die Fiarbung mit Trypan-
Blau bietet den Vorteil, gleichzeitig die Rate an toten Zellen bestimmen zu konnen, da lebende
Zellen in der Lage sind, den Farbstoff aktiv aus dem Zytoplasma zu pumpen und daher heller
erscheinen als tote. Zur Zihlung wurden 50ul Zellsuspension mit S0ul Trypan-Blau gemischt und
in die Kammer getropft. Es wurden zwei Quadrate ausgezidhlt und die Zellkonzentration nach

folgender Formel berechnet:
Zellzahl/ml = N/n * V * 10* mit:N = Zellzahl in allen gezihlten n Quadraten
n = Anzahl der gezédhlten Quadrate

V= Trypan-Blau-Verdiinnungsfaktor (=2)

Transfektionsmethoden

Je nach Zelllinie wurden verschiedene Transfektionsmethoden angewandt, um Plasmid-DNA in
diese Zellen einzuschleusen und damit die Expression der auf diesen Plasmiden enthaltenen Gene

zu induzieren.

. DEAE/Dextran-Transfektion von Cos- und HEK293-T-Zellen

Die Transfektion wurde in 10cm-Platten durchgefiihrt, die zu 50-70% konfluent bewachsen
waren. 10ug Plasmid-DNA wurden zunéchst in 1140ul Transfektionspuffer verdiinnt, und
60ul DEAE-Dextran (10mg/ml) wurden zugegeben. Nun wurden die Zellen dreimal mit
vorgewarmtem Transfektionspuffer gewaschen und dann fiir 30min bei 37°C in dem
DNA/DEAE-Dextran-Gemisch inkubiert. Nun folgte die Zugabe von 14ml Chloroquin-NS-
Medium auf die Zellen. Eine weitere Inkubation von 2,5-3Std. bei 37°C folgte. Wihrend
dieser Zeit heftet sich die DNA an die Plasmamembran der Zellen an. Der nun folgende
DMSO-Schock fiihrt zu kleinen Perforationen der Plasmamembran, was zu einer Aufnahme

der DNA fiihrt. Hierzu wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und die Zellen fiir genau
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2,5min mit 3ml Wachstumsmedium behandelt, das 10% DMSO (Dimethylsulfoxid) enthilt.
Nach Absaugen dieses Mediums wurden die Zellen einmal mit Medium gewaschen und
schlieBlich wieder in normales Wachstumsmedium {iberfithrt. Nach 48Std. kann die

Expression der transfizierten DNA untersucht werden.

Transfektionspuffer: 250mM NaCl
2,3 mM NaH,PO,
7,7mM Na,HPO4
in ddH,0, pH7.5

DEAE/Dextran: 10mg/ml in ddH,O0, sterilfiltriert
Chloroquin(40mM): 20mg/ml in ddH,O0, sterilfiltriert
Chloroquin-NS-Medium: 10% NU-Serum

80uM Chloroquin

in DMEM-Medium ohne Zusitze

Calcium-Phosphat-Transfektion von HEK293-T-Zellen

Die Zellen (2x10°) wurden am Tag vor der Transfektion in 6cm-Platten ausgesit. Vor der
Transfektion wurden zunichst 15ug DNA in ddH>O zu einem Gesamtvolumen von 438ul
verdiinnt und 62ul CaCl, zugegeben. Nach Mischen des Ansatzes wurden 500ul 2x HBS
zugegeben und diese Mischung sofort auf die Zellen getropft. Nach 7-10Std. Inkubation bei
37°C wird das Transfektionsmedium durch Wachstumsmedium ersetzt. Nach 48 Std. kann

die Expression der transfizierten DNA untersucht werden.

2x HBS: 50mM HEPES

10mM KCl

12mM a-D-Glukose

280mM NaCl

1,5mM Na,HPO,

in ddH,0 16sen; pH7.05; autoklavieren und bei —20°C lagern
2M CaCl,: in ddH,O l6sen; autoklavieren und bei —20°C lagern
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Lipofectamin™- Transfektion von C2C12 Zellen

Lipofectamine™ Reagens ist eine 3:1 (w/w) Liposomen-Mischung aus dem polykationischen
Lipid 2,3-Dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium-
trifluoroacetat (DOSPA) und dem neutralen Lipid Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE)

in durch eine Membran filtriertem Wasser.

Ein Tag vor der Transfektion wurden die C2C12 Zellen in einer Zahl von 2.5x10* Zellen pro
Well in komplettem DMEM Medium ausgesit. Nach der Ubernachtkultur bei 37°C war eine
Konfluenz von ca. 60% zu sehen. Die zu untersuchende DNA wurde in DMEM mit 0.2%
Serum gemischt (Solution A), parallel dazu wurde das Lipofectamine™ pur in DMEM
Medium gelost (Solution B). Beide Losungen wurden zusammengegeben und vorsichtig
gemischt. Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit der Transfektionslosung bei
Raumtemperatur (welche notwendig fiir die DNA-Liposomen-Komplex-Bildung ist), wurden
die Zellen mit purem DMEM Medium gewaschen. Dann wurde pures DMEM Medium zu der
Transfektionslosung hinzufiigt und diese Losung auf die C2C12 Zellen verteilt. Nach 5 Std.
Transfektionszeit bei 37°C wurde die Transfektionslosung durch normales DMEM (10%
FCS) ersetzt und die Zellen bei 37°C iiber Nacht kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen in
0.2 % FCS Medium iiber 5 Std. gehungert. SchlieBlich wurden sie iiber 24 Std. mit 10 nM
BMP2 stimuliert. Die Zellen wurden dann durch passive Lysepuffer lysiert und das Lysat bei
-80°C eingefroren.

Zur Messung der Photinus-Luciferase wurden 20 ul Zellextrakt zu 100 ul Luciferase-Assay-
Reagenz 1I pipettiert und die Biolumineszenz direkt im Ro&hrchen-Luminometer FB12
(Berthold Detection Systems GmbH) quantifiziert. Direkt danach wurde die Photinus-
Reaktion durch die Zugabe von 100 ul Stop & Glo-Reagenz abgestoppt und gleichzeitig die

Renilla-Luciferase aktiviert.

PEI-Transfektion von HEK293-T Zellen

Das Prinzip der PEI-Transfektion ist gleich wie bei der oben beschriebenen Lipofectamin-
Transfektion.  Polyethylenimmin (PEI, SIGMA) ist eine Komponente dieses
Transfektionsreagenz. Es ist geeignet, eukaryotische Zellen zu transfizieren. HEK293-T oder

C2C12 Zellen wurden in kompletten DMEM Medium ausgesiit, so dass am Transfektionstag
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eine Konfluenz von ca. 60% erreicht war. Die gewiinschte DNA wurde in DMEM mit 0.2%
Serum gemischt. Parallel wurde PEI in von Zusitzen freiem Medium in einem separaten
Rohrchen gelost. Beide Losungen wurden dann zusammengemischt und bei RT inkubiert.
Nach 30 Minuten Inkubationszeit der Transfektionslosung wurde DMEM ohne Zusitze
hinzugefiigt. Die Zellen wurden mit purem DMEM gewaschen und mit der
Transfektionslosung 5 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde die
Transfektionslosung durch normales DMEM ersetzt und bei 37°C 24 — 48 Stunden inkubiert.

Nach dieser Zeit konnten die Zellen fiir weitere Experimente genutzt werden.

PEI Losung: 0.2 pg/pl- 2pg/ul PEI in ddH,0O
Die Losung wird bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

Kontrolle der Transfektionseffizienz.

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden jeweils Kontroll-Plasmide mit dem GFP-Gen

oder mit B-Galaktosidase-Gen transfiziert.

GFP-Transfektionseffizienz-Kontrolle
Die Zellen wurden mit dem green fluorescent protein (GFP) Gen transfiziert. 24 Stunden nach

der Transfektion wurde die Transfektionseffizienz mit dem Fluoreszenz-Mikroskop gepriift.

B-Galaktosidase assay

Die Effizienz der Zell-Transfektion wurde mit dem B-Galactosidase Assay kontrolliert. Dafiir
wurden die Plasmide, die das B-Galaktosidase Gen enthalten, in HEK293-T Zellen transfiziert.
24 Std. nach der Transfektion wurden die Zellen mit 200 pl Glutaraldehyd (25%) in 5.5 ml
PBS wihrend 15 min bei 37°C fixiert. Danach wurde diese Losung entfernt und die Zellen in
2.7 ml X-Gal Inkubationspuffer plus 300 pl einer 2% X-Gal Losung inkubiert. Durch das
Abbauen des X-Gal durch die B-Galactosidase kommt es zu einer Blaufarbung derjenigen
Zellen, die die B-Galactosidase exprimieren. Das numerische Verhiltnis der gefiarbten Zellen

im Vergleich zu den ungefirbten Zellen zeigt die Transfektionseffizienz an.

Fixierungslosung: 0.9% Glutaraldehyd in PBS
2% X-Gal: 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactosid in
Dimethylformamid
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X-Gal Inkubationspuffer: 150 mM NaCl
10 mM NaH,PO, pH 7.5
1 mM MgCl,
3.3 mM K;Fe(CN)g
3.3 mM K Fe(CN)g

3.24 Proteinchemische Methoden

Herstellung von Zell-Lysaten

Die HEK293T-Zellen wurden auf 6 cm-Zellkulturplatten ausgesit und die konfluenten Platten am
nichsten Tag transfiziert. Durch Zugabe von je 200ul TNE Lysispuffer pro Platte wurden die Zellen
lysiert und schlielich mittels eines Zellschabers in Eppendorf-Caps iiberfiihrt. Nach 20 min
rotieren bei 4°C und 10 Minuten abzentrifugieren der ungeldsten Zellbestandteile wurden die

Lysate, nach Versetzen mit 1 Vol. Laemmli-Puffer, direkt in einer SDS-PAGE aufgetragen (s.u.).

TNE-Lysispuffer:

20mM Tris-HCI, pH 7.4
150mM NaCl

ImM EDTA

1% TritonX-100

Arbeitslosung pro ml:

645ul  TNE Lysispuffer

40ul PI (25x Protease-Inhibitoren) Complet®
10ul 100x PMSF

250ul  200mM NaF

50ul 200mM NasP,0,

Sul 200mM Na3zVOq

Na3VO0O4 Vorbereitung:
Fir eine 100 mM Losung Natrium Orthovanadat wurden 184 mg in 9 ml destilliertem Wasser
gelost. Nach Zugabe von 25 pul 5SM HCI kam es zum Gelbumschlag der Farblosung. Nach 5-

miniitiger Inkubation bei 90°C wurde die nun wieder farblose Losung in eiskaltem Wasser gekiihlt.
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Dieser Vorgang musste so oft wiederholt werden, bis die Losung nach Zugabe von 25 pl SM HCI
auch nach der 5-miniitigen Inkubation bei 90°C gelb blieb. Das Volumen wurde dann zu 10 ml

adjustiert und bei -20°C in 1 ml Fraktionen eingefroren.

SDS-Polvacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE erméglicht es, Proteine in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (SDS)
entsprechend ihres Molekulargewichtes in einem Polyacrylamid-Gelsystem elektrophoretisch
aufzutrennen. SDS ist ein stark negativ geladenes Detergens, das fast alle nichtkovalenten
Wechselwirkungen in Proteinen zerstort. Zur zusétzlichen Reduktion von Disulfidbriicken gibt man
in den SDS-haltigen Probenpuffer (Laemmli-Puffer) B-Mercaptoethanol. Nach Anlagerung der
SDS-Anionen an die Hauptkette der Proteine (ca. ein SDS-Molekiil pro zwei Aminosdurereste),
entsteht ein SDS-Protein-Komplex, dessen stark negative Ladung ungefihr der Masse des Proteins
proportional ist. Die urspriingliche Ladung des nativen Proteins wird durch die erworbene stark
negative Ladung des SDS vernachlédssigbar.

Die denaturierten und mit 1 Vol. SDS-Probenpuffer versetzten Proteine werden zunichst in einem
Sammelgel konzentriert und anschlieBend in einem Trenngel aufgetrennt. Die Elektrophorese
wurde in einer BIORAD-Minigel-Apparatur durchgefiihrt, zwischen 8 x 10 cm groBen Glasplatten
und 1.5 mm breiten Abstandshaltern (Spacern) bei 200 V fiir ca. 2 Std.

Tabelle 8 - Gelzusammensetzung eines 12.5 % Acrylamid-Gels

Sammelgel Trenngel
1.5 M Tris, pH8.8; 0.4%SDS |- 3ml
0.5 M Tris, pH 6.8; 0.4% SDS | 1 ml -
AA/ Bis-AA(30 :0.8) 500 pl 5ml
ddH,O 2.5ml 4 ml
40% APS 8 ul 20 pul
TEMED 8 ul 20 ul

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine im Gel entweder mit Coomassie Blau geférbt oder auf

eine Nitrocellulose-Membran geblottet.

Coomassie-Blau Fiarbung

Das Gel wird nach der Gelelektrophorese ca. 30 min in der Firbelosung geschwenkt. In dieser Zeit

lassen sich die Proteine bei einer Nachweisgrenze von 100 ng firben. Danach wird das Gel unter

53



3. Material und Methoden

mehrmaligem Waschen mit Entfarbelosung entfirbt, solange bis der Gelhintergrund klar erscheint
und die Proteinbanden sichtbar werden. Zum Trocknen wird das Gel zwischen zwei

Cellophanfolien gelegt.

Protein-Nachweis durch Western-Blot

o Das Blotten:
Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine in einer BIORAD-BIotting-Apparatur in WB-
Transfer Puffer auf eine Nitrocellulose Membran bei 100V fiir 1 Std geblottet.

. Antikorper-Inkubation und Entwicklung:
Je nach Antikérper wurde die Membran 1 Std. bei RT oder iiber Nacht bei 4°C in
unterschiedlichen Mengen an BSA oder Magermilch geblockt, um unspezifische Bindungen
der Antikorper zu vermeiden. Danach folgte die Inkubation mit dem Erstantikorper
wiederum iiber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem jeweils 10-miniitigem Waschen der
Membran in TBS-T-Puffer, folgte nun fiir 1 Std. bei RT die Inkubation mit einem
Peroxidase gekoppelten Zweitantikorper, der gegen die konservierte Domiéne des
Erstantikorpers (F.-Teil) gerichtet ist. Der Blot wurde danach wiederum dreimal 10 min in
TBS-T-Puffer gewaschen und anschlieend in einer ECL (enhanced chemo luminescence)-
Reaktion mit den beiden Entwicklungs-Losungen A (Iml Luminol + 4,4ul Para-
Cumarsdure) und B (Iml Tris-HCI pHS8.8; 0,1M + 1ul H,0O,) entwickelt: Die Peroxidase des
Zweitantikorpers katalysiert zusammen mit Wasserstoffperoxyd die Reaktion von Luminol
zu einem aktivierten Zwischenprodukt, Stickstoff und Licht. Diese dabei entstehende

Chemilumineszenz wurde auf Rontgenfilmen (Kodak) festgehalten.

. Strippen der Membran:
Zur Entfernung der Antikorper von der Membran werden zu 10ml Stripping-Puffer 1,4ul -
Mercaptoethanol gegeben und der Blot in dieser Mischung 20 min bei 55°C inkubiert.
Danach muss der Blot griindlich mit PBS gewaschen werden um schlieB3lich wieder geblockt
werden zu konnen.
Stripping-Puffer:
5 ml (5SmM) Phosphatpuffer (NaH,PQOy4, 0.2 M)
20ml (2%) SDS (20 %; 100 g SDS + 500 ml ddH,0)
175 ml ddH,O
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4 Ergebnisse

4.1 Smads: die zytoplasmatischen TGFp Signal Transduktoren

Die Smad-Proteine sind die Hauptsignaleffektoren downstream der TGFB-Superfamilie der
Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren (Ser/Thr-Kinase-Rezeptoren), die das Signal bis zum Zellkern
weiterleiten (Massagué 1998; ten Dijke & Hill 2004). In Vertebraten wurden bisher acht
verschiedene Smad-Faktoren beschrieben, die homolog zu denen von Drosophila und C. elegans
sind. Alle Smads sind sich strukturell @hnlich und zeigen im Sequenzalignment zwei hoch
konservierte Doménen: die N-terminale Domine bzw. MH1-Domiine und die C-terminale Domine
bzw. MH2-Domiine, die miteinander iiber eine variable Linkerregion verbunden sind.

Beziiglich ihrer Struktur und Funktion konnen die Smads in drei Klassen unterteilt werden; Die
rezeptoraktivierten Smads (R-Smads) werden von aktivierten Rezeptoren an ihrem C-terminalen
SSxS-Motiv phosphoryliert; Co-Smads (common mediator) assoziieren mit den aktivierten R-
Smads; den inhibitorischen Smads (I-Smads) fehlt eine konservierte MH1-Doméne. Sie hemmen

die TGFpB-Signale. C-terminale SSxS Motive fehlen sowohl bei Co-Smads, wie auch bei I-Smads.

Die R-Smads konnen nochmals aufgrund ihrer Signalspezifitit in zwei Subklassen unterteilt
werden: Die AR-Smads (wie z.B. Smad2 und 3) iibertragen Signale, die von TGFp und/oder
Activin produziert werden, wihrend die BR-Smads (z.B. Smadl, 5 und 8) BMP-Signale
tibermitteln. Diese Spezifitit reflektiert sich in spezifischen Sequenzmerkmalen der L3-loops der R-

Smads.

4.1.1  Klonierung und Charakterisierung der cDNAs fiir emsmadB und emsmadC

Im Rahmen der Charakterisierung von Transkripte, die in Echinococcus multilocularis tiber Trans-
Splicing exprimiert werden (Brehm et al., 2000a), konnte die cDNA von emsmadA aus einer
Spliced-Leader cDNA Bibliothek identifiziert werden. Die cDNA von emsmadA (Kroner, 2002)
zeigte, dass das kodierte Protein eine hohe Homologie zu AR-Smads aus Verterbraten hat.

Fiir die Suche weiterer Smad-Molekiile in E. multilocularis wurde die Methode der degenerativen
PCR ausgewihlt. Dabei wurden verschiedene Smad-Sequenzen unterschiedlicher phylogenetischer
Herkunft miteinander verglichen, um konservierte Aminosdure-Sequenzen zu finden. Zwei hoch
konservierte Regionen (VDGFTGP und FVKGWGA), die in der MH2 Domine lokalisiert sind,

wurden als Bindungsmotive fiir die Primer ausgewihlt. Als Primer wurden zwei degenerative
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Oligonukleotide ~ (SM-DN:  5’-GTTGACGGNTTYACNGAYCC-3 und SM-DC: 5’-
GCACCCCANCCYTTNACRAA-3’) fiir die RT-PCR verwandt.

So wurde aus der aus dem Metacestoden gewonnenen cDNA ein Fragment in der erwarteten Grof3e
von 380 Basenpaaren (bp) amplifiziert. Dieses Fragment wurde mit der Hilfe des TOPO-TA-
cloning kit (Invitrogen) kloniert und mit Vektor-spezifischen Primern mittels eines ABI prism 377
DNA sequencer (Perkin Elmer) sequenziert.

Die Sequenzanalyse von iiber 50 untersuchten Klonen zeigte zwei Fragmente, die sich von
emsmadA unterschieden, aber hohe Homologie zu Smad-Faktoren aufweisen. Die zugehorigen
Gene wurden emsmadB und emsmadC genannt. Die von ihnen kodierten Proteine erhielten jeweils
den Namen EmSmadB bzw. EmSmadC. Diese hier vorgenommene Benennung, dass Gene mit
Kleinbuchstaben bezeichnet werden und die von ihnen kodierten Proteine mit Grofbuchstaben,
wird iiber die ganze Arbeit weiter fortgefiihrt werden.

Die komplette Charakterisierung der Sequenzen von emsmadB und emsmadC erfolgte mittels der
unter Kapitel 3.2.2.4 genauer erlduterten Methode der 5’- und 3’- rapid amplification of cDNA
ends (RACE) Strategie. Dafiir wurden im Fall von emsmadB fiir die 3° RACE die folgenden
spezifischen Primer SB-DW1 (5’-TGTCTCGGTCTCCTCTCC-3’) und das nested- Oligonukleotid
SBDW2 (5’-GTGCACGATTAGGATGAGC-3’) verwendet. Das Oligonukleotid SB-UP-TDW
(5’-CCAACGTAGTAGAGGTGAACTC-3’) wurde fiir die touchdown PCR beim 5 RACE-
Verfahren (RACE cDNA amplification kit) (Clontech) eingesetzt.

Bei emsmadC wurden in der 3° RACE der spezifische Primer SC-DWI1 (5°-
TCTGTCTCGGCCTCCTCAG-3’) und das nested- Oligonukleotide @~ SCDW2 (5’-
CGGTCTGTAAAATTCCACCAG-3’) genommen. Das Oligonukleotid SC-UP-TDW (5°-
GTAGAGAGCAACACCGTGG-3’) wurde fiir die touchdown PCR beim 5’ RACE- Verfahren
(RACE cDNA amplification kit) (Clontech) verwendet.

4.1.2 EmSmadB: cDNA und Aminosiurequenz
Die cDNA von emsmadB hat vom Beginn der Sequenz bis zum Anfang des poly-A- Schwanzes

eine Linge von 1.551 bp und enthilt ein Leseraster von 437 Aminosduren mit einem theoretischen

Molekulargewicht von 48 kDa.
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Anders als emsmadA (Kroner, 2002) wird emsmadB nicht iiber Trans-Splicing prozessiert, denn die
emsmadB cDNA enthilt keinen Spliced-Leader, was in der Abbildung 13 veranschaulicht wird.

In der Sequenzanalyse von EmSmadB zeigen sich deutlich die konservierte MH1 Doméine (Gluso-
Valj39) und die MH2 Doméne (Lisy41-Asng; ). Wie es typisch fiir die Smad Familie ist, sind beide
Dominen durch eine variable Prolin-reiche Region, die so genannte ,,Linker“-Region, verbunden.
Hier sind verschiedene putative Serin- und Threonin-Phosphorylierungstellen lokalisiert. Au8erdem
wurden zwei SP Motive (S;gsP und S»1P) und ein PXS/TP Motiv (P,1,ATP) identifiziert, die
moglichen Phosphorylierungstellen fiir MAP Kinasen sind (Kretzschmar et al., 1997, 1999).
Hingegen konnten PPXY-Motive, die Ubiquitinierungsstellen von Smadl und Smad5 sind und die
Degradation dieser Proteine iiber die WW-Domine von Faktor Smurfl ermoglichen (Zhu et al.,

1999), in EmSmadB nicht identifiziert werden.

GCTATGTCAACTCCAATTTCTAGTCTAAATAGCCTTTTTTCCTTTACTTCTCCTGCAGTTAAAAGGCTGCTCGGTTGGAAGCAAGGTGAC 0090
M s T P I 8§ S L N S L F S F T s P A V KRUL L G W K Q G D 0029

GAGGAGGAAAAGTGGGCTGARAAGGCTGTAGATTCTCTTGTGAAAAAGCTGAAAAAGAAGAAAGGTGCTCTTGAGTCCCTGGAAAAAGCT 0180
|EEEKWAEKAVDSLV GALESLEKA|0059

CTGAGTAATCCAGGTGAACCAAGTGAATGCGTTACGATACCAAGATCTTTGGATGGCAGACTGCAGGTTTCACACCGCAAAGGTCTGCCG 0270
ILSNPGEPSECVTIPRSLDGRLQVSHRKGLP'OOBQ

CATGTTATATACTGTCGTGTTTGGCGTTGGCCTGATCTGCAGAGTCATCACGAGCTCAAGCCCCTAGACATTTGTCGCTTTCCTTTTTCT 0360
|HVIYCRVWRWPDLQSHHELKPLDICRFPFS|0119

GCTAAGGAGAACGAAGTGTGCATAAACCCGTATCACTACAAGCGTGTTGARAGTCCAGTTTTGCCGCCCGTTTTGGTTCCAAGGCATAGC 0450
|AKENEVCINPYHYKRVESPVlLPPVLVPRHBOl49

GAGTACCCTTGTATGGGGTCGGTATCCGCTGGACCTCCAGCGGACTCAACAAGAATAAGCATAATGCCACTCCAGGCTGCTCCACTCTTG 0540
EY Ppc MG s vsacperpradbBrrR 1f:ruMMpP 1L oaacr L L 0179

GTGGCGTCATCTTATGGTCAGCCGACGTCAGGCGGACCTTCAATGCCTTACAACGTCACCTATCCCCAAGGTTTCACTCAGACCTCGCCT 0630
vassvycoprBEHsceccepP[B MP YNV TYPQGFTOQT S P 0209

CTCCCCCCTGCTACTCCCATTAGCAGTGGTGCCTCCCCCTCTACCTCCCTTCCTCCGCCCTCAGACACTCATCCAATAAACTACCAAGAA 0720
LPPATPIESGASPSTSLPPPSDTHPINYQE0239

CCARAGTACTGGTGCTCGATAGTCTACTACGAACTARACACCCGTGTTGGAGAAGCCTTTTTTGCCTCTCAGCCAAGCATCGTGATCGAC 0810
P K Y W C s I VvV ¥ ¥ E L NTR V G EA AU FVFA A S QP s I V I D 0269

GGTTTCACAGACCCTTCAAACAACTCGGACCGCTTCTGTCTCGGTCTCCTCTCCAATGTAAACCGCAATTCTACCATTGAAAACACTCGT 0900
G F T D P S NNSDIZRUFTCILSGI LT LS NVDNIRNSTTIENT R 029

CGACACATTGGCAAGGGAGTTCACCTCTACTACGTTGGAGGAGAGGTGTTTGCGGAATGCCTCTCAGACAGCAGCATCTTTGTGCAGTCG 0990
R HI G K GV HUL Y Y V GG E V F AETCUL s D S s I F V Q s 0329
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CGCAATTGCAACCACCGGCACAATTTTAATTTGACTACTGTATGCAAAATTCCGCCAGGCTGTTCGCTGAAGATTTTCTCAAACCAGGAG 1080
R NCNHRHNVFNTILTTV CK I PP G C S L KTI F S N Q E 0359

TTTGCTCAGCTGCTGCGTCGTACAGTGAGCCACGGCTTCGAGGCAGTTTACGAGCTCACCAAAATGTGCACGATTAGGATGAGCTTCGTG 1170
F A Q L L RRTV S HGVFEA AV YEL|T KM|C T I R M S F V 0389

AAGGGTTGGGGTGCCGAATACCACCGCCAGGATGTCACCTCGACACCCTGCTGGGTTGAGATCCACCTARACGGCCCCCTCCAGTGGCTG 1260
KGWGAEYERQEVTSTPCWVEIHLNGPLQWL0419

GACCGCGTTCTCACTCAAATGGGCACTCCACGCAATCCCATCTCTTCTGTTTCCTGATTCGTTTCTTTTCACCCTCTTCCACTCTCCTCG 1350
D RVLTOQMSGTU®PU RNU PTIS S V § * 0437

ACTTTCTTCATTCTTTGCTTCCTCGTGTAACTGCATTTATTAGGTGCTTGCCAAGCACCAGGGACAATCATGATGCGCCATCCAGACTTC 1440

ATTCTTCGCCCCTCCCTTTTGACCCCGTGGATATCATTCCTGCCTTTTTAATCATTTCAAATGTAACGGTTCTTAATTATGTATGTAATG 1530

TAAGTCGCCTTACTACACAGTAAAAAAAAAAAAAAAAGAAGAA 1573

Abbildung 13 Nukleinsidurensequenz der emsmadB cDNA (oben) und abgeleitete Aminosidurensequenz (fett,
unten). Die einzelnen Abschnitte sind wie folgt gekennzeichnet: EmSmadB MH2-Domine: schwarzen Buchstaben vor
grauem Hintergrund, MHI1-Domine: fette Umrahmung, Reste im Loop L3, die die Signaliibertragunsspezifitit
determinieren: weille Buchstaben vor schwarzem Hintergrund, konservierten Reste des nukledren Exportsignals: weille
Boxen, nukledres Lokalisierungssignal in der MH1 Domine: weilen Buchstaben vor grauem Hintergrund. S- und T-
Reste, die als Phosphorylierungssubstrat dienen: schwarzes Boxen, SP- Motive, PxS/TP Motiv und C-terminales SSVS

Motiv fiir Rezeptorphosphorylierung: unterstrichen, Stopcodon: *, putative Polyadenylierungsstelle: unterstrichen.

4.1.3 EmSmadC: cDNA- und Aminosiurequenz

Analog zu emsmadB wurde nun emsmadC charakterisiert. Die emsmadC cDNA enthélt
ebensowenig wie die von emsmadB einen Spliced-Leader (Abbildung 14). Sie misst von ihrem
Beginn bis zum Anfang des PolyA Schwanz 1606 bp. Das offene Leseraster von emsmadC endet an
der Nukleotidposition 1185-1187 mit einem TAG Stopcodon. 419 nicht-kodierende Nukleotide, die
eine Polyadenylierungsstelle enthalten, finden sich bis zum Poly-A Schwanz. emsmadC umfasst
350 Codons, die fiir ein 37 kDa Protein, EmSmadC, kodieren.

Das Startcodon liegt 135 Nukleotide vom cDNA 5’-Ende entfernt, 111 Basenpaare stromaufwirts
findet sich ein ,,in-frame* TAG Stopcodon. Dies deutet darauf hin, dass das komplette Leseraster

charakterisiert wurde.
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ACGGGCTATTGTTAACCAGGATAGTTTAACTCGCTGTGTTACCATCCCTCGACCCTTGATGAAAACGCAGACCACGAAGTCCTTGGTGGT 0090

*

ACACCCCACGTGGTCTTTTCCACTCCTCTAGTGTCCTCTGGAATGGGTCCCTCCTATCGCTCATCTGGTGATGACTCGACTACTCAAAGC 0180
M 6 P §S ¥ R S 8 G D D s T T Q S 0016
AGCAGTCCGCACACTGGCTCCATGCTCAGCTACCTGTCACATGGCCTGAAAAACAGCATGGCAATAAAACCGTCTCCGCCATCAACCTCG 0270
s s P H T G s M L s ¥ L S H G L K N s M A I K P S P P S T s 0046

TCGCCGACGCTAACAAGCTCGGCAAACTGCTCGAAAACGACGGGAGCGGGAACGGGGAAGTTGGATGAGGGTGGGGAGTCCTCGGCAGGC 0360
s P T L. T S S A N C S K T T G A G T G K L D E G G E S S A G 0076

CCTGCTGGAACGACGGACGCTCTGAGCTGCACGGCACCGGGTAGCAGCAGCAGTGGCGGGGGTAGTGGGGATGCCACCTCCACCGGCGGT 0450
P A G T T D A L 8 €C T A P G S 8 8 8 6 G 6 s G D A T s T G G 0106
CTTGACTCCCGTTCCCCGGGCGCTCTCTCAAGGGATGAGAACTGCCTCAGTGAGGATAATGACACTATGGACACTGGTCTAGACACACTG 0540
L D S R P G A L S R D E N C L S E D ND T MDD T G L D T L 0136

AACGACATAACAATCGGTGACTCGGCGCACACCTCAGTGGCCTACCAAGAGCCAGACTGCTGGTGCTCAGTGTACTACTACGAGACGAAT 0630
N D I T I G D s A H T s V A Y Q E P D C W C s V ¥ ¥ Y E T N 0166
ACGCGAGTCGGCGACACCTTCTACTGTGCTTCTCCCTGTCTCACCGTTGACGGCTTTACCGACCCCTCTCGCGAGAACCGCTTCTGTCTC 0720
T R VvV 6 D T F ¥ ¢C A §s P C L T V D G F T D P S R E N R F C L 0196
GGCCTCCTCAGTAACGTTAATCGGGGCCACCAGATTGAACTCACTCGCCGGCACATTGGCCACGGTGTTGCTCTCTACTACATTGGAGGC 0810
G L L S N V N R G H Q I E L T R R H I G H G V A L Y Y I G G 0226

GAGGTTTTTGCCGAGTGCCTGAGTGACAGCGCAATCTTCGTCCAGTCGCCTAACTGTAACCACATGTACAACTGGCATCCGGCTACGGTC 0900
E vV F A E C L §s D s A I F V Q S P N C N HM Y N W H P A T V 0256

TGTAAAATTCCACCAGGTTGCAATTTGAAAATCTTCAATAACCAACACTTTGCGGCACTGCTGAAAGAGAGTGTCAACAATGGCTTCGAG 0990
cC K I P P G C N L K I F N N Q H F A A L L K E S V N N G F E 0286

GCGGTCTACGCGCTTACTAACATGTGCACTATCCGAATCAGCTTTGTCAAGGGCTGGGGCGCCGAATACAGGCGTCAARAACAGTGACAAGC 1080

A v ¥ aAlrn]T NM/c T[r1|rR[1]s F VvV K ¢ w ¢ a2 E YEF R oEFlv T s o316

ACGCCCTGCTGGATAGAGCTTCATTTGAACGGTCCCCTTCAATGGTTGGACCGTGTCCTTAGTCAAATGGGCTCTCCTAACCATCCATGC 1170
T P C W I E L H L N G P L Q W L D R V L S QM G S P N H P C 0346

ACGTCAGTAAGCTAGACCAAATCAAATTCACCCCCGAACCCAGCCGCAAAGAAGGCTTATTGCTTCCACCACATACTCCCCCTTCTCCCG 1260
T S VvV s =* 0350

CCCCCTCGCGCCATTCAATGTCTGACTGCACCCTGTTTTTTCCCAACTCTTGTCGCCAATGCATTTCGCTTTTTTCTCGACTGCTTCTTT 1350
TTACCCAACCGCCGARAACTGCTTCCACATATCTCCCTCCGCCCCCTCACTTGGCAACTGTGCTTATACATGTACGTACGTGTGCGTGTTC 1440
GAATGTGGGCCTGACTCCTCCACTCGCGTAGGACTTTGTTCATCTTCCGTTTCTGCACGCTTCTTGTATGACTCAACTTTCCTCTCCCCT 1530

CTCTGTCATACACACATACTCCCTCTCTTTTTATGTATTCTTTAATGATTAATAAAGACGGATAATATGCTGTCAAAAAAAAAARAAAAAA 1620

Abbildung 14 - Nukleinsiurensequenz der emsmadC cDNA und abgeleitete Aminosiurensequenz. Die
Nukleotidsequenz (oben) und die abgeleitete Aminosduresequenz (Fett, unten) der cDNA von emsmadC sind
dargestellt. Die EmSmadC MH2-Doméne ist durch schwarze Buchstaben vor grauem Hintergrund gekennzeichnet.
Reste in dem Loop L3, die die Signaliibertragunsspezifitit determinieren, sind in weilen Buchstaben vor schwarzem
Hintergrund dargestellt; die konservierten Reste des nukledren Exportsignals sind mit weilen Boxen markiert.. Die SP-
Motive sind unterstrichen. Ebenso ist das C-terminale TSVS Motiv fiir die Rezeptorphosphorylierung unterstrichen. Die

Sternchen (*) markieren Stopcodons. Die putative Polyadenylierungsstelle in der Nukleotidsequenz ist unterstrichen.
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4.1.4  Strukturelle Charakterisierung von EmSmadB und EmSmadC
4.1.4.1 EmSmadB - Homologien

Vergleicht man in der Datenbank die Aminosdurensequenz von EmSmadB mit den bislang
bekannten Smads anderer Species, so findet sich die hochste Homologie mit SmSmadl aus S.
mansoni (80 % identisch, 84% &hnlich). Wie erwartet, war die Homologie im Bereich der MH1
Domine (97% Identitit) und der MH2 Domine (94% Identitit) am hochsten und sehr viel niedriger
in der Prolin-reichen Linker-Region (34% Identitdt). Abbildung 15 fiihrt die

Aminosduresequenzen der Smad-Proteine vergleichend auf.

*kkkkkk

EmSmadB MSpYBEIIAN SLF SFTSPAVKRLLGWKQGDE g F EKWAEKAVD SLVKKLKKKKGALESLEKA LSNP Gt SiolleE
SmSmadl YETPISSL SLFSFTSPAVKRLLGWKQGDEEEKWAEKAVDSLVKKLKKKKGALEHLE INEENJERIREE 68

SmSmad? - 1A TSPPIZV\e I SY TK—EGSDKA «EKA SLVKRL OIPDIABRINFVSODPSTR 61
HsSmadl IN--——- SLFSFTSPAVKRLLGWKQGDEEEKWAEKA LVKKLKKKKGAI&EELEKALSP OFN 63

HsSmad3 h ——————— PELE 61

EmSmadB 139
SmSmadl 139
SmSmad2 132
HsSmadl 134
HsSmad3 132

Abbildung 15 - Aminosiuresequenz-Alignment der MHI1 Domiinen von Smad-Faktoren. Gezeigt wird ein
Vergleich der MH1 Doméne von EmSmadB mit der von SmSmadl und SmSmad2 aus S. mansoni (Beall et al., 2000;
Osman et al., 2001) und mit dem humanen Smadl (HsSmad1) und Smad3 (HsSmad3) (Riggins et al., 1996). Reste, die
mindestens in drei Sequenzen konserviert sind, sind in weill auf schwarzem Hintergrund geschrieben. Die Sternchen

markieren die Stelle, wo sich das nukledre Lokalisierungsignal befindet.

Im Vergleich mit den Smads von Sidugetieren zeigt EmSmadB die hochste Homologie zum

humanen Smad1 (62% Identitit, 67% Ahnlichkeit), einem Protein der BR-Smad-Gruppe.

4.1.4.2 EmSmadC - Homologien
EmSmadC zeigt die hochste Homologie zu AR-Smads der TGFB/Activin-Untergruppe, nimlich zu

SmSmad2 von S. mansoni (82% Identitdt), zu Smad3 von Danio rerio (71% Identitidt) und zu

XSmad3 von Xenophus laevis (70% ldentitit). Diese Homologien liegen hauptsédchlich im Bereich
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der MH2 Doméne. Zu dem N-terminalen Ende von EmSmadC fanden sich keine homologen

Proteine in der Datenbank. Ahnlich wie EmSmadA besitzt EmSmadC keine konservierte MH1

Domine.

EmSmadC ple7CSVYYYETNTRVGDTF YCASPCLTVDGF TDP SREN-RFCLGLLSNVNRGHQIELTRRHIGHGVALY YJReRE!
SmSmadl 1397C SRy Y Y ERNE RV I NI IR g 0 G F TD P SRR F CLGLLSNVNRERE T EJ TRRAT GG 328
SmSmad2 87 Sy Y YENNTRVGD TFJEICElSPCL TVDGF TDPYRIEIN -RFCLGLLSNVNRGHQTELTRRHIGIMG 522
HsSmadl 338
HsSmad2 340
HsSmad3 298
EmSmadC IGGEVFAECLSDSAIFVQSPNCNHMYNWHPATVCKIPPGCNLKIFNNQHFAALLKESVNNGFEAVYALTNPEE]
SmSmadl GGEVRAECLSDSEIFVOSENCNEERINGHPRTVCK PP GCELK T FENOEE ARl L BRMVERIGFEAY YT TEEIEEE]
SmSmad2 IGGEVFAECLSDSAIFVQSPNCNMMYRIWHPATVCKIPPGCNLK I FNNORE ANT L WEN VIBNGF EAV YR TNJCER!
HsSmadl GGEVRAECLSDSEIFVOSENCNMEEegH P TVCK I PEGCELK I FNNORE AR LS S VNEGE Ef v YT TEEEE]
HsSmad2 IGGEVFAECLSDSAIFVQSPNCN@RYEWHPATVCKIPPGCNLK IFNNQRFAALLINGSVNGGEEAV Y@L TIESESE
HsSmad3 IGGEVFAECLSDSAIFVQSPNCNQ§EGWHPATVCKIPPGCNLKIFNNQEFAALLAQSVNQGFEAVYQLTR 368
EmSmadC MCTIRISFVKGWGAEYRRQTVTSTPCWIELHLNGP LQWLDRVLSQMGSPNHPCTSV SRR

SmSmadl ( ISFVKGWGAE YEROBVT S TP CijEliHLNGP LOWLDRVLHOMCHPEN P s v SEEE

SmSmad2 , ISFVKGWGABYRRQTVTSTPCWIEMHLNGP LOWLDRVLSQOMGSPRHPCTSV S|

HsSmadl ISFVKGWGAE YRROBVTSTPCWIEMHIEIGP L.OWLD) 465

HsSmad2 467

HsSmad3 425

Abbildung 16 — Aminosduresequenz-Alignment der MH2 Domiinen von Smad-Faktoren. Vergleichend sind die
Sequenzen der MH2 Domine der verschiedenen Species dargestellt: Neben der Aminosédiuresequenz von EmSmadC
finden sich die Sequenzen von SmSmadl und SmSmad2 aus S. mansoni (Beall et al., 2000; Osman et al., 2001) und
von den humanen HsSmad1-3 (Riggins et al., 1996). Reste, die mit der Sequenz von EmSmadC iibereinstimmen, sind

in wei} auf schwarzem Hintergrund geschrieben.

4.1.5 Strukturelle Charakterisierung von EmSmadB und EmSmadC
4.1.5.1 Die Phosphorylierungsstelle

An dem C-terminalen Ende von EmSmadB wurde ein typisches R-Smad SSVS-Motiv
identifiziert, welches als Phosphorylierungsstelle der TGFB-Rezeptoren vom Typ I dient. Diese
Phosphorylierungsstelle findet sich nur bei den R-Smads, nicht aber bei den Co-Smads oder
inhibitorischen Smads.

EmSmadC enthélt auch eine solche Phosphorylierungsstelle. Diese zeigt aber nicht das typische
SSVS-Motiv sondern ein TSVS Motiv, was bislang nur bei SmSmad2 von S. mansoni beschrieben
wurde (Beall et al., 2000; Osman et al., 2001). Durch den Besitz solcher Phosphorylierungsstellen

konnen EmSmadB und EmSmadC zusammen mit EmSmadA in die Subfamilie der R-Smads
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eingruppiert werden. Somit ist eine direkte Interaktion dieser EmSmads mit TGFp-Rezeptoren

wahrscheinlich.

4.1.5.2 Der L3-Loop

Fiir die spezifische Interaktion zwischen den R-Smads und den Typ I-Rezeptoren konnten zwei
Aminosdurenreste im Bereich des L3 loop der MH2 Domine bei den Séduger-Smads als
entscheidend identifiziert werden (Chen et al., 1998; Lo et al., 1998). So findet sich bei den zur
Untergruppe der BR-Smads (welche direkt mit dem BMP Typ I Rezeptor interagieren) gehdrenden
Smadsl1, 5 und 8 die kanonische Region YHRQDV.

Dagegen zeigen die zur Untergruppe der AR-Smads gehorenden Sduger-Smads2 und 3 (welche
direkt von TGFpB- und Activin Typ I-Rezeptoren phosphoryliert werden) die konservierte Region
YRRQTYV (Chen et al., 1998; Lo et al., 1998). Die entscheidenden Aminoséduren sind jeweils durch
Fettdruck und Unterstreichung hervorgehoben. Wie es in Abbildung 17 gezeigt wurde, ist die
Region des L3 Loop in EmSmadB mit den Aminosduren Histidin (H) und Aspartat (D) identisch
mit der der BR-Smad-Untergruppe bei Sdugern, was die Vermutung nahe legt, dass EmSmadB an
der Signaltransduktion von BMP Liganden beteiligt ist.

Die L3 Loop Region in EmSmadC weist genau wie die humanen R-Smads, welche an der
TGFpB/Activin Signal-Kaskade teilnehmen (AR-Smads), die entscheidenden Aminosdurereste
Argr7s (R) und Thryg; (T) auf (Abbildung 17, *). Das ldsst vermuten, dass EmSmadC &dhnlich wie
EmSmadA (Zavala-Goéngora et al, 2003) an einer TGFB/Activin Signal-Kaskade beteiligt ist.

Smad2 FVKGWGAEY R RQ T VISTPCWIELHLNGPLOQWLDKVLTQMGSPSVRC SSMS AR-Smads
Smad3 FVKGWGAEY R RQ T VTSTPCWIELHLNGPLQWLDKVLTQMGSPSIRC SSVS

R-Smad
Mad FVKGWGAEY H RQ D VTSTPCWIEIHLNGPLOWLDKVLTQOMGSPHNAI SSVS
Smadl FVKGWGAEY H RQ D VTSTPCWIEIHLNGPLOQWLDKVLTQOMGSPHNPI SSVS BR-Smads
Smad5 FVKGWGAEY H RQ D VTSTPCWIEIHLNGPLOWLDKVLTQOMGSPLNPI SSVS
Smad4 FVKGWGPDY P RQ S IKETPCWIEIHLHRALQLLDEVLHTMPIADPQPLD Co-Smad
Smadé6 FAKGWGPCY S RQ F ITSCPCWLEILLNNPR I-Smads
Smad7 FVKGWGQCY T RQ F ISSCPCWLEVIFNSR

EmSmadA FVKGWGADY R RQ T ITSTPCWIELHLNEPLKWLDRVLQEMGSPSTPCTSVS } AR-Smads
EmSmadC FVKGWGAEY R RQ T VTSTPCWIELHLNGPLQWLDRVLSQMGSPNHPCTSVS R-Smads

EmSmadB FVKGWGAEY H RQ D VTSTPCWVEIHLNGPLOQWLDRVLTQMGTPRNPISSVS BR-Smad

Abbildung 17 - Vergleich der L3 Loops und der Phosphorylierungsstellen der EmSmads. Vergleichend wird der
L3 Loop aller Untergruppen der Smads verschiedener Species mit dem L3 Loop der EmSmads dargestellt. Die Smads
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1-7 stammen von den S&dugern, ,,Mad® ist ein BR-Smad von D. melanogaster. Die jeweils fiir die Signalspezifitit

entscheidenden Aminoséuren sind mit einem Sternchen hervorgehoben. Die Phosphorylierungsstelle ist unterstrichen.

4.1.5.3 Strukturelemente fiir die Bindung an SARA (Smad Anchoring for Receptor

Activation)

Ein wichtiger Interaktionspartner der Sduger-Smads Smad2 und Smad3 (nicht aber von Smadl, 5
oder 8) ist das Protein ,,.Smad Anchoring for Receptor Activation (SARA). SARA bindet an die
AR-Smads und ermdglicht so die Interaktion mit dem aktivierten Typ I TGFp Rezeptor (Tsukazaki
etel., 1998). Als fiir die Interaktion mit SARA verantwortlich wurden fiinf Subtypen-spezifische
Aminoséurereste in der MH2 Doméne von Smad2/3 identifiziert (Wu et al., 2000). Alle diese
Aminosduren finden sich auch an der entsprechenden Stelle in der MH2 Doméne von EmSmadC. In
der MH2 Doméne von EmSmadB hingegen wurde nur eine dieser Aminoséduren an der
entsprechenden Stelle identifiziert (Abbildung 18). Dies steht im Einklang mit der Beobachtung,

dass bislang kein BR-Smad identifiziert werden konnte, welches mit SARA interagiert.

4.1.5.4 Das nukleire Export- (NES) und Lokalisierungssignal (NLS)

Zwei weitere Motive sind wichtig fiir die Funktion der R-Smads: eines davon ist das nukleére
Exportsignal (NES), das in der MH2 Doméne lokalisiert ist und aus mehreren nicht-polaren
Aminosduren in charakteristischer Anordnung besteht. Das andere Motiv ist ein basisches nukleéres
Lokalisierungssignal (NLS), das sich in der MH1 Doméne befindet (Xiao et al., 2001). Eine NES-
Sequenz konnte in der MH2 Doméne sowohl von EmSmadB als auch von EmSmadC identifiziert
werden. Ein NLS-Motiv hingegen konnte nur in der MH1 Domiéne des EmSmadB gefunden
werden (da EmSmadC keine MH1 Domine besitzt) (Abbildung 18).

EmSmada WCSIUAY YE LNNRVGIRYF HA SRPRATVD GF TP SifedalR FET GlgL S|V NRIZFOUNUTRRH T GIFCIAN LY
EmSmadB 11CSTVYYELNTRVGEAFASQP SIYD GF TDP SNNSBRF CLGLLSNVNRNST IENTRRHIGKGVHLYY
EmSmadC iolei1C SERYY Y ERN TRV GIRF| P TVDGF TDP SRENERF CLGLLSNVNREE® I EMTRRATGRGVELYY|
SmSmadl 28411C S TVY YE LNFRVGEAFIAS QW SHlD GF TDP SNNSBRF CLGLLSNVNRNS TIENTRRHIGKGVHLYY]
SmSmad2 12817C SRy YERN TRV CEIF HEg sEP@# TvD GF TD P BN R F CL.GLLSNVNR GO T EMTRRH I GKGVIL Y'Y
HsSmadl B€E17CSTVY YELNNRVGEAF HASER S\@#VD GF TDP SNNJ@YRF CLGLLSNVNRNST IENTRRHIGKGVHLYY
HsSmad3 Ng17C s By YELNORVGERFHASQP SIWMVDGE TDP S NFJaRRFCLGLLSNVNRNNNEETRRHIGRG
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EmSmadA

EmSmadB GGEVFAECLSDSEIFVOSENCNEEH NN TVCK I PPGCELK I FENQEF?

EmSmadC IGGEVFAECLSDSAIFVQSPNCNGUNWHPATVCKIPPGCNLK I FNNOIF?

SmSmadl GGEVRAECLSDSEIFVOSRNCNYEHNGHPHTVCK IPPGCELKIFENQEF

SmSmad2 IGGEVFAECLSDSATFVQSPNCNYI4QWHPATVCKIPPGCNLKIFNNQEF GrEAVYRLTY
HsSmadl GGEVRAECLSDSEIFVOSENCN YEiHERHPRTVCK I PEGCELK IFNNQEF? O SVNHGFERVYELTK
HsSmad3 IGGEVFAECLSDSAIFVQSPNCNS¥4€WHP ATVCKIPPGCNLKIFNNQEF NosVNEGFEAVYEL TR
EmSmadA

EmSmadB MCT IRMSFVKGWGAE YEROBVT STP CWjE T HLNGP LQWLDRVL TQMGEPRINPHS SV

EmSmadC MCTIRESFVKGWGAEYRRQTVTSTPCWIE@HLNGP LOWLDRVLEOMGS PP ClS VS

SmSmadl MCT IRMSFVKGWGAE YEROBVT STPCWjE THLNGP LOQWLDRVL TQMGEPENPHES SV

SmSmad2 MCT IRMSFVKGWGARYRRQTVTSTPCWIEIHLNGP LOQWLDRVLEOMGS PP CHS VS

HsSmadl MCTIRMSFVKGWGAEYRROBVTSTPCWIE IHLJGP LOWLDKVLTOMGSPIEINPHSSVS

HsSmad3 MCT IRMSFVKGWGAEYRRQTVTSTPCWIEHLNGP LOWLDKVL TOMGS PR

Abbildung 18 — Aminosiuren-Sequenzvergleich der MH2 Doméinen verschiedener Smad Proteine. Vergleich der
MH2 Dominen von EmSmadA, EmSmadB und EmSmadC (E. multilocularis) mit SmSmadl und SmSmad2 (S.
mansoni) und HsSmadl und HsSmad3 (H. sapiens). Reste, die mindestens in 3 Sequenzen konserviert sind, sind in
weil} auf schwarzem Hintergrund geschrieben. Die hydrophoben Aminosduren der NES sind durch Punkte, die fiir die

Interaktion zwischen AR-Smads mit SARA wichtigen konservierten Aminosiuren durch Sternchen hervorgehoben.

4.1.6 Charakterisierung der chromosomalen Loci von emsmadB und emsmadC

Unter Verwendung spezifischer Primer gegen emsmadB bzw. emsmadC  konnte durch
Amplifizierung mehrerer iiberlappender Fragmente der gesamte chromosomale Locus beider
Faktoren charakterisiert werden.

Der chromosomale Locus von emsmadB umfasst insgesamt 2910 Basenpaaren und setzt sich aus 4
Exons (mit einer Linge zwischen 222 bis 415 bp) und 3 Introns (mit einer Linge zwischen 156 bis
892 bp) zusammen. Der chromosomale Locus von emsmadC besteht aus 4816 bp, welche sich in 6
Exons (mit einer Linge zwischen 77 bis 323 bp) und 5 Introns (mit einer Linge zwischen 209 bis

1175 bp) aufteilen. Eine Ubersicht der chromosomalen Loci bietet Tabelle 9.

emsmadB erweist sich mit seinen drei Introns als weniger komplex in der Genstruktur als die
Sduger Smads, welche normalerweise mindestens 6 Introns besitzen (Huang et al., 2000). Ein
Intron von emsmadB (Intron 2) liegt in der am wenigsten konservierten Linker Region und kann
deshalb nicht mit einem Intron entsprechender Lage der Sduger-Smads-Gene verglichen werden.
Die Lage der Introns 1 und 3 von emsmadB hingegen entspricht genau der Lage der Introns der

Sauger-Smad1-Gene (Huang et al., 2000).
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emsmadC weist mit fiinf Introns die komplexeste Genstruktur der bislang drei identifizierten
Echinococcus-Smad-Gene auf. Im Vergleich zu den Sduger-Genen smad2 und smad3, welche 10
bzw. 8 Introns beinhalten, zeigt sich hier jedoch eine geringere strukturelle Komplexitét.

Die Introns 5, 4 und 3 in emsmadC entsprechen in ihrer Lokalisation im Gen jeweils genau den
Introns 10, 9 und 8 im Sduger-Smad2-Gen. Das Intron 2 in emsmadC ist nur 2 Codons downstream
von der Lage des Introns 6 vom Sduger-Smad2 entfernt. Das Intron 1 von emsmadC liegt in der am
wenigsten konservierten N-terminalen Region und lédsst sich deshalb keinem entsprechenden Intron
in Smad2 zuordnen.

Alle Introns der Echinococcus Smads zeigen die kanonischen 5’-GT-AG-3’ Dinukleotide in der 5’
Splei3-Donor Sequenz bzw. der 3° Splei3-Akzeptor Sequenz.

Zusammengenommen legt die oben erlduterte Konservierung von Spleiflstellen nahe, dass

emsmadB und emsmadC einen gemeinsamen phylogenetischen Ursprung mit den Sduger-Genen fiir

Smad1l und Smad? teilen.

emsmadB

Exon Nr. Stelle Linge (bp) | 5° Splei-Donor | 3 SpleiB3-Akzeptor | Intron- Unterbrochene
ldnge (bp) | Aminosdure

1 1-415 415 CCA G gta atc ttt tag TT TTG 156 V (139)

2 572-847 276 TCA G gta tga ctc cag AC ACT 311 D (231)

3 1159-1380 | 222 AAG G gtgagt | ttt aag GA GTT 892 G (305)

4 2273-2670 | 398

emsmadC

Exon Nr. Stelle Lange (bp) | 5° Splei-Donor | 3° Splei3-Akzeptor | Intron- Unterbrochene
lange (bp) | Aminosédure

1 1-77 77 CTC AG gtt ggt | tgg tag C TAC 822 S (26)

2 900-1222 323 CTA G gtg agt | atttag AC ACA 1175 D (134)

3 2398-2643 | 246 ATT G gtt agc ttt tag GC CAC 502 G (216)

4 3146-3283 | 138 CCA G gttagc ttt tag GT TGC 502 G (262)

5 3786-3930 | 145 TAC AG gtg agt | ttt cag G CGT 209 R (310)

6 4140-4260 | 121

Tabelle 9 — Die Exon-Intron-Organisation in emsmadB und emsmadC. Die obere Tabelle bezieht sich auf emsmadB,

die untere auf emsmadC. Dargestellt werden die Stellen im Gen, wo die Introns die mRNA unterbrechen. Die Codons
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des Leserasters in der Exon-Intron-Ubergangsregion sind aufgefiihrt. Dabei sind die Sequenzen der Exons in
Grofibuchstaben und die der Introns in Kleinbuchstaben geschrieben. Die Linge der jeweiligen Exons bzw. Introns

wird in bp angegeben.

4.1.7  Nachweis der Parasiten-Spezifitiit der identifizierten Smad-Faktoren

Zur Bestitigung, dass die bisher identifizierten Smad-Faktoren E. multilocularis zuzuschreiben sind
und nicht einer Kontamination der urspriinglichen cDNA mit Wirts-RNA entspringen, wurden
verschiedene PCR-Experimente aus isolierter chromosomaler DNA von Wirt- und
Parasitenmaterial durchgefiihrt. Hierfir wurde chromosomale DNA zum einen aus in vitro
kultivierten Metacestoden, zum anderen aus der Leber nicht infizierter Meriones isoliert. Dann
wurden Gen-spezifische PCRs fiir emsmadB (SBDwl 5’ -TGTCTCGGTCTCCTCTCC-3’ und
SBUpl1 5’-GTGGCTCACTGTACGACGC-3’), emsmadC (SCDhw1 5’-
ATGGGTCCCTCCTATCGCTC-3’ und SCUp4 5’- CAGTTTGCCGAGCTTGTTAG-3") und fiir
ein zuvor identifiziertes P-Tubulin-Gen aus Meriones (Brehm et al., 2000b) durchgefiihrt.
Fragmente des B-Tubulin-Gens konnten nur im PCR-Ansatz mit der Meriones-DNA ampfliziert
werden, nicht aber im Ansatz mit der Parasiten-DNA. emsmadB und emsmadC wiederum lief3en
sich nur aus dem Parasitenmaterial, nicht aber aus dem Wirtsmaterial amplifizieren (EmSmadB ca.
1150 bp und EmSmadC ca. 980 bp). Diese Resultate bestitigten, dass die identifizierten Faktoren

EmSmadB und EmSmadC parasitiren Ursprungs sind und keiner Kontamination entstammen.

A) B)

1 2 3 1 2 3

Abbildung 19- Amplifizierung der EmSmad-Faktoren aus chromosomaler Echinococcus-DNA. A) emsmadB:
Marker (Spur 1); B-Tubulin-Gen-Fragmente (Spur 2); emsmadB (Spur 3); B) emsmadC: Marker (1); emsmadC (Spur 2);
B-Tubulin-Gen-Fragmente (Spur 3). Die Amplifizierung von emsmadB (ca. 1150bp) und emsmadC ca. 980 bp) aber
nicht von Meriones B-Tubulin-Gen-Fragmente aus chromosomaler Echinococcus-DNA bestitigt, dass emsmadB und

emsmadC E. multilocularis-Gene sind.
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4.1.8  Analyse der Expression von emsmadB und emsmadC in verschiedenen Isolaten von E.

multilocularis

Die Expression der identifizierten EmSmad-Faktoren wurde in Larvenmaterial von drei
unterschiedlichen Isolaten von E. multilocularis untersucht. Hierfiir wurden cDNA-Priparate aus
HO5 (natiirliches Isolat aus Siid-Deutschland), K188 (natiirliches Isolat aus Siid-Osterreich) und
MP1 (klinisches Isolat aus Siid-Deutschland) verwendet. RT-PCR Experimente mit spezifischen
Primern gegen emsmadB (SBdw3 5-AAAAGGCTGCTCGGTTGGA-3’ und SBtupl 5’-
AGTGTCTGAGGGCGGAGGAA-3’) und emsmadC (SCexdwl 5’-
CTACCTGTCACATGGCCTG-3" und SCup5 5’-GTCGGTAAAGCCGTCAAC-3’) zeigten in
allen 3 Isolaten klare Banden der erwarteten Linge (ca. 650 bp B.w. ca.480 bp) fiir beide E.
multilocularis-Gene. Somit konnte kein Unterschied in der Expression der EmSmads in den 3
verschiedenen E. multilocularis Isolaten gesehen werden. Aber es konnte gezeigt werden, dass die

EmSmads in allen drei Isolaten exprimiert werden.

H95 K188 MP1

1 2 3 + 5 6

Abbildung 20 - Expression von emsmadB und emsmadC in verschiedenen Echinococcus-Isolaten. Die Expression
der Echinococcus Smad-Gene wurde in cDNA drei verschiedener Echinococcus Isolate (H95, K188, MP1) untersucht.
Spur 1, 3 und 5: Expression von emsmadB; Spur 2, 4, und 6: Expression von emsmadC. Expression von emsmadB und

emsmadC in H95 cDNA: Spur 1 und 2; in K188: Spur 3 und 4; in MP1: Spur 5 und 6. Ganz links: Marker.

4.1.9 Analyse der Expression der emsmad-Gene in zwei verschiedenen E. multilocularis

Larvenstadien.

Die Funktion der Smad-Faktoren aus Sdugern ist hdufig abhingig vom determinierten zelluldren

Status der Sdugerzellen. Um herauszufinden, ob auch in E. multilocularis eine stadiumspezifische
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Expression der EmSmads stattfindet, wurden zwei verschieden E. multilocularis Larvenstadien,
dem Metacestoden und dem Protoskolex, untersucht. Dazu wurde zuerst die Gesamt-RNA aus in
vitro kultivierten Metacestoden-Vesikeln und Protoskolices gewonnen und in cDNA
umgeschrieben. Mit der gleichen Menge an cDNA von den beiden Larvenstadien wurden dann
jeweils  genspezifische @PCRs mit den Primern gegen emsmadB (SBdw3 5’-
AAAAGGCTGCTCGGTTGGA-3" und SBtupl 5-AGTGTCTGAGGGCGGAGGAA-3’) und
emsmadC (SCexdwl 5’-CTACCTGTCACATGGCCTG-3’ und SCup5 5’-
GTCGGTAAAGCCGTCAAC-3’) gefahren, die klare Banden einer erwarteten Linge von ca. 650
Basenpaaren bzw. ca. 480 Basenpaaren ergaben. Somit findet sich in E. multilocularis keine

larvenstadien-spezifische Expression der beiden identifizierten EmSmads Faktoren.

1 2 3 4 5

Abbildung 21- Expression der emsmad-Gene im Metacestoden und Protoskolex. Die Expression der Echinococcus-
Smad-Gene wurde im Metacestoden und Protoscolex gepriift. Marker (1); Expression im Metocestoden von emsmadB

(2) und emsmadC (3), sowie im Protoscolex von emsmadB (4) und emsmadC (5)

4.1.10 Untersuchungen von Protein-Protein-Interaktionen der Echinococcus-Smad-

Faktoren

Protein-Protein-Interaktionen sind wichtig fiir die Funktion von Smads als Mediatoren der TGFj-
Signale. Nachdem die R-Smads durch den aktivierten Typ I Rezeptor an ihren konservierten C-
terminalen Serin-Resten phosphoryliert wurden, assoziieren sie mit Co-Smads. Dieser Komplex
transloziert zum Zellkern. Nach dem Eintritt in den Zellkern kann der R-Smad/Co-Smad-Komplex
mit verschiedenen Partnerproteinen (Co-Aktivatoren oder Co-Repressoren) interagieren um,
abhédngig vom jeweiligen Zelltyp, bestimmte Gene an- oder auszuschalten (Moustakas et al. 2001;
Attisano & Wrana 2002). Biochemische Daten zeigten, dass Smad2, -3 und -4 Proteine in
monomeren und verschiedenen oligomeren Zustinden vorliegen konnen. So findet sich im

Grundzustand Smad2 hauptsdchlich als Monomer, wihrend Smad3 in multiplen oligomeren
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Formen vorkommt. Smad4 wiederum liegt hauptsidchlich als Homooligomer, wahrscheinlicher

jedoch als Trimer vor (Jayaraman & Massagué 2000).

Two Hybrid Assays konnen genutzt werden, um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen, eine
vermutliche Interaktion zu bestitigen oder um Interaktionsdominen zu definieren. Die Kapazitit
der Sduger-Smad-Faktoren, homomere und heteromere Komplexe zu bilden, konnte erfolgreich
iber die Yeast Two Hybrid Technik untersucht werden (Abdollah et al., 1997; Hata et al., 1997; Wu
et al.,, 1997). Mittels der Yeast Two Hybrid-Methode wurde daher auch in dieser Arbeit die

Kapazitit der EmSmad-Faktoren zur Komplexbildung untersucht.

4.1.10.1 Herstellung der EmSmad-Konstrukte in den pGBKT7 und pGADT7 Vektoren und
Durchfiihrung der Yeast Two Hybrid-Experimente

Das MATCHMAKER Two-Hybrid System 3 (Clontech) ist ein Gal4-basiertes Two-Hybrid
System, das mittels eines Tanskriptions-Assays Protein-Protein-Interaktionen in vivo in Hefe-Zellen
detektiert. Wenn beide zu untersuchenden Proteine in der Hefezelle miteinander interagieren,
werden vier Reportergene (HIS3, ADE2, lacZ, MEL1) angeschaltet. Falls die beiden verwendeten
Proteine nicht miteinander interagieren, wird die Transkription der Reportergene nicht aktiviert.

Fiir die EmSmad Interaktionsuntersuchungen mussten alle Echinococcus Smads in beide Yeast Two
Hybrid Expressionsvektoren pGADT7 (AD) und pGBKT?7 (BD) kloniert werden. Dafiir wurden
zunichst die kompletten Leseraster-Sequenzen der beiden identifizierten EmSmads (EmSmadB und
EmSmadC) sowie des schon bekannten EmSmadA (Kroner 2002) mittels spezifischer Primer aus
Echinococcus cDNA vollstandig amplifiziert. Durch spezifische Schnittstellen konnten die DNA-
Fragmente in frame dann mit der GAL4 Aktivierungsdomine des pGADT7-Vektors bzw. mit der
GAL4 Bindungsdoméne des pGBKT?7 kloniert werden. Alle Konstrukte wurden durch
Sequenzanalysen iiberpriift und als EmSmadA-BD, EmSmadB-BD, EmSmadC-BD (im pGBKT?7-
Vektor) bzw. EmSmadA-AD, EmSmadB-AD, EmSmadC-AD (im pGADT7 Vektor) bezeichnet.

Fiir die Herstellung der verschiedenen Konstrukte kamen folgende Primer zum Einsatz:

Fiir EmSmadA-AD:
° SAAD-DW (5’- AGTTAATCGATTAATGTCCAATATTGCTCT-3") mit einer
Schnittstelle fir Clal
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° SAAD-UP (5~ ATGTAGGATCCTTTAGCTGACAGAGGTGCA-3’) mit einer
Schnittstelle fiir BamHI

Fiir EmSmadA-BD:

o SABD-DW (5~ AGTTACCATGGTAATGTCCAATATTGCTCT-3’) mit einer
Schnittstelle fiir Ncol

° SAAD-UP (s. 0)

Fir EmSmadB-AD/BD:

o SBAD-DW (5’- GAATTCAGGCTGCTCGGTTGGAAGCAAGGTGAC-3’) mit einer
Schnittstelle fiir EcoRI

. SBAD-UP (5’- AAAGAGGATCCTCAGGAAACAGAAGAGATGGG-3’) mit einer
Schnittstelle fiir BamHI

Fiir EmSmadC-AD/BD:

° SCAD-DW (5’- GAATTCATGGGTCCCTCCTATCGC -3’) mit einer Schnittstelle fiir
EcoRI

o SCAD-UP (5’- GGATCCGTCTAGCTTACTGACGTGCATG -3’) mit einer Schnittstelle
fiir BamHI

Zur Untersuchung, ob und wie die EmSmad-Proteine untereinander interagieren, wurde jeweils ein
EmSmad-Protein entweder mit dem selben Protein oder mit einem der beiden anderen EmSmads als
Bindungs- bzw. Aktivierungskonstrukt in AH109 Hefezellen co-transfiziert und auf SD/-Leu/-Trp-
Agarplatten plattiert. Da die AH109 Hefezellen fiir Leucin und Tryptophan auxotroph sind, und die
beiden fiir die Klonierung benutzten Vektoren jeweils nur fiir die Synthese einer Aminoséure das
entsprechende Gen tragen, konnten auf den SD/-Leu/-Trp-Agarplatten nur diejenigen Hefezellen
wachsen, die beide Vektoren aufweisen. Von diesen Doppeltransformanten wurde nun auf SD/-
Leu/-Trp/-His/-Ade-Mangelagarplatten iiberfiihrt und dort iiber 4 bis 6 Tage bei 30°C unter hoher
Stringenz kultiviert. Da die Hefezellen auch fiir Histidin und Adenin auxotroph sind und die
Synthese dieser Aminosduren nur initiiert werden kann, wenn die beide in die Vektorkonstrukte
einklonierten Smad-Proteine interagieren, konnen unter diesen Bedingungen nur diejenigen

Hefezellen wachsen.
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4.1.10.2 Die verschiedenen Oligomerzustinde der EmSmads

Autointeraktion des wildtypischen EmSmadA

Bei der Untersuchung des wildtypischen EmSmadA zeigte sich nur Wachstum im
Aminosdaurenmangelmedium, wenn EmSmadA-AD mit EmSmadA-BD kotransfiziert wurde. Bei
einer Kotransfektion mit den anderen beiden EmSmad-Proteinen kam es zu keinem Wachstum.

Somit interagiert EmSmadA mit sich selbst, es bildet Homodimere (Siehe Tabelle 10).

EmSmadB findet sich im Grundzustand als Monomer

Fiir die Proteine EmSmadB (Wildtyp) und EmSmadC (Wildtyp) konnte weder eine Autointeraktion
noch eine Interaktion mit einem der anderen beiden Proteine nachgewiesen werden (Siehe Tabelle

10).

EmSmadC als Transkriptionsaktivator

Bei EmSmadC zeigte sich, dass bei einer Kotransfektion von EmSmadC-BD mit einem leeren AD-
Vektor es dennoch zu einem Wachstum im SD/L'T'A'H - Mangelmedium kam. Dies 1a6t auf eine
per se Transkriptionsaktivierung von EmSmadC bei Expression im BD-Vektor schlieBen. Durch
diese FEigenschaft lassen sich jedoch mittels der Yeast Two Hybrid-Methode nur beschrinkt

Aussagen tiiber Interaktionen von EmSmadC machen.

Wt EmSmadA-AD | Wt EmSmadB-AD | Wt EmSmadC-AD

Wt EmSmadA-BD | +++ - _

Wt EmSmadB-BD | - - -

Wt EmSmadC-BD | n. d. n. d. n. d.

Tabelle 10 - Interaktionsfihigkeit von EmSmadA, EmSmadB und EmSmadC. Wildtypische Versionen der
Echinococcus Smads wurden in Frame mit der Gal4 Aktivierungs-Domiine oder mit der Gal4 DNA Bindungs-Doméne
fusioniert. Es wurde das Wachstum der Hefe AH109-Doppeltransformanten nach drei Tagen Inkubationszeit beurteilt.
(-) bedeutet kein Wachstum, Wachstum bei niedrigen, mittleren und hohen Stringenz-Bedingungen sind durch +, ++
bzw. +++ gekennzeichnet; n. d. bedeutet, dass die Interaktion aufgrund der Eigenschaft zur Reporter-Gen-Aktivierung

nicht bestimmt werden konnte (s.0.).
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4.1.10.3 Interaktionsfiahigkeit der MH2 Doménen der EmSmad-Faktoren

Die hauptsidchliche Funktion der Smad MH2-Doméne ist es, Protein-Protein Interaktionen zu
ermoglichen. Die MH2 Domine ist verantwortlich fiir die Homo- aber auch fiir die
Heteromerisierung der Smad-Faktoren. Diese Funktion wird, wie es in Sduger Smads schon gezeigt
werden konnte, durch eine Bindung der MH1 Domiine des gleichen Proteins an die MH2-Doméne
inhibiert (Itoh et al., 2000; Lutz & Knaus, 2002).

Die Beobachtung, dass fiir das wildtypische EmSmadB keine Interaktionsfihigkeit nachgewiesen
werden konnte, konnte auf das Vorhandensein beider MH-Domaénen in diesem Protein beruhen. In
monomeren Grundzustand konnte die MH2-Domine durch intramolekulare Interaktion mit der
MH1-Doméne maskiert werden, wie es schon vorher fiir Sduger-Smads beschrieben worden war
(Itoh et al., 2000; Lutz & Knaus, 2002). Um diese Frage zu beantworten, wurde eine Analyse der
MH2 Dominen der EmSmads mittels Yeast Two Hybrid durchgefiihrt. Zunéchst mussten hierfiir
die Sequenzen, welche fiir die MH2-Domine der jeweiligen EmSmads kodieren, mit spezifischen
Primer amplifiziert und in die Yeast Two Hybrid-Vektoren mittels einer entsprechenden

Schnittestelle kloniert werden:

Fir SAMH?2 AD/BD:
Dw (5’-GGCCATGGAGGCCTGGTGCTCTGTCTTCTACTACG-3")
Up (5’-ATGTAGGATCCTTTAGCTGACAGAGGTGCA-3’)

Fir SBMH2 AD/BD:
Dw (5’-GGCCATGGAGGCCTACCAAGAACCAAAGTACTGG-3")
Up (5’-AAAGAGGATCCTCAGGAAACAGAAGAGATGGG-37)

Fir SCMH2 AD/BD:
Dw (5’-GGCCATGGAGGCCTACCAAGAGCCAGACTGCTGGTGC-3%)
Up (5’-GGATCCGTCTAGCTTACTGACGTGCATG-3’).

Unter hohen Stringenz-Bedienungen konnten die MH2 Doménen aller drei Echinococcus Smads
sowohl homodimerisieren als auch heterodimerisieren, was in Tabelle 11 veranschaulicht wird.
Dabei zeigte sich, dass die Autointeraktionsfahigkeit jeder MH2 Doméne am stirksten ausgepriagt

war. Eine mittelstarke Interaktion war auBerdem zwischen der MH?2 Domine von EmsmadC und
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der von EmsmadA sowie

nachzuweisen.

zwischen der MH2 Doméine von EmsmadB und der von EmsmadC

EmSmadA EmSmadB EmSmadC

MH2-AD MH2-AD MH2-AD
EmSmadA MH2-BD +++ n. d. ++
EmSmadB MH2-BD n. d. +++ ++
EmSmadC MH2-BD n. d. n. d. +++

Tabelle 11 - Homo- und Heterodimer-Bildung der MH2 Domiinen von EmSmadA, EmSmadB und EmSmadC.
Die einzelnen MH2 Doménen der Echinococcus Smads wurden in frame mit der Gal4 Aktivierungs-Doméne oder mit
der Gal4 DNA Bindungs-Doméne fusioniert. Es wurde das Wachstum der Hefe AH109-Doppeltransformanten nach
drei Tagen Inkubationszeit beurteilt. n. d. bedeutet, dass diese Konstellation nicht untersucht wurde. Wachstum bei

niedrigen, mittleren und hohen Stringenz-Bedingungen sind durch +, ++ bzw. +++ gekennzeichnet.

Die Interaktionsexperimente der MH2-Dominen der EmSmad-Faktoren zeigen, dass die schon bei
den Sduger-Smads beobachtete Funktion der MH2-Doméne zur Protein-Protein- Interaktion auch in

Echinococcus Smads konserviert ist.

4.1.10.4 Die aktivierungsabhingige Interaktion der EmSmads

Funaba und Mathews (2000) beschrieben, dass die Rezeptor-abhingige Phosphorylierung, also die
Aktivierung der R-Smads, iiber spezifische Mutationen an den C-terminalen Serinen nachgeahmt
werden kann. Bei den Smads ist hierfiir eine Austauschmutation der letzten zwei bzw. drei Serine
im SSXS-Motiv gegen Glutamat zur Uberfithrung in den aktivierten Zustand notig. Analog wurden
dazu in der vorliegenden Arebeit fiir die EmSmads folgende Mutanten hergestellt: EmSmadA*
(TEVE anstatt TSVS), EmSmadB* (EEVE anstatt SSVS) und EmSmadC* (TEVE anstatt TSVS).

Dabei wurden folgende upstream-Primer fiir die Herstellung der Konstrukte eingesetzt:

* SA-MUP (5’-CTCGATGGATCCTTTACTCGACCTCGGTGCACGGAGTCGAGGG-37)
e SB-MUP (5’-GGATCCATCACTCAACCTCCTCGATGGGATTGCGTGGAGTGCCC-3’)
® SC-MUP (5’-GGATCCGTCTACTCTACTTCCGTGCATGGATGGTTAGGAGAG-3’)

Die downstream-Primer entsprechen den in Kapitel 4.1.10.1.2 angegebenen Primern.
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Die mutierten Smad-Formen wurden wie vorher beschrieben mit der Gal4 Aktivierungs- und der
DNA-Bindung Domine fiir Yeast Two Hybrid-Assays fusioniert. Es stellte sich die Frage, ob
EmSmadB, welches als in wildtypischer Form keinerlei Interaktionsfihigkeit gezeigt hatte, durch
eine solche Mutation in den konstitutiv aktivierten Zustand iiberfiihrt werden konnte und so eine
Interaktion mit sich und/oder den anderen Smads erméglicht werden konnte. Unter hoch stringenten
Bedingungen zeigte EmSmadB* eine starke Homodimer-Bildung; Die Heterodimerbildung mit

EmSmadA* war unter mittleren Stringenzbedingungen nachweisbar.

Auch mit dem wildtypischen EmSmadB kam es zur einer Interaktion, die aber ebenfalls schwiicher als die schon
beschriebenen Homodimerbildungen bei EmSmadA war. Mit den anderen beiden wildtypischen EmSmads

konnte keine Interaktion nachgewiesen werden (

Tabelle 12).

EmSmadB*-AD EmSmadCwt -AD
EmSmad A wt - BD - n. d.
EmSmad A* -BD ++ n. d.
EmSmad B wt - BD ++ n. d.
EmSmad B* -BD +++ -

Tabelle 12 - Homo- und Heterodimer-Bildung von EmSmadA* und EmSmadB*, den konstitutiv aktivierten
Formen der Echinococcus Smads . Die konstitutiv aktivierten Formen von EmSmadA und EmSmadB wurden in
frame mit der Gal4 Aktivierungs-Domidne oder mit der Gal4 DNA Bindungs-Domine fusioniert. Es wurde das
Wachstum der Hefe (AH109)-Doppeltransformanten nach drei Tagen Inkubationszeit beurteilt. (-) bedeutet kein
Wachstum, Wachstum bei niedrigen, mittleren und hohen Stringenz-Bedingungen sind durch +, ++ bzw. +++

gekennzeichnet; n. d. bedeutetet, dann diese Versuchskonstellation nicht durchgefiihrt wurde.
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4.1.11 Phosphorylierung von Echinococcus EmSmadA und EmSmadB durch Siuger-
TGFp- und BMP-Rezeptoren

Um herauszufinden, ob die EmSmads als Substrat von Mitgliedern der TGFp Rezeptor Typ 1
Familien dienen, wurde die komplette Sequenz der wildtypischen Versionen von EmSmadA und
EmSmadB jeweils allein oder in Kombination mit BMP- und TGFpB- Typ I Rezeptoren in humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK293-T) exprimiert. Um aktive Formen des BMP Typ I Rezeptor
(BRIa) zu erhalten, wurde der BMP Typ II-Rezeptor (BRII) mit BRIa co-exprimiert und mit 20
nMol exogenem humanen bone morphogenetic protein 2 (BMP2) 30 Min stimuliert. Im Fall des
TGFp Typ I Rezeptor (TRI) wurde, wie zuvor von Nakao et al. beschrieben, die konstitutiv aktive
Mutante (TRI-ka) eingesetzt (Nakao et al., 1997).

Wie Abbildung 22 zeigt, konnten sowohl EmSmadA als auch EmSmadB erfolgreich in HEK293-T
Zellen exprimiert werden.

Die Zugabe von exogenem BMP2 hatte dabei keinen Einfluss auf die Expression der beiden
Echinococcus-Faktoren. Um zu untersuchen, ob die EmSmad-Faktoren durch humane Rezeptoren
phosphoryliert werden konnen, wurde ein zuvor beschriebener Anti-Phospho-Smad-Antikorper
eingesetzt (Perrson et al., 1998). Dieser Antikorper richtet sich gegen die phosphorylierte Form von
Smadl. Phosphoryliert sind hier die beiden C-terminalen Serine im SSXS-Motiv. Wenn EmSmadA
und EmSmadB in HEK Zellen ohne aktivierte Formen von BRIa- oder TRI-Rezeptoren exprimiert
wurden, konnte selbst bei Anwesenheit von exogenem BMP2 keine Phosphorylierung der
Echinococcus Smads nachgewiesen werden. Daraus ldsst sich schlieen, dass die Menge der
endogenen TGFpB-Rezeptoren in den HEK293-T Zellen nicht ausreichte, um die Echinococcus
Faktoren zu phosphorylieren. Nach der Co-Expression von EmSmadA oder EmSmadB mit BRII-
und BRIa- Rezeptoren hingegen zeigte sich eine starke Phosphorylierung beider EmSmads. Diese
Phosphorylierung konnte nicht durch die exogene Zugabe von BMP2 beeinflusst werden. Wurden
die Echinococcus Smads nur mit jeweils einem Rezeptor exprimiert, kam es zu keiner
Phosphorylierung. Auch die Zugabe von BMP2 hatte darauf keinen Einfluss (Abbildung 22).

Diese Resultate zeigen deutlich, dass die beide Echinococcus Smads mit dem humanen BMP
Rezeptor-System interagieren konnen. In Anbetracht der schon bekannten Signal-Transduktions-
Wege der TGFp Rezeptoren kann man schlussfolgern, dass der humane BRIa Rezeptor die
EmSmads direkt phosphoryliert. Dabei war offensichtlich die basale Aktivierung des Plasmid-
kodierten BRIa durch BMPRII geniigend, um die Echinococcus Smads vollstindig zu
phosphorylieren, so dass die Zugabe von BMP2 keinen weiteren Effekt hatte.
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Die Co-Expression von EmSmadA zusammen mit dem humanen konstitutiv aktiven TRI-ka
resultierte ebenfalls in einer Phosphorylierung dieses Proteins. Doch war diese schwicher
ausgepriagt als die Phosphorylierung durch BRIa. EmSmadB hingegen wurde nicht durch den
aktivierten TRI-ka phosphoryliert (Abbildung 22).
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-~
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Abbildung 22 — Expression der Echinococcus Smads in HEK293 Zellen (A) und ihre Interaktion mit humanen
Rezeptoren der TGFp-Superfamilie (B). (A) EmSmadA (Spur 1, 2; Molekulargewicht des Exprimierten Proteins: 38
kDa) und EmSmadB (Spur 5, 6; 50 kDa) wurden in HEK 293 Zellen ohne (Spur 1, 5) oder mit (Spur 2, 6) exogen
hinzugefiigtem BMP2 exprimiert. Als Kontrolle wurden HEK 293 Zellen mit den pCMV-HA Plasmid transfiziert (Spur
3 ohne, Spur 4 mit hinzugefiigtem BMP2). Der zelluldre Extrakt wurde in einem 12.5% Akrylamid-Gel aufgetrennt, auf
eine Nylon-Membran transferiert und mit einem Anti-HA Tag Antikorper immunchemisch gefirbt. (B) EmSmadA,
EmSmadB, die humanen Typ I- und Typ II-BMP Rezeptoren (BRI und BRII) und die konstitutiv aktive Form des
humanen TGFP Typ I Rezeptors (TRI-ka) wurden in HEK 293 Zellen in verschiedenen Kombinationen exprimiert.
Humanes BMP2 wurde zugegeben (+) oder nicht (-). Der zelluldre Extrakt wurde in einem 12.5% Akrylamid-Gel
aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran transferiert und mit einem Anti-Phospho-Smad1-Antikorper (Perrson et al., 1998)
immunchemisch gefirbt. Die humanen (hu.) Smads und Echinococcus Smads sind rechts angezeigt, die Markergrofie

links.
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Bei der Aktivierung von EmSmadB durch die BMP-Rezeptoren entsprechen die Ergebnisse den
Erwartungen. Es zeigt sich, dass EmSmadB nicht nur von seiner Struktur her der Gruppe der BR-
Smads zugeordnet werden kann, sondern auch funktionell dieser Gruppe angehort, da von den
BMP-Rezeptoren ausgehende Signale weitergeleitet werden konnen. Zum anderen lédsst sich aus der
Beobachtung der Funktionalitit von EmSmadB in einem heterologen, humanen Expressions-
System ableiten, dass E. multilocularis sehr  wahrscheinlich ein  BMP-idhnliches

Signaliibertragungssystem exprimiert.

Interessant war bei diesen Experimenten die Beobachtung, dass EmSmadA nicht nur iiber TGFp-
Signale aktiviert wurde, sondern auch durch BMP Signale. Nach der strukturellen Analyse wird
EmSmadA aufgrund seines spezifischen Interaktions-Motivs (Loop L3) der Gruppe der AR-Smads
zugeordnet, welche iiblicherweise durch TGFB-Rezeptoren und nicht, wie in diesem Experiment,

durch BMP-Rezeptoren phosphoryliert werden.

4.1.12 Phosphorylierung von Echinococcus multilocularis EmSmadC

Die Funktionsanalyse von EmSmadC gestaltete sich schwieriger. Eine Reihe von Experimenten mit
humanen Rezeptoren in verschiedenen Kombinationen war hierzu notig. Dafiir wurden die
humanen BMP- und TGFB-Typ I Rezeptoren alleine oder in Kombination mit den Typ II-

Rezeptoren (BRII oder TRII) eingesetzt.

EmSmadC-Expression in Sidugerzellen

EmSmadC wurde samt pCMV-Myc Vektor in HEK 293 Zellen exprimiert. Zur Bestidtigung der
Expression wurden Zellextrakte iiber ein 12,5% Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt,
auf einen Nitrozellulose-Membran transferiert und schlie8lich mit Anti-Myc-Antikérpern markiert.
Eine klare Bande von ca. 50 kDa Grofle (Abbildung 23) zeigte die Expression des Echinococcus
Proteins in den HEK 293-Zellen. Die GroB3e des Proteins war ungefidhr 10 kDa groBer als das
theoretisch  erwartete Molekulargewicht (ca. 40 kDa), was moglicherweise durch
posttranskriptionale Modifikationen hervorgerufen wurde. Eine exogene Zugabe von TGFp1 fiihrte
zu keiner Verdnderung (Abbildung 23, Spur 6). EmSmadA, welches eine Grole von etwa 40 kDa
aufweist, wurde als Kontrolle ohne (Abbildung 23, Spur 3) oder mit TGFS1 (Abbildung 23, Spur

4) exprimiert.
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Abbildung 23 - EmSmadC Expressionskontrolle. Die Expression von EmSmadC in HEK293 Zellen wurde mit
einem Myc-Antikorper, der das Myc-EmSmadC Fusionsprotein erkennt, bestitigt. Als Expressionskontrolle wurde
Myc-EmSmadA exprimiert, welches ein &hnliches theoretisches Molekulargewicht wie EmSmadC hat. Als
Negativkontrolle wurden die HEK293-Zellen mit pCMV-Myc transfiziert. Spur 1, 3 und 5: ohne Zugabe von TGFf1;
Spuren 2, 4, und 6: mit Zugabe von TGFf1; Spuren 1 und 2: pCMV-Myc Vektor; Spur 3 und 4: EmSmadA; Spur 5
und 6: EmSmadC. * Unspezifische Bande.

EmSmadC ist an einem TGFB-Signal-Ubertragungssystem beteiligt.

Es wurde beschrieben, dass jeder TGFB Typ I Rezeptor in seiner konstitutiv aktiven Form
unabhiingig von der Zugabe eines Liganden oder der Co-Stimulation durch einen Typ II-Rezeptor
eine Phosphorylierung der Smads herbeifiihren kann (Wieser et al., 1995). Die oben beschriebene
Beobachtung, dass EmSmadA durch die konstitutiv aktive Form des TRI ohne Beiwirken des Typ-
II-Rezeptors phosphoryliert wird, steht im Einklang dazu.

Bei EmSmadC jedoch fiihrte die Co-Expression mit dem humanen konstitutiv aktivierten TGFf
Typ I Rezeptor (TRI-ka) in HEK293-T Zellen zu keiner Phosphorylierung (Siehe Abbildung 24,
Spur 2). Auch die Expression des TRII Rezeptors zusammen mit dem humanen wild Typ TRI
Rezeptor (Spur 4) oder alleine (Spur 5) konnte keine Phosphorylierung herbeifithren Eine starke
Phosphorylierung von EmSmadC resultierte jedoch nach der Co-Expression des TRI-ka Rezeptors
zusammen mit dem TRII Rezeptor (Abbildung 24, Spur 3).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass EmSmadC nur durch einen Komplex des TRI-ka-
Rezeptors mit dem TRII Rezeptor phosphoryliert werden kann und die Phosphorylierung der
Kinase-Aktivitdat des TRI-ka Rezeptors zugeschrieben werden muss, da der TRII Rezeptor allein

keine Phosphorylierung bewirken konnte. Dies macht klar, dass es trotz der groBlen strukturellen
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Homologie zwischen EmSmadA und EmSmadC einen deutlichen funktionellen Unterschied

zwischen den beiden Echinococcus AR-Smads gibt.

EmSmadC - + + + +
TRIka - + + - =
TRII i ) ] 2 r
TRI ] . : + :
EndoSmads =y >k
EmSmadC mmip- 50kDa

Abbildung 24 - Phosphorylierung von EmSmadC durch humanen TRI. In HEK293-T Zellen wurde EmSmad C
zusammen mit TRIka bzw. TRI mit oder ohne TRII exprimiert. Durch Verwendung des Anti-Phosph-Smad2-
Antikorpers (siche Kapitel 3.1.6) konnte eine Phosphorylierung von EmSmadC nachgewiesen werden. (1)Mock;
(2)EmSmadC/TRI-ka; (3)EmSmadC/TRI-ka/TRII; (4) EmSmadC/TRI/TRII und (5) EmSmadC/TRII. Die endogenen

Smads werden hier mit ,,EndoSmads‘ bezeichnet.

4.1.12.1 Der Activin Typ IIb Rezeptor (ActRIIb) interagiert mit der konstitutiv aktivierten
Form des TGFp Typ I-Rezeptors (TRI-ka) zur Bildung eines aktiven Komplexes

Bei H. sapiens nutzen TGFB- und Activin-Liganden dieselben AR-Smads (Smad2 und Smad3) zur
Weiterleitung der Signale zum Zellkern. Da EmSmadC zur Gruppe der AR-Smads gehort und durch
einen TRI-ka/TRII Komplex phosphoryliert werden konnte, war es interessant zu wissen, ob die
Phosphorylierung von EmSmadC spezifisch dem TRI/TRII-Komplex zugeschrieben werden konnte
oder ob sie auch durch einen funktionellen Komplex zwischen einem TRI Rezeptor mit einem Typ
IT Activin Rezeptor erméglicht werden konnte. So wurde EmSmadC zusammen mit dem Activin
Typ IIb Rezeptor in HEK293-T Zellen sowohl in Abwesenheit eines Typ I-Rezeptors, als auch in
Anwesenheit eines wildtypischen TRI-Rezeptors bzw. konstitutiv aktivierten Rezeptors TRI-ka

exprimiert.
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Entsprechend den zuvor gemachten Beobachtungen fand sich weder bei der alleinigen Co-
Expression mit AcRIIb (Abbildung 25, Spur 4) noch bei der Co-Expression mit AcRIIb und dem
wildtypischen TRI (Abbildung 25, Spur 3) eine Phosphorylierung. Die Co-Expression von AcRIIb
mit der konstitutiv aktiven Form des TRI Rezeptors fiihrte jedoch zu einer starken

Phosphorylierung von EmSmadC (Abbildung 25, Spur 2). Es ist also festzuhalten, dass genau wie

TRII auch AcRIIb einen funktionellen Komplex mit TRI-ka bilden kann, der eine Phosphorylierung

von EmSmadC bewirkt.

EmSmadC - + + +
TRIka - + - =
ActRIIb - + + +
TRI - - + =

EndoSmads mp 55kDa

50kDa
EmSmadC

Abbildung 25 - Ein funktioneller TRI-ka/AcRIIb Komplex phosphoryliert EmSmadC. (1) Mock; (2)
Versuchsansatz mit EmSmadC und einem Rezeptorenkomplex von der konstitutiv aktivierten Form des TGFf Typ I
Rezeptors (TRI-ka) mit dem Activin Typ IIb Rezeptor (ActRIIb); (3) Versuchsansatz mit EmSmadC und einem
Rezeptorkomplex aus der wildtypischen Form des TGFp Typ I Rezeptors (TRI) mit ActRIIb. Verwendeter Antikorper:

Anti-p-Smad?2 (s.o.). Die endogenen Smads werden hier mit ,,EndoSmads* bezeichnet.

4.1.12.2 Der Activin Typ IIb Rezeptor (ActRIIb) interagiert mit der konstitutiv aktivierten
Form des BMP Typ I-Rezeptors (BRIa-ka) zur Bildung eines aktiven Komplexes

Wie auch bei den anderen Mitgliedern der TGFB Familie gibt es fiir die BMP- und Activin-
Faktoren zwei verschiedene Serin/Threonin Kinase Rezeptoren (Typ I und Typ II Rezeptoren), die

an der Signaltransduktion beteiligt sind. In dieser Arbeit sollte nun auch die Fihigkeit des Activin
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Typ IIb-Rezeptors, einen funktionellen Komplex mit dem humanen BRIa zu bilden, untersucht
werden. Bei Funktionalitit des Komplexes wiirde es zu einer Phosphorylierung der Smad-Proteine

kommen.

BRIa-ka wurde zusammen mit ActRIIb in HEK293-T Zellen exprimiert. Zur Untersuchung der
Funktionalitdt wurde die zuvor beschriebene Eigenart der zur BMP-Signaltransduktionskaskade
gehorenden EmSmads genutzt, nur durch einen Komplex von einem aktivierten Typ I-Rezeptor mit
einem Typ II-Rezeptor phosphoryliert werden zu konnen. Wie oben beschrieben, konnen
EmSmadA und EmSmadB durch einen BRIa/BRII- Komplex phosphoryliert werden. EmSmadC
wurde durch die Komplexe TRI-ka/TRII oder TRI-ka/ActRIIb phosphoryliert.

Die Expression des BRIa-ka Rezeptors zusammen mit dem ActRIIb Rezeptor fiihrte zu einer
Phosphorylierung von EmSmadA (Abbildung 26 a, Spur 2) und EmSmadB (Abbildung 26 b, Spur
1), was bedeutet, dass nicht nur TRI-ka (s.0.) sondern auch BRIa-ka mit dem ActRIIb funktionell
interagieren kann. Uberraschend war, dass BRIa-ka im Komplex mit ActRIIb auch EmSmadC
phosphorylierte. (Abbildung 26 a, Spur 3). Im Komplex mit BRII hingegen konnte BRIa-ka keine
Phosphorylierung von EmSmadC bewirken (Abbildung 26 a, Spur 5). Als Positiv-Kontrolle wurde
TRI-ka/TRII/Smad2 eingesetzt (Abbildung 26 a, Spur 4).

Dieses Ergebnis ist bislang einzigartig, da in bisherigen Untersuchungen am humanen System die
beiden Signaltransduktionssysteme (TGFB/Activin und BMP) streng getrennt waren, d.h. dass R-
Smads der BMP-Gruppe nur durch BMP-Typ I Rezeptoren phosphoryliert werden konnten und
entsprechend R-Smads der TGFB-Gruppe nur durch TGFB-Rezeptoren, nie aber ein Rezeptor der

einen Gruppe ein Smad der anderen Gruppe phosphorylierte.
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Abbildung 26 - Phosphorylierungsaktivitit des BRIa-ka/ActRIIb Komplexes Eine Co-Expression von EmSmadA,
EmSmadB oder EmSmadC mit einem Rezeptor-Komplex aus Activin Typ IIb Rezeptor (ActRIIb) mit der konstitutiv
aktivierten Form des BMP Typ I Rezeptors (BRIa-ka) wurde in HEK 293 Zellen durchgefiihrt. A) Im Westernblot mit
dem Anti-pSmad2 Antikorper (s.0.) zeigen sich folgende Ergebnisse: EmSmadA (Spur 2) und EmSmadC (Spur 3)
werden durch den BRIa-ka/ActRIIb-Komplex phosphoryliert. Als positive Phosphorylierungskontrolle wurde ein Co-
Expression von humanem Smad2 mit dem Rezeptorkomplex aus der aktivierten Form des TGFf Typ I Rezeptors
(TRI-ka) mit dem TGFp Typ II Rezeptor (TRII) durchgefiihrt (Spur 4). Auch hier zeigt sich eine Phosphorylierung von
Smad2. EmSmadC konnte nicht durch den BRIa-ka/BRII-Komplex phosphoryliert werden (Spur 5), phosphoryliertes
EmSmadB wurde nicht durch den anti-pSmad2 Antikorper erkannt (Spur 1), deshalb wurde die Bestitigung der
EmSmadB-Phosphorylierung im Westernblot mit dem anti-pSmadl Antikorper (s.o.) durchgefithrt. B) Im
Versuchansazt der Co-Expression von EmSmadB mit dem Rezeptorkomplex BRIa-ka/ActRIIb zeigt sich im

Westernblot mit dem anti-pSmad1 Antikorper (s.0.) eine Phosphorylierung von EmSmadB (Spur 1).
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4.2 Identifizierung, Klonierung und Charakterisierung von Rezeptoren der

TGFB- Superfamilie aus E. multilocularis.

Zytokine der TGFP Superfamilie {ibertragen ihre Signale mittels zwei verschiedenen
Transmembran Ser/Thr- Kinase-Rezeptoren, dem Typ I-Rezeptor und dem Typ II-Rezeptor.

Nach Bindung des Liganden bildet sich ein funktioneller heterooligomerer TGFB Rezeptor-
Komplex, der aus jeweils zweil Typ I-Rezeptoren und zwei Typ II-Rezeptoren besteht (Yamashita
et al., 1994; Kirsch et al., 2000; Qin et al., 2002).

Bisher wurden beim Menschen 5 verschiedene Typ II-Rezeptoren identifiziert: TRII, ActRlIla
ActR]IIb, BRIIa und BRIIb. Vom Typ I wurden 7 verschiedene Rezeptoren gefunden, die als Alk
Rezeptoren (Activin like kinase) bezeichnet und von 1 bis 7 durchnummeriert werden (Manning et
al., 2002). Wihrend die Typ II-Rezeptoren eine konstitutive Kinase-Aktivitit besitzen, weisen die
Typ I-Rezeptoren eine induzierbare Kinase-Aktivitit auf. Beide Rezeptortypen zeigen als
Strukturmerkmal eine extrazelluldre, Cystein-reiche Region, eine Transmembranregion und eine
intrazelluldre Kinase-Domaéne. Typ I-Rezeptoren besitzen zusitzlich eine sogenannte GS Box, einen
Glycin-Serin-reichen Abschnitt an der Juxtamembran-Region (Wrana et al., 1994).

Die Typ I-Rezeptoren (oder Alk-Rezeptoren) lassen sich anhand zweier wichtiger Kriterien noch
weiter klassifizieren. Es handelt sich dabei zum einen darum, welche Art von Liganden vom
Rezeptor gebunden werden konnen. Das andere Einteilungskriterium ist, welche R-Smads
(TGFp/Activin-Smads oder BMP-Smads) durch die Rezeptoren aktiviert werden. So gibt es fiir
jeden Liganden spezifische Rezeptoren: TGFJ kann von den Rezeptoren Alk5 und TBRII gebunden
werden, Activine von Alk4 und ActRIIa/b, BMP von Alk3/Alk6 und BRIIa/b (Chang et al 2002).
Zur Signalweiterleitung nutzen die Rezeptoren der TGFP Superfamilie zwei definierte Smad-Wege:
wihrend die TGFB und Activin Rezeptoren die AR-Smads (Smad2 und 3) benutzen, leiten die
BMP-Rezeptoren das Signal durch BR-Smads (Smad1, 5 und 8) weiter (Derynck, R. & Feng XH.
1997; Massagué 1998). Zwei Motive sind wichtig fiir die Interaktionsspezifitit zwischen
Rezeptoren und R-Smads: der Loop L45 im jeweiligen Typ I-Rezeptor und der Loop L3 in der
MH2 Domaine der R-Smads. Der Loop L45 liegt in der Kinase-Domaine aller Typ I-Rezeptoren. Die
sieben bekannten Alk-Rezeptoren konnen aufgrund ihres Sequenzmusters in diesem Loop L45 in
drei Unterklassen eingeteilt werden: die erste Gruppe enthilt Alkl und Alk2, die zweite Gruppe
enthélt Alk3, Alk6 und die dritte Gruppe enthilt Alk4, AlkS und Alk7. Die Sequenz im Loop L3 in
der MH2 Doméne der R-Smads bestimmt wiederum, ob die jeweiligen R-Smads am TGFp/Activin-

oder BMP-Signalling teilnehmen.
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Rezeptoren der TGFf Superfamilie wurden schon in zahlreichen Species von Cnidariern (Samuel
et al., 2001), Schwiammen (Suga et al., 1999), C. elegans (Georgi et al., 1990) und D. melanogaster
(Penton et al., 1994) bis zu den Sdugern identifiziert. In E. multilocularis wurde bislang nur die
cDNA eines einzigen Rezeptors (EmRSK1), einem Typ I-Rezeptor mit putativer Ser/Thr-Kinase-
Aktivitdt, identifiziert (Kroner, 2002). Aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften wiirde man
diesen Rezeptor eher den BMP-Rezeptoren zuordnen.

In Anbetracht der Tatsache, dass die beiden Echinococcus Smads EmSmadA und EmSmadC eine
hohe Homologie zu den AR-Smads aufweisen, ist zu vermuten, dass es auch in E. multilocularis
einen TGFpB- und/oder einen Activin-Rezeptor gibt. Mit dem Ziel einer Charakterisierung aller
moglichen TGFp Signal-Wege in E. multilocularis, wurde in dieser Arbeit nach weiteren TGF

Rezeptoren in E. multilocularis gesucht.

4.2.1  Identifizierung von TGFp Rezeptoren mittels degenerativer PCR

Die hoch konservierte Kinase-Doméine im intrazelluldren Teil aller TGFB-Rezeptoren ist ein guter
Ansatzpunkt fiir das Design degenerativer Primer, mit denen man aus Echinococcus cDNA
mogliche Rezeptoren amplifizieren konnte. Zur Synthese dieser Primer wurden Aminoséduren-
Sequenzen aus Datenbanken von verschiedenen TGFB-Rezeptoren miteinander verglichen. Die
hergestellten Primer hatten eine Grée von ca. 20 Nukleotiden und richteten sich gegen die hoch
konservierten Motive NILGFIA (5°’AAC ATC CTC GGX TTY ATH GC-3" sowie MAPEVLD 5°-
TCT AGT ACY TCX GGX GCC AT-3"). Uber degenerative PCR konnte bei niedrigen
Stringenzbedingungen (Annealingtemperatur ca. 50°C) eine klare Bande von ca. 300 bp amplifiziert
werden, die zur Sequenzierung, mit einem TOPO-TA kloning kit kloniert wurde. Die
Sequenzanalyse von iiber 30 Klonen zeigte zwei verschiedene Sequenzen, deren zugehorige Gene
mit emrsk2 und emrsk3 bezeichnet wurden. Die komplette Sequenz beider cDNAs konnte iiber PCR
und nested-PCR aus einer E. multilocularis cDNA Bibliothek, die fir das Metazestoden-Stadium

hergestellt worden war, charakterisiert werden (Hubert et al., 2004).

Die Amplifizierung des emrsk2 5 Endes wurde durch eine PCR mit dem Vektor-Primer PJG4-5PR
(5’-GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3’) und dem emrsk2 spezifischen Primer RSK2-UP (5°-
GGGATTTGAGGTCACGATG-3’) durchgefiihrt. Fiir die Amplifizierung des emrsk2 3 Endes
wurde der emrsk2-Primer RSK2-DW1 (5-GTAAACCACCAATAGCTCA-3’) und der Vektor-
Primer PJG4-5-3 (5’-TTGGAGACTTGACCAAACCT-3’) eingesetzt. Fiir eine nested-PCR wurde
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der emrsk2-Primer RSK2-DW2 (5’-CGACAGTCTCACTGGCCG-3’) und der Vektor-Primer
PJG4-5-3Nest (5’-CCTCTGGCGAAGAAGTCC-3’) verwendet.

Die Amplifizierung des emrsk3 5° Endes wurde durch eine PCR mit dem Vektor-Primer PJG4-5PR
(5’-GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3’) und dem emrsk3 spezifischen Primer RSK3-UP (5°-
GAAAAGTTGCTCCAGTTGCAG-3’) vorgenommen. Fiir die Amplifizierung des emrsk3 3’
Endes wurde der emrsk3-Primer RSK3-DW1 (5’-GGAGATCTGGGACTAGCTG-3’) und der
Vektor-Primer PJG4-5-3 (5’-TTGGAGACTTGACCAAACCT-3") eingesetzt. Fiir eine nested-PCR
wurde der emrsk3-Primer RSK3-DW2 (5’-GCACCTGGTTCGACGGAAA-3’) und der Vektor-
Primer PJG4-5-3Nest (5’-CCTCTGGCGAAGAAGTCC-3’) verwendet.

Der Sequenzvergleich (BLAST, FASTA) der abgeleiteten Aminosduresequenzen zeigte, dass
emrsk2 und emrsk3 fiir zwei verschiedene Ser/Thr Kinase Rezeptoren kodieren und dass sie zur

Gruppe der Typ I-Rezeptoren gehoren.

4.2.2 Charakterisierung des EmRSK2 Rezeptors der TGFp Superfamilie aus E.

multilocularis.

Die cDNA von emrsk2 misst von ihrem Beginn bis zum PolyA Schwanz 2823 Nukleotide. Das
offene Leseraster (ORF) umfasst 772 Codons, die fiir ein Protein mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 83 kDa kodieren. Es konnte kein Spliced Leader am cDNA 5’-Ende
identifiziert werden. Die Sequenz der ersten 15 Aminosduren wurde iiber das SMART
Computerprogramm (http://smart.embl-heidelberg.de) als Signalsequenz ausgewiesen. Das offene
Leseraster des emrsk2 endete an der Nukleotidposition 2434-2436 mit einem TGA Stopcodon,
welches 387 nicht- kodierende Nukleotide entfernt vom Anfang des PolyA Schwanzes liegt. Das
wahrscheinlichste Startcodon befindet sich 117 Nukleotide vom cDNA 5°Ende entfernt, 87
Basenpaare stromaufwiérts des ATG findet sich in frame ein TAA Stopcodon. Das bestitigt, dass
die komplette Sequenz von emrsk2 charakterisiert werden konnte. Die Sequenz um das Startcodon
(AACAUGT) entspricht nur ansatzweise dem Kozak-Konsensus fiir eine erfolgreiche

Translationsinitiation (RccAUGR) (Kozak, 1991).
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GCTTTGGCAAATTCATCTCCTCAATTTCTTTAAGAN!Q@CCCCAGATTCACTATATGGCGTATACCTCCCCGATCTTCTAACAACCCTC
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®:1:x 1 1:@®vepDpEs o @@ roc vMs vDETLGTWR R Y
ATTGACGCTCTGCTACAGAATTTCAATGACGAGGAGAGCAATAATGCTTACTACCGGCAGATTTGGGAGGAGCCCTTTTGCTGCACARTT
I p AL L OQNT FEFNUDTETEST SN N BGTUVYJYURUOTIOMW®WETEZ?P? r@@TTI
TCACCTGGAGAGCGTTGCATTATCAAGCTGATTAATGAACCAAATGTGCCGcCTCACAGGCTCTATGAAATGGékTGTTTGCGCCAAAAG
s p ¢ B R I T XK 1L 1 v~ E PNV PP HRTLVYTEHWMMGE@?LRZROKX

GATTTCTGGAAGCCCTTCAGCTGTGAGTCGGCGAACATGCGCTGTTGTAACTCATCCTTCTGTAATCTGCCTCTGAAGGAGGAATTGTCG

p Fw ik prF s@Esanvu r@O@@®0v s s rPr 1 x B = 1 s

AAGTTGATTGTCGAGGTGCCCAAAGACAACACCCTAATTGTGATTTTGTCCATCTTTCTTGTCCTT GCTGTCCTAATGCTTGTTGCCGGC
K L I v E Vv P K D N T IL I v I L & I F L VvV L A V L M L V A GI

. . ‘ . . .

TGGTGCTTCTGGCGGTGTCGAGATAAAGCTGACTGGAGAAAATCCTCCCAAGCACCCGTTTCCATGATTGGTGCTGGGTGTATCGGCGAT

w ¢ F WWR C R D K A D W R K S S Q A P v s M I G A G C I G D

GCCACAGGTCACACATCTCCAAGCGACACGCACCCTTGGCACATGGCGGAATGCGGTGCCAGCGGCGCCTCCATGGTAAGCGCTATACCG
A T G H T s P §S$ D T H P W H M A E C G A S G A S M V s A I P

ACCGCTACCACCACCGCTAATGCCAGCGCCGTCGCTGTCAACGGAGGCGTTCTTAACGCCACCGCTGCGAATAGTGGGGTCAGTGTCGCA
T A T T T A N A S A VA V N G G V L N A T A A N S G V S V A

ACCACTCTCATCGACTCAGTCCCTCTCCATCCCTCTCGCACGCCCTTTCTGATGGCTAGTTCCTCCATTTCCTCTGTGATTGCTGTACGA
T T L |I D S VvV P L H P S R T P F L M A s s § I s s Vv I A V R
CCTCCTCGGGGCCTTGGAGCAATTCCAACAGGTGTTTCGTCCTACCACAACTCCATCGGTGGTTCTACGGTCGTCCGGGCCTCGGAGGTT
p P R G L. G A I P T G V 8§ 8 Y H N s I G G s T V V R A s E V
GTTGGCCTTGGTGGTGGCGGCGCTTCCTATACAGCTGCTAGTGGGGGTGCTTCTATGCTCCCCACCTCGTGTTCTGCTCCGCCTGGGGCT
v 6 L 6 G G G A 858 Y T A A S G G A s M L P T 5 €C S A P P GLJH

GGTGGCACTCTGGAAATCACTCTATCGGGAAGTGGGTCTGGTGCGGGTCAGCCACTGCTAGTGGAACGCACAGTTGCGCGTCAGGTCACT

TTGAGTGCACGTATTGGCGAAGGGCGATATGGCGAGG$CTGGCTCGGCCGACTGCATGGTGATCAGGTGGE?GTGA&QATATTCTCCAGT

L S A R I EhEn-EchES EDANCEES IS W L. G R L H G D Q v A VvV K I F s S8

CGGAACGAGAACTCGTGGATTAGAGAGAAGGAGATCTACGAGACAGCTACTCTGCGTCATAGCAACATCCTGGGATTCATCGCTGCGG AC
R N E N S W I R E XK E I Y E T A T L R H S N I L 6 F I A [A D|

AACAAGGACAACGGAATCTCAACGGAGCTCTGGCTAATCGCTGAGTATCATCGTCTGGGTTC GCTCTACGAGTTTCTCCAATCGCACGCC
N K D N G I s T E L w|@Wr:1 a=©e Yy # R@G6 s L vy B F@© 0 s H A

TTCACTCTTCCCGCCCTCATCAAAATGGCCTCATCCATTGCCAACGGACTGGCGCATCTCCACATGGCCATTGTTGGCACCTCGGGTAAA
F T (@) P A L I K M A S S I A N G L A H L H M A I VvV G T S G K

CCACCAATAGCTCATCGTGACCTCAAATCCCGARATATTCTGGTARAAGCGGACGGTGAATGCTGTATCGGGGATTTGGCCTTTGCCGTG
+ + +
P P I A HR DL K S RN I L V KA D G E C C I G D L G F A V

AAGTACGACAGTCTCACTGGCCGCGTAGATATCGGTCACAACACGGAACGCAT TGGCACAAAGCGGTATATGGCACCGGAGGTACTAGAT
+ + +
K ¥ b s L T 6 R VDI G HNTEZ® RTIG T KR Y M A P E V L D

0090
0180
0021

0270
0051

0360
0081

0450
0111

0540
0141

0630
0171

0720
0201

0810
0231

0900
0261

0990
0291

1080
0321

1170
0351

1260
0381

1350
0411

1440
0441

1530
0471

1620
0501

1710
0531

1800
0561

86



4. Ergebnisse

AACACCCTCTATGCCCATTCTTTCGATGCCTACATGCAAGCGGATATCTACTCGCTGGGTCTGGTCTTTTGGGAGATGACTCGACGTGTC

TATGTTGCCAATCTCTACGGTCCTGAGGAATATCAGCTTCCCTATCA!GATAACGTAGGCCCTGATCCCTTGATCGAAGAGATGAAGTCC
Yy v A N L Y G P E E ¥ Q0 L P Y O D NV G P D P L I E E M K S

GTGGTGTGTGAACTGGGCATACGTCCCCATCTGCCATTGGTATGGCAGACGGATGCAAGTCTGCGGCTGCTTTACCACATCATGACGGAG
v v C E L 6 I R P H L P L V W Q T D A S dw R &b L ¥ H I M T E

TGTTGGTTTGCCAACCCTTCCCACCGTCTTTCAGCAATGCGAATCAAAAAGGACCTTGCGAATCAGCGTCAACAACTCGGCTCGCCAAGG
+

c W F A N P S H R L S A M R I K KDL A N QR Q Q L G s P R
CAACCGGGTGAGACTCCACTGCCTCCACATATTCTTCGCCAACAGCCCTCCAGTCTAGATGCCCTACCGCCCGGTGTATTTGTCTATCGA
Q p G E T P L P P H I L R OQ QP S S L DAL P P G V F V Y R
TCGGTGGAGGCCGCCAGCGCCGCAAGTAACGCCAACACCTCAACGTTAGAGACAAATCAGGTGGGGGAGGCGGAGGCGGAGGCA GAAGAG
s v E A A S A A S NAN T s T UL E TN Q V G E A E A E A E E
GCACTCCTTGCCTCCGGTGGACCCACTATTCAACCGCCAAATGTGGTTGCCACGGCAG CGGTGTCGGGGGGAAGAGGAAATCTCGGATAT
AL L A S G G P T I 9 P P NV V A TAA AV S G G R G N L G Y
TGTTGACTGAGAAATAATTGTAGGACATCCACCCCACACTATCTCACCCCTGCATTTGT CCTTTTTTTCTCCCCATTATGTACACACGCG
.
TGCGCGCTGTACAATGTGTATTTTATCACTCCTTCTACTCCCGATAGTCCTTAGTCATGTCTGCGTGTGTCGTTGTTGGG TGTTGAAGGT
CACCAGCAGCATCAGTAAAGGTGGCACTAACGCCGACAGCATGTGTTGAATGAGTTGTCTGCGCTCTCCCGACCCCTCCACARAGCCACA
CGTTATTATGCCCCTTGAAACCTTGCAGGCACAAGTTCTCTGCTCCTACCTCCCGTCTCTGCTCTCCCTTCCCTCCTTCTCTTCCGCCAT

GCATCCATCAATGACGATCGCTAATACTCCTCGAAAAAAAAAARAAAAAAA

Abbildung 27 — Sequenz der emrsk2 cDNA mit der abgeleiteten Aminosiuresequenz. Die Nukleotidsequenz (oben)
und die abgeleitete Aminosduresequenz (unten) der cDNA von emrsk2 sind gezeigt. Das Signal-Peptid ist ist
unterstrichen. Die extrazelluldren Cysteine sind durch schwarze Kreise hervorgehoben. Die Transmembran-Region ist
durch kursiv geschriebene Aminosduren, die dick umrahmt sind, markiert. Die putative zweite Transmembran-Region
ist diinn umrahmt. Die GS-Region ist durch eine dicke Umrahmung mit unterbrochener Linienfithrung hervorgehoben,
hier ist die GS-Box durch umkringelte Aminosduren nochmals gekennzeichnet. Die Kinase-Domine ist geplinkelt
unterstrichen. In ihrem Bereich liegt auch die ATP/Mg** -Bindungsstelle, die durch einen schwarzen Hintergrund mit
weillen Buchstaben gekennzeichnet ist. Ebenfalls findet sich hier der Loop 145, dessen zugehdrige Aminoséduren auf
grauem Hintergrund dargestellt sind. Die katalytisch wichtigen Reste sind durch iibergeschrieben Pluszeichen (+)
hervorgehoben. Die Leucinreste des putativen Leucin-Zippers sind durch graue Kreise markiert. Sterne symbolisieren

das Stop-Codon des Leserasters und ein stromaufwirts gelegenes in frame-Stopcodon. Der Konsensus fiir die Ser/Thr

Kinasen wird doppelt unterstrichen dargestellt. Die Pfeile zeigen an, wo sich die Introns befinden.
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4.2.3  Charakterisierung vom EmRSK3 Rezeptor der TGFp Superfamilie aus E.

multilocularis.

Die ¢cDNA von emrsk3 enthilt ein Leseraster von 721 Codons, welche fiir ein Protein mit einem
theoretischen Molekulargewicht von 80 kDa kodieren. 18 Nukleotide stromaufwirts des
Startcodons des OREF findet sich in frame ein TGA Stopcodon. Das wahrscheinlichste Startcodon
befindet sich 32 Nukleotide vom cDNA 5° Ende entfernt, die Sequenz (RccAUGR) um dieses
Startcodon entspricht nur teilweise einem Kozak-Konsensus (TTCAUGA) fiir gute Translations-

Initiation.

TGCCTCCTACCCTTATGATGTGCCAGATTATGCCTCTCCCGAATTCGGCACGAGGCTACTTGAGGGTTTTTARAATTCATGAGACACARA 0090
* M R H K 0004

ATAATTAACTGCTTTTGTTATCCCTTTGAACGGTGTGATTCTTCTGGACCCAGTAATAGCACTTGTGTTACCACTACTGGGTGTTTTACC 0180

IINOFQYPFERQDSSGPSNSTQVTTTGQFT 0034

GCGCGGAATATTATTAATGGCACCGAATATATCACTTCTGGATGCT TTTCAAATGATAT TTTTCAAATGCAAATAACTTGTGGTGTCTTG 0270
ARNIINGTEYITSGGFSNDIFQMQITQGVL0064

TCAAATAARAATTCGTCAATATATTGCTGCAGTAACGGTAATTTCTGCAACTGGGGCAACTTTTCGGATCTATTITTGCCTTTTCTATCA 0360

s nens s I v O@®svey r€PweNrFrsoDpoL F L P F L S 0004

AAATCGCAATATTCGGTCTCTTCTTATGCCTCACTTTCCCGAAACATCCGCACAGCAATGTATGATTGGTCAAGTGAAGCTATACTGATA 0450
K $ oYy sv s s yYas LSRN I RTA AMYDW S S E A|I L I| 0124

TCACTTATCTCGAGTGTTATCGTGTTTTTCTGCATTCTTGCTTTTTTTCTCTTTTTTATTTGTTTCTCTCGCAAGGGTTTGGTTACACGT 0540
s L I § S VIV FF C I L AVFF L F F I|CF S RZEXSGTIL V T R 0154

CCATGTCGTTGTAAGCAATTGCCCTACACCGGTGCTGTTCATTGCTCTGATCGCAARTCGTAACGTTGGCAAATTCCTAACGAAGCCATTT 0630
P CRCIKOQULUPYTGA AV HCS DI RNU RNWVGI K F L T K P F 0184

TTTATGAAACATGACCTTAATATTTGTTCATCTATGCATTGTCCTTACTCTTTAATGTGTIGCAGTAAAATATGCATTAACACTTCGTTA 0720
F M KHD L NI C S SMHTCU®PY S L MCTCSE K I CTINT S L 0214

AATTTGACGCAAACAAATCTTTTGAAGAACAATCCCTTCAGCAATCATGTATTGCAATTGACCAATTCAAGTAGTTTTCCTCARAAGTCA 0810
N L T Q TNJLUL KNNUPVF SNUHUV L QL TNS S S F P Q K S 0244
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TTGGAATCTGCAGCAGCTTTACCGTCTGAAACCCAGCCCTCGGGCACAATGTCAAGTGGAAGCGGTAGCGGAGTACCATTCCTCGTGCAA

resaaactersErors 1y s DONE@OE@y 2 r L v o

AAGACTCTCGATGAGACATTTTCGGAGGCGGTGAAGGAAATTGGCGAAAGTGTAGTTCCAGATCAAGTTATTGTTATATCAGACCCGCGA
XK T . p E T F S E AV K E I G E S Vv Vv P D OV I V I § D P R
ACGCAAGCAGACAGCGGGATTAACAGTCGCAGCCATGGCAGCACTTTCCAATGTACCTCAGTCACGCCCTACTACCAGACAGTCGTCAAC
T ¢ A D S 6 I N S R S H G S T F @ C T S V T P Y Y Q T V V N

GGCAGTATCCGCAGCCCCAGGGAGGTGCTCGCCTTAGGGCGCATTATGCGATGTCCTTCGAAAATTCTATTCAGCAAGGAGTCCTCCACT
G s I R 8 P R EV L A L G R I MU RZCUP S K I L F S K E S8 S5 T

ACGAAAAAACTGAAAGAAGGGGAGAAGTATGTTGCGGAAACTGCATCCAATTTGCTCCGTCAGGAGGGAAGCCAGCTCCTGTAGTAGAGG
T K K L K E G E K Y VA ETA S N L L R QE G S Q L L *
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GATCAGTTTTACGAAAGTTTICTCAGTITTTGTTCTCCGTCAAAGTTTAAACATTTAGTCATGAAGTTTGACAAATTGACTGGAGGACATTA 2340
AAGARATTCCATCATAACACAAATATTTGGCAGGCTGTTACCTTGGGCATGGACTACGTTTGATATGCAGCGACGCAATTCAAAGTGARA 2430
TCTCAGAAGCACAATCCATCCGGTTTTTGAATATTTTTGTACTCTTCCTGTAAATAAATTTTGTTTTAAATAAAAAAAAAARAARARRARA 2520

AAAAAAAAAAAAAAAARAR 2539

Abbildung 28 - Die komplette Sequenz der emrsk3 c¢cDNA und der abgeleiteten Aminosiduresequenz. Die
Nukleotidsequenz (oben) und die Aminosiduresequenz (Fett, unten) der cDNA von emrsk3 sind gezeigt. Die fiir die
Activin-Rezeptoren charakteristische Bindungsdomine ist fett unterstrichen. Die Transmembran-Region ist durch
kursiv geschriebene Aminosiuren, die umrahmt sind, markiert Die GS-Region ist durch eine dicke Umrahmung mit
unterbrochener Linienfithrung hervorgehoben, hier ist die GS-Box durch umkringelte Aminosduren nochmals
gekennzeichnet Die Kinase-Domine ist gepiinkelt unterstrichen. In ihrem Bereich liegt auch die ATP/Mg™* -
Bindungsstelle, die durch einen schwarzen Hintergrund mit weilen Buchstaben gekennzeichnet ist. Ebenfalls findet
sich hier der Loop L45, dessen zugehorige Aminosduren auf grauem Hintergrund dargestellt sind. Die katalytisch
wichtigen Reste sind durch iibergeschrieben Pluszeichen (+) hervorgehoben. Sterne symbolisieren das Stop-Codon des
Leserasters und ein stromaufwirts gelegenes in frame-Stopcodon. Der Konsensus fiir die Ser/Thr Kinasen wird doppelt

unterstrichen dargestellt. Die Pfeile zeigen an, wo sich die Introns befdnden.

424  EmRSK2 und EmRSK3 zeigen hohe Homologien zu TGFpB- und Activin- Rezeptoren

aus Sidugern

Ein Sequenzvergleich der Aminosduren in Datenbanken zeigte die hochste Homologie (67 %
identisch) von EmRSK2 mit dem TGFP Rezeptor SmRK1 aus S. mansoni (AF031557). Hoch war
auch die Homologie zu den TGFf Rezeptoren aus Gallus gallus (58 % identisch, Q06900) und Mus
musculus (57 % identisch, Q9D5HS).

EmRSK3 zeigte die hochsten Homologien zu dem Activin like Kinase-Rezeptor (ALR1, QSWPC9)

aus Crassostrea gigas (53 % identisch,), einem humanen Alk2-Rezeptor (52 % identisch, Q04771)
und zu Sax (Q6DD64), ein TGFp Rezeptor von X. laevis (51 % identisch).
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Cys Loop LA45
3y= = arp-D m Ser/Thr—K\m EmRSK1 (60 kpa)

™

Homologie: ~40 % zu Vertebraten Alk2 Typ I Rezeptoren
39 % zuMus musculus ALKl Rezeptor

Loop L45

Cys . _
§etSme W ArpBD (| )™ ser/Thrk | | EmRSK2 (83 kDa)

™™

Homologie: 58 % zu Vertebraten TGFB Typ I Rezeptoren

67 % zu Nematoden TGFB Rezeptor
Loop L45

Cys
%H ATP-BD  ser/ThrX | | EmRSK3 (80 kDa)
™

Homologie: 53 % zu Vertebraten Activin Typ I Rezeptoren
54 % zu Mollusken Activin Typ I Rezeptor

Abbildung 29 - Struktureller Vergleich TGFp-Rezeptoren aus E. multilocularis. Cys: Cysteine in der
extrazellularen Region; TM: Transmembranregion; GS: Glycin/Serin Box; ATP-BD: ATP-Bindungsdoméne; Ser/Thr-
K: Serin/Threonin Kinase-Doméne (Loop L45 ist markiert); LZ: putative Leucinzipper. Das theoretische
Molekulargewicht ist in Klammern am rechten Rand aufgefiihrt. Unten werden jeweils die Rezeptoren mit hochster

Homologie genannt.

4.2.5 Strukturelle Merkmale von EmRSK2 und EmRSK3

TGFpB-Rezeptoren bestehen aus einer extrazellulirenm, Cystein-reichen Doméne, die wichtig fiir

die Bindung des Liganden ist, einer Transmembrandoméne (TMD) und einem intrazellulidren Teil,

der eine Ser/Thr-Kinase-Aktivitit besitzt.

4.2.5.1 Analyse des extrazelluliren Abschnittes

Die extrazellulire Region ist der am wenigsten konservierte Teil bei den TGFpB-Rezeptoren.

Gemeinsam sind den unterschiedlichen Mitgliedern der TGFf-Rezeptor-Familie hier jedoch

Cystein-reiche Regionen, eine Cystein-Box (CCx4sCN) und N-Glykosilierungsstellen, die eine
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wichtige strukturelle Funktion haben. Wihrend die Sduger Typ II-Rezeptoren eine variable Zahl

von Cysteinen (5-12) in der extrazelluldren Region vor der Cystein-Box besitzen, zeigen die Sduger

Typ I- Rezeptoren hier eine charakteristische Zahl von 7 Cysteinen. Diese Cysteine zeigen eine
typische Anordnung CxCx3.5Cx4.25Cx4.5Cx13.16GCx7.19Cx 1113, auf die die Cystein-Box folgt (Wrana
et al. 1994a; Kingsley, 1994).

EmRSK2 zeigt ein 15 Aminosduren langes Signalpeptid, dessen putative Schnittstelle zwischen den
Aminosduren A7 und Nz identifiziert wurde (SMART). Nach Ablosen des Signalpeptides miisste
ein reifes Peptid von 755 Aminosduren resultieren. Der extrazelluldare Teil des EmRSK2 enthilt
neben der Cystein-Box eine ungewohnlich hohe Anzahl von 9 Cysteinen in der Anordnung
Cx4Cx6Cx2Cx40CCx7Cx13GCx11Cx6CCx4CN und eine potentielle Glykosilierungsstelle (NXS/T) an
Aminosdure 128, welche sich in der Mitte der Cystein-Box befindet. Eine Zahl von 9 Cysteinen in
der extrazelluldre Region wurde bereits in SmRK1, einem TGFfB homologen Typ I-Rezeptor in
Schistosoma mansoni identifiziert (AFO31557) und auch in einem Typ I-BMP homologen Rezeptor
aus Anopheles gambiae (AAT07316).

Fir EmRSK3 wird im Gegensatz zu EmRSK2 mit der Computeranalyse (SMART) kein
Signalpeptid angegeben. Eine dhnliche Situation wurde bereits beim EmRSK1-Rezeptor und auch
bei einem TGFB homologen Rezeptor aus S. mansoni (SmRK1) beobachtet. Weil aber SmRK1
nachweislich an der Oberfliche des Parasiten exprimiert wird, wurde ein alternativer
Exportmechanismus vom Zellinneren zur Membran vorgeschlagen (Davis & Pearce, 1999). Auch
im Fall der Rezeptoren EmRSK1 und EmRSK3 muss angesichts fehlender Signalpeptide solch ein
alternativer Exportmechanismus in E. multilocularis angenommen werden. EmRSK3 zeigt in seiner
extrazelluldren Region neben der Cystein-Box 7 Cysteine in der typischen Anordnung
CxCx5Cx9Cx5Cx15GCx11Cx1;CC x5CN. Deutlich stellt sich im Bereich der 87 N-terminalen
Aminosduren die Activin-Rezeptor-Domine (SMART-Computeranalyse) dar. Diese Rezeptor-
Domine ist eine fiir die Activin-Rezeptoren typische und hoch konservierte Struktur, deren
Funktion in der Ligandenbindung besteht. Potentielle Glykosylierungsstellen finden sich vier in der
extrazelluliaren Domine von EmRSK3, wobei die erste in der Aminosidure 23 zwischen dem
dritten und vierten Cystein, die zweite in der Aminosdure 40 zwischen dem fiinften und sechsten
Cystein, die dritte in der Aminosdure 68 zwischen dem siebten und achte Cystein und die vierte in
der Aminosdure 84 am Ende der Activin-Rezeptor-Doméne und kurz nach dem Cystein-Box liegt.

Abbildung 30 veranschaulicht die Struktur der Echinococcus-Rezeptoren.
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Extrazelluldr Region ™ Kinase Domine

GS Box //
------ CxC---C---C—C------C---C----tCCx,.sCN //

hTyp I

//

EmRSK1 ~CXCr-CorrCCorrri oo fCCxs_ON] ~|]—D—< 7/ I

EmRSK3 ~CxC—C-C—CC—C—JCCx; CN] AD_D—{ /f/ T
77

EmRSK2 ____cc.cc—t CC---C-C--C--{CCx;_CN] —D—DD—{ /;/ —
77

SmRSK 1 -c-c---c-c—------cc---c----c---c---~|:|_|:|—4 /;/ —
77

Abbildung 30 — Cystein-Anordnung in der extrazelluliiren Doméne der E. multilocularis TGFf-Rezeptoren. C:
Cysteine in der extrazellulidren Region. Die Cystein Box durch Umrahmung hervorgehoben. TM: Transmembranregion;
GS Box: Glycin/Serin Box; die unterbrechenden Schrigstriche im Bereich der Kinase-Doménen soll zeigen, dass die
einzelnen Kinase Dominen unterschiedlicher Lange sind. hTyp I (human) EmRSK (E. multilocularis); SmRSK1 (S.

mansoni).

4.2.5.2 Analyse der Transmembrandoméne von EmRSK2 und EmRSK3

Die Sequenzanalyse von EmRSK2 (SMART) ergab zwei putative Transmembrandominen, was
ungewoOhnlich fiir einen Typ I-Rezeptor ist. Diese liegen zwischen den Aminoséuren Ls3-W 75 und
Vaar-Loeas. Jede Region umfasst 23 Aminosiuren.

EmRSK3 enthilt nur eine potentielle Transmembrandoméne, welche ebenfalls 23 Aminosduren

lang ist. Sie liegt zwischen den Aminosduren I;2,-1j44.

4.2.5.3 Analyse der intrazelluléiiren Doméine von EmRSK2 und EmRSK3

Der zytoplasmatische Teil von EmRSK2 und EmRSK3 zeigt zwei konservierte Doménen: die GS-

Domaine und die Ser/Thr- Kinase-Doméne.
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4.2.5.3.1 Die GS-Doméine und die GS-Box

Die GS-Domine ist eine konservierte Region von ca. 30 Aminosduren Linge. Sie liegt direkt
upstream der Ser/Thr-Kinase-Doméne. In der GS-Domine ist ein Abschnitt von 3
aufeinanderfolgenden Serin/Glycin-Aminosduren (SGSGSG) auffillig, welcher als GS-Box
bezeichnet wird. Die GS-Box gilt als Charakteristikum der Superfamilie der TGFp Typ I-
Rezeptoren. Die GS-Domine dient als Phosphorylierungsstelle zur Aktivierung der
Saugerrezeptoren (Wrana et al., 1994a, b; Ventura et al., 1994). Eine Mutation von zwei oder mehr
Serin- oder Threonin-Reste im TGFB Typ I-Rezeptor-Motiv. TTSGSGSG stort die
Phosphorylierung und behindert somit die Signalweiterleitung (Wieser et al., 1995).

Beide Echinokokken-Rezeptoren EmRSK2 und EmRSK3 weisen eine typische GS-Domédne mit
GS-Box auf, womit sie der Gruppe der Typ I-Rezeptoren der TGFB-Superfamilie zugeordnet
werden konnen. Bei EmRSK? liegt die GS-Domine im Bereich von den Aminoséduren Gsss bisVsgg
(Abbildung 27), bet EmRSK3 liegt sie im Bereich von S,s3 bis L5, (Abbildung 28).

Bei EmRSK?2 findet sich in der GS-Box eine Insertion von zwei Aminosiduren (GA), so dass
folgendes Motiv resultiert: SGSGS GA G (Abbildung 27, Tabelle 13).

Eine Insertion von zwei Aminoséuren findet sich auch bei einem TGFp-homologen Typ I-Rezeptor
von Ancylostoma caninum, wo man das Motiv SGSGS GS G findet. Eine Insertion von einer
Aminosédure findet sich in Atr-1, einem Activin Typ I-Rezeptor von D. melanogaster: SGSGS A G
(Tabelle 13).

4.2.5.3.2 Das Leucin/Prolin (LP)-Motiv: Bindungsstelle fiir das Immunophilin FKBP12

Der GS-Box folgt bei allen Sauger-Typ I-Rezeptoren der TGF Superfamilien ein Leucin-Prolin
Motiv, welches Bindungsstelle fiir das Immunophilin FKBP12 ist und als negatives Regulator-
System dient (Chen et al., 1997). Auch in Typ I-Rezeptoren von Arthropoden (D. melanogaster und
Anopheles gambiae) und in einem Activin-dhnlichen Rezeptor im Mollusken Crasosstrea gigas
findet sich das konservierte LP-Motiv.

Bei EmRSK?2 aber fehlt dieses Leucin-Prolin-Motiv. Nach der GS-Box findet sich folgendes Motiv:
SGSGSGAG QP. Statt Leucin (L) findet sich hier also ein Glutamin (Q). Bei den anderen beiden
identifizierten EmRSK-Rezeptoren (EmRSK3 und EmRSK1) findet man auch kein Leucin-Prolin-

Motiv. Auch in den bisher identifizierten Typ I-Rezeptoren der Nematoden und Trematoden konnte
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kein LP-Motiv gefunden werden. Tabelle 13 soll den hier durchgefiihrten Vergleich der GS-Boxen

und LP-Motive bei den unterschiedlichen Species veranschaulichen.

GS-Motiv Rezeptor Typ I Organismus Genbank-Code
SGSGS GLPLL Alk3 H. sapiens NP_004320
SGSGS GLPLL AlkS H. sapiens NP_004603
SGSGS GLPLF Alk4 H. sapiens ACVRIB
SGSGS GLPFL Alk1/Alk2 H. sapiens P37023/AAH33867
SGSGS GLPLL thickveins A. gambiae AAT07316
SGSGS GLPLL Sax D. melanogaster 145712
SGSGS-AG LP LL Atr-1 D. melanogaster A55921

SGSGS GLPFL cg-ALR1 C. gigas CACS85263
SGCGS GPPTL BMP Typ Ib C. gigas CAE11917
SGSGSGSG NA TM TGH-1 A. caninum AY942845
SGSGS GFASL Bp-TGH-1 B. Pahangi AAC47801
SGSGM GPTTL Daf-1 C. elegans NP_499868
SGSGS G QA AL Sma-6 C. elegans AADI12261
SGSGS GKPLL SmRK1 S. mansoni AF031557
SGSGS G KP FL EmRSK1 E. multilocularis CAHS56493
SGSGSGAG QP LL EmRSK?2 E. multilocularis *

SGSGS G VPFL EmRSK3 E. multilocularis *

Tabelle 13 — GS-Box und LP Motiv-Vergleich. Die GS-Box inklusive LP Motiv aus mehreren Typ I[-Rezeptoren
anderer Species wird im Vergleich zu homologen Stellen der E. multilocularis TGFB-Rezeptoren-Sequenzen
dargestellt. Alk5 (TGFp)/ Alk3 (BMP), Alk4, Alk1/2 aus Homo sapiens; A. gambiae, Anopheles gambiae; Sax, Atr-1
aus Drosophila melanogaster; C. gigas, Crasostrea gigas; A. caninum, Ancylostoma caninum; B. pahangi, Brugia
pahangi; Daf-1, Sma-6 aus Caenorhabditis elegans; S. mansoni, Schistosoma mansoni; EmRSK1 EmRSK2 EmRSK3

aus Echinococcus multilocularis. * : Diese Arbeit.

4.2.5.3.3 Die Serin/Threonin -Kinase-Doméine

Die Ser/Thr Kinase Doméne umfasst nahezu den gesamten intrazelluldaren Teil der E. multilocularis
TGFB-Rezeptoren. Bei EmRSK?2 reicht sie von der Aminosdure Tsg; bis zu Lg79. Zwischen den
Aminosduren 387 bis 394 liegt hier eine ATPfMg2+ -Bindungsstelle (GEGRYGEV) (Hanks et al,
1988; Van der Geeret al., 1994; Ting et al., 1994), bei der das Valin fiir die Positionierung zustindig
ist. EmRSK3 hat seine Ser/Thr Kinase-Domiine im Bereich der Aminoséure I»g; bis Leg; lokalisiert.
Die ATP/MgZJr -Bindungsstelle (GKGRYGEV) findet man bei Aminosédure 288 (Hanks et al, 1988;
Van der Geer et al., 1994; Ting et al., 1994).
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4.2.5.3.4 Der Ser/Thr-Kinase Konsensus

Der Konsensus fiir die Ser/Thr Kinasen GT/SxxY/FXAPE (Hanks et al., 1988) ist in EmRSK2 und
EmRSK3 als GTKRYMAPE Motiv voll konserviert.

Dabei haben die letzten drei Aminosiduren des Konsensus, das Ala-Pro-Glu-Motiv, eine besondere
Bedeutung fiir die katalytische Funktion des Rezeptors (Hunter & Cooper, 1986). Diese drei
Aminosduren finden sich in EmRSK?2 an der Aminosdureposition 556-558, bei EmRSK3 an der

Aminosdureposition 457-459.

4.2.5.3.5 Der Loop L45 bestimmt die Spezifitit der Smad-Interaktion

Die Faktoren der TGFP Superfamilie benutzen verschiedene Sets von Rezeptoren und verschiedene
Smads als Downstreamfaktoren, um das Signal bis zum Zellkern weiterzuleiten. Rezeptoren, die
tiber TGFp oder Activine aktiviert werden (z.B. AlkS und Alk4), verwenden die AR-Smads (z.B.
Smad2 und 3) fiir die Signalweiterleitung, wéihrend die von BMP-Liganden aktivierte Rezeptoren
(z.B. Alk2, Alk3 und Alk6) BR-Smads (Smadl1, 5 und 8) benutzen (Lo et al., 1998).

Fiir die Interaktion zwischen den Typ I-Rezeptoren mit den R-Smads als wichtig wurden zwei
Regionen identifiziert. Dabei wird die Spezifitit der Interaktion dem L45 Loop bei den TGF-
Rezeptoren (Feng & Derynck, 1997) bzw. dem korrespondierenden L3 Loop bei den R-Smads (Lo
et al., 1998) zugeschrieben. Aufgrund ihres Sequenzmusters im Loop L[45 (As40-S44g) kann
EmRSK2 zusammen mit den Rezeptoren Alk4 und AIkS, die mit den AR-Smads interagieren,

eingruppiert werden.

Der Loop L45 von EmRSK3 (S341-C349) zeigt auf der anderen Seite hohere Homologie zu den Loop L45 von Alkl
und Alk2, zwei Rezeptoren die die BR-Smads verwenden (

Tabelle 14).

Rezeptoren Loop L45

Alk1/2 SDMTS R N/H S S/C
EmRSK1 SDMISR G GC
EmRSK3 SDITSR Y GC
Alk3 (BMP Typ) ADIKGT/NG SW
AlkS (TGFB Typ) ADNKDN G TW
EmRSK?2 ADNKDN G IS
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Tabelle 14 - Sequenzvergleich der L45 Loops verschiedener TGFf-Rezeptoren. Der L45 Loop der Echinococcus-
Rezeptoren wird mit dem L45 Loop von humanen Rezeptoren verschiedener TGFB-Rezeptoruntergruppen verglichen.

4.2.6  Funktionsanalyse des in Echinococcus multilocularis identifizierten TGFf-Rezeptors

EmRSK1

Um EmRSKI1 komplett zu charakterisieren, wurden zum einen die Interaktionsfahigkeit mittels
»Yeast Two Hybrid“ und zum anderen die Kinase-Aktivitit des Rezeptors in Sédugerzellen

analysiert. Dafiir mussten verschiedene Konstrukte hergestellt werden.

4.2.6.1 Klonierung von emrskl zur Erstellung der Konstrukte

Bei der Amplifizierung der kompletten Sequenz vom emrskl aus einer Echinococcus cDNA-
Bibliothek fanden sich sowohl im Bereich des 5°-Ende (ersten 17 Aminosduren) als auch des 3’-
Ende (letzten 15 Aminosduren) Unterschiede zur vorher beschriebenen emrskl-Sequenz (Kroner
2002). Durch wiederholte Sequenzanalysen sowohl von Echinococcus-cDNA als auch von
genomischer DNA konnte die in Abbildung 31 angegebene Sequenz von emrskl bestitigt werden.
Die korrekte Sequenz fiir emrskl zeigt im extrazelluldren Bereich 7 Cysteine in der Anordnung
CxCx5Cx6CXsCx13GCx1oCx9CCxgCN, was in Einklang mit den schon gemachten Beobachtungen
bei Typ I-Rezeptoren steht.

Die komplette Aminosdure-Sequenz vom EmRSKI1, deren c¢cDNA fiir die Konstruktion der
verschiedenen Konstrukte verwandt wurde, ist in Abbildung 31 gezeigt (Gen Bank Acc. No.

AJ556224).

TGTTGTACAAAACCTCCTGTTGATTAAATGAAAAAACATACCATTTTGTGCAAATGTTTTCCATCGGAAACTTGTGTGGAAAGATCATCG 0090
x Mk k#aTI1@x@rFrePsET@VERS S 0021

GAATGCGCGTCTTTGATTGGATGCTTTTATTCTGTCCARAAGGACGCCTTAGGATATGTGGTCGACGAGCATTATGGTTGCCTTCTCAAT 0180
E@ASLIGOFYSVQKDALGYVVDEHYGGLLN*OOSI

AATTCCTTTTCCATAATCTCCTGCCTCAATTTCCGTGGTACCAATACAACCTGCTGCTTTTCATCARACTCCTCGGACTATTGTAATGCG 0270
NSFSIIS@TLNFRGTNTT ©r s s s sy A 0081

CATCTCCCTGTAAACAAACAGAATACCGGTGCCTITGTTTTTTCCACTCACATTTTTTACCGTACTCTGCATTTTGCTGTTTGTATTAGCC 0360
H L PV NZ KO QNTSGA AL F F P L TFTFTUVILCTIIL L F V L Alol1l

TTTGTGTATATCAAAGGGAACTTCAGCARACATGAGAAGCCCCTTACARAGCATTCCTCCCCTTATTTTCCCGAATTTACTGATAGTGGC 0450
F v Y I]K GNFSKHETEKTPTLT[E RS S P Y F P E_F_T DEIG,0141
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G%ATGGCGAGCCGTCTGCAATGGCGAAGTTGTTG TGTGAAGATCTTTTCCAGCCGTGATGGCGCCAGTTGGACCCGTGAAACTCAGATA
KMwWwRAVCNGE V V % ﬁ I ¥ S S RDGAZSWT RETQTI

TATACCACTGCTCTCCTTTCTCACCCGAACATTCTCGCCTATTATGCCAGTGATATGATTTCACGCGGTGGATGTACTCAACTCTGGCTT
Y TTAULTLSUHPNTITLATYTYA[S DMISRGGC|T QLWL

GTTACCGCCTACCACGCTGCCGGTTCCCTGCACGATTTCCTTTCCACGGCAAAAGGTGTGACTCCGCAATGTGGACTCAAACTAGCCCGA
v T A Y HAAGSTLHDU FULSTAIZKTGVT?POQCOGILZKTL AR

TCAATCGCTGCGGGTCTAGCCTTTCTCCACAGCGRAGTAGTTGGATTTCATGGCARACCGCCGATTGCCCATAGGGATATTAAATCTAAG
s I A A G L A F L H S E V V G F H G K P P I A H R B I K S K

AﬁTATTCTGGTTATGGCTAACAATGAGGCCTGTTTGGCAG@TT%TG%TCTCGCTCTGGTAAAAACTTCCAAAGGAATGAATGGTGGGGGG
I L. v M A NNEAUCUL A L A L VKT S K G MNG G G

ACCAGCGATGAGGCAAATGAGAGCGGTGACGCTCTACCTCCCGCTAGCCTCTTCGCAGGAACCAAACGGTACATGG%TC%TG%GATATTG
Tr S D EANZESGDALU®P?PASTLZFASGTI KT RYM

GCTCTTTATCCCTTGGTGTéGGGTGGCTGGGTGCGTGCGéGCACGCAGGAGAGGCAGATAGACAAGAAACAGTCTGGGGAGTGTGATGAA
ALY PLVWGGWVRARTUGOQEIRIQTIU DI KI KT QS SGECTDE

GACAATTTGTCTATTCCAGGGGARTTGTTAGAGTGCCGACATCCGCTGCTTTC TTTCGATGTC TATCTATCCACAGATGTCTACGCACTG
D NLSIUPOGE@LETCRIHEP@®LSFDVYI@®STDVYAE®D

GGACTCGTTCTATGGGAGATTTGGAGGCGTTGTACAGGCAAACAATACGAGCTTCCTTATTATGACTCGGTGCCATCGGATCCAAACTTC
G L VvV L W E (i) wWRRZCTGIE KOQYETLU?®PYYDSV P S D PN F

TTACAGATGTACAGAGTGGTAGTATTGGGGGAACCCTATGATTCTCCTTGTAACACCCTGGTAGACCTGCCCCTACCAATGCAGGTGTGC
L g M Y RVVYV L GEPY DS P CNT L V D L P L P M O V C

CACCTATGCAACCACATTCTGGTGGGTCGAATTGGTGCAACGCTGGAAGCTCACCGCCACCGCCGACACGGGGGCAGCGGGAGGCGGCLL
H L ¢ N H I L V GR I GATTLEAUHRUHRIRIHGS GS GRRP

TCCCTGACAATGGAGCGGAGGGGGAGCAGTGATGAGGAGTGGCTGGTGCGGETGGGCGGACGTCATTGCGGAGTGTTGGCACCCTCGTTAC
s L. TM ERRGS S DEZEWTILVRWADUVIAZETCWUHPR Y

ACACACCGCCTCTCGGCCCTGCGCGTGCGCARAACCCTCACAGTCATCGAGGCGACTGTGAGCTGAATCGGACGCTGCGTTGGACACTTT
T H L SALRVYVURIEKTTZLTUVIZEHA ATV S *

TTATGCTCAGAACCTTGCATTAATGTTCCTCCTTTTTAATGAAATTCCT@GTAAAATAT@GTATTAAATéCATACGCACéGACCCAAAAA

ARAAAAAAA

0630
0201

0720
0231

0810
0261

0900
0291

0990
0321

1080
0351

1170
0381

1260
0411

1350
0441

1440
0471

1530
0501

1620
0531

1710
0552

1800

1809

Abbildung 31 - Komplette Nukleotide- und Aminosiuresequenz von EmRSK1 (Gen Bank Acc. No. AJ556224).

Die wichtigen Abschnitte sind wie folgt markiert: extrazelluldre Cysteine: weille C’s auf schwarzen Kreisen, putative

Glykosilierungsstellen: mit Sternchen versehene N’s , Transmembran-Region: kursive, umrahmte Aminosiduren, GS-

Region: dicke Umrahmung mit unterbrochener Linienfiihrung, GS-Box: umkringelte Aminosiuren, Kinase-Domine:

fett. In ihrem Bereich liegt auch die ATP/Mg”* -Bindungsstelle, die durch einen schwarzen Hintergrund mit weiBen

Buchstaben gekennzeichnet ist. Ebenfalls findet sich hier der Loop L45, dessen zugehorige Aminosduren auf grauem

Hintergrund dargestellt sind. Die katalytisch wichtigen Reste sind durch {iibergeschrieben Pluszeichen (+)

hervorgehoben. Die Leucin/Isoleucin Reste des putativen Leucin-Zippers sind durch graue Kreise markiert.

Sterne

symbolisieren das Stop-Codon des Leserasters und ein stromaufwirts gelegenes in frame-Stopcodon. Der Pfeil zeigt an,

wo sich das Intron befinde.
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4.2.6.2 EmRSKI1-EmSmad-Interaktionsstudien mittels Yeast Two Hybrid

Fir Untersuchungen zur EmRSKI1 Kinase-Aktivitit war es zuerst notwendig zu wissen, welcher
Echinococcus Smad als Downstreamsfaktor des EmRSK1 Rezeptors dient. Um die Interaktion
zwischen dem intrazelluldren Teil vom EmRSK1 (EmRSK1i) und den EmSmads zu untersuchen,
wurde das Yeast Two Hybrid System eingesetzt. Dabei wurden sowohl verschiedene
Mutantenkonstrukte fiir EmRSK1i und EmSmads als auch die wildtypische Form eingesetzt. Da
EmSmadC, wie oben beschrieben, als Fusionsprotein im BD-Vektor das Reportergen fiir die
Transkription in AH109 Hefezellen aktiviert, so dass immer ein Hefezellen-Wachstum im
Mangelmedium resultiert, wurden alle EmSmads sowohl als wildtypische als auch in mutierter
Form im AD-Vektor kloniert. EmRSK1i in allen Versionen wurde in den BD-Vektor kloniert.

Nach ihrer Phosphorylierung durch die Ser/Thr-Kinase-Aktivitit des Typ I-Rezeptors trennen sich
die Smad-Proteine vom Rezeptor, was die Yeast Two Hybrid Untersuchungen erschwert. Durch
eine Extension von 3 Aminosduren am C-terminalen Ende der Smads wird die
Phosphorylierungsstelle SSxS der Smads beeintrichtigt, was eine Loslosung der Smads vom
Rezeptor verhindert. Daraus resultiert ein stabiler Smad-Rezeptor-Komplex (Nakao et al., 1997;
Osman et al., 2001). Um diesen Effekt zu erreichen, wurden die emsmad-Leseraster so amplifiziert,
dass das Stopcodon entfernt wurde und 3 Aminosduren als Extension am C-terminalen eingefiigt
wurden. Die so mutierten EmSmads wurden mit EmSmadA-3; EmSmadB-3 und EmSmadC-3
bezeichnet.

In den kodierenden Bereich fiir EmRSKI1i wurden zwei Mutationen eingefiihrt, wobei die
Mutationen jeweils im Bereich der GS-Doméne lokalisiert sind. Die erste Mutante EmRSK 1i-ka hat
eine Punktmutation im Bereich der Aminosdure 157: Q wurde durch D ausgetauscht, was laut
Untersuchungen am humanen Rezeptor (Wieser et al., 1995) zu einer konstitutiven Aktivierung des
Rezeptors fiihren sollte; die andere Mutante EmRSK 1i-dm hat neben der schon beschriebenen Q;s7-
D Mutation eine Austauschmutation der Aminosdure 153 (T wird durch D ersetzt), was zu einer

Inaktivierung der Rezeptor-Kinase fiihren sollte (Wieser et al., 1995).
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Abbildung 32 - Schematische Darstellung der in den intrazelluliren Teil von EmRSK1 eingefiihrten Mutationen.
Die Mutationen sind in der GS-Box lokalisiert. EmRSK1i (wild Typ); EmRSK1i-ka (enthélt die Q;57-D Mutation, die
zur einer konstitutiv aktiven Form fiithren sollte (Wieser et al., 1995); EmRSK1i-dm (enthilt die Qs7-D Mutation und
zusitzlich die Ts3-D Mutation, die zur einer Inaktivierung der Kinase-Doméne fiihren sollte). Die Mutationen sind

durch Pfeile und Fettdruck gekennzeichnet.

Bei der Interaktionsanalyse mittels YTH konnte keine Interaktion, weder von dem Wildtyp-
EmRSKI1 noch von seinen Mutanten mit den mutierten und nicht mutierten EmSmads gefunden

werden. Darum wurde im néchsten Schritt eine Funktionsanalyse in Sdugerzellen durchgefiihrt.

4.2.6.3 Funktionsanalyse von EmRSK1 in Sdugerzellen

EmRSKI1 zeigte die hochste Homologie zu der Alk1/2 Gruppe der TGFB-Rezeptor-Superfamilie.
Die Alkl- und Alk2-Rezeptoren aktivieren als downstream-Effektoren BR-Smads (Macias-Silva et
al., 1998; Chen & Massague 1999). Aus diesem Grund kénnte man eine Interaktion zwischen dem
EmRSKI1-Rezeptor und EmSmadB vermuten, welches wie in Kapitel 4.1.4 und 4.1.11 gezeigt zur
BR-Smad-Gruppe gehort.

Im Grundzustand sind die Typ I-Rezeptoren typischerweise inaktiv, haben aber eine aktivierbare
Kinaseaktivitdat. Die Aktivierung findet, wie oben beschrieben, durch eine Phosphorylierung der
Serin-und Threonin-Reste im Bereich der GS-Domine des Typ I-Rezeptors statt.  Die
Phosphorylierung geschieht durch einen Typ II-Rezeptor, nachdem an diesen ein Ligand gebunden
hat (Lutz & Knaus, 2002; Shi & Massague, 2003; Nohe et al., 2004; de Caestecker, 2004 ).

Bisher konnten weder Liganden noch einen Typ II-Rezeptor fiir EmRSKI1 identifiziert werden. Aus
diesem Grund und angesichts des hoch konservierten Signaliibertragungsmechanismus der TGFf3
Superfamilie wurde eine Funktionsanalyse von EmRSKI1 mit Hilfe eines heterologen Sduger-

Systems durchgefiihrt.
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Als Indikator einer Kinase-Aktivitit von EmRSK]1 dient die Phosphorylierung der Echinokken-
Smads, so dass es Ziel war, iiber eine Phosphorylierung der EmSmads im heterologen Sduger-
System eine Aktivierung der Kinasefunktion des EmRSK1 nachzuweisen. Fiir dieses Experiment
wurde zunichst die komplette Sequenz des emrskl-Leserasters aus einer Echinococcus cDNA-
Bibliothek (Hubert et al., 2004) amplifiziert und in den Sauger-Expressions-Vektor
(pSecTag2/Hygro) kloniert. Proteine, die durch diesen Vektor exprimiert werden, werden am N-
terminalen Ende mit der Signalsequenz der Maiuse-Ig-kappa-Kette fusioniert, was eine
Proteinsekretion bewirkt. Da EmRSKI1 selbst keine Signalsequenz aufweist, konnte durch
Klonierung in den pSecTag2/Hygro-Vektor sichergestellt werden, dass EmRSKI1 den
sekretorischen Weg einschligt. Fiir die Klonierung waren durch spezifische Primer (Siehe Kapitel
3.1.3) bei der PCR-Amplifizierung die Schnittstelle HindIII am 5°-Ende und die Schnittstelle Xhol
am 3°-Ende des emrskl-Leserasters eingefiigt worden. Zusammen mit EmRSK1 wurden jeweils
EmSmadA, EmSmadB oder EmSmadC in HEK 293-T Zellen exprimiert. Nach der
elektrophoretischen Trennung der Proteine iiber ein 12.5 %-iges Polyacrylamidgel und deren
Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran wurde eine immunchemische Farbung mit Anti-p-
Smadl und anti-p-Smad2-Antikorpern (Persson et al., 1998), die nur an die phosphorylierte Form
des BR-Smad1l bzw. AR-Smads binden, durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte der Aktivitétsstatus
des EmRSKI beurteilt werden.

Wurde die komplette Sequenz des EmRSKI1 in seiner wild-Typischen Form mit EmSmadA,
EmSmadB oder EmSmadC ohne Zugabe eines Liganden oder eines Typ II-Rezeptors co-exprimiert,
konnte keine Phosphorylierung der EmSmads nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Daraus
lasst sich ableiten, dass EmRSKI1 in seiner wild-Typischen Form inaktiv ist, und dass eine
Uberexpression von EmRSK1 in HEK293-T Zellen nicht in einer unspezifischen Aktivierung des
Rezeptors resultiert. So ist sichergestellt, dass Phosphorylierungen der EmSmads nach Zugabe von

exogenen Liganden und/oder Typ II-Rezeptoren als spezifisch betrachtet werden konnten.

4.2.6.3.1 EmRSKI1 benotigt zur Aktivierung einen Typ II-Rezeptor der TGF/BMP-Familie

Die  Liganden der TFGB Superfamilie rufen durch ihre Bindung die Bildung eines
Rezeptorkomplexes aus Typ I- und Typ II-Rezeptoren hervor. Dadurch wird eine Aktivierung des
Typ I -Rezeptoren hervorgerufen. Aus diesem Grunde sollten im nidchsten Schritt die zuvor mit
emrsk1, emsmadA, emsmadB oder emsmadC transfizierte HEK293-T Zellen mit humanem TGFf1

oder mit humanen BMP2 stimuliert werden.
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Die Stimulierung mit TGFB1 oder BMP2 bewirkte jedoch auch keine Phosphorylierung der
Echinococcus Smads. Die Kinaseaktivitdt des in den HEK293-T exprimierten EmRSK1-Rezeptors
konnte also trotz Zugabe von TGFp1 oder BMP2 nicht stimuliert werden. Dieses Resultat
suggeriert, dass ein zusdtzlicher Typ II-Rezeptor fiir die Aktivierung des EmRSK1 Kinase
notwendig sein konnte und dass die in den HEK293-T Zellen vorhandenen, endogenen Typ II-

Rezeptoren nicht in der Lage sind, um bei Anwesenheit des Liganden EmRSK1 zu aktivieren.

EmRSK1
EmSmadA
EmSmadB
EmSmadC
BMP2

ot
4+

L}
)
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F 00
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EmSmads

Abbildung 33 - BMP2 Stimulierung der mit Echinococcus Faktoren transfizierten HEK293-T Zellen. Spur 1, 2:
Mock = nicht transfizierte Zellen als Negativ-Kontrolle; Spur 3, 4 EmRSK1 ohne Smad; Spur 5, 6 EmRSKI mit
EmSmadA, Spur 7, 8 EmRSK1 mit EmSmadB, Spur 9, 10 EmRSK1 mit EmSmadC. Ungerade Spuren: ohne Zugabe
von BMP2, gerade Spuren: mit Zugabe von BMP2. Es wurde keine Phosphorylierung der EmSmads beobachtet. Die
Phosphorylierung der endogenen Smads kann als Kontrolle fiir die erfolgte BMP-Aktivierung betrachtet werden.

Verwendeter Antikorper: antiphospho-Smadl (s.o.).

4.2.6.3.2 Humanes BMP2 aktiviert EmRSK1 in Anwesenheit von BRII

Um zu untersuchen ob EmRSKI1 einen Typ II-Rezeptor fiir seine Aktivierung braucht und ob dies
durch Verwendung von Sédugerrezeptoren nachgestellt werden kann, wurde EmRSK1 zusammen
mit dem humanen BMP Typ II-Rezeptor in HEK293-T Zellen exprimiert. Nach der Co-Expression
beider Rezeptoren wurde eine Phosphorylierung von EmSmadB beobachtet. Die Phosphorylierung
fand jedoch nur nach der Zugabe von BMP2 statt und war spezifisch fiir EmSmadB, denn weder
EmSmadA noch EmSmadC konnten unter den gleichen Bedingungen phosphoryliert werden. Die
Zugabe von TGFp1 fiihrte zu keiner Phosphorylierung. Die Phosphorylierung von EmSmadB durch
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EmRSKI1 im Komplex mit dem BRII-Rezeptor war im Vergleich zu der Phosphorylierung von
EmSmadB durch BRIa im Komplex mit dem BRII-Rezeptor schwiicher.

Um zu untersuchen, ob der humane TGFp Typ II-Rezeptor den EmRSKI1 besser als der BRII-
Rezeptor aktivieren konnte und folglich daraus eine stirkere Phosphorylierung von EmSmadB
resultiert, wurde EmRSK1 zusammen mit dem humanen TRII in HEK293-T Zellen exprimiert. Aus
dieser Co-Expression resultierte kein aktiver Komplex, es wurde keine Phosphorylierung der
Echinococcus-Smads gesehen. Auch nach Zugabe von TGFB1 konnte unter diesen Bedingungen
keine Aktivierung des EmRSK1 beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte trotz der nur relativ schwachen Phosphorylierung von EmSmadB eine
Aktivierung des EmRSKI1 in einem heterologen Expressionssystem gezeigt werden, was die
Konservierung beider Systeme widerspiegelt. Es konnte auch die Spezifitit von EmRSKI fiir die
Teilnahme am BMP-Signaltransduktionssystem gezeigt werden, denn eine Stimulierung durch den
TRII-Rezeptor war auch nach Zugabe des TGFB-Liganden nicht moglich. In Abbildung 34 sind die

hier geschilderten Ergebnisse veranschaulicht.

EmRSK1 - - + + + + + +
BRII = - + + + + - +
EmSmadC - - + + - - - -
EmSmadA - - - - + + = =
EmSmadB - - - - - - + +
BMP2 - + = + + - +

o o

W +=EmSmadB

Abbildung 34 - Aktivierung von EmRSK1 durch BMP2 und BRIIL. Mock (1, 2); EmRSK1/BRII/EmSmadC (3, 4);
EmRSKI1/BRIVEmSmadA (5, 6); EmRSK1/BRII/EmSmadB (7, 8). Die Phosphorylierung von EmSmadB fand nur
nach Stimulierung durch BMP2 bei Anwesenheit vom BRII-Rezeptor statt. Verwendete Antikorper: Anti-phospho
Smadl (s. o.). Die Aktivitit von EmRSKI1 war spezifisch fiir EmSmadB, weil EmSmadA und EmSmadC nicht
phosphoryliert wurden. Die HEK293 Zellen wurden 24 h nach der Transfektion 4 h im 0,2 % FCS Medium inkubiert.
Die Zellen wurden 30 Min. mit 20 nM BMP2 stimuliert (s. Mat. und Met.).
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4.2.6.3.3 Untersuchungen zum Einfluss einer Q-D-Mutation auf EmRSK1

In den EmSmadB-Phosphorylierungs- Experimenten (siehe Kapitel 4.1.11) zeigte sich eine deutlich
geringere Phosphorylierung von EmSmadB durch die Kinase von EmRSKI1 als durch die Kinase
von BRIa. Dies konnte sich durch den unterschiedlichen Ursprung der beiden Rezeptoren erkléren.
Wihrend gut etabliert ist, dass BRII der Aktivierungspartner des BRIa ist, konnte fiir EmRSK1
bislang kein Aktivierungspartner gefunden werden. Aufgrund der hohen Konservierung des von C.
elegans bis zu den Siugern bekannten TGFB-Ubertragungssystem konnte zwar eine Aktivierung
von EmRSKI1 durch BRIl méglich sein, doch kann man vermuten, dass diese Aktivierung von
EmRSK1 durch einen heterologen Rezeptor nicht ganz optimal ablaufen kann. Eine andere
Moglichkeit dieser unterschiedlichen Phosphorylierungsaktivitit konnte auch eine unterschiedliche
inhdrente Beschaffenheit der Rezeptoren sein.

Zur Beantwortung dieser Frage, wire die Herstellung einer konstitutiv aktiven Form von EmRSK1,
welche nicht mehr abhingig von einem Typ II-Rezeptor wire, ein hilfreiches Konstrukt.

Sowohl bei den TGFp- als auch bei den BMP Typ I-Rezeptoren wurde schon eine konstitutiv aktive
Form beschrieben. Bei den TGFp-Rezeptoren wurde diese konstitutiv aktive Form durch eine
Austauschmutation des im Bereich der GS-Domine liegenden konservierten T,y Restes
(VQRTIART) durch D erreicht (Wieser et al., 1995), bei den BMP Typ 1-Rezeptoren fiihrte eine
Punktmutation des ebenfalls im Bereich der GS-Domiédne liegenden konservierten Qpss
(VQRTIAKQ) zu D zur konstitutiv aktiven Form. Diese Rezeptoren konnten so unabhidngig von
Liganden und Typ II-Rezeptoren Smad-Proteine phosphorylieren (Wieser et al., 1995; Attisano et
al., 1996).

Mit Hilfe des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kits (Strategene) wurden entsprechende
Mutationen 1i1m  Bereich der GS-Doméne nun bei EmRSK1  (PrimerDw  5’-
GTCAAACAATTGCTCGTGACACAACCCTTCTGGTATGTATCGG-3" und PrimerUp 5’-
CCGATACATACCAGAAGGGTTGTGTCACGAGCAATTGTTTGAC-3’) und in EmRSK2
(PrimerDw 5’-GGAACGCACAGTTGCGCGTGACGTCACTTTGAGTGCACG-3’ und PrimerUp
5’-CGTGCACTCAAAGTGACGTCACGCGCAACTGTGCGTTCC-3’) durchgefiihrt. Bei
EmRSK1 wurde Q;s7 in dem Motiv VSQTIARQ durch ein D ausgetauscht, bei EmRSK2 wurde
Q280 im Motiv VERTVARQ ebenfalls durch ein D ersetzt. (s. Mat. und Met.). Die mutierten
Rezeptoren wurden EmRSK1-ka und EmRSK2-ka genannt.
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Abbildung 35 - Durchfiihrung der Q-D Mutation im EmRSK1- und EmRSK2-Rezeptoren. Das QuikChange®
Site-Directed Mutagenesis Kit (Strategene) wurde fiir die Produktion des EmRSK1-ka- B.w. EmRSK2-ka-Konstruktes
eingesetzt. Die Aminosédure Q in Position 157 B.w. 280 (im Bereich der GS-Box) wurde gegen D ausgetauscht, um die

potentiell konstitutiv aktive Formen zu produzieren.

Interessanterweise  konnte nach Co-Expression von EmRSKI1-ka zusammen mit EmSmadA,
EmSmadB oder EmSmadC in HEK293-T Zellen keine Phosphorylierung der Echinococcus Smads
beobachtet werden. Auch die zusitzliche Expression von TRII (jeweils mit und ohne Zugabe von
humanem TGFp1 als Liganden) oder von BRII (jeweils mit und ohne Zugabe von humanem BMP2
als Liganden) hatte keinen Einfluss auf die Kinase-Aktivitit von EmRSK1-ka.

Dieses Ergebnis war deshalb iiberraschend, weil die im EmRSK1-Rezeptor durchgefiihrte Mutation
offensichtlich zu keiner Aktivierung der Kinase fiihrte, so wie es bei anderen Rezeptoren berichtet
worden war. Die Mutation in EmRSK1-ka fiihrte vielmehr zum gegenteiligen Effekt: wéihrend sich
bei der Co-Expression von dem wild Typ EmRSKI1 mit BRIl und Zugabe von BMP2 eine
Phosphorylierung von EmSmadB gezeigt hatte, konnte dies nicht bei Einsatz der EmRSKI1-ka
mutanten Rezeptorform beobachtet werden. Man muss also davon ausgehen, dass die
Punktmutation zu einer Inaktivierung des EmRSK1-Rezeptors fiihrt oder die Interaktion mit BRII
inhibiert.

Zur Veranschaulichung dieser Ergebnisse dient hier

Abbildung 36.
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Abbildung 36 - Effekt der Q-D Mutation auf die Kinaseaktivitit von EmRSK1. A) Co-Expression von
EmRSK1ka mit TRII in An- (3, 5, 7, 9) oder Abwesenheit von TGFp1 (4, 6, 8, 10); mit EmSmadA (5, 6); EmSmadB
(7, 8); mit EmSmadC (9, 10); Mock (1 ,2). B) Co-Expression von EmRSK1ka mit BRII in An- (1, 3, 5, 7, 9) oder
Abwesenheit von BMP2 (2, 4, 6, 8, 10); mit EmSmadA (5, 6); EmSmadB (7, 8); mit EmSmadC (9, 10); Mock (1 ,2). C)
Als Positivkontrolle der Kinaseaktivitit vom wildtypischen EmRSKI1 wurde dieser mit BRII und EmSmadB

coexprimiert. Es zeigt sich eine Phosphorylierung von EmSmadB nur nach Zugabe von BMP2.

Nach Einfithrung der Q-D-Austauschmutation verlor der EmRSKI1-Rezeptor die Fihigkeit zur
Phosphorylierung. Es stellte sich die Frage, warum die Q-D-Mutation im EmRSK1-Rezeptor nicht
den gleichen Effekt (der einen konstitutiven Aktivierung) zeigte wie bei den schon in der Literatur
beschriebenen Rezeptor-Mutationen. Auch sollte beantwortet werden, wie die Q-D-Mutation im
EmRSKI1 zu einer Inaktivierung der Kinase-Aktivitét fiihrt. Weil ein direkter Kontakt zwischen den
intrazelluldaren Anteilen vom Typ II-Rezeptor mit dem Typ I-Rezeptor fiir die Aktivierung des Typ
I-Rezeptor notwendig ist, wurde vermutet, dass die besagte Mutation diese Interaktion behindern
konnte. Nun galt es genauer herauszufinden, wie diese Interaktionsbehinderung stattfinden konnte.
Dazu sollte zuerst herausgefunden werden, welche Region von EmRSK1 an der Interaktion mit dem
BRII-Rezeptor teilnimmt.

Die Intrazelluldre Region, die zwischen der Transmembrandoméne und dem Anfang der Kinase-
Domine liegt, umfasst ca. 40 Aminosduren und wird als ,,Juxtamembranregion* bezeichnet. Hier ist
die GS-Domine lokalisiert. Kommt es zu einer Deletion der kompletten Juxtamembranregion,

findet sich keine Kinase-Aktivitit des TRI Rezeptors mehr (Feng et al., 1995). Die Substitution
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einzelner Aminosduren in der GS-Domine kann je nach Art der Substitution sowohl zu einem
Funktionsverlust der Kinase-Aktivitdt aber auch zu einer Aktivierung fithren (Wieser et al., 1995).
Diese Resultate zeigen, dass die konservierte GS Domiine eine wichtige Rolle fiir die Aktivierung
der Typ I-Rezeptor-Kinase spielt (Wieser et al., 1995) und vielleicht bei der Rekrutierung
intrazelluldrer Signal-Komponenten beteiligt ist (Saitoh et al., 1996).

Wihrend die lange intrazelluldre Kinase-Domine in den Typ I-Rezeptoren hoch konserviert ist,
findet sich bei der intrazelluliren Juxtamembranregion nur wenig Konservierung. Diese
Sequenzvariabilitdt der Juxtamembranregion suggeriert eine wichtige Rolle dieser Region fiir die
Signalspezifitdt der verschiedenen Liganden. Moglicherweise kommt es hier zu einer Interaktion

mit verschiedenen intrazelluldren Effektorproteinen (Saitoh et al., 1996).

4.2.6.4 Untersuchung der EmRSKI1-Kinase-Aktivitit mit Hilfe von Rezeptor-Chimiiren

Die Benutzung von Chimérerezeptoren ist nicht nur fiir die Untersuchung der Kinaseaktivitit von
groer Bedeutung, sondern hilft auch zu untersuchen, welche Regionen in einem Rezeptor eine

wichtige Rolle fiir die Aktivierung des Rezeptors spielen konnen.

Herstellung der Rezeptorchiméiren aus humanem BRIa und EmRSK1

Weil EmRSK1 nur vom BRII aktiviert werden konnte, nicht aber von TRII, wurde der humane
BRIa-ka Rezeptor fiir die Konstruktion von den verschiedenen Rezeptorchimiren gewdihlt. Diese
unterscheiden sich durch die Linge des N-terminalen humanen BRIa-ka-Abschnitts bzw. des C-
terminalen EmRSK1-Abschnitts. In Abb. 37 wird die humane BRIa-ka-Aminosdurensequenz in
ihrer gesamten Linge gezeigt. Das BRIa-ka-Konstrukt enthilt die Q-D Mutation in der Aminoséure

an Position 233, welche zur konstitutiv aktiven Form fiihrt.

MPOLYIYIRLLGAYLFITISRVQGONLDSMLHGTGMKSDSDOQKKSENGVTLAPEDTLPFLKCYCSGHCPDDAINNT
CITNGHCFAITIEEDDQGETTLASGCMKYEGSDFQCKDSPKAQLRRTIECCRTNLCNQYLOQPTLPPVVIGPEEFDGS
IRWLVLLISMAVCITAMITIFSSCEFCY[KHYCKSISSRRRYNRDLEQDEAFIPVGESLKDLIDOSQOSSGSGSGLPLL
VQRTIAK%IQMVRQV MGKWRGEKVAVKVFEFTTEEASWFRETEIYQTVLMRHENILGFIAADIKGTG
SWTOLYLITDYHENGSLYDFLKCATLDTRALLKLAYSAACGLCHLHTEIYGTQGKPAIAHRDLKSKNILIKKNGS
CCIADLGLAVKENSDTNEVDVPLNTRVGTKRYMAPEVLDESLNKNHFQPYIMADIYSEFGLIIWEMARRCITGGIV

EEYQLPYYNMVPSDPSYEDMREVVCVKRLRPIVSNRWNSDECLRAVLKLMSECWAHNPASRLTALRIKKTLAKMV
ESQDVKI

Abbildung 37 - Die Aminosiuresequenz des humanen BRIa-ka (P36894). Die komplette Sequenz enthilt 532
Aminosduren, wobei die ersten 152 Aminosiduren den extrazelluldren Teil bilden. Die Transmembrandomine enthilt 24
Aminoséduren. Diese sind durch eine Umrahmung hervorgehoben. 356 Aminoséduren bilden die intrazelluldre Region.

Die darin enthaltene GS-Doméne wird hier durch einfache Unterstreichung gekennzeichnet. Die Mutationsstelle fiir die
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Produktion des BRIa-ka ist hier durch einen schwarzen Hintergrund markiert. Die eingekringelten Aminosiuren sind

die Nukleotidbindungsstelle. Doppelt unterstrichen ist der Loop L45.

Die drei konstruierten Rezeptorchimiren werden hier ndher beschrieben.

° Chimire: QEmRSK1-ka

Bei der Konstruktion der ersten Chimére wurden die ersten 139 N-terminalen Aminosduren von
EmRSK1-ka, welche sich aus der extrazelluliren Region, dem Transmembranteil und den ersten 24
intrazelluldren Aminosduren zusammensetzt, durch die ersten N-terminalen 215 Aminosduren von
BRIa-ka (homologe Region) ausgetauscht. Der intrazelluldre Anteil samt GS-Domine dieser

Chimére ist dem EmRSK1-ka zugehorig. Sie triagt jedoch die oben beschriebene Q-D-Mutation.

MPQLYIYIRLLGAYLFIISRVQGONLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPEDTLPFLKCYCSGHCPDDAINNT
CITNGHCFAIIEEDDQGETTLASGCMK YEGSDFQCKDSPKAQLRRT IECCRTNLCNQYLQPTLPPVVIGPFEDGS
IRWLVLLISMAVCIIAMIIFSSCFCYKHYCKSISSRRRYNRDLEQDEAFIPVGESLKDLIDQSQS SGSGSGKPFL
VSQTIARDTTLLVC IGKGREGEYWRAVCNGEVVAVK I FSSRDGASWTRETQI YTTALLSHPNI LAYYASDMISRG.
GCTQLWLVTAYHAAGSLHDFLSTAKGVTPQCGLKLARSIAAGLAFLHSEVVGFHGKPP IAHRDIKSKNILVMANN
EACLADFGLALVKTSKGMNGGGTSDEANESGDALPPASLFAGTKRYMAPEILALY PLVWGGWVRARTQERQIDKK
QSGECDEDNLSIPGELLECRHPLLSFDVYLSTDVYALGLVLWEIWRRCTGKQYELPYYDSVPSDPNFLOMYRVVV
LGEPYDSPCNTLVDLPLPMQVCHLCNHILVGRIGATLEAHRHRRHGGSGRRPSLTMERRGSSDEEWLVRWADVIA
ECWHPRYTHRLSALRVRKTLTVIEATVS

Abbildung 38 - Aminosiurensequenz der Chimire QEmRSK1ka. Grau hinterlegt ist der dem humanen BRIa wt
zugehorige Anteil der Chimire, auf weilem Hintergrund ist der zu EmRSKI zugehorige Anteil geschrieben. Die
Transmembrandoméne ist durch eine Umrahmung hervorgehoben. Die GS-Doméne wird durch einfache
Unterstreichung gekennzeichnet. Die Mutationsstelle fiir die Produktion des BRIa-ka ist durch Fettdruck markiert. Die

eingekringelten Aminosiuren sind die Nukleotidbindungsstelle. Doppelt unterstrichen ist der Loop L45.

° Chimire: QEmRSK1-ka-SG

Bei dieser Chimire wurden die ersten 169 N-terminalen Aminosduren von EmRSK1-ka, die die
extrazelluldre Region, die Transmembrandoméne und die ersten 54 intrazelluliren Aminosduren
enthdlt, gegen die ersten N-terminalen 245 Aminosduren von BRIa-ka (homologe Region)
ausgetauscht. Diese Chimire enthilt also die GS-Domine, die ATP-Bindungsstelle und die

FKBP12 (Leucin-Prolin)-Bindungsstelle von BRIa.
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MPOLYIYIRLLGAYLFITISRVQGONLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPEDTLPFLKCYCSGHCPDDATINNT
CITNGHCFAIIEEDDOQGETTLASGCMKYEGSDFQCKDSPKAQLRRTIECCRTNLCNQYLOPTLPPVVIGPEFFDGS
IﬂWLVLLISMAVCIIAMIIFSSCFC HYCKSISSRRRYNRDLEQDEAFIPVGESLKDLIDOSQSSGSGSGLPLL
VORTIAKDIQOMVRO RAVCNGEVVAVKIFSSRDGASWTRETQIYTTALLSHPNILAYYASDMI SRG
GCTOLWLVTAYHAAGSLHDFLSTAKGVTPQCGLKLARSIAAGLAFLHSEVVGFHGKPPIAHRDIKSKNILVMANN
EACLADFGLALVKTSKGMNGGGTSDEANESGDALPPASLFAGTKRYMAPEILALYPLVWGGWVRARTQERQIDKK
QSGECDEDNLSTIPGELLECRHPLLSFDVYLSTDVYALGLVLWEIWRRCTGKOQYELPYYDSVPSDPNFLOMYRVVVY
LGEPYDSPCNTLVDLPLPMQVCHLCNHILVGRIGATLEAHRHRRHGGSGRRPSLTMERRGSSDEEWLVRWADVIA
ECWHPRYTHRLSALRVRKTLTVIEATVS

Abbildung 39 - Aminosiurensequenz der Chiméire QEmRSK1-ka-SG. Grau hinterlegt ist der dem humanen BRIa
ka zugehorige Anteil der Chimire, auf weilem Hintergrund ist der zu EmRSKI zugehorige Anteil geschrieben. Die
Transmembrandoméne ist durch eine Umrahmung hervorgehoben. Die GS-Domiéne wird durch einfache
Unterstreichung gekennzeichnet. Die Mutationsstelle fiir die Produktion des BRIa-ka ist durch Fettdruck markiert. Die

eingekringelten Aminosiuren sind die Nukleotidbindungsstelle. Doppelt unterstrichen ist der Loop L45.

° Chimire: QEmRSK1-ka-FIA

Bei dieser Chiméire wurden die ersten 217 N-terminalen Aminosiduren von EmRSK1-ka (inklusive
der extrazelluliren Region, der Transmembrandoméne und den ersten 102 intrazelluldaren

Aminosduren) durch die ersten 293 Aminosduren von BRIa-ka (homologe Region) ausgetauscht.

MPQLYIYIRLLGAYLFIISRVQGONLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPEDTLPFLKCYCSGHCPDD AINNT
CITNGHCFAIIEEDDQGETTLASGCMKYEGSDFQCKDSPKAQLRRTIECCRTNLCNQYLOPTLPPVVIGPFFDGS
THWLVLLISMAVCIIAMIIFSSCFCYKHYCKSISSRRRYNRDLEQDEAFIPVGESLKDLIDQSQSSGSGSGLPLL
VQRTIAKDIQMVRQWQ@@@@@E@EE%KWRGEKVAVKVFFTTEEASWFRETEIYQTVLMRHENILGFIASLMISBG
GCTQLWLVTAYHAAGSLHDFLSTAKGVTPQCGLKLARS IAAGLAFLHSEVVGFHGKPPTAHRDIKSKNILVMANN
EACLADFGLALVKTSKGMNGGGTSDEANESGDALPPASLFAGTKRYMAPEI LALY PLVWGGWVRARTQERQT DKK
QSGECDEDNLSIPGELLECRHPLLSFDVYLSTDVYALGLVLWE IWRRCTGKQYELPYYDSVPSDPNFLOMYRVVV
LGEPYDSPCNTLVDLPLPMQVCHLCNHILVGRIGATLEAHRHRRHGGSGRRPSLTMERRGSSDEEWLVRWADVIA
. ECHHPRYTHRLSALRVRKTLTVIEATVS

Abbildung 40 - Aminosidurensequenz der Chimire QEmRSK1-ka-FIA. Grau hinterlegt ist der dem humanen BRIa
ka zugehorige Anteil der Chimire, auf weilem Hintergrund ist der zu EmRSKI zugehorige Anteil geschrieben. Die
Transmembrandoméne ist durch eine Umrahmung hervorgehoben. Die GS-Doméne wird durch einfache
Unterstreichung gekennzeichnet. Die Mutationsstelle fiir die Produktion des BRIa-ka ist durch Fettdruck markiert. Die

eingekringelten Aminosiuren sind die Nukleotidbindungsstelle. Doppelt unterstrichen ist der Loop L45.

Alle Chimiren werden graphisch in der Abbildung 41veranschaulicht.
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EZD JM-D Kinase-D

™ GS ATP-BD L45

:D:D*:D ] | BRIaka
[
i — EnRSKka

o [ el — RS K
I:D:% QEmRSKI1-ka-SG
I:D:‘:IED:_ QEmRSKI1-ka-FIA

Abbildung 41 — Schematische Darstellung der konstruierten Rezeptorchimire. Die Anteile des BRIa-Rezeptors
sind in weill dargestellt, die von EmRSKI1 in grau. Die extrazellulire (EZ-D), die Juxtamembran- (JM-D) und die
Kinase-Domine (Kinase-D) sind durch die oberste waagrechten Linien angezeigt; Die Boxen reprisentieren die
Transmembrandoméne (T), die GS-Box (GS), die ATP-Bindungsdoméne (ATP-BD) und den Loop L45 (L45). Das

Sternchen (*) markiert die Q-D-Mutation.

Alle Chimédren wurden in pSecTag2/Hygro Vektoren fiir die Expression in Sidugerzellen kloniert.
Die fertige Konstrukte wurden sequenziert und nach Bestitigung der Sequenz in E. coli (Top10
Zellen von Qiagen) fiir die Plasmid Aufreinigung vorbereitet (verwendeten Primer: siehe 3.1.3,

Konstruktionsstrategie siehe 3.2.2.14).

4.2.6.4.1 Untersuchung der Kinase Aktivitit der Chimiren QEmRSK1-ka und QEmRSK1-
ka-SG (in Abwesenheit eines Typ II-Rezeptors).

Zuerst wurde untersucht, ob die Chimiren, welche die Q-D Mutation enthalten, ohne Zugabe von
weiteren Faktoren/Rezeptoren die Echinococcus Smads phosphorylieren konnen.

Hierzu wurden jeweils die Chimdre QEmRSKI1-ka und QEmRSKI1-ka-GS zusammen mit den
Echinococcus Smads in HEK293-T Zellen co-exprimiert. Als Negativkontrolle wurden HEK293-T
Zellen ohne Transfektion (1), als Positivkontrolle BRIa-ka/BRII/Smadl (2) verwendet. Es konnte

keine Phosphorylierung der EmSmads durch die Rezeptorchimiren detektiert werden.
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BRIaka - |

BRII - i
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QEmRSK1ka - - i .
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EndoSmads
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Abbildung 42 - Uberpriifung der Kinaseaktivitit der Chimiren. (1) Mock (Negativkontrolle), (2) BRla-
ka/BRII/Smadl (Positivkontrolle); (3-6) QEmRSK1-ka mit EmSmadA (3), EmSmadB (4), EmSmadC (5), oder
Smad1(6); (7-11) QEmRSK1-ka-SG allein (7) oder mit EmSmadA (8), EmSmadB (9), EmSmadC (10), oder
Smadl(11). Der Pfeil markiert die endogenen Smads; der Stern markiert eine unspezifische Bande. Verwendeter

Antikorper: Anti-p-Smadl.

4.2.6.4.2 Untersuchung der Kinaseaktivitit der Chimiare QEmRSK1-ka-SG in Anwesenheit
eines Typ II-Rezeptors.

Im nidchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Anwesenheit eines Typ II-Rezeptors die
Aktivierung der Kinase-Domine ermoglichen konnte. Dabei wurden sowohl ein BRII- als auch ein

TRII-Rezeptor eingesetzt.

QEmRSK1-ka-SG mit den BRII Rezeptor
Bei der Co-Expression von QEmRSKI1-ka-SG mit BRIl in HEK293-T zeigte sich eine

Phosphorylierung von EmSmadB, nicht aber der anderen Smad-Proteine (Abbildung 43)

QEmRSK1-ka-SG mit den TRII Rezeptor
Bei Co-Expression von QEmRSK1-ka-SG mit TRII in HEK293-T wurde keine Phosphorylierung
der EmSmads gefunden. (Abbildung 43).

In diesen Experimenten konnte also gezeigt werden, dass QEmRSK1-ka-SG spezifisch durch einen
BRII Rezeptor aktiviert werden konnte, wohingegen keine Aktivierung durch eine TRII moglich
war. Die Aktivierung von QEmRSK1-ka-SG fiihrte ausschlieBlich zu einer Phosphorylierung von
EmSmadB.
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A)  QEmRSKISGka i + 4 % g
EmSmadA + =
EmSmadC = E - +
EmSmadB *
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Abbildung 43 - Spezifische Aktivierung von QEmRSKI1-ka-SG durch BRIL. A) eine positive Interaktion
QEmRSKI1-ka-SG/BRII konnte gezeigt werden. (1) Mock; (2) QEmRSK1-ka-SG/BRII; (3)QEmRSK1-ka-SG/BRII mit
EmSmadA, (4) EmSmadC oder mit EmSmadB (5). B) QEmRSK1-ka-SG kann nicht von TRII aktiviert werden. (1)
Mock, (2) QEmRSK1-ka-SG; (3) QEmRSK1-ka-SG/TRII; (4) QEmRSK1-ka-SG/TRII/EmsmadA; (5) QEmRSK1-ka-
SG/TRII/EmsmadC; (6) QEmRSKI1-ka-SG/TRII/EmsmadB. Die Pfeile zeigen die Kontrolle des phosphorylierte
EmSmadB (7) und des phosphorylierten EmSmadA (8).

Die Phosphorylierung von EmSmadB durch die Chimdre QEmRSK1-ka-SG war zwar stirker als
die durch EmRSK1 hervorgerufene Phosphorylierung, jedoch immer noch schwicher ausgeprigt

als die durch den humanen BMP Rezeptorkomplex hervorgerufene Phosphorylierung.
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4.2.6.4.3 QEmRSKI1-ka-FIA mit dem BR II-Rezeptor

Um den genauen Aktivierungsmechanismus der Kinaseaktivitit von EmRSK1 zu untersuchen,
wurde das Phosphorylierungsvermogen der Chimidre QEmRSKI1-ka-FIA (in Co-Expression mit
dem BRII-Rezeptor) untersucht. QEmRSKI1-ka-FIA ist die Chiméire, welche von den vier
konstruierten Chimiren den kiirzesten Anteil an EmRSKI1 trigt. Die extrazellulire Domine, die
Transmembrandomine und die ATP-Bindungsstelle stammen bei dieser Chimére von dem humanen
BR1a-ka-Rezeptor. Auch bei QEmRSK1-ka-FIA konnte in Co-Expression mit dem BR II-Rezeptor
eine Phosphorylierung von EmSmadB beobachtet werden, welche jedoch keinen groflen
Unterschied in ihrer Auspriagung zu der durch QEmRSK1-ka-SG produzierten Phosphorylierung

zeigte.

QEmRSK1kaSG  + g, ) )

BRII - e B :

QEmRSK1kaFIA - - i +
EmSmadB p—

Abbildung 44. Aktivitit der Chiméire QEmRSK1-FIA. Als positive Kontrolle wurde QEmTR 1kaSG ohne- oder mit
BRII (1, 2) benutzt. QEmRSK1-FIA ohne- oder mit BRII (3, 4). Die Phosphorylierung von EmSmadB wurde mit einem

anti-phospho-Smad1 Antikorper nachgewiesen.

4.2.6.4.4 Die Kinase-Domiine in der Chiméire QEmRSK1-ka-SG phosphoryliert EmSmadB

Um sicher zu gehen, dass die bei der QEmRSK1-ka-SG-Chimire beobachteten Phosphorylierung
des EmSmadB tatsédchlich durch die Echinococcus- Kinase hervorgerufen wurde und nicht durch
den BRIa-ka-Teil, wurden zwei Konstrukte hergestellt: bei dem ersten wurden die ersten 215 N-
terminalen Aminosiduren von BRIa (Primer kz1Dw 5’-AAGCTTACAATTGAACAATGAC-3’ und
kz1Up 5 -CTCGAGTTTGTGACTGGTCAATAAGG-3’) in den pSecTag2/Hygro-Vektor
eingebracht (BRIakz1: M;-S;s), bei dem zweiten Konstrukt wurden die ersten 245 N-terminalen
Aminosduren von BRIa-ka (Primer kz1Dw 5’-AAGCTTACAATTGAACAATGAC-3’ und kz2Up
5’-CTCGAGATACTTCTCCATATCGGC-3’) in den pSecTag2/Hygro-Vektor kloniert (BRIakz2:
M;-Y245). Diese Konstrukte sind im Vergleich zum gesamten BRIa in Abbildung 45 dargestellt.
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EZ-D JM-D Kinase-D
b GS  ATP-BD L45
[ IBRIa
' | BRIaKz1
[ BRlaKz2

Abbildung 45 - Konstruktion von BRIakzl und BRIakz2. EZ-D: extrazelullire Domine; JM-D: Juxtamembran-
Domine; Kinase-D: Kinase-Domine; T: Transmembrandomine; GS: GS-Box; L45: Loop-L45.

BRIakz1 oder BRIakz2 wurde zusammen mit dem BRII Rezeptor und EmSmadB unter Zugabe von
BMP2 in HEK 293 Zellen exprimiert. Parallel wurde das Phosphorylierungsvermogen der Chimére
QEmRSKI1-ka-SG mit und ohne Zugabe von BMP2 iiberpriift. Als Positiv-Kontrolle wurde der
Komplex BRIa-ka/BRII verwendet. Die Ergebnisse des Experimentes sind in Abbildung 46
dargestellt. Es zeigt sich, dass die neuen Konstrukte BRIakz1 (Spur 3) oder BRIakz2 (Spur 4) trotz
Anwesenheit des BRII-Rezeptors und des BMP2-Liganden keine Phosphorylierung hervorrufen
konnen. Die Chimidre QEmRSK1-ka-SG fiihrte in Co-Expression mit und ohne Zugabe des BMP2-
Liganden zu einer Phosphorylierung von EmSmadB (Spur 1 und 2). Spur 5 =zeigt die
Positivkontrolle.

EmSmadB

QEmRSK1kaSG

BRIkzl

BRIkz2

BRII

BMP2
BRIaka

L S A ST

LR R R
I S S

EndoSmads

EmSmadB

1 2 3 4 5

Abbildung 46 - Bestiitigung der Em-Kinase Aktivitit. QEmRSKI1-ka-SG/BRII phosphoryliert EmSmadB in
Abwesenheit (Spur 1) und Anwesenheit von BMP2 (Spur 2). Trotz BRII-Anwesenheit und BMP2- Zugabe konnten
BRIakz1 (Spur 3) und BRIakz2 (Spur 4) nicht EmSmadB phosphorylieren. BRIa-ka/BRII-Positivkontrolle (Spur5).
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4.2.6.4.5 Zusammenfassung der Chimirenexperimente

Im Versuch mit QEmRSK1-ka konnte keine Phosphorylierung von EmSmadB nachgewiesen
werden, wohingegen bei QEmRSKI1-ka-SG und QEmRSKI1-ka-FIA eine Phosphorylierung
resultierte. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die ersten 215 N-terminalen Aminosiauren von BRIa
(welche den extrazelluldren Teil, die Transmembranregion und die ersten 39 Aminosiuren (K;77-
S»15) der Juxtamembranregion vom BRIa umfassen) keine entscheidende Bedeutung fiir die
Aktivierung der Kinase-Doméne des Rezeptors haben oder, alternativ, diese Region nicht ausreicht,
um die negative Wirkung der Q-D Mutation im Abschnitt des EmRSK1-ka aufzuheben.

Im Experiment mit QEmRSKI-ka-SG hingegen konnte eine Phosphorylierung nachgewiesen
werden. QEmRSK1-ka-SG unterscheidet sich von QEmRSK1-ka dadurch, dass hier nicht nur ein
Teil, sondern die gesamte Juxtamembranregion inklusive GS-Box durch den BRIa-Rezeptor-Anteil
gebildet wird. Es ldsst sich daraus ableiten, dass also der Bereich der Juxtamembranregion wichtig
fiir die Kinaseaktivitidt der EmRSK1-Kinase-Domaine ist.

Die bei QEmRSK1-ka-FIA beobachtete Phosphorylierung war nicht stirker als bet QEmRSK1-ka-
SG. QEmRSK1-ka-FIA unterscheidet sich von QEmRSK1-ka-SG dadurch, dass der BRIa-
Rezeptor-Anteil um 48 Aminosiduren aus dem Bereich der N-terminalen Kinase-Region lidnger ist.
Es lasst sich daraus schlielen, dass dieser Abschnitt von 48 Aminoséduren keine groflere Bedeutung
fir die Aktivierung der Kinase-Doméne der Chimire hat. Der fiir die Aktivierung der Kinase-
Domine wichtige Abschnitt liegt also zwischen den Aminosduren S;;6-Y245 im BRIa-Rezeptor.
Dieser Bereich kann also den negativen Effekt der Q-D-Mutation im EmRSKIlka-Rezeptor
aufheben. Weil der EmRSK1ka-Rezeptor in seiner reinen Form (nicht als Chimére) trotz Aufweisen
einer Juxtamembran-Region keine Kinase-Aktivierung zeigte, kann man daraus schlussfolgern, dass
nur spezielle, kompatible Sequenzen der Juxtamembranregion die positive Aktivierung ausiiben

konnen.

4.2.7 Untersuchung einzelner Mutationen auf die Kinase-Aktivitit des EmRSKIlka

Rezeptors.

In einem Sequenzvergleich der zu der S;j6-Y24s5-Region von BRIa homologen Regionen von
EmRSKI1 und anderen Sduger Typ I-Rezeptoren, zeigte, dass bei den EmRSKI-Rezeptor die
Immunophilin FKBP12 Bindungsstelle fehlte, ein Leucin-Prolin Motiv (L;93 und Pj94 im TRI

Rezeptor), welches normalerweise nach der GS Box aller Sduger Typ I-Rezeptoren vorhanden ist.
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Dessen Hauptfunktion liegt in der Vermeidung einer Aktivierung des TGF Typ I-Rezeptors durch
den Typ II-Rezeptor in Abwesenheit eines Liganden (Charng et al., 1996; Chen et al., 1997). In
einer kristallographischen Strukturanalyse des intrazelluliren Komplexes des TGFB Typ I-
Rezeptors zeigte sich eine direkte Bindung der FKBP12 an die Aminosdure Lj9s und Ljgs des
Rezeptors. Die benachbarten Aminosduren Ljg3 und Pjos zeigten keine direkte Interaktion mit
FKBP12, scheinen aber wichtig fiir die Interfacebestindigkeit zu sein (Huse et al., 1999).

Um nun das Zusammenspiel von dem Aminosduren-Abschnitt S;16-Y245 und der Q-D-Mutation auf
molekularer Ebene niher zu beleuchten, wurde bei verschiedenen Einzelmutationen im Bereich des
Aminosduren-Abschnitt S;;6-Y245 untersucht, wie sie jeweils die positive Aktivierung durch die Q-

D-Mutation beeinflussen.

Mutation K 46L. in der GS-Box von EmRSK1-ka (EmRSK1ILP-ka).

Dabei sollte untersucht werden, welche Rolle das LP Motiv fiir die Aktivierung des EmRSK1ka
haben kann. Uber Mutagenese (siehe Kapitel 3.2.2.13) sollte also das fehlende LP-Motiv im
Echinokokken-Rezeptor nachgeahmt werden. Dazu wurde K4 im EmRSK1-ka Rezeptor durch L

ausgetauscht, der resultierende Rezeptor wurde EmRSK1LP-ka genannt.

Mutation K 4L und Fj4sL in der GS-Box von EmRSK1-ka (EmRSKI1LPLL-ka).

Da aber kristallographisch gezeigt werden konnte (s.0.), dass im humanen TRI-Rezeptor eigentlich
die Aminosduren L;¢9s und L;¢¢ direkte Kontaktstelle fir FKBP12 sind, wurde in EmRSK1LP-ka
noch eine weitere Mutation eingefiigt: Fj4s wurde durch L ausgetauscht.

Abbildung 47 stellt zur Veranschaulichung das humane LP-Motiv der homologen Echinococcus-

Sequenz und nach Einfiigen der einen bzw. beider Mutationen gegeniiber.

EmRSKl-ka EmRSKl-kaLP EmRSKl-kaLPLL BRIa-ka

\

HOTPHHO0O WS PRPYRONO®NOQ®

HOXTPFPHHOMW<SEPRUYHO®NO®Q®
HOXPHHOVWS P HWYHONO®O®
HORPHHITIO< HHYHOQLO®L QW

g = Ser/Thr-K

Abbildung 47 — Gegeniiberstellung von humanem LP-Motiv zur homologen Echinococcus-Sequenz. EmRSK1LP-
ka und EmRSK1LPLL-ka

116



4. Ergebnisse

Nun wurden EmRSKI1LP-ka und EmRSKI1LPLL-ka in HEK293-T Zellen ohne oder zusammen mit
dem BRII Rezeptor co-exprimiert. Als Indikator der Rezeptoraktivitidt wurde die Phosphorylierung
von EmSmadB beniitzt. Als Kontrolle wurde der EmRSK1 Wild-Typ/BRII-Komplex unter externer
Zugabe von BMP2 eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 48 veranschaulicht. Es zeigte sich,
dass die mutante Rezeptorform EmRSKI1LP-ka auch nach Zugabe von BRIl und BMP2 keine
Phosphorylierungsaktivitit hatte (Spuren 4-5). Die Mutante EmRSKI1LPLL-ka hingegen zeigte bei
Anwesenheit des BRII-Rezeptors Phosphorylierungsaktivitit, die unabhingig von der
Ligandenzugabe durch BMP2 war (Spuren 8 und 9). Ohne BRII-Rezeptor fand sich keine
Phosphorylierung (Spur 6 und 7). In der Positivkontrolle des wildtypischen EmRSKI1 in Co-
Expression mit dem BRIl —Rezeptor zeigte sich die entsprechende Bande, die nur nach der
Liganden-Zugabe zu finden war (Spur 1 und s.o.). Es konnte als eine EmSmadB-Phosphorylierung
durch den Rezeptorkomplex EmRSKILPLL ka/BRII festgestellt werden. Das LPLL Motiv hat also

in Zusammenspiel mit der Q-D- Mutation eine positive Wirkung auf die Aktivierung von EmRSKI.

EmSmadB + + + + + - + + +
EmRSK1 - - - - -

EmRSKILPka = + + =t + - - - _
EmRSKILPLLka - o 2 5 o B o + +
BRII + = - + + + il
BMP2 + - + + _ ¥ . £
EndoSmads

EmSmadB

Abbildung 48 — Untersuchung der Phosphorylierungsaktivitit von EmRSK1LP-ka und EmRSKI1LPLL-ka. Als
Kontrolle: EmSmadB/EmRSK1/BRII + BMP2 (Spur 1); Spuren 2, 3: EmSmadB/EmRSK1-ka-LP -/+ BMP2; Spuren 4,
5: EmSmadB/EmRSK1-ka-LP/BRII -/+ BMP2; Spuren 6, 7: EmSmadB/EmRSK1-ka-LPLL -/+ BMP2; Spuren 8§, 9:
EmSmadB/EmRSK1-ka-LPLL/BRII -/+ BMP2.
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4.2.8 Untersuchung der Funktion des Leucin-Zipper-Motivs in EmRSK1 (EmRSK1QLZ-
ka).

Leucin-Zipper sind durch mindestens vier Leucin-Resten charakterisiert, zwischen denen jeweils
sechs unterschiedliche, nicht spezifische Aminosiduren liegen. Leucin-Zipper sind an Protein-
Protein-Interaktion beteiligt (Landschulz et al., 1988), wobei auch Isoleucin in der Anordnung
Leucin funktionell ersetzen kann (Leung & Lassam 1998).

Der EmRSK1 Rezeptor weist viele fiir die Ser/Thr-Kinase-Rezeptoren charakteristische Merkmale
auf. Fine Eigenart, die bislang in keinem anderen bekannten Typ I-Rezeptor der TGFp-
Superfamilie gefunden wurde, ist das Vorhandensein eines putativen Leucin-Zippers bei den
Aminosduren Lzgo-L3g7-Laosa-Laii-1s1g in der Intrazelluldrregion. Interessanterweise wurde auch in
zwel weiteren Ser/Thr Kinasen, die in dieser Arbeit in Echinococcus multilocularis identifiziert
wurden, ein putativer Leucin-Zipper entdeckt. Es handelt sich hierbei um den Rezeptor EmRSK2
(einem dem TGFp Typ I homologen Rezeptor) und um EmTAKI (einer cytoplasmatischen TGFf
aktivierten Kinase). Diese Leucin-Zipper befanden sich dabei nicht in einer Coiled-Coil-Region,
wie es sonst typisch fiir Leucin-Zipper ist (Landschulz et al., 1988).

Es stellte sich die Frage, ob der putative Leucinzipper ein Grund fiir die Inhibierung der Kinase-
Aktivitdit in EmRSKI1-ka ist. Da Leucin-Zipper eine wichtige Rolle bei Protein-Protein-
Interaktionen spielen, wurde als Hypothese aufgestellt, dass Leuzin-Zipper mit der Juxtamembran
Region interagieren konnten und damit deren aktivierenden Einfluss auf die Kinase-Domine
unterbinden konnten. Dann konnte eine Deletion des Leucin-Zippers zur Aktivierung der Kinase-

Domane fiithren.

4.2.8.1. Herstellung eines EmRSK1ka mit C-terminaler Deletion

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden iiber eine PCR nur die 383 N-terminalen Aminosiuren
(M-N3g3) des EmRSK1-ka amplifiziert. Die weiter downstream folgenden 169 Aminosduren (Le9-
Sss2), welche den putativen LZ umfassen, wurden bewusst nicht mit amplifiziert, um somit eine
Leucin-Zipper-freies Fragment zu gewinnen. Dieses wurde nach Verdau mit den
Restriktionsenzymen HindIIl und Xhol in den pSecTag2/Hygro Vektor fiir die Expression in
Sdugerzellen kloniert (Dw Primer 5’-CCTGTAAGCTTAATGAAAAAACATACCA-3’ und
UpPrimer 5’-CTCGAGAATTGTCTTCATCACACTCC-3’). Durch eine Sequenzierreaktion wurde
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die Richtigkeit der Sequenz bestitigt. Das so hergestellte Konstrukt wurde mit EmRSK1@LZ-ka

bezeichnet.

Im nichsten Schritt wurde EmRSK1@LZ-ka gemeinsam mit dem BRII-Rezeptor in HEK293-T Zellen mit und
ohne Zugabe von BMP2 co-exprimiert. Dabei konnte schon ohne Zugabe von BMP2 eine diskrete aber doch
deutliche Bande von phosphoryliertem EmSmadB nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich nach Zugabe des
humanen BMP2 eine deutliche Steigerung der EmSmadB-Phosphorylierung. Dieses Ergebnis unterstiitzte die
Hypothese eines moglichen inhibierenden Effektes der 169 C-terminalen Aminosiuren, welche den LZ

beinhalten, in EmRSK1Ka.

Abbildung 49 zeigt die oben beschriebenen Ergebnisse.

EmRSKI1QLZka + + +
EmSmadB + + -+
BRII - - +
BMP2 = o+ -

++++

EndoSmads

EmSmadB tx

Abbildung 49 — Co-Expression von EmRSK1@LZ-ka mit BRIl und +/-BMP2. Es wurde der EinfluB des C-
Terminus auf die Kinaseaktivitit von EmRSK1ka in HEK293 Zellen untersucht. EmRSK1@LZ-ka/EmSmadB ohne- (1)
oder mit BMP2 (2); EmRSK1@LZ-ka/BRII/EmSmadB ohne- (3) oder mit BMP2 (4); die endogenen Smads sind als

,endoSmads® bezeichnet.

4.29. Verinderung des LP Motivs im humanen BRIaka beeinflusst die Kinase-Aktivitit.
Im néchsten Schritt sollte im Umkehrschluss iiberpriift werden, ob eine Mutation im LPLL-Motiv

des humanen BRIa-ka-Rezeptors zu einer Inaktivierung des Phosphorylierungs-vermogens der

Kinase-Domaine fiihren wiirde.
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4.2.9.1. Mutation L;;;-K des Motivs L,;;,PLL im humanen BRIaka (BRIaKP).

Hier wurde das LPLL-Motiv im BRIa-ka Rezeptor mutiert. L,y; wurde durch K ersetzt, so dass eine
dhnliche Sequenz wie in der homologen Region des EmRSK1 Rezeptors resultierte. Dieser mutierte
Rezeptor wurde BRIaKP genannt. Die Mutagenese wurde dabei wie in 3.2.2.13 beschrieben

vorgenomimen.

BRIaka BRIaKP

s s
G G
—— s s
G G
s s
G G
L — K
P P
L L
L L
v v
Q Q
R R
T T
1 1
a a
K K
D D
1 1

COOH

Abbildung 50 Konstruktion des BRIaKP durch L-K Mutation von BRIa-ka. Leucin 222 in der GS-Box des
humanen BRIaka wurde durch Prolin ersetzt. Dazu wurde das Stratagen Mutagenese-Kit verwendet. Der mutierte

Rezeptor wurde in pSecTag2/Hygro-Vektor fiir die Expression in Sdugerzellen kloniert.

Im nichsten Schritt wurde BRIaKP zusammen mit BRIl in HEK 293 Zellen exprimiert. Als
Indikator der Kinaseaktivitit wurde die Phosphorylierung von Smadl und/oder EmSmadB
verwendet.

Smadl konnte trotz der L-K Mutation durch den Rezeptor BRIaKP weiterhin phosphoryliert
werden, hier hatte also das veridnderte LP-Motiv im BRI-Rezeptor keine Inaktivierung der Kinase
zur Folge. EmSmadB hingegen konnte nicht mehr phosphoryliert werden. Dieses Ergebnis war
iberraschend, zeigte sich hier doch, dass die Phosphorylierungsaktivitit der Kinase-Doméne je
nach Phosphorylierungssubstrat variiert. Dieser Unterschied konnte darin beruhen, dass die beiden

Smads jeweils unterschiedlicher Bedingungen fiir die Phosphorylierungsreaktion bediirfen.
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a) b)
BRlIaka + - o
BRII t f f '
Smadl i + + + o
BRIaKP - + + s : + +
BMP2 i + + EmSmadB - ! _L

BRIaKP

— Smadl

EmSmadB >

Abbildung 51 —-Effekt der LK-Mutation in BRIaKP auf Smadl und EmSmadB. a) BRIaka/BRII/Smad1 ohne- (1)
mit BMP2 (2); BRIaKP/BRII/Smadl ohne- (3) mit BMP2 (4); b) Mock (1), BRIaka/BRII/EmSmadB (2);
BRIaKP/BRII/EmSmadB (3).

4.2.10. QEmRSKI1SG-ka aktiviert den BMP-Signaltransduktionsweg in C2C12 Zellen

Die Aktivierung der Kinasefihigkeit in EmRSK1 durch humanes BMP2 und BRII, konnte durch
eine spezifische Phosphorylierung von EmSmadB nachgewiesen werden (siehe 4.1.11). Im
Vergleich zu der unter denselben Bedingungen stattfindenden Phosphorylierung von EmSmadB
durch den humanen BRIa-Rezeptor war diese jedoch nur sehr schwach ausgeprigt. Weil die
Funktion der Smad-Proteine als Transkriptionsfaktoren von ihrer Phosphorylierung abhingig ist,
stellte sich deshalb die Frage, ob die Kinaseaktivitit des Parasitenrezeptors EmRSKI1 auf

EmSmadB ausreichte, um ein Transkriptionsantwort hervorzurufen.

4.2.10.1. Die Expression von QEmRSK1SG-ka induziert das Reportergen in einem Luciferase

Assay

Um diese Frage zu beantworten, wurde das Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega)
verwendet. Reportergen-Assays sind ein wertvolles Werkzeug fiir die Untersuchung von Signalen,
die das Transkriptionsgeschehen einer Zelle modulieren, wie z.B. die Rezeptor-Signale, die nach
TGFB/BMP Stimulation mittels Signaltransduktoren wie den Smad-Pproteinen bis zum Zellkern
weitergeleitet werden.

Fiir entsprechende Versuche wurde das BMP-sensitive Plasmid pSBE (Jonk et al, 1998), das die
Photinus pyralis-Luciferase unter dem Smad Binding Element Promotor trigt, als Reporterplasmid

eingesetzt. Als Referenzplasmid wurde pRL-TK (Promega), das fiir die Renilla-Luciferase kodiert,
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4. Ergebnisse

co-transfiziert, so dass im gleichen Reaktionsansatz sowohl die Transfektionseffizienz als auch das
Signal des Reportergens gemessen werden konnen. Die Transfektionseffizienz fiir die Reportergen-
Assays hat eine entscheidende Bedeutung, deshalb wurde fiir diese Untersuchung Lipofectamine™
(Invitrogen) als Transfektionsreagenz verwendet. Eine alleinige Transfektion der Chimire
QEmRSKI1SG-ka konnte ebenso wenig wie eine alleinige Transfektion der wildtypischen Form
oder der konstitutiv aktiven Form vom BRIa-Rezeptor eine Transkriptionsantwort auslésen. Auch
nach Zugabe von BMP2 zeigte sich so keine Transkriptionsantwort. Nur unter Zugabe des BRII-
Rezeptors konnte bei allen drei untersuchten Rezeptortypen eine Transkriptionsantwort detektiert
werden. Schon in den vorangegangenen Experimenten war die Notwendigkeit der Anwesenheit
eines Typ II-Rezeptors fiir die Phosphorylierungsfihigkeit der konstitutiv aktiven Form des
Echinococcus-Typ 1-Rezeptors dargelegt worden. Es ist bekannt, dass der Typ II-Rezeptor den Typ
I-Rezeptor durch eine Phosphorylierung aktiviert. Nun sollte der Frage nachgegangen werden,
welchen Einfluss es auf die Transkription haben wiirde, wenn man einen BRII Rezeptor, bei dem
die Kinaseaktivitdt aufgehoben ist, verwenden wiirde.

Bei Expression vom BRII-LF-KR Rezeptor, der keine Kinase-Aktivitdt mehr aufwies (Wieser et al.,
1995; Attisano et al., 1996; Willis et al., 1996), ohne Anwesenheit eines Typ I-Rezeptors konnte
auch nach Zugabe von BMP2 keine Transkriptionsaktivitiat gemessen werden. Wurde hingegen die
nicht mutierte Version des BRII-Rezeptors unter den gleichen Bedingungen exprimiert, konnte eine
Transkriptionsantwort (um Faktor 5, s.u. Tabelle) ausgelost werden. Diese Beobachtung belegt,
dass die Mutation im BRII-LF-KR tatsidchlich die Kinaseaktivitit des Rezeptors aufhob.
Interessanterweise konnte die Co-Expression von BRII-LF-KR zusammen mit wildtypischen BRIa
eine leichte Transkriptionsaktivation auf das Reportergen (ca. Faktor 0,9) auslésen. Bei Co-
Expression von BRII-LF-KR mit der konstitutiv aktiven Form BRIa-ka konnte eine hdhere
Transkriptionsaktivitdt (ca. Faktor 1,3) gemessen werden. Wurde BRII-LF-KR zusammen mit
QEmRSKISG co-exprimiert, resultierte daraus eine ungefihr doppelt so hohe
Transkriptionsaktivitdt des Reportergens (ca. Faktor 2,7).

Unter Verwendung eines BRII Rezeptors mit wildtypischer Kinasedoméne in Co-Expression mit
den verschiedenen Typ I-Rezeptoren lag die Transkriptionsaktivitit wesentlich hoher: in Co-
Expression mit BRIwt konnte ca. der Faktor 5 gemessen werden, mit BRIa-ka ca. der Faktor 6,5
und mit QEmRSK1SG der Faktor von ca. 7. Die Addition vom BMP?2 fiihrte zu keiner wesentlichen
Erhohung der Transkriptionsantwort bei Co-Expression des BRII mit BRIa oder QEmRSKI1SG,
wohingegen bei Co-Expression mit dem wild Typ BRIawt nach Zugabe von BMP2 immerhin eine
Erhohung der Transkriptionsaktivitidt vom Faktor 5,8 auf den Faktor 6,8 beobachtet wurde.

Die Reportergen Analyse zeigt, dass die Chimire QEmRSKI1SG-ka nicht nur, wie in

vorangegangenen Experimenten demonstriert, EmSmadB phosphorylieren kann, sondern auch, dass
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4. Ergebnisse

diese Chimidre bei Anwesenheit eines BRII-Rezeptors das Séduger-Signaliibertragungssystem
komplementierten kann. Denn es konnte gezeigt werden, dass die Echinococcus Kinase-Doméne
(trotz der sich nur gering darstellenden Phosphorylierung von EmSmadB in vorangegangenen
Experimenten) eine Transkriptionsantwort auslosen kann. Diese Aktivitidt war dhnlich oder sogar
hoher als die unter Verwendung des BRIa-ka-Rezeptors gemessene Aktivitiat. Zum anderen konnte
gezeigt werden, dass die Anwesenheit eines TyplI-Rezeptors auch fiir die konstitutiv aktiven Typ I
Rezeptoren zur Auslosung einer Transkriptionsantwort fithrt. Es konnte auch demonstriert werden,
dass ein durch eine Mutation in seiner Kinase-Doméne inaktivierter BMP Typ II-Rezeptor zu einer
deutlich geringeren Transkriptionsantwort des Rezeptor I/Rezeptor II-Komplexes fiihrte, diese aber

nicht komplett verhindern konnte.
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Abbildung 52 Transkriptionseffekt der unterschiedelichen Rezeptor-Komplexe. Die Rezeptorkonstrukte wurden
in C2C12 Zellen zusammen mit dem SBE-Lux Reporter exprimiert, die Luciferaseaktivitit wurde mit (schwarze
Balken) oder ohne (weifle Balken) Zugabe von BMP2 gemessen. Es konnte die Notwendigkeit der BMP Typ II-
Rezeptor Kinaseaktivitit dargelegt werden. Mock: nicht transfizierte Zellen, Negativkontrolle; QEmRSK1SG: Chimére
mit einer Echinococcus Kinasedoméne in konstitutiv aktiver Form; BRIa-ka: konstitutiv aktive Form des BMP Typ I-
Rezeptors; BRIa-wt: wild type Form des BMP Typ I-Rezeptors; BRII-KR: BMP Typ II-Rezeptor ohne
Kinasefihigkeit; BRII: BMP Typ II-Rezeptor mit erhaltener Kinasefunktion. Wo = without /ohne, RLU= relative

Luciferase units
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4.3 Klonierung und Charakterisierung von EmBMP, einem  BMP-

kodierenden Faktor aus E. multilocularis

BMPs gehoren zur TGFB Zytokin-Superfamilie und zéhlen mehr als 30 Mitglieder. Der Name
dieser Wachstumsfaktoren bezieht sich auf ihre besondere Funktion bei Vertebraten, die Knochen-
und Knorpelbildung zu beeinflussen. Dariiber hinaus spielen die BMPs noch verschiedene weitere
Rolle in der Zellentwicklung, -wachstum, -differenzierung und Apoptose (Celeste et al., 1990;
Cunningham et al., 1995; Dunn et al., 1997; Padgett et al., 1987; Reddi, 1995; Storm et al., 1994,
1996; Urist., 1965; Winnier et al., 1995; Zhang et al., 1996).

BMPs sind Homodimere mit einem Molekulargewicht von ca. 30-38 kDa. Sie werden als
Pripropeptide mit einer Lange von ungefihr 400-525 Aminosédure synthetisiert. Vor der Sekretion
wird ein ldngenvariables Pro-Segment abgeschnitten (Roberts et al., 1988; Massague et al., 1990;
Wozney, 1989).

Auf der Suche nach Zytokinen der TGFB Superfamilie, die sowohl eine Rolle bei Wachstum und
Entwicklung von E. multilocularis spielen konnten, als auch an der Wirt-Parasit Interaktion
teilnehmen konnten, wurde in dieser Arbeit sowohl die cDNA des embmp Genes von E.

multilocularis als auch der komplette chromosomale Locus identifiziert und charakterisiert.

4.3.1. Klonierung und Charakterisierung der embmp-Splei3-Varianten

Aus der cDNA-Bibliothek EST von Echinococcus granulosus konnte eine Sequenz identifiziert
werden (BF643002), die eine hohe Homologie zu der cDNA von dem bone morphogenetic protein
2/4 aufweist (Fernandez & Maizels, 2000). In Analogie zu dieser Sequenz wurden die Primer
BMPDw1 (5’-GTTAAACCAATCGGTGAAAA-3’) und BMPup (5°-
ATCTTGATTTTAGGGTCAATA-3’) konstruiert. Mittels PCR konnte ein Fragment von 459 bp
aus der E. multilocularis cDNA amplifiziert werden. Das Fragment entsprach dem C-Terminus des
embmp Genes inklusive des Stopkodons. Die Amplifizierung des embmp 5° Endes war mittels PCR
mit dem Vektor-Primer PJG4-5PR (5’-GATGCCTCCTACCCTTATGATG-3’) und dem Insert-
Primer BMPup2 (5’-GAGATATCGCGAATTGCGC-3’) aus einer cDNA-Bibliothek von E.

multilocularis erfolgreich.
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Die cDNA von embmp besteht aus 1221 bp (ohne Poly A Schwanz). Der C-Terminus der
abgeleiteten Aminosduresequenz zeigt hohe Homologie zu den bone morphogenetic protein (BMP)
Faktoren (BLAST). Das embmp Gen fiihrt zu 3 verschiedenen Spleif3-Varianten der cDNA, die als
EmBMPa, EmBMPb und EmBMPc bezeichnet wurden.

EmBMPa

EmbBMPa wird von 1215 Nukleotiden kodiert, umfasst 405 Aminosduren und hat ein theoretisches
Molekulargewicht von 46 kDa. Das Startcodon befindet sich 121 Nukleotide vom cDNA 5’-Ende
entfernt, das kontinuierliche Leseraster endet an Nukleotidposition 1337-1339 mit einem TGA

Stopcodon.

CGCTGGGTCGAGGGGACATTTGAACCGAGACAGTGGCCAGACCACGGTCCAACAACTGCCGCCATAACTTTTCTTCTCCACTCTCCGTTT 0090

TACCGCAAAGCACCGCAGCCTTCTGGCGCCATGGGAGATAGCAGAGGGTCCGGAAGAACATTAACACGACTTGTAGTGATTGGTCTTCTA 0180
M G DS R G S GGRTULTURIULVYV VI G UL L 0020

CTGCAGGCGGCTCAGACTGCGGCCACGGTGGGCAGCAGTGCTTGTGGAATAAACGAAATTTTTGTGAGTAAGAACCACTCACGGTACGTT 0270
L QA AQTA AATVSGS SACGTINETITFV S KNI BHS SR Y V 005

AGAGCATCAAATATGAAGAAGAGGAGATATTTCGAATCTGGAGTTCCGGATTACCTTTTACAGCTCAGAGARAGACACAGTAGAGAATGG 0360
R A S NM K K RURYFE S GV PD Y L L QL REURUH SR E W 0080

ATGAATTTCGGGCAAACTGACGGTGGACACGGTCCCAGTCTAGGAGTTATTACAACTATACGTCATCACCGAACCACAGGGGCAAACGAT 0450
M NF G Q TDGGHGU®P SL GV ITTTIW RUHHERTTGAND 0110

AGGCAATCACAGTGGCAGAAACGTCAGAGCCTCGATTTCCGCCTTGCACGATTTTCAGTCGGTGAGCAGTTGATAGCGTGCAGTTTGCGGE 0540
R Q S Q W Q K R Q S L DFRULARUFSV GEJZ QULTIW ATCSUL R 0140

CTGCCAATTAGACATTGCATAAACGCATCCACCCCGGTCTCAGTGAAGGTGATTGGTGCAGGGGAGACCCCAAGGGGCGAAGTCTATGTA 0630
L P I RHCTINA ASTU®PV SV KVYVY I GAGETU®PURGEV Y V 0170

GAGGCGGCGGGGACGGCAGGACAGGGACAGAAGGCGTGGCTAAACGTACCACTTCCTCCTGCCTCCCTCTACAATCTCCTAAGACAARAG 0720
E A AGTAGA QGO QI XKAWTILNUVZ®PILU®PUZPA ASTILTYNDNTZLTLR Q K 0200

CGTCTTCTTCGATTGCGAGTTGACCTGGCCGATGCCAACGTAATCGACACCTCGCACACGCCTCATCTCCTGACTTTTCATCGCAGTCGA 0810
R L L RL RVDILADA ANUVVTIIDTSHTU®PUHTULIULTFHIR S R 0230
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GAACGCACTGAACGTCTGARAAGAGCACGAAGAGATACTAGTGCTGATGTGAACCTGGAGGCTTTTGAGCAGAGGAATCCGATARATGAG 0900
E RT ERUL KR ARIRUDTSADV NTLUEA ATFEI QI RNU®PTINE 0260

GTTAAACCAATCGGTGAAAATCGCAAAAAGCGTCGACGAACACGTCCTAAAAGCAAAAGTTGGACARATAATCGGGARAAGCGCAATTCG 0990

VKPIGENRTEKTEKT RRRTIRPIEKSTZ KSTUWTNNTZ REZKTRNS 020

CGATATCTCATGAACCAGCGATACGTCGCCTCAACATGCCAACGGCGTIGACCTCGTGGTTAACTTTAATGCAGTTGGTTGGTCGCGTTGG 1080
R YL MNOGQI RYVA ST CO QI RIRIDILVVNUEFNAVGW S R W 032

GTGATTGCTCCGCCTGCCTACAACGCTGGCTACTGCTACGGCTACTGTCCCTTCCCCCTTTCAGCCCATTTCAATACTACCAACCACGCG 1170
vV IAPUPAYNA ASGY CVYGYCUPVFPULSAUHU FNTTNUHA 0350

ATCATCATCCACCTCATGTACAACTTGGGCGTGGCCCCACCCCAAGTCARACCGCCCTGTTGCACCCCTGTCACCTTCAGTCCCCAGTCT 1260
I I I H L M Y NLGV APUPOQV KU©PUPC CT CTU®PUVTU FS P Q S 0380

ATTCTCTTCTTCGACAGCGACGAGGTCGTTCTGCAAGTCTACGAGGACATGGTTGTCGAGACTTGTGGCTGTCGGTGATATTGACCCTAA 1350
I1 L F FDSODETVTVULOQVYETDMVYVVYVETTCGTCREF¥ 0405

AATCAAGATTTT 1362

Abbildung 53 — EmBMPa: kodierende Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosiduresequenz. Unterstrichen
dargestellt ist das putative Signalpeptid; durch dunkelgrauen Hintergrund sind die Nukleotide der Introns
gekennzeichnet, die nicht aus der cDNA entfernt werden. Der Pfeil zeigt die Stelle, wo das Intron entfernt wurde. Die
Schnittstelle wird durch einen Rahmen markiert. Auf hellgrauem Hintergrund ist die dem aktiven Peptid zugehorige

Aminosiduresequenz dargestellt. Das Sternchen (*) markiert das Stopcodon.

EmBMPb
EmBMPD enthilt 381 Aminosiuren, die insgesamt ein theoretisches Molekulargewicht von 43 kDa
ergeben. Das Startcodon befindet sich in Nukleotidposition 121 vom cDNA 5’-Ende entfernt. Das

kontinuierliche Leseraster endet an Nukleotidposition 1265-1267 mit einem TGA Stopcodon.
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CGCTGGGTCGAGGGGACATTTGAACCGAGACAGTGGCCAGACCACGGTCCAACAACTGCCGCCATAACTTTTCTTCTCCACTCTCCGTTT

TACCGCAAAGCACCGCAGCCTTCTGGCGCCATGGGAGATAGCAGAGGGTCCGGAAGAACATTAACACGACTTGTAGTGATTGGTCTTCTA
M G D S R GS G RTULT RULVVYV I G UL L

CTGCAGGCGGCTCAGACTGCGGCCACGGTGGGCAGCAGTGCTTGTGGAATAAACGAAATTTTTGTGAGTAAGAACCACTCACGGTACGTT
L Q AA QT A ATV G S S A CGTINETIT FV S KNUHSIR YV

AGAGCATCAAATATGAAGAAGAGGAGATATTTCGAATCTGGAGTTCCGGATTACCTTTTACAGCTCAGAGAAAGACACAGTAGAGAATGG
R A S NM K KU RIRYVFE S GGV PDYULULOQULIREIZRUHSTREW

ATGAATTTCGGGCAAACTGACGGTGGACACGGTCCCAGTCTAGGAGTTATTACAACTATACGTCATCACCGAACCACAGGGGCAAACGAT
M N F G Q T b GG G HG P S L GV I TTTIIRHEHEIRTTGAND

AGGCAATCACAGTGGCAGAAACGTCAGAGCCTCGATTTCCGCCTTGCACGATTTTCAGTCGTGAAGGTGATTGGTGCAGGGGAGACCCCA
R Q S Q W Q KR Q S L D FRIL ARG F S VYV K YV I GAGTETTP

AGGGGCGAAGTCTATGTAGAGGCGGCGGGGACGGCAGGACAGGGACAGAAGGCGTGGCTAAACGTACCACTTCCTCCTGCCTCCCTCTAC
R G E V YV EAAGTA AGU QG GOQ K AWTULNVPULUPUPAS L Y

AATCTCCTAAGACAAAAGCGTCTTCTTCGATTGCGAGTTGACCTGGCCGATGCCAACGTAATCGACACCTCGCACACGCCTCATCTCCTG
N L LR Q K R L L RULURV DULADA ANUYVYIIDTSHTUPHTULL

ACTTTTCATCGCAGTCGAGAACGCACTGAACGTCTGAAAAGAGCACGAAGAGATACTAGTGCTGATGTGAACCTGGAGGCTTTTGAGCAG
T F H R S R EIRTEURIULI KU RAIRIRDTSADVNILEA ATFE Q

n

AGGAATCCGATAAATGAGGTTAAACCAATCGGTGAAAATCGCAAAAAGCGTCGACGAACACGTCCTAAAAGCAAAAGTTGGACAAATAAT

R N P I N E V K P I G ENUZRIKI KU RRIRTIRUZPI K S K S WTNN

CGGGAAAAGCGCAATTCGCGATATCTCATGAACCAGCGATACGTCGCCTCAACATGCCAACGGCGTGACCTCGTGGTTAACTTTAATGCA
R E K R N S R YL MNOQIRY V A S T COQIRIRUDIULVYV V N F N A

GTTGGTTGGTCGCGTTGGGTGATTGCTCCGCCTGCCTACAACGCTGGCTACTGCTACGGCTACTGTCCCTTCCCCCTTTCAGCCCATTTC
V G W S R W VI AUPUPAYNAGYCYGYCUPVFUPUL S A HF

AATACTACCAACCACGCGATCATCATCCACCTCATGTACAACTTGGGCGTGGCCCCACCCCAAGTCAAACCGCCCTGTTGCACCCCTGTC
N T T N H A I I I HL MY NUILGV AP UPQV KU®PUPC CTZ CTUPV

ACCTTCAGTCCCCAGTCTATTCTCTTCTTCGACAGCGACGAGGTCGTTCTGCAAGTCTACGAGGACATGGTTGTCGAGACTTGTGGCTGT
T F S P Q s I L F F D S DEV VL QV YEDMVYV VYV ETTC G C

CGGTGATATTGACCCTAAAATCAAGATTTT
R *

Abbildung 54 - EmBMPb: kodierende Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosiuresequenz. Unterstrichen
dargestellt ist das Signalpeptid; Die Schnittstelle wird durch Umrahmung hervorgehoben; Durch dunkelgrauen
Hintergrund sind die Nukleotide des Introns gekennzeichnet, das nicht aus der cDNA entfernt werden. Die Pfeile zeigen

die Stellen an, wo Introns entfernt wurden. Durch hellgrauen Hintergrund ist die dem aktiven Peptid zugehorige

Aminosduresequenz markiert. Das Sternchen (*) markiert das Stopcodon.
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EmBMPc

EmBMPc enthiilt als kiirzeste Isoform 301 Aminoséduren mit einem theoretischen Molekulargewicht
von 34 kDa. 903 Nukleotide kodieren fiir dieses Isoformes. Das Startcodon befindet sich 291
Nukleotide vom cDNA 5’-Ende entfernt. 42 Basenpaare stromaufwirts findet sich ein ,,in-frame

TAG Stopcodon, das kontinuierliche Leseraster endet an Nukleotidposition 1195-1197 mit einem

TGA Stopcodon.

GCGCTGGGTCGAGGGGACATTTGAACCGAGACAGTGGCCAGACCACGGTCCAACAACTGCCGCCATAACTTTTCTTCTCCACTCTCCGTT 0090
TTACCGCAAAGCACCGCAGCCTTCTGGCGCCATGGGAGATAGCAGAGGGTCCGGAAGAACATTAACACGACTTGTAGTGATTGGTCTTCT 0180

ACTGCAGGCGGCTCAGACTGCGGCCACGGTGGGCAGCAGTGCTTGTGGAATARACGAAATTTTTGTGAGTAAGAACCACTCACGCTCAGA 0270
*

GAAAGACACAGTAGAGAATGGATGAATTTCGGGCAAACTGACGGTGGACACGGTCCCAGTCTAGGAGTTATTACAACTATACGTCATCAC 0360
M N F G ¢ T b G G H 6 P §$S L G VvV I T T I R H H 0023
CGAACCACAGGGGCAAACGATAGGCAATCACAGTGGCAGAAACGTCAGAGCCTCGATTTCCGCCTTGCACGATTTTCAGTCGTGAAGGTG 0450
R T T G A N D R Q S Q W Q@ K R Q §s L D F R L A R F S VvV V K V 0053
ATTGGTGCAGGGGAGACCCCAAGGGGCGAAGTCTATGTAGAGGCGGCGGGGACGGCAGGACAGGGACAGAAGGCGTGGCTAAACGTACCA 0540
I 6 A G E T P R G E V ¥ V E A A G T A G Q G Q K A W L N V P 0083
CTTCCTCCTGCCTCCCTCTACAATCTCCTAAGACAAAAGCGTCTTCTTCGATTGCGAGTTGACCTGGCCGATGCCAACGTAATCGACACC 0630
L P P A S L ¥ N L L R Q K R L L R L R V D L A D ANV I D T 0113
TCGCACACGCCTCATCTCCTGACTTTTCATCGCAGTCGAGAACGCACTGAACGTCTGAAAAGAGCACGAAGAGATACTAGTGCTGATGTG 0720
S H T P H L L T F H R S R E R T E R L K R A R R D T s A D V 0143

AACCTGGAGGCTTTTGAGCAGAGGAATCCGATAAATGAGGTTAAACCAATCGGTGAAAATCGCARAAAGCGTCGACGAACACGTCCTAAA 0810

NLEAFEQRNPINEVKPIGENRRTRPK01'73

AGCAAAAGTTGGACAAATAATCGGGAAAAGCGCAATTCGCGATATCTCATGAACCAGCGATACGTCGCCTCAACATGCCAACGGCGTGAC 0900
S K S W T N N R E K R N S R Y L M N Q R Y Vv A s T C Q R R D 0203

CTCGTGGTTAACTTTAATGCAGTTGGTTGGTCGCGTTGGGTGATTGCTCCGCCTGCCTACAACGCTGGCTACTGCTACGGCTACTGTCCC 0990
L VvV V N F N A V G W S R W V I A P P A Y N A G ¥ C Y G Y C P 0233

TTCCCCCTTTCAGCCCATTTCAATACTACCAACCACGCGATCATCATCCACCTCATGTACAACTTGGGCGTGGCCCCACCCCAAGTCAAA 1080
F P L S A H F N T T N H A I I I H L M ¥ N L G V A P P Q V K 0263

CCGCCCTGTTGCACCCCTGTCACCTTCAGTCCCCAGTCTATTCTCTTCTTCGACAGCGACGAGGTCGTTCTGCAAGTCTACGAGGACATG 1170
P P C C T P V T F S P Q s I L F F D s D E V V L 9 V Y E D M 0293

GTTGTCGAGACTTGTGGCTGTCGGTGATATTGACCCTAARAATCAAGATTTT 1221
vV V E T C G C R * 0301

Abbildung 55 - EmBMPec: kodierende Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosiuresequenz. Bei dieser Spleif3-
Isoform sind alle Introns entfernt. Die Entfernung des ersten Introns dndert das Leseraster und fiihrt zu einem
Stopkodon, die resultierende Sequenz kodiert nicht fiir ein Signalpeptid. Das Sternchen (*) markiert die Stopcodons am
5’- und 37 Ende der Sequenz. Die Schnittstelle wird durch einen Rahmen markiert. Vor hellgrauem Hintergrund ist die
dem aktiven Peptid zugehorige Aminosduresequenz dargestellt. Die Pfeile zeigen die Stelle, wo die drei Introns entfernt

wurden.
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4.3.2. Der chromosomale Locus von embmp

Aus der chromosomalen DNA des H95-Isolates konnte der chromosomale Locus von embmp mit
spezifischen Primern in seiner gesamten Lénge charakterisiert werden. Er misst vom Anfang der
Sequenz bis zum Stopcodon 2013 Basenpaare. Darin finden sich 3 Introns im N-terminalen
Bereich des Genes, die wihrend der mRNA-Prozessierung unterschiedlich abgesplei3t werden. Die
Introns haben unterschiedliche Langen von 70 bis zu 677 bp. Werden alle drei Introns wihrend des
SpleiBvorgangs entfernt, entsteht daraus EmBMPc, welches kein putatives Signalpeptid hat.
Werden das zweite und dritte Intron von der mRNA abgetrennt, resultiert daraus EmBMPb,
welches zum Unterschied von EmBMPa ein putatives Signalpeptid enthédlt. EmBMPa entsteht,
wenn nur das dritte Intron von der mRNA durch Splicing abgeschnitten wird. Es enthélt dhnlich wie

bei EmBMPD ein putatives Signalpeptid.

embmp chromosomaler Locus

Intron 1 Intron 2 Intron3 BMP Domine

M

[ % CC CC C C
Signal
peptid

Splicing
cDNA &

Si 1 GEQLIACSLELPIRHCINASTPVYS
igna
Pegptid M Intron 1

Intron 2

MGDSRGSGRTLTRLVVIGLLLQAAQTAATVGSSACGINEIFVSKNHSRYVRASNMKKRRYFESGVPDYLLQLRERHSREWMNF

Intron 1
Signal M I
peptid ‘ s e —r CC o |
Stop
codon M |
> e C C CC C C I
*EPLTLRERHSREWMNF

Abbildung 56 — Der chromosomale Locus von embmp und die drei SpleiB3-Varianten. In der obersten Reihe ist der
komplette chromosomale Locus von embmp dargestellt. In den ndchsten Reihen sind die verschiedene Splei3-
Varianten: embmpa, embmpb, embmpc gezeigt. Das Start-Metionin (M); Das Signalpeptid ist im grau markiert; die

Sieben Cysteine in der BMP Region werden durch ein C angezeigt.
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Exon Nr. Stelle GroBe (bp) | 5° Spleil-Donor 3 Splei3- | Intron- Unterbrochene
Akzeptor grofle (bp) | Aminosédure

1 1-143 143 TCA CG gta cgt tta cag CTC 70 R (48)

2 214-391 178 GTC G gtg agc tct cag TG AAG | 72 V (131)

3 464-780 317 GAG gtt agg ttg cag GTT 677 -

4 1458-1892 | 435

Tabelle 15 - Die Exon-Intron Organisation in embmp. Dargestellt sind die Stellen im Gen, wo die Introns die mRNA
unterbrechen. Die Codons des Leserasters in der Exon-Intron-Ubergangsregion sind aufgefiihrt. Dabei sind die
Sequenzen der Exons in GroBbuchstaben und die der Introns in Kleinbuchstaben geschrieben. Die Linge der
jeweiligen Exons bzw. Introns ist in bp angegeben.

4.3.3. Expressionsanalyse von embmp in 2 verschiedenen E. multilocularis Larvenstadien.

Im nidchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Expression von embmp spezifisch fiir
bestimmte Entwicklungsstadien von E. multilocularis ist. Dazu wurden genspezifische PCRs mit
zuvor gewonnener Metazestoden-cDNA und Protoskolex-cDNA durchgefiihrt. Die dabei
eingesetzten Primer BMPdwl (5’-GTTAAACCAATCGGTGAAAA-3’) und BMPupl (5°-
ATCTTGATTTTAGGGTCAATATC-3’) waren dabei gegen die in allen drei SpleiB-Varianten
gleich vorkommende BMP-Doméne gerichtet (Siehe Abbildung 57). Aus beiden Ansitzen konnten
klare Banden fiir embmp amplifiziert werden. Es zeigte sich also keine stadienspezifische

Expression von embmp.

Abbildung 57- Expressionsanalyse von embmp2 in verschiedenen Larvenstadien. (1) Leiter. Sowohl im PCR-
Ansatz mit Metazestoden-cDNA(2) als auch Protoskolex-cDNA (3) als template mit gegen embmp gerichteten Primern
zeigt sich in der Gelelektrophorese eine deutliche Bande. Es zeigt sich also keine stadienspezifische Expression dieses
Genes.
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4.3.4. Strukturmerkmale von EmBMP

Beim Vergleich der 3 Isoformen von EmBMP mit den Datenbanksequenzen fand sich eine hohe
Homologie zu den bone morphogenetic protein Faktoren, wobei die hochste Homologie zu
humanen BMP2/4 war.

In Analogie zu den anderen BMPs konnte man riickschlieBen, dass das Prapropeptid bei EmBMPa
die ersten 302 Aminosiduren, bei EmBMPb die ersten 278 Aminosiduren und bei EmBMPc die
ersten 198 Aminosduren umfassen wiirde. Durch den Verdau des Propeptids wiirde ein reifes
Protein freigesetzt, welches sich aus den 103 C-terminalen Aminosduren zusammensetzte. Dieses
C-terminale Fragment von EmBMP enthilt, genau wie bei anderen BMP-Molekiile, die
charakteristischen sieben Cystein Reste. Bei den anderen BMP Faktoren wurde schon beschrieben,
dass sechs von diesen sieben Cystein-Resten hoch konserviert sind und einen Cystein-Knoten

formieren. Dieser ist wichtig fiir die Homodimerisierung des BMP Faktoren.

NS-K--IPKASEVETELEA IFMBY LBE NSk < v o DY - SEes HsBMP2
iy 1, DO S TIARRK NMO ElITIY v Clefeleial DmDPP

EmBMP

HSBMP3

Abbildung 58 - Sequenzvergleich von BMP Homologen verschiedener Organismen. HsBMP2: Homo sapiens
BMP2 (P12643); DmDPP: Drosophila melanogaster Decapentaplegic (ACP07713); EmBMP: Echinococcus
multilocularis BMP (diese Arbeit); HSBMP3: Homo sapiens BMP3 (P12645). Die konservierten Aminosduren sind

durch schwarzen Hintergrund hervorgehoben. Die charakteristischen Cysteine sind durch Sternchen (* ) markiert.
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4.4. Klonierung und Charakterisierung der cDNA fiir ein ,,TGFp Activated
Kinase* (TAK) -Homologes aus E. multilocularis (EmTAK1).

Die TGFp-Faktoren konnen nicht nur den kanonischen Signaliibertragungsweg iiber die Smad-
Proteine, sondern auch die von der Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) bestimmten
Signalwege aktivieren (Atfi et al., 1997; Adachi-Yamada et al., 1999; Hocevar et al., 1999; Iwasaki
et al., 1999; Sano et al.,, 1999. MAP Kinase-Signaliibertragungswege setzen sich aus 3
Proteinkinasen zusammen: MAPKKK (mitogen activated protein kinase kinase kinase), MAPKK
(mitogen activated protein kinase kinase) und MAPK (mitogen activated protein kinase). Im ersten
Schritt phosphoryliert und aktiviert eine MAPKKK eine MAPKK. Diese phosphoryliert und
aktiviert dann eine MAPK (Nishida & Gotoh, 1993; Blumer & Johnson, 1994; Marshall, 1995).

Die humane TGFp Aktivierte Kinase 1 (TAK1) war die erste identifizierte MAPKKK, die iiber das
TGFp- und BMP-Signaliibertragungssystem aktiviert wird (Yamaguchi et al., 1995). TAKI1 kann
auch von Interleukin 1- (IL-1), vom Tumor Nekrose Factor o - (TNFa) und von Toll Like-
Rezeptoren aktiviert werden (Holtmann et al., 2001; Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Sakurai et al.,
1999; Takaesu et al., 2000; Irie et al., 2000). Viele Downstream-Effekte von TAK1 involvieren die
»otress Activated Protein Kinasen* (SAPKs) wie zum Beispiel JNK und p38. Dabei aktiviert
TAKI1 die SAPKs iiber MAPKKs wie z.B. MKK6, MKK3 (p38; Moriguchi et al., 1996; Shirakabe
et al., 1997), MKK4 und MKK7 (JNK; Yamaguchi et al., 1995)

4.4.1. Klonierung und Charakterisierung der emtakl-cDNA

Aus dem Plasmid Ig312 aus der cDNA-Bibliothek, die fiir das Metazestoden-Stadium von E.
multilocularis hergestellt worden war (Hubert et al., 2004), konnte ein 250 Nukleotid-langes
Fragment isoliert werden, welches fiir ein Protein kodierte, das hohe Homologie zur Familie der
TAK1-Proteine aufweist. Das zugehdrige Gen wurde darum als emtakl bezeichnet. Uber eine 5°-3’
RACE PCR mit den Primer PU (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’) und TAKup3 (5’-
GTACGTTTCGCGGTAGTTG-3’); TAKdw3 (5’-ACCTGGCGATGGTCAGGA-3’) und PJG4-5-3
(5’-TTGGAGACTTGACCAAACCT-3’) konnte die komplette Sequenz identifiziert und
charakterisiert werden.

Die gesamte in dieser Arbeit bestimmte cDNA von emtakl umfasst ohne Poly A Schwanz 1740
Nukleotide. 51 Nukleotide stromaufwiérts des Startcodons ist ein ,,in-Frame* Stopcodon lokalisiert.

Ein Spliced-Leader konnten nicht identifiziert werden. Das Startcodon befindet sich 81 bp vom
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cDNA 5’-Ende entfernt. Das komplette Leseraster endet an der Nukleotidposition 1582-1584 mit
einem TAA Stopcodon. Das kodierte Protein EmTAK umfasst 500 Aminosduren mit einem

Molekulargewicht von 57 kDa (Siehe Abbildung 59).

TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTCCGCGGGGGCGATTTGTTTCCACTAAGACTGAAACGGATGGATGCC (090
* M D A 0003

GATAGACCTGCCCCCAAZ—\GTGGCTCAGTATAATCATCCGAACCC‘ATCTGACGATGAGCTTAGGTZ—\TTGTGTGGAGAGAGTTAAGTCCGTA 0180
D R PA P KV AQVYNUHUZPNUZPSDDETLIZ RYCVETRUV K s v 0033

TTTAATATACCCGAGGATGAAATTCAAATTGAGAAAAA&GTGTATCAGGAGGAAGTTTTGGGGZ—\TGTCTCATTCGGCACATACCGTGGA 0270
F N I P EDETISGQTIZETIZ KU K SV S GGSF GDUV S F GT Y R G 0063

AAAAATGTGGTGAAAAAGGATTTTAAATTTTTCGCTACGAAGAATGAGCGCAAGTACAACTACCGCGAAACGTACACGCTTGACGCCTGC 0360

KNVVKKDFKFFATKNERKYNYRETYTLDAC‘0093

AATCACATAAACATCGTCAATTTTATTGGTGCCGGTCCTGACACGGGAAAAGCTAACGTTCGCTATGTTGTCATTGAGCGGGCGACAAAC (0450
NHINIVNFIGAGPDTGKANVRYVVIERATN‘(]]Z:‘,

GCCTCCCTGGCAGAGC*"CATTGAAT CAAGCACTGCATACTCCATTTGGCACGTGATGCTCTGGAACTTGCATCTCGCAGATGGGTTGGCG 0540

A S L A E L I E S S T A Y S I W HV ML WNTILUHTULA AUDG L A 0153

TATCTTCACTCTCGTCCTGAGCCAATCATCCATCGGGACCTGAAACCCGCCAACATGCTCCTCTTTGATGGGTGCACCATCCTCAAGATA 0630

Yy L H S R P E P|I I H R DUIL K PANMTLIUL F D G C T I L K I 0183

AGCGACTTTGGTACGICAAAGATTATTGAGGCGGGCAAGGAGGACTTGCAGTCGCTAAATCAGGGCTCGCGTATCTATATGGCACCAGAG 0720
S D F GT S K I I EAGZ XK EUDIULSGQ S L NOQOGSURI Y MAUP E 0213

GTACAACAG&GCCGTGTTGGTGAAAGTTATGCCCAGTATACGGAGAAGGTGGATATATACAGTATGGCGGTTTCACTCTGGGAGATGTTG 0810
V Q Q R RV GE S YA Q Y TE K VDI Y S M AV S L WEMMTUL 0243

ACACGAAGATTGGAGCAAZ—\ATGTGAATCCTCGCTGTATGAAGATCCGTTCATGTCCACCCTTTCTAGAATGCCTATTTGCTCC?EGGAATG 0900
T R RLEQNUVNU P RTCMIEKTIWZ RS ST CUZPU®PVFULTETCILT FA ATRGM 0273

GCAGAGGATCCCGCTCAGCGACCAACAGCCTTACAATTGGTTCGATTGCTAGATTTCATTATGCGTARAGTCTGCATGATGAACACCTCC (0990
A EDPAQURPTA AL QLU VI RTILULUDT FTIMZPBRIEKT VYT CMMMNT s 0303

GAGCTACGCATTGAATTTGAGAGCGTTGGGATTCCCAGTGTCTATCAACAGACTGCCACACAACTTGTCGATAC GAATACCATAAAACAG 1080
E L R I E F E S V G I P S V Y Q Q T AT Q L V DTNTTI K Q 0333
GAGGGCTCATCACATTGTAGTCTGCCTGAAGAAATGATGACTATGCAAGTTTCTGACTCCAGGTCAAAAGTTATCTCTGAGARGAGAACA 1170
E G S S HCSLU?PEZEMMTMMOQV S D SR S KUV I S EE KU RT 0363
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CCTGGCGATGGTCAGGATTTTCAATGTTATGTCACCACTGACGCGACTCTTTTCAATCGTCCATCTGATGCCTCTATCTACTGCGGGGCA 1260
P GDGO QDT FOQCJYVTTDA ATTLTFNT RTEPSTDA AT STITYTCSGAa 039

AGATGTCGGCAATCGCCTTCGAA AGAGGAGGTTGCTGCGTTAGACATGAAGCTGGTTCCCCTGCTTCTACGGCCGGTTCACCCTGCTGGC 1350
R CRQ S P S KEEVA AATLT DM E KT LVZ?PILTULTZLTZRZPVHUPAG 0423

GGTTCAAAGCCCGAGATGGAGTTGTACCATAAACATACTGAGCTGGCGAGGGAGTATATCAGACTTGACGAGGAGATAAAACGCTTGAAT 1440
G S KPEMEI((YHE KEHTEI(@LARESTYTIRI(@DDETETTZ KR RI(DLN 043

AAGCTGTGGGACGATAGAGTGACGCAAATTGTCTCGGAGAAGGGCATTAAACCCAAGCATGTTGACAAGTGGAAAGAACGCATCAGGGAG 1530
K L WDDU RVTZGQTIVSTETZ KT GTITZ KT PZEXKUHT VTDTZ KTWZEKTETRTIRE 048

TACTGCAACCTCTGCGTCATTTTGTCGCGTGAAGTACAAAAGTCTGGACGCTAAGGACACTGAAATTTTATTGARACTGCCATCTACGTA 1620
Y ¢ NL CV I L SREUV QK S G R * 0500

AAGCTGCCAATAACCGGATTAACACTTTTTATTCATCCGATACCTTCTTAACCCTTCTCCTCTTTTAAAGCCATGTCTTGTGATGAGTCT 1710

GCTGTCATCAATACTAGGGGCTTATTTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAARAAAARAAAARAAA 1800

Abbildung 59 — Nukleotidsequenz der emtakl cDNA und die abgeleitete Aminsiduresequenz. Die Pfeile zeigen die
Stelle an, wo Introns entfernt wurden. Kontinuierlich unterstrichen dargestellt ist die Tyrosin Kinase Doméine. Die
Umrahmung zeigt die charakteristische MAP-Kinase Region. Unterbrochen unterstrichen dargestellt ist die Ser/Thr-
Kinase Doméne. Ihr aktives Zentrum ist durch einen grauen Hintergrund hervorgehoben. Der putative Leucin-Zipper ist

durch auf grauen Kreisen geschriebenen L’s angezeigt. Sternchen (*) markieren die Stopcodons.

4.4.2. Strukturelle Merkmale von EmTAKI1

Das EmTAKI1 Protein ist in seiner gesamten Struktur den TAK1-Proteinen von Vertebraten dhnlich.
EmTAKI enthélt sowohl eine N-terminale Protein Kinase-Domaéne als auch eine lange C-terminale
Domine. Dabei besitzt EmTAKI eine Sequenz, die vermuten lésst, dass es sowohl eine Ser/Thr-
als auch eine Tyrosin-Kinase Aktivitit aufweist. Die MAP Kinase Domine ist zwischen F4-Cj7s,
die Ser/Thr Protein-Kinase Domine zwischen 1162-1L.174 lokalisiert. Die ATP-Bindungsstelle findet
sich im Bereich von Vg3-Kgs. Ein putativer Leucin-Zipper (Psortll-Program) wird durch folgende

Leucine angezeigt: L431—L438—L445—L452.
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MAPK Domane

EmTAK1

ol

ATP-BD

Ser/Thr K

Abbildung 60 Strukturelle Charakteristika von EmTAKI1. Schematische Darstellung des EmTAKI1 Proteins.
Wichtige Motive sind wie folgt gekennzeichnet: ATP-BD: ATP-Bindungsdoméne; Ser/Thr K: Serin/Threonin Kinase-
Domine; MAPK: MAP Kinase-Doméne; LZ: Putative Leucinzipper.

4.4.3. Charakterisierung des chromosomalen emtakl Locus

Unter Verwendung spezifischer Primer gegen emtakl in Form mehrere iiberlappender Fragmente
konnte der komplette chromosomale Locus charakterisiert werden. Er enthidlt insgesamt 2650
Basenpaare, die sich auf 6 Exons mit einer Linge von 53 bis 688 bp und 5 Introns mit einer Lange
von 49 bis 530 bp aufteilen.

AuBer dem ersten Intron, welches im Bereich des 3’-Splei3-Akzeptors eine GG Sequenz aufweist,
haben alle Introns von Echinococcus emtakl die beiden kanonische 5’-GT-AG-3" Dinukleotide im

Bereich der 5° SpleiB-Donor Sequenz bzw. der 3’ Splei3-Akzeptor Sequenz.

Exon Grofe Intron- Unterbrochene
N©. Stelle (bp) 5’ Spleifl-Donor 3’ Spleif3-Akzeptor grofe (bp) | Aminosiure

1 1-53 53 AAC CC gta agc ttt cgg A TCT 530 P (18)

2 584-668 85 AAG gta cat ttt aag AGT 119 -

3 788-1034 247 GAG C gta agt ttt tag TC ATT 49 L (129)

4 1084-1347 264 CAG C gta ggt acc tag GC CGT 129 R (217)

5 1447-1639 163 GCT CG gtg aga gtt tag T GGA 83 R (271)

6 1723-2410 688

Tabelle 16 —Die Exon-Intron Organisation in emfakl. Dargestellt sind die Stellen im Gen, wo die Introns die mRNA

unterbrechen. Die Codons des Leserasters in der Exon-Intron-Ubergangsregion sind aufgefiihrt. Dabei sind die

Sequenzen der

jeweiligen Exons bzw. Introns ist in bp angegeben.

Exons in GroBlbuchstaben und die der Introns in Kleinbuchstaben geschrieben. Die Lénge der
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4.44. Nachweis der Parasiten-Spezifitit von emtakl

Zur Bestitigung, dass emtakl spezifisch E. multilocularis entstammt und nicht aus einer
Kontamination mit Wirts-RNA in der cDNA herriihrt, wurden verschiedene genspezifische PCR-
Reaktionen aus chromosomaler Wirts- und Parasiten-DNA durchgefiihrt. Das fiir die Meriones
spezifische B-Tubulin Gen konnte nur in dem Wirtsmaterial und emtakl mit den Primer TAK15dw
(5’- ATGGATGCCGATAGACCTG-3’) und TAKI13up (5’- GTACGTTTCGCGGTAGTTG-3")
nur in dem Parasiten Material nachgewiesen werden, was die Spezifitit von EmTAKI1 bestitigte

und eine Kontamination ausschloss.

Abbildung 61. Nachweis der Parasiten-Spezifitiit von emfakl. Als template wurde in beiden hier dargestellten PCR-
Ansitzen in vitro kultivierte Metacestoden-DNA eingesetzt. Im ersten Ansatz (Spur 2) wurden als Primer spezifisch
gegen das Meriones B-Tubulin-Gen gerichtete Oligonukleotide verwendet. Im zweiten Ansatz (Spur 3) kamen Primer

gegen das emtakl-Gen zum Einsatz. Spur 1 = Marker.

4.4.5. Analyse der Expression von emtakl in zwei verschiedenen E. multilocularis-

Larvenstadien

Auch bei emtakl sollte untersucht werden, ob die Expression des Genes fiir bestimmte
Larvenstadien spezifisch ist. Dazu wurde unter gleichen Versuchsbedingungen wie bei embmp
(Kapitel 4.3.3) gearbeitet, nur dass hier fiir emtakl die spezifische Primer TAKldw (5°-
GGGGATGTCTCATTCGGC-3’) und TAKlup (5’- GTCCAGACTTTTGTACTTC-3") verwendet
wurden. Sowohl im Metacestoden- als auch im Protoskolex-Material konnte emtakl nachgewiesen

werden, so dass keine stadienspezifische Expression fiir dieses Gen vorliegt.
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Abbildung 62. Expression von emtakl in Metazestode und Protoscolex. Die Expression von emtakl in zwei
verchiedenen E. multilocularis- Larvenstadie wurde untersucht. Im ersten Versuchsansatz (Spur 2) wurde als template

Metazestaoden-cDNA eingesetzt, im zweiten Ansatz (Spur 3) Protoscolex- cDNA. Marker (1)

4.4.6. TAK Interaktionsuntersuchungen mittels yeast two hybrid

Mittels YTH sollte eine Interaktion zwischen den EmSmad Faktoren und EmTakl1 {iberpriift
werden. Dafiir wurden zunéchst verschiedene YTH-Vektorkonstrukte hergestellt: Zuerst wurde der
ORF von emtakl in beide Vektoren kloniert, dann wurde eine mutierte Form emtaklm, die eine
Deletion der ersten 22 Aminosiuren aufweist, in beide YTH Vektoren kloniert. Die mutierte Form
vom emtakl wurde deshalb eingesetzt, weil eine konstitutiv aktive Form von humanem TAKI1
identifiziert werden konnte, die sich durch ein Fehlen der ersten 22 Aminosduren auszeichnete
(Yamaguchi et al., 1995). Nach Uberpriifung der korrekten Sequenzen mittels einer Sequenzanalyse
wurde durch verschiedene Vektorkombinationen eine Interaktion von EmTAKI1 mit den MAP
Kinase-Faktoren wie EmRas, EmRal und EmMKK aus E. multilocularis (Spiliotis et al., 2004,
2005) untersucht. Die untersuchten Vektorkombinationen und die Interaktionsergebnisse sind in
Tabelle 17 dargestellt.

Es konnte weder eine Interaktion von EmTAKI1 in seiner wildtypischen Form noch in der mutierten
Form mit den EmSmads oder EmMAP-Kinase-Faktoren detektiert werden.

Im niéchsten Schritt wurden die mutierten Formen der EmSmads eingesetzt. Es zeigte sich eine
deutliche Interaktion zwischen EmTAKI1 und der mutierten Form von EmSmadA-m. Mit
EmSmadB-m und EmSmadC-m wurde keine Interaktion beobachtet, so dass die Interaktion

zwischen EmMTAKI und EmSmadA-m als spezifisch angesehen werden kann.
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A)
EmSmadA- EmSmadB- EmSmadC - | EmRas- EmRal- EmMKK-
AD AD AD AD AD AD

EmTAKI- - - - - - -

BD

EmTAKIl-m- | - - - nd nd nd

BD

B)

EmSmadA-m-AD EmSmadB-m-AD EmSmadC-m-AD

EmTAKI1-BD +++ - -

Tabelle 17 — Uberpriifen der Interaktionsfihigkeit vom EmTAKI1 mittels YTH. A) Uberpriifung der Interaktion
mit wt EmSmads und EmRas, EmRal und EmMKK. Weder EmTAK1 wild type noch EmTAKI1-m zeigten eine
Interaktion mit den Echinococcus Faktoren. nd = not done. B) Uberpriifung der Interaktion mit den konstitutiv aktiven
EnSmads-m. Es zeigt sich eine starke Interaktion zwischen EmTAKI1 und EmSmadA-m. Keine Interaktion mit den

anderen Faktoren.
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5 Diskussion

5.1 Das TGFp-Signaltransduktionssystem in E. multilocularis

Echinococcus multilocularis ist der Erreger der alveoldren Echinokokkose, einer tddlichen
Parasitose. Bislang gibt es noch kaum molekulare Daten iiber den Erreger; insbesondere weifl man
wenig iliber die Mechanismen, welche essentiell fiir das Wachstum und die Entwicklung des
Parasiten sind. Die aktuelle Therapie besteht in einer lebenslangen Einnahme von
Benzimidazolpriparaten, die einen parasitostatischen Effekt haben. Genauere molekulare und
biochemische Kenntnisse iiber den Parasiten konnten neue und effizientere Therapie-mdoglichkeiten
fiir die Behandlung der Echinokokkose aufdecken.

Man kann davon ausgehen, dass E. multilocularis ein oder mehrere Systeme von hoch regulierten
Wachstums- und Entwicklungs-Mechanismen entwickelt hat. Diese wiirden dann erméglichen, dass
das jeweilige Entwicklungsstadium im jeweiligen Wirt zum jeweils richtigen Zeitpunkt durchlaufen
wird.

Die Faktoren der TGFP Superfamilie iiben einen kontrollierenden Einfluss auf viele zelluldre
Mechanismen aus, so z.B. auf das Wachstum, die Zelldifferenzierung, die Immunantwort und auf
die Apoptose. TGFpB-Faktoren konnten in den verschiedensten Organismen identifiziert werden, so
z.B. in Vertebraten, Insekten und Nematoden (Massagué, 1998). Man geht daher davon aus, dass
diese Faktoren in allen tierischen Zellen vorhanden sind. Besonders iiber die Struktur von TGFj-
Signalfaktoren bei Lophotrochozoen, denen u.a. der Trematode Schistosoma mansoni und der
Zestode E. multilocularis angehoren, liegen bislang jedoch kaum Daten vor.

In der vorliegenden Arbeit wurden entsprechende Mechanismen an E. multilocularis, einem
Vertreter der dritten groen Gruppe der Helminthen, den Zestoden, durchgefiihrt. Dies ist u.a.
deshalb von besonderem Interesse, da unter Verwendung eines in vitro-Kultursystems fiir E.
multilocularis bereits deutliche Effekte eines TGFp dhnlichen Zytokins (BMP2) auf das Wachstum

des Parasiten beobachtet werden konnte (Spiliotis & Brehm, nicht publizierte Daten).

5.2 Echinococcus Smads als TGFp/Activin- und BMP-Signaltransduktoren

Mit dem Ziel der Charakterisierung der TGF(-Signaltransduktion in Zestoden wird in dieser Arbeit
zuerst von der Identifikation von neuen Mitgliedern der Familie der Smad-Proteine berichtet, die im

Fuchsbandwurm E. multilocularis exprimiert werden.
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Einer dieser charakterisierten Faktoren, EmSmadB, zeigte strukturelle und funktionelle
Eigenschaften, welche denen der Smad-Proteine von Vertebraten dhnlich sind. EmSmadB enthilt
hoch konservierte MH1- und MH2-Dominen, eine Prolin-reiche Linker-Region mit mehreren
putativen Phosphorylierungsstellen fiir die Mitglieder der MAPK-Familie sowie eine C-terminales
SSVS-Motiv, welches EmSmadB als Mitglied der R-Smad Unterklasse ausweist. Diese
Klassifizierung wird durch die Ergebnisse der hier durchgefiihrten heterologen Expressionsstudien
gestiitzt, welche zeigten, dass EmSmadB funktionell mit den humanen BMP-Rezeptoren
interagieren kann. Auferdem fand sich bei EmSmadB, wie es typisch fiir R-Smads ist, die Fahigkeit
zur Bildung von Homo- und Heterodimeren, was aber die vorangehende Aktivierung des Proteins in
seinem C-terminalen SSVS-Motiv erforderte. Diese Ergebnisse stehen in vollem Einklang mit dem
aktuellen Modell der R-Smad-Aktivierung in Vertebraten, welches besagt, dass die Faktoren sich
im Ruhezustand durch eine intramolekulare Maskierung der MH2-Domine iiber die MH1-Domine
autoinhibieren (Itoh et al., 2000; Lutz & Knaus, 2002). Man vermutet, dass durch die vom Rezeptor
ausgehende Phosphorylierung im C-terminalen SSXS-Motiv diese Autoinhibition aufgehoben wird
und so die jetzt freie MH2-Domine als Mediator der homo- und heteromeren Interaktion dienen
kann. Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass auch bei der Aktivierung
von EmSmadB &dhnliche Mechanismen involviert sind.

Bei den Sdugetieren wurden zwei verschiedene Wege der TGFp-Signaliibertragung beschrieben.
Bei dem einen werden Zytokine vom Activin/TGFB-Typ an Rezeptorkinasen der Activin/TGFj-
Gruppe gebunden, welche dann das Signal iiber sogenannte AR-Smads, zu denen Smad2 und
Smad3 gehoren, weiterleiten. Der zweite Signaltransduktionsweg wird durch die Bindung von
BMP-idhnlichen Faktoren an Kinasen der BMP-Rezeptor-Familie ausgelost, was dann zu einer
Phosphorylierung der BR-Smads (Smadl, Smad5, Smad8) durch die Rezeptor-Kinase fiihrt
(Miyazawa et al., 2002).

Eine wesentliche Rolle fiir diese selektive Interaktion spielen zwei strukturelle Elemente: zum einen
die Region des L45 Loop, welcher im Bereich der intrazelluliren Doméne des Rezeptors liegt, und
zum anderen der L3 Loop im Bereich der MH2 Domiéne des Smad-Proteins (Chen et al., 1998). Es
ergaben sich in den hier durchgefiihrten Experimenten mehrere Hinweise, dass EmSmadB eindeutig
der Untergruppe der BR-Smads angehort. Erstens enthédlt EmSmadB eine L3 Loop Sequenz, die
identisch mit der vom humanen Smadl ist. Zweitens weist das emsmadB-Gen Exon-Intron-Grenzen
auf, die genau an der entsprechenden Position wie bei den fiir das humane Smadl kodierenden
Genen liegen, was auf einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung hinweist. Drittens wird
EmSmadB spezifisch durch den BMP Typ I-Rezeptor (BRIa), nicht aber durch den TGFp Typ I
Rezeptor (TRI) phosphoryliert. Zusammen mit den Ergebnissen der Expressionsanalyse von

emsmadB in verschiedenen Larvenstadien fiihren diese Ergebnisse zu der Vermutung, dass
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EmSmadB an einem BMP-dhnlichen Signaliibertragungsweg teilnimmt, welches die
Entwicklungsvorgiinge im Metazestoden, im Protoskolex und vermutlich auch in weiteren

Larvenstadien von E. multilocularis reguliert.

Im Gegensatz zu EmSmadB wurden bei EmSmadA und EmSmadC mehrere einzigartige
Eigenschaften beobachtet, von denen die herausstechendste war, dass EmSmadA und EmSmadC
keine MH1-Domine aufweisen, wohingegen die typischen R-Smads diese haben.

Ebenso wurde bei DAF14 ein Fehlen der MH1 Domine nachgewiesen. DAF14 wurde als Smad
Faktor in C. elegans identifiziert. In Sequenzanalogie zu anderen Sduger- Smad-Komponenten ist
DAF14 eher den R-Smads zuzuordnen. Bislang fehlen jedoch biochemische Daten, um die
Funktion von DAFI14 und seine Klassifizierung genau festzulegen (Patterson & Padgett, 2000).
Auch die Sauger-Faktoren Smad6 und Smad7 haben keine MH1-Doméne, doch gehoren sie zur
Subfamilien der I-Smads, welche an der negativen Regulierung der TGFf-Signalkaskade beteiligt
sind (Itoh et al., 2000; Lutz & Knaus, 2002; Miyazawa et al., 2002). EmSmadA und EmSmadC
hingegen sind eindeutig aufgrund des Aufweisens einer Phosphorylierungsstelle am C-terminalen
Ende als Mitglied der Untergruppe der R-Smads zu identifizieren.

Eine weitere Besonderheit bei den Echinococcus-Smads EmSmadA und EmSmadC stellt die
variierte Phosphorylierungsstelle dar. Bei den AR-Smads, zu denen EmSmadA und EmSmadC
gehoren, findet sich iiblicherweise ein SSVS-Motiv in der Phosphorylierungsstelle. EmSmadA und
EmSmadC jedoch weisen stattdessen ein TSVS-Motiv auf, ein Umstand, der schon bei SmSmad2,
einem TGFPB Smad in S. mansoni, beschrieben wurde (Beall et al., 2000; Osman et al., 2001).

Diese beiden ungewoOhnlichen Strukturmerkmale bei EmSmadA und EmSmadC (fehlende MH1
Doméne und modifizierte Phosphorylierungsstelle) haben keinen negativen Einfluss auf deren
Phosphorylierung durch TGFB-Rezeptoren, denn es konnte beobachtet werden, dass beide Smads
von humanen Rezeptoren phosphoryliert werden konnten.

Welche Schlussfolgerungen konnte man aus dem Fehlen der MH1-Doméne bei EmSmadA und
EmSmadC ziehen? Eine der Hauptfunktionen der MH1-Doméne besteht darin, dass es die direkte
Bindung der R-Smads an die DNA vermittelt und Transkriptionsspezifitit gewihrleistet, was
bedeutet, dass die verschiedenen R-Smads jeweils auf unterschiedliche Promoter-Strukturen wirken
(Fortuno et al., 2001). Interessanterweise scheint es eine Ausnahme dieser Regel zu geben: das
Séduger-Protein Smad?2 weist eine inaktivierende Insertion im Bereich der MH1-Domine auf. Somit
bindet Smad2 im Gegensatz zu allen anderen bekannten R-Smads nicht mit seiner MH1-Doméne an
die DNA. Auch die Transkriptionsspezifitit wird offensichtlich bei Smad2 nicht durch die MH]1-
Domine beeinflusst. Denn sowohl unter dem wild Typ-Faktor als auch unter einer Mutanten

Smad2-Form, bei der man die inaktivierende Insertion in der MHI1-Domine entfernt hatte,
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beobachtete man den gleichen Transkriptionseffekt (Fortuno et al., 2001). So konnte man
EmSmadA und EmSmadC als die dem Smad2-Protein orthologen Faktoren sehen, bei denen die
MHI1-Doméne nicht nur durch eine Insertion inaktiviert wurde, sondern durch den kompletten
Verlust keine Funktion mehr ausiiben kann.

Die zweite Hauptfunktion der MH1-Domine von Smad3, Smad4 und sogar von der modifizierten
MHI1-Doméne von Smad2 scheint in der Inhibierung der MH2-Doméne im Grundzustand der
Proteine zu bestehen (Attisano & Wrana, 2000; ten Dijke et al., 2000). Folglich konnte die fehlende
MH1-Doméne in EmSmadA und EmSmadC zu der Aufhebung der Autoinhibition fithren. Diese
Hypothese wird durch das Ergebnis des Yeast two hybrid-Experiments gestiitzt, bei dem EmSmadA
ohne vorangegangene Aktivierung zur Homodimer-Bildung fdhig war, wozu die typischen R-
Smads eigentlich einer Aktivierung im SSXS-Motiv bediirfen. Also konnte EmSmadA im
Ruhezustand schon in der homodimeren Form vorliegen.

Die in dieser Arbeit vorliegenden Daten sprechen aber nicht dafiir, dass EmSmadA in seinem
homodimeren Grundzustand als konstitutiv aktives Smad funktionieren kann.

Zur Heterodimerbildung mit einem anderen Smad bedarf es der vorangegangenen Aktivierung des
Smads durch eine Phosphorylierung im C-terminalen TSVS-Motiv. Auch in unseren Experimenten
konnte keine Interaktion von EmSmadA in seinem Grundzustand mit einem anderen Smad
beobachtet werden. Erst durch das Herbeifiihren einer Mutation im TSVS-Motiv konnte eine
konstitutiv aktive Form hergestellt werden, die eine Interaktion mit dem EmSmadB zeigte.

Ein zweites iiberraschendes Ergebnis war, dass EmSmadA funktionell mit einem humanen Typ I-
Rezeptor sowohl des TGFpB- als auch BMP-Signaliibertragungssystems interagierte. Gemall der
Struktur seines L3-Loops als auch gemil der Genstruktur von emsmadA, welche einen
gemeinsamen phylogenetischen Ursprung mit dem Séuger-smad2-Gen vermuten lédsst, kann
EmSmadA in die Untergruppe der AR-Smads eingeteilt werden. In Einklang mit diesen
strukturellen Eigenschaften steht die beobachtete Interaktion von EmSmadA mit dem humanen
TGFB Typ I-Rezeptor. Die starke Interaktion zwischen EmSmadA und dem humanen BMP
Rezeptor-System ist etwas Besonderes, denn in allen bislang untersuchten Fillen war es so, dass die
Smads, welche aufgrund ihres L3-Loops der AR-Untergruppe zuzurechnen waren, selektiv mit
Rezeptoren der Activin/TGFB-Familie interagierten (Chen et al., 1998; Lo et al., 1998; Persson et
al., 1998).

Diese relaxierte Spezifitit von EmSmadA kann nicht nur auf seiner atypischen Struktur beruhen.
Denn bei EmSmadC, welches eine dhnliche atypische Struktur mit fehlender MH1 Doméne und
modifizierter Phosphorylierungsstelle aufweist, fand sich unter der gleichen Konstellation wie bei

EmSmadA mit BMP-Stimulierung des BRIa/BRII Komplexes keine Phosphorylierung.
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Eine mogliche Erkldarung fiir die unerwartete Interaktion zwischen EmSmadA und BRIa konnte
man in dem Vorhandensein von einigen Aminosduren-Austauschen im Bereich des EmSmadA L3-
Loops sehen, die dann zu einer aufgeweichten Rezeptor-Spezifitit dieses Faktors mit den humanen
Rezeptoren fiihrten. Zudem muss man sich vergegenwaértigen, dass es sich hier um Smad-Rezeptor-
Interaktionen von zwei heterologen Systemen handelt, wo dem Parasiten eigene regulatorische

Faktoren, welche fiir die Spezifitit verantwortlich sein konnten, fehlen.

EmSmadC wurde aufgrund seines L3-Loops genau wie EmSmadA in die Untergruppe der AR-
Smads eingeordnet. Ebenso wie bei EmSmadA weist das fiir EmSmadC kodierende Gen Exon-
Intron-Grenzen auf, die genau an der entsprechenden Position wie bei dem fiir das humane Smad2
kodierende Gen liegen, was auf einen gemeinsamen evolutionidren Ursprung hinweist.

EmSmadC konnte spezifisch durch den TGFB Typ I Rezeptor phosphoryliert werden, nicht aber
durch den BMP Typ I Rezeptor.

Eine andere interessante Beobachtung ist, dass EmSmadC auch durch die konstitutiv aktivierte
Form von TRI (TRI-ka) nur bei Anwesenheit des TRII phosphoryliert werden konnte. TRI-ka
alleine konnte EmSmadC nicht phosphorylieren.

Diese Resultate suggerieren, dass die Typ II Rezeptoren nicht nur die Aufgabe der
Phosphorylierung/Aktivierung der Typ I-Rezeptoren haben. Denn dann miisste die konstitutiv
aktivierte Form des Typ I Rezeptors per se eine Phosphorylierung des EmSmadC hervorrufen
konnen. Vielmehr kann man vermuten, dass der Typ II-Rezeptor neben der
Phosphorylierung/Aktivierung des Typ I-Rezeptors eine aktivere Rolle bei der Phosphorylierung

der R-Smads haben muss.

Zusammenfassend wird aus diesen Daten ersichtlich, dass es in E. multilocularis sowohl ein BMP-
Signaltransduktionssystem als auch ein TGFB-/Activin-dhnliches System geben muss. EmSmadB
ist dabei spezifisch in das BMP- und EmSmadC spezifisch in das TGFp/Activin-
Signaltransduktionssystem involviert. EmSmadA hingegen kann als zytoplasmatischer

Signaltransduktor moglicherweise fiir beide Systeme fungieren.

5.3 Echinococcus TGFf aktivierte Kinase (TAK1)

AuBler den Smad-Proteinen konnte bislang nur TAKI1 als weiterer Faktor identifiziert werden, der
die durch BMP produzierten Signale in Vertebraten weitervermittelt. TAKI1 ist eine MAP-Kinase-
Kinase-Kinase, welche mit der MAP-Kinase-Kaskade kommuniziert. Die genaue Funktion von
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TAKI1 ist dabei noch nicht bekannt, aber es gibt mehrere Vermutungen. So wird diesem Faktor die
Rolle als ein Vermittler beim Cross-Talk zwischen MAP-Kinase-Kaskade und TGFp-Kaskade
zugeschrieben. Auch wird angenommen, dass TAK1 bei der Wahrnehmung von Stress-Signalen
und bei der Kontrolle der Apoptose beteiligt ist (Kimura et al., 2000).

In yeast two hybrid — Experimenten konnte interessanterweise eine direkte Interaktion zwischen
EmTAKI und der aktivierten Form von EmSmadA (nicht aber mit der wildtypischen Form)
festgestellt werden. In vorangegangenen Studien konnte schon eine Interaktion von humanem
TAK1 mit inhibitorischen I-Smads nachgewiesen werden (Kimura et al., 2000). Vor kurzem wurde
auch eine Interaktion bei den Sdugern von R-Smads mit TAK1 beobachtet (Hoffmann et al, 2005),
allerdings war diese Interaktion unabhéngig von dem Phosphorylierungszustand.

Die Phosphorylierung der Smads durch die MAP Kinasen (ERK) fiihrt zur Inaktivierung der Smads
und somit zum Wegfall ihres inhibitorischen Einflusses auf das Zellwachstum. (Calonge &

Massague, 1999; Kretzschmar et al., 1997, 1999).

Ob EmTAKI das aktivierte EmSmadA phosphorylieren kann und ob es seine Aktivitit hemmen
oder steigern kann, gilt es noch niher zu priifen.

Um genauer zu verstehen, welche Rolle die in E. multilocularis identifizierten Proteine EmTAKI1,
EmSmadA, EmSmadB und EmSmadC in der Entwicklung des Parasiten spielen und um ihre
genauen biochemischen Eigenschaften aufzudecken, ist es erforderlich, die mit jedem Protein

korrespondierenden TGFp-Rezeptoren zu untersuchen.

5.4 Echinococcus multilocularis TGFp Typ I Rezeptoren

In den bislang verdffentlichten Studien konnte herausgefunden werden, dass im TGFp
Signaliibertragungssystem zwei transmembrane Rezeptoren mit jeweils Ser/Thr-Kinase-Aktivitét
miteinander kooperieren miissen. Diese Rezeptoren werden als Typ I- und Typ II- Rezeptoren
bezeichnet. Doch ist der Typ I-Rezeptor im Grundzustand katalytisch inaktiv, was auf eine GS-
Region zuriickzufiihren ist, die im Bereich des aktiven Zentrums der Kinasedoméne eingelagert ist
und somit das aktive Zentrum inhibiert (Huse et al., 1999). Die Typ II Rezeptoren weisen eine
konstitutive Kinase-Aktivitit auf. Sie konnen nach der Bindung des Liganden die Typ I-Rezeptoren
im Bereich der GS-Box phosphorylieren. Das fiihrt dann zu einer Restrukturierung des Typ I-
Rezeptors, das aktive Zentrum der Kinasedomidne wird frei und eine Phosphorylierung der
zytoplasmatischen R-Smads, die das von TGFp produzierte Signal bis zum Zellkern weiterleiten,
wird moglich (Massague 1998).
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Die Rezeptoren der TGFp-Superfamilie lassen sich in drei Familien weiter einteilen. Man
unterscheidet zwischen den Rezeptoren der TGFpB-Familie, der Activin-Familie und der BMP-

Familie, die jeweils TGFf-, Activin- oder BMP-Liganden binden.

In dieser Arbeit konnten drei verschiedene TGFP Ser/Thr-Kinase Rezeptoren in E. multilocularis
identifiziert und charakterisiert werden: EmRSK1, EmRSK?2 und EmRSK3, die alle zur Unterklasse
der Typ I-Rezeptoren gehoren. EmRSK1 weist dabei die hochste Homologie zu der BMP-,
EmRSK?2 zu der TGFB- und EmRSK3 zu der Activin-Untergruppe auf. Die Tatsache, dass alle drei
Mitglieder der TGFB-Rezeptor-Superfamilie vertreten sind, suggeriert eine wichtige Rolle des
TGFp Signaliibertragungssystem in E. multilocularis.

Genauer eingegangen wurde in dieser Arbeit auf den EmRSK1-Rezeptor. Weil in E. multilocularis
zunichst kein Typ II-Rezeptor identifiziert werden konnte, mussten die Funktionsuntersuchungen
des EmRSKI1 in einem heterologen System (mit HEK293T-Zellen) vorgenommen werden. Dabei
wurden die humanen Liganden TGFB1 und BMP2 eingesetzt. Im Wissen, dass es fiir die
Aktivierung der Typ I-Rezeptoren aber eines Typ II-Rezeptors bedarf, wurden bei dieser
Interaktionsanalyse die humanen BMP- bzw. TGFB- Typ II-Rezeptoren eingesetzt, ndamlich BRII
und TRIL

Als Ergebnis zeigte sich, dass EmRSK1 durch das humane BMP2 bei Anwesenheit des humanen
BMP Typ II Rezeptors aktiviert werden konnte. Es konnte eine spezifische Phosphorylierung des
BR-Smad EmSmadB bei dieser Konstellation beobachtet werden, nicht aber der AR-Smads
EmSmadA und EmSmadC. Das humane TGFB1 hingegen konnte unter den gleichen
Versuchsbedingungen EmRSK1 nicht stimulieren. Aus diesem Experiment lassen sich zwei
Riickschliisse ziehen: zum einen wird deutlich, dass EmRSK1 am BMP-Signaliibertragungssystem
teilnimmt. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass der Echinococcus-Rezeptor auch durch
heterologe Wirtsfaktoren der BMP-Gruppe stimuliert werden konnte.

Dabei war aber die resultierende Phosphorylierung von EmSmadB auffillig schwicher ausgepragt
als man es bei der Phosphorylierung durch die humanen Rezeptoren-Komplexe beobachten konnte.
Eine mogliche Erkldrung hierfiir wire, dass die Aktivierung des Echinococcus-Typ I Rezeptors
aufgrund der hohen Konservierung des TGFp-Signaliibertragungssystems zwar durch einen
heterologen Typ II-Rezeptor moglich ist, nicht aber ganz optimal ablaufen kann und folglich die
Phosphorylierungsaktivitit des EmRSKI1 geringer ausgeprdgt ist, als man sie unter einer

Aktivierung des Rezeptors durch einen bisher unbekannten homologen Echinococcus Typ II-
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Rezeptor sehen konnte. Diese Hypothese setzt also voraus, dass es auch in Echinococcus TGFB-Typ
IT Rezeptoren geben muss.

Um diesem genauer auf den Grund zu gehen, musste ein von einer heterologen Stimulierung und
von einem Typ II Rezeptor unabhingiger EmRSKI1 konstruiert werden, also eine konstitutiv
aktivierte Form. Wihrend in anderen Studien gezeigt werden konnte, dass eine Q-D-Punktmutation
im Bereich des GS-Doméine zu einer konstitutiven Aktivierung des Sduger Typ I-Rezeptors fiihrte,
erzielte man im Fall des EmRSKI1 damit den gegenteiligen Effekt: Nach Einfiigen dieser Mutation
konnte keine Phosphorylierung des EmSmadB mehr beobachtet werden. Dieses Ergebnis liell sich
nicht durch die Anwesenheit der Typ II Rezeptoren BRII oder TRII beeinflussen. Auch die Zugabe
der Liganden BMP2 oder TGFp1 hatte keine Wirkung.

Eine mogliche Erkldrung dafiir konnte sein, dass die Q-D-Punktmutation bei EmRSKI1 zu einer
Strukturdnderung des Rezeptors fiihrt, die dann eine Inhibition der katalytischen Doméine der
Kinase herbeifiihrt. Weiterhin wire denkbar, dass diese Mutation die Interaktion mit dem Typ II-
Rezeptor behindern konnte. Die moglicherweise durch die Q-D Mutation verursachte
Strukturdnderung des Rezeptors konnte auch fiir die ausbleibende EmSmad-EmRSK1ka-Interaktion

in der YTH-Untersuchung verantwortlich sein.

Ein weiterer Grund fiir die schwache Phosphorylierung von EmSmadB, die hier durch EmRSK1
hervorgerufen wurde, konnte darin bestehen, dass EmRSK1 in dem heterologen System der
HEK293-T-Zellen nicht addquat an der Membran exprimiert wird. Denn die Sequenz von EmRSK1
enthilt kein Signalpeptid und die molekularen Mechanismen, wie der Rezeptor an der Membran
schlieBlich exprimiert wird, sind noch unbekannt. Im Fall von SmRKI1, ein Typ I-Rezeptor in S.
mansoni, welcher ebenfalls kein Signalpeptid aufweist, wurde ein alternativer Exportmechanismus
vorgeschlagen (Davis & Pearce, 1999). Auch im Fall von E. multilocularis konnte solch eine
Exportmechanismus bestehen, welcher aber in einem heterologen System, wie hier in den HEK293-
T-Zellen, nicht optimal funktionieren konnte und somit also die Kinase-Aktivitit des EmRSK1

wegen der inaddquaten Rezeptor-Expression an der Membran eingeschrénkt ist.

Deshalb wurde die Konstruktion von Rezeptor-Chimidren vorgenommen, bei denen der
extrazelluldre, transmembrane und ein unterschiedlich langer Anteil der intrazelluldren GS-Domine
des Rezeptors humanen Ursprungs war und der restliche intrazelluldre Teil von EmRSKI1 stammte.

Die Konstruktion der Echinococcus Rezeptor-Chimiren wurde auf 3 wichtige Punkte ausgerichtet:
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1. Eine EmRSK1-Chimire, wo der extrazelluldre Teil des EmRSK1 durch den extrazelluldren
Teil eines homologen transmembranen BRIa Rezeptors ersetzt wurde, miisste das Signal
Peptid und damit die notige Information haben, um den Rezeptor an der Membran zu

platzieren und zugleich eine ungehinderte Kinase-Aktivitit des EmRSK1 aufweisen.

2. Eine Analyse iiber den Einfluss der GS-Domine, die bei den Sdauger Typ I-Rezeptoren eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung spielt, in Zusammenspiel mit der Q-D Mutation auf die

Aktivitdt des Rezeptoren sollte vorgenommen werden.

3. Es sollte herausgefunden werden, welcher Teil in der GS-Doméne fiir die Aktivierung des

Rezeptors verantwortlich ist.

Insgesamt wurden drei Rezeptor-Chiméren konstruiert, die sich durch Verteilung der jeweiligen
Chimér-Anteile unterscheiden. QEmRSK1-ka wurde die Chimidre genannt, bei der der humane
Anteil neben der Extrazelluldr- und Transmembranregion nur die ersten 24 intrazelluldren
Aminosduren umfasste, und folglich der EmRSK1-ka-Anteil fast die gesamte Intrazellulardoméne
inklusive der GS-Domine, der Q-D-Mutation und natiirlich der Ser/Thr-Kinase beinhaltete. Bei
QEmRSKI1-ka-SG, dem zweiten Konstrukt, reicht der humane Anteil des Rezeptors bis zur Mitte
der ATP Bindungsdomine, der folgende Teil stammt von EmRSK1. Im Fall von QEmRSK1-ka-

FIA schlieBlich ist der humane Chimir-Anteil am langsten und reicht bis zum L45-Loop.

Die Experimente zeigten, dass QEmRSK1-ka EmSmadB nicht phosphorylieren konnte. Auch die
Zugabe von BRII und/oder BMP2 hatte keinen Einfluss auf die Aktivitit der Rezeptorchimire.
Diese Chimire weist im intrazelluldren Abschnitt, der fast komplett durch EmRSK1 gebildet wird,
die schon oben beschriebene Q-D Mutation auf. Schon in den vorangegangen Experimenten mit
den wildtypischen Rezeptoren hatte die Einfiigung der Q-D Mutation im intrazelluldren Bereich des
EmRSKI1 zu dessen Inaktivierung gefiihrt, so dass dieses Ergebnis nicht iiberraschte. Nicht klar war
jedoch, wie diese Inaktivierung genau hervorgerufen wurde.

Bei den beiden anderen Chiméren jedoch konnte eine Aktivitit anhand einer Phosphorylierung von
EmSmadB nachgewiesen werden. Aus diesen Beobachtungen lésst sich schlussfolgern, dass nicht
die Q-D-Mutation alleine, sondern nur im Beisein kompatibler Sequenzen der GS-Doméne (S;j¢-

Y245) zu einer konstitutiven Aktivierung fithren kann.

Die Bedeutung der GS-Domine bei den Ser/Thr-Kinasen, wozu die Typ I Rezeptoren der TGFf

Superfamilie gehoren, wurde schon in vorangegangenen Studien betont. So weill man, dass eine
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Phosphorylierung im Bereich der GS Box zu einer Aktivierung dieser Rezeptoren fiihrt (Wrana et
al., 1994a, b; Ventura et al., 1994). Weiterhin konnte herausgefunden werden, dass der Austausch
bestimmter Aminosduren in der GS-Domine sowohl zu einem Funktionsverlust der Kinase-

Aktivitit als auch zu einer positiven Aktivierung fithren kann (Wieser et al., 1995).

Beim Sequenzvergleich der GS-Box-Region zwischen BRIa, anderen Siduger Typ I-Rezeptoren und
EmRSKI1 wurde deutlich, dass sich bei EmRSK1 im Gegensatz zu den anderen Rezeptoren keine
Immunophilin FKBP12 Bindungsstelle findet. Bindet der Faktor FKBP12 an diese Stelle, so wird
eine spontane Interaktion des Typ II mit dem Typ I-Rezeptors vermieden. Somit wird sichergestellt,
dass nur nach Bindung eines Liganden eine Aktivierung des Typ I —Rezeptors durch den Typ II-
Rezeptor stattfindet und die Signaltransduktionskaskade eingeleitet wird (Chang et al., 1996; Chen
et al., 1997). In anderen Arbeiten konnte man feststellen, dass das Protein FKBP12 eine Rotamase
Aktivitat besitzt, also zu einer Strukturdnderung des Bindungspartners fithren kann (Harding et al.,
1989). Auch die Q-D-Mutation im Bereich der intrazelluliren Doméine konnte eine
Strukturdnderung des Rezeptors herbeifiihren. Dann konnte man sich vorstellen, dass die durch die
Q-D-Mutation verursachte Strukturdnderung die durch die FKBP12-Bindung verursachte
inaktivierende Strukturinderung wieder nivelliert, was in einer konstitutiven Aktivierung miinden
wiirde. Fehlt aber die FKBP12-Bindungsstelle, wie es bet EmRSKI1 der Fall ist, so konnte die Q-D-
Mutation ebenfalls zu einer Strukturinderung des Rezeptors fithren, die aber aufgrund der
fehlenden Strukturidnderung durch FKBP12 letztendlich nicht zu einer Aktivierung des Rezeptors
fiihren konnte. Im Umkehrschluss miisste dann das Einfiigen einer FKBP12-Bindungsstelle die zur
Aktivierung notwendige zusitzliche Strukturinderung ermoglichen. Um diesem nachzugehen
wurde durch verschiedene Mutationen versucht, die FKBP12- Bindungsstelle zu imitieren.
Wihrend der einzelne Austausch von Kj4 gegen L im Bereich der GS-Box des Echinococcus-
Rezeptors keine Aktivierung von EmRSK1ka bewirken konnte, fiihrte der doppelte Austausch von
Kis6 (L) und Fisg (L) zu einer konstitutiven Aktivierung von EmRSKl1ka. Hier war die dabei
beobachtete Phosphorylierung von EmSmadB genauso ausgeprigt wie man sie beim Versuch mit
der Rezeptorchimidre QEmRSK1-SGka beobachten konnte, deren gesamte GS-Domidne humanen
Ursprungs war. Es konnte also nachgewiesen werden, dass spezifisch die beiden Leucin-Reste an
den Stellen 146 und 148 eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung des Echinococcus EmRSK1
Rezeptors im Zusammenspiel mit der Q-D Mutation haben.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Einfiihrung der Q-D-Mutation in der GS-
Box beim Echinococcus-Rezeptor EmRSK1-ka im Gegensatz zu den humanen Typ I-Rezeptoren zu
keiner konstitutiven Aktivierung fiithrte. Diese konnte erst durch Konstruktion einer

Rezeptorchimire erreicht werden, bei der der humane Anteil der Chimire die FKBP12-
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Bindungsstelle (LPLL) und Q-D-Mutation umfasste. Die Beteiligung der FKBP12-Bindungsstelle
bei der konstitutiven Aktivierung durch die Q-D-Mutation konnte dabei durch die Tatsache belegt
werden, dass der die Q-D-Mutation tragende Echinococcus-Rezeptor EmRSK1-ka durch Einfiigen

von die FKBP12-Bindungsstelle imitierenden Mutationen aktiviert werden konnte.

Hervorzuheben ist zudem die schon bei den Versuchen mit den wildtypischen Rezeptoren gemachte
Beobachtung, dass eine Phosphorylierung von EmSmadB nur erfolgt, wenn man zu dem konstitutiv
aktivierten Typ I Rezeptor einen Typ II Rezeptor hinzu gibt. Dies unterstiitzt nochmals die oben
beschriebene Hypothese, dass die Smad-Proteine des Echinococcus nicht allein durch einen
aktivierten Typ I-Rezeptor phosphoryliert werden konnen (wie es bei den humanen Smad-Proteinen
ist), sondern zugleich der Anwesenheit des Typ II-Rezeptor bediirfen. Welchen Einfluss genau der
Typ II-Rezeptor auf die Phosphorylierung hat, muss in kommenden Studien noch genauer

beleuchtet werden.

5.4.1 Der Leucin-Zipper in den Echinococcus Ser/Thr Kinasen

Unter Leucin-Zippern versteht man eine charakteristische Anordnung von Aminosiduren, wobei
mindestens vier Leucin-Reste mit jeweils sechs dazwischen liegenden, nicht spezifischen

Aminosduren, hintereinander angeordnet sind.

Grundsitzlich kann man sagen, dass jeweils zwei Leucin-Zipper miteinander eine Bindung
eingehen konnen und somit verschiedene Protein-Interaktionen ermoglichen (Surks et al., 1999). So
konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der Leucin-Zipper die Transkriptionsfaktoren eine
Homodimer- oder Heterodimerbildung eingehen konnen (Turner & Tjian, 1989). Auch erméglichen

sie die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die DNA (Landschulz et al., 1988).

Interessanteweiser fand sich auch im EmRSK1-Rezeptor ein Motiv mit vier Leucin-Resten und
einem Isoleucin-Rest, wobei jeweils sechs variable Aminosduren dazwischen lagen, so dass man
hier einen Leucin-Zipper vermuten muss. Bereits zuvor wurde gezeigt, dass Leucine in Zippern
funktionell durch Isoleucin ersetzt werden konnen (Leung & Lassam, 1998). Diese Beobachtung ist
interessant, denn bislang wurden in den TGFB-Rezeptoren keine Leucin-Zipper beschrieben.

Auch in zwei weiteren Echinococcus Proteinen, die beim TGFP Signaltransduktionssystem
teilnehmen, ndmlich in EmRSK2 und EmTAKI, konnten solche Leucin-Zipper-Motive

nachgewiesen werden.
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Im nichsten Schritt sollte nun der mogliche Einfluss des Leucin-Zippers auf die EmRSKI1-ka
Aktivitdt herausgefunden werden. Dazu wurde eine Mutante des Rezeptors konstruiert, bei der die
letzten 169 Carboxy-terminalen Aminosduren entfernt wurden, die auch den Leucin-Zipper
beinhalteten. Diese Mutante wies auch die oben beschriebene Q-D-Mutation im Bereich der GS-
Domine auf. Es zeigte sich, dass die Entfernung der letzten 169 Carboxy-terminalen Aminosiduren
zu einer konstitutiven Aktivierung des EmRSKI1-ka-Rezeptors fiihrte, allerdings wurde die
Phosphorylierungsaktivitit des EmRSKI1-ka-Rezeptors nach der Zugabe von BMP2 deutlich
gesteigert.

Man weil}, dass es bei den Signaliibertragungskaskaden je nach einwirkendem Stimulus zur Bildung
von unterschiedlichen Multienzymkomplexen kommt, die abhingig von der jeweiligen
Zusammensetzung  eine  positiv  oder negativ  regulierende = Wirkung auf die
Signaltransduktionskaskade haben (Hunter, 1995).

Marx et al. fanden heraus, dass die Leucin-Zipper eine wichtige regulierende Rolle in solchen
Multienzymkomplexen beim Ryanodin Rezeptor haben (Marx et al., 2001), einem wichtigen
Rezeptor zur Regulierung des Calcium-Haushaltes in Muskelzellen. Genauere molekulare
Einsichten lieferten Marks et al.: Die Leucin-Zipper im Ryanodin-Rezeptor gehen mit Leucin-
Zippern spezifischer Proteine eine Bindung ein. Diese Proteine wiederum sind an Enzyme mit
Phosphatase- oder Kinase-Aktivitit gekoppelt. Handelt es sich um eine Phosphatase, so resultiert
daraus eine Dephosphorylierung des Ryanodin-Rezeptors und somit eine Negativregulierung.
Umgekehrt fiihrt die indirekte Bindung der Kinase zu einer Phosphorylierung und damit
Aktivierung des Rezeptors (Marks et al., 2002).

Man konnte vermuten, dass der EmRSK1-Rezeptor im Grundzustand eine Konformation aufweist,
wo das Carboxy-terminale Ende mittels des Leucin-Zippers iiber ein noch nicht bekanntes
Kopplungs-Protein an die GS-Domine bindet und somit eine Aktivierung derselben unmdoglich
macht. Eine Entfernung des Carboxy-terminalen Endes wiirde dann zu einer wieder zugénglichen
GS-Domine fithren und eine Aktivierung des Rezeptors ermoglichen. Dies konnte dann das
vorliegende Versuchsergebnis erkldaren. Zum anderen wire aber auch denkbar, dass der Leucin-
Zipper in EmRSKI, dhnlich wie beim Ryanodin-Rezeptor beobachtet (Marx et al., 2001), indirekt
tiber ein Kopplungsprotein mit einer Phosphatase bindet, die dann den EmRSKI-Rezeptor
inaktiviert. Dann wiirde ebenfalls die Entfernung des Leucin-Zippers zu einer Aufhebung der

Dephosphorylierung fithren und eine Aktivierung ermoglichen.
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Zusammenfassend konnte man also eine Kinase Aktivitit des EmRSKI nachweisen und
verschiedene Mechanismen, welche die Kinase Aktivitdt beeinflussen, aufdecken. Allerdings war
die durch den EmRSKI1-Rezeptor hervorgerufene Phosphorylierung von EmSmadB nicht so stark
ausgeprigt, wie sie durch den humanen Rezeptoren-Komplex produziert wurde. Dabei stellte sich
die Frage, ob die schwache Phosphorylierung letztendlich ausreichend ist, um eine Gentranskription
zu bewirken.

Um diese Frage zu beantworten, wurden verschiedene Luciferase Assays in HEK293-T- Zellen
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass im Versuchsansatz mit QEmRSKI1-ka-SG eine Luciferase-
Aktivitat nachgewiesen werden konnte. Somit mussten also die humanen endogenen R-Smads
durch QEmRSK1-ka-SG aktiviert worden sein und die aktivierten R-Smads dann nach der
Oligomerisierung mit endogenen Co-Smads zum Zellkern gewandert sein, so dass sie an der
Bildung des Transkriptionsapparates fiir die Regulierung der Zielgene teilnahmen.
Interessanterweise konnte QEmRSK1-ka-SG das Reportergen sogar besser induzieren als man es
im Versuchsansatz mit dem homologen humanen BRIa-ka-Rezeptor beobachten konnte. Diese
Ergebnisse lassen also schlussfolgern, dass die Transkriptionsaktivitit der Smad-Proteine nicht
proportional zu ihrem Phosphorylierungsgrad ist.

Auch in den Luciferase-Experimenten konnte nur eine Transkriptionsaktivitit nachgewiesen
werden, wenn zusitzlich neben dem konstitutiv aktivierten Typ I-Rezeptor ein Typ II-Rezeptor
vorhanden war. Wenn die Kinase-Aktivitit des Typ II-Rezeptors durch die von Wieser et al.
beschriebene Mutation aufgehoben wurde (Wieser et al., 1995), so konnte man interessanterweise
dennoch eine resultierende (wenn auch schwicher ausgeprigte) Transkriptionsaktivitidt des
Rezeptor-Komplexes nachweisen. Diese Beobachtung macht deutlich, dass es nicht die Kinase-
Aktivitdt des Typ II-Rezeptors ist, die eine Aktivierung der Smads ermoglicht. Vielmehr wird die
schon oben gemachte Vermutung unterstiitzt, dass der Typ II-Rezeptor neben Funktion der
Phosphorylierung des Typ I-Rezeptors auch auf bislang unbekannte Weise einen direkten Einfluss

auf die Aktivierung der Smad-Proteine hat.

5.5 Wachstumsfaktor der Bone Morphogenetic Protein (BMP) Familie in E. multilocularis

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in E. multilocularis TGFB-
Signaliibertragungssysteme gibt, die durch vom Wirt stammende BMP-Liganden und
wahrscheinlich auch TGFp- und/oder Activin-Liganden stimuliert werden konnen. Es stellte sich

als néchstes die Frage, ob E. multilocularis solche Wachstumsfaktoren auch selbst produzieren
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konne. Tatsédchlich konnte im Parasitenmaterial das Gen embmp identifiziert werden. Das hierdurch
kodierte Protein EmBMP zeigt hohe Homologie zu den Zytokinen der BMP Familie.

Es wurden 3 Spleivarianten identifiziert, von denen zwei eine putative Signalpeptidsequenz
aufweisen. Bei den Spleiflvarianten mit Signalpeptid konnte nach Transport aus der Zelle EmBMP
zum einen iiber Bindung an Parasiten-Rezeptoren fiir die Autorregulierung des Parasitenwachstums
eine Rolle spielen, zum anderen aber auch iiber Bindung an einen Wirts-BMP-Rezeptor einen
Einfluss auf die Produktion von wirtseigenen Wachstumsfaktoren haben. Diese konnte der Parasit
dann fiir sein eigenes Wachstum/Differenzierung ausnutzen. Besonders interessant ist auch die
Vorstellung eines moglichen Einflusses von EmBMP auf die Differenzierung der wirtseigenen
Immunzellen und somit auf den Verlauf der Infektion.

Beziiglich der Spleilvariante ohne Signalpeptid kann man sich verschiedene Moglichkeiten
vorstellen. Zum einen konnte es sein, dass diese Isoform aufgrund des fehlenden Signalpeptids die
Zelle nicht verlassen kann. Zum anderen konnte diese Spleifvariante die Zelle iiber einen
alternativen Transportmechanismus verlassen. Solch ein alternativer Transportmechanismus wurde
schon bei S. mansoni vorgeschlagen, weil trotz fehlenden Signalpeptids der Rezeptor SmRK1 an

der Membran lokalisiert ist. (Davis & Pearce, 1999).

In vorangegangenen Studien konnten interessante Ergebnisse iiber die Funktion von BMP-
Molekiilen beziiglich der Entwicklung von Helminthen geliefert werden. Dabei wurde insbesondere
der Faktor Daf-7, ein BMP-dhnlicher Faktor, in C. elegans untersucht.

C. elegans weist bestimmte chemosensoriale Neurone (ASI) auf, die ihm zur Wahrnehmung seiner
Umgebung dienen. Diese Neurone konnen auch bei geeignetem Umgebungsmilieu den Faktor Daf-
7 produzieren. Daf-7 bindet dann an zwei Ser/Thr-Kinase- Rezeptoren (Daf-4 und Daf-1). Dadurch
wird der Entwicklungsschritt zum néchsten Larvenstadium beim Parasiten eingeleitet. Findet sich
bei nicht optimalen Umgebungsbedingungen keine Produktion von Daf-7, so bleibt der Nematode
in seinem aktuellen Entwicklungsstadium verharrt (Riddle & Albert, 1997; Padgett et al., 1998).

In einer in vitro Analyse wiederum konnte gezeigt werden, dass TGFp einen Einfluss auf die
Entwicklung der L3 Larvenstadien von Ancylostoma caninum hat (Arasu, 2001).

Die Tatsache, dass das menschliche Immunsystem nicht im Stande ist, Infektionen durch
Helminthen und insbesondere hier durch E. multilocularis suffizient abzuwehren, ldsst die
Vermutung aufkeimen, dass die Parasiten iiber bestimmte Mechanismen verfiigen, welche auf das
humane Immunsystem einen regulativen Einfluss haben. Dass dieser Einfluss vornehmlich iiber
sekretierte Faktoren von Helminthen ausgeiibt wird, konnte bislang in erster Linie fiir parasitéire
Nematoden und den Trematoden S. mansoni gezeigt werden (Maizels & Yazdanbakhsh, 2003;

Pearce & McDonald, 2002). Fiir die Larvenstadien der Zestoden, die sich in engem Kontakt mit
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diversen Organsystemen des Wirts entwickeln, ist in dieser Hinsicht bislang jedoch noch nichts
bekannt.

Fiir die Faktoren der TGFf Superfamilie konnte ein antiinflammatorischer Effekt auf das Sauger-
Immunsystem nachgewiesen werden (Wahl et al., 1989). Bei Autoimmun-Erkrankungen wiederum
konnte eine Herunterregulierung der TGFpB-Faktoren nachgewiesen werden (Miller et al., 1992;
Chen et al., 1994). Auch konnte in in vitro - Experimenten gezeigt werden, dass die TGFp-Faktoren

einen hemmenden Einfluss auf die T-Zell-Differenzierung haben.

Es konnte gezeigt werden, dass von der Fruchtfliege Drosophila stammende BMP humane BMP-
Rezeptoren stimulieren konnte (Sampath et al., 1993) Da EmBMP eine hohe Homologie sowohl zu
den humanen als auch Drosophila-BMP-Molekiilen aufweist, liegt die Vermutung nahe, dass auch
EmBMP humane BMP-Rezeptoren stimulieren konnte. Eine fiir die Pathogenese der
Echinokokkose sehr interessante Fragestellung wire deshalb, ob EmBMP iiber die Interaktion mit
den humanen Rezeptoren das menschliche Immunsystem beeinflussen kann.

Hierzu miisste zuniéchst beantwortet werden, ob EmBMP vom Parasiten nach auflen (also Richtung
Wirtsgewebe) sezerniert wird und ob EmBMP in der Lage ist, Sduger-Rezeptoren der TGFf-
Familie zu aktivieren. Die Voraussetzungen zur Beantwortung dieser Fragen wurden in dieser

Arbeit mit der erstmaligen Charakterisierung vom EmBMP geschaffen.

5.6 Die wichtige Frage nach einem TGFp Typ II Rezeptor aus E. multilocularis

Lange wurde vermutet, dass es bei den Plathelminthen keinen Typ II Rezeptor der TGFf-Rezeptor-
Familie gibe. Neuere Daten jedoch widersprechen dieser Annahme. Forrester et al. konnten in S.
mansoni einen TGF Typ II Rezeptor identifizieren (Forrester et al., 2004). Tatsidchlich konnte nach
intensiver Suche in unserem Labor mittels degenerativer PCR auch in E. multilocularis ein TGFf
Typ II Rezeptor identifiziert werden, der eine hohe Homologie zu den Activin-Rezeptoren aufweist
(K. Brehm, personliche Mitteilung). In C. elegans wurde neben den zwei Typ I-Rezeptoren SMA-6
und DAF-1 nur ein einziger Typ II-Rezeptor gefunden (C. elegans Sequencing Consortium, 1998).
Die Typ I-Rezeptoren sind hierbei unterschiedlichen Unterfamilien zugehorig. Dennoch konnten sie
beide durch den Typ II-Rezeptor aktiviert werden und jeweils unterschiedliche Effekte hervorrufen.
In Anbetracht der Tatsache, dass in E. multilocularis drei verschiedene Typ I-Rezeptoren
identifiziert wurden, stellt sich die Frage, ob der neu identifizierte Typ II-Rezeptor mit allen drei
Typ I-Rezeptoren interagiert oder ob es noch weitere Typ II-Rezeptoren gibt. Dazu miissten noch

weitere Studien folgen.
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5.7 Echinococcus Smads und humane Rezeptoren

Weil die Sequenz des neu identifizierten Echinococcus Typ II-Rezeptors noch nicht komplett
vorliegt, konnten in dieser Arbeit keine Interaktionsanalysen mit diesem Rezeptor durchgefiihrt
werden. Aus den schon vorliegenden Sequenzen geht aber hervor, dass dieser Typ II-Rezeptor in
die Untergruppe der Activin-Rezeptoren eingeordnet werden kann. Wie schon bei C. elegans stellt
sich auch hier die Frage, ob der eine identifizierte Echinococcus Typ 1I-Rezeptor mit allen der drei
identifizierten Echinococcus Typ I-Rezeptoren interagieren kann. Um dieser Frage nachzugehen,
wurde zuerst untersucht, ob ein humaner Activin-Typ II-Rezeptor (ActRIIb) gemeinsam mit
unterschiedlichen humanen Typ I-Rezeptoren eine Phosphorylierung bei den Echinococcus-Smads
hervorrufen konne.

Bei Sadugerzellen verwenden die Activin- und TGFp Rezeptoren die gleiche AR-Smad Gruppe um
das Signal weiter zu leiten. Der humane Typ I-Rezeptor AlkS gehort zur Untergruppe der TGFp-
Rezeptoren. Er weist eine iiber 90%-ige Homologie im Bereich der Kinasedomine mit Alk4 auf,
der ein Activin-Typ I-Rezeptor ist. Angesichts dieser hohen Homologie war es nicht iiberraschend,
dass der TGFB-Typ I- Rezeptor AlkS5 einen funktionellen Komplex mit dem Activin-Typ II
Rezeptor ActRIIb bilden konnte, der eine Phosphorylierung von dem AR-Smad EmSmadC
bewirkte.

Zwischen den intrazelluldren Teilen von den humanen Typ II Rezeptoren der BMP-Unterfamilie
und der Activin-Unterfamilie findet sich eine geringere Homologie (ca. 40%). Dennoch konnte
auch der humane BMP-Typ I-Rezeptor Alk3 in Anwesenheit von ActRIIb eine Phosphorylierung
von Echinokokken-Smads hervorrufen. Damit konnte also gezeigt werden, dass der humane
Activin-Typ II-Rezeptor sowohl mit dem humanen TGFB-Typ I-Rezeptor als auch mit dem
humanen BMP-Typ I-Rezeptor kooperieren kann.

Bislang wurde angenommen, dass der Typ I-Rezeptor dafiir verantwortlich ist, dass die Signale
spezifisch an die Smads der jeweilig zugehorenden Untergruppe weitergeleitet werden. D.h. also,
dass die zur BMP-Untergruppe gehorenden Typ I-Rezeptoren ihre Signale nur an BR-Smads
weitergeben, wohingegen die zur TGFB- und Activin-Untergruppe gehorenden Typ I-Rezeptoren
nur mit den AR-Smads interagieren. In dieser Arbeit kam es jedoch zu dem interessanten Ergebnis,
dass der humane BMP-Typ I-Rezeptor in Anwesenheit von ActRIIb nicht nur das BR-Smad
EmSmadB phosphorylierte, sondern auch EmSmadA und EmSmadC, die in die Untergruppe der
AR-Smads eingeordnet werden. Im Fall von EmSmadA konnte in oben beschriebenen
Experimenten gezeigt werden, dass dieses durch den Komplex von BRIa-ka und BRII-Rezeptoren
phosphoryliert werden konnte, obwohl es kein BR-Smad ist. Dies konnte man sich durch andere

Regionen neben dem L3-Loop erklédren, die fiir die Interaktion mit dem Rezeptor verantwortlich
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sind. Die Ergebnisse mit dem ActRIIb-Rezeptor bestitigen, dass eine Interaktion zwischen BRIa-
ka-Rezeptor und EmSmadA moglich ist. Bei EmSmadC hingegen war im Versuch mit dem BRIa-
ka- und BRII-Rezeptor-Komplex keine Phosphorylierung beobachtet worden, wohingegen im
Versuch mit dem BRIa-ka- und ActRIIb-Rezeptorkomplex nun eine Phosphorylierung
nachgewiesen werden konnte. Also muss man annehmen, dass hier die Interaktionsspezifitdt von

BRIa-ka mit den R-Smads durch die Anwesenheit des ActRIIb-Rezeptors beeinflusst wurde.

5.7.1 Das L,»PLL Motivim humanen BRIa-ka

Bei dem Echinokokken-Rezeptor EmRSK1-ka konnte wie oben beschrieben eine Aktivierung nur
durch das Einfiigen zweier Austauschmutationen herbeigefiihrt werden, die zu einer Imitation der
humanen FKBP12-Bindungsstelle fiihrten. Nun interessierte im Umkehrschluss, ob eine
Verinderung der humanen FKBPI12-Bindungsstelle zu einer Beeintrichtigung der konstitutiven
Aktivierung des Rezeptors fiihre. Dazu wurde im BRIa-ka-Rezeptor eine Austauschmutation L;y,-K
durchgefiihrt, die das korrespondierende Motiv des EmRSK1-ka-Rezeptors nachahmte. Tatsédchlich
konnte der so mutierte BRIa-ka-Rezeptor keine Phosphorylierung der Echinokokken-Smads mehr
hervorrufen. Interessanterweise zeigte sich jedoch, dass dieser Rezeptor weiterhin das humane
Smad1 phosphorylieren konnte. D.h. also, dass die Phosphorylierungsaktivitit der Kinasedomine je

nach Phosphorylierungssubstrat variieren kann.

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass mit dieser Arbeit die ersten Grundsteine zum Verstindnis
der TGFB-Signaltransduktionskaskade in E. multilocularis gelegt wurden. Es zeigte sich, dass in
diesem Parasiten sowohl die TGFB-, BMP- als auch Activin-Signaliibertragungswege vertreten
sind. EmBMP, EmRSK1 und EmSmadB nehmen an der BMP-Kaskade teil, wobei EmTAKI1 einen
cross talk mit der MAP-Kinase-Kaskade ermoglichen konnte. EmRSK2, EmSmadA und/oder
EmSmadC sind der TGFp-Signaltransduktion zuzuordnen. EmRSK3 ist mit EmSmadA und/oder
EmSmadC am Activin-Signaliibertragungsweg beteiligt. Basierend auf diese Arbeit sollten in
kiinftigen Studien weitere TGFB-Komponenten identfiziert (TGFB- und Activin-Liganden, weitere
Typ II Rezeptoren, I- und Co-Smads) werden. Von besonderem Interesse ist dabei die Aufdeckung
der Funktion des erst vor kurzem in E. multilocularis identifizierten Typ II Rezeptors: Welcher Typ
I Rezeptor ist Interaktionspartner? Interagiert er mit mehreren Typ I Rezeptoren oder gibt es weitere
fir den jeweiligen Typ I Rezeptor spezifischen Typ II Rezeptoren? Welche Smads sind
Phosphorylierungssubstrat dieses Komplexes?

Zudem muss festgehalten werden, dass in dieser Arbeit bislang unbekannte Mechanismen in der
TGFp-Signaltransduktion — aufgedeckt wurden, die auch neue Einblicke z.B. im

Signaltransduktionssystem von Sdugern ermoglichen konnten.
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6.1 Zusammenfassung

Die molekularen Mechanismen der Wirt-Parasit-Interaktion bei der durch den Zestoden
Echinococcus multilocularis ausgelosten Erkrankung der alveoldren Echinokokkose sind bislang
ungeklart. Zudem liegen keine Daten iiber Entwicklungs- und Differenzierungsmechanismen dieses
Parasiten vor, die fiir die Entwicklung neuer Antiparasitika genutzt werden konnten.

Ein bei der Evolution der Metazoen bereits frithzeitig entstandener
Signaltransduktionsmechanismus zur Steuerung von Entwicklungsvorgingen ist das TGFp/BMP-
System, das aus strukturell verwandten Zytokinen der TGFp (transforming growth factor ) bzw.
BMP (bone morphogenetic protein)-Familie, oberflichenstindigen Rezeptoren der TGFj-
Rezeptorfamilie (Typ I und Typ II) und intrazelluldren Signaltransduktoren der Smad-Familie
besteht. Aufler an Entwicklungsvorgingen tierischer Organismen konnte diesem System eine
wichtige Rolle bei der Wirt-Helminth-Kommunikation wiéhrend Infektionsprozessen zukommen,
wie in vorherigen Studien am Nematoden Brugia malayi und am Trematoden Schistosoma mansoni
gezeigt werden konnte.

Erste, wichtige Schritte zur Charakterisierung von TGFf und BMP-Signalsystemen in Zestoden
wurden in der vorliegenden Arbeit getan. Aufbauend auf einem vorherigen Bericht zu einem
Transmembranrezeptor (EmRSK1) und einem Smad-Homologen (EmSmadA) aus Echinococcus
multilocularis wurde die Liste der TGFB/BMP Signaltransduktionsfaktoren in E. multilocularis in
dieser Arbeit deutlich erweitert und erstmals umfangreiche funktionelle Studien durchgefiihrt. Die
hier charakterisierten Faktoren umfassen zwei weitere Serin/Threonin-Kinasen der TGFB/BMP-
Rezeptorfamilie (EmRSK2, EmRSK3) sowie intrazelluldre Transduktoren der R-Smad-Subfamilie
(EmSmadB, EmSmadC) und ein Homologes zur MAP-kinase-kinase-kinase TAK1 (TGFp
activated kinase 1), genannt EmTAKI1. Zudem konnte erstmals fiir einen parasitdren Helminthen ein
Zytokin der BMP-Subfamilie, EmBMP, auf molekularer Ebene charakterisiert werden. Strukturelle
und funktionelle Untersuchungen legen nahe, dass E. multilocularis sowohl ein TGF wie auch ein
BMP-Signalsystem exprimiert. Ersteres wird sehr wahrscheinlich durch die Kinase EmRSK2 und
den Smad-Faktor EmSmadC gebildet, letzteres durch EmRSK1 und EmSmadB. EmSmadA nimmt
eine Sonderstellung ein, da es sowohl durch TGFB- wie auch durch BMP-Rezeptoren aktiviert
werden kann. Die genaue Rolle von EmRSK1 und EmTAK1 wire durch weitere Untersuchungen
zu kléren.

Signifikante funktionelle Homologien zwischen den TGFB/BMP-Signalsystemen des Parasiten und

Sédugern konnten nachgewiesen werden, die sich u.a. darin duBlern, dass die Echinococcus Smad-
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Proteine durch entsprechende Rezeptoren des Menschen aktiviert werden konnen. Dariiber hinaus
konnten jedoch auch einige deutliche Unterschiede zwischen den Systemen aus Parasit und Wirt
nachgewiesen werden, die sich als Angriffspunkte zur Entwicklung von Chemotherapeutika eignen
konnten. So fehlt den Smad-Faktoren EmSmadA und EmSmadC eine MH1-Domine, die sonst
unter allen R-Smads hoch konserviert ist. Zudem sind einige bislang noch nie beschriebene,
strukturelle Besonderheiten der Echinococcus TGFB/BMP-Rezeptoren zu verzeichnen. Auch die
Regulation dieser Faktoren und die Kreuz-Interaktion mit weiteren intrazelluliren Signalwegen
(z.B. der MAP Kinase Kaskade) scheint in E. multilocularis anders zu verlaufen als bislang fiir
Vertebraten, Insekten oder Nematoden beschrieben. Schlielich konnte, als sehr wichtiger Befund,
auch nachgewiesen werden dass mindestens ein Rezeptor des Parasiten, EmRSKI1, mit einem
Zytokin des Wirts (BMP2) in vitro funktionell interagiert. Da BMP2 in Zellkultursystemen, die das
Wachstum des Parasiten am befallenen Wirtsorgan nachstellen, einen deutlichen Effekt auf E.
multilocularis ausiibt, konnte die hier beschriecbene EmRSK1/BMP2 - Interaktion von

entscheidender Bedeutung fiir die Wirt-Parasit-Interaktion bei der alveoldren Echinokokkose sein.
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6.2 Summary

Up to now, the molecular mechanisms of the interactions between host and parasite in the disease of
alveolar echinococcosis, caused by the cestode Echinococcus multilocularis, are not understood.
Furthermore there are not data available about the mechanisms of development and differentiation
in this parasite that could be used for the design of novel antiinfectives.

One of the signaling systems which emerged very early in metazoan evolution and which
presumably controls developmental processes in all animals is the TGFp signal transduction system.
This system consists of various factors: structurally related cytokines of the TGFp (transforming
growth factor ) and the BMP (bone morphogenetic protein) family, surface associated receptors of
the TGFp receptor family (type I and type II) and intracellular signal transduction factors of the
Smad family. In addition to their crucial role in animal development, TGFB/BMP systems could
also play an important role in the communication between host and helminths during an infection,
as has been shown previous studies on the nematode Brugia malayi and the trematode Schistosoma
mansoni.

In this study, the initial steps towards a characterization of TGFB/BMP signaling in the third large
group of parasitic helminths, the cestodes, have been made. Adding to a previous report on a
transmembrane receptor (EmRSK1) and a Smad homologue (EmSmadA) from E. multilocularis,
this work significantly extends the list of known TGFB/BMP signaling factors from Echinococcus
and provides, for the first time, functional studies on these systems. The newly characterized factors
comprise two further serin/threonin kinases of the TGFB/BMP receptor family (EmRSK2,
EmRSK3), two further intracellular transducing factors belonging to the subfamiliy of R-smads
(EmSmadB, EmSmadC) and one homologue of the MAP-kinase-kinase-kinase TAK1 (TGFf
activated kinase 1), which was designated EmTAKI. Furthermore, and for the first time in a
parasitic helminth, a cytokine of the BMP subfamily was characterized on the molecular level.
Structural and functional studies suggested that E. multilocularis expresses both a TGFp and a BMP
signaling system. The kinase EmRSK2 and the Smad factor EmSmadC are most probably
components of the first, EmRSK1 and EmSmadB parts of the latter system. Surprisingly,
EmSmadA seems to constitute an unusual Smad since it can be activated by both TGFp and the
BMP receptors upon expression in mammalian cells. The precise roles of EmRSK3 and EmTAK1
have to be determined in future studies.

In the present work, significant structural and functional homologies between the TGF/BMP

systems of E. multilocularis and its mammalian hosts have been detected. Upon expression in
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human cells, the Echinococcus Smad proteins were, for example, able to functionally interact with
the corresponding receptors from Homo sapiens. On the other hand, the E. multilocularis
TGFB/BMP signaling factors also displayed several biochemical differences to those of the host,
which could be exploited for the development of antiparasitic drugs. One of these differences is the
lack of a usually conserved MH1 domain in EmSmadA and EmSmadC. Moreover, the
Echinococcus TGFB/BMP receptors display several structural features which have not yet been
detected in other members of the protein superfamily. Likewise, the regulation of TGFp/BMP
pathways in Echinococcus as well as their cross-interaction with other signaling pathways (e.g. the
MAP kinase cascade) seems to differ from the situation in vertebrates, insects and nematodes.
Finally, this work also provides evidence that at least one host cytokine, BMP-2, can functionally
interact with a receptor of the parasite, EmRSKI1. This interaction could be highly relevant for host-
parasite interaction mechanisms in alveolar echinococcosis since BMP-2 also exerts clear effects on
Echinococcus growth and differentiation in an in vitro cultivation system that mimicks the situation

at the affected organ during an infection.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungen

A
AcRIIb
AD

Alk
AR-Smad
ASI

Asn

ATP

B. malayi
BD

BMP

bp

BRIa
BRIa-ka
BRII
BR-Smad
C. elegans
cDNA
Co-Smad
Cys

D. melanogaster
D. rerio
DOPE

DOSPA
E. multilocularis
FCS
FKBP12
Glu

H. sapiens
HA
HEK?293
His
I-Smad
JNK

kDa

Leu

LIZ

Lys

LZ
MAPK
MAPKK

Adenin

Activin Typ IIb Rezeptor
Aktivator Doméne

activin like kinase

activin associated receptor smads
Chemosensorisches Neuron
Asparagin

Adenosintriphosphat

Brugia malayi

DNA bindende Doméne

bone morphogenetic protein
Basenpaare

BMP Typ Ia Rezeptor

BMP Typ Ia Rezeptor (konstitutiv aktiv)
BMP Typ II Rezeptor

BMP associated receptor smads
Caenorhabditis elegans
complementary DNA

common mediator Smad

Cystein

Drosophila melanogaster

Danio rerio

dioleoyl phosphatidylethanolamine
2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-
propanaminiumtrifluoroacetate
Echinococcus multilocularis

fetal calf serum

FK506 binding protein 12
Glutamat

Homo sapiens

Héamagglutinin

Human Embryonic Kidney cells 293
Histidin

inhibitory Smad
Jun-aminoterminal Kinase
Kilodalton

Leucin

Leucin-Isoleucin-Zipper

Lysin

Leucin-Zipper

Mitogen Activated Protein Kinase
Mitogen Activated Protein Kinase Kinase
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MAPKKK
Mg

MHI1

MH2
mRNA
NES

NLS

ORF

PCR
RACE
R-Smad
RT-PCR

S. mansoni

S/T-Kinase-Rezeptoren

SAPK
SARA
SBE
TAK
TGFB
Thr
TRI-ka
Trp
Val

wt

X. laevis
YTH

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase
Magnesium

Mad homologue 1

Mad homologue 2

messenger RNA

Nukleidres Exportsignal

basisches nukledres Lokalisierungsignal
open reading frame, offenes Leseraster
polymerase chain reaction

rapid amplification of cDNA ends
receptor associated Smad

Reverse Transkriptase PCR
Schistosoma mansoni
Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren
Stress Activated Protein Kinase

Smad Anchoring for Receptor Activation
smad binding element

TGFB Aktivierte Kinase

transforming growth factor 3

Threonin

TGFB Typl Rezeptor (konstitutiv aktiv)
Tryptophan

Valin

wild type, wildtypisch

Xenopus laevis

Yeast two hybrid
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8.2  Genomische DNA-Sequenzen

8.2.1 EmSmadB (Exons: GroBschrift)

gctATGTCAACTCCAATTTCTAGTCTAAATAGCCTTITTTTCCTTTACTTCTCCTGCAGTTAAAAGGCTGCTCGGTTGGAA
GCAAGGTGACGAGGAGGAAAAGTGGGCTGAAAAGGCTGTAGATTICTCTTGTGAAAAAGCTGAAAAAGAAGAAAGGTGCTC
TTGAGTCCCTGGAAAAAGCTCTGAGTAATCCAGGTGAACCAAGTGAATGCGTTACGATACCAAGATCTTTGGATGGCAGA
CTGCAGGTTTCACACCGCAAAGGTCTGCCGCATGTCATATACTGTCGTGTTTGGCGTTGGCCTGATCTGCAGAGTCATCA
CGAGCTCAAGCCCCTAGACATTTGTCGCTTTCCTTTTTCTGCTAAGGAGAACGAAGTGTGCATAAACCCGTATCACTACA
AGCGTGTTGAAAGTCCAGgtaatcttggatggtgtactccatttcccacggtgtgtcctttcaaaaaccatagacttata
ggattattggtctaagtgaacgcgggctttgatatcacacgggtatatcatcccatcacttctattcaacacgccectttt
tgcattcgttttagTTTTGCCGCCCGTTTTGGTTCCAAGGCATAGCGAGTACCCTTGTATGGGGTCGGTATCCGCTGGAC
CTCCAGCGGACTCAACAAGAATAAGCATAATGCCACTCCAGGCTGCTCCACTCTTGGTGGCGTCATCTTATGGTCAGCCG
ACGTCAGGCGGACCTTCAATGCCTTACAACGTCACCTATCCCCAAGGTITTCACTCAGACCTCGCCTCTCCCCCCTGCTAC
TCCCATTAGCAGTGGTGCCTCCCCCTCTACCTCCCTTCCTCCGCCCTCAGgtatgatattaccattcaccacatttggceca
acattttccaacgcttttggcttcatgggtcatactagtccgttttttccgaaactecgtctgtattaggttttttgaaac
gaaagtgttgtttgaatgtttagaattttccttcactttagatgctccttacgaaaatgtaagataacgttgecttgtatg
cgattttcctcacttgtaagcaattcagtggcacagctatgaacgtagttcataacatagaaggatgacgtatgttgtag
ttgcacgtgtaaaagttgtcttatcgtttgeccgttctccagACACTCATCCAATAAACTACCAAGAACCAAAGTACTGGT
GCTCGATAGTCTACTACGAACTAAACACCCGTGTTGGAGAAGCCTTTTTTGCCTCTCAGCCAAGCATCGTGATCGACGGT
TTCACAGACCCTTCAAACAACTCGGACCGCTTCTGTCTCGGCCTCCTCTCCAATGTAAACCGCAATTCTACCATTGAAAA
CACTCGTCGACACATTGGCAAGGgtgagttcctttttgttactgggcaaattcatatataaaaacgtgccttttggataa
acacaactgtagaactttgataactagaatttgtagctctaacttacgatttacaagtgtagacgctcatttttctgcaa
cctaaaacttactgtaatatacatcaattgcaaaatatttttatctaatatttttgacggaaaaaccaatttggcgtggce
cgttaccgtattccttttgtggatataggcactgtttgatgggttaaaaatggttagttttgggttctacctcecctgcgat
ttatattttggtagtatgccgcaaattacgtctggcatttctgcttcecceccttttgcatgegtagtcatgatgggcagtag
tatgatgttttaaatgaacgaaatttagcccacacattaatgatttctaaaaatgccgattactatttctgccaactatc
ttttttactcgtcactcgctgtcagtctctctggecgttcatctccactgeccaatgttcagatacgtacctgtgtgatagg
cgattcgtcactacatgcaaggaaggcggttatttggcgaccggtgtaattggttacgegttgtttecgtttattecgtcecgt
tacagtcgtgcggttggtggtggtgatggtgatgctctggtgtatggccgcacttaccttttctcatcacttttatctge
gcatgttttttcctcgctcaaaggggctaaaatgagtccecctttecegttgcaaaattatttcecgcactttctgtgaatactt
gactttaatttcaagctaaacagaagcattccgctttttgacaagcactcatttttcatatgaagggacctattggggtc
ctcgtgtgtaaattgaacgtcttgectttatttaagGAGTTCACCTCTACTACGTTGGAGGAGAGGTGTTTGCGGAATGCC
TCTCAGACAGCAGCATCTTTGTGCAGTCGCGCAATTGCAACCACCGGCACAATTTTAATTTGACTACTGTATGCAAAATT
CCGCCAGGCTGTTCGCTGAAGATTTTCTCAAACCAGGAGTTTGCTCAGCTGCTGCGTCGTACAGTGAGCCACGGCTTCGA
GGCAGTTTACGAGCTCACCAAAATGTGCACGATTAGGATGAGCTTCGTGAAGGGTTGGGGTGCCGAATACCACCGCCAGG
ATGTCACCTCGACACCCTGCTGGGTTGAGATCCACCTAAACGGCCCCCTCCAGTGGCTGGACCGCGTTCTCACTCAAATG
GGCACTCCACGCAATCCCATCTCTTCTGTTTCCtgattcgtttcttttcaccctcttceccactctectecgactttettcecat
tctttgcttcctcecgtgtaactgcatttattaggtgcttgccaagcaccagggacaatcatgatgcgccatccagacttca
ttcttcgccecctececttttgacceccgtggatatcattectgectttttaatcatttcaaatgtaacggttecttaattatyg
tatgtaatgtaagtcgccttactacacagtaaaaaaaaaaaaaaaagaagaa

8.2.2 EmSmadC (Exons: GroBschrift)

gaacgggctattgttaaccaggatagtttaactcgctgtgttaccatccctcgacccttgatgaaaacgcagaccacgaa
gtccttggtggtacaccccacgtggtcttttccactcecctctagtgtecctctggaATGGGTCCCTCCTATCGCTCATCTGG
TGATGACTCGACTACTCAAAGCAGCAGTCCGCACACTGGCTCCATGCTCAGgttggtgtcttecgecgecttgeccattcatce
attgtttacacgctcacaaatcgtcttgtgctttttaaagcgaagaatgaaggcgtcattttcgecgatttecggttcattyg
accgagcacccaggccgctatgacgttactacatggaatggaaaaataaacaagttctattgcacaatagttcgtgacgg
ggtcgattccgagatcgcaaacacattggacgcgtttaattattgcgcaggattacttcaaactatttgtactcctaget
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8. Anhang

attaccctgcttcagtcactttagttattgagctaagaaaagatggcgtatcaaatatgcgcttgtgtggactttcecgtte
catttgcacatgcagatgtagcgaaaatccacgatatattattctgactgttggaaatgagatgattaccgttgtattta
gtgcctcctactcctacatccgttaatttggccaatatcacattacataggctgtattgttttgggteccgettggaatca
gctgtttttatttcaggcgcgaatatctactcctagtactactgggtccacaaatatatttagtcaaatattggcagata
accaatgcttgtcactttgagtcagcgctttcattaaagagatggctgaccctcatctceccttttagtacatttgacccte
caaagaatacggacttgtcgtggtcatggtttatgtatggaagggaatgtgcagtctgccaccaaggcacatagaacccg
tgtctacatacacctttacaggaagtagatttctttgttctactaaagcatgtttaatttecctttggtggtagCTACCTG
TCACATGGCCTGAAAAACAGCATGGCAATAAAACCGTCTCCGCCATCAACCTCGTCGCCGACGCTAACAAGCTCGGCAAA
CTGCTCGAAAACGACGGGAGCGGGAACGGGGAAGTTGGATGAGGGTGGGGAGTCCTCGGCAGGCCCTGCTGGAACGACGG
ACGCTCTGAGCTGCACGGCACCGGGTAGCAGCAGCAGTGGCGGGGGTAGTGGGGATGCCACCTCCACCGGCGGTCTTGAC
TCCCGTTCCCCGGGCGCTCTCTCAAGGGATGAGAACTGCCTCAGTGAGGATAATGACACTATGGACACTGGTCTAGgtga
gtagagaccgactgctccgtacacttgcttggttgtgctcageccgtagecctcgagectgecggctaaaaggcagecttact
atgtaatcagagcaatgctgaaatttcggaaggatagatatgctggtcagaactttggcactggtgctgaggttgaatce
cgggtcagttctaaggctcaagtaacgattggatacgttcctacagcttgcattgggagectcttecgtgectttggggaat
aaaagtgtttcagctattgtcataaacactaattaatgtgtaaaatagggttgatgtaacctatttcceccttctcttagte
ctttactgtgaggtagatatgcccatgctgtatctgttgctccattgecgecttcaaaactgattaaatacatctctcgge
agaatgaattagtgctgaaggaagactgagtaaattggggagtatttgtttcaactgaaactggggaatcggccagctcce
ctatcgaatttccattcccacagctccattaacaatgttttctgtagtggggaactcgaataacatttggaatagttatc
actgggttatgtaatgtcacctcatcttacatgttctattaaataaacaccggcaagaagccatttgagtctcecctttget
tcggcgtttcaattgacagtgttcttcggactgtccatgtgattgtgatcggacggcattcctttaacttgaatgtttge
taagtttaccttccactatcaataagtattaaaggtaaagtaagtcttgcagttctctacagtccatctgtagectctatt
gaagcgcagttactcattgaacattgcttacatagctctatgattaagggttcagcaacgtaacatgttgttttggggca
catccgatagcggcatggtctctgcttagacgatttcttgctaggacaacttcgtctatcaaccaaaaaggatacgccaa
cttcggagcaagatttccatcaccaaactgctggattaaaatgaccggctttttcactcatttagcttaatattcatgtyg
ataatggttcgcgttgaaaaaaaagtatcctttctgatgagaagaagttgaaatatttttggttgcatatttgtagettyg
ttcattggtgccgttgacacggcgcatttgeccctegetgtegtttatttagACACACTGAACGACATAACAATCGGTGAC
TCGGCGCACACCTCAGTGGCCTACCAAGAGCCAGACTGCTGGTGCTCAGTGTACTACTACGAGACGAATACGCGAGTCGG
CGACACCTTCTACTGTGCTTCTCCCTGTICTCACCGTTGACGGCTTTACCGACCCCTCTCGCGAGAACCGCTTICTGTCTCG
GCCTCCTCAGTAACGTTAATCGGGGCCACCAGATTGAACTCACTCGCCGGCACATTGgttagectcttcccaccgecactce
ttgtttcttgtaccctcatttattcgttecgtttgtttttttgctgccaaagggaggaagtgataagttcttcatccatcce
tcaggacgtggtaggccaactcagagtctcgtttaatgagtctgtctttgtttttgtaaagagtggtggectgtttggtca
tactggggctacaacgaataactgcgaatgctcgcttgcecgtttccaagtcacttataccatctgtggtttacagtgtgg
ttattgctctaccttgttgattgagcaacgtattcgcactccttgctatttcttttgagectatateccttgttecttggtgt
agctaaatgacgcgaagaaattgtgcgtttacatattaaaacctccactccaattgatggatatcgactcactccaaatt
gaaccagttgagaagcacgcgaaatggtgatttgtgaaggaatgaattcccttttttgactaggcatacacacttttagG
CCACGGTGTTGCTCTCTACTACATTGGAGGCGAGGTTTTTGCCGAGTGCCTGAGTGACAGCGCAATCTTICGTCCAGTCGC
CTAACTGTAACCACATGTACAACTGGCATCCGGCTACGGTCTGTAAAATTCCACCAGgttagectcttceccaccgecactce
ttgtttcttgtaccctcatttattcgttecgtttgtttttttgctgccaaagggaggaagtgataagttcttcatccatcce
tcaggacgtggtaggccaactcagagtctcgtttaatgagtctgtctttgtttttgtaaagagtggtggctgtttggtca
tactggggctacaacgaataactgcgaatgctcgcttgcecgtttccaagtcacttataccatctgtggtttacagtgtgg
ttattgctctaccttgttgattgagcaacgtattcgcactccttgctatttcttttgagctatateccttgttecttggtgt
agctaaatgacgcgaagaaattgtgcgtttacatattaaaacctccactccaattgatggatatcgactcactccaaatt
gaaccagttgagaagcacgcgaaatggtgatttgtgaaggaatgaattcccttttttgactaggcatacacacttttagG
TTGCAATTTGAAAATCTTCAATAACCAACACTTTGCGGCACTGCTGAAAGAGAGTGTCAACAATGGCTTCGAGGCGGTCT
ACGCGCTTACTAACATGTGCACTATCCGAATCAGCTTTGTCAAGGGCTGGGGCGCCGAATACAGgtgagtctgectgect
ttttacacggaatctactcccttcatcggecgcgacacttgcgacacagacagttgctgatgagtcaagcatgtctaagtyg
ttgctgcctgactcaccttaggcecctctatctatgtgtggtgecgttcecccatgcagtagecttgcacagtgaaatccggatyg
ctgcaaatgcctctcttgaccctttecttttcagGCGTCAAACAGTGACAAGCACGCCCTGCTGGATAGAGCTTCATTTGA
ACGGTCCCCTTCAATGGTTGGACCGTGTCCTTAGTCAAATGGGCTCTCCTAACCATCCATGCACGTCAGTAAGCtagacc
aaatcaaattcacccccgaacccagccgcaaagaaggcttattgecttccaccacatactcecceccectteteccececgecececteg
cgccattcaatgtctgactgcaccctgttttttcccaactcttgtcgccaatgcatttecgettttttectecgactgettcet
ttttacccaaccgccgaaactgcttccacatatctccecteccgeccectcacttggcaactgtgecttatacatgtacgtac
gtgtgcgtgttcgaatgtgggcctgactcctccactcgegtaggactttgttcatctteccgtttctgecacgecttecttgta
tgactcaactttcctctccectctcectgtcatacacacatactceccecctectectttttatgtattctttaatgattaataaaga
cggataatatgctgtcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

175



8. Anhang

8.2.3 EmRSK?2(Exons: GroBschrift)

gctttggcaaattcatctcctcaatttctttaagaaggtatggcgcttattaacgcgetttttactgecccattaaatat
ccctactttaaacttcgtgtgttttcaccaacttttgccgcagttttgcagcgatageccggttgacttttatataaggeca
tagtcgatgtgccctcecctttacatttttttectttttgatgctctatttgaaatcttcatcaccttgttaaaaagcatctce
gaaacgtttgacctcaccattgcagtgtaatcatctatgaattttccttcacttctaattaaattttaattcgcaaatct
tttctatgtaagtttagtactttcgctttttcagaacccccagattcactatatggecgtataccteccececgatcecttctaac
aaccctcgaaaccaaagactcgaaaattcccaacATGTTTGCCCTCTCGCTACTCCTTTTTTCTGCCGCTAAGCCGTCCA
TAGCAAATCGGAAAGAATGTCTGAAACTCCTCTGCAATCCTGATGAAAGCGACTGCCATCCCTGTGCAGGCATGTCCGTG
GACGAACTCGGCACATGGCGACGCTACATTGACGCTCTGCTACAGAATTTCAATGACGAGGAGAGCAGTAATGCTTACTA
CCGGCAGATTTGGGAGGAGCCCTTTTGCTGCACAATTTCACCTGGAGAGCGTTGCATTATCAAGCTGATTAATGAACCAA
ATGTGCCGCCTCACAGGCTCTATGAAATGGGgtgtgtagggtctcecgttattttctagectceccactttttttacgtecctyg
actatttctttcggtgtatctatagATGTTTGCGCCAAAAGGATTTCTGGAAGCCCTTCAGCTGTGAGTCGGCGAACATG
CGCTGTTGTAACTCATCCTITCTIGTAATCTGCCTCTGAAGGAGGAATTGTCGAAGTTGATTGTCGAGGTGCCCAAAGACAA
CACCCTAATTGTGATTTTGTCCATCTTTCTAGTCCTTGCTGTCCTAATGCTTGTTGCCGGCTGGTGCTTCTGGCGGTGTC
GAGATAAAGCTGgtacgcgtccttttttgcttgtctcgecttttcectttttaatttattaattcaccecctttcttcaattyg
tagACTGGAGAAAATgtaagtccactttatggcgttgggtttgcatccecttaaatgegtaatgagtgtettctagttatt
gtttctagatgaagcaagtaaatggtgcatatttttattgtttgaaagcaataattgatttaagtagaatcgtcgtcaca
ccttttgttacccttcattacggaatcgcgaaatgtgagattcaatgtatctacagggtcgttttttgttttcaagccaa
cgaaagagtgtttttgcggttataatacagttagtctgtttcaatttttatgtcggttagcttatgatttaaggctacta
actttttaagcttcataaatgaagtcgttttttatgagtatttagagttcgtgtccaccttatgttctaggctcaccaga
ttgttttcagattgtgttaacattactacacctatcaagtttttcttttgttttcatcttccgtcattgaaacactggta
tcctatgcaaaaatcacgaagtcgctgagagttgttgaaactatcatttgatgtgcaccctgtgtatcgagttattaaat
ctaattctgttaaatctattctatctcatgtcacaaatgcgcgaatttatttttccattccaatcaatcatcctgctata
aaggagagggggaagtttaaggtgatttacttcaccgtatttcagCCTCCCAAGCACCCGTTTCCATGATTGGTGCTGGG
TGTATCGGCGATGCCACAGGTCACACATCTCCAAGCGACACGCACCCTTGGCACATGGCGGAATGCGGTGCCAGCGGCGL
CTCCATGGTAAGCGCTATACCGACCGCTACCACCACCGCTAATGCCAGCGCCGTCGCTGTCAACGGAGGCGTTCTTAACG
CCACCGCTGCGAATAGTGGGGTCAGTGTCGCAACCACTCTCATCGACTCAGTCCCTCTCCATCCCICTCGCACGCCCTTT
CTGATGGCTAGTTCCTCCATTTCCICTGTGATTGCTGTACGACCTCCTCGGGGCCTTGGAGCAATTCCAACAGGTGTTTC
GTCCTACCACAACTCCATCGGTGGTTCTACGGTCGTCCGGGCCTCGGAGGTTGTTGGCCTTGGTGGTGGCGGCGCTTCCT
ATACAGCTGCTAGTGGGGGTGCTTCTATGCTCCCCACCTCGTGTTCTGCTCCGCCTGGGGCTGGTGGCACTCTGGAAATC
ACTCTATCGGGAAGTGGGTCTGGTGCGGGTCAGCCACTGCTAGTGGAACGCACAGTTGCGCGTCAGGTCACTTTGAGTGC
ACGTATTGGCGAAGGGCGATATGGCGAGGTCTGGCTCGGCCGACTGCATGGTGATCAGGTGGCTGTGAAGATATTCTCCA
GTCGGAACGAGAACTCGTGGATTAGAGAGAAGGAGATCTACGAGACAGCTACTCTGCGTCATAGCAACATCCTGGGATTC
ATCGCTGCGGACAACAAGGACAACGGAATCTCAACGGAGCTCTGGCTAATCGCTGAGTATCATCGTCTGGGTTCGCTCTA
CGAGTTTCTCCAATCGCACGCCTTCACTCTTCCCGCCCTCATCAAAATGGCCTCATCCATTGCCAACGGACTGGCGCATC
TCCACATGGCCATTGTTGGCACCTCGGGTAAACCACCAATAGCTCATCGTGACCTCAAATCCCGAAATATTCTGGTAAAA
GCGGACGGTGAATGCTGTATCGGGGATTTGGGCTTTGCCGTGAAGTACGACAGTCTCACTGGCCGCGTAGATATCGGTCA
CAACACGGAACGCATTGGCACAAAGCGGTATATGGCACCGGAGGTACTAAATAACACCCTCTATGCCCATTCTTTCGATG
CCTACATGCAAGCGGATATCTACTCGCTGGGTCTGGTCTTTTGGGAGATGACTCGACGTGTCTATGTTGCCAATCTCTAC
GGTCCTGAGGAATATCAGCTTCCCTATCAGgtttggcgccttcaaaagtceccttctceccatttgaaggececcttagtttgatce
tgaaggttcgtgtgtctcttatagGATAACGTAGGCCCTGATCCCTITGATCGAAGAGATGAAGTCCGTIGGTGTGTGAACT
GGGCATACGTCCCCATCTGCCATTGGTATGGCAGACGGATGCAAGTCTGCGGCTGCTTTACCACATCATGACGGAGTGTT
GGTTTGCCAACCCTTCCCACCGTCTTTCAGCAATGCGAATCAAAAAGGACCTTGCGAATCAGCGTCAACAACTCGGCTCG
CCAAGGCAACCGGGTGAGACTCCACTGCCTCCACATATTCTTCGCCAACAGCCCTCCAGTCTAGATGCCCTACCGCCCGG
TGTATTTGTCTATCGATCGGTGGAGGCCGCCAGCGCCGCAAGTAACGCCAACACCTCAACGTTAGAGACAAATCAGGTGG
GGGAGGCGGAGGCGGAGGCAGAAGAGGCACTCCTTGCCTCCGGTGGACCCACTATTCAACCGCCAAATGTGGTTGCCACG
GCAGCGGTGTCGGGGGGAAGAGGAAATCTCGGATATTGTtgactgagaaataattgtaggacatccaccccacactatcet
cacccctgcatttgtcecctttttttctcececccattatgtacacacgecgtgecgecgectgtacaatgtgtattttatcactectt
ctactcccgatagtccttagtcatgtctgecgtgtgtecgttgttgggtgttgaaggtcaccagcagcatcagtaaaggtgg
cactaacgccgacagcatgtgttgaatgagttgtctgcgctctcccgacccctccacaaagccacacgttattatgeccce
ttgaaaccttgcaggcacaagttctctgctcctacctceccecgtcectectgetctecectteccectecttcectettecgecatgeat
ccatcaatgacgatcgctaatactcctcgaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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8.24 EmBMP (Exons: GroBschrift)

cgctgggtcgaggggacatttgaaccgagacagtggccagaccacggtccaacaactgccgccataacttttettctceca
ctctccecgttttaccgcaaagcaccgcagcecttcectggecgecATGGGAGATAGCAGAGGGTCCGGAAGAACATTAACACGAC
TTGTAGTGATTGGTCTTCTACTGCAGGCGGCTCAGACTGCGGCCACGGTGGGCAGCAGTGCTTGTGGAATAAACGAAATT
TTTGTGAGTAAGAACCACTCACGgtacgttagagcatcaaatatgaagaagaggagatatttcgaatctggagttccgga
ttaccttttacagCTCAGAGAAAGACACAGTAGAGAATGGATGAATTTCGGGCAAACTGACGGTGGACACGGTCCCAGTC
TAGGAGTTATTACAACTATACGTCATCACCGAACCACAGGGGCAAACGATAGGCAATCACAGTGGCAGAAACGTCAGAGC
CTCGATTTCCGCCTTGCACGATTTTCAGTCGgtgagcagttgatagcgtgcagtttgcggctgccaattagacattgcecat
aaacgcatccaccccggtctcagTGAAGGTGATTGGTGCAGGGGAGACCCCAAGGGGCGAAGTCTATGTAGAGGCGGCGG
GGACGGCAGGACAGGGACAGAAGGCGTGGCTAAACGTACCACTTICCTICCTIGCCTCCCTCTACAATCTCCTAAGACAAAAG
CGICTICTTCGATTGCGAGTTGACCTGGCCGATGCCAACGTAATCGACACCTCGCACACGCCTCATCTCCTGACTTTTCA
TCGCAGTCGAGAACGCACTGAACGTCTGAAAAGAGCACGAAGAGATACTAGTGCTGATGTGAACCTGGAGGCTTTTGAGC
AGAGGAATCCGATAAATGAGgttaggaatcaaaactcaagtttttatgcactttttggtttagctttcaggctgtgataa
attggtttgaagcaaaacacaggcgagctaacaatatttgtccaccactttgtccgttcgatgcacgaaaatatgtgcac
tgaatgtaaaggtttatcatccattttggcttctttacagtatttctgaaagtgattcatttgaaatttcagcgcacggce
gcaaaactcattcaaaaatataagtgttgcttcgtttggttatatttgttaacaaaattaccgatgatatactctattgt
aagaaaggaagtcccattgaccaaccgatgctaaaatggatattgcattgcggtactgagtttccagggcggaagattag
gatttgtgaaggcctgttgacccacataagcctgccaaacacctagtctgttgcaggatctcecctacctcagaatacacga
atattccttttggtatcgtatgtttgacgtgggtacacagttggccatgtgtgaacttatccgagttggaagagttgaat
ctgacatagtgcttaattgtaggcaaaaaaaatttgtaagaagaggaggaagaagtggaattgctttttagttttgtagg
gttgatgcgttttctttttgtgatttacttatggaacatcagtagtattctttgcagGTTAAACCAATCGGTGAAAATCG
CAAAAAGCGTCGACGAACACGTCCTAAAAGCAAAAGTTGGACAAATAATCGGGAAAAGCGCAATTCGCGATATCTCATGA
ACCAGCGATACGTCGCCTCAACATGCCAACGGCGTGACCTCGTGGTTAACTTTAATGCAGTTGGTTGGTCGCGTTGGGTG
ATTGCTCCGCCTGCCTACAACGCTGGCTACTGCTACGGCTACTGTCCCTTCCCCCTTTCAGCCCATTTCAATACTACCAA
CCACGCGATCATCATCCACCTCATGTACAACTTGGGCGTGGCCCCACCCCAAGTCAAACCGCCCTGTTGCACCCCTGTCA
CCTTCAGTCCCCAGTCTATTCICTICTTCGACAGCGACGAGGTCGTTICTGCAAGTCTACGAGGACATGGTTGTCGAGACT
TGTGGCTGTCGGtgatattgaccctaaaatcaagatttt

8.2.5 EmTAKTI1 (Exons: GroBschrift)

taatacgactcactatagggcaagcagtggtaacaacgcagagtccgcgggggcgatttgtttccactaagactgaaacyg
gATGGATGCCGATAGACCTGCCCCCAAAGTGGCTCAGTATAATCATCCGAACCCgtaagecttttctaataaccttectat
cacaccttttggtgaattcgaaaatggccttagttattgcctatctgtggtggaaattgtcataacaaaactgtacccgt
tattctatgtacgccttcagcatatcaattagagccctcgttggatctcecgecttecttecgettaaatctataagttgtgac
catttgtattacttggcaaaatagtcgcaaaaatagaggtggaaccaccttctcacgtgcgatttccttacattcattgg
tggttcgaattagttacgatgacaaaaccctaccaccttataatgccacctatattgttgaagttatgtgggtcctgett
aaaatgcgccaagctttatatattgttccggagttgacattttgcecgtggtcaatccttaaagtgaagtagggaaggtggg
ttattgttaactatgggcaagcagttggcaaataagttcaagacttctttgcttgttactacttagcaaatttggecctat
tttcatttttgcttcttatttcggATCTGACGATGAGCTTAGGTATTGTGTGGAGAGAGTTAAGTCCGTATTTAATATAC
CCGAGGATGAAATTCAAATTGAGAAAAAGgtacattcccatttcaatcgccctgecttcataacgttttagttaatcctt
caatctatttatcggaaagtggtattttgcagagaataggtacaaactagggtttttatgtttttaagAGTGTATCAGGA
GGAAGTTTTGGGGATGTCTCATTCGGCACATACCGTGGAAAAAATGTGGTGAAAAAGGATTTTAAATTTTTCGCTACGAA
GAATGAGCGCAAGTACAACTACCGCGAAACGTACACGCTTGACGCCTGCAATCACATAAACATCGTCAATTTATTGGTGC
CGGTCCTGACACGGGAAAAGCTAACGTTCGCTATGTTGTCATTGAGCGGGCGACAAACGCCTCCCTGGCAGAGCgtaagt
ttcccattttctectggggececggagtaatttcteectattttagTCATTGAATCAAGCACTGCATACTCCATTTGGCACGT
GATGCTCTGGAACTTGCATCTCGCAGATGGGTTGGCGTATCTTCACTCTCGTCCTGAGCCAATCATCCATCGGGACCTGA
AACCCGCCAACATGCTCCTCTTTGATGGGTGCACCATCCTCAAGATAAGCGACTTTGGTACGTCAAAGATTATTGAGGCG
GGCAAGGAGGACTTGCAGTCGCTAAATCAGGGCTCGCGTATCTATATGGCACCAGAGGTACAACAGCgtaggtcecctcatt
tgttattcatcttctgcatgttttatcaagtgaaaatctgtggctatgcttgagagttttgctctcaatgtgatgttttce
gtaacgttgtagttttctaatcccatgcaaacctagGCCGTGTTGGTGAAAGTTATGCCCAGTATACGGAGAAGGTGGAT
ATATACAGTATGGCGGTTTCACTCTGGGAGATGTTGACACGAAGATTGGAGCAAAATGTGAATCCTCGCTGTATGAAGAT
CCGTTCATGTCCACCCTTTCTAGAATGCCTATTTGCTCGgtgagaattttctgcattccttgcacgcattagaagcactyg
tcatgttggagtagagttaagtggaaatttctgtgtgtttagTGGAATGGCAGAGGATCCCGCTCAGCGACCAACAGCCT
TACAATTGGTTCGATTGCTAGATTTCATTATGCGTAAAGTCTGCATGATGAACACCTCCGAGCTACGCATTGAATTTGAG
AGCGTTGGGATTCCCAGTGTCTATCAACAGACTGCCACACAACTTGTCGATACGAATACCATAAAACAGGAGGGCTCATC
ACATTGTAGTCTGCCTGAAGAAATGATGACTATGCAAGTTTCTGACTCCAGGTCAAAAGTTATCTCTGAGAAGAGAACAC
CTGGCGATGGTCAGGATTTTCAATGTTATGTCACCACTGACGCGACTCTTTTCAATCGTCCATCTGATGCCTCTATCTAC
TGCGGGGCAAGATGTCGGCAATCGCCTTCGAAAGAGGAGGTTGCTGCGTTAGACATGAAGCTGGTTCCCCTGCTTCTACG
GCCGGTTCACCCTGCTGGCGGTTCAAAGCCCGAGATGGAGTTGTACCATAAACATACTGAGCTGGCGAGGGAGTATATCA
GACTTGACGAGGAGATAAAACGCTTGAATAAGCTGTGGGACGATAGAGTGACGCAAATTGTCTCGGAGAAGGGCATTAAA
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CCCAAGCATGTTGACAAGTGGAAAGAACGCATCAGGGAGTACTGCAACCTCTGCGTCATTTTGTCGCGTGAAGTACAAAA
GTCTGGACGCtaaggacactgaaattttattgaaactgccatctacgtaaagctgccaataaccggattaacacttttta
ttcatccgataccttcttaacccttctcectcecttttaaageccatgtecttgtgatgagtctgetgtcatcaatactaggggce
ttatttgttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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