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“Parasitologists come and parasitologists go, but parasites persist despite the eradication
efforts, hence unnecessary handicaps are not helpful and should not be imposed on the
research and development of new control agents.”

Drudge & Lyons, 1977
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1 EINLEITUNG

Das Zusammenleben unterschiedlicher Spezies hat im Laufe der Evolution zu verschiedenen,
sich gegenseitig beeinflussenden Lebensformen gefiihrt. Zu diesen ist auch der Parasitismus
zu zdhlen, der sowohl im Tier- als auch im Pflanzenreich weit verbreitet ist und z. T.
schwerwiegende Konsequenzen fiir den Wirt hat. Von den 107 in der Liste A und B der
Weltorganisation fiir Tiergesundheit (World Organisation for Animal Health; OIE)
aufgefiihrten iibertragbaren Krankheiten, die mit einem soziodkonomischen Einfluss oder
einer Gefdhrdung der 6ffentlichen Gesundheit einhergehen bzw. die fiir den internationalen
Handel mit Tieren oder deren Produkten von Bedeutung sind, handelt es sich bei 44 um
Krankheiten parasitiren Ursprungs und/oder um solche, bei denen eine Ubertragung durch
parasitire Vektoren nachgewiesen wurde (www.oie.int). Haufig besteht zusédtzlich ein nicht
zu unterschitzendes Zoonoserisiko fiir den Menschen. Humanpathogene Parasiten spielen
entweder als direkte Erreger und/oder als Ubertriiger infektidser Krankheiten insbesondere in
den tropischen und subtropischen Regionen eine bedeutende Rolle
(www.who.int/whosis/whostat/2007).

Die Behandlung einer parasitiren Erkrankung gestaltet sich aufgrund des zunehmenden
Wirksamkeitsverlustes von Antiparasitika als immer schwieriger (Sangster et al., 2002). Zu
den Beschwerden, die mit einer Infektion einhergehen, kommt in der Tierhaltung auch der
Okonomische Verlust, dessen Ausmal} sich nur schwer einschétzen ldsst. Vergleichende
Untersuchungen bei Schafen ergaben, dass selbst subklinische Helmintheninfektionen, die in
Folge von Anthelminthikaresistenz auftreten, mit deutlichen Produktionseinbu3en
einhergehen (Miller et al., 2012). Welche Bedeutung der Resistenzproblematik beigemessen
wird, wird auch durch die aktuelle Diskussion iiber die Einschrinkung des tierdrztlichen
Dispensierrechts deutlich. Gegenstand einer Resolution des EU-Parlaments ist derzeit noch
die Verschreibung und Abgabe von Antibiotika, da zwischen der Abgabemenge von
Antiinfektiva und der Entwicklung von Resistenzen ein Zusammenhang gesehen wird. Die in
den letzten Jahren zu beobachtende Entwicklung in einigen europdischen Staaten ldsst aber
auch die Bemiihungen erkennen, den Einsatz anthelminthischer Wirkstoffe zu begrenzen, um
der weiteren Ausbreitung von Resistenzen vorzubeugen. Dies soll durch die
verschreibungspflichtige Abgabe, die entsprechende diagnostische Mallnahmen voraussetzt,
erreicht werden (Nielsen, 2012).

Um das weitere Voranschreiten der Ausbreitung von Resistenzen zu verlangsamen und die
Wirksamkeit der Breitspektrumanthelminthika auch in Zukunft zu erhalten, ist die frithzeitige
Erkennung einer aufkommenden Resistenzproblematik in  Parasitenpopulationen
entscheidend. Auf diese Weise kann die weitere Selektion durch das Ausweichen auf eine
andere Wirkstoffgruppe verhindert und/oder durch ein verlangertes Behandlungsintervall die
Wirksamkeit des Anthelminthikums erhalten werden (von Samson-Himmelstjerna, 2012). Fiir
die Detektion der Anthelminthikaresistenz stehen verschiedene Methoden zur Auswahl.
Wihrend fiir die Diagnostik der Benzimidazol (BZ)-Resistenz bereits auf Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) basierende Methoden zur Verfiigung stehen, beschrinken sich die
Moglichkeiten bei den makrozyklischen Laktonen (MLs) auf in vivo- und in vitro-
Untersuchungen, die i. d. R. mit einem hohen Arbeits- und Zeitaufwand sowie haufig einer
niedrigen Sensitivitdt verbunden sind (Martin et al., 1989). Aus diesem Grund ist es wichtig,
schnelle, einfache und zuverldssige Methoden zu entwickeln, die fiir die Identifizierung
resistenter Populationen geeignet sind, bevor genetische Verdnderungen der Parasiten einen
Punkt erreicht haben, an dem eine weitere Behandlung nicht mehr moglich ist (Gilleard &
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Beech, 2007). Von nicht minderer Wichtigkeit ist die Aufklirung der fiir das
Resistenzgeschehen verantwortlichen molekularen Hintergriinde. Neben der Evaluierung
moglicher Resistenzmarker leistet dies einen wertvollen Beitrag fiir die Entwicklung und
Anwendung neuer Wirkstoffe (Shilling et al., 2006). Eine zunehmende Bedeutung wird bei
der Ausbildung von Resistenzen den Verdnderungen von Genen zugeschrieben, die nicht fiir
das unmittelbare Ziel des Wirkstoffes kodieren. Es handelt sich vielmehr um unspezifische
Resistenzmechanismen wie z. B. Verdnderungen im Metabolismus sowie im Transport
(Cvilink et al., 2009). Letztere gehen hdufig auf die Aktivitdt verschiedener Mitglieder der
ATP-Binding-Cassette (ABC)-Transporter Familie, insbesondere der P-Glykoproteine (Pgps),
zuriick (Blackhall et al., 1998a; Xu et al., 1998). Trotz vermehrter Bemiihungen in den letzten
Jahren sind die biochemischen Zusammenhidnge zwischen Pgps und der
Anthelminthikaresistenz in Nematoden noch immer nicht eindeutig gekldrt und bediirfen
weiterer Untersuchungen (Jones & George, 2005).

In der vorliegenden Arbeit wird der Beitrag der Pgps an der verminderten Wirksamkeit der
MLs bei der Bekdmpfung von Parascaris equorum Infektionen des Pferdes untersucht und
potentielle Resistenzmarker innerhalb dieser Gene vorgestellt. Des Weiteren wird der Einfluss
des Verlustes einzelner Pgps auf die Suszeptibilitidt im Modellorganismus analysiert.
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2.1 Nematoda

Bei den Mitgliedern des Stammes der Nematoda (Rundwiirmer) handelt es sich meist um
freilebende Arten, zu einem geringeren Teil auch um solche, die auf Parasitismus angewiesen
sind. Sie sind sowohl terrestrisch vorkommend als auch unter aquatischen Bedingungen zu
finden. Parasitire Nematoden zeigen entweder eine direkte oder indirekte Entwicklung und
gelangen auf unterschiedlichen Ubertragungswegen (oral, perkutan, prinatal, galaktogen,
vektoriell) in ihren Wirt (Deplazes et al., 2012c).

Morphologisch unterscheiden sich die einzelnen Nematodenarten insbesondere hinsichtlich
ihrer Lange, die bei adulten Stadien von < 1 mm bis zu > 6 m variieren kann (Blaxter, 2011).
Ihr Korperbau weist mit seiner meist langgestreckten und bilateral-symmetrischen Form
dagegen vergleichsweise einheitliche Merkmale auf. Die primire, flissigkeitsgefiillte
Leibeshohle wird nach auBlen durch eine mehrschichtige, fiir die Stabilitit und Motilitét
wichtige Kutikula begrenzt, die der Hypodermis aufliegt und gemeinsam mit dieser und der
nach innen folgenden einschichtigen, schriggestreiften = Léngsmuskulatur den
Hautmuskelschlauch bildet (Mehlhorn & Piekarski, 2002; Deplazes et al., 2012c). Die
Kutikula ist fiir kleinere lipophile Molekiile durchlédssig (Mehlhorn & Piekarski, 2002).

Die inneren Organe werden hauptsidchlich durch den Verdauungstrakt sowie die
Reproduktionsorgane repréisentiert. Der Verdauungstrakt beginnt mit der Mundhdhle, an die
sich der Pharynx anschlieit (Deplazes et al., 2012¢). Beide Strukturen sind ektodermalen
Ursprungs und mit Kutikula iiberzogen. Auf den Vorderdarm folgt der den Korper gerade
durchziehende entodermale Mitteldarm, der in den ektodermalen Enddarm iibergeht (Lucius
& Loos-Frank, 1997). Bei dem Reproduktionssystem der meist zweigeschlechtlichen
Nematoden, im Fall der Rhabditoidea auch protandrischen Hermaphroditen, dominieren bei
den weiblichen Tieren die Uteri, die mit Eiern unterschiedlicher Entwicklungsstadien gefiillt
sind. Bei den ménnlichen Tieren sind insbesondere die sekundédren Begattungsorgane
hervorzuheben, zu denen die Spicula und die Bursa copulatrix zu zdhlen sind. Diese
Strukturen konnen ebenso wie der Gréfenunterschied zwischen Weibchen und Ménnchen
sowie dem héufig eingerollten Hinterende der Méannchen zur Geschlechtsdifferenzierung aber
auch zur Gattungs-/Artdiagnose herangezogen werden. Eine weitere Besonderheit der
Nematoden stellt das Exkretionssystem dar: Dieses wird durch die sogenannte H-Zelle
verkdrpert, deren Langsachsen in lateralen Vorstiilpungen der Hypodermis in die Leibeshdhle
eingebettet sind und den Korper auf diese Weise in seiner gesamten Linge durchziehen
(Deplazes et al., 2012c). Diese Vorstiilpungen finden sich auch im dorsalen und ventralen
Bereich der Korperhohle, in die hier jedoch jeweils ein Nervenstrang eingebettet ist, der fiir
die Innervation der Lingsmuskulatur verantwortlich ist. Der Kontakt zwischen Muskelzelle
und dorsalem bzw. ventralem Nervenstrang wird bei den Nematoden durch einen Ausldufer
der Muskelzelle hergestellt, der von deren zytoplasmatischen Anteil ausgeht (Lucius & Loos-
Frank, 1997). Den Ursprung der Nervenstringe stellt ein Nervenring dar, der um den Pharynx
gelegt ist und auflerdem die Innervation des Kopfes und des Schwanzes sowie der vorwiegend
hier anzutreffenden Sinnesorgane gewéhrleistet (Deplazes et al., 2012¢). Die Fortbewegung
ist lediglich durch schlingelnde Bewegungen moglich; die den hydrostatischen Druck
aufrechterhaltende Kutikula dient hierbei der Ldngsmuskulatur als Widerlager (Hydroskelett)
(Mehlhorn & Piekarski, 2002).

Die Entwicklung erfolgt von dem nicht embryonierten oder bereits das erste Larvenstadium
(L1) enthaltenen Ei (selten sind Nematoden auch vivipar) tiber insgesamt vier Larvenstadien,
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deren Stadien durch Hautungen (Ecdysis) voneinander abgegrenzt werden. Die vierte und
letzte Hautung endet mit der Entwicklung zum priadulten Stadium, das ohne eine weitere
Héutung in das Stadium des adulten Wurmes {ibergeht (Lucius & Loos-Frank, 1997). Der
Hautung unterliegen sdmtliche Oberflichen ektodermalen Ursprungs, also neben dem
Hautmuskelschlauch auch der Vorder- und Enddarm sowie der distale Anteil der Vagina und
der Exkretionsporus (Deplazes et al., 2012c).

2.1.1 Parascaris

2.1.1.1 Taxonomie

Erstmalig beschrieben wurde der Pferdespulwurm P. equorum 1782 von Goeze. Blaxter et al.
(1998) ordnen Parascaris der Klade III (Spirurina) von insgesamt fiinf Kladen zu, wéhrend
die alternative Einteilung nach Helder et al. (2006; 2009) die Zugehdrigkeit zur Klade 8 von
insgesamt zwolf Kladen vorsieht. Die systematische Einteilung nach dem National Center for
Biotechnology Information (NCBI) gestaltet sich folgendermaBen (Taxonomie-ID: 6256):

Eukaryota (Superregnum)
Opisthokonta
Metazoa (Regnum)
Eumetazoa
Bilateria
Protostomia
Ecdysozoa
Nematoda (Phylum)
Chromadorea (Classis)
Ascaridida (Ordo)
Ascaridoidea (Superfamilia)
Ascarididae (Familia)
Parascaris (Genus)

2.1.1.2 Morphologie

Die adulten ménnlichen Wiirmer des Pferdespulwurms erreichen je nach Infektionsrate eine
Linge von 15-28 cm, die adulten Weibchen sind zwischen 18 und 40 cm lang und haben
einen Durchmesser von 3-5 mm (Southwood et al., 1998; Deplazes et al., 2012a). Wie auch
bei anderen Nematoden kdnnen das leicht eingerollte Hinterende des Ménnchens (Abbildung
1A) sowie die beiden Spicula zur Geschlechtsdifferenzierung herangezogen werden; ein
Gubernaculum und kaudale Fliigel/Alae fehlen (Pilitt et al., 1979). Die Mundoffnung am
Vorderende ist mit drei Lippen ausgestattet, die ihrerseits kleine Zdhne tragen. Die Kutikula
hat eine weil3-gelbliche Farbe (Deplazes et al., 2012a).

Die Eier sind im Gegensatz zu den Eiern von Ascaris suum eher kugelig und besitzen eine
GroBe von 90-100 um (Abbildung 1B) (Deplazes et al., 2012a). Die dicke Eischale verleiht
den Eiern eine hohe Widerstandsfahigkeit und ermdglicht es den Larven liber mehrere Jahre
in der Umwelt zu iiberleben (Clayton, 1986). Sie besteht von innen nach auflen betrachtet aus
einer endogen von der befruchteten Oozyte gebildeten Lipid-, Chitin- und Vitellinschicht. Die
innere Lipidmembran ist fiir die hohe Impermeabilitit der Eischale verantwortlich, wéihrend
die mittlere, dicke Chitinschicht mechanischen Schutz gewihrleistet. Kovalente
Verbindungen von Protein-Chitin-Komplexen schiitzen die Larve auflerdem vor chemischen
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Einfliissen (Wharton, 1980). Die duBlerste, diinne Lipoproteinschicht (Vitellin) verleiht den
Eiern einen klebrigen Charakter durch den sie aufgrund der Anhaftung von
Umgebungspartikeln ihre gelblich-braune Farbe erhalten und an Oberflichen adhirieren
(Deplazes et al., 2012a).

Abbildung 1: Parascaris equorum — Adulte und FEier: (A) Morphologie eines adulten
Weibchens und adulten Ménnchens, makroskopisch meist eindeutig zu differenzieren anhand
des GroBenunterschiedes und des eingerollten Hinterendes des Ménnchens; (B) Eier von
P. equorum nach der direkten Isolierung aus dem Uterus

2.1.1.3 Arten und Chromatindiminution

Abzugrenzen von P. equorum ist der von diesem morphologisch nicht zu unterscheidende und
mit ihm eng verwandte Spulwurm Parascaris univalens. Kreuzungen zwischen den beiden
Arten waren zwar moglich, fiihrten aber zu einer erhohten Embryonensterblichkeit durch
Hybridsterilitdt. Diese ebenfalls bei Pferden auftretende Art besitzt im haploiden Zustand im
Gegensatz zu P. equorum (2n =4) nur ein Chromosomenpaar (2n = 2). Eine Unterscheidung
der beiden Parascaris-Spezies ist daher durch eine Karyotypisierung zur Bestimmung des
Chromosomensatzes moglich (Goday & Pimpinelli, 1986). Auch die Beurteilung des
individuellen Isoenzymmusters mittels Gelelektrophorese stellt eine Methode der
Speziesdifferenzierung dar (Bullini et al., 1978). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal der
beiden Spezies ist die Anordnung des Chromatins: Wihrend bei P. univalens eine eindeutige
Trennung des Eu-/Heterochromatins zu finden ist, zeigt die Anfarbung der Chromosomen bei
P. equorum eine interkalare Organisation (Goday & Pimpinelli, 1984). Gemeinsam ist beiden
Parascaris-Spezies ein stark ausgepriagter Chromosomenpolymorphismus (Goday &
Pimpinelli, 1986) sowie der vollstaindige Verlust des Heterochromatins in den prasomatischen
Zellen im Rahmen des im Jahr 1887 erstmalig beschriebenen Prozesses der
Chromatindiminution (Boveri). Dieser Vorgang tritt hauptsidchlich in der Familie der
Ascarididae (u. a. 4. suum, Toxocara canis, Toxocara cati) auf, nicht aber bei freilebenden
Nematoden wie Caenorhabditis elegans (Sulston & Brenner, 1974; Emmons et al., 1979).
Dariiber hinaus gibt es Berichte bei Ciliaten, Crustacea, Insekten und Vertebraten (Goday &
Pimpinelli, 1993). Chromatindiminution findet wiahrend der friilhen Embryogenese statt. Es
handelt sich hierbei um eine festgelegte Neuordnung des Genoms, die, einhergehend mit der
Zelldifferenzierung, = zu  quantitativen und  qualitativen = Verdnderungen  der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) der Keimbahnzellen und der somatischen Zellen fiihrt
(Miiller & Tobler, 2000). Die erste Teilung der Primordialkeimzelle Py verlduft normal und
fiihrt zur Bildung der Primordialkeimzelle P; und der prasomatischen Zelle S; mit gleichem
Chromatingehalt. Je nach Art setzt mit der nichsten (P. equorum und P. univalens) oder
tiberndchsten (4. suum) Zellteilung der Prozess der Chromatindiminution ein (Miiller &
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Tobler, 2000): Hierbei zerfillt das Euchromatin der prdsomatischen Zelle S; in 2n =60
kleinere Chromosomen, die sich auf zwei Tochternuklei aufteilen. Das Heterochromatin
hingegen wird aus dem Kern ausgestoBen und verbleibt auch wéhrend der Zellteilung im
Zytoplasma, wo es wahrscheinlich enzymatisch degradiert wird und sich schlielich auflost
(Boveri, 1887; Goday & Pimpinelli, 1986; Miiller et al., 1996). Auf diese Weise werden im
Laufe der Zyklen der Chromatindiminution bei P. univalens 79-88 % und bei 4. suum 25 %
der Gesamt-DNA von den spdteren somatischen Zellen entfernt (Miller et al., 1996). Im
Gegensatz zu den prisomatischen Zellen erfolgt die Teilung der Primordialkeimzelle P,
normal und ohne Verdnderung der Chromosomengestalt. Dieser Vorgang wiederholt sich
wihrend der folgenden Zellteilungen in einer fiir die von Chromatindiminution betroffenen
Arten festgelegten Anzahl (meist vier Wiederholungen) und ist gleichzeitig die Grundlage der
Zelldifferenzierung: Zellen mit geringem Chromatingehalt (d. h. mit Chromatindiminution)
werden zu somatischen Zellen, wihrend Zellen, die diesem Prozess nicht unterliegen und den
urspriinglichen Chromatingehalt beibehalten, zu Keimzellen werden (Miiller & Tobler, 2000).
Der Grund fiir das Auftreten von Chromatindiminution ist nicht eindeutig gekléart. Es wird
vermutet, dass hierdurch Gene aus den somatischen Zellen entfernt werden, die fiir
Funktionen der Keimbahnentwicklung von Bedeutung sind. Dies trifft besonders fiir Gene zu,
die an Translationsprozessen beteiligt sind (Wang et al., 2012). Ein weiterer moglicher Grund
ist die mit dem Umbau der Chromosomen einhergehende neue Anordnung der Gene, die zu
verdnderten Transkriptionsraten der nicht entfernten Gene fithren konnte (Tobler et al., 1992;
Goday & Pimpinelli, 1993). Auch der Erhalt des genetischen Gleichgewichts in den
somatischen Zellen wird als Ursache fiir die Entstehung der Chromatindiminution diskutiert.
Eine partielle Genomduplikation, wie sie z. B. bei A. suum anzutreffen ist und die schon
wenige Prozent des gesamten Genoms iiberschreitet, kann schédliche oder gar letale
Auswirkungen haben. Durch die Chromatindiminution wird somit einer Aneuploidie zu
einem spdteren Entwicklungszeitpunkt entgegengewirkt, wéhrend sie im Laufe der
Keimbahnentwicklung, bei der ohnehin ein Grofteil der Genaktivitit unterdriickt ist, nicht
erforderlich ist (Miiller & Tobler, 2000).

2.1.1.4 Vorkommen, Privalenz und Bedeutung

Es handelt sich bei P. equorum um einen Kosmopoliten, der vorwiegend bei Fohlen und
Jéhrlingen aller Equidenspezies anzutreffen ist. Die orale Infektion erfolgt meist in den ersten
Lebenstagen/-wochen; eine prianatale oder galaktogene Infektion konnte bisher nicht
nachgewiesen werden (Clayton, 1978; Clayton, 1986; Anderson, 2000). Der Hohepunkt der
Eiausscheidung wird im 4.-5. Lebensmonat erreicht (Lyons & Tolliver, 2004; Deplazes et al.,
2012a), weshalb den Fohlen die grofite Rolle in der Umgebungskontamination zukommt.
Aufgrund der einsetzenden Immunitit sinkt die Prdvalenz und Intensitit der Infektion mit
zunehmendem Alter (Anderson, 2000), wobei iltere Pferde weiterhin als Triger an der
Eiausscheidung beteiligt sein konnen (Kassai, 1999; Hinney et al., 2011). Es iiberrascht daher
nicht, dass Zuchtbetriebe hdufiger eine P. equorum Problematik aufweisen als andere
Betriebsformen; entscheidend ist auch die BestandsgrofBe, da groBe Bestinde haufiger
betroffen sind, als solche mit geringeren Tierzahlen (Rehbein et al., 2002).

In Mitteleuropa wird die Prévalenz bei Fohlen und Jéhrlingen mit 70 % angegeben (Deplazes
et al., 2012a). Kiirzlich durchgefiihrte Untersuchungen von Schlachttieren eines Standortes in
Bayern ergaben eine Pravalenz von 11,3 %, wobei keine Angaben hinsichtlich des Alters der
untersuchten Tiere gemacht wurden (Rehbein et al., 2012). Eine saisonale Abhédngigkeit des
Befalls besteht nicht (Bucknell et al., 1995; Rehbein et al., 2012). Ahnliche Untersuchungen
der letzten 10 Jahre aus Europa und den USA ergaben Pridvalenzen zwischen 12 und 25 %
(Korna§ et al., 2006; Lyons et al., 2006b). Privalenzen, die auf Grundlage des
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koproskopischen Einachweises erhoben wurden, weichen von denen der Sektionsbefunde ab:
Hier wurden Werte zwischen 16,7 und 86 % auf Farmebene bzw. zwischen 1 und 25 % auf
Tierebene beschrieben (< 1 Jahr: 16-45,4 %; 1-3 (2) Jahre: 2,1-2,86 (6) %; > 3 Jahre: 0-13 %)
(Lyons & Tolliver, 2004; Lyons et al., 2006b; Francisco et al., 2009; Fritzen et al., 2010;
Hinney et al., 2011; Rehbein et al.,, 2012). Der Grund fiir die stark schwankenden
Préavalenzen, die sich bei dem Vergleich zwischen den koproskopischen Untersuchungen und
Sektionsbefunden einerseits, andererseits zwischen den einzelnen koproskopischen
Untersuchungen ergeben, konnte darin liegen, dass ein Zusammenhang zwischen der Eizahl
der Kotprobe (Faecal Egg Count, FEC) und der tatsdchlichen Wurmbiirde nicht zwangslaufig
vorliegt (Nielsen et al., 2010; Rehbein et al., 2012; Andersen et al., 2013). So muss fiir die
Bestimmung des FEC eine bestimmte Anzahl adulter Wiirmer vorhanden sein. Des Weiteren
miissen bei der Bewertung die Altersstruktur der in die Untersuchung miteinbezogenen Tiere
sowie die Haltungsbedingungen beriicksichtigt werden (Francisco et al., 2009). Studien zur
Entwicklung der P. equorum Prévalenzen ergaben, dass diese, trotz der Einfithrung der MLs
wihrend des Untersuchungszeitraumes, nahezu identisch geblieben sind (Lyons et al., 2000;
Chapman et al., 2002).

Milde Infektionen verlaufen bei Equiden héufig inapparent oder werden nur von leichten
Symptomen begleitet, wihrend stirkere Infektionen zu Wachstumsverzégerungen und
verringerten Gewichtszunahmen von bis zu 50 % (Clayton & Duncan, 1978) sowie zu
Todesfillen fithren kénnen. Zusétzlich wird der Parascaris-Infektion eine gewisse Bedeutung
als Wegbereiter von Sekundérinfektionen mit Bakterien, Viren oder Protozoen zugeschrieben
(Srihakim & Swerczek, 1978).

Bei Meerschweinchen konnten nach vorheriger Sensibilisierung
Uberempfindlichkeitsreaktionen hervorgerufen werden, die zu systemischer Anaphylaxie und
Todesfillen fiihrten (Bemrick et al., 1977). Diese Reaktionen werden durch die Kutikula der
Askariden hervorgerufen, die einen bedeutenden Faktor bei der Mastzelldegranulation
darstellt (Nicholls et al., 1978). Ein gesundheitliches Risiko fiir den Menschen, das von den
Antigenen insbesondere der Eier aber auch der Larven bzw. adulten Wiirmer ausgeht, ist zwar
nicht beschrieben, kann somit nicht ausgeschlossen werden. Trotz erfolgreicher Infektionen
von Maiusen, Ratten, Lammern und Kaninchen (Srihakim & Swerczek, 1978) sowie der
larvalen Wanderung in Fehlwirten, wurde P. equorum bisher nicht mit der viszeralen Form
der Larva migrans beim Menschen in Zusammenhang gebracht (Clayton, 1986).

2.1.1.5 Entwicklungszyklus

Bei P. equorum handelt es sich um einen monoxenen Parasiten. Es wird vermutet, dass die
Monoxenie aus dem Verlust eines urspriinglichen Endwirtes (Préddator) hervorgegangen ist.
Die komplexe Wanderung der Larven ist charakteristisch fiir eine Entwicklung im
Zwischenwirt, mit dem Unterschied, dass fiir die Reifung zum graviden Entwicklungsstadium
kein weiterer Wirt notwendig ist (Anderson, 2000). Nach der oralen Aufnahme der
bescheideten infektiosen dritten Larve (L3) im Ei durch den Wirt schliipft die Larve im
Magen und Diinndarm. Zu welchem Zeitpunkt und in welchem Gewebe die Hautung zur
vierten Larve (L4) erfolgt, ist nicht eindeutig gekldrt. Gut untersucht ist hingegen das
Wanderungsverhalten von P. equorum: Nach dem Schlupf penetriert die Larve die
Darmmucosa und tritt in die Darmvenen ein. Uber das Pfortadersystem gelangt sie in die
Leber (Deplazes et al., 2012a). Nach einer Wanderungsphase setzt sie ihren Weg zur Lunge
iiber die Blutbahn fort, die sie schlieBlich nach 7-14 Tagen erreicht (Lyons et al., 1976).
Ausgehend von den Alveolen erfolgt die weitere Wanderung tiber die Bronchioli, Bronchien
und schlieBlich die Luftréhre hinauf bis zur Maulhdhle, von wo sie erneut abgeschluckt wird
und sich ab dem 14. Tag p.i. ein weiteres Mal im Duodenum bzw. proximalen Jejunum
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wiederfindet. Es folgt eine letzte Hiutung zum préadulten Wurm, der sich insbesondere durch
die Entwicklung der drei Lippen am Vorderende sowie eine starke Grof8enzunahme von den
larvalen Stadien unterscheidet (Clayton & Duncan, 1979b). Die Wachstumsrate ist umgekehrt
proportional zur Stirke der Infektion (Clayton & Duncan, 1977). Nach der Reifung zum
adulten Wurm und der Paarung konnen die Eier im Kot ab Tag 72-110 p. i. gefunden werden
(Lyons et al., 1976; Clayton & Duncan, 1977; Clayton & Duncan, 1979b). Die Patenz wird
haufig mit 1 Jahr angegeben, selten dauert sie auch bis zu 2 Jahre an (Deplazes et al., 2012a).
Untersuchungen hinsichtlich der Eiausscheidung ergaben Werte von bis zu 17.500 Eiern pro
Gramm Kot (Epg), welche Schlussfolgerungen auf eine tdgliche Ausscheidung von iiber
50 Millionen Eiern mit dem Kot zulassen (Clayton, 1986). Die Eier befinden sich zum
Zeitpunkt der Ablage im Einzellstadium (Kassai, 1999; Anderson, 2000). Die Dauer der
Embryonierung sowie der beiden Héutungen zur infektiosen L3 ist von der
Umgebungstemperatur abhingig, beansprucht aber mindestens 1-2 Wochen (Kassai, 1999).
Begiinstigend sind Temperaturen zwischen 25 und 35 °C. Bei niedrigeren Temperaturen kann
sich die weitere Entwicklung iiber Monate erstrecken bzw. wird bei unter 10 °C
voriibergehend unterbrochen (Clayton, 1986), wdhrend Temperaturen iiber 39 °C zum
Absterben der Larven fiihren (Southwood et al., 1998).

2.1.1.6 Pathologische und klinische Befunde

Aufgrund des trachealen Wanderweges der Larven kommt es neben Schiddigungen der
Darmwand auch zu Lisionen in der Leber und der Lunge. Die Leber zeigt als Reaktion nach
anfanglichen Hamorrhagien Vernarbungen, die sich makroskopisch in groen milchig-weiflen
Bindegewebsherden &uflern und histologisch durch Infiltrationen mit eosinophilen
Granulozyten und Lymphozyten gekennzeichnet sind (Srihakim & Swerczek, 1978). Ihr
Auftreten ist transient. Sterben die Larven jedoch in der Leber ab, bilden sich fibrosierende
und verkalkende Granulome (Chalicosis) (Kiufer-Weiss, 2007). Ahnliche Reaktionen in
Form von bis zu 1 cm groB3en subpleuralen Knoten finden sich in der Lunge: Insbesondere bei
Reinfektionen konnen Larven durch die verstidrkte Immunreaktion absterben und Granulome
verursachen. Klinisch macht sich dies durch Nasenausfluss, Husten und Fieber bemerkbar.
Falls die Larven in den groBen Blutkreislauf iibertreten, sind derartige Verkalkungen mit
Wurmresten auch in anderen Organen anzutreffen (Weiss & Rudolph, 2007).

Da sich die Wiirmer frei im Darmlumen bewegen und von Darminhalt erndhren, kommt es
1. d. R. zu keinen histopathologischen Verdnderungen der Darmwand, die als Ursache fiir die
Krankheitssymptome angesehen werden konnen (Clayton et al., 1980). Klinisch &duBlern sich
Infektionen des Darmes durch ein gestortes Allgemeinbefinden, in schwereren Féallen machen
sie sich auch durch Koliken und Durchfall bemerkbar (Deplazes et al., 2012a). Massiver
Spulwurmbefall kann durch die verdnderte Darmmotilitit Invaginationen oder Obstruktionen
hervorrufen; wird die Kapazitit der Darmwand durch die Wurmbiirde {iberschritten, besteht
die Gefahr der Ruptur mit anschlieender Peritonitis und Todesfolge (Kassai, 1999).

Des Weiteren wird von manchen Autoren ein moglicher Zusammenhang zwischen der
Verabreichung von Anthelminthika (insbesondere Pyrantelpamoat, PYR, und Ivermectin,
IVM) und einer innerhalb von 24 h einsetzenden Koliksymptomatik diskutiert (Cribb et al.,
2006). Es wird vermutet, dass durch das gleichzeitige Absterben und die Akkumulation vieler
Wiirmer eine Obstruktion verursacht wird. Zur Pridvention wird daher bei einer hohen
Infektionsrate die Verwendung von Anthelminthika mit langsamem Wirkungseintritt
empfohlen (d. h. BZs) (Cribb et al., 2006; Tatz et al., 2012).
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2.1.1.7 Immunologie

Ab einem Alter von 4-6 Monaten entwickelt sich eine partielle Immunitét. Diese richtet sich
vorwiegend gegen die larvalen Stadien in der Leber und der Lunge und reicht nicht aus, um
die prdadulten Stadien aus dem Darm vollstindig zu eliminieren. Daher kdnnen auch iltere
Tiere weiterhin Trager einer patenten Infektion sein (Hinney et al., 2011). In diesem Fall
nehmen die Lésionen in der Leber und der Lunge zu und nur wenige Larven kehren in den
Darm zuriick. Dies lédsst auf eine starke immunologische Reaktion schlielen (Clayton, 1986).
Untersuchungen zufolge ist der Parasitenkontakt fiir die Entwicklung der Immunitdt nicht
erforderlich (Clayton & Duncan, 1979a).

2.1.1.8 Diagnose

Anhand der Anamnese hinsichtlich des Alters, einer moglicherweise bereits bekannten
Spulwurmproblematik des Betriebes sowie der insbesondere bei starkem Befall
intermittierend im Kot zu findenden prdadulten Wiirmer kann ein Anfangsverdacht erhoben
werden. Des Weiteren sprechen die klinische Symptomatik sowie die erhobenen Befunde
(Schleimansammlungen in der Lunge und Eosinophilie) fiir eine Infektion mit P. equorum.
Der endgiiltige Nachweis erfolgt koproskopisch durch die Eier nach der Flotation (FEC)
(Deplazes et al., 2012a). Neben Eiern mit der typischen braunen Oberfliche treten
gelegentlich auch farblose und lichtdurchldssige Eier auf, deren Flotationseigenschaften
eingeschriankt sind (Lyons et al., 1996; Kassai, 1999). Der FEC ermoglicht jedoch nur eine
verldssliche Aussage auf qualitativer Ebene, da anhand des Ergebnisses kein linearer
Zusammenhang mit der tatsdchlichen Wurmbiirde des Wirtes hergestellt werden kann
(Nielsen et al., 2010; Andersen et al., 2013). So zeigte sich, dass der FEC bei einer einmaligen
experimentellen Verabreichung infektidoser Larven im Verlauf der Infektion extrem variabel
war (Clayton & Duncan, 1977; Clayton & Duncan, 1979b). Ein weiterer Nachteil dieses
Verfahrens ist, dass der Nachweis einer Infektion erst mit dem Einsetzen der Patenz moglich
ist, d. h. wandernde Larvenstadien, die ebenfalls ein hohes pathologisches Potenzial besitzen
aber noch keine Eier ausscheiden, bleiben unentdeckt. Der serologische Nachweis mittels
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, wie er bereits fiir 4. suum etabliert werden konnte, war
bisher fiir die Diagnose von P. equorum Infektionen nicht moglich (Andersen et al., 2013).

2.1.1.9 Therapie und Bekimpfung

Fiir die erfolgreiche Behandlung von P. equorum Infektionen ist, wie auch bei anderen
gastrointestinalen Nematoden, das Zusammenspiel zwischen anthelminthischer Therapie und
strukturiertem Weide-/Betriebsmanagement wichtig. Dies sollte insbesondere auch vor dem
Hintergrund der zunehmenden Resistenzproblematik beriicksichtigt werden.

2.1.1.9.1 Anthelminthische Therapie

Ein wichtiger Aspekt der anthelminthischen Therapie ist die regelmiBige Uberpriifung der
Wirksamkeit der eingesetzten Wirkstoffe. Es wird empfohlen, dies einmal jahrlich mit Hilfe
des Eizahlreduktionstests (Faecal Egg Count Reduction Test, FECRT) durchzufiihren.

Adulte und juvenile Stadien im Darm konnen oral mit Pro-BZs (Febantel 6 mg/kg
Korpergewicht [KGW]) und BZs (Fenbendazol (FBZ) 7,5 mg/kg KGW, Mebendazol oder
Oxibendazol 10 mg/kg KGW) sowie mit MLs (IVM 0,2 mg/kg KGW, Moxidectin (MOX)
0,4 mg/kg KGW) und PYR-Verbindungen (PYR-Pamoat 6,6 bzw. 13,2 mg/kg KGW)
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(Drudge et al., 1978; Drudge et al., 1979; DiPietro et al., 1987; DiPietro & Todd, 1987,
Vandermyde et al., 1987; DiPietro et al., 1989; Austin et al., 1991; Monahan et al., 1995;
Reinemeyer et al., 2010; Deplazes et al., 2012b) behandelt werden. Zur Anwendung bei den
larvalen Stadien eignen sich IVM und MOX sowie FBZ (DiPietro & Todd, 1987;
Vandermyde et al., 1987; DiPietro et al., 1989; Monahan et al., 1995; Love, 2003), allerdings
ist die Wirksamkeit des IVM hier eingeschrinkt (DiPietro et al., 1987; French et al., 1988;
Daurio & Leaning, 1989). Levamisol (LEV) weist ebenso eine hohe Wirksamkeit auf, wird
aber wegen der geringen therapeutischen Breite i. d. R. nicht verwendet (Austin et al., 1990).
Detaillierte Behandlungsschemata sind der Literatur zu entnehmen (von Samson-
Himmelstjerna et al., 2011). Die Anwendung von Anthelminthika erfordert auch immer die
Berticksichtigung der individuellen Bestandsstruktur, wie z.B. der demographischen
Zusammensetzung der Wirtstiere. Des Weiteren ist zu bedenken, dass Pferde haufig
Mischinfektionen aufweisen und somit mehrere Spezies gleichzeitig im Focus stehen sollten
(Nielsen, 2012). Hierfiir gibt es mehrere Herangehensweisen, die in erster Linie als
metaphylaktische Malnahmen gegeniiber dem Befall mit Strongyliden aber auch
Bandwiirmern durchgefiihrt werden. Dazu ist auch der regelméfige Wechsel zwischen den
einzelnen Wirkstoffklassen zu zdhlen, um einer Selektion auf Resistenz gegen eine bestimmte
Klasse vorzubeugen (Love, 2003).

Selektive Behandlungsstrategien, wie sie bei anderen Wirtsspezies angewendet werden und
gegebenenfalls auch fiir ausgewachsene Pferde (>4 Jahre) denkbar sind, sind nicht fiir die
Behandlung von P. equorum-Infektionen geeignet, da die Immunitét der Jungtiere zu diesem
Zeitpunkt noch nicht in dem MaBle entwickelt ist, um einer Infektion standhalten zu kénnen
(von Samson-Himmelstjerna et al., 2011). Grundsitzlich sollte auch immer bedacht werden,
dass eine vollstaindige Wurmelimination hdufig nicht moglich ist und die Behandlung in erster
Linie einer reduzierten FEiausscheidung und damit einhergehend einer geringeren
Umgebungskontamination dient (Nielsen, 2012).

2.1.1.9.2 BekdmpfungsmalBinahmen

Neben der anthelminthischen Behandlung mittels Chemotherapeutika sind auch MaBBnahmen
zur Bekdmpfung von entscheidender Bedeutung. Eine wichtige Rolle spielt hier v. a. die
Dekontamination der Umgebung (Fritzen et al., 2010). Zum einen dient diese der Vorbeugung
einer horizontalen Ubertragung der Parasiten, zum anderen wird dadurch die Gefahr der
Reinfektion durch Koprophagie vermindert (Lyons et al., 1996).

Die erfolgreiche Bekdmpfung erweist sich aufgrund der hohen Reproduktionsrate von
P. equorum als problematisch: Ein Weibchen kann bis zu 200.000 Eier pro Tag abgeben
(Austin et al., 1990). Andererseits erschwert auch die hohe Widerstandsfahigkeit gegeniiber
Austrocknung,  niedrigen  Temperaturen  und  chemischen Substanzen  die
Umgebungsdekontamination, sodass embryonierte Eier leicht iiberwintern konnen und iiber
Jahre in der Umgebung iiberleben (Clayton, 1986; Kassai, 1999). Uber ihre klebrige
Oberfliache verfiigen die Eier aulerdem iiber gute Haftungseigenschaften an Oberflichen
(Clayton, 1986) und stellen dadurch bei unzureichender Stallhygiene und in Abhéngigkeit
vom Bodenprofil ein grofles Risiko fiir Reinfektionen dar (Thler, 1995; Lyons et al., 1996).
Neben der Stallhygiene ist auch das Absammeln des Kotes von der Weide eine geeignete
MalBnahme, um den Infektionsdruck zu senken (Deplazes et al., 2012a). Durch dessen richtige
Kompostierung kann im weiteren Verlauf die Entwicklungsfahigkeit der darin enthaltenen
Eier signifikant reduziert werden (Gould et al., 2013).
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2.1.2 Caenorhabditis elegans

2.1.2.1 Taxonomie

Ebenso wie P. equorum gehort auch C. elegans dem Stamm der Nematoda an. Diese Art,
sowie 24 weitere Spezies des Genus Caenorhabditis, wird der Klade V (Rhabditina) nach
Blaxter et al. (1998) bzw. 9 nach Holterman et al. (2006) und van Megen et al. (2009)
zugeordnet. Die taxonomische Einteilung wird bei NCBI folgendermallen (Taxonomie-ID:
6239) angegeben:

Eukaryota (Superregnum)
Opisthokonta
Metazoa (Regnum)
Eumetazoa
Bilateria
Protostomia
Ecdysozoa
Nematoda (Phylum)
Chromadorea (Classis)
Rhabditida (Ordo)
Rhabditoidea (Superfamilia)
Rhabditidae (Familia)
Peloderinae (Subfamilia)
Caenorhabditis (Genus)

2.1.2.2 Morphologie

Bei C. elegans handelt es sich um einen ca. | mm langen und 65 um breiten freilebenden
Erdnematoden, der aufgrund verschiedener Eigenschaften hdufig als Modellorganismus
herangezogen wird. Es werden zwei Geschlechter unterschieden: Zum einen die meist
selbstbefruchtenden Hermaphroditen, die auch die Arbeit mit Stimmen ermdglichen, die
aufgrund ihrer genetischen Verdnderungen nicht in der Lage sind, sich zu paaren. Zum
anderen die mannlichen Tiere, die fiir genetische Kreuzungen verwendet werden konnen. Thr
Anteil an der Population betrigt 0,1-0,2 % (Corsi, 2006). Die zwittrigen Individuen besitzen
insgesamt 1090 somatische Zellen, von denen jedoch 131 noch vor Erreichen des adulten
Stadiums durch Apoptose absterben; die ménnlichen Individuen besitzen hingegen 1031
somatische Zellen. Somit handelt es sich bei C. elegans um eine Art mit konstanter Zellzahl
(Eutelie) (Johnson & Nelson, 1991).

Im Rahmen des C. elegans Genom Projektes, das 1998 finalisiert wurde, konnte fiir
C. elegans als erstem multizelluldren Organismus das Genom mit einer Grof3e von 97 Mbp
entschliisselt werden (Consortium, 1998). Die genetische Information ist auf fiinf Autosomen
sowie einem X-Chromosom verteilt (Waterston et al., 1997).

2.1.2.3 Entwicklungszyklus

Die Entwicklung von C. elegans beginnt im Hermaphroditen mit der Embryogenese im Ei.
Sie wird nach der Eiablage in der Umwelt fortgesetzt und von vier verschiedenen
Larvalstadien, die jeweils durch Hautungen abgegrenzt sind, gefolgt. SchlieBlich wird die
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Entwicklung mit der Reifung iiber den jungen adulten zum adulten Wurm abgeschlossen
(Abbildung 2).

Populationsdichte 7 3
Nahrung | L2d [®" L3d

Temperatur T 74%
adulter
L1 15 hl L2 9 h| L3 10h L4 120" | Wurm

in utero-Entwicklun

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von Caenorhabditis elegans.
Bei 20 °C und ausreichender Nahrungszufuhr erfolgt die Entwicklung tiber vier Larvenstadien
(L1-L4) und ist 46 h nach dem Schlupf abgeschlossen; die erste Eiablage erfolgt 59-60 h nach
dem Schlupf (Lewis & Fleming, 1995). Bei hohen Temperaturen, unzureichender
Nahrungszufuhr und/oder hoher Populationsdichte kommt es zum Eintritt ins
Dauerlarvenstadium (L3d).

Unter widrigen Bedingungen wird ein alternativer Weg eingeschlagen: So verursachen z. B.
Nahrungsdeprivation, eine hohe Populationsdichte oder hohe Temperaturen wihrend der
Hautung zur zweiten Larve (L2) anstelle der Entwicklung zur L3 den Eintritt in ein
Dauerstadium (L3d). Diese Larven sind weniger anfillig gegeniiber Stress, konnen mehrere
Monate ohne Nahrung iiberdauern und sind in der Lage, sich nach Verbesserung der
Umweltbedingungen und der Hautung zur L4 normal weiterzuentwickeln (Cassada & Russell,
1975). Der entscheidende Impuls wird durch die Absonderung eines fiir C. elegans eigenen
Pheromons hervorgerufen, dessen Konzentration in Zusammenhang mit der Populationsdichte
steht (Golden & Riddle, 1984). Aufgrund homologer Strukturen wird vermutet, dass dieses
alternative Entwicklungsstadium der infektidsen L3 parasitirer Nematodenarten entspricht
(Biirglin et al., 1998).

2.1.2.4 Die Verwendung von Caenorhabditis elegans

2.1.2.4.1 Allgemeines

Die Erstbeschreibung von C. elegans erfolgte durch Emile Maupas (1900), seine Verwendung
als Modellorganismus wurde aber erst in den 60er Jahren des vorigen Jahrhunderts durch
Brenner und Sulston ermoglicht (Brenner, 1974; Sulston & Brenner, 1974). Gleichzeitig
ermOglichten Arbeiten zur Abstammung und Entwicklung jeder Zelle wihrend und nach der
Embryogenese weitgehende Erkenntnisse hinsichtlich zelluldrer Mechanismen (Sulston &
Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Die beiden Websites Wormatlas (www.wormatlas.org)
und Wormimage (www.wormimage.org) gewdhren FEinblicke in die anatomischen
Verhiltnisse.

Verschiedene Faktoren ermdglichen eine vergleichsweise einfache Kultivierung dieses
Helminthen: Hierzu zihlt (1) ein kurzer Lebenszyklus mit einer Entwicklungszeit von 59-60 h
vom Ei bis zum fertilen Adulten bei 20 °C (Lewis & Fleming, 1995) (Abbildung 2), (2) eine
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hohe Reproduktionsrate von 300 (nach Selbstbefruchtung) bis 1000 (nach Paarung)
Nachkommen eines einzelnen Wurmes (Corsi, 2006) und (3) die nicht-parasitische
Lebensweise, die die Anzucht auf mit dem Escherichia coli-Stamm OP50 inokulierten
Agarplatten bzw. in Fliissigkulturen ermoglicht. Zusétzlich besteht aulerdem die Moglichkeit
des Einfrierens bei -70 °C bzw. in Fliissigstickstoff (Stiernagle, 2006). Ein weiterer Vorteil
ist, dass C. elegans in jedem Stadium seiner Entwicklung transparent ist, was die
mikroskopische Beobachtung innerer Strukturen ermdglicht. Dariiber hinaus erlaubt dies die
Verwendung fluoreszierender Marker, wie z. B. des Green-Fluorescent-Proteins (GFP), um
Zellen im lebenden Organismus zu markieren (Chalfie et al., 1994). Im Gegensatz zu anderen
Tiermodellen konnen mit Hilfe von C. elegans genetische Analysen i.d. R. schnell und
kostengiinstig durchgefiihrt werden. Des Weiteren konnen phénotypische Auspragungen und
physiologische Reaktionen direkt am Tier lberpriift werden, was bei der Verwendung von
Zellkultursystemen und Hefesystemen nicht moglich ist (Artal-Sanz et al., 2006). Der Einsatz
eines Worm-Sorters (z. B. COPAS, www.unionbio.com) erlaubt aulerdem die Anwendung
im Rahmen des High-Throughput-Screenings.

Die Beliebtheit, die dieser Nematode daher in der Wissenschaft erfahren hat, wurde zudem
dadurch gesteigert, dass flir C. elegans als erstem Tier die vollstindige Sequenz des Genoms
vorlag (C. elegans: 108bp =20% E. coli, s Drosophila melanogaster) (Consortium, 1998).
Dies ermoglichte es, neben Untersuchungen zur Verdnderung des Phénotyps auch den
Genotyp miteinzubeziehen.

2.1.2.4.2 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus fiir parasitische Nematoden

Aufgrund der unter Punkt 2.1.2.4.1 erwdhnten Vorteile wird C. elegans hiufig stellvertretend
als Modell fiir parasitische Nematoden verwendet, z. B. auch beim Screening von Substanzen
auf deren potenzielle anthelminthische Wirkung (Simpkin & Coles, 1981). Ebenso wie
bestimmte Ereignisse im Entwicklungszyklus von Parasiten (z.B. Auffinden von
Geschlechtspartnern, Wanderung innerhalb des Wirtes) ist auch der Eintritt in das
Dauerstadium bei C. elegans pheromongesteuert und bietet sich daher fiir die Untersuchung
als moglicher Angriffspunkt von Wirkstoffen an (Biirglin et al., 1998).

Des Weiteren hat sich C. elegans als sehr niitzlich erwiesen, die Wirkmechanismen der drei
groflen Anthelminthikaklassen, insbesondere die der MLs (Cully et al., 1996; Vassilatis et al.,
1997; Dent et al., 2000), aufzukldaren. Untersucht werden verschiedene Parameter: das
Uberleben, die Entwicklung, Bewegung, Pharynxaktivitit sowie die Reproduktionsfihigkeit
(Simpkin & Coles, 1981; Bernt et al., 1998; Link et al., 2000; Hart, 2006; James & Davey,
2007).

Eine weitere Besonderheit von C. elegans besteht in der Mdoglichkeit der Erzeugung
transgener Linien. Durch Mikroinjektion kann Fremd-DNA in die synzytiale Keimbahn der
Gonaden des C. elegans-Hermaphroditen eingefiihrt und somit in der F1-Generation
exprimiert werden (Stinchcomb et al., 1985). Zu beachten ist, dass die extrachromosomal in
vielen Kopien vorliegende DNA meist nur transient weitergegeben wird. Nur ca. 2-5 % der
transgenen Tiere geben die injizierte DNA {iber die Keimbahn weiter, wodurch es zu einer
semistabilen Ubertragung kommt (Biirglin et al., 1998). Aus diesem Grund folgt die
Vererbung nicht den Mendel'schen Regeln und variiert bis zu einem gewissen Grad (Grant,
1992). Grundsétzlich ist aber auch der chromosomale Einbau der DNA mdglich, durch den es
zu einer stabilen Vererbung auf die nichsten Generationen kommt (Fire, 1986).

Verwendet werden transgene Tiere hdufig im Rahmen von Rescue-Experimenten. Hierbei
wird die Funktion von Genen entsprechender C. elegans-Knock-out-Stimme durch die
Einfiihrung von Orthologen beispielsweise parasitischer Nematoden wiederhergestellt. Dies
ermOglicht deren funktionelle Untersuchung sowie die Bestimmung von unter Nematoden
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konservierten Expressionsmustern (Grant, 1992; Gilleard, 2004). Neben der zu
untersuchenden DNA wird meist ein Transformationsmarker injiziert, welcher der
Identifizierung transgener Tiere dient. Haufige Verwendung findet z. B. das rol-6(sul006),
das einen Roller-Phénotyp verursacht, bei dem sich die Tiere korkenzieherartig fortbewegen
(Kramer et al., 1990; Mello et al., 1991). Ein Vorteil ist die Identifizierung unter einem
einfachen Durchlichtmikroskop. Von Nachteil sind die erschwerte Untersuchung bestimmter
Zelltypen aufgrund der Bewegung, die nicht immer mogliche Expression, da der Phénotyp in
manchen Stimmen unterdriickt wird, und die geringere Reproduktionsrate. Die Ubertragung
von gfp stellt dagegen eine geeignete Alternative dar, bei der die erfolgreiche Expression in
somatischen Zellen mit Hilfe von Ultraviolett (UV)-Strahlung oder Blaulicht iiberpriift
werden kann (Chalfie et al., 1994). Dies setzt allerdings die Verfligbarkeit einer
entsprechenden Lichtquelle voraus. Haufige Anwendung findet gfp auch bei der Analyse von
Expressionsmustern (Biirglin et al., 1998).

Trotz aller Vorteile, die die Verwendung von C. elegans als Stellvertreter verschiedener
parasitischer Nematoden bei der Untersuchung bestimmter Parameter bietet, miissen auch die
limitierenden Faktoren beachtet werden. Der Stamm der Nematoden ist duf3erst vielfdltig und
die Ubertragbarkeit von Ergebnissen, die fiir einen freilebenden Nematoden gelten, ist nicht
unbedingt fiir alle parasitisch lebenden und u.U. phylogenetisch entfernt verwandten
Nematoden gegeben (Geary & Thompson, 2001; Blaxter, 2011). Zum einen miissen die
unterschiedlichen Umweltbedingungen, die fiir die Entwicklung der Nematoden erforderlich
sind und mit dem Parasitismus einhergehen, beriicksichtigt werden. Geringste
Verhaltensédnderungen des Parasiten konnen in vivo die Austreibung aus dem Darm und somit
das Absterben zur Folge haben, wihrend gleiche Wirkstoffkonzentrationen bei dem unter
optimalen Laborbedingungen gehaltenen Modellorganismus C. elegans kaum Effekte zeigen
(Geary et al., 1999; Geary & Thompson, 2001; Gilleard, 2006). Zum anderen ist zu beachten,
dass > 30 % der Gene parasitischer Nematoden kein entsprechendes Homolog in C. elegans
aufweisen. Diese Zahl relativiert sich allerdings, sobald beriicksichtigt wird, dass fiir den
Vergleich mit C. elegans hiufig Expressed Sequence Tags (ESTs) infektidser Parasitenstadien
herangezogen werden, die wahrscheinlich die grofften Unterschiede zu den freilebenden
Nematoden aufweisen und dass sich die Unterschiede zwischen den parasitidren Spezies in
einem dhnlichen Rahmen bewegen (Geary & Thompson, 2001). Dariiber hinaus muss
differenziert werden, welche Organsysteme untersucht werden. So zeigte sich beispielsweise,
dass der Aufbau des Nervensystems zwischen C.elegans und A. suum weitestgehend
konserviert ist (Stretton et al, 1991; Davis & Stretton, 1996), was aufgrund der
phylogenetischen Distanz dieser beiden Spezies darauf schlieBen ldsst, dass der Aufbau auch
auf andere Nematoden iibertragbar ist (Geary & Thompson, 2001).

Aus diesen Griinden ist es schwierig, allgemeingiiltige Aussagen dariiber zu treffen, in
welchen Fillen sich C. elegans fir die Beantwortung bestimmter Fragestellungen bei
parasitischen Nematoden eignet. Dies muss immer vor dem Hintergrund der vielfdltigen
phylogenetischen, morphologischen und ontogenetischen Hintergriinde beurteilt werden aber
auch in Hinblick auf die zu untersuchende Wirkstoffklasse (Geary & Thompson, 2001).
Grundsatzlich bietet sich C. elegans aber sicherlich eher als Modell fiir Parasiten der Kladen
III-V bzw. 3-12 als der der Kladen I und II bzw. 1 und 2 an, da erstere alle der Unterklasse der
Chromadoria zuzuordnen sind (Blaxter et al., 1998; Holterman et al., 2006; van Megen et al.,
2009).

2.1.2.4.3 Caenorhabditis elegans Stimme

In den letzten Jahren wurden zahlreiche sich geno- und phénotypisch vom Wildtypstamm
Bristol N2 unterscheidende Stidmme des Modellorganismus hergestellt. Diese werden in
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Institutionen wie dem 'Caenorhabditis Genetics Center' (CGC) und dem 'National Bioresource
Project (NBRP) for the Experimental Animal ,,Nematode C. elegans* gesammelt und fiir
Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt. Das CGC ist der University of Minnesota, Twin
Cities, angegliedert und wird seit 1978 betrieben (www.cbs.umn.edu/cgc). Neben den bereits
verfiigbaren Stimmen ist es hier aulerdem moglich, Stdimme mit bestimmten Deletionsallelen
in Auftrag zu geben (www.celeganskoconsortium.omrf.org). Das NBRP wurde 2002 gestartet
und wird in Tokyo verwaltet (www.shigen.nig.ac.jp/c.elegans/index.jsp).

Die Funktion eines Gens wird hdufig durch dessen Verdnderung untersucht. Diese kann auf
verschiedenen Wegen erreicht werden: Eine Moglichkeit ist der Einsatz von Mutagenen wie
Trimethylpsoralen (TMP)/UV-Strahlung, Diepoxybutan und Ethylmethansulfonat (EMS), die
zu zufilligen Punktmutationen oder kleinen Deletionen in einer groBen Anzahl an Individuen
fiihren (Barstead, 1999; Ahringer, 2006; Corsi, 2006). Am besten eignen sich hierfiir L3 und
L4, da sich die Zellen der Keimbahn hier in der Mitose befinden und die DNA somit repliziert
wird (Barstead, 1999). Nach der Reproduktion iiber zwei Generationen, die die Homozygotie
der Mutationen gewéhrleisten soll, werden die Wiirmer mit dem gewiinschten Phéinotyp
selektiert und die fiir diesen verantwortlichen Mutationen durch Sequenzierung oder
Restriktionsanalyse detektiert, wodurch ein Riickschluss auf das betroffene Gen moglich ist
(Artal-Sanz et al., 2006). Dieser Ansatz, bei dem der genetische Hintergrund fiir einen
bestimmten Phénotyp gesucht wird, wird auch als Forward Genetics bezeichnet.

Unter Reverse Genetics versteht man dagegen die gezielte Verdnderung eines (bekannten)
Gens und die nachfolgende Untersuchung des Phénotyps. Dies ermdglicht die Untersuchung
aller Gene einer Familie und wird durch die vollstindige Sequenzierung des C. elegans
Genoms ermoglicht. Hiufige Anwendung findet bei C. elegans in diesem Zusammenhang das
Verfahren der Ribonukleinsdure-Interferenz  (RNAi), bei der doppelstringige
Ribonukleinséure (dsRNA) des Zielgens in die Wiirmer tiberfiihrt wird (Fire et al., 1998).
Diese tritt mit der komplementiren messenger-RNA (mRNA) in Wechselwirkung, ruft
dadurch deren Abbau hervor und verhindert die Translation. Die Ubertragung der dsRNA
kann durch Mikroinjektion, Inkubation oder Fiitterung erfolgen (Ahringer, 2006). Fiir
C. elegans bestehen RNAi-Banken, die nahezu jedes Gen des Genoms abdecken (Kamath et
al., 2003). Es handelt sich bei dieser Methode um einen Gen-Knock-down, bei dem die
Genfunktion nur voriibergehend oder teilweise unterbunden wird. Ist hingegen ein Gen-
Knock-out, also das vollstindige Erliegen der Genfunktion, erwiinscht, ist bei C. elegans die
Mutagenese unter Anwendung unspezifischer Mutagene wie z. B. TMP/UV oder EMS
erforderlich. Im Anschluss wird ein Teil der Population mit Hilfe genspezifischer Primer, die
sich entweder {liber das gesamte Leseraster oder einen bestimmten Bereich erstrecken, auf eine
Deletion untersucht (Jansen et al., 1997; Liu et al.,, 1999). Das Verfahren der Reverse
Genetics eignet sich im Gegensatz zu den Forward Genetics insbesondere fiir die
Untersuchungen aller Gene einer Genfamilie. Auch die Verfiigbarkeit der vollstaindigen
Genomsequenzen von einer zunehmenden Anzahl von Organismen, lisst die Bedeutung
dieses Ansatzes zukiinftig noch steigen (Ahringer, 2006).
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2.2 Anthelminthika

Es gibt drei groBe Wirkstoftklassen, die in der Behandlung von Helminthosen beim Pferd
zum Einsatz kommen: Die MLs, die BZs und die Tetrahydropyrimidine. Auflerdem sind im
Fall der MLs und der BZs Kombinationspraparate mit Praziquantel bzw. Piperazin erhéltlich,
die eine nahezu vollstindige Abdeckung des gesamten equinen Helminthenspektrums
erlauben. Auf welchem Weg der Parasit das Molekiil aufnimmt, hangt von dessen chemischen
Eigenschaften sowie den anatomischen Gegebenheiten des Parasiten ab. Kleinere, lipophile
Molekiile (z. B. LEV, PYR) gelangen z. B. auf passivem Weg durch die Kutikula ins
Wurminnere (Mehlhorn & Piekarski, 2002). Dies ist insbesondere bei Helminthen mit
schwach ausgebildetem Gastrointestinaltrakt (z. B. Filarien) oder einem Tegument (z. B.
Fasciola, Moniezia) der Fall, wihrend diese Aufnahmeform bei Helminthen mit einer gut
ausgebildeten Kutikula wie z. B. Askariden weniger stark ausgebildet ist (Mehlhorn &
Pickarski, 2002; Mottier et al., 2006).

Um die Hintergriinde der Resistenzentwicklung gegeniiber anthelminthischen Wirkstoffen zu
verstehen, ist die Kenntnis ihrer pharmakologischen Eigenschaften von entscheidender
Bedeutung. Diese sollen in den folgenden Abschnitten mit dem Schwerpunkt auf den MLs
nédher beleuchtet werden.

2.2.1 Makrozyklische Laktone

2.2.1.1 Allgemeines

Avermectine (AVM) und Milbemycine, beide Gruppen werden im Folgenden als MLs
zusammengefasst, zeichnen sich besonders durch ihr breites Wirkungsspektrum aus, das
neben adulten auch die larvalen Stadien zahlreicher Nematoden sowie ektoparasitische
Arthropoden umfasst; ein Umstand, der den AVMs zu ihrem Namen verholfen hat (4 = ohne,
verm = Wurm, ect = Ektoparasit, in = pharmazeutisches Produkt). Der wichtigste Vertreter
der AVMs ist das IVM. Es wurde, wie auch andere Vertreter dieser Gruppe, im Rahmen eines
Screening-Programmes der Merck, Sharp and Dohme Research Labortories in New Jersey in
Kooperation mit dem Kitasato Institut in Japan entdeckt (Campbell, 1993). Des Weiteren sind
den AVMs noch das Abamectin (ABM), Doramectin (DRM), Eprinomectin (EPM) und das
Selamectin (SLM) zuzurechnen. Hierbei handelt es sich um Mischungen acht verschiedener
Fermentationsprodukte des Bakteriums Streptomyces avermitilis (Tabelle 7) (Shoop et al.,
1995a; Martin et al., 2002). Seine chemische und radidre Mutagenese sowie die Entwicklung
erforderlicher Fermentationsprozesse erhohte die Produktivitit und ermdglichte 1981 die
Markteinfithrung des IVM als erstem ML (Shoop et al., 2002). Bereits nach 5 Jahren war es in
46 Landern zur Behandlung zugelassen (Omura & Crump, 2004) und zdhlt heute zu den am
haufigsten verwendeten Anthelminthika der Veterindrmedizin (Prichard & Roulet, 2007).

Zu den Milbemycinen (Milbe, myc = Pilz, in=pharmazeutisches Produkt) wird das
Milbemycin D gerechnet, das ein Produkt von Streptomyces hygroscopicus ist sowie das
MOX, welches ein halbsynthetisches Derivat des Fermentationsproduktes Nemadectin von
Streptomyces cyanogriseus subsp. noncyanogenus ist (Martin et al., 2002).

Die hohe antiparasitire Potenz ermdglicht es, diese Wirkstoffgruppe in geringen Dosierungen
und somit in kleinen Volumina zu verabreichen. Ein weiterer Vorteil ist die Lipophilie, durch
die eine schnelle Absorption von der Applikationsstelle gewéhrleistet wird (Hennessy &
Alvinerie, 2002). Neben dem eingangs bereits erwdhnten einzigartigen Wirkungsspektrum
trug nicht zuletzt auch seine Verfiigbarkeit zu einem Zeitpunkt, an dem Resistenzen
gegeniiber den anderen Wirkstoftklassen (BZs, LEV) an Bedeutung gewannen, dazu bei, dass
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IVM innerhalb von nur 2 Jahren zum Marktfiihrer im Bereich der Antiparasitika wurde
(Omura & Crump, 2004).

2.2.1.2 Chemische Eigenschaften

Gemeinsam ist den AVMs und Milbemycinen der 16gliedrige Makrolidring, der mit einem
fiir die pharmakologische Potenz bedeutenden Benzofuranring und einer Spiroeinheit
verbunden ist (Albers-Schonberg et al., 1981; Lynagh & Lynch, 2012). Der grof3te
Unterschied zwischen den beiden ML-Gruppen liegt in einer bei den AVMs vorhandenen
Disaccharidgruppe am C-13 (Abbildung 3), die den Milbemycinen fehlt und eine
entscheidende Bedeutung bei der Interaktion zwischen MLs und Pgps spielt (Lespine et al.,
2007). Des Weiteren besitzt MOX im Gegensatz zu [IVM am C-25 einen Alkenrest sowie eine
spezifische Methoxy-Gruppe am C-23. MOX wird aufgrund seiner verdnderten chemischen
und biologischen Aktivititen auch als ML der zweiten Generation bezeichnet (Cobb &
Boeckh, 2009).

Spiroeinheit
23

e

A

Benzofuran 3 ‘ = l:
OH F

Abbildung 3: Strukturformel von (A) Ivermectin (Avermectin B;,) und (B) Moxidectin

Man unterscheidet bei den AVMs zwischen jeweils vier homologen Derivaten der A-
(AVM Aja, 1b, 24, 2v) und der B-Gruppe (AVM By, 1b, 24, 2v) (Tabelle 7), wobei der Letzteren,
und hier besonders den B;-Homologen, eine groBere anthelminthische Wirkung und das
breiteste Wirkungsspektrum zugeschrieben wird.

Das durch selektive Hydrierung synthetisierte 22, 23-Dihydro-AVM B; wird unter dem
Freinamen IVM vertrieben. Es zeichnet sich bei unverénderter antiparasitdrer Potenz durch
eine hohere toxikologische Sicherheit als das ABM aus. IVM ist ein Gemisch der
halbsynthetischen Homologe 22,23-Dihydro-AVM B;, (>80 %) und 22, 23-Dihydro-
AVM By, (<20 %). Beide Komponenten unterscheiden sich in Bezug auf ihre Struktur nur an
dem nicht an der Bindung beteiligten C-25, weshalb neben der mangelnden Praktikabilitét
auch keine Notwendigkeit besteht, diese bei der Synthese voneinander zu trennen (Shoop et
al., 1995a; Lynagh & Lynch, 2012). Aufgrund einer hheren Anwendungssicherheit wurde
durch die bereits erwdhnte Hydrierung der B;-Gruppe eine Anndherung an die Konformation
der B,-Homologe vollzogen und somit die anthelminthische Wirkung der einen Gruppe mit
dem Sicherheitsfaktor der anderen kombiniert (Campbell, 1993; Shoop et al., 2002).

Das Molekulargewicht von IVM betrdgt 875. Es handelt es sich um ein weillliches Puder,
dessen hohe Lipophilie und geringe Wasserloslichkeit (4 mg/l) in wéssriger Losung die
Adhision an Glas- oder Plastikwinden begiinstigt (Campbell, 1993).
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2.2.1.3 Pharmakodynamik

Entgegen erster Annahmen, nach denen der primdre Effekt der MLs bei Nematoden in der
Funktion als y-Aminobuttersdure (GABA)-Agonist liegt (Campbell et al., 1983), lielen
elektrophysiologische Untersuchungen an Muskelpréparationen von A. suum auf die
Beteiligung anderer Ionenkanile schlieBen (Martin & Pennington, 1989). Kurze Zeit spiter
zeigte sich, dass bei Nematoden in erster Linie bestimmte Untereinheiten der Glutamat-
gesteuerten Chloridionenkanidle (GluCl) fiir die Sensitivitit gegeniiber den MLs
verantwortlich sind (Arena et al., 1992; Cully et al., 1994; Dent et al., 1997; Vassilatis et al.,
1997; Dent et al., 2000; Horoszok et al., 2001). Diese ligandengesteuerten Kanile, die
ebenfalls wie die GABA- und Glycin-gesteuerten Cl'-Kanédle zu der Familie der Cys-loop-
Rezeptoren gehoren, sind spezifisch fiir Invertebraten wie Insekten, Nematoden und
Crustacea, treten aber nicht bei Vertebraten auf, wodurch sich der hohe Sicherheitsindex der
MLs erkldren ldsst (Martin et al., 2002). Obwohl es zwischen den Arten zu Abweichungen
hinsichtlich der Zusammensetzung kommt, ist der grundlegende Aufbau mit fiinf entweder
identischen oder homologen Untereinheiten und einer zentralen Pore immer gegeben
(Wolstenholme & Rogers, 2005). Letztere ist vorwiegend positiv geladen, woraus die
selektive Permeabilitit des Kanals fiir Anionen resultiert (Martin et al., 1997). Die Bindung
des Glutamats fiihrt durch die Offnung des Kanals und den damit verursachten kurzzeitigen
CI'-Einstrom zu einer Hyperpolarisation der Membran, was einen reversiblen inhibitorischen
Effekt auf die neuromuskulire Ubertragung zur Folge hat (Dent et al., 1997).

Im Gegensatz zu der Bindung des natiirlichen Liganden erfolgt die Aktivierung der Kanéle
durch MLs deutlich langsamer, aber mit einer erheblich hoheren Affinitdt und irreversibel
(Wolstenholme, 2012). Bei niedrigen ML-Konzentrationen kommt es zu einer Potenzierung
der natiirlichen Ligandenwirkung, wihrend sich bei hoheren Konzentrationen die Wirkung
tiber die direkte Aktivierung der Kanile entfaltet (Arena et al., 1992; Cully et al., 1994). Die
Bindung erfolgt allerdings nicht wie die des Glutamats an der extrazelluldren Doméne des
Rezeptors. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der MLs assoziieren diese vielmehr mit
der Zellmembran, wodurch ecine Interaktion mit den Untereinheiten im Bereich der
Porenregion nahe dem extrazelluldren Kompartiment eingegangen wird. Auf die hydrophoben
Eigenschaften ist auch der irreversible Effekt der MLs zuriickzufiihren, durch die die
Diffusion der Molekiile nur langsam erfolgt (Geary & Moreno, 2012).

Es wird vermutet, dass die Bindung zwei Konformationsdnderungen des Kanals nach sich
zieht: Einerseits treten lokale Verdnderungen in der Umgebung der Bindungsstelle auf, die die
Affinitdt zwischen IVM und Rezeptor erhohen, andererseits geht der gesamte Rezeptor vom
geschlossenen in den gedffneten, aktivierten Zustand iiber (Hibbs & Gouaux, 2011). Die
Folge ist ein zelleinwiérts gerichteter CI'-Strom. Die anhaltende Hyperpolarisation der
Zellmembran verhindert das Entstehen weiterer Aktionspotenziale und flihrt somit zu einer
funktionellen Paralyse der GluCl-exprimierenden Strukturen (Muskeln und Neuronen).
Betroffen sind durch die MLs vorwiegend die Nahrungsaufnahme, die Motilitit sowie die
Fortpflanzungsfahigkeit (Eiablage) suszeptibler Nematoden (Geary & Moreno, 2012).

Die Nahrungsaufnahme wird durch die Bindung der MLs an die GluCls der Muskelzellen des
Pharynx beeinflusst (Martin, 1996; Adelsberger et al., 1997; Pemberton et al., 2001). Die
hierdurch hervorgerufene Inhibition der Pumpaktivitdt fiihrt aufgrund der langen Persistenz
der MLs im Organismus schlieSlich zum Absterben des Parasiten (Avery & Horvitz, 1990;
Geary et al., 1993; Brownlee et al, 1997). Dies ist entweder die Folge der
Nahrungsdeprivation oder des Verlusts des inneren Turgors durch die fehlende
Pharynxaktivitit (Wolstenholme & Rogers, 2005). Neben der hemmenden Wirkung der MLs
auf die Pharynxmuskelzellen ist ihre Wirkung auBBerdem durch ihren paralytischen Effekt auf
die Korperwandmuskulatur gekennzeichnet. Die sinusoidale Schwimmbewegung der

18



2.2 Anthelminthika

Nematoden wird durch die abwechselnde Relaxation und Kontraktion der dorsalen und
ventralen Muskulatur vermittelt, deren Innervation durch exzitatorische und inhibitorische
Motoneuronen des dorsalen und ventralen Nervenstranges erfolgt (Wolstenholme & Rogers,
2005). Kass et al. (1980) zeigten durch die selektive Applikation von AVM auf die dorsale
bzw. ventrale Hilfte von A. suum, dass der Wirkstoff zum einen die Ubertragung zwischen
Interneuronen und exzitatorischen Motoneuronen des ventralen Nervenstranges hemmt, zum
anderen die Ubertragung zwischen inhibitorischen Motoneuronen und Muskeln inhibiert, was
das Vorkommen von GluCls an den entsprechenden Strukturen voraussetzt (Delany et al.,
1998; Jagannathan et al., 1999; Dent et al., 2000; Portillo et al., 2003). Somit werden sowohl
relaxierende als auch kontrahierende Effekte hervorgerufen, deren Resultat eine Paralyse ist,
die schlieflich zur Ausscheidung des Wurmes fiihrt. Dieser Effekt tritt bereits wenige
Stunden nach der ML-Verabreichung ein, d. h. zum Zeitpunkt hoher Wirkstoff-Anflutungen.
In Abhéngigkeit von der Zeit und ML-Konzentration wird auBlerdem in vitro eine temporire
Hyperaktivititsphase beobachtet, in der C. elegans eine gesteigerte Motilitit zeigt (Ardelli et
al., 2009). Im Laufe abfallender Wirkstoffspiegel tiberwiegt schlieBlich der Effekt auf die
Pharynxmuskulatur (Gill & Lacey, 1998). Neben den beschriebenen Strukturen finden sich
GluCl-Untereinheiten bei Motoneuronen, die den dorsalen und ventralen Nervenstrang
miteinander verbinden, sowie bei Kommandointerneuronen im Kopfbereich, die die
Motoneuronen kontrollieren (Wolstenholme & Rogers, 2005).

Des Weiteren wird den AVMs eine Wirkung auf die GluCls der Uterusmuskulatur
zugeschrieben, welche mit Auswirkungen auf die Eilegerate einhergeht und daher die
Fortpflanzungsfahigkeit suszeptibler Nematoden beeintrachtigt (Prichard, 2002). Zudem
wurde die Expression bestimmter GluCl-Untereinheiten in extrapharyngealen Neuronen des
Kopfes nachgewiesen und wird in Neuronen, die in sensorischen Organen in der Kopfregion
(Amphiden) lokalisiert sind, vermutet (Dent et al., 2000; Wolstenholme & Rogers, 2005).
Welcher Effekt in der Bedeutung fiir die antiparasitire Wirkung liberwiegt, scheint zwischen
den Arten zu variieren (Prichard & Roulet, 2007): Bei Trichostrongyliden und C. elegans
erwies sich der Pharynx als das Organ mit der hochsten Sensitivitit gegeniiber MLs
(Wolstenholme & Rogers, 2005), wohingegen bei den Filarien die Unterdriickung der
Mikrofilarienproduktion in den Vordergrund tritt (Duke et al., 1991; Lok et al., 1995).
Artspezifische Unterschiede der intrinsischen Suszeptibilitit gegeniiber MLs sind auf
verschiedene pharmakologische Faktoren zuriickzufiihren: Neben der Quantitit der GluCls im
Zielgewebe tragt hierzu auch ihre Zusammensetzung bzw. der jeweilige Anteil des
entsprechenden Typus bei (Yates et al., 2003; Glendinning et al., 2011; Geary & Moreno,
2012).

Neben den GluCls als primidrem und den GABA-sensitiven Cl'-Kanilen als sekundédrem Ziel,
gibt es weitere ligandengesteuerte Cl-Kanile, denen eine entsprechende Sensitivitét
zugesprochen wird (Prichard et al., 2012).

2.2.1.4 Pharmakokinetik

MLs werden nach oraler oder parenteraler Verabreichung aufgrund ihrer Lipophilie schnell in
die Blutbahn aufgenommen und reichern sich insbesondere im abdominalen und subkutanen
Fettgewebe an, das sie langsam wieder freisetzt. Ein weiteres Organ hoher Persistenz ist die
Leber, wohingegen nur geringe Mengen in der Muskulatur und den Nieren gefunden werden
(Cobb & Boeckh, 2009). Nach oraler Verabreichung (0,2 mg/kg KGW) zeigt IVM beim Pferd
folgendes pharmakokinetisches Verhalten wihrend der Absorptions- und Verteilungsphase:
Die maximale Plasmakonzentration wird nach 3,3-9,2 h erreicht. Die Literaturangaben zur
maximalen Plasmakonzentration (21,4-82,3 ng/ml), Bioverfiligbarkeit (46,1-200,9 ngxd/ml),
Eliminationshalbwertszeit (2,8-6,5 Tage) und mittleren Verweildauer (Mean Residence Time,
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MRT) (2,3-7,3 Tage) weichen ebenfalls z. T. betrdchtlich voneinander ab (Marriner et al.,
1987; Pérez et al., 1999; Gokbulut et al., 2001; Perez et al., 2003; Gokbulut et al., 2010), was
u. a. auf rassetypische Auspragungen zuriickgefiihrt wird (McKellar & Gokbulut, 2012). Der
Zeitraum, in dem die Ursprungssubstanz bei einer Detektionsgrenze von 0,1 ng/ml im Plasma
messbar ist, erstreckt sich von ca. 30 min bis 30 Tage nach der oralen Eingabe (Pérez et al.,
1999). Die Elimination erfolgt fast ausschlieflich iiber den Darm und nur zu einem geringen
Anteil liber die Niere. Bereits 4 Tage nach der oralen Verabreichung werden >90 % des
kaum metabolisierten IVM mit dem Kot ausgeschieden (Pérez et al., 2001). Aus diesem
Grund kommt dem aktiven Transport in das Darmlumen durch entsprechende Proteine (z. B.
Pgps) und somit der Ausscheidung mit den Fizes eine besondere Bedeutung zu (Griffin et al.,
2005; Kiki-Mvouaka et al., 2010; Prichard et al., 2012).

2.2.1.5 Toxikologie und 6kologische Bedeutung

Grundsitzlich zeichnen sich die AVMs bei Menschen wie auch bei Haus- und Nutztieren
durch eine gute Vertraglichkeit und hohe Sicherheitsspanne (> 30) aus. Zu den Anzeichen der
akuten Toxizitit bei Uberdosierung gehdren zentralnervdse Stérungen, die sich in Salivation,
Mydriasis, Ataxie, Tremor und Koma bis hin zur Mortalitdt &u3ern (Richter & Steuber, 2010).
Kontraindiziert sind AVMs (mit Ausnahme des SLM) bei Collies und einigen verwandten
Rassen, bei denen bereits Dosierungen im therapeutischen Bereich mit zentralnervosen
Storungen einhergehen (Hopper et al., 2002). Ahnliche Toxizititserscheinungen wurden
zudem bei Graurindern beobachtet (Seaman et al., 1987). Hintergrund der IVM-assoziierten
Neurotoxizitidt sind erhdhte Konzentrationen im Zentralnervensystem (ZNS). Durch die
Aktivitit des transmembrandren Pgp (siehe Kapitel 2.3.3.2.1), das sich u.a. in den
Kapillarendothelzellen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) befindet, wird bei Saugern
iiblicherweise die Anreicherung seiner Substrate im Gehirn verhindert. Das fiir dieses
Transportprotein kodierende Multidrug-Resistance (MDR) 1-Gen weist jedoch bei Collies
eine 4 bp lange Deletion auf, wodurch es aufgrund der daraus resultierenden stark verkiirzten
Aminosduresequenz zu der Expression eines nichtfunktionalen Proteins kommt (Mealey et al.,
2001; Roulet et al., 2003). Infolgedessen reichern sich Pgp-Substrate wie die MLs im Gehirn
an und interagieren mit den hier lokalisierten, bei funktionalem Pgp fiir MLs unzugénglichen,
GABA-gesteuerten Ionenkanélen des ZNS (Pulliam et al., 1985; Edwards, 2003). Trotz des
gleichen Transmitters weisen die GABA-Rezeptoren der Vertebraten und Nematoden einige
grundlegende Unterschiede hinsichtlich ithrer Sequenzhomologie (35-45%
Ubereinstimmung), Pharmakologie und Funktion auf (Geary et al., 1992; Bamber et al., 2003;
Dent, 2006; Accardi et al., 2012). Wihrend die GABAa-Rezeptoren der Vertebraten
ausschlieflich eine inhibierende Wirkung zeigen, finden sich bei Nematoden sowohl solche
mit hemmender als auch erregender Wirkung (Schuske et al., 2004). Des Weiteren sind die
GABAA-Rezeptoren der Vertebraten, die ausschlieBlich im ZNS anzutreffen sind und hier
einen Anteil von 20-50 % ausmachen, u. a. fiir die Kontrolle der Erregbarkeit des Gehirns, die
Wahrnehmung und verschiedene Verhaltensmuster verantwortlich (Sieghart et al., 1999),
wiéhrend die Rezeptoren der Nematoden an den neuromuskuldren Endplatten zu finden sind
und am Bewegungsablauf beteiligt sind (Bamber et al., 1999). Lediglich 10 % der Neuronen
sprechen bei Nematoden auf GABA an, was auf das Vorkommen weiterer inhibierender
Transmitter wie Glutamat zuriickzufiihren ist (Schuske et al., 2004).

Hinsichtlich der Toxizitdt bestehen bemerkenswerte Abweichungen innerhalb der Gruppe der
MLs: So wird die Verabreichung von IVM bei Pgp-defizienten CF-1 Madusen bereits bei
geringen Dosierungen von neurologischen Storungen gefolgt, wihrend MOX hier ein um das
2,7fach geringeres neurotoxisches Potenzial aufweist, welches aufgrund gleicher

20



2.2 Anthelminthika

Penetrationseigenschaften der BHS mit einer geringeren Bindungsaffinitit bzw. einer
geringeren intrinsischen Aktivitit begriindet wird (Janko & Geyer, 2012).

Beim Pferd wurden Anzeichen einer leichten Intoxikation (Mydriasis) ab einer 15- bis
30fachen IVM-Uberdosierung festgestellt, wihrend schwerere Intoxikationserscheinungen
einhergehend mit Depression und Ataxie erst ab einer 60fachen Uberdosierung auftraten
(Campbell & Benz, 1984). Fohlen zeigten ab einer 9fachen Uberschreitung der empfohlenen
Dosierung erste Anzeichen einer Vergiftung (Pulliam & Preston, 1989).

Beachtet werden sollten auBerdem die O©kologischen Konsequenzen, die mit der
Verabreichung einhergehen, da mindestens 90 % des IVM unverdndert in die Umwelt
abgegeben werden (Campbell, 1993). AuBlerdem zeigte sich, dass der Abbau unter
klimatischen Bedingungen, die denen der Weide nachempfunden wurden (Dunkelheit,
Temperaturen <22 °C) sehr langsam erfolgt (Halbwertszeit von 93-240 Tagen), wodurch es
zu einer Akkumulation im Bodenprofil kommt (Halley et al., 1989). Beeinflusst wird die
Exkretionsstirke und -dauer durch die Art der Anwendung sowie das verwendete ML. Neben
einer erhdhten Mortalitit koprophager Arthropoden haben ABM und das Derivat IVM auch
langfristige Effekte auf die Entwicklung und Reproduktion dieser Insekten. Untersuchungen
bei Wiederkduern ergaben, dass die orale Verabreichung von IVM die geringsten
Auswirkungen (bis 1 Woche nach Anwendung) auf die Dungfauna hat. Ahnliche Werte
wurden fiir Pour-on-Formulierungen ermittelt. Die subkutane Behandlung fiihrt dagegen zu
toxischen Effekten, die in den Fézes fiir 14-21 Tage anhalten (Steel & Wardhaugh, 2002). Der
Vergleich zwischen den MLs ergab, dass AVMs grundsitzlich eine hohere Toxizitdt auf die
Dungfauna aufweisen (DRM > IVM > EPM) als Milbemycine (Lumaret et al., 2012).

2.2.1.6 Antiparasitiare Aktivitit

Die Verabreichung von MLs ist in Deutschland in oraler, subkutaner oder kutaner Form
moglich; nicht mehr vekehrsfahig ist dagegen eine Bolus-Formulierung bei Rindern, welche
eine kontinuierliche Abgabe des Wirkstoffes iiber einen ldngeren Zeitraum gewéhrleistet
(Richter & Steuber, 2010). Fiir Pferde sind Produkte, die [IVM enthalten, sowohl als Paste/Gel
als auch als Kautablette fiir die orale Anwendung erhéltlich. Die Dosierung wird mit
200 mg/kg KGW angegeben. Die intramuskuldre Injektion einer wissrigen LoOsung ist
ebenfalls moglich (Klei & Torbert, 1980; DiPietro et al., 1982; Schroder & Swan, 1982), wird
aber aufgrund unerwiinschter Nebenwirkungen, wie Uberempfindlichkeitsreaktionen
gegeniiber dem Trigerstoff Polysorbat 80, Fehlinjektionen oder Infektionen der
Injektionsstelle mit Clostridien sowie einer verminderten Wirksamkeit gegeniiber den
unreifen Parasitenstadien im Vergleich zur oralen Darreichungsform nicht mehr durchgefiihrt
(Karns & Luther, 1984; Clayton, 1986; Barragry, 1987). IVM zeigt Wirksamkeit gegeniiber
adulten und migrierenden larvalen Nematodenstadien und Arthropoden, jedoch nicht
gegeniiber Trematoden und Zestoden (Egerton et al., 1981; Torbert et al., 1982; Shoop et al.,
1995b). Diese erfordern den Einsatz von Kombinationspriparaten (Praziquantel). Des
Weiteren ist keine ovizide Wirkung vorhanden (Richter & Steuber, 2010). Dariiber hinaus
finden bei Pferden Formulierungen mit MOX als aktivem Wirkstoff Verwendung (bei einer
Dosierung von 400 mg/kg KGW). Das anthelminthische Wirkungsspektrum der beiden
Substanzen unterscheidet sich nur unwesentlich. Unterschiede finden sich in der Aktivitét
gegeniiber Arthropoden (Gasterophilus spp.) mit einer hoheren Wirksamkeit des [IVM bzw.
gegeniiber den hypobiotischen Larven der Cyathostominae, mit einer hoheren Effektivitit
zugunsten des MOX (Monahan et al., 1996). Letzeres liegt wahrscheinlich an dem bei MOX
(tiop =23,11 Tage) im Vergleich zu IVM (ti3 = 4,25 Tage) ldngeren Zeitraum, in dem der
Plasmaspiegel durch Metabolisierungs-, Exkretions- und Umverteilungsprozesse auf die
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Hilfte absinkt, weshalb MOX einen ldngeren anthelminthischen Effekt aufweist (Pérez et al.,
1999; Monahan & Klei, 2002).

2.2.2 Andere Anthelminthikaklassen

Bei der Behandlung von Nematodeninfektionen werden beim Pferd neben den MLs derzeit
auch BZs und Pro-BZs sowie Tetrahydropyrimidine eingesetzt. Die Behandlung von
Trematoden- bzw. Zestodeninfektionen erfordert die Anwendung anderer Wirkstoftklassen
bzw. den Gebrauch entsprechender Kombinationspraparate.

Der Wirkmechanismus der BZs und Pro-BZs, die im Wirtsorganismus zu den eigentlich
wirksamen BZs biotransformiert werden, wird durch die selektive Bindung an die B-Tubuline
von Nematoden hervorgerufen (Martin et al., 1997). o- und P-Tubulinheterodimere
polymerisieren unter physiologischen Bedingungen zu Mikrotubuli, die u.a. fiir den
zelluldren Transport (Glukoseaufnahme) verantwortlich sind und am Ablauf der Mitose und
Meiose beteiligt sind (Caviston & Holzbaur, 2006). Wihrend an einem Ende dieser
Strukturen unter physiologischen Bedingungen weitere Tubulin-Dimere polymerisieren,
dissoziieren diese in einem dynamischen Gleichgewicht von dem gegeniiberliegenden Ende
(Treadmilling) (Lacey, 1988). Der Anbau von B-Tubulinen, an die ein BZ-Molekiil gebunden
ist, verhindert jedoch die Assoziation weiterer Tubulindimere (Capping) (von Samson-
Himmelstjerna, 2006), wihrend am gegeniiberliegenden Mikrotubulus-Ende die
Depolymerisation weiterhin voranschreitet und schlieBlich zur Auflésung des Polymers fiihrt
(Lacey, 1990). Dem Verlust der Mikrotubuli folgt die Erschopfung der zelluldren
Glykogenvorrdte und schlieBlich die Zelllysis, weshalb die anthelminthische Wirkung
vergleichsweise spit einsetzt (2-3 Tage) (Martin, 1997; Richter & Steuber, 2010). Diesen
Umstand macht man sich bei der Behandlung massiver Askarideninfektionen zunutze, um das
Auftreten einer behandlungsassoziierten Koliksymptomatik zu vermeiden (Love, 2003).
Dariiber hinaus wird durch die Hemmung der Polymerisation auch die Spindelbildung
wiéhrend der Mitose beeintrachtigt, wodurch die Eiproduktion gestort wird. Dieser Effekt ist
bereits nach ca. 8 h zu beobachten (Martin, 1997; Richter & Steuber, 2010).
Tetrahydropyrimidine wie das PYR treten als selektive Agonisten mit den nikotinergen
Acetylcholin (ACh)-Rezeptoren der Muskelzellen von Nematoden in Wechselwirkung,
wodurch, ausgelost durch die erhohte Permeabilitit fiir  Kationen, eine
Membrandepolarisation hervorgerufen wird, deren Folge die Muskelkontraktion und
spastische Paralyse ist. Dies resultiert in der Ausscheidung des Wurmes (Martin, 1997; Martin
& Robertson, 2007). Hohere Konzentrationen fithren zusitzlich zu einer Hemmung der ACh-
Esterase (Richter & Steuber, 2010).

Des Weiteren kommen bei der anthelminthischen Behandlung des Pferdes noch Isochinoline
(Praziquantel, zur Behandlung der Anoplocephaliden) und Salicylsdureanilide (Closantel, bei
der Leberegelbehandlung) zum Einsatz, auf die hier aber nicht ndher eingegangen wird, da sie
keine ausreichende Wirkung gegeniiber P. equorum zeigen (Deplazes et al., 2012b).

22



2.3 Anthelminthikaresistenz

2.3 Anthelminthikaresistenz

Die ersten Berichte iiber eine verringerte Wirksamkeit von Breitspektrumanthelminthika
traten ungefdhr 2 Jahre nach der Einfiihrung des Thiabendazols bei dem Schafnematoden
Haemonchus contortus (Conway, 1964; Drudge et al., 1964) und kurze Zeit spéter auch bei
den Cyathostominae auf (Drudge & Lyons, 1965). Seitdem mehren sich die Félle auch bei
anderen Wirkstoffklassen und anderen Nematodenarten fast iiberall dort, wo ein regelmifBiger
Anthelminthikaeinsatz erfolgt (Kaplan, 2004).

Haufige Griinde fiir die Selektion auf Resistenz sind der dauerhafte und héufige Einsatz nur
einer Wirkstoffklasse (sowohl mehrmals pro Jahr als auch seltener {iber mehrere Jahre) sowie
subtherapeutische Dosierungen bei der Anthelminthikaanwendung, da sie das Uberleben
(teil-)resistenter heterozygoter Individuen ermoglichen (Tritschler et al., 1986; Smith et al.,
1999). Letztere sind nicht nur auf eine fehlerhafte Verabreichung zuriickzufiihren, sondern
entstehen auch durch unterschiedliche Bioverfiigbarkeiten der Wirkstoffe bei den
verschiedenen Wirtstierarten. Uberraschenderweise scheinen abnehmende
Wirkstoffkonzentrationen  persistierender ~ Anthelminthika (z. B. MOX) nur eine
untergeordnete Rolle bei der Selektion von infektiosen Larven zu spielen (Dobson et al.,
1996). Entscheidend zur bestehenden Resistenzproblematik trigt zudem die breite
Anwendung von Generika mit z. T. verringerten anthelminthischen Potenzen bei (Jabbar et
al., 2006; Molento, 2007). Problematisch ist in diesem Zusammenhang auch die mangelnde
Verfiligbarkeit neuer Anthelminthika: Trotz einiger Entwicklungen in den letzten Jahren wie
den Cyclooctadepsipeptiden (Harder & von Samson-Himmelstjerna, 2002), den
Paraherquamiden (Zinser et al., 2002) und den Amino-Acetonitril-Derivaten (Kaminsky et al.,
2008) mangelt es seit Einflihrung der MLs an geeigneten neuen Anthelminthika mit anderen
Wirkmechanismen, die {liber ein dhnlich breites Wirkungsspektrum verfiigen und fiir Equiden
zugelassen sind. Der Riickgang in der Entwicklungsaktivitit liegt nicht zuletzt an der hohen
Wirksamkeit und der Wirkungsbreite der MLs, die entsprechende Forschungen nach anderen
Wirkstoftklassen zunichst nicht erforderlich erscheinen lieBen (McKellar & Jackson, 2004).
Neben den Anthelminthika-assoziierten Faktoren tragen auch die biologischen Eigenschaften
der Parasiten zu einer Resistenzentwicklung bei: So variiert die intrinsische Suszeptibilitit
bereits zwischen eng verwandten Arten (Geary & Moreno, 2012) und es liegt daher nahe, dass
Resistenzen zunichst bei Parasiten mit geringer intrinsischer Suszeptibilitit zu beobachten
sind (Reinemeyer, 2009). Des Weiteren wird die Ausbreitung von Resistenzen durch einen
direkten Lebenszyklus, eine kurze Generationszeit und eine hohe Fortpflanzungsfahigkeit
begiinstigt (De Graef et al., 2013a).

2.3.1 Definition und Formen

Anthelminthikaresistenz liegt vor, wenn ein groferer Anteil von Individuen -einer
Parasitenpopulation in der Lage ist, eine Dosis/Konzentration eines Wirkstoffes zu tolerieren,
als dies in einer normalen Population dieser Spezies der Fall ist und diese erworbene
Eigenschaft vererblich ist (Prichard et al., 1980). Sie macht sich in einer Verschiebung der
Dosis/Konzentrations-Wirkungskurve zugunsten hoherer Konzentrationen sowie einem
vermehrten Auftreten des resistenten Genotyps in der Population bemerkbar (Sangster, 1999).
Besteht die Unempfindlichkeit gegeniiber dem Wirkstoff bereits vor dem Erstkontakt, handelt
es sich um Toleranz, die von dem Begriff der Resistenz abzugrenzen ist (Coles, 2006).

Haufig bilden Parasiten Resistenzen nicht nur gegen einen Wirkstoff einer chemischen Klasse
aus, sondern zeigen diese auch gegeniiber allen anderen derselben Wirkstoftklasse, wobei es
Abstufungen in der Auspragung gibt (z. B. IVM vs. MOX). Man spricht in diesem Fall von
Nebenresistenz. Als Kreuzresistenz wird die Féahigkeit bezeichnet, durch das Erlangen der
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Resistenz gegeniiber einer chemischen Klasse ebenfalls eine Resistenz gegeniiber einer
anderen Wirkstoffklasse mit einem anderen Wirkmechanismus zu erhalten (Sangster, 1999).
Eine weitere Form ist die MDR, die sich gegen mehrere verschiedene Wirkstoffgruppen
gleichzeitig richtet, wobei sich die Resistenzen gegen die verschiedenen Klassen oft
nacheinander und unabhingig voneinander entwickeln (Prichard et al., 1980). Erste Falle von
MDR traten zu Beginn der 80er Jahre des vorigen Jahrhunderts auf und sind vor allem bei den
Schafnematoden (H. contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus colubriformis)
zu finden (Kaplan, 2004).

2.3.2 Molekulare und genetische Hintergriinde

Dem Auftreten von Anthelminthikaresistenz konnen spezifische und unspezifische
Mechanismen zugrunde liegen. Bei spezifischen Mechanismen ist das eigentliche
Wirkstoffziel betroffen. Sie beinhalten (1) Verdnderungen 1im Bereich der
Arzneimittelbindungsstelle, wodurch sich die Bindungseigenschaften oder die funktionalen
Folgen der Arzneimittelbindung verschlechtern sowie (2) die verstirkte oder verminderte
Expression des entsprechenden Zielgens (wurde bisher nicht mit ML-Resistenz in Verbindung
gebracht). Nichtspezifische Mechanismen verdndern dagegen die Konzentration des
Wirkstoffes an seinem Zielort durch (3) verdnderte Metabolisierung im Zielorganismus und
der damit einhergehenden Inaktivierung bzw. Entfernung des Wirkstoffes oder durch (4)
einen verstarkten zelluldren Effluxmechanismus (Wolstenholme et al., 2004; Prichard, 2007;
Wolstenholme & Kaplan, 2012). Insbesondere der letztgenannte Punkt birgt die Gefahr der
Ausbildung von MDR, da es sich hier um einen unspezifischen Resistenzmechanismus
handelt und die Substratspezifitét vieler Transporter sehr breit ist (Kerboeuf et al., 2003a). Die
Beeintriichtigung der empfindlichen Wiirmer und das Uberleben der resistenten Wiirmer nach
der anthelminthischen Behandlung erméglicht es Letzteren, die mit Resistenz assoziierten
Gene auf die nidchste Generation zu iibertragen. Dies fiihrt im Laufe mehrerer Generationen
unter dem Einfluss desselben Wirkstoffes zu einer Selektion fiir die entsprechenden Allele
und erhoht deren Anteil im Genpool der Gesamtpopulation (Sangster, 1999). Beglinstigend
fiir die fortschreitende Resistenzentwicklung ist eine hohe genetische Diversitit parasitischer
Nematoden (Nadler, 1987b; Blouin, 1998; Hoglund et al., 2004; Troell et al., 2006), die in
direktem Zusammenhang mit den meist sehr hohen Populationsgro3en und Mutationsraten
steht (Gilleard & Beech, 2007). Hierdurch erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass bestimmte
Resistenz-assoziierte Allele im Genpool vor dem Erstkontakt mit der betroffenen
Wirkstoftklasse bereits vorhanden sind, in Abhéngigkeit von etwaigen Fitnessnachteilen aber
hdufig nur in einer geringen Frequenz vorliegen (Wolstenholme et al., 2004). Alternativ kann
die Mutation unmittelbar vor bzw. wihrend des Anthelminthikaeinsatzes entstehen. In diesem
Fall ist ihr Vorkommen zu diesem Zeitpunkt ebenfalls noch sehr gering. Des Weiteren besteht
die Theorie, dass entsprechende Mutationen regelméfig wiederkehren. Hier ist das Resistenz-
verursachende Allel jeweils vor einem anderen genetischen Hintergrund zu finden und weist
eine individuelle Zusammensetzung an assoziierten Markern auf (Gilleard & Beech, 2007).
Ein weiterer Faktor, der an der Verbreitung seltener Allele beteiligt ist, ist der Austausch
genetischen Materials zwischen den Populationen z. B. durch Tierbewegungen (Blouin et al.,
1995). Der Ursprung der Allele hat neben der praktischen Relevanz wie z.B. den
entsprechenden Quarantanemafnahmen auch einen Einfluss auf die Entwicklung und den
Einsatz molekularer diagnostischer Assays sofern entsprechende Marker verfiigbar sind
(Gilleard & Beech, 2007). Im Gegensatz zu H. contortus zeigten Untersuchungen
verschiedener P. equorum-Populationen mit Hilfe der Amplified Fragment Length
Polymorphism-Analyse eine nur schwach ausgepridgte genetische Vielfalt und ergaben in
Hinblick auf die geographische Verteilung kein einheitliches genetisches Muster. Es wird
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vermutet, dass hierfiir eine geringe Neigung zu Mutationen und/oder der starke Tierverkehr
verantwortlich sind (Tydén et al., 2013); Eigenschaften, die auch fiir andere Askariden
beschrieben wurden (Nejsum et al., 2005).

Mit welcher Geschwindigkeit sich die Anthelminthikaresistenz in einer Population ausbreitet,
ist von verschiedenen Faktoren abhéngig. Begiinstigend wirkt beispielsweise ein monogener
Ursprung sowie eine dominante Vererbung (Geary et al., 1999; De Graef et al., 2013a). Um
welchen Erbgang es sich jeweils handelt, kann sich von Spezies zu Spezies auch innerhalb
derselben Wirkstoftklasse unterscheiden (Gill & Lacey, 1998; Le Jambre et al., 2000).

2.3.3 Resistenzen gegeniiber makrozyklischen Laktonen

Resistenzen gegeniiber [IVM wurden als erstes Ende der 80er bzw. Anfang der 90er Jahre des
vorigen Jahrhunderts in Siidafrika, Brasilien und den USA bei H. contortus beobachtet: Zur
gleichen Zeit zeigte sich, dass sowohl bei parasitischen als auch bei freilebenden Nematoden
eine experimentelle IVM-Selektion moglich war (Prichard, 1994). Auf die Einfithrung des
MOX im Jahr 1991 folgten ebenfalls nach nur 4 Jahren die ersten Berichte iiber resistente
Stimme (James et al., 2009). Vergleichende Studien zwischen IVM und MOX zeigten, dass
Resistenzen gegeniiber AVMs bereits weit verbreitet sind und ihr Auftreten stetig zunimmt,
wiahrend Resistenzen gegeniiber MOX weniger weit verbreitet sind (Prichard et al., 2012).
Dies und die Erkenntnisse vergleichender Selektionsversuche fiihren zu der Annahme, dass
die Resistenzentwicklung gegeniiber AVMs und Milbemycinen zwar auf gleichen
Mechanismen beruhen kann, eine multigenetische Genese aber nicht ausgeschlossen werden
darf (Prichard et al., 2012). Deren Ursprung wird in dem FEinsatz subtherapeutischer
Dosierungen gesehen. Dagegen ist die schnelle Selektion bei therapeutischen Konzentrationen
eher auf ein einzelnes Gen zuriickzufiihren (Gilleard, 2006). Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang auch die Tatsache, dass die Selektion auf IVM-Resistenz bei H. contortus
unter Laborbedingungen nach nur drei Generationen erfolgen kann (Coles et al., 2005), was
die Schlussfolgerung zuldsst, dass zumindest bei diesem Parasiten bereits in [VM-naiven
Populationen ein gewisser Anteil an Resistenzallelen vorhanden sein muss.

Bei der ML-Resistenz von H. contortus handelt es sich um einen autosomal-dominanten
Erbgang, wobei die Expression geschlechtlich beeinflusst ist, da heterozygote Weibchen eine
hohere Widerstandsfahigkeit aufweisen als heterozygote Mannchen (Le Jambre et al., 2000).
Neben der rasanten Ausbreitung der ML-Resistenz bieten auch Hinweise auf eine mit dieser
einhergehende Zunahme der Pathogenitit bei Cooperia oncophora Anlass zur Besorgnis
(Coles et al., 2001).

2.3.3.1 Resistenzen gegeniiber makrozyklischen Laktonen bei P. equorum

Im Gegensatz zu den kleinen Strongyliden ist das Vorkommen ML-resistenter Spulwiirmer
beim Pferd bereits von klinischer Bedeutung, da es trotz entsprechender Behandlungen mit
MLs zu Todesféillen infolge der P.equorum-Infektion gekommen ist (von Samson-
Himmelstjerna et al., 2011; Wolstenholme & Kaplan, 2012).

Ein wesentlicher Aspekt, der bei der Resistenzentwicklung von P. equorum mitspielt, liegt in
seiner Eigenschaft als dosislimitierender Parasit bei der Anwendung zahlreicher
Anthelminthika (Reinemeyer, 2012; von Samson-Himmelstjerna, 2012), was sich in der
jeweiligen Wirksamkeit gegeniiber den intestinalen Stadien bemerkbar macht (DiPietro et al.,
1987; French et al., 1988). Der fiir einen Wirkstoff dosislimitierende Parasit wird wahrend der
Dosisfindungsstudie bestimmt. Es handelt sich hierbei um die Spezies, bei der die empfohlene
Dosierung des Wirkstoffes eine 90 %ige Wirksamkeit aufweist. Waihrend geringere
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Dosierungen bei anderen Spezies aber weiterhin eine ausreichende Wirksamkeit zeigen
(=90 %), fiihren diese bei dem dosislimitierenden Parasiten zu einer Wirksamkeit von < 90 %
(VICH-Steering-Committee, 2000). Aus diesem Grund ist der Spielraum zwischen der
wirksamen und der empfohlenen Dosierung bei P. equorum niedriger, welches die
Entwicklung von Resistenzen erleichtert (Reinemeyer, 2009). Zu einer schnellen Verbreitung
ML-resistenter P. equorum-Populationen trigt auBlerdem der starke Tierverkehr in der
Pferdehaltung zwischen den Tierbestinden sowohl innerhalb eines Landes als auch auf
internationaler Ebene bei (Reinemeyer, 2009). Dies ist abgesehen von Behandlungsfehlern
bzw. einseitiger Anthelminthikaanwendung sicherlich ebenfalls ein Grund fiir das gehéufte
Auftreten resistenter Populationen in den letzten Jahren (Abbildung 4; Tabelle 1). Als
weiterer Grund fiir Resistenzen bei P.equorum wird auch eine hdufige Entwurmung
angesehen (von Samson-Himmelstjerna, 2012).

Neben Resistenzen gegeniiber MLs allein gibt es auBBerdem Berichte iiber MDR-Fille bei
P. equorum-Isolaten mit Resistenzen gegeniiber MLs und PYR (Craig et al., 2007; Lyons et
al., 2008; Cirak et al., 2010; Lyons et al., 2011). Berichte von BZ-Resistenzen bei P. equorum
bestehen derzeit noch nicht, wobei der FECRT zweier Studien zu sehr schwankenden
Ergebnissen hinsichtlich der Wirksamkeit fiihrte (Lyons et al., 2008; Lyons et al., 2011).

}

Abbildung 4: Darstellung der globalen Verteilung verdffentlichter Félle von
Parascaris equorum-Populationen mit Resistenzen gegeniiber makrozyklischen Laktonen
(rot); Referenzen siche Tabelle 1 (Weltkarte in Anlehnung an
http://horizont3000.org/image/karte/weltkarte gry.gif)

26



2.3 Anthelminthikaresistenz

Tabelle 1: Chronologische Darstellung verdffentlichter Félle von Parascaris equorum-
Populationen mit Resistenzen gegeniiber makrozyklischen Laktonen; angegeben ist das
Erscheinungsjahr des Artikels

Vorkommen Erscheinungsjahr Referenz
Niederlande 2002 Boersema et al.
Kanada 2003 Hearn & Peregrine
Kentucky 2006 Lyons et al.

UK 2006 Stoneham & Coles
Texas 2007 Craig et al.
Deutschland 2007 von Samson-Himmelstjerna et al.
Dénemark 2007 Schougaard & Nielsen
Kanada 2007 Slocombe et al.
Niederlande 2007 van Doorn et al.
Schweden 2008 Lindgren et al.
Brasilien 2008 Molento et al.
Niederlande/UK* 2008 Peaty; Traill
Kentucky 2008 Lyons et al.

[talien 2009 Veronesi et al.
Schweden 2009 Lind & Christensson
[talien 2010 Veronesi et al.
Tiirkei 2010 Cirak et al.

Finnland 2011 Nareaho et al.

Polen 2011 Basiaga & Kornas
Frankreich 2012 Laugier et al.
Neuseeland 2013 Bishop et al.

* Behandlungsversagen bei einem 4 Jahre alten Einzeltier nach Import aus den Niederlanden;
drei weitere Tiere konnten erfolgreich mit MOX behandelt werden

2.3.3.2 Resistenzmechanismen

In den letzten Jahren gab es zahlreiche Bemiihungen in verschiedene Richtungen, die
Resistenzmechanismen gegeniiber den MLs zu ermitteln. Hierzu gehoren Arbeiten zur
Transportaktivitét spezieller transmembranérer Proteine, zu Verdnderungen in den GluCls als
Zielstrukturen der MLs sowie zu Verdnderungen der B-Tubuline. Daher verwundert es nicht,
dass auch ein multigenetischer Ursprung diskutiert wird, der sich langsam und iiber mehrere
Generationen hinweg entwickelt und in Abhéngigkeit von den jeweiligen
Umweltbedingungen zwischen den Arten und Isolaten variieren kann (Wolstenholme et al.,
2004). Auch das Vorliegen verschiedener Ursachen innerhalb einer Spezies kann nicht
ausgeschlossen werden (Gill & Lacey, 1998). Nichtsdestotrotz kommt der endgiiltigen
Anthelminthikakonzentration, die im Parasiten aktiv werden kann, eine entscheidende
Bedeutung zu und die Entwicklung der MDR beruht auf dem aktiven Transport der
Wirkstoffe aus der Zelle. Die an diesem Vorgang beteiligten Transporter weisen im
Allgemeinen eine breite Spezifitit fiir chemisch nicht miteinander verwandte Molekiile auf
(Higgins, 2007).
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2.3.3.2.1 P-Glykoproteine

Beobachtungen an Colchicin-selektierten Zellen, die eine verdnderte Permeabilitidt der
Zellmembran gegeniiber verschiedenen amphiphilen Stoffen aufwiesen, fiihrten zu der
Entdeckung eines Glykoproteins, dessen Anwesenheit sich zundchst nicht bei Zellen des
Wildtyps nachweisen lie. Es wurde aufgrund seiner Eigenschaft in der Beeinflussung der
Permeabilitét der Zellmembran als Pgp bezeichnet (Juliano & Ling, 1976). In der Folgezeit
konzentrierten sich die Untersuchungen hauptsdchlich auf seine Beteiligung an der
Ausbildung von MDR in Krebszellen gegeniiber Chemotherapeutika (Kartner et al., 1983;
Gottesman & Ling, 2006). Mehr durch Zufall wurde ihre Bedeutung fiir die Bioverfiigbarkeit
und Toxikologie des IVM entdeckt: Nach einer antiparasitdren Routinebehandlung Pgp-
defizienter Miuse (mdrla™) mit IVM kam es zu Intoxikationen und Todesfillen der
homozygoten Méuse, welche auf eine stark erhohte [IVM-Konzentration und Aktivierung der
GABA-Rezeptoren im Gehirn der betroffenen Tiere zuriickzufiihren waren (Schinkel et al.,
1994). Ahnliche Beobachtungen wurden kurze Zeit spiter auch bei Subpopulationen von
CF1-Maiusen (Kwei et al., 1999) und Collies (Mealey et al., 2001) gemacht; letztere besitzen,
wie sich herausstellte, eine Mutation im Pgp-Gen. Weitere Untersuchungen des menschlichen
Pgp zeigten, dass IVM neben seiner Eigenschaft als Substrat auch ein Inhibitor ist (Didier &
Loor, 1996; Pouliot et al., 1997).

Bei den Pgps handelt es sich um ca. 170 kDa grof3e integrale Membranproteine, die der ABC-
Transporter Superfamilie angehdren. Sie bestehen aus zwei dhnlich aufgebauten Hilften, die
durch eine Linker-Region miteinander verbunden sind (Abbildung 5). Jede dieser Hélften
besitzt sechs stark hydrophobe Transmembranhelices (TMH) mit den Substratbindungsstellen
als  Grundlage des  Transportweges und eine  intrazellulire,  hydrophile
Nukleotidbindungsdoméne (NBD) (Acc. No.: cl17201). Diese ist mit zahlreichen fiir
ATPasen und/oder ABC-Transporter-typischen = Motiven  ausgestattet, die die
Energieversorgung des Transportvorganges gewdhrleisten und somit den Substrattransport
durch die Membran auch entgegen hoher Konzentrationsgradienten ermdglichen (Zhou,
2008). Im basalen Zustand befinden sich die NBDs in einer gedffneten Dimerkonfiguration
und haben eine geringe Affinitdt fiir ATP, wihrend die Substratbindungsstellen in einem
hochaffinen Zustand im Bereich des inneren Blattes der Zellmembran liegen. Durch die
Assoziation des Substrates mit den TMHs erhoht sich die Affinitdt der NBDs fir ATP;
gleichzeitig verringert sich die Aktivierungsenergie, die fiir die Bildung eines geschlossenen
NBD-Dimers notwendig ist (Higgins & Linton, 2004). Fiir den weiteren Transportvorgang ist
die Bindung zweier ATP-Molekiile im NBD-Dimer erforderlich, die sich hier sandwichartig
einfiigen (Hollenstein et al., 2007). Die Bildung des geschlossenen NBD-Dimers bewirkt
weitreichende Konformationsdnderungen der TMHs, sodass die Substratbindungsstelle dem
Extrazellulirraum bzw. dem &dufleren Blatt der Zellmembran présentiert wird und die
Bindungsaffinitit gegeniiber dem Substrat verringert wird. Dies ermoglicht die Abgabe des
Substrats (Higgins & Linton, 2004; Aller et al., 2009; Seeger & van Veen, 2009). Die
anschlieBende ATP-Hydrolyse und Freisetzung von P; versetzt den Transporter wieder in
seinen basalen Zustand, indem das im Rahmen der ATP-Bindung geschlossene NBD-Dimer
destabilisiert wird und schlieBlich wieder in die gedffnete Konformation iibergeht (Aller et al.,
2009). Neben dem hier beschriebenen ATP-Switch Model, das die Dimerisierung der NBDs
als das auslosende Moment ansieht (Higgins & Linton, 2004), gibt es noch weitere Modelle,
die den Ablauf des Pgp-vermittelten Transports beschreiben. Haufig wird auch das Occlusion-
induced Switch Model vorgestellt (Seeger & van Veen, 2009). Hierbei beeinflussen sich die
Bindungen von Substrat und ATP nicht gegenseitig und erst die ATP-Hydrolyse flihrt zu
Konformationsédnderungen, die die Substratfreisetzungen ermoglichen (Ambudkar et al.,
2006). Ob die Hydrolyse beider ATPs fiir den erfolgreichen Ablauf des Substrattransportes
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erforderlich ist oder der Verbrauch eines Molekiils ausreichend ist, hingt von dem jeweiligen
Modell ab (Seeger & van Veen, 2009).

Abbildung 5: Schematische Darstellung der P-Glykoprotein-Sekundarstruktur; das Pgp
besteht aus zwei Hélften, jede ihrerseits aus sechs Transmembranhelices (dunkelblau) und
einer Nukleotidbindungsdoméne (rot). Die erste extrazelluldre Schleife ist N-glykosyliert; N
kennzeichnet das amino-terminale Ende, C den carboxy-terminalen Rest des Proteins.

AuBler bei Sdugern wurde das Auftreten von ABC-Transportern und ihre Beteiligung am
Resistenzgeschehen auch bei Bakterien, Pilzen, Hefen und Parasiten beschrieben (Jones &
George, 2005). Wihrend sie bei Bakterien am Im- und Export von Molekiilen beteiligt sind,
vermitteln sie bei Eukaryonten ausschlieBlich den unidirektionalen, ATP-abhidngigen
Transport aus der Zelle (Seeger & van Veen, 2009). Abgesehen von den Zellen der BHS
werden Pgps bei Sdugern auBerdem besonders an der apikalen Oberfliche der Enterozyten,
Hepatozyten sowie Zellen der Niere und Nebenniere exprimiert und gewéhrleisten somit den
IVM-Transport aus den Zellen in die Organlumina (Zhou, 2008). Die Expressionsorte bei
Nematoden sind derweil nur fiir C. elegans eindeutig geklirt: Es handelt sich vorrangig um
Zellen des Darms, aber auch um die H-Zelle sowie um Zellen des Pharynx, des
Nervensystems und der chemosensorischen Strukturen (AWA-Neuronen der Amphiden) am
Vorderende und um Zellen am Hinterende der minnlichen Tiere (Zhao et al., 2004; Nunes et
al., 2005). Fiir H. contortus wurde aullerdem die Pgp-Expression auf der Eischale und der
Kutikula larvaler Stadien nachgewiesen (Riou et al., 2005).

Die Pgps von Saugetieren werden durch eine kleine Genfamilie mit zwei Isoformen beim
Menschen (MDRI1/ABCBI und MDR2/ABCB4) bzw. drei bei der Maus (mdrla/Abcbla,
mdr1b/Abcb1b und mdr2/Abcb4) repriasentiert. Die beiden Isoformen des Menschen sind aus
einer Genduplikation hervorgegangen und stimmen in ihrer Aminosduresequenz zu 78 %
tiberein. Widhrend die Isoformen der Klasse 1 fiir den Transport von Wirkstoffen
verantwortlich gemacht werden, exportieren die der Klasse 2 Phosphatidylcholin in die Galle,
weswegen sie im allgemeinen Sprachgebrauch nicht als Pgps bezeichnet werden (Sharom,
2006). Im Gegensatz zu den Sdugern besitzen Nematoden eine Vielzahl von Pgps. So konnten
bei C. elegans 14 Pgp-Homologe sowie ein Pseudogen identifiziert werden. Diese sind auf
fiinf Chromosomen verteilt. Fiir Caenorhabditis briggsae liegen die Sequenzen von 13 Pgps
in den Datenbanken vor, wihrend bei H. contortus zehn Pgp-Gene im Genom identifiziert
wurden (Laing et al, 2013). Des Weiteren wurden homologe Sequenzen fiir
Onchocerca volvulus (Huang & Prichard, 1999), kleine Strongyliden (Drogemuller et al.,
2004), O. ostertagi (Pachnicke, 2009), C. oncophora (De Graef et al., 2013b), Brugia malayi
(Ardelli et al., 2010), Dirofilaria immitis (Bourguinat et al., 2011c), T. circumcincta (Dicker
et al., 2011) und A. suum (Ardelli, 2013) beschrieben. Die Ursache fiir die Vielfalt der Pgp-
exprimierenden  Strukturen und deren verhéltnismdig hohe Anzahl bei einem
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vergleichsweise kleinen Genom, wird in ihrer Schutzfunktion gegeniiber Toxinen der Umwelt
gesehen, denen die Nematoden entgegentreten miissen (Broeks et al., 1995; Broeks et al.,
1996). Des Weiteren wird die Beteiligung an der Aufrechterhaltung der Homdostase
diskutiert. Da die Zellen der Helminthen im Vergleich zu denen ihres Wirtes hypoosmotisch
sind, konnten Pgps an der Regulierung der Osmolalitdt beteiligt sein (Sangster, 1994).
Substrate sind verschiedene endogene und exogene Substanzen, u.a. auch Arzneimittel
(Gottesman & Pastan, 1993), deren effektive Konzentration durch den Pgp-vermittelten
Transport am eigentlichen Zielort verringert wird. Durch ihre hohe Substratvariabilitét
werden die Pgps zu den nichtspezifischen Resistenzmechanismen gezéhlt, die auch an der
Ausbildung von MDR beteiligt sein konnen. Die meisten Substrate sind pflanzlichen,
bakteriellen oder mykotischen Ursprungs, planar, lipophil oder amphiphil und meist schwache
Basen. Die GroBe kann zwischen 330 und 4000 Da schwanken (Higgins, 2007; Aller et al.,
2009). Gemeinsam ist allen Pgp-Substraten die rdumliche Trennung ihrer hydrophilen und
hydrophoben Reste (Srivalli & Lakshmi, 2012), ein Umstand, der bei der Substratbindung
eine wichtige Rolle spielt (siehe Kapitel 4.3.1). Neben chemischen Substanzen induziert auch
physikalischer Stress, Rontgen und UV-Strahlung sowie Hitzeeinwirkung die Pgp-
Expression. Diese Noxen fithren zu zelluldren Schéden, die wiederum als eine der ersten
Reaktionen die Pgp-Transkription zur Folge haben (Zhou, 2008). MLs sind aufgrund ihrer
Lipophilie sehr gute Substrate mit einer hohen Bindungsaffinitét fiir die Pgps. Dies wurde bei
Untersuchungen von Sdugerzellen festgestellt (Lespine et al.,, 2007). AuBlerdem lésst die
GroBe der Molekiile zahlreiche potenzielle Bindungsstellen zu (Lespine et al., 2012).
Allerdings gibt es auch innerhalb der Gruppe der MLs Abstufungen hinsichtlich der
Substrateigenschaften: Wiahrend diese flir die meisten AVMs gut ist, wird MOX nur in
geringem Umfang durch Pgps transportiert (Kiki-Mvouaka et al., 2010). Ahnliche
Beobachtungen wurden auch fiir die mit dem Transport einhergehende Pgp-Inhibition durch
MLs gemacht. Auch hier erwies sich IVM als ein starker kompetitiver Inhibitor des
Transports der fluoreszierenden Pgp-Substrate Rhodamin 123 und Daunorubicin (Didier &
Loor, 1996), wihrend MOX kaum hemmende Eigenschaften aufwies (Lespine et al., 2007).
Diese Ergebnisse beruhen jedoch nur auf Untersuchungen an Sidugerzellen und die
Ubertragbarkeit auf die Pgps der Nematoden ist fragwiirdig, zumal der Rhodamin 123-Efflux
im Nematodenmodell durch MLs aktiviert wird (Kerboeuf & Guégnard, 2011). Neben den
MLs selbst verfiigen auch Verapamil (VPL), Imidazolderivate, Quercetin, Loperamid,
Ketoconazol, Itraconalzol u. a. Substanzen iiber die Fahigkeit, die Bioverfiigbarkeit von Pgp-
Substraten zu erhdhen (Lespine et al., 2008) (siche Kapitel 4.4). Die klinische Anwendung
dieser Substanzen in Kombination mit beispielsweise VM ist aber umstritten, da zu
befiirchten ist, dass neben der Hemmung der Transportproteine des Parasiten auch die des
Wirtes beeinflusst werden. Zusétzlich erschwert ihre verhéltnisméBig kurze Halbwertszeit im
Plasma den Einsatz (Lespine et al., 2012).

Im Gegensatz zu den Pgps der Sauger ist deren Charakterisierung bei den Nematoden (noch)
nicht so weit fortgeschritten; ein Umstand der sicherlich auch auf der hohen Anzahl von Pgps
im Nematodengenom beruht. So konnte der direkte Nachweis fiir den Transport von MLs
durch Pgps bisher nicht erbracht werden (von Samson-Himmelstjerna & Blackhall, 2005;
Lespine et al., 2012).

Eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber MLs kann auf verschiedenen Wegen durch Pgps
hervorgerufen werden: Einerseits kann ein Anstieg in der Pgp-Expression die Suszeptibilitét
beeinflussen, andererseits ist auch eine verdnderte Affinitit gegeniiber den Substraten, d. h.
den MLs, denkbar bzw. das gleichzeitige Auftreten beider Mechanismen (Wolstenholme et
al., 2004). Der erste Nachweis fiir eine erhohte Pgp-Expression nach IVM-Selektion wurde
fiir das pgpA (entspricht Pgp-2) bei H. contortus erbracht (Xu et al., 1998). Zahlreiche weitere
Untersuchungen fiir diesen und andere Nematoden folgten (Lespine et al., 2012). Zu
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unterscheiden ist hierbei die konstitutive Uberexpression, die wahrscheinlich aus Mutationen
in den regulatorischen Sequenzen der Pgps (Promotor-Region, Intron) resultiert, von der
induzierbaren Uberexpression, deren Hintergrund bisher nicht eindeutig geklirt ist (Prichard,
2008).

Mutationen der Pgps, die zu qualitativen Verdnderungen fiihren und somit moglicherweise die
Transporteigenschaften beeinflussen, konnten fiir das menschliche Pgp identifiziert werden
(Hoffmeyer et al., 2000; Sauna et al., 2007; Fung & Gottesman, 2009). Diese befinden sich
vorwiegend im Bereich der TMHs und kdnnten somit die Substratspezifitdt beeinflussen
(Sangster, 1994). Ahnliche Hinweise gibt es auch fiir einige Filarien- und
Trichostronglidenspezies, die mit Erlangen einer Resistenz gegeniiber IVM das Auftreten
spezifischer Allele bzw. eine verringerte Allelvariation zeigten (Blackhall et al., 1998a;
Ardelli & Prichard, 2004; Ardelli et al., 2005; Eng & Prichard, 2005; Ardelli et al., 2006b;
Bourguinat et al., 2011b; Dicker et al., 2011).

Das C. elegans Genom enthilt insgesamt 60 ABC-Transportergene, die einen Anteil von
0,3 % an der Gesamtzahl der Gene ausmachen (Sheps et al., 2004). Ein Grof3teil dieser
Proteine ist wahrscheinlich an dem spezifischen Transport endogener Metaboliten beteiligt.
Neben den Pgps werden bei Nematoden aullerdem Homologe der Multidrug Resistance
Proteine (MRPs) sowie der Half-Transporter fir den Efflux von Fremdstoffen verantwortlich
gemacht (Borst et al., 1999; Bates et al., 2001). Bei Sdugetieren findet sich auBBerdem das
Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) (Doyle & Ross, 2003). Die Affinitit dieser
Transporter fiir [IVM ist allerdings, zumindest bei den Sdugern, schwicher als die der Pgps.
Trotz eines stark konservierten Aufbaus zeigten phylogenetische Untersuchungen eine
unabhingige Entstehungsweise dieser einzelnen Unterfamilien (Sheps et al., 2004).

2.3.3.2.2 Glutamat-gesteuerte Chloridionenkanéle

Unterschiedliche Beobachtungen wurden hinsichtlich der Beteiligung der GluCls bei
Resistenzen gegeniiber MLs gemacht. An Membranpriparationen von IVM-suszeptiblen und
-selektierten H. contortus Stdmmen konnten zunichst keine Unterschiede in der IVM-
Bindungsaffinitdt, die auf eine Verdnderung der Bindungsstelle schlieBen lassen, festgestellt
werden (Rohrer et al., 1994).

Dass ein Zusammenhang zwischen GluCls und IVM-Resistenz nicht auszuschlieen ist,
ergaben Untersuchungen an C. elegans: Das gleichzeitige Vorkommen von Null-Mutationen
in drei unterschiedlichen GluCl-a-Untereinheiten, avr-15 (GluClo?2), avr-14 (GluClo3) und
glc-1 (GluClol) fiihrte zu einer stark ausgebildeten Resistenz. Interessanterweise konnte
dieser Effekt nicht durch die Verdnderung von nur zwei Genen erzielt werden (Dent et al.,
2000). Bei parasitischen Nematoden lie3 der Vergleich eines Gens, das fiir die a-Untereinheit
des GluCls bei H. contortus kodiert, auf das Auftreten eines resistenzassoziierten Allels
schlieBen (Blackhall et al., 1998b). Ein &hnliches Ergebnis ergab die Untersuchung
entsprechender Gene bei C. oncophora, wihrend die B-Untereinheit des GluCl keine
resistenzassoziierten Unterschiede aufwies (Njue & Prichard, 2004). Die Expression der
GluCla-Untereinheiten resistenter und sensibler Cooperia-Isolate in Xenopus laevis Oozyten
filhrte zu einem moderaten aber signifikanten Verlust der ML-Suszeptibilitit, der auf eine
Aminosauresubstitution (Leu256Phe) zurlickgefiihrt wurde (Njue et al., 2004). Allerdings
blieb der Nachweis dieses resistenzassoziierten Aminosdureaustausches bei anderen
Feldisolaten bisher aus, wie erst kiirzlich die Untersuchung mehrerer 7. circumcincta-Stimme
unterschiedlicher Suszeptibilitit gegeniiber IVM, BZs und LEV zeigte und auch zuvor bei
Untersuchungen von Labor- und Feldisolaten von C. oncophora, Ostertagia ostertagi und
H. contortus ermittelt wurde (El-Abdellati et al., 2011; Williamson et al., 2011; Martinez-
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Valladares et al., 2012). Neben den GluCls wurde auch die Beteiligung der GABA-
gesteuerten Cl'-Kanéle an der ML-Resistenz untersucht (Blackhall et al., 2003).

2.3.3.2.3 B-Tubuline

Fir H. contortus und O. volvulus wurde aullerdem eine Verdnderung in der Frequenz
bestimmter PB-Tubulin-Allele unter IVM-Selektion festgestellt (Eng et al., 2006). Bei
H. contortus zeigte sich ein Zusammenhang zwischen ML-Resistenz und dem Auftreten
dreier Codons, die bisher mit BZ-Resistenz in Verbindung gebracht wurden (sieche Kapitel
2.3.4). Eine entsprechende Assoziation wére insofern von Bedeutung, als dass dies auf die
Ausbildung einer MDR hinweist und daher Auswirkungen auf das Behandlungsregime hitte,
dem héufig die Rotation oder Kombination dieser beiden Wirkstoffklassen zugrunde liegt (de
Lourdes Mottier & Prichard, 2008). Ob diese oder mit ihnen assoziierte Verdnderungen der f3-
Tubulingene tatsdchlich in Zusammenhang mit der Ausbildung der IVM-Resistenz stehen
oder nur mit anderen Verdnderungen der Gene verbunden sind, bedarf weiterer
Untersuchungen (Prichard & Roulet, 2007). Vergleichende Untersuchungen von Neuronen
I[VM-resistenter und -suszeptibler H. contortus-Isolate deuten darauf hin. Neuronen, die in
Kanidlen (Amphiden) am Vorderende in unmittelbarer Ndhe des Pharynx lokalisiert sind und
mit der Umwelt in Kontakt stehen, wiesen in elektronenmikroskopischen Aufnahmen u. a.
den Verlust von Mikrotubuli auf. Die Autoren vermuten, dass diese chemo- und
thermosensiblen Strukturen auch einen entscheidenden Faktor beim Eintritt der MLs in den
Organismus spielen (Freeman et al., 2003).

2.3.4 Resistenzen gegeniiber anderen Wirkstoffklassen

Fiir die BZ-Resistenz von H. contortus konnte gezeigt werden, dass diese mit einer
verminderten Bindungsaffinitit der BZs fiir das B-Tubulin einhergeht (Lubega & Prichard,
1991; Russell & Lacey, 1992). Hierfiir werden Einzelnukleotidpolymorphismen (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNPs) im Bereich des Codons 200 (Phe200Tyr), Codons 198
(Glul98Ala) und Codons 167 (Phel67Tyr bzw. Phel67His) verantwortlich gemacht (von
Samson-Himmelstjerna et al., 2007a). Das Auftreten der einzelnen Aminosduresubstitutionen
variiert zwischen den Spezies aber auch zwischen den Populationen derselben Spezies (von
Samson-Himmelstjerna et al., 2007a; Beech et al., 2011). Von besonderem Interesse konnte
der Austausch an Position 200 sein, da der resistente Genotyp bestimmter Nematodenspezies
dem Genotyp des entsprechenden Homologs von Sédugetieren entspricht. Es erscheint daher
schwer vorstellbar, dass BZs an dieser Position an die B-Tubuline der Nematoden binden,
gleichzeitig aber nicht an die des Wirtes und hier keine Wirkung entfalten; eine Uberlegung,
die fiir die Beteiligung des Codons 200 an der BZ-Resistenzentwicklung spricht (Prichard,
2008). Neben Verdnderungen des B-Tubulin Isotyps-1 wurde mit dem Erlangen der BZ-
Resistenz auch ein Verlust des Isotyps-2 in Verbindung gebracht (Kwa et al., 1993), wobei
dieser Mechanismus in nachfolgenden Untersuchungen weiterer resistenter H. contortus-
Populationen nicht bestétigt werden konnte (Beech et al., 1994).

Dartiber hinaus gibt es Untersuchungen, die auf einen Zusammenhang zwischen Pgps und der
Ausbildung von BZ-Resistenz schlieBen lassen (Nare et al., 1994; Gilleard, 2006; Blackhall et
al., 2008; Pachnicke, 2009). Auch der chemische Aufbau der BZs zeigt Strukturen, wie diese
bei anderen Pgp-Substraten zu finden sind (Kerboeuf et al., 2003a).

Die molekularen Resistenzmechanismen gegeniiber den cholinergen Anthelminthika, wie
dem PYR und LEV sind noch nicht eindeutig gekldrt. Untersuchungen lassen aber einen
polygenen Hintergrund vermuten (Prichard, 2007). Fiir C. elegans konnten fiinf Gene (unc-
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29, -38 und -63 sowie lev-1 und -8) identifiziert werden, die flir Untereinheiten des LEV-
sensitiven ~ACh-Rezeptors kodieren. Es zeigte sich, dass Nullmutationen der
Rezeptoruntereinheiten mit LEV-Resistenz einhergehen (Martin & Robertson, 2007). Bei
Trichostrongyliden konnten Orthologe fiir alle Gene mit Ausnahme von /ev-8 zugeordnet
werden; zudem wurde die Vielfalt der Untereinheiten bei diesen Spezies deutlich. Auch hier
fiihrte der Funktionsverlust einer Untereinheit, der durch Deletionen innerhalb des unc-63
Gens hervorgerufen wird, zu LEV-Resistenz (Neveu et al., 2010). Fiir ein 3fach resistentes
Feldisolat (ML, LEV, BZ) von H. contortus wurde aullerdem ein starker Anstieg in der
Expression des verkiirzten Transkripts einer weiteren nicotinergen ACh-Rezeptoruntereinheit
(acr-8b) festgestellt (Williamson et al., 2011); diese Splicing-Variante wurde auch schon
frither mit LEV-Resistenz in Verbindung gebracht (Fauvin et al., 2010). Die Analyse der
Expressionsrate orthologer Gene von Ancylostoma caninum-Isolaten mit unterschiedlicher
PYR-Resistenz fiihrte zu einer Korrelation zwischen der verminderten Expression der fiir die
ACh-Rezeptoruntereinheiten kodierenden Gene (unc-29, -28 und -63) und dem PYR-
Resistenzstatus (Kopp et al., 2009).

2.3.5 Resistenzdiagnostik

2.3.5.1 In vivo-Testverfahren

Bei der klinischen Diagnose von Anthelminthikaresistenz kommt der FECRT als einziger
Test, der auch im Feld fiir alle Anthelminthikaklassen verfligbar ist, zum Einsatz. Hierbei
wird bei einer Tiergruppe der mittlere Epg vor und nach der Behandlung bestimmt und
miteinander verglichen. Aufgrund einer meist geringen Bestandsgroe und eines héufig
niedrigen Epg bei adulten Tieren, wird bei Pferden eine modifizierte Form der
Eizahlreduktion angewendet, bei der jedes Pferd als seine eigene Kontrolle angesehen wird.
Die gewdhlte Detektionsmethode fiir das Epg sollte eine Sensitivitidt von <5 aufweisen. Die
Eizahlreduktion kann dann fiir jedes Einzeltier nach folgender Formel ermittelt werden, wobei
die mittlere Eizahlreduktion flir den gesamten Bestand erst im Anschluss bestimmt wird
(Kaplan, 2011):

Eizahlredukti %) =100 [1 (Epg (nachBehandlung))]
trahiredultion (%) =100x Epg (vor Behandlung)

Der Beprobungszeitpunkt vor bzw. nach der Behandlung ist abhingig vom eingesetzten
Anthelminthikum. Um eine Vorselektion zu vermeiden, sollte im Falle der MLs die Wurmkur
vor dem ersten FEC mindestens 10-12 Wochen zurilickliegen, wihrend die zweite
Eizahlbestimmung 14-17 Tage nach der eigentlichen Behandlung durchgefiihrt wird.
Entsprechend der von der ,World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP) herausgegebenen Definition liegt Anthelminthikaresistenz bei
Nematoden der kleinen Wiederkéuer bei einer prozentualen Eizahlreduktion von <95 % und
einem Wert von <90 % fiir die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls vor. Wird
lediglich eines der beiden Kriterien erfiillt, besteht der Verdacht auf Anthelminthikaresistenz
(Coles et al., 1992).

Im Gegensatz zu den kleinen Wiederkduern wurden bei Pferden bisher fiir die Durchfiihrung
des FECRT hinsichtlich des Beprobungszeitpunktes und Schwellenwertes sowie fiir die
Interpretation seiner Ergebnisse keine standardisierten Richtlinien festgelegt (Coles et al.,
2006; Reinemeyer, 2009). Fiir Cyathostominae wird iiblicherweise eine mittlere Reduktion
des FEC von <90 % nach Anwendung von BZs und PYR bzw. bei MLs von <95 % als
Resistenz angesehen (Bauer et al., 1986; von Samson-Himmelstjerna et al., 2011).
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Die Problematik, die sich bei der Erstellung allgemeingiiltiger Richtlinien stellt, liegt nicht
zuletzt an der Gruppengrofe der Pferdebestinde. Unterschiede in der Gruppengrofle konnen
zu unterschiedlichen statistischen Signifikanzen des FECRT fiihren (von Samson-
Himmelstjerna, 2012). So nimmt die Variabilitdt in der Messung des FEC sobald der FECR
<95 % sinkt, zu. Dies macht sich insbesondere in kleinen Bestdnden bemerkbar, sodass bei
GruppengroBBen von < 10 Pferden die Ergebnisse des FECRT unter Vorbehalt zu betrachten
sind (Kaplan, 2011). Ein weiterer limitierender Faktor fiir die Anwendung des FECRT bei
P. equorum liegt in der intermittierenden Ausscheidung der Eier sowie der Tatsache, dass nur
das Vorhandensein adulter Stadien nachgewiesen werden kann. Aus diesen Griinden muss die
Eiausscheidung nicht zwangsldufig mit der tatsdchlichen Wurmbiirde korrelieren. Daher ist es
sinnvoll, fiir die Berechnung nur Tiere mit einem Epg von > 100 heranzuziehen (von Samson-
Himmelstjerna et al., 2011), manche Autoren empfehlen einen Epg-Richtwert von > 200
(Reinemeyer, 2009). Ein weiterer Schwachpunkt des FECRT liegt in der fiir 7. colubriformis
und O. ostertagi ermittelten Detektionsuntergrenze. Erst ein Anteil der resistenten
Wurmpopulation von 25 % an der Gesamtpopulation garantiert die Detektion, wodurch das
Auftreten eines sich in der Entwicklung befindlichen Resistenzgeschehens moglicherweise
verschleiert wird (Martin et al., 1989).

Einen zuverldssigeren Aufschluss iiber den tatsichlichen Resistenzstatus erhdlt man durch die
Anwendung des kritischen oder kontrollierten Tests (Drudge & Lyons, 1977). Beim
kritischen Test werden mindestens 4 Tage nach anthelminthischer Behandlung die mit dem
Kot ausgeschiedenen Wiirmer gesammelt und deren Anzahl mit der im Tierkdrper
verbliebenen Restwurmbiirde ins Verhéltnis gesetzt. Einen Schwachpunkt stellt hier der
einsetzende Verdau der Wiirmer bei der Passage des Gastrointestinaltraktes und der hohe
Zeit- und Arbeitsaufwand dar. Von Vorteil ist, dass hier keine Verwendung von
Kontrolltieren erforderlich ist, wie dies beim kontrollierten Test der Fall ist. Bei Letzterem
wird die Wurmbiirde der zu untersuchenden Wirtstiere mit derer artifiziell infizierter Tiere
(Infektion erfolgt mit einem Isolat eines bekannten Resistenzstatus) nach der Behandlung
verglichen. Dieser Test wird als der zuverldssigste angesehen und wurde auch zur Bestitigung
der Ergebnisse des FECRT sowie zur Validierung der in vitro-Tests eingesetzt und gilt daher
als Goldstandard fiir die Evaluierung der Effizienz aller Anthelminthikaklassen (Coles et al.,
2006). Dennoch spricht auch hier wieder der hohe Arbeits- und Zeitaufwand sowie der
zusitzliche Einsatz von Kontrolltieren gegen eine routinemédfige Anwendung, weshalb dieser
Test nur noch selten durchgefiihrt wird (Taylor et al., 2002). AuBBerdem sind sowohl der
kritische als auch der kontrollierte Test aufgrund der Totung der Wirtstiere auf die
Forschungsebene beschriankt und daher nicht fiir die Routineanwendung im Feld geeignet,
weshalb der FECRT derzeit die einzig verfligbare Moglichkeit darstellt, den
Entwurmungserfolg in einem Pferdebestand zu {iberpriifen.

2.3.5.2 In vitro-Testverfahren

In vitro-Testverfahren zur Detektion von Anthelminthikaresistenz basieren entweder auf der
Untersuchung der Entwicklung, der Nahrungsaufnahme, der Bewegung oder der Detektion
enzymatischer Reaktionsabldufe. Die Interpretation beruht auf der Bestimmung des Wertes
der mittleren effektiven Konzentration (ECso-Wert), wobei resistente Isolate durch einen
hoheren Wert gekennzeichnet sind. Trotz einer Vielzahl von Testsystemen ist die Anwendung
beim Pferd nur eingeschrankt moglich, da die meisten Verfahren fiir die Parasiten der kleinen
Wiederkduer entwickelt wurden und eine entsprechende Validierung fiir Pferde hiufig nicht
erfolgte (Craven et al., 1999).

Der Larvenschlupthemmtest (Egg Hatch Assay), bei dem FEier unterschiedlichen
Wirkstoffkonzentrationen ausgesetzt werden, kann im Fall des Verdachts auf BZ-Resistenz
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(Le Jambre, 1976) und in einer modifizierten Form (Egg Hatch Paralysis Assay) auch zur
Bestimmung des Resistenzstatus gegeniiber LEV durchgefiihrt werden (Dobson et al., 1986).
Wichtig fiir die korrekte Durchfiihrung ist hier die Verwendung nicht entwickelter Eier, da die
Empfindlichkeit gegeniiber manchen Wirkstoffen mit fortschreitender Embryonierung
abnimmt (Weston et al, 1984). Bei Mischinfektionen ist eine anschlieBende
Larvendifferenzierung erforderlich. Allerdings besitzt auch dieser Test dhnlich wie der
FECRT eine verhéltnismiBig geringe Sensitivitdt (Martin et al., 1989). Die Durchfiihrung des
Larvenentwicklungtests (Larval Development Assay, LDA) ermdglicht die Detektion der
Resistenz gegentiber allen Breitspektrumanthelminthika und fiihrt aufgrund einer héheren
Sensitivitdt (Detektionsgrenze von 10 %) zu einer guten Korrelation mit den Ergebnissen der
in vivo-Tests. Unter der Einwirkung unterschiedlicher Anthelminthikakonzentrationen wird
die Entwicklung vom Ei bis zur L3 bestimmt, deren Hemmung vorrangig als Folge einer
Beeinflussung der Nahrungsaufnahme anzusehen ist (Coles et al., 1988; Gill et al., 1995). Ein
weiteres Verfahren, das auf diesem Parameter beruht, ist das des Larval Feeding Inhibition
Assays (LFIA), das im Rahmen der ML- und Imidazothiazolresistenzdiagnostik zur
Verfiigung steht. Die orale Aufnahmefdhigkeit von L1 wird hier mithilfe Fluorescein-5-
Isothiocyanat-markierter E. coli unter dem Einfluss serieller Anthelminthikaverdiinnungen
bestimmt (Alvarez-Sanchez et al., 2005b). Inwiefern sich die Suszeptibilitit gegeniiber IVM
und/oder ACh-Agonisten auf die Motilitdit auswirkt, kann durch Anwendung des
Larvenmotilitétstests (Larval Motility Assay), des Larvenmigrationsinhibitionstests (Larval
Migration Inhibition Assay) bzw. des Micromotility Meter Tests (MMT) untersucht werden,
bei denen der Anteil der paralysierten Larven bzw. adulten Wiirmer nach
Anthelminthikainkubation bestimmt wird (Martin & Le Jambre, 1979; Folz et al., 1988; Gill
etal., 1991; d'Assonville et al., 1996, Demeler et al., 2010).

Einen anderen Ansatz verfolgt das kolorimetrische Verfahren: Hier wird der Gehalt
unspezifischer Esterasen BZ-empfindlicher und -resistenter Nematodenstimme miteinander
verglichen. Dies hat den Vorteil, dass keine Abhéngigkeit von dem Entwicklungsstadium der
Eier vorliegt; allerdings ist fiir die Auswertung der Vergleich mit einem Referenzstamm
erforderlich (Sutherland et al., 1989). Des Weiteren steht im Fall der BZ-Resistenzdiagnostik
der Tubulin-Bindungstest zur Verfiigung (Lacey & Prichard, 1986).

Trotz zahlreicher Vorteile der in vitro-Testverfahren, die sich in der Reduktion des
Arbeits-/Zeitaufwandes sowie in der Verringerung der Kosten und der Variation zwischen
den Wirten darstellen, wird die Anwendung, verglichen mit den in vivo-Testverfahren, auch
von einigen Nachteilen begleitet: Zum einen konnen mit Hilfe dieser Testsysteme nicht die
pharmakodynamischen bzw. -kinetischen Verhiltnisse, denen der Wirkstoff im Parasiten bzw.
Wirtsorganismus ausgesetzt ist, nachgestellt werden, durch die gegebenenfalls andere
Interaktionen zwischen Parasit und Wirkstoff hervorgerufen werden. Eine weitere
Herausforderung  stellen die insbesondere bei den Spulwirmern komplexen
Kultivierungsprozesse sowie das Fehlen freilebender Larvenstadien (Coles et al., 2006) dar,
weshalb diese Art der Resistenzdiagnostik fiir diese Parasiten nur eingeschrinkt geeignet ist.
Dies macht sich auch in der vergleichsweise geringen Anzahl der flir die Askariden
beschriebenen in vitro-Testverfahren bemerkbar. Fiir 4. suum wurde ein MMT mit Larven,
die aus den Lungen experimentell infizierter Nager gewonnenen wurden, entwickelt (Bennett
& Pax, 1986). Der inhibitorische Effekt verschiedener Stoffe auf die gesamte embryonale
Entwicklung sowie die Entwicklung von der L2 zur L3 bzw. L3 zur L4 wurde ebenfalls
untersucht (Rew et al., 1986; Urban et al., 2008). Als bedeutender Nachteil dieser Verfahren
ist zu werten, dass, neben der langwierigen Durchfiihrung, fiir die Gewinnung der Larven die
experimentelle Infektion und anschlieBende Totung von Versuchstieren erforderlich ist,
welches einer routinemiBigen Anwendung in der Resistenzdiagnostik im Wege steht.
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2.3.5.3 Molekulare Testverfahren

Neben anderen Verfahren zur PCR-basierten Detektion Resistenz-assoziierter Mechanismen
(sieche Kapitel 4.3.1) verdienen die Methoden der Real-Time PCR und der
Pyrosequenzierung' " besondere Beachtung. Diese bieten die Mdglichkeit einer schnellen
Auswertung und der Untersuchung gepoolter Proben. Eine Real-Time PCR steht z. B. fiir die
Bestimmung der Allelfrequenzen am Codon 200 des B-Tubulin Isotyps 1 zur Verfligung (von
Samson-Himmelstjerna et al., 2003; Alvarez-Sanchez et al., 2005a; Walsh et al., 2007; von
Samson-Himmelstjerna et al., 2009). Das Verfahren der Pyrosequenzierung'™ beruht auf der
Erkennung von Lichtsignalen, die durch den enzymatischen Abbau von Pyrophosphat
wihrend der DNA-Synthese entstehen. Die Stirke des empfangenen Signals ist demnach
proportional zu der Menge des freigesetzten Pyrophosphats, welches seinerseits bei dem
Einbau des jeweiligen komplementdren Nukleotids frei wird. Durch die Kenntnis der
Reihenfolge der zugefiihrten Nukleotide kann somit die Sequenz des zu untersuchenden
Bereiches eindeutig bestimmt werden (Ronaghi et al., 1998; Nyrén, 2007). Auch diese
Methode erwies sich als geeignet, um resistenzassoziierte SNPs zu identifizieren (von
Samson-Himmelstjerna et al., 2009). Des Weiteren findet dieses Verfahren Anwendung bei
der Detektion von Indels, kurzen Wiederholungen und kann zur de novo Sequenzierung
verwendet werden.

Bei der Anwendung von kandidatengenorientierten Methoden zur Resistenzdetektion muss
grundsétzlich die Moglichkeit beriicksichtigt werden, dass der Resistenz auch eine polygene
Ursache zugrunde liegen kann. In diesem Fall oder auch bei einer Variation der
Resistenzmechanismen zwischen den Spezies oder Isolaten kann daher nicht davon
ausgegangen werden, dass die bekannten Resistenz-libertragenden Allele immer vorhanden
sind und detektiert werden konnen (Prichard et al., 1980; Coles et al., 2006; McCavera et al.,
2007).

2.3.6 Resistenz: Retardierung und Reversion

Haufig vorgeschlagene Methoden praventiv der Resistenzentwicklung entgegenzutreten sind
der Gebrauch von Anthelminthikakombinationen, ein alternierender Anthelminthikaeinsatz
sowie groBBere Behandlungsintervalle. Auch der Erhalt eines Anteils an Individuen, die den
empfindlichen Genotyp tragen (Refugium) und somit zu einer ,,Verdiinnung* der Resistenz-
assoziierten Gene beitragen, verdient Beachtung (van Wyk, 2001). Hierfiir ist es erforderlich,
einen bestimmten Anteil der Population nicht dem Behandlungsdruck des angewendeten
Anthelminthikums auszusetzen. Dies sind z. B. Eier und Larvenstadien in der Umwelt oder
hypobiotische und migrierende Larven im Wirt (von Samson-Himmelstjerna et al., 2011).
Auch das Unterlassen der Behandlung bestimmter Wirtstiere (i.d. R. diejenigen ohne
klinische Symptomatik) kann zum Bestehen eines Refugiums beitragen (Kaplan, 2004). Je
hoher der Anteil dieser Individuen an der Gesamtpopulation ist, desto langsamer schreitet
auch die Selektion auf Resistenz fort.

Im Gegensatz zu diesen vorbeugenden Maflnahmen fiihrten Versuche, eine bereits bestehende
Anthelminthikaresistenz riickgédngig zu machen, meist nicht zum gewiinschten Erfolg.
Uberlegungen, dass sich Resistenzen durch den Nichtgebrauch der betroffenen Wirkstoffe
aufgrund eines Resistenz-assoziierten Fitnessnachteils (Reversion) oder durch den Gebrauch
eines Wirkstoffes einer anderen chemischem Klasse mit anderem Wirkmechanismus (Counter
Selection) wieder umkehren lassen, konnten bisher nicht bzw. nur kurzzeitig in der Praxis
bestdtigt werden (Leathwick et al., 2001; Leignel et al., 2010; von Samson-Himmelstjerna,
2012). Das Vorkommen der Resistenz-assoziierten Allele gegeniiber dem zuerst angewandten
Wirkstoff wird auf diese Weise zwar reduziert; nichtsdestotrotz bestehen die Allele zu einem
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geringen Prozentsatz in der Population und konnen sich innerhalb kiirzester Zeit nach erneuter
Anwendung des betroffenen Wirkstoffes wieder ausbreiten (Sangster, 1999).
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Abstract

Macrocyclic lactones (MLs) represent the major drug class for control of parasitic infections in humans and animals.
However, recently reports of treatment failures became more frequent. In addition to human and ruminant parasitic
nematodes this also is the case for the horse-nematode Parascaris equorum. Nevertheless, to date the molecular basis of ML
resistance is still not understood. Unspecific resistance mechanisms involving transporters such as P-glycoproteins (Pgps)
are expected to contribute to ML resistance in nematodes. Here, complete sequences of two P. equorum Pgps were cloned
and identified as orthologs of Caenorhabditis elegans Ppg-11 and an unnamed Caenorhabditis briggsae Pgp designated as
Pgp-16 using phylogenetic analysis. Quantitative real-time PCR was used to compare expression between tissues.
Significantly higher PegPgp-11 expression was found in the gut for both genders, whereas for PeqPgp-16 the body wall was
identified as predominant expression site. Furthermore, Pgps were analyzed regarding their participation in resistance
development. Using SeqDoC analyses, Pgp-sequences of P. equorum populations with different ML susceptibility were
compared. This approach revealed three single nucleotide polymorphisms (SNPs) causing missense mutations in the
PeqPgp-11 sequence which correlated with decreased ML susceptibility. However, no resistance associated differences in
mRNA expression levels were detected between embryonated eggs of these populations. In contrast, comparison of two
pre-adult groups with different ivermectin (IVM) susceptibility revealed the presence of the three SNPs and in addition
statistically significant PeqPgp-11 overexpression in the group of worms with reduced susceptibility. These results indicate
that Pgp-11 might be involved in IVM resistance in P. equorum as it shows increased expression in an IVM exposed life-cycle
stage of an IVM resistant population as well as occurrence of putatively resistance associated SNPs in populations with
reduced IVM susceptibility. These SNPs are promising diagnostic candidates for detection of ML resistance with potential
also for other parasitic nematode species.
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Introduction anthelmintics and decrease the concentration of the drugs at their
target sites [6]. This effect finally prohibits an efficient treatment.
A correlation between Pgps and resistance to both BZs and MLs

has already been described for some nematodes [7,8,9,10]. For

For decades macrocyclic lactones (MLs) have been used for the
treatment and control of infections with endoparasitic nematodes

and ectoparasitic arthropods in human and veterinary medicine
[1]. Due to their extensive use, ML resistance has evolved in
several parasites, as it also has been described for the two other
major families of broad-spectrum anthelmintics routinely used in
livestock, the benzimidazoles (BZ) and the agonists of the nicotinic
acetylcholine receptor such as the tetrahydropyrimidine pyrantel
and the imidazothiazole levamisole [2,3,4]. Even though the
prevalence of ML resistant nematode populations increases, the
resistance mechanisms remain largely unclear. Several possible
mechanisms are discussed, including the activity of ATP-binding-
cassette (ABC)-transporters, in particular P-glycoproteins (Pgps)
[5]. Pgps are located in the apical cell-membrane, act as ATP-
dependent transporters for hydrophobic xenobiotics such  as
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Caenorhabeitis elegans, 14 Pgp genes and one pseudogene have been
published [11,12] or annotated in Wormbase and use of a Pgp-3
deficient strain demonstrated that this protein decreases sensitivity
to colchicine and chloroquine [7]. In contrast, the loss of Pgp-1
results in hypersensitivity to heavy metals [13]. More recently, an
overexpression of [ive Pgps was demonsirated in an ivermectin
(IWVM]) resistant (.. elegans sirain [14]. Furthermore, eight Paps were
reported in Brugia malayi [15], nine full or partial sequences in
Haemonchus contortus [10,16,17,18], at least two Pgp ¢DNAs in
cyathostomins  [19], eleven partial sequences in  Teladorsagia
cirewmemneta [20] and two full-length Pgp-encoding sequences in
Onchocerca volvulus [17.21]. However, there are currently no
database entries lor Parascaris equorum Pgps although there are
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several P. equorum populations known to show reduced suscepti-
bility or even resistance against IVM as reported from various
countries in Europe and the Americas [22].

Due to its global distribution, high prevalence and severe
pathogenicity, the nematode P. equonum is one ol the most
important parasitic pathogens of equines. In particular in foals
and yearlings parascarosis can cause severe illness and even death.
Infected horses can show several clinical signs, depending on the
worm burden and ranging from nasal discharge and coughing, to
a bad general condition and ceased growth, up to lethal intestinal
obstruction and/or rupture. Treatment is generally carried out
with BZs, tetrahydropyrimidines or MLs. In this context, P.
equorum takes an exceptional position as it is the dose-limiting
species for all currently available broad-spectrum anthelmintics in
horses except for the tetrahydropyrimidines [23]. Moreover, due
its high pathogenicity for foals and yearlings, many horse breeders
deworm this age group more than six times a year [24]. Therefore,
it is not surprising that decreased susceptibility to anthelmintics in
P. equorum is rapidly spreading and currently has become a key
health concern for foals and young horses on many stud farms.
This emphasizes the importance to decipher resistance mecha-
nisms and to identify markers which can be used to detect
developing resistance at an early stage. However, the number of
routine molecular diagnostic tests lor detection ol anthelmintic
resistance is restricted to the BZs, where resistance markers could
already be identified and evaluated. Three single nucleotide
polymorphisms (SNPs) which cause changes at codons 167, 198 or
200 in the P-tubulin isotype 1 gene are present in many BZ-
resistant nematode populations [5]. Tn contrast, results for the MLs
are more diverse: studies of the 7. cicumeincta and T, contorlus
glutamate-gated chloride channel [(GluCl) subunits revealed no
changes ol the target genes which might be responsible for
anthelmintic resistance [25,26]. On the other hand, mutations of
the GluCl-subunits ol Cosperia oncophora have been shown to cause
a significant decrease in sensitivity to glutamate and IVM [27],
although the identified SNPs have not yet been reported in any
IVM resistant field isolates since then. Results appear to be
similarly variable for the Pgps where a high frequency of
polymorphisms in pgp-9 of T. drcumecincta was demonstrated but
no resistance associated coding SNPs for the investigated region
were identified [20]. It has also been shown that the restriction
patterns of H. contortus pgp-2 differ between IVM susceptible and
IVM resistant populations [10]. Additionally, slightly increased
pgp-2 and pgp-9 mRNA expression levels were demonstrated in
resistant isolates of H. conlortus [10,28] as well as 1. cireumeinela pgp-
9 [20] and C. elegans pgp-1 and pgp-2 [29]. In contrast, a decreased
expression was shown for pgp-1 in I1. contorius.

The techniques to detect ML resistance in P equorum
populations are very limited. Since there are no laboratory hosts
for P. equorum and in vitro culture is very labor intensive and only
possible for a short time, molecular resistance markers would help
to develop a particularly auractive diagnostic tool. Currently, the
only option to diagnose resistance for this parasite is the fecal egg
count reduction test (FECRT); however this test has not been
validated for P. equorum yet. Moreover, this test provides no
information regarding the proportion of resistant individuals in the
population and has a high risk to be false negative when the
frequency of resistant parasites is still low [30]. Additionally, results
are only available after two weeks.

In order to find predictive molecular markers, parasites have to
be screened for genetic changes. As IVM is a known substrate of
mammalian Pgps [31], the objective of this work was 1o identify
and characterize P. equorum Pgps. Remarkably, SNPs in non-drug
target genes potentally involved in the development of ML
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resistance were identilied by comparing the coding sequences lor
specilic Pgps between several populations with different TVM
susceptibility. Furthermore, increased Pgp expression levels were
encountered in a F. equorwn isolate showing reduced IVM-
susceptibility.

Materials and Methods

Parasite Material

Adult P. equorum worms were obtained from a necropsy of
experimentally infected horses which were euthanized by bleeding
through opening the carotid artery immediately following captive
bolt stunning. Worms were stored at —80°C until use. Experi-
ments were conducted in accordance with the German law
(Tierschutzgesetz) and the European Union directive 2010/63/
EU regarding animal welfare and approved by the Landesamt fir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) under
the reference number 33.9-42502-05-07A499. Fecal samples were
collected rectally from horses ol six stud farms and were sent in the
institute for routine diagnostic examinations. The remainders of
the samples not used for diagnostic purposes were used for ascarid

egg collection and thus no permit for sample collection was
required according to current legislation. Two populations
(collected from stud-farm A and B-1) were susceptible against
ML and treatment with TVM resulted in complete elimination of
P. equorum eggs in feces two weeks after treatment. From stud farm
A eggs were collected in two sequential years showing no
difference in ML susceptibility in ivo. For foals of stud farm B,
no reduction but even an increase of the fecal egg count was found
one year later when routine diagnostic controls afier deworming
with IVM were carried out by Flotac for 33% of the foals (n=9).
For this reason, eggs from the same stud farm but collected at
different points of time were classified as two populations in further
investigations (B-1 and B-2). Besides eggs from farm B-2, the P.
equorum population on an additional farm (E) did show decreased
IVM susceptibility at the FECRT (i.e. FECR 0%; n=09). Samples
of this farm were also taken in two dilferent years with no hints of
changes in ML susceptibility i vivo. Two other stud-farms (C and
D) were not definitely classified being either IVM susceptible or
having a decreased susceptibility as they just showed initial signs of
decreased ML susceptibility: Repeated treatment with MOX was
not successful for 17% of the foals (n =23) of stud farm D showing
a FECR of 89.6% as determined by Flotac 19 days after
treatment. At stud farm C, 22% of the examined foals (n=23)
were still highly positive for P. eguorum in the fecal examination 20
days after deworming with IVM (52-200 eggs per gram).
Unfortunately, no pre-treatment data were available for this farm,
so determination ol the FECR was not possible. Ages ol the
examined foals ranged from four 1o eight months. FEggs were
isolated from [eces by sieving with different mesh sizes (120 um
and 80 um, respectively) followed by sedimentation and flotation
with saturated saline before eggs were diluted with tap water and
stored in ventilated cell culture boules at 4°C.

For quantitative reverse transcriptase-PCR, adult and pre-adult
worms with unknown teatment of the infected horses were
collected from a slaughterhouse in Slomniki near Krakow, Poland
with permission by the slaughterhouse manager to 1solate and use
the ascarids for further analyses. A group of pre-adult worms
which were suspected to be ML resistant was obtained from Prof.
Bretislav Koudela (University of Veterinary and Pharmaceutical
Sciences Brno, Czech Republic). These worms were collected
from the small intestine of a three month old foal kept on a farm
where horses were regularly treated with IVM and where ML
resistance was suspected due to the persistence of egg shedding
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post treatment (though no FECRT available). Pre-adult worms
had a mean length of approximately 10 cm which suggests that the
animal was infected within the first days afier birth [32]. This
group was compared with a randomly selected, size-matched
group of worms from the slaughterhouse in Krakow.

Cloning and Sequencing of PeqPgps

Total RNA was extracted [rom adult female worms using
peqGOLD TriFast™ (Peglab), following the manufacturer’s
instructions, alier homogenization with a TissueRuptor (Qiagen).
RNA was stored at —80°C until use.

Contaminating genomic DNA was eliminated by digestion with
DNase I (Fermentas). First siand ¢DNA synthesis was performed
with 160 ng of total RNA using the RevertAid™ Premium
Reverse Transcriptase Kit fFv:-mcnlae) and random hexamer
primers according to the manufacturer’s protocol with incubation
at 22°C for 5 min [ollowed by 50°C lor 30 min, 60°C for 30 min
and 85°C for 5 min. A nested PCR with degenerated primers
(Table S1) [18] was performed to generate an initial PCR product
of the internucleotide binding domain (IBD). The reaction
contained 2.5 pul AccuPrime™ Buffer T (with dNTPs), 1 uM of
each forward and reverse primers, 0.5 pl ¢cDNA, 0.5 pl AccuPri-
me ™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen) and 16.5 pl dH,O. Afier
an initial denaturation at 94°C for 2 min, 40 cycles with 94°C for
155, 535°C for 30 s and 72°C for 1 min were performed. Gel-
purified PCR products were cloned into the pCR4 TOPO vector
(Invitrogen). Sequencing was carried out by GATC Biotech
(Konstanz). Gene specific primers (Table S1) were designed from
the sequenced fragments for RACE PCR (5'/3" RACE Kit, 2™
Generation, ROCHE), which allowed amplification of the
respective full-length cDNA sequences.

Phylogenetic Analyses

For phylogenetic analysis, nucleic acid sequences were translat-
ed into amino acid sequences and these were compared with Pgp
amino acid sequences of other nematodes as well as sequences of
Mus musculus, Selustosoma mansont, Pediculus humanus corporis, Drosoplula
Mytilus - galloprovincialis and  Mytilus  califomianus  as
outgroup (for Genbank-accession numbers see Table S5).
Sequences were first aligned with ClustalX2  using  default
parameters. The alignment was then analyzed with Prottest 3.0
[33.34] o identify the optimal amino acid substitution model. The
number of substitution rate categories for this analysis was set to 8.
Finally, a maximum likelihood tree was calculated using PhyML
3.0.1 [35,36] with 8§ substitution rate categories and the LG+G+F
model [37]. Both, nearest neighbor intm-c:liangv (NINI) and subtree
pruning and regraftment (SPR) moves were allowed. Calculations
were started with one neighbor joining and five random trees to
avoid trapping of the iterative optimization process in a local
maximum of the likelihood [unction. Both the Shimodaira-
Hasegawa [SH] approximate likelihood test and the Baysian
transformation of the approximate likelihood ratio test for branch
support were calculated. The best tree was finally visualized using
MEGAS.

melanogaster,

SeqDoC Analyses

The six P. equorum populations with diflerent ML susceptibility
were compared regarding their Pgp ¢DNA sequences. For each
population at least to independently obtained samples were
analyzed. For RNA 1solation approximately 5000 P, equorum eggs
were crushed in tubes containing Buffer RL1 (Macherey & Nagel)
and ceramic beads of 0.4 to 0.6 mm (innuSpeed Lysis Tube S,
Analytik Jena, Germany) with a Speed Mill homogenizer (Analytik
Jena). Afterwards, RNA was isolated using the NucleoSpin RNA
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XS-Kit (Macherey & Nagel) including a DNase treatment step
during isolation. Additionally, RNA of individual pre-adult
putatively resistant  (Czech Republic worms) and randomly
selected worms (from slaughterhouse in Krakow) was extracted
with TriFast™ (Peqlab). RNA was reverse transcribed into ¢DNA
with RevertAid™ Premium First Strand ¢DNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific) according to the manufacturer’s pruluv ol. RT-
PCR was performed ina 10 pl reaction (1 ul AccuPrime ™ Buffer
I 0.5 uM forward and reverse primers, 1 ul ¢DNA, 0.25 pl
AccuPrime™ Tagq DNA polymerase (Invitrogen) and 4.75 pl
dH,O. For each Pgp sequence, eight pairs of gene-specific primer
pairs covering the whole open reading frame with about 100 bp
overlap between amplicons were used (Table 52). Cycling
conditions were first an initial denaturation at 94°C for 2 min,
then 40 cycles with 94°C for 15 s, 557°C for 30 s and 72°C for 45 s.
PCR fragments ol about 700 bp were excised lrom agarose gels,
purified and directly sequenced using the gene-specific forward
primer. For each of the eight overlapping [ragments, sequence
chromatogram files were entered into the SeqDoC web platform
[38]. The detected SNPs were mapped to the [ull-length ¢DNA
sequence and translated to discriminate silent and missense
mutations and to find any petential amino acid changes. The
chemical distance between these substitutions was determined
according to Grantham [39]. Additionally, chromatogram files of
sequences containing SNPs potentially involved in ML resistance
were exported to GraphPad Prism 5.0.3 and area under curve of
{luorescence signals detected for the corresponding bases was
caleulated.

Three-dimensional Modelling of Pgp-11

The webserver ESyPred2d was used to calculate a tertary
structure model using a 3D model of murine Pgp-1 deposited in
PDB with accession no. 3GS5U_A [40] as template. The model
obtained for P. equoriem Pgp-11 was visualized using Jmol, an open-
source Java viewer for chemical structures in 3D (hup://www.

jmol.org/).

Real-time RT-PCR of P. equorum Eggs from Different
Populations

For comparison of P. equorum Pgp expression levels in the
different  populations, quantitative RT-PCR was conducted.
Embryonated P. equorum eggs of populations A-E were homoge-
nized and RNA was subsequently exiracted with the innuPREP
RNA Mini Kit (Analytik Jena) which already includes a genomic
DNA removal step. RNA purity and amount were measured with
a Take3 plate in a Synergy plate reader (Biotek). Due 1o the very
small amount of RNA isolated from eggs, control of RNA integrity
on the Bioanalyzer® was not possible. For each population
approximately 80 ng RNA were used for the following ¢DNA
synthesis with QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) per
20 pl reaction with another integrated genomic DNA removal
step. Real-time RT-PCR was performed in a total reaction of
50 pl with 25 pl GoTaq qPCR Master Mix (Promega), 0.2 pM
each of a forward and reverse gene-specific primer for the
particular P. equorum Pgp (Table 83), 18 pl dHs0 and 5 ul of
template on white 96-well plates sealed with BZO adhesive optical
film (Biozym, Germany). Reactions were carried out under the
following PCR cycling conditions: After an inital denaturation
step at 95°C for 2 min, 50 cycles with 95°C for 15 s, 59°C for 30 s
and 72°C for 30 s were performed on a CFX96 Thermal Cycler
(Biorad). Melting curves were recorded between 60°C and 95°C.
Two biological replicates (from different sampling occasions) were
analyzed for each of the five populations; for each replicate two
cDNA syntheses were performed and each sample was analyzed in
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duplicates on the same plate (technical replicates). At least four
independent PCR runs were performed, providing a minimum of
eight replicates. Three RNAs, namely actin, glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (gpd-1) and 188 rRNA, were used as
reference genes for normalization according to MIQE guidelines
[41]. Serial dilutions of plasmid DNA (from 4 to 4x 10° copies per
reaction) were used to obtain standard curves and calculate
reaction efficiencies. Pgp gene expression was normalized to the
geometric mean of the signals obtained from the reference genes as
described by Hellemans et al. [42].

Real-time RT-PCR of Different P. equorum Tissues

A real-time RT-PCR was conducted to compare pgp-11 and
pep-16 mRNA expression between tissues. For this purpose, adult
male and female worms were collected from the slaughterhouse
(Krakow, Poland) and stored at —80°C in RNAlater (Sigma).
Worms were dissected and from a middle body part, uterus,
intestine and body wall of six female worms and the intestine and
body wall of six male worms were collected. Unfortunately, clean
preparation of testes was not possible with the material preserved
in RNAlater. Homogenization of body wall and uterus was carried
out in tubes containing ceramic beads of 1.4-1.6 mm, while the
intestine was homogenized in tubes with ceramic beads with a size
ol 0.4-0.6 mm (Analytk Jena, Germany). RNA isolation, cDNA-
synthesis and real-time RT-PCR were performed as described
above. To ensure that no RNA degradation would influence
results, RNA integrity was confirmed with the Bioanalyzer 2100
[Agilent Technologies). Only RNA preparations with a RNA
integrity number (RIN) =8.3 were used.

Real-time RT-PCR of Adult P. equorum Waorms after
Incubation with IVM

In order to investigate the influence of a short term incubation
ol P. equoruem with IVM, adult worms were collected at an abattoir
(Krakow, Poland), sexed and rinsed with pre-warmed artificial
perienteric fluid (APF) to remove host intestinal contents as
previously described [43]. In briel, APF contained 5 mM MgCl,,
6 mM CaCl,, 24 mM KCI, 23 mM NaCl, 110 mM NaCH,-
COO, 11 mM dextrose, 10 mM Tris and was adjusted to a final
pH of about 7.5 at 37°C. Before IVM-challenge was carried out in
ventilated cell culture {lasks, worms were adapted to in vilio
conditions at 37°C in APF for 18 h. Providing 20 ml of APF for
each worm with either IVM (107" M or 10 7 M) or only 1%
DMSO (vehicle control), worms were incubated for 12 h at 37"C.
At a concentration of 107" M nearly all worms survived the
treatment whereas higher IVM concentrations killed worms before
the end of the incubation time. Therefore, only worms surviving
exposure to 1077 M IVM were used for quantitative analysis of
gene expression, rapidly frozen and stored at —80°C undl further
use. Total RNA was extracted [rom individual female worms using
the TriFast reagent as described above and RNA integrity was
determined with the Bioanalyzer 2100 (RIN >9.1} before ¢cDNA
was synthesized. Further real-time RT-PCR steps were conducted
as described above. Five biological replicates (individual worms)
were analyzed per group and for each RNA preparation ol
individual worms, two ¢cDNA syntheses were performed. PCR was
carried out with two technical replicates resulting in at least four
replicates per individual worm.

Comparison of Expression Levels between a Putatively
Resistant and Random Group of P. equorum

Worms of a presumably IVM  resistant  population  were
collected from the small intestine of a foal and directly frozen at
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—80°C. Samples of a group of pre-adult P. equorum worms with
unknown treatment were collected from the slaughterhouse in
Krakow, Poland. For gender determination, degenerated primers
for vitellogenin-6 derived from corresponding sequences of Ascars
suum, C. elegans and C. briggsae (Table S4) were used in an RT-PCR
to differentiate  between female and male worms. Relative
expression of pgp-11 and pgp-16 of each group containing five
worms was compared with regard to the state of resistance of
worms in a RT-qPCR. RNA quality was assessed and only RNAs
with RIN >9.1 were used for downstream application, For each
biological replicate, two separate cDNA synthesis were carried out,
followed by two technical replicates for each cDNA.

Results

Sequencing of P. equorum Pgps

RT-PCR using degenerated primers resulted in 12 fragments
localized in the IBDs of Pgps. These products had a size of
approximately 408 bp. Identity of the obtained PCR products was
confirmed by a nested PCR resulting in products of about 345 bp.
Following 5/3 RACE starting from two selected partial
sequences allowed obtaining full-length sequences with a length
of 3858 bp and 3855 bp, respectively. For the first sequence, a 5’
spliced leader sequence SLI [44] was identified upstream of the
open reading frame. Sequences were deposited in the GenBank™
database with accession no. JX308230 and JX308231. Concep-
tional translation resulted in two putative protein products of 1285
and 1284 amino acids revealing typical, highly conserved Pgp
domains such as two Walker A/P-loops, Walker B motif, Q-loop/
lids, D-loop, H-loops/switch region, ABC transporter signature
motils as well as two ATP binding sites (Fig. 51). Predicted proteins
have a calculated molecular weight of 141.05 kD and 139.45 kD,
respectively. Phylogenetic analysis by maximum likelihood esti-
mation using the deduced amino acid sequences [rom the two
putative  Pgps of P, eguorum and Pgp sequences of several
nematodes including the complete Pgp sets of C. elegans and
Caenorhabditis briggsae (Table 85) revealed that nematode Pgps are
monophyletic and did not evolve from different precursors present
in a common protostomian ancestor. The first P. equorum Pgp
sequence is orthologous to €. elegans Pgp-11 (accession-no.:
NP_495674) (Fig. 1) and was therefore designated as PegPgp-11.
Blast analyses showed an identity of 37%. The other full-length
sequence has no direct ortholog in the (. elegans Pgp-family, but is
closely related to the Caenorhabditis hriggsae CBG12969 sequence
(accession-no.: XP_002630530). In the €. elegans genome, Pgp-3
and Pgp-4 (accession-no.:NP_509901 and NP_001257143} with
an identity of 51% and 49%, respectively, were most closely
related. According to the rules for gene nomenclature in
nematodes [45] it was designated as PegPgp-16. The most closely
related sequences identified in GenBank were the A. suwm Pgp
orthologs MRP-1 (accession-no.: ADY40818} and MRP-3 (acces-
sion-no.:ADY40776) with 92% identity (99% similarity) and 93%
identity (91% similarity} to PegPgp-11 and PegPgp-16, respectively.

Single Nucleotide Polymorphisms in P. equorum Pgps
In order to compare the cDNA sequence of the two Pgps
between different P. equorum populations, gene specific primer sets
were used to amplify overlapping fragments of approximately
700 bp covering the complete coding sequences followed by
sequencing and SeqDoC analysis. RNA was isolated from eggs
collected [rom two sensitive (farms A and Bl), two intermediate
(farms C and D) and two populations with severely decreased
susceptibility (farms B2 and E)} to MIs. Several single nucleotide
polymorphisms (SNP} could be identified in this way.
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Figure 1. Maximum likelihood phylogenetic analysis of Pgp
protein sequences from nematodes. Protein sequences were
aligned using ClustalX2 under default conditions. Optimal amino acid
substitution models were determined using Prottest 3.0 before
calculating the most likely tree topology using PhyML3.0.1. The
substitution model LG was used and PhyML was set to optimize the
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number of invariant sites, the amino acid frequencies and the I shape
parameter for modelling the distribution of the amino acid substitution
rate categories which were set to eight. Both results of the approximate
likelihood ratio test modified according to Shimodaira and Hasegawa
(before the slash) and of a Bayesian-like transformation of the
approximate likelihood ratio test (after the slash) are shown as branch
supports. As outgroup, Pgp sequences from mouse (Mmu), Drosophila
melanogaster (Dme), Pediculus humanus corporis (Phu), Schistosoma
mansoni (Sma) were used. The complete Pgp protein families of
Caenorhabditis elegans (Cel) and Caenorhabditis briggsae (Cbr) were
included. In addition, available annotated Pgp sequences of Pristionchus
pacificus (Ppa) and of the parasites Ascaris suum (Asu), Brugia malayi
(Bma), Haemoenchus centortus (Heco) and Onchocerca velvelus (Ovo) were
used for alignment. Pgp, P-glycoprotein; MDR, multi-drug resistance
protein. The scale bar represents the indicated number of substitutions
per site. Accession numbers for protein sequences in the tree are
provided in Table S5.

doi:10.1371/journal.pone.0061635.g001

For Pegpgp-16 ¢cDNA, the analysis revealed only seven SNPs
(Table 57 and Fig. Sl), two ol them missense and [ive silent
mutations, but none of them was consistently present in all
investigated populations with decreased ML susceptibility.

In contrast, the corresponding analysis of the Pegpgp-11 ¢cDNA
revealed 29 polymorphisms by comparing the partial sequences of
all populations (Table S6 and Fig. S1). Filteen SNPs resulted in a
silent mutation, whereas 14 caused amino acid substitutions. Most
of them were localized in the NHy-terminal part of the first
transmembrane domain region whereas three ol these missense
SNPs were lound in the COOH-terminal part ol the second
transmembrane domain region within a range of about 50 amino
acids (Fig. S1). In IVM susceptible and intermediate populations
both alleles were identified at all three positions although the
frequency of the minor allele in the susceptible population was
strongly increased in the intermediate populations (Fig. 52 and
Table 1). In contrast, populations with decreased susceptibility
were homozygous and revealed exclusively that allele which was
present at only about 20-25% in the susceptible populations. All
three SNPs caused a change in the deduced amino acid sequence,
re. rom aspartic acid to asparagine (Asp931Asn), from cysteine to
serine (Cys951Ser) and from tyrosine to histidine (Tyr978His). The
chemical differences according to the scale of Grantham [39]
between these amino acids are 23, 112 and 83, respectively (Table
56). The first and the last polymorphism were caused by a
substitution at the first position of the codon, while the substitution
of the second amino acid was a result of a change in the second
codon position. A three dimensional model of PegPgp-11 was
calculated using the ESyPred3D webserver [46] and mouse Pgp-1
(PDB accession no.: 3G5U_A) as template. Tig. S3A rellects the
position of the three substituted amino acids and highlights their
proximity to residues known to be involved in drug binding in the
mouse Pgp. The latter were described to interact with the Pgp
substrates QZ59-S88, QZ59-RRR or verapamil [40] and the
corresponding amino acids in PegPgp-11 were identified from a
local alignment of both sequences (Fig. S3B). Interestingly, only
nine out of 27 residues involved in substrate binding are conserved
between both proteins suggesting that there are substantial
differences in the properties of the substrate binding pockets of
both transporters.

Tissue-specific Expression Patterns of pgp mRNAs
Comparison ol expression levels for both pgp mRNAs identified
several significant diflerences. In general, dilferences in expression
levels were much higher for pgp-16 than for pgp-11 (Fig. 2. For
pep-11, significantly lower expression was found in the uterus
compared to the female gut, and for the male body wall compared
to the male gut (Fig. 2A). Moreover, expression was higher in male
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Table 1. Allele frequencies in different Parascaris equorum populations.

Population®

Position NE A B1 B2 4 D E Czech® Poland®
2791 G 78 80 - 62.7 44 - 587 728

A 22 20 100 373 56 100 N3 27.2
2852 G 79.3 758 - 61.3 427 - 56.1 75.3

{0 207 2432 100 387 573 100 439 247
2932 T 716 63.2 = 50 323 = 459 60.3

€ 284 368 100 50 67.7 100 54.1 397

®Nucleotide.

“Putatively resistant pre-adult worms from Czech Republic.
4Randomly selected pre-adult worms from Krakow.
doi:10.1371/journal.pone.0061635.t001

than female gut. The pgp-16 mRNA expression was higher in
male than in corresponding female tissues and in male body wall
than in male gut (Fig. 2B).

Expression Levels of pgp mRNAs in Eggs of Different P.
equorum Populations

Constitutive expression-levels ol both Pgps in eggs from the six
populations with different ML susceptbility were measured by
RT-qPCR. All expression levels were normalized to the suscep-
tible P. equorwm population from stud-farm A. Variation between
the biological replicates was very small whereas huge differences in
the expression levels of the pgp-11 and pgp-16 transcripts were
observed between the dilferent populations (Fig. 3). However, no
consistent patterns of Pgp-expression between ML susceptible
populations on one hand and populations with decreased TVM
susceptibility on the other hand were observed.

In vitro Effects of IVM on pgp mRNA Expression in Adult
Worms

Adult P equorum from a phenotypically uncharacterized Polish
field population were cultured in vitio in the presence of 107% and
107" M IVM for 18 h before RNA isolation. All worms incubated
in 107 M IVM died during incubation. In contrast, most worms
incubated in 10" M IVM survived and RNA was extracted only
from worms that were stll motile after 18 h to prevent that
potential degradation of RNA could compromise the analyses.
Real-time RT-PCR did not show any significant differences
between controls and IVM exposed individuals regarding pgp-11
and pgp-16 mRNAs (Fig. 4).

Comparison of a Putatively Resistant and a Random
Group of P. equorum

Two groups ol randomly selected male and female worms ol
voung adult P. eguorum were compared to a group of worms of the
same development stage but with an assumed resistant phenotype
due to treatment failure. Sequence comparison using the SeqDoC
method revealed for the random group a genotype corresponding
to the one ol the susceptible P. equorum populations described
above. In contrast, the group showing the resistant phenotype
revealed [requencies of the three SNP correlating with decreased
susceptibility between 41.3% and 54.1% (Table 1).

Resistance was associated with a significant 5.9 fold increase of
pgp-11 expression in male worms (p=0.008) while a 1.5 fold
higher expression in putatively resistant female worms was just not

PLOS ONE | www.plosone.org

*Populations from farms are encoded only by letter code used throughout the manuscript. Values were obtained from the area under the curve of the corresponding
pgp-11 sequence chromatograms of P. equorum populations showing different ML susceptibility. All values are given in %.

ek
1A - I
44 3 ek 2
g =
3 2]
3 o|E=3
= =
S -2
-
-4
o
-G
-8 | pgp-11
B. T T —
54 : w¥ -=
g ===
34, *e :
£ 3
=
3 2
e
"
0- T
pgp-16
T L] T T T
SO & & @
o\ & R
(':3’ & @“’ {x\q’ $
«® ©° 6@\' @
@ 2
&« N

Figure 2. Tissue expression pattern of P. equorum pgp mRNAs.
Expression of pgp-11 (A) and pgp-16 (B) mRNAs was measured in gut,
body wall, and uterus of 5-6 female and male worms. Real-time RT-PCR
was performed on individual worms using actin and gpd-1 mRNA and
185 rRNA as reference genes. Two biological replicates were
investigated for each population and each replicate was analyzed in
two technical repeats of two independent cDNA samples. All individual
values were normalised to the mean of the respective controls.
Whiskers represent minimal and maximal values. A Kruskal-Wallis test
with Dunn's post hoc test was performed to identify significant
differences between the three female tissues. Mann-Whitney U tests
were conducted to identify differences between the male tissues and
between males and females for the same tissue. ***, p<20.001; **,
p=<<0.01; *, p=<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0061635.g002
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Figure 3. Expression of pgp-11 (A) and pgp-16 (B) mRNAs in
Parascaris equorum eggs. Expression of mRMNAs was compared
between populations showing full (farms A and B1), intermediate
{farms C and D) or decreased (farms B2 and E) ML susceptibility. RNA
was extracted from eggs obtained from five different stables (farms A-
E). Farm B was represented twice, once when IVM was still fully effective
(farm B1) and a second time when efficacy was severely compromised
(farm B2). Real-time RT-PCR was performed in four biological replicates
and two technical replicates. Actin and gpd-1 mRNA and 185 rRNA were
used as reference genes. All individual values were normalized to the
mean of the respective controls. Whiskers represent minimal and
maximal values. A Kruskal-Wallis test with Dunn's post hoc test was
performed to identify significant differences between the six farms. ***,
p<-0.001; *, p=<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0061635.g003

significant (p=0.056) (Fig. 5A). Moreover, a significant difference
was found by comparing male and [emale worms within the
random groups showing an 2.7 fold higher expression of Pgp-11 in
female than in male worms (p-value <0.016), but not by
comparing hoth genders between putatively resistant worms.
The pgp-16 mRNA expression did not show any significant
differences associated with resistance of worms (Fig. 5B).

Discussion

Anthelmintic resistance in nematodes is an increasing problem
in livestock but is also seen or is suspected to occur in human
parasites such as O. wolvulus [4,47] and Trichuwris irichinra [48].
During the past years, once very powerful broad-spectrum-
anthelmintes such as IVM had to forfeit their eflicacy against
several parasite species. Thereflore, it is important to characterize
the mechanisms which are responsible for this development in
order to (I) prolong the activity of existing drugs and (IT} be aware
of these mechanisms for the development of novel, resistance-
breaking drugs in the future. ML resistance in nematodes has often
been proposed to be associated with Pgp-mediated drug efflux [3]
and lor several organisms, these proteins and their sequences were
already partially characterized. However, this was not yet the case

PLOS ONE | www.plosone.org
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Figure 4. Effects of in vitro IVM incubation on Pgp mRNA
expression. Adult male P. equorum (n=>5) were incubated for 18 h in
1072 M IVM (IVM) or only in 1% DMSO as vehicle (contr.). Real-time RT-
PCR was performed on individual worms using actin and gpd-1 mRNA
and 185 rRNA as reference genes. Expression of pgp-11 (open boxes)
and pgp-16 (grey boxes) are shown. At least two cDNA syntheses were
made for each biological replicate and used for two technical replicates
each. All individual values were normalized to the mean of the
respective controls. Whiskers represent minimal and maximal values. No
significant differences were found.

doi:10.1371/journal. pone.0061635.9004
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Figure 5. Expression of pgp-11 and pgp-16 mRNAs in pre-adult
Parascaris equorum. A randomly chosen group (n=5) was compared
with a group where ML treatment failed (n=5). As a reference,
expression of the actin, gpd-1 and 185 rRNA genes was measured. Real-
time RT-PCR was conducted in duplicate for each sample using two
different cDNAs for each biological replicate. Differences between
randomly selected and putatively resistant worms were identified with
Mann-Whitney U tests. *¥, p<<0.01; * p<<0.05; #, p<0.056.
doi:10.1371/journal. pone.0061635.9005
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for P. equorwm, although this nematode showed a decreased
susceptibility against MLs in several studies [23]. It 1s noteworthy
that for P. equorum, like for most other parasitic nematodes, no
laboratory animal or i witro life cyele model is available to date.
This is a major constraint for the study of mechanistic or
functional processes in this parasite. Furthermore, such work is
hampered by the very high costs and ethical limitations when
using horses in experimental studies. Accordingly also in the
present study it was only possible to use parasite material derived
from field infections and consequently differing genetic back-
ground as well as only comparatively limited opportunities for
phenotypic characterization.

The two Pgp cDNAs identified in this work provide the first
information about P. eguorum multi-drug transporters. It does not
surprise that phylogenetic analyses revealed lor both sequences a
close resemblance to amino acid sequences of Pgps from the
phylogenetically most closely related A. suum. However, for these
transporters no further information except for the sequences is
available. Comparison with corresponding sequences of other
nematodes showed also a close relationship ol PegPgp-11 to €.
elegans Pep-11 as well as to 0. woloulus Pgp and Pgp-1 which have
already been linked to ML resistance [21,49]. In order to prevent
any confusion, it should probably be mentioned that both O.
wlvolus cDNAs were not designated according to orthology with €.
elegans orthologs. C. elegans Pgp-11 was lound to be expressed in the
excretory cell and in the intestine [50]. Similar locations were
identified for the ortholog of P. equoruin where the examination of
different tissues for their Pgp expression levels revealed that in
both genders a significantly higher expression was found in the
intestine compared to body wall and uterus. The sequence of
quPg;p-l(‘ is apparently an ortholog to C. briggsae CBG 12969 and
is relatively closely related to €. elegans and C. briggsae Pgp-4 and
Pgp-3. The C. elegans pgp-3 gene has been shown to be involved in
protection against toxic compounds such as colchicine and
chloroquine [7] as well as against bacterial toxins [51]. More
recently, an association between overexpression of C. elegans pap-4
and IVM resistance was demonstrated [14]. For C. elegans pop-4,
the excretory cell was identilied as the main expression site,
whereas results for €. elegans pgp-3 indicate expression predom-
inantly in the intestine and the excretory cell [50]. Results for P.
equorum  pgp-16, revealed a high expression in the body wall
containing not only muscle cells and hypodermis but also the
excretory cell. Further in sifu hybridization analyses will be
required to identify the cellular source of pgp-16 mRNA in the
body wall.

Pgps might contribute to the drvrlnpmvm ol resistance by either
overexpression [10,20,52] or changes in their primary structure
that could lead to accelerated transport of anthelmintics.
Comparison of two ML susceptible, two intermediate and two
populations with decreased ML susceptibility revealed only a few
mutations for PeqPgp-16, most of them silent. Regarding pgp-16
expression levels, no consistent up- or down-regulation of pgp-16
correlating with decreased ML susceptibility was [ound. Further-
more, in another experiment using a phenotypically uncharacter-
ized field population IVM exposure in vifio did also not increase its
expression. We therefore conclude that PeqPgp-16 does not
contribute 1o decreased ML susceptibility at least in the
populations studied here.

In contrast, cmrvspundmg studies on Pgp-11 imply a pmauvv
contribution to ML resistance of this transporter. In particular,
besides several other coding and silent SNPs, three amino acid
substitutions were strongly increased in frequency or exclusively
present in populations with intermediate and decreased ML
susceptibility, respectively.

PLOS ONE | www.plosone.org
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Aller et al. [40] described the three-dimensional stucture of the
mouse Pgp (ABCBI) with drug-binding sites in the internal cavity.
Mapping of these amino acid residues and the three resistance-
correlated exchanges to a calculated 3D model of P. equorum Pgp-
11 revealed that the three amino acid residues are close to or in the
putative drug binding region. Increased IVM aflinity of Pgp-11
due to these mutations is an attractive hypothesis that could
explain why such SNPs have apparently been selected in TVM
resistant  populations.  Further experimental work involving
recombinant P. equorum Pgp-11 from susceptible and resistant
populations and characterization of their transport properties will
be required to corroborate this hypothesis. There are currently no
guidelines from the World’s Association for Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP) for conducting the FECRT in
P. equorum, in part due to the facts that there is (I) no correlation
between worm burdens and egg counts [53] and (I} a high
variability in egg counts even in samples repeatedly taken from the
same animal [32]. Nevertheless, FECRT data are currently
considered to be the only way to at least roughly estimate
resistance. In particular since there is no standardized protocol for
detection of resistance against ML, the SNPs and expression
differences identified here can well be the basis for development of
molecular tests as previously described for resistance to benzimid-
azoles [54]. In the absence ol any validated i wioo or i vitio tests
available for detection of resistance in ascarids, the opportunity to
develop and evaluate molecular tests using the data provided here
might be important also for human diseases such as ascarosis and
toxascarosis. Validating and using the identified SNPs as
molecular markers lor resistance using for instance comparison
ol systematic comparison of FECR'T data and SNP frequencies
(e.g. by pyrosequencing) could solve this problem.

Increased expression of Pegpgp-11 would [urther substantate
the view that Pgp-11 contributes to IVM resistance in P. equorun.
However, incubation of worms i wifro for 12 h did not modify
pep-11 mRNA  expression. Moreover, P equorwn eggs were
investigated by real-time RT-PCR, but no correlation between
ML tolerance and pgp-11 mRNA levels was found. In marked
contrast, pre-adult worms obtained [rom a presumably resistant .
equorum population showed significant overexpression of pgp-11
mRNA in male and [emale worms. In addition, the three SNPs
identified in the eggs of other populations with decreased
susceptibility were found with a frequency similar to that found
in the intermediately resistant F. equorum populations. These
findings imply that the susceptibility to MLs in P. equorwm can be
dependent on both changes in Pgp-11 primary structure and pgp-
11 expression levels. Further studies involving more adult stages
will reveal whether this gene generally shows higher expression
levels in ML resistant worms.

The reason for the different Pgp-11 expression patterns of the
two development stages might be explained by lower expression
levels of Pgps in earlier development stages than in adults due to
other protective mechanisms. The high tenacity of embryonated
ascarid eggs is probably based on the eggshell constituting an
elfective barrier for most compounds. Therefore, exposure to
xenobiotics and need for efflux effectors such as Pgps might be
lower compared to free larvae and adult worms which are in direct
contact to exogenous compounds. Comparison of non-feeding,
relatively resistant third larvae of H. contortus showed similar
results, ie. no significant differences were found in rxpweeum of
nine Pgp mRNAs between a resistant and susceptible strain [16].
These authors suggested, among noting that only constitutive
mRNA levels were under investigation, expression may change
throughout the life cycle. They conclude that developmental stages
living in compartments with the highest risk for an TVM exposure
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require more protection through Pgps than stages without regular
exposure 1o the drug. Indeed adult worms of (. weloulus were
shown to have higher expression of two Pgp-genes than third stage
larvae [21]. Nevertheless it should be mentioned that for other ML
resistant nematodes such as 7. circumeineta significant increases of
the Pgp wranscript levels were found throughout the whole life-
cycle especially in the eggs [20]. Kerboeuf et al. [55] described
significantly higher Pgp amounts on the egg-surface of H. conlorlus
resistant 1o BZs and IVMs. These results are in apparent
opposition to those reported in this study but the differences
might be explained by different life cycles and diflerences in the
ege structure between trichostrongylid and ascarid nematodes.
Probably, there are different possible mechanisms to acquire ML
resistance and various species (or even populations) might
therefore differ in their actual resistance mechanisms.

In conclusion, this study suggests involvement of Pgp-11 in the
level of TVM susceptibility in P, equorum. Increase in pgp-11 mRNA
expression was observed in one putatively resistant population.
Most importantly increased frequency of pgp-11 alleles differing in
three SNPs from the predominant alleles in susceptible popula-
tions was observed in several populations with decreased IVM
susceptibility. Bourginat et al. [56,57] identified SNPs in Dirofilaria
unmitis Pgps which are correlated to ML susceptibility/resistance.
While one SNP was non-coding, the other caused a conservative
change from lysine to arginine, immediately before the second
nucleotide binding domain. Herein, we describe for the first time
putatively ML resistance  associated non-synonymous  SNPs
located in substrate binding regions of Pgps. This further
corroborates the hypothesis that MLs select for certain Pgp
genotypes. However, further functional analysis involving recom-
binant expression of both alleles and quantification of ML
transport are required to prove involvement of the herein
described SNPs in ML resistance in P. equorum. To date, molecular
markers for detection of IVM resistance are urgently required and
this study provides promising candidates obtained by comparison
of field populations. Whether the identified SNPs might be useful
as molecular markers for early detection ol resistance will be
evaluated by comparing additional field populations diflering in
geographical origin and resistance status. Morcover, analysis of
corresponding regions in  pgp-/1 genes from ML resistant
nematodes of other species will further help to elucidate the
involvement of Pgps in development of IVM resistance in general.
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Figure 81 Organization of the conserved domains and
identified SNPs in PeqPgp-11 and PeqPgp-16. ATP-binding
sites are indicated in green, transmembrane domains in blue and
further typical, conserved Pgp motifs in red. Length of the cDNA
sequence is shaded in light grey. TMD, transmembrane domain;
WA, Walker A/P-loop; WB, Walker B domain; WC, Walker C/
linker peptide; D, D-loop; H, H-loop/swiich region; Q, Q-loop/
lid;
(PDF)
Figure §2 Frequencies of alleles correlating with IVM
susceptibility. Chromatograms showing partial coding sequenc-
es of PegPgp-11 with positions of ML resistance associated SNPs of
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Figure 83 Three dimensional model of PegPgp-11
structure. [A) Residues corresponding to drug binding residues
in the mouse Pgp-1 [40] (blue) and residues dilfering in PeqPgp-11
due to the three SNPs correlating with decreased IVM
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3.1 Genetic Variants and Increased Expression of Parascaris equorum P-glycoprotein-11 in
Populations with Decreased Ivermectin Susceptibility

Table S1. Primer sets used for RAGE PCR and amplification of two full length sequences of
F. equorum Pgps.

Gene Primer Sequence 5'- 3' Annealing
temperature
(°C)
PegPgp-11 PeqPgp-11-5RACE-SPI ttg gta agg cag acg cga cgg atg agg aga t 55°C
PegPgp-11-5RACE-SP2 ttg gag ttg tgc age agg aac cag aat tgt tca a 59 °C
PeqPgp-11-5RACE-SP3 tac gag tgc aca gga ggg aca gta tcg atc gac gg
PegPgp-11-3RACE-SP5 cag cag gaa cca gaa ttg ttc aat ggg acg atc aa 60 °C
PeqPgp-11-3RACE-SP6 gat cat tga gta ctg tca aat gge caa cge gea ¢
PegPgp-11-full-length-Sense ccc aag ttt gag gea atg tc
PegPgp-11-full-length-ASense | tca gta cca gge gta git cg 55°C
PegPgp-16 PeqPgp-16-5RACE-SP1 aag ata tga ccg acg agg aaa tgg aac g 55°C
PegPgp-16-SRACE-SP2 aat acc att ggt gtt gtc tct cag gaa ce tgta ct
PeqPgp-16-5RACE-SP3 atg gca ttc caa tca aag aac tga acc tag gat g 60 °C
PegPgp-16-3RACE-SP5 ceg tet tgg taa aga aga tat gac cga cga ggaa
PegPgp-16-3RACE-SP6 gtg ttt gta aaa tgg cga atg cac aca att tca t

PegPgp-16-full-length-Sense cga cac act teg tgc ttaaca g
PegPgp-16-full-length-ASense | tgg att tca taa acg aga aag ata 55°C

53



3 VEROFFENTLICHUNGEN

Table S2. Primer sets used for amplification of PCR products compared by
SeqDoC analysis.

Gene Primer Sequence 5'-3' Amplicon size (bp)

Pgp-11 | Pgp-11-SeqDoC-1-F ccc aag ttt gag gea atg tc 596
Pgp-11-SeqDoC-1-R tgg aga taa agt tgg get ca
Pgp-11-SeqDoC-2-F gaa gtt tac tge gac agg 693
Pgp-11-SeqDoC-2-R cgt gaa atc tgg cga tac
Pgp-11-SeqDoC-3-F gtc atc gga aga ggg cat t 573
Pgp-11-SeqDoC-3-R atg ctg aaa gcg aaa tca cc
Pgp-11-SeqDoC-4-F cgg ata ttg ctg ttg gat ga 565
Pgp-11-SeqDoC-4-R gta att cgt ggt gce gag at
Pgp-11-SeqDoC-5-F gcg agg tet gtg gea ttt at 584
Pgp-11-SeqDoC-5-R ggt act geg atc agg gaa ga
Pgp-11-SeqDoC-6-F ggt ttc acg cte ctt gtt ct 598
Pgp-11-SeqDoC-6-R ctc agg gea tct aag ggt ca
Pgp-11-SeqDoC-7-F cgc ttc tet tat ccg acc ag 594

Pgp-11-SeqDoC-7-R ttc ttc gat tca aca cgc ag

Pgp-11-SeqDoC-8-F geg gta cga tte gtg aaa at 501
Pgp-11-SeqDoC-8-R fca gta cca ggce gta gtt cg

Pgp-16 | Pgp-16-SeqDoC-1-F cga cac act tcg tgc ttaaca g 560
Pgp-16-SeqDoC-1-R tca gge gat tta acg aca aa

Pgp-16-SeqDoC-2A-F | att ttc gca ctc get ttc at 390
Pgp-16-SeqDoC-2A-R | taa age agg tgc aat tge tg

Pgp-16-SeqDoC-2B-F | ggg tgg act tat tgg cct tc 358
Pgp-16-SeqDoC-2B-R | tat ggg agg tac cgt gge ta
Pgp-16-SeqDoC-3-F aat ggg tgt tgc att ttg gt 581
Pgp-16-SeqDoC-3-R gac gag gaa atg gaa cgt gt
Pgp-16-SeqDoC-4-F tgg tgt tgt cte tca gga acc 586

Pgp-16-SeqDoC-4-R gec tat aaa tcg atc geg aa

Pgp-16-SeqDoC-5-F cat aga tga gtt gcg cga taa 555
Pgp-16-SeqDoC-5-R ctt aca act cgt ctt gce acc

Pgp-16-SeqDoC-6-F gac gtc tcg tct tcg ttt ga 599
Pgp-16-SeqDoC-6-R atc gaa gca ttg aac tgt gc

Pgp-16-SeqDoC-7-F tcg cat gtg ctt atc gtt tc 590
Pgp-16-SeqDoC-7-R aga ggc tge caa act tge ta

Pgp-16-SeqDoC-8-F gct cag geg gta aat ttg ag 586
Pgp-16-SeqDoC-8-R tgg att tca taa acg aga aag ata
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3.1 Genetic Variants and Increased Expression of Parascaris equorum P-glycoprotein-11 in
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Table S3. Primer pairs used for real-time PCR of PegPgp-11, PegPgp-16 and reference genes actin,
gpd-1 and 18SrRNA.

Gene Accession number | Primer Sequence 5'-3' Amplicon size (bp)

Pgp-11 JX308230 PeqPgp-11-qPCR-F gtc atc gga aga ggg cat t 137
PegPgp-11-qPCR-R gtg aaa tct gge gat acg gt

Pgp-16 JX308231 Pegpgp-16-gPCR-F gaaaagcgacaacatcacga | 120
PegPgp-16-qPCR-R gag cat aga gtg gag ccg tc

Actin unpublished data Peg-act1-qgPCR -F tcg ttt tta ggg gag gea tg 137
Pég-act1-gPCR -R aaa cac cga gca aaa tgg ag

gpd-1 unpublished data Peg-gpd1-qPCR -F atc ggt tgt cga tct tac gg 152
Peg-gpd1-qPCR -R gac ttt gtt ggt gat tcg ca

18SrRNA U94378 Peg-18SrRNA -qPCR-F | atg gec gtt ctt agt tgg tg 141
Peg-18SrRNA -gPCR-R | tac age cgc atg aag ttg ag
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Table S4. Primer set for gender determination. Degenerated primers were generated from
carresponding sequences of Ascaris suum, C. elegansand C. briggsae.

Gene Primer Sequence 5'- 3' Annealing Amplicon
Temperature (°C) | size (bp)
Vitellogenin-6 | Peq-Vit-6-F cgm tay gag aag gtb ctt gcy ttg aagacmcec | 56 228

Peg-Vit-6-R tge cwe gea aga tec aac adv tte thm tsc

56



Populations with Decreased Ivermectin Susceptibility

Table S5 NCBI accession numbers and Worm Base ID for protein sequences used for

maximum likelihood tree.

Name Organism GenBz_lnk WormBase ID
accession no.
ASUMRP-1 Ascaris suum ADY40620
ASUMRP-3a Ascaris suum ADY40644
ASUMRP-3b Ascaris suum ADY40573
BmaMRP-3 Brugia malayi XP 001896434
BmaPgp-1 Brugia malayi XP_001900095
BmaPgp-2 Brugia malayi XP_001897744
Chregp-1 Caenorhabditis briggsae XP 002634978 BP:CBP17817
Chrpgp-2 Caenorhabdilis briggsae XP 002639421 BP:CBP33028
Chbregp-3 Caenorhabditis briggsae XP_002643979 BP:CBP26138
Chregp-4 Caenorhabditis briggsae XP 002643978 BP.CBP2677
Chrpgp-7 Caenorhabdilis briggsae XP 002644094 BP:CBP25824
ChrPgp-8 Caenorhabditis briggsae XP_002644095 BP:CBP34515
ChrPgp-9 Caenorhabditis briggsae XP 002638613 BP:CBP25885
Chregp-10 Caenorhabdilis briggsae XP 003117716 BP:CBP25360
ChrPgp-11 Caenorhabditis briggsae XP_ 002629994 BP:CBP09377
CbrPgp-12 Caenorhabditis briggsae XP_ 002645224 BP:CBP35051
Chregp-13 Caenorhabdilis briggsae XP_002645222 BP:CBP27772
CbrPgp-14 Caenorhabditis briggsae XP_ 002645220 BP:CBP35857
CbrPgp-CBG12969 | Caenorhabditis briggsae XP_002630530 BP:CBP17602
CelPgp-1 Caenorhabditis elegans NP 502413 WP:CE11932
Celpgp-2 Caenorhabaitis elegans NP_491707 WP:CE41207
CelPgp-3 Caenorhabditis elegans NP 509901 WP:CE03818
CelPgp-4 Caenorhabditis elegans NP 001257143 WP:CE03308
CelPgp-5 Caenorhabditis elegans NP 001257116 WP:CE43003
CelPgp-6 Caenorhabdilis elegans NP_001041287 WP:CE40818

3.1 Genetic Variants and Increased Expression of Parascaris equorum P-glycoprotein-11 in
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CelPgp-7 Caenorhabditis elegans NP 509812 WP:CE36668
CelPgp-8 Caenorhabditis elegans NP 509811 WP:CE31624
CelPgp-9 Caenorhabditis elegans NP 507487 WP:CE15714
CefPgp-10 Caenorhabditis elegans NP_509205 WP:CE40807
CefPgp-11 Caenorhabditis elegans NP 495674 WP:CE34788
CelPgp-12 Caenorhabditis elegans NP 510126 WP:CE03260
CelPgp-13 Caenorhabditis elegans NP 510127 WP:CE40253
CelPgp-14 Caenorhabditis elegans NP 510128 WP:CE0262
DmeMDR-50 Drosophila melanogaster AAAT6186

DmeéMDR-49 Drosophila melanogaster AAA28679

DmeMDR-65 Drosophila melanogaster AAA28680

HeoPgp-2 Haemonchus contortus AAC38987

MmuABCB-1b Mus musculus NP_035205

MmuPgp Mus musculus AAA39514

Meargp-1. Mytilus californianus ABS83556

MgaPgp-L Mytilus galloprovincialis CAX46411

OvoPgp-1 Onchocerca volvulus AAD49436

OvoPgp Onchocerca volvulus AAX82635

OvoPgp-L Onchocerca volvulus AAD49563

PegPgp-11 Parascaris equorum JX308230

PeqPgp-16 Parascaris equorum JX308231

PHUMREP-1 Pediculus humanus corporis | XP_002425149

PhtMRP-2 Pediculus humanus corporis | XP_002432260

PhtMRP-3 Pediculus humanus corporis | XP_002426586

PhtMRP-4 Pediculus humanus corporis | XP_002425021

FPpaPgp-1 Pristionchus pacificus PP:PP30697
PpaPgp-9 Pristionchus pacificus PP:PP30465
SmaPgp-1,2,3 Schistosoma mansoni XP 002574196
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Table S6. Position of single-nucleotide-polymorphisms in PegPgp-11 detected by SeqDoC

analysis.
Position in full-length- | Base-exchange Amino acid Chemical distance of
sequence of amino acid change®
PegPgp-11
196 G2 A Ala = Thr 58
210 G=> A Leu -
235 C>A Leu = lle 5
241 T2>A Leu 2 Met 15
250 A=2G Ile = Val 29
257 C=>G Ala = Gly 60
311 C2>A Ala 2 Glu 107
322 A=2>G Thr = Ala 58
327 ADG Gly -
328 TG Tyr = His 83
355 A=2>G Ile = Val 29
468 G=> A Gln -
774 2T Asn -
1069 G=>T Ala -
1309 G=> A Gly/Ser = Ser -
1363 G2 A Val -
1392 A>T Ser -
1479 T=>C Asp -
1527 TS His -
2087 T=>C Leu = Ser 145
2433 T=>C Met = Thr 81
2586 TG lle -
2645 A>T Leu/His = Leu -
2791 G=> A Asp = Asn 23
2852 G=>Cc Cys = Ser 112
2874 T=>C Phe -
2905 T=>C LewPhe = Leu -
2932 TG Tyr > His 83
3855 A=2>G Ser -

3.1 Genetic Variants and Increased Expression of Parascaris equorum P-glycoprotein-11 in
Populations with Decreased Ivermectin Susceptibility
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Table S7. Position of single-nucleotide-polymorphisms in PegPgp-16 detected by SeqDoC

analysis.
Position in full-length- | Base Amino acid Chemical distance of
sequence of amino acid change®
PegPgp-16
1166 C=>T Pro = Leu 98
1239 T=>C Asp -
2280 A= C Ala -
2782 A=2>G Asn = Asp 23
2904 T=>C Arg =
3524 G=>C Ser 2 Cys 112
3572 T=>C Val = Ala 64

"Grantham R (1974) Amino acid difference formula to help explain protein evolution.

Science 185: 862-864.
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3.2 Caenorhabditis elegans: Modest increase of susceptibility to ivermectin in individual P-
glycoprotein loss-of-function strains

Abstract

P-glycoproteins (Pgps) are members of the ABC transporter superfamily and are involved in
detoxification mechanisms of single- and multicellular organisms. Their importance for
survival of organisms in the presence of harmful drug concentrations has been widely studied
in cancer cells but Pgp-dependent drug resistance of parasites has also been demonstrated.
Ivermectin (IVM), a widely used anthelmintic in human and veterinary medicine, is a known
substrate at least of mammalian Pgps and resistance against IVM is proposed to be associated
with Pgps. The consequences of loss of Pgp function for the development of the model
nematode Caenorhabditis elegans were analysed in the presence of IVM. Either strains
missing only a single Pgp were used or Pgp activity generally was inhibited using verapamil
(VPL). Loss-of-function of individual Pgp resulted in a statistically significant increase in
IVM susceptibility in terms of impaired development with decreases in ECsy values between
1.5- and 4.3-fold. Absence of seven Pgps resulted in a higher impact on IVM susceptibility of
C. elegans since it resulted in ECs values decreased by 2.4- to 4.3-fold. This increase in [VM
susceptibility was even more pronounced than that observed when Pgp function was blocked
in general by VPL (approximately 2.5-fold). This study demonstrates clearly that Pgps are of
importance for IVM detoxification in the model organism C. elegans and that some Pgps
obviously have a higher impact than others.

Keywords: Caenorhabditis elegans, P-glycoprotein, Anthelmintic resistance, Ivermectin,
Verapamil, Development assay
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1. Introduction

Ivermectin (IVM) belongs to the macrocyclic lactones (ML) and is one of the most often used
anti-parasitics in veterinary and human medicine. It shows efficacy against a large number of
parasites and is not only used for treatment of nematode infections of the gastrointestinal
tract, the lungs and of filarial infections, but is also administered to treat infestations with
arthropods. IVM binds irreversibly to the ionotropic y-aminobutyric acid-(GABA) receptor of
vertebrates and avertebrates [1] and/or the glutamate-gated chloride channels (GluCl) of
avertebrates [2,3]. In nematodes, the latter are more important targets than the GABA-gated
chloride channels. Binding of IVM to the channel causes an irreversible opening which is
followed by influx of chloride ions resulting in a flaccid paralysis due to the hyperpolarisation
of the neuronal or muscular membranes [4]. In addition to paralysis of somatic muscles there
are also strong effects on the pharynx muscles, thus, MLs affect both, motility and feeding. In
the model nematode Caenorhabditis elegans several physiological functions are strongly
inhibited by MLs including larval development [5] which is considered to occur as a
consequence of starvation due to paralysis of the pharynx [6].

Similar to the previously observed development of resistance against benzimidazoles, several
populations of gastrointestinal nematodes [7] but presumably also of certain filaria [8] have
developed evasion mechanisms to MLs. Those allow the tolerance of IVM concentrations in
resistant populations which are lethal for non-selected populations. Among others, transport
activity of P-glycoproteins (Pgps) is discussed as a reason for resistance development (for
review see [9]). By transferring xenobiotics from the cytoplasma across apical cell-
membranes into the extracellular compartment, these well-conserved proteins are an
important detoxification factor for most organisms. High Pgp activities are often found at
epithelia acting as protective barriers (e.g. blood brain barrier, nematode intestinal epithelium)
or having excretion function (e.g. hepatocyte epithelia, nematode excretory H-cells). In
general, substrates are large and hydrophobic and are often secondary metabolites of bacteria,
fungi or plants. Lack of Pgp function can result in intolerance against their substrates resulting
e.g. in high IVM susceptibility in some dog breeds such as Collies [10] and in mdrla deficient
mice [11]. Moreover, chronic exposure to gradually increasing [VM concentrations can select
for genetically stable C. elegans strains with significantly increased resistance to IVM even
without mutagenesis [12]. Among other ABC transporters, pgp-1 and pgp-2 were
significantly upregulated in C. elegans selected for increased IVM resistance. Drug resistance
was inherited to the next worm generations even in the absence of drug pressure.
Interestingly, high expression levels of pgp-1 and pgp-2 mRNAs partially declined after [IVM
withdrawal for 10 weeks but were restored again after re-exposure to [IVM for two weeks.

The nematode C. elegans provides the opportunity to conduct different assays focusing on the
viability, behaviour, survival, reproduction and development influenced by anthelmintics [13-
16] and is therefore often used for screening of new drugs. Specific features which make this
organism a highly feasible model compared to many other nematodes are its simple
maintenance, its lack of pathogenicity and the fact that its life cycle is completed within 3 '/,
days [17]. Furthermore, the availability of a large number of genetically modified strains
facilitates functional experiments using this nematode. For C. elegans, 15 Pgp encoding genes
have been annotated in the genome sequence [18]; however, the sequence for Pgp-15 does not
show a continuous open reading frame. This large number compared to mammalian
organisms such as humans and mice, which have only two (MDR1 and MDR3) and three Pgp
genes (mdrla, mdrlb and mdr2), respectively, may be due to the fact that nematodes such as
C. elegans live in the soil where they are in permanent contact to several naturally occurring
toxins. In contrast to vertebrates and insects they do not have any elaborate detoxifying
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organs, but the large number of genes involved in these pathways (e.g. Pgps, cytochrome
P450 enzymes) indicates the presence of a complex molecular detoxification systems. Despite
intensive research using the C. elegans model in many different areas, information about the
function of the individual Pgps is sparse, especially with regard to their contribution to drug
susceptibility. This article describes the impact of the loss of single Pgps transporters and the
consequences of the inhibition of all Pgps using verapamil (VPL) in C. elegans on larval
development under different IVM concentrations.

2. Material and Methods

2.1 C. elegans strains

C. elegans wild-type Bristol N2 strain and Pgp deletion strains NL132 pgp-1(pk17)IV, GH378
pgp-2(kx48)I, NLI31 pgp-3(pkl8)X, VC2159 pgp-4(gkl006)X, RBIS5Y pgp-5(0k856)X,
RB1047 deletion in pgp-7 and pgp-6(0k994)X, RB1916 pgp-8(0k2489)X, RBI1045 pgp-
10(0k991)X, VC26 pgp-12(gkl19)X, RB894 pgp-13(0k747)X, RB2008 pgp-14(0k2660)X and
RB1041 pgp-15(0k987)X were obtained from the Caenorhabditis Genetics Center (CGC) at
the University of Minnesota (St. Paul, USA). Mutant strains for pgp-9 (tm0830) and pgp-
11(tm0333) were provided by the National BioResource Project (Tokyo, Japan). The strains
NL131, NL132 and GH378 had been out-crossed five times against N2 wild-type worms
before use.

2.2. Development inhibition assay

Strains were raised at 20 °C in liquid medium as described previously [19] with the exception
of adding 10.000 L.U. nystatin (Carl-Roth) per 100 ml medium. Worms were collected and
briefly exposed to 12% sodium hypochlorite bleach, rapidly diluted and washed with M9
buffer to obtain eggs. After incubation at 20 °C over night, synchronised first stage larvae
(L1) were obtained. The development inhibition assay was essentially conducted as described
previously [20,21]. Approximately 100 synchronised L1 were added in 20 ul M9 buffer in
every well of a 48-well microtiter plate already containing 158 pl S-Medium, 20 pl
concentrated Escherichia coli (OP50) and 2 pl IVM (Sigma-Aldrich) dissolved in
dimethylsulfoxide (DMSO). IVM was added in serial dilutions to obtain final concentrations
ranging from 0.1 nM to 100 nM IVM and 1% DMSO. Controls contained 1% DMSO. At this
concentration, no harmful effects of the vehicle on C. elegans were observed. In order to
inhibit all Pgps simultaneously, (£)verapamil hydrochloride (Sigma-Aldrich, 99%) (VPL) was
added to obtain final concentrations of 50 uM and 100 uM. Worms were left in the dark at 20
°C under constant shaking at 150 rpm. After a time period of 52-55 h in which L1 of the
negative control were developed to L4 or adult worms, further development was stopped with
Lugol’s iodine and worms were differentiated according to their development stage. L1, L2
and L3 were scored as inhibited in their development and the L4 and adult worms were
classified as developed. Development was calculated in percentage as number of L4 plus
adults divided by number of all stages. Every concentration was set-up in triplicates and all
experiments were repeated for at least two independent times. ECsy values of the collected
data were determined by four parameter logistic regression using GraphPad Prism 5.0.3 and
compared using the extra sum of squares F test. All p values were corrected for multiple
testing using the Bonferroni procedure. Differences with p values < 0.05 were considered to
be statistically significant.
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3. Results

3.1. Inhibition of Pgp transport activity by verapamil

Inhibition of all C. elegans Pgps at once was attempted by the use of VPL in two
concentrations (50 and 100 pM, both without any effect on worms when used alone) in
combination with IVM concentrations ranging from 10"’ M to 107 M. Development of
synchronised L1 to L4 or adult worms was quantified after 52-55 h. Dose response curves
were obtained by logistic regression (Fig. 1). Both VPL concentrations showed similar effects
on the IVM susceptibility of the C. elegans strain N2 as the ECsy value was decreased by a
factor of 2.5 and 2.6, respectively (p < 0.0002) (Table 1).
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Fig. 1. Effects of verapamil on IVM susceptibility. First stage larvae (L1) of N2 wild-type
Caenorhabditis elegans were incubated with different concentrations of IVM in the presence
of 0 uM, 50 uM and 100 uM VPL. Percentages of development were calculated as fraction of
L4 plus adult worms relative to all developmental stages.

Table 1
Effects of Pgp inhibition with verapamil (VPL) and loss of function of individual Pgps on
susceptibility of C. elegans development to ivermectin.

Fold change in
Strain Genotype ECs) (95% CI*) [nM]R?" p value® ECs vs. N2°
N2 Wild-type  3.69 (3.58-3.81) 0.9858
Inhibition of Pgp function using verapamil
N2 (50 uM VPL) Wild-type  1.47 (1.39-1.55) 0.9918 <0.0002 2.516
N2 (100 uM VPL) Wild-type  1.42 (1.34-1.50) 0.9842 <0.0002 2.606
pgp-1-like group®
NLI132 pgp-1 1.22 (1.07-1.39) 0.9822 <0.0014 3.025
tm0830 pgp-9 1.30 (1.24-1.37) 0.9899 <0.0014 2.834
pgp-2-like group
GH378 pgp-2 2.09 (2.06-2.12) 0.9907 <0.0014 1.765
pgp-3-like group
NLI131 pgp-3 1.54 (1.46-1.61) 0.9947 <0.0014 2.406
Vec2159 pgp-4 2.25(2.14-2.36) 0.9723 <0.0014 1.644
pgp-5-like group
RBY59 pep-5 2.07 (2.04-2.10) 0.9787 <0.0014 1.787
RB1047 pgp-6/7 2.10 (2.05-2.16) 0.9572 <0.0014 1.756
RB1916 pgp-8 1.14 (0.86-1.51) 0.9477 <0.0014 3.237
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pgp-10-like group

RB1045 pgp-10 2.08 (2.03-2.13) 09716 <0.0014 1.776
pgp-11-like group

tm0333 pgp-11 0.96 (0.87-1.06) 0.9319 <0.0014 3.835
pgp-12-like group

Vyc2e pgp-12 1.26 (1.03-1.54) 0.9728 <0.0014 2.94
RB2008 pgp-14 0.86 (0.39-1.19) 0.9230 <0.0014 4.294
RB&894 pgp-13 2.46 (2.36-2.56) 0.9266 <0.0014 1.504
RB1041 pgp-15* 3.28 (3.13-3.45) 0.9718 <0.0014 1.125

?95% confidence interval

® Coefficient of determination

¢ For significant differences in ECsg value vs. ECso of N2 wild-type strain.

d Ratio of ECsg value of strain of interest divided by ECsy of N2 strain.

¢ Groups were defined according to the phylogenetic analysis of Prichard and Roulet [22].
'C. elegans pgp-15 is a pseudogene.

3.2. Characterisation of C. elegans strains lacking individual Pgp genes

In order to identify those C. elegans Pgps that are most efficiently able to decrease
susceptibility to IVM, several strains, each lacking a single Pgp or in one case lacking two
Pgps (i.e. pgp-6 and pgp-7), were exposed to different concentrations of this drug or no drug
in case of the control. In controls, development rates of the mutant strains did not differ
significantly from the wild-type N2 strain (mean of 96.8%, SD = 2.2%) with the exception of
the mutant strains of pgp-8, pgp-14 and pgp-11 (p < 0.05).

Each of the strains showed highly significant differences (p <0.0014) in IVM susceptibility
compared to the wild-type N2 strain (Table 1) as revealed by lower ECs values. Whereas loss
of the pgp-15 pseudogene resulted only in a minimal increase of susceptibility to IVM (ECsg
values 1.1-fold lower than N2) (Fig. 2), single and combined loss of other Pgp genes had
stronger effects. Pgps were grouped phylogenetically according to an analysis by Prichard and
Roulet [22] in order to identify if loss of any potentially important subgroups might correlate
with IVM susceptibility (Fig. 2 and Table 1). Effects on ECsy values were categorised as
small (1.5-1.8-fold decrease in ECsy value) and moderate (2.4-4.3-fold decrease). No
differences were found by comparison of pgp loss-of-function strains within those two
categories as indicated by overlapping confidence intervals (Fig. 3). In contrast, significant
differences were available between those two categories (data not shown). Loss-of-function of
pgp-2 and pgp-10 had small effects on IVM susceptibility. Within the group of pgp-5-like
Pgps only loss of pgp-8 resulted in a moderately decreased ECsy value while mutations in the
other three Pgps in this group had only small effects. A moderate increase in susceptibility
was found for the pgp-3 mutant, whereas loss of pgp-4 which also belongs in this group had a
small impact. The pgp-12-like group with three functional members contains one with small
effects of mutations (pgp-13) and two with moderate effects (pgp-12 and pgp-14) on IVM
susceptibility. Finally, the pgp-1- and pgp-11-like groups contained only members with
moderate effects on IVM susceptibility.
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Fig. 2. Dose response curves to IVM of Pgp-deficient Caenorhabditis elegans strains in
comparison to the N2 wild-type. Strain designation and affected Pgp genes are shown in the
legend within the graphs. Effects of loss-of-function mutations in closely related Pgp genes
are shown in the same diagram. Percentages of development were calculated as fraction of L4
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plus adult worms relative to all developmental stages.
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Fig. 3. Distribution of ECsy values for development of different Caenorhabditis elegans
strains in the presence of IVM. Strains were divided into two groups with different [VM-
susceptibility (small and moderate).

4. Discussion

Several previous studies dealt with the involvement of ABC-transporters and particularly
Pgps in the development of ML-resistance of nematodes and arthropods as this is an
important concern not only in animal [23,24] but also in human healthcare [25,26]. For IVM,
introduced in 1981 [1,27] and initially a highly potent drug, reports of reduced or even lost
treatment efficacy become more frequent [28,29] and there is evidence that selection for [IVM
resistance can occur within only few generations [12,30,31]. James and Davey [12] suggest
the involvement of Pgps, half transporters and MRPs in development of IVM resistance in C.
elegans. However, the significance of individual Pgps in the process of ML-resistance
development in C. elegans as well as parasitic nematodes is not understood yet.

The development assay described here offers the advantage of high discriminatory power
allowing to detect also relatively small differences in drug susceptibility for the various Pgp
loss-of-function strains examined. The R obtained were excellent (all > 0.92). Due to the fact
that for every IVM concentration at least 9 wells with approximately 100 stages per well were
included, the statistical power of this type of assay is much better than that of many assays
measuring individual worm movements (e.g. velocity, body bends, trashing) or
feeding/pumping rates which can usually only be done for a few worms per concentration.
Another advantage of the assay is that it does not rely on any bacto agar since the distribution
of highly hydrophobic compounds such as IVM in not completely defined, agar-based, semi-
solid media might be heterogeneous. The fact that substances have to be dissolved in agar at a
temperature of at least 65 °C might particularly influence the chemical integrity of the
substance tested. Thus, quantitative analysis of the development of C. elegans in a liquid
assay is a suitable tool to study the effects of MLs on nematodes as completion of the life
cycle is dependent on food intake, a feature which is strongly affected by IVM. Additionally,
this assay provides the opportunity to observe IVM induced effects over a longer period, as
almost the whole development of C. elegans (L1 to adult) has to be completed. This prevents
misinterpretation of results due to transient effects of drugs.

The effect of VPL on IVM susceptibility during development of C. elegans was surprisingly
low. The approximately 2.5-fold decrease in ECsy is much lower than the 19 to 77-fold
decrease in the ECqg reported for different Haemonchus contortus isolates in a larval feeding
inhibition assay [32] or the 245-fold effects in a larval development assay reported for
Cooperia oncophora isolates [33]. The reason for the low efficacy of VPL in the C. elegans
development assay remains to be identified. Since several of the individual Pgp loss-of-
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function mutations showed stronger effects on IVM susceptibility than the potential Pgp-
inhibitor VPL, it is nevertheless likely that Pgps are involved in modulation of IVM
susceptibility as measured in nematode development. It can furthermore be concluded that
VPL racemate used here is not a useful inhibitor for Pgps in C. elegans, at least in the
described development assay. Although the use of the pure R(+) isomer might decrease
potential side effects from action as Ca*" channel blocker, the effects of the racemate were so
small that the comparatively expensive pure enantiomer was not tested in addition.

The actual impact of individual Pgps is still unclear, partly due to the large number of
paralogs present in nematode genomes. Only two studies, both in C. elegans, have been
conducted that compared the ability of different Pgps to modulate ML susceptibility [34,35],
but none involved all Pgp family members in their behaviour assays. Results of experiments
regarding IVM susceptibility in C. elegans involving the analysis of Pgp-deficient strains or
RNAI experiments as well as information regarding tissue-specific expression are summarised
in Supplementary Table Al. The aim of the present study was to systematically analyse the
effect of loss of all individual Pgps encoded in the C. elegans genome.

All of the analysed strains with loss-of-function alleles of Pgp genes showed increased
susceptibility to IVM in terms of a significantly decreased ECsy value. Surprisingly, this was
also the case for the pgp-15 knock-out strain although this gene is not functional in the wild-
type N2 strain as the open reading frame is interrupted due to deletion of two basepairs. Two
explanations for the very small increase in susceptibility (1.1-fold decreased ECsy) measured
in the pgp-15(0k987) strain are possible. First, the strain might harbour another, unknown,
mutation elsewhere in its genome which slightly increases IVM susceptibility and secondly,
the ~2.2 kb deletion in the pgp-15(0k987) gene might have some effects on the expression of
the pgp-12/13/14 genes which are located adjacent to the pgp-15 gene on the C. elegans X
chromosome.

Herein, a moderate increase of IVM susceptibility was observed after loss-of-function of
seven Pgps in C. elegans: pgp-14, pgp-11, pgp-8, pgp-1, pgp-12, pgp-9 and pgp-3. With the
exception of the pgp-1-like group there was no correlation between phylogeny and impact on
IVM susceptibility. Absence of the phylogenetically closely related genes pgp-1 and pgp-9
showed similar effects on the development rate under IVM exposure. Investigations regarding
their expression in [IVM resistant strains revealed for both genes an increase after [IVM contact
[34]. In parasitic nematodes pgp-1 has been reported to be expressed at significantly
decreased levels in a resistant H. contortus population compared to a susceptible one, whereas
pgp-9 has been reported to be constitutively overexpressed or inducible by MLs in several
independent studies in H. contortus and Teladorsagia circumcincta [22,24,36].

For the IVM detoxification in C. elegans, the function of Pgp-11 and Pgp-14 appears to be of
particular importance. Our results for Pgp-14 confirm recent investigations for this
transporter, which also suggest its participation in IVM resistance. After IVM exposure it was
found that pgp-14 mRNA is significantly over-expressed in C. elegans strains either selected
for IVM resistance or showing reduced susceptibility to IVM due to point mutations in the
three GIuCl o-subunits avr-14, avr-15 and glc-1 [34,35]. For the latter strain increased
expression of pgp-11 mRNA was also observed. In contrast, no evidence for increased pgp-14
expression was observed by Williamson et al. [36]. For pgp-11 mRNA, however, increased
expression was found in IVM resistant H. contortus after IVM treatment in vivo [22]. In C.
oncophora, 3-5-fold increased pgp-11 expression was recently described after both treatment
of adult worms with MOX or IVM in vivo and exposure of L3 to IVM in vitro [37]. It is also
likely that Pgp-12 contributes in IVM detoxification, as the mutant strain did show both, an
increased IVM susceptibility in our assays and a decreased velocity in pgp-12 deficient
worms as well as an increased expression in wild-type C. elegans after IVM exposure [34,35].
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One study showed more than 4-fold increased expression of pgp-12 mRNA in [VM resistant
H. contortus but this difference was not significant due to high variability between replicates
[36]. No results from other studies, neither regarding C. elegans nor parasitic nematodes, are
available for pgp-8 except for the fact that expression levels did not change after short term
IVM exposure in C. elegans. Additionally, H. contortus pgp-2, pgpC and pgpD have been
described to be either constitutively overexpressed and overexpressed and further inducible
by ML treatment in vivo [22]. H. contortus pgpC is the ortholgue of pgp-3 and -4 in C.
elegans and was therefore termed pgp-3 in recent references [38]. The H. contortus pgpD
cDNA and its C. oncophora ortholog have recently been named pgp-4 and pgp-16,
respectively. Indeed, Blast analysis identified pgp-4 as the closest relative in the C. elegans
genome [39]. However, phylogenetic analysis revealed that it is not an ortholog of pgp-4 but
of the Caenorhabditis briggsae CBG12969 ¢cDNA which has no orthologue encoded in the C.
elegans genome [22,38]. Any potential involvement in IVM susceptibility of pgp-16 can only
be investigated in C. elegans after generation of transgenic worms.

Due to the fact that the Pgp paralogs are expressed in different C. elegans tissues it can be
expected that loss of different individual Pgps will not affect the various physiological
functions (motility, pharyngeal pumping, egg laying or development) in the same way.
Comparison of results between different studies is often difficult, as different assays support
different conclusions. There are obviously three major reasons that can probably explain these
heterogeneous results: (i) different effects of RNAi and loss-of-function mutations, (ii)
different assay systems targeting different functional systems such as pharyngeal pumping,
velocity of movement, egg production and development rate and (iii) different time-points
after IVM exposure. While Yan et al. [35] used RNAI, both Ardelli and Prichard [34] and the
present study used strains with loss-of-function mutations. Moreover, both previous studies
analysed exclusively early responses to IVM and did not use development as a parameter of a
late, irreversible response. Kinetics of nematode responses to MLs are highly variable within
the first 24 h of incubation, ranging from hyperactivity over reversible to irreversible
paralysis, depending on both time-point and the drug used [5,40-42]. Therefore, comparisons
of assay results using different time-points are difficult. Interestingly, dose response curves
obtained in the present study were extremely steep with Hill slopes between -26.54 and -6.16
(data not shown) for most strains. There was basically a critical IVM concentration which
determined whether most worms reached the adult-stage or not. This is in marked contrast to
results obtained in the larval developmental assay using parasitic trichostrongylid nematodes
[32,33,43] which usually show much lower Hill slopes. Since SD values for individual
concentrations were also rather low and R” values are close to 1, the simplest explanation is
that C. elegans strains are basically clones [44] whereas genetic diversity in trichostrongylid
populations is considered to be tremendous [45,46]. It is therefore not unexpected that
individual C. elegans from the same strain respond very similarly.

Although IVM is known to influence the pharyngeal pumping rate [5] and to induce gene
expression patterns correlating with starvation [47], exposure to IVM did not result in
development of dauer larvae at the end of the incubation period. This pathway is activated
under poor environmental conditions such as starvation and overcrowding. Similar
observations after the administration of aldicarb [48] allowed to conclude that dauer larvae are
formed primarily when starvation is induced slowly.

The fact that most of the C. elegans strains used here were not out-crossed against the N2
wild-type strain has to be taken into account when interpreting the data. During chemical
mutagenesis, multiple genes can be slightly changed or even destroyed in the same genome.
Of course the mutations in genes other than the target Pgp site might also contribute to
changes in IVM susceptibility. Therefore, some uncertainty regarding the validity of data for
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individual Pgps remains. Random mutations in the background would be expected to lead to
both, increased or decreased susceptibility to IVM. Since only strains with increased
susceptibility were found, random effects are overall probably rather small. Considering the
overall data set and the aim to identify candidate Pgp genes for further analysing their
involvement in ML detoxification, there is still an important gain of information: First, Pgps
for which only small effects were observed in the present study should not be prioritised in
future functional studies since the simultaneous presence of two balancing mutations that
result in only small changes is quite unlikely. Secondly, Pgp inhibition through VPL and loss-
of-functions in Pgp genes in C. elegans result in significantly smaller changes in ECs values
than expected from previous studies using VPL in parasitic nematodes. Thirdly, many of the
Pgps identified in the present study were already previously implicated in ML resistance in
parasitic trichostrongylids. These are candidate genes that should be prioritised in the near
future. A few transporters (e.g. Pgp-2) are remaining where results are contradictory and
which should therefore be kept in mind. Finally, overall data suggest that overexpression of
Pgps and/or changes in their primary structure might have stronger effects than loss of
function of individual Pgps.

In conclusion, this is the first study comparing the complete Pgp repertoire of a nematode
regarding their potential involvement in IVM susceptibility. Although the results are of course
not completely transferable to any parasitic nematode, they at least help to identify candidate
Pgp family members that should be prioritised for further analysis in parasitic nematodes for
which analysis of the complete repertoire is not easily achievable. Moreover, the results
strongly indicate that IVM susceptibility can be modulated by most nematode Pgps although
there are significant differences between paralogs that cannot be predicted by their
phylogenetic relationship.
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Table S1: Comparison of different C. elegans P-glycoproteins

Expression site  Assay Yan et al.” Ardelli et al." Janssen et al.
Pgp-1  Intestine™®, mRNA level T 1(0.5 h)
pharynx® <(1.5-2.5h)
egg production
velocity
pharyngeal
pump.
development moderate
Pgp-2  Pharynx®®", mRNA level T <(0.5-2.5h)
intestine®™, egg production “—
nervous velocity —(1.5h) 1(0.5h)
system&™* 1(1.5-2.5 h)
pharyngeal 1(5,15,20
pump. ng/ml)
development” small
Pgp-3  Intestine®**™*"  mRNA level o —(1.5-2.5h)
reproductive egg production “ "
system®", vulval velocity T(15ng/ml)(1.5
muscle®”, h)
excretory pharyngeal —
celloeren pump. Small
pharynx® development”
Pgp-4  Body wall mRNA level 1 —(0.5 h)
muscle®", 1(1.5-2.5h)
nervous egg production 15, 20ng/ml)
system®”, velocity 1 (20ng/ml)
excretory (1.5h) 1(0.5h)
cell® " pharyngeal 1 (15 ng/ml) 1(2.0-2.5 h)
pump. Small
development
Pgp-5  Intestine® mRNA level o —(0.5-1.5h)
12.5h) "
egg production >
velocity —(1.5h) 1(0.5 h)
1(1.5-2.5h)
pharyngeal 1 (0, 5ng/ml)
pump.
development Small
Pgp-6  Pharynx®", mRNA level (0.5 h)
intestine®®", egg production
amphids®, velocity 1(0.5-1.0 h)
unidentified 1(1.5-2.5h)
cells in head®"  pharyngeal
pump.
development Small™"
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Pgp-7 Intestine®", rays mRNA level (0.5 h)
of adult male 1(1.5-2.5h)"
tail® egg production
velocity 1(1.0-1.5 h)
1(2.5h)
pharyngeal pump.
development Small™"
Pgp-8 Head neurons®  mRNA level «—(0.5-2.5 h)
egg production "
velocity
pharyngeal
pump.
development™ Moderate
Pgp-9  Nervous mRNA level 1(0.5 h)
system®", <(1.5-2.5h)
intestine™&" egg production "
pharynx® velocity
pharyngeal pump.
development” Moderate
Pgp-10 Hypodermis®", mRNA level < (0.5-2.5 h)
Intestine®*" egg production
velocity
pharyngeal
pump.
development” Small
Pgp-11 Intestine®®", mRNA level 1(0.5-2.5h) "
rectal gland egg production
cells®”, velocity
excretory pharyngeal
cell*&h pump. Moderate
development
Pgp-12  Excretory mRNA level 1(0.5h)
cellereM —(1.5-2.5h)
intestine®" egg production "
hypodermis®”,
pharynx®", velocity 1(2.0-2.5 h)
unidentified pharyngeal
cells in head pump.
and tail®" development” Moderate
Pgp-13 Intestine™, mRNA level 1(0.5-1.5 h)
amphids®’ —2.5h)"
egg production
velocity 1(0.5-1.0 h)
1(2.0-2.5 h)
pharyngeal
pump.
development Small
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Pgp-14 Pharynx®fe" mRNA level 1 1(0.5-2.5 h)

egg production

velocity

pharyngeal

pump.

development Moderate

Pgp-15 Head and tail mRNA level 1(0.5- 2.5 h)

neurons® egg production
velocity
pharyngeal
pump.
development small

1: indicates a significant increase in Pgp-expression or worm activity; |: indicates a significant
decrease in Pgp-expression or worm activity; <: indicates no significant difference between IVM
resistant and N2 Bristol, the Pgp knock-down and the control group or the Pgp knock-out and the N2
Bristol strain, respectively. Numbers in brackets represent IVM exposure times and used IVM-
concentrations, respectively. Pgp knock-down worms were constructed by RNAi, Pgp knock-down
worms were mutagenised. *Comparison of expression rates after [IVM exposition between an I[IVM
selected strain relative to the N2 strain and **an [VM resistant strain containing point mutations in the
GluCl a subunits to the N2 strain. ***Gene knock-out for pgp-6 and -7 was investigated in one strain.
*#**Results of the development assay were categorised in two groups ranging from 1.5-1.8-fold
decreased ECso (small) and 2.4-4.3-fold decreased ECs, (moderate).

*Yan, R., Urdaneta-Marquez, L., Keller, K., James, C.E., Davey, M.W., Prichard, R.K., 2012. The role of several ABC transporter genes in
ivermectin resistance in Caenorhabditis elegans. Vet. Parasitol. 190, 519-529.

°Ardelli, B.F., Prichard R.K., 2012. Inhibition of P-glycoprotein enhances sensitivity of Caenorhabditis elegans to ivermectin. Vet. Parasitol.
S0304-4017.

“Broeks, A., Janssen H.W., Calafat J., Plasterk R.H., 1995. A P-glycoprotein protects Caenorhabditis elegans against natural toxins. EMBO
J. 14, 1858-1866.

9Lincke, C.R., Broeks, A., The, I, Plasterk, R.H., Borst, P., 1993. The expression of two P-glycoprotein (pgp) genes in transgenic
Caenorhabditis elegans is confined to intestinal cells. EMBO J.12, 1615-1620.

“Zhao, Z., Sheps, J.A., Ling, V., Fang, L.L., Baillie D.L., 2004. Expression analysis of ABC transporters reveals differential functions of
tandemly duplicated genes in Caenorhabditis elegans. J. Mol. Biol. 344, 409-417.

Zhao, Z., Thomas, J.H., Chen, N., Sheps, J.A., Baillie, D.L., 2007. Comparative genomics and adaptive selection of the ATP-binding-
cassette gene family in caenorhabditis species. Genetics 175, 1407-1408.

fHunt-Newbury, R., Viveiros R., Johnsen, R., Mah, A., Anastas, D., Fang, L., Halfnight, E., Lee, D., Lin, J., Lorch, A., McKay, S., Okada
H.M.,, Pan, J., Schulz A K., Tu, D., Wong, K., Zhao, Z., Alexeyenko, A., Burglin, T., Sonnhammer, E., Schnabel, R., Jones, S.J., Marra,
M.A., Baillie D.L., Moerman D.G., 2007. High-throughput in vivo analysis of gene expression in Caenorhabditis elegans. PLoS Biol. 5,
e237.

"McKay, S.J., Johnsen, R., Khattra, J., Asano, J., Baillie, D.L., Chan, S., Dube, N., Fang, L., Goszczynski, B., Ha, E., Halfnight, E.,
Hollebakken, R., Huang, P., Hung, K., Jensen, V., Jones, S.J., Kai, H., Li, D., Mah, A., Marra, M., McGhee, J., Newbury, R., Pouzyrev, A.,
Riddle, D.L., Sonnhammer, E., Tian, H., Tu., D., Tyson, J.R., Vatcher, G., Warner, A., Wong, K., Zhao, Z., Moerman, D.G., 2003. Gene
expression profiling of cells, tissues and developmental stages of the nematode C. elegans. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 68, 159-
169.

'Schroeder, L.K., Kremer, S., Kramer, M.J., Currie, E., Kwan, E., Watts J.L., Lawrenson, A.L., Hermann, G.J., 2007. Function of the
Caenorhabditis elegans ABC Transporter PGP-2 in the Biogenesis of a Lysosome-related Fat Storage Organelle. Mol. Biol. Cell. 18, 995-
1008.

“Nunes, F., Wolf, M., Hartmann J., Paul R.J., 2005. The ABC transporter PGP-2 from Caenorhabditis elegans is expressed in the sensory
neuron pair AWA and contributes to lysosome formation and lipid storage within the intestine. Biochem. Biophys. Res. Commun. 338, 862-
871.

'Zhao, Z., Fang, L., Chen, N., Johnsen, R.C., Stein, L., Baillie, D.L., 2005. Distinct regulatory elements mediate similar expression patterns
in the excretory cell of Caenorhabditis elegans. J. Biol. Chem. 280, 38787-94.
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Trotz einer meist niedrigeren Privalenz als z. B. bei der BZ-Resistenz der kleinen
Strongyliden, stellt die seit mehr als 10 Jahren zu beobachtende ML-Resistenz bei P. equorum
aufgrund der hohen Pathogenitét dieses Parasiten eine nicht zu unterschitzende Gefahr in der
Pferdehaltung dar. Um das weitere Fortschreiten dieser Entwicklung zu unterbinden bzw. zu
verlangsamen, ist die Entwicklung molekularer Tests flir die Resistenzdiagnostik zu einem
Zeitpunkt, an dem der Anteil der entsprechenden Allelfrequenzen noch gering ist, von
entscheidender Bedeutung (Prichard, 1990). So ist beispielsweise von Arthropoden bekannt,
dass die Stabilitdt der Resistenz in einer Population, die nicht unter Selektionsdruck steht,
direkt mit dem Anteil resistenter Individuen in Zusammenhang steht (Bielza et al., 2008). Aus
diesem Grund ist die Kenntnis der biochemischen und molekularen Zusammenhinge die
Voraussetzung dafiir, eine phéanotypische Ausprigung der Anthelminthikaresistenz zu
verhindern und den Wirksamkeitsverlust einer ganzen Wirkstoffklasse zu vermeiden. Da
entsprechende in vivo-und in vitro-Testverfahren insbesondere bei der equinen
Resistenzdiagnostik gegeniiber MLs nicht verfligbar sind oder mangels geeigneter
Validierung deutliche Schwichen aufweisen, kommt der Entwicklung molekularer Methoden
eine groBe Bedeutung zu (Coles et al., 2006). Bisher ist es noch nicht gelungen, spezifische
genetische Verdnderungen in Genen der ABC-Transporter, die sich fiir die Verwendung als
Marker bei ML-Resistenz eignen, zu identifizieren (Wolstenholme & Kaplan, 2012).
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4.1 Identifizierung und Charakterisierung von P-Glykoproteinen des
Pferdespulwurms P. equorum

Die Identifizierung entsprechender Sequenzen und deren phylogenetische Einordnung stellt
die Grundlage der weiteren Untersuchungen zur Bedeutung der Parascaris-Pgps im
Resistenzgeschehen  gegeniiber MLs dar. Innerhalb der daraus abgeleiteten
Aminosduresequenz konnten Pgp-typische, konservierte Motive bestimmt werden, die fiir
eine Zugehorigkeit zu der Familie der ABC-Transporter sprechen.

4.1.1 Identifizierung zweier P. equorum Pgps

ABC-Transporter, zu denen auch die Pgps gehdren, sind in allen drei Regna zu finden. Thre
Entstehung wird auf eine Zeit von vor mehr als 3 Milliarden Jahren zuriickdatiert (Saier et al.,
1998). Verfiigbare Eintrdge in den Datenbanken zu den Pgps von Nematoden konzentrieren
sich weitgehend auf die der Gattung Caenorhabditis (u.a. C.elegans, C. briggsae;
www.wormbase.org). Bei parasitischen Nematoden dominieren die entsprechenden
Homologe der Trichostrongyliden (H. contortus, C. oncophora, T. circumcincta) (Dicker et
al., 2011; Williamson & Wolstenholme, 2012; De Graef et al., 2013b; Demeler et al., 2013)
und der kleinen Strongyliden des Pferdes (Drogemuller et al., 2004). Des Weiteren sind
Sequenzen dreier Filarienarten (O. volvulus, B. malayi, D.immitis) bekannt (Huang &
Prichard, 1999; Ardelli et al., 2010; Bourguinat et al., 2011c). Fiir die Familie der Askariden
wurden im Rahmen der Illumina-Sequenzierung des Transkriptoms mehrere homologe
Sequenzen von A. suum identifiziert (Acc. No.: ADY40818; ADY40776). Trotz der
bekannten Resistenzproblematik bei P. equorum und einer beobachteten Korrelation zwischen
der Aktivitit der Pgps und ML-Resistenz bei anderen Nematoden waren zu Beginn der Arbeit
keine entsprechenden Eintrdge flir Parascaris in den Datenbanken hinterlegt.

Die Verwendung von degenerierten Primern nach Sangster et al. (1999) und die
anschlieBende Rapid Amplification of cDNA-Ends (RACE)-PCR ermdglichte die Ermittlung
der vollstindigen kodierenden Sequenzen zweier pgp-Homologe fiir P. equorum und stellte
somit die erste Information zu Multidrug-Transportern fiir diesen Parasiten dar. Die
Translation der Nukleotidsequenzen fiihrte zu Polypeptiden mit einer Linge von 1285 bzw.
1284 Aminosduren. Ahnliche GroBenangaben sind auch in der Literatur zu finden (Zhou,
2008). Die deduzierte molare Masse der beiden identifizierten Proteine von P. equorum
betrdgt ohne Zuckeranteil 141,05 bzw. 139,45 kDa und entspricht damit ebenfalls den GroB3en
von Pgps anderer Nematoden (Huang & Prichard, 1999). Angaben hdherer molarer Massen
resultieren aus der starken posttranslationalen Modifikation wie der Glykosylierung und
Phosphorylierung, welche die Pgps erfahren (Endicott & Ling, 1989). Im Bereich der
untranslatierten Region des 5'-Endes findet sich bei ersterer Sequenz eine Spliced-Leader-
Sequenz des SL1-Typs. Die hiermit verbundene Form der RNA-Prozessierung (trans-
Splicing) ist im Stamm der Nematoden weit verbreitet (Blaxter & Liu, 1996).

Die phylogenetische Einordnung in die Pgp-Sequenzen von C. elegans zeigte die grofiten
Ahnlichkeiten mit der Aminosiuresequenz des Pgp-11 von C. elegans, daher die Bezeichnung
als PeqPgp-11; der Vergleich mit bekannten Pgp-Sequenzen parasitischer Nematoden ergab
auBerdem eine hohe Ubereinstimmung mit den als Pgp und Pgp-1 bezeichneten
komplementiren DNAs (cDNAs) von O. volvulus. Sowohl die Sequenzen von C. elegans als
auch die von O. volvulus wurden bereits mit ML-Resistenz in Verbindung gebracht (Prichard
& Roulet, 2007; Ardelli & Prichard, 2013). Fiir die zweite Sequenz (PeqPgp-16) war eine
eindeutige Zuordnung innerhalb des C. elegans Proteoms nicht mdoglich, da dhnlich hohe
Ubereinstimmungen mit dem Pgp-4 und Pgp-3 von C. elegans bzw. C. briggsae vorlagen.
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Pgp-3 von C. elegans wurde schon friih fiir die Entgiftung von Colchicin und Chloroquin
sowie von bakteriellen Toxinen verantwortlich gemacht (Broeks et al., 1995). Die Bedeutung
von Pgp-4 flir den [VM-Transport wurde dagegen erst kiirzlich publiziert (Yan et al., 2012;
Ardelli & Prichard, 2013). Die hochste Ahnlichkeit der hier detektierten Sequenz zeigte sich
jedoch bei dem Vergleich mit dem C. briggsae Pgp CBG-12969, das derzeit einer
Nomenklatur entsprechend der anderen Caenorhabditis-Pgps sowie einer néheren
Bestimmung seiner Funktion entbehrt.

Im Rahmen dieser Berechnungen wurde auBBerdem das enge verwandtschaftliche Verhéltnis
zwischen den Homologen von A. suum und P. equorum deutlich, welches aufgrund der
Tatsache, dass beide derselben monophyletischen Gruppe entstammen, nicht weiter
verwundert (Nadler, 1987a). Eine ndhere Charakterisierung der homologen A. suum-
Sequenzen insbesondere in Hinblick auf ihre Beteiligung an der Anthelminthikaresistenz
erfolgte bisher jedoch noch nicht.

4.1.2 Charakterisierung von PeqPgp-11 und PeqPgp-16

ABC-Transporter treten in Abhingigkeit von ihrer Funktion und ihres Vorkommens bei Pro-
oder Eukaryoten als Im- oder Exporter bzw. als Mono-, Di- oder Tetramer auf (Jones &
George, 2005). Bei vielen eukaryotischen ABC-Transportern, so auch den Pgps, handelt es
sich um eine einzelne Polypeptidkette mit vier Doménen (Hollenstein et al., 2007).

Unter Zuhilfenahme des frei zuginglichen Basic Local Alignment Search Tools (BLAST)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) war die Vorhersage funktioneller Doméinen und somit
auch die Bestimmung konservierter Strukturen der Pgps moglich (Altschul et al., 1990). Diese
sind sowohl an der Substratbindung und dem -transport als auch an der energetischen
Versorgung des Transportvorgangs beteiligt. Der Aufbau von Pgps sieht zwei Transmembran
(TM)-Regionen und zwei zytoplasmatische NBDs vor. Die bei zahlreichen ATPasen
hochkonservierten NBDs sind essentiell fiir den energieabhingigen Transport der Pgp-
Substrate. Sie sind stark hydrophil und an der dem Zytoplasma zugewandten Seite der
Membran gelegen (Higgins, 1992). Jede dieser Doménen enthdlt zwei kurze Peptidmotive,
das Glycin-reiche Walker-A-Motiv (GxxGxGKS/T, x entspricht einem beliebigen Rest;
PeqPgp-11: 426-433/1079-1086; PeqPgp-16: 428-435/1079-1086) und das Walker-B-Motiv
(PODDDE, @ entspricht einer hydrophoben Aminosédure; PegPgp-11: 550-555/1203-1208;
PeqPgp-16: 552-557/1203-1208) (Walker et al., 1982). Beide Motive sind bei vielen
Nukleotid-bindenden Proteinen zu finden. Sie sind Teil der ATP-Bindungstasche und an der
ATP-Hydrolyse beteiligt (Sangster, 1994; Zhou, 2008). Andere konservierte Motive, wie das
ABC-Transporter Signature-Motiv (LSGGQ; PegPgp-11: 530-539/1183-1192; PegqPgp-16:
532-541/1183-1192), der D-Loop (SALD; PegPgp-11: 558-561/1211-1214; PegPgp-16: 560-
563/1211-1214), H-Loop (His-Rest; PeqPgp-11: 582-588/1235-1241; PeqPgp-16: 584-
590/1235-1241) und X-Loop (TxVGEXG; PeqPgp-11: 521-527/1174-1180; PeqPgp 16: 523-
529/1174-1180) sind dagegen spezifisch fiir ABC-Transporter (Hyde et al., 1990; Lawson et
al., 2008). SchlieBlich finden sich bei ABC-Transportern ebenfalls in Umgebung des Walker-
A-Motivs ein A-Loop (unverdnderlicher Tyrosinrest; PegPgp-11: 400/1053; PeqPgp-16:
402/1053) sowie ein Q-Loop (VSQEP; PeqPgp-11: 471-474/1124-1127; PeqPgp-16: 473-
476/1124-1127) pro NBD, die beide durch einen hoch konservierten Rest gekennzeichnet sind
(Lawson et al., 2008).

Neben den NBDs sind die TM-Regionen eine weitere wichtige funktionelle Einheit der ABC-
Transporter. Jede der beiden TM-Regionen setzt sich aus sechs TMHs zusammen, die die
Membran durchziehen und die Grundlage des Transportweges darstellen (Lage, 2003).
Insbesondere die TMHS und TMH6 sowie die TMH11 und TMH12 werden fiir die
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Substratspezifitit verantwortlich gemacht (Zhou, 2008). Sie sind daher im Gegensatz zu den
NBDs in ihrer Primérsequenz und ihrem Aufbau variabel (Hollenstein et al., 2007). Fiir
PeqPgp-11 konnten Bereiche mit einer Lange von insgesamt 286 (Position 63-348) bzw. 297
Aminosduren (Position 723-1019) als TM-Regionen identifiziert werden, fiir PegPgp-16
lagen diese bei 288 (Position 60-347) bzw. 285 Aminosiuren (Position 721-1005).

Wie in dem dreidimensionalen Modell von PegPgp-11 dargestellt, befindet sich das Protein
im Nukleotid-ungebundenen Zustand in einer zelleinwérts gerichteten Konformation. Der
Zugang fiir hydrophobe Molekiile wird von den TMHs gebildet. Die Voraussetzung fiir die
Substraterkennung und -bindung durch die Pgps ist die Assoziation des Substrats mit dem
inneren Blatt der Zellmembran (Higgins, 2007; Aller et al., 2009). Im Gegensatz zum
murinen Pgp zeigt das C. elegans Pgp-1 nur eine laterale Offnung in der Membran fiir den
Eintritt von Substraten. Eine zweite Offnung, die sich z. B. bei der Maus zwischen der TMH4
und TMHG6 befindet, wird bei C. elegans durch eine Haarnadelstruktur versperrt (Jin et al.,
2012). Die Aufklarung der Frage, welches Modell mit dem von P. equorum iibereinstimmt,
bleibt weiterfiihrenden strukturellen Untersuchungen tiberlassen.

Der Zutritt von Substraten aus dem Zytoplasma ist zwar theoretisch mdglich, gilt aber als
unwahrscheinlich. Dies hat moglicherweise auch Auswirkungen auf das Substratspektrum, da
somit insbesondere hydrophobe Molekiile, die mit dem inneren Blatt der Zellmembran
interagieren, transportiert werden (Higgins & Gottesman, 1992; Higgins & Linton, 2004). Des
Weiteren erwies sich die Bindungstasche humaner Pgps als ausreichend groB (6000 A?) fiir
die gleichzeitige Aufnahme zweier Molekiile (Tris-(2-maleimidoethyl)amin und VPL) (Loo et
al., 2003; Sharom, 2011).
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4.2 Expressionsorte von Pegpgp-11 und Pegpgp-16 bei adulten Wiirmern

Die Untersuchung verschiedener Gewebe adulter Pferdespulwiirmer auf ihre Expression von
pgp-11 mRNA ergab eine signifikant hohere Expression im Darm im Vergleich zu dem
ebenfalls untersuchten Hautmuskelschlauch und dem Uterus. Ein dhnliches Muster zeigt auch
C. elegans mit der Expression dieses Gens im Darm und der H-Zelle (McKay et al., 2003;
Zhao et al., 2004).

Fiir pgp-16 von P. equorum wurde der Hautmuskelschlauch als das Organsystem mit der
hochsten Expression identifiziert. Dieser enthélt neben der Hypodermis auch die ebenfalls fiir
die Fortbewegung der Nematoden unerldssliche Léadngsmuskulatur sowie das
Exkretionssystem (H-Zelle) und den dorsalen und ventralen Nervenstrang. Auch fiir dieses
Pgp sind deutliche Ubereinstimmungen mit den fiir C. elegans publizierten Ergebnissen zu
finden: Fiir pgp-4 wurde die Expression im Exkretionssystem nachgewiesen (McKay et al.,
2003; Zhao et al., 2004; Zhao et al., 2007). Zusétzlich wurde sie auch in der Lingsmuskulatur
der Kdrperwand sowie im Nervensystem beschrieben (McKay et al., 2003). Bei pgp-3 wird
bei C. elegans neben der H-Zelle und dem Darm auch das Reproduktionssystem als
Expressionsort erwihnt (Lincke et al., 1993; Broeks et al., 1995; McKay et al., 2003; Zhao et
al., 2004; Zhao et al., 2007). Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die
Konservierung der Pgp-Sequenzen, die zwischen den Arten zu finden ist (Endicott & Ling,
1989), auch auf die Expressionsorte auszuweiten ist. Des Weiteren wird durch die
Konzentration der Expression auf Strukturen mit ausscheidender bzw. aufnehmender
Funktion die Bedeutung der Pgps bei der Entfernung endo- und exogener Stoffe aus dem
Organismus verdeutlicht (Zhou, 2008).
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4.3 Qualitativer und quantitativer Vergleich zwischen Pgps von P. equorum
Populationen unterschiedlicher ML-Suszeptibilitit und unterschiedlichen
Entwicklungsstadiums

Fiir die Identifizierung Anthelminthika-assoziierter SNPs bestehen zwei Herangehensweisen:
Zum einen kann das gesamte Genom auf SNPs untersucht werden. Hierdurch kénnen auch
beteiligte Gene, die bisher noch nicht mit Resistenz in Zusammenhang gebracht wurden,
bestimmt werden. Die Verfolgung dieses Ansatzes empfiehlt die Kenntnis des Genoms, das
bei vielen Organismen wie z. B. P. equorum nicht vorliegt. Daher konzentrieren sich die
meisten Untersuchungen auf bestimmte Kandidatengene, die in Verdacht stehen, einen
Beitrag zur Resistenz zu leisten (von Samson-Himmelstjerna & Blackhall, 2005). Potenzielle
Kandidatengene in Hinblick auf ML-Resistenz sind die Pgps. Diese konnen entweder durch
eine Uberexpression (Xu et al., 1998; James & Davey, 2009; Dicker et al., 2011) oder durch
die Verdnderung ihrer Primérstruktur, die mit einem gesteigerten Substrattransport einhergeht
(Fung & Gottesman, 2009), zu Resistenzen fiihren. Beide Moglichkeiten wurden fiir die
ermittelten Pgps durch den Vergleich der Sequenzen verschiedener P. equorum-Populationen
tiberpriift. Neben der Aufklarung grundsitzlicher Resistenzmechanismen stellt dies auBerdem
noch die Moglichkeit zur Evaluierung potenzieller Resistenzmarker fiir deren spétere Nutzung
in der Resistenzdiagnostik dar (Beech et al., 2011). Wie grof8 das Interesse ist, das der
Generierung neuer Resistenzmarker entgegengebracht wird, ldsst sich an der Einberufung
eines in regelméBigen Abstinden abgehaltenen Treffens verschiedener Arbeitsgruppen
erkennen, bei dem neue Erkenntnisse hinsichtlich der Resistenz-assoziierten SNPs
zusammengetragen werden (Consortium for Anthelmintic Resistance SNPs, CARS)
(Prichard, 2007). Ein populéres Beispiel fiir die Anwendung stellen auch Methoden mit hoher
Durchsatzrate zur Typisierung von SNPs bei Plasmodium spp. dar. Diese erlauben die
Identifizierung suszeptibler Populationen, obwohl die mit dem Resistenzgeschehen
einhergehenden Mechanismen hiufig noch ungeklirt sind (Hayton & Su, 2008).

Die Bestimmung derartiger Marker wére insofern bei P. equorum von grolem Interesse, als
dass derzeit keine validierten in vivo- oder in vitro-Tests zur Verfiigung stehen; ein Umstand,
der auch auf andere Askariden {ibertragbar ist. Die einzige Moglichkeit der
Resistenzdiagnostik bei P. equorum stellt der FECRT dar, fiir dessen Durchfiihrung allerdings
keine Richtlinien durch die WAAVP herausgegeben wurden (Reinemeyer, 2009).

4.3.1 Qualitative Untersuchung der Pegpgp-11 und Peqgpgp-16-Transkripte: Pgp-
Sequenzvergleich und Identifizierung von SNPs mittels SeqDoC-Analyse

Fir die molekularbiologische Detektion Resistenz-assoziierter Verdanderungen von
Kandidatengenen stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung: Anwendung finden in
diesem Zusammenhang die Untersuchung auf Restriktionsfragmentléngenpolymorphismen
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Blackhall et al., 1998a) sowie diagnostische
PCR-Verfahren (Garg & Yadav, 2009; Rufener et al., 2009), die High-Resolution-Melt-
Analyse (Li et al, 2012) oder auch die  Untersuchung  auf
Einzelstrangkonformationspolymorphismen (Single-Strand Conformation Polymorphism)
(Blackhall et al., 1998b; Blackhall et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurden SNPs durch
die Sequenzierung und den anschlieBenden Vergleich der Sequenzen mit Hilfe der Sequence-
Difference-of-Chromatograms (SeqDoC)-Analyse detektiert. Das SeqDoC-Programm, bei
dem es sich um eine Web-basierte und frei zugéngliche Anwendung handelt, ermdglicht den
direkten Vergleich mehrerer DNA-Sequenzen. Hierdurch kann der Austausch, die Insertion
und die Deletion einzelner Basen detektiert werden (Crowe, 2005). Auf diese Weise konnten
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sowohl kodierende als auch nicht kodierende SNPs innerhalb der beiden Pgp-Sequenzen von
P. equorum  ermittelt  werden.  Zusidtzlich  bietet die  Evaluierung  eines
Pyrosequenzierungsverfahrens, gesetzt den Fall die SNPs erweisen sich auch in anderen
Populationen als Resistenz-assoziiert, die Moglichkeit, zukiinftig weitere P. equorum-
Populationen schnell und vergleichsweise kostengiinstig auf die entsprechenden
Verdnderungen zu untersuchen.

Bei SNPs handelt es sich um genetische Unterschiede zwischen Individuen, die die Grundlage
der genetischen Vielfalt innerhalb einer Population reflektieren. Sie konnen auch durch
Genmutation infolge einer Arzneimittelanwendung auftreten (James et al., 2009); eine
Aminosduresubstitution infolge eines SNPs innerhalb der Bindungsstelle kann hierbei
aufgrund verdnderter Affinititen die Wirksamkeit eines Stoffes modifizieren (Jin et al., 2012).
Dies wurde bisher hauptsichlich fiir Arzneimittelrezeptoren nachgewiesen (z. B. B-Tubulin),
konnte aber ebenso fiir Effluxsysteme wie die hochkonservierten Pgps bei Sdugern gezeigt
werden (Jeong et al., 2007; Sauna et al., 2007; Zhou, 2008; Fung & Gottesman, 2009). Ein
funktioneller Zusammenhang zwischen einer Aminosduresubstitution und der verdnderten
Interaktion mit IVM konnte bereits fiir das ebenfalls zu den ABC-Transportern gehdrende
BCRP (ABCGQG2) hergestellt werden. Hier erwies sich ein Aminosdureaustausch (Tyr581Ser)
als entscheidend in der Modifikation der Inhibitoreneigenschaft des IVM (Real et al., 2011).
Auch bei den Helminthen verdichten sich die Hinweise darauf, dass Resistenzen nicht
unbedingt die Folge von Verdnderungen des eigentlichen Wirkstoffziels sind, sondern
aufgrund von Abweichungen im Wirkstofftransport oder -metabolismus entstehen (Cvilink et
al., 2009). Bisher konnten allerdings in erster Linie Zusammenhinge zwischen der Zunahme
der pgp-Expression und dem Auftreten von ML-Resistenz festgestellt werden (Lespine et al.,
2012).

Dass die Selektion durch IVM auch strukturelle Auswirkungen fiir Pgps hat, zeigten
Untersuchungen an Filarien und Trichostrongyliden von human- und veterindrmedizinischer
Bedeutung. Unter Einbeziehung von 28 genetischen Markern, die sich {liber das gesamte pgp
erstreckten, konnte bei O. volvulus nach der Behandlung der Patienten mit IVM eine
Abnahme der genetischen Diversitéit sowie die Zunahme an Markern, die sich nicht im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht befanden, gezeigt werden (Ardelli et al., 2005; Ardelli et al.,
2006b). Der Einsatz von IVM schien aullerdem das Auftreten bestimmter Allele zu forcieren.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir ein Pgp-idhnliches Gen (Half-Transporter) erzielt.
Zusétzlich wurden hier zwischen der TMH4 und TMHS5 SNPs gefunden, deren Evaluierung
als Resistenzmarker allerdings noch aussteht (Ardelli et al., 2006a; Bourguinat et al., 2008).
Auch bei H. contortus wurden Unterschiede zwischen den Allelen IVM-resistenter
und -suszeptibler Stimme gefunden (Blackhall et al., 1998a; Le Jambre et al., 1999; Sangster
et al., 1999). Der Vergleich von Teilbereichen des pgp-9 eines resistenten und eines
suszeptiblen Isolates von T. circumcincta offenbarte zahlreiche Polymorphismen, deren
Bedeutung bisher nicht ndher bestimmt wurde (Dicker et al., 2011). SchlieBlich gelang es
Bourguinat et al. in vivo (2011a) und in vitro (2011b) einen Zusammenhang zwischen einem
bestimmten Pgp-Genotyp und der ML-Resistenz bei D. immitis herzustellen. Neben diesen
nicht-synonymen SNPs sollten aber die synonymen nicht von den Untersuchungen
ausgeschlossen werden. Fiir das humane Pgp wurde beispielsweise eine verdnderte
Substrat-/Inhibitor-Interaktion festgestellt, die mit dem Haplotyp C3435T (Ilel145Ile)
einhergeht (Kimchi-Sarfaty et al., 2007). Als Ursache wird u. a. die Mdglichkeit diskutiert,
dass durch den Nukleotidaustausch ein seltenes Codon an die Position des hdufigen tritt,
wodurch es zu einer Verdnderung der mRNA-Struktur kommt. Entweder durch die
Beeinflussung der co-translationalen Faltung oder durch die geringere Verfiigbarkeit von
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transfer-RNA  fiir dieses Codon wird schlieBlich auch das Fortschreiten der
Ribosomentitigkeit unterbrochen (Fung & Gottesman, 2009).

Die Untersuchung der cDNA von pgp-16 der Eier verschiedener P. equorum-Populationen
fiihrte zu der Detektion von nur wenigen, groBtenteils synonymen SNPs. Ferner war es nicht
moglich, einen Zusammenhang zwischen der verringerten ML-Wirksamkeit im Rahmen der
Behandlungen der Parascaris-Infektionen und dem Auftreten einer bestimmten Mutation
herzustellen. Dieses Ergebnis und die im folgenden Kapitel diskutierten Resultate der
Expressionsraten sprechen gegen eine Beteiligung von pgp-16 an der Resistenz gegeniiber
MLs in den untersuchten P. equorum-Populationen.

Im Gegensatz dazu sind die fiir Pgp-11 gewonnenen Daten duBlerst vielversprechend. Der
Vergleich der Sequenzen, die von sechs Populationen unterschiedlicher ML-Suszeptibilitét
gewonnen wurden, offenbarte 29 SNPs, von denen 14 den Austausch einer Aminosiure zur
Folge hatten. Diese konzentrierten sich groBtenteils auf den Bereich der TMH1 und TMH2.
Drei weitere Aminosduresubstitutionen, die sich in einem Abschnitt befinden, der weniger als
50 Aminosduren umfasst, verdienen jedoch besondere Beachtung: Das Auftreten dieser
Polymorphismen steht in enger Abhangigkeit mit der zuvor beobachteten verringerten ML-
Wirksamkeit bei P. equorum-Infektionen. Dies wurde besonders bei den Sequenzen der
pgp-11 cDNAs der intermedidren Populationen (Gestiit C und D) erkennbar, bei denen sich
das Vorkommen der identifizierten SNPs im Vergleich zu den suszeptiblen Populationen z. T.
bereits verdoppelt hatte und daher die Dynamik der einsetzenden Resistenzentwicklung in
diesen Populationen verdeutlicht. Im Gegensatz dazu zeigten die beiden Populationen mit
ausbleibender ML-Wirksamkeit (Gestiit B2 und E) an allen drei Positionen ausschlieBlich die
substituierte Aminosdure (Anmerkung: Eine erneute Untersuchung mit Proben, die nach einer
zweijdhrigen Pause im Betrieb E entnommen wurden, bestétigte die urspriinglich fiir diesen
Betrieb erhobenen Ergebnisse).

Alle drei Polymorphismen befinden sich in der TMHI11 oder flankieren diese. Diese bildet
gemeinsam mit der TMH12 den Hotspot 11A, der neben Hotspot 1 (TMH1, TMHS, TMHG6)
und Hotspot 11B (TMH9) des humanen bzw. murinen Pgp als Bereich von Mutationen, die die
Substratspezifitit des Proteins beeinflussen, verantwortlich gemacht wird (Shilling et al.,
2006). Bei dem direkten Vergleich der einzelnen TMHs zwischen dem murinen Pgp und
einem Homolog von C. elegans (Pgp-1) wurde hier eine hohe Deckungsgleichheit zwischen
den beiden Sequenzen gefunden; ein Umstand, der nicht auf alle TMHs {ibertragbar ist: Bei
starken Abweichungen zwischen den Spezies kommt es durch die im Rahmen der
Verschiebungen erforderlichen Korrekturen zu Schwierigkeiten in der Vorhersage Substrat-
bindender Aminosduren und der genauen Bestimmung der Schnittstelle zwischen NBDs und
TM-Regionen (Jin et al., 2012).

Nach der Einteilung von Grantham (1974), die sich an dem chemischen Unterschied zwischen
Aminoséuren orientiert (Minimalwert: 5; Maximalwert 215), ist der hier beobachtete Wechsel
von Asparaginsdure zu Asparagin (Asp931Asn) vergleichsweise gering (23). Auch der
Hydropathie-Index (Kyte & Doolittle, 1982), der sich aus den hydrophoben und -philen
Eigenschaften der Seitenketten zusammensetzt, dndert sich nicht (beide -3,5). Der Wechsel
von Cystein zu Serin (Cys951Ser) geht dagegen mit einer deutlichen chemischen
Abweichung einher (112) und auch der Hydropathie-Index unterscheidet sich prignant (2,5 zu
-0,8). Die Substitution befindet sich unmittelbar neben einer bereits fiir ein humanes Pgp
(ABCB1) in der TMHI11 lokalisierten Substratbindungsstelle (Phe942) (Loo & Clarke, 2000;
Loo & Clarke, 2001). Der Nachweis fiir die Bedeutung dieses Restes fiir die Substratbindung
wurde u. a. durch den Gebrauch von Dibromobiman nach der Cystein-Mutagenese erbracht
(Loo & Clarke, 1999). Des Weiteren konnte im Rahmen der gerichteten Mutagenese
(Phe942Ala) eine verdnderte ATPase-Aktivitdit unter Anwesenheit verschiedener Pgp-
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Substrate gezeigt werden (Loo & Clarke, 1999). Der Sequenzabgleich mit dem murinen Pgp
offenbarte aullerdem die unmittelbare Nachbarschaft zu einer spontanen Mutation
(Ser939Phe), die zu einer bis zu 30fachen Resistenz gegeniiber Colchicin und Doxorubicin
fiihrte (Gros et al., 1991). Die Alaninmutagenese weiterer Aminosdurereste in diesem Bereich
filhrte z. T. zu einer 2- bis 3fachen Abnahme der Resistenz gegeniiber den genannten
Verbindungen (Hanna et al., 1996). Die Beurteilung, inwiefern dieser Aminosdureaustausch
tatsdchlich mit einer Resistenzentwicklung bei P. equorum in Zusammenhang steht, ist an
dieser Stelle rein spekulativ, da die hier erhobenen Daten deskriptiver Natur sind und bleibt
daher weiteren experimentellen Arbeiten vorbehalten.

Der Austausch von Tyrosin zugunsten des Histidins (Tyr978His) hat eine moderate
Verdnderung (83) der chemischen Eigenschaften zur Folge. Durch den Wechsel einer
aromatischen Seitenkette in eine basische Seitenkette kommt es zu einem Anstieg der
hydrophilen Eigenschaften (Hydropathie-Index von -1,3 zu -3,2). Die betroffene Aminosdure
befindet sich im extrazelluliren Bereich am Ubergang von der TMH11 zur TMH12. Das
Alignment zwischen den Aminosduresequenzen von PeqPgp-11 und dem murinen Pgp
(ABCBI1) zeigt hier zwar keine unmittelbare Nachbarschaft zu bereits bekannten
Bindungsstellen wie in dem zuvor geschilderten Fall (Aller et al., 2009); nichtsdestotrotz ist
die grofte Ansammlung an Aminosduren, die mit der Bindung verschiedener Pgp-Substrate
bei ABCBI in Verbindung gebracht werden, in der Primérstruktur in einem Abstand von
sechs Aminoséduren zu finden.

Transmembranhelices, insbesondere die TMH11, besitzen im Allgemeinen eine hohe Dichte
an Aminosduren, deren Seitenketten als Donatoren fiir Wasserstoffbriickenbindungen dienen.
Wihrend die nicht-reaktiven Reste dem hydrophoben Anteil der Membran zugewandt sind,
stellen die Aminosdurereste mit den reaktiven Wasserstoffbindungsstellen die
Substratbindungsstelle dar (Seelig et al., 2000). Bei den Substituenten Asparagin und Serin
handelt es sich jeweils um Wasserstoff-Donatoren, die entsprechend mit Wasserstoff-
Akzeptoren in Wechselwirkung treten konnen. Die Stirke der Bindung steigt mit der Anzahl
der Akzeptoren des Substrates an, u. a. ein Grund, weswegen es sich bei [VM um ein gutes
Pgp-Substrat handelt (Seelig, 1998). Histidin besitzt neben seiner Eigenschaft als
Wasserstoff-Donator eine aromatische Seitenkette, die der Stabilisierung bei der Bindung von
Liganden mit einer kationischen oder aromatischen funktionellen Einheit dient (Shilling et al.,
2006).

Vergleichspopulationen, die im Rahmen von Kandidatengenanalysen untersucht werden,
konnen entweder aus einer experimentellen Infektion mit nachfolgender Selektion auf
Anthelminthikaresistenz hervorgehen oder aus dem Feld isoliert werden (Prichard et al.,
2007). Suszeptible und resistente Linien, die durch eine experimentelle Infektion und
Selektion gewonnen wurden, besitzen wegen des gemeinsamen Ursprungs denselben
genetischen Pool. Daher konnen Unterschiede zwischen den Linien i. d. R. direkt auf die
Resistenzselektion zuriickgefiihrt werden, wodurch die Gefahr des Auftretens anderer
Unterschiede im Genom, wie sie zwischen zwei vollstindig unabhédngigen Isolaten zu finden
sind, verringert wird (Gilleard & Beech, 2007). Derartige Abweichungen finden sich
insbesondere dann, wenn es sich um Populationen unterschiedlichen geographischen
Ursprungs handelt (Troell et al., 2006). Es miissen aber auch die Probleme bei der
Verwendung experimentell generierter Isolate berticksichtigt werden: Zum einen besteht die
Gefahr des bottleneck-Effekts innerhalb der Population (Gilleard & Beech, 2007). Dieser
kann durch den Einsatz einer ausreichend groBen Population, die Generierung und den
Vergleich mehrerer Linien sowie die begleitende Untersuchung von Kontrollgenen, die vom
Selektionsprozess ausgeschlossen sind, verhindert bzw. iberwacht werden (Blackhall et al.,
1998a; Blackhall et al., 2003). Zum anderen kénnen Verdnderungen, die nicht mit der
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Anthelminthikaselektion in Zusammenhang stehen aber dennoch Auswirkungen auf die
Biologie des Parasiten haben, hervorgerufen werden. So konnen z. B. kurze Intervalle
zwischen den einzelnen Passagen eine Selektion von Individuen mit einer verkiirzten
Entwicklungszeit hervorrufen (Gilleard & Beech, 2007). Bei der hier vorgestellten Arbeit
wurde auf die Generierung experimentell selektierter Linien u. a. aus Tierschutz-, sowie
organisatorischen und finanziellen Griinden verzichtet und auf verschiedene Feldisolate
zuriickgegriffen. Dies stellt die beste Moglichkeit dar, die im Feld relevanten Verdnderungen
zu untersuchen. Im Gegensatz zu anderen parasitischen Nematoden wie z.B.
Dictyocaulus viviparus (Hoglund et al., 2004) oder den hochdiversen Trichostrongyliden
(Blouin, 1998; Braisher et al., 2004; Troell et al., 2006) besteht bei P. equorum aufgrund einer
aulerordentlich hohen globalen Homogenitét eine vergleichsweise geringe Gefahr, dass durch
eine genetische Differenzierung zwischen einzelnen Subpopulationen nicht Resistenz-
assoziierte genetische Unterschiede detektiert werden. Der geringe Grad an genetischer
Differenzierung wird als Folge eines hohen Genflusses sowie einer geringen Mutationsrate
angesehen (Tydén et al., 2013). Dies scheint ein generelles Charakteristikum der Askariden
zu sein, wie bereits Untersuchungen bei 4. suum und Ascaridia galli zeigten (Nejsum et al.,
2005; Hoglund et al., 2012).

Neben Eiern wurden auch andere Entwicklungsstadien in die Untersuchung miteinbezogen.
Die SeqDoC-Analyse praadulter Spulwiirmer ergab, dass die bei den Eiern zu beobachtenden
Verdnderungen der Primérstruktur auch hier zu finden waren. Wihrend eine zufillig
entnommene Probe aus dem Schlachthof Allelfrequenzen aufwies, die auch bei den
suszeptiblen Populationen ermittelt wurden, zeigte eine Gruppe von Wiirmern, die nach der
Entwurmung einen resistenten Phénotyp aufwies, hinsichtlich der Frequenz der drei
ermittelten SNPs deutliche Ubereinstimmungen mit dem intermedifiren Phinotyp der
untersuchten Eipopulationen.

Sollte sich auch nur ein Teil dieser Aminosduresubstitutionen in weiterfithrenden
Untersuchungen fiir die Nutzung als genetischer Resistenzmarker eignen, wiirde dies die
Kontrolle des weiteren Resistenzgeschehens bei P. equorum erheblich erleichtern und die
Identifizierung entsprechender Populationen zu einem frithen Zeitpunkt, an dem die
genetischen Verdnderungen noch nicht zu einem signifikanten Behandlungsversagen gefiihrt
haben, ermdglichen (Gilleard & Beech, 2007). Dennoch miissen zum gegenwértigen
Zeitpunkt auch die Einschrinkungen bei der Evaluierung beriicksichtigt werden. Bei
C. elegans fiihrte beispielsweise erst die gleichzeitige Mutation von drei Genen, die zwar alle
fiir GluCl-a-Untereinheiten kodieren, aber auf unterschiedlichen Wegen an der IVM-
Suszeptibilitdt beteiligt sind, zu einem erhdhten Resistenzlevel (Dent et al., 2000). Ein
resistenter Phinotyp kann auBerdem aufgrund der Wirkung verschiedener Mechanismen auch
in Abwesenheit eines bestimmten SNPs beobachtet werden, so dass die Ubertragbarkeit
resistenzassoziierter SNPs zwischen den Spezies ebenfalls nicht immer gegeben ist. Der fiir
H. contortus identifizierte SNP des B-Tubulins (Phe200Tyr), der bei dieser Spezies mit einer
BZ-Resistenz einhergeht, konnte z. B. nicht fiir die Bestimmung des Resistenzstatus bei
Hakenwiirmern eingesetzt werden (Albonico et al., 2004).

Zusétzlich zu diesen zundchst deskriptiven Untersuchungen ist auch die funktionelle
Uberpriifung der Bedeutung der detektierten Mutation an der Ausbildung eines resistenten
Phénotyps erforderlich. Ein Zusammenhang kann erst dann sicher hergestellt werden, wenn
sowohl der funktionelle Nachweis als auch der Feldnachweis vorliegen. Als bekanntes
Beispiel fiir die erfolgreiche Kandidatengenanalyse bei parasitischen Nematoden ist auch hier
wieder die Evaluierung von Resistenzmarkern innerhalb der B-Tubulin kodierenden Gene zu
nennen (von Samson-Himmelstjerna et al., 2009). Bei den MLs gestaltet sich die Situation
bisher dagegen schwieriger. Die Untersuchung von GluCls ermdoglichte zwar die
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Identifizierung mehrerer scheinbar mit IVM-Resistenz in Zusammenhang stehender
Mutationen (Njue et al., 2004); deren Vorkommen konnte bei anderen IVM-resistenten
Trichostrongyliden-Populationen jedoch nicht nachgewiesen werden (El-Abdellati et al.,
2011).

4.3.2 Quantifizierung der SNPs mittels Pyrosequenzierung

Die quantitative Pyrosequenzierung erlaubt das Screening nach spezifischen Polymorphismen
in einer groen Anzahl individueller Parasiten und ermdglicht aulerdem die Quantifizierung
unterschiedlicher Allele in einer gepoolten DNA-Probe. Diese Vorgehensweise hat sich
bereits bei der Detektion von SNPs im Fall der BZ-Resistenz bewiahrt (Diawara et al., 2009;
von Samson-Himmelstjerna et al., 2009). Eine Einschriankung besteht darin, dass nur ein
relativ kurzer DNA-Abschnitt auf SNPs untersucht werden kann (Beech et al., 2011). Daher
eignet sich diese Methode in erster Linie bei der Untersuchung von Populationen auf das
Auftreten bereits bekannter SNPs. Sofern sich die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten SNPs
auch in weiteren P. equorum-Populationen wiederfinden sollten, konnten auf diese Weise
betroffene Pferdebestinde zukiinftig leicht auf den Resistenzstatus der vorkommenden
P. equorum-Population liberpriift werden.

Die Pyrosequenzierung erfordert zundchst die Amplifikation des den SNP tragenden
Genabschnittes. Als Template wurde hier neben der cDNA von fiinf der sechs bereits fiir die
SeqDoC-Analyse verwendeten P. equorum-Populationen (fiir Population B bestand kein
ausreichendes Probenvolumen) auch die Plasmid-DNA eines Allels mit bzw. eines ohne die
drei Substitutionen in einer seriellen Verdiinnungsreihe (0:100, 10:90, 20:80, 30:70, 40:60,
50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10, 100:0) eingesetzt (Janssen et al., unverdffentlicht). Dieser
Ansatz diente der Uberpriifung von Reproduzierbarkeit und Genauigkeit des Tests (von
Samson-Himmelstjerna & Blackhall, 2005) und belegte auBBerdem die hohe Sensitivitdt, mit
der dieses Verfahren im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung einhergeht. Auf diese Weise
konnte ein entsprechender Assay fiir zwei der drei ermittelten SNPs (Codon 931 und Codon
951) von PeqPgp-11 etabliert werden. Sie zeigten in drei voneinander unabhidngigen
Untersuchungen eine hohe Korrelation zwischen den rechnerisch und experimentell
ermittelten Werten. Die Grenzen dieses Verfahrens offenbaren sich dagegen im Bereich
niedriger Allelfrequenzen (y-Achsenabschnitt § = 10,4 bzw. 7), deuten aber dennoch auf eine
hohere Sensitivitét als die des FECRT hin (Martin et al., 1989). Fiir die Detektion des SNPs
im Bereich des Codons 978 konnte mit Hilfe dieses Verfahrens bisher noch keine
zufriedenstellende Sensitivitét erzielt werden (Steigungswinkel o = 0,6), weswegen hier die
Etablierung eines anderen Primers erforderlich wird, auf dessen Bestimmung und Evaluierung
aus Zeitgriinden aber verzichtet werden musste. Eine signifikante positive Korrelation konnte
auBBerdem zwischen den Ergebnissen der Sanger-Sequenzierung und der Pyrosequenzierung
fiir die SNPs des Codons 931 (p = 0,015) bzw. Codons 951 (p = 0,0332) bei der Untersuchung
der P. equorum-Populationen hergestellt werden, wobei es insbesondere im Bereich hoher
Allelfrequenzen zu guten Ubereinstimmungen zwischen den beiden Methoden kam.

Die zukiinftige Verwendung dieses Verfahrens zu diagnostischen Zwecken hédngt von den
Ergebnissen weiterer Untersuchungen von P. equorum-Populationen ab, deren Resistenzstatus
nach einem einheitlichen Verfahren mit Hilfe des FECRT bestimmt wurde. Dabei sollte
davon abgesehen werden, das Vorhandensein aller drei SNPs als Voraussetzung fiir den
Erfolg der Methode anzusehen. Vielmehr besteht auch die Moglichkeit, dass nur ein einzelner
SNP bzw. nur niedrige Frequenzen der SNPs in phénotypisch resistenten Populationen
auftreten. Dies wurde beispielsweise auch bei den drei SNPs des B-Tubulin-Gens, die im
Rahmen der BZ-Resistenz ermittelt wurden, beobachtet (James et al., 2009).
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4.3.3 Quantitative Untersuchung der Pegpgp-11 und Pegpgp-16 Transkription bei
Populationen unterschiedlicher ML-Suszeptibilitit

Neben der Untersuchung auf resistenzassoziierte qualitative Verdnderungen der Pgps galt es
auBlerdem zu tlberpriifen, inwiefern sich die Resistenz auch in einer verstirkten Expression
der Gene niederschldgt. Dies sollte insbesondere in Hinblick auf die bereits vorliegenden
Erkenntnisse hinsichtlich der Beteiligung von Pgp-11 an der Resistenz von P. equorum
gegeniiber den MLs erfolgen. Beobachtungen einer erh6hten Expression in Zusammenhang
mit ML-Resistenz wurden bereits bei zahlreichen anderen Nematoden gemacht (Xu et al.,
1998; Huang & Prichard, 1999; Prichard & Roulet, 2007; James & Davey, 2009; Dicker et al.,
2011; Tompkins et al., 2011; Williamson et al., 2011; Yan et al., 2012; Ardelli & Prichard,
2013; De Graef et al., 2013Db).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen der Eier verschiedener
P. equorum-Populationen ergaben jedoch kein einheitliches Bild hinsichtlich einer
verdanderten konstitutiven Expression von pgp-11 respektive pgp-16. Ein moglicher Grund
liegt in der mangelnden oviziden Wirkung des IVM, die bei A. suum anhand des Effektes auf
die Embryonierung und die Infektiositit beobachtet wurde (Boes et al., 1998) und die eine
Pgp-vermittelte Entgiftung der Zelle daher nicht erforderlich erscheinen ldsst. Auch die
protektiven Eigenschaften der Eischale von Askariden tragen sicherlich zu der verminderten
Anfilligkeit gegeniiber MLs zu diesem Entwicklungszeitpunkt bei (siehe Kapitel 2.1.1.2).
Diese verleiht dem Ei eine hohe Tenazitit gegeniiber physikalischen und chemischen
Umweltfaktoren (Wharton, 1980). Durch den Verlust der Eischale wihrend des Schlupfes
verandert sich die Situation und der Organismus muss gegebenenfalls mithilfe anderer
Mechanismen wie z. B. Pgps vor duleren Noxen geschiitzt werden. Eine dhnliche Hypothese
wurde auch nach dem Vergleich der konstitutiven Expression von neun Pgps zwischen einem
resistenten und suszeptiblen H. contortus-Isolat aufgestellt (Williamson & Wolstenholme,
2012). Auch hier konnte kein Anstieg der Expression bei der infektiosen, nicht auf Nahrung
angewiesenen L3 in der resistenten Population festgestellt werden. Es wurde vermutet, dass
die Expression im Laufe des Entwicklungszyklus variiert und Entwicklungsstadien in
Kompartimenten, die einer hoheren Anthelminthikabelastung ausgesetzt sind, in einem
stairkeren Ausmafl auf die Entgiftung durch Pgps angewiesen sind (Williamson &
Wolstenholme, 2012). Auch die Ergebnisse einer Untersuchung des PeqPgp-11-Homologs
von O. volvulus (Pgp-1) mit L3 bzw. adulten Wiirmern deuten in diese Richtung: Wihrend
pgp-1 in den larvalen Stadien, die aus infizierten Kriebelmiicken gewonnen wurden, nur in
geringem Mal} exprimiert wurde, war die pgp-1-Expression der adulten Wiirmer bei dem
Vergleich zwischen den Entwicklungsstadien signifikant erhoht (Huang & Prichard, 1999).
Eine stadienspezifische Suszeptibilitit wurde zudem fiir andere Filarien beschrieben (de Silva
et al., 1997). In Betracht gezogen werden sollte auch die Moglichkeit, dass unterschiedliche
Entwicklungsstadien mit der Expression unterschiedlicher Pgps einhergehen. Dies erscheint
insbesondere vor dem Hintergrund der hohen Anzahl dieser bei Nematoden anzutreffenden
Proteine wahrscheinlich. Fiir C. elegans ist beispielsweise bekannt, dass nicht alle der 60 fiir
ABC-Transporter kodierenden Gene in jedem Stadium exprimiert werden (Lespine et al.,
2012). So zeigte pgp-1 in frithen Entwicklungsstadien die stirkste Expression, wohingegen
bei pgp-2 ein kontriares Expressionsmuster beobachtet wurde und bei pgp-3 eine durchweg
stabile Expression gemessen wurde. In den Dauerlarven zeigte sich die Expression dagegen in
den drei untersuchten pgps konstant niedrig (Lincke et al., 1993). Ein &hnliches Verhalten
wurde auch bei der Untersuchung der konstitutiven Expression einzelner Pgps bei
T. circumcincta festgestellt (Dicker et al., 2011).
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Fiir H. contortus und O. ostertagi wurde die Pgp-Aktivitidt sowohl auf der Eioberfliche als
auch der Kutikula larvaler und adulter Stadien durch die Bindung Pgp-spezifischer Antikorper
nachgewiesen. Eine nidhere Bestimmung, um welche Pgps es sich dabei handelt, blieb leider
aus (Riou et al.,, 2005; Pachnicke, 2009). Die durchflusszytometrische Analyse der
gebundenen Antikorper lie auBerdem die Schlussfolgerung zu, dass die Anzahl der Pgps in
IVM-resistenten H. contortus-Isolaten auf der Eischale zunimmt. Diese Eigenschaft ist
allerdings mit einer hohen individuellen Varianz verbunden: Wihrend fiir manche Eier eine
hohe Antikorperbindung gemessen wurde, zeigten andere derselben resistenten Population
eine Intensitét vergleichbar mit der der suszeptiblen Eier (Kerboeuf et al., 2003b).

Im Gegensatz zu den Larven in der Eischale zeigten prdadulte minnliche und weibliche
Individuen eine deutliche Korrelation zwischen dem Anstieg der konstitutiven Expression von
pgp-11 und dem Resistenzstatus. Gemeinsam mit den Ergebnissen der SeqDoC-Analyse
verdichten sich somit die Hinweise darauf, dass Pgp-11 an einer verminderten Wirksamkeit
von MLs bei P. equorum beteiligt ist. Auch bei C. elegans wurde eine erhdhte pgp-11-
Expression in einem [VM-resistenten Stamm nach dem Kontakt mit IVM gemessen (Ardelli
& Prichard, 2013). Fiir die nidchsten Homologe von PeqPgp-16 in C. elegans sind die
Ergebnisse nicht so eindeutig: Wahrend die Expression von pgp-4 z. T. signifikant hohere
Werte bei resistenten Stimmen im Vergleich zum Wildtypstamm aufwies, konnte dies nicht
fiir pgp-3 bestitigt werden (Yan et al., 2012; Ardelli & Prichard, 2013). Auch fiir pgp-16 von
P. equorum konnte kein Unterschied in der Expression festgestellt werden. Hierdurch wird
die Vermutung, dass dieses Pgp-Homolog nicht an dem IVM-Resistenzgeschehen beteiligt ist,
weiter bestdrkt; aber auch die Hypothese einer stadienspezifischen Expression wird
unterstutzt.

Erginzend zu der Untersuchung der konstitutiven Expression von Pgps, die mit Hilfe von
Eiern verschiedener P. equorum-Populationen und pridadulten Wiirmern unterschiedlicher
Herkunft ermittelt wurde, sollte die Induzierbarkeit der Pgp-Expression durch die Inkubation
adulter Wiirmer in einem IVM-haltigen Medium tiberpriift werden. Als Inkubationszeit wurde
eine Dauer von 12 h gewihlt. Hierflir gab es verschiedene Griinde: Eine moglichst lange
Exposition der Wiirmer sollte anndhernd die Verhiltnisse der IVM-MRT im Pferd
widerspiegeln (Angaben schwanken hier zwischen 2,3 und 7,3 d; siche Kapitel 2.2.1.4) (Pérez
et al., 1999; Gokbulut et al., 2001; Gokbulut et al., 2010). Aufgrund der nur schwer
durchzufiihrenden in vitro-Kultivierung von P. equorum musste der Zeitraum gleichzeitig so
gewdhlt werden, dass die mit dem Absterben der Wiirmer in Zusammenhang stehenden
Prozesse, wie die RNA-Degradierung oder die Expression Agonie-assoziierter Gene, nicht die
Detektion gegebenenfalls vorhandener transkriptionaler Unterschiede der Pgps verhindern
bzw. iiberlagern (Dicker et al., 2010; Koppelkamm et al., 2011). Nicht zuletzt musste auch die
bei Nematoden nach der initialen Paralyse eintretende Hyperaktivititsphase beriicksichtigt
werden (Ardelli et al., 2009). Diese wurde bei C. elegans nach dem Kontakt mit IVM
beobachtet und verzerrt moglicherweise das eigentlich durch IVM hervorgerufene
Transkriptionsprofil. Weder fiir pgp-11 noch fiir pgp-16 konnte jedoch ein Anstieg der
induzierbaren Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne den Einsatz von IVM
festgestellt werden. Inwiefern sich die Transkriptionsrate anderer MDR-Transporter
unterscheidet, bleibt den Untersuchungen der ebenfalls auf Basis dieser Individuen
durchgefiihrten Transkriptomanalyse vorbehalten (Kriicken et al., unverdffentlicht). Ein
dhnliches Ergebnis ergab auch die Untersuchung eines 3fach-resistenten 7. circumcincta-
Isolats nach einer fiinfstiindigen in vitro-Inkubation mit IVM: Resistenz-assoziierte Gene, wie
Cytochrom P450 (Cyp450), GluCls, nikotinerge ACh-Rezeptoren und mit einer Ausnahme
auch die Pgps waren hier auffallend unterreprisentiert (Dicker et al., 2010). Die Induktion
einer Uberexpression von pgp-11 war dagegen bei einem IVM-resistenten Isolat von

91



4 DISKUSSION

C. oncophora sowohl nach der in vivo- (adulte Wiirmer) als auch nach einer 24-stiindigen in
vitro-Exposition (L3) mit IVM erfolgreich. Dagegen konnte bei diesem Parasiten fiir pgp-11
keine Verdnderung der konstitutiven Expression (Eier, L3, Adulte) festgestellt werden.
Interessanterweise zeigte auch die Expressionsanalyse von pgp-16 einen Anstieg nach
Kontakt der L3 mit IVM sowohl bei dem suszeptiblen als auch bei dem resistenten Isolat (De
Graef et al., 2013b).

Die Analyse des Promotors und der Gen-flankierenden Sequenzen ergab, dass es sich bei dem
humanen MDRI um ein Haushaltsgen handelt. Zusétzlich zeigten Untersuchungen humaner
Zelllinien, dass die Promotoraktivitit in Zellen mit basaler Pgp-Expression durch Agenzien
chemischer oder physikalischer Natur und durch physiologische Stimuli auch relativ
kurzfristig induziert werden kann (i. d. R. nach 48-72 h) (Kantharidis et al., 2000). Es handelt
sich hierbei wahrscheinlich um sekundire Reaktionen auf den durch beispielsweise
Chemotherapeutika verursachten oxidativen zelluldren Stress (Callaghan et al., 2008). Dieser
wird durch Hypoxie und Glukosemangel hervorgerufen. Reaktive Sauerstoffspezies flihren
tiber verschiedene Signalwege zu einem Anstieg der Pgp-Expression (Nwaozuzu et al., 2003).
Wihrend die anhaltende Aktivierung dieser Signalwege zu einer Apoptose fithrt, wird die
transiente als Ursache fiir die Transkription bestimmter Gene, so auch der der Pgps,
angesehen (Callaghan et al., 2008). Bei Bakterien scheint dagegen die klassische
Expressionsinduktion der MDR-Gene vorzuherrschen: Regulatorproteine binden direkt die
Substrate der entsprechenden Transportproteine und steigern somit deren Synthese und
schlieBlich den Transport der Substrate (Grkovic et al., 2001). Auf welchem Weg die Pgp-
Expression bei Nematoden induziert wird, ist noch weitgehend ungeklart (Lespine et al.,
2008).

Die in dieser Arbeit erworbenen Erkenntnisse lassen auf eine konstitutiv hohe Expression von
pgp-11 in spdteren Entwicklungsstadien von P. equorum schlieBen, da die frithen
Entwicklungsstadien (d. h. Eier) diese nicht zeigten bzw. diese sich nicht durch die Inkubation
mit IVM provozieren lieB. Um diesen Sachverhalt vollstindig abkldren zu konnen, wiére eine
vergleichende Analyse der Pgp-Expression larvaler Entwicklungsstadien im Ei und der
Larven auBerhalb der Eischale bzw. der adulten Wiirmer mit bekanntem Resistenzstatus
erforderlich. Dies setzt jedoch aufgrund des Entwicklungszyklus und dem damit
einhergehenden Fehlen freier larvaler Stadien, die nicht durch eine Eischale geschiitzt werden
(Clayton, 1986), eine Sektion des betroffenen Wirtes voraus. Auch die Untersuchung des
Pgp-Vorkommens auf der Eischale wére interessant, wie sie beispielsweise bereits bei
H. contortus durchgefiihrt wurde (Kerboeuf et al., 2003b). Um die stadienspezifische
Expression bei P. equorum zu untersuchen, bieten sich auBerdem die im Rahmen einer
Transkriptomanalyse gewonnenen Daten von 24 Contigs von Pgp-Homologen an (Kriicken et
al., nicht veroffentlicht).

92



4.4 Untersuchung von C. elegans Loss-of-function-Mutanten hinsichtlich ihrer IVM-
Suszeptibilitdt

4.4 Untersuchung von C. elegans Loss-of-function-Mutanten hinsichtlich ihrer IVM-
Suszeptibilitit

MLs beeinflussen durch ihre Bindung an Glutamat- und GABA-gesteuerte Cl-Kanédle den
Nematodenorganismus auf verschiedene Weisen, da sie inhibierend auf die Pharynxpumpe,
die Motilitdt und den Eilegeapparat wirken (Martin et al., 2002). Die Durchfiihrung eines
Entwicklungsassays bietet die Mdglichkeit, Wirkstoffe insbesondere in Hinblick auf die
erstgenannten Merkmale zu iiberpriifen, da sich sowohl eine verminderte Pharynxaktivitét als
auch eine reduzierte Motilitit hemmend auf die weitere Entwicklung des Nematoden
auswirken. Je nach Dauer der veranschlagten Entwicklungszeit kann auch der Einfluss auf
den Eilegeapparat bestimmt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es u. a. das
Ziel, (1) den Effekt des Funktionsverlustes eines einzelnen Pgps durch Deletion sowie (2) den
Einfluss des Funktionsverlustes aller im C. elegans Genom kodierten Pgps durch Inhibition
mittels VPL zu untersuchen. C. elegans bietet sich insofern fiir diese Fragestellung an, als
dass verschiedene Institutionen (CGC, NBRP) die entsprechenden Knock-out-Staimme frei zur
Verfligung stellen. Somit war es moglich, nahezu jedes der 14 aktiven Pgps einzeln auf seine
spezifische Funktion hinsichtlich des IVM-Transports bei C. elegans zu iiberpriifen.

Die Entwicklung wurde ab der L1 gemessen, um die Beobachtung zu einem moglichst frithen
Zeitpunkt zu beginnen. Eier, die hdufig in Entwicklungsassays mit Trichostrongyliden
eingesetzt werden, eignen sich insofern nur bedingt, als dass nicht gewéhrleistet werden kann,
dass samtliche Larven aufgrund der vorherigen Behandlung mit NaClO-Bleiche im Rahmen
der Synchronisierung noch zum Schlupf fahig sind und verringerte Schlupfraten im Anschluss
somit nicht eindeutig auf die Wirkung des IVMs zuriickgefiihrt werden konnen. Einen
weiteren Nachteil stellt die unterschiedliche Reife der Eier dar: Wéhrend ein Teil der in der
Kultur vorhandenen Eier in der Entwicklung bereits weiter fortgeschritten ist, werden andere
evtl. erst durch die Chlorbehandlung aus den adulten Wiirmern freigesetzt. Die Absenz von
Nahrung in Form von E. coli stellt dagegen sicher, dass sich keine Larven iiber das Stadium
der L1 hinaus entwickeln. Als weiterer Aspekt muss die fehlende ovizide Wirkung des I[IVM
aufgefiihrt werden (Boes et al., 1998), wodurch die Einbeziehung der Eier bei diesem Assay
hinfallig wird.

Um den durch Pgps vermittelten Transport zu hemmen und der damit einhergehenden
Resistenz gegeniiber Anthelminthika zu begegnen, gibt es grundsitzlich zwei Moglichkeiten:
Zum einen konnen Wirkstoffe zum Finsatz kommen, die sich nicht als Substrat dieser
Proteine eignen. Zum anderen kann durch die gleichzeitige Gabe von Stoffen, die die Efflux-
Aktivitdt der Pgps hemmen, der Transport von Anthelminthika verringert und somit ihre
Wirksamkeit gesteigert werden. Die Hemmung kann durch eine kompetitive, nicht-
kompetitive oder allosterische Blockade im Bereich der Substratbindungsstelle erfolgen,
durch ein Eingreifen in die ATP-Hydrolyse oder durch die Verdnderung der Integritit der
Zellmembran (Amin, 2013). Um der Bedeutung eines Pgp-Inhibitors fiir die Wirksamkeit von
Anthelminthika nachzugehen, wurde die Entwicklungsrate von C. elegans unter dem Einfluss
von IVM in Kombination mit dem lange Zeit als Referenz verwendeten kompetitiven Pgp-
Inhibitor VPL untersucht. Vergleichbare Untersuchungen eines LFIA bei 7. circumcincta
ergaben eine Reduktion des ECgo-Wertes um den Faktor 10 (Bartley et al., 2009). Fiir
C. oncophora und O. ostertagi konnte im Rahmen eines LDA eine Reduktion des ECso-
Wertes um das 132- bzw. 316fache erzielt werden (Al Gusbi, 2011; Demeler et al., 2013). Im
Gegensatz dazu kam es bei dieser Untersuchung zu einer 2,5- bzw. 2,6fachen Abnahme nach
dem Aktivitdtsverlust samtlicher Pgps durch VPL verglichen mit dem nicht exponierten
Wildtypstamm Bristol N2. Uber die Griinde dieses iiberraschend geringen Effektes auf die
Entwicklungsrate ldsst sich zum jetzigen Zeitpunkt nur spekulieren; es scheint jedoch

93



4 DISKUSSION

offensichtlich, dass sich das hier verwendete VPL-Racemat nur bedingt fiir den Einsatz im
Entwicklungsassay eignet, weshalb auf die zusitzliche Untersuchung des R(+)-Isomers von
VPL verzichtet wurde. Dieses besitzt im Gegensatz zum Racemat keine Eigenschaften als
Ca'-Kanalblocker, wodurch das Auftreten etwaiger nicht Pgp-assoziierter Effekte auf die
Entwicklung verringert wird (Lee & Tsien, 1983; Echizen et al., 1985; Ye & Van Dyke,
1988). Um diesem Sachverhalt weiter nachzugehen, konnte daher die Untersuchung der
Effekte anderer Pgp-Inhibitoren mit hoherer inhibitorischer Potenz von Interesse sein. Deren
Entwicklung wurde in den letzten Jahren insbesondere durch die Suche nach einer geeigneten
Strategie bei der Bekdmpfung der MDR von Tumorzellen vorangetrieben. Basierend auf ihrer
Spezifitit, Toxizitdit und Bindungsaffinitit erfolgt eine Einteilung in drei Kategorien. VPL
wird, ebenso wie z. B. Cyclosporin A, Vincristin und Tamoxifen, zu den Pgp-Inhibitoren der
ersten Generation gezahlt (Thomas & Coley, 2003). Mitglieder dieser Gruppe von strukturell
nicht miteinander verwandten Stoffen wurden urspriinglich aufgrund anderer Indikationen
entwickelt und ihre Eigenschaft als Pgp-Substrat und kompetitiver Inhibitor erst spéter
erkannt (Srivalli & Lakshmi, 2012). Aufgrund ihrer geringen Selektivitit und
Bindungsaffinitit, die eine Dosierung im toxischen Bereich erforderlich macht (Krishna &
Mayer, 2000), sowie ihrer Eigenschaft als Substrat anderer Transporter und Enzymsysteme,
die zu unvorhersehbaren Interaktionen im Beisein des Chemotherapeutikums fithren (Thomas
& Coley, 2003), ist ihr Einsatz im klinischen Bereich jedoch nicht moglich. Dennoch leisteten
diese Verbindungen bei der Entwicklung der Pgp-Inhibitoren der zweiten Generation einen
wichtigen Beitrag. Zu diesen gehort neben anderen auch das VPL-Derivat Dexverapamil und
das Cyclosporin D-Analogon Valspodar (PSC833) (Srivalli & Lakshmi, 2012). Diese
Substanzen zeichnen sich im Vergleich zu ihren Vorldufermolekiilen durch eine hdhere
Potenz und eine geringere Toxizitdt aus (Krishna & Mayer, 2000). Durch ihre Eigenschaft als
Substrat des Cyp450-Isoenzyms 3A4 kann es aber insbesondere bei der gleichzeitigen Gabe
von Wirkstoffen, deren Abbau ebenfalls von diesem System abhingig ist, zu
Nebenwirkungen kommen (Thomas & Coley, 2003), aufgrund derer auch dieser Gruppe der
Eintritt zur therapeutischen Anwendung verwehrt blieb. Molekiile der dritten Generation
vereinen dagegen eine hohe Potenz und Spezifitit mit der Eigenschaft (Thomas & Coley,
2003), keine Interaktion mit dem Cyp450 3A4-System oder anderen ABC-Transportern
einzugehen (Dantzig et al., 1999; Wandel et al., 1999). Im Gegensatz zu vielen Inhibitoren der
ersten und zweiten Generation stellen diese meist keine kompetitiven Inhibitoren dar und
unterliegen somit nicht dem Pgp-vermittelten Transport. So induziert die hochaffine Bindung
von Tariquidar (XR9576), einem Anthranilamid-Derivat, eine Konformationsédnderung des
Pgp, welche ihrerseits die ATP-Hydrolyse und den Transport anderer Substrate aus der Zelle
verhindert (Thomas & Coley, 2003). Der inhibitorische Effekt von Tariquidar konnte auch
bereits bei verschiedenen Infektionserregern gezeigt werden. So wurde in vitro die
Ciprofloxacin-Suszeptibilitit in MDR-Transporter {iberexprimierenden Stdmmen von
Staphylococcus aureus erheblich gesteigert (Leitner et al., 2011). Auch die Tariquidar-
Exposition von Schistosoma mansoni resultierte in einer konzentrationsabhdngigen Abnahme
der Eiproduktion iiber mehrere Tage (Kasinathan et al., 2011). Neben der Kenntnis der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen sowie den Verfahren der kombinatorischen Chemie, mit
deren Hilfe die Pgp-Inhibitoren entwickelt wurden, stellt das de novo Design von Inhibitoren
auf der Grundlage der Kristallstruktur des C. elegans bzw. murinen Pgp ein nicht zu
unterschitzendes Potential dar (Loo & Clarke, 2013). Auf deren Basis konnen unter Kenntnis
der Aminosiuresequenz durch die Ubertragung der homologen Strukturen detaillierte
Modelle von Pgps anderer Organismen erstellt werden. Dies bietet die Moglichkeit der
genauen Vorhersage von Substrat- bzw. Inhibitorbindungsstellen und kann somit einen
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wichtigen Beitrag bei der Entwicklung neuer, hochspezifischer Inhibitoren leisten (Srivalli &
Lakshmi, 2012).

Dass ein Zusammenhang zwischen Pgps und IVM als deren Substrat besteht, zeigten die
Untersuchungen der einzelnen Stdmme mit einem Funktionsverlust von nur jeweils einem
Pgp. Insgesamt konnte eine signifikante Zunahme der Suszeptibilitit bei allen Stdmmen
festgestellt werden. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Pgps basierend auf der
Verdnderung ihrer ECso-Werte in zwei Kategorien unterteilt: Die Mutation von pgp-14, pgp-
11, pgp-8, pgp-1, pgp-12, pgp-9 bzw. pgp-3 ging mit einer moderaten Reduktion des ECsy-
Wertes einher (2,4-4,3fache Abnahme des ECso-Wertes). Die tibrigen Pgps (pgp-5, pgp-10,
pep-2, pgp-6/7, pgp-4, pgp-13) beeinflussten die IVM-Suszeptibilitit dagegen nur in
geringem Mal} (1,5-1,8fache Abnahme des ECso-Wertes). Das einzige beschriebene
Pseudogen bei C. elegans (pgp-15) zeigte wider Erwarten ebenfalls einen sehr geringen
Effekt. Trotz der natiirlichen Dysfunktion dieses Gens aufgrund einer 2 bp-gro3en Deletion
kam es bei diesem Pgp zu einer signifikanten, wenn auch duferst geringen Abweichung vom
Wildtyp (1,1fache Abnahme des ECso-Wertes). Eine mdgliche Ursache hierfiir ist eine weitere
Mutation an anderer Stelle des Genoms, die ebenfalls die IVM-Suszeptibilitit beeinflussen
kann. Denkbar ist auch, dass es bei dem untersuchten Knock-out-Stamm aufgrund der
2256 bp-groBBen Deletion innerhalb Pgp-15-Gens (Allel 0k987) zu Auswirkungen auf die
anderen, ebenfalls auf diesem Chromosom gelegenen Pgp-Gene kommt. Eine grundsétzliche
Beeinflussung der Fitness dieses Stammes, die auch bei den Negativkontrollen mit
verminderten Entwicklungsraten einhergehen wiirde, konnte jedoch nicht festgestellt werden.
Im Gegensatz dazu fiihrte wie eingangs erwéhnt der Verlust von sieben Pgps zu einem
mittelgradigen Anstieg der Empfindlichkeit. Ein Zusammenhang zwischen dem Einfluss auf
die IVM-Suszeptibilitit durch den Pgp-Verlust und der Pgp-Phylogenese konnte, mit einer
Ausnahme, nicht hergestellt werden. Lediglich der Funktionsverlust der beiden eng
miteinander verwandten Gene von Pgp-1 und Pgp-9 resultierte in dhnlichen Ergebnissen, da
beide Pgps fiir eine moderate Zunahme der Suszeptibilitit verantwortlich waren. Beiden
Genen ist auflerdem die Expression im Darm und im Pharynx gemein und fiir beide wurde
eine Zunahme der Expression in IVM-resistenten C. elegans-Stimmen nach [VM-Kontakt
gezeigt (Yan et al., 2012; Ardelli & Prichard, 2013). Fiir Pgp-9 konnten diese Ergebnisse auch
bei verschiedenen Trichostrongylidenarten (mit Ausnahme von C. oncophora) erzielt werden
(Prichard & Roulet, 2007; Dicker et al., 2011; Williamson et al., 2011; Areskog et al., 2013),
wihrend bei H. contortus eine Abnahme der pgp-I-Expression zu verzeichnen war
(Williamson et al., 2011).

Zu den grofiten Verdnderungen kam es bei der Untersuchung des pgp-14 Loss-of-function-
Stammes. Dieser zeigte auch bei Expressionsuntersuchungen IVM-resistenter C. elegans
Stimme eine signifikante Steigerung der Werte nach IVM-Kontakt (Yan et al., 2012; Ardelli
& Prichard, 2013). Eine Prognose fiir parasitische Nematoden sollte jedoch unter Vorbehalt
erfolgen, wie Untersuchungen an H. contortus zeigten: Hier ergab die Untersuchung mehrerer
Pgps, u. a. auch die des pgp-14-Orthologs eines [VM-resistenten Isolats, keine signifikante
Verdnderung der konstitutiven Expression im Vergleich zum suszeptiblen Stamm
(Williamson & Wolstenholme, 2012). Das pgp-14-Gen liegt gemeinsam mit den
phylogenetisch eng verwandten pgp-12, -13 und -15 auf dem X-Chromosom, das auBlerdem
sieben weitere Pgp-Gene kodiert (www.wormbase.org). Wéahrend der Verlust von Pgp-12 im
Entwicklungsassay eine mittelgradige Reduzierung des ECso-Wertes zur Folge hatte, zeigte
sich die IVM-Suszeptibilitit durch den Funktionsverlust von Pgp-13 nur geringfiigig
beeinflusst. Dieses Ergebnis macht die Unterschiede zwischen den einzelnen Pgps innerhalb
einer phylogenetischen Gruppe insbesondere vor dem Hintergrund ihrer unmittelbaren
Abfolge auf dem X-Chromosom deutlich, welche fiir eine gemeinsame Gen-Regulierung
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spricht. Untersuchungen bei C. elegans und H. contortus bestitigten eine Beteiligung von
pep-12 in Form von erhohten Expressionsraten und verdnderten Bewegungsprofilen des
pgp-12 defizienten Stammes in Gegenwart von IVM (Williamson et al., 2011; Yan et al.,
2012; Ardelli & Prichard, 2013).

Ein dhnliches Bild zeichnet sich bei der Gruppe um pgp-3, -6, -7 und -8 ab: Auch hier sind die
eng miteinander verwandten Gene unmittelbar nebeneinander auf dem X-Chromosom zu
finden. Der pgp-8 Loss-of-function-Stamm zeigte aber mit einem Anstieg der Suszeptibilitét
gegeniiber IVM um den Faktor 3,2 eine deutliche Abweichung zu den beiden anderen
Stimmen dieser Gruppe, die hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit nahezu identische Werte
aufwiesen (pgp-5 und pgp-6/7: Faktor 1,8). Der Vergleich mit Werten von H. contortus ist in
diesem Fall aufgrund des Fehlens dieser Gruppe bei dieser Spezies nicht moglich (Williamson
& Wolstenholme, 2012).

Ein nicht ganz so deutlicher Unterschied ist in der Gruppe von pgp-3 und -4 vorhanden, deren
Mitglieder ebenfalls in direkter Nachbarschaft auf dem X-Chromosom zu finden sind. Trotz
der unterschiedlichen Kategorisierung in gering und moderat unterscheidet sich der ECso-
Wert zwischen den beiden Pgps nur um den Faktor 1,5. Dieses Ergebnis ist v. a. auch fiir die
Beobachtungen in Bezug auf pgp-16 als entsprechendes Homolog in P. equorum von Belang.
Auch fiir dieses Transportprotein erschlossen sich im Rahmen der hier erbrachten
Untersuchungen keine Hinweise auf eine Beteiligung an dem Geschehen der ML-Resistenz.
Dies ldsst sich aber nicht auf die Homologe aller Nematoden iibertragen. So zeigte pgp-16
von C. oncophora zwar keinen Unterschied zwischen der konstitutiven Expression eines
suszeptiblen und IVM-resistenten Isolats, ein Anstieg der Transkription liel3 sich aber in vitro
bei L3 induzieren (De Graef et al., 2013b). Untersuchungen von pgp-3 und -4 von C. elegans
ergaben ein sehr heterogenes Bild, weswegen die Vergleichbarkeit nur eingeschriankt
gewdhrleistet ist (Yan et al., 2012; Ardelli & Prichard, 2013). Interessant wire in diesem
Zusammenhang daher eine Untersuchung des CBG12969 von C. briggsae, dem nichsten
Verwandten des Pegpgp-16 in einem Modellorganismus.

Von iibergeordnetem Interesse in Bezug auf die Bedeutung der in dieser Arbeit ndher
charakterisierten Pgps von P. equorum sind aber die Daten von pgp-11, da dieses Gen sich
zum einen als sehr polymorph erwies und zum anderen eine erhohte Expression in
Zusammenhang mit IVM-Resistenz zeigte. Auch die Ergebnisse des Entwicklungsassays
verwiesen auf eine Beteiligung dieses Gens beim [VM-Transport: Der Funktionsverlust fithrte
bei C. elegans zu dem, abgesehen von dem von pgp-14, hochsten Anstieg der Suszeptibilitit.
Ardelli & Prichard (2013) beobachteten auflerdem eine erhdhte Expression in einem
resistenten C. elegans Stamm nach IVM-Exposition. Auch parasitische Nematoden wie
H. contortus und C. oncophora sind scheinbar auf die Entgiftung durch dieses Protein
angewiesen, da sie in vitro und/oder in vivo mit einer erhéhten Expression auf den Kontakt
mit IVM reagierten (Prichard & Roulet, 2007; De Graef et al., 2013b). Im Gegensatz zu
einem Grofteil der anderen Pgps von C. elegans liegt pgp-11 isoliert auf dem Chromosom 2
und zeigte auch im phylogenetischen Vergleich nur geringe Ahnlichkeiten zu anderen Pgps.
Seine Konzentration auf Gewebe mit ausscheidender Funktion wie Darm, rektale
Driisenzellen und Exkretionssystem unterstreicht seine Bedeutung fiir die Entgiftung bei
C. elegans (McKay et al., 2003; Zhao et al., 2004).

Inwiefern sich die hier generierten Daten eines freilebenden Nematoden auch auf parasitische
Nematoden iibertragen lassen, ist schwer einzuschitzen, da auch die limitierenden Faktoren
bei der Verwendung von C. elegans als Modell zu beriicksichtigen sind. Wie schon an der
unterschiedlichen Anzahl an Pgp-Genen im Genom bei den Nematoden deutlich wird, ergibt
sich bereits bei dem eingeschrédnkten Vorkommen von Homologen zwischen freilebenden und
parasitischen Nematoden eine Problematik, die sich auch bei einem Vergleich innerhalb der
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parasitischen Nematoden wiederfindet (Geary & Thompson, 2001) (sieche Kapitel 2.1.2.4.2).
Besonders die unterschiedlichen Lebensumstinde eines im Labor unter optimalen
Bedingungen gehaltenen Organismus auf der einen Seite und eines im Wirt unter
wechselnden  Stressoren (z. B. durch Verdnderungen des pH-Wertes oder des
Sauerstoffpartialdrucks sowie durch die Immunantwort des Wirtes und mdgliche
Zwischenwirte etc.) stehenden Organismus auf der anderen Seite diirften eine hinreichende
Begriindung fiir unterschiedliche Empfindlichkeiten zwischen den Spezies aber auch
zwischen unterschiedlichen Entwicklungsstadien sein (Geary & Thompson, 2001; James et
al., 2009). Dies steht auch in Einklang mit der Hypothese, dass bei den intestinalen
Entwicklungsstadien parasitischer Nematoden der paralytische Effekt der MLs auf die
somatische Muskulatur durch die dadurch bedingte Ausscheidung an Bedeutung gewinnt,
wihrend die bei C. elegans beobachtete hohe Pharnyxsensitivitit keinen Einfluss zu haben
scheint (Sheriff et al., 2005; Ardelli et al., 2009). Dariiber hinaus wird die Vergleichbarkeit
moglicherweise durch die Tatsache beeinflusst, dass bei C. elegans die Selektion auf ein
spezielles Zielgen mit Hilfe eines Mutagens erfolgte, wihrend die Selektion bei parasitischen
Nematoden im Feld i. d. R. auf Grundlage einer hohen genetischen Variation beruht. So
besteht die Moglichkeit, dass bei Letzteren, u. U. auch in Abhéngigkeit vom Toxin, mehrere
Mechanismen ineinandergreifen und den Wurm schiitzen (Lespine et al., 2012). Dies erklart
u. U. auch den zwar signifikanten, aber dennoch vergleichsweise geringen Effekt durch den
Verlust einzelner Pgps (durchschnittlich um den Faktor 2,5). Es ldsst die Vermutung zu, dass
fiir eine stark ausgebildete Resistenz Mutationen in verschiedenen Genen erforderlich sind
und die Hemmung eines einzelnen Gens die Expression eines anderen Transporters induziert
(Ardelli, 2013). Fiir C. elegans wird beispielsweise vermutet, dass nur die Mutation von 6.000
der ungefdhr 20.000 Gene zu einem erkennbaren, letalen oder sterilen Phénotypen fiihrt
(Jorgensen & Mango, 2002). Neben Pgps und Verdnderungen der Glutamat- und GABA-
gesteuerten lonenkanile wurde eine verminderte Suszeptibilitit ebenfalls bei der Verdnderung
von Innexinen sowie bei Dyf-Mutanten beobachtet (Gilleard, 2006). Auch eine homologe
Redundanz ist wahrscheinlich, zum einen aufgrund der hohen Anzahl von Pgps und zum
anderen bedingt durch die benachbarte Lage von Pgp-Genen auf den Chromosomen, die
wahrscheinlich aus Genduplikationen hervorgegangen sind. Ein entsprechender Phanotyp
wiirde in diesem Fall erst nach der Mutation von zwei oder mehr Pgps sichtbar (Jorgensen &
Mango, 2002). Unterstiitzt wird diese Theorie durch Beobachtungen an IVM-resistenten
Stimmen von C. elegans. Diese zeigten nach der Mutation dreier Gene (avr-14, avr-15, glc-1)
eine starke Zunahme der AVM-Resistenz (~4000fach). Wurden dagegen nur zwei dieser
Gene verdndert, filihrte dies lediglich zu einem Anstieg der Resistenz um den Faktor 1,3 bzw.
12,5 oder hatte keinen Einfluss auf die Suszeptibilitit (Dent et al., 2000). Ahnliche Werte
wurden auch fiir die Trichostrongyliden ermittelt (Gill & Lacey, 1998). Insgesamt ldsst dies
auf eine hohe Komplexitit fiir die Ausbildung einer IVM-Resistenz schlieBen (Gilleard,
2006).

Nichtsdestotrotz stellt die Verwendung dieses Modellorganismus eine der wenigen
experimentellen Methoden dar, bestimmte Fragestellungen vergleichend einzuschitzen bzw.
zu bewerten. Hierzu gehdrt auch die Untersuchung zur Beteiligung einzelner Pgps an der
Entgiftung bei Nematoden, deren in vitro-Kultivierung aus verschiedenen Griinden nicht
moglich ist. Ob tatsdchlich noch andere Mechanismen an der Entwicklung einer IVM-
Resistenz bei P. equorum beteiligt sind, kann nur die Untersuchung weiterer Kandidatengene
kldren oder aber ein genomweiter Ansatz zeigen.
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4.5 Funktionale Expression von PeqPgp-11 in einem C. elegans-Stamm mit pgp-11
Loss-of-function-Mutation (tm-0333)

Die Transformation eines Modellorganismus stellt hdufig die einzige Moglichkeit dar, die
Funktion von Genen parasitischer Nematoden zu iiberpriifen (James et al., 2009). Die Wahl
des hierfiir verwendeten Modells spielt hierbei eine entscheidende Rolle. So impliziert dies
eine gewisse Ubereinstimmung biologischer Gegebenheiten, um die Funktion des Proteins in
einem addquaten System untersuchen zu kénnen (Grant, 1992). C. elegans hat sich bereits in
zahlreichen Studien als &uBlerst niitzliches heterologes Transformationssystem fiir die
funktionelle Expression von Genen verschiedener parasitischer Nematoden erwiesen (Daurio
& Leaning, 1989). Dies gilt auch fiir Untersuchungen zur Anthelminthikasuszeptibilitét
(Grant, 1992; Kwa et al., 1995; Welz et al., 2011; Miltsch et al., 2012). Von Vorteil ist, dass
theoretisch jede DNA injiziert werden kann, da flir die Erzeugung transgener Linien keine
C. elegans-spezifischen Sequenzen erforderlich sind (Biirglin et al., 1998).

Die Injektion von Plasmid-DNA in die synzytiale Keimbahn von adulten Hermaphroditen des
pgp-11 Loss-of-function-Stammes (tm-333) von C. elegans ermoglichte die Generierung
dreier transgener Linien (Janssen et al., nicht verdffentlicht). Zwei Linien (B, D) iibertrugen
erfolgreich ein Plasmidkonstrukt bestehend aus den Sequenzen der C. elegans pgp-11
Promotorregion, dem pgp-11 von P. equorum sowie der 3'-UTR des unc-54 von C. elegans.
Die verwendete pgp-1/-Sequenz wies den resistenten Genotyp auf, d.h. an allen drei
Positionen lag ein Basenaustausch vor. Zusétzlich konnte ein Kontrollstamm ohne Pegpgp-11
erzeugt werden. Die Detektion erfolgreich transformierter Individuen wurde durch die
Koinjektion eines gfp-kodierenden Plasmids ermdglicht, dessen Expression den Pharynx unter
Blaulicht griin fluoreszieren lieB. Zusitzlich wurde die erfolgreiche Pgp-Expression mittels
PCR iiberpriift. Die Ubertragungsrate der extrachromosomalen DNA betrug durchschnittlich
63,9 % (Linie B), 83,5 % (Linie D) bzw. 45,2 % (Kontrollstamm), wie anhand der gfp-
Expression ermittelt wurde.

Transgene Tiere dieser semistabilen Linien wurden im Anschluss in einem Bewegungsassay
(Thrashing-Assay) unter der Einwirkung von IVM eingesetzt, um die Funktionalitdt von
pgp-11 zu iiberpriifen. Die Durchfiihrung eines Entwicklungsassays war in diesem Fall nicht
moglich, da die hierfiir erforderliche Anzahl transgener Wiirmern aufgrund der semistabilen
Plasmidiibertragung nicht zur Verfligung stand. Bei dem Thrashing-Assay wurden die
Schwimmbewegungen pro Minute einzelner adulter Wiirmer bestimmt. Dieses
Entwicklungsstadium wurde gewihlt, um mogliche Unterschiede in der Bewegungsaktivitét
aufgrund unterschiedlicher Reifegrade infolge einer IVM-bedingten Entwicklungshemmung
zu minimieren. Die hier gewéhlte Inkubationszeit betrug 18 h, um die durch IVM
hervorgerufene Hyperaktivititsphase bei C. elegans nicht in die Untersuchung
miteinzubezichen (Ardelli et al., 2009). Nach Ablauf dieser Zeit wurden die
Schwimmbewegungen ausgezdhlt. Der Vorteil gegeniiber der Bestimmung der
Bewegungsaktivitit auf halbfesten Medien (i. d. R. Agar) liegt darin, dass die Wiirmer sich in
fliissiger Umgebung in einer hoheren Frequenz (fiir den Wildtyp ca. 150/min) fortbewegen
(Miller et al., 1996). Dieses Verhalten zeigen gesunde Wiirmer so lange, bis sie entweder
zuriick auf eine feste Phase tiberfiihrt werden oder die Energievorrite aufgebraucht sind. Auch
andere Faktoren (wie z.B. Anthelminthika), die die neuromuskuldren Funktionen
beeintrichtigen, konnen diesen Parameter beeinflussen und auf diese Weise auf ihre Wirkung
untersucht werden (Nazir et al., 2010). Wie auch fiir den Entwicklungsassay kann hier
ebenfalls von einer homogeneren Verteilung des Wirkstoffes im fliissigen Medium
ausgegangen werden, als dies bei der Verwendung eines halbfesten Stoffes der Fall wiare.
Anhand der auf diese Weise ermittelten Daten konnte bei beiden transgenen Linien ein
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signifikanter Anstieg (p <0,0001) des fir die Hemmung der Bewegungsaktivitit
erforderlichen ECsp-Wertes von IVM beobachtet werden (Linie B: 4,123fach, Linie D
4,63fach). Fiir die weitere und vertiefende Analyse empfiehlt sich die Etablierung eines
automatisierten Verfahrens (Buckingham & Sattelle, 2009), welche aufgrund der zeitlichen
Terminierung im Rahmen dieses Projektes nicht erfolgen konnte. Ein entsprechendes
Vorgehen wiirde zum einen erlauben, eine hohere Anzahl von Individuen pro IVM-
Konzentration miteinzubeziehen und zum anderen konnten auf diese Weise leichter mehrere
IVM-Konzentrationen auf ihren Effekt hin untersucht werden. Dennoch konnte mithilfe
dieser initialen Ergebnisse gezeigt werden, dass sich die weitere Untersuchung in diese
Richtung empfiehlt.
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4.6 Schlussfolgerung und mogliche Ansatzpunkte fiir weitere Untersuchungen

Die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse lassen mehrere Schlussfolgerungen hinsichtlich
der Bedeutung der beiden untersuchten Pgps bei der Resistenzentwicklung gegeniiber MLs zu
(Abbildung 6): Einerseits lassen sie auf eine Beteiligung von Pgp-11 schlieBen, wihrend Pgp-
16 bei den hier untersuchten Populationen offenbar keine Bedeutung zukommt. Dies zeigte
sich an der unterschiedlichen Anzahl an putativ mit ML-Resistenz assoziierten
Polymorphismen beider Gene sowie an den unterschiedlichen Transkriptionsprofilen in
Abhidngigkeit des Resistenzstatus. Die ML-Empfindlichkeit kann sowohl durch
Veridnderungen in der Primérstruktur als auch durch einen Anstieg der Expression von pgp-11
verringert werden. Die Lokalisation der drei putativ mit [IVM-Resistenz assoziierten SNPs
innerhalb oder in der Ndhe der vermeintlichen Substratbindungsstelle unterstreicht, neben
ihrem Auftreten in Abhédngigkeit von der ML-Suszeptibilitét, auerdem ihre Bedeutung. Die
gefundenen Unterschiede lassen auBBerdem auf einen Einfluss des Entwicklungsstadiums auf
die Expressionsrate schlieBen. Ferner wurden im Kontext mit den Ergebnissen anderer
Untersuchungen artspezifische Unterschiede aber auch Gemeinsamkeiten deutlich.

Um jedoch eine weitergehende Einschdtzung iiber die funktionelle Bedeutung fiir die
Transporteigenschaften oder die alleinige Eignung des SNPs als Resistenzmarker abgeben zu
konnen, bietet sich die Arbeit mit rekombinantem P. equorum Pgp-11 von Populationen
unterschiedlicher ML-Suszeptibilitit an. Nicht auler Acht gelassen werden sollte in diesem
Zusammenhang daher die Mdglichkeit, dass sich die Substitutionen lediglich in der Néhe des
eigentlich unter Selektion stehenden Lokus befinden und nicht ursdchlich an der Resistenz
beteiligt sind (Gilleard, 2006). Dies wiirde einer Verwendung in der Resistenzdiagnostik aber
nicht zwangsldufig im Wege stehen (von Samson-Himmelstjerna & Blackhall, 2005; Prichard
et al., 2007). Die Tauglichkeit als Resistenzmarker steht in engem Zusammenhang mit der
Rekombinationsrate und der Entfernung von der eigentlichen Resistenzmutation. Bisher gibt
es kaum Untersuchungen dazu, wie weit diese beiden Stellen auseinander liegen diirfen
(Gilleard & Beech, 2007). Es wird jedoch aufgrund von Beobachtungen bei
Haemonchus placei davon ausgegangen, dass eine Verwendung des assoziierten SNPs als
Marker grundsitzlich moglich ist, sofern beide Polymorphismen innerhalb des fiir die
Resistenz verantwortlichen Gens lokalisiert sind und keine Trennung infolge von
Rekombination erfolgt (Gilleard & Beech, 2007). Eine weitere Einschrankung besteht in der
Moglichkeit, dass die fiir die Resistenz verantwortliche Mutation in den verschiedenen
Populationen unabhéngig erworben wurde und somit nicht zwangsldufig mit einem Marker in
Zusammenhang steht. Aus diesem Grund miissen die hier beschriebenen Ergebnisse noch
unter Vorbehalt betrachtet werden und sollten als Grundlage weiterer Untersuchungen mit
anderen P. equorum-Populationen dienen.

Die besondere Bedeutung, die Pgp-11 fiir den Transport von IVM bei P. equorum hat, wurde
dariiber hinaus auch bei der vergleichenden Analyse seines Homologs bei Pgp-Knock-out
Mutanten von C. elegans herausgestellt. Der Verlust seiner Aktivitit wirkte sich in
besonderem Mal} auf die weitere larvale Entwicklung aus. Weitere Pgps, die mithilfe von
C. elegans auf ihren Einfluss auf die IVM-Suszeptibilitit untersucht wurden, zeigten teilweise
einen nur geringen Effekt. Im Gegensatz zu Pgp-11 ist ihre Entstehung hochstwahrscheinlich
auf Genduplikation zuriickzufiihren, welche z. T. zu einer regelrechten Clusterbildung gefiihrt
hat. Aus diesem Grund wiirde sich eine entsprechende Untersuchung des simultanen
Funktionsverlustes aller Mitglieder der jeweiligen Gruppen etwa durch RNAi anbieten. Der
gleichzeitige Verlust der Funktionalitit aller Pgps bei C. elegans, welcher durch die
Anwendung von VPL erzielt wurde, war mit einem iiberraschend geringen Effekt auf die
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4.6 Schlussfolgerung und mogliche Ansatzpunkte fiir weitere Untersuchungen

IVM-Suszeptibilitit verbunden. Dieser ldsst sich wahrscheinlich auf die vergleichsweise
geringe Potenz dieses Pgp-Inhibitors zuriickfithren. Durch die intensive Suche nach
geeigneten Pgp-Modulatoren im Bereich der Krebsforschung wurden in den letzten Jahren
zahlreiche neue Verbindungen hoher Potenz und Sperzifitit entwickelt, deren mogliche
Einsatzfdhigkeit bei vorhandener Anthelminthikaresistenz noch weitestgehend unbekannt ist.
In diesem Zusammenhang konnte auch von Interesse sein, inwiefern diese Verbindungen
Unterschiede hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitdt zeigen, insbesondere auch in Hinblick auf
der im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Bedeutung von Pgp-11.

T IVM-Suszeptibilitat

J IVM-Suszeptibilitat

P-Glykoprotein

l l

Inhibitor (1.Gen) | Knockout I(

Y

Expression

SNPs M Expression
“| pgp-11 Pgp-11

Abbildung 6: Flussdiagramm von Faktoren, fiir die ein erhohter (rot) bzw. verminderter
Zusammenhang mit [vermectin-Suszeptibilitit (griin) bei Pgp-11 ermittelt wurde und fiir die

sich eine zukiinftige Untersuchung empfiehlt (blau)
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die Bedeutung von P-Glykoprotein assoziierten Mechanismen der Resistenz gegeniiber
makrozyklischen Laktonen beim Pferdespulwurm Parascaris equorum

Dem Einsatz von Anthelminthika wie den makrozyklischen Laktonen (MLs) kommt in der
Tierhaltung eine bedeutende Rolle zu und ein Verlust ihrer Wirksamkeit kann neben den mit
der Infektion verbundenen gesundheitlichen Beeintrichtigungen hohe wirtschaftliche
Einbuflen nach sich ziehen. Da mittelfristig nicht mit der Einfiihrung neuer Antiparasitika zu
rechnen ist, sollte auf den Erhalt der verfiigbaren Anthelminthika ein besonderes Augenmerk
gelegt werden. Die Voraussetzung hierfiir ist die Kenntnis der zugrundeliegenden
Resistenzmechanismen. Zu diesen ist im Fall der ML-Resistenz insbesondere die Aktivitit der
P-Glykoproteine (Pgps) zu zdhlen, die der Superfamilie der A7P-Binding-Cassette (ABC)-
Transporter angehodren. Die in die Membran integrierten Proteine dienen dem aktiven
Transport von Molekiilen und Veridnderungen ihrer Struktur oder Anzahl konnen infolge der
verminderten Verfligbarkeit am Wirkort die Effizienz eines Wirkstoffes beeintriachtigen. Bei
dem zur Gruppe der MLs gehorenden Ivermectin (IVM) wurde die Eigenschaft als Pgp-
Substrat bereits bei Sdugerzellen nachgewiesen. IVM findet breite Anwendung bei der
Behandlung parasitéirer Infektionen, zu denen auch die Parascariose, eine Jungtiererkrankung
der Equiden, gehort. Bei dem Erreger handelt es sich um einen Parasiten des Diinndarms, der
hier zu Obstruktionen mit Todesfolge fithren kann. Die Bekdmpfung dieses weltweit z. T. mit
hohen Privalenzen anzutreffenden Parasiten wurde in den letzten Jahren zunehmend durch
das Auftreten von Resistenzen gegeniiber IVM erschwert. Die molekularen Hintergriinde
hierfiir sind noch weitgehend ungeklart und auch fiir die Diagnose resistenter Populationen
sind keine Verfahren standardisiert.

Aufgrund der Beobachtungen an anderen Nematoden hinsichtlich eines Zusammenhanges
zwischen Pgps und der Resistenz gegeniiber MLs wurden die vollstindigen Sequenzen zweier
putativer Pgps von P. equorum mit Hilfe degenerierter Primer und einer anschlieBenden
RACE-PCR gewonnen. Phylogenetische Untersuchungen offenbarten diese als Orthologe von
Caenorhabditis elegans Pgp-11 (PeqPgp-11) bzw. des nicht ndher benannten Pgp CBG12969
von Caenorhabditis briggsae (PeqPgp-16). Die Aminosduresequenzen beider Proteine weisen
die Pgp-typischen Motive auf, die an der Substrat- und ATP-Bindung beteiligt sind. Der
Vergleich einzelner Gewebe hinsichtlich ihrer Pgp-Expression mittels Real-time-RT-PCR
ergab, dass die Pegpgp-11-Expression im Darm minnlicher und weiblicher Individuen
signifikant gegeniiber den restlichen untersuchten Geweben erhoht war, wohingegen sich der
Hautmuskelschlauch fiir Pegpgp-16 als das Gewebe der stiarksten Expression erwies.

Um mdogliche Verdnderungen, die mit der IVM-Resistenz bei P. equorum einhergehen, zu
untersuchen, wurden auBerdem die Pgp-Sequenzen mehrerer Populationen mit
unterschiedlicher IVM-Suszeptibilitdt miteinander verglichen. Fiir PeqPgp-11 wurden im
Rahmen einer SeqDoC-Analyse drei Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) ermittelt
(Asp931Asn, Cys951Ser, Tyr978His), die jeweils zu einer Aminosiuresubstitution fiihrten
und mit der IVM-Suszeptibilitidt der Populationen korrelierten. Die quantitative Untersuchung
zur Expression beider Pgps bei Eiern lie§ dagegen keinen Schluss auf einen Zusammenhang
mit dem Resistenzstatus zu. Als weiteres Entwicklungsstadium wurden praadulte Wiirmer in
die Untersuchungen miteinbezogen: Eine Gruppe von Wiirmern mit verminderter IVM-
Suszeptibilitdt zeigte eine signifikant hohere Expression von pgp-11 gegeniiber einer zufillig
gewihlten Gruppe.
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Neben diesen deskriptiven Beobachtungen an P. equorum wurde auBlerdem die Beteiligung
der Pgps am Entgiftungsprozess bei dem Modellorganismus C. elegans untersucht, erstens,
um Aussagen liber den gleichzeitigen Verlust der Funktionalitdt simtlicher Pgps am lebenden
Organismus treffen zu konnen und zweitens, um die Bedeutung einzelner Pgps fiir den IVM-
Transport vergleichend darstellen zu kénnen. IVM fiihrte in Gegenwart des Pgp-Hemmers
Verapamil zu einer geringen aber signifikanten Abnahme des ECso-Wertes (~2,5fach)
gegeniiber dem Wildtypstamm Bristol N2, wie sich anhand von verminderten
Entwicklungsraten zeigte. Der Funktionsverlust einzelner Pgps ging dagegen mit einer
Reduktion des ECso-Wertes um den Faktor 1,5-4,3 einher. Neben Pgp-14 zeigte der Verlust
der pgp-11-Aktivitit die groBBten Auswirkungen auf die Entwicklung.

Die im Laufe dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse sprechen fiir die Beteiligung der Pgps
an der Resistenz gegeniiber [IVM bei Nematoden. Dies wird sowohl anhand der Zunahme der
Suszeptibilitit nach dem Funktionsverlust einzelner bzw. aller Pgps bei C. elegans deutlich,
als auch durch strukturelle und quantitative Veranderungen des Proteins in Abhidngigkeit vom
Resistenzstatus bei P. equorum. Eine besondere Rolle spielte in beiden Féllen pgp-11, dessen
SNPs bei P. equorum vielversprechende Kandidaten fiir die Resistenzdiagnostik darstellen.
Die Beurteilung ihrer Eignung erfordert die Untersuchung weiterer Spulwurmpopulationen
mit bekanntem Resistenzstatus. Um diese zu erleichtern, wurde fiir zwei der drei SNPs bereits
erfolgreich ein Pyrosequenzierungs-Assay etabliert. Des Weiteren besteht die Moglichkeit,
die Bedeutung dieser SNPs durch die vergleichende heterologe Expression von Pgp-11 des
suszeptiblen und des vermeintlich resistenten Genotyps in einem Modellorganismus zu
ermitteln. Als solcher bietet sich aus vielerlei Hinsicht C. elegans an, u. a. auch, weil ein
entsprechender pgp-11 Loss-of-function-Stamm, der die Durchfiihrung eines Rescues erlaubt,
hinsichtlich seiner IVM-Suszeptibilitdt schon ndher charakterisiert wurde. Aus diesem Grund
wurden bereits transgene Linien, die das PeqPgp-11 des vermeintlich resistenten Genotyps
exprimieren, sowie eine Kontrolllinie erzeugt. Erste vergleichende Analysen zwischen diesen
verschiedenen Linien fiihrten zu vielversprechenden Ergebnissen.
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Investigation of P-glycoprotein associated mechanisms of resistance to macrocyclic
lactones in the horse roundworm Parascaris equorum

Anthelmintics such as the macrocyclic lactones (MLs) are of special importance for
healthcare in animal husbandry. A loss of their efficacy might cause damages of health due to
infections resulting in significant adverse economic effects. As the introduction of new anti-
parasitics cannot be expected in the medium-term, preservation of existing effective
anthelmintics should be of special interest. This requires the knowledge of underlying
resistance mechanisms in parasites. ML-resistance is supposed to be a result of the activity of
Pgps which belong to the ATP-binding-cassette (ABC)-superfamily of transporters.
Expressed in cell-membranes, Pgps mediate the ATP-dependent transport of molecules.
Therefore, changes in morphology or expression might result in reduced availability of drugs
at their target-site followed by a decreased drug efficacy. The ML ivermectin (IVM) is an
excellent Pgp-substrate which was demonstrated in mammalian cells. It is widely used in
treatment of parasitic infections as e. g. of Parascaris equorum, affecting predominantly
young equines. Adult stages of P. equorum are found in the small intestine where obstruction
may lead to rupture of the intestinal wall and death. Recently, the worldwide occurrence of
this nematode with its sometimes high prevalence was accompanied by cases of VM-
resistance. Unfortunately, the molecular background of this process remains largely unclear
and appropriate techniques for detection of ML-resistance in P. equorum are not standardised
yet.

In this work, complete sequences of two putative P. equorum Pgps were generated using
degenerated primers and a following RACE-PCR based on observations in other nematodes
concerning the contribution of Pgps in ML-resistance. By phylogenetic analysis these were
identified orthologs of Caenorhabditis elegans Pgp-11 (PeqPgp-11) and an unnamed Pgp of
Caenorhabditis briggsae CBG12969 (PeqPgp-16). Amino acid sequences of both proteins
contained Pgp-specific motifs which are known to be involved in drug- and ATP-binding.
Comparison of pgp-expression between tissues was conducted by quantitative real-time PCR.
Pegpgp-11 was found to be significantly higher expressed in the gut of both genders, in
contrast to Pegpgp-16 which was predominantly expressed in the body wall.

In order to detect changes associated with I[IVM-resistance in P. equorum, Pgp-sequences of
populations with different ML-susceptibility were compared. SeqDoC-analysis revealed three
single nucleotide polymorphisms (SNPs) which correlated with decreased ML-susceptibility
and caused a substitution of the corresponding amino acid (Asp931Asn, Cys951Ser,
Tyr978His) in PeqPgp-11. No resistance associated differences in mRNA expression levels
were detected between embryonated eggs of the same populations. Furthermore, pre-adult
worms were included in investigations, where a group of worms with reduced IVM
susceptibility showed statistically significant overexpression of Pegpgp-11 compared to a
randomly selected group.

Apart from these descriptive observations for P. equorum, the contribution of Pgps in
detoxification was also investigated in the model nematode C. elegans, first, to analyse the
consequences of general inhibition of Pgp-activity in a living organism and second, to assess
the importance of single Pgps for the IVM-transport. In presence of the Pgp-inhibitor
Verapamil, the ECsy-value was decreased little but significantly by 2.5fold compared to the
C. elegans wildtype Bristol N2 strain, which was found in terms of a reduced development
rate of C. elegans. However, loss-of-function strains missing a single Pgp were hallmarked by

105



6 SUMMARY AND OUTLOOK

decreased ECsp-values between the 1.5- and 4.3fold. Apart from Pgp-14, loss of Pgp-11
activity showed the greatest impact on development.

In summary, the results of the present work underline the hypothesis of a contribution of Pgps
to [IVM-resistance in nematodes. This becomes apparent in an increase of IVM-susceptibility
in C. elegans strains either missing only a single Pgp or affected by the total loss of Pgp-
activity, respectively, as well as in morphological and quantitative changes of the protein in
dependence of the resistance level. In both cases, Pgp-11 was of particular importance,
showing SNPs which are promising diagnostic candidates for detection of ML-resistance in
P. equorum. To evaluate their suitability, further populations with known phenotypic
resistance levels have to be investigated. This will be facilitated by the establishment of a
pyrosequencing assay for two of the three SNPs. Furthermore, heterologous expression in a
model organism of the susceptible and the presumably resistant genotype of Pgp-11 might
enlighten their role. This might be conducted in C. elegans, since a pgp-11 loss-of-function
strain for rescue experiments is already characterised more closely regarding its VM-
susceptibility. For that reason, transgenic lines, containing PeqPgp-11 of the presumably
resistant genotype and a control line were generated. First results of comparative analyses
between these different lines produced encouraging results.
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8 ANHANG

8.1 Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen mittels Pyrosequenzierung

Tabelle 2: Sequenzen der Primer flir die Amplifikation und Sequenzierung des SNP-
tragenden Bereiches von Pegpgp-11 im Rahmen der Pyrosequenzierung

Name des Primers Sequenz (5'-2>3') Grofle des PCR-
Produktes

Pgp11Pyrofor+ Biotin-GGA ACA AGT GCG TAC GAT CC -

Pgp11Pyrofor GGA ACA AGT GCG TAC GAT CC -

Pgpl1Pyrorev CAT CGC TGA GGC AAA GACT 235

Pgpl11Pyro2791rev.  GGC ATC GAG TTT CCC 76

Pgpl1Pyro2852rev.  TGC CAT TGT GAT AGT GA 139

Pgpl11Pyro2932rev. TTC GTC TGC CTT AGC 217
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8 ANHANG

Tabelle 3: Gemessene Allelfrequenzen® von Pegpgp-11 nach dem Einsatz definierter
Plasmidmischungsverhéltnisse

Mischungs- |N°  Position 2791 N®  Position 2852 N®  Position 2932
verhiltnis

100 G 93 9% 9% G 98 91 95 T 68 60 60
0 A 7 4 4 C 2 9 5 C 32 40 40
90 G 74 8 94 G 91 8 & T 59 61 61
10 A 26 11 6 C 9 14 13 C 41 39 39
80 G 76 8 84 G 82 79 81 T 56 52 58
20 A 24 17 16 C 18 21 19 C 44 48 42
70 G 68 73 7 G 73 71 70 T 47 48 53
30 A 32 27 22 C 27 29 30 C 53 52 47
60 G 61 72 72 G 62 65 64 T 45 43 49
40 A 39 28 28 C 38. 35 36 C 55 57 51
50 G 54 65 62 G 54 57 58 T 37 38 42
50 A 46 35 38 C 46 43 42 C 63 62 58
40 G 47 54 54 G 43 4 53 T 33 30 37
60 A 53 46 46 C 57 56 47 C 67 70 63
30 G 37 4 4 G 32 42 43 T 25 29 30
70 A 63 59 56 C 68 58 57 C 75 71 70
20 G 20 62 30 G 22 24 29 T 22 36 20
80 A 80 38 70 C 78 76 71 C 78 64 80
10 G 21 15 15 G 7 14 15 T 12 8 9
90 A 79 8 8 C 93 8 & C 88 92 91
0 G 9 0 3 G 0 6 5T 4 8 5
100 A 91 100 97 C 100 94 95 C 9% 92 95
* Angaben in Prozent

®Nukleotid
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Abbildung 7: Lineare Korrelation zwischen dem eingesetzten Plasmidmischungsverhiltnis
und dem mittels Pyrosequenzierung detektierten Mischungsverhiltnis fiir die drei ermittelten
Einzelnukleotidpolymorphismen. Wéhrend fiir Codon 931 (A) und Codon 951 (B) eine hohe
Korrelation zwischen dem errechneten und dem ermittelten Mischungsverhiltnis erzielt
werden konnte, konnten fiir Codon 978 (C) keine zufriedenstellenden Ergebnisse generiert
werden. Auch hier war der Korrelationskoeffizient sehr hoch, die Steigung der
Ausgleichsgeraden aber mit ca. a=0,5905 unbefriedigend niedrig. (A)
y=10,44+0,8871 xx, R*=0,954; y=7,015+0,9161 xx, R*=0,9804; (C);
y = 7,643 +0,5905 xx, R* = 0,9455

B)
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Tabelle 4: Allelfrequenzen® von PegPgp-11 unterschiedlicher Parascaris equorum-
Populationen
Position N° Population Population Population Population Population
A B2 C D E
2791 T 71 70 30 29 36 37 4 5 6 6
C 29 30 70 71 64 63 9% 95 94 94
2852 G 74 73 29 26 31 30 2 2 1 2
C 26 27 71 74 69 70 98 98 99 98
* Angaben in Prozent
® Nukleotid
100+
c\'? .
— 80~
o
= T
g 60
() ]
z
@ 40-
0N d
o *
> 20+ -=- Codon 931
= y —— Codon 951
0 ] ] ' I L) ] ]
0 20 40 60 80 100

SeqDoC [%]

Abbildung 8: Lineare Regressionsgerade (Codon 931: y=26,71 + 0,634 x x; Codon 951:
y =38,14 + 0,5504 x x) und 95 %-Konfidenzintervall zwischen den Ergebnissen der Sanger-
Sequenzierung und der Pyrosequenzierung in Prozent. Es zeigt sich eine signifikante positive
Korrelation (Codon 931: p=0.015; Codon 951: p=0,0332) zwischen der mit Hilfe der

beiden Methoden ermittelten Allelhdufigkeiten bei

der Untersuchung des Pgp-11

verschiedener Populationen von Parascaris equorum. Codon 931: R?=0,544; Codon 951:

R?=0,452.
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8.2 Funktionale Expression von PeqPgp-11 in tm0333

Tabelle 5: Sequenzen der Primer und Restriktionsschnittstellen (unterstrichen) fiir die
Amplifikation des Promotors von Caenorhabditis elegans, des Pgp-11  von
Parascaris equorum und der unc54-3'-UTR von Caenorhabditis elegans zur Ligation in den
Expressionsvektor
Name des Primers Sequenz (5'>3') Grofie des
PCR-
Produktes
CelPromPgp-11-Notl- GCG GCC GCA GTC AGG TGT CCT CTT TAT- 3084 bp
Se TGA GGG
CelPromPgp-11-Apal-GGG CCC GTT CTC TTA AAT ACA CAC TGA-
AS ATT TGA G

PeqPgp-11-Apal-Se GGG CCC AAA ATG GAA CTG GAA GCA AAA- 3858 bp
CAA CCA GTT GG

PeqPgp-11-SfiI-AS  GGC CTT TTT GGC CTC ACG ACG TGA GGT-
CCT GCT TTC GG

Cel3UTR-Sfil-Se GGC CAA AAA GGC CCA TCT CGC GCC CGT- 735 bp
GCCTCT

Cel3UTR-SHI-AS ~ CCT GCA GGA AAC AGT TAT GTT TGG TAT-
ATT GGG AAT

PeqPgp-11

11624 bps

Maotl

Promotor

Apal

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Restriktionsenzymschnittstellen Notl, Apal, Sfil
und Shf1 im modifizierten Vektor pCR*4-TOPO® nach der Ligation der Pgp-11-Sequenz von
Parascaris equorum sowie der Promotor- und 3'-UTR-Sequenz von Caenorhabditis elegans.
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Abbildung 10: Larve (unten) und junger adulter Wurm (oben) von Caenorhabditis elegans.
Die transgenen Wiirmer sind anhand der GFP-Expression im Bereich des Pharynx zu
identifizieren.
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Tabelle 6: Bewegungsaktivitit transgener Linien von Caenorhabditis elegans nach
Ivermectin-Inkubation

Linie Genotyp ECs-Wert (95 %-KI*) R™ Anstieg gegeniiber der
[nm] Kontrolllinie®

Kontrolllinie - 1,249 (1,021-1,527) 0,7074 -

Linie B PeqgPgp-11 5,15 (4,595-5,771) 0,7777 4,123

Linie D PeqPgp-11 5,783 (2,086-16,04) 0,6928 4,63

195 %-Konfidenzintervall
® Bestimmtheitsmal3
“Verhiltnis des ECso-Wertes der Linie B bzw. D zur Kontrolllinie

100
. 80-
X
2 60-
B 404
= ¢ Control
201 m B
ol D
'l'|_l—l-l-l'l'l'l'l'l T T T rromy T T rIrIr
-11 -10 -9 -8

logqg (ivermectin) [M]

Abbildung 11: Dosis-Wirkungskurven des FEinflusses von Ivermectin auf die
Bewegungsaktivitit des transgenen Caenorhabditis elegans-Stammes tm0333. Der
Kontrolllinie (Control) wurde zuvor ein Plasmid injiziert, dem die Sequenz fiir PeqPgp-11
fehlte, wihrend das den Linien B und D {iberfiihrte Plasmid dieses Gen neben einer Promotor-
und 3'-UTR-Sequenz enthielt. Die Bewegung wurde anhand der ausgefiihrten
Schwimmbewegungen pro Minute ermittelt.
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8.3 Avermectin Derivate

Tabelle 7: Chemische Unterscheidung der Avermectin Derivate

Bindung zwischen C-22, C-23- C-25- C-5- Derivat
C-23 Substituent Substituent Substituent
sec-Butyl -OCH; Avermect%n-Ala
Doppelbindung -H -OH Avermec‘qn-Bla
iso-Propyl -OCH; Avermect%n—Alb
-OH Avermectin-Byy,
sec-Butyl -OCH; Avermect%n-Aza
Einfachbindung -OH -OH Avermec‘qn-Bza
iso-Propyl -OCH; Avermecqn-Azb
-OH Avermectin-Bjy
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8.4 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

A

ABC-Transporter

ABM
Acc. No.
ACh

A. suum
ATP
AVM
BCRP
BHS

B. malayi
BZ

C

C

cDNA

C. oncophora
cr

C. briggsae
C. elegans
CGC

d

D. immitis
DNA
DRM
dsRNA
Dyf

ECso

E. coli
EMS

Epg

EPM

EST

FEC
FECRT

g

GABA
GFP
GluCl

h

H. contortus
IVM

kg

KGW
L1,L2,L3,L4
LDA
LEV
LFIA
Mbp

Angstrém
ATP-binding-Cassette-Transporter
Abamectin

Zugriffsschliissel/Accession Number
Acetylcholin

Ascaris suum

Adenosintriphosphat

Avermectin

Breast Cancer Resistance Protein
Blut-Hirn-Schranke

Brugia malayi

Benzimidazol

Kohlenstoffatom

Cytosin

komplementire DNA/complementary DNA
Cooperia oncophora

Chloridion

Caenorhabditis briggsae
Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis Genetics Center
Tag/Dies

Dirofilaria immitis
Desoxyribonukleinsiure

Doramectin

doppelstringige Ribonukleinsdure

Dye filling

mittlere effektive Konzentration
Escherichia coli

Ethylmethansulfonat

Eier pro Gramm Kot

Eprinomectin

Expressed Sequence Tag

Faecal Egg Count
Eizahlreduktionstest/Faecal Egg Count Reduction Test
Gramm

v-Aminobuttersdure

Aequorea victoria griin fluoreszierendes Protein
Glutamat-gesteuerter Chloridionenkanal
Stunde/hora

Haemonchus contortus

Ivermectin

Kilogramm

Korpergewicht

erste, zweite, dritte, vierte Larve
Larvenentwicklungstest/Larval Development Assay
Levamisol

Larven/Larval Feeding Inhibition Assay
Megabasenpaare
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MDR
MDR1
mg

ml
min
ML
MMT
mRNA
MRT
MOX
NBD
NBRP

NCBI

ng

OIE

O. volvulus
PCR

P. equorum
P. univalens
Pg

P;

p. 1.

p. o.

PYR

R2

RACE -PCR
RNAI
SeqDoC
SLM

SNP

T

T. circumcincta

TMH
TMP
unc

Uuv

VPL
WAAVP
ZNS

138

Mehrfachresistenz/Multidrug Resistance
Multidrug-Resistance-Protein [

Milligramm

Milliliter

Minute

makrozyklische Laktone

Micromotility Meter Test

messenger Ribonukleinsdure

Mean Residence Time

Moxidectin

Nukleotidbindungsdoméne

National Bioresource Project for the Experimental Animal "Nematode
C. elegans"

National Center for Biotechnology Information

Nanogramm

World Organisation for Animal Health

Onchocerca volvulus

Polymerase-Kettenreaktion/Polymerase Chain Reaction
Parascaris equorum

Parascaris univalens

P-Glykoprotein

anorganisches Phosphat

post infectionem

per os

Pyrantel

Bestimmtheitsmal3

Rapid Amplification of cDNA-Ends with Polymerase Chain Reaction
Ribonukleinsdure-Interferenz
Sequence-Difference-of-Chromatogramms

Selamectin

Einzelnukleotidpolymorphismus/Single Nucleotide Polymorphism
Thymin

Teladorsagia circumcincta

Transmembranhelix

Trimethylpsoralen

uncoordinated

Ultraviolett-Strahlung

Verapamil

World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology
Zentralnervensystem
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8.5 Liste der Aminosduren

Aminosaure Drei-Buchstaben-Code Ein-Buchstaben-Code
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile |
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Typtophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val A%
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Franca, Ame, Eva, Mila, Nele und unserem Kater, die alle immer mit viel Gleichmut,
Anteilnahme und Verstindnis meine zahlreichen Anrufe und Besuche ,,erduldet” haben, v. a.
auch in Zeiten, in denen ich mal wieder gedacht habe, es klappt nichts mehr.

Vielen, vielen, vielen Dank, ohne Euch wire das alles nicht moglich gewesen!
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