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1. Einleitung

1.1. Nematoda

Die Nematoda bilden einen der arten- und individuenreichsten Stdamme der Metazoen (Poinar,
1983). Sie kommen in den meisten terrestrischen und aquatischen (Salz- und Susswasser)
Biotopen der Erde vor. Selbst in extremen Lebensrdumen, wie im Schlamm der Tiefseegrében
oder im Permafrostboden der Antarktis, konnten Nematoden nachgewiesen werden. Die
meisten Nematodenarten leben jedoch in den Boden der gemassigten bis tropischen Zonen.
Neben den freilebende Nematoden ist eine grosse Nematodengruppe zur parasitéren
Lebensweise in Pflanzen und Tieren Ubergegangen (Kennedy & Harnett, 2001). Trotz der
Vielfalt der genutzten Lebensrdume, mit sehr variablen Lebensbedingungen, bleibt der
Bauplan des Nematodenhabitus im Grossen und Ganzen konstant. Der Kdrperbau ist einfach
strukturiert, zylindrischrund bis fadenférmig und unsegmentiert, was zu der deutschen
Bezeichnung ,Faden- bzw. Rundwirmer” fuhrte. Die Nematoden sind von einer
mehrschichtigen Cuticula umgeben, die von der darunterliegenden Hypodermis sezerniert
wird. Die Flussigkeit in der Leibeshohle (Pseudocoelom) baut einen Turgordruck gegen die
starre Aussenhulle auf (Hydroskelett), die als Widerlager fir die Langsmuskulatur dient.
Dieser Aufbau lasst nur die, fir die Nematoden typische, schldngelnde Fortbewegung zu.
Wahrend ihrer Entwicklung hduten sich alle Nematoden viermal, wobei erst die vollstandige

Erneuerung der Cuticula eine Gréssenzunahme des Individuums ermdglicht.

1.2. Der Nematode Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans ist ein 1 mm langer, freilebender Nematode, der in den Bbden vieler
Lander der Erde nachgewiesen werden kann. Er erndhrt sich von bodenlebenden Bakterien
und zeichnet sich durch eine sehr hohe Vermehrungsrate aus, welche durch Selbstbefruchtung
begtinstigt wird. Der Lebenszyklus des Nematoden (siehe dauert unter optimalen
Bedingungen bei 25°C rund drei Tage. Zusatzlich zu dieser kurzen Entwicklungsdauer
zeichnet sich C. elegans durch seine gut zu analysierende Morphologie und Entwicklung und
das relativ kleine Genom aus. All das war ausschlaggebend flr seine Nutzung als experimen-
teller Modellorganismus (siehe 1.2.3). Das seit Dezember 1998 vollstdndig sequenzierte
Genom umfasst 9,7 x 10" Basenpaare und enthalt rund 20.000 proteinkodierende Gene (The

C. elegans Sequencing Consortium, 1998). Dies entspricht ungefahr dem Achtfachen des
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Saccharomyces cerivisiae-Genoms und ist ungeféhr halb so gross wie das Genom von
Drosophila melanogaster (Celniker, 2000) (Adams et. al., 2000)

1.2.1. Klassifikation

Caenorhabditis elegans wird nach Blaxter (http://nema.cap.ed.ac.uk/) folgendermassen im
phylogenetischen Stammbaum eingeordnet:
STAMM: Nemathelminthes

UNTERSTAMM: Nematoda

KLASSE: Secernentea

ORDNUNG: Rhabditida
UBERFAMILIE:  Rhabditoidea

FAMILIE: Rhabditidae

ART: Caenorhabditis elegans

1.2.2. Lebenszyklus

C. elegans kommt in zwei Geschlechtsformen vor: Hermaphrodite und Mannchen. Welches
Geschlecht sich entwickelt, hangt von der Anzahl der X-Chromosomen pro Zelle ab. Neben
den 5 autosomen Chromosomenpaaren besitzt ein Hermaphrodit zwei (XX), ein Mannchen
aber nur ein X-Chromosom (X0). Ménnchen entstehen durch spontane X-Chromosomen-
nondisjunction und machen nur ca. 0,05 % einer C. elegans-Laborpopulation aus. Die
hermaphroditen Tiere kénnen sich durch Selbstbefruchtung fortpflanzen, oder sie paaren sich
in selteneren Fallen mit mannlichen Tieren. Durch die Selbstbefruchtung bringt ein adulter
Hermaphrodit 250 - 300 Nachkommen hervor. Aus den abgelegten Eiern entwickeln sich die
jungen C. elegans tber 4 Larvenstadien wiederum zu adulten Wirmern. Der Wechsel zum
jeweils nachfolgenden Entwicklungsstadium wird dabei durch eine Hautung eingeleitet, die
eine Grossenzunahme des Individuums ermoglicht. Der vollstandige Lebenszyklus von C.
elegans ist in Abb. 1.1 dargestellt. Die adulten Hermaphrodite sind vier Tage fertil und leben

noch weitere 10-15 Tage bevor sie sterben.
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Abb. 1.1 Der Lebenszyklus von Caenorhabditis elegans (modifiziert nach Riddel (1988)).
Die Zeitangaben dokumentieren die Dauer der einzelnen Entwicklungsstadien unter
Laborbedingungen und gelten fiir eine Umgebungstemperatur von 25°C. Der gesamte Zyklus
dauert unter diesen Bedingungen rund 3 Tage. Durchgezogene Pfeile markieren einen
Hé&utungsschritt.

Unter schlechten Lebensbedingungen - wie z.B. geringem Futterangebot oder zu hoher
Populationsdichte — entwickeln sich die L2-Larven zu Dauerlarven, die mehrere Monate in
diesem Dauerstadium verweilen kénnen. Unter verbesserten Lebensbedingungen (z.B. nach
der Zugabe von Bakterien) entwickeln sie sich innerhalb der ndachsten 12 Stunden weiter zu

L4-Larven, die anschliessend den normalen Entwicklungszyklus fortsetzten.

1.2.3. C. elegans als experimenteller Modellorganismus

C. elegans besitzt eine Zahl von Charakteristika, die zur Nutzung des Nematoden als
bedeutenden experimentellen Modellorganismus in biologischen Studien fuhrten. C. elegans
ist leicht im Labor zu kultivieren (siehe 2.2.1) und aufgrund seines kurzen Lebenszyklus
(siehe 1.2.2) und der Moglichkeit der Selbstbefruchtung kénnen in kurzer Zeit grosse Mengen
an Nachkommen gewonnen werden. Sein einfacher Aufbau, seine Zellkonstanz (959 Zellen
im adulten Hermaphrodit), seine Transparenz und die geringe Genomgrdsse trugen in den
letzten Jahren zu einer detaillierten Analyse und Charakterisierung der Morphologie und des
Genoms des Organismus bei, die im Internet fur alle frei zuganglich zusammengetragen
wurde (http://elegans.swmed.edu/). So wurde 1998 die Sequenzierung des gesamten Genoms

fertiggestellt (C. elegans Sequenzing Consortium, 1998); die Klonierung und
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Charakterisierung von Genen (Genomics) und Proteinen (Proteomics) wird stetig
vorangetrieben. Die Expression von Genen zu einem definierten Zeitpunkt wird z.B. mit Hilfe
von sogenannten ,.expressed sequence tags“ (ESTs) konserviert und kann anschliessend
analysiert werden. Des weiteren ist es méglich, durch Nutzung der RNA-interference (RNAI)
in kurzer Zeit gezielt den funktionellen knock-out von genau definierten Genen in C. elegans
zu erreichen (Bargmann, 2001). Die modernen computergestutzten, molekularbiologischen
Methoden bieten eine breitgefacherte Grundlage zur Bearbeitung von komplexen
Fragestellungen  innerhalo  des  Modellorganismus.  Die  Entschlisselung  von
molekularbiologischen, morphologischen und physiologischen Zusammenhdngen in
C. elegans soll zu einem besseren Verstandnis der Prozesse in hoher entwickelten Lebewesen,

wie z.B. den Sdugetieren und dort insbesondere dem Menschen, beitragen.

1.3. Oxidativer Stress und zellulare Schutzmechanismen

Als vor ca. 2,5 Milliarden Jahren am Ende des Archaikums (Prakambium) die ersten
Organismen auf der noch jungen Erde begannen, mit Hilfe der Photosynthese grosse Mengen
Sauerstoff zu produzieren und an die Atmosphére abzugeben, war das zundchst eine
Okologische Katastrophe. Viele Arten, die sich bis dahin an die anaeroben Bedingungen
angepasst hatten, kamen mit der hohen Reaktivitdt des Sauerstoffs nicht klar, die unter
anderem auf seinem hohen elektrochemischen Potential beruht, und starben aus. Im Laufe der
Evolution entwickelten sich jedoch Mechanismen, die gerade dieses elektrochemische
Potential des Sauerstoffs nutzen, um in jeder einzelnen Zelle Energie zu gewinnen. So wird
bei der aeroben Atmung der Sauerstoff als terminaler Elektronenakzeptor genutzt und dabei in
einem mehrschrittigen Prozess zu Wasser (H,O) reduziert. Diese so genial ruckstandslos
erscheinende Reaktion hat jedoch einen bedeutenden Nachteil fur die aeroben Organismen.
Bei der Reduktion des Sauerstoffs entstehenden unvollstandig reduzierte, reaktive Sauer-
stoffspezies, welche lebensnotwendige Molekile der Zellen (z.B. DNA, Proteine, Lipide)
angreifen und irreversibel schadigen konnen. Diese Schadigung wird als oxidativer Stress
bezeichnet.

Reaktive Sauerstoffspezies gelten inzwischen als Hauptausloser fur die Alterung von
Organismen und fir eine Reihe von Krankheiten. Nach Ashok und Ali (1999) gibt es mehr als
300 Theorien, die das Phdanomen des Alterns zu klaren versuchen. Die populérste ist die
sogenannte ,,Free Radical Theory of Aging“, die das allgegenwartige Auftreten von freien

Radikalen in aeroben Organismen und die von ihnen ausgeldsten Schaden fiir den Alterungs-
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prozess verantwortlich macht (Harman, 1991). Gleichzeitig konnten viele Krankheiten, die oft
mit fortschreitendem Alter des Menschen auftreten, auf die Wirkung von Sauerstoffradikalen
zurlckgefuhrt werden. Als Beispiele sind Atheriosklerose, Alzheimer-Krankheit, Parkinson-
Krankheit und rheumathische Arthritis neben vielen anderen zu nennen (Bast & Goris, 1989;
Davies, 1995; Forsberg et. al., 2001; Sayre et. al., 2001; Warner, 1994). Uber die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies, ihre Schadigung zellularer Molekdile und tber nichtenzymatische
und enzymatische Schutzmechanismen in der aeroben Zelle wird in den folgenden
Abschnitten berichtet.

1.3.1. Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies entstehen bei der unvollstdndigen Reduktion von Sauerstoff (O2)
in einem mehrstufigen Prozess (Fridovich, 1978):

Fe™* . Fe™

e e e e
0, — 0, ——— H,0, —~—F» OH ——— H,O
2H' H H

Superoxidanionradikal Wasserstoffperoxid Hydroxylradikal

Durch Aufnahme eines Elektrons entsteht aus dem Sauerstoff zunéchst das hochreaktive,
jedoch kurzlebige Superoxidanionradikal (‘O,), das durch die Reaktion mit Protonen in das
stabilere Wasserstoffperoxid (H,O;) Ubergeht. Wasserstoffperoxid besitzt neben seinen
oxidierenden Eigenschaften auch das Merkmal, Elektronen von Metallionen aufzunehmen
(Fenton-Reaktion), wodurch hochreaktive Hydroxylradikale (OH") entstehen (Cohen, 1994).
In einem letzten Schritt werden die Hydroxylradikale zu Wasser oxidiert. Neben diesen
Sauerstoffspezies existiert noch der kurzlebige Singulettsauerstoff (*O,), ein energetisch
hoherer Zustand des molekularen Sauerstoffs (Saltman, 1989). Er entsteht durch Energie-
absorption. Die aufgenommene Energie kann an andere Molekile weitergegeben werden,

wodurch diese Radikalcharakter annehmen kdnnen.

In biologischen Systemen entstehen reaktive Sauerstoffspezies durch verschiedene Prozesse.
Neben der mitochondrialen Atmungskette als Hauptquelle fiir reaktive Sauerstoffspezies in
der Zelle, werden sie auch als Nebenprodukte einer Reihe von anderen metabolischen
Reaktionen im Cytoplasma, im Endoplasmatischen Reticulum, in der Plasmamembran und in
Peroxisomen freigesetzt (Patel & Day, 1999). Wéhrend der mitochondrialen Elektronen-

transportkette konnen insbesondere am Komplex Il (Ubichinon-Cytochrom c-Reduktase)
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Superoxidanionradikale entstehen. Dort werden die Elektronen zun&chst vom Komplex | auf
Ubichinon (Q) Ubertragen, wodurch dieses zu Ubichinol (QH;) reduziert wird. In zwei
Schritten werden die Elektronen weiter auf Cytochrom c (bertragen, wobei kurzzeitig ein
Semichinonradikal ('Q) entsteht. Das freie Elektron kann auf Sauerstoff ibertragen werden,
und ein Superoxidanionradikal wird frei. Die Menge der entstehenden Sauerstoffradikale ist
direkt abh&ngig von der Stoffwechselrate und der aktuellen Sauerstoffkonzentration im
Organismus. Je hoher der Metabolismus ist, desto stdrker steigt die Rate des oxidativen
Stresses an (Finkel & Holbrook, 2000).

Es sind mehrere zytosolische Enzyme bekannt, die die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies in Zellen fordern. Wichtige Beispiele sind unter anderem die Cytochrom
P450-Oxidase (Bondy & Naderi, 1994) und die Dioxygenasen (Dalton et. al., 1999). In
Peroxisomen werden durch Aktivierung einer Acetyl-CoA-Oxidase Elektronen und Protonen
auf Sauerstoff tbertragen, wodurch H,O, entsteht (Keller et. al., 1993). Auch bei der von der
Glyoxylat-Oxidase katalysierten Oxidation des in den Peroxisomen vorliegenden Glykolats in
Glyoxylat entsteht H,0,, das jedoch in den Peroxisomen zum grossten Teil durch die Katalse
in H20 und O, gespalten wird (Streyer, 1988).

Reaktive Sauerstoffspezies konnen zusatzlich auch durch exogene Einwirkungen wie UV-
Licht, Strahlungen, Zigarettenrauch oder bestimmte Chemikalien - wie z.B. den Chinonen
Juglon oder Plumbagin — entstehen. Die pflanzlichen Chinone Juglon (5-Hydroxy-1,4-
naphtoquinone, aus der Schale der Walnuss (Juglans nigra)) und Plumbagin (2-Methyl-5-
hydroxy-1,4-naphtoquinone, aus dem Bleiwurz (Plumbago indica)) zum Beispiel sind in der
Lage, Zellmembranen zu tUberwinden, und werden experimentell als intrazelluldre Induktoren
flr oxidativen Stress genutzt. lhre Toxizitat beruht auf einem radikalischen Prozess, der dem
in der mitochondrialen Atmungskette sehr &hnlich ist. lhre enzymatisch katalysierte
Reduktion flhrt zur Bildung von Semichinonradikalen, die wiederum Sauerstoff zu Super-
oxidanionradikalen umsetzen, wobei das Chinon regeneriert wird (O'Brien, 1991).

1.3.2. Oxidative Schadigung biologischer Systeme

Die freigesetzten Sauerstoffradikale gehen unspezifische Reaktionen mit beliebigen
Molekiilen der Zelle ein, d.h. sie entziehen den Molekiilen ein Elektron, um ihr leeres Orbital
aufzufillen und tbertragen damit den Radikalcharakter auf die zelleigenen Molekiile. Die
entstandenen reaktiven Molekdile sind wiederum in der Lage weitere Molekiile anzugreifen.

Diese radikalische Kettenreaktion setzt sich bis zur Termination fort, die von nicht-
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enzymatischen oder enzymatischen Antioxidantien eingeleitet wird (Bast & Goris, 1989;
Girotti, 1998). Oft werden lebensnotwendige Makromolekile wie DNA, RNA, Proteine und
Lipide irreversibel durch radikalische Reaktionen geschédigt. Dabei entstehen DNA-
Hydroperoxide, angeregte Carbonylverbindungen und Phospholipidhydroperoxide. Die
Angriffe auf die Nukleinsduren koénnen Mutationen im Genom und Chromosomen-
aberrationen hervorrufen (Burkhardt et. al., 2001). Durch Schadigung von Aminoséuren in
Proteinen kann die enzymatische Aktivitat der Proteine verlorengehen. Die Peroxidation von
Phospholipiden kann zur Deformation von Zellmembranen fuhren, was den Verlust der
Membranintegritat und eine Einschrankung des Stoffaustausches mit der Zellumgebung nach
sich zieht (Davies, 1995; Girotti, 1998).

Der radikalische Peroxidationsprozess der Membranphospholipide, die zum grossten Teil aus

ungeséttigten Fettsduren (LH) bestehen, wird durch Sauerstoffradikale (OH) induziert, wobei

Alkylradikale (L") entstehen. Die Doppelbindungen in den ungeséttigten Fettsauren sind dabei

bevorzugte Angriffspunkte der Sauerstoffradikale. Das Alkylradikal kann mit einem noch
intakten ungeséttigten Phospholipidmolekil reagieren, wobei ein weiteres Alkylradikal und
ein Lipidhydroperoxid (LOOH) frei werden. Das stabile Lipidhydroperoxid kann z. B. durch
Reaktion mit Metallionen zu einem Alkoxyl- (LO’) bzw. einem Peroxylradikal (LOO)
oxidiert werden (Fenton-Raktion), die wiederum die Kettenreaktion fortsetzen konnen
(Ketterer & Meyer, 1989).

Beispiele fir die radikalische Peroxidation von Phospholipiden:

LH + OH -> L +H0 (Initiation)

L'+0, -> LOO (Kettenfortsatz)

LOO + LH > LOOH + L

LOOH + Me** > LO + OH + Me** (Reinitiation durch Fenton-Reaktion)
LOOH + Me** > LOO + H' +Fe**

Auf diese Weise entstehen eine grosse Anzahl von stabilen, hochreaktiven Molekilen, die das
Uberleben der aeroben Zelle beeinflussen, und die von ihr nicht toleriert werden konnen. Im
Laufe der Evolution sind antioxidative Schutzmechanismen entstanden, die neben
nichtenzymatischer —auch  enzymatisch-katalytischer ~ Natur  sind.  Aufgrund  der

Mannigfaltigkeit der Reaktionen werden in den néchsten Abschnitten nur das nicht-
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enzymatische Detoxifikationsmolekul Glutathion und die enzymatischen Antioxidantien der
eukaryontischen Zelle detailliert vorgestellt. Es sollte jedoch nicht vergessen werden, dass
auch so wichtige nichtenzymatische Antioxidantien wie zum Beispiel die fettldslichen
Molekile [B-Carotin und a-Tocopherol (Vitamin E) und das wasserlésliche Molekiil
Ascorbinsdure (Vitamin C) an der Detoxifikation von reaktiven Molekilen im Organismus
beteiligt sind (Ames et. al., 1993; Chaudiere & Ferrari-lliou, 1999).

1.3.3. Glutathion

Glutathion, ein ubiquitér in Organismen vertretenes, wasserlosliches Tripeptid (y-Glutamyl-
Cysteinyl-Glycin), spielt eine bedeutende Rolle bei der Detoxifikation von elektrophilen bzw.
radikalischen Substanzen innerhalb des Zellmetabolismus. Das niedermolekulare Peptid
entsteht durch einen enzymatisch katalysierten zweistufigen Prozess. Zunachst wird eine
Peptidbindung zwischen Glutamat und Cystein ausgebildet, eine Reaktion, die von der y-
Glutamylcystein-Synthetase katalysiert wird. In einem zweiten Schritt katalysiert die
Glutathionsynthetase die Kondensation der Carboxylgruppe des Cysteins mit der

Aminogruppe des Glycins.

l|\l Hj | HZT /O—
AN N I N N
/C cH, “cH, "NH ﬁ ch, o
-0
0
y-Glu Cys Gly

Abb. 1.2 Struktur des Tripeptids Glutathion. Die nukleophile Sulfhydrylgruppe des
Cysteins ist markiert (Kreis).

Glutathion wirkt in der Zelle als Sulfhydrylpuffer. Es wechselt zwischen einer reduzierten
Thiolform (GSH) und einer oxidierten Form (GSSG), in der zwei Glutathionmolekile Uber
eine Disulfidbriicke miteinander verkn(pft sind. Die Reduktion von GSSG zu GSH - unter
Verwendung von NADPH - wird von der Glutathion-Reduktase katalysiert. Das Verhaltnis
von GSH zu GSSG ist in vielen Zellen ungefahr 500:1 (Streyer, 1988). In vielen Zellen kann
eine GSH-Konzentration von bis zu 10 mM nachgewiesen werden (Hayes & McLellan,
1999). Glutathion stellt als Antioxidant einen zentralen Bestandteil des zellularen Schutzes

gegen reaktive Sauerstoffspezies dar, es sind aber zusétzlich noch glutathionabhangige
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Detoxifikationsenzyme wichtig, die bei der Bekampfung des oxidativen Stresses mithelfen.
Mit der nukleophilen Sulfhydrylgruppe (SH-Gruppe) des Cysteins konnen kovalente
Bindungen zu elektrophilen funktionellen Gruppen von Molekilen in der Zelle ausgebildet
werden. Die Hydrophilie des entstehenden Konjugates ist auf die freien Carbonyl- und
Aminogruppen des Glutathions zurtickzufiihren. Diese Eigenschaft wird in der Zelle unter
anderem genutzt, um reaktive Molekule einzufangen und in wasserléslicher Form dem
weiteren Metabolismus zuganglich zu machen.

Glutathion spielt auch eine zentrale Rolle bei der Detoxifikation von reaktiven
Oxidationsprodukten des aeroben Zellmetabolismus. Dabei werden mit Hilfe der Glutathion-
transferasen — die auch eine selenunabhdngige Peroxidaseaktivitat aufweisen — und der
selenabhéngigen Glutathionperoxidasen die reaktiven Oxidationsprodukte (z. B. DNA-
Hydroperoxide) zu den entsprechenden Alkoholen reduziert. Als Elektronendonor fungiert
Glutathion, das in der oxidierten GSSG-Form aus der Reaktion hervorgeht (Ketterer &
Meyer, 1989). Der wichtigste Unterschied zwischen den glutathionumsetzenden Enzym-
gruppen der  Glutathiontransferasen und der Glutathionperoxidasen ist, dass
Glutathionperoxidasen sowohl reaktive Oxidationsprodukte (z.B. Peroxide) als auch H,0O,
reduzieren konnen. Die Glutathiontransferasen koénnen ausschliesslich Oxidationsprodukte
und keinen H,O, umsetzen; ihre Aktivitdt wird durch H,O, sogar gehemmt (Hayes &
McLellan, 1999). Damit wurden bereits zwei wichtige Enzyme angesprochen, die beim

antioxidativen Schutz der Zelle eine bedeutende Rolle spielen.

1.3.4. Enzymatische antioxidative Schutzmechanismen

Als Antwort auf die hochreaktiven Radikale, die wahrend des oxidativen Stresses entstehen,
besitzen aerobe Zellen ein vielschichtiges, enzymatisch-antioxidatives Schutzsystem (siehe
Abb.1.3). Es gliedert sich grob in zwei Abwehrlinien. In der ersten Phase werden direkt die
reaktiven Sauerstoffspezies (siehe gebunden und detoxifiziert. Als wichtigste Enzyme
der Phase | sind zu nennen: die Superoxiddismutasen (SOD), Katalasen (CAT), Peroxi-
redoxine (PRX), Glutathionperoxidasen (GPX) und Thioredoxinperoxidasen (TPX). Die
SODs dismutieren das Superoxidanionradikal, wéhrend die Gruppe der Peroxidasen und die
Katalasen Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff umsetzen. Da diese erste
Enzymgruppe nicht alle reaktiven Sauerstoffspezies in der Zelle vollstandig vernichten kann,
gibt es in einer zweiten Detoxifikationsphase Enzyme, die die entstandenen oxidativen
Reaktionsprodukte, sprich die geschéadigten Makromolekile (siehe binden und

detoxifizieren.
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Abb. 1.3 Die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies in eukaryontischen

Zellen und enzymatisch-antioxidative Schutzmechanismen gegen oxidativen
Stress (modifiziert nach Hayes & McLellan, 1999).

¢ PHASE |

Diese vielgestaltigen, radikalischen Oxidationsprodukte, die aus so unterschiedlichen
Molekiilen wie der DNA oder Proteinen hervorgehen, werden mit Hilfe der Glutathion-
peroxidasen (GPX), der Aldehydreduktasen, der Alkoholdehydrogenasen und der grossen
Gruppe der Glutathion S-Transferasen (GST) neutralisiert. Durch die Glutathionperoxidasen
wird die Reduktion der Oxidationsprodukte zu Alkoholen katalysiert, wobei Glutathion als
Elektronendonor fungiert (siehe 1.3.3).

Das Tripeptid GSH spielt aber auch bei der Konjugation mit oxidierten Makromolekdilen eine
zentrale Rolle, die von den Glutathion S-Transferasen katalysiert wird. Die GSH-Konjugate
(GS-X) sind weniger reaktiv als die radikalischen Oxidationsprodukte und aufgrund der zwei
freien Carboxylgruppen und der Aminogruppe des GSH hydrophil. Sie werden (ber
Membrantransporter, die oft ATP-abhangig sind, aus den Zellen ausgeschleust. Wichtige
Transporter sind z.B. die ATP-abhéngige GS-X-Pumpe (auch als multiple drug resistance
associated protein (MRP) bezeichnet) (Hayes & McLellan, 1999; Ishikawa, 1992), ein
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multispezifischer organische Anionentransporter (Heijn et. al., 1992) und ein Anionen-
transporter fiir Dinitrophenol S-GSH-Konjugate (Saxena et. al., 1992).

1.4. Glutathiontransferasen

1.4.1. Biologische Funktionen

Glutathiontransferasen (auch Glutathion S-Transferasen (GST)) sind in vielen Organismen die
wichtigsten Phase-1I-Entgiftungsenzyme. lhre Hauptaufgabe besteht darin, die Reaktion
zwischen wasserloslichen Molekilen wie reduziertem Glutathion, Glycin oder UDP-
Glucuronséure und einer Reihe von elektrophilen, meist toxischen Substanzen (Xenobiotika)
zu katalysieren (Hayes & McLellan, 1999). Die Konjugation mit GSH ist dabei quantitativ
deutlich bevorzugt. Als Primérfunktion der multifunktionalen GSTs gilt die Entgiftung von
endogenen als auch xenobiotischen, alkylierten Substanzen, wie z.B. Epoxiden, Peroxiden,
Alkyl- und Arylhaliden, a- und B-ungeséttigten Ketonen und Aldehyden (Ketterer & Meyer,
1989). Die Bindung an GSH fuhrt zu einer Detoxifizierung der Substanzen, indem die hydro-
philen GSH-Konjugate aktiv vom Zellmetabolismus umgesetzt werden kénnen bzw. durch
Membrantransporter aus der Zelle heraustransportiert werden kénnen (siehe Abb. 1.3).

Die Konjugation von Glutathion mit Xenobiotika kann jedoch auch zur Resistenzbildung
gegenliber Chemotherapeutika bei Krebs (McLellan & Wolf, 1999), gegen Insektizide
(Ranson et. al., 1997), Herbizide (Edwards et. al., 2000) und Antibiotika (Arca et. al., 1997)
fihren. Die medizinische Wirkung einiger Krebstherapeutika wird dabei durch die
Konjugation mit Glutathion zum Teil oder vollstdndig herabgesetzt. Ein weiteres Beispiel ist
die Resistenz von Insekten gegen DDT (1,1,1-Trichlor-2,2-bis(4-chlorphenyl)ethan), die auf
einen durch eine GST katalysierten Mechanismus zuruckzufiihren ist (Brown, 1986). Die
Aktivitat der Glutathion S-Transferasen kann aus medizinischer oder landwirtschaftlicher
Sicht also auch Nachteile mit sich bringen.

Neben der beschriebenen Katalyse einer Thioesterbindung zwischen GSH und elektrophilen
Substanzen weisen viele GSTs auch eine Peroxidaseaktivitat auf. Dabei werden organische
Hydroperoxide (z.B. aus DNA oder Phospholipiden) zu den entsprechenden Alkoholen
reduziert (siehe 1.3.3). Die fur diese Reaktion bendtigten Elektronen werden reduziertem
Glutathion entzogen, das dabei zur GSSG-Form oxidiert wird (Ketterer & Meyer, 1989).

Eine weitere Funktion der GSTs besteht im intrazellularen Transport einer Reihe von

hydrophoben Liganden (Hormone, endogene Metabolite, exogene Molekile). Die Substanzen
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werden gebunden, aber nicht metabolisiert, was zu einer Hemmung der enzymatischen
Aktivitat der Glutathiontransferase flhrt (Boyer & Vessey, 1987). Durch die Bindung an die
GST werden die sonst nur fettloslichen Chemikalien in Ldsung gebracht und somit ihre

metabolische Umsetzung bzw. ihr Abbau erméglicht (Abramovitz et. al., 1988).

1.4.2. Struktur und Klassifikation

Es wird vermutet, dass die Glutathiontransferasen von einem thioredoxindhnlichen
Vorlauferenzym abstammen, das sich unter Einfluss des aeroben Metabolismus und des damit
verbundenen oxidativen Stresses in den Zellen entwickelte (Martin, 1995). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass Glutathiontransferasen deutliche Strukturiibereinstimmungen
mit ubiquitér in vielen Stdmmen des Pflanzen- und Tierreichs und der Mikroorganismen
vorkommenden Enzymen aufweisen, die in der Bekdmpfung von Schéden durch oxidativen
Stress involviert sind.

GSTs bilden keine homogene Enzymfamilie, wie man bereits an den vielen verschiedenen
von ihnen katalysierten Reaktionstypen ablesen kann (siehe . Die GST-Superfamilie ist
in mehrere Klassen eingeteilt worden (siehe [Tabelle 1.1), die sich durch ihre primére
Aminosauresequenz, die Sekundar- und Tertidrstruktur der Proteine, die Lokalisation in
spezifischen Geweben, den isoelektrischen Punkt und das umgesetzte Substratmuster
voneinander unterscheiden.

Es sind 13 verschiedenen GST-Klassen beschrieben worden: speziesiibergreifend sind die
Klassen Alpha, Mu, Pi, Theta, Omega, Sigma, Kappa und Zeta bekannt (Sheehan et. al.,
2001). Ausschliesslich in Bakterien kommt die Beta-Klasse vor (Vuilleumier et. al., 1997), in
Invertebraten wurde die Delta-Klasse nachgewiesen (Zhou & Syvanen, 1997) und in Pflanzen
wurde die Phi- und die Tau-Klasse beschrieben (Edwards et. al., 2000).

All diese GST-Klassen liegen loslich im Cytosol vor. Eine Ausnahme bildet die Kappa-
Klasse, die in den Mitochondrien lokalisiert ist, aber trotzdem zu den l6slichen GSTs gezahlt
wird (Pemble et. al., 1996). Neben diesen léslichen GSTs gibt es noch die Klasse der MAPEG
(Membran-associated proteins involved in eicosanoid and glutathione metabolism), die in den
Mikrosomen gebunden sind und bei der Lipidperoxidation in der Membran eine zentrale
Aufgabe tbernehmen (Jakobsson et. al., 1999).
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Tabelle 1.1 Kilassifizierung der Glutathiontransferasen (Zusammenfassung nach Sheehan

(2001)).
Klasse Vorkommen Charakteristika

ALPHA Mammalia N-terminales Tyrosin interagiert mit GSH, in Ratten und Menschen
sind verschiedene Allele bekannt (Polymorphismus), Ausbildung
von Isoenzymen, Peroxidase-Aktivitat, bei Ratten in Ovar und Testis
auch Steroid-lsomerase-Aktivitat.

Mu Helminthen, Mammalia In Ratten und Menschen sind verschiedene Allele bekannt
(Polymorphismus), Ausbildung von Isoenzymen, sind involviert im
Schutz gegen oxidativen Stress, z.B. GST-M1-Nullallel in 50 % der
menschlichen Bevolkerung kénnte zu geringerer Resistenz gegen
Xenobiotika fuhren: erhéhtes Krebsrisiko méglich.

Pi Mammalia Nur ein humanes Gen (GST-P), inhibiert die Jun N-Kinase, was die
Zellen vor H,O,-induziertem Zelltod schiitzt, Pi-Klasse-ahnliche
GST in Ascaris suum.

THETA Bakterien, Hefe, Pflanzen, N-terminales Tyrosin ist gegen Serin ausgetauscht, keine Bindung

Insekten, Mammalia an GSH-Sepharose, sehr geringe CDNB-Aktivitat (Ausnahme:

Broccoli Theta-Klasse GST), homolog zu Delta-Klasse GSTs.

OMEGA Helminthen, Mammalia N-terminales Tyrosin ist gegen Cystein (Cys-32) ausgetauscht,
prolinreiche 19-20 AS-Verlangerung am N-Terminus formt mit dem
C-Terminus eine spez. Doméne, hohe Thioltransferase-Aktivitat.

SIGMA Helminthen, Mammalia > 40 % Aminosduresequenz-ldentitt zum S-Crystallin der
Cephalopoden (Hauptbestandteil der Augenlinse),
Strukturverwandtschaft zu Prostaglandin-Isomerasen bzw. —
Synthetasen zeigt Verbindung zur Prostaglandinsynthese.

KAPPA Mammalia Nur ein Gen pro Organismus. In Mitochondrien.

ZETA Weit verbreitet von Hoch konserviert, humane Zeta- Klasse GST hat geringe

Pflanzen bis Mammalia Enzymaktivitat mit CDNB, geringe Peroxidase-Aktivitat,

detoxifiziert Dichloressigsdure (DCA), N-terminales Tyrosin ist
gegen Serin ausgetauscht, Serin-14 interagiert mit GSH.

BETA Bakterien spez. Aus Theta-Klasse entstanden, bindet Antibiotika, N-terminales
Tyrosin ist gegen Cystein ausgetauscht.

PHI Pflanzen spez. Auch Typ I-GST, Gen enthélt meist 3 Exons, detoxifiziert
Herbizide.

TAU Pflanzen spez. Auch Typ HI1-GST, Gen enthdlt meist 2 Exons, Auxin-induzierbar.

DELTA Insekten spez. Coding-Region ohne Introns, keine C-terminale Helix, vermutlich
gleiches Ausgangsgen wie Theta-Klasse (Homologe).

MAPEG Mikrosomale Membranen Einzige membrangebundene GST-Klasse.

Glutathiontransferasen sind aus zwei Untereinheiten aufgebaute Enzyme. Innerhalb einer

GST-Klasse gibt es allele Gene, die verschiedene Untereinheiten (Monomer) codieren. Es

kdnnen sich nur Untereinheiten aus einer GST-Klasse zu Homo- bzw. Heterodimeren

verbinden (Hayes & Pulford, 1995). Untereinheiten verschiedener GST-Klassen verbinden

sich nicht miteinander zu einer funktionellen Enzymeinheit. Dieses System ermdglicht die

Bildung von vielen verschiedenen Enzymen aus einer kleinen Anzahl von Genen.
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Innerhalb einer Klasse betragt die Ubereinstimmung der Aminosduresequenz mindestens
60 %, wahrend zwischen zwei GST-Klassen nur etwa 30 % Ubereinstimmung besteht.
Immunologische Kreuzreaktionen zwischen GST-Klassen sind deshalb selten. Besondere
Bedeutung kommt der hochkonservierten Primérstruktur des N-Terminus zu, die einen
wichtigen Teil des aktiven Zentrums der GST codiert. Der Teil des aktiven Zentrums, der fir
die Bindung des Glutathions wichtig ist, wird als ,,g-site bezeichnet. Diese Region enthélt
ein fur die Bindung mit der Thiolgruppe des Glutathions essentielles Tyrosin (viele GST-
Klassen), das bei manchen Klassen jedoch durch ein Serin (Theta- und Zeta-Klasse GSTS)

oder durch ein Cystein (Omega- und Beta-Klasse GSTs) ausgetauscht ist (siehe Tabelle 1.1).

1.4.3. Glutathion S-Transferasen in Nematoden

Im Gegensatz zu Glutathion S-Transferasen aus Vertebraten (Maus, Ratte, Mensch etc.) ist
relativ wenig tGber GSTs in Nematoden bekannt. Die meisten Studien wurden an parasitischen
Nematoden wie z.B. Ascaris suum (Liebau et. al., 1997), Ascarida galli (Meyer et. al., 1996),
Brugia spec. (Rao et.al., 2000), Heligmosomoides polygyrus (Brophy et. al., 1995a),
Onchocerca volvulus (Liebau et. al., 2000; Wildenburg et. al., 1998), Trichinella spiralis
(Rojas et. al., 1997) oder Necator americanus (Brophy et. al., 1995b) durchgefiihrt. Die Gene
der As-GST-1 aus A. suum und der Ov-GST-1, Ov-GST-2 und Ov-GST-3 aus O. volvulus
wurden vollstdndig sequenziert, die Sequenz der GST aus A. galli ist teilweise bekannt. Viele
der anderen Studien wurden auf dem Proteinlevel durchgefihrt, wobei z.B. durch Immun-
histochemie die Kreuzreaktionen zwischen den unbekannten GSTs und dem Immunserum
gegen eine bekannte Parasiten-GST genutzt wurde, um die unbekannte GST zu lokalisieren
(Rao et. al., 2000).

Besonders intensiv wurden die drei verschiedenen GSTs aus Onchocerca volvulus untersucht.
Die Ov-GST-1 wird durch zwei Gene (Ov-GST-la und Ov-GST-1b) codiert und die
resultierenden Proteine unterscheiden sich in nur 10 Aminoséduren voneinander (Sommer et.
al., 2001). Die Glutathion S-Transferasen werden aufgrund von Sequenzhomologien in die
Sigma-GST-Klasse eingeordnet Die Ov-GST-1 ist bis jetzt die einzige GST, die ein
Signalpeptid beinhaltet, das im Verlaufe der Proteinprozessierung abgespalten wird (Krause
et. al., 2001). Dieses Signalpeptid ist fiir die Sekretion der GST wichtig, die als extrazellular
aktives Glykoprotein nachgewiesen werden konnte (Liebau et. al., 1994). Die Ov-GST-2 ist
ein intrazelluldr vorliegendes cytosolisches Protein, das in die Klasse der Pi-GSTs
eingeordnet wurde (Liebau et. al.,, 1996). Aufgrund ihrer ubiquitdren Lokalisation im

Parasiten wird ihr eine Rolle als ,,housekeeping“-Enzym zugesprochen, wéahrend Ov-GST-1
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mehr in dem kutikuldren zum Wirt hin exponierten Gewebe aktiv ist (Wildenburg et. al.,
1998). Bei der dritten Ov-GST handelt es sich ebenfalls um ein intrazelluldres Protein, dass
aufgrund der Aminosduresequenzhomologie zu der Omega-Klasse der Glutathion S-
Transferasen gezahlt wird. Die Ov-GST-3 weist nur 14 bzw 21 %-Sequenzhomologie zu den
anderen GSTs aus O. volvulus auf, und es konnte eindeutig eine durch oxidativen Stress
induzierte differentielle Expremierung nachgewiesen werden (Liebau et. al., 2000).

GSTs reprasentieren in Helminthen - und in parasitischen Nematoden im speziellen - den
Hauptteil der Phase-1I-Detoxifikationsenzyme. Waéhrend bestimmte Gruppen der Phase-I-
Enzyme fehlen, helfen sie dem Parasiten, sich gegen Angriffe des Wirt-Immunsystems zu
schutzen. Es konnte nachgewiesen werden, dass Eosinophile des Wirtes verschiedene reaktive
Sauerstoffspezies in unmittelbarer N&he zum Parasiten freisetzen, und dass der Parasit
Schutzsysteme gegen diesen oxidativen Stress besitzt (Maizles et. al., 1993; Rosen et. al.,
1995). Es wird vermutet, dass die Ov-GST-3, die durch oxidativen Stress induziert wird, auch
beim Schutz des Parasiten O. volvulus gegen die Attacken des Wirtsimmunsystems eine Rolle
spielt (Kampkatter, personliche Mitteilung). Aus diesem Grund werden GSTs als wichtige
Ziele fur die Entwicklung von Medikamenten zur Chemotherapie von Parasitosen des
Menschen und der Tiere angesehen. Durch eine Blockierung der Proteinfunktion konnte die
Abwehr des Parasiten gegen das Wirtsimmunsystem herabgesetzt werden, wodurch eine
effizientere Bekampfung des Parasiten durch den Wirt moglich waére.

Der Modellorganismus C. elegans spielt bei der detaillierten Untersuchung von GSTs aus
parasitischen Nematoden mehr und mehr eine zentrale Rolle. Viele parasitische Nematoden
kdnnen nicht unter Laborbedingungen gehalten und vermehrt werden, was zu einer starken
Limitierung des verwendbaren Untersuchungsmaterials fiihrt. Aus diesem Grunde ist die
Transgenexpression der parasitiaren Proteine in einem vergleichbaren Modellorganismus ein
wichtiger Schritt, um ausreichende Aussagen Uber eine parasitaire GST machen zu konnen.
C. elegans bietet aufgrund seiner phylogenetischen Ahnlichkeit zu den parasitischen
Nematoden eine nahezu identische Zellumgebung, die bei der Expression und Analyse von
parasitischen GSTs in C. elegans von grosser Bedeutung ist. So gelang bereits die
Uberexpression der Ov-GST-1 in transgenen C. elegans, und zusatzlich konnte die
Promotoraktivitat dieser GST in C. elegans analysiert werden (Krause et. al., 2001).
Desweiteren machen die vollstdndige Sequenzierung des C. elegans-Genoms und eine weit
fortgeschrittene theoretische Entschliisselung des Proteoms es zum ersten Mal mdglich, die
Gesamtheit der GST-Superfamilie in einem Metazoen zu betrachten (C. elegans Sequencing

Consortium, 1998). Eine Computeranalyse des C. elegans-Genoms flihrte zur Erkennung von
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57 Genen, die aufgrund der hergeleiteten Aminoséuresequenzhomologie jeweils mit grosser
Wahrscheinlichkeit fiir eine GST codieren (Henkle-Duhrsen, unverdffentlichte Daten). Durch
Computeranalysen des theoretischen C. elegans-Proteoms wurden parallel mehr als 30
Proteine gefunden, die zum Teil aufgrund ihrer Aminosduresequenzhomologie in die
bekannten GST-Klassen Alpha, Mu, Sigma, Omega und Theta eingeordnet werden konnten
(Campbell et. al., 2001). Ein grosser Teil der putativen C. elegans-GSTs weist jedoch weniger
als 30 %-Ubereinstimmung mit diesen Klassen auf, so dass vermutet wird, dass eine
nematodenspezifische GST-Klasse — die vielleicht auch in anderen niederen Invertebraten
auftritt — existiert (Campbell et. al., 2001). Die Analyse der Glutathion S-Transferasen in C.
elegans soll helfen die Struktur, Lokalisation und Funktion der einzelnen Proteine in
Nematoden besser zu verstehen und wichtige Grundlagen fir dhnliche Organismen zu

schaffen, die aufgrund ihrer Lebensweise nicht so detailliert untersucht werden kénnen.
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1.5. Zielsetzung

Aerob lebende Organismen kommen stdndig mit reaktiven Sauerstoffspezies und zellul&ren
Oxidationsprodukten in Kontakt und sind deshalb auf ein effektives enzymatisches Schutz-
system gegen oxidativen Stress angewiesen. Enzyme wie die Glutathion S-Transferasen
stellen einen wichtigen Bestandteil der Phase-ll-Detoxifikationsenzyme dar, welche die
Reaktion von reaktiven Oxidationsprodukten mit Glutathion katalysieren und dadurch zur
Entgiftung der Molekdile beitragen.

Im Nematoden C. elegans wurden zwei Glutathion S-Transferasen beschrieben, die durch
oxidativen Stress induziert werden bzw. die eine grosse Ahnlichkeit zu stressinduzierbaren
Genen aufweisen (Kodym et. al., 1999; Tawe et. al., 1998). Diese Enzyme wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit strukturell auf dem Gen- und Proteinlevel analysiert und die
biochemischen Eigenschaften untersucht, um die Enzyme in das bestehende Klassensystem
der GSTs eingliedern zu kénnen.

Da es sich bei den untersuchten Molekiilen um Proteine handelt, die durch oxidativen Stress
induziert werden, lag der besondere Schwerpunkt auf der Aufdeckung einer Korrelation
zwischen dem Expressionslevel der GSTs und der Stresstoleranz bzw. der Lebensspanne der
Nematoden. Es war von grossem Interesse, ob diese Phase-lI-Detoxifikationsenzyme die
Toleranz von C. elegans gegentber oxidativen Schadigungen beeinflussen wirden. Dazu
wurde der Expressionslevel der Glutathiontransferasen durch die Herstellung von transgenen
C. elegans-Stammen - welche jeweils eine GST Uberexpremieren - und durch den Einsatz von
RNA-interference und genetischen Mutationen moduliert, und die Stresstoleranz der
Nematoden detektiert und verglichen.

Die Regulation der Genexpression unter Einfluss vom oxidativem Stress wurde anhand von
Aktivitatsstudien unterschiedlich langer GST-Promotorfragmente sowohl im S&ugerzell-
system als auch im homologen C. elegans-System untersucht. Desweiteren sollte das von den
nativ aufgereinigten rekombinanten GSTs umgesetzte Substratmuster eine genauere Ein-
ordnung in eine GST-Klasse ermdglichen.

Die Arbeit soll zu einem besseren Verstandnis der Abwehr des oxidativen Stresses in frei-
lebenden Nematoden beitragen und neue Einblicke in die beteiligten molekular und bio-

chemischen Prozesse liefern.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Caenorhabditis elegans-Stamme

Folgende C. elegans-Stamme wurden in dieser Arbeit verwendet:

Name Beschreibung

C. elegans N2 (var. Bristol) Wildtyp | Caenorhabditis Genetics Center (University of
Minnesota)

CL2070 dvis70 [pCL25 (hsp-16/GFP) + pRF4 roller], 9 x
ausgekreuzt, (Link et. al., 1999)

CL2166 dvis19 [pAF15 (gst(727bp)::GFP-NLS), kein Marker],
6x ausgekreuzt, (Link & Johnson, 2002)

CL3166 dvls20 [pAF15 (gst(727bp)::GFP-NLS), kein Marker],
(Link & Johnson, 2002)

CH1035 rol-6 (sul006), Roller-Phanotyp, (Cox et.al., 1981)

BL1 gst(1000bp)::GST-p24::GFP, Roller, nichtintegriert

BL2 gst(1000bp)::GST-p29::GFP, Roller, nichtintegriert

KO8F4.7-Deletionsmutante ein Ce-GST-p24-Allel mutiert, hergestellt flr diese
Arbeit im Rahmen des C. elegans Gene Knockout
Projects am OMRF (Oklahoma City)

2.1.2. Bakterienstamme

Es wurden die folgenden Escherichia coli-Stdamme fur Klonierungs-und Expressionsstudien

und RNA-interference durch Bakterienverfiitterung verwendet:

DH5a F, endAl, hsdR17, (r’, m"), SupE44, thi-1, X', recAl, gryA96, relAl,
A(argF- laczya)u196, ®80dlacZAM15 (Hanahan, 1993)

BL21 (DE3): | F,, ompT, hsdSg, (rs, mg’), gal dcm (DE3) pLyseE / pLysS (cam®) (Novagen,
Merck KGaA, Darmstadt)

HT115: F, mcrAa, merB, IN(rrnD-rrnE)1, rncl4::Tn10 (DE3 lysogen: lacUV5
promotor-T7 polymerase) (IPTG-ind. T7 polymerase) (RNAse I11-) (tet?);
(Timmons et. al., 2001)
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2.1.3. Vektoren

Zur Klonierung wurden folgende Vektoren verwendet:

Vektorname Funktion und Besonderheiten | Herkunft/Firma
pGEM Teasy Klonierungsvektor, Ampicillin- | Promega (Mannheim)
resistenz, T3- und T7-Promotor,
3,0 kb groi3
pPD95.77 Ampicillinresistenz, 4,5 kb gro3 | 1995 Fire laboratory vector kit
pPD129.36 Zwei T7-Promotoren flankieren | 1999 Fire laboratory vector kit

die MCS, zur Transkription von
dsRNA in E. coli HT115,

Ampicillinresistenz, 2,8 kb groR
pJC40 10 His-tag, Ampicillinresistenz, | (Clos & Brandau, 1994)
2,4 kb grol3

2.1.4. Oligonukleotide
Folgende Oligonukleotide wurden bei der Firma Gibco BRL (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

bestellt und synthetisiert:

Name Sequenz

5'PM-47 (Ce-GST-p24 Promoter) |cccctcgaggcetggtttaacaatatctcg  Xho |
3'PM-47 (Ce-GST-p24 Promoter) |tgcaagcttaattagaattcagtaattgaatcg Hind Il

5°CecGSTP (GST-p24 Protein) ggcatatgccaaactataagctattg  Nde |
3"CecGSTP (GST-p24 Protein) ggggatccttaaacaatactatcctttcttgttgcc Bam H |
5°Cecp29P (GST-p29 Protein) ggaaqcttatggttttaaccgcactaac  Hind Il
3'Cecp29P (GST-p29 Protein) ggggatcctcaaaggcccaaatcataattc  Bam H |

5°CeGST (gDNA p24) ggggtaccatgccaaactataagctattg  Kpn |
3"CeGST (gDNA p24) ggcgtacgcacataataataatttattacgctc ~ Spl |
5°gCeGST2 (Mikroinjektion) ggcgtacgatgccaaactataagctattg  Spl |
3'gCeGST2 ggggatcccacataataataatttattacgctc  Bam H |
3'gCeGST2a ggggatccaacaatactatcctttcttgttgcc  Bam H |
5gpCeGST gggtcgacttattgtgatccgacttttatagc ~ Sal |
5°Cegp29M (Mikroinjektion) gotctagaatggttttaaccggtgtaac  Xba |

3 Cegp29M1 gggcggccgcaataaatcaaaggcccaaatcat  Not |

3"Cegp29M1la gggcggccgcaaggcccaaatcataattc  Not |
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5 pCegp29M ggatcgacctgtttaaaaaaacagtgagcc  Sal |
3'pCegp29M2 ggggatccaataaatcaaaggcccaaatca BamH |
3'pCegp29M2a ggggatccaaggcccaaatcataattc Bam H |
5°cCe-GST-p24 RNAI ggtctagaatgccaaactataagctatty  Xba |
3'cCe-GST-p24 RNAI gggatcgacttaaacaatactatcctttcttgttgcc  Sal |
3"Cecp29 RNAI ggctcgagtcaaaggcccaaatcataattc  Xho |

5 GFP-Primer gggaactacaagacacgtgc

3"GFP-Primer acctgcagatccttatttgtatagttcatcc

2.1.5. Molekulargewichtsstandards

DNA: 100 bp DNA-Leiter und 1,0 kb DNA-Leiter (Gibco BRL)
RNA: RNA-Marker 0,28-6,58 kb (Promega)
Proteine: 10 kDa Protein-L