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1. Einleitung

1.  Einleitung

1.1 Nematoda

Das Phylum Nematoda gehdrt mit etwa 30 000 vertretenen Arten zu den vielfaltigsten
Gruppen des Tierreichs. Trotz ihrer einfachen Organisation besiedeln sie Vvielfaltige
Lebensraume wie feuchte Boden, Sediment, Benthal und Phytal in Salz- und Sisswasser.
Im Laufe der Evolution sind einige Arten zu einer parasitischen Lebensweise tibergegangen
und haben als Schadlinge von Pflanzen und Tieren, sowie als Parasiten des Menschen aus
O6konomischer und medizinischer Sicht an Bedeutung gewonnen. Nach dem Schlipfen
umfasst der Lebenszyklus der Nematoden vier Juvenilstadien bis zur Entwicklung des
adulten geschlechtsreifen Wurms.

Die parasitischen Nematoden unterscheiden sich deutlich in den fir sie typischen
Lebensweisen, machen aber eine vergleichbare, oft mit einem Wirtswechsel verbundene,
Entwicklung durch. Das dritte Juvenilstadium aller parasitischer Nematoden (L3) ist die
Invasionslarve, welche zur Infektion des Endwirts flhrt. Zu den humanpathogenen,
ausnahmslos obligat parasitisch lebenden Nematoden, sind vor allem die Ascariden und die
Filarien zu zahlen. Nach Angaben der World Health Organization (2001) sind mehr als 100
Millionen Menschen der tropischen und subtropischen Gebiete Afrikas, Asiens aber auch
Latein- und Mittelamerikas mit Erregern verschiedener Formen der Filariasis infiziert. Neben
subkutan persistierenden Filarien wie Loa loa, Onchocerca volvulus und Dipetalonema
streptocerca sind vor allem die lymphatischen Filarien (Wuchereria bancrofti, Brugia malayi)

fur die Auspragung der unterschiedlichen Krankheitsbilder der Filariasis verantwortlich.

1.1.1. Onchocerca volvulus

Die systematische Einordnung der Nematoda als eigener Stamm oder als Klasse eines
Phylums (Aschelminthes oder Nemathelminthes) mit verschiedenen anderen, morphologisch
verwandten Gruppen wie den Gastrotricha und Rotifera wird bis heute unter Taxonomen
kontrovers diskutiert. Nach Hartwich Iasst sich die Gruppe der Filarien zu denen die Gattung

Onchocerca gehért, wie folgt einordnen’:

Phylum Nematoda
Klasse Secernentea
Ordnung Spiruida
Uberfamilie Filaroidea
Familie Onchocercidae



1. Einleitung

Die Gattung Onchocerca gehort zur Uberfamilie der obligat parasitisch lebenden Filarien. Die
verschiedenen Onchocerca-Arten werden von Kriebelmicken (Familie: Simuliidae) und
Gnitzen (Familie: Ceratopogonidae) auf den Endwirt Ubertragen. Nur die Art O. volvulus
parasitiert im Menschen und ist als Erreger der Flussblindheit oder Onchocercose bekannt.
Onchocerca-Infektionen kommen fast ausschlieBlich in Afrika vor. Als 1875 die als
Mikrofilarien bezeichneten Juvenilstadien von O. volvulus in der Haut entdeckt wurden, hat
man sie zwar mit dem Krankheitsbild der Flussblindheit in Verbindung gebracht, die adulten
Wiirmer wurden jedoch erst 1893 von Leuckart entdeckt. Die O. volvulus Weibchen haben
einen Durchmesser von etwa 0,4 mm und werden bis zu 80 cm lang. Die Mannchen
hingegen sind nur 3 — 5 cm lang. Die Onchocercome befinden sich im subkutanen Gewebe
der Haut, enthalten zumeist 1 —3 Weibchen sowie 1 oder 2 maéannliche Wirmer und
erreichen damit z. T. einen Durchmesser von 6 cm. In drei oder vier zyklischen
Fortpflanzungsperioden pro Jahr entlassen die viviparen Weibchen jeweils 200 000 bis
400 000 Mikrofilarien, die in der Haut umherwandern. Die Lebensdauer der adulten Wirmer
wird auf 10 bis 15 Jahre geschatzt, die Mikrofilarien leben etwa 2 Jahre, wenn sie nicht von
einer Kriebelmicke aufgenommen werden. Nach Aufnahme der Mikrofilarien wahrend einer
Blutmahlzeit der Kriebelmiicke wandern diese im Ubertrdger durch die Darmwand in die
Thoraxmuskulatur ein und entwickeln sich dort Gber das 2. Juvenilstadium (L2) zum dritten
Juvenilstadium (L3). Die Invasionslarve wandert in den Kopf der Micke ein und wird so bei
der nachsten Blutmahlzeit auf den Menschen Ubertragen. Die Weiterentwicklung im
Menschen Uber das 4. Juvenilstadium bis zum adulten geschlechtsreifen Wurm dauert etwa
1 Jahr (Abb. 1.1.1.A). Die in der Folge freigesetzten Mikrofilarien werden fir die meisten der

Krankheitsbilder der Onchocerciasis verantwortlich gemacht.
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Abb. 1.1.1.A Onchocerca volvulus Lebenszyklus
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Neben der namensgebenden Erblindung durch Einwanderung von Mikrofilarien in die Augen,
sind vor allem dermatologische Erkrankungen, verbunden mit Sekundarinfektionen, die
Folge. Zur Einddmmung der Onchocerciasis sind aufgrund fehlender makrofilarizider
Medikamente bisher 2 Strategien verfolgt worden: die Bekdmpfung des Vektors und die
Massenbehandlung mit dem Mikrofilarizid Ivermectin. Dadurch konnte eine Einddmmung der
Transmission erreicht und die Zahl der Erblindungen deutlich reduziert werden. Um einen
langfristigen Schutz und eine damit verbundene Eliminierung der Onchocerciasis zu
erreichen, ist die Entwicklung makrofilarizider Medikamente, bzw. eines Vakzines, dringend

erforderlich.

1.1.2. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans ist als freilebender Nematode, dessen Nahrung ausschliel3lich aus
Bakterien besteht, im Boden weit verbreitet’. Nach Blaxter (1998) lasst sich C. elegans wie

folgt systematisch einordnen®:

Phylum Nematoda
Klasse Secernentea
Ordnung Rhabditida
Uberfamilie  Rhabditoidea
Familie Rhabditidae



1. Einleitung

C. elegans ist ein morphologisch und genetisch sehr einfach organisierter Organismus, der
eine Reproduktionszeit von 3 Tagen (Abb. 1.1.2.B) und eine Lebenserwartung von etwa 3
Wochen hat. Die Wirmer sind diploide, selbstbefruchtende Hermaphroditen von etwa 1 mm
Lange. Wahrend des reproduktiven Lebensabschnitts legt jeder Hermaphrodit etwa 350 Eier,
aus denen bei optimalen Lebensbedingungen innerhalb von 12h die 0,2 mm grof3en
Jungtiere des ersten Stadiums schlipfen. Die Entwicklung erfolgt Gber vier Juvenilstadien bis
zum adulten Wurm. Unter ungtlinstigen Lebensbedingungen kann der Entwicklungszyklus im
2. Juvenilstadium unterbrochen werden und es entstehen Dauerlarven, die durch ihre extrem
verdickte Cuticula und reduzierten Stoffwechsel in der Lage sind, bis zu mehreren Monaten
zu Uberleben. Unter optimalen Lebensbedingungen (25°C, optimale Ernahrungs-
bedingungen) entwickeln sich diese Dauerstadien innerhalb von 12h zu Wirmern des 4.
Stadiums. Durch spontane Verteilungsfehler wahrend der Meiose kommt es in seltenen
Fallen (500:1) zur Entwicklung von Mannchen, welche nur ein Geschlechtschromosom

tragen.

35 |\ tertilization
Li/ADULT

Abb. 1.1.2.B Caenorhabditis elegans Lebenszyklus (nach Wood, 1988)

Wie bei allen kleinen Nematoden liegt auch bei C. elegans Eutelie vor: die adulten
Hermaphroditen bestehen aus 959 somatischen Zellen, die Mannchen sind aus 1031 Zellen
aufgebaut; das Nervensystem besteht aus insgesamt 302 Zellen. Das haploide Genom von

C. elegans umfasst etwa 8*10’ Basenpaare und liegt auf 6 Chromosomen®. Durch das
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1. Einleitung

C. elegans-Genomprojekt wurde das Gesamtgenom, bestehend aus etwa 32 000 Genen mit
Uber 80% Einzelkopiesequenzen, entschlisselt (http://www.sanger.ac.uk/Projects/
C_elegans/Genomic_Sequence.html).

Die Transparenz von C. elegans, aber auch die kurze Reproduktions- und Lebensphase, die
leichte Kultivierung im Labor, die einfache Erzeugung stabiler Transfektanten und
genetischer ,Knock-outs® sowie das relativ kleine, inzwischen vollstdndig sequenzierte
Genom, haben C. elegans zu einem Modellorganismus fir die Untersuchung vielfaltiger
biologischer Fragestellungen werden lassen (Abb. 1.1.2.C). Durch den hohen Grad der
Ubereinstimmung in Anatomie und Entwicklung und der nahen Verwandtschaft, gilt
C. elegans inzwischen auch als gutes Modell fir die Untersuchung parasitischer
Nematoden®®.

Mikroinjektion von DNA-Konstrukten und Markerplasmiden in die Ovarien von C.elegans

Glaskapillare

Anus

- Rektum
Pharynx Ovidukt Oozyten Uterus Eier Vulva

g

transformierte Nachkommen

7 \"

Uberexpression von Proteinen Reportergenexpression
(“Green Fluorescense Protein” (GFP))

4 !

posttranslationelle Modifikationen stadien- und zellspezifische Expression
Stressversuche basale Promotoraktivitat

Abb. 1.1.2.C Mikroinjektion von C. elegans

Durch die Mikroinjektion in die Gonaden der Hermaphroditen ist es mdglich, Transfektanten
zu erzeugen, anhand derer z. B. die Regulation von Genen untersucht werden kann; sie
kénnen aber auch fir die Uberexpression von Proteinen genutzt werden.



1. Einleitung

1.2 Oxidativer Stress

Unter oxidativem Stress versteht man die Auslenkung des Gleichgewichts von Pro- und
Antioxidantien in der Zelle zugunsten der Prooxidantien, wodurch verschiedene reaktive
Sauerstoffspezies gebildet werden, die in der Folge zu Zellschadigungen bis hin zur
Apoptose der Zelle filhren kénnen’.
Toxische Sauerstoffspezies entstehen endogen in allen aerob lebenden Organismen im
Energiestoffwechsel. Hier werden bei der partiellen Reduktion molekularen Sauerstoffs Uber
reaktive Zwischenprodukte zu Wasser (Abb. 1.2.A) reaktive Sauerstoffverbindungen
freigesetzt®.

+ e + e + e + e

oO,—>»0, ——>»HO0,——>» OH —>» H,0
+ 2H" +H" +H"

Abb. 1.2.A Partielle Reduktion molekularen Sauerstoffs zu Wasser (H,O)

Zu den entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies zahlen beispielsweise Superoxidanionen

(0,7), Singulettsauerstoff ('0,), freie Hydroxylradikale (OH-), Wasserstoffperoxid (H,O.) und

verschiedene Peroxyradikale (LO,). Die Sauerstoffradikale gehen zur Aufflllung ihres

ausseren Orbitals mit Elektronen unspezifische Reaktionen ein und Ubertragen so ihren

Radikalcharakter auf andere Verbindungen. Dadurch wird eine Kettenreaktion, wie z. B. die

Lipidperoxidation, initiiert bzw. fortgefthrt.

Neben der mitochondrialen und mikrosomalen Elektronentransportkette sind als weitere

endogene Quellen dieser reaktiven Verbindungen zu nennen:

i inflammatorische Prozesse, bei denen reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffverbindungen durch aktivierte Immuneffektorzellen freigesetzt werden
(,oxidative burst®)

ii die Arachidonsaurekaskade, welche durch die Phospholipase A, aktiviert wird

iii die Autooxidation von Katecholaminen und Ascorbat

iiii Oxidationsprozesse, bei welchen es durch diatomaren Sauerstoff zur Bildung von
Ferriham- (Fe®*) aus Ferroham- (Fe**) gruppen kommt

Als exogene Quellen der Radikalbildung sind v. a. ionisierende Strahlung, Zigarettenrauch,

redoxzyklische Xenobiotika wie Paraquat und Plumbagin oder auch Zytostatika wie

Doxorubicin zu nennen?®.

Die im Zuge der Radikalreaktionen entstehenden zellularen Schaden sind mannigfaltig. Die

oxidative Schadigung von Nukleinsauren fihrt meist zu DNA-Strangbriichen und kann in der

Mutation ganzer Chromosomen resultieren. Durch oxidative Modifikation von Aminosauren

kommt es oft zu einer Veranderung der Proteinkonformation, die zu einem Verlust der

katalytischen Aktivitat von Enzymen oder auch der Zerstorung transmembraner lonenkanale

und Metabolitentransporter fiihren kann. Die Peroxidation von Membranphospholipiden fuhrt
10
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zu einer veranderten Permeabilitdt von Membranen, sowie zur Entstehung weiterer,
toxischer Sekundérprodukte wie dem Aldehyd 4-Hydroxy-2-nonenal'®''. Mit oxidativem
Stress werden inzwischen viele pathophysiologische Phanomene, wie neurodegenerative

Erkrankungen, Arteriosklerose und auch der Alterungsprozess verbunden'®">'*"5,

1.21 Zellulare Antioxidantien, Biotransformation und Entgiftung

In Verbindung mit der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies haben aerob lebende
Organismen im Laufe der Evolution sehr effektive Abwehrsysteme entwickelt um die
zellularen Komponenten vor der Schadigung durch diese Verbindungen zu bewahren. Nach
Sies™ lasst sich die Abwehrstrategie in drei aufeinanderfolgende Abschnitte unterteilen: die
Pravention, die Neutralisierung und Reparatur geschadigter zellularer Strukturen. Als
LPraventivmassnahmen® kann man das Verpacken der DNA in Chromatinstrukturen, die
Ausbildung spezieller Quartarstrukturen von Enzymen, welche bei der Katalyse reaktive
Sauerstoffspezies bilden, und die Bildung von Pigmenten und Metallchelatoren bezeichnen.
Um entstandene Prooxidantien abzufangen, stehen der Zelle enzymatische und nicht-
enzymatische Antioxidantien wie z. B. a-Tocopherol, Ascorbat und reduziertes Glutathion zur
Verfligung. Zu den wichtigsten enzymatischen Systemen zur Neutralisierung von Oxidantien
zahlen die Katalasen, Superoxid-Dismutasen, Thioredoxin-Peroxidasen und die Glutathion-
abhangigen Peroxidasen. Entgehen die reaktiven Sauerstoffspezies dieser Abwehr, kommt
es zur Bildung toxischer Sekundarprodukte. Hier stehen dann weitere Entgiftungsenzyme
wie die Glutathion S-Transferasen (GST), Aldehyd-Reduktasen, Cytochrom P-450,
Epoxidhydrolasen und Alkohol- und Aldehyd-Dehydrogenasen zur Verfliigung. Ist bereits eine
oxidative Schadigung erfolgt, werden Reparaturenzyme zur Lipolyse, Proteolyse und DNA-
Reparatur aktiviert.

Neben der chemischen Veranderung von Biopolymeren aufgrund von Radikalmechanismen,
werden Veranderungen oft auch durch die Reaktion elektrophiler Gruppen eines Fremdstoffs
mit nukleophilen Gruppen eines Biopolymers hervorgerufen. Die zumeist lipophilen
xenobiotischen Verbindungen kdnnen ungehindert die Zellmembran passieren. Auch wenn
sie z. T. unverandert wieder ausgeschieden werden kénnen, gehen andere spontane
chemische Reaktionen ein und stellen damit eine Gefahr fur die Zelle dar. Die meisten
Xenobiotika jedoch werden durch enzymkatalysierte Biotransformation umgebaut®.

Jakoby et al. definieren als essentielle Funktion des xenobiotischen Stoffwechsels die
Metabolisierung schwer ausscheidbarer, lipophiler Stoffe in leichter ausscheidbare,
hydrophilere Stoffe'’. Neben einer Entgiftung der lipophilen Verbindungen kann es dabei
aber auch zu einer Biotoxifikation kommen. Der xenobiotische Stoffwechsel lasst sich in zwei
funktionell aufeinanderfolgende Phasen unterteilen, wobei in der 1. Phase eine Umwandlung

der xenobiotischen Verbindungen erfolgt, so dass diese in der 2. Phase an endogene Co-
11
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Substrate konjugiert werden kénnen. Die Umwandlung und Einflihrung funktioneller Gruppen
in die xenobiotischen Verbindungen erfolgt durch eine Reihe zumeist Cytochrom P450-
abhangiger Oxidationsenzyme''®, die Konjugationsreaktionen der Phase Il hingegen

werden von Enzymen mit ausserordentlich breiter Substratspezifitat Gibernommen.

1.2.2 Abwehrstrategien und xenobiotische Mechanismen in Helminthen

Aufgrund ihrer parasitiaren Lebensweise missen sich die Helminthen mit
Sekundarmetaboliten der Nahrung des Wirts, mit gegen sie eingesetzten Medikamenten und
v. a. mit der Immunabwehr des Wirts auseinandersetzen. Infolgedessen haben sie im Laufe
der Evolution diverse Abwehrstrategien entwickelt, die neben der Veranderung ihrer
Morphologie z.B. durch Ausbildung einer dicken Cuticula oder der Aufnahme von
Wirtsantigenen (molekulares Mimikry), v. a. zu einer Beeinflussung des Immunsystems des
Wirtes durch die Komplementinaktivierung®, Immunsuppression®’ und Inhibierung der T-
Zellproliferation®? gefiihrt haben. Das Ziel ist dabei in erster Linie nicht die Blockade der
Immunantwort, sondern der Erwerb immunologischer Toleranz?. Zusétzlich verfiigen die
Parasiten Uber ein an ihre Lebensweise adaptiertes enzymatisches Verteidigungssystem.
Wahrend bei dem Wirtsorganismus die 1. Phase der Entgiftung Uber oxidative Systeme
erfolgt, fehlt bei den bisher daraufhin untersuchten Helminthen ein Cytochrom P450-
abhangiger Metabolismus®, so dass hier eine Entgiftung basierend auf zumeist reduktiven
bzw. hydrolytischen Mechanismen postuliert wird®*. Als Phase | Entgiftungsenzym konnte bei
vielen parasitischen Nematoden die Superoxid-Dismutase nachgewiesen und charakterisiert
werden®%%: weiterhin wurden bei Dirofilaria immitis und Brugia pahangi Selen-
unabhangige Glutathion-Peroxidasen charakterisiert?®* und auch die Entgiftung von H,0,
durch Katalasen ist bei parasitischen Nematoden beschrieben worden®. Ausser den GST,
die zur Phasell des xenobiotischen Metabolismus gehéren, sind andere wesentliche
Enzyme dieser Phase der Entgiftung bei Helminthen nicht nachzuweisen gewesen. Die
Entgiftung scheint hier von anderen, bisher nicht bekannten Systemen Ubernommen zu
werden oder von bekannten Entgiftungsenzymen mit breiterer Substratspezifitat kompensiert
zu werden®'. Da in allen bisher daraufhin untersuchten Helminthen Glutathion S-
Transferasen (GST) nachgewiesen werden konnten®, kann von einer zentralen Stellung
dieser Enzyme im xenobiotischen Metabolismus der Parasiten ausgegangen werden. Die
Bildung von Glutathionkonjugaten durch die GST stellt also einen essentiellen

Stoffwechselweg zur Entgiftung xenobiotischer Verbindungen in Helminthen dar.
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1.3 Glutathion und Glutathion-Stoffwechsel

Das Tripeptid Glutathion (L-Glutamyl-L-Cysteinylglycin), liegt intrazellular in relativ hohen
Konzentrationen von 0,1 mM—10 mM vor®®. Auch in fakultativ anaeroben und aeroben
Bakterien wie Escherichia coli, nicht aber in anaeroben Mikroorganismen, stellt Glutathion
(GSH) das wichtigste intrazellulare Thiol dar***>*. Bei héheren Organisationsformen werden
die Aufgaben des GSH z. T. durch GSH-Analoga, wie Homoglutathion bei Phaseolus aureus
und Trypanothion bei Trypanosomen und Leishmanien, ibernommen®-*. Mit Ausnahme
dieser speziellen Falle, lasst die weite Verbreitung von GSH in aerob lebenden Organismen
darauf schliessen, dass das Tripeptid sich in der Evolution wahrend des Ubergangs von der
anaeroben zur Sauerstoff-enthaltenden Atmosphare entwickelt hat. Das biochemische
Verhalten des GSH steht in engem Zusammenhang mit der Entgiftung reaktiver
Verbindungen des Sauerstoffmetabolismus **“°. Der Hauptfunktionstrager des GSH ist die
Sulfhydrylgruppe des Cysteinrests. Diese Thiolgruppe kann als Elektronendonor dienen und
ist damit sowohl als Nukleophil, Reduktant und auch Radikalfanger wirksam. Nukleophile
Additions- und Substitutionsreaktionen fihren zu GSH-Konjugaten, welche durch den
sukzessiven Abbau des Peptids in Exkretionsprodukte wie Merkaptursaure, Thioglucuronide
u. a. Verbindungen umgewandelt werden. Reaktionen in denen GSH als Reduktant wirkt,
fuhren meist zur Bildung von Glutathiondisulfid (GSSG). Die Reaktion mit freien Radikalen
fuhrt nach Elektronenabgabe zur Bildung eines Thiylradikals.

Die Synthese von Glutathion erfolgt in zwei hintereinander geschalteten Reaktionen durch
das Schrittmacherenzym y-Glutamyl-Cysteinsynthetase und die GSH-Synthetase®. Um das
Verhéltnis von GSH zu GSSG im Cytosol, welches abhangig vom Organismus bzw.
Gewebe, zwischen 30:1 bis 100:1 liegt, aufrecht zu erhalten*', wird GSH sténdig neu
synthetisiert. Neben der Synthese von GSH erfolgt auch eine Reduktion des Disulfids durch
die NADPH-abhangige Glutathion-Reduktase*. Damit tragt die Glutathion-Reduktase dazu
bei, das unter aeroben Bedingungen intrazellular reduzierende Milieu der Zellen aufrecht zu

erhalten.

1.3.1 Glutathion-abhangige Entgiftungsenzyme

Neben seiner Funktion bei der Aufrechterhaltung des Thiol-Redoxstatus der Zelle, kommt
dem GSH eine zentrale Rolle als Teil des antioxidativen Systems zu. Antioxidantien wie o-
Tocopherol und Ascorbat werden durch GSH in reduziertem und damit aktiven Zustand
gehalten®®. Die Thioltransferase und auch die Protein-Disulfid-lsomerase sind auf GSH
angewiesen, um Enzyme wie die Pyruvatkinase und die Phosphofruktokinase im aktiven

Zustand zu halten.
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In der Reaktion mit dem Selenoprotein Glutathion-Peroxidase wirkt GSH als Cofaktor. Durch
die Katalyse der GSH-Peroxidase kdnnen praktisch alle organischen Peroxide und H,O,
entgiftet werden***°. Die Entgiftung toxischer 2-Oxoaldehyde die durch zellulére oxidative
Prozesse gebildet werden, wird von der Glyoxylase | (Glol) Gbernommen, welche GSH als
Cofaktor benutzen. Als Cofaktor wird GSH auch in den Reaktionen der Maleylacetoacetat-

|47

Isomerase im Tyrosinstoffwechsel*’, in Reaktionen der Formaldehyd-Dehydrogenase®® und

der Prostaglandin-Endoperoxid-Isomerase benétigt*®. In der Entgiftung endogener und
xenobiotischer Verbindungen durch Enzyme der GST-Superfamilie wird GSH aufgrund
seiner nukleophilen Eigenschaften als Cosubstrat genutzt. Die hierbei entstehenden
Glutathionkonjugate werden sukzessive abgebaut oder Uber spezifische Transporter aus der

Zelle geschleust.

1.3.2 Glutathion S-Transferasen

Die Glutathion S-Transferasen stellen eine gro3e Familie von Isoenzymen dar, die innerhalb
des Fremdstoffmetabolismus als Entgiftungsenzyme GSH-abhangige Konjugations-
reaktionen vermitteln. Die GST zeichnen sich, wie andere Superfamilien auch, durch eine
sehr breite, Uberlappende Substratspezifitdt der zugehdrigen Isoenzyme aus, d. h. sie
weisen eine grol3e Toleranz gegenliber den Strukturen und den elektrophilen Gruppen der
zu konjugierenden Verbindungen auf’®*"*2. GST katalysieren die Konjugation endogener und
xenobiotischer, meist lipophiler Verbindungen mit elektrophilem Zentrum an GSH, wodurch
Konjugate mit hydrophilerem und dadurch weniger toxischem Charakter entstehen®.
Weiterhin sind sie auch als passive Bindungsproteine von Ham, Bilirubin, Gallensauren,
Steroiden und anderen nichtpolaren Molekulen beschrieben worden, wobei die Bindung des
Liganden zu einer Inhibierung der enzymatischen Aktivitit fihren kann*. Diese passive
Bindung kann dem intrazellularen Transport und der Speicherung von Stoffen dienen,
verhindert aber auch eine Akkumulation dieser Stoffe in der Zellmembran und wirkt damit
dem zytotoxischen Effekt der Substanzen entgegen®.

Die Nomenklatur der GST beruht auf einer standardisierten Einteilung der Saugetier-
Enzyme, welche 1999 aber auch auf andere Organismen erweitert wurde®®. Die Zuordnung
der cytosolischen GST erfolgt auf Basis ihrer Sekundarstruktur und des Substratprofils und
wurde neben den bekannten Klassen der Alpha-, Pi-, Theta-, Mu- und Sigma-Klasse,

t°2. Bei Pflanzen sind zusatzlich Phi- und

kirzlich um die Zeta- und Omega-Klasse erweiter
Tau-Klassen definiert worden. Bakterien besitzen auch eine Beta-Klasse und bei héheren
wirbellosen Tieren ist eine Delta-Klasse beschrieben worden®"*®. Innerhalb der einzelnen
Klassen sind Strukturmotive vieler verschiedener Proteine fur die GST-Struktur rekrutiert
worden. Eine Ausnahme stellt allerdings die Klassen-lUbergreifend konservierte GSH-

Bindungsstelle, dar.
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Die GST der Sigmaklasse weisen z. B. eine starke strukturelle Ahnlichkeit zu den S-
Crystallinen der Linsen von Tintenfischaugen auf*. Eine weitere GST dieser Klasse ist,
aufgrund ihrer groRen Ahnlichkeit zu hamatopoetischen Prostaglandin D Synthetasen
(PGDS), als PGH, — PGD, - Isomerase identifiziert worden®. Innerhalb der Theta-Klasse ist
eine nur 13 kDa groRe GST mit hoher Sequenzidentitat zu MIF (,Macrophage Migration
Inhibitor Factor) beschrieben worden,®’ und innerhalb der erst kiirzlich beschriebenen
Omegaklasse befindet sich eine GST mit Ahnlichkeit zu einem Chlorid-Kanal (NCC27), die
auch auf Ryanodin-Rezeptoren modulatorisch wirken soll®.

In daraufhin untersuchten Parasiten konnten, mit Ausnahme einiger parasitischer Protozoen,
eine Vielzahl verschiedener GST-Isoenzyme nachgewiesen werden®’. Andere zur Phase Il
gehoérende Entgiftungsenzyme hdéherer Eukaryonten konnten in Helminthen jedoch nicht
nachgewiesen werden, so dass die GST im Zentrum der Abwehrmechanismen der

31

Helminthen stehen Fir viele GST von Helminthen sind bereits die cDNA- und

63,64,65

genomischen Sequenzen verdffentlicht worden:  O. volvulus und O. ochengi,

Echinococcus multilocularis®, Paragonimus westermani®’, Schistosoma japonicum und

3% Ascaridia galli’®, Ascaris suum’’, Ancylostoma duodenale,

Schistosoma manson
Heligmosoides polygyrus™ und Fasciola hepatica’ sind nur einige Beispiele. Weiterhin sind
durch die Arbeit des ,Filarial Genome Network® neue cDNA-Sequenzen mit Identitat zu
verschiedenen GST-Klassen publiziert worden.

Aufgrund ihrer zentralen Rolle im xenobiotischen Stoffwechsel der Helminthen gelten die
GST bei Toxikologen als mdgliche chemotherapeutische Angriffspunkte, wahrend sie fur
Immunologen potentielle Vakzinekandidaten darstellen. Immunisierungsstudien mit
rekombinant in E. coli exprimierten GST aus F. hepatica und S. mansoni haben gezeigt,
dass diese aulerordentlich protektive Antigene darstellen. Die Modulation von
Wirtseffektormolekiilen wie Leukotrienen, als Produkte des Lipoxygenaseweges, und
Prostaglandinen, als Produkte des Cyclooxygenaseweges, durch die GST macht es den
Helminthen mdglich, die Immunantwort des Wirtes zu modulieren. Die Metabolisierung
dieser Substrate kdnnte ein Mechanismus sein, mit dem die Helminthen die Aggregation von
Thrombozyten auf ihrer Oberflache verhindern bzw. mit den vaskularen Endothelzellen
interagieren. Die Analyse der exkretorisch-sekretorischen Produkte von S. mansoni in der
Haut hat beispielsweise ergeben, dass PGD, die Wanderung der aktivierten
Langerhanschen Zellen zu den Lymphknoten verhindert und damit die gerichtete

Immunantwort des Wirts verzégert”

. Auch ein Einfluss auf die Wirkung von Medikamenten,
deren Metabolisierung zu toxischen Sauerstoffverbindungen flhrt, konnte auf die Aktivitat
von GST zurtckgefuhrt werden. Die Inaktivierung der aktiven Form des Anthelminthikums
Metrifonate, das Dichlorvos, ist auf die Bildung des entsprechenden GS-X-Konjugats

zuriickzufithren”. Die passive Bindungskapazitit der GST und die damit verbundene
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Entgiftung durch Entzug der chemischen Verbindung aus dem Zellstoffwechsel ist ein

weiterer Mechanismus, welcher bei anderen Anthelminthika zu deren Inaktivierung fiihrt®.

1.1.3 Das Glyoxylase-System
Die Entdeckung des Glyoxylase (Glo)-Systems als Teil der GSH-abhangigen Enzymologie

geht auf die Arbeiten von Dakin & Dudley (1913) zurlick. Das ubiquitdre Vorkommen des
Glo-Systems im Cytosol fast aller pro- und eukaryotischen Organismen deutet auf eine
essentielle Funktion dieses Enzymsystems im Stoffwechsel hin’. Das Glo-System kommt in
in fast allen Zellen eines Organismus vor und ist mit Beginn der Embryogenese bis hin zum
Zelltod nachzuweisen. Die Bedeutung des Glo-Systems im Zellstoffwechsel steht in engem
Zusammenhang mit dem primaren Substrat Methylglyoxal und dessen physiologischer
Wirkungsweise’. Aus diesem Grund kommt dem Glo-System eine wichtige Rolle bei der
Entgiftung des toxischen Methylglyoxals zu. Auch eine Funktion in der Kontrolle des
glykolytischen Bypass des Embden-Meyerhof-Weges und bei der Kontrolle der
Zellproliferation gelten als gesichert. Das Glo-System besteht aus zwei Enzymen, der
Lactoylglutathion-Lyase (Glyoxylasel, EC 4.4.1.5) und der Hydroxyacylglutathion-
Hydroxylase (Glyoxylase Il, EC 3.1.2.6), dem Schrittmacherenzym. Als Isomerase katalysiert
die Glyoxylase | (Glol) die Bildung von S-2-Hydroxyacylglutathion aus dem Hemimercaptal-
Addukt von GSH und einer grolien Anzahl verschiedener 2-Oxoaldehyde. Im Anschluss
daran wird das 2-Hydroxyacylglutathion durch die als Thiolesterase wirkende Glyoxylase I
(Gloll) hydrolysiert (Abb.1.3.3.A).
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Abb.1.3.3.A Schematische Darstellung der GSH-abhangigen Stoffwechselwege der
Zelle

Im Zentrum der verschiedenen Stoffwechselwege steht das GSH. Weiterhin dargestellt sind
die de novo-Synthese von GSH, die Entsorgung der GS-X-Konjugate, die Reduktion von
GSSG durch die GSH-Reduktase sowie, als Bestandteile dieser Arbeit, die Gloln und die
GST. AS: Aminosaure; OF v-Glutamyl-AS; getrichelte Linien/Pfeile: Einwirkung von
oxidativem Stress.

Die Bildung von Methylglyoxal ist die Folge des Vorkommens von Triose-1,2-enediol
3-Phosphat bei physiologischem pH-Wert in den Zellen durch den Embden-Meyerhof-Weg.
Weitere Quellen von Methylglyoxal im Metabolismus von Saugetieren sind z. B. die
Oxidation von Acetol im Acetonmetabolismus’®®

Threoninkatabolismus durch die Aminoxidase®®* (Abb.1.3.3.B).

und die Bildung von Aminoaceton im
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Aceton Threonin
Glykolyse Metabolismus Katabolismus
Glukose Glycerin Aceton Threonin
Glycerin
Kinase
Glycerin-
3-phosphat
Glycerin-3- Aceton Threonin
phosphat Mono- Dehydrogenase
Dehydrogenase oxygenase
Dihydroxy-  ____.
acetonphosphat
/ A
v v
Fructose-  Aldolase ngze;]a ; 2-Amino-
1,6-bisphosphat o e : acetoacetat
\4 v v ¢
Glyceraldehyd- ' Acetol Aminoaceton
3-phosphat ' : :
Acetol Amin-
: ' Mono- ' oxidase
' . oxygenase .
v v v
METHYLGLYOXAL

Abb.1.3.3.B Quellen der Entstehung von Methylglyoxal im Organismus

Durch diese Stoffwechselwege liegen Methylglyoxal und auch Glyoxal als Metabolite in den
Zellen in Konzentrationen von 0,1 -2 uM vor®. Eine Erhéhung der Konzentration in
millimolare Bereiche hat verschiedene zytotoxische Effekte zur Folge, wie die Hemmung
glyokolytischer Enzyme® und die Inhibierung der Mikrotubulizusammenlagerung®.
Methylglyoxal ist auch verantwortlich fir die Bildung von ,Advanced Glycation Endproducts®
(AGE), welche zu schweren Zellschadigungen und Hyperglykdmie fiihren®. Weitere
zytotoxische Effekte des Methylglyoxals und verwandter 2-Oxoaldehyde beruhen auf der
Modifikation von Arginin- und Cysteinresten in Proteinen, wodurch es zu einer vorzeitigen
Degradation dieser Proteine kommt. Methylglyoxal flihrt durch Bindung an DNA- und RNA-
Strange, besonders an deren Guanosinreste, zu einem Anstieg der Mutageneserate und
darauffolgender Apoptose®”. Resultierende DNA/DNA- und DNA/Protein- Verkniipfungen und
Schwesterchromatidaustausche konnten direkt auf eine Erhéhung der
Methylglyoxalkonzentration zurtickgefuhrt werden. Durch Zugabe von 1 mM Methylglyoxal zu
E. coli Zellen wurde die zytostatische Wirkung von o-Oxoaldehyden, als Folge der

846 \Jersuche, die Toxizitat und

Inhibierung der Proteinsynthese, nachgewiesen
zytostatische Wirkung von «-Oxoaldehyden fur therapeutische Zwecke, v.a. in der
Onkologie, zu nutzen sind aufgrund der schnellen Umsetzung der Verbindungen zu o-

Hydroxysauren, bisher erfolglos verlaufen. Weiterflihrende Untersuchungen konzentrieren
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sich auf die Entwicklung von Inhibitoren der Enzyme des Glo-Systems um die schnelle
Metabolisierung dieser Verbindungen zu verhindern. Die Hemmung der Glol-Aktivitat in
resistenten Leukamiezellen hat diese z. B. fur eine chemotherapeutische Behandlung wieder
zuganglich gemacht®.

Von besonderem Interesse ist das Glo-System auch in Hinblick auf die Entgiftung reaktiver
Sekundarprodukte der Lipidperoxidation. Die in der Zellmembran entstehenden o-
hydroxylierten Carbonylverbindungen kénnen durch Autooxidation und B-Eliminierung zu
Substraten der Glol werden. Damit kommt dem Glo-System auch eine entscheidende Rolle
bei der Abwehr von oxidativem Stress zu*®",

Bisher ist das Glo-System nur bei wenigen Parasiten biochemisch charakterisiert worden.
Bei Untersuchungen von Plasmodium falciparum infizierten Erythrocyten wurde eine 30-fach
erhdhte Bildung von D-Lactat aus Methylglyoxal im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen
nachgewiesen. Dieser Anstieg der D-Lactat Bildung konnte auf eine Erhéhung der Glol und
ll-Aktivitat zuriickgefiihrt werden. Die Relevanz des Glo-Systems fiir das Uberleben der
Parasiten wurde durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren der Glol deutlich. S-p-
Bromobenzylglutathion z. B. inhibiert das Wachstum von P. falciparum in vitro und fuhrt nach
etwa 6h zum Absterben der Parasiten® . Das Glo-System verschiedener Helminthen wurde
bisher nur mittels Aktivitatsbestimmungen in Homogenaten und Rohextrakten untersucht.
Dabei zeigte sich eine hohe Variabilitat im Vorkommen der Enzyme des Systems. Wahrend
in den daraufhin untersuchten Nematoden sowohl Glol- als auch Gloll-Aktivitdt gemessen
werden konnte, wiesen Trematoden und Cestoden lediglich Gloll, nicht aber Glol-Aktivitat
auf’®. Sehr hohe spezifische Aktivititen fiir verschiedene Substrate wurden bei der

Charakterisierung des Glo-Systems von Onchocerca gutturosa nachgewiesen'?.
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1.4 Zielsetzung

Aufgrund fehlender makrofilarizider Medikamente stellt die Kontrolle und Bekadmpfung von
Filarieninfektionen in den tropischen Gebieten der Erde bis heute ein gesundheitliches
Problem dar. Fur die Bekdmpfung und Kontrolle der als Flussblindheit bekannten
Onchocerciasis werden deshalb parallel zwei Strategien verfolgt: durch das Vektor-
Kontrollprogramm der OCP erfolgt eine Bekampfung der Kriebelmiicken (Simulium spec.) als
Ubertrager der Onchocerciasis. Zum anderen wird versucht, die Behandlung der
Bevolkerung mit dem mikrofilariziden Medikament Ivermectin zu gewahrleisten. Das Ziel, mit
diesen Methoden eine Ausrottung der Onchocerciasis zu erreichen, ist an der Infrastruktur,
der flachendeckenden Behandlung der Bevolkerung in den endemischen Gebieten und auch
an der Notwendigkeit einer regelmafigen Verabreichung von lvermectin, bisher gescheitert.
Viele grundlegenden Studien der Uberlebensstrategien parasitischer Nematoden im Wirt
haben dazu beigetragen, das Verteidigungssystem des Parasiten, gerichtet gegen die
Immunabwehr des Wirtes, ndher zu charakterisieren. Dabei sind grundlegende Unterschiede
im xenobiotischen Metabolismus zwischen Wirt und Parasit aufgedeckt worden, die nun fur
die Entwicklung von makrofilariziden Medikamenten oder Vakzinen genutzt werden kénnen.
Ein potentielles Ziel stellt das Glutathion-abhangige Entgiftungssystem von Onchocerca
volvulus dar, welches aufgrund seiner zentralen Rolle im Stoffwechsel und seinen vielfaltigen
Funktionen als geeigneter Angriffspunkt erscheint. An zentraler Stelle der Glutathion-
abhangigen Entgiftung in Helminthen stehen die Glutathion S-Transferasen, welche bereits
als potentielle Vakzinekandidaten flir die Bekampfung der Bilharziose identifiziert wurden.
Ein weiteres System der Glutathion-abhangigen Enzymologie stellt das Glyoxylase-System
dar, welches bei der Entgiftung toxischer a-Oxoaldehyde eine Rolle spielt.

Um den Stellenwert des Glyoxylase-Systems auf die Entgiftung dieser zytotoxischen
Verbindungen bei O. volvulus einschatzen zu kénnen, sollte die Glyoxylase | aus O. volvulus
isoliert, rekombinant exprimiert und biochemisch charakterisiert werden.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen der O. volvulus Glutathion
S-Transferase 1a und -1b (Ov-GST1a und -1b) beruhen auf der Identifizierung dieser
Enzyme als exkretorisch-sekretorische Proteine und der fur GST ungewdhnlichen N-
Glykosylierung und N-terminalen Verlangerung. Daher sollte die N-Glykanstruktur der Ov-
GST1a und -1b charakterisiert und der Einfluss der N-Glykane auf die Erkennung der GST
als Antigen in Seren von Patienten mit Onchocerciasis durch ELISA analysiert werden.
Weiterhin sollte die Antikdrperantwort gegen die N-terminale Verlangerung der Ov-GST1a
und -1b in Seren von Patienten mit Onchocerciasis untersucht werden. Als Teil einer
biochemischen Analyse sollte das physiologische Substrat dieser GST identifiziert werden.

Fir eine vergleichende Analyse sollte das Expressionsmuster der rOv-GST1a in dem
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Modellnematoden Caenorhabditis elegans untersucht werden. Durch ektopische Expression
der rOv-GST1a in C. elegans sollte die Kapazitat dieses Nematoden als Modell fur die
Expression posttranslationell modifizierter Proteine des Parasiten untersucht werden.

Durch ,Differential Display“ RT-PCR wurde der 3'-Bereich einer O. volvulus GST identifiziert,
die durch oxidativen Stress hochreguliert wird. Im Folgenden sollte die cDNA der Ov-GST3
isoliert und eine erste Analyse der Genstruktur vorgenommen werden. Innerhalb der Arbeit
sollte mit der Untersuchung der transkriptionellen Regulation homologer GST von C. elegans
unter Einfluss von xenobiotischen Verbindungen begonnen werden. Weiterhin sollte das

Expressionsmuster einer homologen GST in C. elegans charakterisiert werden.
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21 Bioreagenzien und Chemikalien

Alexis Biochemicals:
Amersham Buchler (Braunschweig):

Amersham Pharmacia Biotech:

Biomol (Hamburg):

Boehringer (Mannheim):
Eurogentech:
GibcoBRL (Eggenstein):

GibcoBR (Life Technologies, Invitrogen):
Macheray-Nagel:

MBI Fermentas:
Merck (Darmstadt):

New England Biologies:

Packard:

Pekin Elmer:

Promega:
Pierce

Quiagen:

COX-1, PGD,, PGH,, Arachidonsaure
a-[*°S]-, o—[**P]-dATP

Glutathion Sepharose, Sequenase Kit,
Western Blot Molekulargewichtsstandard
Rainbow™

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA),
Glycerin; Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid
(IPTG), Tris-Puffer

Ampicillin, dNTP, Lysozym

Agarose

Low Melting Agarose, SDS-PAGE
Molekulargewichtsstandard

PCR-Supermix, Taqg-Polymerase, Topo TA
Cloning-Kit, Acrylamid/ Bisacrylamid
Nucleobond AX Midi Kit

1kb DNA Leiter GeneRuler™
Ammoniumpersulfat  (APS), Isopropanol,
Magnesiumchlorid,
Natriumhydrogencarbonat, Natriumacetat,
Natriumchlorid, Natriumdodecylsulfat (SDS),
N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin, (TEMED)
Restriktionsenzyme, Elongase, T4-DNA
Ligase

ATP-Lite Kit

Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit

Pfu-Polymerase, T4-DNA Polymerase
Feinchemikalien fir das ELISA

EndoFree™ Plasmid Maxi Kit, QIAquick PCR
Purification Kit,

QIAquick Gel Extraction Kit,
Ni-NTA-Agarose-Matrix
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Roche:

Serva (Heidelberg):

Sigma (Deisenhoven):

Stratagene (La Jolla):

USB (Cleveland, USA):

2.2 Puffer und Nahrmedien

Proteinase K, Collagenase, RNase, DNase,
Reverse Transkriptase, DNA
Restriktionsenzyme

Dialyseschlauche, SDS
Bovine-Serum-Albumin (BSA), Coomassie
Brilliant Blue, Diylpyrocarbonat (DEPC),
Dithiothreitol (DTT), Ethidiumbromid, Kodak
Biomax MR, Methylglyoxal, Mineraldl; red.
GSH, S-Hexylgluthathion-Sepharose,
Siliciumoxid (Glasmilch), Nystatin,
Feinchemikalien fir Enzymtests

Pfu Polymerase; DNA Extraction Kit, IPTG,
X-GAL

Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing-Kit

Aufgefiihrt sind alle mehrfach konzentrierten Puffer und Medien, sowie die im Labor

allgemein zur Verfiigung stehenden Lésungen. Die fir spezielle Versuche bendétigten Puffer

und Biochemikalien sind im methodischen Teil bei der Versuchsdurchflihrung angegeben.

Puffer und Medien fiir Arbeiten mit C. elegans:

Freezing Solution:

M9-Puffer:

“Nematode growth medium” (NGM)
und NGM-Agar:

5,85 g NaCl, 6,8 g KH,PO, 300 g Glycerol,
5,6 ml 1 M NaOH, ad 1 | dH,O Nach dem
Autoklavieren: 3 ml 0,1 M MgSO,

3 g KH,PO, 6 g Na,HPO, 5 g NaCl,

1 ml 0,1 M MgSQO,, ad 1| H,O, autoklaviert

3 g NaCl, 17 g Agar, 2,5 g Sojabohnen -
Pepton, ad 975 ml H,0.

Nach dem Autoklavieren: 1 ml Cholesterol (5
mg/ml in Ethanol), 1 ml 1M CaCl, 1ml 1M
MgSO,, 25 ml 1 M KH,PO,, pH 6
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2. Material und Methoden

Losungen fiir die Herstellung chemisch kompetenter Bakterienzellen,

(Escherichia coli):

Losung A:
Losung B :

100 mM CaCl,
80 mM CacCl,, 15% Glycerin

Allgemeine Losungen fiir molekularbiologische Arbeiten:

Beschwerungspuffer fir DNA/RNA-
Agarosegelelektrophorese:

New Wash:

STET-Puffer:

5 x TAE-Puffer:

5 x TBE-Puffer:

0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol,
40% (w/v) Glycerol

50% Ethanol, 10 mM Tris, pH 7,5, 0,05 mM
EDTA, pH 8,0, 50 mM NaCl

50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 50 mM EDTA, 5%
(v/v), Triton-X-100, 8% (v/v) Sucrose

200 mM Tris-Base, 1,5 mM Natriumacetat,

5 mM EDTA, pH 8,0

450 mM Tris-Base, 450 mM Borat, 10 mM
EDTA, pH 8,0

Hybridisierungslosungen fiir o-[*P]-dATP markierte DNA/RNA:

Heringsspermien-DNA:
100x Denhardt's:

20x SSC:

BD1:

BD2:

10 mg/ml Heringssperma in TE-Puffer

2% Ficoll, 2% Polyvinylpyrrolidon, 2% BSA
3 M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl

1 M Tris/HCI, pH 7,4, 1,5M NaCl

Hybridisierungslésungen fiir Dig-11-dUTP markierte DNA:

5 x Maleinsaurepuffer:

10 x Blockierungspuffer:

Hybridisierungslosung:

Waschpuffer:

0,5M Maleinsdure, 0,75M NaCl, pH7,5
(NaOH)

10 % (w/v) Blockierungsreagenz

in 1 x Maleinsaurepuffer

5x SSC, 1 % (v/v) Blockierungspuffer, 0,1 %
(v/v) N-Lauroylsarkosine, 0,02 % SDS

0,3 % (w/v) Tween 20

in 1 x Maleinsaurepuffer
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5 x Detektionspuffer: 0,5 M Tris-Base, 0,5 M NaCl, pH 9,5
Allgemeine Léosungen fiir biochemische Arbeiten:
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS):
150 mM NaCl, 199 mM NaHPO,, 4 mM
NaH,PO,, pH 7,3
SDS-PAGE Loésungen:
2 x SDS-Probenpuffer: 1,52g Tris-Base, 2 g SDS, 25,8 g Glycerin,

5ml  B-Mercaptoethanol, 1 Spatelspitze
Bromphenolblau ad 100 ml mit dH,O, pH 6,8

(Bis-) Arcylamid Stocklésung: 29,1 g Acrylamid, 0,9 g Bisacryamid in 100
ml

Sammelgelpuffer: 5,7 g Tris/HCL in 100 ml, pH 6,7

Trenngelpuffer: 36,3 g Tris/HCL in100 ml, pH 8,9

APS: 10% (w/v) in dH,O

1 x SDS- Laufpuffer: 3g Tris/HCL, 14,4 g Glycin, 10 ml SDS

(10%) ad 11 dH,0

Losungen fiir die Coomassie Farbung:

Fixierer: 20% Trichloressigsaure
Farbelbsung: A: 0.2% ,Coomassie Brilliant Blue“G-250 in
96% Ethanol
B: 20% Eisessig
A und B zu gleichen Teilen mischen
Entfarber: 20% Ethanol (v/v), 10% (v/v) Eisessig in 11|
dH,O

Losungen fiir die Silberfarbung:

Lésung 1: 30% Ethanol, 10% Essigsaure
Lésung 2: 20% Ethanol, 0,5M Natriumacetet, 0,5%
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Lésung 3:
Losung 4:

Lésung 5:
Western Blot Losungen:
Anodenldsung 1:

Anodenldsung 2:

Kathodenlésung:

Glutaraldehyd, 0,2% Na,S,0;
0,1% AgNO3;, 0,02% Formaldehyd
2,5% Na,CO3, 0,01% Formaldehyd
0,05 M EDTA

0,3 M Tris/HCI, 20% Methanol, pH 10,4

25 mM Tris/HCI, 20% Methanol, pH 10,4

40 mM 6-Aminohexansaure, 20% Methanol,
pH 7,6

Losungen fiir die Inmunodetektion von Proteinen:

BCIP :

NBT:

Substratpuffer:

Stoppuffer:

Losung fiir die Proteinbestimmung

Bradford-Reagenz

2.3

Clos, J.!
Invitrogen
Fire, A.%?
(Carnegie
Baltimore, MD)
Schnabel, H.%®

(Universitat Braunschweig)

Institution of  Washington,

100 mM 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
in 100% Dimethylformamid

100 mg Nitroblautetrazoliumchlorid in 2 ml
70% Dimethylformamid

0,1 M Tris-Base, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
pH 9,5

20 mM Tris/HCI, 1 mM Na-EDTA, pH 2,9

0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250,
4,7% Ethanol (w/v), 8,5% H;PO, (w/v)

Plasmidvektoren, Bakterienstamme, C. elegans Stamme

pJC40
pJC20, TOPO pCR™\I
pPD49.83, pPD95.77, pPD118.25

C. elegans Wildtyp, N2 var. Bristol

C. elegans Mutanten, phal
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Stratagene: BL21, BLR-DE3Plys, Dh5 a, HB101, HT115,
PLKF’, OP50

2.4 Biochemische Methoden

Alle mehrfach konzentrierten Puffer und Medien, sowie die im Labor allgemein zur Verfiigung
stehenden Lésungen sind unter 2.2: ,Puffer und Nahrmedien“ angegeben. Verwendete
Abkurzungen fur Inkubationszeiten:1 Hochkomma (’) steht fir Minute, 2 Hochkommata () fur
Sekunde.

2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach der Mikromethode von Bradford® mit

Rinderserumalbumin als Referenzprotein durchgefinhrt.

2.4.2 Praparation von 100 000 xg Uberstanden der Nematoden fiir die
Proteinaufreinigung
Die Wilrmer wurden unter Zugabe von PBS/1%Triton X-100, 0,1 mM PMSF (1:5, v/v)
homogenisiert. Durch Zentrifugation (Centricon T1065, TFT 55.38 Rotor, Kontron) fur 1h bei
100 000 xg wurde der Uberstand gewonnen und bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung

gelagert.

2.4.3 Proteinaufreinigung im "Batch"-Verfahren

Die Bakterienpellets wurden nach der Expression in dem entsprechenden Bindungspuffer
der verwendeten Affinititsmatrix resuspendiert, beschallt und der Uberstand durch

Ultrazentrifugation von Zellriickstadnden befreit.

a) “His-Bind Resin” - Agarose (Qiagen) :

Bindungspuffer: 10 mM Imidazol/0,5 M NaCl/20 mM Tris/HCI, pH 7,9
Waschpuffer: 20 mM Imidazol/ " /"
Elutionspuffer: 250 mM Imidazol/ " /"

b) GSH-Sepharose (Pharmacia):

Bindungspuffer: PBS, pH 7,4

Waschpuffer: PBS, pH 7,4

Elutionspuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 8,0/20 mM GSH
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c) S-Hexyl-GSH-Sepharose (Amersham):

Bindungspuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,8
Waschpuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,8/0,1 M Dithiothreitol
Elutionspuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,8/0,1 M Dithiothreitol/10 mM S-Hexyl-GSH

Zur Proteinbindung wurden die Bakterienlberstande auf die mit Bindungspuffer aquilibrierten
Affinitdtmatrices geladen und Uber Nacht unter Drehen bei 4°C inkubiert. Die Sepharose
wurde anschliessend 3 x mit dem entsprechenden Waschpuffer gereinigt (30', Drehen, 4°C)
und mit 500 ul Elutionspuffer flr 30' bei 4°C konzentriert eluiert. Alle Zentrifugationsschritte
der Matrices erfolgten bei 500 rpm, 4°C. Alle Proteine wurden Uber Nacht gegen die fir die

folgenden Versuche bendtigten Puffer dialysiert.

2.4.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Elektrophorese wurde unter denaturierenden Bedingungen nach Laemmli® durchgefiihrt.
Die Proben wurden mit dem gleichen Volumen SDS-Probenpuffer versetzt, fir 5 gekocht
und 15 bei 14 000 xg zentrifugiert. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde
erfolgte in Minigel G42 Kammern (Biometra) bei 20 mA ( 5% Sammelgel) und 40 mA (12,5%
bzw. 15% Trenngel). Als Molekulargewichtsstandard fur SDS-PAGE wurde bei Coomassie
Farbung ein Marker mit einem Molekulargewichtsbereich von 10 000 bis 220 000 Da (Gibco
BRL) verwendet. Bei anschliellendem Western Blot der Proteine wurde ein vorgefarbter
Marker (,Prestained SDS-PAGE Standard, Rainbow™*) mit einem Molekulargewichtsbereich
von 7 000 bis 203 000 Da verwendet.

2.4.5 Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie Blau

Die Gele wurden 30 fixiert, fir 1-2h gefarbt und bis zum Erhalt eines transparenten

Hintergrundes entfarbt.

2.4.6 Silberfarbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Die Farbung der Polyacrylamidgele erfolgte nach der Vorschrift von Heukeshoven und
Dernick®™. Die Gele wurde fiir 15’ in Lésung 1 fixiert, weitere 15" in Lésung 2 inkubiert und
nach 3 x Waschen in dH,0 in Losung 3 fur 15 getrankt. In Lésung 4 wurden die Gele bis zur
Farbung der Proteinbanden entwickelt und die Entwicklung dann durch Zugabe von Lésung

5 gestoppt.
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2.4.7 Western Blot Analyse

Die Proteine aus den SDS-PAGE wurden durch das Semi-Dry-Blotverfahren in einer
horizontalen Blotkammer (LKB Bromma 2117 Multiphor Il, Firma Pharmacia) auf eine
Nitrocellulosemembran (PROTRAN BA-85, Schleicher & Schuell) transferiert. Vor dem
Blotten wurde das Gel in Kathodenpuffer fir 30" aquilibriert.

Blotaufbau (Anode - Kathode):

3 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenlosung 1

6 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenlosung 2

1 Lage Nitrocellulose, getrankt in Anodenlosung 2

Polyacrylamidgel

9 Lagen Filterpapier, getrankt in Kathodenldsung

Der Transfer der Proteine erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 0,8 mA/cm? fiir 1h.

2.4.8 Immunodetektion der transferierten Proteine

Verwendete Antikorper:

Anti-Ov-GST1a/1b: 1:250 (v/v) in PBS/1% BSA

Anti-Rabbit IgG F(ab’)2 Fragment, aus Eseln, alkalische Phosphatase-konjugiert (Immuno
Research Laboratories, Inc.), 1:5 000 (v/v) in PBS/1% BSA

Die Nitrocellulosemembran wurde nach dem Blot 1h bei RT mit PBS/1% BSA blockiert und
Uber Nacht bei 4°C mit dem 1. Antikdrper inkubiert. Danach wurde 3 x mit PBS/0.05%
TWEEN 20 gewaschen und der Blot in der Lésung mit dem 2. Antikérper flr 1h bei RT
geschwenkt. Daraufhin wurde der Blot erneut 3 x mit PBS/TWEEN 20 und abschlieRend 1 x
mit H,O flir je 5 gewaschen. Fir die Detektion der Ov-GST1 wurde die Farbelésung mit
0,033% (v/v) NBT und 0,33% (v/v) BCIP versetzt und der Blot bis zur gewlnschten Intensitat
der Proteinbanden darin inkubiert. Die Farbentwicklung wurde durch Inkubation des Blots in
Stoppuffer beendet und der Blot anschlieRend auf Whatmanpapier getrocknet und im

Dunkeln aufbewahrt.

249 Deglykosylierung der nativen Ov-GST1a und -1b und der rOv-GST1a
aus C. elegans

Glykosidasen:

1. Rekominante Peptid-N-Glykosidase F Flavobacterium meningosepticum (Roche)
2 Rekombinante Endoglykosidase H Streptomyces plicatus (Roche)

3. o-Mannosidase Canavalin ensiformis (Oxford GlycoSystems)

4 Endo-B-Galactosidase Bacteroides fragilis (Roche)
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1. 1 — 2 pg Protein wurden mit 0.5% SDS 10’ auf 95°C erhitzt und Uber Nacht bei 37°C
in Peptid-N-Glykosidase F-Puffer (200 mM NayHPOy4, 25 mM Na-EDTA, 1% CHAPS, pH 7,3)
mit 1 Einheit Peptid-N-Glykosidase F (0,2 U/ul) in einem Endvolumen von 100 pl inkubiert.

2. 1 ug Protein wurde mit 0,06% SDS 5’ bei 95°C denaturiert und Gber Nacht bei 37°C
in 0,1 M Natriumacetatpuffer, pH 5,5/0,5mM PMSF mit 0,003 Einheiten Endoglycosidase H
(1 mU/ul) in einem Volumen von 50 pl inkubiert.

3. 1 ug Protein wurde mit 0,5 Einheiten a-Mannosidase (0,1 U/ul) in 0,1M Na-Acetat-
puffer, pH 5,0/2 mM Zn2+ in einem Volumen von 50 pl Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

4, 1 ug Protein wurde mit 0,0025 Einheiten Endo-B-Galactosidase (1 mU/pl) in 50 mM

Natriumacetatpuffer, pH 5.8 in einem Endvolumen von 80 pul Gber Nacht bei 37°C verdaut.

Fir die SDS-PAGE und Western Blot Analyse wurden die Ansatze unter
Vakuumzentrifugation auf ein Volumen von 25 ul eingeengt

Die Deglykosylierung der nativen Ov-GST1a und -1b fur die ELISA Analyse erfolgte unter
nicht denaturierenden Bedingungen (2’ 80°C, -SDS).

2.4.10 Expression der Ov-Glol

Zur Expression wurde das Plasmid pJC40::0v-Glol in den E. coli Bakterienstamm
BL21(DE3) transformiert und ein Klon Gber Nacht bei 37°C im Schuttelinkubator in 10 ml LB-
Medium/1 mM ZnS0O4/10% (v/v) Glycerol/50 ug/ml Ampicillin angezogen. Nach Verdinnung
der Kultur (1:100 (v/v)) im selben Medium wurde die Kultur bis zu einer ODgqo 0,6 bei 37°C
inkubiert und die Expression der anschliessend mit 1 mM IPTG induziert. Nach 3h wurde die
Bakterienkultur pelletiert (30', 3 500 rpm, 4°C), die Zellen in 10 mM Tris/HCI, pH 7,8
resuspendiert und zum Aufbrechen der Bakterienzellwand 8 x flir 30" auf Eis sonifiziert
(30 Watt). Nach Ultrazentrifugation bei 100 000 xg (TFT 55.33 Rotor, Centrikon T-1065,

Kontron) wurde der Uberstand affinitatschromatographisch aufgereinigt.

2.4.11 Enzymkinetik der rOv-Glol

Die kinetischen Konstanten, spezifische Aktivitdt und das Inhibitorprofil konnten
spektrophotometrisch bestimmt werden.

Die Bestimmung der kinetischen Konstanten der rOv-Glol fir Methylglyoxal wurde durch die
Zunahme der Absorption bei 240 nm (e= 2,86 mM™” x cm™) bestimmt, fiir Phenylglyoxal als
Substrat erfolgte die Messung bei einer Wellenldnge von 263 nm (e = 5,69 mM™ x cm™). Zur
Bestimmung der Konzentration der nichtenzymatisch gebildeten Hemimerkaptale (aus GSH

und Methylglyoxal/Phenylglyoxal) wurden die Gleichgewichtskonstanten von 3 mM flr
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Methylglyoxal bzw. 0,6 mM fur die Phenylglyoxalreaktion verwendet. Durch 5' Prainkubation
von 2 mM Methylglyoxal/Phenylglyoxal mit 2 mM GSH in 0,05 M NaPhosphat-Puffer, pH 6,6,
wurde eine vollstdndige Hemimerkaptalbildung gewahrleistet, bevor die Messung durch
Zugabe der entsprechenden Konzentration an rOv-Glol gestartet wurde. Die kinetischen
Konstanten wurden aus Werten im proportionalen Bereich von Enzymaktivitat
(Substratumsatz) und Enzymkonzentration ermittelt. K,- und V..-Werte wurden durch
doppelt-reziproke Plots nach Lineweaver-Burk bestimmt.

Die ICs-Werte fur die rOv-Glol wurden unter Konstanthaltung der GSH- und
Methylglyoxalkonzentration (Adduktkonzentration: 20 uM) bei verschiedenen

Inhibitorkonzentrationen (bis 100 uM) bei A = 240 nm gemessen.

2.4.12 Gelfiltration

Fur die FPLC-Analyse der rOv-Glol wurde eine ,High Load“ Superdex 75 Saule (16 x 16 cm)
verwendet. Nach Aquilibrierung mit 50 mM Tris/HCI, pH 8,0/150 mM NaCl wurden 500 ug
rOv-Glol auf die Saule geladen und bei einer Durchflussrate von 60 mi/h in 2 ml Fraktionen
aufgefangen. Die Bestimmung der rOv-Glol-haltigen Fraktionen erfolgte durch die Analyse
der enzymatischen Aktivitdt mit Methylglyoxal als Substrat. Fir die Bestimmung des
Molekulargewichts des nativen Proteins wurde die Saule mit folgenden Proteinstandards
kalibriert: Ferritin (440 000), Katalase (232 00), Aldolase (158 000), Rinderserumalbumin
(66 000), Ovalbumin (45 000) und Cytochrom C (12 500).

2.5 Molekularbiologische Methoden

Alle mehrfach konzentrierten Puffer und Medien, sowie die im Labor allgemein zur Verfligung
stehenden Ldsungen sind unter 2.2: ,Puffer und Nahrmedien® angegeben. Verwendete
Abkurzungen fur Inkubationszeiten:1 Hochkomma (’) steht fir Minute, 2 Hochkommata (”) fur
Sekunde.

2.5.1 Plasmid-DNA Praparation

a) Mini-Praparation:
Die Bakterienzellen der Ubernachtkultur werden bei 14 000 xg fur 2’ abzentrifugiert und in
200 pl STET-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 10 pl Lysozym aus Huhnereiweil}
(10 mg/ml) wurde der Ansatz fir 10" auf Eis gestellt, dann 2’ im Wasserbad gekocht und die
Zelltrimmer durch Zentrifugation bei14 000 xg/4°C fiir 15’ entfernt. Der Uberstand wird mit
500 yl 6 M Nad und 5 pl Glasmilch versetzt, 5° bei RT inkubiert, abzentifugiert und die
DNA/Glasmilch 3 x mit je 400 ul Waschpuffer gereinigt. Die Probe wird bei 56°C getrocknet
und die DNA schlief3lich durch Zugabe von 80 pl dH,O eluiert.
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b) Midi-/Maxi-Praparation:
Fir Plasmid-Grosspraparationen wurden die Kit-Systeme ,Nucleobond Plasmid Midi-Kit“ und
.Endofree Plasmid Maxi-Kit® des Herstellers Qiagen verwendet. Die Praparation erfolgte

genau nach Angabe des Herstellers.

2.5.2 Restriktionsverdau

Pro Reaktionsansatz wurden 1-10ug DNA mit den Restriktionsenzymen und
Pufferkomponenten entsprechend der Herstellerangaben (Roche) fir 1-3h verdaut. Die
Restriktionsansatze wurden im Folgenden mit dem PCR Purification Kit (Qiagen) nach

Angabe des Herstellers gereinigt.

2.5.3 Ligation

Fur die Ligation wurden 10 — 30 ng linearisierter Plasmidvektor-DNA mit 3 bzw. 5 molarem
Uberschuss an Fragment-DNA nach Herstellerangaben (Promega) mit 1,5 Einheiten T4
DNA-Ligase bei 14°C uber Nacht im Wasserbad inkubiert und am folgenden Tag in E. coli

(Dh5a) transformiert.

2.5.4 Plasmidtransformation in E. coli-Zellen

Die Transformation erfolgte nach der Methode von Cohen et al.*®. 100 ul kompetente E.coli-
Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und mit der Plasmid-DNA fur 30’ auf Eis inkubiert.
Nach einem anschlielenden Hitzeschock fir 90” bei 42°C wurden 700 pl vorgewarmtes LB-
Medium zugegeben und die Zellen fir 30’ in den 37°C-Schuttelinkubator gestellt.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 6 000 xg 2’ pelletiert, in 400 pl frischem LB-Medium
resuspendiert und auf LB-AMP-Platten ausgestrichen. Das Wachstum der Kolonien erfolgte
Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

2.5.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die PCR wurden mit je 2 Einheiten Tag-Polymerase (Roche), Elongase (Gibco BRL) oder

pfu-Polymerase (Pharmacia) und den entsprechenden Puffersystemen nach Angaben der
Hersteller durchgefihrt. Die DNA-Konzentration betrug max. 100 ng/100 yl PCR-Ansatz. Die
PCR-Konditionen wurden entsprechend der verwendeten Oligonukleotidprimer, der Lange

des zu amplifizierenden Fragments und verwendeten Polymerasen variiert.
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Angegeben sind die Bedingungen fur die Mutagenese PCR zur Erstellung von pPD 49.83 C-
term. His und Ov-GST1aM25A unter Verwendung von pfu-Polymerase. Nach der PCR
wurde das DNA Templat flr 1h bei 37°C mit Dpnl verdaut und 7 pul des PCR-Ansatze in

Dh5a. transformiert.

95°C 30~

95°C 30" -
55°C 7 14 x
68°C 2/kb -
4°C o

2.5.6 Screening der O. volvulus A-Zapll cDNA-Bank zur Isolierung von Ov-
GST3 und Ov-Glol-Klonen

100 ml LB-Medium wurden mit 0,2% Maltose, 10 mM MgSO, mit einer Ubernachtkultur des
E. coli Stammes PKLF’ angeimpft und bis zu einer ODgg von 0,5 bei 37°C inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 14 000 xg fur 5 wurden die Bakterien in 25ml 10 mM MgSO,
resuspendiert und fur die Infektion mit den vorher getiterten Phagen der O. volvulus \-Zapll
cDNA-Bank fir 20’ bei 37°C infiziert. Die Ansatze wurden mit 9 ml NZY-Weichagar
vermischt, auf NZY-Agarplatten ausplattiert (~ 10 000 Phagenklone/Platte) und Uber Nacht
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Von jeder Platte wurden 2 Abziige mit Nitrocellulose-
Filtern (Schleicher & Schuell) gemacht. Die Filter wurden in BD1 denaturiert, in BD2
neutralisiert und mit 2 x SSC gewaschen. Die DNA wurde durch Erhitzen der Filter auf 80°C
fur 30’ fixiert und konnte anschliessend fur die Hybridisierung verwendet werden. Positive
Phagenklone wurden nach dem ersten Screening-Zyklus ausgestochen, in SM-Puffer eluiert
und fur die 2. Runde erneut ausplattiert. Die in dieser Runde erhaltenen Phagenklone

wurden vereinzelt und zur Freisetzung in SM-Puffer Gberflhrt.

2.5.7 ,Invivo Excision“ vom Phagen A-Zapll zum Plasmidvektor

Die ,In vivo Excision“ der positiven Phagenklone erfolgte nach Vorschrift des Herstellers
(Stratagene) entsprechend der Anleitung des ,Uni-Zap™ Cloning Kit“. Fiir die Umwandlung
in Plasmidvektoren (pBluescript-SK*) wurden E. coli Zellen des Stammes XL-1 Blue und die

Helfer Phagen R408 verwendet.
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2.5.8 Praparation von gesamtRNA von Nematoden

a)Praparation mit TRIZOL™ (Gibco, BRL)

Das Phenol:Guanudiniumthiocyanatgemisch wurde nach Angaben des Herstellers in 10-
fachen Uberschuss (w/v) zu dem Nematodenpellet gegeben und bis zum Aufschluss der
Wirmer homogenisiert. Nach einer Zentrifugation bei 12 000 g, 4°C fur 15', wurde die RNA
2x mit Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) und 1x mit Chloroform (1:1) extrahiert
und bei -70°C mit Ethanol gefallt.

b) Aufschluss der Wirmer mit dem Ribolyzer

Zur Gewinnung der RNA aus den Juvenilstadien wurden diese nach Beendigung der
Induktionsversuche mit TRIZOL versetzt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Nach dem
Auftauen in Gefasse mit feinem Quarzsand Uberfuhrt. Der Aufschluss erfolgte bei 4°C im
Ribolyzer bei Stufe 6, fir 3 x 25". Nach einer kurzen Zentrifugation wurde wie unter a)

beschrieben fortgefahren.

2.5.9 Radioaktive Markierung von DNA mit o-[**P]-dATP

Far die Markierung der DNA wurden nach Angaben des Herstellers (Roche) 25 ng DNA mit
Hilfe des ,Random Primed Labeling Kit* fiir 30’ bei 37°C mit 50 uCi a-[**P]-dATP inkubiert.
Nicht eingebaute radioaktive Nukleotide wurden im Folgenden auf einer Sephadex G50-

Saule abgetrennt.

2.5.10 Northern Blot Analyse
Pro Spur wurden 30 pg RNA in einem 1% Agarose/2,2 M Formamidgel elektrophoretisch

aufgetrennt. Der Transfer auf eine Nylonmembran erfolgte Gber Nacht mit 10 x SSC als
Transferpuffer im Kapillarverfahren. Die RNA wurde durch Erhitzen des Blots flir 1h bei 80°C

fixiert und konnte danach fir die Hybridisierung eingesetzt werden.

2.5.11 Hybridisierung von Northern Blots mit radioaktiv-markierter DNA

Die Prahybridisierung des Blots erfolgte flir mindestens 1h bei 42°C im Rollofen unter
Verwendung einer Hybridisierungslosung aus 50% Formamid/1% SDS/5x SSC/5x
Denhardt's/200 ug/ml denaturierter Heringsspermien-DNA. Nach Zugabe der denaturierten
radioaktiv-markierten DNA-Sonde wurde der Blot Uber Nacht bei 42°C hybridisiert.
Unspezifisch gebundene DNA wurde am folgenden Tag durch 2 x Waschen mit 2 x SSC/1%
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SDS fiir 10' bei 50°C und 1 x Waschen mit 1 x SSC/ 1% SDS entfernt. Der Blot wurde bei -
70°C flr 24h bis zu 1 Woche exponiert (Kodak BioMax).

2.5.12 Reverse Transkriptase-Reaktion

Die Erststrang cDNA-Synthese erfolgte in einem Volumen von 20 pl mit frisch praparierter
gesamtRNA der Nematoden unter Verwendung eines Oligo-(dT)Nukelotidprimers. Far die
Synthese wurden 200 ng RNA mit 25 mM Tris/HCI, pH 8,3/38 mM KCI/1,5 mM MgCl,/5 mM
Dithiothreitol/20 uM  dNTP-Mix und 0,2 yM "one-base-anchored" Oligo-(dT) Primer
eingesetzt. Nach einer kurzen Denaturierung bei 65°C und der Anlagerung des Primers bei
37°C fur 10, wurde die Synthese durch Zugabe von 100 Einheiten "Moloney Murine
Leukemia Virus“ (M-MLV) Reverse Transkriptase gestartet. Nach 45' bei 42°C wurde die
Reaktion durch Erhitzen auf 75°C fur 5' gestoppt und die cDNA bei -20°C gelagert.

2.5.13 Virtuelle Northern Blot Analyse

Verwendete Oligonukleotidprimer:

Oligo-dT/Sal IA, 5 biotinyl. 5-CTGCGCCAGAATTGGCAGGTCGAC (T) ,sG/A/C-3’

Oligo-dT/Sal IB 5'-CTGCGCCAGAATTGGCAGGTCGAC-3’
CapFinder B1 5-GAGAGAACGCGTGACGAGAGACTGACAGGGGGGGEA/ T/ C-3
CapFinder B2 5'-GAGAGAACGCGTGACGAGAGACTGACAG-3’

Erststrang cDNA-Synthese und Kopplung an die Avidin-gekoppelten magnetischen ,Beads®:

mRNA-BP: 20 mM Tris/HCI, pH 7,8, 2 mM EDTA, 1 M LiCl
mRNA-WP: 10 mM Tris/HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,15 M LiCl
cDNA-WP: 50 mM Tris/HCI, pH 8,3, 75 mM KCI

Fur die Erststrang cDNA-Synthese wurde die jeweils verwendete Menge gesamRNA flr 5’ bei
65°C denaturiert. Die Erststrang cDNA-Synthese erfolgte mit Oligo-dT/Sal IA und 1 -2 pg
gesamtRNA fur 45’ bei 42°C und 15’ bei 37°C (10 uM Dithiothreitol, 1 mM dNTPs, 2pmol/pl
Oligo-dT/Sal IA, 2 pmol/ul CapFinder B1, 100 Einheiten RNAsin, 200 Einheiten M-MLV
Reverse Transkriptase, 2 ug Rinderserumalbumin, 2 mM MnCl; in 50 mM Tris/HCI, pH 8,3).
Die Beads (5 pl/Probe) werden nach 2 x Waschen in mRNA-WP aliquotiert und mit 50 pl
MRNA-BP versetzt. Die Kopplung erfolgt bei 37°C fiir 1h unter Schitteln. Nach 2 x Waschen
in mMRNA-WP wird die gekoppelte cDNA in 50 ul cDNA-WP aufgenommen und kann durch
Lagerung bei 4°C bis zu einer Woche verwendet werden. Fir die Vermehrung der cDNA

wurden 1 - 5 pl der gekoppelten cDNA eingesetzt.
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Die cDNA-Vermehrung erfolgte unter Verwendung von Oligo-dT/Sal IB und CapFinder B2
(1 Einheit Taq Polymerase, 200 uM dNTPs, 2,5 mM MgCl,, 20 pmol/Oligonukleotid) unter
den angegebenen standardisierten PCR-Bedingungen, wobei die Anzahl der PCR-Zyklen

abhangig von den untersuchten Proben variiert wurde.
95°C 7
50°C 30”
72°C T
95°C 25”
50°C 30”
72°C T
95°C 25
50°C 30”
72°C 8
95°C 25”
50°C 30”
72°C 9
Etwa 5 pl der PCR-Ansatze wurde Uber Agarose Gelelektrophorese (1%; w/v) aufgetrennt

x x x

Lo L oo L oo L —_I
=

und durch das Kapillarblotverfahren auf Nitrocellulose transferiert. Der Nachweis der cDNA

erfolgte durch Digoxygenin-markierte cDNA Proben.

2.5.14 Markierung von cDNA mit Digoxygenin

Fir die PCR-Reaktion wurde die Tag-Polymerase und das Puffersystem der Fa. Invitrogen
verwendet. Fur die Markierung der DNA wurde Dig-11-dUTP (Fa. Roche) eingesetzt.

Die PCR (0,03 uM dTTP, 0,05 uM dGTP, 0,05 uM dCTP, 0,05 uM dATP, 0,016 uM Dig-11-
dUTP, 1,5 mM MgCI2, je 10 pmol der entsprechenden Oligonukleotidprimer, 1,5 Einheiten
Tag-Polymerase in  1x Gibco BRL-Puffer; Endvolumen: 50 ul) erfolgte unter
Standardbedingungen bei einer Elongationstemperatur von 72°C und wurde zeitlich
entsprechend der Lange des zu markierenden cDNA Fragments variiert. Die erfolgreiche

Markierung der DNA wurde durch Agarose Gelelektrophorese detektiert.

2.5.15 Nachweis Digoxygenin-markierter DNA auf Southern Blots

Die Prahybridisierung des Southern Blots erfolgte mit der Hybridisierungslésung fir 2h bei
65°C. Die Digoxygenin-markierte cDNA Sonde wurde fir 5’ bei 95°C denaturiert, auf Eis
abgekihlt und zur Hybridisierung in die Hybridisierungslésung gegeben. Der Blot wurde Gber
Nacht bei 65°C im Rollofen hybridisiert und nach Abnahme der Hybridisierunglésung 2 x 5’ in
2 x SSC/0,1%SDS (RT) und 2 x 15’ in 0,1 x SSC/ 0,1% SDS gewaschen.

Fir den Chemilumineszenznachweis wurde der Blot fir 5’ in Waschpuffer aquilibriert, fir 30°

mit 100 ml Blockierungslésung bei RT inkubiert und im Folgenden fir 1h bei RT mit Anti-
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Dig/Alkalische Phosphatase-markiertem Antikérper (1:10 000, v/v) in 1% Blockierungspuffer
geschwenkt. Der Blot wurde 2 x 15" mit 100 ml Waschpuffer gewaschen und fir 5 in 50 ml
Detektionspuffer aquilibriert. Der Nachweis erfolgte mit CSPD (,disodium 3-(4-methoxyspiro
(I,2-dioxetane-3,2-(5"-chloro) tricyclo [3.3.1.1.%7] decan)-4-yl) phenyl phosphate®) als

Substrat (1:100, v/v) in Detektionspuffer flir 5 im Dunkeln. Der Blot wurde in einer Kassette
fir 30’ bei 37°C inkubiert, mit einem Kodak BioMax™ Film fiir weitere 30’ bei RT exponiert

und konnte dann entwickelt werden.

2.5.16 Alkalische Denaturierung von Plasmid-DNA fiir die Sequenzreaktion
mit a-[>°>S]-dATP
10-15 yl einer DNA-Minipraparation wurden mit 1 yl 2 N NaOH fir 10’ bei 37°C denaturiert
und durch Zugabe von 3 yl 3 M Natriumacetat neutralisiert. Die Fallung der DNA erfolgte
durch Zusatz des 2,5 x Volumens 96% Ethanol und 30’ Inkubation bei -20°C. Nach 20’
Zentrifugation (14 000 xg/4°C) wurde die DNA noch einmal mit 70% Ethanol gewaschen und
bei 56°C getrocknet.

2.5.17 Sequenzreaktion nach Sanger et al. ¥’

Fur die Sequenzreaktion nach der enzymatischen Didesoxymethode wurden die Reagenzien
des ,Sequenase Version 2.0 Kits“ (USB, Cleveland, USA) verwendet. Als Isotop wurde
Desoxyadenosin 5 o-[35S]-triphosphat eingesetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der

DNA-Fragmente erfolgte mit denaturierenden Polyacrylamidgelen.

2.6 C. elegans Methoden

Alle mehrfach konzentrierten Puffer und Medien, sowie die im Labor allgemein zur Verfiigung
stehenden Ldsungen sind unter 2.2: ,Puffer und Nahrmedien® angegeben. Verwendete
Abklrzungen flr Inkubationszeiten:1 Hochkomma (') steht fir Minute, 2 Hochkommata () fur
Sekunde.

2.6.1 C. elegans Kulturfiihrung

C. elegans Wildtyp Kulturen wurden auf NGM-Agar mit E. coli OP50 bei 25°C gehalten. Die
Kultivierung der phal Mutanten erfolgte bei 15°C. C. elegans Massenkulturen fir die RNA-
Gewinnung und Proteinexpression wurden in 500 ml Kolben mit 80 ml NGM-Flissigmedium

fur 5 Tage geziichtet. In einigen Fallen wurde das Fungizid Nystatin (1:100, v/v) zugesetzt.
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2.6.2 Einfrieren von C. elegans

Zum Einfrieren der Wirmer wurden Hungerkulturen verwendet. Die NGM-Platte wurde mit
MO-Puffer abgesplilt und im gleichen Verhaltnis mit ,Freezing Solution“ gemischt. Die
Ansatze wurden in einer Styroporbox langsam abgekiihlt und nach einem Tag in flissigen
Stickstoff Uberflhrt. Bei Bedarf wurden die Proben bei RT aufgetaut und auf NGM-Agar-
Platten gegeben.

2.6.3 C. elegans Aufreinigung liber einen Sucrosegradienten

Die FlUssigkulturen der Wirmer wurden zum Absinken der C. elegans fur 1h auf Eis gestellt,
ein Teil des Uberstandes abgenommen und die Kultur fiir 10’ bei 4°C, 1500 rpm zentrifugiert.
Das Pellet wurde mit 50 ml 0.1 M NaCl resuspendiert und wieder fiir 10’ bei 4°C, 1500 rpm
zentrifugiert. Nach erneuter Resuspension des Pellets wurde der Sucrosegradient aus 30 ml
60% Sucrose, 20 ml 0,1 M NaCl aufgebaut, gemischt und bei 4°C und 1200 rpm fir 5
zentrifugiert. Die in einem Ring konzentrierten Wirmer wurden abgenommen und 2 x mit
50 ml 0,1 M NaCl gewaschen.

2.6.4 C. elegans Induktionsversuche

Fir die Induktionsversuche wurden gereinigte C. elegans Juvenilstadien verwendet. Die
Trennung der adulten Tiere von den Juvenilstadien erfolgte mit einem Sieb (40 ym). Die
adulten Wurmer wurden fir die Neuanzucht der Massenkulturen verwendet, die
Juvenilstadien wurden zur Erholung fur 1h in M9-Puffer geschwenkt. Fur die Stressversuche
wurden verschiedene Konzentrationen von Dexamethason (0,25, 2mM) und tert-
Butylhydroperoxid (tBOOH; 0,5, 1, 1,5 mM), sowie 50 mM Paraquat eingesetzt. Die Wirmer
wurden fir 1h und 3h (Dexamethason, tBOOH) bzw. 2, 4, 8 und 16h (Paraquat) in M9-Puffer
mit der entsprechenden Verbindung inkubiert und zum festgesetzten Zeitpunkt kurz
zentrifugiert, mit TRIZOL™ versetzt und bei —196°C gelagert.

2.6.5 Ektopische Uberexpression der Ov-GST1a in C. elegans

Fur die Expression der Ov-GST1a in C. elegans wurden 3 verschiedene DNA-Konstrukte
erstellt: die DNA der Ov-GST1a ohne Signalpeptid und mit Signalpeptid wurden in den
Vektor pPD 49.83 kloniert. Zur Aufreinigung liber Ni**-Chelatchromatografie wurde die Ov-
GST1a mit Signalpeptidsequenz in den Vektor pPD 49.83 mit Expressionskassette flir einen
C-terminalen His-Schwanz kloniert. Durch Mikroinjektion wurden transgene C. elegans
Linien erhalten, die nach Hitzeschock die Fremdproteine exprimieren. Fir die Expression der

Proteine wurden die Wurmer fir 2h einem Hitzeschock bei 31°C ausgesetzt. Nach einer
38



2. Material und Methoden

weiteren Inkubation flr 1h bei 25°C wurden die Wirmer abzentrifugiert, homogenisiert und
fir die SDS-PAGE/Western Blot Analyse eingesetzt bzw. (iber den His-Schwanz mittels Ni*'-

Chelatchromatografie aufgereinigt.

2.6.6 C. elegans Mikroinjektion
Fir die ektopische Uberexpression wurde die entsprechende cDNA in pPD 49.83, pPD 49.83

mit C-terminalem His-Schwanz, pPD 118.25 kloniert. Fur die GFP-Reportergenexpression
wurde pPD 95.77 verwendet. Der 5’-Bereich bis zum Beginn des 2. Exons wurde so kloniert,
dass der offene Leserahmen des GFP erhalten blieb.

Die Mikroinjektion der DNA-Konstrukte erfolgte in die Gonaden junger C. elegans phal
Mutanten (genetischer Knock-out des phal -Gens, welches fur einen Transkriptionsfaktor
kodiert, der die normale Entwicklung des Pharynx steuert). Bei 15°C sind die Mutanten zur
Ausbildung eines funktionsfahigen Pharynx in der Lage®®. Nach Coinjektion des GPF-
Konstrukts mit dem Markerplasmid pBX (mit dominantem phal-Gen) werden die Wirmer bei

25°C kultiviert. Die Folgegeneration ist Trager von Markerplasmid und DNA-Konstrukt.

2.7 Massenspektrometrische Analysen

Alle mehrfach konzentrierten Puffer und Medien, sowie die im Labor allgemein zur Verfiigung
stehenden Ldsungen sind unter 2.2: ,Puffer und Nahrmedien® angegeben. Verwendete
Abklrzungen flr Inkubationszeiten:1 Hochkomma (') steht fir Minute, 2 Hochkommata () fur
Sekunde.

2.71 Praparation der nativen Ov-GST1a und -1b fiir die massen-

spektrometrische Analyse (MS)

Nach der affinitatschromatographischen Aufreinigung wurde die Ov-GST1a und -1b gegen
10 mM Tris/HCI, pH 8,1/0,1 mM Dithiothreitol/0,02% (w/v) NaNj; dialysiert. Die Proteine
wurden Uber Nacht bei 37°C mit Trypsin im Verhaltnis 30:1 (w/v) in 100 mM Tris/HCI, pH
8,1/0,1 mM Dithiothreitol/0,02% (w/v) NaN; verdaut. Nach einer 2. Dialyse gegen 10 mM
Ammoniumhydrogencarbonat, pH 7,4, wurden die Proteine lyophylisiert und bei -20°C

gelagert.

2.7.2 HPLC und "Electrospray lonization" (ESI)-MS

100 pmol der tryptisch-verdauten Proteine wurden mit einem Applied Biosystems 172 A
Microbore "High-Pressure Liquid Chromatography" (HPLC) System mit einer Aquapore OD-

300 C18-Saule (1 x 100 mm) bei einer Durchflussrate von 40 pl/min und einem linearen
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Gradienten von 4% - 56% Acetonitril in 0,1% Formolsdure und 4 mM Ammoniumacetat
aufgetrennt. Die Elution der Peptide wurde im UV-Bereich bei A = 214 nm und durch MS
(TSQ 700 Triple-Quadrupole Instrument mit Finnigan ES lonenquelle) detektiert. In einem
praparativen HPLC-Lauf wurden die Glykopeptide manuell aufgefangen und durch Edman-

Abbau sequenziert (Applied Biosystems; Modell 475A).

2.7.3 "Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight"
(MALDI-TOF) MS

Fur die MALDI-TOF Analyse wurden die (Glyko-)Peptidfraktionen mit einer Matrix aus 19 mg
o-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure in 400 pl Acetonitril und 600 pl 0,1% (v/v) Trifluoressigsaure in
dH,O gemessen. Die Probenlésung wurde 1:1 (v/v) mit der Matrix versetzt und die
Konzentration der Probenlésung auf 1 — 10 pmol/ul eingestellt. Fir die Bestimmung der
molekularen Massen im MALDI-TOF MS wurde ein Bruker REFLEX time-of-flight Gerat

benutzt.

2.7.4 ESI-MS/MS
Fir die ESI-MS/MS Analyse wurden die (Glyko-)Peptidproben in Gold-beschichtete

Nanospray-Kapillaren (Protana, Odense, Danemark) geflllt und orthogonal vor dem
Quadropole "time of flight" Spektrometer (Micromass, Manchester, UK) mit Nanospray
lonenquelle plaziert und eine Spannung von 1000 V angelegt. Bei Kollisions-induzierten
Dissoziationsexperimenten wurden die ,parent ions” selektiv vom Quadrupole Spektrometer
in die Kollisionsquelle geleitet. Als Kollisionsgas wurde Argon verwendet, die kinetische
Energie wurde auf einen Wert von -35 eV eingestellt. Die "daughter ions" wurden dann durch

ein orthogonal angordnetes "Time of Flight" MS-Spektrometer analysiert.

2.7.5 Bestimmung der PGH,-D; Isomeraseaktivitat der rOv-GST1a

Lsg. 1: 0,3M NaCl, 5 mM Tryptophan, 0,5 yM Hamin in 20 mM Na-Phosphat, pH 7,4
Lsg. 2: 5 mM EDTA, 5 mM GSH, pH 6,0 (NaOH)

Lsg. 3: 2 M Zitronensaure

Lsg. 4: 1 mg/ml Triphenylphosphin in Chloroform

a) Cox-1 Test: 30 uM Arachidonat, 30 Einheiten Cyclooxygenase | (Cox-1)

Lsg. 2 mit der entsprechenden Enzymkonzentration (0,5ug — 12ug rOv-GST1a) ad 25 pl.
20 ul Lsg. 1 mit 30 uM Arachidonat versetzen, die Ansatze mischen und den Test durch
Zugabe von 30 Einheiten Cox-1 starten (3, 37°C, unter Schutteln). Das Stoppen der

Enzymreaktion erfolgt durch Abklhlung (Eiswasser) unter Zugabe von Lsg. 3 und 4 im
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Verhaltnis 1,5:1000 (v/v). Die fir die Extraktion der Prostaglandine (PG) verwendete Lsg. 4
muss eisgekunhlt sein.

b) PGH, Test: 40 uM PGH,

Testbedingungen und Vorgehensweise entsprechen der fir den Cox-1 Test beschrieben
Methode, Lsg. 1 wird ohne Hamin und Tryptophan im Test eingesetzt. Der Test wird hier
durch direkte Zugabe des Substrats gestartet und muss dementsprechend auf eine

Inkubationszeit von 1,5 — 2’ bei 37°C reduziert werden.

2.7.6 Prostaglandin-Extraktion und Vorbereitung fiir die HPLC-MS Analyse

Die Extraktion der Prostaglandine (PG) aus den Proben erfolgt nach dem Stoppen der
Enzymreaktion durch 3 x Zentrifugation mit Lsg. 4 bei 14 000 xg, 4°C flur 5. Zwischen den
Zentrifugationsschritten wird von jeder Probe ein festgelegtes, konstant zu haltendes
Volumen (hier: 150 pl) des Uberstandes abgenommen und bei —=70°C gelagert. Nach Zugabe
von 150 pl Lsg. 4 werden die Proben kurz gevortext und wieder zentrifugiert. Fir die HPLC
MS Analyse wird das Chloroform unter Stickstoff abgedampft und die PG mit dem Eluenten
(Ameisensaure: dH,O: Trifluoressigsaure) im Verhaltnis 31:69:0,02 (v/v/v) versetzt. Die
Messungen und Identifizierung der PG wurden von Hrn. Rainer Rickert, Fachbereich
Lebensmittelchemie, der Universitdt Hamburg durchgefihrt. Die Auswertung der
enzymabhangigen PG-Bildung erfolgte durch die Quantifizierung der Flachenintegrale der
PG-Peaks als % detektierbare PG/MS Analyse. Die Reproduzierbarkeit dieser Enzymtests
ist abhangig von der genauen Einhaltung der Reaktionszeit bis zum Stoppen, der Kihlung
aller Komponenten sowie Ubereinstimmenden Extraktionsmengen der PG. Eine

Quantifizierung der PG ist mit diesem Verfahren dennoch nicht méglich.

2.8 Immunbiologische Methoden

Alle mehrfach konzentrierten Puffer und Medien, sowie die im Labor allgemein zur Verfligung
stehenden Ldsungen sind unter 2.2: ,Puffer und Nahrmedien® angegeben. Verwendete
Abkurzungen fur Inkubationszeiten:1 Hochkomma (’) steht fir Minute, 2 Hochkommata () fur
Sekunde.

2.8.1 Synthese der 17-mer Peptide der N-terminalen Verlangerung der Ov-
GST1a

Die folgenden, tUberlappenden Peptide wurden, gekoppelt an Poly-L-Lysin, durch die Fa. IPF
PharmaCeuticals GmbH synthetisiert und im ELISA verwendet:
(ASSNANQAITSENSIKP)8KT7A, (AITSENSIKPKGKLQPQ)8L7A
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2. Material und Methoden

2.8.2 ,Enzyme Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA)

Die Antikorperantwort auf die N-Glykane, die N-terminale Verlangerung und die N-terminalen
Peptide wurde durch einen "Enzyme-Linked Immunosorbent Assay" (ELISA) ermittelt. Die
optimale Konzentration fir die Beschichtung der ELISA-Platten mit den Antigenen, und die
optimalen Serumverdinnungen wurden durch Titration mit einem Serenpool O. volvulus-
infizierter Patienten ermittelt. Die nativen Proteine wurden nach Dialyse gegen 0,1 M
Natriumcarbonatpuffer, pH 9,6, in einer Konzentration von 1 pg/ml kovalent an die aktivierten
CovalLink NH Platten (Nunc) gekoppelt. Die rekombinanten Proteine wurden in einer
Konzentration von 2 pg/ml eingesetzt. Nach Inkubation Uber Nacht bei RT wurden die Platten
3 x mit dH,0 gewaschen und unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit 5% (w/v)
Magermilchpulver/PBS, pH 7,5 blockiert. Alle Seren wurden in einer Verdinnung von 1:400
(v/v) eingesetzt. Gebundene Antikdrper wurden mit Peroxidase-konjugierten Antikdrpern
gegen humane Immunglobuline G (IgG) und mit Tetramethylbenzidin als Substrat detektiert.

Zwischen jedem Inkubationsschritt wurden 5 Waschschritte mit PBS/0,05% TWEEN 20 (v/v)
durchgefuhrt. Die Substratreaktion wurde mit 0,5 M H,SO, gestoppt und die optische Dichte
bei A = 450 nm bestimmt. Die Seren Mikrofilarien-positiver Patienten (38 Proben) stammten
aus Guinea und Benin, ebenso die afrikanischen Kontrollseren Onchocerca-negativer
Personen. Fir den Test der Kreuzreaktivitdt der N-terminalen Verlangerung wurden
Ochnocerca-negative Seren von Patienten mit anderen Helmintheninfektionen (3 Seren von

Patienten mit Schistosoma mansoni bzw. Loa loa Infektion, 4 Serenpools je 3 Seren
Trichinella spiralis-infizierter Patienten, 5 Pools je 3 Seren Ascaris lumbricoides-infizierter
Personen, 5 Pools je 2 Seren Brugia malayi- bzw. Wuchereria bancrofti-infizierter Personen)
verwendet. Die Spezifitdt der Bindung wurde durch Kopplung ubiquitarer, cytosolischer
Proteine an die Platte Uberpruft. Als Positivkontrolle wurde auf jeder Platte ein Serum eines
Patienten mit generalisierter Onchocerciasis und bekannter, hoher Antikdrperkonzentration
getestet. Nur Werte mit Variationen <10% pro Platte und verschiedener Platten
untereinander wurden in die statistische Auswertung einbezogen. Unterschiede zwischen
den Daten der 2 Gruppen (+/- N-terminale Verlangerung, +/- N-Glykane) wurden mit dem
Mann-Whitney U-Test und gepaartem bzw. ungepaartem Wilcoxon-Test analysiert. Ein P-

Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse der Ov-Glol

3.1.1 Isolierung der cDNA der Ov-Glol und Northern Blot Analyse

Fir die Isolierung der O. volvulus Glyoxylase | (Ov-Glol) wurde eine A Uni-Zap XR cDNA-Bank
genutzt, welche fur die Untersuchung Uberexprimierter Gene nach Behandlung mit dem
Mikrofilarizid Ivermectin erstellt worden war. Die cDNA-Bank wurde mit dem E. coli Stamm
XL1-Blue als Wirtsbakterien fiir die Phagen ausplattiert und rekombinante Klone isoliert und
sequenziert. Der Sequenzvergleich eines PCR-Produkts bei einer BLAST Datenbanksuche
fuhrte zur Identifizierung der Ov-Glol aufgrund konservierter Bereiche der abgeleiteten
Aminosaure (AS-) Sequenz. Die vollstandige cDNA von 579 bp konnte aus dieser Bank isoliert
werden und bildet einen offenen Leserahmen von 193 Aminosauren (Abb 3.1.1.B).

Durch Hybridisierung eines Northern Blots mit der vollstandigen cDNA der Ov-Glol als Sonde
konnte gezeigt werden, dass die Ov-Glol, in Ubereinstimmung mit der Grdsse der isolierten
cDNA, als einzelnes Transkript von ~ 600 bp vorliegt (Abb. 3.1.1.A).

1049 bp —
575 bp — - 9‘&%%;
438 bp —

Abb. 3.1.1.A Northern Blot Analyse der Ov-Glol

Ein Northern Blot mit O. volvulus gesamRNA (25ug/Spur) wurde mit der vollstandigen o-[**P]-
dATP-markierten cDNA der Ov-Glol hybridisiert. Die detektierte Bande entspricht mit 600 bp
etwa der Grdsse der cDNA.

43



3.1 Ergebnisse Onchocerca volvulus Glyoxylase |

5'"- M G S T Q Cc E S G G S S N I A G P 17 AS
ATG GGC TCG ACT CAG TGC GAA TCA GGA GGA AGC AGC AAC ATT GCC GGA CCG 51 bp
I P A D E I F Q Q T M L R I K T L 34
ATC CCA GCT GAC GAA ATC AAA ACA TTG GTA AAA GAA CCA CCG CCA GAA ACG 102
v K E P P P E T N D F Y K D P R K 51
AAT GAT TTT TAT TTC CAG CAA ACA ATG TTG CGT ATT AAA GAT CCT CGG AAA 153
T L P F Y C N v L G M R L L K Q M 68
ACG TTG CCA TTT TAT TGT AAT GTT TTG GGG ATG AGA TTA TTG AAA CAA ATG 204
D Y P D G K F S L Y F v G Y K P A 85
GAC TAC CCA GAT GGG AAA TTC TCT TTA TAT TTT GTG GGT TAT AAG CCA GCA 255
S E I P N D P I E Q K R Y A L S T 102
TCA GAA ATC CCT AAT GAT CCT ATA GAA CAG AAA CGC TAT GCG CTG TCA ACA 306
L A T I E L T H N W G T E N D P N 119
TTG GCA ACG ATC GAA TTA ACT CAT AAT TGG GGT ACC GAG AAC GAT CCG AAT 357
F N Y H N G N K E P R G F G H I G 136
TTC AAT TAT CAT AAT GGA AAT AAA GAA CCG CGC GGT TTC GGT CAC ATC GGT 408
I A v K D v Y A A C K R F E E L G 153
ATA GCG GTA AAG GAT GTA TAT GCG GCA TGT AAA CGT TTT GAA GAA TTG GGC 459
v Q F v K K P D D G R M K G L A F 170
GTT CAG TTC GTG AAG AAG CCC GAC GAT GGT CGC ATG AAA GGA TTA GCA TTC 510
I Q D P D G Y W I E I F N P H T D 187
ATT CAG GAT CCA GAT GGT TAT TGG ATC GAA ATA TTT AAT CCC CAT ACT GAT 561
N Y L L N v # 193
AAT TAT CTT TTG AAT GTG TAA - 3’ 582

Abb. 3.1.1.B cDNA- und abgeleitete Aminosauresequenz der Ov-Glol

Der offene Leserahmen der Ov-Glol umfasst 579 Basenpaare (bp) und codiert flir ein Protein
von 193 Aminosauren (AS).

3.1.2 Sekundarstrukturanalyse der Ov-Glol und Vergleich der abgeleiteten

Aminosauresequenz mit Glyoxylasen anderer Organismen

Der offene Leserahmen der Ov-Glol kodiert fiir ein Protein mit einer berechneten molekularen
Masse von 21 930 Da und einem theoretischen isoelektrischen Punkt (pl) von 5,59. Durch
BLAST Datenbanksuche mit der abgeleiteten AS-Sequenz der Ov-Glol wurden Homologien
[% Ahnlichkeit] zu Glol von Drosophila melanogaster (Genbank-Nr. AAF59267) [72%)], Homo
sapiens (S63603) [71%], Lycopersicon esculentum (Q42891) [64%] und Pseudomonas putida
(P16635) [58%)] festgestellt (Abb. 3.1.2.A). Die hohe Identitat der AS-Sequenz der Ov-Glol in
bekannten, flr die katalytische Aktivitat der Glol essentiellen Bereichen bestatigt, dass es sich

bei der Ov-Glol um eine Glol handelt.
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ov-GloTl 1 MGSTQCESGGSSNIAGFIFPADETE
AAF59267 1l - MGDV TbLSNQQQBéE
S63603 1l ——=---- MQErerCGGLTDE%QLCCCCE
0426891 I ———-—-==-=-=--- MQSESFDSPSNLrGEH%
rlee35

ov-GloI
AAF5HG2a7
S6e3603
042891
Fl6635

ov-GloT
AAF582e7
S6e3603
042891
Fleea3s

ov-Glol 180 g
AAFSGZ67 163 HsWV--———————

S635603 175 ImriNENFEMATIM - - ——
o428891 170 gD TETTEDAAGSAS
P16635 166 VIQETFL ————————

Abb. 3.1.2.A Alignment der Ov-Glol mit verschiedenen homologen Proteinen

Vergleich der Sequenzen der Ov-Glol mit Glol von der Drosophila melanogaster (AAF59267),
dem Menschen (S63603), der Kartoffel (Q42891) und der Pseudomonas putida Glol (P16635).
Identische Aminosauren sind schwarz unterlegt, konservierte AS-Austausche sind grau
dargestellt, sofern sie in mindestens 3 der 5 Sequenzen vorkommen.

Die Sekundarstrukturanalyse (Programm. JNet; http://www.cse.ucsc.edu/research/compbio/)
zeigt eine fir katalytisch-aktive Glol typische Anordnung von 4 langen o-Helices und 8 [3-
Faltblattstrukturen, welche fir die Ausbildung der BoaBpof und BoBBPo Topologie der
Homodimerstruktur der Glol verantwortlich ist (Abb. 3.1.2.B). Die monomere Struktur der Ov-
Glol ist durch einen langen, flexiblen N-terminalen Bereich gekennzeichnet und besteht im
Folgenden aus zwei Domanen (Domane 1: Aminosauren 39 — 118, Domaéne 2: 124 — 181),
welche durch 17 Aminosauren verbunden sind (Abb. 3.1.2.C). In beiden Domanen ist das
BoPPBP Motif strukturbildend.

Aufgrund der bekannten Kristallstruktur der humanen Glol und der hohen Sequenzidentitat
von > 60% mit der Ov-Glol war eine Zuordnung der fir die katalytische Aktivitat essentiellen
Aminosauren moglich (Abb. 3.1.2.B). Neben den fur die GSH-Bindung notwendigen
Aminosduren R45, N111 und R130, sind auch die fir die Bindung zweier Zn*-lonen
verantwortlichen Aminosauren Q40, E107 (Beteiligung an der Bindung durch Untereinheit A)
und H134, E180 (Untereinheit B) an aquivalenten Positionen in der Ov-Glol vorhanden. Die
zwei hydrophoben Substratbindungstaschen liegen in der Dimerisierungsebene des Enzyms
und werden durch Aminosauren beider Untereinheiten gebildet. Der Vergleich AS-Reste von
Ov-Glol und dem humanen Enzym (Hs-Glol) an diesen Positionen (Ov-Glol/Hs-Glol) zeigt,
dass neben den identischen Resten (F75/F68, L77/L70, F79/F72, L100/L93, M165/M158,

L168/L161, F170/F163) einige konservierte AS-Austausche (M68/C61, Y70/F63, G73/M66,
45
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F182/L175, L191/M184) vorkommen, die zu Unterschieden in der Grosse der
Bindungstaschen beider Enzyme fiuhren. Von Bedeutung fur die Substratspezifitat der Ov-Glol
ist sicher der Austausch von K96/I189 und D187/M180, wodurch die Bindungstaschen des
Dimers einen hydrophilen, geladenen Charakter erhalten, wahrend diese bei der Glol des

Menschen ausschlieRlich von hydrophoben ungeladenen Aminosauren gebildet werden.

MGSTQCESGGSSNIAGPIPADEIKTLVKEPP 31
*
[PETINDFYFQQTMLR|IKDPRKTLPEYCN|VLGM 62
RLLKO@®DOP DOKE®sSOYEV G|Y K PRSE[I PND[PTI 93
*

EOQ®WRYAMSTLATIELTHNWGIIENDPNFNYHN 124
GNKEP@GFG?IVKD\VYAACKRFEE\LG\VQ\ 155
EEKKPDDGMDKQDMDIQMPDGEE!&KDNEEE
ON Y LON V # 193

* / # Zn*-Koordinationsstellen der Untereinheiten A/B

D B-Faltblatt D a-Helix
OGSH—BindungssteIIe O hydrophobe Substratbindungstasche

=

86

Abb. 3.1.2.B Sekundarstrukturanalyse der Ov-Glol

Schematische Darstellung der Sekundarstruktur der Ov-Glol und aller fir die katalytische
Aktivitat relevanten Aminosauren (Kreis: fur die GSH-Bindung verantwortliche Aminosauren;
dunkelgrau unterlegter Kreis: Aminosauren der hydrophoben Substratbindungstaschen). In der
enzymatisch-aktiven, dimerisierten Form beteiligen sich beide Domanen des jeweiligen
Monomers an der Ausbildung der zwei Substratbindungstaschen und Zn?*-Bindungsstellen.
Die erste Doméne eines Monomers umfasst die Aminosauren bis ~ Position 120, die
folgenden Aminosauren werden der Domane 2 zugeordnet. Substratbindungstasche 1 wird
von Doméane 1 der Untereinheit A (UEH A) und Doméne 2 der UEH B gebildet, entsprechend
setzt sich Substratbindungstasche 2 aus Domane 2 der UEH A und Doméne 1 der UEH B
zusammen. Die fiir die Zn**-Bindung verantwortlichen Aminosauren der jeweiligen UEH sind
mit */# markiert, B-Faltblatt- und a-Helixbereiche sind hell-/dunkelgrau eingefasst.
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Dom&nel 1 MGSTQCESGGSSNIAGPIPADEIKTLVKEPPPETNDFYFOQTMIRIJENPRKTL PFHCNVIE
Domé&ne?2 124 mmmmmmmmmmm e NGNKEPRGJGHI GHATRVYAACKRIT- EER
Dom&nel 61 EYRLAEoMEY PDGRF SEYENC Y KBASEI PNDPIEQKR YALSTLATIS THY WG ENDPN F
Domé&ne?2 153 [ENoFRKPEDGRMEG - a0 -BDG - - - - - - - - - - - - - - - yWigSF - PN Y LLN
Domanel 121 NYH
Domane?2 193 v--

Abb. 3.1.2.C Alignment der zwei Doméanen einer Untereinheit der Ov-Glol basierend auf
der strukturellen Ahnlichkeit

Die beiden Domanen eines Monomers sind einander sehr ahnlich (16 identische AS, 8
konserviert ausgetauschte AS) und in ihrer Funktion bei der katalytischen Reaktion der Ov-
Glol aquivalent. Verbunden sind die Domanen durch eine Region von 17 Aminosauren. Die
Bildung jedes aktiven Zentrums einer UEH, erfolgt durch die Zusammenlagerung je einer
Domane eines Monomers zum katalytisch-aktiven Dimer mit zwei aktiven Zentren.

3.1.3 Rekombinante Expression der Ov-Glol und Bestimmung des
Molekulargewichts des enzymatisch aktiven Enzyms

Fir die Expression der Ov-Glol wurde die cDNA beginnend mit dem Startcodon in das
Expressionsplasmid pJC40 kloniert. Die Expression in dem E. coli Stamm BL21 (DE3) flihrte
zur Bildung eines Proteins von ~ 25000 Da (Abb. 3.1.3.A, Spur C). Dies stimmt mit der
kalkulierten molekularen Masse von ~ 25 000 Da inklusive der N-terminalen His-Verlangerung,
sehr gut Uberein. Die Ov-Glol wurde mittels S-Hexyl-Glutathion-Sepharose
affinitdtschromatografisch aufgereinigt (Abb. 3.1.3.A, Spur D) und nach Dialyse gegen 10 mM
Tris/HCI, pH 8,0 in den Enzymtests eingesetzt. Aus 1 | Bakterienkultur konnten ~ 6 mg Protein
aufgereinigt werden. Die Aufreinigung und Lagerung bei —-20°C beeinflussten die

Enzymaktivitat nicht.
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Abb. 3.1.3.A Rekominante Expression und Aufreinigung der rOv-Glol

Coomassie-Farbung eines SDS/PAGE [15% (w/v) Gel]. Spur A, Proteinmarker (Angaben der
molekularen Massen in kDa auf der linken Seite); Spur B, E. coli BL21 (DE3) Lysat mit
pJC40::0v-Glol, ohne Induktion der Expression durch IPTG; Spur C, E. coli BL21 (DE3) Lysat
mit pJC40::0v-Glol nach Induktion mit IPTG; Spur D, affinitatschromatografisch aufgereinigte
rOv-Glol.

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der enzymatisch-aktiven rOv-Glol wurde eine FPLC-
Gelfiltration durchgefiihrt. Die molekulare Masse der aktiven rOv-Glol wurde mit 45 000 Da

ermittelt und entspricht damit der eines Dimers.

3.1.4 Bestimmung der kinetischen Konstanten und Erstellung eines
Inhibitorprofils fur die Ov-Glol

Um die katalytischen Eigenschaften der rOv-Glol zu bestimmen, wurden die kinetischen
Konstanten fiir das physiologische Substrat Methylglyoxal und fiir das, aufgrund des addierten
Phenolrestes, deutlich hydrophoberen Substrats Phenylglyoxal unter Standardbedingungen
spektrophotometrisch bestimmt (Tab. 3.1.4.A).

Die rOv-Glol besitzt mit 284 + 32 pmol/min pro mg Protein eine hohe spezifische Aktivitat fur
das physiologische Substrat Methylglyoxal. Die spezifische Aktivitat fir Phenylglyoxal betragt
105 pymol/min pro mg Protein. Die K,-Werte von 340 uM fir Methylglyoxal und 311 uM fur
Phenylglyoxal sind als aquivalent anzusehen, d. h. keines der beiden Substrate wird bevorzugt
umgesetzt. Die Wechselzahl pro katalytischem Zentrum der rOv-Glol betragt 11 900 min™ fiir
Methylglyoxal, bzw. 4 900 min™ fiir Phenylglyoxal und liegt damit im unteren, fiir Glol

erwarteten Bereich. Die ke./Kn-Werte von 3,52 x 10" M x min™ fiir Methylglyoxal und
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1,57 x 10" M" x min™ fiir Phenylglyoxal zeigen aber deutlich die hohe katalytische Effizienz

dieses Enzyms.

Substrate K (UM) Keat (Min™) 10" X Keat/Kmn (M™ x min™)
Methylglyoxal 340 + 53 11 900 3,52

Phenylglyoxal 311+10 4 900 1,57

Tab. 3.1.4.A Kinetische Konstanten der rekombinanten Ov-Glol

Die freie GSH-Konzentration betrug bei allen Messungen 0,1 mM. Alle Werte sind Mittelwerte
+ Standardabweichungen aus drei Einzelbestimmungen.

Der inhibierende Einfluss verschiedener hydrophober Verbindungen auf die Glo-Aktivitat
wurde unter Standardbedingungen mit Methylglyoxal als Substrat spektrophotometrisch
bestimmt und die Inhibierung in Form von ICs,—Werten angegeben (Tab. 3.1.4.B). Durch das
Hydroxynaphtochinonderivat Lapachol und das Polyhydroxyflavon Fisetin, welche als
wirksame Glo-Inhibitoren bekannt sind, lieR sich die Aktivitat der rOv-Glol bis zu einer
Konzentration von 100 yM nicht inhibieren. Eine Prainkubation des Enzyms mit S-
Nitrosoglutathion, welches durch die Bildung eines gemischten Disulfids mit einem
konservierten Cysteinrest zu einer Konformationsanderung und darausfolgender Inhibierung
des Enzyms fuhren soll, beeinflusste die nicht Aktivitat der rOv-Glol bis zu einer Inkubation mit
100 uM. Als bekannte Inhibitoren der Glol aus dem Menschen (Hs-Glol) und der Glol aus
Saccharomyces cerevisiae wurden weiterhin Purpurogallin (ICso-Wert: 15 uM), Dichlorophen
(48 uM), Quercetin (74 uyM), S-Hexyl-Glutathion (113 uM) und das Medikament Oxibendazol
(107 pM) getestet. Mit der Ausnahme von Purpurogallin haben sich damit alle bekannten Glo-
Inhibitoren als schwache rOv-Glol-Inhibitoren erwiesen und bestatigen damit den Unterschied

der hydrophoben Substratbindungstaschen im Vergleich zu Glol anderer Organismen.
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Inhibitoren ICso-Werte (M)
Lapachol keine Inhibierung bis100
Fisetin ¢

S-Nitrosoglutathion

Purpurogallin 15
Dichlorophen 48
Quercetin 74
Oxibendazol 107
S-Hexyl-Glutathion 113

Tab. 3.1.4.B Einfluss bekannter Glyoxylase I-Inhibitoren auf die Enzymaktivitat der
rOv-Glol

Die Inhibitoren wurden unter Standardbedingungen mit Methylglyoxal als Substrat gemessen.
Die angegebenen ICs-Werte sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen.

3.2 Untersuchungen zur Ov-GST1a und -1b

3.2.1 Analyse der N-Glykanstruktur der Ov-GST1a und -1b

3.2.1.1 Aufreinigung der nativen Ov-GST1a und -1b und Bestimmung des
Mengenverhaltnisses von Ov-GST1a:0v-GST1b in O. volvulus

Die Ov-GST1a und -1b gehéren zu den GSH-bindenden GST von O. volvulus. Die
Aufreinigung der GST erfolgte aus dem Homogenat von 30 weiblichen Wirmern. Nach
Zentrifugation bei 100 000 xg wurde der Uberstand affinitdtschromatografisch tber GSH-
Sepharose gereinigt. Aus einem Weibchen konnten mit diesem Verfahren etwa 0,5 ug
gereinigte Ov-GST1 gewonnen werden. Die molekulare Masse der nativen GSH-bindenden
Ov-GST betragt etwa 24 kDa (Ov-GST2), 31 und 34 kDa (Ov-GST1a und -1b). Fir weitere
Analysen wurden ausschlieBlich die Eluate verwendet, in denen Ov-GST1, aber keine Ov-
GST2 vorlag (Abb. 3.2.1.1.A, Spur A). Aufgrund der AS-Sequenz der Ov-GST1a und -1b
betragt die erwartete molekulare Masse beider Proteine ~26 000Da. In Spur B
(Abb. 3.2.1.1.A) ist zum Vergleich die in E. coli rekombinant exprimierte, enzymatisch aktive
rOv-GST1a aufgetragen. Da die AS-Sequenzen beider Proteine 4 (Ov-GST1a) bzw. 5 (Ov-
GST1b) potentielle N-Glykosylierungsstellen aufweisen, war von einer posttranslationellen
Modifikation beider Proteine auszugehen (Abb. 3.2.1.2.A). Dies konnte durch vollstandige
Deglykosylierung mit N-Glykanase F (Abb. 3.2.1.1.A, Spur C) und Endoglykosidase H
(Abb. 3.2.1.1.A, Spur D) bestatigt werden. Die breitere Spur der Ov-GST1a (Abb. 3.2.1.1.A,

50



3.2 Ergebnisse Onchocerca volvulus GST1a und —1b

Spur A) ist damit durch die Mikroheterogenitat der Kohlenhydrate zu erklaren. Die Ov-GST1b
ist im Vergleich zur Ov-GST1a nur als sehr schwache Bande im SDS-PAGE zu erkennen.
Um das Vorkommen der 2 verschiedenen Isoformen der Ov-GST1 zu bestéatigen, wurde eine
HPLC-Massenspektrometrie (-MS) Analyse durchgefihrt. Die nativen Ov-GST wurden mit
Trypsin verdaut und durch HPLC-MS auf die Abundanz zweier theoretischer Spaltprodukte
hin untersucht, welche sich nur in einer Position in ihrer Sequenz unterscheiden
(0oFGLLDTND[A]WEEAK 11; 112l MAAVLNID[E]JELFQK25; Aminosauren der Ov-GST1b in
Klammern). Durch ,Electrospray lonization* (ESI-) MS/MS Peptidsequenzierung der
gesammelten Fraktionen eines praparativen HPLC-Laufs konnten die erwarteten, fir Ov-
GST1a bzw. -1b spezifischen Fragmente eindeutig identifiziert werden. Das Verhaltnis von
Ov-GST1a zu Ov-GST1b bei dieser Bestimmung betrug 7 : 1 (Abb. 3.2.1.1.B).

kDa A B C D

-

40—
30—
% A
20—
Abb. 3.2.1.1.A Affinitatschromatographische Aufreinigung und Deglykosylierung

der nativen Ov-GST1a und -1b

Auftrennung der Uber GSH-Sepharose gereinigten Ov-GST1a und —1b in einem 12,5% (w/v)
SDS-PAGE. Die nativen Proteine (Spur A) weisen eine molekulare Masse von ~ 31 kDa (Ov-
GST1a) bzw. ~ 33 kDa (Ov-GST1b) auf. Die Breite der Banden (v. a. der Ov-GST1a) ist auf
die Mikroheterogenitat der Kohlenhydrate zuriickzuflihren. In Spur B ist die in E. coli
exprimierte rOv-GST1a aufgetragen, Spur C zeigt die deglykosylierten Proteine nach N-
Glykanase F Behandlung, Spur D zeigt die Ov-GST1a und -1b nach Deglykosylierung mit
Endoglykosidase H.
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Abb. 3.2.1.1.B Darstellung der Mengenverhaltnisse von Ov-GST1a:0v-GST1b in

0. volvulus durch HPLC-MS Analyse

Durch Trypsin-Verdau der nativen Ov-GST1a und —1b entstehen trotz der hohen Identitat der
AS-Sequenzen spezifische Spaltprodukte. Durch die Analyse der Peptidfragmente mit
HPLC-MS konnte die Abundanz der Ov-GST1a und —1b, hier dargestellt flr die spezifischen
Spaltprodukte goFGLLGTND[A]JWEEAK;1; (Ov-GST1b in Klammern), in O. volvulus mit 7:1
(Ov-GST1a:-1b) bestimmt werden.

3.2.1.2Vergleich der Aminosauresequenzen der Ov-GST1a und Ov-GST1b
und Sekundarstrukturanalyse

Der offene Leserahmen der Ov-GST1a und -1b kodiert fir 2 Vorlauferproteine von 250
Aminosauren mit einem identischen Signalpeptid von 25 Aminosauren (Abb. 3.2.1.2.A).
Aufgrund des Peptidriickgrats ergibt sich fir die reifen Proteine nach Abspaltung des
Signalpeptids ein Molekulargewicht von 25 688,5 bzw. 25 829,7 (Ov-GST1a; Ov-GST1b).
Geringe Unterschiede in der cDNA-Sequenz der beiden Isoformen flihren zu insgesamt 10
AS-Austauschen. Beide Proteine besitzen eine ungewoéhnliche N-terminale Verlangerung
von 24 Aminosauren, welche keine Homologie zu anderen bekannten GST aufweist. Genau
in diesem Bereich liegen 4 der 10 AS-Austausche, wodurch es in der Ov-GST1b zur
Ausbildung einer 5. potentiellen N-Glykosyierungsstelle kommt (Abb. 3.2.1.2.A; dunkelgrau
unterlegt). Weiterhin verleihen die Austausche von nicht-polaren, hydrophilen Resten der Ov-
GST1a, gegen geladene Aminosauren in aquivalenter Position der Ov-GST1b in diesem

Bereich, der Verlangerung der Ov-GST1b einen eher hydrophilen Charakter. Die N-
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Gykosylierungsstellen der Ov-GST1a und -1b liegen, abgesehen von der zusatzlichen
potentiellen N-Glykosylierungsstelle der Ov-GST1b an Position N6 in der N-terminalen
Verlangerung, an identischen AS-Positionen: N50, N79, N134 und N144 (s. Abb. 3.2.1.2.A).

Ein Alignment der Ov-GST1a und —1b mit GST aus verschiedenen Klassen zeigt, dass die
Ov-GST1a und -1b eine groRe Homologie zu den Enzymen der Sigma-Klasse aufweisen
(s. Kap. 3.2.3.1, Abb. 3.2.3.1.A), besonders zu den GST vom Tintenfisch und zu der
hamatopoetischen Prostaglandin D Synthetase (hPGDS) der Ratte. Die Sekundar-
strukturanalyse der Ov-GST1a und —1b, basierend auf der bekannten Kristallstruktur der
GST vom Tintenfisch (PDB-Code: 1GSQ), zeigte, dass die Ov-GST1a und -1b die typische
GST-Domanenstruktur aufweisen. Die Domane 1 der Ov-GST1 wird aus 4 kurzen -
Faltblattstrukturen gebildet (Abb. 3.2.1.2.A, hellgrau), die im enzymatisch aktiven Homodimer
fur die GSH-Bindung verantwortlich sind. Als typisch fir die GST der Sigma-Klasse, kann die
Domane 2 angesehen werden, welche aus 8 (anstelle von 7 typischen) a-Helices gebildet
wird (Abb. 3.2.1.2.A, dunkelgrau unterlegt). Diese Domane ist flir die Ausbildung der
hydrophoben Bindungstasche und damit flr die Substratspezifitat der GST verantwortlich.
Aufgrund der Sekundarstrukturvorhersage kann davon ausgegangen werden, dass die N-

Glykane das gesamte Peptidriickgrat der Ov-GST1 bedecken und abschirmen.

Spaltstelle
+<—  Signalpeptid «—— N-terminale Verlangerung —
1 2 3 4
\
OvGSTla 1 MAIVNNSHIFIVLMTFITMNFVVEAASSNANQAITSENSIKPKGKLQPOMEKYTLTYENG
OvGST1lb 1 MAIVNNSHIFIVLMTFITMNFVVEAASKND.QTITSENSIKPKEKLQPQMERYTLTYFNG
T
5 6 7 8 9 10* 11
v v ] ¥ !
OvGSTla 61 RGRAEVIRLLFAL SYEDNR/I TRDEWKYLKPRTPFGHVPMLNVSG GESHAIELLL
OvGST1lb 61 RGRAEVIRLLFAL SYEDNRITRDEWKYLKPMTPFGHVPILNV|ISG GESHAIELLL
12 13 14 15 16 17 18
[ ) vy v
OvGSTla 121 GGRFGLLGTNDWEEAKIMAVVLNIDELFOKLIPWTHE TKKAELF SESDVMPFLG
OvGST1lb 121 |GGRFGLLGTNAWEEAKIMAVVLNIEELFQKLIPWTHE TKKAELF SESNVMPFLG
19 20 21 22 23 24
v v v v v v v

OvGSTla 181 RYEKFLKESTTGHIVGNKVSVADLTVFNMLMTLDDEVKLEEYPQLASFVNKIGQMPGIKE
OvGSTlb 181 RYEKFLKESTTGHIVGNKVSVADLTVFNMLMTLDDEVKLEEYPQLASFVNKIGQMPGIKE

2526 27 28

OvGSTla 241 WIKKRPKTYF
OvGSTlb 241 WIKKRPKTYF

[ o-Helix [ B-Faltblatt v tryptische Spaltstellen
* OvGST1a/1b-spezifische Spaltstellen B N-Glykosylierungsstelle

Abb. 3.2.1.2.A Alignment der AS-Sequenzen der Ov-GST1a und —1b

In dem Alignment ist das Signalpeptid (25 AS), die Spaltstelle und die N-terminale
Verlangerung (24 AS) beschriftet. Die Nummerierung der AS gilt fur das reife Protein und
beginnt dementsprechend mit ,1“ nach der Spaltstelle des Signalpeptids. Die Nummerierung

53
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Uber den Sequenzen entspricht den tryptischen Fragmenten (Tab. 3.2.1.3.A). Unterschiede
in der AS-Sequenz zwischen Ov-GST1a und -1b sind fett gedruckt.

3.2.1.3 Tryptischer Verdau der nativen Ov-GST1a und -1b und Zuordnung
der Fragmente durch HPLC-MS Analyse

Wie in Abb. 3.2.1.1.A (vergl. Spur A mit C/D) dargestellt, sind die nativen Ov-GST stark
glykosyliert. Die N-Glykane machen etwa 13% bzw. 20% des Molekulargewichts der Ov-
GST1a und 1b aus. Um die Strukturen der N-Glykane massenspektrometrisch auflésen zu
kénnen, wurden die gereinigten Proteine mit Trypsin verdaut. Aufgrund der AS-Sequenz der
Ov-GST1a und -1b ergeben sich bei einem vollstdndigen Verdau 27 Peptidfragmente pro
Protein. Dabei flhrt eine, flr die Ov-GST1a spezifische Spaltstelle zu den Fragmenten
10a/10b und eine fir die Ov-GST1b spezifische Spaltstelle zu den Fragmenten 1a/1b
(s. Abb. 3.2.1.1.A). Weitere Unterschiede zwischen den beiden Proteinen beruhen auf AS-
Austauschen, die aber keine Veranderung des Spaltungsmusters zur Folge haben. Die
resultierenden Peptidfragmente wurden in einem praparativen Microbore HPLC-Lauf
voneinander getrennt, aufgefangen und im Folgenden durch MS sowie AS-Sequenzierung
identifiziert. Im UV-Spektrum (A =214 nm; Abb. 3.2.1.3.A) sind die den Peptidfragmenten
zugeordneten Peaks dargestellt. Weitere Peaks sind auf Nicht-Peptid Kontaminationen,
sowie Peptidfragmente des Trypsins zurlckzufiihren. Die in Tab. 3.2.1.3.A angeflhrte
vollstandige Auflistung aller erwarteten Peptidfragmente zeigt, dass fast alle nicht-
glykosylierten Peptide identifiziert und zugeordnet werden konnten; Peptide <400 Da sind
durch ESI-MS nicht zu detektieren.

Die 4 Glykopeptide der Ov-GST1a (Fragmente 7, 10b, 13/14 und 17) konnten aufgrund des
charakteristischen Musters der Molekularionen der gebundenen N-Glykane im MS eindeutig
identifiziert werden. Durch die geringen Sequenzunterschiede zwischen Ov-GST1a und -1b
(Glykopeptid 1, AS 44 - 57 (GP144.57) der Ov-GST1a entspricht GP2 der Ov-GST1b; GP34.
137 der Ov-GST1a entspricht GP4 der Ov-GST1b) kdnnen durch den tryptischen Verdau nur 3
fur die Ov-GST1b spezifische glykosylierte Peptide gebildet werden, von denen GP245 9g und
GP5444.156 identifiziert wurden. GP1,4 der Ov-GST1b konnte hingegen nicht detektiert

werden.
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Peak Trypt Peptid (AS) Peak Trypt Peptid Peak Trypt Peptic (AS) Peak Trypt. Peptid
W N (AS) N NrT. (AS)
1 39-43,65-69 § 12€-137* 11 28-386 16 70-98*
2 160-162;163-173 7 207-214 12 144-1586 17 55-98* (Mox.)
3 21-27 8 12€-133 13 44-57*, 62-64:99-111; 18 174-193
144159+
4 215-218 9 13€-143 14 112-125
5 1-18 10 223-225 15 70-98* (Mox.)
Abb. 3.2.1.3.A UV-Spektrum der praparativen HPLC-MS Analyse der tryptischen

Peptide von Ov-GST1a und —1b

Die nativen Ov-GST1a und —1b wurden nach Trysinverdau Uber eine Microbore HPLC
getrennt und Aliquots der einzelnen Peakfraktionen flir die AS-Sequenzierung verwendet.
Die Fraktionen wurden weiterhin durch ESI-MS Analyse auf Glykopeptide hin untersucht. Die
identifizierten Glykopeptide enthaltenden Fraktionen sind mit * markiert. Mox.: oxidierter
Methioninrest, RT: Retentionszeit.

Molekulargewicht der tryptischen Fragmente der Ov-GST1a und —1b, analysiert durch HPLC-MS?®

(Erlauterungen s. nachste Seite)

Trypt.b HPLC AS Pos. Ov-GST1a Ov-GST1b

Peptid” Peak Nr. Imt. Berechnete = Gemessenes Zugeordnete Berechnete Gemessenes Zugeordnete
nativen  pentig- Peptid-Signal Peptid- Peptid- Peptid-Signal Peptid-Masse
Protein  \asse (Da) (M +nH]™') Masse (Da) Masse (Da) (M +nH]™") (Da)

1 5 1-18 1858,9 930,5°* 1859

1° 1-3 304,18 n.d.°

1b 4-18° 2903,84 n. d.

2 19-20 203,1 n. d. 275,15 n. d.

3 3 21-27 872,4 873,2 872,2 900,45 n. d.

4 11 28-36 1133,6 567,9%* 1133,8 Id.

5 37-38 231,1 n. d. Id.

6 1 39-43 586,3 587,3 586,3 Id.

7 13 44-57°  2840,3 1421,2% 2840,4 Id.

8 58-60 388,24 n. d. Id.

9 13f 61-64 576,3 5774 576,4 Id.

10 17 (Mox.")  65-98° 48444 1615,7% 48441

10a 1 65-69 675,4 676,2 675,2

10b 15 (Mox.), 70-98° 4230 1411% 4230

16
11 13 99-111  1478,7 740,3%" 1478,6 1434,7 718,3%" 14246
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Trypt.  HPLC AS Pos. Ov-GST1a Ov-GST1b
Peptid” Peak Nr.  im
nativen Berechnete = Gemessenes Zugeordnete Berechnete Gemessenes Zugeordnete
Protein Peptid- Peptid-Signal Peptid- Peptid- Peptid-Signal Peptid-Masse
Masse (Da) ([M+nH]™") Masse (Da) Masse (Da) (M +nH]™") (Da)

12 14 112-125  1631,9 817" 1632 1645,9 823,9”° 1645,8
13 8 126-133  1022,56 1023,6 1022,6 Id.
13d+ 6 126-137° 2683,2 1342,7* 2683,4 Id.
14
15 138 146,1 n. d. Id.
16 9 139-143 634,3 635,2 634,2 Id.
17 12 144-156° 2680 1341,2% 2680,4 2679,1 1340,7% 2679,4
18 157-159  438,2 n. d. Id.
17d+ 13 144-159° 3100,3 1551,2%* 3100,4 3099,4 n. d.
18
19 2 160-162  406,3 407,2 406,2 Id.
20 2 163-173  1141,6 571,9%* 1141,8 Id.
21 18 174-193 22391 1120,6% 2139,2 Id.
22 12 194-206 1536,8 769,3%* 1536,6 Id.
23 7 207-214 842,5 843,3 842,3 Id.
24 4 215-218 5743 575,3 574,3 Id.
25 219 146,11 n. d. Id.
26 220-222 399,26 n. d. Id.
27 10 223-225 429,2 430,1 429,1 Id.

Tab. 3.2.1.3.A Zuordnung der tryptischen Peptide der Ov-GST1a und -1b und

Identifizierung der Glykopeptide durch HPLC-MS und ESI-MS

# Angabe der monoisotopischen theoretischen Massen und der durch ESI-MS detektierten
Massen der mehrfach geladenen Fragmentionen ([M + nH]™™")

® Die Nummerierung der tryptischen Peptide entspricht der im Alignment der Ov-GST1a und
-1b verwendeten Nummerierung. Ov-GST1a bzw. —1b-spezifische Spaltstellen sind mit “a”
und “b” markiert.

¢ Glykopeptide. Die angegebenen Massen entsprechen der Peptidmasse plus der Masse der
Hauptglykoform, MansGIcNAc..

4 Unvollstandiger tryptischer Verdau.

® n.d.: Nicht detektiert. Massen <400 Da wurden von dem Massenspektrometer nicht
aufgezeichnet.

" Mox.: Oxidierter Methioninrest.
Id.: Die Peptide der Ov-GST1a und —1b sind identisch

3.2.1.4 Analyse der N-Glykanstrukturen der Ov-GST durch ESI-MS und
MALDI-TOF Analyse

Bei der Analyse der Glykopeptide der Ov-GST1a/1b durch ESI-MS (s. Tab. 3.2.1.3.A) und
MALDI-TOF (,Matrix-assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight*) wurden an den N-
Glykosylierungsstellen typische Molekularionen mit Masseninkrementen von 162 Da
detektiert. Der Zuwachs von je 162 Da an den N-Glykosylierungsstellen deutet auf die
Bindung von Hexosen an diesen Stellen hin. Durch Vorversuche, in denen die Wirkung
verschiedener spezifischer Glykosidasen auf das N-Glykanmuster der Ov-GST1 getestet
wurde, konnte bereits festgestellt werden, dass die Ov-GST1a und -1b Mannosereste tragen.
In Abb. 3.2.1.4 ist, stellvertretend fur die isolierten Glykopeptide (GP) der Ov-GST1a und -1b,
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das MALDI-TOF Spektrum der Peptide der N-Glykosylierungsstelle 1 (N50) und 4 (N144)
dargestellt. GP144.57 und GP4444.15¢ Wwurden zusammen mit anderen Peptiden in der HPLC-
Fraktion 13 eluiert (s. Abb. 3.2.1.3.A). An der Glykosylierungsstelle 1 der Ov-GST1a und -1b
sind N-Glykanstrukturen mit 2 bis 5 Mannoseresten (Man) Gber 2 N-Acetylglukosaminreste
(GlcNAc) mit dem Peptidruckgrat verbunden (allg. Struktur: Man, sGIcNAc,). Die Chitobiose-
Grundstruktur der N-Glykane der Saugetiere umfasst neben den 2 GIcNAc-Resten
mindestens 5 daran gebundene Mannosereste. Bei der Ov-GST1a und -1b hingegenist z. T.
sogar diese Grundstruktur noch verkirzt; die Hauptglykanstruktur an Glykosylierungsstelle 1
(N50), aber auch an Glykosylierungstelle 2 (N79) und 3 (N134) tragt 5 Mannosereste
(MansGIcNAc,; Abb. 3.2.1.4.A, linke Seite). Im Gegensatz dazu sind die an der
Glykosylierungsstelle 4 (N144) gebundenen Kohlenhydratstrukturen wesentlich langer und
tragen mit bis zu 9 Mannoseresten die maximal mdgliche oligomannosidische N-
Glykanstruktur (Mans¢GIcNAC,). In Abb. 3.2.1.4.A, rechte Seite, ist die Glykostruktur des
unvollstandig verdauten GP4444.459 dargestellt. Die MangGIcNAc,-Struktur ist hier aufgrund
ihres geringen Vorkommens in der Abbildung nicht zu erkennen.

Die ESI-MS Analysen der N-glykosylierten Peptide bestatigen die durch MALDI-TOF
erhaltenen Ergebnisse des oligomannosidischen Glykosylierungsmusters der Ov-GST1a und
konnten fur die Bestimmung der Verhaltnisse der einzelnen Kohlenhydratstrukturen an den 4
Glykosylierungsstellen genutzt werden:

GP144.57 Mans/Man,/Mans/Man, = 1:0,32:0,1:0,01;

GP2;4.95 Mans/Man,/Mans; = 1:0,51:0,07;

GP3134.137 Mans/Man,/Mans; = 1:0,13:0,07;

GP4444.156 Mans/Mang/Man;/Mang/Man,/Mans/Mang = 1:0,48:0,15:0,1:0,05:0,04:0,01.

Die Verhéltnisse der einzelnen Glykostrukturen zueinander verdeutlichen, dass
MansGIcNAc, die dominante N-Glykanstruktur aller Glykosylierungsstellen der Ov-GST1a
darstellt. Weiterhin sind mit den Vorkommen von Man,-, Mans;- und Man,GIcNAc,, mehr als
30% der N-Glykane der Ov-GST1a kleiner als die kleinsten fir Saugetiere beschriebenen
N-Glykanstrukturen. Wahrend an den N-Glykosylierungsstellen 1 (N50), 2 (N79), und 3
(N134) oligomannosidische N-Glykane mit bis zu 5 Mannoseresten vorliegen, ist die
4. N-Glykosylierungsstelle durch wesentlich langere Kohlenhydratketten mit 5 bis 9
Mannoseresten gekennzeichnet. Die flr die Ov-GST1b bestimmten N-Glykanstrukturen
unterscheiden sich, soweit detektierbar, nicht von denen der Ov-GST1a. Das grdssere
Molekulargewicht der Ov-GST1b (s. Abb. 3.2.1.1.A, Spur A) im Vergleich zur Ov-GST1a ist
demzufolge wahrscheinlich auf die N-Glykosylierung der zusatzlichen, in der N-terminalen

Verlangerung liegenden, potentiellen Glykosylierungsstelle zurtickzufiihren.
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Abb. 3.2.1.4.A MALDI-TOF Spektrum der HPLC-Fraktion 13 der Ov-GST1a und

-1b nach tryptischem Verdau

Die N-Glykosylierungsstelle 1 (N50, linke Seite der Abb.) tragt eine verkirzte N-
Glykanstruktur mit 2 bis 5 Mannoseresten (M, bis Ms). Die N-Glykosylierungsstelle 4 (N144,
rechte Seite der Abb.) tragt hingegen eine oligomannosidische Struktur mit 5 bis 9
Mannoseresten (Mg kann in dieser Abb. nicht aufgel6st werden). Die Hauptglykanstruktur bei
m/z 2841,7 wurde fir die Untersuchung des Verkniupfungsmusters der N-Glykane im ESI-
MS/MS analysiert (s. Abb. 3.2.1.5.A); m/z: Masse/Ladung.

3.2.1.5Analyse der Verkniipfung der Mannosereste durch ESI ,,daughter
ion“ Spektren anhand des Glykopeptids 1 der Ov-GST1a

Fir die Analyse der Verknipfung der einzelnen Mannosereste wurden die
Hauptglykanstrukturen der einzelnen Glykosylierungsstellen durch ESI-MS/MS dargestellt.
Die ,daughter ion“-Spektren zeigen die Abundanz der Fragmentionen die bei der Spaltung
der Mannosebindungen entstehen, und lassen dadurch Rulckschlisse auf das
Verknidpfungsmuster der einzelnen Hexosen untereinander zu. Stellvertretend fir die
MansGIcNAc,-Strukturen aller Glykopeptide ist in Abb. 3.2.1.5.A das doppelt geladene ESI-
,daughter ion“ Spektrum des GP144.5; abgebildet. In dem Fragmentierungsschema sind die
identifizierten Fragmentionen der Mannosereste angeflihrt. Aufgrund der Abundanz teilweise
noch verbundener Hexosereste konnte das abgebildete Verknilpfungsmuster erstellt werden.
Die durch MALDI-TOF, ESI-MS und ESI-MS/MS ermittelte haufigste Oligomannoseform der
Ov-GST1a und -1b entspricht damit in ihrem Verknipfungsmuster den typischen
Oligomannosen der Saugetiere. Eine Aussage Uber die Art der glykosidischen Bindungen

(cr, B) ist allerdings mit diesen Methoden nicht maoglich.
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Abb. 3.2.1.5.A ESI ,,daughter ion“ Spektrum des zweifach geladenen GP1 mit 5

Man-Resten

Die detektierten Haupt-Fragmentionen entstehen durch die Abspaltung von 1 bis 5
Mannoseresten und 2 GIcNAc-Resten. Die Abundanz der identifizierten Fragmentionen
wurde zur ldentifizierung der Verknipfung der N-Glykane genutzt (schematisch dargestellt).
Peptid spezifische Fragmente sind in der Abb. durch y, (vom carboxyterminalen Ende
ausgehend) und b, (aminoterminales Ende) dargestellt.

3.2.2 Untersuchung der Antikorperantwort auf die Ov-GST1a und -1b
anhand von Seren Onchocerciasis-infizierter Patienten durch ELISA

3.2.2.1Vergleich der Antikorperantwort der glykosylierten und der
deglykosylierten Ov-GST1a und -1b im ELISA

Aufgrund der Lokalisierung der Ov-GST1a und -1b an der Parasit-Wirt-Grenze'® und den im
Vergleich zu den Kohlenhydratstrukturen des Wirts stark verklrzten N-Glykanen, sollte der
Einfluss der Kohlenhydratketten auf die Erkennung der Ov-GST1 als Antigen durch ELISA
(,LEnzyme Linked Immunosorbent Assay“) analysiert werden.

Dazu wurde die Immunglobulin (Ig) Ggesamt Antikdrperantwort von 29 Seren von Patienten mit
generalisierter Onchocerciasis auf die glykosylierte und mit N-Glykanase F deglykosylierte
Ov-GST1a und -1b bestimmt. Abgesehen von dem Zusatz von N-Glykanase F fur die
Deglykosylierung wurden die Proben identisch behandelt, so dass ein Einfluss der
Vorbehandlung auf die spateren ELISA-Messungen ausgeschlossen werden konnte. Da es

durch die N-Glykanase F-Behandlung zu einer Veranderung der Ladung der Ov-GST1 an
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den Glykosylierungsstellen kommt (Veranderung von N zu D), wurde die Ov-GST1 zum
Vergleich mit Endoglykosidase H deglykosyliert. Die 1gG Antikérperantwort der
Endoglykosidase H- und N-Glykanase F-behandelten Ov-GST1 wiesen im ELISA keine
signifikanten Unterschiede auf. Als Negativkontrolle wurde die Antikdrperantwort von 5
europaischen und 4 afrikanischen Seren nicht-infizierter Personen untersucht. Die ODyso-
Werte reprasentieren die IgG Antikérperantwort auf die glykosylierte bzw. deglykosylierte Ov-
GST1a und -1b. Der ODgs-,cut-off von 0,18 koénnte auf konservierte GST Epitope
zurtckzufihren sein. Die statistische Analyse der Antikdrperantworten durch den gepaarten
Wilcoxon-Test zeigte, dass die glykosylierte Form der Ov-GST1a und -1b zu signifikant
hoéheren Antikérperantworten (P < 0,05) flhrte (Median OD45 = 0,66 [10% und 90%
Perzentile, 0,32 und 0,79]) als die deglykosylierte Ov-GST1 (Median ODys0 = 0,36 [10% und
90% Perzentile, 0,19 und 0,58]) (Abb. 3.2.2.1.A). Von den 29 getesteten Seren reagierten
nur 2 Seren nicht mit den Proteinen, 2 weitere wiesen ausschlielRlich Antikbrper gegen die
glykosylierte Form der Ov-GST1a und -1b auf. Die native, im Wurm vorliegende, Struktur
weist also aufgrund ihrer Glykosylierung Epitope auf, die vom Immunsystem des Wirtes als
starkere Antigene erkannt werden, als die deglykosylierte Form. Die fir die rekombinante, in
E. coli exprimierte Ov-GST1a gemessenen ODgs-Werte waren ebenfalls deutlich geringer
als die fur das native Protein bestimmten Werte und bestadtigen damit, dass die

Glykosylierung fur die signifikant erhdhte Antikérperantwort verantwortlich ist.
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Abb. 3.2.2.1.A ELISA der IgG Antwort O. volvulus-infizierter Patienten auf die
native glykosylierte und mit N-Glykanase F deglykosylierte Ov-GST1a und —-1b

Es wurden 29 Seren O. volvulus-infizierter Patienten untersucht (n=3). Die
Antikoérperantwort auf die glykosylierte Form der Ov-GST1a und -1b (Ov-GST1 + CHO) war
signifikant héher (P <0,05) als auf die deglykosylierten Formen der GST (Ov-GST1 - CHO).
Die IgG Antworten der Patientenseren (ODyso-Werte) sind in Form einzelner Punkte
dargestellt. Der Bereich, in dem sich 50% der IgG Antikorperantworten (in OD4s0-Werten) auf
die Ov-GST1a und -1b mit und ohne N-Glykosylierung befinden, ist durch die Rechtecke
markiert; die Balken markieren die 10% und 90% Perzentilen. Der ,cut-off* ist durch eine
waagerechte Linie gekennzeichnet.

3.2.2.2 Analyse der Antikorperantwort auf die rOv-GST1a mit N-terminaler

bzw. ohne N-terminale Verlangerung

Die Ov-GST1a und -1b besitzen im N-terminalen Bereich eine Verlangerung aus 24
Aminosauren (s. 3.2.1.2.A). Die Expression der Ov-GST1a in E. coli flhrt oftmals zur
Expression zweier Proteine, da neben dem 1. Startmethionin auch das Methionin an
Position 25 als Translationsstartpunkt genutzt wird und damit zur Bildung einer verkirzten,
aber enzymatisch voll aktiven rOv-GST1a fihrt (Abb. 3.2.2.2.A, Spur C). Die Epitopanalyse
mit dem Programm ANTIGENIC (http://www.uk.embnet.org/Software/EMBOSS/) nach der
Methode von Kolaskar und Tongaonkar'® filhrte zur Identifizierung von 8 potentiellen
antigenen Bereichen in der Ov-GST1a und -1b (A39 — S52, F72 — N79, S81 — S88, A90 —
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L102, 1112 —W129, E147 — F160, G167 — M184, L194 — K206), von denen einer in der N-
terminalen Verlangerung lokalisiert ist (K18 — Q24). Basierend auf dieser Vorhersage wurde
die Antigenizitat der N-terminalen Verlangerung im ELISA untersucht. Um die Konformation
der Ov-GST1a zu erhalten, wurde nicht nur der N-terminale Bereich, sondern das gesamte
enzymatisch aktive Protein im ELISA eingesetzt. Dafur wurde mittels Mutagenese-PCR der
2. Translationsstartpunkt entfernt (Punktmutation von M25 in A25), so dass eine Expression
der rOv-GST1a mit N-terminaler Verlangerung sichergestellt war (Abb. 3.2.2.2.A, Spur D).
Als Vergleich wurde die rOv-GST1a ohne N-terminale Verlangerung in E. coli zur Expression
gebracht (Abb. 3.2.2.2.A, Spur B) und die Antikérperantwort im ELISA detektiert. Insgesamt
wurden 38 Seren von Patienten mit der generalisierten Form der Onchocerciasis auf ihre 1IgG
Antikérperantworten, ausgedrickt in ODgs-Werten, hin getestet. Wahrend von den 38
getesteten Patientenseren nur 4 nicht mit dem Protein plus N-terminaler Verlangerung
reagierten, wurde die rOv-GST1a ohne Verlangerung von 9 Patienten nicht als Antigen
erkannt. Damit erkannten 34 von 38 (89,5%) Patienten die rOv-GST1a als Antigen, von
diesen wiederum zeigten 22 (58%) eine erhohte 19Ggesamt Antikorperantwort gegeniiber dem
Protein mit N-terminaler Verlangerung. Die fir die rOv-GST1a mit N-terminaler Verlangerung
gemessenen Antikorperantworten (Median ODyso = 0,28 [10% und 90% Perzentile 0,16 und
0,58]) waren signifikant héher (P = 0,046) als die flr das verkiirzte Protein erhaltenen I1gG
Antworten (Median ODys = 0,22 [10% und 90% Perzentile 0,17 und 0,35]).

kDa A B c 5
40—
30—
AT “ﬂl‘iﬁ”ﬁ e
Abb. 3.2.2.2.A Rekombinante Expression und Aufreinigung der Ov-GST1a mit N-

terminaler bzw. ohne N-terminale Verlangerung

Coomassie-Farbung eines 12,5% (w/v) SDS-PAGE. Spur A: Proteinmarker, Angaben der
molekularen Massen in kDa auf der linken Seite; Spur B: gereinigte rOv-GST1a ohne N-
terminale Verlangerung; Spur C: Expression der rOv-GST1a mit N-terminaler und ohne N-
terminale Verlangerung in E. coli durch die Erkennung von M25 als 2. Translationsstartpunkt;
Spur D: gereinigte rOv-GST1a (M25A) mit N-terminaler Verlangerung.
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3.2.2.3Untersuchung der Antikorperantwort auf die N-terminale
Verlangerung der Ov-GST1a mit Onchocerciasis-Patientenseren im

Vergleich zu Seren von Patienten mit anderen Helmintheninfektionen

Die GST von Helminthen weisen bestimmte flir sie typische, konservierte Bereiche auf, die
bei serologischen Untersuchungen von Patienten mit anderen Helmintheninfektionen
Kreuzreaktionen hervorrufen kénnen und damit auch flr eine Vakzinierung nur schlecht
geeignet sind. Die Ov-GST1a und -1b hingegen ist durch eine flir GST einzigartige N-
terminale Verlangerung gekennzeichnet. Im Folgenden sollten mégliche Kreuzreaktionen der
N-terminalen Verlangerung der rOv-GST1a und -1b mit Seren von Patienten mit
verschiedenen anderen Helmintheninfektionen analysiert werden. Um Antikdrperreaktionen
auf konservierte GST-Bereiche auszuschliessen, wurde der N-terminale Bereich in 2
Uberlappenden Peptiden synthetisiert und die Kreuzreaktion mit Seren von Patienten mit
L. loa-, B. malayi-, W. bancrofti-, A. lumbricoides-, T. spiralis- und S. mansoni-Infektionen
untersucht. Alle getesteten Seren zeigten geringe IgG Antworten mit OD,s,-Werten < 0,15.
Keines der Seren von Patienten mit Filarieninfektionen (L. loa, B. malayi) zeigte OD4so-Werte
> 0,1. Zwei der 5 Serenpools von Patienten mit W. bancrofti Infektionen zeigten ODyso-Werte
von > 0,1. Von 20 untersuchten Seren von Patienten mit Onchocerciasis reagierten 12 mit
Antikorperantworten mit OD4so-Werten > 0,1 auf die N-terminalen Peptide, 8 hingegen
zeigten nur eine geringe 1gG Antwort (Median ODyso = 0,2 [10% und 90% Perzentile 0,052
und 0,86]; ,cut-off* OD4s0 = 0,04).

3.2.3 Bestimmung des physiologischen Substrats der Ov-GST1a und -1b

3.2.3.1 Analyse der Prostaglandinbildung der rOv-GST1a mit Prosta-
glandin H; als Substrat

Basierend auf der AS-Sequenz und der Sekundarstruktur, wie auch aufgrund des ermittelten
Substrat- und Inhibitorprofils (Sommer et al., unveréffentlicht) kann die Ov-GST1a und -1b
der Sigma-Klasse zugeordnet werden. Das Alignment der Ov-GST1a und -1b mit der Sigma-
Klassen-GST vom Tintenfisch (PDB-Code 1GSQ) und von C. elegans (Acc. Nr. NP_508625)
weist eine sehr groRe Ahnlichkeit von 45% (1GSQ) bzw. sogar 54% (Ce-GSTSigma) der
Aminosauren zur Ov-GST1a und -1b auf (Abb. 3.2.3.1.A). Neben der Homologie zu den GST
der Sigma-Klasse, zeigt sich im Alignment mit der hamatopoetischen Prostaglandin D,-
Synthase (hPGDS) der Ratte und des Menschen, dass die Ov-GST1a und -1b diesen
ebenfalls sehr homolog ist (AS-ldentitat: 33%; homologe Aminosauren insgesamt ~ 47% im
Vergleich zu beiden hPGDS; Abb. 3.2.3.1.A). Aufgrund dieser Ahnlichkeit und dem

Vorkommen bekannter, flir die enzymatische Aktivitdt essentieller Aminosauren an

63



3.2 Ergebnisse Onchocerca volvulus GST1a und —1b

aquivalenten Positionen (Y8, R14, W105, K114, K198), wurde die GSH-abhangige
Prostaglandin (PG) H,-D, Isomeraseaktivitat der rOv-GST1a getestet. Bei Verwendung von
40 uM PGHj; als Substrat, konnte mit HPLC-MS eine konzentrationsabhangige Bildung von
PGD, durch die rOv-GST1a gemessen werden (Abb. 3.2.3.1.B). In wassriger Losung und bei
Raumtemperatur ist PGH, sehr instabil, so dass es zur Bildung nicht enzymatischer
Zerfallsprodukte kommt und im HPLC-MS PGD,, PGE, und PGF,, nachgewiesen werden
kénnen (s. Abb. 3.2.3.1.B, ohne Enzymzugabe). Durch Zugabe von rOv-GST1a hingegen
kommt es zu einer verstarkten Bildung von PGD,, verbunden mit einer Abnahme der
nachzuweisenden PGF,,- und PGE,-Konzentration im Test (Abb. 3.2.3.1.B). Die Abnahme
der nicht enzymatisch gebildeten Zerfallsprodukte bei Erhéhung der rOv-GST1a
Konzentration im Test ist auf den damit verbundenen, gesteigerten Verbrauch von PGH, fiir
die enzymatische Bildung von PGD, durch die rOv-GST1a zurlckzufihren. Bei einer
Konzentration von etwa 9 ug rOv-GST1a im Test, wird PGH, (40 uM) zum limitierenden
Faktor der Enzymreaktion. Eine quantitative Analyse ist aufgrund der Instabilitdt von PGH,
nicht moglich.

Die rOv-GST1a weist somit eine Isomeraseaktivitat auf die zur spezifischen Bildung von
PGD, flihrt. Der Einsatz von PGD, als potentielles Substrat der rOv-GST1a flihrte nicht zur
Bildung weiterer moglicher Folgeprodukte (wie z. B. A12-PGJ,, 90,,11B3-PGF;) und wird damit

nicht als Substrat verwendet.
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Abb. 3.2.3.1.A Alignment der Aminosauresequenz der Ov-GST1a mit der hPGDS
aus der Ratte und dem Menschen, sowie mit den GST der Sigma-Klasse aus dem
Tintenfisch und C. elegans

Alignment der Ov-GST1a mit den AS-Sequenzen der hPGDS aus der Ratte und dem
Menschen, sowie den zur Sigma-Klasse gehérenden GST des Tintenfischs (PDB: 1GSQ)
und der C. elegans GST R11G1. Identische Aminosauren sind schwarz unterlegt, konserviert
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ausgetauschte Aminsauren sind hellgrau dargestellt. Zur Optimierung des Alignments wurde
die 24 Aminosauren der N-terminalen Verlangerung der Ov-GST1a nicht mit in das
Alignment einbezogen.
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Abb. 3.2.3.1.B Darstellung der konzentrationsabhdngigen Prostaglandin H,-D,

Isomeraseaktivitat der rOv-GST1a mit Prostaglandin H, als Substrat

Die Enzymaktivitat der rOv-GST1a wurde mit einer konstanten Prostaglandin (PG) H,-
Konzentration von 40 uM bei verschiedenen rOv-GST1a Konzentrationen getestet und die
entstehenden Produkte durch HPLC-MS analysiert. Mit dieser Methode kann PGD,, PGF,
und PGE, nachgewiesen werden. Jeder Messwert reprasentiert 2 unabhangige Messungen
der rOv-GST1a Isomeraseaktivitat. Angegeben sind die pro MS-Analyse gebildeten
Prostaglandine als prozentuale Anteile.

3.2.3.2 Prostaglandin D2-Bildung durch die rOv-GST1a im gekoppelten

Enzymtest mit Cyclooxygenase |

Die Prostaglandin (PG)-Synthese erfolgt in vivo durch die Oxygenierung von Arachidonsaure
zu PGG,. Die Reaktion wird durch eine der zwei Isoformen der Cyclooxygenase katalysiert
und durch deren Hydroperoxidaseaktivitat zu PGH, reduziert. Um die PGH»-D,
Isomeraseaktivitdt der rOv-GST1a zu bestatigen und die Bildung nicht enzymatischer
Zerfallsprodukte von PGH; zu reduzieren, wurde die Isomeraseaktivitat in einer gekoppelten
Enzymreaktion gemessen, in der PGH, sowohl gebildet als auch metabolisiert wird. Unter
moglichst physiologischen Testbedingungen wurde durch die Cyclooxygenase | aus
Arachidonat PGH, fir die Isomerasereaktion der rOv-GST1a bereitgestellt und die
entstehenden Produkte durch HPLC-MS identifiziert. Wie in Abb. 3.2.3.2.A zu erkennen, wird
mit Erhéhung der rOv-GST1a Konzentration im Test vermehrt PGD, gebildet. Durch die hohe
Aktivitat der Cyclooxygenase | wird sehr viel PGH, bereitgestellt, so dass trotz der
Metabolisierung durch die rOv-GST1a noch PGF,, und PGE, entstehen kdénnen
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(Abb. 3.2.3.2.A). Die spezifische Bildung von

PGD, im gekoppelten Enzymtest

(Abb. 3.2.3.2.B) ist durchaus vergleichbar mit der PGD,-Bildung im direkten Test mit PGH,
als Substrat und bestatigt die PGH,-D, Isomeraseaktivitat der rOv-GST1a.
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Abb. 3.2.3.2.A
HPLC-MS Analyse identifizierten Prostaglandine

Exemplarische Darstellung des Retentionsmusters der durch

Detektion der verschiedenen Prostaglandine nach Auftrennung Uber ,Reversed Phase®
HPLC und MS Analyse im UV-Bereich (OD,y,). Die abgebildeten UV-Spektren stellen
einzelne Messungen der enzymatisch, durch die rOv-GST1a gebildeten, und nicht-
enzymatisch gebildeten Prostaglandine dar. Fur diese exemplarische Darstellung wurden
Spektren gewahlt, die zu einer Versuchsreihe gehéren: das untere Spektrum zeigt die zu
detektierenden Prostaglandine ohne rOv-GST1a im Enzymtest, das mittlere Spektrum zeigt
die enzymatisch und nicht enzymatisch, bei Einsatz von 2,4 ug rOv-GST1a im Test
gebildeten Prostaglandine, das obere Spektrum wurde bei Einsatz von 11,8 ug rOv-GST1a

im Test erhalten.
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Abb. 3.2.3.2.B Konzentrationsabhingige Bildung von PGD, durch die rOv-GST1a

im gekoppelten Enzymtest mit Cyclooxygenase |

Die Isomeraseaktivitat der rOv-GST1a wurde unter Verwendung von 30 uM Arachidonsaure
und 0,2 Einheiten Cylooxygenase | bei verschiedenen rOv-GST1a Konzentrationen
gemessen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert von 2 unabhangigen Messungen dar.
Angegeben sind die pro MS-Analyse gebildeten Prostaglandine als prozentuale Anteile.

3.2.4.1 Expression des Ov-GST1a-Promotor::GFP-Reportergenkonstrukts in

C. elegans

Far die Untersuchung funktioneller Aspekte der Genregulation von O. volvulus muss auf ein
heterologes System wie C. elegans zurlckgegriffen werden. Um das Expressionsmuster der
Ov-GST1a in C. elegans zu analysieren, wurde der 5’-Bereich (-608 bp bis zum Beginn des
3. Exons) als Fragment von 2,57 kb in Fusion mit dem ,Green Fluorescence Protein“ (GFP)
kloniert. Das Promotor::GFP-Reportergenkonstrukt wurde, zusammen mit dem
Markerplasmid pBX, in die Gonaden von C. elegans pha-l Mutanten injiziert. Die erfolgreiche
GFP-Expression in den transgenen Organismen zeigt, dass der freilebende Nematode die
regulativen Elemente des Parasitenpromotors erkennt — d.h. bestimmte, konservierte DNA-
Elemente fihren zu einer zumindest ahnlichen, basalen Transkription. Wahrend die
Embryonen der Transfektanten noch keine GFP-Expression zeigten, wurde in den
postembryonalen Juvenilstadien und auch den adulten Tieren eine deutliche GFP-
Expression im Hypodermisbereich festgestellt (Abb. 3.2.4.1.A/B/C). Die Juvenilstadien
zeigten eine ausgepragte GFP-Expression der gesamten Hypodermis, besonders aber der
hyp 7 Zelle (Abb. 3.2.4.1.B). Eine eher moderate GFP-Farbung konnte im Isthmus und im
terminalen Bulbus des Pharynx festgestellt werden (Abb. 3.2.4.1.C). In den adulten Wirmern

war die Expression auf die Hypodermis im Bereich des Pharynx beschrankt und neben
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einem verstarkten GFP-Signal im Isthmus und den Drisenzellen des terminalen Bulbus,
zeigte sich eine GFP-Expression in den Arkadenzellen (Abb. 3.2.4.1.A).

Abb. 3.2.41.A Expression des Ov-GST1a::GFP-Reportergenkonstrukts in
C.elegans

Die Expression der Ov-GST1a wurde durch Transfektion eines GFP-Reportergenkonstrukts
mit dem 5’-Bereich der Ov-GST1a in C elegans analysiert. A: adulter Wurm; B: L2 Stadium;
C: L3 Stadium. In den postembryonalen Stadien konnte eine deutliche Fluoreszenz in der
hyp 7 Zelle beobachtet werden (B). Die starkste Farbung konnte im Isthmus, dem
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posterioren terminalen Bulbus (tb) und in den Arkadenzellen (arc), sowie in der Hypodermis
nachgewiesen werden (A).

3.2.4.2 Glykosylierung der Ov-GST1a bei Uberexpression in C. elegans

Da die native Ov-GST1a und —1b nur in geringen Mengen zu isolieren sind und die
Beschaffung der Wirmer einen groRen Kostenfaktor darstellt, sollte die Ov-GST1a fir
weitere Untersuchungen in C. elegans uberexprimiert werden. Fur die ektopische
Uberexpression der Ov-GST1a mit und ohne Signalpeptid, wurde die entsprechende cDNA
unter die Kontrolle eines Hitzeschock-Promotors (hsp 16-41) gestellt. Die Expression der Ov-
GST1a in C. elegans erfolgte bei 31°C und fihrte zur Bildung des posttranslationell
modifizierten N-glykosylierten Proteins (Abb. 3.2.4.2.A, Spur A). Durch die Deglykosylierung
mit N-Glykanase F, im Vergleich zu dem in E. coli rekombinant exprimierten Protein, zeigte
sich, dass die Ov-GST1a das erwartete Molekulargewicht aufwies und dementsprechend in
C. elegans korrekt prozessiert wurde (vergl. Spur B und C; Abb. 3.2.4.2.A). Dies wird auch
durch die Expression der Ov-GST1a ohne Signalpeptid im Western Blot bestatigt
(Abb. 3.2.4.2.B, Spur A). Die Spezifitdt des Signals konnte durch den Vergleich mit
C. elegans Wildtyp Homogenat im Western Blot bestatigt werden (Abb. 3.2.4.2.B, Spur B).
Die N-Glykosylierung der in C. elegans Uberexprimierten Ov-GST1a weist, soweit aufgrund
des Deglykosylierungsmusters mit Endoglykosidase H, o-Mannosidase, und a-Fucosidase
analysierbar (Daten nicht gezeigt), keine Unterschiede zu dem nativen, in O. volvulus
vorliegenden Enzym auf (vergl. Abb. 3.2.1.1.A). Da durch Endoglykosidase H und o-
Mannosidase, nicht aber durch o-Fucosidase und Endo-B-Galaktosidase eine
Deglykosylierung nachgewiesen werden konnte, ist eine oligomannosidische N-
Glykanstruktur der in C. elegans exprimierten Ov-GST1a sehr wahrscheinlich.
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Abb. 3.2.4.2.A/B Uberexpression der Ov-GST1a in transgenen C. elegans

Die gesamte Sequenz der Ov-GST1a mit (linke Abb.) und ohne Sequenz fur das
Signalpeptid (rechte Abb.) wurde in den Vektor pPD 49.83 mit dem hsp 16-49
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Hitzeschockpromotor kloniert. Die Detektion der in C. elegans exprimierten rOv-GST1a
erfolgte durch Western Blot Analyse. Die Expression der rOv-GST1a ohne Signalpeptid
(Abb. rechts, Spur A) fihrte zu einer Bande bei 27 kDa, die dem Peptidgriickgrat der GST
entspricht. Abb. rechts, Spur B: C. elegans Wildtyp. Die Expression der rOv-GST1a mit
Signalpeptid flhrte zur N-Glykosylierung der Ov-GST1a (Abb. links, Spur A). Die molekulare
Masse von ~ 31 kDa entspricht in etwa der des nativen Proteins aus O. volvulus. Abb. links,
Spur B: Deglykosylierung mit N-Glykanase F; Spur C: rekombinant in E. coli exprimierte rOv-
GST1a.

3.2.4.3 Aufreinigung der posttranslationell modifizierten Ov-GST1a aus
C. elegans durch Ni**-Chelatchromatografie

Die fur die Uberexpression von Genen in C. elegans bisher erhéltlichen Vektoren sind mit
den erforderlichen, induzierbaren Promotorbereichen und mit mRNA stabilisierenden
synthetischen Introns ausgestattet, so dass eine stabile Proteinexpression in C. elegans
gewahrleistet ist. Fur eine Aufreinigung der exprimierten Proteine kénnen diese allerdings
nicht genutzt werden, da keine Expressionskassetten fir die Bildung der entsprechenden,
affinitdtschromatographisch zu nutzenden Aminosauren existieren.

In 3.2.4.2 konnte die Expression der posttranslationell modifizierten rOv-GST1a in
C. elegans durch Western Blot nachgewiesen werden. Da C. elegans basierend auf der
Analyse der verfligbaren EST-Datenbanken selbst Gber mehr als 40 Sequenzen mit
Homologien zu GST verfugt, ist eine affinitatschromatografische Aufreinigung tGber GSH-
oder S-Hexyl GSH-Sepharose ausgeschlossen. Da die ektopische Expression der rOv-
GST1a unter Kontrolle des Hitzeschockpromotors hsp16-41 erfolgreich war, wurde der
Vektor pPD 49.83 durch Insertion eines His-Schwanzes in die 2. ,Multiple Cloning Site®
(MCS) unter Erhalt aller verfligbaren Restriktionsschnittstellen modifiziert. Direkt nach der
Sac I-Restriktionsschnittstelle, Position: 578 bp, wurde durch PCR eine Sequenz von 10
CAT-Nukleotiden und eines TGA-Stopcodons insertiert. Innerhalb der 2. MCS kénnen damit
alle Restriktionsschnittstellen ab Nhe | (541 bp) genutzt werden, die Nco I-Schnittstelle
(557 bp) kann als alternativer Translationsstartpunkt dienen (Abb. 3.2.4.3.A).
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Schematische Darstellung des Plasmid pPD49.83 mit C-terminalem His-Schwanz
fur die Uberexpression und Aufreinigung von potentiellen Vakzinekandidaten in C.elegans

541 NheI (547 SallI) 557 Ncol 569 EcoORV 578 SacI
5/- |aCT Acql|eTC GAC| eaT Acc ATG GTA TTG ATA TAT |[GAG CTd 10x CAT TGA -3’
A S VvV D ¢ T M V L I S E L 10x H #

BamH | (457)
Ava | (462)
Sma | (462)

Bal | (472) MCS 2
N
S
Y
Ve
S
& Spe 1 (1377)

Q pPD 49.83 Spl 1 (1385)

¥ C-terminaler His-Schwanz = |Apal(1395)

© @

% 3858 bp €

T

lacP
Hind Il (18) Apr, ori, lacP stehen fiir
(Sspar: || ((;‘:g;) ori Apr das [}-La}ctamasegen,
Replikationsstartpunkt und
lacZ Promotor aus pUC 19.
Basierend auf pPD 49.83, konstruiert
durch A. Fire, S. White-Harrison, D. Dixon
Abb. 3.2.4.3.A Abbildung des modifizierten Plasmidvektors pPD 49.83 fiir die

Aufreinigung von ektopisch exprimierten Proteinen in C. elegans iiber Ni**-Chelat-
chromatographie

In den Vektor pPD 49.83 mit hsp 16-41 Promotor (A. Fire, Carnegie Institution of
Washington, Baltimore, MD) wurde eine Nukleotidsequenz von 10 CAT-Codons inklusive
einer TGA-Stopsequenz am 3-Ende der MCS Il eingebaut. Damit wurden die bereits
integrierten  Klonierungskassetten erhalten und eine affinitdtschromatographische
Aufreinigung exprimierter Proteine durch Ni**-Sepharose mdglich.

Dieser Vektor wurde fir die Expression und affinitdtschromatographische Aufreinigung der
Ov-GST1a (iber Ni**-Sepharose genutzt. Durch Verwendung der Restriktionsschnittstellen
BamHI (457 bp) und EcoRV (569 bp) konnte die rOv-GST1a mitsamt der Signalsequenz
kloniert und mit dem, fur die Aufreinigung erforderlichen C-terminalen His-Schwanz,
exprimiert werden (Abb. 3.2.4.3.B). Die C-terminale Verlangerung der Ov-GST1a scheint
keinen Einfluss auf die N-Glykosylierung des Enzyms zu haben

(vergl. Abb. 3.2.4.2.A; Spur A).
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kDa A B C D

40—

30 -y e -

20—

Abb. 3.2.4.3.B Western Blot Analyse der in C. elegans liberexprimierten

rOv-GST1a mit C-terminalem His-Schwanz

Nach Expression der rOv-GST1a plus C-terminalem His-Schwanz in C. elegans
(Hitzeschock: 2h, 31°C) wurden die Wiirmer homogenisiert und die rOv-GST1a lber Ni*-
Sepharose gereinigt. Nach Auftrennung Uber ein 12,5% (w/v) SDS-PAGE und Western Blot
Analyse konnte die rOv-GST1a spezifisch bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen
(0,5 pg, 1 g, 3 ug Protein) nachgewiesen werden (Spur B-D). Spur A: rekombinant in E. coli
exprimierte rOv-GST1a mit N-terminaler Verlangerung.

3.3 Onchocerca volvulus-GST3

3.3.1 Identifizierung von 3 verschiedenen Transkripten der Ov-GST3

3.3.1.11solierung der cDNA-Sequenzen der Ov-GST3a, -3b, -3c
Der 3'-Bereich der Ov-GST3 mRNA wurde im Zuge einer ,Differential Display* (DD) RT-PCR

Analyse identifiziert, bei der insgesamt 118, durch oxidativen Stress hochregulierte
Transkripte kloniert und sequenziert wurden®. Die Behandlung der Wirmer mit
Xanthin/Xanthin-Oxidase fiihrte, im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollwirmern, zum
Anstieg der Transkriptmenge eines 280 bp groRen Fragments der Ov-GST3, welches isoliert
und charakterisiert werden konnte. Neben dem 3’- nichttranslatierten Bereich kodierte das
Fragment fur einen offenen Leserahmen von 45 Aminosauren. Fir die Isolierung der
gesamten cDNA der Ov-GST3 wurde eine A ZAPIl cDNA-Bank aus adulten O. volvulus
Wirmern mit dem 280 bp Fragment gescreent, wobei 14 Phagen isoliert und durch in vivo

Excision in das Plasmid pBluescript-SK* eingebracht wurden.

3.3.1.2Vergleich der isolierten cDNA-Sequenzen der Ov-GST3

Bei der Sequenzierung der positiven, aus der A ZAPIl cDNA-Bank isolierten Ov-GST3-Klone

zeigte sich, dass diese im 5- und im 3’-Bereich identisch sind, im mittleren Sequenzbereich
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jedoch eine Deletion bzw. ein 63 bp umfassendes Intron enthalten (Abb.3.3.1.2.B).
Dargestellt ist die Sequenz des langsten gefundenen cDNA-Transkripts (Ov-GST3c) von
861 bp, das hier vorkommende Intron (dunkelgrau unterlegt) fihrt zur Ausbildung eines
Stopcodons und damit zu einem nur 171 Aminosauren umfassenden offenen Leserahmen.
Das zweite identifizierte Transkript, im Folgenden Ov-GST3b genannt, ist korrekt gespleisst
und bildet mit 816 bp einen offenen Leserahmen fir 265 Aminosauren. Die Ov-GST3a, als
kiirzestes Transkript, unterscheidet sich von der Ov-GST3b durch das Fehlen des mittleren
Sequenzbereichs (349 -471bp in Abb. 3.3.1.2.B, hellgrau unterlegt). Der offene
Leserahmen betragt hier 675 bp und kodiert damit flir ein Protein von 224 Aminosauren. Die
GroRRen der isolierten 3 Transkripte der Ov-GST3 liegen mit dem nichttranslatierten 5'-
Bereich und dem langen, nichttranslatiertem 3’-Bereich mit Poly(A)-Schwanz bei 834 bp,
957 bp und 1038 bp (Ov-GST3a, -3b, -3c; s. Abb. 3.3.1.2.B). Als Polyadenylierungssignal
wurde mit der ,Hammer-Clustering® Methode, basierend auf bekannten Poly(A)-Signalen von
Sequenzen aus der EMBL Datenbank, die Sequenz 5-CGATTCAATC-3’ (Abb. 3.3.1.2..B,
unterstrichen) bestimmt (http://www.itba.mi.cnr.it/webgene). Das Vorkommen von 3
verschiedenen Ov-GST3 Transkripten konnte auch mit Hilfe einer PCR mit spezifischen
Oligonukleotidprimern und O. volvulus mRNA nachgewiesen werden (Abb. 3.3.1.2.A). Der
Nachweis der 3 Transkripte durch einen ,virtuellen Northern“ Blot zeigte nur 2 der 3
gefundenen Transkripte. Dies deutet mdglicherweise auf sehr geringe Mengen an Ov-GST3

mRNA unter physiologischen Bedingungen, also frei von oxidativem Stress, hin.

bp
1500
1000
oVv-GST3c
750 0V-GST3b
0V-GST3a
Abb. 3.3.1.2.A Nachweis der 3 Ov-GST3 Transkripte in O. volvulus durch PCR

Die PCR zum Nachweis der 3 Ov-GST3 Transkripte wurde unter stringenten Bedingungen
mit 100 ng O. volvulus cDNA und mit spezifischen Oligonukleotidprimern durchgefihrt. 1/10
(v/v) der PCR (30 Zyklen) wurde auf ein 1% Agarosegel aufgetragen und die Produkte mit
Ethidiumbromid gefarbt. Die erhaltenen DNA-Fragmente (Spur B) von ~700, 800 und 850 bp
(vergl. DNA-Grossenstandard Spur A) stimmen in ihrer Grélke mit den erwarteten
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Fragmenten Uberein und bestatigen damit das Vorkommen der 3

verschiedenen Ov-GST3

Transkripte.
5" -TAATATTACTGTACGACA
M F G S L L I C I L C F S F A D I
ATG TTT GGC TCA TTA TTG ATA TGC ATC CTG TGT TTC TCA TTC GCA GAT ATA
A T A I S L N Q F M S R F P Q Q G
GCG ACA GCA ATC AGT CTA AAT CAA TTT ATG TCA AGA TTT CCT CAA CAA GGG
N K K Q K Q D L S T E Y P E P S S
AAT AAA AAG CAA AAG CAA GAT TTG AGT ACA GAG TAT CCA GAA CCT TCA TCG
N S v R T Y S L P F C P Y G E S \4
AAC TCT GTC CGG ATT TAT TCG CTG CCA TTT TGT CCG TAT GGT GAA AGT GTC
T T A A Y K K G T Q F D T G Y T N
ATC CTT GCT GCG TAT AAA AAA GGC ATT CAA TTT GAC ATT GGA TAT ATT AAT
H P Y Q M N W F L A K N P E G A L
CAC CCA TAT CAA ATG AAC TGG TTIT CTC GCG AAG AAT CCT GAA GGG GCT CTA
P A v E H N G E L \Y% I D S L \Y% I M
CCA GCT GTA GAA CAT AAT GGA GAG|CTT GTG ATT GAC TCC CTA GTA ATT ATG
E Y L D D v 17 S E N S I L P D B P
GAA TAT CTG GAT GAT GTG TTC TCG GAA AAC AGC ATT TTG CCC GAT GAA CCA
Y L R A K Q R Y E A I K L D S 1% R
TAT CTG AGA GCA AAG CAA CGA TAT GAG GCA ATT AAA CTA GAT TCG|GTG CGT
R L %4 F K T S S I R T F D N T F L
CGA TTA GTT TTT AAA ACT TCA TCT ATC CGA ACT TTT GAT AAT ACC TTT CTA
L @ I C D A I R K \Y% S Y S K K L T
TTA TAG|ATA TGT GAT GCA ATA CGG AAA GTA TCA TAT TCA AAA AAG CTA ACT
G N I T M L T M E L T E A E Q M L
GGC AAT ATC ACC ATG CTT ACG ATG GAG CTT ACC GAG GCT GAA CAA ATG CTA
E S P F Y S G E T F G L P D I \Y% L
GAA TCT CCT TTT TAT TCA GGC GAA ACA TTC GGC TTG CCA GAT ATT GTC TTG
Y P C I Q R L Y M I G Q T I N D S
TAT CCG TGT ATT CAA CGA TTA TAT ATG ATC GGA CAA ACC ATT AAC GAC AGT
F L H N Y F P D H F P K L S E W F
TTC CTT CAC AAT TAT TTC CCA GAT CAC TTT CCA AAA CTT TCA GAA TGG TTC
T R M Q T L R E I Q A M Q E I K Q
ACC AGA ATG CAA ACT CTG AGA GAG ATC CAG GCA ATG CAA GAA ATA AAA CAG
Y L G N F v Y G S G Y Y N A #
TAT TTA GGA AAT TTT GTA TAC GGC AGT GGA TAT TAC AAT GCC TAA

ATTCGACATCGATCTCTTTAGCCTAATTGAAATTTTCGAGCGATTCAATCATTCCTAATTTTTTGTT
GAATTATATTTTTATATTTACTACTTTTTTGTTTCAATGAATTTTTTCCCTTTTAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAA-3'

Abb. 3.3.1.2.B
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Nukleotid- und abgeleitete Proteinsequenz der Ov-GST3a, -3b, -3¢

Die Sequenz der Ov-GST3c als langstes isoliertes Transkript umfasst mit 5- und 3'-
nichttranslatiertem Bereich 1038 bp; das hier vorkommende Intron (dunkelgrau unterlegt)
beinhaltet ein Stopcodon (534 bp) und bildet damit einen offenen Leserahmen von 171
Aminosauren (AS). Die Ov-GST3b (957 bp) enthalt dieses Intron nicht und kodiert damit far
ein Protein von 265 AS. Der Ov-GST3a als kleinstem Spleissprodukt fehlt im Vergleich zur
Ov-GST3b ein Bereich von 123 bp (hellgrau) und bildet damit einen offenen Leserahmen von
224 AS. Translationsstartpunkt und Stopcodons sind fett markiert, die Poly(A)-Signalsequenz
ist unterstrichen. In der rechten Spalte ist die Anzahl der Aminosauren (AS; obere Zeile) und
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Nukleotide (bp; untere Zeile) neben der Sequenz fiir die einzelnen Transkripte angegeben;
bei Ubereinstimmung der Anzahl ist diese stellvertretend fiir alle Transkripte in der Spalte der
Ov-GST3b angegeben.

3.3.1.3Analyse der abgeleiteten Aminosauresequenzen der 3 mRNA-
Transkripte der Ov-GST3

Die 3 identifizierten Transkripte der Ov-GST3 kodieren fir 3 Proteine mit errechneten
molekularen Massen von 25 700 Da (Ov-GST3a), 30 500 Da (Ov-GST3b) und 19 500 Da
(Ov-GST3c). Die berechneten isoelektrischen Punkte (pl) der Proteine liegen bei pH 5,68,
4,9 und 5,37. Basierend auf einer ersten Analyse der Genstruktur der Ov-GST3 konnte
festgestellt werden, dass die Ov-GST3c nicht korrekt gespleisst wird und noch Intron V
enthalt. Dadurch kommt es zur Ausbildung eines Stopcodons im offenen Leserahmen an AS-
Position 172 und somit weist die Ov-GST3c ausschlieRlich die typische N-terminale
Domanenstruktur der GST Superfamilie auf (Abb. 3.3.1.3 A).

Der Ov-GST3a fehlen die durch Exon V kodierten Aminosauren 111 - 151, wodurch das N-
terminale GST-Sekundarstrukturmotiv BoafofBo unterbrochen wird und nur die typische C-
terminale, ausschliel3lich o-helikale Domane als GST-Motiv erhalten bleibt (Abb. 3.3.1.3 A).
Die Ov-GST3b hat einem offenen Leserahmen von 265 Aminosauren besitzt somit die fur
GST typischen N- und C-terminalen Doméanen (s. Abb. 3.3.1.3 A).

1 25 51 75 Lid 125 159 175 i 224
O V-GS T 30 |00

1 51 L 150 i S50 265
O V-GS T 3D 0000000 S

| esTc

1 20 +i & 1) 100 120 ) 150 171

OV~ G S T 3 C | ————
GST_H

Abb. 3.3.1.3 A Konservierung der GST Doméanenstruktur der Ov-GST3a, -3b, -3¢

Die drei verschiedenen Transkripte fihren mdéglicherweise zur Bildung von drei Proteinen,
die sich grundlegend in ihrer Domanenstruktur unterscheiden. Wahrend bei der Ov-GST3a
die N-terminale Domane mit dem Strukturmotiv fir die GSH-Bindung fehlt, ist die Ov-GST3c
durch das Fehlen der C-terminalen Domane fir die Ausbildung der hydrophoben
Substratbindungstasche gekennzeichnet. Die Ov-GST3b hingegen weist beide typischen
GST-Strukturmotive auf.

In Abb. 3.3.1.3 B ist die Sekundarstrukturvorhersage fiir die Ov-GST3b, basierend auf 5
verschiedenen Berechnungsmethoden (Jnet Vorhersage, Jnet Alignment Vorhersage, Jnet
hmm Profil, Jnet PSIBLAST pssm Profil, Jnet PSIBLAST Haufigkeit; http://www.cse.ucsc.
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edu/research/compbio/) dargestellt. Aufgrund dieser Analyse und der Sequenzhomologie zu

anderen bekannten GST, ist die Ov-GST3 der Omega-Klasse zuzuordnen.

MFGSLLICILCFSFADIATAISLNQFMSRFPQOGNKKQKODLSTEYPEPSSNSVRIYSLPFCPYGESVILAAYKKGIQFDIGY
- - - -HHHHHHHHHHHHHHHHHHH - - - - === == — o mmmmmmm o mme oo = EEEE------- HHHHHHHHHH- - - - EEEEE

GNITMLTMELTEAEQMLESPFYSGETFGLPDIVLYPCIQRLYMIGQTINDSFLHNYFPDHFPKLSEWFTRMQTLREIQAMQET

HHHHHHHHHHHHHHHH- - - ----- - - - - HHHHHHHHHHHHHHHHHHH- - - - - - - - - - - - - - HHHHHHHHHHHH - HHHHH- - - -
-251------- 261--

KQYLGNFVYGSGYYNA

- - - -HHHHHHH- - - - -

Abb. 3.3.1.3 B Sekundarstrukturvorhersage der Ov-GST3b

Basierend auf der AS-Zusammensetzung, sowie Ahnlichkeiten zu bekannten
Proteinstrukturen konnte eine Konsensusstruktur der Ov-GST3 erstellt werden. Die
4 B—Faltblattstrukturen (E) und 10 o-helikalen Bereiche (H) im homologen Bereich ab AS-
Position 32, entsprechen in Lage und Lange weitgehend den durch Rdntgenstrukturanalyse
bekannten GST der Omega-Klasse.

Die Homologie zu den bekannten Omega-GST der Saugetiere (Ratte, Acc. ABO0880; Maus,
Acc. U80819 und Mensch Acc. AF212303) beginnt erst an AS-Position 32 der Ov-GST3b
und weist eine Sequenzahnlichkeit von 39% bei einer Identitat von 23% auf. Die fur die GSH-
Bindung essentiellen Aminosauren, basierend auf der Rontgenstrukturanalyse der humanen
GSTO1-1, sind weitgehend konserviert bzw. konserviert ausgetauscht (L56/H86, K59/Q89,
L71/A101, V72/L102, E85/D114, S86/S115 (GSTO1-1/0Ov-GST3b)). Die fur eine S-
Thioltransferaseaktivitat der Ov-GST3 nétige Sequenz ,FCP*, mit dem fir die Aktivierung der
Thiolgruppe essentiellen Cysteinrest, ist in der Ov-GST3b an aquivalenter Position
konserviert (C32/C62). Neben den genannten strukturellen Eigenschaften der Ov-GST3, ist
diese durch einen langen N-terminalen Sequenzbereich ohne Homologien zu anderen GST
der Omega-Klasse gekennzeichnet. Die Analyse dieses N-terminalen Bereichs (AS 1-70) mit
dem Programm SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/Services/SignalP-2.0/) flhrte  zur
Identifizierung eines Signalpeptids mit einer potentiellen Spaltstelle zwischen den
Aminosauren A20 und I21. Diese Vorhersage wurde unter Verwendung anderer Programme

(TargetP V1.0; www.dtu.dk/Services/TargetP/; SigFind V2.10; www.stepc.gr/~synaptic/
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sigfind.html) bestatigt und weist damit auf eine Translokation der Ov-GST3 in das

endoplasmatische Retikulum hin'®""%2,

3.3.2 PCR-basierte Analyse der Genstruktur der Ov-GST3

3.3.2.11solierung des Ov-GST3 Gens

Das haploide Genom von O. volvulus umfasst etwa 1,5 x 10° Basenpaare. Fiir eine erste
Charakterisierung der drei verschiedenen Transkripte der Ov-GST3 wurde die genomische
Organisation der GST analysiert. Aufgrund der bekannten cDNA Sequenzen der 3
Transkripte war es mdéglich mit Hilfe von PCR und genomischer DNA von O. volvulus, die
Genstruktur der Ov-GST3 zu untersuchen. Durch Verwendung von Oligonukleotiden im 5'-
und 3’-Bereich der bekannten cDNA Sequenzen wurde ein Fragment von 2171 bp isoliert
und im Folgenden sequenziert. Mit diesem PCR-basierten Verfahren konnte nur ein
Fragment, d. h. ein Gen, der Ov-GST3 isoliert werden. Die 3 verschiedenen Transkripte der
Ov-GST3 lassen sich aufgrund der ermittelten Sequenz wie in Abb. 3.3.2.2.A dargestellt, den
entsprechenden Exons zuordnen. Um eine Aussage treffen zu kdnnen, ob es sich bei den 3
Trankskripten um alternative Spleissprodukte oder um verschiedene Gene handelt, ist
allerdings die Analyse einer genomischen Phagenbank von O. volvulus vonnéten. Dies soll
im Rahmen in einer weiterfihrenden Doktorarbeit durchgeflihrt werden.

Das durch PCR isolierte Gen der Ov-GST3 umfasst 2171 bp mit 8 Exons und 7 Introns
(Abb. 3.3.2.2.A). Den beiden nur 23 und 77 bp langen Exons | und Il folgen die beiden
langsten Intronsequenzen des Gens (372 bp Intron |, 271 bp Intron Il). Alle Intron- und
Exongrenzen sind im Sinne der 5’-GT - AG-3’ Regel konserviert. Durch diese Analyse konnte
festgestellt werden, dass die Ov-GST3c in ihrer Sequenz einen der hier als Intron
identifizierten Bereiche enthalt (Intron V), was die Ausbildung eines Stopcodons zur Folge
hat. Der Unterschied der 3 Transkripte liegt in dem hier als ExonV identifizierten
Sequenzbereich. Wahrend dieser Bereich in den Transkripten der Ov-GST3b und —3c

vorkommt, ist er in dem Transkript der Ov-GST3a nicht vorhanden.
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Genomische Organisation der Ov-GST3 (2171bp):

5, +1 3!
i e B b
Q 372 I I m 216 63 T35 LV oy VIl
23 77 133 97 123 115 158 72 bp
+1 675
ATG TAA
i L \
25,7 kDa
Ov-GST3b +1 798
ATG TAA
30,5 kDa
516
Ov-GST3c +1 TAG 861
ATG TAA
th 2
19,5 kDa '
Abb. 3.3.2.2.A Schematische Darstellung der Genstruktur der Ov-GST3

Darstellung der genomischen Struktur der Ov-GST3 einschlief3lich der ermittelten Intron- und
Exonlangen. Das isolierte Gen umfasst ~ 2,2 kb und besteht aus 8 Exons. Exon | und Il
folgen die beiden langsten Introns des Gens. Die bekannten Sequenzen der 3 Transkripte
der Ov-GST3 wurden den einzelnen Exons zugeordnet.

3.3.3 Promotoranalyse der Ov-GST3-homologen C. elegans GST F13A7.10

3.3.3.1 Analyse der Promotorregionen des Ov-GST3 Homologs F13A7.10 aus

C. elegans

Die Suche nach Ov-GST3-homologen Genen in den bekannten Datenbanken flihrte zur
Identifizierung von 3 potentiellen Omega-Klassen GST von C. elegans (WormPD C29E4.7,
K10F12.4 und F13A7.10). Aufgrund der Ahnlichkeit der AS-Sequenzen von Uber 40%
zwischen der Ov-GST3b und F13A7.10 wurde diese GST fir die Untersuchung der stadien-
und gewebespezifischen Regulation anhand von Promotorstudien in C. elegans ausgewahlt.
Basierend auf den Sequenzdaten des C. elegans Genomprojekts konnte die potentielle
Promotorregion des Gens auf Cosmid F13A7 lokalisiert und dieser Bereich auf potentielle
Transkriptionsfaktorbindungsstellen hin untersucht werden. Das Gen besitzt 3 Exons und 2
Introns und umfasst 1345 bp. Es liegt auf dem Cosmid F13A7 an Position 18 888 — 20232.
Die Analyse des 5-Bereichs zeigte, dass der nachste kodierende Bereich mehr als 10 kb
von F13A7.10 entfernt vorkommt. Es wurde ein 3 kb Bereich (-3000 bis -1 bp, relativ zum
Translationsstartpunkt, +1 bp) auf potentielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen hin

untersucht.
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Die Analyse der potentiellen Bindungsstellen wurde mit den Programmen Matlnspector 2.0,
TESS und PatSearch (http://www.genomatix.de/mat_fam; http://www.cbil.upenn.edu/cgi-
bin/tess/tess33?WELCOME)  durchgefiihrt.  Angegeben  sind  ausschlieBlich  die
Bindungsstellen, bei denen die Konsensusmatrix fur die Bindung der Faktoren vollstandig
und ohne Fehler im Promotorbereich von F13A7.10 vorliegt. Ausserdem wurde die Analyse
auf die Faktoren beschrankt, denen bereits eine Funktion bei der Regulation von GST bzw.
von Entgiftungsenzymen unter Einfluss von endogen oder exogen ausgeléstem oxidativem
Stress und Xenobiotika zugeordnet werden konnte.

In dem Bereich von -67 bis -61 bp vom Translationsstartpunkt konnte eine TATA-Box mit der
Sequenz 5'-tatttaa-3’ identifiziert werden. Im folgenden 5’-Bereich bei ~-200 bp liegen 2
direkt aufeinanderfolgende Bindungsstellen fir das ,Activator Protein-1“ (AP-1), die flr die
schnelle Regulation von F13A7.10 unter oxidativem Stress von Bedeutung sein kénnen. Als
weitere Elemente, welche auf die Induktion der Transkription einen Einfluss haben kénnten,
sind die AP-1 und ,Polyoma Virus Enhancer® (PEA3) Bindungsstelle bei ~-1360 bp zu
nennen, da die Bindungsstellen den entsprechenden Abstand flir eine synergistische
Wirkung beider Transkriptionsfaktoren bei einer Bindung aufweisen. Eine weitere Interaktion
von Transkriptionsfaktoren der AP-1 Bindungsstellen ist auch mit Faktoren der ,Activator
Protein-4“ (AP-4) Bindungsstellen, in F13A7.10 an Position -1701 bis -1692 bp, maoglich.
Eine ,Transcription Factor-11“/,Maf Protein G* (TCF11/MafG) Bindungsstelle, als
Unterklasse der AP-1 Bindungsstellen an Position -2040 bis -2030 bp, konnte als negatives
regulatorisches Element wirken. Ein als XRE (,Xenobiotic Response Element®) bekanntes
genomisches Induktorelement liegt im 5’-Bereich des F13A7.10 Gens an Position -2436 bis
-2451. Diese Sequenz im F13A7.10 Promotorbereich ist spezifisch fir die Bindung von
AHR/ARNT (,Aryl-Hydrocarbon Receptor‘/,AHR Nuclear Translocator) Heterodimeren,
welche nachweislich bei der Regulation von Genen im xenobiotischen Metabolismus eine
Rolle spielen. Weiterhin konnte an Position -2742 bis -2756 des Promotorbereichs eine
BARBIE Box (,Barbiturate-Inducible Element®) identifiziert werden. An Position -2338 bis
-2332 und -1635 bis -1630 konnten 2 NF-1 (,Nuclear Factor-1“) Bindungsstellen identifiziert
werden. Die Regulation von NF-1 abhangigen Genen ist abhangig vom Redoxstatus der
Zelle.
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-2451 -2436 [-1701 -1692] [-1369 -1362)] [-239 -232]
[-2756 -2742] [-2338 -2332] [-2040 -2030] [-1635 -1630] [-1357 -1347] [-207 -197] [67 -61] +

5 _mm . [m - = I
| e |
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PEA3 [  TCF11/MafG [ BARBIE B NF-1/NF-1L

Abb. 3.3.3.1.A Schematische Darstellung der Transkriptionsfaktorbindungs-
stellen der Promotorregion von F13A7.10

Darstellung der ~ 3 kb umfassenden Promotorregion von F13A7.10 und der Lage der
potentiellen regulatorischen Elemente des (+)-Stranges. TBP: ,TATA Binding Protein“; AP:
JActivator Protein”; NF-1: ,Nuclear Factor-1”; BARBIE: ,Barbiturate Inducible Element”;
PEAS3: ,Polyoma Virus Enhancer”; TCF11/MafG: ,Transcription Factor-11”/,Maf Protein G”;
AHR/ARNT: ,Aryl-Hydrocarbon Receptor®/,AHR Nuclear Translocator®.

3.3.3.2Untersuchung des Expressionsmusters von F13A7.10 in transgenen

C. elegans

Da die Ov-GST3 auf Transkriptionsebene durch oxidativen Stress sehr stringent reguliert
wird®, ist die Untersuchung méglicher regulativer Mechanismen dieses Gens von
besonderem Interesse. Basierend auf der groRen Ahnlichkeit der AS-Sequenz wurde fiir die
Untersuchung der Regulation der Omega-Klassen die GST F13A7.10 aus C. elegans
ausgewahlt. Durch die Mikroinjektion von DNA::;,Green Fluorescence Protein® (GFP)
Reportergenkonstrukten in C. elegans ist es moglich, transgene Organismen zu erzeugen,
anhand derer die stadien- und gewebespezifische Expression von Genen analysiert werden
kann.

Basierend auf der genomischen Sequenz von F13A7.10 wurden Oligonukleotide
synthetisiert, mit Hilfe derer der potentielle Promotorbereich, das 1. Intron und ein kurzer Teil
des 2. Exons erhalten werden konnten. Mittels PCR mit genomischer C. elegans DNA
konnte so ein ~3,5kb Fragment des Gens amplifiziert und Uber die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen an den Oligonukleotiden in den fir die Mikroinjektion bendtigten
GFP - Vektor pPD 95.77 kloniert werden. Nach Coinjektion dieses F13A7.10-Promotor::GFP-
Reportergenkonstrukts mit dem Markerplasmid pBX in die Gonaden junger Hermaphroditen
(phal-Mutanten) und folgender Selektion aufgrund von Thermotoleranz, wurden zwei
transgene Linien erhalten, deren Folgegenerationen die injizierte DNA in Form von
extrachromosomalen Arrays tragen.

Bereits die frihen embryonalen Stadien zeigen eine deutliche Expression von F13A7.10. Die
ersten GFP-Signale kénnen in den Embryonen etwa 10h nach der Befruchtung beobachtet
werden (s. Abb. 3.3.3.2.A). Da die Zellteilungen zu diesem Zeitpunkt bereits vollendet sind,
konnten die GFP-Signale den anterioren und den posterioren Regionen des Darms

zugeordnet werden. F13A7.10 wird zu jedem Zeitpunkt des Lebenszyklus von C. elegans in
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den Darmzellen 1 und 9 (int 1, int 9) sowie den Zellen des Intestinal-Rektal-Ventils (vir) und
den Rektal-Epithelial-Zellen (rep) exprimiert. In den ersten 3 Juvenilstadien (L1, L2 und L3)
ist die Fluoreszenz der posterior gelegenen vir, rep und int 9 Zellen (Abb. 3.3.3.2.B) deutlich
ausgepragter als die der anterior gelegenen int1 Zellen (s. Abb. 3.3.3.2.C). Ab dem
4. Juvenilstadium scheint die Expression von F13A7.10 in den anterioren Darmzellen
zuzunehmen, so dass das GFP-Signal der int1 Zellen (s. Abb. 3.3.3.2.D/D’) in seiner

Intensitat dem der posterioren Darmzellen entspricht (Abb. 3.3.3.2.E).

Abb. 3.3.3.2A-E Gewebe- und stadienspezifische Expression des F13A7.10-
Promotor::GFP-Reportergenkonstrukts in transgenen C. elegans

Die Expression von F13A7.10 kann bereits in den postembryonalen Stadien der Wirmer
beobachtet werden (A). Die starksten GFP-Signale sind in den intestinalen Zellen 1 und 9
(int1, int9; B,C,D, D’), sowie in den Zellen des Intestinal-Rektal-Ventils (vir) und den Rektal-
Epithelial-Zellen (rep) nachzuweisen (B). In den adulten Tieren erstreckt sich die GFP-
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Fluoreszenz zum Teil Gber alle Darmzellen, erreicht aber nie die Starke des Signals der int 1
und int 9 Zellen (E).

Neben diesen Zellen in denen F13A7.10 in allen Entwicklungsstadien von C. elegans
exprimiert wird, ist vor allem in den adulten Stadien auch eine Expression von Zellen des
pharyngealen Nervensystems zu beobachten (s. Abb.3.3.3.2.F/F und 3.3.3.2.1). Die
neuronalen Zellkérper des insgesamt 302 Neuronen umfassenden Nervensystems der
adulten Tiere sind vor allem im zirkumpharyngealen Nervenring und in den ventralen und
dorsalen Nervenstrangen konzentriert. In den adulten Tieren kann eine deutliche
Fluoreszenz im Bereich dieses zirkumpharyngealen Nervenringes beobachtet werden. Die
GFP-Signale in Abb. 3.3.3.2.G/G’ und H deuten darauf hin, dass F13A7.10 im
Ringinterneuron (RIR), als Teil des Nervenringes, exprimiert wird. Der Zellkérper dieses
bipolaren Neurons liegt ventrolateral des Isthmus und anterior zum terminalen Bulbus. Die
beiden davon ausgehenden Dendriten umfassen den Isthmus und sind wahrscheinlich Gber
Desmosomen mit nicht-neuronalen Zellen verbunden (Abb. 3.3.3.2.G/G’). Neben diesem
Ringinterneuron ist auch die Fluoreszenz zweier neuronaler Zellen des anterioren Ganglions
zu beobachten (Abb. 3.3.3.2.F/F’, G, H). Die Neuronen dieses Ganglions sind nicht sehr eng
assoziiert und liegen im Bereich des anterioren Bulbus. Eine genaue Zuordnung dieser
Zellen ist nicht méglich, da diese abhangig von der Grosse des Bulbus bei verschiedenen
Tieren oft verschoben sind und sich auch bei der Bewegung des Pharynx mit verschieben. In
dem Bereich anterior des 1. Bulbus befinden sich vor allem die Zellkérper von Neuronen,
welche Teil der Sensillen sind. Die Dendriten dieser Zellen durchdringen zumeist die Cuticula
und sind somit entweder als Chemo- oder Tastsensoren tatig oder an der Umwandlung der

Signale dieser Sensoren beteiligt.
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Abb. 3.3.3.2.F - Gewebe- und stadiespezifische Expression des F13A7.10-
Promotor::GFP-Reportergenkonstrukts in transgenen C. elegans

In den adulten C. elegans ist eine Fluoreszenz der im Pharynxbereich liegenden
Nervenzellen zu beobachten. Neben dem zirkumpharyngealen Nervenring (cpnr) im Bereich
des Isthmus (is), befinden sich dort die Neuronen des anterioren Ganglions (ag), im Bereich
des anterioren Bulbus (ab) (F, F’, I). Die Lage des Zellkérpers nahe des terminalen Bulbus
(tb) und der den Isthmus umfassenden Dendriten spricht flir eine Expression von F13A7.10
in dem als RIR bezeichneten Ringinterneuron (G’, H). Weiterhin ist eine Fluoreszenz von
Zellkérpern im Bereich des anterioren Ganglions festzustellen (F’, G, H).
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3.3.4 Untersuchung der transkriptionellen Regulation der Ov-GST3-
homologen GST aus C. elegans

Die Suche von Ov-GST3-homologen Sequenzen in der C. elegans Datenbank ,WormBase*
hat zur Identifizierung von 3 potentiellen GST der Omega-Klasse in C. elegans gefuhrt. Um
Ruckschlisse auf die Regulation dieser GST-Klasse bei Nematoden ziehen zu kdnnen,
wurde der Einfluss verschiedener Xenobiotika auf die Transkriptmenge der 3 homologen
GST von C. elegans in Induktionsversuchen mit C. elegans Wildtyp-Kulturen getestet. Die
aus den Juvenilstadien isolierte RNA wurde durch ,virtuelle Northern Blot“ Analyse auf eine

transkriptionelle Regulation untersucht.

3.3.4.1Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen der C. elegans
GST K10F12.4, C29E4.7 und F13A7.10 mit der Ov-GST3b

Basierend auf der Homologie der AS-Sequenzen wurden bei der Datenbanksuche die 3 Ov-
GST3 Homologa K10F12.4, F13A7.10 und C29E4.7 von C. elegans identifiziert. Aufgrund
der bekannten DNA-Sequenzen wurden Oligonukleotide synthetisiert und die
entsprechenden DNA-Fragmente durch PCR mit C. elegans cDNA isoliert. Die
Sequenzierung der erhaltenen cDNA-Sequenzen haben die in der Datenbank angegebenen
Nukleotidsequenzen flir K10F12.4 und C29E4.7 bestatigt. Der kodierende Bereich von
F13A7.10 betragt aufgrund der falschen Angabe einer Spaltstelle an der Grenze zum
1. Introns nur 762 bp statt 798 bp, wodurch der offene Leserahmen nicht verschoben,
sondern lediglich um 12 Aminosauren verklrzt wird. Alle drei Proteine weisen die typische
GST-Domanenstruktur mit N-terminal gelegener GSH-Bindungsstelle und C-terminalem,
hydrophoben o-Helixbereich auf.

K10F12.4 ist mit 309 Aminosduren und einer berechneten molekularen Masse von
35 000 Da das grosste der drei Proteine. Der besonders lange N-terminale Bereich konnte
moglicherweise, wie bei der Ov-GST3, eine Signalsequenz darstellen. Durch die Analyse der
Sequenz mit dem Programm PSORT Il (http://psort.nibb.ac.jp/form2.html) wurde flr
K10F12.4 eine Lokalisierung im Zellkern vorhergesagt. Diese basiert allerdings nicht auf
vorhandenen klassischen Lokalisierungsmotiven, sondern auf der AS-Zusammensetzung
und dem hohen Anteil an basischen Aminosauren (R/K) und stellt damit lediglich eine
Vermutung dar. F13A7.10 und C29E4.7 weisen mit 254 bzw. 250 Aminosauren berechnete
molekulare Massen von ~25000 Da auf und besitzen somit ein zur Ov-GST3b
(ohne Einbeziehung des wenig homologen, N-terminalen Bereichs) vergleichbares
Molekulargewicht. Mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich bei C29E4.7 und
F13A7.10 um cytosolische Proteine. Die Sequenzidentitat der Ov-GST3b und C29E4.7 im
Alignment betragt ~24%, die AS-ldentitdt von F13A7.10 und Ov-GST3b betragt ~30%
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(Abb. 3.3.4.1.A). Im Gegensatz zu den bekannten Omega-Klassen GST der Saugetiere, sind
die entsprechenden GST der beiden Nematoden in vielen Bereichen ihrer AS-Sequenzen
nicht so stark konserviert. Der fir die Aktivierung von GSH bendétigte Cysteinrest, sowie die
fur die Positionierung dieses Rests bendtigten Aminosauren, sind allerdings auch in diesen
Proteinen in dem Motif ,FCP*“ (Abb. 3.3.4.1.A, *) streng konserviert. Weitere Aminosauren
des aktiven Zentrums sind ebenfalls konserviert bzw. konserviert ausgetauscht
(Abb. 3.3.4.1.A, *), so dass diese Proteine in die Klasse der Omega-GST eingeordnet
werden koénnen.

Der Vergleich der Genstrukturen von F13A7.10, K10F12.4, C29E4.7 mit der fur die Ov-GST3
bekannten Genstruktur hat aufgezeigt, dass die vorhandenen Exon-Introngrenzen, v. a. in
den Bereichen, die die typischen GST-Domanen kodieren, konserviert sind. Neben der
Konservierung der AS-Sequenzen, verstarkt diese Beobachtung die Annahme, dass die GST

zu einer Klasse gehoren (s. Abb. 3.3.4.1.A).
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Abb. 3.3.4.1.A Alignment der Ov-GST3b mit den homologen GST C29E4.7,
F13A7.10 und K10F12.4 aus C. elegans

Konservierte Aminosauren sind schwarz, homologe AS-Austausche zwischen den Proteinen
sind grau unterlegt. Besonders konservierte, fur die katalytische Aktivitat und die GSH-
Bindung essentielle Bereiche, sind mit * markiert. Die schwarzen Pfeile markieren
gemeinsame Exon-/Introngrenzen der Proteine. Die hellgrauen Pfeile stehen flr individuelle
Exon-/Introngrenzen und sind entsprechend der jeweiligen Proteine beschriftet. Ov: Ov-
GST3; F: F13A7.10; K: K10F12.4.
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3.3.4.2Regulation der Transkription von K10F12.4, C29E4.7 und F13A7.10
unter oxidativen Stressbedingungen: ,,Virtuelle Northern Blot“ Analysen

Der Einfluss von verschiedenen, oxidativen Stress ausldsenden Verbindungen auf die
Transkriptmenge der Ov-GST3 konnte bereits durch DD RT-PCR nachgewiesen werden®
und diente damit als Ausgangspunkt flr die Untersuchung der transkriptionellen Regulation
homologer Proteine in C. elegans. In Induktionsversuchen mit Paraquat, Dexamethason und
tert-Butylhydroperoxid (tBOOH) wurde die zeit- und konzentrationsabhangige Regulation der
Ov-GST3 Homologa in C. elegans durch ,virtuelle Northern Blot“ Analyse untersucht.

Die fir die Untersuchung verwendeten Juvenilstadien von C. elegans (N2 var. Bristol)
wurden aufgereinigt und nach einer Erholungsphase in M9-Puffer als Medium fur die
Induktionsversuche eingesetzt. Die subletale Konzentration der verschiedenen getesteten
Verbindungen wurde vorab durch Verdlinnungsreihen bestimmt.

Der Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf die Regulation der Ov-GST3 Homologa wurde
durch den Redoxzykler Paraquat getestet. Paraquat wird durch die NADPH-abhangige
Reaktion der NADPH-Cytochrom P450 Reduktase oxidiert und initiiert aufgrund seines
Radikalcharakters eine Kettenreaktion. Der durch tBOOH verursachte oxidative Stress
hingegen beruht nicht auf der Initiation einer Radikalkettenreaktion, sondern flihrt in den
Zellen zu einer S-Thiolierung essentieller Polypeptide. Da oxidativer Stress zu einer
Veranderung der hormonellen Regulation der Transkription fihrt und die dafur
verantwortlichen ,Glucocorticoid Responsive Elements® (GRE) auch bei der Regulation
verschiedener GST eine Rolle spielen, wurde das auch als Medikament gegen
inflammatorische Prozesse eingesetzte Glucocorticoid-Analog Dexamethason in den
Induktionsversuchen eingesetzt.

Fur die Induktionsversuche mit Paraquat wurde die als subletal bestimmte Konzentration von
50 mM verwendet und die C. elegans Juvenilstadien fir bis zu 16h bei dieser Konzentration
inkubiert. Als Negativkontrollen wurden gleichzeitig C. elegans Juvenilstadien in Puffer, ohne
Zusatz von Paraquat inkubiert. Die Analyse der Transkriptmenge auf den ,virtuellen Northern
Blots* erfolgte durch Hybridisierung mit den Digoxygenin-markierten gesamten DNA-
Fragmenten von K10F12.4, C29E4.7 oder F13A7.10. Um die Transkriptmengen
untereinander vergleichen zu kénnen, sollte sich in jeder Spur des Blots (d. h. zu jedem
Messpunkt) die gleiche Menge an DNA befinden. Dies kann indirekt Gber den Nachweis der
DNA-Menge von Transkripten, die keiner Regulation durch oxidativem Stress unterliegen,
erfolgen. Als sogenannte Ladekontrolle der DNA-Menge wurde bei dem Induktionsversuch
mit Paraquat das ribosomale Protein-21 (rpl-21) von C. elegans verwendet. Als Ladekontrolle
der Blots der Induktionsexperimente mit tBOOH und Dexamethason wurde der
Initiationsfaktor 4A (WormPD F57B9.6) verwendet.

Wahrend sich bei K10F12.4 kein Einfluss auf die Transkriptmenge durch Paraquat feststellen
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lasst (Abb. 3.3.4.2.A, oben), wird die Transkriptmenge von C29E4.7 unter Einfluss von
Paraquat drastisch reduziert (Abb. 3.3.4.2.A, Mitte). Bereits nach 30’ kann kein Transkript
der C29E4.7 mehr nachgewiesen werden. Diese drastische Herabsetzung des
Transkriptlevels der C29E4.7 ist auch nach 2h noch im gleichen Ausmal zu bemerken. Erst

danach ist wieder eine Transkriptbildung dieser GST nachzuweisen.

Paraquat (50 mM)
O h 0,5h 2h 4 h 16 h

eo- e ol

el

K10F12.4 | m -;-..H."-"
C29E4.7 . ' -
I

Abb. 3.3.4.2.A Einfluss von Paraquat auf die Regulation von C29E4.7 und
K10F12.4

C. elegans Juvenilstadien wurden mit der als subletal betimmten Konzentration von 50 mM
Paraquat fur 30’, 2h, 4h und 16h inkubiert und die mRNA im Folgenden fir die ,virtuellen
Northern Blot“ Analysen isoliert. Die Negativkontrollen (-) wurden fir die gleiche Zeit in M9-
Puffer ohne Paraquat inkubiert. Der Blot wurde zuerst mit K10F12.4 und dann mit C29E4.7
Digoxigenin-markierter cDNA beprobt. Als Ladekontrolle diente Digoxigenin-markierte cDNA
des Proteins rpl-21 von C. elegans.

Um den Einfluss von Dexamethason auf die mRNA-Bildung der C. elegans GST zu
untersuchen, wurden die Jungtiere fir 1h bzw. 3h mit je 0,25mM und 2 mg/ml
Dexamethason in M9-Puffer inkubiert. Wahrend sich bei K10F12.4 (Abb. 3.3.4.2.B, untere
Abb., Mitte) und F13A7.10 (Abb.3.3.4.2.B, obere Abb., oben) kein Einfluss von
Dexamethason auf die Transkriptmenge feststellen lie3, wird C29E4.7 verstarkt transkribiert
(Abb. 3.3.4.2.B, untere Abb., oben). Nach einer 3h Inkubation der Juvenilstadien mit 0,25
bzw. 2 mg/ml Dexamethason ist im Vergleich zu den Kontrollen eine deutliche Erhéhung der
Transkriptmenge zu erkennen. Eine konzentrationsabhangige Regulation ist bei den

gewahlten Konzentrationen nach 3h allerdings nicht zu erkennen.
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Dexamethason (mg/ml)
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Abb. 3.3.4.2.B Einfluss von Dexamethason auf die mRNA Transkriptbildung von
C29E4.7, K10F12.4 und F13A7.10

Juvenilstadien von C. elegans wurden mit 0,25 und 2 mM Dexamethason in M9-Puffer flr 1h
bzw. 3h inkubiert und die mRNA fir die ,virtuellen Northern Blot“ Analysen verwendet. Als
Negativkontrollen wurden die Wurmer fir 1h bzw. 3h in M9-Puffer ohne Dexamethason
inkubiert. Zum Nachweis der Transkriptmenge wurde jeweils die vollstandige Digoxygenin-
markierte DNA der verschiedenen Transkripte genutzt. Als Ladekontrolle der DNA-Menge in
den einzelnen Spuren des Blots wurde die DNA des C. elegans Initiationsfaktors 4A
(F57B9.6) nachgewiesen.

Der Einfluss von tBOOH auf die Transkriptmenge der GST wurde zeit- (1h, 3h) und
konzentrationsabhangig (0,5, 1, 1,5 mM) untersucht. Bei C29E4.7 und K10F12.4
(Abb. 3.3.4.2.C, unterer Teil der Abb.) konnte keine Anderung der Transkriptmenge
verzeichnet werden. F13A7.10 wird allerdings sowohl zeit- als auch konzentrationsabhangig
reguliert: bereits nach 1h ist eine deutliche Zunahme der F13A7.10 Transkriptmenge im
Vergleich zu der Kontrolle zu erkennen, die mit der Inkubationszeit noch weiter zuzunehmen
scheint (Abb. 3.3.4.2.C, oberer Teil der Abb.).

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass die gewahlten Substanzen keinen
Einfluss auf die transkriptionelle Regulation von K10F12.4 haben, wahrend die
Transkriptmenge der GST F13A7.10 unter Einfluss von oxidativem Stress, induziert durch
tBOOH, sehr schnell konzentrationsabhangig zunimmt. Die Transkriptmenge von C29E4.7
wird unter oxidativen Stress Bedingungen mit dem Redoxcycler Paraquat drastisch reduziert,
wahrend tBOOH keinen Einfluss auf die Regulation dieser GST auf transkriptioneller Ebene

hat. Die Transkription dieser GST scheint aber durch Steroidverbindungen
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(Glucocorticoiden) reguliert zu werden, da die Inkubation mit Dexamethason zu einer
deutlichen Induktion gefuhrt hat.

t-Butylhydroperoxid (mM)
1h 3h
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Abb. 3.3.4.2.C Einfluss von tert-Butylhydroperoxid auf die mRNA
Transkriptbildung von C29E4.7, K10F12.4 und F13A7.10

C. elegans Juvenilstadien wurden mit 0,5, 1 und 1,5 mM tBOOH in M9-Puffer fur 1h bzw. 3h
inkubiert und die mRNA fir die ,virtuellen Northern Blot® Analysen verwendet. Als
Negativkontrollen wurden die Wirmer fur 1h bzw. 3h in M9-Puffer ohne Zusatz von tBOOH
inkubiert. Zum Nachweis der Transkriptmenge wurde jeweils die vollstandige Digoxygenin-
markierte DNA der verschiedenen Proteine genutzt. Als Ladekontrolle der DNA-Menge
wurde der C. elegans Initiationsfakor 4A (F57B9.6) auf den Blots nachgewiesen.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Ov-Glol Ergebnisse

41.1 Das Glyoxylase-System von O. volvulus

Die weite Verbreitung des Glo-Systems und die Entdeckung des physiologischen Substrats
Methylglyoxal haben bisher zur Zuordnung verschiedener Aufgaben dieses Systems gefihrt:
Die Entgiftung toxischer 2-Oxoaldehyde, der glykolytische Bypass des Embden-Meyerhof-
Weges und die Kontrolle der Zellproliferation'®.

Da die Helminthen als Lactat- oder ,mixed-acid“-Fermenter ihren Energiebedarf vor allem
Uber den Embden-Meyerhof-Weg decken, ist die Bildung von phosphorylierten C3-Einheiten
und damit auch von Methylglyoxal entsprechend hoch im Vergleich zum Wirtsorganismus.
Daher ist eine Entgiftung tber die Enzyme des Glo-Systems fiir das Uberleben der Parasiten
von entscheidender Bedeutung. Die direkte Assoziation dieser Enzyme als Teil des
Fremdstoffmetabolismus und als Entgiftungssystem bei oxidativem Stress, wurde erst 1996
anhand von Untersuchungen der Uberlebensrate oxidativ gestresster S. cerevisiae Zellen

festgestellt’**"%°,

4.1.2 Sequenzanalyse der Ov-Glol

Die EST-Analyse einer O. volvulus cDNA-Bank Ivermectin behandelter Wirmern, flhrte zur
Isolierung eines cDNA-Fragments von ~ 400 bp aus dem 3-Bereich der Ov-Glol. Im
Folgenden konnte durch das Screening einer A Uni-Zap XR cDNA-Bank die vollstandige
mRNA der Ov-Glol ermittelt werden. Die Ov-Glol ist Teil des Glo-Systems, welches in vielen
pro- und eukaryotischen Organismen vorkommt, bei Parasiten aber bisher kaum untersucht
worden ist'®. Eine erste biochemische Charakterisierung des Glo-Systems bei Helminthen,
basierend auf der Untersuchung von Rohextrakten und Homogenaten, zeigt die Diversitat
dieses eigentlich gekoppelten Enzymsystems auf: wahrend im Extrakt verschiedener
Nematoden sowohl Glol- und Gloll-Aktivitdt gemessen werden konnte, wurde bei
Trematoden und Cestoden lediglich Gloll-Aktivitat nachgewiesen'®. AuRer der Entgiftung
von Nebenprodukten des Energiestoffwechsels, kommt der Ov-Glol auch bei der Abwehr
von Oxidantien endogenen und xenobiotischen Ursprungs eine entscheidende Rolle zu: die
Bestimmung der mRNA Transkriptmenge durch quantitatives ELISA zeigte, dass die
Transkription der Ov-Glol durch endogene H,0,-Bildung, verursacht durch das
Xanthin/Xanthin-Oxidase-System um das 3,2-fache und durch das Ubichinon-Analog
Plumbagin, um fast das 2-fache erhéht wird'”’. Schon durch ein geringes MaR an oxidativem

Stress wird eine Vielzahl von Entgiftungsenzymen verstarkt exprimiert. Die Induktion dieser
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Gene wird auch mit der Entwicklung von Resistenzen, v.a. bei anhaltend hohen
Konzentrationen von Oxidantien, in Verbindung gebracht'®. Die Entwicklung von
Resistenzen gegeniliber oxidativen Schaden ist daher auch mit einer verstarkten Expression
von Genen zur Abwehr dieser Stoffe assoziiert. Diese Induktion der Transkription der Ov-
Glol kann somit auch als adaptive Antwort des Parasiten gegenuber oxidativem Stress
verstanden werden.

Der offene Leserahmen von 579 bp der Ov-Glol kodiert fir 193 Aminosauren und fihrt zur
Expression eines Proteins mit einem theoretischen Molekulargewicht von 21 930. Bisher sind

|108

die Sequenzen von sieben Glol beschrieben worden: die humane Glol™, zwei Glol aus

109,110

Hefe, S. cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe, eine Glol aus Lycopersicon

esculentum’”, sowie die Sequenzen der bakteriellen Glol von E. coli, P. putida'? und

"3 Wahrend die Glol des Menschen, sowie die Glol aus Pflanzen

Salmonella typhimurium
und Bakterien als Dimere mit einem Molekulargewicht von 19 000 — 24 000 pro Monomer
vorliegen, sind die bisher beschriebenen Glol aus Hefe Monomere (32 000 — 38 000 Da).
Das mittels Gelfiltration bestimmte Molekulargewicht von ~45 000 der enzymatisch aktiven
Ov-Glol entspricht etwa dem der Saugetier-Glol"'*""* und lasst darauf schlieRen, das die Ov-
Glol als Homodimer vorliegt. Wahrend die Ov-Glol eine besonders hohe Homologie zu dem
humanen Enzym aufweist (Abb. 3.1.2.A), sind die Glol der Hefe durch einen langen C-
terminalen Bereich mit Ahnlichkeit zu bakteriellen Glol gekennzeichnet. Es wird
angenommen, dass die Hefe Glol durch zweifache Genduplikation dieses Bereichs
entstanden sind'"°.

Auch die Glol anderer Organismen sind durch Genduplikation entstanden: Die beiden
Domanen einer Untereinheit weisen zwar keine besonders hohe AS-Identitat auf, zeigen
aber eine funktionell aquivalente AS-Zusammensetzung und damit auch eine ahnliche
Sekundarstruktur. Als Beispiel fur die Theorie der Genduplikation fiihren Cameron et al. den
konservierten Austausch des Q33 der humanen Glol gegen einen Histidinrest in den Glol
aus P. putida, E. coli, S. typhimurium und den Enzymen aus Hefe an. Die Funktion dieses
Glutaminrests der ersten Domane wird in allen Glol in der Doméne 2 von einem Histidin
ibernommen"®.

Die monomere Struktur der Ov-Glol ist durch einen langen N-terminalen Bereich im
Vergleich mit anderen Glol gekennzeichnet (Abb. 3.1.2.A). Sie besteht im Folgenden aus
zwei strukturbildenden Domé&nen (Abb. 3.1.2.C), welche, wie auch in der Hs-Glol'®,
funktionell &quivalent sind. Diese Aquivalenz konnte auch durch die Darstellung eines
vollstandigen aktiven Zentrums, gebildet durch nur eine Untereinheit, in einem 3D Modell der
Hs-Glol bestétigt werden'"®.

In Proteinen, welche sowohl in einer monomeren als auch oligomeren Form vorliegen, wird

oft eine Domane des Monomers durch eine aquivalente Domane einer anderen Untereinheit
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in der Oligomerform des Proteins ersetzt''’. Diese, als ,3D domain swapping“ bezeichnete
strukturelle Eigenschaft von Proteinen, konnte auch bei der Untersuchung der Kristallstruktur
der Hs-Glol festgestellt werden.

Die groRe Homologie der Ov-Glol zur Hs-Glol wurde fir die Erstellung eines 3D Modells der
Ov-Glol, basierend auf den Kristallstrukturdaten der Hs-Glol, genutzt'”’. Die Uberlagerung
der Tertiarstruktur beider Proteine in Abb. 4.1.2.A zeigt, wie stark die fur die Aktivitat der Glol
notwendigen Strukturmotive evolutiv, auch unter verschiedenen Spezies, konserviert sind
und bestatigt die Annahme, dass das ,3D domain swapping® auch bei der Dimerisierung der
Ov-Glol stattfindet. Als konservierte Bereiche von Proteinen gelten vor allem Strukturen, die
fur die Bindung von Cosubstraten, Liganden und Cofaktoren von Bedeutung sind:
geringfiigige Anderungen (z.B. durch Mutation einer Aminosaure) filhren oft zum
Funktionsverlust der Proteine, so dass diese Strukturen im Laufe der Evolution als ,feste”
Motive konserviert weitergegeben wurden. Die Feststellung, dass GSH-bindende Enzyme
eine groBe Ubereinstimmung in der Topologie der GSH-Bindungsstellen aufweisen
unterstiitzt diese Hypothese''®. So ist anzunehmen, dass diese Enzyme von einem GSH-
bindenden Vorlauferprotein abstammen und sich die sekundare Substratbindungsstelle auf
Genebene nachtraglich entwickelt hat. Das bereits fur die Hs-Glol beschriebene Motiv S-L-Y-
F-L-A-Y, welches eine Homologie zur Selenium-abhangigen Glutathion-Peroxidase des

t''% ist, bis auf einen konservierten AS-Austausch (V80L),

Menschen und der Ratte aufweis
auch in &aquivalenter Position in der Ov-Glol zu finden (Abb. 3.1.2.B). Gegen diese
Hypothese allerdings spricht ein Vergleich der Struktur der GSH-Bindungsstelle der Ov-Glol
mit den typischen Bindungsstellen anderer GSH-bindender Enzyme. Bei der Auflésung der
Kristallstruktur der humanen GSTA1-1 wurde festgestellt, dass alle 3 Aminosauren von GSH
durch Wasserstoff- und Salzbriicken fest mit dem Peptidriickgrat der GST koordiniert sind'?°.
Hingegen sind polare Wechselwirkungen des Peptidrickgrats bei der Hs-Glol nur mit dem -
Glutamylrest des GSH festgestellt worden, auch wenn diese sehr spezifisch sind''®. Alle
anderen polaren Wechselwirkungen werden von Wassermolekilen bernommen. Fir die
katalytische Aktivitat der Glol ist die Bindung zweier Zn**-lonen/Dimer von entscheidender
Bedeutung. Zwar sind die gebundenen Zn*-lonen gegen Mg?, Mn?*, Co* und Ni**
austauschbar, ohne dass die kinetischen Konstanten wie k. und K., sich signifikant von
denen des nativen Zn*-Metalloenzyms unterscheiden, die Apoenzyme jedoch sind

121122123 ' An der Zn®*-Bindung sind, wie auch bei der Bildung der

katalytisch inaktiv
hydrophoben Substratbindungstaschen, beide Untereinheiten (UEH) des Dimers beteiligt,
wobei je zwei konservierte AS-Reste pro Domane fir die Koordination verantwortlich sind.
Die AS-Reste Q41, E107 (Doméane 1; UEH A) und H134, E180 (Doméane 2; UEH B) der Ov-
Glol liegen im Vergleich zu anderen bekannten Glol an &aquivalenten Positionen

(vergl. Abb. 3.1.2.A, B und Abb. 4.1.2.C). Die Glutamatreste und der Histidinrest sind in den
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Glol zwischen den verschiedenen Spezies konserviert. Der Glutaminrest der Zn*'-
Bindungsstelle der Saugetiere ist hingegen bei den Glol der Hefe und der Bakterien durch
einen Histidinrest ersetzt'**'?*. Die Konservierung dieser Reste ist fiir die auRergewdhnliche
Koordination der Zn*-lonen in oktaedrischer Form von Bedeutung. Neben den
Wechselwirkungen der AS-Reste des Peptidriickgrads der Glol sind zwei Wassermolekile
als weitere Liganden an der Koordination des Zn** beteiligt''®'**. Wahrend in den meisten
Proteinen eine tetraedrische Anordnung der Liganden fiir die Zn?*-Koordination

126
t

verantwortlich ist'“°, sind neben den Glol nur zwei weitere Proteine mit oktaedrischer

Koodination des Zn** bekannt. Im Gegensatz zu den Glol haben diese aber keinen Einfluss

auf die katalytische Aktivitit der Enzyme'?"'%.

\ Glu107(A)
v g \\\'\

- 'L S-Hexyl- y ‘
I glutathion Glu180(B)
. - \ ) GInd41(A) »

| ’ ! » , l

\\ \

,l(msuu(a)
- »

Abb. 4.1.2.A/B/C Modell der 3D Struktur der Ov-Glol, basierend auf der
Kristallstruktur der Hs-Glol

Aufgrund der hohen Konservierung der Ov-Glol und der Hs-Glol konnte ein
Homologiestrukturmodell des O. volvulus Enzyms erstellt werden. Die Uberlagerung der
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Tertiarstrukturen beider Proteine bestatigt die auf Basis der AS-Sequenz vorhergesagte
groRe Ubereinstimmung der Strukturen (A). In Ausschnitt B ist eine der hydrophoben
Bindungstaschen mit dem gebundenen Inhibitor S-Hexyl-Glutathion vergréRert abgebildet,
Ausschnitt C zeigt eines der fiir die katalytische Glol-Aktivitit notwendigen Zn®*-lonen,
welches von streng konservierten AS-Resten beider Untereinheiten in Position gehalten wird.

4.1.3 Analyse der katalytischen Eigenschaften der Ov-Glol

Durch das Glo-System wird in den zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen der Glol und II
eine Entgiftung toxischer o-Oxoaldehyde gewahrleistet. Die Glol katalysiert dabei die
Isomerisierung des nicht enzymatisch gebildeten Hemithioacetals aus GSH und 2-
Oxoaldehyd. Fir die Ov-Glol wurde nach Prainkubation von GSH und Methylglyoxal eine
spezifische Aktivitat von 284 + 32 ymol x min” pro mg Protein festgestellt, mit Phenylglyoxal
als Substrat ergab sich eine spezifische Aktivitat von 105 + 10 umol x min” pro mg Protein.
Die spezifischen Aktivitaten der affinitdtschromatographisch gereinigten Ov-Glol sind
wesentlich héher als die im Extrakt von O. gutturosa gemessenen Aktivitaten von 0,33 und
0,17 umol x min™ pro mg Protein fiir Methylglyoxal und Phenylglyoxal'. Ein Vergleich der
Aktivitat der Ov-Glol mit dem humanen Enzym zeigt allerdings, dass die Hs-Glol mit einer
spezifischen Aktivitdt von 2340 pmol x min™ pro mg Protein Methylglyoxal wesentlich
effizienter umsetzt'®. Die fir die Ov-Glol gemessenen K.,-Werte fir Methyl- und
Phenylglyoxal von 340 bzw. 311 uM unterscheiden sich trotz der sehr unterschiedlichen
Hydrophobizitdt der Substrate nicht wesentlich voneinander. Bei der rekombinant
exprimierten Hs-Glol hingegen, betragt der K.,-Wert flir Phenylglyoxal etwa die Halfte dessen
von Methylglyoxal”. Dieser Zusammenhang zwischen abnehmendem K,-Wert bei
zunehmender Hydrophobizitat der Seitenkette des Substrats ist bereits 1990 von Thornelley
beschrieben worden’®. Ein Vergleich der Wechselzahlen pro Untereinheit zwischen der Hs-
Glol und der Ov-Glol (k.t Methylglyoxal: 11 900 min™; k. Phenylglyoxal: 4 900 min™) zeigt,
dass das humane Enzym 4- bzw. 9 - mal soviele Substratmolekiile in der gleichen Zeit zu
binden vermag. Die k../Kn-Werte als Mal} der Spezifitat eines Enzyms flr ein Substrat liegt
bei bisher untersuchten Glol nahe am Diffusionslimit''®. Die Ov-Glol weist im Vergleich zu
anderen Entgiftungsenzymen mit breiter Substratspezifitat, wie z. B. den GST, eine recht
hohe katalytische Effizienz auf (3,52 und 1,57 x 107 M" xmin™ fiir Methyl- resp.
Phenylglyoxal), erreicht dabei aber nicht die Werte anderer Glol. GSH ist als kompetitiver
Inhibitor der Glol in vivo beschrieben worden'""*?; ein Einfluss auf die Enzymaktivitat der
Ov-Glol durch einen Uberschuss an freiem GSH ist allerdings eher unwahrscheinlich, da die
Konzentration in den Messungen konstant auf 0,1 mM eingestellt wurde und somit weit unter

der zellularen, physiologischen Konzentration lag.
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Eine mdgliche Ursache fir den Unterschied in der Substratspezifitdt der Ov-Glol im
Vergleich zu anderen Glol kénnte in der AS-Zusammensetzung der hydrophoben
Bindungstaschen liegen. Im humanen Enzym sind, bis auf einen AS-Rest (N32) am Boden
der Tasche, ausschlieRlich Aminosauren mit hydrophoben Seitenketten an der Koordination
des Substrats beteiligt''®. Die hydrophobe Bindungstasche der Ov-Glol (Abb. 4.1.2.B) weist
einige konservierte AS-Austausche auf, die zu einer Veranderung in der Gréf3e der Tasche
beitragen koénnten. Besonders auffallig im Vergleich zu dem humanen Enzym ist das
Vorkommen geladener Aminosauren in der Bindungstasche der Ov-Glol. Die Seitenketten
von K96 (an der Position von 188) und D187 (statt M180) liegen am Eingang der
Bindungstasche und geben dieser somit einen geladenen Charakter. Diese Aminosauren
kénnten auch die Unterschiede in der Inhibierung der Ov-Glol im Vergleich zu dem Enzym
des Menschen, erklaren.

Der genaue katalytische Mechanismus der Isomerisierungsreaktion der Glol ist bisher nicht
eindeutig geklart, umfasst aber die Bildung eines Hemithioacetal-Zwischenprodukts und eine
nachfolgende, schnelle Ketonisierung zum Thiolesterprodukt'**''®'#* Wahrend Mannervik et
al. einen Protonentransfer von C1 auf C2 des Hemithioacetals durch eine als Base wirkende

134135 nostulieren Cameron et al., basierend

Aminosaure des aktiven Zentrums vorhersagen
auf der Kristallstruktur des humanen Enzyms, eine Ubertragung des Protons durch einen der
Zn**-Liganden, am wahrscheinlichsten durch E172'"®'?*. Obwohl durch die Erstellung des
3D Modells eine Aussage Uber die Aminosauren der Substratbindungstasche der Ov-Glol
ermdglicht worden ist, ware der potentielle Einfluss von K96 oder D187 als Basen bei der
Katalyse der Ov-Glol nur durch eine Cokristallisation in Form eines Enzym-

Substratkomplexes zu klaren.

4.2 Diskussion der Untersuchungen der Ov-GST1a und -1b

4.2.1 Proteinaufreinigung, Diskussion des Mengenverhaltnisses
von Ov-GST1a und Ov-GST1b in O. volvulus, Vergleich der

Aminosauresequenzen und der Sekundarstruktur

Durch affinitdtschromatographische Aufreinigung mit GSH-Sepharose konnten aus
O. volvulus Homogenat 3 Proteine isoliert werden. Neben der cytosolischen Ov-GST2,
einem Protein mit einer Masse von 24 kDa'®, binden die beiden Isoformen der Ov-GST1 an
die GSH-Sepharose™®.

Neben diesen GSH-bindenden GST von O. volvulus konnte bereits eine GST nachgewiesen
werden, die keine GSH-Bindungskapazitat aufweist. Die Ov-GST3 wurde im Zusammenhang

mit Untersuchungen zur Regulation von Proteinen unter oxidativen Stress Bedingungen bei
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DD RT-PCR Analysen identifiziert®®. Damit sind in O. volvulus bisher GST 3 verschiedener
Klassen identifiziert worden. Die cytosolische Ov-GST2 ist aufgrund ihrer Substratspezifitat
und Tertiarstruktur in die Pi-Klasse der GST eingeordnet worden, die Ov-GST3 gehort,
basierend auf der Homologie der AS-Sequenz mit bekannten Enzymen aus Saugetieren, zur
Omega-Klasse und die Ov-GST1a und —1b, welche strukturell sehr eng verwandt sind mit
GST und S-Cystallinen aus dem Tintenfisch, kénnen der Sigma-Klasse zugeordnet werden.
Durch die Charakterisierung der hPGDS aus der Ratte wurde auch eine Ahnlichkeit der Ov-
GST1a und —1b mit diesem Enzym offenbar'®. Die Homologie der AS-Sequenzen dieser
Proteine diente als Ausgangspunkt fir die Untersuchung der PGD,-Isomeraseaktivitat der
Ov-GST1 und damit der Identifizierung von PGD, als physiologischem Substrat. Wahrend
Untersuchungen anderer Helminthen bisher zur Identifizierung von GST der Alpha- oder Mu-
Klasse gefiuihrt haben, konnten diese GST in O. volvulus bisher nicht identifiziert
werden™*™%"! Da diese GST-Klassen, mit Dissoziationskonstanten von 10 — 200 pym, eine
sehr hohe Affinitat fir GSH besitzen, missten sie iber GSH-Sepharose zu reinigen sein™’.
Es ist allerdings moglich, dass diese GST in O. volvulus nur in geringer Konzentration
vorliegen, wahrend die Ov-GST1a und —1b mit ~ 0,5 ug pro adultem weiblichen Wurm als
hoch anzusehen ist. Im Gegensatz zu O. volvulus sind bei C. elegans bereits sehr viele
verschiedene GST-Klassen identifiziert worden. Durch 2 D-Gelelektrophorese und
anschlieBender MS-Analyse wurden allein 12 verschiedene GSH-bindende GST
identifiziert???. Diese hohe Anzahl verschiedener GST bei C. elegans kann auch als Hinweis
fur die Existenz weiterer GST bei O. volvulus betrachtet werden.

Die besondere Stellung der GST im xenobiotischen Metabolismus von Helminthen beruht auf
fehlenden Phase I-Entgiftungsmechanismen, wie dem Cytochrom P450-abhangigen
Entgiftungssystem, welches in S&ugetieren eine zentrale Rolle bei der Entgiftung
xenobiotischer Verbindungen einnimmt®®. Die hohe Konzentration der Ov-GST1a und —1b
weist auf eine zentrale Rolle dieser GST im Stoffwechsel von O. volvulus hin. Die fir GST
ungewdhnliche extrazellulare Lokalisierung sowie die N-Glykansstruktur stellen damit einen
potentiellen Angriffspunkt fiir eine Vakzineentwicklung oder Chemotherapie dar'®®. Die
massenspektrometrische Analyse der nativen Ov-GST1a und —1b hat das Vorkommen der
sehr ahnlichen Isoformen dieser GST in O. volvulus bestétigt und deckt sich damit mit der
genomischen Analyse, welche zu einer Identifizierung von 2 verschiedenen Genen flr die
Ov-GST1a und —1b gefiihrt hat'”®. Die Ov-GST1a und —1b unterscheiden sich auf
Proteinebene nur durch 10 AS-Austausche voneinander, wobei diese Unterschiede keinen
Einfluss auf die katalytische Aktivitat haben.

T™2%2 ynd der bekannten 3D

Durch die enge Verwandschaft mit den Sigma-Klassen GS
Struktur der GST des Tintenfischs (PDB: 1GSQ), war es mdglich, ein Homologie basiertes

3D Modell der Ov-GST1 zu erstellen. Neben einer bereits bekannten durch
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Rontgenstrukturanalyse gesicherten Kristallstruktur als Basis des Modells, ist eine besonders
groRe Homologie zwischen den beiden Proteinen fir die Modellerstellung erforderlich. Die
GST eignen sich generell gut fir die Erstellung von Homologiemodellen, da ihre
Domanenstruktur sehr stark konserviert ist'***. Die Polypeptidkette jedes Monomers faltet
sich in 2 distinkte Domanen, welche Uber eine Hexamerstruktur verbunden sind. Die
Konservierung der Domane | erklart sich durch die Bindung der Tripeptids GSH in dieser
Domane, so dass die daflr bendtigte BoaBBa Topologie auch bei anderen GSH-bindenden
Proteinen oft in dieser Form konserviert ist'**'*>*® Durch Erstellung eines Alignments der
GSH-Bindungsstellen von GST verschiedener Klassen, basierend auf deren
Kristallstrukturen, wurden nur kleine Abweichungen von 1,4 bis maximal 2 A zwischen den
GSH-Bindungsmotiven der GST festgestellt'®. Die Variabilitit der einzelnen GST-Klassen
beruht v.a. auf der Domanell, welche fir die Ausbildung der hydrophoben
Substratbindungstasche verantwortlich ist und damit die Substratspezifitdt der Enzyme
diktiert. Dennoch besteht eine Ubereinstimmung zwischen allen bisher daraufhin
untersuchten GST, da diese Region ausschlieRlich durch o-Helices gebildet wird'*®. Das
Modell der Ov-GST1a kann aufgrund der groRen Ahnlichkeit von > 45%, bei einer Identitat
der Aminosauren von 25% im Alignment mit der GST des Tintenfischs als zuverlassig
angesehen werden. Die N-terminale Verlangerung der Ov-GST1a konnte wegen fehlender
Vergleichsmdglichkeiten, nicht mit in das Modell einbezogen werden, so dass die
Modellstruktur der Ov-GST1a an Position Q22 beginnt.

Durch das Modell konnte im Vergleich zur Ov-GST2 eine wesentlich breitere und offenere
Topologie der hydrophoben Bindungstasche festgestellt werden. Die Bindungstasche der
Ov-GST2 ist eher als , Tunnel“-ahnlich zu bezeichnen und diese enge Struktur deckt sich mit
den Strukturen der bevorzugten Substrate (o,p-ungesattigte Aldehyde und Ketone) dieser
GST. Die offenere Struktur der hydrophoben Bindungstasche der Ov-GST1 kénnte so die
Praferenz dieser Enzyme flur grossere, aromatische Verbindungen widerspiegeln (Sommer
et al., unverodffentlicht). Dies erscheint gerade im Zusammenhang mit der festgestellten
PGD,-Isomeraseaktivitat der Ov-GST1 sehr wahrscheinlich.

Durch das Modell war es auch moglich, die N-Glykosylierungsstellen der Ov-GST1a genau
zu lokalisieren. Die erste N-Glykosylierungsstelle (N50) befindet sich in einer Loop-Region,
direkt anschliessend an die o-Helix 1. Die zweite N-Glykosylierungsstelle (N79) befindet sich
im B-Faltblatt 3 und die dritte N-Glykosylierungsstelle (N134) befindet sich in einer Loop-
Region aus 5 AS-Resten zwischen a-Helix 4 und 5. Die vierte N-Glykosylierungsstelle
befindet sich nahe einer kurzen Loop-Region in o-Helix 5. Damit wird deutlich, dass die N-
Glykane, mehr oder weniger, das gesamte Enzym abschirmen. Es ist damit auch durchaus
moglich, dass die fur die Sigma-Klassen GST des Tintenfischs beschriebene

Bindungstasche flr Nichtsubstratliganden, welche im Bereich der a-Helices 4 und 5 liegt, bei
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der Ov-GST1a und —-1b durch die N-Glykane der N-Glykosylierungsstellen 3 und 4
abgeschirmt wird"’. Die GSH-Bindungskapazitit der Ov-GST1a und —1b scheint aber, im
Vergleich zu dem rekominant in E. coli exprimierten Enzym, nicht durch die N-Glykane
beeinflusst zu sein. Weiterhin konnte durch Enzymtests kein Unterschied in der katalytischen
Aktivitdt zwischen deglykosyliertem und glykosyliertem Enzym festgestellt werden, so dass

davon ausgegangen werden kann, dass die N-Glykane fir die Ov-GST1a und —1b eine

andere, nicht im Zusammenhang mit der enzymatischen Katalyse stehende Funktion haben.

Abb. 4.2.1.A 3D Modell der Ov-GST1a, basierend auf der homologen Struktur der
Sigma-Klassen GST (1GSQ)

Topologische Darstellung eines Ov-GST1a Monomers, basierend auf der durch
Rontgenstrukturanalyse bekannten Struktur der GST 1GSQ. o-Helices sind Rot, -
Faltblattstrukturen Gelb angegeben. Der besseren Ubersicht halber, sind die o-Helices,
ausgehend vom N-Terminus, durchnummeriert. Die Lage der 4 N-Glykosylierungsstellen
sind durch die Angabe der AS-Position und Verbindungslinien kenntlich gemacht (Orange).
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Das Modell wurde ohne Einbeziehung der N-terminalen Verlangerung erstellt und beginnt
somit an Position Q22.

4.2.2 Diskussion der N-Glykanstrukturen der Ov-GST1a und -1b

Die Cuticula und Hypodermis der Helminthen und die von ihnen exkretierten oder
sezernierten Antigene stellen die erste Angriffsflache der Immunabwehr des Wirtes dar. Die
von den Parasiten im Laufe der Evolution entwickelten Abwehrstrategien (s. Kap. 1.2.2)
stellen groe Anforderungen an das Immunsystem. Eine Aufklarung dieser an der
Verteidigung des Parasiten beteiligten Strukturen, kann der Schlussel fir die Entwicklung
neuer Medikamente und Vakzine sein.

In vielen Studien konnte durch Perjodat- und N-Glykanase F- Behandlung festgestellt
werden, dass immunodominante Epitope oft durch Glykostrukturen gekennzeichnet sind.
Zahlreiche Lektinbindungsstudien haben bereits das Vorkommen glykosylierter antigener
Determinanten auf der Oberflaiche von Parasiten bestatigt'*®'*°. Dennoch sind bisher erst
wenige Kohlenhydratstrukturen in Helminthen strukturell charakterisiert worden'% ",

Die N-Glykanstrukturen beider Isoformen der Ov-GST1 wurden durch MS Analysen
charakterisiert. Da sich die Ov-GST1a und —1b nur an wenigen Stellen in ihrer AS-Sequenz
unterscheiden und dementsprechend die Spaltprodukte verschiedener Proteinasen nur zu
geringen Unterschieden in den entstehenden Peptidfragmenten fihren, ist eine
Unterscheidung beider Isoformen nur begrenzt mdglich.

Ein entscheidender Unterschied zwischen dem Glykosylierungsmuster des parasitischen
Nematoden und den N-Glykanen der Saugetiere, besteht in der Grosse der gebundenen N-
Glykane: wahrend die oligomannosidischen Strukturen der Saugetiere meist nicht weniger
als 5 Mannosereste an 2 N-Acetylglukosaminresten tragen (s. Abb. 4.2.2.A), sind 30% der N-
Glykane der Ov-GST1a und —1b mit Man,4GIcNAc, deutlich kleiner. Diese stark verkurzten
Man-Strukturen mit nur 1 bis 2 Mannoseresten sind bereits in anderen Untersuchungen
beschrieben worden und scheinen ein Merkmal fir die N-Glykosylierung in Nematoden zu
sein'™. Im Vergleich mit den N-Glykanstrukturen des jeweiligen Wirtes weisen die fiir
Parasiten beschriebenen Strukturen oft Besonderheiten auf. Ein Beispiel daflir sind die
Phosphorylcholin enthaltenden N-Glykane der Filarie Acanthocheilonema vitae. Diese
Glykoproteine werden von den adulten Filarien sezerniert und scheinen einen Einfluss auf
die Signaltransduktionsprozesse bei der Aktivierung von B Lymphocyten zu haben'®. Neben
diesen N-Glykanen sind bei Parasiten bisher besonders stark fucosylierte oder GIcNAc-
reiche Strukturen bestimmt worden. Die Analyse der durch D. immitis gebildeten N-Glykane
zeigte, wie vielfaltig die durch die Parasiten gebildeten Strukturen sind: Kang et al. konnten

neben gangigen Formen (d.h. oligomannosidischen, hybriden und komplexen
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N-Glykanstrukturen) auch bis auf einen GIcNAc-Rest verkirzte oder zusatzlich mit lacdiNAc
(GaINAcB 1-4GIcNAc) versehene N-Glykane nachweisen'.

Man Man Man
oc1,2‘ 0c1,2‘ \ 1,2
Man Man Man
al2] w13\ a6

Man Man
S~
oa1,3 Man o1,6
| p14
GIcNAc
| p14
GIcNAc
|
Asn

Abb. 4.2.2.A Schematische Darstellung der typischen oligomannosidischen
Kohlenhydratstruktur der Saugetiere

Asn: Asparaginrest; Man: Mannoserest; GIcNAc: N-Acetylglukosaminrest

4.2.3 ELISA-Analyse zur Antigenizitat der Ov-GST1a und -1b

Um dem Einfluss der verkirzten N-Gykanstrukturen auf die Erkennung der Ov-GST1a und
—1b durch das Immunsystem des Wirtes zu analysieren, wurden 29 Seren von Patienten mit
der generalisierten Form der Onchocerciasis auf eine Antikérperantwort hin untersucht.
Dabei konnte eindeutig ein Zusammenhang zwischen der N-Glykosylierung und der
Erkennung der Ov-GST1a und —1b als Antigene festgestellt werden. Die Antikérperantwort
gegenuber den glykosylierten Proteinen war signifikant starker als die Reaktion gegenlber
den deglykosylierten Proteinen und bestatigt damit die Annahme, dass die ungewoéhnlich
kurzen N-Glykane des parasitischen Nematoden eine Immunantwort des Wirts
hervorrufen'®. Bisher sind nur sehr wenige Studien bekannt, die den Einfluss von
N-Glykanen auf die Erkennung durch das Immunsystem beschreiben. Der Einfluss
bestimmter Bereiche des Peptidriickgrads fir die Erkennung durch das Immunsystem
hingegen, ist auch fur GST von Helminthen schon untersucht worden. Die Untersuchung
einzelner Epitope der S. mansoni 28 kDa GST hat zu Identifizierung von 3 besonders
antigenen Bereichen in dieser GST gefiihrt'*. Ein Vergleich der Ov-GST1a mit der
S. mansoni GST zeigt, dass 3 der 4 N-Glykosylierungsstellen in diesen antigenen Bereichen
des Peptidruckgrats liegen.

Posttranslationelle Modifikationen von Pathogenen, wie z. B. N-Glykane, kdénnen sehr

unterschiedliche Arten von Immunreaktionen auslosen. Exkretorisch-sekretorische oder mit
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der Oberflache des Parasiten assoziierte Antigene, werden durch Antikérper oder
Lymphocyten erkannt, welche in der Folge wiederum zur Aktivierung einer Vielzahl
verschiedener Immunreaktionen beitragen. Die Bindung von Mannoseresten an Lektine im
Serum, oder auch an Mannoserezeptoren auf der Zelloberflache fiihrt beispielsweise zu
einer Komplementaktivierung'®. Weiterhin konnte durch mannosylierte Peptide eine
Stimulation der MHC Klasse Il (Haupthistokompatibilitdtskomplex) abhangigen Prasentation
der Antigene auf der Oberfliche von dendritischen Zellen nachgewiesen werden'®. Den
Einfluss unterschiedlicher N-Glykosylierungsmuster auf die Erkennung von Proteinen als
Antigene, konnte auch bei der vergleichenden Untersuchung der glykolysierten und
nichtglykosylierten, sezernierten Retinolbindungsproteine von O. volvulus, B. malayi und
A. vitae (Ov20, Bm20, Av20) festgestellt werden. Ov20 und Av20 besitzen 3 ahnliche N-
Glykosylierungsstellen, Bm20 hingegen unterscheidet sich in einer der N-
Glykosylierungsstellen. Im Gegensatz zu Bm20 konnte fir Av20 und Ov20 eine starke
Erkennung durch Seren von Patienten mit Onchocerciasis, nicht aber von Patienten mit
lymphatischer Filariasis festgestellt werden'”’.

Die Untersuchung der N-terminalen Verlangerung der Ov-GST1a hat gezeigt, dass diese
einzigartige Struktur ebenfalls eine antigene Determinante darstellt. Die Funktion dieser
Verlangerung ist bisher nicht bekannt. Die fur die Omega-Klassen GST beschriebenen
N-terminalen Verlangerungen sind mit der der Ov-GST1a nicht zu vergleichen. Bei der
Untersuchung der Kristallstruktur der GSTO1-1 des Menschen konnte festgestellt werden,
dass die N-terminale Verldngerung dieser Enzyme an der Ausbildung der
Substratbindungstasche beteiligt ist'®.

Da die GST in vielen Bereichen ihrer Struktur sehr konserviert sind (s. Kap. 4.2.1), sind
Kreuzreaktionen der Antikérper auf diese Proteine nicht auszuschliessen. Beispielsweise ist
bei Antikdrpern, die gegen die affinitatsgereinigte Ov-GST1a gerichtet sein sollten, eine sehr
starke Kreuzreaktion mit GST aus B. phahangi und B. malayi beschrieben worden'®, die

N-terminale Verlangerung dieser GST scheint hingegen einzigartig zu sein.

4.2.4 Diskussion der Prostaglandin Do-lIsomeraseaktivitat der Ov-GST1a

Die Prostaglandine (Cyo-Fettsduren mit einem Cyclopentanring) sind bekannte Modulatoren
zellularer Funktionen in verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen. Die
Synthese und der Metabolismus der Prostaglandine beginnt mit der Freisetzung von
Arachidonat aus der Plasmamembran. Durch die sukzessive Oxygenierung und
Hydroperoxylierung von Arachidonat durch die Cyclooxygenasen entsteht PGH,, welches als
Substrat fiir verschiedene spezifische Prostaglandin Isomerasen dient™®. Die sehr
spezifische Isomerisierungsreaktion von PGH, zu PGD, kann durch zwei sehr

unterschiedliche Enzyme, die GSH-unabhangige Lipocalin-ahnliche PGDS, bzw. durch die
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GSH-abhangige hamatopoetische PGDS katalysiert werden'®'®'. Erst durch die
biochemische und immunologische Charakterisierung der hamatopoetischen PGDS
(hPGDS) aus den T-Zellen der Rattenmilz wurde deren enge Verwandtschaft mit den GST
der Sigma-Klasse entdeckt'®. Damit wurde erstmals gezeigt, dass einige Helminthen-GST
an der Prostaglandinsynthese beteiligt sein kénnen.

Die Ov-GST1a und -1b ist aufgrund der Ahnlichkeit der AS-Sequenz von ~ 50% mit den GST
des Tintenfischs und C. elegans, wie auch dem Substrat- und Inhibitorprofil eindeutig der
Sigma-Klasse der GST zuzuordnen. Der Vergleich mit den bekannten Sequenzen
verschiedener hPGDS hdherer Organismen (aus dem Menschen'®®, Maus'®, Ratte, Huhn)
wies, durch die hohe AS-Identitat von ~ 30% auf eine mdgliche Beteiligung der Ov-GST1a
und -1b im Cyclooxygenasestoffwechsel hin. Die Kristallstruktur der hPGDS aus der Ratte'®"
und die darauffolgenden Mutagenesestudien zur Identifizierung der an der Isomeraseaktivitat
beteiligten Aminosaduren’ wurden fiir einen Vergleich mit der Ov-GST1a und -1b
herangezogen. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Ov-GST1a und -1b die
essentiellen Aminosauren in aquivalenter Position besitzen: Y8 und R14 fir die Aktivierung
der SH-Gruppe des GSH, W105 als Verbindung der a-Helices 4 und 5 fir die Ausbildung der
sehr weiten und tiefen hydrophoben Bindungstasche, K112 und K198 fur die Stabilisierung
des PGH, durch die Ausbildung von Salzbriicken'®. Die Messung der potentiellen
Isomeraseaktivitat durch HPLC-MS fuhrte zur Identifizierung von PGH; als physiologischem
Substrat der Ov-GST1a und -1b. Die Konversion von PGH, durch andere GST der Sigma-
Klasse fihrt zur Bildung drei verschiedener Produkte (resp. PGD,, PGE, und PGF,,), wobei
PGD, nur in sehr geringem MaR gebildet wird'®®. Die Ov-GST1a und -1b hingegen katalysiert
sehr spezifisch die Isomerisierung von PGH, zu PGD,. Diese selektive PGH.-D,
Isomeraseaktivitdt der Ov-GST1a und -1b ist, bisherigen Untersuchungen zufolge, flr
Helminthen einzigartig. Basierend auf der groRen Homologie der Primarstruktur einer Sigma-
Klassen GST von Ascaridia galli zur hPGDS der Ratte wurde das Helminthenenzym als
spezifische Prostaglandin H, — E, Isomerase identifiziert'®”. Damit wurde erstmals auf eine
mogliche Modulation der Wirtsabwehr durch die Sigma-Klassen GST von Parasiten als Folge
der von ihnen synthetisierten und freigesetzten Prostaglandine hingewiesen. PGE, ist als
Modulator der Cytokinsekretion der T-Helferzellen bekannt, wodurch es zu einer
Immunsuppression oder der Entwicklung einer Th2-Immunantwort kommen kann'®®'®°. Die
festgestellte Stimulierung der PGE; Bildung in Monocyten und Makrophagen konnte bereits
mit Infektionen durch Entamoeba histolytica und auch Leishmania major in Verbindung
gebracht werden'’®""". In vielzelligen Parasiten, wie den Helminthen, scheint die endogene
Prostaglandinsynthese Uberlebenswichtig zu sein: eine Inhibierung der PG-Synthese hat das
Absterben der Parasiten, aber auch starke immunologische Reaktionen zufolge'.

Untersuchungen der parasitischen Nematoden B. malayi und W. brancrofti haben gezeigt,
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dass deren Mikrofilarien an der Oberflache mit PGE, bedeckt sind. Welche Funktion diese
Prostaglandine fiir die Parasiten haben, konnte allerdings noch nicht geklart werden'”.

Obwohl die Funktion der Prostaglandine fur Helminthen noch nicht geklart ist, deutet die
Konservierung der Genstruktur d. h. hier der Intron/Exon-Grenzen der Sigma-Klassen GST

174175 auf eine essentielle

der Helminthen mit denen der hPGDS der héheren Organismen
Funktion hin.

Zu den verschiedenen physiologischen Funktionen von PGD, gehért die Inhibierung der
Thrombozytenaggregation, die Entspannung der glatten Muskulatur, die Vasodilatation und
die Bronchokonstriktion'®. PGD, gilt als das Haupteikosanoid, das bei allergischen
Reaktionen von Mastzellen produziert und auch nach Antigenstimulation von T-Helferzellen
des Typs 2 (Th2-Zellen) gebildet wird. Die von den Th2-Zellen freigesetzten Cytokine férdern
eine humorale Immunantwort und l6sen das Wachstum und die Differenzierung von

Mastzellen wie auch eosinophilen Leukocyten aus'’”

. Aufgrund immunhistologischer Studien
ist die Ov-GST1a und -1b vor allem in der Cuticula und der Hypodermis von O. volvulus,
d. h. direkt an der Wirt-Parasiten-Grenzflache, lokalisiert und kommt somit mit der
Immunabwehr des Wirtes direkt in Kontakt'*. Bei der Uberexpression der Ov-GST1a und -
1b in Insektenzellen konnten die GST im Uberstand nachgewiesen werden, so dass diese
moglicherweise auch aktiv vom Wurm sezerniert werden (Liebau et al.; nicht publizierte
Ergebnisse).

Neben der verstarkten Freisetzung von Mediatoren durch PGD,, ist auch die Suppression
der T-Zell Mitogenese und die Inhibierung der Bildung von Superoxidanionen durch

178,179,180 Diese

neutrophile Granulocyten auf den Einfluss von PGD, zurtckzuflihren
letztgenannte Wirkung des Lipidmediators auf das Immunsystem ist bei Helminthosen und
gerade bei der Onchocerciasis, von besonderer Bedeutung: in histologischen
Untersuchungen von Knotenquerschnitten hat sich gezeigt, dass in der Nahe der
Onchocerkome die neutrophilen Granulocyten den Hauptteil der Immuneffektorzellen des
Wirts ausmachen®®. Auch die beschriebene inhibierende Wirkung auf die
Stickoxidfreisetzung im peripheren Gewebe durch PGD, weist auf dessen
immunmodulatorische Eigenschaften hin'®'. In Kulturen von Mastzellen der Maus ist durch
Behandlung mit dem Cytokin ,c-Kit Ligand“ und Sensibilisierung der Zellen mit IgE vor der
Antigenaktivierung der Zellen, eine Induktion der hPGDS und damit verbundene
Hochregulation der PGD,-Synthese festgestellt worden'. Die Untersuchung der
immunsuppressiven Eigenschaften des Malariaerregers Plasmodium falciparum zeigte, dass
diese auf die Produktion von Prostaglandinen durch den Parasiten zuriickzufiihren sind'®.
Die Analyse der Immunantwort auf eine Infektion mit S. mansoni im Mausmodell hat den
Einfluss von PDG, auf die Inhibierung der Wanderung der Langerhansschen Zellen der Haut

in die Lymphknoten aufgedeckt: Die Zellen werden zwar aktiviert, eine Wanderung und
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darauffolgende Auslésung der Immunantwort des Wirts aufgrund der Schistosomula wird von
diesen aktiv, durch Freisetzung von PGD,, verhindert. Damit kénnte die PGD,-Freisetzung
einen zusatzlichen ,Escape“-Mechanismus der Schistosomen darstellen™.

Aufgrund der Lokalisierung der Ov-GST1a und -1b und der PGH, — D, Isomeraseaktivitat
kdnnte diesem Entgiftungsenzym eine essentielle Rolle im Verteidigungssystem des
Parasiten gegen die Immunabwehr des Menschen zukommen. Die bisher beschriebenen
vielfaltigen modulatorischen Einfliisse von PGD, kénnten vom Parasiten zur Abwehr von
Immuneffektormolekilen, zur Suppression oder Verzégerung, bzw. auch zur Verhinderung
einer gerichteten Immunantwort des Wirts genutzt werden. Damit stellt die Ov-GST1a und
-1b einmal mehr ein gutes Ziel fir die Entwicklung von Vakzinen oder Medikamenten gegen

die Onchocerciasis dar.

4.2.5 Analyse des Expressionsmusters der Ov-GST1a in C. elegans

Durch die Expression der 5'-Region des Gens der Ov-GST1a in C. elegans, sollte untersucht
werden, ob der freilebende Nematode in der Lage ist, die flir die basale Transkription nétigen
Elemente eines Parasitenpromotors zu erkennen. Die Mikroinjektion von Plasmid DNA in die
Gonaden der Hermaphroditen fihrt zu einer Rekombination in lange extrachomosomale
Arrays, die zwar als normale Chromosomen replizieren, aber in einer nicht der Mendelschen
Vererbungslehre entsprechenden Weise an 10 — 90% der Folgegeneration weitergegeben
werden'®. Die Untersuchung des Expressionsmusters dieses Parasitenpromotors in
C. elegans bot sich auch in Hinblick auf die bereits bekannte Lokalisierung der Ov-GST1a
und -1b in O.volvulus an'™. Damit war es mdglich, das Expressionsmuster der
verschiedenen Juvenilstadien und der adulten transgenen Wirmer mit dem durch
Immunlokalisierung bestimmten Expressionsmuster der Ov-GST1a und -1b in O. volvulus zu
vergleichen. Durch licht- und elektronenmikroskopische Untersuchung konnte die Ov-GST1a
und -1b bereits in den Mikrofilarien, dem infektiésen L3-Stadium und in den adulten Tieren
nachgewiesen werden. Soweit zuldssig, kann man aufgrund der Ergebnisse davon
ausgehen, dass die Expression der Ov-GST1a in C. elegans nicht zu einer Veranderung in
der stadienspezifischen Expression flihrt. Neben einer Expression der Ov-GST1a im
Isthmus, sowie der Hypodermis, wird die Ov-GST1a auch in den Drisenzellen im Bereich
des terminalen Bulbus exprimiert. Die Lokalisierung der Ov-GST1a im Hypodermisbereich
von C. elegans stimmt gut mit der fir die native Ov-GST1a und —1b in O. volvulus Uberein.
Dort konnte die starkste Farbung im aufieren lamellaren Bereich der Hypodermis, aber auch
in Ausbuchtungen der Cuticula (oberhalb der Hypodermis) und der Epicuticula
nachgewiesen werden'’. Die Funktion der Driisenzellen bei C. elegans ist noch nicht
vollstandig geklart, es wird aber von einer Beteiligung dieser Drisen an der Sekretion von

Verdauungsenzymen ausgegangen. Weiterhin wird angenommen, dass diese Drisen bei
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den Hautungsprozessen eine Rolle spielen. Zu diesen Zeitpunkten kommt es zu einer
Ausbildung von Vesikeln in den Driisenzellen'®. Erste Untersuchungen hinsichtlich einer
Lokalisierung der Ov-GST1a im Pharynxbereich von O. volvulus Weibchen deuten darauf
hin, dass die Ov-GST1a und —1b nicht in diesem Bereich lokalisiert ist. Die Lokalisierung des
GFP-Signals in den Drusenzellen von C. elegans konnte auf den Unterschied im
Verdauungssystem der beiden Nematoden zurickzufiihren sein. Wahrend die
Verdauungsprozesse und die Absorption der Nahrstoffe bei C. elegans im Darm stattfinden,
findet der Import und Export von I8slichen Verbindungen bei O. volvulus durch
transcuticulare Permeation statt und es wird sogar davon ausgegangen, dass sich der Darm

bei den adulten Tieren mit zunehmendem Alter zuriickbildet'®.

4.2.6 Diskussion der ektopischen Expression der Ov-GST1a in C. elegans

Die Expression von Proteinen in prokaryotischen Expressionsystemen wie E. coli ist
hinsichtlich der molekularen Masse von Proteinen und posttranslationeller Modifikationen
sehr eingeschrankt. Obwohl die zugrundeliegenden Mechanismen bisher nicht bekannt sind,
hat sich in Vakzinierungsstudien mit verschiedenen in E. coli exprimierten potentiellen
Vakzinekandiaten herausgestellt, dass diese Proteine entgegen der auf Vorversuchen
basierenden Erwartung einer guten Protektion, nur einen geringen Schutz gegen
Filarieninfektionen boten'®. Fiir einen Unterschied spricht auch die in den ELISA Studien
dieser Arbeit festgestellte schwachere Antikdrperantwort auf das rekombinant in E. coli
exprimierte Protein im Vergleich zu der deglykosylierten nativen Ov-GST1a und —1b. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass eine native, oder ,fast* native Form der O. volvulus
Antigene wahrscheinlich besser fir Vakzinierungsstudien geeignet sind. Bei der
Vakzinierung gegen den Rinderparasiten Haemonchus contortus ist bereits festgestellt
worden, dass die Erhaltung der Konformation bestimmter Epitopbereiche, die Glykosylierung
und auch die Aktivitdt der verwendeten Enzyme fur eine schitzende Immunitat von
Bedeutung sind." Der Vorteil einer Expression méglicher Vakzinekandidaten von
O. volvulus in C. elegans als nahe verwandtem Nematoden wird damit schnell offensichtlich.
Die Expression von O. volvulus Proteinen in C. elegans ist nicht nur aufgrund maoglicher
posttranslationeller Modifikationen von Bedeutung, sondern bietet sich auch durch die
Konservierung der basalen Aspekte der Molekularbiologie und der Entwicklungsmechanimen
der Nematoden an. Durch die ektopische Expression der posttranslationell modifizierten Ov-
GST1a in C. elegans konnte gezeigt werden, dass C. elegans in der Lage ist, das Protein
korrekt zu prozessieren und, basierend auf ersten Versuchen unter Einsatz verschiedener
Glykosidasen, eine zumindest sehr ahnliche Glykostruktur im Vergleich zu dem nativen

O. volvulus Enzym zu bilden.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse der Ov-GST3 und der homologen
GST F13A4.10, C29E4.7, K10F12.4 aus C. elegans

Vielfaltige Untersuchungen von Abwehrmechanismen und Entgiftungssystemen in
verschiedenen Organismen haben bereits zur Identifizierung der am Schutz der
Zellstrukturen und des Zellstoffwechsels beteiligten Proteine gefiihrt. Die Beobachtung, dass
in den Zellen schon bei einem geringen Maf} an oxidativem Stress zahlreiche an der Abwehr
beteiligte Enzyme verstarkt exprimiert werden, hat das allgemeine Interesse an diesen
zelluldren Entgiftungssystemen verstarkt und weiterfiihrende Studien nach sich gezogen'®.
Die Induktion dieser Gene wird inzwischen mit der Vermittlung von Resistenzen gegentber
andauerndem oxidativem Stress in Verbindung gebracht. Der Erwerb einer stabilen
Resistenz gegenuber oxidativen Schadigungen wird oft mit einer Zunahme der Expression
von Genen des antioxidativen Verteidigungssystems verbunden. Von besonderem Interesse
ist es daher, den moglichen Einfluss der GST von O. volvulus bei der Verteidigung gegen
toxische Oxidantien zu untersuchen, die wahrend der Immunantwort des Wirtes auf den
Parasiten einwirken. Eine besondere Rolle in dieser Abwehr kénnte der durch oxidativen

Stress hochregulierten Ov-GST3 zukommen®.

4.3.1 Diskussion der 3 Transkripte der Ov-GST3 und eine Analyse ihrer

Primar- und Sekundarstruktur

Obwohl der GSH-Stoffwechsel und die GSH-abhangigen Entgiftungsenzyme bei O. volvulus
schon seit langem Bestandteil vielfaltiger Untersuchungen dieses parasitschen Nematoden
sind, ist die Ov-GST3 einer Identifizierung bislang entgangen®'*®"¥"_ Einer der Hauptgriinde
dirfte in der fehlenden Bindungskapazitat an GSH-Sepharose liegen. Weiterhin ist auch die
geringe mMRNA-Menge der Ov-GST3 bei ungestressten Wirmern von Bedeutung; wahrend
durch semi-quantitative RT-PCR-ELISA Analyse ein extrem starker Anstieg (~125-fach) der
mRNA-Menge der Ov-GST3 als Antwort auf durch Xanthin/Xanthin-Oxidase verursachten
oxidativen Stress nachgewiesen werden konnte, liegt die Transkriptmenge dieser GST unter
normalen physiologischen Bedingungen noch unterhalb der fiir die Ov-GST2 und Ov-GST1a
und —1b bestimmten Werte®. Trotz intensiver Untersuchungen der humanen GST, gelang
die Isolation der ersten beschriebenen GST der Omega-Klasse (GSTO1-1) erst im Jahr 2000
und basierte ausschlieBlich auf der Datenbanksuche in den flir H. sapiens vorliegenden
ESTs (,Expressed Sequence Tags*)'®°.

Nach der ldentifizierung eines kurzen 3’-Bereichs der Ov-GST3 mit DD-RT-PCR wurden
beim nachfolgendem Screening einer O. volvulus A ZAPIl cDNA-Bank 3 verschiedene cDNA-

Sequenzen (Ov-GST3a, -3b und -3c) isoliert. Bei der Ov-GST3a und —3b kdnnte es sich um
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alternative Spleissprodukte handeln, die sich im mittleren Bereich durch das Vorkommen
bzw. Fehlen einer Sequenz von 123 bp unterscheiden. Daflir spricht die Analyse des mit
Hilfe einer PCR isolierten Gens der Ov-GST3, durch die dieser Bereich einem Exon (Exon V)
zugeordnet werden konnte. Diese Annahme muss allerdings noch durch das Screening einer
genomischen Bank von O. volvulus bestatigt werden, damit das Vorkommen eines 2. Gens
der Ov-GST3 sicher ausgeschlossen werden kann. Bei der Ov-GST3c kdnnte es sich um ein
Pseudogen handeln: Basierend auf der durch PCR ermittelten Genstruktur entspricht der
DNA-Bereich, der den offenen Leserahmen der Ov-GST3c unterbricht einem Intron
(Intron V). Das durch diesen Sequenzbereich erzeugte Stopcodon wiirde zur Bildung einer
,GST* fihren, der die gesamte C-terminale Domane fehlt. Eine andere Mdglichkeit besteht
darin, dass es sich bei der Ov-GST3c um ein nicht funktionelles, alternatives Spleissprodukt
handelt, welches durch das sogenannte ,splice/don’t splice“-Phanomen gebildet wird. Sofern
es sich bei der Ov-GST3a und —3b um alternative Spleissprodukte handelt, kdnnte der als
.exon skipping® bezeichnete Mechanismus eines vorhandenen bzw. wahrend des
Spleissprozesses entfernten Exons, ein Schalter fir die Bildung einer funktionellen bzw.
nicht-funktionellen Ov-GST3 sein. Eine Mdglichkeit, die Spleissproduktbildung zu regulieren
besteht in der Bindung von Liganden. Weiterhin kénnen spezielle Spleissproteine bei der
Erkennung von ,Exon-Verstarkersequenzen® eine Rolle spielen und auch die zellularen
Bedingungen (Konzentration der Faktoren des Spleissosoms, Temperatur) haben einen
EinfluR auf den Spleissprozess'®'®"'%2, Alternatives Spleissen stellt somit einen wichtigen
Mechanismus fur die Modulation der Genfunktion dar.

Alternatives Spleissen ist fir GST bisher nur fir eine GST von Anopheles dirus (Acc. Nr.
AF251478) beschrieben worden, bei der 4 alternative Spleissprodukte gebildet werden®.
Drei weitere alternativ gespeisste GST kdnnen durch BLAST-Suche in den bekannten
Datenbanken gefunden werden (A. gambiae, Acc. Nr. AF071160; H. sapiens, Acc. Nr.
M99422; H. sapiens MIGSTO04, Acc. Nr. AF092926), wobei ein mRNA Transkript (M99422)
lediglich aufgrund homologer Bereiche als potentielle GST der Mu-Klasse identifiziert worden
ist und es sich bei der Hs-MIGST04 nicht um eine cytosolische, sondern mikrosomale GST
handelt. Bei einer anderen, ebenfalls aufgrund der erhéhten mRNA-Transkriptbildung durch
DD RT-PCR isolierten humanen GST, dem Protein p28, mit Ahnlichkeit zu den Enzymen der
Theta-Klasse, konnten ebenfalls 2 unterschiedlich lange Transkripte identifiziert werden. Die
Variation in der Transkriptlange beruht hier allerdings auf der Erkennung zweier leicht
unterschiedlicher Polyadenylierungssignale und nicht auf alternativen Spleissprozessen'®.
Bei der Untersuchung einer GST der Omega-Klasse aus Sus scrofa wurde ebenfalls eine
differentielle Transkriptbildung nachgewiesen. Die 2 identifizierten Transkripte werden
Organ-spezifisch gebildet: das kilirzere der beiden Transkripte wurde ausschlieBlich in

Muskelgewebe (Herz, Diaphragma, Skelettmuskulatur) nachgewiesen. Die Autoren gehen
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hier ebenfalls von einer differentiellen Bildung der Transkripte aufgrund verschiedener
Poly(A)-Signale aus, alternatives Spleissen wurde aufgrund des Ubereinstimmenden
Molekulargewichts der Proteine im Western Blot ausgeschlossen'®.

Die Domanenstruktur der Ov-GST3a, -3b und —3c unterscheidet sich von den typischen
GST, welche durch eine N-terminale, GSH-bindende B-Faltblattstruktur und eine C-terminale,
o-helikale Domane fir die Ausbildung der hydrophoben Substratbindungstasche
gekennzeichnet sind®. Der Ov-GST3a, als verkiirztem Transkript, fehlen damit die
Aminosauren flir die Wechselwirkung des Cosubstrats GSH mit dem Peptidriickrad und bei
der Ov-GST3c ist lediglich die GSH-bindende Domane voll ausgebildet (Abb. 3.3.1.3.A). Die
Ov-GST3b, als typische GST mit N- und C-terminaler Doméne, konnte im Alignment mit
bisher bekannten GST der Omega-Klasse (Mus musculus, Acc. Nr. U80819; H. sapiens,
AF212303; Rattus rattus, AB008807; S. scrofa, AF188838), dieser eindeutig zugeordnet
werden. Als Omega-Klassen GST eines Nematoden wurde auch die C. elegans GST
C29E4.7 durch die hohe Identitat von 34% der Aminosauren im Vergleich zur Hs-GSTO1-1
bereits identifiziert, die anderen beiden C. elegans GST mit Homologie zur Omega-Klasse
(K10F12.4, F13A7.10) wurden in diesem Zusammenhang allerdings nicht identifiziert'®*. Ein
entscheidender Unterschied zu den typischen, cytosolischen GST, deren Hauptaufgabe in
der GS-X-Konjugatbildung toxischer elektrophiler Verbindungen mit GSH liegt®, wird durch
einen Cysteinrest in der N-terminalen Domane der Omega-GST vermittelt. Die
Konjugatbildung der cytosolischen GST beruht auf einem Tyrosin- bzw. Serinrest, dessen
Hydroxylgruppe fiir die Stabilisierung des Thiolatanions von GSH vonnéten ist'. In den
Omega-GST dient der Cysteinrest der Bindung von GSH'®®, so dass die Enzyme in ihrer
aktiven Form als gemischte Disulfide vorliegen und als GSH-abhangige Thioltransferasen im
Zellstoffwechsel aktiv sind. Von Interesse ist dabei auch der erst kurzlich fur die GSTB1-1
von P. mirabilis publizierte mdgliche Reaktionsmechanismus. Die Autoren betrachten die
GSTB1-1 als ein intermedidares Enzym, welches die Entwicklung von Redox-, hin zu
Konjugationsenzymen in der Evolution aufzeigt'®, da die GSTB1-1 sowohl Konjugations- als
auch Redoxaktivitdt aufweist. Fur die GSH-abhangige S-Thioltransferaseaktivitat ist auch
hier ein Cysteinrest (C10) verantwortlich. Neben dem kovalent an C10 gebundenen GSH
liegt in der Bindungstasche dieses Enzyms ein zweites GSH-Molekul vor, dass Uber einen
Thiol-Disulfidaustausch zur Reduktion der GSTB1-1 fuhrt. Das reduzierte Enzym bindet nun
mit extrem hoher Affinitdt gemischte Disulfide, wird selbst wieder oxidiert, durch erneuten
zwei-maligen Thiol-Disulfidaustausch mit GSH wieder reduziert und kann so wieder zur
Reduktion von Thioldisulfidbindungen beitragen. Der fur die katalytische Aktivitat essentielle
Cysteinrest ist in Ov-GST3a, -3b und -3c an AS-Position 62 (Hs-GSTO1-1: C32) zwischen
den ebenso strikt konservierten Resten F61 (F31) und P63 (P33) eingebettet. Die AS-Folge

,FCP* ist zwischen den verschiedenen Spezies in allen Omega-GST konserviert und erklart
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die Ahnlichkeit dieser Enzyme zu Glutaredoxinen und Thioredoxinen'®’: Das aktive Cystein
liegt im N-terminalen Bereich einer a-Helix, und die Lage der Cysteinseitenkette nahe dem
positiven Ende des Helixdipols bewirkt eine Erniedrigung des Thiol-pK,-Wertes, d. h.
dadurch wird eine sehr hohe Nukleophilizitit des Cysteinrestes erzeugt, also ein
nukleophiles Zentrum. Das auf das Cystein in der Sequenz folgende Prolin unterstitzt eine
optimale Positionierung des Cysteinthiols fiir die Stabilisierung der Thiolatform'’. Der
Vergleich des aktiven Zentrums eines Glutaredoxins héherer Pflanzen (Vernicia fordii) mit
der Ov-GST3 =zeigt deutlich die Konservierung des proximalen Cysteinrestes und
benachbarter = Aminosauren (V. fordii: N-term. FCPYCTSV C-term; Ov-GST3: N-
term. FCPYGESV C-term.) und bestarkt damit die Annahme, dass die Ov-GST3 als
Thioltransferase aktiv ist*'?.

Ein weiterer genereller Unterschied zu den Konjugat-bildenden GST besteht in der nur
schwach ausgepragten Wechselwirkung des GSH mit dem Peptidriickgrad der Proteine.
Wahrend diese durch eine Salzbricke zwischen dem aminoterminalen Stickstoff des GSH
und sauren AS-Resten der a-Helix 4 zur Stabilisierung beitragen, ist dieser Sequenzbereich
in den Omega-GST, besonders innerhalb der Nematoden, Uberhaupt nicht konserviert.
Weitere, an der GSH-Bindung beteiligte Aminosauren, wie z. B. E85 in der Hs-GSTO1-1
(Ov-GST3b: D114) sind bei der Ov-GST3b konserviert oder konserviert ausgetauscht an
aquivalenter Position vorhanden. Ebenfalls fir die GSH-Bindung von Bedeutung sind die
Wechselwirkungen der Untereinheiten des katalytisch aktiven Dimers. Da die
Wechselwirkungen zwischen den UEH nicht-polaren Charakters sind, d.h. keine
Wasserstoffbriickenbindungen beinhalten, sondern Uber Salzbriicken (Ov-GST3b/Hs-
GSTO1-1: E120/E91, R143/K114) vermittelt werden, ist die Bindungsstelle wesentlich
grosser und leichter zuganglich. Diese gravierenden Unterschiede in der GSH-Bindung und
Form der Bindungsstelle kénnte v. a. fiir die Funktion der Ov-GST3a von Bedeutung sein, da
diesem Transkript eine typische GSH-bindende Domane fehlt (AS 111 - 151), der fur die
Thioltransferaseaktivitat Sequenzbereich aber erhalten ist. Damit ist es durchaus maéglich,
dass die Ov-GST3a als Redox-Enzym wirkt, dabei aber nicht GSH-abhangig ist.

Neben der GSH-Bindungsstelle ist auch die hydrophobe Substratbindungstasche der
Enzyme der Omega-Klasse wesentlich grosser und offener, so dass nicht nur kleine
Substratmolekille, sondern auch gréssere Polypeptide oder kleinere Proteine als
Bindungspartner in Frage kommen. Fir diese Funktion als S-Thioltransferase spricht auch
der wesentlich hydrophilere Charakter der AS-Reste der Bindungstasche im Vergleich zu
den Bindungsstellen ,typischer* GST'#%3,

Aufgrund der beschriebenen strukturellen Eigenschaften der Ov-GST3 kann von einer fur
GST eher untypischen Funktion dieser Enzyme ausgegangen werden. Der Vergleich der AS-

Sequenz und die ermittelte Sekundarstruktur der Ov-GST3b lassen auf eine Funktion als
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GSH-abhangige Thioltransferase schliessen. Als physiologische Substrate dieser GST
kommen somit S-thiolierte Proteine in Frage. Daflr spricht auch die verstarkte mRNA-
Bildung der Ov-GST3 unter oxidativem Stress®®. Die als S-Thiolierung bekannte Bildung
gemischter Disulfide von Proteinen mit verschiedenen niedermolekularen Thiolen (GSH,
Cystein, Homocystein, y-Glutamylcystein) und Cysteinresten resultiert oft in dem
Funktionsverlust essentieller Proteine unter konstantem oxidativen Stress'®®'%°. Bei der
Bildung der gemischten Disulfide kommt dem GSH eine besondere Rolle zu: Aufgrund der
millimolaren Konzentration von GSH in der Zelle stellt es bei diesem Prozess den
Hauptanteil der an die Proteine gebundenen niedermolekularen Thiole dar (>85%)%%°2"'
(S-Glutathiolierung). Die bisher beschriebenen Funktionen einer S-Glutathiolierung von
Proteinen sind mannigfaltig: sie dient als Puffer bei oxidativem Stress, zur Stabilisierung
extrazellularer Proteine, dem Schutz von Proteinen vor irreversiblen oxidativen
Schadigungen (d. h. dem Schutz von Cysteinresten des aktiven Zentrums von Proteinen)
und der Regulation der Enzymaktivitat’®*?®. Auch die Inhibierung der Proteinsynthese
aufgrund einer durch reaktive Sauerstoffspezies vermittelten Disulfidbildung ist bereits
beschrieben worden?®. Die S-Glutathiolierung von Proteinen ist also nicht als ausschlieRlich
.negativer” Effekt zu betrachten, sondern kann auch ein Schutz vor irreversiblen oxidativen
Schadigungen sein®”®. Ein regulatorischer Einfluss durch Protein S-Thiolierung ist auch
schon bei GST beobachtet worden: ein Beispiel dafir ist die vom Thiolstatus abhangige
Regulation einer Membran-gebundenen mikrosomalen GST?*?"_ Als Thioltransferase sollte
es der Ov-GST3 also mdglich sein, das Gleichgewicht von GSH und gemischten Disulfiden
in die eine, wie auch in die andere Richtung zu verschieben, d. h. eine S-Glutathiolierung
auch zu erleichtern®™®. Die verstirkte Expression der Ov-GST3 bei einem
Redoxungleichgewicht in der Zelle, Iasst allerdings darauf schliessen, dass das Enzym in die
Reduktion der unter oxidativen Stress Bedingungen vermehrt gebildeten S-Thioladdukten
involviert ist und diese durch seine Thioltransferaseaktivitdt wieder in einen enzymatisch
aktiven Zustand Uberfuhrt.

Eine strukturelle Besonderheit der Ov-GST3 ist auch die besonders lange, N-terminale
Verlangerung. Bei den Omega-Klassen GST vom Menschen, Maus, Schwein und C. elegans
C29EA4.7 ist eine Verlangerung von 19 — 20 Aminosauren ohne Homologie zu anderen GST
beschrieben worden, die Homologie der Ov-GST3 zu diesen GST beginnt aber erst bei
G32'®. Eine Analyse des N-terminalen Bereichs beziiglich potentieller Signalsquenzen,
weist auf eine mdogliche Lokalisierung im endoplasmatischen Retikulum, bzw. auf eine
extrazellulare Lokalisierung der Ov-GST3 hin. Die bisherigen Untersuchungen zur
Lokalisierung von Omega-Klassen GST bzw. strukturell nahe verwandten Proteinen, hat eine
sehr divergente Verteilung der GST aufgezeigt. Die immunhistochemische Untersuchung der

GSTO1-1 des Menschen hat gezeigt, dass die GST in fast jedem Gewebe und Zelltyp
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exprimiert wird. Neben einer cytosolischen Lokalisierung wurde die GST auch im Nukleus
von Gliazellen, Nieren- und Leberzellen identifiziert?”®. Eine Signalsequenz fiir diese
Lokalisierung im Zellkern ist bisher aber nicht beschrieben worden. Bereits 1999 ist die durch
oxidativen Stress hochregulierte GST p28, aus einer Lymphomzellinie von Mausen isoliert
und als GST mit Ahnlichkeit zur Theta-Klasse charakterisiert worden. Eine neuere Analyse
der AS-Sequenz dieses Proteins fuhrte zur Zuordnung in die Omega-Klasse, was in
Ubereinstimmung mit der Lokalisierung von p28 im Vergleich zur humanen GSTO1-1 steht.
p28 wurde als cytosolisches Enzym charakterisiert, welches in Folge von
Temperaturerhbhungen vom Cytosol in den Nukleus transportiert und somit relokalisiert
wird'®. In einer weiteren Studie wurde eine Ahnlichkeit der GSTO1-1 zu einem Chlorid-Kanal
des Zellkerns (NCC27) festgestellt und der GSTO1-1 eine physiologische Funktion als
modulatorisch wirkendes Protein bei der Steuerung der Ca®-lonen Freisetzung durch
Ryanodin-Rezeptoren zugewiesen®'’. Diese Funktion kénnte auch fiir die Ov-GST3 in Bezug
auf das N-terminale Lokalisierungssignal von Bedeutung sein, da die Ryanodin-Rezeptoren
in der Membran des endoplasmatischen Retikulums integriert sind. Wahrend des ,respiratory
burst” der Makrophagen und neutrophilen Granulozyten kommt es zu einer massiven Protein
S-Thiolierung. Als exkretorisch-sekretorisches Protein ware die Ov-GST3 an der Wirts-
Parasiten-Oberflache fir den Erhalt der katalytischen Aktivitdt essentieller Proteine von

Bedeutung und wiirde damit zu der Persistenz des Parasiten beitragen'®.

4.3.2 Diskussion der Genstruktur der Ov-GST3 im Vergleich zu den

genomischen Strukturen der homologen GST in C. elegans

Mit Hilfe einer PCR konnte ein Gen der Ov-GST3 identifiziert werden, dem die bekannten
Sequenzen der 3 mRNA-Transkripte der Ov-GST3 zugeordnet werden konnten. Die
Konservierung der Sequenzen der 3 Transkripte der Ov-GST3 mit der ermittelten
Exonsequenz des isolierten Gens deutet mdoglicherweise auf die Entstehung der 3
Transkripte durch alternative Spleissprozesse hin. Fir eine abschliefende, endgiiltige
Bestatigung dieser Annahme ist jedoch eine ausfiihrlichere genomische Analyse nétig.

Die GrélRe des isolierten Gens, die den gesamten kodierenden Bereich einschliesst, betragt
2171 bp und liegt damit, im Vergleich zu Genen anderer GST parasitischer Nematoden, im
zu erwartenden Bereich'”?"". Obwohl das Gen der Ov-GST3 und der kodierende Bereich
nicht gréRer als die bekannten Genstrukturen und kodierenden Bereiche der GSH-bindenden
GST von O. volvulus sind, wird der offene Leserahmen durch 8 Exons gebildet, wahrend die
Gene der Ov-GST2 und der Ov-GST1a und -1b 7 Exons enthalten'”. Auf die ersten beiden
sehr kurzen Exons (23 bp und 77 bp) folgen die langsten Introns (372 bp; 271 bp) des Ov-
GST3 Gens. Die ersten beiden Exons kodieren damit das potentielle Signalpeptid und die

folgende N-terminale Verlangerung. Die Tatsache, daf Signalsequenzen und ungewdhnliche
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N-terminale Bereiche durch ,eigene“ Exons kodiert werden, ist bereits fur andere GST
beschrieben worden. Auch bei der Ov-GST1a und -1b, welche nachweislich ein Signalpeptid
und eine N-terminale Verlangerung besitzen, wurde bei der Analyse der Genstruktur
festgestellt, dass diese durch das 1. Exon kodiert werden. Ebenfalls auffallig ist, dass auch
bei der Ov-GST1a/1b dass langste Intron direkt auf die durch Exon 1 kodierte Signalsequenz
folgt'’®. Weiterhin beginnt bei der Ov-GST3, wie bei der Ov-GST1a und -1b, die Ahnlichkeit
zu den GST derselben Klasse genau mit der 1. durch das folgende Exon kodierten
Aminosaure. Die Kodierung von Signalsequenzen durch 1 bzw. 2 Exonbereiche von Genen
erscheint evolutiv sinnvoll und ist auch in héheren Organismen verbreitet. Als Beispiel flr
eine Thioltransferase ist die Genstruktur des Glutaredoxin Il von Bedeutung, dessen
mitochondriale Signalsequenz auch durch erste Exon kodiert wird?'?>. Ab der ersten, durch
Exon 3 kodierten Aminosaure (G34) der Ov-GST3 ist eine Homologie dieser GST zu den
Omega-Klassen GST der Saugetiere nachzuweisen. Der Vergleich der Genstruktur der Ov-
GST3 mit der berechneten Sekundarstruktur fir die Ov-GST3b zeigt, welche Exons flr
bestimmte, GST typische, konservierte Bereiche kodieren. Neben den bereits erwahnten
Exons | und I, welche die Signalsequenz der Ov-GST3 kodieren, bilden Exon Il bis V die im
Protein konservierte GSH-Bindungsstelle aus. In dem mRNA-Transkript der Ov-GST3a fehlt
damit einer der P-Faltblattbereiche der fir die Ausbildung der GSH-Bindungsstelle
verantwortlich ist. Dadurch wird die N-terminale, GST typische, Doméane in diesem Transkript
nicht voll ausgebildet. Alle folgenden Exons der Ov-GST3 kodieren den ausschlieBlich o-
helikalen Bereich der GST, wobei der fir die Ausbildung der hydrophoben Bindungstasche
der GST allein durch Exon VII kodiert wird. Das fir GST eher ungewdhnliche Exon VIII,
kodiert einen zusatzlichen Helixbereich der Omega-GST, welcher den oberen und
rickwartigen, d.h. den der GSH-Bindungsstelle abgewandten Teil der hydrophoben
Bindungsstelle bildet'®®. Basierend auf der genomischen Struktur der Ov-GST3 konnte somit
gezeigt werden, dass das 7. Exon der Ov-GST3 flr einen funktionell relevanten Bereich der
elektrophilen Substratbindungstasche kodiert.

Die kodierenden Bereiche der zur Ov-GST3 homologen GST aus C. elegans sind mit
~1,4 kb (C29E4.7, F13A7.10) bzw. ~ 3 kb (K10F12.4) nicht wesentlich grésser als das Gen
der Ov-GSTS3.

Wie die Transkripte der Ov-GST3, ist auch die humane GSTO1-1 durch einen N-terminalen
Bereich ohne Homologie zu anderen GST-Klassen gekennzeichnet. Dieser Bereich wird von
14 Aminosauren des Exon| kodiert. Das Exon Il kodiert fur die Glutaredoxin ahnliche
Domane mit dem aktiven Zentrum und Exon Il beinhaltet die GSH-Bindungsstelle, welche in
dem isolierten Gen der Ov-GST3 durch 3 Exons kodiert wird. Exon IV bis VI kodieren fir die

Aminosauren der elektrophilen Substratbindungstasche.
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Das isolierte Ov-GST3-Gen zeichnet sich durch wesentlich kleinere und dadurch vermehrt
auftretende Exons aus als die untersuchten Omega-GST von C. elegans, welche, bei
ahnlicher mRNA Transkriptgrosse, lediglich 3 (F13A7.10), 4 (C29E4.7) bzw. 5 (K10F12.4)
Exons enthalten.

Auffallig ist, dass die Exon-/Introngrenzen dieser GST in dem fir die typischen
GST Doméanen kodierenden Bereich, identisch sind. Die untersuchten, zur Ov-GST3
homologen GST von C. elegans, besitzen also weniger Introns als das isolierte Gen der Ov-
GST3, die vorhandenen Spleisstellen in den fir GST typischen N-terminalen und C-
terminalen Domanen, stimmen jedoch Uberein (s. Abb. 3.3.4.1.A) und kdénnen damit als
weiterer Hinweis flr die Zugehorigkeit dieser GST zu einer Klasse angesehen werden. Diese
Beobachtung spricht weiterhin flr die Hypothese, dass im Laufe der evolutionaren
Entwicklung funktionelle Bereiche zu einer Einheit zusammengefasst wurden und damit ein
Austausch funktionsfahiger konservierter Strukturen, z. B. zwischen Klassen von Proteinen
ahnlicher Funktionalitat, auf genomischer Ebene ermdglicht und erleichtert worden ist. Als
Beispiel daflr sind die GSH-bindenden Doméanen der GST zu nennen, die auch in Proteinen
mit ganz anderen katalytischen Eigenschaften, wie den Prostaglandin D-Synthetasen
(hPGDS), konserviert sind'®'*. Als (ibergeordnete Thioredoxin/Glutaredoxin-Domane
wiederum ist ein Teil der o/B-Struktur der GSH-Bindungsstelle anzusehen, der evolutiv
konserviert in den GST, Glutathion-Peroxidasen und Thioltransferasen wiederzufinden ist*">.
Ein Vergleich der Gene der Sigma-Klassen GST vom Tintenfisch, C. elegans und O. volvulus
mit den hPGDS der Maus und des Menschen haben ebenfalls eine strikte Konservierung der
Intronpositionen offenbart. Bei einem Vergleich der Sigma-Klassen GST mit GST anderer
Klassen konnte hingegen keine Ubereinstimmung in der Position der Introns beobachtet
werden'®*""*1"® Die Autoren vermuten aufgrund der gemeinsamen Exon/Intronstruktur der
Gene einen gemeinsamen Vorlaufer fir die Entwicklung der hPGDS und der Sigma-Klassen
GST, wobei sie davon ausgehen, dass dieser zur GST-Superfamilie gehért. Neben der
Ahnlichkeit der hPGDS mit GST der Sigma-Klasse, ist auch fir das Gen der
Prostaglandin E-Synthetase aus dem Menschen und der mikrosomalen MGST1 eine
Ubereinstimmung der Exon-/Introngrenzen festgestellt worden. Wie fir die Ov-GST3
vermutet, wird auch die MGST1 alternativ gespleisst, so dass 3 verschiedene mRNA-
Transkripte gebildet werden kénnen. Die Autoren gehen hier aufgrund der Genorganisation
und der Homologie der AS-Sequenzen von einer Duplikation der Gene aus®™. Bei der
Untersuchung der transkriptionellen Regulation konnte festgestellt werden, dass die MGST1
durch oxidativen Stress, ausgeldst durch den Redoxzykler Paraquat, zu induzieren ist. Als
regulatorische Elemente der TATA-losen Promotorregion konnten neben 2 SP-1

Bindungsstellen, die fur die basale Promotoraktivitit vonnéten sind, auch HNF-
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(Hepatozyten-spezifischer  Transkriptionsfaktor) Bindungsstellen und eine ARE-

(LAntioxidant Responsive Element”) Bindungsstelle identifiziert werden.

4.3.3 Promotoranalyse und Charakterisierung des Expressionsmusters
des F13A7.10-Promotor::GFP-Reportergenkonstrukts in transgenen

C. elegans

Fur die Untersuchung der gewebe- und stadienspezifischen Regulation einer GST der
Omega-Klasse wurde die potentielle Promotorregion der GST F13A7.10 des nahe
verwandten Nematoden C. elegans untersucht. Neben den Untersuchungen zur
transkriptionellen Regulation durch ,virtuelle Northern Blot® Analysen, wurde das
Expressionsmuster der GST in transgenen C. elegans charakterisiert.

Untersuchungen bezlglich der Regulation der Gene der Alpha-Klassen GST der Ratte,
sowie der Alpha- und Pi-Klassen GST des Menschen haben zur Erkennung von Elementen,
die fUr die Induktion bzw. die Repression von Genen unter Einfluss von oxidativem Stress
beitragen geflihrt. Die regulatorischen 5’-Bereiche der Gene sind v. a. durch Bindungsstellen
fur den Glucocorticoid Rezeptor (,Glucocorticoid Responsive Element®), den Aryl-
Hydrocarbon Rezeptor (,Xenobiotic Responsive Element®), Proteine der AP-1 Familie
(L,Antioxidant Responsive Element) und NFxB (,Nuclear Factor kappa B-site®)
gekennzeichnet?”®. Durch die Analyse potentieller Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen in der
Promotorregion von F13A7.10 konnten mehrere fir Entgiftungsenzyme typische Elemente
identifiziert werden. Neben mehreren AP-1 und einer AP-4 Bindungsstelle, konnte auch eine
TCF11/MafG-Bindungsstelle identifiziert werden, die eine Repression von F13A7.10
bewirken kénnte?'®. Ebenfalls von Bedeutung kénnten die nahe beieinanderliegenden AP-1
und PEA3 Bindungsstellen sein. Der Abstand zwischen den Bindungsstellen kdnnte eine
synergistische Wirkung beider Faktoren erméglichen. Untersuchungen zur transkriptionellen
Aktivierung des Collagenase-Gens mit 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) haben
gezeigt, dass eine sehr starke Induktion durch die Interaktion der Faktoren mdglich ist®".
Stromaufwarts im 5’-regulatorischen Bereich von F13A7.10 konnte ein Barbie-Element
identifiziert werden, welches eine durch Phenobarbital ausgeldste Induktion der Expression

bewirken kénnte?'®

. Ob die identifizierten Bindungsstellen bei der Regulation dieser GST in
vivo eine Rolle spielen ist allerdings nicht abzuleiten.

Durch Mikroinjektion des F13A7.10-Promotor::GFP-Reprotergenkonstrukts in C. elegans
wurden transgene Nachkommen erzeugt, bei denen eine gewebespezifische Expression von
F13A7.10 schon in den Embryonalstadien beobachtet werden konnte. Wahrend des
gesamten Lebenszyklus der Wirmer konnte eine Expression der intestinalen Zellen (v. a in

int1 und int9), sowie des Intestinal-Rektal-Ventils und der Rektal-Epithelial-Zellen
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festgestellt werden. Die Starke der Expression von F13A7.10, gemessen an der Starke des
GFP-Signals, variierte zwischen den einzelnen Entwicklungsstadien des Wurms. Da die
Hauptaufgabe der intestinalen Zellen neben der Sekretion von Verdauungsenzymen v. a. in
der Absorption von Nahrstoffen liegt, erscheint das beobachtete Expressionsmuster fir
F13A7.10 als Entgiftungsenzym in diesen Zellen sinnvoll. Bei der Verdauung der Nahrung im
Darm entstehen ebenfalls potentiell reaktive Verbindungen, so dass die Darmzellen, die
auch der Speicherung von Kohlehydraten und Lipiden in Form von Granula dienen, auf ein
enzymatisches Entgiftungssystem angewiesen sind. Die posterior gelegenen Zellen des
Intestinal-Rektal-Ventils bilden zusammen mit den Rektal-Epithelial-Zellen einen Ring, der
den Ubergang zu dem kurzen Rektum von C. elegans markiert®'®.

In den adulten Tieren konnte auch eine Fluoreszenz neuronaler Zellen im anterioren Bereich
des Wurms nachgewiesen werden. Das Nervensystem von C. elegans ist im Pharynxbereich
in 2 Nervenringen konzentriert. Neben dem zirkumpharyngealen Nervenring im Bereich des
Isthmus, existiert ein anterior gelegenes Ganglion im dem die Neuronen eher lose
angeordnet sind®®. Die zu diesem Ganglion gehdrenden Neuronen sind vorwiegend an
sensorischen Prozessen beteiligt. In immunhistochemischen Untersuchungen der Omega-
Klassen GST des Menschen ist neben einer abundanten Expression der GST in ,normalen®
Geweben wie der Leber, den Nieren und der Lunge auch eine deutliche Expression in
neuroendokrinen Zellen des Darms und eine Expression in den Gliazellen des Gehirns
festgestellt worden®®®. Bei Untersuchungen verschiedener Gehirnbereiche der Ratte, konnten

GST im Bereich des Stammhirns, Vorderhirns und Cerebellums nachgewiesen werden®".

4.3.4 Analyse der Aminosauresequenzen und Regulation der Transkiption
von K10F12.4, F13A7.10 und C29E4.7 unter Einfluss xenobiotischer

Verbindungen

Aufgrund der beschriebenen Induktion der Ov-GST3 des Parasiten unter oxidativem Stress,
wurden flr in vivo Studien der Regulation verwandte GST mit Homologie zur Omega-Klasse
in C. elegans identifiziert.

Die 3 zur Ov-GST3 homologen GST weisen die fir Thioltransferasen typischen Aminosauren
auf, und sind, wie die Ov-GST3b, durch eine N- und C-terminale GST-typische Domane
gekennzeichnet. In der berechneten molekularen Masse entsprechen die C29E4.7 und
F13A7.10 weitgehend der fir die Ov-GST3b vorhergesagten molekularen Masse. Eine
Ausnahme in diese Hinsicht ist die GST K10F12.4, welche sich durch ihre besonders lange
N-terminale Verlangerung von den anderen GST unterscheidet. Die Vorhersage der
Lokalisierung dieser GST im Nukleus kénnte auf eine andere, nicht im Zusammenhang mit

der Regulation des zelluldren Redoxstatus stehende Funktion hinweisen. Dies steht auch in
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Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ,virtuellen Northern Blot‘ Analysen, die keine
Stress-abhangige oder auch hormonelle Regulation dieser GST aufgezeigt haben.

Die bereits von Board et al. (2000) als Nematoden GST der Omega-Klasse beschriebene
C29E4.7 zeigt eine fur diese GST-Klasse eher unerwartete Regulation: Bei oxidativem

223,224, wird

Stress durch Paraquat und der damit verbundenen Bildung von Superoxidanionen
die Bildung dieser GST stark reprimiert, wahrend tBOOH und die damit induzierte Bildung S-
thiolierter Polypeptide, keinen Einfluss auf die Expression der GST haben. Durch
Untersuchungen von Ratten-Hepatocyten, inkubiert mit verschiedenen tBOOH-
Konzentrationen, konnte ein Ubergang von Nekrose zu Apoptose auslésenden Signalen bei
Konzentrationen von 0,4 — 0,5 mM tBOOH festgestellt werden®”. Die starke Induktion der
Transkriptbildung von C29E4.7 durch das Glucocorticoid-Analog Dexamethason und die
Repression durch Radikalverbindungen sprechen flir eine hormonelle Regulation dieser
GST. Eine Veranderung der hormonellen Regulation durch oxidativen Stress ist bereits in
vielen Studien gezeigt worden. Die Oxidation von Cysteinresten der DNA-Bindungsdomane
des Glucocorticoid-Rezeptors (GR) fihrt zu einer Inhibierung von GRE-abhéangig

exprimierten  Genen??%227228

Reportergenstudien von  GRE-abhangigen, durch
Dexamethason zu induzierenden Genen haben eine Abhangigkeit der Expression vom
Redoxstatus der Zelle aufgezeigt: die Depletion von GSH hat eine Repression der
Expression zur Folge gehabt®”. Die Redoxmodulation der GR-Antwort ist auch in in vivo
Studien an Ratten nachgewiesen worden: die Erzeugung von endogenem oxidativen Stress
hat zu einer veranderten hormonellen Antwort gefiihrt. Unter diesen Bedingungen wurde nur
eine schwache Expression der GRE-abhangigen Tyrosin Aminotransferase- und Tryptophan
2,3-Dioxygenasegene festgestellt’®. Das die zelluldre Glucocorticoid- und in geringerem
Mal auch die Ostrogen- und Katecholamin-abhingige Signaltransduktion durch den
Redoxstatus  endokriner Zellen  beeinflusst wird, haben Makino etal. durch
Transfektionsversuche mit ,antisense” Thioredoxin mRNA gezeigt. Dadurch wurde der
repressive Effekt von H,O, auf GRE-abhangige Gene nachgeahmt. Durch eine gleichzeitige
Uberexpression von Thioredoxin konnte die Inhibierung wieder aufgehoben werden®®.

Im Gegensatz zu der GST C29E4.7 wird F13A7.10 entgegengesetzt reguliert. Wahrend
Dexamethason keinen Einfluss auf die mRNA-Bildung hat, bewirkt tBOOH schon nach 1h bei
Einsatz geringer Konzentrationen eine starke Induktion dieser GST. Dies steht in guter
Ubereinstimmung mit der Analyse der Promotorregion beziglich potentieller
Transkriptionsfaktorbindungsstellen. Wahrend in der Promotorregion Bereiche flir eine
hormonelle Regulation fehlen, sind bekannte, fir eine adaptive Antwort auf oxidativen Stress
verantwortliche Bindungsstellen z. T. mehrfach vorhanden. Fir die Aktivierung redox-
sensitiver Transkriptionsfaktioren, wie ,Nuclear Factor-kappa B* (NFxB) und AP-1 ist der

GSH Redoxstatus der Zelle entscheidend, da die DNA-Bindungskapazitat dieser Faktoren
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Uiber Cysteinreste reguliert wird®"#2, Bei ungewdhnlich hohen zelluldren Konzentrationen an
GSSG kommt es zu einer Protein-Disulfidbildung und Glutathiolierung, so dass AP-1
regulierte Gene reprimiert werden. Dieser Effekt kann durch Thioredoxin und das ,Nuclear
Redox Protein Ref-1 aufgehoben werden®*®. Neben dieser moglichen Inhibierung der AP-1
Aktivierung, kann es durch oxidativen Stress (UV-Bestrahlung, H,O,, TNF-o, GSH Depletion
durch DL-Buthionin-(SR)-Sulfoximin, Veranderung des Verhaltnis von GSH/GSSG durch

Diamid) zu einer Stimulation von AP-1 kommen®*

. Wilhelm et al. konnten weiterhin zeigen,
dass die Stérung des zelluldaren Thiol Redoxstatus ein Signal fur die AP-1 Aktivierung
darstellt, besonders durch die Induktion der Stress aktivierten Signaltransduktionswege ber
die JNK (,Jun N-terminal protein kinase*) und p38 Kinase®®. Der regulatorische Einfluss von
AP-1 bei proinflammatorischen Prozessen, wie der Transkription der Cytokingene, aber auch
bei der verstarkten Expression schitzender antioxidativer Gene, wie der GSTP1-1 des
Menschen?*®, ist bereits eindeutig nachgewiesen worden®"?*®, Das Vorliegen mehrerer AP-1
Bindungsstellen im Promotor des F13A7.10 Gens kdnnte zur Gewahrleistung einer sicheren
Expression (unter Kontrolle von AP-1) bei Verschiebung des Redoxgleichgewichts beitragen.
Neben den beschriebenen redox-sensitiven Regulatoren wie AP-1 kann die Genregulation
bei starkem oxidativen Stress auch uber die Bindung von weniger redox-sensitiven Faktoren,

wie dem Aryl-Hydrocarbon Rezeptor, gewahrleistet werden.
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5. Zusammenfassung

Onchocerca volvulus ist der Erreger der auch als Flussblindheit bezeichneten
Onchocerciasis, an der etwa 18 Millionen Menschen in den tropischen Gebieten Afrikas
leiden. Eine der wesentlichen pathologischen Konsequenzen dieser Krankheit ist die
Beeintrachtigung der Sehfahigkeit durch die Juvenilstadien (Mikrofilarien), die zu Millionen
von den weiblichen Wirmern wahrend ihrer 10 - 14 jahrigen Lebensdauer freigesetzt
werden.

Die Behandlung der Onchocerciasis beruht bisher allein auf dem mikrofilariziden
Medikament Ivermectin. Aufgrund des Fehlens makrofilarizider Medikamente oder Vakzine
werden zwei parallele Strategien zur Bekampfung der Onchocerciasis verfolgt: Neben einer
flachendeckenden Behandlung der Bevdlkerung mit Ivermectin soll mit Hilfe von Insektiziden
der Verbreitung der Filarien durch die Kriebelmicken (Familie: Simuliidae) entgegengewirkt
werden. Das Ziel, die Onchocerciasis durch diese MaRhahmen auszurotten, konnte bisher
nicht erreicht werden und macht damit die Erforschung neuer chemotherapeutischer
Angriffspunkte fur die Entwicklung makrofilarizider Wirkstoffe notwendig.

Die Fahigkeit, die Immunantwort des Wirtes zu modulieren und immunologische
Abwehrmechanismen auszuschalten, ist fir das Uberleben der Parasiten von
entscheidender Bedeutung. Eine zentrale Stellung in den Abwehrstrategien des Parasiten
nehmen die Glutathion- (GSH-) abhangigen Entgiftungsenzyme ein.

Ein bisher kaum untersuchtes GSH-abhangiges System, das an der Entgiftung zytotoxischer
a-Oxoaldehyde beteiligt ist, ist das Glyoxylase-System. Die Isolierung und biochemische
Charakterisierung der Glyoxylase | (Glol) aus O. volvulus (Ov-Glol) stellt die erste
molekularbiologische Untersuchung einer Komponente dieses Systems bei Parasiten dar.
Die isolierte cDNA enthalt einen offenen Leserahmen von 579 Basenpaaren und kodiert fir
ein Protein mit einer molekularen Masse von 21 930 Da. Die Ov-Glol konnte rekombinant in
Escherichia coli exprimiert werden. Durch Gelfiltration wurde festgestellt, dass es sich bei
dem Enzym um ein Dimer handelt. Ein Vergleich der Aminosduresequenz und der
Sekundarstruktur im Alignment mit der bekannten Glol des Menschen zeigte eine
weitgehende Ubereinstimmung der Enzyme in den fiir die Struktur und katalytische Aktivitat
relevanten Bereichen. Die rOv-Glol besitzt mit 284 + 32 pmol x min™ pro mg Protein eine
hohe spezifische Aktivitat fur das physiologische Substrat Methylglyoxal. Die spezifische
Aktivitat fir Phenylglyoxal betragt 105 ymol x min” pro mg Protein. Die K,-Werte betragen
340 uM fir Methylglyoxal und 311 yM fir Phenylglyoxal. Die Wechselzahl pro katalytischem
Zentrum der rOv-Glol betragt 11900 min™' fir Methylglyoxal bzw. 4 900 min™ fir

Phenylglyoxal und liegt damit im unteren fir Glyoxylasen erwarteten Bereich. Die Kqu/Kn-

118



5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Werte von 3,52x10"M'xmin" fir Methylglyoxal und 1,57 x 10’ M xmin™ fir
Phenylglyoxal zeigen aber deutlich die hohe katalytische Effizienz dieses Enzyms. Bei der
Erstellung eines Inhibitorprofils fur die rOv-Glol zeigte sich, dass viele flr ihre starke
Inhibierung der katalytischen Aktivitat bei Saugetieren bekannten Verbindungen keinen
Einfluss auf die Aktivitat der rOv-Glol haben. Der Unterschied in der katalytischen Effizienz
und in dem Inhibitorprofil zwischen den Enzymen der Saugetiere und der rOv-Glol weist auf
Unterschiede in der Aminosaurezusammensetzung der hydrophoben Substrat-
bindungstaschen der Enzyme hin. Daflr spricht auch ein fir die Ov-Glol erstelltes 3D
Strukturmodell.

Eines der Hauptabwehrsysteme gegen toxische endogene und xenobiotische Substanzen
stellen die Glutathion S-Transferasen (GST) dar, die in allen daraufhin untersuchten
Helminthen nachgewiesen werden konnten. Bei den hier untersuchten Ov-GST1a und Ov-
GST1b handelt es sich um erstmals beschriebene N-glykosylierte GST, die ausgeschieden
werden und so direkt an der Kontaktflache von Parasit und Wirt zu liegen kommen. Die
vorkommenden Signalpeptide werden bei der posttranslationellen Prozessierung
abgespalten. Die Homologie zu anderen bekannten GST beginnt erst an Aminosaureposition
25, so dass die Ov-GST1a und —1b eine sehr ungewodhnliche N-terminale Verlangerung
besitzen.

Da Glykokonjugate vielfach Zielmolekule des Immunsystems darstellen, kénnen diese auch
bei der Auseinandersetzung parasitischer Nematoden mit dem Immunsystem des Wirtes
eine wichtige Rolle spielen. Das N-Glykosylierungsmuster der nativen Ov-GST1a und -1b
wurde mit verschiedenen massenspektrometrischen Methoden analysiert. Die durch Verdau
mit Trypsin erhaltenen Peptidfragmente konnten durch ,High Pressure Liquid
Chromatography“-Massenspektrometrie (HPLC-MS) den Proteinen zugeordnet und die
Belegung der 4 N-Glykosylierungsstellen (5 N-Glykosylierungsstellen bei der Ov-GST1b)
nachgewiesen werden. Dabei konnte auch festgestellt werden, dass die Ov-GST1a in einer
7-fach hdheren Konzentration in O. volvulus vorliegt als die Ov-GST1b. Durch ,Electrospray
lonisation® (ESI)-MS konnte gezeigt werden, dass alle N-Glykosylierungsstellen der Ov-
GST1a oligomannosidische N-Glykanstrukturen mit 2 bis 9 Mannoseresten tragen, die Gber
2 N-Acetylglukosaminreste mit dem Peptidriickgrat der GST verbunden sind (allg. Struktur:
Man,.oGIcNACc,). Wahrend die N-Glykosylierungsstellen 1, 2 und 3 (Aminosaureposition N50,
N79 und N134) kirzere Strukturen mit bis zu 5 Mannoseresten tragen, ist die
4. N-Glykosylierungsstelle (N144) durch gréRere N-Glykanstrukturen mit bis zu 9
Mannoseresten belegt. Durch ESI-MS und ,Matrix-assisted Laser Desorption lonisation®-
,Time of Flight* (MALDI-TOF) Analyse konnte ebenfalls gezeigt werden, dass MansGIcNAc;
die Hauptglykanstruktur darstellt. Durch ESI-MS/MS konnte das Verknupfungsmuster der

einzelnen Hexosen analysiert werden. Es zeigte sich, dass die Mannosereste untereinander
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in dem auch fur Saugetiere typischen Muster verbunden sind. Ein wesentlicher Unterschied
in der N-Glykosylierung der Ov-GST1 im Vergleich zu den oligomannosidischen Strukturen
der Saugetiere liegt im Vorkommen der sehr stark verkurzten N-Glykane; wahrend bei
Saugetieren die kleinste vorliegende Struktur normalerweise MansGIcNAc, darstellt, sind
~30% der N-Glykane der Ov-GST1a mit Man,4GIcNAc, deutlich kleiner. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde die humorale Immunantwort generalisierter Onchocerciasis-Patienten auf
die nativen glykosylierten und deglykosylierten Ov-GST1a und —1b mit ELISA (,Enzyme
Linked Immunosorbent Assay“) untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die nativen
glykosylierten Ov-GST1a und —1b von > 90% der Patienten (n = 29) als Antigene erkannt
wurden. Ein direkter Vergleich der Immunantworten auf die glykosylierten bzw.
deglykosylierten Ov-GST1a und —1b ergab eine signifikant schwachere Immunantwort bei
Verwendung der deglykosylierten Form (gepaarter Wilcoxon Test; P <0,01) im ELISA.

Ein weiteres besonderes Merkmal dieser GST stellt die beschriebene N-terminale
Verlangerung dar. Um die Antikérperantwort von Onchocerciasis-Patienten auf diesen
Bereich hin zu untersuchen, wurde die Ov-GST1a mit und ohne diese Verlangerung in E. coli
exprimiert und die Immunglobulin G (IgG) Antwort durch ELISA gemessen. Dabei konnte
festgestellt werden, dass die N-terminale Verlangerung ein Epitop fir die Erkennung durch
die Antikérper darstellt, was in Ubereinstimmung mit einer vorausgegangenen
vergleichenden Analyse potentieller antigener Bereiche steht. Die Unterschiede in der
Erkennung der rOv-GST1a mit N-terminaler und ohne N-terminale Verlangerung kénnen als
signifikant betrachtet werden (P = 0,046). Von den 38 untersuchten Patientenseren haben 4
keine IgG Antwort auf die rOv-GST1a gezeigt, 22 der 38 Seren haben eine starkere
Erkennung gegenlber der rOv-GST1a mit N-terminaler Verlangerung gezeigt.

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen der Ov-GST1a und -1b mit bekannten GSH-
bindenden Prostaglandin D, Isomerasen (hPGDS) aus Saugetieren, zeigte eine grolde
Homologie zwischen diesen Enzymen und gab den Anstol3 fir eine Untersuchung der
Prostaglandin (PG) H,-D, Isomeraseaktivitat der rOv-GST1a. Die Isomeraseaktivitat der rOv-
GST1 wurde mit PGH, als Substrat gemessen und die moéglichen Produkte (PGD,, PGE,,
PGF,,) nach Extraktion durch HPLC-MS ermittelt. Die dabei festgestellte spezifische
PGH.-D, Isomeraseaktivitat ist bisherigen Untersuchungen zufolge fir Helminthen
einzigartig. Dieses Ergebnis wurde daraufhin in einem gekoppelten Enzymtest mit
Cyclooxygenase | bestatigt. Eine Bestimmung der spezifischen Aktivitat der rOv-GST1a fur
diese Reaktion war bisher aufgrund der Instabilitdt des Substrats nicht mdglich. Die
Identifizierung des physiologischen Substrats der Ov-GST1a und —1b ist besonders in
Hinsicht auf die Lokalisierung der GST und die bekannten immunmodulatorischen

Eigenschaften der Prostaglandine von Bedeutung.
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Die Analyse der stadien- und gewebespezifischen Expression der Ov-GST1a erfolgte
anhand transgener Caenorhabditis elegans. Der Nematode ist inzwischen als gutes
Labormodell anerkannt, und die Analyse des Expressionsmusters eines Ov-GST1a::“Green
Fluorescence Protein® (GFP) Reportergenkonstruktes in den transgenen Organismen
bestatigt die Eignung dieses freilebenden Nematoden flir die Untersuchung der Regulation
von Genen aus parasitischen Nematoden. In allen postembryonalen Stadien von C. elegans
konnte eine GFP-Fluoreszenz nachgewiesen werden. In den Juvenilstadien war eine
deutliche Fluoreszenz der hyp 7 Zelle (Hypodermiszelle) zu detektieren. In den adulten
Tieren war das Fluoreszenzsignal auf den anterioren Bereich von C. elegans beschrankt und
neben der starken Fluoreszenz der Hypodermis (hyp 7) wurde eine Expression der Ov-
GST1a in dem Isthmus, dem terminalen Bulbus und den Arkadenzellen festgestellt. Neben
der Analyse des Expressionsmusters wurde die Ov-GST1a in C. elegans auch ektopisch
Uberexprimiert. Damit wurde die Eignung dieses Nematoden, posttranslationell modifizierte
Proteine eines Parasiten zu bilden, untersucht. Die Ov-GST1a wird abhangig vom
Vorkommen bzw. Fehlen ihres Signalpeptides in C. elegans posttranslationell modifiziert,
d. h. C. elegans ist in der Lage, die rOv-GST1a korrekt zu prozessieren. Eine erste Analyse
der N-Glykosylierung der rOv-GST1a aus C. elegans deutet darauf hin, dass die Ov-GST1a
auch bei Expression in C. elegans eine oligomannosidische N-Glykanstruktur aufweist.
Entgiftungsenzyme, die an der Abwehr reaktiver Sauerstoffverbindungen oder dem Erhalt
des Redoxstatus der Zellen beteiligt sind, werden unter oxidativem Stress oft verstarkt
exprimiert. Die Identifizierung der Ov-GST3 durch ,Differential Display“ RT-PCR beruht auf
der starken Erhohung der mRNA Transkriptmenge unter exogen ausgelostem oxidativen
Stress.

Far den vollstandigen Erhalt der cDNA-Sequenz wurde eine Phagenbank von O. volvulus
gesichtet und daraufhin 3 verschiedene Transkripte dieser GST isoliert. Die Ov-GST3a, -3b
und -3c unterscheiden sich in nur einem Sequenzbereich voneinander: Die cDNA der Ov-
GST3b kodiert flir den Iangsten offenen Leserahmen von 265 Aminosauren, in der cDNA der
Ov-GST3a fehlt ein Teilbereich dieser Sequenz, so dass diese GST fir einen offenen
Leserahmen von 224 Aminosauren kodiert, und die Ov-GST3c als langstes Transkript
enthalt ein Stopcodon, so dass hier der offene Leserahmen flir ein Protein von 171
Aminosauren vorliegt. Eine erste genomische Analyse hat zu der Identifizierung eines 2971
Basenpaare umfassenden Gens der Ov-GST3 geflihrt. Basierend auf der dadurch
erhaltenen Genstruktur konnte der in der cDNA der Ov-GST3a fehlende Bereich Exon V
zugeordnet werden, wahrend der den Leserahmen der Ov-GST3c unterbrechende
Sequenzbereich einem Intron (Intron V) entspricht. Die Vermutung, dass es sich bei der Ov-
GST3a, -3b und -3c um alternative Spleissprodukte handelt, muss in weiterfihrenden

Studien noch durch eine umfassende Genanalyse gesichert werden. Die Untersuchung der
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Primar- und Sekundarstruktur der Ov-GST3 hat zur Einordnung in die erst kirzlich definierte
Omega-Klasse der GST geflihrt, deren Vertreter sich durch eine Dehydroascorbat-
Reduktase- und Thioltransferaseaktivitat auszeichnen. Um den Einfluss von oxidativem
Stress und xenobiotischen Verbindungen auf die transkriptionelle Regulation von Omega-
Klassen GST zu untersuchen, wurden homologe GST aus C. elegans identifiziert (F13A7.10,
C29E4.7 und K10F12.4). C. elegans Juvenilstadien wurden mit Dexamethason, tert-
Butylhydroperoxid und Paraquat inkubiert und eine Veranderung in der Transkriptbildung mit
Hilfe virtueller Northern Blots detektiert. Wahrend fir K10F12.4 keine Regulation der
Transkription unter diesen Bedingungen festzustellen war, wurde die Transkriptbildung von
C29E4.7 unter Einfluss von oxidativem Stress reprimiert. Ein starker Anstieg in der
Transkriptmenge konnte hingegen durch Inkubation mit Dexamethason bereits nach
1 Stunde festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass diese GST hormonell reguliert wird.
Fur F13A7.10 konnte eine starke, konzentrationsabhangige Transkriptbildung unter Einfluss
von tert-Butylhydroperoxid festgestellt werden. Da die Ov-GST3 und F13A7.10 eine
besonders groe Homologie der Primarsequenzen aufweisen und das C. elegans Enzym
vergleichbar mit der Ov-GST3 bei oxidativem Stress hochreguliert wird, wurde das
Expressionsmuster dieser GST in C. elegans analysiert. Durch Mikroinjektion der
potentiellen Promotorregion in Fusion mit GFP konnte die Expression von F13A7.10 in
C. elegans in den intestinalen Zellen 1 und 9, den Zellen des Intestinal-Rektal-Ventils und
den Rektal-Epithelial-Zellen lokalisiert werden. Die ersten GFP-Signale sind in den
postembryonalen Stadien zu detektieren. In den adulten Tieren konnte auflerdem eine

Expression von Zellen des zirkumpharyngealen Nervenrings beobachtet werden.
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6. Abkirzungsverzeichnis

6. Aburzungsverzeichnis

AHR »Aryl-Hydrocarbone Receptor®
ARNT »-AHR Nuclear Translocator*

AMP Ampicillin

ARE “Antioxidant Responsive Element”
AS Aminosaure

BARBIE “Barbiturate-Inducible-Element”
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
bp, kb Basenpaare, Kilobasen

BSA Rinderserumalbumin

cDNA ~copy* Desoxyribonukleinsaure
CHO Kohlenhydrate

Cox-1 Cyclooxygenase |

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

dH,0 doppelt destilliertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleotide

DTT Dithiothreitol

€x molarer Extinktionskoeffizient
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ESI .Electrospray lonization*

g Gramm

GFP ,Green Fluorescent Element”
GIcNAc N-Acetylglukosamin

Glo Glyoxylase(n)

GRE »Glucocorticoid-Responsive-Element”
GSH reduziertes Glutathion

GSSG Glutathiondisulfid

GST Glutathion S-Transferase(n)

h Stunde

HO Hydroxylradikal

H,0, Wasserstoffperoxid

HPLC ,=High Pressure Liquid Chromatography*“
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6. Abkirzungsverzeichnis

ICs0

IPTG
JNK

L1-4
LB

Man
MOPS
mRNA
MS
NADPH
NBT
NF-1
NF«xB
NGM
02"

oD
PAGE
PBS
PCR
PEA3
PGx,
PGDS
pl

PMSF
rOv-GST
rOv-Glol
RNA
rpm

RT
RT-PCR
SDS
TAE

Inhibitorkonzentration, die zur Halbierung
(Standardbedingungen) fuhrt
Immunglobulin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
»~Jun N-terminal Protein Kinase*“
Liter

Wellenlange in nm

Larvalstadien

Luria-Bertani

Molar

Mannose
3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
‘messenger” Ribonukleinsaure
Massenspektrometrie
Nikotinamid-adenin-dinukleotidphosphat
Nitroblautetrazoliumchlorid

,Nuclear Factor-1“

.Nuclear Factor kappa B*
,Nematode Growth Medium*
Superoxidanion

Optische Dichte
Polyacrylamid-Elektrophorese
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Polymerasekettenreaktion

.Polyoma Virus Enhancer*
Prostaglandinderivat

Prostaglandin D-Synthetase
isoelektrischer Punkt

Phenylmethylsulfonylfluorid

rekombinante Onchocerca volvulus Glutathion S-Transferase

rekombinante Onchocerca volvulus Glyoxylase |
Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute

der

Enzymaktivitat

wenn nicht anders vermerkt: Raumtemperatur; sonst. Retentionszeit

Reverse Transkription von RNA durch PCR
Natriumdodecylsulfat
Tris-Acetat-EDTA
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6. Abkirzungsverzeichnis

TBE Tris-Borat-EDTA
tBOOHtert-Butylhydroperoxid

TCF11 »1ranscription Factor 11“

TPA 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat
UEH Untereinheit

XRE “Xenobiotic Response Element”
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