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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Schistosomen gehoren innerhalb der Plathelminthen zu den Trematoden und zeichnen
sich durch einen komplexen Lebenszyklus mit zwei unterschiedlichen freilebenden Lar-
venstadien sowie einem in dieser Klasse einzigartigen Geschlechtsdimorphismus aus

(Abb.1),

Abb. 1: Lebenszyklus von Schistoso-
ma mansoni
A: Endwirt, B: Zwischenwirt
la: Parchen, 1b: Ei, 2: Mira-

cidium, 3: Schnecke, 3a:

Muttersporozyste, 3b: Toch-

tersporozyste, 4: Cercarie

(aus Piekarski, 1973)

Die vom Endwirt tiber den Urin oder Stuhl ausgeschiedenen Eier gelangen ins Wasser.
Dort schliipfen die Larven (Miracidien), die je nach Art eine andere, spezifische Siilwas-
serschnecke als Zwischenwirt infizieren. Uber Metamorphose entwickeln sich innerhalb
von 6 Wochen die fiir den Endwirt infektiosen Cercarien. Diese verlassen aktiv die
Schnecke und dringen infolge eines Kontaktes mit dem Endwirt (Bsp. Mensch) durch die
Haut in den Kérper ein und entwickeln sich dort zu adulten Individuen. Uber das Blutge-
fasystem gelangen sie in die Pfortader, wo es zur Paarung der Wiirmer kommt. Ein aus
entwicklungsbiologischer Sicht einzigartiger Mechanismus fiihrt dazu, dass die Weibchen
erst nach der Paarung mit den Miannchen die Geschlechtsreife erlangen (Popiel, 1986). Im
Anschluss an die Paarbildung begeben sie sich gemeinsam auf den Weg in den Mesenteri-
alkomplex des Darms (u.a. S. mansoni) oder die Blutgefile des Urogenitaltrakts (S. hae-
matobium), in denen die Eiablage beginnt. Uber den Darm bzw. die Blase gelangen die
Embryonen ins Freie. Die Menge an produzierten Eiern ist so hoch (ca. 400 Eier/Tag u.
Weibchen) (Loker, 1983), dass es auch zu einer Verschleppung der Eier im Blutkreislauf
kommt. Dort bleiben sie in den Kapillaren lebenswichtiger Organe (Leber, Milz etc.) stek-
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ken und rufen Entziindungen (Granulome) hervor, die schlieBlich zu fibros-zirrothischen
Verianderungen des Gewebes fithren (Hepatosplenomegalie) (Kayser et al., 1989).

Schistosomen sind weltweit von grofler medizinischer und 6konomischer Bedeutung.
Sie verursachen die Bilharziose (Schistosomiasis), die hdufigste durch einen Parasiten aus-
geloste Tropenkrankheit nach der Malaria (Savioli et al., 1997). Neben den fiir den Men-
schen relevanten Arten gibt es noch weitere, die bevorzugt Haus- und Hoftiere befallen
(DeBont & Vercruysse, 1998).

Aufgrund der Bedeutung der Bilharziose und anderer Tropenkrankheiten ist im Rah-
men der Bekdmpfung von Parasitosen unter der Federfiihrung der WHO u.a. ein Genom-
projekt fiir Schistosomen ins Leben gerufen worden. Informationen {iiber Parasiten-
Genome sind essentiell flir die Forschung und werden zum Grundverstindnis und somit
zur Kontrolle von bedeutenden parasitiren Erkrankungen beitragen (Rollinson & Johnston,
1999; Gutierrez, 2000). Wie sich bereits bei der Erforschung der Genome pathogener
Bakterien herausgestellt hat, bieten die erhaltenen Daten Mdoglichkeiten bei der Entwick-
lung von neuen Therapeutika oder Impfstoffen (Rollinson & Blackwell, 1999). Dies wird
besonders im Hinblick auf die vermehrt auftretenden Resistenzen immer dringlicher
(Sangster, 1999), speziell beim dem bislang wirksamen Medikament gegen Schistosomen
Praziquantel® (Kusel & Hagan, 1999).

Mit Hilfe von Sequenzdaten ist man in der Lage, neue Gene zu identifizieren, deren
Charakterisierung und funktionelle Analyse dazu beitragen konnen, wichtige, noch offene
Frage zu beantworten: (a) Welche Gene und/oder Mechanismen sind flir die Entwicklung
des Parasiten essentiell? (b) Wie entgeht der Parasit dem Immunsystem seines Wirtes? (c)
Gibt es Mechanismen (z.B. Signaltransduktionswege), die fiir diesen Organismus einzigar-
tig sind? (d) Welche Molekiile konnten die Basis fiir die Entwicklung von Medikamenten
oder Vakzinen darstellen? (Johnston et al., 1999; Colley et al., 2001).

Wihrend der letzten 15 Jahre sind im Rahmen der molekularen Forschung an Schisto-
somen eine Reihe von Genen und deren regulatorische Elemente auf konventionelle Weise
identifiziert und charakterisiert worden (Koster et al., 1988; Schiissler et al., 1995; Ra-
machandran et al., 1996; Davies et al., 1998; Freebern et al., 1999; Valle et al., 1999; Inal
& Sim, 2000; Salter et al., 2000). Diese Gene sind an unterschiedlichsten Prozessen betei-
ligt, wie der Entwicklung des Organismus, der Ménnchen-Weibchen-Interaktion oder der
Wechselwirkung zwischen Wirt und Parasit.

Um Gene jedoch umfassend studieren zu konnen, ist es wichtig, genaue Daten {iber ih-

re Funktion und Steuerung zu gewinnen. Arbeiten auf dem Gebiet der “post genomics”
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leisten dazu einen groflen Beitrag. Sie umfassen u.a. die funktionelle Genetik, die mit Hilfe
von Transformationssystemen Funktionsanalysen von Genen im homologen Organismus
erlaubt.

Seit einigen Jahren sind speziell fiir protozoische Parasiten Transformationsprotokolle
verfiigbar, die dazu beigetragen haben, entscheidende Prozesse dieser Organismengruppe
aufzukldren (LeBrowitz et al., 1991; Soldati & Boothroyd, 1993; Horrocks et al., 1998;
Kelleher et al. 1998; Teixeira, 1998, Adamson et al., 2001). Bis heute gibt es jedoch noch
kein etabliertes Gentransfersystem fiir Schistosomen und andere parasitische Helminthen,
das reproduzierbar angewandt worden ist.

Im Gegensatz zu den Protozoen sind multizelluldre Parasiten weit davon entfernt,
ideale Forschungsobjekte zu sein, da ihre Haltung und Kultivierung sehr aufwendig ist und
spezielle Voraussetzungen erfordern. Besonders die lange Generationszeit parasitischer
Helminthen und der obligate Wirtswechsel erschweren die Aufrechterhaltung des Ent-
wicklungszyklus (Colley et al., 2001). Die funktionelle Analyse klonierter Gene aus multi-
zelluldren Parasiten war bislang darauf beschrénkt, anhand von Sequenzvergleichen mit
bekannten Genen anderer Organismen auf deren Funktion zu schlieen. Weitere Hinweise
konnten durch die Transformation heterologer Systeme, wie z.B. C. elegans oder mamma-
lischer Zelllinien, gewonnen werden (Grant, 1992; Britton et al., 1999; Hashmi et al.,
2001; Nabhan et al., 2001).

Die Hauptaufgabe im Rahmen dieser Promotiosarbeit war, ein Protokoll fiir den Gen-
transfer in S. mansoni zu entwickeln, um auch bei diesem Organismus die funktionelle
Charakterisierung von Genen und deren Produkten im homologen System zu ermoglichen.
Vorangegangene Arbeiten in den Arbeitsgruppen von PD Christoph G. Grevelding und
Prof. Werner Kunz haben gezeigt, dass bereits etablierte Methoden wie die Lipofektion,
Kalzium-Phosphat-Prézipitation oder die Elektroporation nicht zum gewiinschten Erfolg
gefiihrt hatten. Allerdings gab es auch erste Hinweise, dass der Einsatz des ,,Particle Bom-
bardments* erfolgreich sein konnte. Parallel zu dieser Arbeit wurde dies durch die Arbei-
ten von Davis et al. (1999) und Jackstadt et al. (1999) untermauert, die zeigten, dass die
Transformation iiber den ballistischen Gentransfer sowohl von Ascaris, Litomosoides und
C. elegans moglich ist. Zudem gab es erste Anhaltspunkte fiir Anfwendbarkeit dieses Sy-
stems flir Schistosomen.

Das Particle Bombardment ist eine physikalischen Methode deren Prinzip auf der Be-
schleunigung Nukleinsdure-beladener Mikroprojektile beruht, die in der Lage sind, ein Ziel

(Organismus, Gewebe, Zellen etc.) zu penetrieren (Abb.2) und daraufhin die DNA oder
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RNA freizugeben (Sanford et al., 1993). Die ersten Versuche, Makromolekiile mit Hilfe
von hoher Geschwindigkeit in einen Organismus zu transferieren, wurden in den 60er Jah-
ren unternommen, als MacKenzie et al. (1966) den Gentransfer in Pflanzen mit dieser
Technik beschrieben. Es dauerte allerdings noch mehr als zwei Jahrzehnte, bis die Metho-
de, die damals auch ,,particle gun method* genannt wurde, ihren Durchbruch schaffte. San-
ford et al. (1987) beschrieben den universellen Einsatz des Particle Bombardments, um
verschiedenste Molekiile (Nukleinsduren, Proteine etc.) in lebende Organismen einzubrin-
gen. Heute ist die Technik weiter verbreitet, und es gibt inzwischen eine Vielzahl von Pu-
blikationen, in denen die Anwendbarkeit des Particle Bombardments zur Transfomation
verschiedener Organismen beschrieben worden ist (Wang et al., 1988; Williams et al.,

1991; Schiedelmeier et al., 1994; Hara et al., 2002).

Abb.2: Schematische Dar-

Before

stellung des Particle
Bombardments  mit
der PDS 1000© (aus
Gas Acceleration Tube

Htechnical manual®,

Bio-Rad).

Rupture Disk
Macrocarrier
DNA-coated Microcarriers ——"=eere

Stopping Screen

Target Cells _

AR R E R T

A-C: variable Distan-
zen zwischen den ein-
zelnen Komponenten

innerhalb des Gerites.

Neben der Technik selbst miissen weitere Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Eta-
blierung geschaffen sein: zum einen spielt die Verfiigbarkeit und Kultivierung von ent-
sprechenden Stadien des zu untersuchenden Organismus eine entscheidende Rolle. Zum
anderen miissen geeignete Transformationsvektoren kloniert werden, die in den Organis-
mus eingebracht werden sollen. Die in-vitro Kultur adulter Schistosomen ist in den Ar-
beitsgruppen Grevelding/Kunz seit Langem etabliert. Katja Kapp (2000) konnte sie weiter-
entwickeln und um die Kultvierung von Sporozysten ergénzen. In ihrer Arbeit sind ferner
erste Transformationsvektoren fiir den Gentransfer kloniert worden, die im Rahmen dieser
Arbeit Verwendung gefunden haben. Dazu gehort das Konstrukt hsp70-GFP-hsp70, wel-
ches Promotor- und Terminator-Sequenzen des Hitzeschock-Proteins 70 (hsp70) enthélt.

Diese stammen aus dem Liberianischen Stamm von S. mansoni und wurden uber PCR an-

10
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hand existierender Sequenzen eines hsp70-Gens des Puerto-Ricanischen Stammes (Neu-
mann et al., 1992) kloniert. Die Sequenzierung von hsp70-Homologs aus dem Liberiani-
schen Stamm offenbarte nur geringfiigige Abweichungen (Kapp, 2000).

Bei hsp70 handelt es sich um einen sehr gut charakterisiertes Gen aus Schistosomen,
das in Adulten iiber Hitze-Stress induziert wird, in verschiedenen Larvenstadien dagegen
konstitutiv exprimiert wird (Neumann et al., 1993). Die Sequenz des klonierten Promotors
umfasst ca. 530 bp der 5'UTR und enthélt neben einer TATA-Box und 3 CAAT-Boxen
zwel putative ,,heat shock response elements* (HSE). Der Aufbau des Promotors ist im

folgenden schematisch dargestellt (Abb.:3).

-527 CAAT HSE 11 CAAT  CAAT HSE 1 TATA +1

ATG

Abb.3: Aufbau des hsp70-Promotors.
Die Reihenfolge der regulatorischen Einheiten innerhalb der 5’"UTR sind mit ihrer
Sequenz angeben, die Abstinde untereinander sind nicht maf3stabsgetreu wiederge-

geben.

Die Aktivitdit und Hitzeinduzierbarkeit des Promotors aus dem Puerto-Ricanischen
Stamm wurde von Levy-Holtzmann und Schechter (1995) im heterologen System gezeigt,
als sie CHO Zellen mit einem hsp70-CAT Konstrukt transfizierten und entsprechende En-
zymaktivitdten nur nach Hitzeschock nachweisen konnten.

Fiir die vorliegende Arbeit sollten auf der Basis bakterieller Plasmide weitere Repor-
tergenkonstrukte hergestellt und zundchst auf ihre Funktionalitit im heterologen Zellkul-
tursystem getestet werden. Im Anschluss sollte sie dann fiir das Particle Bombardment von
Schistosomen eingesetzt werden. Diese Vektoren sollten regulatorische Elemente einiger
Gene aus S. mansoni umfassen, die z.B. gewebespezifisch (ER60), konstitutiv (Aktin) oder
geschlechtsspezifisch (p14) exprimiert werden.

Bei ER60 handelt es sich um ein Gen aus S. mansoni, das fiir eine Cystein-Protease
kodiert. Wahrend der Entwicklung von Schistosomen werden immer wieder Proteinasen
synthetisiert, um eine Vielzahl von verschiedenen Aufgaben zu erfiillen (Trap & Boreau,
2000). In Miracidien z.B. spielen sie eine Rolle bei der Invasion in den Zwischenwirt
(Yoshino et al., 1993), der Migration innerhalb des Schnecke (Pan,1980) und bei der
Transformation zu Muttersporozysten (Lodes & Yoshino, 1989). Weitere Prozesse, an de-

nen Proteinasen beteiligt sind, umfassen die Penetration von Cercarien in den Endwirt

11
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(Dalton et al., 1997; Salter et al., 2000), die Aufnahme von Nahrung in Adulten (Zerda et
al., 1988; Brindley et al., 1997) und die Bewegung der Eier durch das Gewebe des End-
wirtes (McKerrow & Doenhoff, 1988). Jeder dieser Prozesse ist fiir die Erhaltung des Le-
benszyklus des Parasiten essentiell, weshalb Proteinasen vielversprechende Ziele bei der
Entwicklung von antiparasitiren Medikamenten und Vakzinierungsstrategien sind
(McKerrow, 1999).

Aus dem bereits vorgestellten Entwicklungszyklus des Parasiten geht hervor, dass die
freilebenden Larven ihren Wirt durch aktive Penetration infizieren. Dieser Prozess ist bis-
lang nur unzureichend verstanden. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass bei der
Invasion in den Zwischen-/Endwirt exkretorisch-sekretorische (ES) Molekiile beteiligt sind
(Pino-Heiss et al., 1985; Yoshino et al., 1993; Salter et al., 2000). Die Charakterisierung
einzelner Gene, die daran beteiligt sind, ist noch nicht sehr weit fortgeschritten. Lokalisati-
onsstudien haben jedoch schon gezeigt, dass ES Molekiile in den lateralen “gland cells”
von Miracidien exprimiert werden (Dresden et al., 1986). Daraus wurde geschlossen, dass
diese Proteine an der Penetration der Larven in den Zwischenwirt beteiligt sind.

Auf der Suche nach regulatorischen Einheiten eines Gen, dass in allen Geweben kon-
stitutiv exprimiert wird, fiel die Wahl auf Aktin. Dieses Protein ist Bestandteil des
Zytoskeletts von eukaryontischen Zellen und hoch konserviert. Etwa 10% der gesamten
Zellproteinmasse besteht aus Aktin (Stryer, 1994). Es ist an einer Vielzahl von Prozessen
beteiligt, angefangen bei der amoboiden Bewegung von Protozoen und Leukozyten bis hin
zur Muskelkontraktion (Steinmetz et al., 1997; Welch et al., 1997; Amann und Pollard,
2001). Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit der Bereitstellung immer neuer Aktinmole-
kiile, die entweder aus dem Abbau vorhandener Filamente stammen oder {iber Transkripti-
on und Translation der Aktingene neu synthetisiert werden miissen. Wihrend man bei ho-
heren Eukaryonten mehrere Isoformen gefunden hat, die in einer groen Familie von Ak-
tingenen codiert sind, gibt es bspw. bei der Hefe nur ein Gen (Alberts, 1995). Bei Schisto-
somen sind zur Zeit zwei Aktin-Gene bekannt (Oliveira & Kemp, 1995), die sich in ihrem
Aufbau nur geringfiigig unterscheiden. Uber die Regulation und die genaue Funktion in
Schistosomen ist bislang jedoch nichts bekannt.

Das Eischalenvorlduferprotein-Gen p14 aus S. mansoni wurde 1988 von Kdster et al.
isoliert und charakterisiert. /n-situ Daten zeigten, dass dieses Gen in den Vitellarien von
Weibchen transkribiert wird. Es handelt sich demnach um ein weibchen-spezifisch expri-
miertes Gen, das zudem durch den Kontakt mit dem Ménnchen reguliert wird (Grevelding

etal., 1997).

12
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Die regulatorischen Einheiten der vorgestellten Gene sollten mit verschiedenen Re-
portergenen kombiniert wurden. Die Verwendung des griin fluoreszierende Proteins (GFP)
aus Aquoria victoria ermdglicht hierbei einen direkten Nachweis der Genexpression im
lebenden Organismus (Chalfie et al., 1994). Der Einsatz der B-Glucuronidase (GUS) aus
Escherichia coli (Jefferson et al., 1986) hat den Vorteil, dass sich dieses Enzym sowohl im
Lysat, als auch am fixierten Objekt nachweisen lédsst. Eine endogene Aktivitét beider Gene
konnte in Schistosomen nicht gefunden werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte herausgefunden werden, ob die Methode des Particle
Bombardments dazu geeignet ist, adulte und larvale Schistosoma-Stadien mit den klonier-
ten Plasmiden zu transformieren. Die Uberpriifung eines erfolgreichen Gentransfers sollte
molekularbiologisch iiber den Nachweis der Transkription und der Translation der ver-
wendeten Reportergene erfolgen. Mit Hilfe der Mikroskopie sollte weiterhin festgestellt

werden, ob gewebespezifische Expression der Transgene nachweisbar ist.

Eine weitere Moglichkeit der funktionellen Analyse von Genen besteht durch die
Transfektion einer primiren und/oder immortalisierten Zelllinie des zu untersuchenden
Organismus (Rochefort et al., 1990; Razin & Chedar, 1991; Kern et al., 1994; Picard,
1994; Waller et al., 1998).

Zellen lassen sich in der Regel nur einen begrenzten Zeitraum in Kultur halten, bevor
sie absterben (Celis, 1998). Es wird angenommen, das diese begrenzte Lebensspanne in
Verbindung mit der Lebensdauer des Organismus steht, aus der sie isoliert wurden (Hay et
al., 1988). Gelegentlich kommt es in der Kultur jedoch zu Mutationen, die aus einer mor-
talen eine immortale, sich dauerhaft teilende Zelllinie machen. Isolierte Zellen aus Tumo-
ren haben hingegen hadufig schon die Potenz zur dauerhaften Teilung in Kultur (McLean,
1993; Rubin, 2001), wobei sich ihr Wachstumsverhalten in der Kultur von einer primiren
Zelllinie unterscheidet (Jha et al., 1998).

Auch wenn permanente Zelllinien den Nachteil haben, in der Kultur ihr Genom im
Vergleich mit dem Wildtyp-Genom haufig zu verdndern (Duncan & Reddel, 1997; Tainsky
et al, 1995), so sind sie doch ein wichtiges Werkzeug in der Molekularbiologie, nicht zu-
letzt, da sie sich normalerweise ohne groen Aufwand kultivieren und vermehren lassen.
Sie stehen somit im Gegensatz zu vielen Vertebraten fast stindig zur Verfiigung. Erkennt-
nisse, die mit Hilfe von isolierten Zellen gewonnen werden, lassen in gewissem Rahmen

Riickschliisse auf Vorginge in vivo zu.
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Permanente Zellkulturen sind bislang weder von Trematoden, noch von anderen Para-
siten beschrieben. Neben den etablierten Zelllinien aus Vertebraten und Arthropoden (vgl.
http://www.ATCC.org) gibt es wenige Zelllinien von anderen Invertebraten (Hansen,
1976) inkl. der helmithischen Zellkulturen aus Ecchinococcus (Fiori et al., 1988; Furuya,
1991). Die kontinuierliche Kultivierung von Zellen aus Trematoden und vielen anderen
Invertebraten blieb bislang jedoch erfolglos (Weeler & Wheeldon,1982; Hobbs et al.,
1993; Bayne et al., 1994; Bayne, 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun erste Versuche durchgefiihrt werden, eine dauer-
hafte Kultur schistosomaler Zellen aufzubauen. In der Vergangenheit ist es bei verschiede-
nen Organismen gelungen, differenzierte Zellen durch den Einsatz von mutierten ras-
Genen und dem LargeT-Antigen von SV40 zur erneuten Teilung anzuregen (Land et al.,
1983; Ruley, 1983; Amsterdam et al., 1988). Auf der Grundlage des von Andreas Kamp-
kotter (1999) isolierten ras-Homologs aus S. mansoni war die Moglichkeit gegeben, einen
solchen Ansatz auch zur Immortalisierung von Schistosoma-Zellen durchzufiihren.

Ras, aufgrund seiner GroBe auch p21%*

genannt, ist ein Molekiil, das in allen euka-
ryontischen Zellen vorkommt und entscheidende Funktionen bei einer Vielzahl physiologi-
scher Prozesse libernimmt, inklusive des Zellwachstums, der Differenzierung und der

Apoptose (Lowy & Willumsen, 1993; McCormick, 1996; Hall, 1998).

A
Ras-Signalweg
Rezeptor
an der O o \‘ - \
Zell-Ober- GTP ' GDP
flache e [ Aktivierun
g
m em * .
GDPT—CTP V// Transkriptions-
nichtaktives  aktives Faktoren
Ras Ras DNA: @
O\/\/\/\/\/—> mRNA
/ Transkription von
Genen, mit Aufgaben
bei der Regulation
der Zell-Proliferation
Abb.4: Schematische Darstellung des Ras-Signalweges (A) und der dreidimensionalen

Struktur des Proteins (B). L1/L4=,,GTP binding domains®. (aus Knippers, 1997)

Es ist bekannt, das Ras als ein GTPase-Schalter funktioniert, der von vielen extrazel-
luldren Stimuli angeregt werden kann und daraufhin den cytoplasmatischen Raf-MEK-
ERK Signaltransduktionsweg aktiviert (Shields et al., 2000). Eine schematische Darstel-
lung des Ras-Signalweges ist in Abb.4A gezeigt. Auf einen duBBeren Stimulus hin wird Ras
durch die Aufnahme eines GTP in seinen aktiven Zustand versetzt und ist so in der Lage,
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weitere Molekiile einer Signalkaskade iiber Phosphorylierungen zu aktivieren (Lowy &
Willumsen, 1993). Durch die nachfolgende Hydrolyse des Nukleotids wird Ras unter Mit-
hilfe anderer Molekiile (z.B. GAP, GTPase activating protein) wieder in seinen inaktiven
Zustand zuriickversetzt. Zu der groBen Familie der 21 kDa Ras-Molekiile gehoren u.a. H-
/K-/N-Ras, sowie andere homologe Proteine: R-/M-Ras oder TC21, Rap und Ral (Ayllon
& Rebollo, 2000). Mutierte ras-Gene spielen bei der Cancerogenese vieler spontan auftre-
tender Tumore eine entscheidende Rolle (Bos, 1989; Chin et al., 1999). Hierbei hat sich
herausgestellt, dass bei verschiedenen Tumoren immer wieder Punktmutationen an den
Aminosdurepositionen 12, 13 und 61 auftreten (Barbacid, 1987). Betrachtet man die
Struktur des Proteins (Abb.4B), so stellt man fest, dass diese Aminosduren an der Bindung
des Nukleotids (GTP) beteiligt sind. Unter dem Einfluss einer solchen Mutation kommt es
zu einer verminderten GTP Hydrolyse, so dass Ras in seinem aktiven Zustand verbleibt
und es letztlich zu einem dauerhaften Proliferationssignal fiir die Zelle kommt (de Vries et
al., 1996).

Im Gegensatz zum eukaryontischen ras ist das LargeT-Antigen ein virales Gen. Die
Transformationseigenschaft dieses Molekiils beruht u.a. auf der Fahigkeit, die Tumor-
suppressorgene p53 und pRB zu binden und sie somit zu inaktivieren (Srinivasan et al.,
1989; Zalvide & DeCaprio, 1995). Das LargeT-Antigen wurde bereits mehrfach genutzt,
um Zellen zu transformieren, wobei es zum Einsatz dieses Gens alleine (Hofmann et al.,
1992; Cavender et al., 1995) oder in Kombination mit anderen genetischen Elementen kam
(Amsterdam et al., 1988; Hahn et al., 1999). Dass die Interaktion mit den Tumorsuppres-
sorgenen jedoch nicht ausreicht, um Zellen zu undifferenziertem Wachstum anzuregen,
haben Versuche mit E6/E7 aus einem humanen Pappilomavirus gezeigt, die die gleiche
Bindungsaffinitit an p53/pRB besitzen, allerdings nicht zur Transformation von Fibrobla-
sten fithrten (Morales et al., 1999). Inzwischen sind eine Reihe von Doménen innerhalb des
LargeT-Proteins und dessen Bindungspartner in der Zelle identifiziert worden (DeCaprio,
1999), welche fiir die Transformation einer Zelle verantwortlich sein konnen.

Die in dieser Arbeit verfolgten Ansdtze zur Immortalisierung von Schistosoma-Zellen
umfassten zunichst die Mutation des ras-Homologs an zwei Aminosdurepositionen (G12V
und Q61L). AnschlieBend sollten Konstrukte kloniert werden, die den ORF des Wildtyp
(Wt)- oder eines mutierten ras und/oder des LargeT-Gens beinhalten. Isolierte Zellen aus
verschiedenen Stadien wiren dann die Grundlage flir Transfektionsexperimente mit den

beschrieben Vektoren, um schlieB3lich eine dauerhafte Zelllinie zu erhalten.
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1 Material

« 2.1.1 Losungen und Puffer

Die fiir die Herstellung der nachfolgenden Lésungen (Losung) und Puffer verwendeten

Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich, Fluka, Merck, Roth, Serva und Sigma bezo-

gen und lagen in p.A. Qualitit vor.
Acrylamidlosung (30%, PAA):
Anodenpuffer:
Antikorperblockierungslosung:
Antikorperlosung:
Antikdrperwaschlosung (1x PBST):
Assay Puffer (2x):

ATV:

Bradford-Reagenz:

BSS-Losung:

DNA-Blaumarker:

DNA-Extraktionspuffer:

dH,Opgpc:

Hybridisierungslosung:

290 g Acrylamid, 10 g N,N'-Methylenbisacrylamid,
600 ml dH,0, bei 37°C losen, dH,0 ad 1 1, filtrieren
200 mM Trisbase pH 10.4, 20% MeOH

3-7% BSA in 1x PBST

1% BSA in 1x PBST

1x PBS, 0.05% Tween 20

200 mM Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7.3), 2 mM
MgCl,, 100 mM B-Mercaptoethanol, 1.33 mg/ml para-
Nitrophenol-B-D-Glucuronid

0.025% (w/v) N-acetyliertes Trypsin, 0.05% (W/v)
EDTA in PBSge¢(s.u.), sterilfiltriert

50 mg Coomassiblau (Serva Blau G) in 25 ml 96%
Ethanol 16sen, 50 ml 85% Phosphorsédure, mit dH,O
ad 100 ml (Lagerung bei —20°C)

50 mM NaCl, 2mM KCL, 0.5 mM Na,PO,4 x 12 H,O,
1.8 mM MgSO, x 7 H;0, 3.6 mM CacCl, x 2 H,0, 0.6
mM NaHCO3;, 0.1% Glucose

50% Glycerin, 0.1% Bromphenolblau, 0.1% Xylen
Cyanol FF in 1x TAE

20 mM Tris/HCI (pH 8.0), 100 mM EDTA (pH 8.0),
500 pg/ml Proteinase K

0.1% Diethylpyrocarbonat in dH,O, 1-12 h riihren,
anschlieBend autoklavieren

6x SSPE, 0.5% SDS, 100 pg/ml denaturierte Herings-
sperma-DNA, 5x Denhardt's (Préhybridisierung) in
dH,O
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Kathodenpuffer:

10x MOPS:

10x PBS:

PB Sdefi

10x Ponceau Rot S:

RNA-Blaumarker:

4x Sammelgelpuftfer:

10x SDS-Puffer:

1x SDS-Laufpuftfer:
SDS-Blaumarker:
SDS-Probenpuffer:

20x SSPE:
50x TAE:

TEEL-Puffer:

4x Trenngelpuffer:

40 mM e-Aminocapronsdure, 25 mM Trisbase pH 9.4,
20% MeOH

0.2 M 3-(N-Morpholino)propane-Sulfonsdure, 50 mM
Natriumacetat, 10 mM EDTA in dH,O (pH 7.0)

1.37 M NaCl, 27 mM KCL, 15 mM KH,POy4, 65 mM
Na,HPO, in dH,O (pH 7.1)

Ix PBS mit 100.000 U Penicillin G und 100 mg
Streptomycinsulfat/l

2% Ponceau Rot S, 30% Sulfosalizylsdure 30%
Trichloressigsdure in dH,O

900 pl deionisiertes Formamid, 100 pl 10x MOPS,
161 pl 37% Formaldehyd, 20 pl Bromphenolblau, 20
ul Xylen Cyanol FF, 10 pl EtBr (10 mg/ml)

0.5 M Trisbase pH 6.8, 0.4% SDS in dH,O

144.6 g Glycin, 30 g Trisbase, dH,O ad 1 1

200 ml SDS-Puffer, 20 ml SDS (10%), dH,O ad 2 1
1% Bromphenolblau in 1x SDS-Laufpuffer

8 ml Glycerin, 4 ml B-Mercaptoethanol, 12 ml SDS
(20%), 16 ml 4x Sammelgelpuffer

3 M NaCl, 0.3 M Natriumcitrat in dH,O (pH 7.1)

242 g Trisbase, 57.1 ml Eisessig, 100 ml EDTA
(0.5M, pH 8.0),dH,O ad 11

50 mM Tris/HCI, 0.1 mM EDTA (pH 7-8 mit Essig-
sdure einstellen)

1.5 M Trisbase (pH 8.8), 0.4% SDS in dH,O

+» 2.1.2 Medien und Zusitze
LB-Medium: 1.0% (w/v) Bacto Trypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 0.5 (w/v) NaCl,
pH 7.5, autoklaviert

LB-Agar: 1.8% (w/v) Bactoagar in LB-Medium, autoklaviert und gegossen
Ampicillin: Stammlosung 100 mg/ml, Endkonz. 100 pg/ml
Tetracyclin: Stammlosung 12.5 mg/ml, Endkonz. 12.5 pg/ml
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M199:

D-MEM:

Bge-Medium:

S.m.-Kulturmedium:

SM-Medium:

Pen/Strep:

ABAM:
NCS/FCS:

10 g M199 (Gibco BRL), 20 ml Tris/HCI (pH 7.4, 0.5 M), 1 g Glu-
cose, 2.2 g NaHCOs3, dH,0 ad 1 1; sterilfiltriert

10 g D-MEM (Gibco BRL, #31600), 3.5 g Glucose, 3.7 g NaHCO;,
100.000 U Penicillin G, 100 mg Streptomycinsulfat, pH 7.2, dH,O
ad 1 1; sterilfiltriert; 10% FCS zugeben

55 ml Schneiders Drosophila Medium (Gibco BRL), 6.7 ml Lactal-
bumin (50x, Hydrolysat), 325 mg Galactose, ABAM (1:1000), 10%
FCS (s.u.), dH,0O ad 250 ml, sterilfiltriert

M199 mit 1% HEPES (pH 7.4, IM), 1% ABAM, 10% NCS/FCS
Schistosoma Zellkulturmedium nach Hobbs et al. (1993)

10.000 U/ml Penicillin G, 10 mg/ml Streptomycinsulfat
Antibiotikum/Antimycotikum (Sigma)

neugeborenen/fotales Kilberserum (Gibco BRL/Invitrogen/Sigma);
FCS fiir Bge-Medium: hitzeinaktiviert (Sigma # F-2442)

+ 2.1.3 Enzyme und Molekulargewichtsstandards

Enzyme: Alkalische Phosphatase, Proteinase K, Restriktionsendonukleasen, 7agq.

Polymerasen und weitere modifizierende Enzyme wurden von folgenden

Firmen bezogen und nach Angaben der Hersteller eingesetzt: Appligene,

Boehringer, Fermentas, Genecraft, Gibco BRL, Invotrogen, MBE, New

England Biolabs, Novagene, PeqLab, Pharmacia, Promega, Roche, Sigma,

Stratagene

Molekulargewichtsstandards: 1 kb-Leiter (Gibco BRL), 10 kDa-Leiter (Gibco BRL)

¢ 2.1.4 Primer

Die im Folgenden angegeben synthetischen Oligonukleotide wurden von den Firmen

BioTez und MWG hergestellt. Die Sequenzen sind jeweils in 5° - 3" Orientierung angege-

ben.

GFP-spez5:

tag atg gtg atg tta atg ggc

GFP-spez3 (GFP4): cat gcc atg tgt aat ccc ag

hsp70-GFP3:

60-GFP-5:

tag gttagt cga cct cct cc

act cta gac cat ggg taa agg aga aga ac
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60-GFP-3 (GFP3):

GFP5:

60-GFP-Bam3:

GUS-5:
ER60-GUS:
GUS-spez5:
GUS-spez3:
839-Ksp5:
839-Xba3:

ER60-1750-5:

Eco-Act3/5:
Kpn-Act3/3:
Actin/Ksp5:
Actin/Xba3:
Nco-GUS-5:
GUS-3-Bam:
HSE 2 Del 5:
HSE Del 3:

HSE % Del 5:

HSE 1 Del 3:
Luci-5:
Luci-3-Bam:
Mut 124:
Mut 123:
Mut 614:
Mut 613:
Ras-60-5:
Ras-60-3:
Ras-5:
Ras-3:
GFP-ras-5:
GFP-ras-3:
Ras-TQ5:

Ras-TQ3kurz:

acc tgc aga tec tta ttt gta tag ttc atc ¢
ggg aac tac aag aca cgt gc

ctg gat cct tat ttg tat agt tc

gtt ctg cga cge teca cac ¢

caa cta aaa gtt gaa ata cat cac

gag tat tgc caa cga acc gg

agt tcatgc cagtccage g

cac cgc gga agc ttt ttc ttc agg ttg ¢
cct cta gaa taa ggg act gac cac cc
cca aca gac gac tct agt gc

cgg aat tca ttt act gaa att gct tat cc
cgg gta cct ggt aaa tat atg cat tta ttg
acc gcg get ggg caa aca gee

atc tag aga tga tga gac act tg

acc atg gat gtt acg tcc tgt aga acc ¢
cgg atc ctt gat tca ttg ttt gcc tee ¢
cgt ctg atg gtt gag tgt g

tct aga aga acc ctt cca cg

gta cgt tct acg tga aaa gg

gac caa tgg cct gtc gac

agc cac cat gga aga cgc ¢

cgg gat cct tac acg gcg atc ttt ccg ¢
gtt gga gct gtt gga gtt ggc

gcc aac acc aac agce tcc aac

act gct ggt cta gag gaa tac

cta ttc ctc tag acc agc ag

cct cta gaa tga ctg agt aca agt tag ttg
ccg gat cca ttc att gta tac aac att ttc g
atg act gag tac aag tta gtt g

ttc att gta tac aac att ttc g

cag gaa tcc gtg atc gag ¢

ttt gta tag ttc atc cat gcc

ccg gta ccg caa tag ttt ctt atg act gag
ccg aat tce tea ttg tat aca aca ttt tcg ttt ge
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Ras-TQ3lang: ggg aat tcc tca tga taa aac aca ttt tcg ttt gcg ctt ttt acg
SV40 ORF-5: tat cta gaa tgg ata aag ttt taa aca gag

SV40 ORF-3: agg atc ctt tat gtt tca ggt tca ggg

M13: gta aaa cag cgg cca gt

M13 rev: aac agc tat gaccat g

T3: aat taa ccc tca cta aag gg

T7: taa tac gac tca cta tag gg

¢ 2.1.5 Plasmide
pBluescript SK- (Fa. Stratagene)
pUC 18 (Pharmacia)
pSTBIlue 1 (Fa. Novagene)
pGEM Teasy (Fa. Promega)

#839: ER60 Promotor (Hinc 11/Hind 111 Fragment aus gN11)
#923: ER60 3'UTR in pSTBIlue 1
#944: hsp70 Promotor in pUCI18
#959: pSVT7-GFP

#972: pl4-GFP-p14

#974: hsp70-GFP-hsp70

#975: GFP-hsp70

#981: hsp70-GUS-hsp70

#982: ER60-GUS-ER60

ras 18/2

ras 18/10

s 2.1.6 Antikdrper
Maus-anti-GFP (IgG, Chemicon)

Ziege-anti-Maus (gesamtes Molekiil, Fc spezifisch), AP gekoppelt (IgG, Sigma)

s 2.1.7 Bakterien, Zelllinien

Bakterienstimme: DHS5a : E.coli-Stamm nach Hanahan (1983)
XL1-Blue: E.coli-Stamm nach Bullock et al. (1987)
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Superkompetente XL1 Blue (>10° cfu/ug): Fa. Stratagene

NovaBlue: Fa. Novagene

Zelllinien: CHO: epitheliale Zelllinie, isoliert aus dem Ovar von Cricetulus gri-
seus; ATCC CCL-61
COS-7: Fibroblasten-dhnliche Zelllinie, isoliert aus der Niere von
Cercopithecus aethiops; ATCC: CRL-1651
Bge: embryonale Zelllinie aus Biomphalaria glabrata; ATCC: CRL-
1494

« 2.1.8 Computersoftware und Internetprogramme
Software: Adobe (Acrobat 4.0, Photoshop 5.5), Excel 97, PC-Clone, PowerPoint 2000,
Word 97

Internet: PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
SIT: http://www.genome.ad.jp/SIT/SIT.html
Alignmen by T. Downs:http://prodes.toulouse.inra.fr./multalin/multalin.html

ExPasy: http://www.expasy.ch/sprot/

2.2 Methoden

o 2.2.1 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Die Herstellung und/oder Transformation kompetenter Bakterien wird wie bei Sam-
brook et al. (1989) beschrieben (DH5¢a,, XL1 Blue) durchgefiihrt, oder nach Anleitung des
Herstellers (Superkompetente Zellen, NovaBlue).

s 2.2.2 Isolation von Nukleinsiduren

¢ 2.2.2.1 Extraktion genomischer DNA aus S. mansoni

Fiir die Isolation genomischer DNA aus Adulten oder aus Larven wird das Gewebe mit
Hilfe des ,,ULTRA TURRAX T8“ (IKA Labortechnik) in ca. 360 pl Extraktionspuffer
aufgeschlossen. Nach Zugabe von 40 ul SDS (10%) findet eine Inkubation fiir 3-4 h bei
37°C statt. Die Aufreinigung der DNA erfolgt iiber Phenol- und Chloroform-Extraktion
mit anschlieBender Fillung der DNA durch 7.5 M NH4Ac und eiskaltem EtOH (96%) fiir
mindestens 20 min bei —20°C. Die nachfolgende Zentrifugation (20 min, 13.000 rpm)
sollte bei 4°C durchgefiihrt werden. Das DNA-Pellet wird danach mit 70% EtOH gewa-
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schen (10 min, 13.000 rpm, 4°C) und im Anschluss getrocknet, bevor es in dH,O oder 5
mM Tris (pH 8.0) resuspendiert wird.

Die Priparation genomischer DNA aus dem Durchfluss der fiir die RNA-Extraktion
verwendeten Sdulen beginnt mit der Zugabe von 500 ul EtOH (96%) und einer Zentrifu-
gation fiir 10 min bei 13.000 rpm und 4°C. Das entstandene Pellet wird getrocknet und in
400 pl 1x PBS resuspendiert, bevor 20 pl Proteinase K (10 mg/ml) zugegeben werden und
der Ansatz fiir 3-4 h bei 37°C inkubiert wird. Die anschlieBende Aufreinigung erfolgt wie

oben beschrieben.

¢ 2.2.2.2 Extraktion von Total-RNA aus S. mansoni
Die Isolation der gesamten RNA aus Adulten und Larven erfolgt mit Hilfe der Kits
RNeasy (Qiagen) oder RNA II (Macherey & Nagel) nach Angaben der Hersteller.

¢ 2.2.2.3 Priparation von Plasmid-DNA aus Bakterien durch alkalische Lyse

Diese Methode der Isolation von Plasmiden aus Bakterien ist bei Sambrook et al.
(1989) beschrieben und wird entsprechend durchgefiihrt. Abweichend werden nach dem
Resuspendieren des Pellets 0.5 pul RnaseA (10 mg/ml) zugegeben.

¢ 2.2.2.4 Siulen-Priparation von Plasmid-DNA
Bei diesem Verfahren handelt es sich um kommerziell erhéltliche Kits verschiedener
Anbieter zur Priparation von Plasmid-DNA aus Bakterien. Die Isolation der Plasmide er-

folgt jeweils nach den Angaben der Hersteller

s 2.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Unter Anwendung des Lambert Beer'schen Gesetzes (C = E x ¢! x d', C: Konz., E:
Extinktion, &: Extinktionskoeffizient, d: Schichtdicke (I cm)) wird die Konzentrationen
nach photometrischer Messung bei 260 nm bestimmt. Hierbei werden folgende Néhe-
rungswerte von € eingesetzt:
ds DNA: 1 ODy6p = 50 pg/ml
RNA: 1 ODs40 = 40 pg/ml
Oligonukleotide: 1 ODsgp =33 png/ml
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s 2.2.4 FElektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren

¢ 2.2.4.1 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von verschiedenen DNA Fragmenten erfolgt durch horizontale Aga-
rosegele in 1x TAE, wobei die Konzentration der Agarose zwischen 0.7 und 2.0% in 1x
TAE liegt. Zur spéteren Visualisierung unter UV-Licht, wird EtBr in einer Konzentration
von 0.5 pg/ml hinzugegeben. Die Elektrophorese wird bei 0.5 — 5 V/cm durchgefiihrt.

Die Gele werden mit Hilfe einer Video-Dokumentationsanlage oder einer Plaroidkamera

dokumentiert.

¢ 2.2.4.2 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Um eine korrekte Grofendarstellung der RNA im Gel zu erreichen, werden die Proben
zu Beginn erhitzt, damit Sekundirstrukturen aufgehoben werden. Die denaturierenden
Gele werden in der Regel 1.2%ig in 1x MOPS mit 37% Formaldehyd hergestellt. Als
Laufpuffer wird 1x MOPS verwendet. Die Anfarbung der Proben erfolgte mit EtBr, wel-
ches sich im Blaumarker befindet, der den Proben vorher zugegeben wird (1 Vol.). Die

weitere Vorgehensweise ist oben beschrieben (s. 2.2.4.1).

o 2.2.5 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Das Ausschneiden der gewiinschten DNA-Fragmente aus dem Agarosegel wird mit ei-
nem sauberen Skalpell so selektiv wie moglich durchgefiihrt. Die anschlieBende Extraktion
der DNA aus der Agarose erfolgt mit den kommerziell erhiltlichen Kits der Firmen Qia-

gen, Invitek oder Macherey & Nagel unter Beachtung der Herstellerangaben.

# 2.2.6 Enzymatische Reaktionen an DNA

Restriktionsverdaus, (De-)Phosphorylierung und Ligation von genomischer DNA und
DNA-Fragmenten, sowie das Auffiillen einzelstringiger DNA-Uberhinge, um glatte En-
den zu erhalten, werden mit den unter 2.1.3 angegeben Enzymen durchgefiihrt. Dabei wer-
den die Angaben des Herstellers beachtet oder Protokolle aus Sambrook et al. (1989) bei
der Durchfiihrung beriicksichtigt.

s 2.2.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgt nach der Methode von Sanger mit Hilfe des ,,T7 Sequencing
Kits* von Pharmacia. Die Herstellung der Sequenzgele und die Durchfiihrung sind bei

Kapp (2000) beschrieben.
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Alternativ werden Sequenzierungen automatisiert am BMFZ der HHU Diisseldorf

durch Fr. Dr. Scheuring mit dem ABI (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

s 2.2.8 DNA Transfer auf Nylonmembran (Southern Blot)

Als Vorlage fiir diese Experimente dient das von Sambrook et al. (1989) beschriebene
Protokoll. Zunéchst wird das Agarosegel mit der zu transferierenden DNA fiir 10 min de-
puriniert (0.2 M HCl), anschlieBend erst 2x 15 min denaturiert (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH)
und danach 2x 15 min neutralisiert (1 M Tris/HCI1 (pH 7-8), 1.5 M NaCl). Der Kapillar-
transfer erfolgt auf eine Nylonmembran (Hybond N) mit 10x SSPE als Transferpuffer.
Nach 12-16 h wird die Membran kurz getrocknet und die DNA durch backen bei 80°C (30

min) und/oder ,,cross-linken* (UV-Behandlung) auf dieser fixiert.

« 2.2.9 Radioaktive Markierung von DNA {iiber ..random priming*

Die Markierung wird mit Hilfe des ,,random primed DNA labeling Kit* der Fa. Boeh-
ringer und 5 pl [o*P]dCTP (50 pCi, 3000 Ci/mmol) nach Anleitung des Herstellerproto-
kolls durchgefiihrt. Die Aufreinigung der Sonde erfolgt iiber eine Sephadex G50 Saule und

die Bestimmung der Aktivitit (>10 cpm) mittels eines Szintillationszzhlers.

s 2.2.10 Hybridisierung und Detektion

Die markierte Probe und die filtergebundene DNA werden zur Hybridisierung ii.N. bei
42°C in entsprechendem Puffer mit Formamid inkubiert (Sambrook et al., 1989). Die nach-
folgenden Waschungen werden unter stringenten Bedingungen durchgefiihrt (hier: letzte
Inkubation bei 60°C und 0.5x SSC/0.025% SDS). Die Detektion der spezifischen Signale
erfolgt iiber die Autoradiographie.

«» 2.2.11 Reverse Transkription (RT)
Bei der RT wird mRNA entweder aus Total-RNA (250-1000 ng) oder PolyA-RNA (50

ng) durch die reverse Transcriptase (bspw. MMLV/AMYV) in Anwesenheit eines Oligo dT-
oder eines spezifischen Primer in cDNA umgeschrieben (Sambrook et al.,1989).

Fiir die RT Reaktion zur Detektion der GFP Transkripte in transgenen Schistosomen
werden 250-500 ng Total-RNA mit 2 pl spez. 3'Primer (GFP3, 1 uM) fiir 5 min bei 70°C
inkubiert. Die Zugabe der nachfolgenden Komponenten erfolgt auf Eis: 5 pl 5x Reakti-
onspuffer, 2.5 pl DTT (0.1 M), 2.5 ul ANTP (10 mM), 1 pl RNasin (Promega), 2 pl 50%
Glycerin, 1 pl Reverse Transkriptase (Superscript 1I, Gibco BRL; 200 U) ad 25 pl mit
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dH,0. Danach wird der Ansatz fiir 60 min bei 50°C zur cDNA-Synthese inkubiert und am
Schluss 10 min bei 70°C denaturiert. 2.5-5 pl der Reaktion wird dann in die anschlieBende
PCR eingesetzt (s. 2.2.12).

s 2.2.12 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fiir die Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen werden in einem 25 pl Ansatz fol-
gende Komponenten zusammenpipettiert und mit 40 pl Mineral6l tiberschichtet: 0.1-50 ng
DNA oder 1-2/10 der RT-Reaktion (Template), je 2 ul spez. Primer (10 uM), 2.5 ul 10x
Reaktionspuffer (inkl. MgCl,), 2.5 ul ANTP (je 2mM) ad 24.5 pl mit dH,O. Nach einer
Inkubation des Ansatzes fiir 3 min bei 95°C und 1 min auf Eis werden 0.5 pl Enzym (2.5 U
Taq Polymerase) zugegeben. Die Vervielfiltigung der spezifischen DNA erfolgt im Ther-
mocycler (Biozym) mit 30-35 Zyklen und folgendem Temperaturprofil: 45 sec 93°C, 45-
60 sec Primer-Annealing, 30 sec-10 min 72°C. Die Annealing-Temperatur der Primer er-
rechnet sich nach der Formel Tm= 4(A/T)+2(G/C) und ist nur als Néherungswert zu ver-
stehen. Am Ende der Amplifikation erfolgt die Uberpriifung durch ein Agarosegel.

Bei der (RT-)PCR zur Detektion der GFP Transkripte wird eine ,,touch down* PCR mit
den Primern GFP5/GFP3 und folgendem Teperaturprofil durchgefiihrt: 2x: 45 sec 93°C, 60
sec 68°C, 45 sec 72°C; 2x: 45 sec 93°C, 60 sec 67°C, 45 sec 72°C; 2x: 45 sec 93°C, 60 sec
66°C, 45 sec 72°C; 29x: 45 sec 93°C, 60 sec 65°C, 45 sec 72°C; 5 min 72°C.

« 2.2.13 Isolation von Gesamt-Protein aus S. mansoni

Die Préparation von Total-Protein aus Schistosomen erfolgt durch den Aufschluss des
Materials mit dem ULTRA-TURRAX (3x 15 sec) in SDS-Probenpuffer (inkl. 10% Com-
plete Mini, Roche; 1% PMSF, Clontech). Danach werden die Proben 2x mit Ultraschall
(ca. 100 W) fiir 15 sec behandelt und anschlieBend 10 min gekocht, bevor die Proteine
durch Zentrifugation (13.000 rpm, 5 min, 4°C) von den Zellresten getrennt werden. Die
Proben konnen dann entweder bei —70°C eingefroren oder direkt zur SDS-

Gelelektrophorese eingesetzt werden.

s 2.2.14 Denaturiende Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-Page)

Die Auftrennung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen wird wie bei
Lammli (1970) beschrieben durchgefiihrt. Die Konzentration des Sammelgels liegt bei
4.5% PAA, die des Trenngels bei 10-15% PAA. Die Auftrennung erfolgt entweder bei 150
V fiir 1-4 h oder bei 30 V ii.N..
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s 2.2.15 Proteintransfer auf Membranen (Western Blot)

Der Western Blot wurde im ,,semi dry blot“-Verfahren (Kyhse-Anderson, 1984) bei 0.8
mA/cm? fir 1-3 h durchgefiihrt. Im Anschluss konnen die Proteine mit Hilfe einer Pon-
ceau-Fiarbung (Farben: 2-4 min mit 1x Ponceau Rot S, Entfarben: dH,0) sichtbar gemacht

und der Transfer kontrolliert werden.

¢ 2.2.16 Immunoblot

Die Inkubation der Membran mit der Antikorperlosung (1:2000 Anti-GFP Erstantikor-
per) wird nach 1 h Blockierungsreaktion (3-7% BSA in PBST) begonnen und erfolgt {i.N.
bei 4°C. Danach wird der Filter 3x mit 1x PBST fiir 15 min gewaschen und mit dem
Zweitantikorper (1:20.000 Ziege-anti-Maus) fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach wiederholtem
Waschen (2x PBST, 1x PBS) werden spezifische Signale mit Hilfe des Chemiluminiszenz-
Verfahrens (CDP-Star, Amersham) detektiert.

s 2.2.17 Laborzyklus und Zucht von S. mansoni

¢ 2.2.17.1 Endwirtinfektion und Isolation adulter Schistosomen

Als Endwirte werden syrische Goldhamster (aus der zentralen Tierversuchsanstalt der
HHU) verwendet und durch Baden in cercarienhaltigem Wasser (2000 Cercarien/Wirt) fiir
45 min bei 32°C infiziert (Dettmann et al., 1989). Die Entwicklung der Adulten erfolgt
innerhalb der nichsten 42-49 Tage. Danach werden die Wiirmer iiber Perfusion aus den
Hamstern gewonnen und zur in vitro Kultur eingesetzt oder in fliissigem Stickstoff einge-

froren.

¢ 2.2.17.2 Gewinnung von Larvenstadien
A: Miracidien

Die Lebern infizierter Hamster werden zunichst mit einer Schere in 1x PBS grob
zerkleinert und anschliefend mit einem Mixer homogenisiert. Der Ansatz wird fiir 15 min
bei 5000 g zentrifugiert und das Pellet danach mit physiologischer Kochsalzlosung (0.9%)
gewaschen. Im Anschluss an eine erneute Zentrifugation (s.o.) wird das Pellet in eine ab-
gedunkelte Schlupfflasche (Erlenmeyerkolben mit seitlichem Steigrohr) {iberfiihrt und die-
se mit warmem Leitungswasser gefiillt. Die nun schliipfenden Miracidien bewegen sich
phototaktisch in Richtung einer Lichtquelle, die zuvor auf das Ende des Steigrohrs gerich-
tet wurde. Dort kénnen die Larven gesammelt werden und zur Infektion des Zwischenwir-

tes oder zur Generierung von Muttersporozysten verwendet werden.
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B: Cercarien

Infizierte Schnecken werden 3-4 Wochen nach der Penetration der Miracidien unter
abgedunkelten Bedingungen gehalten und nach 5-6 Wochen einzeln in 12-well Platten
illuminiert. Innerhalb der ersten 3-4 h verlassen die Cercarien phototaktisch gesteuert die

Schnecke und kénnen gesammelt und fiir die Endwirtinfektion verwendet werden.

% 2.2.18 Schistosoma in-vitro Kultur

¢ 2.2.18.1 Adulte Schistosomen

Die aus der Perfusion der Hamster gewonnen Wiirmer werden mit Hilfe einer Feder-
stahlpinzette unter dem Binokular nach Geschlechtern getrennt und jeweils 25-30 Einzel-
tiere oder Paare in eine 60mm Petrischale mit sterilem Medium M199 (inkl. FCS, ABAM
und HEPES) iiberfiihrt. Die Wiirmer werden dann fiir ca. 1h bei 37°C und 5% CO, inku-
biert. Die nachfolgende Waschung erfolgt durch Umsetzen der Wiirmer in eine neue, ste-
rile Schale mit frischem, vorgewarmten Medium. Es schlief3t sich eine erneute Inkubtion
fiir 1h bei gleichen Bedingungen an. Diese Waschprozedur wird dann noch einmal durch-
gefiihrt und die Wiirmer anschlieend bis zur weiteren Verwendung bei 37°C und 5% CO,
inkubiert.

Bei Langzeitkulturexperimenten (bis zu 6 Wochen) werden die Wiirmer alle 2-3 Tage
auf Kontamination iiberpriift. Tote Tiere werden entfernt und das Medium einmal pro Wo-

che erneuert.

¢ 2.2.18.2 In-vitro Generierung und Kultivierung primérer Muttersporozysten

Die Generierung der Sporozysten erfolgt in Anlehnung an das Protokoll von Coustau et
al. (1997). Zu diesem Zweck werden Miracidien aus dem Hals der Schlupfflasche in ein 15
ml Falcon tiberfiihrt und das Gefdll mit BSS (inkl. ABAM 1:50) aufgefiillt. Der Ansatz
wird fiir 30 min auf Eis inkubiert, wihrend dessen die Miracidien auf den Grund des
Falcons sinken. Der Uberstand wird abgenommen und durch frisches BSS/ABAM ersetzt.
Nach weiteren 30 min auf Eis wird diese Prozedur 2x wiederholt. Bei der letzten Wa-
schung wird auf das ABAM verzichtet. AnschlieBend wird der Uberstand bis auf 400-800
ul entfernt und der Miracidien-Titer bestimmt. Zum Schluss werden 2000-4000 Individuen
unter der Sterilbank in 5 ml ,,Bgecell-konditioniertem Medium* (inkl. ABAM 1:1000) auf-
genommen und in einem sterilen 50 ml Falcon bei 25°C bis zur weiteren Verwendung in-
kubiert. Innerhalb von 12-16 h verlieren die Miracidien als Folge der Transformation zu

Muttersporozysten ihr Wimpernepithel. Die so erzeugten Larven konnen unter diesen Be-
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dingungen etwa 1 Woche kultiviert werden, wobei das Medium alle 2-3 Tage erneuert

werden sollte.

o 2.2.19 Particle Bombardment von S. mansoni mit der Helios Gene Gun©

Die Experimente mit der Gene Gun wurden an der Universitidt Gielen in Zusammenar-

beit mit Dr. Peter Jackstadt durchgefiihrt und sind unter 3.1.4 beschrieben.

s 2.2.20 Particle Bombardment mit der PDS 1000©
¢ 2.2.20.1,DNA coating*

Die Vorbereitung der Goldsuspension erfolgt nach Angaben des Herstellers und wird
auf 60 mg Au/ml 50% Glycerin eingestellt.

Zur Beladung der Goldpartikel mit Plasmid-DNA wird die Goldsuspension fiir 5 min
auf hochster Stufe gevortext. Bei niedriger Geschwindigkeit erfolgt die Zugabe von 5-25
ug DNA (0.5-1ug/ul), 50 pl CaCl, (2.5M) und 20 ul Spermidin (0.1/0.05 M). Anschlie-
Bend wird das Gemisch erneut fiir 5 min auf hochster Stufe gevortext. Danach wird die
Munition fiir 1 min bei RT inkubiert und kurz zentrifugiert. Der Uberstand wird abpipet-
tiert und das Goldpellet 2x mit 100% EtOH (wasserfrei) gewaschen: kurz vortexen, sedi-
mentieren lassen und zentrifugieren). Zum Schlufl wird das Pellet in 50 pl 100% EtOH
vollstidndig resuspendiert und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Dieser Ansatz reicht

fiir 5 Bombardmentexperimente (10 pul Suspension pro Beschuss).

¢ 2.2.20.2 Particle Bombardment Prozedur

Nach der Instalation des Gerites unter der Sterilbank, wird die Munition vorbereitet,
indem 10 pl des DNA/Goldgemisches auf einen ,,Macrocarrier pipettiert werden. Ist der
EtOH verflogen, kann die Munition in das Gerdt wie im Handbuch des Herstellers be-
schrieben eingebracht werden.

Fiir den Beschuss adulter Wiirmer wird zunichst das Medium zu 80% entfernt und die
Tiere mit Hilfe einer Federstahlpinzette in der Mitte der Petrischale gesammelt. Sind alle
Wiirmer positioniert, wird das restliche Medium komplett abgesaugt. Die Schale wird dann
in der Vakuumkammer auf Stufe 1 zentral fixiert und die Kammer geschlossen. Nachdem
das Vakuum angelegt wurde, erfolgt der Einstrom des Heliumgases, bis es zum Zerplatzen
der ,,rupture disc* kommt. Das Vakuum wird entlassen, die Schale mit den Wiirmern ent-
nommen und 5-6 ml Medium hinzu gegeben. Die Verteilung der Goldpartikel kann nun

unter mikroskopischer Kontrolle begutachtet werden. Etwa 1 h nach dem Bombardment
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werden die beschossenen Tiere durch Uberfiihren in steriles Medium gewaschen und unter
Standardbedingungen bis zur weiteren Verwendung inkubiert.

Fiir den Beschuss von Larven werden diese mit einer Pasteurpipette in die Mitte einer
kleinen Petrischale iiberfithrt und dann im Gerit positioniert. Nach dem Bombardment
wird konditioniertes Bge-Medium zugegeben und die Larven bis zur weiteren Verwendung

bei 25°C inkubiert oder zur Infektion von Schnecken eingesetzt.

s 2.2.21 Zellkultur
¢ 2.2.21.1 COS-7 und CHO Zellen

Die Kultivierung dieser mammalischen Zelllinien erfolgt in ,,Dulbecco’s modified
eagle's medium* (D-MEM) mit 10% FCS und 25/75 cm?” Zellkulturflaschen bei 37°C und
5% CO,;. Beide Zelllinien wachsen adherent und miissen zum Passagieren trypsinisiert
werden. Dazu wird der konvluente Monolayer mit 1x PBSg4.r gewaschen, und die Zellen
werden durch die Zugabe von 400 pl/1.3 ml ATV und fiir 5-10 min bei 37°C vom Boden
der Flasche geldst. Im Anschluss werden 5-10 ml Medium hinzu gegeben und die Zellzahl
mit Hilfe einer Neugebauer-Kammer bestimmt. Die Zelldichte fiir die weitere Kultivierung
sollte dabei zwischen 1x und 3x 10° liegen. Daraus resultieren 4-7 Tage zwischen den ein-
zelnen Passagen, wobei die Zellen nicht hiufiger als 15 mal umgesetzt werden sollten.

Zur Erhaltung der Zelllinien werden diese nach der 10.-12. Passage eingefroren und bei
Bedarf revitalisiert. Fiir die Kryo-Konservierung werden die Zellen (2x 10°ml) in Ein-
friermedium (40% FCS, 40% DMSO, 20% Medium; Angaben in v/v) lberfiihrt und zu-
ndchst bei —70°C und anschliefend in fliissigem N, gelagert. Die Revitalisierung erfolgt
durch Auftauen bei 37°C. Danach werden die Zellen gewaschen (Zugabe von 10 ml Medi-
um ohne FCS, Zentrifugation 800 rpm 5 min) und in 5 ml Medium inkl. FCS resuspen-
diert, bevor sie in eine 25 cm® Flasche gegeben und unter Standardbedingungen inkubiert
werden. 24 h spiter wird dann ein Mediumwechsel vorgenommen, um verbliebene

DMSO-Reste zu entfernen.

¢ 2.2.21.2 Bge-Zellen

Diese Invertebraten-Zelllinie wird bei 25°C in Bge-Medium (s. 2.1.2) kultiviert. Auch
diese Zellen wachsen adherent, miissen jedoch nicht trypsinisiert werden, sondern lassen
sich mit Hilfe einer Pipette vom Boden der Kulturflasche herunterspiilen. Zum Passagieren
(nach 12-18 Tagen) wird die Zellsuspension im Verhéltnis 1:3 oder 1:5 mit frischem Me-

dium verdiinnt und in eine neue Kulturflasche gegeben. Im Gegensatz zu den COS-
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7/CHO-Zellen ist dies eine permanente Zelllinie, die nicht eingefroren und wieder aufge-
taut werden kann.

Zur Gewinnung von Bge-konditioniertem Medium wird das Medium alle 2-3 Tage ge-
sammelt und durch frisches ersetzt. Danach wird es kurz zentrifugiert (1600 rpm, 5 min)

und der Uberstand bei 4°C fiir max. 6 Wochen gelagert.

o 2.2.22 Transfektion von Zellen

Die Transfektion der mammalischen Zellen wird mit Hilfe der Lipofektion durchge-
fiihrt. Das Prinzip beruht auf der Komplexierung der DNA mit unilammelaren Liposomen
und anschliefender Fusion dieser mit der Zellmembran. Die eingesetzten Reagenzien
stammen von den Firmen Roche (FuGene 6) und Promega (Transfast) und werden nach
Herstellerangaben verwendet. Der Nachweis der transienten Reportergenexpression erfolgt
24-72 h nach Zugabe des Transfektionsreagenzes, wobei nach ca. 16 h ein Mediumwechsel

stattfindet, um eventuelle Zytotoxizitéit der Liposomen zu verhindern.

s 2.2.23 Reportergennachweis

¢ 2.2.23.1 Griin fluoreszierendes Protein (GFP)

Die Expression des Reportegens wird mit dem konfokalen Lasermikroskop (Leica TCS
NT) detektiert. Hierzu werden die zu untersuchenden Objekte mit Hilfe eines Deckglases
auf einem Objekttriager fixiert und dann bei 488 nm vom Laser angeregt. Die Emmision
von GFP liegt bei ca. 520 nm und kann mit einem entsprechenden Bandpassfilter beob-

achtet werden.

¢ 2.2.23.2 B-Glucuronidase (GUS)-Assay im Lysat

Fiir den Nachweis der Enzymaktivitit miissen die Zellen/Wiirmer zundchst mit 400 pl
Ix Reportergen Lysis-Puffer (Promega) aufgeschlossen werden (15 min RT), wobei die
Wiirmer zusitzlich noch 3x 15 sec mit dem ULTRA TURRAX homogenisiert und die
Zellen zuvor 2x mit PBS gewaschen werden. Das Lysat wird 2-3 min bei 13.000 rpm und
4°C zentrifugiert und der Uberstand bei —70°C eingefroren oder direkt zur Detektion ver-
wendet. Dazu werden 150 ul Probe mit 150 pl 2x Assay Puffer durch Vortexen gemischt
und der Ansatz bei 37°C fiir 1-16 h je nach Enzymaktivitit inkubiert, bis sich eine deutli-
che Gelbfarbung ergibt. Die Reaktion wird dann mit 500 ul 1 M NaHCO; abgestoppt und
die Intensitdt bei 420 nm im Photometer gemessen. Die Enzymaktivitidt wird zuletzt mit

der Gesamtproteinmenge abgeglichen.
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s 2.2.24 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Fiir die Proteinbestimmung werden 10 ul der Probe mit 790 pl dH,O verdiinnt. Bei ho-
hem Proteingehalt sollten die Proben entsprechend verdiinnt werden. Zu den 800 pul Ansatz
werden 200 pl Bradford-Reagenz gegeben, gemischt, und die Absorption nach 15-30 min

bei 595 nm im Photometer gemessen.

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde eine Eichkurve mit einer BSA-

Standardlésung (0,2 mg/ml) erstellt.

31



ERGEBNISSE

3. ERGEBNISSE

3.1 Etablierung eines Gentransfersystems fiir Schistosoma mansoni

In diesem Teil der Promotionsarbeit werden zunédchst verschiedene Transformations-
vektoren vorgestellt, die zum Gentransfer unterschiedlicher Schistosomenstadien einge-
setzt wurden. Einige dieser Plasmide waren bereits kloniert, andere wurden neu konstruiert
und auf ihre Funktionalitdt im heterologen System getestet. Im Anschluss wird die Metho-
de des Particle Bombardment eingefiihrt und zwei unterschiedliche Gerdte mit einander
verglichen. Molekulare und mikroskopische Resultate werden prisentiert, die den Gen-
transfer sowohl in Adulte, als auch in Larvalstadien von Schistosomen dokumentieren.
Abschliefend werden noch Ansidtze zur Mikroinjektion und die ersten Versuche einer

Promotoranalyse im homologen System beschrieben.

¢ 3.1.1 Transformationsvektoren

¢ 3.1.1.1 Einsatz verschiedener Reportergene

Die in dieser Arbeit zur Klonierung von Transformationsvektoren hauptsachlich ver-
wendeten Reportergene kodieren fiir das griin-fluoreszierende Protein (GFP), urspriinglich
aus Aequoria victoria (Chalfie et al., 1994) und die B-Glucuronidase (GUS) aus Escheri-
chia coli (Jefferson et al., 1986). Bei der Auswahl der Reportergene waren zwei Kriterien
entscheidend: zum einen sollten sie leicht nachweisbar sein, zum anderen sollte es in dem
zu transformierenden Organismus keine endogene Aktivitit geben. Das Hauptaugenmerk
wurde dabei auf GFP gelegt, da es sich hierbei um ein Protein handelt, das Eigenfluores-
zenz besitzt und kein Substrat fiir seinen Nachweis bendtigt (Chalfie et al., 1994). Das in
dieser Arbeit verwendete GFP-Gen war eine freundliche Gabe von Dr. Christoph Reichel
(MPI, K&In) und zeichnet sich durch verschiedene Modifikationen im Vergleich zum Ur-
sprungsgen aus (Reichel et al., 1996). So ist es an vier Stellen mutiert worden, um eine
stiarkere Fluoreszenz zu erlangen. Der Nachweis zur Verwendbarkeit dieses Reportergens
im mammalischen Zellkultursystem wurde in der Arbeit von Kapp (2000) erbracht, da es
bislang nur zur Transformation von Pflanzen eingesetzt worden war. Dies lieB den Riick-
schluss zu, dass es sich auch fiir den Einsatz in Schistosomen eignen konnte.

Neben GFP wurde auch GUS fiir die Konstruktion von Transformationsvektoren ein-
gesetzt. Eine endogene GUS-Aktivitéit konnte in Schistosoma mansoni nicht nachgewiesen
werden (Gohr, 1995). Dieses Reportergen hat den Vorteil, dass es sowohl histochemisch,
als auch im Lysat nachgewiesen werden kann (Olesen et al., 1997). Der histochemische

Nachweis in der Zellkultur wurde bereits durch die Transfektion von etablierten Zellinien
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mit dem Konstrukt ER60-GUS-ER60 erbracht (Kapp, 2000). Die Entwicklung eines En-
zymaktivititsassays im Lysat stand noch aus und basierte auf einem etablierten Protokoll
zum Nachweis der B-Galaktosidase. Die Durchfiihrung dieses Test ist unter 2.2.23.2 be-
schrieben. Die Funktionalitéit des Tests wurde iiber die Transfektion von COS-7 Zellen mit
dem hsp70-GUS-hsp70 Konstrukt bewiesen. Die Abb.5 zeigt das Ergebnis der Enzymakti-

vitdtsmessung nach photometrischen Auswertung.

Abb.5: GUS-Assay im Lysat 2,5
transfizierter COS Zel-

len mit dem Plasmid
hsp70-GFP-hsp70 (s.u.).
Vergleich der OD bei

420 nm im Verhiltnis

1,5

0DA420/ug Ptot

. 05 1
zur Gesamtproteinmen-

ge. (hs= Hitzeschock) 0

¢ 3.1.1.2 Vorhandene Transformationsvektoren
Die Abb.6 zeigt die bereits vorhandenen Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit zum

Einsatz kamen und von Kapp (2000) kloniert und sequenziert wurden.

@) ‘ |>

ER60
Term.

Abb.6: Schematische und mafstabsgerechte Darstellung der bereits vorhandenen
Transformationsvektoren. A: hsp70-GFP-hsp70, B: hsp70-GUS-hsp70,
C: ER60-GUS-ER60. ER60= Cysteinprotease aus S. mansoni, GFP= griin fluores-
zierendes Protein, GUS= B-Glucuronidase, hsp70= Hitzeschockprotein 70 aus S.

mansoni, Prom.= Promotor, Term.= Terminator.
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Die Funktionalitat dieser Vektoren konnte iiber die Transfektion von etablierten Zellli-

nien nachgewiesen werden (Resultat nicht gezeigt).

+ 3.1.2 Klonierung neuer Transfomationsvektoren und deren Funktionalititstests im he-

terologen System

¢ 3.1.2.1 Die Transkription der Cystein Protease ER60 in verschiedenen Stadien

Bei ER60 handelt es sich um ein Gen aus Schistosoma mansoni, das fiir eine Cystein-
Protease kodiert und von Finken-Eigen & Kunz (1997) verdffentlicht wurde. Anhand der
Sequenz wurde diesem Molekiil eine Rolle im endoplasmatischen Reticulum zugespro-
chen. Die Charakterisierung umfasste den Nachweis der Transkription in beiden Ge-
schlechtern adulter Wiirmer iiber Northern-Blot-Experimente. Desweiteren konnte mit
Hilfe von in-situ-Hybridisierungen und Immunlokalisation festgestellt werden, dass ER60
hauptséchlich in Geweben exprimiert wird, die am exkretorischen-sekretorischen (ES) Sy-
stem von Schistosomen beteiligt sind, wie den Protonephridien, der Gastrodermis und den

Sustentacular-Zellen der Testes (Finken-Eigen & Kunz, 1997).

Abb.7: Nachweis von ER60-Transkripten in verschiedenen Stadien via RT-PCR.
Fiir die reverse Transkription wurden ca. 250 ng Total-RNA eingesetzt. Der ER60-
spezifische Primer ER60-GUS) wurde zur Erststrang-Synthese verwendet. An-
schlieBend wurde die PCR mit beiden ER60-spezifischen Primern ER60-GUS und
ER60-1750-5" durchgefiihrt. 1: Miracidien, 2: in vitro generierte Muttersporozy-
sten, 3: Cercarien, 4: Adulte, 5: RT Kontrolle (Ansatz ohne reverse Transkriptase),

6: Negativ-Kontrolle (Ansatz ohne Template), (M: 1 kb Leiter)
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Die bisherigen Daten iiber ER60 zeigten die Expression in Adulten. Um festzustellen,
ob dieses Gen auch in anderen Entwicklungsstadien transkribiert wird, erfolgte mit Hilfe
einer RT-PCR die Uberpriifung der Transkription von ER60 in Larvalstadien von Schisto-
soma mansoni (Abb.7).

Die erwarteten Amplifikationsprodukte von ca. 500 bp demonstrieren, dass die Cy-
stein-Protease ER60 wéhrend des gesamten Lebenszyklus des Parasiten transkribiert wird.
Eine Reportergenexpression unter der Kontrolle des Promotors/Terminators von ER60

sollte sich somit nach erfolgtem Gentransfer in simtlichen Stadien nachweisen lassen.

¢ 3.1.2.2 Klonierung von ER60-GFP-ER60 und Funktionalitétstest

Der im Folgenden vorgestellte Vektor umfasst die regulatorischen Elemente des Cy-
stein-Protease Gens ER60 aus Schistosoma mansoni. Der Promotorbereich von 290 bp
(Hincll/Hind 111- Fragment aus gN11, #839), sowie der Terminator (480 bp, #923) wurden
in vorangegangenen Arbeiten bereits identifiziert und kloniert (Finken-Eigen & Kunz,
1997; Kapp, 2000). Diese Sequenzen und das in 3.1.1.1 vorgestellte GFP waren die Basis
zur Klonierung eines neuen Transformationsvektors.

Zu Beginn wurde der Terminator mit Hilfe der Enzyme Eco RI und Kpn I aus dem
Ausgangsplasmid herausgeschnitten und in ein ebenfalls Eco RI/Kpn 1 geschnittenes Plas-
mid (pBluescript SK") kloniert. AnschlieBend wurde der neugeschaffene Vektor mit Ksp I
und Xba I gedffnet und der Promotor, welcher mittels PCR (#839 als Template, Primer:
839-Ksp-5/839-Xba-3) amplifiziert und danach restringiert wurde, hineinligiert. Das resul-
tierende Konstrukt wurde 60-60 genannt. Zu Beginn der finalen Klonierung des GFP-ORF
in diesen Vektor wurde das Reportergen mit den Primern 60-GFP-5 und 60-GFP-3 in einer
PCR vervielfiltigt. Da an die homologen Sequenzen der Primer Schnittstellen fiir Xba 1
(5'Primer) und Bam HI (3'Primer) angehdngt worden waren, konnte das PCR-Produkt mit
diesen Enzymen direkt geschnitten und in das mit den gleichen Enzymen gedftnete 60-60
Plasmid ligiert werden. Die erfolgreiche Klonierung dieses neu geschaffenen Transforma-
tionsvektors (ER60-GFP-ER60) wurde iiber einen analytischen Restriktionsverdau und
anschlieende Sequenzierung verifiziert. Er ist in Abb.8A schematisch dargestellt, wobei
die flankierenden Schnittstellen die Begrenzung des Inserts darstellen und identisch mit
den Schnittstellen aus der MCS von pBluescript sind.

Um die spater moglicherweise auftretende Fluoreszenzen beim Einsatz des ER60-GFP-
ER60-Vektors auf die Aktivitdt des ER60-Promotors zuriickfiihren zu kénnen, wurde zu-

sdtzlich ein Kontrollplasmid kloniert. Hierzu wurde die 5'UTR nachtrdglich aus ER60-
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GFP-ER60 mit Hilfe der Schnittstellen fiir Ksp I und Xba I entfernt. Die iiberhdngenden,
einzelstrangigen Enden des Plasmids wurden in einer ,,fill in“-Reaktion durch das Klenow-

Fragment wieder aufgefiillt und der Vektor einer Religation unterzogen. Das Plasmid GFP-

ERG60 ist ebenfalls in Abb.8B dargestellt.

A
Sst1 Ksp 1 Xba 1 Pst1 Bam HI Sst1 Kpn'1
ER60 3'UTR —
Sma 1, Pst 1, Eco RI
B
Sst1 Pst1 Bam HI Sst1 Kpn1
ER60 3'UTR —
Sma 1, Pst 1, Eco RI
Abb.8: Die Transformationsvektoren ER60-GFP-ER60 (A) und GFP-ER60 (B)

Schematische Darstellung der malstabsgerechten GroBenverhéltnisse (ER60
5'UTR: 290 bp, GFP: 730 bp, ER60 3'UTR: 480 bp) des Inserts, welches sich in
pBluescript SK befindet. Die fiir die Klonierung relevanten Schnittstellen sind an-

gegeben.

Im Anschluss an die Klonierung wurden ER60-GFP-ER60 und GFP-ER60 fiir die
Transfektion von COS-7 Zellen verwendet. 48h nach der Transfektion konnte Fluoreszenz

mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops in verschiedenen Zellen detektiert werden

(Abb.9).

Abb.9: Transfektion von COS-7 Zellen mit dem Konstrukt ER60-GFP-ER60
Die Detektion der GFP-induzierten Fluoreszenz erfolgte 48 h post Transfektion mit
Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie. A: Fluoreszenz, B: Hellfeld

36



ERGEBNISSE

Diese GFP Expression in den Zellen ist auf die Aktivitidt des ER60-Promotors zuriick-
zufiihren, da entsprechende Kontrollen, mit dem Konstrukt GFP-60 oder mit dem Trans-
fektionsreagenz alleine, keine fluoreszierende Zellen hervorbrachten (Resultat nicht ge-
zeigt).

Das Ergebnis beweist zum einen, dass es sich bei den 290 bp 5"UTR wirklich um einen
Promotor handelt, zum anderen die Funktionalitit des gesamten Konstrukts im heterologen

System.

¢ 3.1.2.3 Klonierung von Act-GFP-Act und Funktionalititstest

Mit Hilfe der bekannten Sequenzen von Sm-Actl sollte nun ein Vektor kloniert wer-
den, der transformierte Zellen zur konstitutiven Expression der eingebrachten Gene veran-
lasst, angefangen mit einem GFP-Reportergenkonstrukt.

Die Konstruktion des Transformationsvektors Act-GFP-Act erfolgte iiber die Amplifi-
kation der regulatorischen Elemente der Act 1 Gens aus S.mansoni und anschliefender
Klonierung der PCR-Produkte in den Vektor pGEM Teasy (Promega). Die fiir die PCR
eingesetzten Primer wurden anhand der bereits verdffentlichten Sequenzen fiir das Gen
konstruiert, wobei die 5"UTR ca. 170 bp und die 3'UTR etwa 370 bp umfassen. Das An-
hiangen entsprechender Schnittstellen an das 5'Ende eines jeden Primers ermoglichte eine
gezielte Restriktion der Elemente und den Austausch des Promotors/Terminators aus dem
ER60-GFP-ER60-Plasmid gegen die entsprechenden Elemente des Aktin 1-Gens. Die
Klonierung erfolgte schrittweise, indem erst die 5'UTR Ksp 1/Xba 1 ersetzt wurde. Der
resultierende Vektor erhielt den Namen Act-GFP-60. Danach wurde der ER60-Terminator
unter Verwendung der gleichen Strategie Eco RI/Kpn 1 durch den Aktin 1-Terminator er-
setzt. In Abb.10 ist der finale Transformationsvektor Act-GFP-Act dargestellt, der {iber

verschiedene Restriktionsanalysen und eine Sequenzierung verifiziert wurde.

Sst1 Kspl Xba 1 Pst1 Bam HI EcoRl  Spel Kpn 1
Pst 1

Abb.10: Der Transformationsvektor Act-GFP-Act
Schematische und maBstabsgerechte Darstellung der GroBenverhiltnisse (Act
5'UTR: 170 bp, GFP: 730 bp, Act 3’'UTR: 370 bp) des Inserts, welches sich in
pBluescript SK™ befindet. Die fiir die Klonierung relevanten Schnittstellen sind an-

gegeben.
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Um sicherzustellen, dass es sich bei diesem Konstrukt um einen funktionsfahigen
Transformationsvektor handelt, wurden zunichst Transfektionsexperimente mit CHO und
COS-7 Zellen durchgefiihrt. Die konfokale Lasermikroskopie offenbarte fluoreszierende
Zellen 48 h post Transfektion, gleichbedeutend mit einer entsprechenden GFP Expression
(Abb.11). Kontrollversuche mit einem Vektor, der nur das GFP-Gen enthielt bzw. Versu-
che, bei denen keine DNA eingesetzt wurde, zeigten unter Fluoreszenzbedingungen keine

griinen Signale (Resultat nicht gezeigt).

A

Abb.11 Transfektion von CHO Zellen mit dem Konstrukt Act-GFP-Act.
Die Detektion der GFP-induzierten Fluoreszenz erfolgte 48 h post Transfektion mit
Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie. A. Fluoreszenz, B: Hellfeld

Das Ergebnis beweist zum einen, dass die klonierten Bereiche ausreichen, um das
Transgen im heterologen System zur Expression zu bringen, zum anderen, die Funktiona-

litdt des gesamten Konstrukts.

¢ 3.1.2.4 Klonierung von p14-GUS-p14

Die Klonierung der regulatorischen Elemente dieses Gens wurde von Kapp (2000)
durchgefiihrt und diente zur Konstruktion des fiir Weibchen gedachten Transformations-
vektors p14-GFP-p14. Wie sich in den ersten Versuchen mit diesem Vektor zeigte, offen-
barten weibliche Schistosomen im Bereich des Vittelariums starke Eigenfluoreszenz auch
im Emmisionsbereich von GFP bei etwa 520 nm (Abb.12). Die Schlussfolgerung ist, dass
sich dieses Konstrukt nicht fiir die Transformation von Weibchen eignet, da eine GFP-

induzierte Fluoreszenz nicht von der Eigenfluoreszenz zu unterscheiden ist.
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Abb.12: Konfokaler Lasermikroskopie eines maturen Wildtyp-Weibchens.
A: Fluoreszenz, B: Hellfeld. E= Ei, Vt= Vitellarium. (Gr6Benstandard: 0.5 mm)

Um dennoch einen Vektor fiir die Transformation speziell von Weibchen einsetzen zu
konnen, wurde das GFP-Gen durch das B-Glucuronidase Gen (GUS) ersetzt. Die Klonie-
rung erfolgte liber die bekannte Strategie der PCR-Amplifikation des Reportergens mit
spezifischen Primern, denen entsprechende Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme
angehdngt wurden. Nachdem GUS amplifiziert und in pGEM Teasy einkloniert war, er-
folgte der Austausch der Reportergene liber eine gerichtete Klonierung mit Nco 1 und Bam
HI. Die nachfolgende Abb.13 zeigt den schematischen Aufbau des neugeschaffenen Plas-
mids p14-GUS-p14.

Hind 111 Nco 1 Eco RV Eco RV Bam HI Sal 1
| |

—— pl4 Prom. GUS pl4 Term.

Abb.13: Der Transformationsvektor p14-GUS-p14

Schematische und maBstabsgerechte Darstellung der GroBenverhiltnisse (pl4
Prom.: 520 bp, GUS: 1870 bp, p14 Term.: 720 bp) des Inserts, welches sich in pUC

18 befindet. Die fiir die Klonierung relevanten Schnittstellen sind angegeben.

Wie sich im Vorfeld herausgestellt hatte, gibt es innerhalb der klonierten 5'UTR keine
Motive bekannter Transkriptionsfaktor-Bindestellen (Kapp, 2000). Auch die Transfektion
von mammalischen Zelllinien mit p14-GFP-p14 ergab keine GFP Expression. Da es sich
bei dem GUS-Nachweis im Lysat um den sensitiveren Test handelt, wurden dennoch

Transfektionsexperimente mit COS-7 und CHO Zellen durchgefiihrt, um eine mdglicher-
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weise schwache Reportergenexpression nachweisen zu konnen. Die Ergebnisse fielen je-
doch negativ aus, so dass dieser Vektor ohne Funktionalititstest zur Transformation von

Schistosomen eingesetzt werden musste.

+ 3.1.3 Particle Bombardment (Helios Gene Gun vs. PDS 1000)

In vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppen Kunz/Grevelding (Kapp, 2000) wur-
den bereits einige bekannte Transfektions- und Transformationsmethoden erfolglos gete-
stet, um transgene Schistosomen zu erzeugen. Im Rahmen dieser Arbeiten verdichteten
sich jedoch die Hinweise, dass es mit der Hilfe des Particle Bombardment mdéglich sein
konnte, transiente Transgenaktivitét in Schistosomen erhalten zu konnen. Parallele Arbei-
ten von Davis et al. (1999) und Jackstadt et al. (1999) zeigten zudem den Einsatz dieser
Technik an weiteren parasitischen Organismen.

Zur Zeit werden zwei Gerite flir diese Technik kommerziell von der Firma Bio-Rad
vertrieben (Abb.14). Der grundlegende Unterschied dieser beiden Geréte liegt darin, dass
die Gene Gun unter atmosphérischen Bedingungen arbeitet, die PDS 1000 dagegen unter
Vakuum. Im Gegensatz zur PDS 1000 kann die Gene Gun daher fiir DNA-
Vakzinierungsversuche eingesetzt werden. Beide Systeme sind auf ihre Anwendbarkeit hin
untersucht worden, um den hier zugrunde liegenden Organismus S.mansoni transient oder

stabil zu transformieren.

Abb.14: Darstellung der beiden Gerite fir das Particle Bombardment,
die in dieser Arbeit zum Einsatz kamen. A: Helios Gene Gun, B: PDS 1000
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+ 3.1.4 Gentransferexperimente mit der Helios Gene Gun

Zu Beginn dieser Arbeit wurden erste Particle Bombardment-Versuche mit der Gene
Gun und adulten Schistosomen in Zusammenarbeit mit Katja Kapp unternommen. Da uns
ein solches Gerét nicht direkt zur Verfiigung stand, wurden die Experimente mit freundli-
cher Unterstiitzung von Prof. Horst Zahner und Dr. Peter Jackstadt am Institut fiir Parasi-
tologie der Universitit GieBen durchgefiihrt. Bei den Versuchen kamen Transformations-
vektoren zum Einsatz, die bereits in der Arbeit von Katja Kapp (2000) beschrieben worden
sind. Es handelt sich hierbei um die Konstrukte ER60-GUS-ER60 und hsp70-GFP-hsp70.

Nachdem die DNA auf 0.6 um Goldpartikel prézipitiert worden war, wurden Teflon-
schlduche mit dieser DNA/Gold-Suspension, wie unter Bio-Rad ,,technote No. 2433 be-
schrieben, gefiillt und getrocknet. Etwa 1 cm groBe Schlauchstiicke dienten als Munition
fiir das Bombardment. Zur Kontrolle der erfolgreichen Priazipitation und Beladung der ein-
zelnen Patronen wurden einige Schlauchstiicke fiir kurze Zeit in dH,O inkubiert, worauthin
sich das Gold vom Teflon und die DNA wiederum vom Gold 18ste. Zur Mengenbestim-
mung wurde ein Aliquot des Uberstandes auf ein Agarosegel aufgetragen. Im Schnitt ergab
sich eine DNA-Konzentration von ca. 100 ng pro Patrone (Resultat nicht gezeigt).

Zur Durchfiihrung des Particle Bombardments wurden die Wiirmer in der Mitte einer
Petrischale gesammelt und das Kulturmedium komplett entfernt. Nach Aktivierung des
Gerites wurden die Tiere aus einer Distanz von 2-3 cm beschossen, wobei es aufgrund der
Druckwelle zu einer weiten Verteilung der einzelnen Individuen innerhalb und auBerhalb
der Petrischale kam. Die in der Schale verbliebenen Wiirmer konnten durch Hinzufiigen
von Kulturmedium gesammelt werden. Die anschliefende Mikroskopie der beschossenen
Wiirmer offenbarte starke Verletzungen der Tiere. Einzelne Goldpartikel und grofle Gol-
daggregate konnten im Inneren und am Tegument der Wiirmer beobachtet werden. Nach
mehrmaligem Waschen der verbliebenen Tiere wurden diese entsprechend des transferier-
ten Konstrukts weiter behandelt und sowohl fiir die Isolation von Nukleinsduren verwen-
det, als auch fiir die Mikroskopie. Im Anschluss daran wurde mit Hilfe von PCR bzw. RT-
PCR die Priasenz der Plasmide und die Transkription der Reportergene nachgewiesen. Ei-
nige Resultate sind in Abb.15 dargestellt.

Die Mikroskopie der mit den GUS-Konstrukten beschossenen Wiirmer nach 12 h In-
kubation mit X-Gluc zum Enzymnachweis offenbarte keine Blaufarbung innerhalb der
Wiirmer.

Bei hsp70-GFP-hsp70 ergab die mikroskopische Analyse nach Hitzeschock vereinzelt

schwache Fluoreszenzsignale, die in Verbindung mit groBen Goldaggregaten gebracht

41



ERGEBNISSE

werden konnten (Resultate nicht gezeigt). Eine genaue Lokalisation der GFP Expression

war jedoch aufgrund der zu starken Verletzungen der Wiirmer nicht moglich.

1 2 3 4 5 6 M Abb.15: PCR/RT-PCR mit DNA/RNA

isoliert aus Wiirmern, die mit ER60-
GUS-ER60 und der Gene Gun beschos-
sen wurden. 1-3: PCR mit DNA (Primer
GUS-5 vs. GUS spez.3, erwartetes Am-
plifikationsprodukt: ca. 400 bp), 4-6:
RT-PCR (Primer GUS spez.5 vs. ER60-
GUS, erwartetes Amplifikationsprodukt:
ca. 650 bp). 1= 150 psi, 2= 200 psi, 3=
225 psi, 4= Kontrolle, 5= 200 psi, 6=
225 psi

Insgesamt wurden mit der Gene Gun 25 unabhingige Versuche mit ca. 700 Wiirmer
durchgefiihrt. Die einzelnen Ansétze unterschieden sich in den verwendeten Konstrukten
und den applizierten Driicken (150-350 psi). Da es wihrend der Beschiisse und der sich
anschliefenden Inkubationen (und Hitzeschock) immer wieder zu erheblichen Verlusten
(D 40%) an Wiirmern kam, und die erheblichen Deformationen der einzelnen Individuen
eine Lokalisation der Reportergenexpression nicht zulieBen, wurden die Experimente mit
der Helios Gene Gun nicht weiter verfolgt. Allerdings offenbarten diese Ergebnisse, dass
es grundsitzlich moglich erschien, das Particle Bombardment zum Gentransfer in Schisto-

somen zum Einsatz zu bringen.

s 3.1.5 Gentransferexperimente mit der PDS 1000

Nachdem Vorexperimente gezeigt hatten, dass der Einsatz der Vakuumkammer keinen
Einfluss auf die Wiirmer hat, sind insgesamt mehr als 5000 Tiere mit unterschiedlichen
Parametern beschossen worden: Driicke von 1100 bis 2000 psi, GoldgroBBen zwischen 0.6
und 1.6 pm, Vakuum zwischen 15 und 20 inch Hg und Zielentfernungen von 3 oder 6 cm.
Im Gegensatz zu den Versuchen mit der Gene Gun konnten nach dem Bombardment mit
bis zu 1800 psi kaum offensichtliche, tegumentale Léasionen an den Tieren beobachtet wer-
den. Nachdem die Wiirmer beschossen und anschliefend gewaschen worden waren, konnte
innerhalb von Stunden eine Regeneration der einzelnen Individuen festgestellt werden

(Abb.16). Sie begannen sich normal zu bewegen und an den Boden der Petrischale anzu-

42



ERGEBNISSE

saugen. Uber den Zeitraum der Arbeit konnte bei Driicken von 1550 und 1800 psi eine

Uberlebensrate von iiber 90% beobachtet werden.

Abb.16: Morphologie nach Particle Bombardment
Vergleichende Hellfeldmikroskopie (Nikon SMZ-U) von zwei adulten Schistoso-
men Minnchen ca. 2 h nach Beschuss. A: nicht transformierte, B: transformiert mit
1550 psi und 0.6 pm Au. D= Darm, Gp= Goldpartikel, Ks= Kopfsaugnapf, T= Te-

gument. (Grossenstandard: 0.5 mm)

Bei den Experimenten mit in vitro generierten Sporozysten wurden Driicke von 900
und 1350 psi angewandt. Es konnte mit ca. 70-80% eine geringere Uberlebensrate erzielt
werden, was auf die groBere Empfindlichkeit im Vergleich zu den Adulten zuriickzufiihren
ist. Die behandelten Larven zeigten nach dem Beschuss ebenfalls kaum Tegumentschidden
(s. Abb.21B) und zeichneten sich durch normale Korperkontraktion und Bewegung der
»flame cells* innerhalb der Protonephridien aus. Beim Particle Bombardment von Miraci-
dien zeigte sich im mikroskopischen Bild nach der Transformation, dass noch 50-60% der
iiberlebenden Individuen normal beweglich waren. Transformierte Larven konnten somit
fiir die Infektion bzw. Transplantation von Schnecken eingesetzt werden.

Im Vergleich mit der Gene Gun kann man zusammenfassend sagen, dass es sich bei
dem Particle Bombardment mit der PDS 1000 um die bedeutend effizientere Technik im

Bezug auf die Transformation von Schistosomen handelt.
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# 3.1.6 Transformation adulter Schistosomen Minnchen mit dem Vektor hsp70-GFP-

hsp70
¢ 3.1.6.1 Molekularbiologische Analyse

Der verwendete Transformationsvektor wurde bereits vorgestellt und auf seine Funk-
tionalitit hin iberpriift (Kapp 2000). Die Transfektion von COS-7 Zellen zeigte einige
fluoreszierende Zellen nach Hitzeschock, was die induzierte Expression des GFP unter der
Kontrolle dieses Promotors bestétigte. Kontroll-Experimente mit transfizierten Zellen, die
nicht Hitze-geschockt wurden, offenbarten keine fluoreszierenden Zellen (Resultat nicht
gezeigt).

Der Vektor hsp70-GFP-hsp70 wurde nun fiir Particle Bombardment Experimente mit
der PDS 1000 und adulten Schistosomen-Miannchen eingesetzt. Nach dem Beschuss wur-
den die Wiirmer fiir ca. 1h bei 37°C kultiviert und anschlieBend durch Uberfiihren in steri-
les Medium gewaschen. 24h nach dem Gentransfer wurden die entsprechenden Tiere fiir
4h bei 42°C Hitze-geschockt. Fiir weiterfiihrende Versuche wurden die Wiirmer unter
Standardbedingungen weiter kultiviert.

Um die Prisenz und die Transkription des Vektors bzw. des Transgens zu iiberpriifen
wurden die Tiere 6h nach Hitzeschock in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Iso-
lation der Nukleinséduren dort gelagert. Vorangegangene Arbeiten konnten zeigen, dass die
Transkriptmengen von hsp70 zu diesem Zeitpunkt am hochsten sind (Neumann et al.,
1993). Im Anschluss an die Priparation von DNA und RNA wurde zuerst eine PCR mit
GFP-spezifischen Primern durchgefiihrt, um nachzuweisen, dass der Vektor erfolgreich in
die Wiirmer eingebracht wurde. Abb.17A zeigt ein Agarosegel nach der PCR, bei der DNA
unterschiedlich behandelter Wurmpopulationen eingesetzt worden war. In allen darge-
stellten Fallen konnte der Nachweis des gegliickten DNA-Transfers liber die Amplifikation
des erwarteten Produkts von 380 bp erbracht werden. Kontroll-PCR-Versuche mit DNA
aus unbeschossenen Wiirmern und mit Kulturmedium als Template ergaben kein Amplifi-
kationsprodukt (Resultat nicht gezeigt).

Um zu iiberpriifen, ob das Transgen unter der Kontrolle der regulatorischen Elemente
des hsp70-Gens auch transkribiert wird, wurden RT-PCR Experimente durchgefiihrt. Die
erwartete GroB3e des Amplifikationsproduktes mit den Primern GFP5” und 60-GFP3" war
420 bp. In Abb.17B ist das Ergebnis dargestellt. Entsprechende Banden sind nur in Spur 1
(1550psi, +hs) und der Positivkontrolle zu erkennen. Um zu gewéhrleisten, dass es sich um
spezifische Produkte handelt und dass die auftretenden Banden bei ca. 550 bp (Spuen 2, 5,

6) unspezifische Amplifikationprodukte sind, wurde ein Southern Blot mit diesem Gel
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durchgefiihrt (Abb.17C). Die anschlieBende Hybridisierung erfolgte mit einer radioaktiv-
markierten GFP Sonde. Die nachfolgenden Waschschritte wurden unter stringenten Bedin-
gungen durchgefiihrt. Der Southern Blot verifiziert zum einen das Ergebnis der RT-PCR
beziiglich der bereits detektierten Banden bei 420 bp, zum anderen zeigt er zusétzlich, dass
auch bei 1800 psi/+hs Transkripte vorhanden waren, die allerdings unterhalb der Nach-
weisgrenze des Agarosegels gelegen haben. Die Resultate belegen, dass GFP-Transkripte

nur nach Hitzeschock-Induktion gefunden werden konnten.

M 1 2 3 4

1 23 456

kb

0.5-. [
. .

Abb.17: Molekulare Analyse zur Transkription von GFP unter der Kontrolle von hsp70 in
Adulten.
A: PCR mit DNA aus beschossenen Wiirmern (1550/1800 psi, 0.6 um Au) und den
GFP—spezifischen Primern GFP5/GFP4. 1: 1550 psi, + hs; 2: 1550 psi, - hs; 3:
1800 psi, + hs; 4: 1800 psi, - hs.
B: RT-PCR mit Total-RNA aus beschossenen Wiirmern und GFP-spezifischen
Primern (GFP5°/60-GFP3"). 1: 1550 psi, + hs; 2: 1550 psi, - hs; 3: PCR positiv
Kontrolle; 4: RT" Kontrolle; 5: 1800 psi, + hs; 6: 1800 psi, - hs.

C: Southern Blot des unter B dargestellten Gels. Die Hybridisierung erfolgte mit

einer radioaktiv markierten GFP- Sonde.

Neben der Transkription des Transgens sollte auch die Translation von GFP mit Hilfe
eines Western Blots und anschlieBender Antikérperumsetzung nachgewiesen werden
(Abb.18). Hierzu wurden beschossene Wiirmer fiir 4h bei 42°C Hitze-geschockt und an-
schlieBend fiir 24 h unter Standardbedingungen kultiviert, bevor eine Proteinisolation
durchgefiihrt wurde. Eine weitere Wurmpopulation wurde zur Kontrolle ebenfalls beschos-

sen, jedoch keinem Hitzeschock ausgesetzt. Wie sich zeigte, konnte ein Signal der erwar-
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teten Grofle von ca. 27 kDa nur in den Wiirmern erhalten werden, die zum einen beschos-

sen wurden und zusétzlich einem Hitzeschock ausgesetzt waren (Spur 3). In allen weiteren

Spuren ist keine Bande zu erkennen.

3
Abb.18: Molekulare Analyse zur Translation von GFP unter
kD
‘ der Kontrolle von hsp70 in Adulten.
Western Blot mit anschliefender Umsetzung durch
— 27

einen GFP-spezifischen Antikdrper. 1: Proteine un-
transformierter Wiirmer; 2: Proteine transformierter,
aber nicht Hitze-geschockter Wiirmer; 3: Proteine

transformierter und Hitze-geschockter Wiirmer.

Dieses Ergebnis untermauert die bisherigen molekularen Daten, die gezeigt haben, dass

nur in transformierten Wiirmern, die bei 42°C gestresst wurden, eine Expression des

Transgens erfolgte.

¢ 3.1.6.2 Mikroskopische Analyse

Parallel zu den molekularen Analysen wurden die beschossenen und Hitze-geschockten

Wiirmer mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie auf GFP induzierte Fluoreszenz hin

untersucht (Abb.19). Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Transformationseffizienz

bei den Experimenten mit der PDS 1000 und dem Plasmid hsp70-GFP-hsp70 innerhalb der

einzelnen Ansétze variierte, im Schnitt aber bei ca. 10% lag.

Abb.19:

Mikroskopie adulter Schistosomen Méannchen, die mit dem Vektor hsp70-GFP-
hsp70 transformiert wurden (1550 psi, 0.6/1.6 um Au).

A: Hellfeldaufnahme von zwei Minnchen, wobei sich nur im linken eine breite
Goldverteilung nachweisen ldsst. B: Das Fluoreszenzbild des gleichen Ausschnittes
verdeutlicht, dass nur der linke Wurm deutliche Signale zeigt. C: Hellfeldaufnahme
von zwel weiteren Méannchen, wobei sich auch hier nur im linken eine breite Gold-
verteilung im Tegument nachweisen lisst. D: Fluoreszenzbild des gleichen Aus-
schnittes verifiziert, dass tegumentale GFP-Fluoreszenz nur im linken Wurm vor-
handen ist. E: Ubersichtsaufnahme eines transient transgenen Wurms, der GFP Ex-
pression im Tegument und im Bereich des Kopfsaugnapfes zeigt. F: Tegumentale
GFP-Expression im posterioren Teil. G: Tegumentale GFP-Expression im anterio-
ren Bereich.

Bs= Bauchsaugnapf; Gp= Goldpartikel; Ks= Kopfsaugnapf; PP= posteriorer Part;
T= Tegument; Tu= Tuberkel. (GroBenstandard: 0.25 mm)
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Die fluoreszierenden Bereiche konnten nur dort gefunden werden, wo sich im Trans-
missionsbild auch Goldpartikel zeigten. Der in Abb.19A auf der linken Seite dargestellte
mittlere Teil eines Wurm zeigt eine weit verbreitete Verteilung einzelner Goldpartikel und
kleinster Goldaggregate, wohingegen das rechte Individuum kein Gold aufweist. Das da-
zugehorige Fluoreszenzbild zeigt eindeutig, dass nur im linken Wurm Fluoreszenz zu er-
kennen ist (Abb.19B). Die Fluoreszenz in einigen Tuberkeln gibt erste Hinweise auf eine
GFP-Expression im Tegument. Diese Annahme bestdtigte sich bei der Betrachtung der
Abb.19C/D/E. Besonders in E ldsst sich die tegumentale Expression des Reportergens er-
kennen.

Neben der GFP-Expression im Tegument des mittleren Teils ldsst sich auch deutliche
Fluoreszenz sowohl im posterioren, als auch im anterioren Teil inklusive des Kopfsaug-
napfes der Wiirmer erkennen (Abb.19F/G).

Stellt man diese und die molekularen Daten zusammen, wird deutlich, dass es gelungen
ist, den Transformationsvektor in den Organismus einzubringen und das Reportergen unter
der Kontrolle der regulatorischen Elemente des hsp70 Gens transient zur Expression zu

bringen.

s 3.1.7 Transformation in-vitro generierter Sporozysten mit dem Vektor hsp70-GFP-

hsp70
¢ 3.1.7.1 Molekularbiologische Analyse

Neben den Experimenten mit Adulten wurde hsp70-GFP-hsp70 auch fiir das Particle
Bombardment von larvalen Stadien eingesetzt. Hierzu wurden in vitro primire Sporozy-
sten generiert (s. 2.2.18.2). Nachdem die Transformation der Miracidien zu Muttersporo-
zysten stattgefunden hatte, wurden 1000-2000 Larven mit Hilfe einer Pipette in die Mitte
einer Petrischale tlberfiihrt und anschlieend mit unterschiedlichen Driicken beschossen
(900/1350 psi). Nach dem Beschuss wurden 2-6 ml Bge-konditioniertes Medium (inkl.
ABAM) zugegeben und die Sporozysten flir weitere 48 h unter Standardbedingungen kul-
tiviert. Wie bei den Experimenten mit den adulten Tieren sollte auch hier zundchst die
molekulare Analyse des erfolgreichen Gentransfers vorgenommen werden. Nachdem die
Prasenz des Konstruktes mit Hilfe der PCR an isolierter DNA nachgewiesen werden
konnte (Resultat nicht gezeigt), wurde eine RT-PCR zur Bestitigung der Transkription
durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abb.20A dargestellt. Es zeigt sich, dass nur in Populatio-
nen, die beschossen wurden, ein Amplifikationsprodukt von 420 bp detektiert werden

konnte. Die Verifikation der Translation erfolgte {iber einen Western Blot mit anschlieB3en-
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der Antikoérperumsetzung (Abb.20B). Das Resultat bestitigt die Erwartungen, dass nur in

den Sporozysten, die auch beschossen wurden eine deutliche Bande bei 27 kDa zu erken-

nen ist.
A B 1 2
kDa
— - 27
Abb.20: Molekulare Analyse zur Transkription und Translation von GFP unter der Kon-

trolle von hsp70 in Larven.

A: RT-PCR mit Total-RNA beschossener Sporozysten (1.6 pm Au) und GFP-
spezifischen Primern (GFP5°/60-GFP3”). 1: 900 psi; 2: 1350 psi; 3: nicht beschos-
senen Larven; 4: RT Kontrolle; 5: PCR Positivkontrolle.

B: Western Blot mit anschlieBender Umsetzung durch einen GFP-spezifischen An-
tikorper. 1: Proteine nicht beschossener Sporozysten; 2: Proteine beschossener

Sporozysten (900 psi).

Im Gegensatz zu den adulten Tieren wurden die Larven nicht einem Hitzeschock un-
terzogen, da es sich gezeigt hat, dass hsp70 wéhrend der Entwicklung der Schistosomen in

Miracidien und Sporozysten konstitutiv exprimiert wird (Neumann et al., 1993).

¢ 3.1.7.2 Mikroskopische Analyse

Nachdem auf molekularer Ebene gezeigt werden konnte, dass das Reportergen in Spo-
rozysten, die mit dem hsp70-GFP-hsp70 Vektor beschossen wurden, sowohl transkribiert
als auch translatiert wird, wurden weitere Larven bombadiert und zur Detektion des GFP
mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie eingesetzt. Dazu iiberfiihrte ich transformierte
Individuen mittels einer Pasteurpipette 48h nach Particle Bombarment auf einen Objekttri-
ger und fixiert sie vorsichtig mit einem Deckglas. Die anschlieBende Mikroskopie wurde

wie unter 2.2.23.1 beschrieben durchgefiihrt.
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In beschossenen Tieren konnten neben einer breiten Verteilung von Goldpartikeln auch
fluoreszierende Bereiche innerhalb der Larven beobachtet werden. GFP-Aktivitit zeigte

sich im anterioren Bereich, u.a. in den ,,gland cells* (Abb.21A/B).

A B C D

Abb.21: Mikroskopie in-vitro generierter Sporozysten, die mit dem Vektor hsp70-GFP-
hsp70 transformiert wurden und nicht transgener Larven.
A/B: Hellfeld- und Fluoreszenzbilder beschossener Sporozysten (hsp70-GFP-
hsp70, 1350 psi, 1.6 um Au). C/D: Hellfeld- und Fluoreszenzbilder nicht beschos-
sener Sporozysten als Kontrolle. AP= anteriorer Part; Gp= Goldpartikel, RC=
,ridge cyton. (GroBenstandard: 50 um)

Im mittleren und posterioren Teil der Sporozysten zeigte sich Fluoreszenz u.a. in den
Zellen der ,,ridge cytons® und der ,,interstitiellen cytons® (Pan, 1980). Die Kontrolle mit
Muttersporozysten, die nicht transformiert wurden, zeigte keinerlei fluoreszierende Berei-
che (Abb.21C/D).

Diese Resultate beweisen, dass der Gentransfer mit Hilfe des Particle Bombardments

auch in in-vitro generierte Muttersporozysten gelungen ist.

+ 3.1.8 Transformation adulter Schistosomen Méinnchen mit dem Vektor ER60-GFP-
ER60
Neben den Versuchen mit dem hsp70-GFP-hsp70 Konstrukt wurden auch Particle

Bombardment-Experimente mit dem ER60-GFP-ER60-Vektor und adulten Minnchen
durchgefiihrt. Die Vorgehensweise bei diesen Versuchen entsprach den bereits genannten
Bedingungen fiir den Gentransfer an adulten Schistosomen. Hierbei wurde zunéchst auf
eine molekulare Analyse der Transgenexpression verzichtet und die beschossenen Wiirmer
direkt mikroskopisch untersucht (Abb.22).

Fluoreszierende Bereiche traten innerhalb der Wiirmer vorwiegend im Bereich des
Darms auf. Diese Resultate korrelieren mit den von Finken-Eigen und Kunz (1997) verof-

fentlichten Daten, die zeigten, dass ER60 u.a. innerhalb der Gastrodermis stark exprimiert
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wird. Das gezeigte Resultat verdeutlichen, dass es gelungen ist, ein Transgen gewebespezi-

fisch in Adulten zur Expression gebracht zu haben.

A B

Abb.22: Mikroskopie adulter Schistosomen Miannchen, die mit dem Vektor ER60-GFP-
ER60 transformiert wurden .
A: Fluoreszenz, B: Hellfeld. D= Darm, DT= dorsales Tegument. (GroBenstandard:
0.25mm)

Die nachfolgende molekulare Analyse ergab bei der RT-PCR das erwartete Ergebnis.
GFP-Transkripte konnte nur in beschossenen Wiirmern nachgewiesen werden, nicht in

unbehandelten (Resultat nicht gezeigt).

¢ 3.1.9 Transformation von Sporozysten mit dem Vektor ER60-GFP-ER60

Bei den Gentransferexperimenten mit dem Transformationsvektor ER60-GFP-ER60
standen die Versuche mit Larvalstadien im Vordergrund.

Nachdem gezeigt wurde, dass ER60 in verschiedenen Larvenstadien von Schistosoma
mansoni transkribiert wird, war das Ziel dieser Versuche die weitere Charakterisierung der

Expression in Sporozysten mit Hilfe des Gentransfers.

¢ 3.1.9.1 Molekularbiologische Analyse

Zunéchst wurden mit Hilfe der PDS 1000 in-vitro generierte Muttersporozysten trans-
formiert. Nachdem die Larven beschossen worden waren, wurden zunichst molekulare
Analysen durchgefiihrt, um die Transkription und Translation des Reportergens unter der
Kontrolle der Promotor/Terminator-Einheiten dieses Cystein Protease Gens zu verifizieren.
Hierbei zeigte sich, dass nach der Isolation von Total-RNA und anschlieBender RT-PCR
mit GFP-spezifischen Primern, Amplifikationsprodukte der erwarteten Gréfle von 420 bp
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nur in solchen Sporozystenpopulationen identifiziert werden konnten, die beschossen wor-
den waren (Abb.23A).

Die Uberpriifung der Translation des GFP-Gens erfolgte iiber einen Western Blot mit
darauffolgender Immunumsetzung mit einem GFP-spezifischen Antikérper. Auch hier
zeigte sich, dass ein spezifisches Signal bei ca.27 kDa nur in transformierten Sporozysten

zu erkennen war (Abb.23B).

A B 1 2
kDa
| — 27
Abb.23: Molekulare Analyse zur Transkription und Translation von GFP unter der Kon-

trolle von ER60 in Larven.
A: RT-PCR mit Total-RNA beschossener Sporozysten (1.6 pm Au) und GFP-

spezifischen Primern (GFP5°/60-GFP3"). 1: 900 psi; 2: nicht beschossenen Larven,;
3: RT Kontrolle.

B: Western Blot mit anschlieBender Umsetzung durch einen GFP-spezifischen An-

tikorper. 1: Proteine nicht beschossener Sporozysten; 2: Proteine beschossener

Sporozysten (900 psi).

Diese Daten beweisen die GFP Expression noch erfolgter Transformation von priméren

Muttersporozysten.

¢ 3.1.9.2 Mikroskopische Analyse

Um herauszufinden, ob GFP unter der Kontrolle der regulatorischen Elemente des
ER60-Gens in Larven ein gewebespezifisches Aktivitdtsmuster zeigt, wurden in-vitro ge-
nerierte Sporozysten 48 h nach der Transformation mit Hilfe des konfokalen Lasermikro-
skops untersucht. Die Transmissionsbilder offenbarten hierbei eine breite Verteilung von
Goldpartikeln. Die dazugehorigen Fluoreszenzaufnahmen zeigten, dass deutliche fluores-
zierende Bereiche innerhalb der Tiere beobachtet werden konnten (Abb.24). Im anterioren

Teil der Larven wurden dabei wiederholt zwei parallel angeordnete Strukturen beobachtet
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(Abb.24A/B), die im Vergleich mit der Ultrastrukturanalyse von Pan (1980), als laterale
»gland cells* identifiziert werden konnten. Desweiteren konnten fluoreszierende Bereiche
im mittleren und posterioren Teil der Sporozysten lokalisiert werden (Abb.24C/D), in de-
nen sich die sogenannten ,,ridge cytons®, ,,cytons of the commen excretory tubule* und die

Protonephridien befinden (Pan, 1980).

Abb.24: Mikroskopie in-vitro generierter Sporozysten, die mit dem Vektor ER60-GFP-
ER60 transformiert wurden.
Hellfeld- (A) und Fluoreszenzbilder (B) beschossener Sporozysten (ER60-GFP-
ER60, 900 psi, 1.6 um Au). AP: anteriorer Part; LG: ,,lateral gland cell*; P: Proto-
nephridien; PP: posterior Part; RC: ,ridge cyton. (GroBenstandard: 50 um).

Sporozysten, die nicht beschossen wurden, zeigten keine fluoreszierenden Signale (Re-
sultat nicht gezeigt). Aus diesen Daten geht hervor, dass es gelungen ist, nach erfolgtem
Gentransfer gewebespezifische GFP-Expression unter der Kontrolle der ER60 regulatori-

schen Elemente in den Zellen des ES Systems priméirer Muttersporozysten nachzuweisen.
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++ 3.1.10 Transformation adulter Schistosomen Minnchen mit dem Vektor Act-GFP-Act

In den folgenden Versuchen mit dem Vektor Act-GFP-Act sollte gezeigt werden, dass
sich das Reportergen auch konstitutiv expremieren lisst.

Dazu wurden erneut adulte Mannchen beschossen und bis zur weiteren Analyse unter
Standardbedingungen kultiviert. Die molekularen Daten (RT-PCR) signalisierten eine
Transkription von GFP (Resultat nicht gezeigt). Auf den Western-Blot zur Uberpriifung
der Translation wurde hierbei verzichtet, so dass sich weitere Versuche zur Mikroskopie
direkt anschlossen. Die folgende Abb.25 zeigt jeweils den mittleren Teil eines Schistoso-
men-Miannchens, der fluoreszierende Bereiche dort erkennen ldsst, wo im Transmissions-

bild grofle Aggregate von Goldpartikeln zu sehen sind.

A

Abb.25: Mikroskopie adulter Schistosomen Ménnchen, die mit dem Vektor Act-GFP-Act
transformiert wurden.

A/C: Fluoreszenz, B/D: Hellfeld. G= Goldaggregate. (Groenstandard: 0.25mm)

Da sich bei entsprechende Kontrollen (Plasmid mit GFP ohne regulatorische Elemene-
te) auch in Bereichen solcher Aggregate keine Fluoreszenz zeigte, handelt es sich hierbei

um spezifische GFP Signale, die allerdings nur dort gefunden werden konnte, wo sehr gro-
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e Mengen DNA in den Wurm gelangt sind. Ein daraus resultierender Gendosiseffekt er-
scheint hier wahrscheinlich. Eine konstitutive Transgenexpression in allen getroffenen
Geweben konnte unter der Kontrolle der klonierten Promotor-/Terminator-Sequenzen nicht

beobachtet werden.

¢ 3.1.11 Ansitze zum Gentransfer iber die Mikroinjektion

Die Mikroinjektion ist die direkteste Methode des Gentransfers, bei der Nukleinsduren
mit Hilfe einer extrem diinnen Glaskapillare unter mikroskopischer Kontrolle direkt in
einen Organismus oder den Zellkern einer Zielzelle eingeimpft werden kann. Die Technik
wurde erstmalig von Kondoh et al. (1983) beschrieben, die DNA in den Kern verschiede-
ner somatischer Zellen der Maus injizierten. Mikroinjektionsversuche im Rahmen dieser
Arbeit wurden mit einer Apparatur der Firma Eppendorf durchgefiihrt. Hierbei lag der
Schwerpunkt auf dem Gentransfer in Muttersporozysten, wenn mdéglich direkt in eine der
ca. 20 Keimzellen, die in einem solchen Individuum zu finden sind (Pan, 1980).

Zu diesem Zweck wurden in vitro generierte Sporozysten mittels einer Pasteurpipette
auf einen Objekttriger iiberfiihrt und in die Apparatur eingespannt. Uber eine Haltekappi-
lare wurden dann einzelne Individuen fixiert, und versucht, die DNA mit Hilfe der Glas-
kappilare in den Organismus zu transferieren. Dieses Unterfangen stellte sich allerdings als
duBerst schwierig heraus, da Larven ein sehr weiches und flexibles Tegument besitzen, das
nicht ohne weiteres von der Injektionskaniile durchdrungen werden konnte. War es den-
noch gelungen, die DNA in die Tiere zu injizieren, so zeigte sich, dass diese Behandlung
letal war. Innerhalb von wenigen Stunden starben die transformierten Organismen. Unter
mikroskopischer Kontrolle zeigte sich, dass nach dem Entfernen der Injektionskaniile Zel-
len und weitere Inhaltsstoffe aus den Sporozysten entwichen, was moglicherweise zu die-
sem Effekt gefiihrt haben konnte.

Auch die Mikroinjektion adulter Schistosomen stellte sich als sehr schwierig heraus, da
eine Fixierung des einzelnen Wurmes mit der Haltepipette nur unzureichend méglich war.
Das ebenfalls sehr flexible Tegument der Adulten lieB sich, wie bei den Larven, mit den

Kappilaren nur selten penetrieren.

s 3.1.12 Auf dem Weg zu einer stabilen Transformation

Von einer stabilen Transformation spricht man dann, wenn das Transgen zum dauer-
haften Bestandteil des Genoms wird und bei der Zellteilung weitergegeben wird (Koch-

Brand, 1993). Dieses Ereignis findet bei den herkdmmlichen Methoden, darunter auch das
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Particle Bombardment, nur sehr selten statt (eine Zelle unter 10°; Gassen & Minol, 1996).
Mit welchen Mitteln man diese Frequenz erhohen kann, soll an anderer Stelle diskutiert
werden.

Bei den bisher gezeigten Daten handelt es sich um eine transiente Transgenexpression
in Schistosoma mansoni. Auf dem Weg zu einer stabilen Keimbahntransformation dieses
Organismus, ist dies erst der Anfang.

Die Verfiigbarkeit von Keimzellen ist in Larven am besten, wobei sich in Miracidien
und Muttersporozysten etwa 20 omnipotente Stammzellen im medianen bis posterioren
Teil befinden (Pan, 1980). Mit Hilfe des Particle Bombardments sollte nun versucht wer-
den diese Zellen zu transfizieren, in der Hoffnung, dass es zu einer Weitergabe des Trans-
gens an die sich anschlieBenden Entwicklungsstadien kommt, entweder durch Integration
ins Genom oder extrachromosomal (vgl. C. elegans; Mello et al., 1991). Da bislang die
Entwicklung von der Sporozyste bis zur Cercarie nur einmal in vitro gelungen ist (Ivan-
schenko et al, 1999), dies jedoch 8 Monate dauerte, und die Invasionsfahigkeit einer so
entstandenen Larve nicht geklirt ist, kann bei diesen Versuchen auf den Zwischenwirt
nicht verzichtet werden.

Wie sich im Rahmen dieser Arbeit gezeigt hat, ist es moglich, in-vitro generierte Mut-
tersporozysten zu transformieren. Auf dem Weg zu einer dauerhaften Transformation die-
ser Individuen miissen diese also wieder in den Zwischenwirt eingebracht werden. 1980
verdffentlichten Jourdane und Theron eine Technik, mit der man Tochtersporozysten in
Schnecken transplantieren kann. Diese Technik wurde widhrend der Arbeit von Kapp
(2000) im Rahmen einer Kollaboration erlernt und weiterentwickelt, so dass es heute mog-
lich ist, in vitro generierte Muttersporocysten in B. glabrata zu transferieren. Dass diese
Schnecken zur Cercariogenese befdhigt sind, konnte ebenfalls gezeigt werden. Ob diese
Larven jedoch invasiv sind, und ob sich aus ihnen Adulte entwickeln wiirden, musste noch
herausgefunden werden. In Zusammenarbeit mit Katja Kapp wurden Transplantationsex-
perimente durchgefiihrt, die bewiesen, dass unter diesen Umstidnden der Lebenszyklus auf-
recht gehalten werden kann (Tab.l). Hierzu wurden 25 Schnecken mit 3-5 Sporozysten
transplantiert und nach 42 Tagen auf den Cercarienaussto3 hin tberpriift. Von den 25
B.glabrata iiberlebten 14, von denen 6 Cercarien freisetzten. Dies entspricht einer Quote

von ca. 40%.
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Tabellel: Zusammenfassung der Resultate, die bei der Transplantation erzielt werden konn-
ten.

Infizierte Schnecken Anz. Cercarien Endwirtinfektion Anz. Adulter
S1 500 + 130 M, 13 W
S2 166 - -
S3 833 + 162 M
S4 866 + 129 M
S5 833 + 62 M
S6 2000 + 247 M

Mit Ausnahme von S2 wurde je ein Hamster mit den Larven infiziert und nach 49 Ta-
gen auf die Entwicklung von Adulten untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass es gelungen
ist, aus transplantierten Schnecken Cercarien zu gewinnen, die in der Lage sind, den End-
wirt zu penetrieren und sich dort zu adulten Tieren zu entwickeln. Versuche zur Trans-
plantation beschossener Sporozysten stehen derzeit noch aus.

Eine Alternative zu dem beschriebenen Ansatz ist das Particle Bombardment von Mi-
racidien. Hierzu wurden etwa 1000 Larven mit dem Vektor hsp70-GFP-hsp70 transfor-
miert und im Anschluss zur natiirlichen Zwischenwirtinfektion eingesetzt. Die mikroskopi-
sche Kontrolle nach dem Beschuss zeigte eine breite Verteilung von Goldpartikeln inner-
halb der Larven (vgl. Abb.21B), und dass etwa 50% ein normales Schwimmverhalten of-
fenbarten. Die Miracidien wurden dann in ein Becherglas mit 40 Schnecken gegeben und
einen Tag spéter in ein Aquarium iiberfiihrt. Nach 6 Wochen wurden sie erstmalig zum
Cercarienaussto3 illuminiert. Es zeigte sich, dass aus 4 der infizierten Schnecken insge-
samt ca. 100 Cercarien gewonnen werden konnten. Um zu beweisen, dass diese Larven
auch das Transgen trugen, wurde die DNA aus den Cercarien isoliert und diese fiir eine
PCR mit GFP-spezifischen Primern eingesetzt (Abb.26). Das erwartete Amplifikationspro-
dukt von 420 bp verdeutlicht, dass das Konstrukt auch nach der Cercariogenese noch
nachweisbar ist, was zundchst einmal die Stabilitdt des Konstruktes innerhalb des Orga-
nismus zeigt. Ob es sich hierbei um eine stabile Transformation handelt, oder ob das Plas-

mid extrachromosomal weitergegeben wurde, ist noch unklar.
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Abb.26: PCR mit GFP-spezifischen Primern und
genomischer DNA zum Nachweis des
Transgens. 1= Cercarien aus transfor-
mierten Miracidien, 2= Cercarien aus un-
transformierten Miracidien, 3= Positiv-
kontrolle (Plasmid als Template), 4= Ne-
gativkontrolle (ohne Template)

Als néchstes sollen weitere Cercarien aus diesem Ansatz zur Endwirtinfektion einge-
setzt werden. Resultate, ob sich aus diese Larven adulte Schistosomen entwickeln, und ob

sich auch dort das Transgen nachweisen ldsst, stehen noch aus.

+ 3.1.13 Erste Experimente zur funktionellen Analyse eines Schistosoma-Promotors im

homologen Sytem

Die Aktivitit und Induzierbarkeit des Promotors im Konstrukt hsp70-GFP-hsp70

konnte im homologen System, wie unter 3.1.6 in dieser Arbeit dargestellt, demonstriert
werden. Anhand der Sequenzdaten der 5'UTR ergaben sich folgende Fragen: Handelt es
ich bei den gefundenen HSE’s um echte regulatorische Einheiten, und welches der beiden
putativen HSE's vermittelt die Hitzeschockantwort? Eine Antwort darauf, sollte durch den
Gentransfer von verschiedenen HSE-Deletionsklonen in adulten Schistosomen gefunden

werden.

¢ 3.1.13.1 Konstruktion von hsp70 Promotordeletionsklonen und deren Funktion im he-

terologen System

Erste Hinweise auf die Frage, welches HSE verantwortlich ist, ergaben sich aus den
Ergebnissen von Levy-Holtzmann und Schechter (1994), die in ,,gel shift assays™ gezeigt
haben, dass nur mit HSE 1 und Proteinextrakten Hitze-geschockter Wiirmer eine Retardie-
rung im Gel zu erkennen war. Die Schlussfolgerung war, dass es unter den gegebenen Be-
dingungen einen Transkriptionsfaktor gibt, der die Sequenz des HSE1 erkennt, nicht aber
die des HSE 2. Wie sich in spdteren Studien dieser Arbeitsgruppe zeigte, gibt es einen Hit-

zeschockfaktor (Levy-Holtzmann & Schechter, 1996), der zudem auch noch in vitro be-
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vorzugt die von der Konsensussequenz (3x nGAAn) abweichende Form des HSE 1

(nGTAn im dritten Pentamer) bindet (Lardans et al., 2001).

A
-490 CAT HSE Il CAT  CAT TATA 1
B
203 CAT  CAT HSE I TATA +1
C
-109 TATA 1
Abb.27: Deletions-Klone des hsp70-Promotors

A: HSE Del 1; B: HSE Del 2; C: HSE Del '4. Die Reihenfolge der noch verbliebe-
nen regulatorischen Einheiten innerhalb der 5"UTR sind mit ihrer Sequenz angege-
ben, die Abstidnde untereinander sind nicht maBstabsgetreu wiedergegeben. Die
weiter 3 gelegenen Sequenzen des Inserts entsprechen dem hsp70-GFP-hsp70

Transformationsvektor.

Um diesen Sachverhalt zu kldren, wurden zunéchst unterschiedliche Deletionsklone
des Promotors hergestellt (Abb.27), die sich durch das Fehlen einzelner oder beider HSE
auszeichnen.

Bevor diese Konstrukte fiir das Particle Bombardment mit adulten Schistosomen einge-
setzt wurden, erfolgte eine Transfektion von CHO Zellen, mit dem Ziel, erste Hinweise auf
eine Auswirkung der fehlenden Motive auf die Reportergenexpression im heterologen Sy-
stem zu erlangen.

Die konfokale Mikroskopie offenbarte fluoreszierende Zellen nur in den Ansitzen, die
mit Konstrukten transfiziert worden waren, die noch ein intaktes HSE1 enthielten
(Abb.28A/B). Die Vektoren HSE Del 1 und HSE Del '% fiihrten zu keiner Transgenexpres-
sion (Abb. 28C/D).
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Abb.28: Transfektion von CHO Zellen mit den hsp70-Promotor-Deletionsklonen
CHO Zellen wurden mit den Konstrukten A: hsp70-GFP-hsp70; B: HSE
Del 2; C: HSE Del 1; D: HSE Del % iiber Lipofektion transfiziert und nach
4 h fiir 3 bei 42°C inkubiert. Bis zur abschlieBenden Mikroskopie wurden
die Zellen 36 h post Hitzeschock unter Standardbedingungen weiterkulti-

viert.

Das Ergebnis demonstriert, dass HSE 1 auch fiir die Hitzeschockantwort im heterolo-

gen System verantwortlich erscheint.

¢ 3.1.13.2 Transformation adulter Schistosomen mit den Deletionsplasmiden

Im Folgenden sollte nun tiberpriift werden, ob sich dieses Ergebnis auch im homologen
System reproduzieren lisst. Hierzu wurden adulte Schistosomen-Médnnchen mit Hilfe des
neuentwickelten Gentransfersystem transformiert und 24 h nach Beschuss mit Ausnahme
einer Negativkontrolle einem Hitzeschock (4 h, 42°C) ausgesetzt. Nach einer weiteren In-
kubation dieser Wiirmer fiir 24 h unter Standardbedingungen, erfolgte die mikroskopische
Auswertung. Hierbei zeigte sich, dass in simtlichen Wiirmern, die einem Hitzeschock aus-
gesetzt waren, mehr oder weniger fluoreszierende Bereiche zu finden waren, die sich nicht
quantifizieren lieBen (Resultate nicht gezeigt). Die Kontrollpopulation ohne Hitzeschock
zeigte hingegen, wie erwartet, keine Fluoreszenz. Diese Resultate offenbarten, dass eine
Quantifizierung notwendig ist, um entsprechende Unterschiede in der GFP Expression der

verschiedenen Klone in adulten Schistosomen darstellen zu konnen.
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+ 3.1.14 Quantitative Promotoranalyse mittels des Luciferasesystems

¢ 3.1.14.1 Luciferase als Reportergen

Die Luciferase (LUC) aus Photinus pyralis eignet sich als Reportergen (Gould &
Subramani, 1988) fiir quantitative Analysen, wie bei Regulationsmechanismen der Genex-
pression. Die Quantifizierung erfolgt liber einen Enzymassay, bei dem Luciferin unter Be-
teiligung von ATP durch die Luciferase zu Oxyluciferin umgewandelt wird. Die dabei ent-
stehende Lichtemission kann luminometrisch gemessen werden. Der Vorteil gegeniiber
herkdmmlichen Enzymreaktionen ist, dass die Aktivitdt direkt nach der Translation gemes-
sen werden kann, da es keine post-translationellen Modifikationen gibt (de Wet et al.,
1987). Innerhalb der Chemilumineszenz-Reaktionen ist der Luciferase-Nachweis sehr sen-
sitiv (Wood, 1990) und zeigt kaum Hintergrundaktivitét.

Im Folgenden wurde das Luciferasegen aus dem pGIl3 Vektor der Fa. Promega ver-
wendet. Es hat eine modifizierte Kodierregion, die fiir transfizierte Eukaryontenzellen op-
timiert wurde. Davis et al. (1999) haben gezeigt, dass es sich auch als Reportergen in Para-

siten eignet.

¢ 3.1.14.2 Klonierung des Luciferasegens in die bereits vorhandenen Deletionsklone
Ausgehend von den in Abb.27 dargestellten Deletionsklonen wurde im folgenden das
GFP-Gen durch das Luciferase-Gen ersetzt. Mit Hilfe des pGI3 Plasmids (Promega) und
Luciferase-spezifischen Primern (Nco-Luci-5 Primer, Luci-Bam-3 Primer) wurde das Gen
in einer PCR mit den terminalen Schnittstellen amplifiziert. Nach einem Restriktionsver-
dau des PCR-Produkts wurde dieses in die Nco I/Bam HI gedffneten Deletionskonstrukte

ligiert. Die daraus resultierenden Transformationsvektoren sind in der folgenden Abb.29

dargestellt.
- Luciferase hsp70 Term. —
- Luciferase hsp70 Term. —
' Luciferase hsp70 Term. —
J Luciferase hsp70 Term.
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Abb.29: Die Transformationsvektoren hsp70-LUC-hsp70 und die entsprechenden
Promotor-Deletionsklone
Schematische Darstellung der maBstabsgerechten Groenverhéltnisse (hsp70 und
Prom.Del 5'UTR: s. Abb.27, Luciferse: 1630 bp, hsp70 3'UTR: 808 bp) der
Inserts, die sich in pUC18/pStBluel befinden.

Die Fertigstellung der gezeigten Plasmide wurde erst zum Ende dieser Arbeit erreicht.
Weiterfiihrende Resultate beziiglich der Funktionalitit der Vektoren und dem Einsatz fiir
das Particle Bombardment adulter Schistosomen bzw. Larven standen zu diesem Zeitpunkt

noch aus .

62



ERGEBNISSE

3.2 Ansitze zur Immortalisierung von Schistosoma-Zellen

In diesem Teil der Promotionsarbeit werden erste Ansdtze beschrieben, die zur Eta-
blierung einer permanenten Zelllinie von Schistosoma mansoni beitragen sollen. Bisherige
Versuche, schistosomale Zellen zu isolieren und sie anschlieBend durch die Zugabe mito-
gener Substanzen zur Teilung anzuregen, waren erfolglos (D. Barnes, personliche Mittei-
lung).

Andreas Kampkoétter identifizierte 1999 in seiner Promotionsarbeit das ras-Homolog
aus S. mansoni. Mit Hilfe verschiedener ras-Gene und weiterer genetischer Elemente ist es
schon mehrfach gelungen, immortale Zelllinien zu erzeugen (Land et al., 1983; Ruley,
1983; Amsterdam et al., 1988), so auch bei ausdifferenzierten humanen Zellen, die mit
dem LargeT Antigen von SV40, einem mutierten h-ras und der Telomerase zur permanen-
ten Teilung angeregt wurden (Hahn et al., 1999).

Das Projekt sah nun vor, einen dhnlichen Ansatz auch bei Schistosomen durchzufiih-
ren. Dazu sollte zunichst das Sm-ras-Gen an zwei Aminosdurepositionen verdndert werden
(s.u.) und in verschiedene Transformationsvektoren kloniert werden. Anschlieend sollten
isolierte Zellen aus S. mansoni mit diesen Konstrukten und/oder dem LargeT Antigen
transfiziert werden, um eine dauerhafte Teilung zu initiieren. Das Gen fiir die Telomerase
von Schistosomen ist bislang noch nicht identifiziert, so dass darauf nicht zuriickgegriffen
werden konnte.

In den folgenden Kapiteln soll nun dargestellt werden, welche Arbeiten auf dem Weg

zur Immortalisierung durchgefiihrt wurden.

s 3.2.1 Zielgerichtete Punktmutation des ras-Homologs aus S. mansoni

Wie sich in bisherigen Studien von Ras gezeigt hatte, fiihrt der Austausch von Glycin
zu Valin (Position 12) und der Austausch von Glutamin zu Leucin (Position 61) zur hoch-
sten Transformationseffektivitit des Molekiils (Spandidos & Wilkie, 1984; Der et al.,
1986). Daher war zu Beginn des Projektes die Aufgabe, das ras Homolog aus Schistosoma
gezielt an diesen Aminosdurepositionen zu mutieren.

Ausgehend vom Klon 18/2 (Kampkotter, 1999), der u.a. das komplette ORF des Gens
in pBluescript SK- enthilt, wurde die zielgerichtete Mutagenese durchgefiihrt. Mit Hilfe
von komplementdren Primern, die den Bereich des 12. bzw. 61. Codons umfassten und die
einen entsprechenden Nukleotidaustausch (12: GGT -> GTT, 61: CAA -> CTA) beinhal-
teten, wurde eine PCR durchgefiihrt, bei der das gesamte Plasmid amplifiziert wurde. Das

Resultat dieser PCR waren Amplifikationsprodukte in Form doppelt ,,genickter* Plasmide,
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die an den Positionen 12 bzw. 61 die eingefiihrte Mutation aufwiesen. Um sich vor der
anschlieBenden Transformation der Plasmide in entsprechende Bakterien der Templa-
testrange, die keine Mutation aufwiesen, zu entledigen, wurde ein Dpn I Restriktionsver-
dau durchgefiihrt. Hierbei macht man sich zu Nutze, dass Dpn 1 selektiv methylierte DNA
schneidet, in diesem Fall also nur das Template. Die darauf folgende Transformation wur-
de mit ,,superkompetenten” Bakterien (> 10° cfu/ug) durchgefiihrt, da die Aufnahme be-
schddigter DNA Molekiile eine sehr hohe Kompetenz voraussetzt. Die Reparatur und Ver-
vielfdltigung der Plasmide iibernehmen die Bakterien. Abb.30 zeigt noch einmal schema-

tisch den Ablauf der Mutagenese.

Abb.30: Grafische Darstellung der Strategie und
des Ablaufes zur zielgerichteten Punkt-
) aﬁ?xerm&?gmglgetsile .
n' mutation der ras-Homologs aus Schisto-
Mix
soma mansoni.
Mutagenic primers
Cycle @
Digest a
@Autaled plasmid
Transfarma
@

Die Plasmide wurden aus den putativ positiven Transformanten prédpariert und die
gewonnene DNA einem analytischen Restriktionsverdau unterzogen. Dieser diente jedoch
nur zur Abkldrung, ob es sich bei den Plasmiden um den Klon 18/2 handelte, da die einge-
fiigten Mutationen nicht Bestandteil einer Erkennungssequenz fiir ein Restriktionenzym
waren.

Zur Verifikation der erfolgreichen Mutagenese wurde abschlieend eine Sequenzie-
rung durchgefiihrt. Diese ergab, dass sowohl die Mutationen G12V, als auch Q61L erfolg-
reich durchgefiihrt worden waren (Abb.31). Diese beiden Klone (18/2 G12V, 18/2 Q61L)

stellten nun die Basis fiir die Klonierung weiterer Transformationsvektoren dar.
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G12v

G12v
S.m.ras
061L

G12v
S.m.ras
061L

G1l2v
S.m.ras
Q61L

Gl2v
S.m.ras
Q61L

Abb.31:

ATGACTGAGT
ATGACTGAGT
ATGACTGAGT

51
TGCTCTTACT
TGCTCTTACT
TGCTCTTACT

101

CAACGATAGA
CAACGATAGA
CAACGATAGA

151

TGCTTGTTAG
TGCTTGTTAG
TGCTTGTTAN

ACAAGTTAGT
ACAAGTTAGT
ACAAGTTAGT

ATCCAGCTCA
ATCCAGCTCA
ATCCAGCTCA

GGACTCTTAT
GGACTCTTAT
GGACTCTTAT

ATATCTTAGA
ATATCTTAGA
ATATCTTAGA

TGTTGTTGGA
TGTTGTTGGA
TGTTGTTGGA

TTCAGAATCA
TTCAGAATCA
TTCAGAAGCA

AGAAAACAGA
AGAAAACAGA
AGAAAACAGA

TACTGCTGGT
TACTGCTGGT
TACTGCTGGT

GCTGTTGGAG
GCTGGTGGAG
GCTGGTGGAG

TTTTGTTGAG
TTTTGTTGAG
TTTTGTTGAG

TGGTCATTGA
TGGTCATTGA
TGGTCATTGA

CAAGAGGAAT
CAAGAGGAAT

CTAGAGGAAT
*

TTGGCAAAAG
TTGGCAAAAG
TTGGCAAAAG

GAATATGACC
GAATATGACC
GAATATGACC

TGGAGAAATA
TGGAGAAATA
TGGAGAAATA

ACAGTGCAAT. ..
ACAGTGCAAT. ..
ACAGTGCAAT. ..

gegen Sm-ras Wildtyp (B). Die Mutationen sind gekennzeichnet.

+ 3.2.2 Klonierung von ras 18/210

Sequenzierung der mutierten ras Gene (A) und Alignment der erzeugten Sequenzen

Anfangs standen drei ras Klone zur Verfiigung (18/2, 18/9, 18/10), wobei nur 18/2 den
kompletten ORF beinhaltete, nicht jedoch die lange 3'UTR mit den putative Polyadenylie-
rungsstellen, von denen es insgesamt sechs gibt (Kampkotter, 1999). Letztere wiederum
sind in Klon 18/10 vollstindig enthalten, so dass die Fusion beider einen Klon mit ORF
und sémtlichen PolyA-Signalen ergeben sollte. Hierzu wurden 18/2 G12V bzw. 18/2 Q61L
und 18/10 jeweils mit Eco RI und Acc I verdaut, wobei Eco RI Bestandteil der MCS aus
pBluescript ist und 5 vom Klonanfang liegt und Acc I, das sich an Position 559 im Insert
befindet. Die gerichtete Klonierung des kleinen Fragmentes aus 18/2 mit den Mutationen
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in das Eco Rl/Acc 1 gedffnete Plasmid mit 18/10 ergab den Vektor 18/210 (Abb.32), der

iber Restriktionsanalyse und Sequenzierung verifiziert wurde.

+1 G12v Q6L Stop 3UTR (inkl. PolyA)
Eco RI Acc 1 Xho 1
—ATG GTT  CTA TGA —
Abb.32: Sm-ras Klon 18/210 (wt, G12V, Q61L)

Schematische Darstellung der mafBstabsgerechten Grofenverhéltnisse des neuen

Ras-Klons 18/210 mit dem Transkriptionsstart und der vollstdndigen 3"'UTR

+ 3.2.3 Funktionalititstest zur Transformationspotenz der mutierten Ras-Molekiile

Nachdem die Mutagenese durchgefiihrt worden war, blieb die Frage offen, ob sich aus
den eingefiihrten Mutationen auch eine hohere Transformationspotenz des Molekiils ab-
leiten ldsst. Um Klarheit zu erlangen, wurde auf ein etabliertes System zuriickgegriffen,
das am Max-Planck-Institut (MPI) in Dortmund entwickelt wurde. Hierbei werden RK13-
Zellen (,,rabbit kidney epithelium like cells*) mit unterschiedlichen Plasmiden cotransfi-
ziert. Diese Vektoren enthalten zum einen, unter der Kontrolle eines SV40 Minimalpro-
motors, den ORF des zu untersuchenden ras-Gens und den ORF des humanen raf-Wildtyp
Gens, desweiteren ein Reportergenkonstrukt, das als Resultat der Ras/Raf-Interaktion zur
Luciferasetranskription befdhigt ist (Quack, personliche Mitteilung). In Abhingigkeit der
ras-Aktivitdit kommt es nun zu einer mehr oder weniger starken Luciferaseexpression, die
im Enzymassay gemessen werden kann. Je hoher die Aktivitit von Ras ist, um so starker
wird Luciferase exprimiert. Voraussetzung ist allerdings, dass zunédchst Ras tiber einen
Farnesylrest mit der Zellmembran interagiert und anschlieBend mit dem Raf-Molekiil einen
aktiven Komplex eingeht (Daub et al., 1998). Die entscheidende Modifikation des Mole-
kiils (Prenisylierung: Farnesylierung oder Geranysilierung) erfolgt iiber die C-terminale
Erkennungssequenz CAAX (Fu & Casey, 1999), die aus den letzten vier Aminosduren
besteht und bei Sm-Ras die Sequenz CCIQ hat (Kampkdétter et al, 1999), wobei es zu einer
Farnesylierung des ersten Cysteins dieser Sequenz kommt (Osman et al., 1999).

Dieses Testsystem wurde jedoch zur Erforschung der humanen ras-Molekiile entwik-
kelt, so dass die Anwendbarkeit auf das Sm-ras nicht gewéhrleistet werden konnte. Zu-
nidchst mussten nun entsprechende Expressionsklone mit den einzelnen mutierten/wt-ras

ORFs erzeugt werden. Hierzu wurden Primer zur Amplifikation des ras Gens verwendet,
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denen terminal Restriktionsschnittstellen fiir Kpn I (5'Primer, RasTQ5) und Eco RI
(3 Primer, RasTQ3kurz) angehdngt worden waren. Die Klonierung erfolgte anschlieend
tiber diese Schnittstellen in einen modifizierten pSVK 3 Expressionsvektor, der von Tho-
mas Quack (MPI, Dortmund) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde. Nachdem
die Konstrukte iiber Restriktionsanalyse und Sequenzierung verifiziert worden waren,
wurden die Transfektionsexperimente am MPI in Dortmund von Thomas Quack durchge-

fiihrt. Die Resultate sind in der folgenden Abb.33 dargestellt.

Sm-ras Q61L+raf wt

Sm-ras Q61L ]
Sm-ras G12V+raf wt ]
Sm-ras G12V ]
ras G12V+ raf wt
raf wt ]
ras G12V
pcDNA3 ]
0 10 20 30 40 50 60
relative Luciferase Aktivitét (%)
Abb.33: Luciferaseaktivitditsmessung nach Transfektion von RK13 Zellen mit unter-

schiedlichen Plasmiden.
(pcDNA3: Reportergenvektor, ras G12V: H-ras G12V in pSVK 3, raf wt: humanes
raf Wildtyp in pSVK 3, Sm-ras G12V in pSVK 3, Sm-ras Q61L in pSVK3)

Aus der Grafik ergibt sich, dass es unter den gegebenen Bedingungen im heterologen
System nicht zu einer gesteigerten Luciferaseaktivitit kam, was zu der ersten Schlussfolge-
rung fiihrte, dass die mutierten Sm-ras Molekiile in diesem Test keine verstiarkte Transfor-
mationspotenz besallen.

Die Verankerung von Ras {iber den Farnesylrest an der Innenseite der Zellmembran ist
der erste Schritt der Signalkaskade. Im Gegensatz zur humanen ras Sequenz, die der
CAAX-Konsensus-Sequenz entspricht, divergiert bei Sm-Ras die dritte Aminosdure vom
C-Terminus gesehen mit einem Cystein von dieser Sequenz. Um sicher zu stellen, dass es
aufgrund dieser Abweichung nicht zu einer verminderten oder ausbleibenden Prenysilie-

rung des Sm-Ras im Testsystem gekommen war, wurden die letzten vier AS durch die Se-
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quenz CVLS des humanen h-ras ersetzt. Diese neuen Plasmide wurden dann erneut in die
Transfektion von RK13 Zellen eingesetzt (Abb.34). Die Verwendung verschiedener Men-
gen (1-4 fach) an Plasmiden sollte gewéhrleisten, dass eine eventuell verminderte Prenysi-

lierung ausgeglichen wird.

Sm Q61L/h-CAAX+raf wt

Sm Q61L/h-CAAX
Sm Q61L+raf wt

Sm Q61L

\
\
Sm G12V/h-CAAX+raf wt 4‘1

[ 1
1
1

\

\
[ 1
i

Sm G12V/h-CAAX
Sm G12V-+raf wt

Sm G12V

ras Q61L+raf wt

ras Q61L

ras G12V+raf wt

ras G12V

pcDNA3

0 10 20 30 40 50 60 70

realtive Luciferase Aktivitit (%)

Abb.34: Luciferaseaktivititsmessung nach Transfektion von RK13 Zellen mit

unterschiedlichen Plasmiden. (h-Ras: 80 ng Plasmid-DNA/Ansatz, Sm-Ras: 320 ng
Plasmid-DNA/Ansatz)
(pcDNA3: Reportergenvektor, ras G12V: H-ras G12V in pSVK 3, raf wt: humanes
raf Wildtyp in pSVK 3, Sm G12V: Sm-ras G12V in pSVK 3, Sm G12V/h-CAAX:
Sm-ras G12V mit h-ras CAAX-Box in pSVK 3, Sm Q61L: Sm-ras Q61L in
pSVK3, Sm Q61L/h-CAAX: Sm-ras Q61L mit h-ras CAAX-Box in pSVK 3)

Wie sich zeigt, kam es beim Einsatz der 4-fachen DNA-Menge von Sm-ras Q61L zu
einer signifikant hoheren Luciferaseaktivitdt, was auf eine erhohte Transformationspotenz
schlieBen ldsst. Bei der Mutation G12V konnte in diesem Test keine verstirkte Luciferase-
aktivitdt gemessen werden.

Da es sich bei dem hier verwendete Test um ein mammalisches System handelt, mit
dessen Hilfe ein Invertebratenmolekiil tiberpriift wurde, sind diese Resultate nur bedingt
aussagekriftig, so dass mit den Versuchen der Immortalisierung iiber diese genetischen

Elemente fortgefahren wurde.
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+ 3.2.4 Klonierung von Plasmiden zur Immortalisierung

¢ 3.2.4.1 hsp70-ras 18/210 (wt, G12V, Q61L) und ER60-ras 18/210 (wt, G12V, Q61L)

Die ersten Konstrukte, die fiir die Transfektion von Schistosoma-Zellen kloniert wur-
den, umfassten die mutierte bzw. Wt Kodierregion des Sm-ras-Gens, einschlieBlich der
homologen 3"UTR mit den putativen Polyadenylierungs-Sequenzen. Als Promotor wurden
die 5" UTR von hsp70 und ER60 verwendet.

Fiir die Klonierung des hsp70-Promotors wurde auf den Klon #944 (s. 2.1.5) zuriickge-
griffen. Dieser enthilt 530 bp der 5'UTR des induzierbaren hsp70-Gens. Aus diesem Klon
wurde der Promotor Ss¢ I/Bam HI herausgeschnitten und in die mit den gleichen Enzymen
geschnittenen Vektoren 18/210 (Wildtyp-Ras, Ras mit Mutation G12V und Ras mit Muta-
tion Q61L) gerichtet ligiert. Das daraus resultiernde Konstrukt ist in Abb.35A dargestellt.

A
Sst 1 (Bam HI, Sma 1, Pst 1, Eco RI) Xho 1
ras 18/210 (wt/G12V/Q61L) -
B
BamHI ~ Eco Rl (Kpnl, Pst1, Eco RI) Xho 1
ras 18/210 (wt/G12V/Q61L) —
Abb.35: Transformationsvektoren hsp70- (A)/ER60- (B) ras 18/210 (wt, G12V, Q61L)

Schematische Darstellung der maBstabsgerechten Grofenverhédltnisse des Inserts,
welches sich in pBluescript SK™ befindet. Die fiir die Klonierung relevanten

Schnittstellen sind angegeben.

Fiir die Herstellung der Plasmide ER60-Ras 18/210 (wt/G12V/Q61L) wurden 290 bp
der 5'UTR des Cystein-Protease Gens Hind 111/Sst 1 aus dem Plasmid #839 (s. 2.1.5) her-
ausgeschnitten und die tiberhdingenden Enden mit einer S1-Nuklease geglittet. Die Kon-
strukte ras 18/210 (wt/G12V/Q61L) wurden zeitgleich jeweils mit Sma 1 geschnitten, wor-
aus sich direkt gedffnete Plasmide mit glatten Enden ergaben. Im Anschluss erfolgte die
ungerichtete Ligation des Promotors in die ras-Konstrukte (Abb.35B). Durch die in der
5'UTR an Position 190 befindlichen Eco RI Schnittstelle, konnte eine Verifikation der
korrekten Orientierung durchgefiihrt werden.

Auf einen Funktionalititstest konnte bei diesen Konstrukten nicht zuriickgegriffen

werden. Da die Promotoren jedoch sowohl im heterologen, als auch im homolgen System
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positiv getestet wurden (s. Ergebnisse 3.1.6-3.1.9) kann die Funktionsfahigkeit der Plasmi-

de vorausgesetzt werden, auch wenn sie abweichend die 3"UTR des ras-Gens beinhalten.

¢ 3.2.4.2 ER60-ras(wt, G12V, Q61L)-ER60

Um einen alternativen Transformationsvektor in Handen zu halten, sollte im Folgenden

die 3'UTR des Sm-ras durch den ER60-Terminator ersetzt werden.

A
Sst1 Ksp 1 Xba 1 Eco RV Bam HI Sst1 Kpn'1
ras wt —‘7 ER60 3°'UTR —
Sma 1, Pst 1, Eco R1
B
Sst1 Ksp 1 Xbal Eco RV Bam HI Sst 1 Kpn 1
G12V ras —‘7 ER60 3'UTR —
Sma 1, Pst 1, Eco R1
C
Sst1 Ksp 1 Xba 1 Eco RV Bam HI Sst 1 Kpn1
Q61L ras —‘7 ER60 3'UTR —
Sma 1, Pst 1, Eco R1
Abb.36: Transfomationsvektoren ER60-Ras(wt (A), G12V (B), Q61L (C))-ER60

Schematische Darstellung der malBtabsgerechten Grofenverhédltnisse (ER60
5'UTR: 290 bp, Ras: 570 bp, ER60 3'UTR: 480 bp) des Inserts, welches sich in
pBluescript SK™ befindet. Die fiir die Klonierung relevanten Schnittstellen sind an-

gegeben.

Bei dieser Plasmidkonstruktion wurde auf die mehrfach erfolgreich angewandte Tech-
nik der PCR-basierenden Klonierung zuriickgegriffen und sie ist daher mit der Konstrukti-
on von ER60-GFP-ER60 vergleichbar. Als Template fiir die PCR dienten die drei ver-
schiedenen 18/210 Klone; die Ligation in den 60-60 Vektor erfolgte hierbei auch iiber die
Schnittstellen Xba 1 und Bam HI. Abb.36 zeigt eine schematische Darstellung der Trans-

formationsvektoren.
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Die Verwendbarkeit wurde vorausgesetzt, da die regulatorischen Elemente bereits er-
folgreich eingesetzt wurden. Diese Transformationsvektoren sollten nun im Anschluss zur

Transfektion isolierter Zellen aus adulten und larvalen Schistosomen eingesetzt werden.

+ 3.2.5 Isolation von Zellen aus adulten und larvalen Schistosomen

Die Isolation von schistosomalen Zellen wurde in Anlehnung an bereits veroffentlichte
Protokolle durchgefiihrt (Hobbs et al., 1993; Bayne et al., 1994).

Die Aufarbeitung erfolgte getrennt nach Entwicklungsstadien. Zunéchst wurden die
Tiere (je ca. 30 Adulte oder ca. 500 Sporocysten) in 400 ul ATV-Puffer aufgenommen und
fiir 30 sec homogenisiert (Ultra-Turrax T8, IKA Labortechnik; Stufe 3). Die Spitze des
Homogenisators wurde anschlieBend mit 1 ml SM-Medium von den Resten gesdubert und
der komplette Ansatz in ein 15 ml Falcon {iberfiihrt. Es folgte ein Inkubation fiir 30 min
bei RT, wihrenddessen sich die Einzelzellen von den noch verbliebenen Zellverbanden
durch unterschiedliche Sedimentationsgeschwindigkeit trennen sollten. Danach wurde 1 ml
des Uberstandes in ein neues Falcon iiberfiihrt und das Pellet in der Restfliissigkeit erneut
homogenisiert. Nachdem das Homogenat mit dem Uberstand vereinigt worden war, er-
folgte die Zugabe von 0.1 U Collagenase und 0.8 U Dispase (Roche) zur weiteren Auflo-
sung noch bestehender Zell-Zell-Verbindungen. Im Anschluss wurde der gesamte Ansatz
bei 37°C fiir 40 min inkubiert, bevor er fiir 5 min bei 800 rpm zentrifugiert wurde. Die
Resuspendierung des Pellets erfolgte mit 1 ml SM-Medium inkl. 10% FCS. Jeweils 100 pl
dieses Ansatzes wurden in 24-well Platten verteilt und fiir 5 min bei RT inkubiert, bevor 1
ml frisches SM-Medium mit 10% FCS hinzugegeben wurde. Die anschlieBende Kultivie-
rung erfolgte bei 37°C und 5% CO,. 24 h nach der Isolation zeigte sich unter mikroskopi-
scher Kontrolle, dass sich trotz der Behandlung neben vermeintlichen Einzelzellen noch
grofle Zellverbénde in den einzelnen Ansitzen befanden. Nach dem Austausch von 750 pl
altem gegen frisches Medium, wurden die Ansétze weiterkultiviert. 48 h nach der Aufar-
beitung zeigte sich ein rapider Abfall des pH-Wertes (< 6), und es stellten sich vermehrt
Kontaminationen ein. Letztlich konnten keine vitalen Strukturen mehr beobachtet werden.

AbschlieBend muss gesagt werden, dass es bislang nicht gelungen ist, Zellen soweit in

Kultur zu halten, um sie anschlieflend transfizieren zu kénnen.

¢ 3.2.6 Transformation adulter Schistosomen mit mutierten GFP-Ras Fusionsproteinen

Um Zellen zum Verlassen ihres Differenzierungsstatus zu bringen (Tumorinduktion),

sollten adulte Schistosomen mit Hilfe des neu entwickelten Gentransfersystems und durch
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den Einsatz von Fusionsproteinen aus GFP und Ras G12V, Q61L transformiert werden.
Unter der Annahme, dass beide Bestandteile des fusionierten Proteins ihre gewiinschte
Funktion erfiillen, wiirden sich zum einen morphologische Gewebeverdnderungen auf-
grund des mutierten Ras-Anteils zeigen, zum anderen sollten sich diese Bereiche unter
mikroskopischer Kontrolle durch entsprechende GFP-Fluoreszenz auszeichnen. Eine Iso-
lation dieser Bereiche aus den Wiirmern und eine sich anschlieBende Zellextraktion kénn-

ten moglicherweise zu einer immortalen Tumorzelllinie von Schistosomen fiihren.

¢ 3.2.6.1 Klonierung der Transformationsvektoren mit dem GFP-Ras(G12V/Q61L) Fusi-
onsprotein

Die Vorgaben fiir die Konstruktion des Fusionsproteins waren, dass das GFP Gen 5’
vom ras liegen sollte, um zu gewdhrleisten, dass am C-Terminus die Prenysilierung des
Molekiils stattfinden kann. Desweiteren sollte ein durchgéngiges Leseraster einen vorzeiti-
gen Transkriptionsabbruch verhindern. Aus diesem Grund wurde das Stopcodon des GFP-
Gens im Laufe der Klonierung entfernt und durch das ATG des ras-Gens ersetzt. Letztlich
sollten die regulatorischen Elemente des ER60 Gens eine Expression im homologen Sy-
stem gewdihrleisten.

Zunichste wurde der ORF der ras Mutanten iiber eine PCR amplifiziert und in den
Vektor pGEM Teasy kloniert. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt iiber die flankieren-
den Eco RI Schnittstellen (aus pGEM-T easy) wieder herausgeschnitten und in den Eco RI
geoftneten Vektor GFP-ER60 ligiert. Nachdem die korrekte Orientierung der ras Mutanten
im neuen Plasmid iiber einen analytischen Restriktionsdau sichergestellt wurde, erfolgte
eine PCR zur Amplifikation des gesamten Konstrukts mit Hilfe einer pfu-7ag Polymerase.
Hierbei wurden die Primer so gewihlt, dass der 5'Primer (ras-5) mit dem ATG des ras-
Gens beginnt und das 5 Ende des 3 'Primers (GFP-ras-3) das letzte kodierende Triplett des
GFP aufweist. Die Religation des aus der PCR resultierenden Konstrukts brachte somit das
Fusionsprotein hervor. Durch eine gerichtete Klonierung iiber Nco I/Kpn 1 des Fusions-
proteins mit dem ER60 Terminator in einen ebenfalls Nco I/Kpn 1 gedftneten ER60-GFP-
ER60 Vektor konnte das in Abb.37 dargestellte Konstrukt (ER60-FSP(G12V, Q61L)-
ER60) fertiggestellt werden.
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Sst1 Ksp 1 Nco 1 Pst 1 Eco RV EcoRI Sst 1 Kpn 1
|

ER60

Abb.37: Transfomationsvektoren ER60-FSP(G12V/Q61L)-ER60

Schematische Darstellung der mafstabsgerechten GroBenverhéltnisse (ER60
5'UTR: 290 bp, GFP: 730 bp, ras: 570 bp, ER60 3'UTR: 480 bp) des Inserts, wel-
ches sich in pBluescript SK™ befindet. Die fiir die Klonierung relevanten Schnitt-

stellen sind angegeben

Letztlich erbrachte die Sequenzierung den Nachweis, dass sowohl der Ubergang, als
auch die Mutationen im Molekiil korrekt vorhanden sind.

Eine anschlieBende Transfektion von COS-7 Zellen sollte den Nachweis erbringen,
dass das GFP im Fusionsprotein funktionell ist. Wie in Abb.38 deutlich wird, sind fluores-

zierende Zellen zu erkennen, die eine GFP-Funktion im Fusionsprotein beweisen.

A B

Abb.38: Transfektion von COS7-Zellen mit dem Konstrukt ER60-FSP-ER60
Die Detektion der GFP-induzierten Fluoreszenz erfolgte 48 h post Transfektion mit
Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie. A: Fluoreszenz, B: Hellfeld

Die Funktionalitdt des ras-Anteils im Fusionsprotein konnte nicht nachgewiesen wer-

den.

¢ 3.2.6.2 Gentransferexperimente mit dem Transformationsvektor ER60-FSP-ER60

Um den Vektor in adulte Schistosomen einzubringen, wurde auf das bewéhrte System
des Particle Bombardments zuriickgegriffen. Unter Verwendung verschiedener Parameter
(0.6/1.6 um Au, 1550/1800 psi) wurden Méannchen beschossen und anschlieend zur wei-

teren Kultivierung 1x nach dem Bombardment gewaschen. Nach etwa dreiwdchiger Kulti-
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vierung der transformierten Individuen, mit wochentlichem Mediumwechsel, zeigten sich
bei einigen Tieren starke Gewebeverdnderungen (Abb.39). Diese konnten sowohl bei Schi-
stosomen festgestellt werden, die mit der G12V, als auch mit der Q61L Variante beschos-
sen worden waren. Wie die Abb.39B zeigt, konnten in diesem Bereich vermehrt Goldpar-
tikel gefunden werden, was auf die Anwesenheit des Transformationsvektors schlielen

14sst.

Abb.39: Gewebeverdnderungen eines adulten Schistosoma-Ménnchens im posterioren
Teil transformiert mit ER60-FSP(Q61L)-ER60. A: Fluoreszenz, B: Hellfeld. Gp=
Goldpartikel, T= dorsales Tegument. (Grossenstandard: 0.25 mm)

Dass sich in diesen Verformungen auch Fluoreszenz zeigte, offenbarte die konfokale
Mikroskopie dieser Wiirmer (Abb.39A). Dieses Resultat ldsst die Schlussfolgerung zu,
dass diese Verformungen auf den mutierten Ras-Anteil im Fusionsprotein zuriickzufiihren
sind und liefert die ersten Hinweise darauf, dass eine Transformation differenzierter Schi-
stosomenzellen moglich erscheint.

Im Anschluss an die Mikroskopie wurden diese Bereiche aus den Wiirmern selektiv
herausgeschnitten und zur Zellisolation in SM-Medium inkl. 10 % FCS iiberfiihrt. Auf-
grund von Kontaminationen ist es im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht gelungen, Zellen
aus diesen Geweben in Kultur zu nehmen und fiir eine weitere Charakterisierung einzuset-

Zen.

+ 3.2.7 Klonierung des LargeT Antigen von SV40

Ein Vektor, der das komplette LargeT Antigen (inkl. der regulatorischen Elemente)
enthielt, wurde freundlicherweise von Dr. Heiner Schaal (HHU, Diisseldorf) zur Verfu-
gung gestellt. Da es sich hierbei um einen Vektor handelt, der u.a. zur Expression von

HIV-Hiillproteien verwendet wurde (Rekosh et al., 1988), musste zundchst das LargeT-
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Gen isoliert und in einen neutralen Vektor einkloniert werden. Dies geschah {iber eine Kpn
I/Bam HI-Restriktion und anschlieBende gerichtete Ligation des LargeT in einen entspre-
chend gedffneten Vektor pBluescript SK™ (Abb.40).

Neben dem Einsatz des gesamten LargeT-Gens sollte auch ein Vektor verwendet wer-
den, nach dessen Klonierung das ORF des Gens unter der Kontrolle der regulatorischen
Einheiten von ER60 steht (Abb.42). Arbeiten zur Klonierung dieses Vektors sind bereits in

Angriff genommen worden, jedoch konnte die endgiiltige Fertigstellung noch nicht erreicht

werden.
A
Sv40 LT Sv40. L]
Prom. OREF des SV40 LargeT Merm: |
B
. OREF des SV40 LargeT f,ggg
Abb.44: Die Transformationsvektoren SV40 LargeT (A) und ER60-LT/ORF-ER60 (B)

Schematische Darstellung der Inserts in pBluescribt SK'.
Aus diesem Grund sind bislang auch noch keine Experimente mit dem LargeT-Gen

und einem mutierten Sm-Ras-Gen an adulten Schistosomen durchgefiihrt worden, sollen

aber in Kiirze vorgenommen werden.
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4. DISKUSSION

4.1 Etablierung eines Gentranfersystems

Transformationssysteme sind wichtige molekularbiologische Werkzeuge zur funktio-
nellen Charakterisierung von Genen und deren regulatorischen Elementen (Buono & Lin-
ser, 1992). Aufgrund des Mangels an etablierten Protokollen zur Transformation multizel-
luldrer Parasiten, haben bisher hauptsdchlich heterologe Systeme wie z.B. C. elegans zur
Charakterisierung Parasiten-spezifischer Gene beigetragen. Derartige Analysen haben je-
doch wegen der Verschiedenheit der Organismen nur eine begrenzte Aussagekraft. Bei
Parasiten sind Transfektionsprotokolle seit einiger Zeit fiir Protozoen verfiigbar. Deren
Verwendbarkeit zur funktionellen Analyse von Genen wurde mehrfach unter Beweis ge-
stellt (Clayton, 1999; deKoning-Ward, 2000). Daher war es Ziel dieser Promotionsarbeit,
ein Transformationsprotokoll fiir den humanpathogenen Parasiten S. mansoni zu entwik-
keln. Parallel zu dieser Arbeit durchgefiihrte Studien anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass
es prinzipiell mdglich ist, die Methode des Particle Bombardments zur Transformation
multizelluldrer Parasiten einsetzen zu konnen. Davis et al. (1999) und Jackstadt et al.
(1999) berichteten vom Gentransfer in Ascaris, Litosomoides und C. elegans mit unter-
schiedlich Verfahren des ballistischen Gentransfers. Die durchgefiihrten Versuch von
Davis et al. (1999) deuteten zudem an, dass diese Technik auch fiir adulte Schistosomen
geeignet sein konnte.

Bei den Particle Bombardment-Experimenten mit adulten Schistosomen kamen im
Rahmen dieser Arbeit zwei Gerite (Helios Gene Gun/PDS1000) fiir den ballistischen
Gentransfer zum Einsatz. Experimente mit der Gene Gun zeigten, dass diese Methode sehr
materialintensiv ist. Bis zu 40% der eingesetzten Wiirmer iiberlebten das Bombardment
und die anschlieBende Behandlung nicht. Die verbliebenen Individuen wiesen starke tegu-
mentale Defekte auf, so dass eine Lokalisierung der moglichen Transgenaktivitit nicht
durchfiihrbar war. Die molekularen Daten wiederum zeigten, dass sich innerhalb der iiber-
lebenden Wiirmer Transgen-Transkripte befanden, was ein deutlicher Hinweis auf einen
gelungenen Gentransfer war. Die Resultate von Jackstadt et al. (1999) haben gezeigt, dass
dieses Gerit fiir den Gentransfer in Filarien geeignet ist. Hierbei handelt es sich jedoch um
einen vergleichsweise groflen Parasiten, der durch eine Kutikula vor dulleren, mechani-
schen Einwirkungen besser geschiitzt zu sein scheint, als die nur von einem Tegument um-
gebenen Schistosomen. Aufgrund ihrer Grof3e lassen sich Filarien zudem besser fixieren.

Im Vergleich dazu ist die Prozedur mit der PDS 1000 die deutlich schonendere Vari-

ante. Erste Experimente zeigten, dass der Einsatz des Vakuums keinen Einfluss auf die
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Wiirmer ausiibte. Beim Particle Bombardment mit der PDS 1000 konnte eine Uberlebens-
rate von nahezu 100% erzielt werden. Dies ist zum einen auf die geringere Druckwelle im
Vakuum zuriickzufiihren, zum anderen auf eine deutlich feinere Verteilung der Goldparti-
kel auf dem ,,Macrocarrier”. Im Vergleich dazu wurden bei der Munitionsherstellung fiir
die Gene Gun immer wieder groflere Aggregate von Goldpartikeln innerhalb des Schlau-
ches gefunden, die anschlieBend zu starken Verletzungen der Wiirmer fiihrten. Die feine
Verteilung von Mikroprojektilen wihrend des Beschusses mit der PDS 1000 gewéhrleistet
nicht nur eine breite Plasmidverteilung, sie schadigt den Wurm auch deutlich weniger.

Um festzustellen, ob sich diese Methode auch auf andere Entwicklungstadien anwen-
den ldsst, sind auch Particle Bombardment-Experimente mit Larven durchgefiihrt worden.
Mit niederen Driicken ist es gelungen, in-vitro generierte Muttersporozysten zu transfor-
mieren. Auch bei diesen Individuen konnten nach dem Beschuss kaum tegumentale Scha-

den bei einer breiten Goldpartikelverteilung beobachten werden.

s 4.1.1 Hsp70-induzierte GFP-Expression in Schistosomen

Die Klonierung des Plasmids hsp70-GFP-hsp70 und der Nachweis der Funktionalitét
dieses Konstrukts unter Hitzeschockbedingungen in mammalischen Zellen wurde in Zu-
sammenarbeit mit Katja Kapp erfolgreich durchgefiihrt. Damit war gleichzeitig bewiesen,
dass sich das eingesetzte GFP-Gen auch fiir Vertebratensysteme eignet, welches zuvor nur
in Pflanzen verwendet wurde (Reichel et al., 1996).

Nach der Transformation adulter Mannchen mit diesem Konstrukt und der PDS 1000
konnten die Prisenz des Plasmids, sowie die Transkription, Translation und Lokalisation
der Transgenaktivitdt im adulten Minnchen nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu bishe-
rigen Daten, die eine geringe hsp70-Expression ohne Hitze-Stress auch in Adulten zeigten
(Neumann et al., 1993), konnte in meinen Experimenten nur in solchen Wiirmern GFP-
Expression gefunden werden, die auch einem Hitzeschock ausgesetzt waren. Die Regulati-
on der basalen hsp70-Expression ist jedoch bislang noch nicht vollstindig verstanden, wo-
bei klar zu sein scheint, dass ,.heat shock response elements* (HSE) nicht daran beteiligt
sind (Kiang & Tsokos, 1998). Im Vergleich mit dem hsp70-Promotor aus der Ratte lassen
sich Parallelen im Aufbau mit dem aus S. mansoni (s. Abb.3) feststellen. Ersterer enthalt
innerhalb von 250 bp upstream des Transkriptionsstarts samtliche regulatorischen Ele-
mente inkl. HSE- und CAAT-Boxen, aber auch mehrere SP1 Motive (Bienz & Pelham,

1987). Diese SP1-Stellen sind im verwendeten Teil des schistosomalen hsp70-Promotors
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nicht enthalten, was die Moglichkeit zuldsst, dass diese bei S. mansoni weiter upstream
liegen und fiir die basale Expression verantwortlich sind.

Die Lokalisierung der GFP-Fluoreszenz im Bereich des Tegumets von Adulten ent-
spricht den Erwartungen, da hsp70 in S. mansoni als ein ,,major immuno antigen* be-
schrieben worden ist (Hedstrom et al., 1987; Moser et al., 1990) und daher an der Oberfla-
che zu vermuten war. Immunlokalisationsstudien von Scallon et al. (1987) offenbarten
zudem, dass in S. japonicum Hsp70 weitestgehend im Tegument expremiert wird. Auch
nicht veroffentlichte Daten von S. mansoni haben dieses Resultat bestétigt (W. Kunz und
A. Buchheiser, personliche Mitteilung). Da Goldpartikel nach dem Beschuss nicht nur im
Tegument, sondern auch in tieferliegenden Geweben gefunden wurden (Resultat nicht ge-
zeigt), liegt eine gewebespezifische Expression des Transgens nahe. Wie in Abb.19 darge-
stellt, wurde die Fluoreszenz nicht nur in unmittelbarer Ndahe von Goldpartikeln beobach-
tet. Da es sich beim Tegument um ein Syncytium handelt (McLaren, 1980), erscheint die
freie Diffusion von Proteinen, also auch von GFP, innerhalb dieses Gewebes prinzipiell
moglich.

Auch in larvalen Schistosomen wurde hsp70-Promotor-induzierte Transgenaktivitét
beobachtet. Sowohl auf molekularer, als auch auf mikroskopischer Ebene zeigte sich GFP-
Aktivitdt in priméren Sporozysten, bereits ohne Hitzeschock. Dies korrespondiert mit dem
Phianomen, dass hsp70 bei S. mansoni u.a. in Miracidien stress-unabhingig expremiert
wird (Neumann et al., 1993). Die regulatorischen Motive, die diese konstitutive Expression
vermitteln, miissen demnach innerhalb des klonierten Promotors zu finden sein.

Im Gegensatz zur Lokalisation der GFP-Expression in Adulten offenbarte die Mikro-
skopie der Larven Fluoreszenz nur innerhalb der Organismen, inkl. der ,,gland cells*. Die-
se Beobachtung lisst den Schluss zu, dass es innerhalb der einzelnen Entwicklungsstadien
gewebespezifische Unterschiede in der Expression von Hsp70 gibt, was wahrscheinlich auf
eine unterschiedliche Genregulation wihrend der Entwicklung der Parasiten zuriickzufiih-

ren ist.

+ 4.1.2 Charakterisierung des hsp70-Promotors aus S. mansoni.

Hsp70-Proteine sind molekulare Chaperone und sorgen fiir eine Minimierung von zel-
luldren Schiden in Folge eines Stresses (Clark, 1996; Frydman, 2001). Sie koordinieren
die Regulation der Protein-Translokation, sowie den Import und die Faltung von Proteinen.
Dabei verhindern sie die Proteinaggregationen und stellen die Funktionsfahigkeit bereits

denaturierter Proteine wieder her (Parsell & Lindquist, 1993). In den meisten Eukaryonten
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sind Hsp70-Proteine Angehorige einer Multigenfamilie, von denen einige unter Stress,
andere konstitutiv exprimiert werden (Langer & Neupert, 1991). Bei S. mansoni konnte
gezeigt werden, dass hsp70 ein ,,single copy” Gen ist (Kapp, 2000). Um die vielfdltigen
Aufgaben zu erfiillen, muss eine komplexe Regulation dieses Gens in Schistosomen postu-
liert werden.

Als Neumann et al. (1992) neben dem hsp70-ORF auch einen groflen Teil der 5SUTR
dieses Gens identifizierten, wurden innerhalb dieser Sequenz zwei putative ,heat shock
response elements* (HSE), drei CAAT-Boxen und eine TATA-Box identifiziert. Ob es
sich hierbei um zwei echte HSE s handelt, und welches der Elemente fiir die Hitzeschock-
antwort in vivo verantwortlich ist, konnte bislang nicht beantwortet werden. Um zur Kla-
rung dieser Frage beitragen zu konnen, wurden zunichst Deletionsklone erzeugt, denen
verschiedene regulatorische Elemente fehlten. Die Transfektion von CHO-Zellen mit die-
sen Vektoren zeigte, dass nur das HSE I an der Hitzeschockantwort im heterologen System
beteiligt ist. Dieses Resultat war erwartet worden, da sich bei ndherer Betrachtung der
HSE-Sequenzen herausstellte, dass nur HSE I den konservierten Aufbau aus drei Pentame-
ren (nGAAn) in Reihe aufweist (Kiang & Tsokos, 1998). Zusammen mit anderen Arbeiten
stellt sich immer deutlicher heraus, dass es sich bei HSE II wahrscheinlich nicht um ein
regulatorisches Element im hsp70-Promotor von S. mansoni handelt (Levi-Holtzmann &
Schechter, 1994; Levi-Holtzmann et al., 1995), und dass die Abweichung des dritten
Pentamers im HSE I (nGTAn an Stelle von nGAAn) fiir die stressinduzierte Genexpression
in Schistosomen essentiell ist (Lardans et al., 2001).

Das Particle Bombardment adulter Madnnchen mit diesen Konstrukten brachte bislang
jedoch kein eindeutiges Ergebnis hervor, da schwache GFP-Signale auch in solchen Tieren
gefunden wurden, die bspw. mit HSE Del 1 beschossen und Hitze-geschockt worden wa-
ren. Wiirmer, die nicht einem Hitzeschock ausgesetzt waren, zeigten keinerlei Fluoreszenz.
Eine Quantifizierung der Transkripte iiber semiquantitative RT-PCR lieferte zunéchst
Hinweise auf unterschiedliche Mengen an Transkripten, bei gleicher Anzahl von Plasmid-
molekiilen in den einzelnen Populationen (Resultat nicht gezeigt). Die Messung der Fluo-
reszenz im Fluorometer blieb dagegen ohne Ergebnis. Dieses Resultat steht im Kontrast zu
den Daten aus dem heterologen System, bei dem fluoreszierende Zellen nur mit einem in-
takten HSE I gefunden werden konnte. Ob es bei den Wiirmern, die mit den Vektoren ohne
HSE I (HSE Del 1, 2) beschossen wurden, zu einer zufélligen Integration iiber homologe

Rekombination gekommen ist, oder ob sich innerhalb der ersten 100 bp upstream des
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Transkriptionsstarts noch weitere regulatorische Elemente befinden, die an der Hitze-
schockantwort beteiligt sind, konnte bislang nicht geklért werden.

Aufgrund der fehlenden Moglichkeit einer Quantifizierung der GFP-Expression wurde
auf ein sensitiveres Reportergen-System (LUC) umgestellt. Die Klonierung der Vektoren
war im Rahmen dieser Arbeit noch moéglich, der Einsatz dieser Konstrukte zur Transfor-

mation von Schistosomen konnte jedoch nicht mehr durchgefiihrt werden.

s 4.1.3 ER60-induzierte GFP-Expression in Larven und adulten Schistosomen

In verschiedenen parasitischen Organismen sind Proteinasen, u.a. auch Cystein Protea-
sen, an einer Vielzahl von verschiedenen Prozessen, wie der Differenzierung, der Protein-
prozessierung, der Verdauung, der Immunevsion und der Wirt-Parasit-Interaktion beteiligt
(Mottram et al., 1998; Brady et al., 1999; Que and Reed, 2000; Trap and Boireau, 2000;
Mundodia et al., 2002; Sajid and McKerrow, 2002). Einige dieser Molekiile sind wihrend
der Entwicklung konstitutiv expremiert, wahrend andere nur in bestimmten Stadien nach-
gewiesen werden konnten.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Charakterisierung der Cystein Protease ER60 aus S.
mansoni beinhaltete die Uberpriifung der Genexpression in verschiedenen Larvenstadien,
da bisher nur Daten von Adulten vorlagen. Die freilebenden Larven sind zur Aufrechter-
haltung des Entwicklungszyklus auf die Penetration eines Wirtes angewiesen (Camus et
al., 1995). Biochemische Daten von Yoshino et al. (1993) haben gezeigt, dass bei der Pe-
netration der Miracidien in die Schnecke Molekiile des so genannte ,,excretory-secretory
systems® (ES) beteiligt sind, zu denen auch Proteinasen gehdren. Daher lag die Vermutung
nahe, dass ER60 an diesem Prozess beteiligt ist. Nachdem das Konstrukt ER60-GFP-ER60
erfolgreich kloniert worden war, wurde durch Transfektionsexperimente mit mammali-
schen Zellen festgestellt, dass die 290 bp lange 5"UTR Promotoraktivitit austibte.

Die Transformation von primdren Muttersporozysten mit diesem Vektor offenbarte
Fluoreszenz innerhalb der Larven nur in solchen Geweben, die mit dem ES System in Ver-
bindung stehen. Bereiche, in denen die neurale Masse oder die Keimzellen liegen, zeigten
keine Transgenexpression. Insbesondere die GFP-Expression in den lateralen ,,gland cells*
deutete darauf hin, dass ER60 an der Penetration in die Schnecke beteiligt sein konnte,
zumal gezeigt worden ist, dass diese Zellen am Invasionsprozess beteiligt sind (Dresden et
al., 1986). Die lateralen ,,gland cells* sind aber auch an der Migration der Larven innerhalb
des Zwischenwirtes beteiligt (Pan, 1980), was eine Funktion von ER60 bei diesen Prozes-

sen ebenfalls moglich macht. Neben diesen Zellen wurde Fluoreszenz auch posterior in
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den Protonephridien und in den verschiedenen Cytons gefunden, die u.a. am ES beteiligt
sind (Pan, 1980). Die Transgenexpression in den Protonephridien korreliert mit den Daten
von Finken-Eigen und Kunz (1997), die eine ER60-Expression in diesen Geweben von
Adulten gezeigt haben und verdeutlicht, dass diesem Molekiil eine Bedeutung im ES wéh-
rend der gesamten Entwicklung der Schistosomen zukommt.

Die computergestiitzte Analyse der 290 bp langen 5'UTR offenbarte nur eine TATA-
Box. Da die Mikroskopie der Larven jedoch eine gewebespezifische GFP-Expression
deutlich werden liefl und eine TATA-Box alleine dies nicht vermitteln kann, miissen sich
innerhalb der Sequenz noch weitere Transkriptionsfaktorbindestellen befinden, die bislang
noch nicht bekannt sind. Dass ein so kurzes Stiick der 5'UTR ausreichen kann, um Gewe-
bespezifitit zu vermitteln, wurde bspw. durch die Arbeit von Britton et al. (1999) gezeigt.
Sie fanden heraus, dass die spezifische Darm-Expression einer Cystein Protease aus Hd-
monchus durch Sequenzmotive innerhalb der ersten 130 bp upstream des Transkriptions-
starts gewéhrleistet wird (Britton et al., 1999). Hierbei handelt es sich um zwei ,,GATA-
like* Motive, die jedoch innerhalb des ER60 Promotors nicht gefunden werden konnten.

Finken-Eigen & Kunz (1997) identifizierten ein KSEL-Motiv am C-Terminus des
ER60-Proteins. Sie interpretierten dieses Motiv als ein endoplasmatisches Retentions-
signal, da es Homologie zu der H/KDEL Konsensussequenz vieler ER-spezifischer Pro-
teinasen aufwies (Munro & Pelham, 1987). Auch wenn H/KDEL fiir die Riickfithrung des
Molekiils ins ER notwendig ist, scheint es alleine nicht ausreichend fiir eine Retention zu
sein (Anders et al., 1991). Neuste Daten von Okamoto et al. (2001) habe zudem gezeigt,
dass Cystein Proteasen mit dieser Konsensussequenz am C-Terminus auch in proteinhalti-
gen Vakuolen ausserhalb des ER zu finden sind. Diese Daten und die unter 3.1.9.2 présen-
tierten Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass ER60 von S. mansoni in Sporozysten so-
wohl an der Prozessierung von Molekiilen des ES beteiligt sein konnte, als auch selbst se-

kretiert werden kann, um Invasionsmechanismen zu unterstiitzen.

Nicht nur in Muttersporozysten, sondern auch in adulten Méannchen konnte mit Hilfe
des ER60-GFP-ER60 Transformationvektors GFP-induzierte Fluoreszenz beobachtet wer-
den. Im Gegensatz zu den Larven ist eine Gewebezuordnung innerhalb der Adulten deut-
lich schwieriger, da diese auf Grund ihrer Dicke und Eigenfirbung nicht so transparent
sind. Dennoch scheint es sich auch hier um eine gewebespezifische Expression zu handeln,
in diesem Fall im Bereich des Darmepithels. Dieser Befund korreliert mit den immunhisto-

chemischen und in-situ Hybridisierungs-Daten von Finken-Eigen & Kunz (1997). Welche
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Funktion ER60 in Adulten ausiibt bleibt weiter spekulativ. Geht man, wie bei den Larven,
von einer moglichen Doppelfunktion aus, so konnte dieses Molekiil neben der proteolyti-
schen Prozessierung anderer Proteine im ER auch eine Funktion bei der Verdauung haben,
wenn es z.B. von der Gastrodermis ins Darmlumen sekretiert wiirde.

Desweiteren unterstiitzen die Resultate mit den Ménnchen die Vermutung, dass inner-
halb des eingesetzten Promotors Sequenzmotive vorhanden sein miissen, die eine Gewebe-
spezifitit vermitteln. Fluoreszenz konnte zwar mit Goldpartikeln in den gezeigten Berei-
chen in Verbindung gebracht werden, es gab jedoch auch viele Mikropartikel, in deren
Umfeld sich unter Fluoreszenzbedingungen kein Signal zeigte.

Eine Eingrenzung der fiir die Gewebespezifitit verantwortlichen Motive im Promotor
konnte durch eine schrittweise Deletion der 5"UTR erbracht werden. Zusétzliche Gewiss-
heit kénnte dann durch den Einsatz von definierten Oligonukleotiden in ,,gel shift* Expe-

rimenten erlangt werden.

s 4.1.4 Aktin-induzierte GFP-Expression in adulten Schistosomen

Aktin hat neben seiner Funktion beim Aufbau des Zytoskeletts und der zelluldren Be-
wegung (Pollard, 1990) noch weitere Aufgaben innerhalb der Zelle, wie z.B. bei der Endo-
zytose, bei Signaltransduktionsprozessen und bei der RNA-Lokalisation (Sutherland &
Witke, 1999). Das Protein hat somit den Stellenwert eines zentralen Organisators in vielen
Zellfunktionen. In den meisten Zellen unterschiedlicher Organismen werden verschiedene
Aktin-Isoformen gebildet, welche sowohl gewebespezifisch, als auch entwicklungsspezi-
fisch expremiert werden (Schoenenberger et al., 1999). Desweiteren unterscheidet man
muskelspezifische und cytoplasmatische Aktine, die jeweils innerhalb ihrer Gruppe hohe
Homologien aufweisen und unterschiedlich reguliert werden (Pollard, 1990). Die meisten
Zellen besitzen einen groflen Pool an G-Aktin, um schnell auf wechselnde Bedingungen
reagieren zu konnen (Ballestrem et al., 1998). Um ein solches Reservoir aufrecht zu halten,
ist eine konstitutive Expression der Aktingene Voraussetzung.

Als Oliveira und Kemp (1995) erstmalig die Sequenzen von zwei Aktingene aus S.
mansoni verdffentlichten, wurden beide aufgrund hoher Homologien untereinander (95%)
und gegeniiber bekannten Aktinsequenzen der Gruppe der cytoplasmatischen Aktine zuge-
ordnet. Lokalisationsdaten durch Immunhistochemie oder in-situ Hybridisierung sind we-
der fiir Aktin 1 noch fiir Aktin 2 beschrieben.

Anhand der verdffentlichten Sequenz-Daten ist es gelungen, Teile der 5° und 3’'UTR zu

klonieren und mit dem GFP-Gen in einem Plasmid zu vereinen. Die Uberpriifung der
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Funktionalitit des neu klonierten Act-GFP-Act Vektors im heterologen System offenbarte
schwache Fluoreszenz in einigen Zellen, die durch entsprechende Kontrollen auf GFP-
Expression zuriickgefiihrt werden konnte. Diese geringe Transgenaktivitit in der Verte-
braten-Zellkultur ist moglicherweise durch die Kiirze des Promotors oder durch Divergen-
zen in seinem Aufbau zu erkldren (s.u.).

Die Transformation adulter Schistosomenminnchen demonstrierte, dass dieses Plasmid
nicht die gewiinschte, konstitutive Transgenaktivitdt im homologen System zeigte. Obwohl
nach dem Particle Bombardment eine weite Verteilung von Goldpartikeln innerhalb der
einzelnen Individuen beobachtet werden konnte, waren nur an Stellen groer Goldaggre-
gate Fluoreszenzsignale zu erkennen. Dieses Phinomen kann durch einen Gendosiseffekt
erklart werden, fiihrt letztlich jedoch zu dem Schluss, dass die klonierten 170 bp des
SmActl nicht ausreichen, um eine konstitutive GFP-Expression in sdmtlichen nicht-
muskuldren Zellen hervorzubringen.

Innerhalb der ersten 170 bp upstream des Startcodons von Aktin 1 fanden Oliveira &
Kemp (1995) verschiedene, putativ regulatorische Elemente: eine mogliche TATA-Box an
Position —35, ein CAAT-Element an Position —78, eine CArG-Box bei —62 und eine E-Box
bei —23. Bei Aktingenen unterschiedlicher Vertebraten konnte die Bedeutung der CArG-
und/oder der E-Boxen fiir die konstitutiven Expression nachgewiesen werden (Bergsma et
al., 1986; Moss et al., 1994). In ihrer Position zum Transkriptionsstart unterscheiden sie
sich jedoch deutlich von denen in S. mansoni (Oliveira & Kemp, 1995). Die identifizierte
5'UTR des Aktin 2-Gens umfasste nur 43 bp und wies keine regulatorischen Sequenzmoti-
ve auf.

Insbesondere die CArG-Box als Erkennungssequenz des ,,serum response factors™
(SRF) spielt fiir die Regulation in Vertebraten eine grofle Rolle. Diese Regulationseinheit
wurde auch bei einigen Crustaceen identifiziert (Ortega et al., 1996; Casero & Sastre,
2001), aber auch bei verschiedenen Ascidien (Satou & Satho, 1996; Kusakabe, 1997). Da
die Sequenz innerhalb des Aktinl-Promotors aus Schistosoma nicht der Konsensussequenz
(CC 6xA/T GG) entspricht und in ihrer Lage divergent ist, erscheint eine Funktion anhand
der Transfomationsdaten unwahrscheinlich, kann aber nicht ausgeschlossen werden. Eben-
falls unklar ist, ob die gefundene E-Box fiir die Expression in Schistosomen relevant ist, da
sie im Gegensatz zu Aktin-Promotoren anderer Organismen downstream der TATA-Box
liegt. Funktionell aktive E-Boxen sind bislang nur upstream gefunden worden (Moss et al.,

1994; Kusakabe, 1997; Grimba et al., 2000).
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Obwohl innerhalb der 5"UTR weitere putative, regulatorische Elemente gefunden wer-
den konnten (s.0.), miissen andere Motive weiter upstream fiir die konstitutive Aktinex-
pression verantwortlich sein. So konnte z.B. fiir den proximalen Promotor des Aktin5C-
Gens aus Drosophila gezeigt werden, dass der Sequenzbereich —450 bis —190 fiir die kon-
stitutive Expression verantwortlich ist (Bond-Matthews & Davidson, 1988). ,,Gel shift*
Experimente von Chung und Keller (1990a) bewiesen anschlieend, dass der Bereich —326
bis —314 (AS5CE-1) fiir Bindung von Transkriptionsfaktoren in der 5"UTR verantwortlich
ist. Weitere regulatorische Einheiten wurden weiter downstream von ASCE-1 gefunden.
Hierbei handelt es sich um dreit GAGA-Elemente, die sich nahe dem Transkriptionsstart
befinden (-160 bis —60) (Chung & Keller, 1990b). Solche Motive konnten jedoch nicht in
der klonierten 5"UTR des SmAct] gefunden werden.

Abschlieflend bleibt festzuhalten, dass nur die Identifikation weiterer 5 'UTR-
Sequenzen und gezielte Promotoranalysen Aufschluss iiber die transkriptionelle Regulation

der bekannten Aktingene aus Schistosomen erbringen konnen.

# 4.1.5 Transiente oder stabile Transformation

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten basieren bislang auf einer transienter Trans-
formation von S. mansoni. Da eine Rekombination iiber die homologen Regulationsse-
quenzen (Promotor/Terminator) in den Vektoren grundsétzlich moglich erscheint, ist eine
stabile Integration der verwendeten Konstrukte nicht ausgeschlossen.

Dartiber hinaus konnte die Moglichkeit zur Integration von Vektorkonstrukten ins
Schistosomengenom durch den Einsatz von zusdtzlichen DNA-Sequenzen erreicht werden,
die von mobilen Elementen stammen. Solche wurden in der Vergangenheit bereits mehr-
fach erfolgreich in anderen Systemen eingesetzt (Hsieh & Fire, 2000, Pereira, 2000). In
Schistosomen sind jedoch noch keine Transposons bekannt. Bislang identifizierte Retro-
elemente (Drew & Brindley, 1997) gehdren zu der Klasse der non-LTR Retroposons und
sind daher fiir diesen Zweck nicht geeignet. Es gibt allerdings eine Klasse von repetitiven
Elementen, die in hoher Kopienzahl im Genom von Schistosoma vorkommen und ein Re-
kombinationsmuster aufweisen, dass an das Verhalten mobiler Elemente erinnert (Grevel-
ding, 1999). Der Einsatz dieser Sequenzen als zusétzliche, flankierende Module von Trans-
formationsvektoren konnte das Integrationspotential erhdhen und zu einer stabilen Trans-
formation fiihren.

Um Plasmide an nachfolgende Zellen weiterzugeben, ist eine Genomintegration nicht

immer notwendig. Bei C. elegans werden z.B. grofle Konkatemere transferierter Plasmid-
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DNA extrachromosomal vererbt (Fire, 1986; Mello et al., 1991), eine Moglichkeit, die
auch fiir S. mansoni nicht ausgeschlossen werden kann.

Ein Ziel weiterer Projekte muss die Keimbahntransformation von Schistosomen sein,
um eine komplette, also alle Entwicklungsstadien umfassende, phénotypische Charakteri-
sierung moglich zu machen. Dies kénnte durch Transformationsexperimente mit Miracidi-
en und Muttersporozysten erreicht werden. Hier findet man ca. 20 omnipotente Keimzellen
(Pan, 1980), die im Vergleich zu adulten Mannchen proportional einen groBeren Teil des
Individuums ausmachen, und aus denen die nachfolgenden Entwicklungsstadien hervorge-
hen (Jourdane & Theron, 1987). Tochtersporozysten haben eine noch hohere Anzahl von
undifferenzierter Zellen (ca. 100), aus denen spéter die Cercarien hervorgehen. Somit ist
dieses Entwicklungstadium auch als Ziel von Keimbahntransformations-Experimenten
geeignet. Da die Generierung und Kultivierung von Tochtersporozysten sehr schwierig ist
und einen speziellen apparativen Aufwand erfordert (Ivanchenko et al., 1999; D. Barnes,
personliche Mitteilung), konnten Ansétze zur Transformation dieser Stadien bislang nicht
verfolgt werden.

Um eine alternative Moglichkeit zur Haltung, Transformation und Propagation von
Larven zu haben, wurden Experimente mit Muttersporozysten durchgefiihrt. Diese lassen
sich ohne groflen Aufwand aus Miracidien erzeugen und transformieren, wie verschiedene
Resultate dieser Arbeit belegen (s. 3.1.7 & 3.1.9). Allerdings war es bis zum heutigen Zeit-
punkt nicht klar, in wieweit in-vitro generierte Muttersporozysten propagiert werden kon-
nen, um aus ihnen adulte Wiirmer zu erhalten. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Trans-
plantationsexperimente haben gezeigt, dass sich diese Larven mit einer Effizienz von 40%
wieder in den Zwischenwirt einbringen lassen, wo es zur Entwicklung infektidser Cercari-
en kommt. Hiermit ist eine weitere Grundlage fiir Experimente zur Keimbahntransformati-
on geschaffen. Versuche zur Transplantation beschossener Sporozysten stehen derzeit noch
aus.

Experimente mit Miracidien, die im Anschluss an das Particle Bombardment mit dem
Konstrukt hsp70-GFP-hsp70 zur natiirlichen Infektion des Zwischenwirtes eingesetzt wur-
den, geben den berechtigten Anlass zur Hoffnung, auf diesem Wege eine Transformation
der Keimbahn erreicht zu haben. Der molekulare Nachweis der Transgenpridsenz in der
nachfolgende Cercariengeneration kann als ein Beleg fiir die erfolgreiche Transformation
von Keimzellen gewertet werden. Bis heute geht man davon aus, dass nur die Keimzellen
der Sporozysten die Grundlage fiir das néchste Entwicklungsstadium darstellen (Jourdane

& Theron, 1987). Ob es sich hierbei um eine stabile Integration handelt, oder ob die DNA
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extrachromosomal weitergegeben wurde, ist noch unklar. Die Uberpriifung kénnte z.B.
durch IPCR-Experimente oder Southern-Blot erfolgen. Zundchst werden jedoch die ge-
wonnen Cercarien fiir eine Endwirtinfektion verwendet, um eine mogliche Transgenakti-
vitdt dort nachweisen zu konnen.

Der Einsatz von Resistenz-vermittelnden Reportergenen, wie z.B. der Dehydrofolatre-
duktase (DHFR) (Simonsen & Levinson, 1983), konnte bei der Selektion stabil-transgener
Organismen hilfreich sein. Unter dem Einfluss des Antibiotikums Methotrexat (MTX)
konnen sich bspw. nur noch aus solchen Keimzellen weitere Entwicklungsstadien bilden,
die das DHFR-Gen chromosomal oder extra-chromosomal weitergeben. Da MTX bei mi-
totischen Zellen wirksam ist, werden ausdifferenzierte Gewebe nicht beeinflusst. Erste
Experimente in dieser Richtung sind bereits durchgefiihrt worden. Hier zeigte sich, dass in
infizierten Schnecken unter dem Einfluss von MTX keine Cercariogenes mehr stattfindet
(C.G. Grevelding, personliche Mitteilung).

Die Mikroinjektion ist heute in verschiedenen Bereichen der Naturwissenschaften und
der Medizin eine gingige Methode des Gentransfers (Mello et al., 1991; Davis et al., 2000;
Morris et al., 2001), vor allem bei der Herstellung transgener Tiere. Dabei wird DNA in
den méannlichen Pronucleus einer befruchteten Eizelle injiziert und integriert dort in einer
frithen Entwicklungsphase in das Wirtsgenom (Old & Primrose, 1992). Mikroinjektions-
versuche zur Generierung transgener Sporozysten zielten u. a. auch auf eine mogliche sta-
bile Keimbahntransformation ab, wie es z.B. bei C. elegans durch die Injektion in die Go-
naden gezeigt werden konnte (Mello et al., 1991). Da diese Methode jedoch keine tiberle-
benden Individuen hervorbrachte, ist sie fiir den gedachten Zweck nicht einsetzbar. Die
Schwierigkeiten decken sich mit Erfahrungen anderer Forschergruppen, denen es bislang
auch nicht gelungen ist, Larven erfolgreich zu mikroinjezieren (Yoshino et al., 2001; C.

Shoemaker und A. Parton, personliche Mitteilung).

% 4.1.6 Zukiinftige Arbeiten

Nachdem es nun gelungen ist, ein Transformationsprotokoll fiir Schistosomen zu ent-
wickeln, konnen erste Beitrige zur Beantwortung biologischer Fragen geleistet werden.
Desweiteren wird es in der Zukunft moglich sein, Funktionsanalysen mit Hilfe dieser
Technik durchzufiihren, wie die Charakterisierung regulatorischer Elemente (Britton et al.,
1999), gewebespezifischer Genexpression (Quijada et al., 2000) oder die Folgen von
Uberexpression (Gillingham & Munro, 2000). Seitdem bekannt ist, dass sich neben DNA-
auch RNA-Molekiile an Goldpartikel koppeln lassen (Sanford et al., 1987; Davis et al.,
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1999), konnen erste Experimente zum funktionellen ,,knock out® iiber RNA1 (Bass, 2000;
Tavernarakis et al., 2000) in Angriff genommen werden.

Dariiber hinaus sollte es moglich sein, die Technik des Particle Bombardments nicht
nur auf Schistosomen anzuwenden, sondern auch fiir den Gentransfer in andere multizel-

luldre Parasiten.

4.2 Ansitze zur Immortalisierung von Schistosoma-Zellen

Die Etablierung von Zelllinien aus verschiedenen Vertebraten sowie aus Insekten oder
Arachniden ist heute bereits Routine, wohingegen permanente Zellkulturen von anderen
Invertebraten bislang kaum beschrieben sind (Hansen, 1976; Bayne, 1998). Bereits 1979
wurden von F. Hink 70 verschiedene Zelllinien von Invertebraten beschrieben, wobei die
meisten aus Insekten stammten. Bis heute gibt es noch keine Zellkulturen aus aquatischen
Invertebraten, Parasiten, Parasiten-Vektoren oder anderen eukaryontischen Krankheitser-
regern (Bayne, 1998).

Zellen in Kultur, die einen bestimmten Phénotyp widerspiegeln, sind ein unverzichtba-
res Werkzeug in der Zellbiologie (Katakura et al., 1998). Anfangs wurde versucht, Pro-
bleme bei der Kultivierung primérer Zellen (z.B. langsame Teilung, Absterben nach eini-
gen Passagen), durch den Einsatz von Tumorzelllinien zu beheben (McLean, 1993). Da es
sich hierbei aber um transformierte Zellen handelte, gaben sie den Phédnotyp einer norma-
len Zelle nur selten wieder. Die Losung dieses Problems sind Zellen, die sich in der Kultur
permanent teilen und ihren differenzierten Status dabei nicht verlieren. Solche Zelllinien
werden als ,,immortalisiert* bezeichnet (McLean, 1993; Katakura et al., 1998). Nagerzellen
z.B. immortalisieren spontan mit einer Frequenz von 10” bis 10, wohingegen humane
Zellen dies mit einer Frequenz von ca. 107" nur sehr selten tun (Katakura et al., 1998).

Seit einigen Jahrzehnten sind eine Reihe von Genen identifiziert worden, die an dem
Prozess der Cancerogenese beteiligt sind und die zur Immortalisierung differenzierter Zel-
len verwendet wurden. Zu diesen ,,immortalisierenden Genen gehoren z.B. das LargeT
Antigen aus SV40 (Jha et al., 1998), E6 und E7 des Pappilomaviruses (Band et al., 1990),
E1A des Adenoviruses (Dumont & Branton, 1992), sowie verschiedene Oncogene
und/oder Tumorsupressorgene (Land et al., 1983; Spandidos & Wilke, 1984; Schiitte et al.,
1989; Prives, 1993).

Durch die Identifikation des ras-Homologs aus S. mansoni, einem putativen Onkogen,

war nun eine gute Voraussetzung geschaffen, eine Immortalisierung von Schistosoma-
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Zellen durch Transfektion von ras und des LargeT-Gens zu versuchen, da bisherige Versu-

che, dauerhaftes Wachstum von schistosomalen Zellen zu induzieren, erfolglos blieben.

+ 4.2.1 Transformationspotenz des mutierten Sm-Ras

Nachdem Sm-Ras an den Aminosdurepositionen 12 und 61 erfolgreich mutiert worden
war, sollte seine Transformationspotenz im heterologen System iiberpriift werden. Wie
sich jedoch zeigte, ist es nur durch den Einsatz einer deutlich erhdhten Gendosis in diesem
Test gelungen, eine leicht gesteigerte Transformationsrate zu erhalten. Auch der Austausch
der Erkennungssequenz fiir die unverzichtbare Prenysilierung von CCIQ in CVLS er-
brachte keinen nennenswerten Effekt. Das ldsst den Schluss zu, dass die Ursache eher in
der nachgeschalteten Signalkaskade und nicht bei post-translationellen Modifikationen zu
suchen ist.

Eine weitere unabdingbare Voraussetzung zur Funktionalitét ist die Bindung des raf-
Molekiils (Daub et al., 1998). Da die Interaktion von Raf und Ras durch konservierte Mo-
tive vermittelt wird, wurde die Interaktion dieser beiden Molekiile vorausgesetzt, auch
wenn sich die flankierenden Aminosduren unterscheiden und somit eine sterische Behinde-
rung hervorrufen kénnen. Ob nun die Mutationen im Sm-ras zu einer erhohten Transfor-

mationspotenz des Molekiils fithren, kann jetzt noch nicht eindeutig geklart werden.

s 4.2.2 Transfektion isolierter Schistosoma-Zellen

Die Transfektion sollte mit Plasmiden durchgefiihrt werden, die ein mutiertes ras-Gen
zundchst unter der Kontrolle der regulatorischen Einheiten von ER60 umfassen. Da es fiir
die klonierten Vektoren keinen einfachen Funktionsnachweis gibt, wurde aufgrund der
Klonierung angenommen, dass sie funktionell sind. Diese Konstrukte sind im Rahmen
dieser Arbeit nicht zum Einsatz gekommen, da es nicht mdglich war, mit Hilfe der be-
schriebenen Protokolle von Hobbs et al. (1993) und Bayne et al. (1994) Zellen aus Adulten
oder aus Larven zu isolieren. Insbesondere am Anfang der Aufarbeitung sind Homogeni-
sationsschritte enthalten, die nicht mit demselben Gerédt durchgefiihrt werden konnten.
Auch der Einsatz der beschriebenen Collagenase war nicht moglich, da dieses Produkt seit
langem vom Markt ist.

Um eine Immortalisierung von Zellen durchzufiihren, ist es zundchst notwendig, ein
neues Protokoll zur Isolation von Zellen zu entwickeln. Dies war innerhalb des gegebenen

Zeitraums nicht moglich, so dass es Bestandteil weiterfithrender Arbeiten sein wird.
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s 4.2.3 Gewebeveridnderung in transformierten Schistosomen

Nachdem die Isolation von Zellen weder aus Larven noch aus adulten Schistosomen er-
folgreich war, wurden adulte Tiere mit dem Konstrukt ER60-FSP(G12V, Q61L)-ER60
transformiert und anschlieend fiir einen ldngeren Zeitraum kultiviert. Einige der transfor-
mierten Wiirmer offenbarten nach dieser Zeit an verschiedenen Stellen starke Verformun-
gen des Korpers, besonders im posterioren Teil. Die konfokale Lasermikroskopie zeigte in
diesen Bereichen eine starke Fluoreszenz, was auf die Expression des Fusionsproteins zu-
riickgefiihrt wurde. Fiir die Funktionalitit des Ras-Anteils im Fusionsprotein spricht die
starke Verdickung des Wurmes, speziell des Darms, und die Fluoreszenz in diesem Be-
reich. In Anbetracht der Tatsache, dass das FSP in diesem Experiment unter der Kontrolle
des ER60 Promotors stand, und die Cystein Protease bei Adulten u. a. in der Gastrodermis
zu finden ist, entspricht die Lokalisation der Fluoreszenz den Erwartungen. Moglicherwei-
se ist es hier gelungen, mit Hilfe eines mutierten ras-Gens ein neoplastisches Wachstum in
Schistosomen zu erzeugen. Weiterfiihrende cytologische Experimente kdnnten dariiber
Aufschluss geben.

Dennoch stellt sich die Frage, ob es bei Invertebraten iiberhaupt moglich ist, mit Hilfe
von Genen, die in die Kontrolle des Zellzykluses eingreifen, eine Zellproliferation bzw.
Immortalisierung zu induzieren? Versuche, diese Frage zu beantworten, sind bislang nicht
beschrieben. Auch sind die bisher verdffentlichten Invertebraten-Zelllinien nicht durch
einen solchen Ansatz zur dauerhaften Teilung gebracht worden, sondern z.B. durch zelluli-
re Hybride (Wyss, 1982) oder durch die Kultivierung embryonalen Zellen (Vaughn et al.,
1977; Oro, 1984; Simcox et al., 1985). Versuche zur Kultivierung von Zellen aus C. ele-
gans sind bisher daran gescheitert, dass es einen Kontrollmechanismus zu geben scheint,
der nur eine definierte Zellzahl innerhalb des Organismus zuldsst (Seydoux & Schedl,
2001). Hinweise auf eine Zellzahlregulation liegen bei S. mansoni nicht vor.

D. Barnes (1998) beschrieb in seiner Arbeit, dass es grundsétzlich moglich ist, einen
solchen Ansatz zur Immortalisierung zu verfolgen, dass aber das Fehlen eines geeigneten
Gentransfersystems Experimente dieser Art bislang nicht moéglich machte. Durch die vor-
liegende Arbeit wird die Moglichkeit erdffnet, Gene in S. mansoni zu transferieren, so dass
weiteren Versuchen zur Immortalisierung durch genetische Elemente nichts mehr im Wege

steht.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Arbeiten auf dem Gebiet der funktionellen Genetik in Schistosomen konnten aufgrund
des Mangels an etablierten Transformationssystemen bislang nicht durchgefiihrt werden.
Um die Analyse von Genen in diesem humanpathogenen Organismus voranzubringen, war
es ein Ziel dieser Arbeit, ein Gentransferprotokoll fiir S. mansoni zu entwickeln und seine
Anwendbarkeit zu demonstrieren. Als Grundlage hierfiir wurden zunichst Vektoren klo-
niert, die Reportergene unter der Kontrolle schistosomaler Regulationselemente (Promo-
tor/Terminator) enthielten. Diese Konstrukte wurden anschliefend in mammalischen Zell-
kulturen erfolgreich getestet. Der Vergleich verschiedener Techniken fiir den Gentransfer
offenbarte, dass das Particle Bombardment die Methode der Wahl ist. Zwei verschiedene
Gerite fiir den ballistischen Gentransfer (Helios Gene Gun, PDS 1000) wurden auf ihre
Anwendbarkeit hin verglichen. Es stellte sich heraus, dass Versuche mit der Gene Gun zu
unbefriedigenden Ergebnissen fiihrten, wohingegen der Einsatz der PDS 1000 den Durch-
bruch bedeutete. Hiermit gelang die Transformation adulter und larvaler Schistosomen,
wobei die Transformationseffizienz bei ca. 10% lag. Die Prisenz der Vektoren, sowie die
Transkription und Translation der Reportergene konnte jeweils auf molekularer Ebene be-
wiesen werden. Durch mikroskopischen Analysen war nicht nur eine Identifizierung der
Transgenaktivitidt moglich, sondern auch die Lokalisation gewebespezifischer Genaktivitt.
Hierbei zeigte sich z.B., dass GFP-induzierte Fluoreszenz unter der Kontrolle der regulato-
rischen Sequenzen des hsp70-Gens in Adulten nur im Tegument gefunden werden konnte.
Dieses Resultat stiitzt die Vermutung, dass es sich bei Hsp70 um ein ,,major immuno anti-
gen* handelt. In Larven hingegen zeigten sich fluoreszierende Bereiche nur innerhalb der
Individuen, was eine unterschiedliche Genregulation in den verschiedenen Entwicklungs-
stadien nahelegt. Erste Experimente zur Charakterisierungen des hsp70-Promotors ver-
deutlichten, dass nur eins der zwei putativen ,.heat shock response elements* (HSE) an der
Hitzeschockantwort beteiligt ist. Durch die Verwendung der regulatorischen Einheiten der
Cystein-Protease ER60 konnte eine gewebespezifische, jedoch entwicklungunabhéngige
GFP-Expression im exkretorisch-sekretorischen System (ES) von S. mansoni gezeigt wer-
den. Die Lokalisation in Larven ldsst den Schluss zu, dass ER60 neben seiner bisher be-
schriebenen Funktion im ER an der Penetration der Miracidien in den Zwischenwirt und
der Migration der Muttersporozysten innerhalb der Schnecke beteiligt sein konnte.

Die vorgestellten Resultate belegen die Verwendbarkeit der angewandten Methode fiir
die Charakterisierung von Genen in Schistosomen, was beispielhaft fiir andere parasitische

Helminthen sein konnte, fiir die es bislang kein Transformationsprotokoll gibt.
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Neben der Etablierung eines Gentransfersystems fiir S. mansoni, wurden erste Versu-
che zur Immortalisierung von Zellen dieses Organismus unternommen. Durch den Gen-
transfer eines Fusionsproteins aus GFP und mutiertem Ras mit onkogener Potenz konnten
Gewebeverdnderungen in Schistosomen hervorgerufen werden, die an neoplastisches
Wachstum erinnern. Zellen aus diesen Bereichen konnten in Zukunft die Grundlage zur

Isolierung immortaler Schistosomen-Zellen sein.
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