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EINLEITUNG 1

1. Einleitung
1.1 Das parasitische Protozoon Leishmania

Leishmania sind trypanosomatide Flagellaten der Ordnung Kinetoplastida. Ein
besonderes Merkmal dieser parasitischen Protozoen ist ein Gestaltwandel im Verlauf des
Entwicklungszyklus, der sich Uber zwei Wirtstypen (Wirbeltier und Insektenvektor)
erstreckt. Ein weiteres wesentliches und zudem namengebendes Merkmal dieser Gattung
ist der Kinetoplast. Hierbei handelt es sich um einen Abschnitt des langgestreckten
Mitochondriums der Zelle, in dem 15% der zellularen DNA lokalisiert sind. Er liegt stets in
unmittelbarer Nahe des Basalapparates der GeifRel. Innerhalb der Kinetoplastida gehdren
die Leishmanien zur Familie der Trypanosomatidae. Weitere, fir den Menschen
bedeutsame Parasiten dieser Familie und den Leishmanien am nachsten verwandt, sind die
Trypanosomen. Man unterscheidet hier zwischen der Trypanosoma brucei-Gruppe (u. a.
der Erreger der Schlafkrankheit in Afrika) und Trypanosoma cruzi. Letztere kommen
ausschlieBlich in Sidamerika vor und sind die Erreger der Chagas-Krankheit.

Das hier untersuchte Mitglied der Gattung Leishmania, Leishmania donovani, wurde
1903 von Sir William B. Leishman und Charles Donovan, unabhangig voneinander, erstmals
beschrieben und nach seinen Entdeckern benannt.

Die Infektion des Saugetierwirtes (Mensch, Hund, Nagetiere) erfolgt durch den Stich
weiblicher Sandmiicken der Gattungen Phlebotomus und Lutzomyia. Eine Ubertragung
durch die Gattung Phlebotomus ist in den semiariden und Savannengebieten Europas,
Asiens und Afrikas gegeben, wahrend die Gattung Lutzomyia vorwiegend in den
Waldgebieten Zentral- und Sidamerikas beheimatet ist (Harms und Bienzle, Tropenmedizin
in Klinik und Praxis, 1993).

Im Insektenwirt leben die Leishmanien als begeiBelte, 10-15 pm lange,
promastigote Zellen extrazellular im Darmlumen. Wahrend einer Ubertragung auf den
Saugetierwirt wandeln sie sich in die 2-5 pm groBe, amastigote Form um, die nur noch ein
rudimentares Flagellum besitzt und sich intrazellular in den Phagolysosomen der Wirtszelle
vermehrt.

1.2 Lebenszyklus des Parasiten und Immunantwort des Wirtes

Wahrend einer Blutmahlzeit der Sandmiicke an einem infizierten Saugetierwirt
werden die amastigote Stadien enthaltenen Makrophagen aufgenommen. Im Mitteldarm
der Miicken erfolgt die Freisetzung der Parasiten aus ihren Wirtszellen. Innerhalb von 12-24
Stunden differenzieren sie zu prozyklischen promastigoten Formen, die sich im Darmlumen
des Vektors etablieren. Die Anheftung der Parasiten an das Darmepithel erfolgt Uber das
Hauptoberflachenmolekil Lipophosphoglykan (LPG) in Form einer gerichteten Insertion der
Flagellen zwischen die Mikrovilli der Darmepithelzellen (Sacks et al., 1994). Innerhalb von
5-7 Tagen differenzieren die avirulenten prozyklischen Zellen zu metazyklischen
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Promastigoten. Dieser Prozess wird als Metazyklogenese bezeichnet und geht mit einer
Veranderung der terminalen Zucker der LPG-Molekile einher und fuhrt schlieBlich zur
Ablosung der Zellen vom Darmepithel (Pimenta et al., 1992; Sacks et al., 1995). Diese
hochvirulenten Parasiten wandern nun iiber den Vorderdarm in Osophagus und Pharynx und
konnen von dort durch Reurgitation bei der nachsten Blutmahlzeit der Miicke wieder
ubertragen werden. Nach Internalisierung durch Makrophagen im Saugetierwirt sind die
Leishmanien zunachst im Phagosom lokalisiert, das im weiteren Verlauf mit Endosomen
und Lysosomen zum so genannten Phagolysosom fusioniert. Im Phagosom erfolgt eine
Stadiendifferenzierung der Parasiten zur amastigoten Form. Schlisselreize fur diesen
Prozess sind vermutlich die Temperaturerhohung auf 37°C und der saure pH-Wert von 5,5
im Phagolysosom. Die Umwandlung dauert, je nach Spezies, 2-5 Tage und ist mit einer
Reduktion der LPG-Expression verbunden. Glykoinositolphospholipide (GIPL) stellen in
diesem Stadium die Hauptoberflachenmolekiile dar (Ferguson, 1997). Die Replikation der
Parasiten erfolgt bis zur Lyse ihrer Wirtszellen, die zu einer Freisetzung der Leishmanien
fuhrt. Diese konnen dann durch Rezeptor-vermittelte Endozytose wiederum von
Wirtszellen aufgenommen und beim erneuten Biss der Sandmiicke zurlick in den
Insektenvektor gelangen. Durch Rickdifferenzierung zum promastigoten Stadium schlieBt
sich der Lebenszyklus.

Die amastigote Form der Leishmanien ist sehr gut an das feindliche Milieu im
Saugetierwirt angepasst und hat verschiedene Mechanismen entwickelt, um den
abwehrenden Immunmechanismen zu entgehen. Diese bestehen einerseits aus den
lytischen Effekten des Komplementsystems und andererseits aus der Aktivierung der
Hauptwirtszellen der Leishmanien, den Makrophagen. Bei der Umgehung der
Abwehrmechanismen scheinen die verschiedenen Glykoproteine auf der Oberflache der
Parasiten eine Rolle zu spielen. Metazyklische Promastigote weisen eine Resistenz gegen
Komplement-vermittelte Lyse auf, die mit Modifikationen im LPG wahrend der
Metazyklogenese korreliert (Sacks et al., 1995). Resistenz gegen komplement-vermittelte
Lyse ist auBerdem auf die Unfahigkeit des Membranangriffskomplexes C5b-C9, die
Oberflache der Parasiten zu durchdringen, zuriickzufihren (Puentes et al., 1990). Andere
Oberflachenmolekiile, wie die in den metazyklischen Stadien exprimierte Serin/Threonin-
Proteinkinase (LPK-1) konnen uUber eine Phosphorylierung von C3, C5 und C9 sowohl den
klassischen, als auch den alternativen Komplement-Reaktionsweg inhibieren (Hermoso et
al., 1991; Li et al., 1996). Die proteolytische Aktivitat von GP63, einer
Oberflachenmetalloproteinase, ist ebenfalls wichtig fur die Resistenz gegeniber
Komplement-vermittelter Lyse (Brittingham et al., 1995).

Zu den Hauptabwehrmechanismen aktivierter Makrophagen gegenuber Pathogenen
gehoren die Bildung von Sauerstoff- und Stickstoffradikalen (oxidativer burst). Dabei
erfolgt die Bildung von Superoxid (O;) uber den NADPH-Oxidase-Komplex, wahrend die
induzierbare Stickoxid-Synthase (iNOS) die Synthese von Stickoxid (NO) aus L- Arginin und
molekularem Sauerstoff katalysiert. LPG inhibiert die Proteinkinase C-Aktivitat (McNeely
and Turco, 1987), deren Aufgabe in der Einleitung des oxidativen bursts liegt. Es dient
zudem als Rezeptor wahrend der Makrophageninvasion und schitzt gegen die initiale
Immunantwort des Wirtes, indem es als Radikalfanger fungiert und offenbar eine Barriere
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gegen den Angriff hydrolytischer Enzyme aus dem Lysosom der Makrophagen darstellt
(Descoteaux and Turco, 1999; Sacks, 1989; Sacks et al., 1994; Turco and Descoteaux,
1992). GIPL zeigen beispielsweise einen inhibierenden Einfluss auf die Expression von iNOS
(Proudfoot et al., 1995).

Durch die Unterdriickung des oxidativen bursts wurde die Uberlebensrate der
Parasiten um das zehnfache gesteigert (Mosser and Edelson, 1987). Ebenso ist die
Produktion von H;0, und O,-Radikalen nach Infektion mit L. major, L. donovani oder L.
mexicana stark reduziert (Passwell et al., 1994). Antioxidantische Enzyme, wie z. B.
Peroxiredoxine, sind fir die Inaktivierung dieser Molekile verantwortlich (McGonigle et al.,
1997; Nogoceke et al., 1997).

AuBerdem wurde beschrieben, dass die Infektion mit Leishmania zu einem Schutz
der Makrophagen vor Apoptose (programmierter Zelltod) fuhrt (Akarid et al., 2004).

1.3 Verbreitung und Krankheitsbilder der wichtigsten Leishmaniosen

Die von Protozoen der Gattung Leishmania hervorgerufenen Krankheitsbilder
werden unter dem Uberbegriff der Leishmaniosen zusammengefasst. Die Leishmaniosen
sind auf vier Kontinenten vertreten und in 88 Landern endemisch. Sie stellen eine
bedeutende parasitare Erkrankung dar, da weltweit ca. 12 Millionen Menschen mit
Leishmanien infiziert sind und weitere 350 Millionen Menschen in Risikogebieten leben
(WHO, World Health Report 2004, http://www.who.int/whr/en).

Fur die meisten Krankheitssymptome wird eine durch die Proliferation der
Amastigoten verursachte Lyse der Wirtszellen verantwortlich gemacht. Je nach Erreger
lassen sich drei Manifestationsformen der Krankheit beim Menschen unterscheiden, deren
unterschiedliche Symptome und Krankheitsverlaufe auch vom Immunstatus des Wirtes
abhangen. Man unterscheidet cutane, mucocutane und viscerale Leishmaniosen.

In Tabelle 1 sind die wichtigsten humanpathogenen Leishmania-Spezies, deren
geographische Verbreitung und die durch die Parasiten hervorgerufenen Krankheitsbilder

dargestellt.
Tabelle 1: Wichtige Leishmania-Spezies des Menschen
Spezies geographische Verbreitung Krankheit
. Mittlerer Osten, . .
L. tropica cutane Hautleishmaniose

Mittelmeerraum, Asien

. Mittlerer Osten, . .
L. major ) cutane Hautleishmaniose
Mittelmeerraum, Subsahara

. ol ) diffuse cutane
L. aetiopica Athiopien, Kenia, Sudan . .
Hautleishmaniose

e .. , ) cutane/mucocutane
L. brasiliensis-Komplex Suid- und Mittelamerika . . .
Leishmaniose (Espundia)

. Mittelamerika, Venezuela und |cutane/diffuse cutane
L. mexicana-Komplex

Kolumbien Leishmaniose
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. . Ostafrika, Indien, Iran, viscerale Leishmaniose (Kala
L. donovani donovani L .
Suidasien, Sudsahara Azar)
L. donovani infantum Mittelmeergebiet viscerale Leishmaniose
L. donovani chagasi Sid- und Mittelamerika viscerale Leishmaniose

Cutane Leishmaniose

Die cutane Leishmaniose stellt mit 50-75% aller Leishmaniosen-Neuinfektionen die
haufigste Form der Erkrankung dar. Dabei kommt es 4-5 Wochen nach dem Stich einer
infizierten Sandmilicke zur Bildung eines juckenden Knotens, der sich im weiteren Verlauf
zu einer ulzerierenden Lasion entwickelt. Diese heilt spontan ab, hinterlasst aber in den
meisten Fallen eine eingezogene Narbe. Als Komplikationen konnen Superinfektionen der
Wunde auftreten. Es kommt zu einer mehrjahrigen Immunitat gegen die auslosende
Spezies.

Diffuse cutane Leishmaniose
Durch Infektion mit L. aetiopica und Vertretern des L. mexicana-Komplexes (L. m.
mexicana, L. m. amazonensis, L. m. venezulensis) kann in seltenen Fallen bei Patienten
mit defizienter Immunantwort eine diffuse cutane Leishmaniose hervorgerufen werden.
Dabei kommt es zur Ausbildung nicht-ulzerierender Lasionen, die sich Uber den ganzen
Korper ausbreiten konnen. Diese Form der Erkrankung heilt nicht spontan und ist durch
haufige Ruckfalle charakterisiert.

Mucocutane Leishmaniose (Espundia)

Als Folge einer cutanen Leishmaniose kann sich durch Erreger des L. brasiliensis-
Komplexes (L. b. brasiliensis, L. b. panamensis, L. b. guyanensis) eine mucocutane
Leishmaniose entwickeln. 90% der Falle treten in Brasilien, Bolivien und Peru auf (WHO,
World Health Report 2004, http://www.who.int/whr/en). Es kommt zur Invasion der
nasopharyngealen Schleimhaute, bereits wahrend der cutanen Leishmaniose oder aber erst
Jahre spater, die daraufhin nekrotisieren. Im Extremfall kann es zur Zerstorung der
gesamten Schleimhaute, des Nasenseptums und des Gaumens kommen. Unbehandelt
verlauft diese Erkrankungsform todlich.

Viscerale Leishmaniose (Kala Azar)

Die viscerale Leishmaniose ist die schwerste Form der Erkrankung. Die
Hauptverbreitungsgebiete liegen in Bangladesch, Indien, Nepal, Sudan und Brasilien. Hier
werden 90% aller Falle registriert (WHO, World Health Report 2004,
http://www.who.int/whr/en). Bei dieser Erkrankung kommt es zu einem Befall der
inneren Organe wie Milz, Leber, Lymphknoten und Knochenmark, der von Hepato- und
Splenomegalie und einer Anamie begleitet wird. Die Inkubationszeit kann Monate bis
mehrere Jahre dauern. Unbehandelt verlauft die Krankheit meist innerhalb von zwei
Jahren nach Infektion todlich. Die Mortalitatsrate behandelter Falle liegt bei 15%. Als
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Spatkomplikation kann sich das sogenannte post Kala Azar dermal Leishmanoid (PKDL)
manifestieren. Dabei handelt es sich um Parasiten-enthaltende Hautknoten, die nicht
ulzerieren, sich aber Uber die gesamte Korperoberflache verteilen. Als wichtiger Punkt ist
auBerdem die Leishmania/HIV-Koinfektion zu nennen, die in Afrika und Sudeuropa ein
standig wachsendes Problem darstellt. Im Mittelmeergebiet ist ausschlieBlich L. d.
infantum als Erreger von sowohl cutaner als auch visceraler Leishmaniose bekannt. Bei
einer Koinfektion mit HIV kommt es auf Grund der Immunsuppression immer zur Ausbildung
einer visceralen Leishmaniose (Gradoni and Gramiccia, 1994).

1.4 Therapie von Leishmaniosen

Als Medikamente der Wahl werden nach wie vor auf Grund nicht vorhandener
adaquater Alternativen pentavalente Antimonpraparate eingesetzt. Die am haufigsten
verwendeten Mittel sind Pentostam (Natriumantimonglukonat) und Glucantim (N-
Methylglucaminantimonat). I|hre Wirkung beruht auf der Hemmung von
Purinnukleosidtriphosphaten der Parasiten. Die Heilungsraten liegen zwar bei 95%,
allerdings geht die Therapie mit zum Teil schweren Nebenwirkungen einher und kann nur
stationar erfolgen. AuBerdem wird sie zudem zunehmend durch Resistenzentwicklungen
eingeschrankt. Bei Resistenzen wurden bislang alternativ Pentamidin-Praparate gegeben.
Sie wirken auf den Kinetoplasten der Parasiten, sind aber ebenfalls mit schweren
Nebenwirkungen verbunden. Eine weitere Alternative stellt Amphotericin B dar, dessen
Wirkung auf der Inhibierung der Ergosterol-Synthese (Bestandteil der Parasitenmembran)
beruht. Neben der Applikation durch regelmaRige Infusionen wurden in den letzten Jahren
auch andere, weniger toxische Verabreichungsformen getestet (liposomales Amphotericin
B), die bisher aber auf Grund der extrem hohen Kosten keine Alternative zu
herkommlichen Praparaten darstellen. Ein neu entwickeltes Medikament ist Miltefosin, das
auch oral verabreicht werden kann. In Indien ist dieses Medikament bereits zugelassen und
zeigt gute Heilungsraten (96% bei visceraler Leishmaniose, 94% bei cutaner Leishmaniose)
(Fischer et al., 2001). Allerdings erzielt es nur temporare Effekte bei HIV/Leishmania
Koinfektionen und ist auf Grund seiner teratogenen Wirkung bei weiblichen Patienten im
gebarfahigen Alter nicht einsetzbar (Bryceson, 2001).

1.5 In vitro-Stadiendifferenzierung von L. donovani

Die Differenzierung von der promastigoten in die amastigote Form ist fir das
Uberleben der Leishmanien in ihren verschiedenen Wirten von essentieller Bedeutung. Nur
die an den jeweiligen Wirt am besten angepasste Lebensform ist in der Lage zu iberleben
und den Infektionskreislauf zu schlieBen. Wie schon in 1.2 beschrieben, geht diese
Differenzierung mit umfassenden morphologischen und biochemischen Veranderungen der
Parasiten einher und nur das amastigote Stadium ist fir die zahlreichen klinischen
Symptome der verschiedenen Leishmaniosen verantwortlich. Fir die Entwicklung von
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Impfstoffen und Medikamenten ist es daher wichtig, genau dieses Stadium des Parasiten zu
untersuchen und zu charakterisieren. Uber die molekularen Prozesse, die wahrend der
Differenzierung ablaufen, ist bisher nur wenig bekannt. Ein gutes Modell, den
Transformationsprozess zu untersuchen, bietet Leishmania donovani. Fir diesen Parasiten
ist es moglich, die Stadiendifferenzierung in vitro auszulosen und so groBe Mengen
amastigoter Parasiten fur analytische Untersuchungen zu gewinnen (Joshi et al., 1993; Saar
et al., 1998). Ein Vorteil dieser Methode gegeniiber den anderen Moglichkeiten, amastigote
Leishmanien aus infiziertem Gewebe (Glaser et al., 1990) oder durch Infektionen von
peritonealen Mausmakrophagen (Chang, 1980) oder Makrophagen-Zelllinien (Bates et al.,
1992) zu gewinnen, liegt auBerdem darin, dass diese Praparationen nicht mit
Wirtszellkomponenten kontaminiert sind. So konnen ausschlieBlich die Parasiten untersucht
werden. Fir einige Leishmania-Arten (z.B. L. donovani und L. mexicana) ist es bereits
gelungen, durch die Anwendung verschiedener Auslosemechanismen, axenische Amastigote
zu generieren (Saar et al., 1998). Bisher gibt es aber iber die ausschlaggebenden
molekularen Marker flir diese in vitro-differenzierten Amastigoten keinen Konsensus.

Im Folgenden soll das in dieser Arbeit verwendete System kurz dargestellt werden.
Promastigote L. donovani werden einem Hitzeshock von 25°C auf 37°C und 24 Stunden
spater einer Ansauerung des Mediums von pH 7,0 auf pH 5,5 ausgesetzt. Die
Differenzierung ist unter diesen Konditionen innerhalb von 120 Stunden abgeschlossen und
kann durch Kultivierung der amastigoten Zellen unter den Wachstumsbedingungen der
Promastigoten (25°C, pH 7,0) umgekehrt werden. Die in vitro-differenzierten Amastigoten
sind den aus Tiermodellen isolierten Zellen sehr ahnlich (Saar et al., 1998). Sie
exprimieren alle sieben Proteine der A2-Genfamilie (Charest and Matlashewski, 1994), die
im weiteren Verlauf ausfuhrlicher beschrieben werden. Die LPG-Synthese wird in diesen
axenischen Amastigoten runterreguliert. McConville und Blackwell zeigten, dass die LPG-
Expression in L. donovani stadien-spezifisch ist und somit als Marker fiur erfolgreiche
Differenzierung verwendet werden kann (McConville and Blackwell, 1991). Bei
Rickdifferenzierung in das promastigote Stadium wird nach zwei Stunden die Synthese
wieder hochreguliert. Nach insgesamt sechs Stunden erreicht sie ihr urspriingliches Niveau.
Axenische Amastigote zeigen auBerdem amastigoten-spezifische metabolische Aktivitat
beziiglich Prolin-Aufnahme und -Einbau. Optimaler Prolin-Transport erfolgt in
promastigoten Zellen bei pH 7,0 (Mukkada et al., 1985), wohingegen das pH-Optimum fir
amastigote Zellen bei pH 5,5 liegt und die Aufnahmerate zehnfach reduziert ist (Glaser and
Mukkada, 1992).

Alles in allem handelt es sich bei den in vitro- differenzierten Amastigoten von L.
donovani um Zellen, die den in vivo-generierten sehr ahnlich und somit geeignet sind, die
Differenzierungsmechanismen dieses Organismus zu untersuchen.
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1.6 Stadien-spezifische Proteine bei Leishmania

Ein Prozess wie die Stadiendifferenzierung der Leishmanien ist mit
genregulatorischen Prozessen verbunden. Die Synthese bestimmter Proteine muss im
Verlauf der Differenzierung hoch- bzw. runterreguliert werden. Im Folgenden sollen die
bisher beschriebenen stadien-spezifischen Proteine und Molekile der verschiedenen
Leishmania-Spezies zusammengefasst werden, wobei besonders L. donovani Proteine
bericksichtigt werden.

Das Protein ARL-3A von L. donovani wurde als promastigoten-spezifisch identifiziert
(Cuvillier et al., 2000). Dabei handelt es sich um ein G-Protein, dass in die Flagellum-
Biosynthese involviert ist.

Ein weiteres promastigoten-spezifisches Protein, das in L. major charakterisiert
wurde, ist der Glukosetransporter LmGT2 (Burchmore and Landfear, 1998). Leishmania
Amastigote transportieren wesentlich weniger Glukose als die promastigoten Zellen
(Burchmore and Hart, 1995) und generieren ihre metabolische Energie hauptsachlich aus
der Oxidation von Fettsauren (Hart and Coombs, 1982).

Stadien-spezifische Expression konnte ebenfalls fur das paraflagellar rod protein 2
(PFR-2) gezeigt werden (Moore et al., 1996). Das Gen ist in dreifacher Kopie im L.
mexicana Genom vorhanden, deren Transkripte in 15-fach erhohter Menge im
promastigoten Stadium vorliegen.

Wiese und Mitarbeiter konnten zeigen, dass eine Mitogen-aktivierte Protein (MAP)-
Kinase Kinase (LmxMKK) ausschlieBlich in L. mexicana Promastigoten vorhanden ist (Wiese
et al., 2003). Wohingegen ein L. mexicana MAP-Kinasen-homologes Protein amastigoten-
spezifisch ist (Wiese, 1998).

GP63 bzw. Leishmanolysin ist eine Metalloproteinase, die auf der Zelloberflache
beider Stadien der Leishmanien lokalisiert ist (Button et al., 1989; Frommel et al., 1990;
Medina-Acosta et al., 1989; Medina-Acosta et al., 1993). Kodiert wird GPé63 von einer,
durch alle bisher untersuchten Leishmania-Spezies hochkonservierten Multi-Genfamilie, die
aus 7 Mitgliedern besteht (Button et al., 1989; Medina-Acosta et al., 1993). Die gp63 Gene
1-5 werden ausschlieBlich in Promastigoten exprimiert, das gp63 Gen 6 in Pro- und
Amastigoten und das gp 63 Gen 7 vorwiegend in Promastigoten der stationaren
Wachstumsphase und Amastigoten (Voth et al., 1998).

Die insgesamt 19 cpb-Gene von L. mexicana kodieren fir stadien-spezifisch
regulierte Cathepsin L-ahnliche Cysteinproteinasen (CPB). cpb 1 und 2 werden vor allem in
metazyklischen Promastigoten exprimiert, wahrend cpb 3-19 vornehmlich in Amastigoten
exprimiert werden (Mottram et al., 1997). AuBerdem zeigen diese Isoenzyme
unterschiedliche Substratspezifitaten, was ebenfalls auf unterschiedliche Rollen der
Proteine innerhalb des Parasiten schlieBen lasst.

Die Oberflache promastigoter Leishmanien ist bedeckt mit einer Glykokalyx, die
einen sehr hohen Anteil an glykosylierten Phosphatidylinositolen (GPl) aufweist. Einige
dieser GPI-Glykolipide dienen als Membrananker fiir Oberflachenproteine (Bordier, 1987),
wie z. B fur das bereits erwahnte GP63 (Schneider et al., 1990). Andere wiederum sind
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nicht an Proteine gekoppelt. Dieses sind die bereits erwahnten LPG (McConville et al.,
1987; Orlandi and Turco, 1987) und GIPL (McConville and Bacic, 1989; McConville et al.,
1990). LPG sind in einer sehr hohen Kopienzahl (6x10° Moleliile/Zelle) auf promastigoten L.
donovani Zellen vorhanden, wobei die Synthese aber wahrend des
Differenzierungsprozesses runterreguliert wird (McConville and Blackwell, 1991). GIPL
dagegen werden in beiden Entwicklungsstadien des Parasiten synthetisiert und sind
ebenfalls in hoher Kopienzahl (ca. 10’ Molekiile/Zelle) auf den Zellen vorhanden
(McConville and Blackwell, 1991).

Weitere Oberflachenmolekiile der Leishmania Zellen sind die Proteophosphoglykane
(PPG), deren verschiedene Mitglieder ebenfalls stadien-spezifisch exprimiert werden (llg,
2000).

Desweiteren wurde eine Stadien-Spezifitat fir verschiedene Adenosintransporter in
L. donovani nachgewiesen (Ghosh and Mukherjee, 2000). Parasiten der Ordnung
Kinetoplastida sind purinauxotroph und damit abhangig von der Aufnahme dieser
Nukleotide aus ihren Wirten. Anders als die Promastigoten besitzen amastigote L. donovani
zwei verschiedene Adenosintransporter. Einer ist identisch zu dem
Adenosin/Pyrimidinnukleosidtransporter der Promastigoten, der andere dagegen ist
spezifisch flr das amastigote Stadium des Parasiten und transportiert nur Purinnukleoside.

Ein weiteres Protein, homolog zu den stark hydrophoben Molekilen der Amastin-
Proteinfamilie aus T. cruzi, wurde als reguliert synthetisiert in L. donovani gefunden (Wu
et al., 2000). Es ist vorwiegend an der Oberflache amastigoter Leishmanien lokalisiert.

Bei dem Hitzeschockprotein 100 (HSP100) handelt es sich ebenfalls um ein Protein,
das wahrend der Differenzierung unterschiedlich reguliert wird (Krobitsch et al., 1998;
Krobitsch and Clos, 1999). Es wird unter Hitzestress und wahrend des amastigoten
Stadiums von L. donovani synthetisiert.

Lamontagne und Papadopoulou konnten zeigen, dass die spliced leader (SL) RNA in
L. donovani amastigoten-spezifisch reguliert wird (Lamontagne and Papadopoulou, 1999).

Ferner wurden die Mitglieder der A2-Proteinfamilie als amastigoten-spezifisch
charakterisiert (Charest and Matlashewski, 1994; Zhang et al., 1996). Die Gene liegen in
multiplen Kopien im L. donovani Genom vor und kodieren fur eine Proteinfamilie, die aus 7
Mitgliedern mit unterschiedlichen GrofRen, von 45 bis 100 kDa, besteht. Inhibierung der A2-
Expression mittels antisense-RNA resultierte in A2-defizienten Amastigoten, die eine
Beeintrachtigung ihrer Virulenz zeigten (Zhang and Matlashewski, 1997). Die A2-Gene sind
nicht in allen Leishmania-Spezies vorhanden. In der nicht-visceralisierenden Form L. major
konnen die Gene nicht detektiert werden (Ghedin et al., 1997) und eine Expression der A2-
Gene in dieser Spezies fiihrte zu einer erhohten Uberlebensrate der Parasiten in den Milzen
der infizierten Mause (Zhang and Matlashewski, 2001). Es handelt sich bei dieser
Proteinfamilie um die am besten untersuchten stadien-spezifischen Proteine von L.
donovani, die als Marker-Proteine fir das amastigote Stadium der Parasiten eingesetzt
werden.

Als weiteres differentiell reguliertes Protein wurde das L. major Histon 1 (H1)
gefunden (Noll et al., 1997). Das Protein akkumuliert in den Parasiten wahrend der
Metazyklogenese und bleibt in groBen Mengen in amastigoten Zellen erhalten. Wahrend der
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Rickdifferenzierung zu Promastigoten verringert sich die Proteinmenge wieder. Diese
unterschiedlichen H1-Mengen konnten einen Einfluss auf den unterschiedlichen
Kondensierungsgrad des Chromatins wahrend des Lebenszyklus von L. major haben.

Eine Differential Display Analyse ergab ein weiteres amastigoten-spezifisches Gen in
L. mexicana, das VG7A5, das flr einen offenen Leserahmen von 587 Aminosauren kodiert
(Liu et al., 2000). Eine weitere Funktion des Proteins ist allerdings bisher noch nicht
bekannt.

Bellatin und Mitarbeiter konnten zeigen, dass eine neue Genfamilie (A600) und ein
B-Tubulin-Gen in L. mexicana Amastigoten hochreguliert werden (Bellatin et al., 2002).

Wahrend einer Proteomanalyse der Stadiendifferenzierung von L. infantum konnten
zwei amastigoten-spezifische Proteine identifiziert werden, bei denen es sich um die
Energiestoffwechselenzyme Isocitratdehydrogenase und Triosephosphatisomerase handelt
(El Fakhry et al., 2002). Messungen der Enzymkinetiken zeigten auBerdem erhohte
Aktivitat in diesem Stadium der Parasiten.

Fur L. chagasi wurde eine stadien-spezifische Regulation der Expression von drei
Peroxiredoxinen gezeigt. [cpxn1 wird vorwiegend wahrend des amastigoten Stadiums
exprimiert, wohingegen LcPxn2 und 3 hauptsachlich im promastigoten Stadium vorliegen
(Barr and Gedamu, 2001).

1.7 Genregulation in Kinetoplastida

Umfassende Veranderungen im Proteinsynthesemuster bendtigen ein gut
funktionierendes System, mit dem die Transkription der entsprechenden Gene reguliert
wird (Clayton, 2002; Graham, 1995; Stiles et al., 1999).

In hoheren Eukaryoten bestehen Protein-kodierende Gene aus einer Vielzahl von
aufeinander folgenden Exons (kodierende Sequenzen) und Introns (nicht-kodierende
Sequenzen). Die Initiation der Transkription unterliegt der Kontrolle eines Promotors, sie
startet an der so genannten Transkriptionsinitiationsstelle und erstreckt sich bis zu einem
Transkriptionsterminator, dessen Sequenz sich an das entsprechende Gen anschlieBt. Das
primare Transkriptionsprodukt wird in mehreren Reifungsschritten an den 5°- und 3°-
Enden prozessiert. Nach Anheftung der 7-Methylguanosin-Kappe erfolgt die Synthese des
poly(A)-Endes. Durch Entfernen der Intron-Sequenzen entsteht die mature mRNA, ein
Prozess der als cis-SpleiBen bezeichnet wird. Jedes Gen untersteht der Kontrolle eines
Promotors, der die Transkription initiiert. Durch Modulation der Promotoraktivitat wird im
Allgemeinen die Konzentration an Genprodukt in der Zelle determiniert. Die Kontrolle der
Genexpression in hoheren Eukaryoten erfolgt damit groBtenteils auf transkriptioneller
Ebene. Es gibt allerdings auch Mechanismen, die die Menge an Transkripten in einer Zelle
wahrend der mRNA-Biogenese (post-transkriptionelle Kontrolle) oder der Proteinproduktion
(Translationskontolle) beeinflussen.

Die hier untersuchten Organismen der Ordnung Kinetoplastida zeigen eine andere
Art der Genexpression. Die Gene liegen gruppiert, mit sehr kurzen intergenischen
Regionen, im Genom vor. Sie werden ausgehend von einem einzelnen 5 -Promotor in
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diesen so genannten polycistronischen Einheiten kotranskribiert, wobei eine
polycistronische Vorlaufer-RNA entsteht. Viele dieser Transkriptionseinheiten beinhalten in
tamdemartigen Wiederholungen angeordnete Gene, wie z. B. das bereits erwahnte gpé3-
Gen in Leishmania (Button et al., 1989). Andere dieser Einheiten bestehen aus verwandten
Genen und kodieren beispielsweise fur verschiedene Isoformen eines Enzyms, wie die Gene
fur die Phosphoglyceratkinase in T. brucei (Gibson et al., 1988). Wieder andere beinhalten
aber auch voneinander vollig unabhangige Gene, wie z. B. der Aldolase-Genlokus in T.
brucei (Vijayasarathy et al., 1990).

Die Gene der Kinetoplastiden weisen keine Introns auf und bendtigen deshalb kein
cis-SpleiBen zum Generieren maturer mRNA. Stattdessen werden aus den Vorlaufer-
Transkripten die einzelnen mRNAs durch den Vorgang des sogenannten trans-SpleiBens
generiert (Agabian, 1990). Jede mRNA erhalt ein identisches, 39 Nukleotide langes 5" -Exon
(die sogenannte spliced leader (SL) Sequenz oder Mini-Exon), das von einem langeren, von
der Transkription Protein-kodierender Gene unabhangigen RNA-Molekil (SL-RNA)
abstammt. Das trans-SpleiBen erfolgt kotranskriptionell (Ullu et al., 1993) und endet mit
der Polyadenylierung des 3 -Endes der mRNA (Huang and Van der Ploeg, 1991). Diese
beiden Prozesse sind miteinander gekoppelt (LeBowitz et al., 1993). Abbildung 1 zeigt eine
Gegeniberstellung beider Arten der mRNA-Biogenese.

Bisher konnten bis auf eine Ausnahme keine RNA-Polymerase Il Promotoren in
Kinetoplastiden gefunden werden (Clayton, 2002). Die Transkription kann an jeder
beliebigen Stelle im Genom initiiert werden. Nur die Gene fir die SL-RNA haben klar
identifizierbare Promotoren, worauf in diesem Zusammenhang aber nicht weiter
eingegangen werden soll. Die Regulation einzelner Gene kann also nicht auf Ebene der
Transkriptionsinitiation stattfinden, sondern muss auf anderen, post-transkriptionellen
Mechanismen beruhen.

Es konnten bisher keine regulierenden Mechanismen auf Transkriptionsebene oder
wahrend den Vorgangen der Polyadenylierung und des trans-SpleiBens nachgewiesen
werden. Vielmehr scheinen es Sequenzen der 3 -untranslatierten Bereiche (UTR) und
intergenische Regionen (IR) zu sein, die die Menge an vorhandener mRNA bestimmen (Aly
et al., 1994; Beetham et al., 1997; Brittingham et al., 2001; Burchmore and Landfear,
1998; Charest et al., 1996; Coughlin et al., 2000; Kelly et al., 2001; Quijada et al., 2000;
Wu et al., 2000; Zilberstein and Shapira, 1994). Diese post-transkriptionelle Regulation
beinhaltet die Erhohung der Transkript-Stabilitat und die Beeinflussung der Transkript-
Degradation. Sie wird durch labile Proteinfaktoren und ihre Erkennungssequenzen
vermittelt (Stiles et al., 1999). Boucher und Mitarbeiter konnten ein 450 Nukleotide (nt)
langes Sequenzmotiv identifizieren, dass eine stadien-spezifische Regulation vermittelt und
innerhalb vieler Leishmania-RNAs konserviert ist, von denen fur einige bereits eine
differenzielle Regulation gezeigt werden konnte (Boucher et al., 2002).

Die tandemartige Anordnung der Gene konnte auch dazu beitragen, die jeweiligen
Transkriptmengen zu erhohen. Gerade in hoher Kopienzahl vorhandene Proteine wie a- und
B-Tubulin, Hitzeschockproteine, Proteasen, Transporter, Flagellenproteine und
Oberflachenantigene liegen in solchen Multi-Genfamilien vor (Stiles et al., 1999).
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Abb. 1

Vergleich der mRNA-Biogenese von hoheren Eukaryoten (A) und Kinetoplastiden (B)

Schwarze Kasten reprasentieren kodierende Regionen; Fahnen, Promotorregionen; offene Ovale,
5" -Kappen; (A),,Poly(A)-Enden und gestreifte Kasten, spliced leader Sequenzen. IR -
intergenische Region

Abgewandelt nach (Graham, 1995)

Zudem scheint eine Kontrolle auf Translationsebene sehr wahrscheinlich. Uber diese
Mechanismen ist bisher aber erst sehr wenig bekannt. Auch weiB man bisher nur wenig
uber die Auslosemechanismen solcher Differenzierungsprozesse und die
Transduktionskaskaden, die diese Signale intrazellular weiterleiten.

1.8 Identifizierung stadien-spezifischer Proteine

Es gibt mehrere Moglichkeiten, stadien-spezifische Proteine zu identifizieren. In der
bisher am haufigsten angewandten Methode werden sogenannte cDNA-Bibliotheken nach
differentiellen Produkten durchsucht. Hierbei wird die gesamte mRNA eines bestimmten
Zeitpunktes der Differenzierung in cDNA uberfihrt, die dann kloniert und mit spezifischen
Proben hybridisiert werden kann. Z. B. kann eine genomische Kosmid-Bibliothek eines
bestimmten Leishmania-Stammes mit spezifisch-markierten cDNA Proben aus
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Promastigoten und Amastigoten hybridisiert werden. Der Vergleich der Intensitaten der
Hybridisierungssignale ermdoglicht eine ldentifizierung stadien-spezifischer Gene. Durch
dieses Verfahren wurden die meisten der bisher als differenziell exprimiert
charakterisierten Gene identifiziert (Bellatin et al., 2002; Charest and Matlashewski, 1994;
Coulson and Smith, 1990; Flinn and Smith, 1992; Lamontagne and Papadopoulou, 1999; Liu
et al., 2000; Moore et al., 1996; Wu et al., 2000). Fir die meisten Transkripte wurde eine
zusatzliche Northern Blot-Analyse durchgefiihrt, um die unterschiedlichen RNA-Mengen zu
bestatigen.

Eine weitere Moglichkeit, Unterschiede im Expressionsmuster bestimmter Gene zu
untersuchen, bietet das Verfahren der microarray-Technologie. Dabei werden auf
Objekttragern immobilisierte Nukleinsauren mit fluoreszierenden cDNAs, hergestellt aus
verschiedenen RNA-Proben, hybridisiert. Diese Technik erlaubt eine Untersuchung der
Genexpression im genomischen MaBstab und wurde bereits fir die verschiedensten
biologischen Fragestellungen angewendet. Differenzierungsprozesse von L. major (Almeida
et al., 2002; Beverley et al., 2002; Saxena et al., 2003) und L. donovani (Duncan et al.,
2004) wurden bereits mittels microarray-Analyse untersucht. Dabei konnten signifikante
Unterschiede der Menge vorhandener mRNA fir eine Vielzahl von Genen gezeigt werden.
Diese Unterschiede waren allerdings im Vergleich zu anderen Studien sehr moderat und die
Interpretation der Daten durch die unvollstandige Annotation der Genome nur
eingeschrankt moglich (Duncan, 2004).

Auf Grund der oben beschriebenen fiir Kinetoplastiden charakteristischen Art der
Genexpression sind die Unterschiede auf mRNA-Ebene nicht so ausgepragt wie bei anderen
Organismen, bei denen die Genregulation auf Transkriptionsebene stattfindet. Es werden
nur sehr geringe Unterschiede (1,2-fach bis dreifach) der Transkriptmengen als
reproduzierbar publiziert, obwohl die Lebensstadien der Parasiten sehr groBe Unterschiede
beziglich ihrer Morphologie und Biochemie aufweisen (Duncan, 2004).

Werden vor der Analyse die aktiv translatierten mRNAs angereichert, indem die an
Ribosomen gebundenen Transkripte durch Zentrifugalkraft abgetrennt werden, lassen sich
groBere Unterschiede in der Genexpression beobachten (Avila et al., 2001). Fur das
Metazyklogenin-Gen von T. cruzi wurde so gezeigt, dass nur in differenzierenden Zellen die
entsprechende RNA vorhanden ist. Untersucht man die Gesamt-mRNA ist das Gen sowohl in
differenzierenden als auch in proliferierenden Zellen gleichermaBen aktiv.

Ob die vorhandene mRNA-Menge allerdings die Abundanz des entsprechenden
Proteins in der Zelle reflektiert, ist bisher ungeklart und es ist daher sehr wichtig,
Unterschiede auch auf Proteinebene zu zeigen. Dies konnte bisher erst fir relativ wenige
der als stadien-spezifisch charakterisierten Proteine gezeigt werden (Burchmore and
Landfear, 1998; Charest and Matlashewski, 1994; Cuvillier et al., 2000; El Fakhry et al.,
2002; Ghosh and Mukherjee, 2000; Handman et al., 1995; Krobitsch et al., 1998; Noll et
al., 1997; Streit et al., 1996; Wiese, 1998; Wiese et al., 2003). Die Unterschiede beziehen
sich in diesen Studien auf einen Nachweis der Proteine im Western Blot oder auf die
Messung von Enzymaktivitaten.
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Eine Moglichkeit, Unterschiede im Expressionsmuster einer Zelle direkt auf
Proteinebene zu untersuchen, bietet die vergleichende Proteomanalyse. Diese soll im
nachsten Kapitel kurz dargestellt werden.

1.9 Vergleichende Proteomanalysen

Die Technik der Proteomanalyse verbindet hochauflosende, zweidimensionale (2D)

Gelelektrophorese zur Separierung und Visualisierung von Proteinen mit
massenspektrometrischen Analysen zur ldentifizierung dieser Proteine. So konnen
Unterschiede im Proteingehalt verschiedener Proben quantifiziert werden.
Die 2D-Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von Proteingemischen anhand zweier
Eigenschaften der in ihr enthaltenen Spezies: dem Molekulargewicht sowie dem
isoelektrischen Punkt des Proteins. Durch diese Methode konnen ganze Proteome analysiert
werden. Dabei wird als Proteom der Gesamtproteingehalt einer Zelle zu einem definierten
Zeitpunkt bezeichnet.

Die Analysetechnik der matrix assisted laser desorption ionisation time of flight
mass spectrometry (MALDI TOF MS) (Karas and Hillenkamp, 1988) ermdaglicht die
Bestimmung der Molekiilmassen frei fliegender lonen im Hochvakuum. Dazu wird in einer
lonenquelle aus einer Substanzprobe, wie z. B. einem Peptidmassengemisch, ein Strahl
gasformiger lonen erzeugt, welche in einem Massenanalysator hinsichtlich des
Masse/Ladungs-Quotienten getrennt und in einem Detektor nachgewiesen werden konnen.
Die lonentrennung erfolgt nach ihrer Flugzeit in einem Messrohr in Verbindung mit einer
gepulsten lonenerzeugung (Time-of-Flight (TOF)-Analysator). Das Peptidmassengemisch
wird hierbei aus einem enzymatischen Verdau der zu analysierenden Proteine mit Trypsin
erhalten. Da dieses Enzym die Spaltung der Peptidbindungen C-terminal der Aminosauren
Arginin und Lysin katalysiert, konnen die Massen der entstehenden Peptide theoretisch fir
jeden Eintrag in einer Protein-Datenbank vorhergesagt werden. Diese vorhergesagten
Peptidmassen werden dann mit den experimentell ermittelten, aus der MALDI-Analyse
erhaltenen, so genannten Peptid Massenfingerprints verglichen. Stimmen ausreichend
Peptide mit einem Protein in der Datenbank Uberein, kann das Protein korrekt identifiziert
werden.

Diese Technologie wurde bereits sehr erfolgreich in der biomedizinischen Forschung
angewandt. Es wurden Herzkrankheiten (Knecht et al., 1994), Krebs (Jungblut et al.,
1999b) und neurodegenerative Erkrankungen (Langen et al., 1999) untersucht. AuBerdem
gibt es viele derartige Studien uber klinisch bedeutende Pathogene (Cash, 2000). So
konnten z. B. die hauptsachlichen Virulenzfaktoren fur Helicobacter pylori determiniert
(Atherton, 1998; Jungblut et al., 2000) und wichtige Faktoren der Pathogenese von
Haemophilus influenzae (D'Mello et al., 1997) sowie Mycobacterium bovis (Jungblut et al.,
1999a) bestimmt werden. AuBerdem konnten Proteomanalysen dazu beitragen die
Mechanismen von Medikamentenresistenzen aufzuklaren (Cash et al., 1999; White et al.,
1998).
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Viele weitere Studien belegen ebenfalls, wie wertvoll Proteomanalysen bei der
Aufklarung komplexer biologischer Prozesse sind. Die Stadiendifferenzierung von L.
donovani ist durch weitreichende, morphologische und biochemische Veranderungen
gekennzeichnet, und es ist sehr wahrscheinlich, dass eine Vielzahl verschiedener Proteine
daran beteiligt sind. Eine Analyse des Proteinmusters der unterschiedlichen Stadien bietet
die Moglichkeit, die molekularen Mechanismen, die diesem Prozess zu Grunde liegen,
weiter aufzuklaren.

1.10 Zielsetzung

Organismen der Gattung Leishmania kommen in zwei unterschiedlichen
Lebensstadien vor. Bei einer Blutmahlzeit der Ubertrigerinsekten, den Sandmiicken,
werden die begeiBelten promastigoten Stadien auf den Saugetierwirt Ubertragen. Diese
werden im Hautbereich von Makrophagen aufgenommen und wandeln sich intrazellular in
das amastigote Stadium des Parasiten um. Durch Zweiteilung erfolgt eine Vermehrung der
Einzeller, bis die Wirtszelle lysiert und neue Zellen invadiert werden konnen. Eine
Umwandlung in das amastigote Stadium ist fiir das Uberleben der Parasiten von essentieller
Bedeutung, da nur diese Form an die veranderten Lebensbedingungen im neuen Wirt
angepasst ist. Dieses Stadium ist auch verantwortlich fiir die Symptome der von diesen
Pathogenen hervorgerufenen Krankheit, der Leishmaniose. Bei L. donovani, der hier
untersuchten Spezies, handelt es sich um den Erreger der visceralen Leishmaniose, bei der
der Parasit innere Organe, wie z. B. Leber und Milz befallt und die ohne Behandlung in den
meisten Fallen todlich verlauft.

Die Stadiendifferenzierung von L. donovani lasst sich in vitro nachstellen. Die so
produzierten Amastigoten sind den in vivo generierten sehr ahnlich, und es lasst sich auf
diese Weise genugend Material fir eine umfassende Analyse herstellen.

Mit Hilfe einer Proteomanalyse sollten die Proteinsynthesemuster beider Formen
der Stadiendifferenzierung untersucht werden. Hierfiur sollten 2D-Gele mit
Proteinextrakten von promastigoten und amastigoten (Tag 3 der in vitro-
Stadiendifferenzierung) Zellen angefertigt, die Muster miteinander verglichen und die
differenziellen Proteine massenspektrometrisch analysiert werden. Dabei sollte besonders
auf amastigoten-spezifische Proteine geachtet werden, da dieses das flir die Pathogenese
interessantere Stadium ist. Im Anschluss an diese Untersuchungen sollten verschiedene der
in unterschiedlichen Mengen vorhandenen Proteine ausgesucht und in weiterfihrenden
Studien naher untersucht werden. Diese Proteine sollten rekombinant in E. coli
synthetisiert und zur Antikorperherstellung verwendet werden. Mit Hilfe dieser Antikorper
sollten die differenziellen Proteinmengen uberprift werden. AuBerdem sollten die
rekombinanten Proteine nach Mdglichkeit biochemisch charakterisiert und fir
Enzymaktivitatsstudien verwendet werden. Dies bedingte sich aus der Art der
identifizierten Proteine. Desweiteren sollte versucht werden, ihre biologische Funktion
mittels gezieltem Gen-knock-out und Uberexpression der Gene in L. donovani aufzuklaren.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alexis Biochemicals DMNQ, GSNO

Amersham Bioscience NTP-Set, PlusOne Urea

AppliChem BioChemica Acrylamid 2K-L6sung (30%) Mix 49:1
Acrylamid 2K-L6sung (30%) Mix 32,33:1

Appligene Oncor X-Gal

Biomol Tris-gesattigtes Phenol, SDS,
Glycerin, DTT, IPTG, HEPES

BIO-RAD Bradfordreagenz

Calbiochem® Puromycin Dihydrochlorid, Bleocin,

ASB-14, Nitric Oxide Doner Set Il
NONOates, Sin-1, NOR-3

FCM BioProducts SEAKEM® GTG Agarose
Fluka Thiourea, 6-Biopterin
GIBCO BRL Life Technologies Agarose, TRIzol®-Reagenz, G418-

Sulfat (Geniticin), Penicillin-
Streptomycin, Lennox L Broth Base,
Lennox L Agar, 10x M199-Medium, FCS,

RPMI-Medium

Hartmann Analytic [o*2P]dATP

Promega NBT, BCIP

Qiagen Ni-NTA Superflow

Roche Diagnostics Ampicillin, Cell Proliferation Reagent
WST-1

Serva Electrophoresis EDTA, APS, Haemin

Alle hier nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden uber die Firmen Merck,
Sigma-Aldrich und Roth bezogen.

2.1.2 Enzyme

Amersham Bioscience CIAP (Calf Intestinal Alcaline
Phosphatase)

New England Biolabs Restriktionsenzyme

Promega DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment)

Roche Diagnostics Trypsin recombinant, Proteomics Grade
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Solis Biodyne Taq Polymerase FIREpol
UsB T4-DNA Ligase

2.1.3 Immunreagenzien

Dianova Cy™2-konjugierte Anti-Huhn IgG (Esel),
Cy™2-konjugierte Anti-Maus IgG (Esel)

Sigma-Aldrich

AP-konjugierte Anti-Huhn 1gG

(Kaninchen), AP-konjugierte Anti-Maus-
IgG (Ziege), HRP-konjugierte Anti-Huhn
IgG (Kaninchen), Anti-f3 Tubulin

(monoklonal)

2.1.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert und in einer

Konzentration von 100 pmol gelagert. Die Arbeitskonzentration betrug 10 pmol.

Im Folgenden sind alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aufgelistet.

Die markierten Bereiche stellen Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme dar.

Amplifikation von LdmPrx:
5 -GAGACATATGCTCCGCCGTCTTTCCA-3 "
5 -GAGACTCGAGTCACATGTTCTTCTCGA-3"

Amplifikation von LdCAB55364.1:
5 -GAGACATATGTCAGTGGTGGCTGCCAA-3’
5 -GAGAGGATCCCTATTTGGCCTTCTGAG-3’

Sequenzierung von LdCAB55364.1:
5" -CAAACGTTAGGTCAGTTCAACGAT-3’
5 -ACGACAGGTGAGGAGGACGAC-3’

Amplifikation der LdmPrx 5 UTR:
5 -GAGAATTCATTTAAATGGGCGAGGGCACGA-3’
5 GAGGATCCGGTACCGGTGCTTGCTTTGA-3’

Amplifikation der LdmPrx 3 UTR:
5 -GAGGATCCTTCCTTTCACCTATACACGTG-3"
5 -GAGCATGCATTTAAATCTTGCCACTGCGGCCCTT-3"

Amplifikation der LdCAB55364.1 5 UTR:

5 -GAGAATTCATTTAAATCCAAGCAAAGGCGAATACATAT-3’

5 -GAGGATCCGGTACCGACCAAGTCCACCAATGTACG-3’

PRX-S26(Nde)
PRX-AS27(Xho)

CAB-S27(Nde)
CAB-AS27(Bam)

CAB-5409-432
CAB-S871-891

PRX-5"UTR-530 (E/S)
PRX-5 UTR-AS28 (B/K)

PRX-3"UTR-S29 (B)
PRX-3"UTR-AS34 (SP/S)

CAB-5UTR-S38 (E/S)
CAB-5"UTR-AS37 (B/K)



MATERIAL UND METHODEN 17

Amplifikation der LdCAB55364.1 3 UTR:
5 -GAGGATCCGCGACAGCATGCCAGCAACACGG-3’ CAB-3"UTR-S31 (B)
5 -GAAAGCTTATTTAAATTCTGCGTGAGCCTGTGTGTGG-3’ CAB-3"UTR-AS37 (H/S)

Sequenzierung der Gene und UTR im TOPO-Vektor:
5 -CGACGTTGTAAAACGACGACGGCCAGT-3" M24F
5" -ACACAGGAAACAGCTATGACCATG-3" M24R

Sequenzierung der Gene im Expressionsvektor pXé63pol:
5"-AAACCGCTCGCGGTGTGTT-3" pXPHLEO Sense
5" -TCCCCGCGCGTTGGCCGAT-3’ pXPHLEO Antisense

2.1.5 Marker

Als DNA-Langenstandard wurde die GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder von MBI
Fermentas, als RNA-Langenstandard die 0,24-9,5 kb RNA Ladder von Invitrogen verwendet.
Fur die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde die PageRuler™ Prestained Protein Ladder
von MBI Fermentas als Marker eingesetzt.

2.1.6 Weitere Materialien

Amersham Bioscience MicroSpin™ S-300 HR Saulen,
Immobiline Dry Strips 18 cm pH 4-7, ECL
plus Western Blot Detection System
Ambion Inc. RNase-free QuikSpin Columns
and Elution Tubes
Applied Biosystems Big Dye Ready Reaction Terminator
Cycle Sequencing Kit

Biometra

Biozym, Gentra Systems
Dako Cytomation
Eastman Kodak

Eurogentec
GIBCO BRL Life Technologies
Invitrogen

Macherey-Nagel
MBI Fermentas

Millipore
Merck

Hybridisierungsrohrchen
Puregene DNA-Isolierungs Kit
Fluorescent Mounting Medium
Rontgenfilme X-OMAT™AR und
BIOMAX™MS
Elektroporationskiivetten
Nylonmembran Biodyne
TOPO TA Cloning® Kit, TOP10
One Shot™ Kit
NucleoSpin®Plasmid,
NucleoBond® PC2000

6x DNA Ladepuffer

ZipTips C18

LiChrosolv® Wasser fur die
Chromatographie (HPLC-H,0)
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Molecular Probes MitoTracker red CMXROS, Hoechst 3328
Nalgene Cryorohrchen
Promega Prime-a-Gene® labeling System
Q-Biogene GeneClean® Spin Kit
Roche Diagnostics High-Pure PCR Purification Kit, In Situ
Cell Death Detection Kit TMR red
Sarstedt Gewebekulturflaschen 50ml/250ml ohne
Filter, Gewebekulturflaschen
50ml/250ml mit Filter
Schleicher und Schill Whatmanpapier,
Nitrozellulosemembran
(Optitran BA-S 83)
Spectrum Laboratories Inc. Spectra/Por® Membrane MWCO:6-8000
2.1.7 Geradte
BioRad Gene Pulser™
Biometra Duo-Therm-Hybridisierungsofen
Casy 1-Cell Counter & Analyser (Scharfe System)
IPGphor (Pharmacia Biotech)
Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480
RoboCycler Gradient 40 Stratagene
Stratagen UV Stratalinker™1800
Voyager-DE STR BioSpectrometry Workstation MALDI-TOF Massenspektrometer
Alle weiteren laboriblichen Gerate werden nicht gesondert aufgefiihrt.
2.1.8 Puffer und Losungen
TBE (10x) TBS (10x)
Tris 0,89 M Tris-HCl ( pH 7,2) 100 mM
Borsaure 0,89 M NaCl 1,5 M
EDTA 25 mM
PBS (10x) HBSS (10x)
Na;HPO, 80,6 mM KCl 53 mM
KH,PO4 14,7 mM KH,PO4 4,4 mM
NaCl 1,37 M NaCl 1,4 M
KCl 26,8 mM NaHCO; 40 mM
pH 7,0 bzw. 5,5 einstellen Na;HPO, 3,4mM

Glukose 55 mM
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MOPS-Puffer (10x)

MOPS 200 mM
Natriumacetat 50 mM
EDTA 20 mM

pH 7,0 mit NaOH einstellen

RNA-Probenpuffer

1xMOPS-Puffer 72 ul
Formaldehyd (37% v/v) 128 pl
Formamid 360 pl
Church-Mix

Na;HPO4 500 mM
SDS 7%
EDTA 1 mM

pH 7,2 einstellen

AP-Puffer (Alkalische Phosphatase)

Tris-HCLl pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 10 mM

Trenngelpuffer fiir PAGE

(4x Tris/SDS pH 8,8)

Trisbase 1,5M
SDS 0,4 %
ad 500 ml A.dest

pH 8,8 mit HCl einstellen

steril filtrieren

Probenpuffer (6x) fiir PAGE

Tris 1,52 g
Glycerol 20 ml
SDS 2%

in 40 ml A. dest l6sen

pH 6,8 mit HCl einstellen

2 ml Bromphenolblau zugeben
auf 100 ml mit A. dest auffiillen

Coomassie-Farbelosung
Methanol 50 %
Coomassie Brilliant Blau 0,05 %

SSC (20x)
NaCl I M
Natriumcitrat 0,3 M

pH 7,0 mit HCl einstellen

RNA-Dye

Glycerin 50% (v/v)
EDTA, pH 8,0 1 mM
Bromphenolblau 0,25% (w/v)

Xylene Cyanol FF 0,25% (w/v)

Church-Wash

Na,HPO4 40 mM
SDS 1%
pH 7,2 einstellen

Sammelgelpuffer fiir PAGE

(4x Tris/SDS pH 6,8)

Trisbase 500 mM
SDS 0,4%
ad 500 ml A.dest

pH 6,8 mit HCl einstellen

steril filtrieren

Laufpuffer (10x) fiir PAGE

Trisbase 250 mM
Glycin 1,9 M
SDS 1%

Coomassie-Entfarber
Methanol 45 %
Eisessig 10 %
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Essigsaure 10 % A. dest 45 %
A.dest 40 %

Elektroporationspuffer

HEPES pH 7,5 21 mM

NaCl 137 mM

KCl 5mM

Na,HPO, 0,7 mM

Glukose 6 mM

steril filtrieren

Bindungspuffer fiir Waschpuffer | fiir
Chromatographie (8x) Chromatographie (8x)

Tris-HCl pH 7,9 160 mM Tris-HCl pH 7,9 80 mM
NaCl 4 M NaCl 4 M
Imidazol 40 mM Imidazol 480 mM
Waschpuffer Il fiir Elutionspuffer fiir
Chromatographie (4x) Chromatographie (4x)

Tris-HCl pH 7,9 80 mM Tris-HCl pH 7,9 80 mM
NaCl 2M NaCl 2M
Imidazol 800 mM Imidazol 4 M

Alle Puffer und Losungen wurden vor dem Benutzen, soweit nicht anders

angegeben, auf eine 1x Konzentration verdinnt.

2.1.9 Kulturmedien und Medienzusatze

LB-Medium
20 g Lennox L Broth Base
ad 11 A. dest, autoklavieren

LB-Agar zur Herstellung von Agarplatten
32 g Lennox Broth Agar
ad 11 A. dest, autoklavieren

M199 pH 7,0

1x M199- Medium

25 % Hitze-inaktiviertes FCS (30 min, 56°C)
0,2 % Natriumhydrogencarbonat

20 pg/ml Gentamycin

5 mM L-Glutamin
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Einfriermedium

30 % M199-Medium pH 7,0

50 % Hitze-inaktiviertes FCS (30 min, 56°C)
20 % DMSO

steril filtrieren

M199 pH 5,5

1x M199- Medium

25 % Hitze-inaktiviertes FCS (30 min, 56°C)
25 mM MES

20 pg/ml Gentamycin

5 mM L-Glutamin

pH 5,5 einstellen

steril filtrieren

modifiziertes M199-Medium pH 7,0
1x M199-Medium

25% Hitze-inaktiviertes FCS (30 min, 56°C)
0,2% Natriumhydrogencarbonat

40 mM HEPES (pH 7,4)

100 pM Adenin

1,2 pg/ml 6-Biopterin

10 pg/ml Haemin

20 pg/ml Gentamycin

5 mM L-Glutamin

steril filtrieren

Kulturmedium fiir peritoneale Exsudat Zellen
1x RPMI-Medium

10 % FCS

5 mM L-Glutamin

50 pg/ml Gentamycin

Medienzusdtze
Antibiotikum Konzentration/Losungsmittel Arbeitskonzentrationen
Ampicillin 100 mg/ml A. dest 100 pg/ml LB-Medium
Kanamycin 50 mg/ml A. dest 50 pg/ml LB-Medium
G418 (Neomycin) 100 mg/ml M199 50 pyg/ml M199-Medium
Puromycin B Tmg/ml M199 25 pg/ml M199-Medium
Bleocin 2,5 mg/ml A. dest 7,5 pg/ml M199-Medium

Alle Losungen wurden steril filtriert und bei -20°C gelagert.
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2.2 Organismen und Plasmide

2.2.1 Organismen

Bakterien
Stamm Genotyp Referenz/Herkunft
DH5a sup E44, lac U169 ( f80 lacZ M15), hsd R17, (Hanahan and Meselson, 1983)
rec A1, end A1, gyr A96, thi-1, rel A1
pAPlacl? [pPAPlaclY] Dr. O. Fayet, Toulouse
Top10 F- mcr A (mrr-hsd RMS-mcr BC) 80lac Z M Invitrogen,

One Shot™ 15,lac X74, deoR, rec A1, ara D139 (araleu) Groningen
7697, gal K, gal U, rps L(StrR), end A1, nup G  Niederlande

Leishmania-Stamme
Alle Experimente wurden mit L. donovani oder L. major durchgefiihrt. Der L.
donovani-Stamm MHOM/IN/??/Lo8 wurde von Dan Zilberstein (Department of Biology,
Technicon-Israel Institute of Technology, Haifa) zur Verfiigung gestellt. Fir die
Experimente mit L. major wurde der von der WHO empfohlene Referenzstamm
MHOM/SU/73/5ASKH verwendet (David Evans, London School of Hygiene and Tropical
Medicine).

2.2.2 Plasmide

Nachfolgend sind die Klonierungsvektoren und die Expressionsplasmide, die in
dieser Arbeit verwendet wurden aufgefuhrt.

Vektor Verwendung Referenz/Herkunft
TOPO Klonierungsvektor Invitrogen
puUC18/19 Klonierungsvektoren Invitrogen
pJC45 rekombinante Expression
in E. coli (Clos and Brandau, 1994)
pX63polPHLEO Leishmania-spezifischer
Expressionsvektor (Freedman and Beverley, 1993)

Die Plasmide liegen in E. coli DH5a als Wirtsstamm vor und werden als
Bakterienstocks bei -70°C gelagert.
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2.3 Methoden

2.3.1 Zellkultur

Die L. donovani Zellen wurden als Promastigote unter sterilen Bedingungen in
Abwesenheit von Bakterien bei 25°C in Zellkulturflaschen aus Polystyren gehalten.

Als Kulturmedium diente 1x M199 pH 7,0 (siehe 2.1.9). Zur Selektion rekombinanter
Zellen wurde dem Medium das jeweilige Antibiotikum in entsprechender Konzentration
zugefuhrt. Die Zellkulturen wurden zweimal pro Woche verdinnt, um ein logarithmisches
Wachstum der Zellen zu gewahrleisten. Die Zelldichte wurde anhand einer
Doppelbestimmung mit einem CASY 1-Cell Counter & Analyser analysiert.

2.3.2 Einfrieren von Stammkulturen

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden sedimentiert (720xg, 10
min, 4°C) und in einem Gemisch aus 500 pl eiskaltem M199-Medium pH 7,0 und 500 pl
Einfriermedium (siehe 2.1.9) resuspendiert. Diese Suspension, mit einer Zelldichte von 1-2
x 10® Zellen/ml, wurde in vorgekiihlte Cryorohrchen iiberfiihrt und iiber Nacht bei -70°C
gelagert. Die Langzeitlagerung erfolgte in flussigem Stickstoff bei -196°C.

2.3.3 In vitro-Stadiendifferenzierung von L. donovani

Die in vitro-Differenzierung von L. donovani zu axenischen Amastigoten erfolgte wie
zuvor beschrieben (Krobitsch et al., 1998). Promastigote Zellen (Tag 0) wurden auf eine
Zelldichte von 2 x 10° Zellen/ml in M199-Medium pH 7,0 eingestellt und in
Zellkulturflaschen mit gasdurchlassigem Deckel bei 37°C in einem Brutschrank mit
Kohlendioxid/Luftgemisch-Begasung (5% CO,, 95% Luft) fur 24 Stunden kultiviert (Tag 1).
Nach 24 Stunden hatte sich die Zelldichte auf 1 x 10’ Zellen/ml erhoht; die Zellsuspension
wurde sedimentiert (720xg, 10 min, RT) und in dem doppelten Volumen M199-Medium pH
5,5 (siehe 2.1.9) resuspendiert. Die Zellkulturen wurden fur weitere 5 Tage bei 37°C
inkubiert, wobei nach 4 Tagen das Medium gewechselt wurde (Tag 2-5). Der
Differenzierungsprozess wurde mikroskopisch kontrolliert. Die Gewinnung axenischer
amastigoter Parasiten diente ausschlieBlich zur Herstellung von Zelllysaten.

2.3.4 In vitro- Infektion von peritonealen Exsudat Zellen

Zur in vitro-Infektion wurden peritoneale Exsudat Zellen von 4-6 Wochen alten
weiblichen C57black/6 Mausen eingesetzt. Die Mause wurden 4 Tage vor dem Experiment
mit 5 % Thioglykolat in PBS behandelt, das in einem Volumen von 1 ml intraperitoneal
injiziert wurde. Am vierten Tag wurden die Mause getotet, der Bauchraum mit 10 ml PBS
gespllt und die Zellsuspension in einem ReaktionsgefaB gesammelt. Mit Hilfe einer
NEUBAUER-Zahlkammer wurde die Zelldichte der Suspension bestimmt. Nach
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Sedimentation (690xg, 10 min, 4°C) erfolgte ein Aussaen der Zellen mit einer Dichte von 1
x 10° Zellen/Vertiefung in eine 12-well Mikrotiterplatte, bzw. 5 x 10° Zellen/Vertiefung in
eine 24-well Mikrotiterplatte auf coverslips in komplementiertem RPMI-Medium (siehe
2.1.9). Zur Adhasion wurden die Zellen fir 24 Stunden bei 37°C in einem Brutschrank mit
Kohlendioxid/Luftgemisch-Begasung (5% CO,, 95% Luft) inkubiert, bevor die Leishmanien
zugegeben wurden.

Fir die Infektion wurden Leishmanien aus der spat-logarithmischen
Wachstumsphase eingesetzt. Hierzu wurden die Zellen in modifiziertem M199-Medium pH
7,0 (siehe 2.1.9) gehalten. Unter taglichem Mediumwechsel 2-3 Tage vor der Infektion
wurden die Zellen bis zu einer Zelldichte von 2-5 x 10’ Zellen/ml kultiviert. Die Inkubation
der peritonealen Exsudat Zellen mit Leishmanien erfolgte in einem Verhaltnis von 1:10. Die
gewinschte Anzahl von Leishmanien wurde sedimentiert (720xg, 10 min, RT) und in
entsprechender Menge RPMI-Medium resuspendiert. Diese Suspension wurde zu den
adharenten peritonealen Exsudat Zellen gegeben und der gesamte Ansatz fur weitere 24
bis 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Zu den zu untersuchenden Zeitpunkten nach
Infektionsbeginn wurde der Uberstand entfernt und die Zellen dreimal mit vorgewarmtem
RPMI-Medium gewaschen. Die Zellen konnten nun fur Immunfluoreszenzmikroskopie-
Studien (siehe 2.3.22) verwendet werden.

Sollte die Infektiositat eines bestimmten Leishmania-Stammes untersucht werden,
wurden die Zellen nach dreimaligem Waschen mit PBS pH 7,0 einer 2-minutigen Inkubation
in Hoechst 33258 (1:1000 verdinnt in PBS pH 7,0) zum Anfarben der DNA-haltigen
Organellen unterzogen. Die Praparate wurden danach in Mounting Medium eingebettet und
bei 4°C im Dunkeln gelagert. Die mikroskopische Untersuchung der Proben erfolgte mit
einem Zeiss Axioskop 2 plus Immunfluoreszenzmikroskop bei 630-facher VergroRerung.

Alternativ wurden die Zellen in 100% Methanol fixiert. Die Farbung erfolgte fur 10
Minuten in einer 10%-igen Giemsa-Losung. Zum Entfarben wurden die Objekttrager unter
flieBendem Leitungwasser gespiilt und anschlieBend lichtmikroskopisch untersucht.

Es wurde die Anzahl an infizierten peritonealen Exsudat Zellen ausgezahlt, sowie
die Anzahl an amastigoten Leishmanien pro infizierter Zelle bestimmt.

2.3.5 Kultivierung von Bakterien

Die verschiedenen E. coli Stamme wurden in LB-Medium (siehe 2.1.9) aerob bei
37°C in Reagenzglasern auf einem Rundschittler angezogen. Um Bakterienstocks
anzulegen, wurden die Zellen nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase mit 1/5
Vol. sterilem Glycerin versetzt und bei -70°C gelagert.
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2.3.6 Isolierung von Nukleinsauren
2.3.6.1 Plasmid-Mini-Praparationen

Fur die Schnellpraparation geringer Mengen an Plasmid-DNA aus Bakterien wurde
das NucleoSpin® Plasmid-Kit verwendet. Die Praparation erfolgte nach Anleitung des
Herstellers.

Die Methode beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse. Dabei werden Bakterien
mit Hilfe von SDS lysiert und die DNA durch Natriumhydroxid denaturiert. Zugabe von
Kaliumacetat neutralisiert die Losung. Denaturierte Proteine und chromosomale DNA
prazipitieren mit dem Kaliumsalz des Dodecylsulfats. Die niedermolekulare Plasmid-DNA
bleibt in Losung und kann so isoliert werden.

2.3.6.2 Plasmid-Maxi-Praparation

Fur die Transfektion von L. donovani wurden groRere Mengen hochsauberer Plasmid-
DNA bendotigt. Hierzu erfolgte die Isolierung mit Hilfe des NucleoBond® PC 2000-Kits nach
Anleitung des Herstellers. Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine Isolation nach dem
oben beschriebenen Prinzip der alkalischen Lyse.

Die gewonnene DNA wurde in HPLC-H,0 aufgenommen und bei -20°C gelagert.

2.3.6.3 Isolierung genomischer DNA aus L. donovani

Fur die Isolierung genomischer DNA aus L. donovani wurde das Puregene® DNA
Purification Kit benutzt. Hierfiir wurden ca. 1-2 x 10® promastigote Zellen sedimentiert
(720xg, 10 min, 4°C) und zweimal mit PBS pH 7,0 gewaschen. Das Prinzip der DNA-
Extraktion beruht bei dieser Methode auf einer Lyse der Zellen in Anwesenheit eines DNA-
Stabilisators, der die DNase-Aktivitat einschrankt und so die DNA vor einem vorzeitigen
Abbau bewahrt. Nach Entfernung der RNA werden die Proteine ausgefallt; die im
Uberstand enthaltene DNA wird durch Zugabe von Isopropanol prézipitiert und in einem
Hydrationspuffer mit DNA-Stabilisator aufgenommen. Die Isolierung der DNA erfolgte nach
Herstellerprotokoll, wobei die Reagenzienmenge der eingesetzten Zellzahl angepasst
wurde. Die Lagerung der isolierten DNA erfolgte bei 4°C.

2.3.6.4 Isolierung von RNA aus L. donovani

Es wurden 1-2 x 10® promastigote, bzw. in vitro-differenzierte amastigote Zellen
geerntet und dreimal mit PBS pH 7,0 bzw. pH 5,5 gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde sofort 1 ml TRIzol® auf das Sediment gegeben und die resuspendierten
Zellen einem viermaligen Einfrieren in Trockeneis/EtOH und anschlieBendem Auftauen bei
37°C unterzogen. Danach wurden 200 pl Chloroform zugefiigt und der Ansatz gut
durchmischt. Nach Inkubation fir 3 min bei RT wurde fir 15 min bei 12.000xg zentrifugiert
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und die RNA im resultierenden Uberstand mit 500 pl Isopropanol gefallt. Es erfolgte ein
Waschschritt mit 70%(v/v) EtOH und Trocknen des Sediments bei 60°C. AnschlieBend wurde
die RNA in 50-100 pl HPLC-H,0 bei 60 °C resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

2.3.6.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte photometrisch. Es wurde
die Absorption einer zu bestimmenden Nukleinsaurelosung bei 260 nm in Quarzkiivetten
gemessen und mit Hilfe des OD-Wertes die Konzentration in pg/pl nach folgender Formel
berechnet

OD2¢0 nm X Verdunnungsfaktor x 50 (DNA) bzw. 40 (RNA)/1000

Es wurde fur eine OD von 1 bei doppelstrangiger DNA eine Konzentration von 50
Hg/ml, bei RNA von 40 pg/ml angenommen.

Durch Bestimmung des Verhaltnisses der Absorption bei 260 nm sowie bei 280 nm
lieB sich die Reinheit der Nukleinsaurelosung abschatzen. Eine reine DNA-Losung besitzt
einen ODy¢onm/op280nm Wert von 1,8; eine reine RNA-LAsung von 2,0.

2.3.7 Enzymatische Modifikationen von DNA

2.3.7.1 Restriktionanalysen von DNA

Restriktionsanalysen wurden zur Charakterisierung, Identifizierung und Isolierung
von DNA-Molekiilen eingesetzt. Dazu wurde doppelstrangige DNA mit
Restriktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs enzymatisch gespalten und die
entstandenen Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.3.8) getrennt. Die
Enzyme wurden in den mitgelieferten Puffersystemen bei den angegebenen Temperaturen
eingesetzt. Fur einen analytischen Restriktionsverdau wurden 1-2 pg DNA und fir einen
praparativen Ansatz 20 pg DNA eingesetzt und mit 3-10 U Enzym/pg DNA fir 2 h inkubiert.

2.3.7.2 Dephosphorylierung freier 5 -Enden von DNA

Bei einem Restriktionsverdau entstehen freie 3 OH- Enden und freie
5 Phosphatpruppen an den Schnittstellen. Damit es bei den folgenden Ligationsansatzen
(siehe 2.3.7.3) nicht zu einer Religation des Vektors kommen konnte, wurden die freien
5°Phosphatgruppen mit Hilfe einer alkalischen Phosphatase abgespalten. Ein 50 pl
Reaktionsansatz wurde mit 1 U Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) in dem
entsprechenden Puffersystem fiur 45 min bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung der
Alkalischen Phosphatase wurde eine Chloropanextraktion (siehe 2.3.9.3) durchgefihrt.
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2.3.7.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Enzymatische Ligationen von zu klonierenden DNA-Fragmenten mit linearisierter
Plasmid-DNA wurden mit dem T4-DNA-Ligase-System durchgefuhrt. Die molaren
Verhaltnisse lagen in diesen 15 pl Ansatzen bei 1:3 (Vektor-DNA:DNA-Fragment), wobei ca.
100 ng Vektor-DNA eingesetzt wurden. Die Ansatze wurden uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Fir die Ligationen sehr groBer DNA-Fragmente (>2000Bp) und blunt end-Ligationen wurden
5 U Enzym eingesetzt, ansonsten wurde mit 1 U Enzym ligiert.

PCR-Produkte (siehe 2.3.12) mit Adenosinuberhangen konnten direkt ohne
vorherigen Restriktionsverdau mit Hilfe des TOPO®TA Cloning Kits subkloniert werden.

2.3.7.4 Fill-in Reaktionen

Bei einem Restriktionsverdau kénnen Schnittstellen mit 5 Uberhangen entstehen.
Wurde zu Klonierungszwecken ein blunt end benétigt, muBten diese Uberhinge aufgefiillt
werden. 20 pg DNA wurden in einem 40 pl (Endvolumen) Reaktionsansatz mit der DNA-
Polymerase | (Klenow-Fragment) in einem dazu gehorigen Puffer fur 15 min bei 37°C
inkubiert. Anschliefend wurden 8 pl dNTP-Mix (je 25 pm) zugegeben und nochmals 15 min
bei 37°C inkubiert. Zur Beendigung der Synthesereaktion wurde der Ansatz auf 100 pl mit
HPLC-H,0 aufgefillt und einer Chloropanextraktion (siehe 2.3.9.3) unterzogen.

2.3.7.5 Radioaktive Markierung von DNA

Zum Markieren von DNA-Sonden zur Hybridisierung von Nukleinsauren (siehe
2.3.11.3) wurde das Prime-a-Gene® Labeling System nach Herstellerangaben eingesetzt.
25 ng eines linearen DNA-Fragments wurden in 30 pl A. bidest fur 5 min bei 95°C
denaturiert. Nach der Abkiihlung auf Eis wurden 1x labeling-Puffer, 40 pg/ml BSA, je 20 upM
dCTP, dGTP und dTTP, 50 uCi [o**P] dATP und 5 U DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment)
zugegeben. Der Ansatz wurde fir 1 h bei 25 °C inkubiert und die freien Nukleotide
anschlieBend uUber eine Gelfiltrationssaule (MicroSpinTMS-300 HR Column) abgetrennt.
Wahrend die Nukleotide auf der Saule verblieben, befand sich die markierte DNA im
Durchfluss. Vor dem Einsatz wurde sie nochmals fiir 5 min bei 95°C denaturiert.

2.3.8 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die Gelelektrophorese in horizontalen Agarosegelkammern dient der Auftrennung
linearer, doppelstrangiger DNA-Fragmente zu analytischen sowie zu praparativen Zwecken.
Es wurden Agarosekonzentrationen von 0,7-3% (w/v) in TBE-Puffer eingesetzt, in
Abhangigkeit von der GroRe der aufzutrennenden Fragmente. Zur spateren Detektion der
DNA-Fragmente unter UV-Licht enthielten die Gele 0,1 pg/ml Ethidiumbromid. Die mit
einem entsprechenden Volumen an DNA-Ladepuffer versetzte, negativ geladene DNA
wandert in dem angelegten Spannungsfeld (80-120V) von der Kathode zur Anode. Die DNA-
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Banden wurden auf einem Transilluminator sichtbar gemacht und fotografiert. Zur
GroBenbestimmung der Fragmente wurden die in 2.1.5 aufgefiihrten Langenstandards mit
aufgetragen.

2.3.9 Reinigen und Fallen von DNA

2.3.9.1 Elution aus Agarosegelen

Die Elution von DNA aus Agarosegelstiickchen erfolgte mit Hilfe von QuickSpin
Columns und ElutionsreaktionsgefaBen. Die zu eluierende DNA-Bande wurde aus einem
Agarosegel bei UV-Lichtbestrahlung der Wellenlange 366 nm ausgeschnitten, in ein
QuikSpin Column plaziert und bei 15000xg fur 20 min zentrifugiert.

Die DNA befindet sich dann im Durchfluss und wurde mit NaAcetat/EtOH gefallt
(siehe 2.3.9.4). Zur besseren Ausbeute wurde das ReaktionsgefaB mit dem Gelstiick vor der
Elution mindestens 3 h bei -20°C eingefroren.

Lineare DNA-Fragmente, die fur eine Transfektion von L. donovani eingesetzt
wurden, wurden mit Hilfe des GeneClean® Kits nach Angaben des Herstellers gereinigt.

Die isolierte DNA wurde anschlieBend gelelektrophoretisch uberprift und ihre
Konzentration bestimmt (siehe 2.3.6.5).

2.3.9.2 Reinigung von PCR-Amplifikaten

PCR-Produkte wurden mit dem High-Pure PCR Purification Kit nach Angaben des
Herstellers gereinigt.

2.3.9.3 Chloropanextraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus einer DNA-Losung wurde eine Chloropanextraktion
durchgefiihrt. Chloropan ist ein Gemisch aus 1 Vol. Tris-gesattigtem Phenol und 1 Vol.
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1). Der Reaktionsansatz wurde mit 1 Vol. Chloropan
versetzt, durch Vortexen gut gemischt und anschlieBend zur besseren Phasentrennung bei
2000xg fur 10 min zentrifugiert. Die DNA befindet sich danach in der oberen wassrigen
Phase, die Proteine werden mit Hilfe des Phenols denaturiert und sammeln sich in der
Interphase. Es erfolgte ein weiterer Extraktionschritt der oberen Phase mit Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) und Fallung der DNA mit NaAcetat (siehe 2.3.9.4).

2.3.9.4 Fallen von Nukleinsauren mit NaAcetat oder Isopropanol

In Gegenwart monovalenter Kationen bildet DNA, bzw. RNA in Ethanol einen
unloslichen Niederschlag, der durch Zentrifugation abgetrennt werden kann. Hierzu
wurden die Ansatze mit 0,7-0,8 Vo. Isopropanol oder 1/10 Vol. 3 M NaAcetat (pH 4,6 fur
DNA und pH 5,2 fiur RNA) und 2,5 Vol. 99% (v/v) EtOH versetzt, fur 15 min bei 15.000xg
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und RT zentrifugiert und anschlieBend zweimal mit 70 % (v/v) EtOH gewaschen, um die
mitgefallten Salze zu entfernen. Die getrocknete DNA bzw. RNA wurde in HPLC-H,0
resuspendiert.

2.3.10 Herstellung kompetenter Bakterien und Transformation

Damit Bakterien in der Lage sind fremde DNA-Molekiile mit groBer Effizienz
aufzunehmen, gibt es die Moglichkeit die Zellen durch Behandlung mit hohen
Konzentrationen an CaCl,, kompetent zu machen. Hierzu wurden E.coli DH5c. oder pAPlacl®
Bakterien in 40 ml Kulturen in LB-Medium bei 37°C bis zu einer OD¢gnm Von 0,5 angezogen.
Die Zellen wurden bei 350xg fur 10 min sedimentiert und in 20 ml kaltem 50 mM CaCl;
(steril filtriert) resuspendiert. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt (15 min, 350xg,
4°C), das Sediment wurde in 4 ml kaltem 50 mM CaCl, aufgenommen und die
Zellsuspension bei 4°C gelagert. Diese Bakterien wurden 7 Tage fur die Transformation
verwendet. Zur langeren Lagerung wurden die Zellen mit 50% (v/v) Glycerin versetzt und
bei -70°C aufbewahrt.

Zusatzlich zu den kompetenten DH5a Bakterien wurden auBerdem die kauflich
erworbenen OneShot™ TOP10 Zellen verwendet. Hier erfolgte die Transformation nach
Anleitung des Herstellers. Dieses Klonierungsystem ermoglichte eine Blau-Weifi-Selektion
durch den Zusatz von 50 pl 2% X-Gal zum Transformationsansatz.

Die Transformation der kompetenten DH5c Bakterien erfolgte ebenfalls nach der
Hitzeschockmethode. 200 pl Zellen wurden mit 3 pl Ligationsansatz (siehe 2.3.7.3) versetzt
und fur 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein 60 s Hitzeschock bei 42°C, die
Bakterien wurden kurz auf Eis abgekihlt und 800 pl LB-Medium zugegeben. Nach 60 min
Schiitteln bei 37°C wurde der gesamte Ansatz auf LB-Agarplatten mit 100ug/ml Ampicillin
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.11 Transfer von Nukleinsauren auf Membranen und Hybridisierung von
DNA-Sonden

2.3.11.1 Northern Blot-Analysen

Als Northern Blot-Analyse bezeichnet man den Transfer von RNA auf eine
Nylonmembran. Hierzu wurde die RNA vorher in einem denaturierenden 0,8%igem
Agarosegel (SEAKEM® GTG Agarose) getrennt. Durch den Zusatz von 6,7% (v/v)
Formaldehyd wurde die Ausbildung von Sekundarstrukturen weitgehend verhindert. Das
Agarosegel wurde in MOPS-Puffer angesetzt, welcher ebenfalls als Laufpuffer diente. 20 pg
RNA in einem Volumen von maximal 28 pl wurden mit 28 pl RNA-Probenpuffer versetzt und
fur 15 min bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 4 pl RNA-Dye und 1 pl Ethidiumbromid
(1mg/ml) wurden die Proben Uber Nacht bei 1 V/cm getrennt.

Danach erfolgte die Dokumentation unter UV-Licht. Geblottet wurde, indem
mehrere Lagen Papiertiucher, 2 Lagen Whatmanpapier, eine Nylonmembran, das Gel und
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wiederum 2 Lagen Whatmanpapier Ubereinandergestapelt wurden. Die Whatmanfilter und
die Membran wurden vorher in 20xSSC getrankt, als Pufferreservoir wahrend des
Blotvorganges diente ein in 20xSSC getrankter Schwamm. Der Transfer fand fir
mindenstens 3 h bis Uber Nacht bei RT statt. Durch Bestrahlung mit UV-Licht (1200 kJ, UV
Stratalinker™ 1800) wurde die RNA kovalent an die Membran gebunden. Sie konnte nun bei
RT gelagert oder direkt fur die Hybridisierung (siehe 2.3.11.3) eingesetzt werden.

2.3.11.2 Southern Blot-Analysen

Die Methode des Transfers von DNA auf eine Membran wird als Southern Blot-
Analyse bezeichnet. Es wurden 20 pg chromosomale DNA mit geeigheten
Restriktionsenzymen verdaut. Die Ansatze wurden in einem 0,7%igen praparativen
Agarosegel getrennt und unter UV-Licht dokumentiert. Nach dem Lauf wurde das Gel
nacheinander 15 min in 0,2 M HCl und 1 Stunde in 0,2 M NaOH/1,5 M NaCl geschwenkt. Der
Blotaufbau, Fixierung der DNA und Aufbewahrung der Membran erfolgte wie unter 2.3.11.1
beschrieben. Als Blotpuffer diente hierbei 0,2 M NaOH/1,5 M NacCl.

2.3.11.3 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Die Blotmembranen aus 2.3.11.1 und 2.3.11.2 wurden in Hybridisierungsrohrchen
uberfuhrt und fir mindesten 30 min mit Church-Mix bei 50°C bzw. 70°C in einem
Hybridisierungsofen prahybridisiert. AnschlieBend wurde die denaturierte, radioaktiv
markierte DNA-Sonde (siehe 2.3.7.5) zugefigt und uUber Nacht bei 50 °C bzw. 70°C
hybdridisiert. Danach wurden die Membranen fur 30 min bei 50°C bzw. 70°C mit Church-
Wash gewaschen und in Folie eingeschweifft. Die Dokumentation der Signale erfolgte Uber
die Belichtung eines Rontgenfilms. Die Inkubationszeit variierte hierbei in Abhangigkeit der
Starke des Signals von 1 h bis zu mehreren Tagen bei -70°C.

2.3.12 Polymerasekettenreaktion

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation von bestimmten DNA-Sequenzen, die
durch die Wahl der Matrizen-DNA und der eingesetzten Oligonukleotide bestimmt wird.
Eine Reaktion besteht aus mehreren Abfolgen, wahrend denen sich drei Schritte zyklisch
wiederholen:
1. Denaturierung des DNA-Molekiils
2. Annealing (Hybridisierung der Oligonukleotide)
3. DNA-Synthese (Amplifikation)

50 pl-Ansatz fur das Taq Polymerase System der Firma Solis Biodyne:
10x Puffer 5 ul
MgCl; (25 mM) 5l
Oligonukleotid 1 2 ul
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Oligonukleotid 2 2 ul
dNTP-Mix 2 ul
FIREPol 0,2 ul
DNA 0,1-0,5 pg
HPLC-H,0 ad. 50 pl

Die Denaturierung erfolgte fur 1 min bei 95°C, die Synthesereaktion in Abhangigkeit
von der FragmentgroBe zwischen 1 min 30 s bis zu 4 min bei 72°C. Die Annealing-
Temperatur ist abhangig von Lange und Spezifitat der Oligonukleotide. Sie darf allerdings
die Schmelztemperatur Tm nicht Uberschreiten. Diese berechnet sich aus der Formel:
Tm=(A+T) x 2+ (G+C) x 4. Die Zeit fur die Hybridisierung der Oligonukleotide betrug
zwischen 1 min bis zu 1 min 30 s. Die Reaktion wurde in einem Thermocycler durchgefihrt
und die Zyklen 30- oder 35-fach wiederholt. Die Amplifikation wurde gelelektrophoretisch
Uberpriift. Fir die Klonierung in den TOPO®-Vektor muss das PCR-Produkt
Adenosinuiberhange enthalten. Dieses wurde durch einen 10 minitigen abschliefenden
Inkubationsschritt bei 72°C im Anschluss an das jeweilige PCR-Programm erreicht.

2.3.13 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen wurden anhand einer modifizierten Didesoxy-Kettenabbruch-
Methode nach Sanger et al. durchgefiihrt (Sanger et al., 1980). Der Kettenabbruch erfolgte
hierbei durch den Einbau von fluoreszensmarkierten Didesoxynukleotiden. Es wurde das Big
Dye RR Terminator Cycle Sequencing Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Die 20
Hl Ansatze enthielten 1 pg DNA, 10 pmol Oligonukleotid (M24F oder R, bzw. spezifische
Oligonukleotide) und 4 pl Terminator Ready Reaction Mix. Die Reaktion war in drei Schritte
unterteilt: 10 s bei 96°C, 5 s bei 50°C, 4 min bei 60°C, welche 25-fach wiederholt wurden.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz mit 80 pl HPLC-H,0 versetzt und einer Fallung mit
NaAcetat und EtOH unterzogen (siehe 2.3.9.4). Die Trennung der DNA in einem
denaturierenden Polyacrylamidgel und die Datenanalyse erfolgten mit Hilfe eines
ABIPRISM™ 377-DNA-Sequencers der Firma Perkin Elmer.

2.3.14 Transfektion von L. donovani durch Elektroporation und Selektion
rekombinanter Zellpopulationen

Bei der Elektroporation werden die Leishmanien in ein elektrisches Feld gebracht
und kurzen elektrischen Pulsen hoher Feldstarke ausgesetzt. Dabei entstehen kurzzeitig
Poren in der Plasmamembran, durch die DNA in die Leishmanien gelangen kann. Die
Methode zur Transfektion von Leishmania-Zellen wurde von Kapler et al. etabliert (Kapler
et al., 1990).

Es wurden Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase geerntet und zweimal in
sterilem, kaltem PBS pH 7,0 gewaschen. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten fur 10 min
bei 720xg und 4°C. AnschlieBend wurde nochmal mit kaltem Elektroporationspuffer
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gewaschen und das Sediment dann in Elektroporationspuffer resuspendiert, so dass eine
Zelldichte von 1 x 10% Zellen/ml erreicht wurde. Gleich im Anschluss wurden die Zellen fiir
die Transfektion eingesetzt. Diese erfolgte, indem 400 pl (4 x 10’ Zellen) der vorbereiteten
Zellsuspension und 5 pg lineare DNA fur eine Integration durch homologe Rekombination,
bzw. 100 pg Plasmid-DNA (in einem Volumen von 100 pl) fur eine episomale Etablierung der
DNA, in Elektroporationskuvetten gemischt wurden und bei 1,5 kV (3750V/cm), 25 pF und
einem Widerstand von 200 Ohm dreimal hintereinander elektroporiert wurden. Die
resultierenden Zeitkonstanten betrugen zwischen 0,5-1,2 ms. Sofort nach dieser
Behandlung wurden die Zellen fir 10 min auf Eis gelagert und dann in 10 ml frischem,
modifiziertem M199 pH 7,0 (siehe 2.1.9) aufgenommen. In Abhangigkeit der
Antibiotikaresistenzen wurde 24 h nach der Transfektion durch Zugabe des entsprechenden
Antibiotikums ins Kulturmedium mit der Selektion rekombinanter Zellen begonnen.

2.3.15 Vereinzelung von Zellpopulationen

Die Vereinzelung von Zellpopulationen aus einer Transfektion (siehe 2.3.14) zu
Einzelklonen erfolgte in 96-well Mikrotiterplatten. Dazu wurde zunachst die Zellpopulation
auf eine Dichte von 1 x 10’ Zellen/ml eingestellt und dann in einer seriellen Verdiinnung
auf eine Endkonzentration von 5 Zellen/ml gebracht. Die Verdiinnung erfolgte in
modifiziertem M199-Medium pH 7,0 mit dem Selektionsantibiotikum. Danach wurden die
Vertiefungen einer 96-well Mikrotiterplatte mit 200 pl dieser Suspension befullt.
Theoretisch befand sich in jeder Vertiefung eine Zelle. Waren nach 2-3 Wochen Inkubation
bei 25°C ein Drittel bis die Halfte aller wells der Mikrotiterplatte bewachsen, wurde davon
ausgegangen, dass Einzelklone selektiert wurden. Diese wurden daraufhin in ein groBeres
Kulturvolumen uberfuhrt.

2.3.16 Zellaufschluss von Leishmanien

2.3.16.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakt aus L. donovani fiir die
eindimensionale Gelelektrophorese

L. donovani promastigote bzw. in vitro-differenzierte amastigote Zellen wurden
geerntet, zweimal mit PBS pH 7,0 bzw. pH 5,5 gewaschen und das Zellsediment in heiBem
SDS-Probenpuffer aufgenommen, so dass eine Konzentration von 1 x 10’ Zellen/20pl
entstand. Diese Suspension wurde dann 10 min bei 95°C inkubiert. Um eine Degradation
des Proteinextraktes zu verhindern wurde wahrend des Zellaufschlusses der
Proteinaseinhibitor E-64 (10 pM) zugesetzt. Danach wurde der Extrakt aliquotiert und bei -
70°C gelagert.



MATERIAL UND METHODEN 33

2.3.16.2 Herstellung von Gesamtproteinextrakt aus L. donovani fiir die
zweidimensionale (2D) Gelelektrophorese

Fiir ein Coomassie-Brilliant-Blau gefarbtes 2D Gel wurden 5 x 10® promastigote bzw.
in vitro-differenzierte amastigote Leishmania-Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden
geerntet und zweimal mit PBS pH 7,0 bzw. pH 5,5 gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde das Zellsediment in 50 pl Lysepuffer (40 mM Tris pH 9,5; 1 mM EDTA;
0,1 mM E-64) resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch viermaliges Einfrieren in
Trockeneis/EtOH und anschlieRendem Auftauen bei 37°C. Zur Solubilisierung wurde die
Probe danach mit 150 pl Rehydrierungspuffer (8M Urea; 2M Thiourea; 4% CHAPS; 2,4% ASB-
14) versetzt und 15 min bei RT auf einem Rollenschittler inkubiert. Es folgte eine 45-
minitige Zentrifugation bei 10.000xg, um die loslichen Proteine von den Zelltrimmern zu
trennen. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -70°C bis zur weiteren Analyse
gelagert.

2.3.17 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteinen und Coomassie-

Brilliant-Blau-Farbung

2.3.17.1 Eindimensionale SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Trennung von Proteinen erfolgte im diskontinuierlichen
System nach Laemmli (Laemmli, 1970). Unter denaturierenden Bedingungen lassen sich die
Proteine in Abhangigkeit ihrer molekularen Massen trennen. Es wurden Gelvorrichtungen
mit der Abmessung 6x18 cm benutzt. Je nach gewiinschtem Trennungsbereich wurden 8-
12%ige Trenngele verwendet. Die Zusammensetzung der Gele ist nachfolgender Tabelle zu

entnehmen
Trenngele Sammelgel

Acrylamidkonzentration (%) 8 10 12 4
4x Gelpuffer (ml) 1,88 1,88 1,88 1,25
Acrylamid 2K-Lsg (30%) 32,33:1 (ml) 2,25 2,5 3,0 0,65
A. bidest (ml) 3,6 3,1 2,6 3,05
APS (25%w/v) (pl) 25 25 25 25
TEMED (pl) 5 5 5 5

Die Angaben beziehen sich auf ein Gel.

Zuerst wurde die Gelapparatur mit 70 % EtOH gereinigt und zusammen gebaut, dann
das Trenngel gegossen und zur Erhaltung einer geraden Oberflache mit Isopropanol
uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt und darauf das
Sammelgel gegossen, in welches ein Kamm luftblasenfrei eingesetzt wurde.

Die Proben wurden, soweit nicht anders angegeben, mit 1 Vol. SDS-Probenpuffer gemischt
und mit DTT (10 mM Endkonzentration) versetzt. Vor dem Auftragen wurden sie fir 5 min
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bei 95°C denaturiert. Die Trennung erfolgte bei 25 mA/Gel, als Laufpuffer diente
Elektrophoresepuffer, die GroBenbestimmung erfolgte anhand der in 2.1.5 aufgefiihrten
Langenstandards.

AnschlieBend wurden die Proteine mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt oder auf
eine Nitrozellulosemembran transferriert (siehe 2.3.19.

Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung
Die Proteingele wurden uUber Nacht in Coomassie-Farbelosung geschwenkt und am
nachsten Tag durch Schwenken in Entfarber-Losung der Hintergrund entfarbt, bis deutliche
Proteinbanden sichtbar waren (die Losung wurde mehrfach gewechselt). Danach wurden
die Gele mit A. dest gespiilt, in Plastikfolie eingeschweiBt und bei 4°C aufbewahrt.

2.3.17.2 Zweidimensionale (2D) SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

In einem Proteingemisch, wie z. B. dem Gesamtproteinextrakt einer Zelle konnen
diverse Proteinspezies mit identischem Molekulargewicht vorhanden sein, die bei der
ublicherweise verwendeten eindimensionalen Gelelektrophorese (siehe 2.3.17.1) nicht
getrennt werden konnen. Die zweidimensionale Gelelektrophorese indes erlaubt die
Trennung von Proteingemischen anhand von zwei Eigenschaften. In der ersten Dimension
werden die Proteine zunachst nach ihrem isoelektrischen Punkt getrennt. Dies erfolgt in
einem Gelstreifen, der einen immobilisierten pH-Gradienten enthalt. Der isoelektrische
Punkt ist dabei der pH Wert, bei dem die Nettoladung des Proteins Null ist. Danach wird
der Gelstreifen auf ein Polyacrylamidgel appliziert, die Proteine wandern nach Anlegen
einer elektrischen Spannung von dem Gelstreifen in das Gel ein und werden zusatzlich in
Abhangigkeit ihrer Molekulargewichte getrennt. Als Ergebnis erhalt man ein
Polyacrylamidgel in dem jede Proteinspezies eines Gemisches als einzelner Punkt
anfarbbar ist.

Um eine hohe Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten wurden alle Schritte der 2D-
Gelelektrophorese (Probenvorbereitung, Rehydrierung und Auftrennung in der ersten
Dimension, Aquilibrierung und Gelelektrophorese in der zweiten Dimension sowie die
Anfarbung der Proteine) immer exakt nach Protokollangaben durchgefiihrt.

Erste Dimension (Rehydrierung und isoelektrische Fokussierung)

Zellextrakte wurden langsam auf Eis aufgetaut und mit Rehydrierungspuffer (8M
Urea; 2M Thiourea; 4% CHAPS; 2,4% ASB-14; 1% DTT) auf ein Volumen von 340 pl aufgefiillt.
Zusatzlich wurden das Gemisch mit 0,5% IPG-Puffer des zu untersuchenden pH-Bereichs
versehen. Der IPG-Puffer enthalt Ampholine, bei denen es sich um kleine Carriermolekiile
mit einem definierten isoelektrischen Punkt handelt, die die Auftrennung des
Proteingemisches entlang des pH-Gradienten erleichtern sollen. Die Probe wurde in die
Gelstreifenhalter uberfuhrt und ein Gelstreifen mit immobilisiertem pH-Gradienten
vorsichtig und luftblasenfrei auf die Probe appliziert. Der gesamte Ansatz wurde mit 1 ml
Mineralol (coverfluid) uUberschichtet, um ein Austrocknen zu verhindern. Nach dem
Aufsetzen des Deckels wurde der Gelstreifenhalter auf die Elektrode des IPGphor-Gerates
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uberfuhrt. Die Rehydrierung und isoelektrische Fokussierung wurden nach Folgendem
Protokoll durchgefiihrt

Spannung (Volt) Dauer (Stunden)

0 2
30 12
500 1

1000 1

2000 1

4000 1

8000 12

20°C, 100pA/Gelstreifen

Nachdem eine Voltstundenzahl von mindesten 94.000 erreicht war, wurde der Lauf
abgebrochen und die Gelstreifen sofort fur die zweite Dimension vorbereitet.

Zweite Dimension (Aquilibrierung und SDS-Gelelektrophorese)

Fur die gelelektrophoretische Trennung der nun nach ihrem isoeletrischen Punkt
separierten Proteine mussten die Gelstreifen zunachst in einem fur die SDS-
Gelelektrophorese benotigten Puffer aquilibriert werden. Die Gelstreifen wurden mit einer
Pinzette in eine unten verschlossene Plastikpipette Uberfiihrt und zweimal fur 15 min bei
RT in je 10 ml Aquilibrierungspuffer (50 mM Tris-HCl pH 8,8; 6 M Urea; 30% Glycerol; 2%
SDS; 0,03% Bromphenolblau) inkubiert. Im ersten Schritt wurde dem Aquilibrierungspuffer
100 mg DTT zugefligt, um den Denaturierungszustand der Proteine aufrecht zu erhalten. Im
zweiten Schritt wurde 250 mg lodacetamid zugefigt, um durch Alkylierung eine
Reoxidation zu Disulfidbriicken zu verhindern. Das im Aquilibrierungspuffer enthaltene SDS
denaturiert die Proteine, lagert sich im Uberschuss an diese an und bildet so negativ
geladene SDS/Proteinkomplexe. Die Eigenladung der Proteine ist somit zu vernachlassigen
und die Trennung erfolgt in der zweiten Dimension ausschlieBlich nach der GroBe der
Proteine.

Es wurden Gelvorrichtungen mit den Abmessungen 18x20 cm gebraucht, in denen
12,5%-ige SDS-Gel angefertigt wurden. Die Zusammensetzung war wie folgt

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 (ml) 15
Acrylamid 2K-L6sung (30%) Mix 49:1 (ml) 25
SDS (10%w/v) (pl) 600
A.bidest (ml) 19
APS (10%w/v) (pl) 300
TEMED (pl) 20

Die Angaben beziehen sich auf ein Gel
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Anstatt eines Sammelgels wurde auf das Trenngel ein ca. 2-3 cm breiter Streifen
einer Agarose-Bett-Losung (Elektrophoresepuffer; 0,5% Agarose) pipettiert, in die mit Hilfe
zweier Pinzetten der aquilibrierte Gelstreifen uberfiihrt wurde. Als Laufpuffer diente
Elektrophoresepuffer, die gelelektrophoretische Trennung erfolgte bei einer
Stromspannung von 15mA pro Gel bei 4°C. Nachfolgend wurden die Proteine mit
Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt. Die GroBenbestimmung erfolgte anhand der in 2.1.5
aufgefiihrten Langenstandards.

Kolloidale Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung
Zum Anfarben von 2D-Gelen wurde die wesentlich sensitivere kolloidale Coomassie-
Brilliant-Blau-Farbung gewahlt. Hierzu wurden die Gele in 100 ml Farbelosung (1,4%
Phosphorsaure; 8% Ammoniumsulfat; 20% Methanol; 0,12% Coomassie-Brilliant-Blau G-250)
uber Nacht bei RT inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Gel mit 25% Methanol entfarbt
und nach ausreichender Entfarbung bis zur weiteren Analyse in 25% Ammoniumsulfat
gelagert.

2.3.18 Matrix assisted laser desorption ionisation time of flight mass
spectrometry (MALDI TOF MS)

Probenvorbereitung, massenspektrometrische Messungen und Datenbankanalyse

Mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie wurden die in den 2D-Gelen getrennten
Proteine analysiert und identifiziert. Dazu wurden die mit Coomassie-Brilliant-Blau
gefarbten Proteine mit einer abgeschnittenen 1000 pl Pipettenspitze aus dem Gel
ausgestochen, auf einer vorher mit 70%-igem EtOH gereinigten Glasplatte mit einem
Skalpell zerkleinert und in 0,5 ml ReaktionsgefaBe uUberfiihrt. Die Gelstuckchen wurden in
50% v/v Acetonitril in 25 mM Ammoniumbikarbonat gewaschen und anschlieBend in 100%
Acetonitril dehydriert. Nach erneuter Rehydrierung der Gelstickchen in 10 pl 5 mM
Ammoniumbikarbonat wurden die Proteine einem tryptischen Verdau unterzogen. Dem
Ansatz wurden wiederum 10 pl 5 mM Ammoniumbikarbonat zugefiihrt, in denen 300 ng
Trypsin enthalten waren. Der Verdau erfolgte bei 37°C uber Nacht. Um die Peptide aus den
Gelstlickchen zu extrahieren wurden 20 pl 0,3% v/v TFA in Acetronitril zu dem Ansatz
gegeben und die Losung in einem Ultraschallbad fir 10 min beschallt. Zur Verringerung des
Flussigkeitsvolumens wurde der Reaktionsansatz einer Vakuumzentrifugation unterzogen
und die Peptide wurden anschlieBend in 8 pl 0,1% v/v TFA; 5% v/v Acetonitril in H,0
aufgenommen. Die Reinigung der Peptide fur die anschlieBende Massenspektrometrie
erfolgte uUber eine C18 Revers-Phasen-Minisaulenchromatographie in einer
Mikropipettenspitze (ZipTip C18) nach Angaben des Herstellers. Zur Durchfiihrung der
MALDI-TOF MS wurden die Peptide mit 2,5 pl Matrix-Losung (7 mg/ml a-Cyano-4-
Hydroxyzimtsaure in 60% v/v Acetonitril/0,12% v/v TFA) eluiert und auf eine
goldbeschichtete Platte aufgebracht.

Die massenspektrometrischen Messungen wurden auf einem Voyager-DE STR
BioSpectrometry Workstation MALDI-TOF Massenspektrometer durchgefiihrt. Es wurde im



MATERIAL UND METHODEN 37

Reflektiermodus mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV, einer 70%-igen
Netzspannung und einer Verzogerung von 200 ns gemessen. Jedes Spektrum bestand aus
durchschnittlich 256 Laserschissen. Die Massenspektren wurden mit Hilfe von bekannten
autokatalytischen Trypsin-Fragmenten Kkalibriert. Die Peptidmassen wurden als
monoisotopische Massen gemessen und die resultierenden Spektren mit der Data Explorer
Software (IBM) manuell prozessiert.

Zur ldentifizierung der Proteine wurde eine Datenbank-Analyse mit den erhaltenen
Peptidmassen durchgefiihrt. Es wurden die Datenbanken NCBI und die Leishmania major
GeneDBproteindatabase(ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/database/L.major_sequences/LEISHP
EP) mit Hilfe der Programme MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu) und MASCOT (Matrix
Science; http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) durchsucht. Die
Suchparameter waren dabei wie folgt:

Es wurde die Modifikation von Propionamid an Cysteinresten und eine
Methioninoxidation erlaubt, sowie eine Missspaltung des Trypsins zugelassen. Es wurden
ausschlieBlich die monoisotopischen Massen untersucht und eine Massentoleranz von 0,07
Da erlaubt. Mindestens 4 Peptide sollten mit den Datenbankeintragen Ubereinstimmen und
bei den identifizierten Proteinen sollte es sich um solche anderer Leishmania- oder sehr
nah verwandter Spezies handeln.

2.3.19 Western Blot-Analysen und immunologischer Nachweis von

membrangebundenen Proteinen

Den Transfer von Proteinen aus einem Gel auf eine Nitrozellulosemembran, um
deren immunologischen Nachweis zu ermdglichen, bezeichnet man als Western-Blot-
Analysen. Es wurde die Technik des Semi-Dry-Blottings verwendet. Als Transferpuffer
diente Elektrophoresepuffer. Auf die Kathodenseite der Blotkammer wurden drei in
Elektrophoresepuffer getrankte Whatmanfilterpapiere gelegt, darauf das Gel, dann die
ebenfalls getrankte Membran und wiederum drei feuchte Whatmanpapiere. Die Bildung von
Luftblasen wurde dabei nach Mdglichkeit vermieden. Der Transfer erfolgte nach Auflegen
der Anodenplatte fiir 1,3 h bei 1,5 mA/cm?.

Immunologischer Nachweis von membrangebundenen Proteinen

Auf Membranen immobilisierte Proteine konnen durch spezifische
Antikorperreaktionen indirekt nachgewiesen werden. Dazu wurden freie
Proteinbindungsstellen auf einer Western Blot-Membran durch eine mindestens
halbstlindige Inkubation mit einer Blockierlosung (5% Milchpulver in TBS/0,05% Tween 20)
gesattigt. AnschlieBend erfolgte die spezifische Bindung des ersten Antikorpers
(entsprechend verdiinnt in Blockierlosung) uber Nacht bei 4°C oder fir 1 h bei RT. Nach
dreimaligem Waschen (10 min) in TBS/0,05%Tween 20 wurde der zweite Antikorper
(ebenfalls in Blockierlosung verdinnt) zugegeben und fur 1 h damit inkubiert. Es folgten
nochmals drei Waschschritte mit TBS/0,05%Tween 20 und dann wurde die Membran mit AP-
Puffer aquilibriert. Die Antikorperbindung wurde durch Inkubation in AP-Entwicklerlosung
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(66 pl NBT(5% w/v in 70% DMF) + 33 pl BCIP (5%w/v in DMF) ad 10 ml AP-Puffer) sichtbar
gemacht. Die Entwicklung wurde durch A. dest gestoppt. Alle Inkubationen erfolgten,
soweit nicht anders angegeben, bei RT auf einem Schiittler.

Alternativ wurden die immobilisierten Proteine durch Chemolumineszenz
nachgewiesen. Hierbei ist der zweite Antikorper Peroxidase-konjugiert. Zur Entwicklung
wurde das ECL Detection System nach Angaben des Herstellers verwendet. Der Nachweis
mit Peroxidase ist ca. 10-20mal sensitiver als der Nachweis mit alkalischer Phosphatase.

Antikorper Verdiinnung
Anti-LdmPrx polyklonales Antiserum (Huhn) 1 : 10000
Anti-LdDC2 polyklonales Antiserum (Huhn) 1:500
Anti-HSP70 polyklonales Antiserum (Huhn) 1:1000
Anti-HSP90 polyklonales Antiserum (Huhn) 1:1000
Anti-HSP100 polyklonales Antiserum (Huhn) 1:1000
Anti-BTubulin, monoklonal 1:500
Anti-A2-Proteine, monoklonal 1:50
sekundarer Ak Anti-Maus IgG, AP-konjugiert 1: 1500
sekundarer Ak Anti-Huhn, AP-konjugiert 1: 1000
sekundarer Ak Anti-Huhn, HRP-konjugiert 1: 1500

Die Antiseren gegen HSP70, HSP90, HSP100 und die A2-Proteine wurden
freundlicherweise von Dr. Joachim Clos zur Verfiigung gestellt.

2.3.20 Herstellung rekombinanter L. donovani Proteine
2.3.20.1  Uberexpression in E. coli

Die Herstellung der rekombinanten L. donovani Proteine LdmPrx und LdDC2 erfolgte
in pAPlacl®Zellen. Die PCR-amplifizierten kodierenden Regionen wurden in den
bakteriellen Expressionsvektor pJC45 ligiert. Dieser Vektor erlaubt eine Reinigung der
Proteine mit Hilfe eines N-terminalen His-tags, bestehend aus 10 Histidinen. Die
entstandenen Plasmide LdmPrx:pJC45 und LdDC2:pJC45 wurden in pAPlacl%Zellen
transformiert. Am nachsten Tag wurden die Bakterienklone von den LB-Amp-Agarplatten in
500 ml LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin; 100 pg/ml Kanamycin) plus 50 ml 20% Glukose
uberfuhrt und bis zu einer ODgoonm Von 0,5 wachsen gelassen. Die Synthese der Proteine
wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Bakterien weitere 2 h bei 37°C
geschuttelt. Anschliefend wurden sie 20 min bei 8000xg zentrifugiert und das Sediment bei
-20°C gelagert.
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2.3.20.2 Reinigung der rekombinanten Proteine durch Nickel-Chelat-
Affinitatschromatographie

Die rekombinanten Proteine wurden mit Hilfe der Nickel-Chelat-
Affinitatschromatographie uber eine Saule mit Ni-NTA superflow gereinigt. Das
Bakteriensediment wurde dafur in 12 ml Bindungspuffer aufgenommen und die Zellen
durch eine Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen. Durch Zentrigugation (15000xg, 45 min,
4°C) wurden die unléslichen inclusion bodies von den l6slichen Proteinen im Uberstand
getrennt und diese dann mittels Affinitatschromatographie gereinigt. Bei dieser Methode
binden die Proteine Uber ihren N-terminalen Histidin-tag an eine mit Nickelionen beladene
Saulenmatrix. Nach dem Entfernen der ungebundenen Proteine erfolgt die Elution durch
Steigerung der Imidazol-Konzentration, wodurch das gebundene Protein kompetitiv von der
Saulenmatrix verdrangt wird. Die Saulenmatrix wurde hierbei mit dem 10-fachen Volumen
an Bindungspuffer aquilibriert bevor sie mit Proteinlosung beladen wurde. Es folgte ein
Waschschritt mit dem 10-fachen Volumen an Waschpuffer |, danach wurden die
Zielproteine mit 20 ml Waschpuffer Il und 12 ml Elutionspuffer in 1 ml Aliquots eluiert. Die
Fraktionen wurden durch SDS-Gelelektrophorese auf ihre Reinheit und ihren Proteingehalt
uberpruft. Die Eluate mit dem hochsten Gehalt an Protein wurden vereinigt und direkt fur
die Immunisierung von Hihnern eingesetzt (siehe 2.3.22) oder fur die Durchfiihrung von
Enzymtests dialysiert (siehe 2.3.23).

2.3.21 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen nach Bradford

In Gegenwart von Proteinen und im sauren Milieu verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau von 465 zu 595 nm. Durch
den Vergleich mit einer Eichgeraden kann anhand der Extinktionsanderung unbekannter
Losungen deren Proteinkonzentration bestimmt werden.

5-100 pl Proteinlosung wurden in 800 pl H,O verdinnt und mit 200 pl
Bradfordreagenz fur 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 595
nm gemessen. Die Eichkurve wurde mit verschiedenen BSA-Konzentrationen (0-0,5 mg/ml)
aufgenommen.

2.3.22 Immunisierung von Hiihnern und Antikorpergewinnung (IgY)

Zur Gewinnung von Antiseren wurden Hihner mit rekombinantem Protein
immunisiert. Die Reinigung der Antikorper aus dem Eigelb (IgY) erfolgte durch
fraktionierende Polyethylenglykol-Fallung (Polson et al., 1980). Zuvor wurde aus den Eiern
ein Praimmunserum (wie nachfolgend beschrieben) hergestellt und dieses im Western Blot
auf eine Reaktion mit Leishmania-Zellextrakten getestet. Hat eine Reaktion stattgefunden,
konnte das Huhn nicht eingesetzt werden. Zur Immunisierung wurden 200-300 pg
rekombinantes Protein verwendet. Nach Mischung mit komplettem Freudschem Adjuvanz
im Verhaltnis 1+1 wurde die Emulsion subcutan in den Halsbereich der Hihner injiziert.
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Zwei und vier Wochen nach der ersten Immunisierung erfolgten zwei booster
Immunisierungen, bei denen die gleiche Menge Antigen im Verhaltnis 1+1 mit
inkomplettem Freudschem Adjuvanz gemischt und injiziert wurde.

Zur Gewinnung der Antiseren wurde das Eigelb vom EiweiB getrennt und nach
Entfernen der Dotterhaut mit 1 Vol. Kaliumphosphatpuffer (10 mM K;PO4, pH 7,2; 100 mM
NaCl) gemischt. Durch Zugabe von 1 Vol. Kaliumphosphatpuffer mit 7% Polyethylenglykol
(PEG) 6000 und 30-minutiger Inkubation auf einem Rollenschiittler bei 4°C wurden
kontaminierende Lipidverbindungen bei einer Endkonzentration von 3,5% PEG ausgefallt
und im Anschluss abzentrifugiert (8000xg, 10 min, 4°C). Nach Filtrieren des Uberstandes
wurden die Antikorper durch Zugabe von PEG 6000 (Endkonzentration 12%) unter
standigem Mischen ausgefallt und sedimentiert (8000xg, 10 min, 4°C). Nachfolgend wurde
der Uberstand verworfen und das Sediment in 1 Vol. Kaliumphosphatpuffer unter Riihren
resuspendiert. Durch Zugabe von 1 Vol. Kaliumphosphatpuffer mit 24% PEG 6000 wurden
die Antikorper nochmals bei einer Endkonzentration von 12% PEG 6000 gefallt und
abzentrifugiert (8000xg, 10 min, 4°C). Der Niederschlag wurde in 5 ml
Kaliumphosphatpuffer gelost und in einem letzten Zentrifugationsschritt (8000xg, 45 min,
4°C) erfolgte die Abtrennung ungelosten Materials. Die klare Antikorperlosung wurde in ein
neues GefaB uberfuhrt und nach Zugabe von 0,02% Natriumazid bei -20°C gelagert. Die
Qualitat der Antiseren wurde im Western Blot uberpriift.

2.3.23 Bestimmung der Enzymaktivitat des rekombinanten Peroxiredoxins
von L. donovani

2.3.23.1 Dialyse des rekombinanten Proteins

Das rekombinante Peroxiredoxin wurde nach seiner Reinigung fiir mindestens 15 h
bei 4°C im 250-500-fachem Volumen 50 mM HEPES pH 7,2 dialysiert. Es wurde hierfir ein
Spectra/Por®Membrane MWCO:6-8000 Dialyseschlauch verwandt.

2.3.23.2 DNA-Nicking-Assay

Die Fahigkeit des rekombinanten Peroxiredoxins, DNA vor Hydroxylradikal-
induzierten Einzelstrangbriichen zu schiitzen, wurde mit Hilfe eines DNA-Nicking-Assays
getestet (Lim et al., 1993; Sauri et al., 1995). Der Reaktionsansatz enthielt hierbei 0,1 mM
HEPES (pH 7,2); 3,3 puM FeCl;; 10 mM DTT; 5 mM EDTA (pH 8) und verschiedene
Konzentrationen an rekombinantem LdmPrx in einem Volumen von 50 pl. Dieser Ansatz
wurde fur 3 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pg superspiralisierte Plasmid-DNA
(pUC18) zugefligt und fur weitere 1-3 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde die DNA in einem
1%-igen Agarosegel getrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht (siehe 2.3.8). Alle
Losungen wurden immer frisch angesetzt.
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2.3.23.3 Peroxidase-Aktivitat in Anwesenheit von DTT

Die Fahigkeit des rekombinanten Peroxiredoxins, H,O, und t-BOOH in Gegenwart
von DTT zu entgiften, wurde mit der Ferrithiocyanat-Methode getestet (Thurman et al.,
1972). Der Reaktionsansatz betrug 1 ml. Verschiedene Mengen an rekombinantem LdmPrx
wurden mit 3 mM DTT 10 min bei 37°C inkubiert und nach Zugabe von 625 pM H,0, oder
700 pM t-BOOH fur weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Die Proteine wurden anschlieBend
mit 80 pl 100% TCA gefallt und die verbleibende Menge an Peroxid nach Zugabe von 100 pl
2,5 M Kaliumthiocyanat and 200 pl 10 mM Eisenammoniumsulfat photometrisch bei 480 nm
bestimmt.

2.3.24 Mikroskopie
2.3.24 1 Fluoreszenzmikroskopie

Zum Anfarben des schlauchformigen Mitochondriums von Leishmania-Zellen wurden
1 x 10" spat-logarithmisch wachsende promastigote L. donovani Zellen mit 1 nM
MitoTracker red CMXROS in M199-Medium pH 7,0 fir 30 min bei RT inkubiert. Die Zellen
wurden anschlieBend mit M199-Medium pH 7,0 gewaschen und das Zellsediment in 100 pl
M199-Medium pH 7,0 resuspendiert. 20 pl dieser Zellsuspension wurden auf Poly-L-Lysin
beschichteten Objekttragern ausgestrichen, getrocknet und die Zellen mit 3,7%
Formaldehyd in M199-Medium pH 7,0 fixiert. Alternativ wurden unbehandelte promastigote
L. donovani Zellen auf Objekttrager aufgebracht und fixiert. Nach dreimaligem Waschen
der Objekttrager mit PBS pH 7,0, erfolgte eine Permeabilisierung der Zellen mit PBS/0,2%
Triton-X100 fur 15 min. Danach folgten erneute Waschschritte in PBS pH 7,0 und
anschliefend wurden die Zellen fir 30 min in PBS/10% FCS inkubiert, um freie
Bindungsstellen abzusattigen. Es folgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper, verdinnt
in PBS/10% FCS fur 1 h bei RT. Die Inkubation mit dem zweiten Antikorper, verdinnt in
PBS/10% FCS, wurde nach dreimaligem Waschen mit PBS pH 7,0 ebenfalls flir 1 h bei RT
durchgefihrt. Als letztes folgte nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS pH 7,0 eine 2-
minutige Inkubation der Proben in Hoechst 33258 (1:1000 verdinnt in PBS pH 7,0), zum
Anfarben der DNA-haltigen Organellen. Die Praparate wurden in Mounting Medium
eingebettet und bei 4°C im Dunkeln gelagert. Die mikroskopische Untersuchung der Proben
erfolgte mit einem Zeiss Axioskop 2 plus Immunfluoreszenzmikroskop bei 630-facher
VergroRerung und der Improvision software.

Intrazellulare amastigote L. donovani Zellen, generiert durch Infektion von murinen
peritonealen Exsudat Zellen (siehe 2.3.4), wurden ebenfalls fur Immunfluoreszenz-Studien
eingesetzt. Die peritonealen Exsudat Zellen wurden zu diesem Zweck auf coverslips
ausgesat, was ein weiteres Prozessieren der Zellen ermoglichte. Die Zellen wurden mit 1
NM MitoTracker red CMXROS in RPMI-Medium fir 30 min bei RT inkubiert, gewaschen und
mit 4% Paraformaldehyd in PBS pH 7,0 fixiert. Nach anschlieBender Permeabilisierung mit
eiskaltem Methanol wurden die weiteren Farbeschritte wie oben beschrieben ausgefuhrt.
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Antikorper Verdiinnungen
Anti-LdmPrx polyklonales Antiserum (Huhn) 1:1000
Anti-LdDC2 polyklonales Antiserum (Huhn) 1:500
Anti-BTubulin, monoklonal 1:500

sekundarer Ak anti-Huhn 1gG, Cy"™2-konjugiert ~ 1:1000
sekundarer Ak anti-Maus 1gG, Cy™2-konjugiert ~ 1:1000

2.3.24.2  Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

1 x 10’ Leishmanien wurden sedimentiert (720xg, 10 min, 4°C), zweimal mit PBS
gewaschen und fur 1 h in 2% Paraformaldehyd/0,025% Glutaraldehyd in PBS fixiert. Die
Proben wurden danach in aufsteigender Ethanolkonzentration von 30%-99% fur jeweils 30
min entwassert. Im Anschluss erfolgte uber Nacht eine Inkubation in 90% Ethanol mit 10%
L.R.White, danach wurde in vier Schritten die Ethanolkonzentration verringert, bzw. die
L.R.White-Konzentration erhoht, bis die Proben in 100% L.R.White vorlagen. AnschlieBend
wurden die Proben in Gelatinekapseln uberfuhrt und nach Aushartung erfolgte die
Anfertigung von Ultradiinnschnitten mit Hilfe eines Ultramikrotoms (Reichert Ultracut-E).
Die Schnitte wurden auf grids gezogen und Uber Nacht getrocknet.

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Proben fir 1 h mit
3%BSA/0,1% Tween 20 in PBS inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1% Tween 20 in
PBS erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper (1:500 in 3%BSA/0,1% Tween 20 in
PBS) uber Nacht bei 4°C. Die Schnitte wurden wiederum dreimal gewaschen und fir 1 h
mit einem aus Kaninchen gewonnenen anti-Huhn-IgY (1:1500 in 3%BSA/0,1% Tween 20 in
PBS) behandelt. Danach erfolgte eine Behandlung mit Protein A-Goldpartikeln und zur
Kontrastierung eine Inkubation der Schnitte in einer gesattigten Uranylacetatlosung.
Danach konnten die Praparate mit einem Philips TEM 301-Gerat mikroskopisch untersucht
werden. Diese Versuche wurden freundlicherweise von Manfred Kromer durchgefihrt.

2.3.24.3 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Es wurden 1 x 10® L. donovani Zellen sedimentiert (720xg, 10 min, 4°C), zweimal in
PBS gewaschen, in 2% Gutaraldehyd in Natriumcacodylat-Puffer fixiert und anschlieBend in
1% Osmium postfixiert. Die Proben wurden in aufsteigenden Ethanolkonzentrationen von
30%-100% entwassert. Nach critical point-Trocknung wurden die Proben mit Gold behandelt
und in einem Philips SEM 500 Elektronenmikroskop mikroskopiert. Diese Versuche wurden
freundlicherweise von Anne MacDonald durchgefihrt.
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2.3.25 Viabilitats-Assay

Die Resistenz verschiedener rekombinanter Leishmania-Stamme gegenlber
oxidativem oder nitrogenem Stress wurde mit Hilfe des Zell-Proliferations-Reagenz WST-1
bestimmt. Bei diesem Reagenz handelt es sich um ein Tetrazolium Salz, dass von
mitochondrialen Dehydrogenasen in metabolisch aktiven Zellen zu einem farbigen Produkt
(Formazan) umgewandelt wird. Dieser Farbumschlag lasst sich photometrisch bestimmen.
Hierzu wurden 5 x 10° Leishmania-Zellen, aus der frithen logarithmischen Wachstumsphase,
in 100 pl Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) in die Vertiefungen einer 96-well
Mikrotiterplatte ausgesat. Die Zellen wurden verschiedenen Stressoren ausgesetzt, wobei
die Inkubationsdauern den Halbwertszeiten der unterschiedlichen Chemikalien angepasst
wurden. Als Peroxide wurden H,0, and t-BOOH eingesetzt; als Induktoren von nitrogenem
Stress dienten MAHMA NONOate, PAPA NONOate, Spermin NONOate, NOC-7, NOC-9, NOC-
12 und GSNO; Sin-1 erzeugt Stickoxide und Superoxid-Anion-Radikale; NOR-3 ist
zellpermeabel und setzt intra- und extrazellular Stickoxide frei; DMNQ induziert eine
intrazellulare Bildung von Superoxid-Anionen. Die untersuchten Konzentrationen reichten
von 0-5 mM. AnschlieBend wurden die Zellen fur 3 h mit dem Proliferations-Reagenz WST-1
inkubiert und die Bildung von Formazan durch Messung der Absorption bei 440 nm in einem
ELISA-Reader bestimmt. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt, um
Messungenauigkeiten auszumitteln. Als Kontrolle diente eine Inkubation der Zellen in HBSS
allein. Die prozentuale Viabilitat wurde nach folgender Formel berechnet

OD 440nm (Stressor)/ OD44onm (Kontrolle) x 100

Um die unterschiedlichen Viabilitaten besser vergleichen zu kdnnen, wurden die

Kontrollwerte gleich eins und die Messwerte im Verhaltnis dazu gesetzt.

2.3.26 In situ-Markierung von DNA-Fragmenten

Apoptotische Zellen zeichnen sich unter anderem durch das Vorhandensein von
fragmentierter DNA in ihren Zellkernen aus. Diese Fragmente konnen mit Hilfe der TUNEL-
Technik (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick-End-Labeling)
detektiert werden. Hierzu wurde das In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red nach
Angaben des Herstellers benutzt. 1 x 10’ promastigote, rekombinante Leishmania-Zellen
aus der frih-logarithmischen Wachstumsphase wurden sedimentiert und das Sediment in
frischem M199-Medium pH 7,0 aufgenommen. In den Vertiefungen einer 24-well
Mikrotiterplatte wurden diese Zellen 3 h verschiedenen Konzentrationen an H,;0; (1-3 mM)
ausgesetzt. Dies fuhrte zur Induktion von Apoptose. Kontrollzellen wurden in PBS pH 7,0
inkubiert. Danach wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager
aufgebracht und mit 4% Paraformaldehyd in PBS pH 7,0 fixiert. Es folgte ein 2-minutiger
Permeabilisierungsschritt in 0,1% Triton-X100/0,1% Natriumcitrat nach dem die Zellen fir 1
h in dem TUNEL-Reaktionsgemisch, das die Terminale desoxynucleotidyl Transferase (TdT)
und TMR red markierte Nukleotide enthielt, bei 37°C inkubiert wurden. AnschlieBend
erfolgte eine Gegenfarbung der DNA-haltigen Organellen mit Hoechst 33258 (1:1000
verdinnt in PBS pH 7,0). Die Praparate wurden in Mounting Medium eingebettet und bei
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4°C im Dunkeln gelagert. Die Proben wurden mikroskopisch mit einem Zeiss Axioskop 2 plus
Immunfluoreszenzmikroskop bei 630-facher VergroBerung untersucht. Es wurden jeweils
mindestens 500 Zellen aus zwei unabhangigen Experimenten gezahlt. Alle Zahlungen
erfolgten nach vorheriger Kodierung der Proben, um Voreingenommenheit zu verhindern.
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3. Ergebnisse

3.1 Proteomanalyse der in vitro-Stadiendifferenzierung von L. donovani

3.1.1 In vitro-Stadiendifferenzierung von L. donovani

Wahrend Zelltransformationsprozessen kommt es im Allgemeinen zu Veranderungen
im Proteinmuster der sich differenzierenden Zelle. Die Stadiendifferenzierung von L.
donovani vom promastigotem zum amastigotem Stadium ist ein Prozess, bei dem es zu
gravierenden morphologischen und biochemischen Umstrukturierungen in der Zelle kommt,
die auf eine enorme Veranderung im Expressionsmuster schlieBen lassen. Diese
Stadiendifferenzierung lasst sich in vitro, in der Zellkultur, nachstellen und kann somit
relativ leicht untersucht werden. Die Zellen wurden wie in 2.3.3 beschrieben kultiviert.
Fur die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurden Zellextrakte von Tag 0 (TO =
promastigotes Stadium) und Tag 3 (T3 = reprasentativ fur das amastigote Stadium) der
Differenzierung verwendet. Am dritten Tag der Differenzierung haben beide
Auslosemechanismen fur die in vitro-Stadiendifferenzierung, Hitzeschock und pH-
Veranderung, bereits stattgefunden. Die groBten Veranderungen sollten zu diesem
Zeitpunkt vollzogen sein.

3.1.2 Darstellung der Proteome mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese

Zur Charakterisierung der molekularen Unterschiede der oben beschriebenen in
vitro- Stadiendifferenzierung wurde eine vergleichende Proteomanalyse durchgefiihrt.
Hierbei werden die Proteine, die zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle
synthetisiert werden, mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese getrennt und die Muster der zu
untersuchenden Proben miteinander verglichen. In einer anschlieBenden
massenspektrometrischen Untersuchung konnen diese Proteine identifiziert werden.

Die Art der Herstellung von Zellextrakten ist bei der Durchfiihrung der 2D-
Gelelektrophorese sehr wichtig. Bei dem hier verwendeten Protokoll wurde
Gesamtproteinextrakt aus Zellen der beiden Zeitpunkte der Stadiendifferenzierung
eingesetzt. Da auf Grund der Verwendung von Harnstoff und Thioharnstoff eine verlassliche
Proteinbestimmung nicht mdglich war, wurden immer gleiche Zellzahlen (5 x 10° Zellen fiir
ein Gel) fur die Herstellung der Extrakte eingesetzt. Das Protokoll wurde dahingehend
optimiert, dass eine Reproduzierbarkeit der Proteinmuster beider untersuchter Zeitpunkte
gewahrleistet war. Fir die isoelektrische Fokussierung wurden die pH-Gradienten 4-7 und
5-6 ausgewahlt. Voruntersuchungen zeigten, dass der isoelektrische Punkt der meisten mit
Coomassie-Brilliant-Blau anfarbbaren Proteine des L. donovani Proteoms in diesem pH-
Bereich liegt. Die Gele wurden ausschlieBlich mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt, was
eine weitere Analyse der Proteine mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie erlaubte.
AuBerdem sind die Farbungsintensitaten der Protein-spots in einem gewissen Rahmen
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proportional zu ihrer Abundanz und lassen sich so hinsichtlich ihrer Regulation verlasslicher
miteinander vergleichen. Abb. 2 zeigt jeweils zwei Gele beider zu vergleichenden Tage der
Stadiendifferenzierung mit einer isoelektrischen Fokussierung im pH-Bereich 4-7 (A,B,E,F)
sowie jeweils ein Gel der Proben von TO bzw. T3 in denen die Proteine mit isoelektrischen
Punkten zwischen pH 5 und 6 noch weiter separiert wurden (C,G). Die charakteristischen
spot-Muster und Intensitaten der Protein-spots auf den Gelen A und B (TO), bzw. E und F
(T3) sind reproduzierbar und konnen gut miteinander verglichen werden. Es wurden
mindestens drei Gele mit Zellextrakten aus verschiedenen Probenaufbereitungen von
jedem Zeitpunkt angefertigt. Insgesamt konnten ca. 500 Proteine in den 2D-Gelen mit
einem pH-Gradienten von 4-7 und ca. 200 Proteine in dem engeren Bereich pH 5-6
separiert werden.

3.1.3 Vergleich der Proteinmuster

Die Proteinmuster der zu vergleichenden Proben wurden manuell verglichen.
Zusatzlich zu dem Vergleich der beiden Zeitpunkte der Stadiendifferenzierung wurden
auBerdem die Gele gleicher Proben mit verschiedenen pH-Gradienten untersucht. Abb. 2 D
und H zeigen VergroBerungen aus den in A;E,C und G gekennzeichneten Gelbereichen. Die
spot-Muster sind in den jeweiligen Ausschnitten identisch und MALDI-Analysen der
markierten Proteine zeigten, dass es sich bei den spots 3 und 15 um dieselben Proteine
handelt (siehe Tabelle 2 und 3 in 3.1.4). Dieser Vergleich identischer spots aus Gelen
unterschiedlicher pH-Bereiche wurde fir vier Proteine durchgefiihrt, wobei es bei allen
untersuchten Proben zur ldentifizierung von Peptidmassen-fingerprints kam, die auf
desselben Protein schliessen lassen.

In Abb. 3 sind vergroRerte Ausschnitte aus den zu vergleichenden Gelen von TO und
T3 dargestellt. Eine Auswahl der als differenziell identifizierten Protein-spots sind mit
Nummern markiert. Es wurden zusatzlich zu in einem Stadium ganz neu synthetisierten
bzw. uberhaupt nicht mehr vorhandenen Proteinen solche ausgewahlt, die eine
offensichtliche Regulation in die eine oder andere Richtung zeigten. Diese konnten auf
Grund der Anderung ihrer Farbungsintensitat identifiziert werden. Spot Nr. 10 und Nr. 27
sind beispielsweise nur in dem einen oder dem anderen Stadium vorhanden (Nr. 10 an TO
und Nr. 27 an T3), wohingegen spot Nr. 6 und Nr. 23 eine Regulation aufweisen. Die
Intensitat von Nr. 6 nimmt im Verlauf der Differenzierung ab, Nr. 23 hingegen weist eine
erhohte Intensitat auf. Es wurde zwischen einer schwachen und einer starken Regulation
unterschieden, wobei Nr. 6 und 23 als relativ stark reguliert eingestuft wurden, im
Vergleich zu Nr. 11 und 24, die als eher schwach reguliert identifiziert wurden. Die
unterschiedlichen Intensitaten der Protein-spots lassen sich auch in den Gelen der pH-
Bereiche 5-6 wiederfinden. Die in den Ausschnitten in Abb. 2 D und H markierten Proteine
Nr. 3 und 15 weisen eine zu den ihnen entsprechenden Homologen auf den Gelen der pH-
Bereiche 4-7 korrespondierende Regulation auf.
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2D-Gele verschiedener pH-Gradienten von TO und T3 der Stadiendifferenzierung von L. donovani
Leishmanienlysate der Tage 0 (A-C) und 3 (E-G) der Stadiendifferenzierung wurden nach ihrem
isoelektrischen Punkt in einem immobilisierten pH-Gradienten von pH 4-7 (A,B,E,F) sowie pH 5-6 (C,G) in
der ersten Dimension und anschlieBend nach ihrem Molekulargewicht in einem 12,5 %-igem
Polyacrylamidgel in der zweiten Dimension getrennt. D und H zeigen vergroBerte Ausschnitte aus den
markierten Bereichen der Gele A, C, E und G. Der molekulare Standard ist jeweils auf der rechten Seite

angegeben.
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Abb. 3
Vergleich der Protein-spot-Muster in 2D-Gelen
Leishmanienlysate der Tage O (A) und 3 (B) der Stadiendifferenzierung wurden nach ihrem
isoelektrischen Punkt in einem immobilisierten pH-Gradienten von pH 4-7 in der ersten Dimension und
anschlieBend nach ihrem Molekulargewicht in einem 12,5 %-igem Polyacrylamidgel in der zweiten
Dimension getrennt. Auf der rechten Seite sind vergroBerte Ausschnitte aus den markierten Bereichen
der jeweiligen Gele dargestellt. Als differenziell vorhanden identifizierte spots sind mit Nummern
markiert; in Blau sind die Proteine mit einer promastigoten-spezifischen Regulation, in Rot die Proteine
mit amastigoten-spezifischer Regulation dargestellt. Der molekulare Standard ist jeweils auf der rechten
Gelseite angegeben.

3.1.4 Identifizierung der stadien-spezifischen Proteine und Analyse der
Aminosauresequenzen

Die im Verlauf der Analyse als stadien-spezifisch charakterisierten Proteine wurden

mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie identifiziert. Es wurden insgesamt 41 Protein-

spots aus den 2D-Gelen bearbeitet. Hierbei wurden auch eine Reihe derselben spots von

zwei verschiedenen Gelen analysiert, um zu uberprifen, ob es sich tatsachlich um
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dieselben Proteine handelt. Fur alle analysierten Proteine wurden im Verlauf der MALDI-
Analyse auswertbare Peptidmassenspektren erhalten. Die Auswertung ergab eine
eindeutige Zuordnung von 33 dieser Spektren zu Eintragen in der NCBI- bzw. der L. major
GeneDB-Datenbank. In Abb. 4 ist als Beispiel die so genannte coverage map des
identifizierten Peroxiredoxins (spot Nr. 23) dargestellt. Dabei handelt es sich um die
Darstellung des Anteils der uUbereinstimmenden Aminosauresequenz des identifizierten
Proteins und des untersuchten Peptidmassenspektrums. In diesem Fall stimmten die
Massen von 6 der insgesamt 32 bei der MALDI-MS analysierten Peptidfragmente mit den
theoretisch errechneten Massen der bei einem tryptischen Verdau des L. major
Peroxiredoxins entstehenden Peptidfragmenten uberein. Damit entsprechen 33% der
Aminosauren einander, was fur eine eindeutige Identifizierung ausreichend ist.

Coverage map fiir spot-Nr. 23

MLRRLSTSSFLKRAQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSGQAVVNGAIKDI
NMNDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAW
VNTPRKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTIN
DLPVGRNVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGOQPTLDTTKAAEFFEKNM

—» 33% (76/226 Aminosauren) Sequenzabdeckung

Abb. 4

Beispiel einer coverage map

Dargestellt ist die Aminosauresequenz des identifizierten Peroxiredoxins von L. major. Putative Trypsin-
Spaltstellen in der Sequenz sind unterstrichen; die in der MALDI-Analyse als mit den zu untersuchenden
Peptidmassenfragmenten iibereinstimmend gefundenen Massen sind in Rot dargestellt.

Die Tabellen 2 und 3 zeigen, dass es sich bei den 33 identifizierten Proteinen um 21
verschiedene Molekiile handelte. Teilweise ergab die Analyse zwei verschiedener spots die
Identifizierung desselben Proteins.

Tabelle 2: Promastigoten-spezifische Proteine

Regula- . o .. . .
. identifiziertes . MW pl uberein- | Signal-
spot | tion der . . Accession .
N £ Protein/Organismus/ N theor/ | theor/ |stimmende |sequenz
r. X- r.
. Sequenz-Motive exp exp Massen /TMD
pression
Adenosylhomo-
1 +++ cysteinase 1710837 47/65 |5,7/6,1 16/43 -
L. donovani
S-
Adenosylmethionin-
2 ++ 6016549 43/50 |5,5/5,4 8/28 -
synthase
L. infantum
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Adenylatkinase
3 ++ ) 1231122 23/28 |5,8/5,7 5/29 -
L.major

4 ++ nicht identifiziert */50 */6,1

Aldolase Epimerase
5 + verwandtes Protein 2 9954713 41/50 |5,9/6,1 12/48 -

L. major

hypothetisches
6 ++ Protein der Hit- 8744988 15/20 |6,1/6,2 6/33 -
Familie; L. major

aktiviertes

Proteinkinase C
7 + Rezeptor Homo[og 2654167 30/34 6,6/6,3 13/56 -

LACK
L. donovani

Replikationsfaktor A
8 +++ 51 kDa Untereinheit Q23696 52/50 |6,3/6,3 8/22 -

C. fasciculata

9 +++ nicht identifiziert */45 */6,6
10 +++ nicht identifiziert */20 */6,3
11 + nicht identifiziert */20 */6,4
12 + nicht identifiziert */80 */6,3
13 + nicht identifiziert */65 */6,3
i Lmj
14 | 4+ Glutaminsynthase ) | 60150 |6,6/5,9| 627
L. major F06.0370
15 + P e hes "M 142,3/3009,0/5,0 | 4747 M,
Protein F36.1770" | 70 1 TMD
L. major
16 ++ nicht identifiziert */30 */5,8
17 ++ nicht identifiziert *127 */5,8
Cdc27 verwandtes
Kerngerust Protein Lmj
18 + ) y | 99/35 |6,8/6,2 7/62 -
L. major F05.0410
2 TPR-Motive
hypothetisches Lmj
19 ++ i 91/18 |6,5/4,8 5/37 M
Protein F27.1860"
L. major

D Accession Nr. der L. major GeneDB Proteindatenbank
* kein theoretischer Wert vorhanden

A nur an TO detektierbar

++ stark reguliert

+ schwach reguliert

M mitochondriale Signalsequenz
TMD Transmembrandomane

TPR-Motiv  Protein/Protein-Interaktions-Motiv
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Tabelle 3: Amastigoten-spezifische Proteine
Regula- e N .
. identifiziertes . MW pl uberein- Signal-
spot | tion der . . Accession .
N £ Protein/Organismus/ N theor/ | theor/ |stimmende |sequenz
r. X- r.
. Sequenz-Motive exp exp Massen /TMD
pression
CAB55364; L. major
20 + e o . 5852119 70/36 |5,1/5,2 8/34 -
Ca“"-Bindungsmotiv
ATPase -
T. brucei brucei
Hitzeschockprotein
22 ++ 83 6016263 80/90 | 5,05/5 13/54 -
L. infantum
Peroxiredoxin
23 ++ . 6066432 25/20 | 6,4/5,1 6/32 M
L. major
Poly-Zink-Finger
24 + ) . 3661541 20/40 | 8,9/5,1 4/24 -
Protein 1; T. cruzi
a-Tubulin
25 + . 606648 49/30 | 4,8/5,1 10/28 -
L. donovani
putatives poly(A)-
Bindungsprotein Lmj
26 ++ ) y | 60790 | 8,9/5 7/50 -
L. major F25.0080
4 RRM-Motive
hypothetisches Lmj
27 +++ i 97/26 |8,5/5,5 7/53 M
Protein F17.1180"
L. major
hypothetisches Lmj
28 ++ i 49/30 | 7,5/6 5/43 -
Protein F36.0520"
L. major
hypothetisches Lmj
29 ++ i 75/30 | 8,4/6,2 4/28 -
Protein F04.0720"
L. major

" Accession Nr. der L. major GeneDB Proteindatenbank
* kein theoretischer Wert vorhanden

+++
++

+

M
TMD

nur an T3 detektierbar

stark reguliert

schwach reguliert
mitochondriale Signalsequenz
Transmembrandomane

RRM-Motiv RNA-Bindungs-Motiv
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Fur den GroBteil der identifizierten Proteine korrelierten die theoretisch und
experimentell ermittelten Werte flir Masse und pl sehr gut. Es gab 10 Ausnahmen, die eine
Abweichung des Molekulargewichtes von mehr als 10 kDa zeigten. Nr. 18, 19, 20, 25, 27, 28
und 29 zeigten ein geringeres Molekulargewicht, als das theoretisch errechnete. Bei den
hypothetischen Proteinen konnte dies eventuell auf eine falsche Annotation der Proteine in
den Datenbanken zurlickzufuhren sein. Wahrscheinlicher ist aber, dass es sich bei diesen
Molekllen um Bruchstiicke handelt, die bei der Probenaufbereitung oder aber auch
wahrend des normalen Zellstoffwechsels entstanden sind. Hierflir spricht auBerdem, dass
die coverage maps dieser Analysen eine N-oder C-terminale Haufung der
ubereinstimmenden Peptidfragmente zeigten. Bei Nr. 15, 24 und 26 war das theoretisch
errechnete Molekulargewicht groBer als das experimentell ermittelte. Das Poly-Zink-Finger
Protein (Nr. 24) z.B. hat eine errechnete Masse von 20 kDa, die experimentell ermittelte
hingegen liegt bei 40 kDa. Untersuchungen des homologen Poly-Zink-Finger Proteins
(TcPZFP) von T. cruzi zeigten ebenfalls, dass ein gegen das rekombinante Protein
generiertes Antiserum im Western Blot eine 40 kDa Bande erkennt (Espinosa et al., 2003).
TcPZFP scheint in vivo demnach in einer dimerisierten Form vorzuliegen.

Mit Hilfe der Programme SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP), DGPI
(http://dgpi1.pathbot.com), TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0),
MitoProtll (http://www.mips.biochem.mpg.de/cgi-bin/proj/medgen/mitofilter) und
TargetP (http://cbs.dtu.dk/services/TargetP) wurden die identifizierten Proteine auf
vorhandene Signalsequenzen, GPI-Anker, Transmembrandomanen und ihre intrazellulare
Lokalisierung (z.B. Mitochondrien) untersucht. Diese Analyse zeigte, dass funf der Proteine
eine mitochondriale Signalsequenz besitzen (Nr. 15, 19, 21, 23 und 27), sowie eins von
ihnen zusatzlich eine Transmembrandomane aufweist (Nr. 15).

Die hypothetischen Proteine wurden einem BLAST-search unterzogen, um
eventuelle konservierte Domanen oder Homologien zu bereits identifizierten Proteinen
anderer Organismen zu finden. Diese Analyse ergab keine Ergebnisse fur die
promastigoten-spezifischen hypothetischen Proteine (Nr. 6, 15 und 19). Fur das
amastigoten-spezifische Protein Nr. 20 konnte ein Calcium-Bindungsmotiv identifiziert
werden, auBerdem zeigte die Sequenz Homologie zu einem Protein des outer dynein arm
docking complex (ODA-DC) von Chlamydomonas reinhardtii. Das putative poly(A)-
Bindungsprotein (Nr. 26) weist 4 sogenannte RRM-Motive auf. Hierbei handelt es sich um
RNA-Bindungs-Motive. Fur die drei weiteren hypothetischen Proteine (Nr. 27-29) konnten
keine konservierten Domanen oder Homologien identifiziert werden.

3.1.5 Auswahl amastigoten-spezifischer Proteine fiir weitere Untersuchungen

Im Folgenden sollten interessante amastigoten-spezifische Proteine ausgewahlt
werden, die einer weiterfihrenden Untersuchung beziglich ihrer Funktion innerhalb des
Parasiten unterzogen werden sollten. Aus Griinden die in 4.1.2 diskutiert werden, wurde
ein amastigoten-spezifisches mitochondriales Peroxiredoxin sowie das hypothetische
Protein Nr. 20 (CAB55364) ausgesucht.
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3.2 Das mitochondriale Peroxiredoxin von L. donovani (LdmPrx)

3.2.1 Klonierung des Gens und Analyse der Aminosauresequenz

Mit Hilfe der von der Sequenz des im Verlauf der MALDI-Analyse identifizierten L.
major Peroxiredoxins abgeleiteten Oligonukleotide PRX-526(Nde) und PRX-AS27(Xho) wurde
das entsprechenden Gen aus L. donovani genomischer DNA mittels PCR amplifiziert. Das
679 Bp groBe Fragment wurde sequenziert und die Nukleotidsequenz zeigte eine Identitat
von 98% zu dem entsprechenden L. major Gen. In Abb. 5 ist ein Vergleich der
Aminosauresequenzen des hier untersuchten L. donovani Peroxiredoxins, Peroxiredoxinen
ausgewahlter Leishmania-Spezies sowie der entsprechenden Proteine einiger anderer
Organismen dargestellt. Das klonierte L. donovani Gen kodiert fur ein Protein bestehend
aus 226 Aminosauren mit einer molaren Masse von 25.000 sowie einem berechneten pl von
6,4. Es verfigt Uber eine 27 Aminosauren lange mitochondriale Sighalsequenz. Dieser
Sequenzabschnitt zeigt eine 90%-ige Identitat zu den mitochondrialen Sighalsequenzen der
Peroxiredoxine von L. infantum und L. major sowie eine 47%-ige Sequenzidentitat zu dem
T. brucei Homolog. Die Homologien der gesamten Sequenz reichen von 55-60% (hohere
eukaryotische Organismen wie Sacharomyces cerevisiae, Cenorabhditis elegans, Drosophila
melanogaster und Homo sapiens) bis zu Uber 97% zu anderen Leishmania-Spezies, wie L.
infantum und L. major.

LdmPrx ist ein 2-Cys Peroxiredoxin. Klassische 2-Cys Peroxiredoxine sind
charakterisiert durch zwei hochkonservierte Cysteinreste (Hofmann et al., 2002). Das N-
terminale Cystein ist in einem typischen VCP-Motiv (siehe Abb. 5) eingebettet und ist
essentiell fur die Aktivitat verschiedenster untersuchter Peroxiredoxine (Hofmann et al.,
2002). Das zweite redox-aktive Cystein ist in der Nahe des C-Terminus lokalisiert und ist
normalerweise ebenfalls in ein VCP-Motiv integriert. Im Falle des LdmPrx allerdings ist
dieses Motiv etwas abgewandelt und besteht aus der Aminosaureabfolge IPC. Dasselbe
Motiv findet man ebenfalls bei den homologen Proteinen von L. infantum, L. major, T.
brucei und T. cruzi (siehe Abb. 5). Alle diese Proteine sind putative Peroxiredoxine mit
einer mitochondrialen Signalsequenz. Bei drei dieser Molekiile konnte die vorhergesagte
intrazellulare Lokalisierung bestatigt werden (Castro et al., 2002a; Tetaud et al., 2001;
Wilkinson et al., 2000). Auf Grund dieser Tatsachen scheint LdmPrx zusammen mit den
homologen Proteinen aus L. infantum, L. major, T. brucei und T. cruzi zu einer
Unterfamilie der Peroxiredoxine zu gehoren, die sich von den cytosolischen Enzymen dieser
Organismen unterscheidet. Diese zeigen C-terminal ebenfalls das typische VCP-Motiv.
Allerdings scheint dieser Sequenzunterschied die enzymatische Aktivitat der
mitochondrialen Peroxiredoxine nicht zu beeinflussen (Castro et al., 2002a; Castro et al.,
2002b; Tetaud et al., 2001; Wilkinson et al., 2000). Das Hefe-Peroxiredoxin SCTSA weist
ebenfalls Sequenzunterschiede in dieser Region auf (siehe Abb. 5), zeigt aber trotzdem
Peroxiredoxin-spezifische katalytische Aktivitat (Chae et al., 1994).
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Ld mPRX
Li mTXNPx
Lm mPrx
Tb mTryP
Tc MPX

Ce Prxl
Lm TryP
Li cTXNPx
Dm TPx1
Oov TPx

Ce Prx2
Hs PRDX2
Sc TSA

Ld mPRX
Li mTXNPx
Lm mPrx
Tb mTryP
Tc MPX

Ce Prxl
Lm TryP
Li cTXNPx
Dm TPx1
Oov TPx

Ce Prx2
Hs PRDX2
Sc TSA

Ld mPRX
Li mTXNPx
Lm mPrx
Tb mTryP
Tc MPX

Ce Prxl
Lm TryP
Li cTXNPx
Dm TPx1
Ov TPx

Ce Prx2
Hs PRDX2
Sc TSA

Ld mPRX
Li mTXNPx
Lm mPrx
Tb mTryP
Tc MPX

Ce Prxl
Lm TryP
Li cTXNPx
Dm TPx1
Ov TPx

Ce Prx2
Hs PRDX2
Sc TSA

Abb. 5

MLRRL.STSCFLKRSQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVR —— - ———— EAAPQFSGQAVV-N
MLRRLPTSCFLKRSQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVR——————— EAAPQFSGQAVV-N
MLRRLSTSSFLKRAQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVR~—————— EAAPQFSGQAVV-N
MLRRFSMLPLSGGIARRSFFRTAPLFNLDYQAYRTATVR——————— EAAPEFAGKAVV-D
MFRRMAVTSLOKGLSRRAFCNTLRLLNLDYQAYKTATVR——————— EAAPEWAGKAVV-N
---------- MFSSAVRALCRTVPTVATRQLSTSRALLSLRPLGPKNTVPAFKGTAVV-D
------------------------------ MSCGNAKIN-------SPAPSFEEVALMPN
------------------------------ MSCGDAKIN--~-----CPAPPFEEVALMPN
---------------------------------- MPQLQ-------KPAPAFAGTAVV-N
---------------------------- MTLAGSKAFIG----—--QPAPNFKTTAVV-N
-------------------------------- MSKAFIG-----—--KPAPQFKTQAVV-D
------------------------------ MASGNARIG---——--—KPAPDFKATAVV-D
--------------------------------- MVAQVQ-————-—--KQAPTFKKTAVV-D

GAIKEINMNDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEITIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYS
GAIKDINMNDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYS
GAIKDINMNDYKGKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYS
GKIKDISMNDYKGKYIVLFFYPLDFTFVCPTEIVSFSDSHAEFEKLNTQVIAVSCDSHFS
GKIQDISLNDYKGKYVVLLFYPMDFTFVCPTEITAFSDAQAEFDKINTQVVAVSCDSQYS
GDFKVISDQDYKGKWLVMFFYPLDFTFVCPTEIIAYGDRANEFRSLGAEVVACSCDSHFS
GSFKKISLSSYKGKWVVLFFYPLDFTFVCPTEVIAFSDSVSRFNELNCEVLACSIDSEYA
GSFKKISLAAYKGKWVVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSENVSRFNELNCEVLACSMDSEYA
GVFKDIKLSDYKGKYLVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSESAAEFRKINCEVIGCSTDSQFT
GDFKEISLNQFKGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSDRISEFKKLDVAVMACSTDSHFS
GEFVDVSLSDYKGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSDRAEEFKAINTVVLAASTDSVFS
GAFKEVKLSDYKGKYVVLFFYPLDFTFVCPTEIIAFSNRAEDFRKLGCEVLGVSVDSQFT
GVFDEVSLDKYKGKYVVLAFIPLAFTFVCPTEIIAFSEAAKKFEEQGAQVLFASTDSEYS

HLAWGNTPRKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHST
HLAWVNTPRKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHST
HLAWVNTPRKKGGLGEMHIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHST
HLAWVETPRKKGGLGEMKIPLLSDFTKEISRDYGVLVEEQGLSLRALFVIDDKGILRHVT
HLAWINTPRNKGGLGEMSIPVLSDLTKEIARDYGVLIEEQGISLRGLFIIDDKGILRHIT
HLAWVNTPRKDGGLGDMDIPLLADFNKKIADSFGVLDKESGLSYRGLFLIDPSGTVRHTT
HLOWTLODRKKGGLGTMAIPMLADKTKSIARSYGVLEESRGVAYRGLFIIDPHGMLRQIT
HLOWTLODRKKGGLGAMAIPMLADKTKSIARAYGVLAEKQGVAYRGLFIIDPNGMVRQIT
HLAWINTPRKQGGLGSMDIPLLADKSMKVARDYGVLDEETGIPFRGLFIIDDKQNLRQIT
HLAWVNTTEKWVGLGQMNIPILADTNHAISKAYGVLKEDEGIAYRGLFIIDSKGILRQIT
HLAWINQPRKHGGLGEMNIPVLADTNHQISRDYGVLKEDEGIAFRGLFIIDPSQNLRQIT
HLAWINTPRKEGGLGPLNIPLLADVTRRLSEDYGVLKTDEGIAYRGLFIIDGKGVLRQIT
LLAWTNIPRKEGGLGPINIPLLADTNHSLSRDYGVLIEEEGVALRGLFIIDPKGVIRHIT

52
52
52
52
52
49
23
23
18
24
20
22
19

112
112
112
112
112
109
83
83
78
84
80
82
79

172
172
172
172
172
169
143
143
138
144
140
142
139

INDLPVGRNVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTT--KAGE-FFEKNM- 226
INDLPVGRNVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTT--KAGE-FFEKNM- 226
INDLPVGRNVDEALRVLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTT--KAAE-FFEKNM- 226
INDLPVGRNVDEVLRVVQAFQYADKTGDVIPCNWKPGKETMKVE--AAKE-YFEKNL- 226
VNDLPVGRNVEEVLRVVQAFQYVDKNGDVIPCNWRPGKPTMKTE--KANE-YFEKNA- 226
CNDLPVGRSVDETLRVLKAFQFSDKHGEVCPADWHEDSPTIKPGVATSKE-YFNKVNK 226
VNDMPVGRSVEEVLRLLEAFQFVEKHGEVCPANWKKGAPTMKPEPKASVEGYFSKQ-- 199
VNDMPVGRNVEEVLRLLEAFQFVEKHGEVCPANWKKGAPTMKPEPKASVEGYFSKQ-- 199
VNDLPVGRSVEETLRLVQAFQYTDKYGEVCPANWKPGQKTMVADPTKSKE-YFETTS- 194
VNDLPVGRSVDETLRLIQAFQFVDNHGEVCPANWQPGSETIKPEVKESKE-YFGKH-- 199
INDLPVGRSVDETLRLVQAFQFVEKHGEVCPAGWTPGSDTIKPGVKESQE-YFKKH-- 195
VNDLPVGRSVDEALRLVQAFQYTDEHGEVCPAGWKPGSDTIKPNVDDSKE-YFSKHN- 198
INDLPVGRNVDEALRLVEAFQWTDKNGTVLPCNWTPGAATIKPTVEDSKE-YFEAANK 196

Vergleich der Aminosauresequenzen verschiedener Peroxiredoxine
Dargestellt ist der Vergleich der Peroxiredoxine von L. donovani mPrx (Accession Nr. AY941074); L.
infantum mTXNPx (Acc.Nr. AY058209) und cTXNPx (Acc.Nr. AY058210); L. major mPrx (Acc.Nr.
6066432) und TryP (Acc.Nr. AF069386); T. brucei Tryp2 (Acc.Nr. AF196570); T.cruzi MPX (Acc.Nr.
AJ006226); C. elegans Prx1 (Acc.Nr. RO7E5.2) und Prx2 (Acc.Nr. FO9E5.15); D. melanogaster TPx1
(Acc.Nr. Q9V3P0); O. volvulus TPx (Acc.Nr. AAC48312); H. sapiens PRDX2 (Acc.Nr. CAG29352); S.
cerevisiae TSA (Acc.Nr. A47362) auf Aminosaureebene. Die mitochondrialen Signalsequenzen sind
Grau hinterlegt, die konservierten Motive sind in Rot dargestellt.
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3.2.2 Genomische Organisation von ([dmprx

Um zu uberpriifen in wie vielen Kopien das ldmprx-Gen im L. donovani Genom
vorkommt, wurde genomische DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen (Notl, Sacl,
Sacll, Sall, Hincll, Pstl und Xhol) verdaut und eine anschlieBende Southern Blot-Analyse
durchgefihrt. Es wurde die kodierende Region des [dmprx-Gens als Sonde verwendet.
Keines der ausgewahlten Enzyme weist eine Restriktionsschnittstelle innerhalb des Gens
auf. Abb. 6 zeigt, dass fir jeden Verdau nur ein einzelnes DNA-Fragment mit der Sonde
hybridisiert. Dies bedeutet, dass das untersuchte Gen nur in einer Kopie im Genom
vorliegt.
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Southern Blot-Analyse von [dmprx

20 pg genomische DNA wurde mit den
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-750 verdaut, in einem 0,7%-igen Agarosegel

—500 getrennt, auf eine Nylonmembran
transferriert und mit (dmprx als Sonde
hybridisiert. Der molekulare Standard ist
auf der rechten Seite angegeben.

- 1000

3.2.3 Rekombinante Expression von [dmprx in E. coli und Antikorperproduktion

Um das LdmPrx naher zu charakterisieren und seine enzymatischen Fahigkeiten zu
untersuchen, wurde es mit einem N-terminalen His-tag rekombinant in E. coli Zellen
synthetisiert. Das rekombinante Protein wurde anschlieBend uber eine Nickelsaule aus der
l6slichen Fraktion des Bakterienhomogenats isoliert. Es sollten auBerdem Antikorper gegen
dieses rekombinante Protein generiert werden. Das gereinigte Protein zeigte in der SDS-
Gelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von ca. 28 kDa
(siehe Abb. 7 A Spur 5). Dies stimmt nach Abzug des Molekulargewichts des His-tags von ca.
3 kDa mit dem theoretisch erwarteten Uberein. Zusatzlich wurde in einer weiteren MALDI
TOF-Analyse die Identitat des rekombinanten Proteins bestatigt. Das rekombinante LdmPrx
(rLdmPrx) wurde fur eine Immunisierung von Huhnern verwendet und nach zweifachen
booster-Injektionen konnte ein sehr spezifisches Antiserum aus den Eidottern gewonnen
werden. Abb. 7 B zeigt eine Western Blot-Analyse, in der dieses Antiserum gegen
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verschiedene rekombinante Peroxiredoxine (aus C. elegans und Entamoeba histolytica)
getestet wurde. Nur rLdmPrx (Spur 5) wird von dem Antiserum erkannt, die Reaktionen mit
den anderen Peroxiredoxinen sind im Vergleich dazu zu vernachlassigen.

Das generierte Antiserum war ebenfalls in der Lage, in einem Zelllysat von L.
donovani promastigoten Zellen der spat-logarithmischen Wachstumsphase eine spezifische
Bande von ca. 28 kDa zu erkennen. In Abb. 8 A ist eine Western Blot-Analyse von L.
donovani Zellextrakten unter reduzierenden (+DTT) und nicht reduzierenden (-DTT)
Bedingungen dargestellt. Unter nicht reduzierenden Bedingungen andert sich die GroRe der
erkannten Bande auf ca. 50 kDa, was auf eine Dimerisierung des Proteins schlieBen lasst.
Die Fahigkeit von Peroxiredoxinen, Dimere zu bilden, ist schon friiher beschrieben worden
und wird durch die beiden Cysteine in den konservierten Bereichen vermittelt (Chae et al.,
1994; Ellis and Poole, 1997) .
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Abb. 7

Antikorper-Spezifitat

10-20 pg der rekombinanten Peroxiredoxine von C. elegans, (Spur 1: rCePrx1; Spur 2: rCePrx2; Spur 3:
rCePrx3), E. histolytica (Spur 4: rEhPrx) und L. donovani (Spur 5: rLdmPrx) wurden in einem 12%-igen SDS-
Gel unter reduzierenden Bedingungen getrennt und mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt (A) oder auf eine
Nitrozellulosemembran transferriert (B). Der Blot wurde mit einem spezifischen Antiserum gegen rLdmPrx
entwickelt. Molekulare Standards (M) sind jeweils auf der linken Seite angegeben.

3.2.4 Enzymatische Aktivitat des LdmPrx

3.2.4.1 DNA-Nicking Assay

Peroxiredoxine sind in der Lage, DNA gegen reaktive Sauerstoffspezies zu schitzen.
Diese Fahigkeit kann in einem so genannten DNA-Nicking Assay uberprift werden. Die
reaktiven Sauerstoffspezies werden hierbei generiert, indem DTT mit Fe*" inkubiert wird.
Dies katalysiert die Reduktion von O, zu H,0,. Durch die Fenton-Reaktion wird es weiter zu
Hydroxylradikalen umgewandelt (Lim et al., 1993; Lim et al., 1994). Diese
Hydroxylradikale sind in der Lage, Einzelstrangbriiche sowie chemische Veranderungen der
Basen und Desoxyribosen von DNA hervorzurufen (Cochrane, 1991). Plasmide liegen
grofRtenteils in einer Struktur vor, die als superspiralisiert (supercoiled) bezeichnet wird.
Durch Einzelstrangbriiche des DNA-Doppelstrangs kommt es zu einer
Konformationsanderung, die als nicked Form bezeichnet wird. Beide Formen zeigen ein
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unterschiedliches Laufverhalten in Agarosegelen, was sich bei dem DNA-Nicking Assay zu
Nutze gemacht wird. Abb. 8 B zeigt, dass in Anwesenheit von DTT und Fe’* ein Teil des
eingesetzten Plasmides pUC18 nach 1 h Inkubationszeit in die nicked Form uberfiihrt wurde
(siehe Abb. 8 B Spur 3). Die Zugabe von rLdmPrx verhinderte diesen Effekt (siehe Abb. 8 B
Spur 7). Der Einsatz von BSA hingegen zeigte Uiberhaupt keine Auswirkungen (siehe Abb. 8 B
Spur 8). Spur 4-6 zeigen, dass der Grad der Protektion mit der eingesetzten Menge an
rLdmPrx korreliert.

3.2.4.2 Thiol-Peroxidase-Aktivitat

Der mogliche Abbau von Peroxiden durch rLdmPrx wurde anhand der
Ferrithiocyanat-Methode in Anwesenheit von DTT untersucht. Wie in Abb. 8 C gezeigt wird
war rLdmPrx in der Lage, H,0, und t-BOOH in Anwesenheit von 3 mM DTT zu reduzieren.
Die Konzentrationsabnahme der Peroxide ist abhangig von der eingesetzten Menge an
rekombinantem LdmPrx.

A ., *DTT -DTT B 1 2 3 45 6 78
50 - —
- R nicked
2| - supercoiled
C 0,5 40
;?‘: 0.4 § 30
= o, g »
: = 10
E 0,1 =
< 04 . . . —_—
° 3 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Mg LdmPrx Hg LdmPrx

Abb. 8

Biochemische Charakterisierung von LdmPrx

A. Western Blot mit L. donovani Zellextrakten. 5x10° promastigote Zellen aus der spat-logarithmischen
Wachstumsphase wurden direkt in heiBem SDS-Probenpuffer unter reduzierenden (+DTT) und nicht
reduzierenden (-DTT) Bedingungen lysiert, in einem 12%-igem SDS-Gel getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferriert. Der Blot wurde mit einem Antiserum gegen LdmPrx mit einer
Verdiinnung von 1:500 entwickelt. Molekulare Standards sind auf der linken Seite angegeben. B. DNA-
Nicking-Assay. Das Reaktionsgemisch bestehend aus 0,1 mM HEPES (pH 7,2), 3,3 pM FeCl;, 10 mM DTT, 5
mM EDTA (pH 8) und verschiedenen Konzentrationen von rLdmPrx wurden in einem 50 upl
Reaktionsvolumen fir 3 h bei 37°C inkubiert. Dann wurde 1 pg superspiralisierter pUC18 Plasmid-DNA
zugefugt und eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend in einem 1%-igen
Agarosegel getrennt. Spur 1: nur DTT; Spur 2: nur FeCl;; Spur 3: DTT+FeCls; Spur 4: DTT+FeCl;+rLdmPrx
(25pg/ml); Spur 5: DTT+FeClz+rLdmPrx (50pg/ml); Spur 6: DTT+FeCly+rLdmPrx (100pg/ml); Spur 7:
DTT+FeCl3+rLdmPrx (250pg/ml); Spur 8: DTT+FeCl3+BSA (250pg/ml). C. Thiol-Peroxidase-Aktivitat. Die
Reaktionsgemische (1ml Reaktionsvolumen) bestehend aus 25 mM HEPES (pH 7,0) und rLdmPrx Protein (5-
100 pg) wurden 10 min bei 37°C mit 3 mM DTT pra-inkubiert. AnschlieBend wurden 480 nM H,0, bzw. 700
nM t-BOOH hinzugefiigt und fur weitere 30 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von TCA
gestoppt und die verbleibende Menge an Peroxid mit Hilfe der Ferrithiocyanat-Methode bestimmt.
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3.2.5 Expressionsmuster von [dmprx

Um das Expressionsmuster von [dmprx im Verlauf der Transformation vom
promastigoten zum amastigoten Stadium zu untersuchen, wurde RNA von allen Tagen der
in vitro-Stadiendifferenzierung aus L. donovani isoliert. Eine Northern Blot-Analyse dieser
RNA mit der kodierenden Region von [dmprx als Sonde zeigte ein einzelnes Transkript von
ca. 1,5 kB fur alle Tage der Differenzierung mit einer leicht abnehmenden Intensitat hin zu
Tag 5 (siehe Abb. 9 A). Die Untersuchung des Expressionsverlaufes auf Proteinebene
bestatigte im Gegensatz dazu die Ergebnisse der Proteomanalyse. Abb. 9 B zeigt eine
Western Blot-Analyse, angefertigt mit Zellextrakten von Tag 0 bis 5 der
Stadiendifferenzierung. Der Blot wurde entwickelt mit dem in 3.2.3 beschriebenen
polyklonalen Antiserum und zeigt eine deutliche Zunahme der Proteinmenge im Verlauf der
Differenzierung. Die eingesetzte Konzentration an DTT reichte nicht aus, um die gesamte
Menge an Protein, die an Tag 5 vorhanden war, zu reduzieren. Dieses wird deutlich durch
das Vorhandensein der dimerisierten Form von LdmPrx mit einem erwarteten
Molekulargewicht von ca. 50 kDa. Um zu Uberprifen, ob sich die Proteinmenge von LdmPrx
wahrend der Zellkultur promastigoter Zellen im Verlauf der einzelnen Wachstumsphasen
verandert, wurde eine zusatzliche Western Blot-Analyse durchgefiihrt. Daflir wurden Zellen
zu verschiedenen Zeitpunkten des logarithmischen Wachstums geerntet. In Abb. 9 C ist die
Proteinmenge von LdmPrx wahrend der verschiedenen Wachstumsphasen gezeigt. Die
Proteinmenge nimmt im Kulturverlauf deutlich zu. Diese Ergebnisse zeigen, dass LdmPrx
eine klare Regulation erfahrt und die Proteinmenge in verschiedenen Stresssituationen
(Hitzeschock und pH-Erniedigung, sowie dichter werdende Zellkultur) zunimmt.

A Tage der Stadiendifferenzierung B Tage der Stadiendifferenzierung
TO 71 T2 T3 T4 T5 wa 1O T1 T2 T3 T4 T5
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Abb. 9
Expressionsmuster von LdmPrx auf RNA- und Proteinebene

A. 10 yg mRNA isoliert aus Zellen von Tag 0 bis 5 der in vitro-Stadiendifferenzierung wurden in einem
Formaldehydgel getrennt, auf eine Nylonmembran transferriert und mit einer [dmprx- sowie mit einer
tubulin-Sonde (als Ladekontrolle) hybridisiert. B,C. Western Blot-Analysen von L. donovani Zellextrakten
der verschiedenen Tage der in vitro-Stadiendifferenzierung (B) oder aus verschiedenen
Wachstumsphasen (C). Spur 1: 2x10® Zellen/ml; Spur 2: 5x10° Zellen/ml; Spur 3: 1x10” Zellen/ml; Spur
4: 6x107 Zellen/ml. 5x10° Zellen wurden direkt in heiBem SDS-Probenpuffer lysiert, in einem 12%-igem
SDS-Gel getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferriert. Der Blot wurde entwickelt mit
einem Antiserum gegen LdmPrx oder B-Tubulin (als Ladekontrolle). Molekulare Standards sind jeweils auf
der linken Seite angegeben.
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Die intrazellulare Lokalisierung von LdmPrx wurde mit Hilfe von
Elektronenmikroskopie und Immunfluoreszenz-Studien Uberpriuft. Die
elektronenmikroskopische Analyse, durchgefiihrt mittels Immunogold-Markierung mit dem
spezifischen LdmPrx Antiserum an Ultradinnschnitten von L. donovani Promastigoten und
in vitro induzierten amastigoten Zellen, zeigte eine Lokalisierung des Proteins innerhalb
des schlauchférmigen Mitochondriums (siehe Abb. 10 A und B). Leishmania-Zellen und
andere Trypanosomatiden besitzen ein einzelnes groBes Mitochondrium. Das
mitochondriale Genom ist in einem elektronendichten Abschnitt zwischen Zellkern und
Flagellartasche lokalisiert, dem Kinetoplast. Promastigote Zellen weisen nur innerhalb
dieser Region eine Markierung auf (Abb. 10 A, VergroBerungen), wohingegen amastigote
Zellen Markierungen zeigen, die Uber das gesamte Organell verteilt (Abb. 10 B,
VergroBerungen) und in einer weitaus groBeren Menge vorhanden sind. Dies bestatigt
nochmals die in der Proteomanalyse beobachtete Erhéhung der Proteinmenge.
Immunfluoreszenz-Analysen verdeutlichten noch einmal den korrekten Transport des
Proteins in das Mitochondrium. Die Farbung der Parasiten mit dem spezifischen LdmPrx
Antiserum kolokalisiert einwandfrei mit dem MitoTracker-Signal (siehe Abb. 10 C und D).
Hierbei handelt es sich um einen Farbstoff der spezifisch die Mitochondrien anfarbt.
Promastigote aus der spat-logarithmischen Wachstumsphase (Abb. 10 C) und in vivo-
induzierte amastigote Zellen (Abb. 10 D) zeigen eine Farbung iber das gesamte
Mitochondrium, die speziell bei den promastigoten Zellen besonders stark in der Region um
den Kinetoplast zu beobachten war. Dies wird durch eine Ubereinanderlagerung der
LdmPrx- und Hoechst-Farbung deutlich.

3.2.7 Versuch der Generierung einer Amprx knock-out Mutante

3.2.7.1 DNA-Konstrukte fiir die homologe Rekombination

Eine Moglichkeit, die Funktion eines bestimmten Proteins in einem Organismus in
vivo zu untersuchen, ist die des gezielten Gen-knock-outs. Hierbei werden Uber homologe
Rekombination die beiden Allele eines Gens nacheinander durch Selektionsmarker ersetzt,
die den transfizierten Zellen eine Resistenz gegeniiber den entsprechenden Antibiotika
verleihen. Fur Parasiten der Ordnung Kinetoplastida wurde dies zum ersten Mal 1990
beschrieben (Cruz and Beverley, 1990). Wie in 3.2.2 gezeigt liegt das ldmprx-Gen in nur
einer Kopie im Genom vor und kann daher theoretisch in zwei Transfektionsrunden durch
die eingesetzten Selektionsmarker ersetzt werden. In Abb. 11 ist der Aufbau der
verwendeten DNA-Konstrukte schematisch dargestellt. Es wurden die 5 -und 3'-
untranslatierten Bereiche (UTR) des entsprechenden Gens aus genomischer DNA mittels
PCR amplifiziert. Die eingesetzten Oligonukleotide wurden mit den angegebenen
Restriktionsschnittstellen versehen und als Konstruktionsvektor diente das Plasmid pUC19.
Nacheinander wurden erst die 5 -UTR, Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und
BamHl, und dann die 3°-UTR, iiber die Schnittstellen BamHl und HindlIll in das
entsprechend behandelte Plasmid ligiert.
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Abb. 10

Intrazelluldre Lokalisierung von LdmPrx

Das Peroxiredoxin wurde mittels Immun-Elektronenmikroskopie lokalisiert. Promastigote L. donovani
Zellen (A) und in vitro-induzierte amastigote Zellen (B) wurden mit einem spezifischen LdmPrx
Antiserum analysiert. n, Zellkern; k, Kinetoplast; m, Mitochondrium.

L. donovani Promastigote (C) und intrazellulare Amastigote (D) wurden mit einem spezifischen
Mitochondrien-Farbstoff (MitoTracker, MT) inkubiert und einer Immunfluoreszenz-Analyse mit einem
spezifischen LdmPrx Antiserum unterzogen. DNA-haltige Organellen wurden mit Hoechst angefarbt. Die
Zellen wurden mit einer 630-fachen VergroBerung photographiert. Intrazellulare Amastigote in D sind
mit Pfeilen markiert.
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Als letzter Schritt erfolgte die Ligation der Selektionsmarker mit Hilfe der
und BamHIl. Es die die
Neomycinphosphotransferase (neo), die Puromycinacetyltransferase (pac) bzw. die

Restriktionsenzyme Kpnl wurden Gene fur
Hygromycinphosphotransferase (hyg) verwendet. Fur die Transfektionen wurden lineare
DNA-Fragmente eingesetzt, die durch den Verdau der jeweiligen Konstrukte mit dem

Enzym Swal erhalten wurden.

Oligo 1 Oligo 2 Oligo 3 Oligo 4
‘ ca. 1000 Bp Selektionsmarker (neo/pacl/hyg) ca. 1000 Bp I
5 UTR (Klonierung tber Kpnl und BamHI) 3 UTR
EcoRI BamHI BamHI Hindlll
Swal Kpnl BamHI Swal
EcoRl Hindilll

Abb. 11

Schematische Darstellung der DNA-Konstrukte fiir die homologe Rekombination

UTR - untranslatierte Region, neo - Neomycinphosphotransferase, pac - Puromycinacetyltransferase, hyg -
Hygromycinphosphotranferase

3.2.7.2 Amplifikation der 5 -und 3 ' -UTR

Da in den Datenbanken nur die genomischen Sequenzen der untranslatierten
Bereiche von L. major vorhanden waren, sollte versucht werden mit aus diesen Sequenzen
abgeleiteten Oligonukleotiden (siehe 2.1.4) die entsprechenden UTR des mprx-Gens aus L.
donovani zu amplifizieren. Gleichzeitig wurden ebenfalls die entsprechenden DNA-
Abschnitte aus L. major DNA amplifiziert. Es konnte schon vorher gezeigt werden, dass es
moglich ist, mit den L. major Sequenzen ein Rekombinationsereignis in L. donovani
hervorzurufen (Krobitsch and Clos, 2000).

Die Amplifikation von L. donovani DNA mit aus L. major Sequenzen abgeleiteten
Oligonukleotiden war nur fiir die 3 -UTR moglich. Fiir die 5 -UTR konnte trotz
wiederholter Versuche und Optimierung der PCR-Bedingungen kein Amplifikat der richtigen
Sequenz erhalten werden. Die aus L. donovani amplifizierte 3" -UTR des mprx-Gens zeigte
eine Identitat von 82,8% (siehe Abb. 12) zu der entsprechende L. major Sequenz.
Letztendlich war es nur moglich, Vektoren bestehend aus 3 -und 5 -UTR des L. major
mprx-Gens und den jeweiligen Selektionsmarkern (neo, pac und hyg) zu konstruieren.
Diese Vektoren werden im Folgenden als Almmprx:neo, Almmprx:pac und Almmprx:hyg
bezeichnet.
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Abb. 12

TTCCTTTCACCTATACACGTGCTTTATATATTCTCGGCTTTCCTCCTGAGAGAGGAAAGA
TTCCTTTCACCTATACACGTGGTTCATATATTATCGGCTTTTTACCTGAGAGAGCAAAGA

AAGCTTTTTTTTGAAAGAAAAACGTAACGCGCTGATAGGGGAGAGAAACAAAAACAACCG
AAGCTTATTAGC-ACGGAAAAACGTAATGTGCTGATAGGGGAAAGAAACAAAAACAACCG

CAGCCGAGACATTTT-—————— TTCGAGGAGGTAGAGAAAACCCATCGGTGTCTAGAAGG
CAGCCGAGACATTTTGTTTGTGTTGGAGGAAGTAGAGGAGGCCCATCGGTGTCTAGAAGA

CAATACCGCACTGTGGGACAGTGACAGAGGTCCGAGAGGAGAG-~-AGGGGGAAGCTAAAG
CAATACCGCAGTGTGAGACAGTGACAGAGGTGGCAGAGGAGAGGTAGGGGGAAGCTCAAA

TGAGTGCTGCATCATGTGTGCATGTCTCTCTGGCTGCTTCTCAACTTTTCGTTCCGGCTT
TGAGTGCTGTATCATGTATGCATGTCTCTCTGGCTGCTTCTCAGCTTTTCGTTCCGGCTT

TCACTCGACTGTGCTCCTGCTTCAGACCTTCTTCTTGGGATCATTCGACGTGTCTITTCTT
CCACTGGACTGTGGCCCTGCTCCAAACCTTCGACGTGGGATGATTCGATG-=========

TTGGCACTTTTTCTTTTATCAGTGACTGATACGGACGCTGTGCTGCAGAGAATCAAGAGG
————— ACTCTTTCTTTTATCAGTGACTGATACCGATACTGTGCTGCAGAGAATCGAGAAA

AAAAGCAGAACAAGCGGCAGGGCGTGGATGGCCAATCCTTTA-TTGCGTCTTTCAGTGGT
AAAAGCGGAAAAGGCGGCAGGGCCTCGATGGCAAATCGTTTAGTTGTGTGTGTCAGTGAT

GCCTCTCTAAGTGGCGGAGTGA--CTGCACGTGATGGATGACG-~-~-TAACACAATAAGCA
GCCTCTCTAGGTGGCGGAGTGGGGCTGCACGTGATGGACGACGACGTAGCGCAATACGCG

CCCCCAG-====—~ ATCAAACAGTCACCGTGCTT-TTTTAATATCCTTGCGCAAACTCCT
CCTTCAGTCGACAGATCGAACAAGCACCGTGCTGGTTTCAGTATCCCTGCGCACTCTCCT

GTTTTGGGGCGCGCTGAATGCGAGCTTTTG-~~--AGCTCCACTTGTTCCTCATCAAACGA
GGTTATGGGCGCCTTGAATGCGAGCCTTTGTTTGAGCTCCACTTGCTGCTCATCAAATGG

CTACACTTCCGACCTTTCTTGTITCCTTTTTTCTCTCACTTCTGTGGCACCTGTGTICTTG
CCACACTTCCGACCTCCCTTGCTCTTTTTTTTTG-CACTTTTGTGGCACCTGTGTCCTTG

CTCTCCGCCGTTGTCAACTTCAACAGGAGGAGAAACCACTCTGCCTGTAGAAATCACGAG
CTGTCGGTCCTTTCCAACTTCAGCACACGGAGAAACCACCCTGACTGTAGCAATCACGAT

TCAGTGGGGGAAAAAGGAGACGAGGTGCCAAGTGCCTTTTCGCCGATCGGAATGTCTCGT
CCAGTGGGG-ACAAAGGAGACGAGGTGTCGAGTGCCATTTCGACGATCGGAATGTCTCGT

ATGAGCGTCCCGCCGAAGGCCGGGCAGCGCCCCGGCATTGCTGTTGAGAAGGCGACCAAT
ACGAGCGTCCCGCCGAAGGTCGGGCAGCGCCCCGGCATTGGTGTTGAGAAGACGACCAAT

CCAAAGGTATTTTTCGATATCAGCATTGACAACAAGGCAGCCGGGCGCATGGTCATGGAG
CCAAAGGTATTTTTCGATATCAGCATTGACAACAAGGCAGCTGGCCGCATTGTCATGGAG

CTGTACGCCGACACAGTTCCCAAGACGGTCGAGAATTTCCGGGCTCTCTGCACGGGGGAG
CTGTACGCCGACACGGTTCCCAAGACGGCCGAGAATTTCCGGGCTCTCTGCACGGGAGAG
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173
179

231
239

291
299

351
349

411
404

470
464

525
524

577
584

633
644

693
703

753
763

813
822

873
882

933
942

993
1002

Sequenzvergleich der 3 -untranslatierten Regionen des mprx-Gens von L. donovani und L. major
Die sich unterscheidenden Nukleotide sind in Rot, identische in Schwarz dargestellt.

3.2.7.3

Generierung eines Ein-Allel knock-out des mprx-Gens in L. major

Nach Transfektion von L. donovani mit den aus L. major DNA amplifizierten

Konstrukten konnten trotz wiederholter Versuche keine viablen Zellen generiert werden.

Da nicht klar war, ob dies auf eine eventuelle Letalitat auch schon eines Ein-Allel Gen-

knock-outs oder auf die Sequenzunterschiede der verwendeten UTR zurickzufuhren war,



ERGEBNISSE 63

wurde auBerdem versucht, die entsprechende knock-out Mutante in L. major zu
generieren. Transfektion von L. major Zellen mit dem Konstrukt Almmprx:neo fihrten zu
dem erfolgreichen Austausch eines Allels des mprx-Gens. Nach Selektion und Vereinzelung
der Zellen konnten mehrere Klone dieser Mutanten angezogen werden, die im Folgendem
AmPrx*'™ genannt werden. In Abb. 13 B ist die erfolgreiche Integration der DNA-Kassette in
den mprx-Genlocus dargestellt. Die Restriktionskarte dieses Locus (siehe Abb. 13 A) zeigt
die darin enthaltenen Pstl Schnittstellen und die GroBen der bei einem Verdau mit diesem
Enzym entstehenden Fragmente. Eine Southern Blot-Analyse der Pstl verdauten DNA von L.
major WT und AmPrx”'" Zellen zeigte bei Hybridisierung mit einer mprx 3" -UTR Sonde die

+/n

entsprechenden Signale fur das WT-Allel (1,6 und 2 kB), sowie bei den AmPrx™" Mutanten
eine zusatzliche Bande bei 1000 Bp, die ausschlieBlich bei erfolgreicher Integration der
DNA-Kassette entsteht (siehe Abb. 13 B). Western Blot-Analysen von Extrakten dieser
Zellen wiesen eine deutliche Verringerung der Proteinmenge im Vergleich zum WT auf
(siehe Abb. 13 C). Um das relativ schwache Signal des mPrx Proteins in promastigoten
Zellen sichtbar zu machen, wurde die doppelte Proteinmenge (das Aquivalent von 1x10’
Zellen) und eine wesentlich schwachere Antikorperverdiinnung (1:500) im Vergleich zu den
anderen Analysen dieser Arbeit eingesetzt. Bei dem Versuch in einer weiteren
Transfektionsrunde das zweite Allel des mprx-Gens zu ersetzen, konnten leider trotz
wiederholter Versuche mit keinem der beiden eingesetzten Konstrukte (Almmprx:pac und

Almmprx:hyg) Uberlebensfahige Zellen angezogen werden.
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Abb. 13

Ein-Allel knock-out des mprx-Gens in L.major

A. Restriktionskarte des mprx-Genlocus. mPrx (rotes Rechteck) und Neomycinphosphotransferase
(oranges Rechteck) werden von links nach rechts transkribiert. (UTR - untranslatierte Region, neo - Gen
fur die Neomycinphosphotransferase) B. Genomische DNA von L. major WT und AmPrx™'" Zellen wurde
mit Pstl verdaut, in einem 0,7%-igem Agarosegel getrennt, auf eine Nylonmembran tranferriert und mit
einer mprx 3" -UTR Sonde hybridisiert. C. 1x10” promastigote L. major WT bzw. AmPrx'’" Zellen wurden
direkt in heiBem SDS-Probenpuffer lysiert, in einem 12%-igem SDS-Gel getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferriert. Der Blot wurde mit einem spezifischen LdmPrx Antiserum bei einer
Verdiinnung von 1:500 entwickelt. Molekulare Standards sind jeweils auf der linken Seite angegeben.
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3.2.8 Uberexpression von [dmprx in L. donovani

3.2.8.1 Klonierung des Vektors, Transfektion und Kontrolle der
Uberexpression

Da der gezielte Gen-knock-out von mprx weder in L. donovani noch in L. major
Zellen moglich war, sollte die Funktion des Proteins nun anhand von Uberexprimierenden
Zellen untersucht werden. Dazu wurde der Leishmanien-spezifische Expressionsvektor
pX63polPHLEO verwendet. Dieser Vektor wird episomal in den Leishmanien etabliert,
verleiht ihnen eine Resistenz gegen das Antibiotikum Bleocin und erlaubt eine konstitutive
Synthese der entsprechenden Proteine. Das in 3.2.1 amplifizierte [dmprx-Gen wurde
ebenfalls zur Klonierung dieses Vektors verwendet. Die 5°-Uberhinge, die bei einem
Verdau des amplifizierten Produkts mit Ndel und Xhol entstehen, wurden in einer Fill-In
Reaktion aufgefiillt und in einer blunt end -Ligation in die EcoRV Schnittstelle der multiple
cloning site des px63polPHLEO Vektors ligiert. Die richtige Orientierung des Gens wurde
mittels DNA-Sequenzierung uberpriift. Nach Transfektion von L. donovani promastigoten
Zellen mit dem entstandenen Vektor LdmPrx:pXé63pol wurden die Zellen vereinzelt und die
Uberexpression von [dmprx im Western Blot iiberpriift. Es wurde nur mit dem Klon
weitergearbeitet, der die hochste Syntheserate des Proteins zeigte. Zusatzlich wurden
Zellen mit dem leeren Expressionsplasmid transfiziert, die im Folgenden als Kontrollzellen
verwendet werden. In Abb. 14 A sind die Wachstumsraten der transfizierten Zellen im
Vergleich zum WT dargestellt. Es sind keine Unterschiede im Wachstumsverhalten zu
erkennen. Abb. 14 B und C zeigen die vorhandenen Proteinmengen von LdmPrx in den
transfizierten sowie auch in den WT Zellen. WT Zellen aus der frih-logarithmischen
Wachstumsphase zeigen wie erwartet Uberhaupt keine Synthese des Proteins (Abb. 14 C
Spur 1), die Transfektion von pX63pol fuhrt zu einer leichten Erhohung der Proteinmenge
(Abb. 14 C Spur 2), wohingegen bei den LdmPrx:pXé3pol transfizierten Zellen eine
deutliche Steigerung zu erkennen ist (Abb. 14 C Spur 3). Zellen aus der spat-
logarithmischen Wachstumsphase dagegen zeigen ein anderes Muster. Es ist wie auch schon
in 3.2.5 beschrieben eine leicht erhohte Synthese des Proteins im WT zu erkennen (Abb. 14
B Spur 1). Diese Menge nimmt dann noch einmal deutlich zu bei Transfektion der Zellen
mit pX63pol (Abb. 14 B Spur 2) und nachfolgender Selektion. Sie zeigt ebenfalls noch eine
Steigerung nach Transfektion mit LdmPrx:pxé63pol (Abb. 14 B Spur 3). Diese
Untersuchungen zeigen eine weitere Stresssituation (Antibiotikaselektion), zusatzlich zu
den in 3.2.5 bereits erwahnten, unter denen die Expression von [dmprx hochreguliert wird.
Um sicher zu sein, dass eventuelle Unterschiede bei den nachfolgenden Untersuchungen
auf die veranderte Expression von l[dmprx zuriickzufihren sind, wurde im Folgenden
ausschlieBlich mit transfizierten Zellen aus der fruh-logarithmischen Wachstumsphase
weitergearbeitet.
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Abb. 14
Uberexpression von [dmprx in L. donovani
A. WT (---), pX63pol-transfizierte (schwarz) und LdmPrx:px62pol (rot)-transfizierte promastigote Zellen
wurden uber 4 Tage kultiviert und ihre Zelldichte alle 24 h mit Hilfe eines Casy Cell Counters bestimmt.
B,C. Jeweils 5x10° Zellen aus der spaten (B) bzw. frihen (C) logarithmischen Wachstumsphase wurden
direkt in heiBem SDS-Probenpuffer lysiert, in einem 12%-igen SDS-Gel getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferriert. Spur 1: L. donovani WT, Spur 2: pX63pol-transfizierte L. donovani,
Spur 3: LdmPrx:px62pol-transfizierte L. donovani. Die Blots wurden mit einem spezfischen LdmPrx oder
einem B-Tubulin Antiserum (als Ladekontrolle) entwickelt. Molekulare Standards sind jeweils auf der
linken Gelseite angegeben.

3.2.8.2 Auswirkung der Uberexpression von [dmprx auf andere stadien-
spezifische Proteine

Um zu iiberpriifen, ob die Uberexpression von [dmprx eine Auswirkung auf die
Synthese anderer stadien-spezifischer Proteine hatte, wurde eine in vitro-Differenzierung
mit LdmPrx:pX63pol sowie pXé63pol-transfizierten Parasiten unter kontinuierlicher
Antibiotikaselektion durchgefiihrt. Western Blot-Analysen von Zellextrakten dieser in vitro-
Stadiendifferenzierung zeigten, dass die Synthese von LdmPrx Uber den gesamten Prozess
deutlich erhoht ist (siehe Abb. 15 A). Die Mitglieder der L. donovani A2-Genfamilie sind
bereits als amastigoten-spezifisch exprimiert bekannt (Charest and Matlashewski, 1994).
Ihre Genprodukte dienen als Marker-Proteine fir dieses Stadium der Parasiten. Wahrend
der in vitro-Stadiendifferenzierung von L. donovani sind sie von Tag 2 bis Tag 5 zu
detektieren. Die Uberexpression von [dmprx zeigt keine Auswirkungen auf die Expression
dieser Genfamilie im Vergleich zu den Kontrollzellen (siehe Abb. 15 B). Hibel et al.
konnten zeigen, dass die Expression von hsp100 im promastigoten Stadium von L. donovani
nicht nachzuweisen ist, wohl aber nach dem Hitzeshock wahrend der in vitro-
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Stadiendifferenzierung (Hubel et al., 1997). Auch bei diesem Protein zeigten die
uberexprimierenden Zellen keinerlei Veranderung im Synthesemusters (siehe Abb. 15 C).

Die Uberexpression von ldmprx in L. donovani zeigte keinen Einfluss auf die
Syntheseprofile der untersuchten anderen stadien-spezifischen Proteine.

pX63pol LdmPrx:pX63pol
TO T1 T2 T3 T4 T5 TO T1 T2 T3 T4 T5 Tage der Stadiendifferenzierung
kD: z
A e g ®
: anti-LdmPrx
28— W fa"@ﬂw — \' 1 ? # a”:”
B -
100—] =y = :; : i & . .
70 | - — .- T - anti-A2-Proteine
55 —| - — - ;
= - =
40— - =5 * ;
c 100—| _ anti-HSP100
P . ho: |
72— ® ; ‘ 3 . anti-HSP90
- N anti-HSP70
D
00— - ~ TEERET R anti-B-Tubulin
Abb. 15

In vitro-Stadiendifferenzierung von [dmprx iiberexprimierenden L. donovani

Western Blots von Zellextrakten der gesamten in vitro-Stadiendifferenzierung von LdmPrx:pX63pol-, und
pX63pol-transfizierten Zellen. 1x10” Zellen wurden direkt in heiBem SDS-Probenpuffer lysiert, in 12 bzw.
10%-igen SDS-Gelen getrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferriert. Die Blots wurden entwickelt
mit einem LdmPrx spezifischen Antiserum (A), einem Anti-A2 monoklonalem Antiserum (B), einem Anti-
HSP100/HSP90/HSP70 Antiserum (C) sowie einem f-Tubulin Antiserum (als Ladekontrolle) (D). Molekulare
Standards sind auf der linken Seite angegeben.

3.2.8.3 Auswirkung der Uberexpression von [dmprx auf den Schutz vor
oxidativem Stress

Wie in 3.2.4 gezeigt wurde war das rekombinante LdmPrx in der Lage, verschiedene
Peroxide zu entgiften. Um zu iiberpriifen, ob eine Uberexpression des Gens in L. donovani
zu einem Schutz der Parasiten gegeniber oxidativem Stress in vivo fihrt, wurden die mit
pXé63pol bzw. LdmPrx:pX63pol-transfizierten Zellen mit verschiedenen Stressoren inkubiert
und ihre Uberlebensfahigkeit mit Hilfe eines sogenannten Viabilitdts-Assays getestet.
Tabelle 4 zeigt die Verhaltnisse der Uberlebensraten der iiberexprimierenden Zellen,
verglichen mit Kontrollzellen, nach der Induktion von oxidativem Stress. Weder die
Behandlung mit verschiedenen Peroxiden (H,0, und t-BOOH), noch mit diversen Stickoxiden
(MAHMA NONOate, PAPA NONOate, Spermin NONQOate, GSNO, NOC-7, NOC-9, NOC-12 und
Sin-1) hatte einen Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit der [dmprx-iiberexprimierenden
Zellen im Vergleich zu den Kontrollen. Auch nach Inkubation mit zellpermeablen
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Substanzen wie z. B. DMNQ oder NOR-3, durch die eine intrazellulare Produktion von
Superoxidanionradikalen und Stickoxiden hervorgerufen wird, konnte kein signifikant
protektiver Effekt durch die Uberexpression von [dmprx beobachtet werden.

Tabelle 4: Verhiltnisse der Uberlebensraten von LdmPrx:pX63pol transfizierten- und
Kontrollparasiten nach Inkubation mit verschiedenen Stressoren

. Verhaltnis der
Stressor (Konzentration) .
Uberlebensraten
H,0, (0,5 mM) 1,04
t-BOOH (2 mM) 0,97
MAHMA NONOate (2 mM) 1,07
PAPA NONOate (0,5 mM) 1,00
Spermin NONOate (0,3 mM) 1,07
DMNQ (2 mM) 1,04
GSNO (2 mM) 1,52
Sin-1 (0,3 mM) 0,54
NOR-3 (0,3 mM) 1,02
NOC-7 (0,3 mM) 0,71
NOC-9 (0,8 mM) 0,71
NOC-12 (1 mM) 1,12
>1 Schutz

<1 kein Schutz

3.2.8.4 Auswirkung der Uberexpression von [dmprx auf die in vitro-
Infektion von peritonealen Exsudat Zellen

Um zu iiberpriifen, ob die Uberexpression von [dmprx eine Auswirkung auf die
Infektiositat der Parasiten hatte, wurde eine in vitro-Infektion von peritonealen Exsudat
Zellen mit px63pol-sowie LdmPrx:pXé63pol-transfizierten Zellen durchgefuhrt. In Abb. 16
sind die Ergebnisse dieser Infektionsexperimente dargestellt. Der Infektionsverlauf wurde
uber einen Zeitraum von 72 h beobachtet. Die Gesamtanzahl infizierter Zellen war fir die
Infektion mit LdmPrx:pX63pol-transfizierten Parasiten im Vergleich zu der Kontrolle leicht
erhoht, dieser Unterschied war aber nicht signifikant. Dasselbe war fur die Anzahl
amastigoter Leishmanien pro infizierter Zelle zu beobachten, allerdings handelte es sich
auch hierbei nicht um einen signifikanten Unterschied.
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Abb. 16

In vitro-Infektion von peritonealen Exsudat Zellen mit [dmprx-iiberexprimierenden L. donovani
Adharente peritoneale Exsudat Zellen wurden im Verhaltnis 1:10 mit LdmPrx:pX63pol (#)- bzw. pX63pol
(H)-transfizierten L. donovani inkubiert. Nach 24, 48 und 72 h wurden jeweils die Gesamtanzahl infizierter
Zellen (A) sowie die Anzahl amastigoter Leishmanien pro infizierter Zelle (B) bestimmt.

3.2.8.5 Auswirkung der Uberexpression von [dmprx auf die Fragmentierung
von DNA in L. donovani nach Inkubation mit H,0;

Es wurde gezeigt, dass die Inkubation mit H,0; in diversen Saugetierzellen sowie in
Hefe (Clement et al., 1998) die Induktion von Apoptose auslost. Dabei kommt es zur
Aufblahung der Zellmembran, Kondensation von Cytoplasma und Zellkern sowie
Chromatinaggregation mit anschlieBender Fragmentierung der DNA (Vaux and Strasser,
1996). Phanotypische Untersuchungen des H;0;-induzierten Zelltodes in L. donovani
zeigten, dass nach Inkubation mit > 4 mM H;0, ein Nekrose-ahnlicher Tod beobachtet
wurde. Niedrigere Konzentrationen losen einen Apoptose-ahnlichen Zelltod aus, bei dem es
zur Fragmentierung des DNA-Materials kommt (Das et al., 2001). Diese Fragmente kdnnen
mit Hilfe der TUNEL-Technik sichtbar gemacht werden. Abb. 17 A zeigt, dass in mit
diversen H,0,-Konzentrationen (1-3 mM) fur 3 h behandelten pX63pol-transfizierten Zellen
ebenfalls die Fragmentierung des genetischen Materials nachgewiesen werden konnte. In
Abb. 17 B sind die entsprechenden mikroskopischen Bilder dargestellt. Zwischen 62% (1 mM
H,0;) und 85% (2 mM H,0;) der gezahlten Zellen waren TUNEL-positiv. Im Gegensatz dazu
waren nur 7-8% der ldmprx-uberexprimierenden Zellen nach entsprechender Behandlung
TUNEL-positiv (siehe Abb. 17 A und B), obwohl sie schon bei niedrigeren H,0,-
Konzentrationen nicht mehr lebensfahig waren. Dies ergab sich aus den Viabilitatsstudien
in 3.2.8.3. Wie es scheint, kann durch eine Uberexpression von [dmpx die Art des
Zelltodes, nicht aber die Uberlebensfihigkeit der Parasiten beeinflusst werden.
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Abb. 17

DNA-Fragmentierung in [dmprx-iiberexprimierenden L. donovani

A. pX63pol (schwarze Balken) - und LdmPrx:pX63pol (rote Balken) -transfizierte Zellen wurden fir 3 h
mit verschiedenen H,0,-Konzentrationen inkubiert und die Fragmentierung der DNA mittels TUNEL-
Farbung nachgewiesen. B. Mikroskopische Aufnahmen der TUNEL-gefarbten pXé3pol- und
LdmPrx:pX63pol-transfizierten Zellen nach 3-stiindiger Inkubation mit 2 mM H,0,. Die DNA-haltigen
Organellen wurden zusatzlich mit Hoechst gefarbt und die Parasiten bei 630-facher VergroBerung
photographiert.
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3.3 Die 70 kDa Untereinheit des outer dynein arm docking complex (ODA-DC)
von L. donovani (LdDC2)

3.3.1 Klonierung des Gens und Analyse der Aminosauresequenz

Ein weiteres der wahrend der in 3.1 beschriebenen Proteomanalyse identifiziertes
amastigoten-spezifisches Protein war das hypothetische Protein CAB55364 von L. major.
Mit Hilfe der von dieser Sequenz abgeleiteten Oligonukleotide CAB-S27(Nde) und CAB-
AS27(Bam) wurde das entsprechende L. donovani Gen aus genomischer DNA mittels PCR
amplifiziert. Das 1857 Bp grofRe Produkt zeigte eine Sequenzidentitat von 96% zu seinem L.
major Homolog. Das Gen kodiert fur ein Produkt von 618 Aminosauren mit einer molaren
Masse von 70.000 und einem berechneten pl von 5,1. Ein bereits in 3.1.4 erwahnter BLAST-
search ergab eine Homologie des Proteins zu der bereits beschriebenen 70 kDa
Untereinheit des outer dynein arm docking complex von Chlamydomonas reinhardtii
(CrDC2) (Takada et al., 2002). Hierbei handelt es sich um einen aus insgesamt drei
Untereinheiten bestehenden Komplex, der die Bindung des auBeren Dynein-Arms an die
Flagellen-Mikrotubuli der Grunalge C. reinhardtii vermittelt. Diese Alge dient als
Modellorganismus fiir die Untersuchung von Cilien- und Flagellenbewegungen. Abb. 19 zeigt
einen Vergleich der Aminosauresequenzen des identifizierten L. donovani Proteins mit dem
bereits erwahnten CrDC2 und vier weiteren DC2 Proteinen anderer Organismen. Das CrDC2
weist einen hohen a-helikalen Anteil auf und besitzt insgesamt drei Regionen, die mit
hoher Wahrscheinlichkeit sogenannte coiled-coil Strukturen ausbilden (Takada et al.,
2002). Dabei handelt es sich um eine Proteinstruktur, bei der sich mehrere Proteine mit a-
helikaler Struktur so umeinander winden, dass wiederum eine Ubergeordnete a-Helix
(Superhelix) entsteht. Es wird postuliert, dass CrDC2 uber diese Strukturen mit einer
weiteren Untereinheit des ODA-DC interagiert (Takada et al., 2002). Fur das hier
untersuchte L. donovani Homolog konnten ebenfalls Regionen innerhalb des Proteins
identifiziert werden, die potentielle coiled-coil Strukturen ausbilden konnen. Diese
befinden sich zwischen den Aminosauren 114-157, 184-228, 386-415 und 586-618 (siehe
Abb. 19). Diese Analyse wurde mit dem Programm PAIRCOIL (version1.0) durchgefuhrt
(http://paircoil.lcs.mit.edu/cgi.bin/paircoil ).

Auf Grund der bei Chlamydomonas beschriebenen Funktion des DC2-Proteins kann
man von einer flagellaren Lokalisierung des Proteins auch bei L. donovani ausgehen. Da es
sich hierbei um eine Zellstruktur der promastigoten Zellen handelt, war dies auf Grund des
in der Proteomanalyse detektierten amastigoten-spezifischen Vorhandenseins des Proteins
erstmal erstaunlich. Es ist mehrfach gezeigt, dass der Transport von Proteinen in die
Flagellen von trypanosomatiden Organismen mit Hilfe spezifischer Sighalsequenzen erfolgt
(Bastin et al., 1999; Bloodgood, 2000; Snapp and Landfear, 1999). Eine Sequenz, die
Ahnlichkeit zu einem der bereits beschriebenen Motive aufweist, konnte allerdings bei dem
hier untersuchten Protein nicht gefunden werden. Ein weiteres bereits in Tabelle 3 (siehe
3.1.4) erwahntes identifiziertes Motiv ist ein sogenanntes EF-Hand-Motiv. Es befindet sich
zwischen Aminosaure 576-588 und vermittelt eine Calcium-Bindung.
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Es konnten zusatzlich zu CrDC2 noch ein Homolog in Ciona intestinalis, zwei
weitere Homologe in D. melanogaster, zwei menschliche Homologe und ein Maus Homolog
identifiziert werden (siehe Abb. 19). Die Proteine sind alle ahnlich bezlglich ihrer
vorhergesagten GroBe. AuBerdem erstrecken sich die Homologien iiber die gesamten
Aminosauresequenzen, wobei das L. donovani Protein die groBte ldentitat (24%) zu CrDC2
aufweist (siehe Abb. 19). Es konnten keine homologen Proteine in Organismen ohne
bewegliche Flagellen oder Cilien gefunden werden wie z. B. in Hefe, C. elegans oder
Arabidopsis.

Auf Grund dieser Sequenzanalyse wurde davon ausgegangen, dass es sich bei dem
identifizierten L. donovani Protein tatsachlich um die 70 kDa Untereinheit des ODA-DC von
L. donovani handelt und es wird im Folgenden als LdDC2 bezeichnet.

3.3.2 Genomische Organisation von [ddc2

Um zu uUberpriifen, ob es sich bei lddc2 ebenfalls um ein single-copy Gen handelt,
wurde eine Southern Blot-Analyse durchgefuhrt. Genomische L. donovani DNA wurde mit
den Restriktionsenzymen Notl, Sacl, Sacll, Sall, Hincll, Pstl und Xho verdaut und die auf
eine Membran transferrierten Fragmente mit einer (ddc2 Sonde hybridisiert. Diese Sonde
umfasste die gesamte kodierende Region von [ddc2. Anhand dieser, in Abb. 18 gezeigten
Analyse lasst sich eindeutig feststellen, dass l(ddc2 in nur einer Kopie im L. donovani
Genom vorkommt. Fir jeden Verdau mit einem Enzym, dass nur eine einzige Schnittstelle
in dem untersuchten Gen aufweist (Notl, Sacl, Sacll), hybridisierte auch nur ein einzelnes
DNA-Fragment. Besitzt das (ddc2-Gen eine Schnittstelle (Sall und Pstl), hybridisierten zwei
Fragmente, bei zwei Schnittstellen (Hincll und Xhol) drei DNA-Fragmente.

Anzahl der
1 2 1 2 Schnittstellen
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Southern Blot-Analyse von [ddc2

20 pg genomische DNA wurde mit den angegebenen

Restriktionsenzymen verdaut, in einem 0,7%-igen

750 Agarosegel getrennt, auf eine Nylonmembran

= 500 transferriert und mit (ddc2 als Sonde hybridisiert.
Der molekulare Standard ist auf der rechten Seite
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Ldpc2 mmmmmee MSVVAAKKKGAVSDTLR RSQIADGILGAQD 30
crbC2  mmmmmm MPSADATRGGGSAGSMG KGTLGAGDTLGHK 30
pmDC2-1 e MTDQSELDQLATAELQR-——————— e mmmmm LORQHRGLQLDLRGLL 33
CiDC2 MQRAASRRSESSEQEMDGLAEAELAK-————————————————— LORQYRIMDGDRKAYC 42
HsDC2-1 MSIPTGAPPCLARMPLGRLAGSARSEEGSE-AFLEGMVDWELSRLORQCKVMEGERRAYS 59
HsDC2-2 MEAQVLQRQILHLEQLHHFLKLKNNDRQPDPDVLE-—————— KREKQAGEVAEG---VWK 50
LdDC2 0G-——=—=— ARQOQE! EENNQIK AT G---THY, KADKEASLOSDVDGLERR 82
CrDC2 S----VLDKQ ONEQLK LE KFSVRPG AQALEINRLODEGDMLARK 86
DmDC2-1 EEKAKRLKKQNH. VEHQKLKE TLEGGTHARKNTNREKHLGTLQEQQADLQRV 93
CiDC2 EESQNIIRRQRA( SLOEEREEIQT LAQSAQNTKKDSNNMEELCNLLSEQDSYERL 102
HsDC2-1 KEVHQRINKQLE EVRGDLQ AAQNOVKRLRDSQRLENMDRLLKGRAQVQAE 119
HsDC2-2 TSQERLVLCYED. QLMGESDP) VOKYLEIEERNEAEFNFINEQNLELEHVQEE 110
LdDC2 YQFEKMREN—----DLTKRYOLARIDLLHSRKMKGGENVE-—-~--KEQA' 133
CrDC2 IVLEMRKTK----MLDOOLSEMGSTLTTTRNNMGGIFSA----KEQSTAV - 137
DmDC2-1 LONERTNLW----ELEGHIRKMEKEIDALRRNEVPDNCY----KDTICKV! - 144
CiDC2 IKEETEAVR----ALDTEIRQIETKINTQHKSMGGVHSS----HLRHVGT - 153
HsDC2-1 IEELQEQTR----ALDKQ--IQEWETRIFTHSKN-VRSPGFILDQKVK-I - 170
HsDC2-2 IKEMQEALVSARASKDDQHLLQEQQQOKVLQORMDKVHSEAERLEARFQDV. D 170
LdDC2 R’ KRME
CrDC2 I SNLE
DmDC2-1 QSMVT! EG:

CiDC2 KKLTK; DQ;

HsDC2-1 N RKLKK: HL

HsDC2-2 M IEKRL LT

LdDC2 hDMDDRDAQLREVER LAEDROAYT: DIKAMRDGQTEMOLEL AREY 252
CrDC2 GAFEAREKAIGEMN. QADKEOOGFEE TIIEEDKKERERARAQELAM ERET 256
DmDC2-1 LAFDQREELCNKLTV: RNENDKVMHI RRLEHDAKLQ---KFFDIKGQKRLN 260
CiDC2 QOAYDQRDDAQAK RNEKDLLQYNI IIDHDAKLK---LFMNMKSQERSE 269
HsDC2-1 SAYAVREEAKAKMGL: RAEKEEAQSE! ROILHLEQLH---HFLKLKNNDRQP 286
HsDC2-2 ADAALLVLGQSLEDL MAPLOPPDTLEDPP ASDDYPMSRE---ELLSQVEKLVEL 286
LdDC2 EFGERMGDTKAARAQEEADTSRRAIGASVSGNGEDPASTTGEEDDEDDTHTLLCVERESA 312
CrDC2 OELLKMGTLSSAEKKKRITKGSWNVGYNKAMAQN- VAAEKVE 297
DmDC2-1 PELEQR---- --ELDK KQSQKETYERQLL 283
CiDC2 LEEEEA-—-- —--AKRR AGEEDKAEKTAEETME 295
HsDC2-1 DPDVLE---- --KREKQAG EVAEGVWKTSQERLVL 315
HsDC2-2 QEQAEA-—==———————— QRQKDLA AAAAKLDGTLS--VDL 313
LdDC2 TIT ILAQIKDDLQTDDID YLHTGD- SMYKYUNELSAKKEAEKDS I RL 372
CrDC2 MYG AFKRIQDATGIEDID FLAAED- TLFNYUNEVNQEIEKEBEDO INIMRGE 356
DmDC2-1 EYKEITEKIKLLYGEEDAD: 'AQFKRQED- 'ALFN ELSHEVEVLENDSTQELODE 342
CiDC2 TYQRAFEKIQEVTGEGDIY. SRFIETED- ALFN ELNNELELIQEQIDDVRMQ 354
HsDC2-1 CYEDALNKLSQLMGESDPD: QKYLEIEE- AEFNFINEQNLELEHVOEEIKEMOEA 374
HsDC2-2 ASTQRAGSSTVLVPTRHPH. GSILSHKTS GSLGHVT-—--- FGGLSSSTGHLEPSH 368
LdDC2 EEDDSERQHRILII K- GLEEELAGTESKLDEMNCATVOLRDAVQRTAATAEDVYA 426
CrDC2 KYRETGRELDMTKS-RELTEEEARLAASEAQSOLYEKRTDSALSMTTALKAGINDLFE 415
DmDC2-1 ROKSEQTEKELKLKTEALDYLNAEKERIEQLAEETRERKRTLSIRLEQLLKGIEDIFR 402
CiDC2 QFKNEGVQHQVERQ-NILKGLEEKLRKTTKEADMFDKQLKATEKILDQLKAGIESVFG 413
HsDC2-1 SARASKDDQHLLQE-QQQKVLOORMDKVHSEAERLEARFQDVRGQLEKLKADIQLLFT 433
HsDC2-2 HGDPNTGHVTFGST-SASSGGHVTFRPVSASSYLGSTGYVGSSRGGENTEGGVESGGT 427
LdDC2 HIGCPQMADGAVEGEERCTEANMKQFLGTIEERATHILIAFQRHHQFSANSRTSVASSSR 487
CrDC2 RIGCNTPAVRDLLGEEGVTEANLTAYLGIIEQRTNEILQIYAKRKAQOG-=-—=——-—e—e—e—— 464
DmDC2-1 QLACDDAPILNVLSTRKTFLTVHNVKLFIGVIERRVNLIISAINIEDNSNKILARKDRVPK 462
CiDC2 KINCNRSTISDMLGDNDAVNENNMMQOYLGIIEQKTNELLQIHTYLQLKELENKPEGTPGT 473
HsDC2-1 KAHCDSSMIDDLLGVKTSMGDRDMGLFLSLTCVSRFLSLCS 474
HsDC2-2 ASDSSGGLGSSRDHVSSTGPASSTGPGSSTSKDSRG 463
LdDC2 VTRDTQSPKEAVONLEEEDNALTAN SPHGETLQMAEDWEVEESPIMPIAPQTAHSAV 547
CrDC2 —--TDGLAEALLAQPLTQPGNRIIIE TMQEEEVEGLEPEPVEED--RPLTREHLESKV 520
DmDC2-1 FNIRESAKTKN 473
CiDC2 SPITTAALLGGPAAPPILAPIHIVPPSTEDDRDDDGGDSGEESVDFDRPLTQHELKARVM 533
HsDC2-1

HsDC2-2

LdDC2 ARNLVRMMELPSASLAGGTTDRDSSLYADQDDDHIISHEDRKOMEARLATMREREERN [607
CrDC2 R —--—-TLPRKLETAIKVRPAGADAT 542
DmDC2-1

CiDC2 RNVAKKDLAGSNAVAGTKRPDKOMSTSEKTPRLSDAKKKPSK-——————— e 575
HsDC2-1

HsDC2-2

CrDC2 GGKRGSPTRR-- 552

DmDC2-1

CiDC2

HsDC2-1

HsDC2-2
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Abb. 19

Vergleich der Aminosdauresequenzen verschiedener ODA-DC2 Proteine

Dargestellt sind die Aminosauresequenzen von L. donovani DC2 (Accession Nr. CAB55364); C. reinhardtii
DC2 (Accession Nr. AAK72125); C. intestinalis DC2 (Accession Nr. BAB88833); D. melanogaster DC2-1
(Accession Nr. AAF55345) und H. sapiens DC2-1 (Accession Nr. AK057357). Bei allen 6 Proteinen identische
Aminosauren sind Dunkelgrau, in ihrer Funktion konservierte sind Hellgrau unterlegt. Regionen von LdDC2,
die eine coiled-coil Struktur ausbilden konnen sind eingerahmt und das EF-Hand-Motiv mit einem Balken
markiert. Zwischen LdDC2 und CrDC2 identische Aminosdauren sind in Rot dargestellt, solche mit
konservierter Funktion in Orange.

3.3.3 Rekombinante Expression von lddc2 und Antikorperproduktion

Um Antikorper gegen das zu untersuchende Protein zu generieren wurde es mit
einem N-terminalen His-tag rekombinant in E. coli synthetisiert. AnschliefRend wurde eine
Nickelsaulenaffinitatschromatographie mit der loslichen Fraktion des Bakterienhomogenats
durchgefuhrt, um das Protein zu reinigen. Abb. 20 A zeigt eine Coomassie-Brilliant-Blau
Farbung von ca. 10 pg gereinigtem, rekombinanten LdDC2 (rLdDC2). Das Protein zeigt in
der SDS-Gelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen ein etwas grofReres
Molekulargewicht, als das theoretisch erwartete von ca. 73 kDa (inklusive His-tag). Seine
Identitat wurde aber mittels MALDI-MS zusatzlich Uberprift und es konnte sicher davon
ausgegangen werden, dass es sich bei diesem Protein um LdDC2 handelt. rLdDC2 wurde fur
eine Immunisierung von Hihnern eingesetzt, wobei nach dreifachen booster-Injektionen
ein relativ spezifisches Antiserum aus den Eidottern gewonnen werden konnte. In Abb. 20 B
ist eine Western Blot-Analyse gezeigt, in der dieses Antiserum zur Detektion des
rekombinanten Proteins eingesetzt wurde. Das isolierte Antiserum war ebenfalls in der
Lage, das native Protein in einem Zellextrakt von L. donovani promastigoten Zellen
nachzuweisen. Abb. 21 B zeigt eine spezifische Bande in der erwarteten Hohe in
Zellextrakten von Tag 0 der in vitro-Stadiendifferenzierung. Zusatzlich ist eine
unspezifische Reaktion auf der Hohe von ca. 25 kDa zu beobachten (nicht dargestellt).

A B
kDa kDa
130 — 100 —
"= 7p | — Abb. 20
Herstellung des rekombinanten Proteins und
5% — 55 — Antikorperproduktion von LdDC2
0 — 0 — 10 pg des rekombinanten LdDC2 wurden in einem 10%-
igen SDS-Gel unter reduzierenden Bedingungen getrennt
B = B — und mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt (A) oder auf
eine Nitrozellulosemembran transferriert (B). Der Blot
- oy — wurde mit einem spezifischen Antiserum gegen rLdDC2
entwickelt. Molekulare Standards sind jeweils auf der
linken Seite angegeben.
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3.3.4 Expressionsmuster von [ddc2

Es wurde eine Northern Blot-Analyse mit isolierter RNA von allen Tagen der in vitro-
Stadiendifferenzierung durchgefiihrt, um das Expressionsmuster von [ddc2 zu untersuchen.
Hierbei wurde als Sonde die komplette kodierende Region von (ddc2 verwendet. Bei dieser
Untersuchung konnte ein ca. 4 kB groBes Transkript detektiert werden, dessen Intensitat
im Verlauf abnahm (siehe Abb. 21 A). Die Proteinmenge wurde mittels einer Western Blot-
Analyse von Zellextrakten der gesamten Transformation vom promastigotem zum
amastigotem Stadium untersucht bei der das in 3.3.3 beschriebene Antiserum eingesetzt
wurde. Abb. 21 B zeigt das im Gegensatz zu den Ergebnissen der Proteomanalyse (siehe
3.1), ausschlieBlich eine Synthese des Proteins an Tag O der Differenzierung nachzuweisen
ist. Dies passt zu der bereits in 3.3.1 erwahnten, sich auf Grund der Aminosauresequenz
andeutenden flagellaren Lokalisierung des Proteins. Mogliche Griinde fir die Diskrepanz
zwischen der Proteomanalyse und den hier dargestellten Ergebnissen werden in 4.3.2
diskutiert.

A

Tage der Stadiendifferenzierung Tage der Stadiendifferenzierung
w TO T1 T2 T3 T4 T5 T0 T T2 13 T4 TS5
44— Da | - Anti-LdDC2

Iddc2 72—
R ] 50— | wmge o G R Anti-R-Tubulin

23— @ | B-tubulin
Abb. 21

Expressionsmuster von LdDC2 auf RNA- und Proteinebene

A. 10 yg mRNA isoliert aus Zellen von Tag 0 bis 5 der in vitro-Stadiendifferenzierung wurden in einem
Formaldehydgel getrennt, auf eine Nylonmembran transferriert und mit einer lddc2- sowie einer
tubulin-Sonde (als Ladekontrolle) hybridisiert. B. Western Blot-Analyse von L. donovani Zellextrakten
der verschiedenen Tage der in vitro-Stadiendifferenzierung. 5x10° Zellen wurden direkt in heiBem SDS-
Probenpuffer lysiert, in einem 10%-igem SDS-Gel getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
transferriert. Der Blot wurde entwickelt mit Antiseren gegen LdDC2 oder p-Tubulin (als Ladekontrolle).
Molekulare Standards sind jeweils auf der linken Seite angegeben.

3.3.5 Intrazellulare Lokalisierung von LdDC2

Die intrazellulare Lokalisierung von LdDC2 wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Mikroskopie uberpriift. Die bei C. reinhardtii beschriebene Funktion von DC2 lasst wie
bereits erwahnt auf eine flagellare Lokalisierung des Proteins in L. donovani Promastigoten
schlieBen. Abb. 22 stellt einen reprasentativen Ausschnitt von mittels Immunfluoreszenz
analysierten Parasiten dar. Fir die Analyse wurde ein spezifisches LdDC2 Antiserum
verwendet. Die Zellen zeigten eine deutliche Farbung der Flagellen, zusatzlich waren aber
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auffallige Signale im Cytoplasma zu beobachten, die wahrscheinlich auf eine bereits in
3.3.3 erwahnte unspezifische Reaktion des Antiserums mit anderen L. donovani Proteinen

zuruckzufuhren sind.

1 L™
olLdDC2 - olLdDC2+Hoechst

Abb. 22

Intrazelluldre Lokalisierung von LdDC2

Das LdDC2 wurde mittels einer Immunfluoreszenz-Analyse lokalisiert. Promastigote L. donovani Zellen
wurden auf Objektragern fixiert und mit einem spezifischen LdDC2 Antiserum behandelt. DNA-haltige
Organellen wurden mit Hoechst angefarbt. Die Zellen wurden mit einer 630-fachen VergroBerung
photographiert.

3.3.6 Generierung einer Alddc2 knock-out-Mutante

3.3.6.1 Amplifikation der 5 -und 3 " -UTR und Klonierung der DNA-
Konstrukte

Zur weiteren Charakterisierung von LdDC2 sollte auch hier versucht werden, eine L.
donovani knock-out-Mutante fir das Protein zu generieren. Dabei wurde grundsatzlich
vorgegangen wie bereits in 3.2.7.1 beschrieben. Die Klonierung der DNA-Konstrukte (siehe
Abb. 11) erfolgte nach demselben Schema und die Amplifikation der 5 -und 3" -UTR wurde
ebenfalls mit aus den genomischen Sequenzen der L. major untranslatierten Bereiche des
entsprechenden Gens abgeleiteten Oligonukleotiden (siehe 2.1.4) durchgefuhrt. Im
Gegensatz zu dem vorher beschriebenen Versuch, die entsprechenden DNA-Abschnitte mit
aus L. major Sequenzen abgeleiteten Oligonukleotiden zu amplifizieren, konnten diesmal
Amplifikate der richtigen GroRe und Sequenz erhalten werden. Die PCR-Produkte zeigten
eine 95 (3 UTR) bzw. 97 (5 UTR) %ige Sequenzidentitit zu den entsprechenden L. major
UTR. Nach erfolgreicher Ligation der Gene fir die Selektionsmarker entstanden die
Vektoren Alddc2:neo und Alddc2:pac. Die mit Hilfe des Enzyms Swal linearisierten DNA-
Fragmente konnten nun flr eine Transfektion von L. donovani promastigoten Zellen
eingesetzt werden.

3.3.6.2 Transfektion und Selektion rekombinanter Klone

In einer ersten Transfektionsrunde mit dem Konstrukt Alddc2:neo konnten nach
Vereinzelung der Zellpopulation acht Klone isoliert werden, die unter Antibiotikaselektion
ein konstantes Zellwachstum zeigten. Zwei dieser Klone (ALdDC2""-1 und ALdDC2""-2)

wurden fiur eine weitere Transfektionsrunde mit dem Konstrukt Alddc2:pac eingesetzt.
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Nach erneuter Vereinzelung der zwei Populationen wurden die resultierenden Klone
mittels PCR auf das Vorhandensein des [ddc2-Gens uberprift. Hierfur wurden die
spezifischen Oligonukleotide CAB-527(Nde) und CAB-AS27(Bam) eingesetzt. In Abb. 23 sind
die Ergebnisse der PCR fiur zwei der aus diesen beiden unabhangigen
Transfektionsereignissen entstandenen Klone dargestellt. Fiir beide Zellpopulationen kann
kein spezifisches [ddc2-Amplifikat (1800 Bp) mehr nachgewiesen werden (Abb. 23 Spur 2
und 3). Bei den Banden in Hohe von 750 und 2300 Bp handelt es sich um unspezifische
Amplifikate, die auf Grund von Kreuzreaktionen der Oligonukleotide mit anderen Bereichen
der L. donovani DNA entstehen. Es wurde mit diesen beiden Zellpopulationen
weitergearbeitet, sie werden im Folgenden ALdDC2"P-1 und ALdDC2"P-2 genannt. Um zu
uberprifen, ob der erfolgreiche Austausch beider Allele des [ddc2-Gens auch mit einem
Verschwinden des korrespondierenden Proteins einhergeht, wurde eine Western Blot-
Analyse durchgefiihrt. Abb. 24 zeigt, dass das Protein in den beiden Klonen ALdDC2"P-1
und ALdDC2"P-2 nicht mehr nachweisbar ist.

Abb. 23
PCR-Ergebnisse fiir Alddc2" knock-out-
Mutanten
Ca. 1x10° der verschiedenen L. donovani Zellen
wurden in einem Volumen von 20 pl fir 3 min
bei 95°C inkubiert. 1 pl der lysierten Zellen
< [ddc2 wurde fur eine PCR-Reaktion mit den
spezifischen Oligonukleotiden CAB-S27(Nde)
und CAB-AS27(Bam) eingesetzt und die
enstandenen Amplifikate in einem 1%-igen
Agarosegel uberpruft. Spur 1, Ld WT; Spur 2,
ALdDC2"P-1; Spur 3, ALdDC2"P-2; Spur 4, H,0-
Kontrolle. Der molekulare Standard ist auf der
linken Seite angegeben.

bB

2500 — |
2000 —
1500 —

1000 —
750 —

3.3.7 Rekonstitution der ALdDC2™P Mutanten

Um zu uberprifen, ob die beobachteten Effekte, die eventuell nach einem
genetischen knock-out entstehen, wirklich auf das Nichtvorhandensein des bestimmten
Proteins zuriickzufiihren sind, mussen die Mutanten rekonstituiert, d. h. das entsprechende
Gen in den Organismus zurickgebracht werden. Auftretende phanotypische Veranderungen
sollten so wieder umgekehrt werden. Das Ziel war es nun, durch eine episomale Expression
des Gens eine der beiden untersuchten ALdDC2"P-Mutanten zu rekonstituieren. Hierfiir
wurde der schon in 3.2.8.1 erwahnte Leishmanien-spezifische Expressionsvektor
pX63polPHLEO verwendet. Die Klonierung des (ddc2-Gens erfolgte ebenfalls wie in 3.2.8.1
beschrieben in die EcoRV-Schnittstelle des Vektors nach vorheriger Fill-In Reaktion der
Ndel-bzw. BamHI-Schnittstelle des PCR-Produkts. Der entstandene Vektor LdDC2:pX63pol
wurde in L. donovani WT und ALdDC2"P-1 transfiziert und die Synthese des Proteins im
Western Blot Uberpriift. Diese Analyse ist in Abb. 24 A dargestellt. Eine Transfektion von
WT-Zellen (Spur 2) fihrt zu einer gesteigerten Menge des Proteins auf Western Blot Ebene
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und auch nach Transfektion von ALdDC2"P-1 mit LdDC2:pX63pol kann das Protein in den
Zellen wieder nachgewiesen werden (Spur 5). Eine Immunfluoreszenz-Analyse dieser
Zellpopulationen fiihrte zu demselben Ergebnis. Abb. 24 B-E zeigt mikroskopische Bilder
von Parasiten, die mit dem spezifischen LdDC2 Antiserum untersucht wurden.
Kontrollzellen (nur mit dem Vektor pX63pol transfiziert) (siehe Abb. 24 B) zeigen die
typische Farbung des Flagellums sowie die unspezifische Cytoplasma-Farbung. Die beiden
knock-out Zelllinien ALdDC2™P-1 und -2 (siehe Abb. 24 C und D) nur die Cytoplasma-
Farbung und rekonstituierte Zellen (siehe Abb. 24 E) wiederum auch eine Flagellen-
Farbung.

kDa

Too [ - | Anti-LdDC2

so— |G AR s ™ e | Anti-B-Tubulin

Hoechst+ al.dDC2

Hoechst Hoechst+ ol dDC?2

Hoechst+ al.dDC2

Hoechst+ alL.dDC2

Abb. 24

Western Blot- und Immunfluoreszenz-Analyse der ALdDC2"P knock-out-Mutanten

A. 5x10° Zellen der verschiedenen L. donovani Zelllinien (Spur 1, WT; Spur 2, LdDC2:pX63pol; Spur 3,
ALdDC2"P-1; Spur 4, ALdDC2"P-2; Spur 5, ALdDC2"P-1 + LdDC2:pX63pol) wurden direkt in heibem SDS-
Probenpuffer lysiert, in einem 10%-igem SDS-Gel getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
transferriert. Der Blot wurde mit Antiseren gegen LdDC2 oder B-Tubulin (als Ladekontrolle) entwickelt.
Molekulare Standards sind auf der linken Seite angegeben.

Die verschiedenen L. donovani Zelllinien (pX6é3pol (B); ALdDC2"P-1 (C); ALdDC2"™P-2 (D); ALdDC2"P-1 +
LdDC2:pX63pol (E)) wurden auf Objekttragern fixiert und mit einem spezifischen LdDC2 Antiserum
behandelt. DNA-haltige Organellen wurden mit Hoechst angefarbt. Die Zellen wurden mit einer 630-
fachen VergroBerung photographiert.
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3.3.8 Phanotypische Charakterisierung der ALdDC2"P-Mutanten

3.3.8.1 Immunfluoreszenz-Analyse

Eine sofort auffallende phanotypische Abweichung beider knock-out Zelllinien im
Vergleich zum WT war eine Veridnderung der Zellform. Die ALdDC2"P-Mutanten waren
kleiner und runder und das Flagellum war deutlich verkirzt. Eine Immunfluoreszenz-
Analyse, durchgefuhrt mit einem Tubulin-Antikdrper, sollte diese morphologische
Veranderung veranschaulichen. In Abb. 25 sind die mikroskopischen Bilder dieser Analyse
gezeigt. In A und B sind die beiden ALdDC2"P-Mutanten 1 und 2 dargestellt. Man erkennt
die deutlich abgerundete Zellform und das Fehlen eines Flagellums. Die rekonstituierte
Mutante (siehe Abb. 25 D) dagegen weist wieder die bekannte langlichere, spindelformige
Form auf, die auch der WT in dieser Analyse zeigt (siehe Abb. 25 C). Auch lasst sich bei der
in D abgebildeten Zelle das Flagellum wieder deutlich erkennen.

| [mmmm_]

| ||||||||||||||
Hoechst

C

D

.
.

10um

Abb. 25

Immunfluoreszenz-Analyse der ALdDC2™P knock-out-Mutanten

Die verschiedenen L. donovani Zelllinien (ALdDC2"P-1 (A); ALdDC2"P-2 (B); WT (C); ALdDC2"P-1 +
LdDC2:pX63pol (D)) wurden auf einem Objekttrager fixiert und mit einem spezifischen f-Tubulin

Antiserum behandelt. DNA-haltige Organellen wurden mit Hoechst angefarbt. Die Zellen wurden mit einer
630-fachen VergroBerung photographiert.
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3.3.8.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Um die in Abb. 25 dargestellte Morphologie der ALdDC2"P-Mutanten noch einmal zu
verdeutlichen, wurde eine rasterelektronenmikroskopische Analyse der Zellen
durchgefuhrt. Die resultierenden Bilder sind in Abb. 26 gezeigt. Die knock-out-Mutanten
(siehe Abb. 26 B und C) weisen im Vergleich zu WT L. donovani Zellen (siehe Abb. 26 A)
deutlich verkiirzte Flagellen auf.

Abb. 26
REM-Analyse der ALdDC2"P knock-out-Mutanten
Die verschiedenen L. donovani Zelllinien (WT (A); ALdDC2"P-1 (B); ALdDC2"P-2 (C)) wurden

rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die untere Reihe zeigt VergroBerungen der einzelnen
Zellarten.

3.3.8.3 Bestimmung der Wachstumsraten

Eine weitere Auffilligkeit bei der Untersuchung der ALdDC2"P-Mutanten war ihr
Wachstumsverhalten. Die knock-out Zellen wuchsen deutlich langsamer als der WT. Dies ist
in Abb. 27 dargestellt. Die verschiedenen Zellarten wurden fur 4 Tage kultiviert und ihre
Zelldichte alle 24 h bestimmt. ALdDC2"P-1 und 2 zeigten ein deutlich verlangsamtes
Teilungsverhalten. Das Ausschalten eines Allels (ALdDC2"'"-1) fiihrte im Vergleich zum WT

auch schon zu einer erniedrigten Wachstumsrate. Die rekonstituierte Mutante dagegen
wies wieder eine Teilungsrate ahnlich der des WT auf.
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Abb. 27

Wachstumsraten der ALdDC2"P-Mutanten
Die verschiedenen L. donovani Zelllinien (WT; ALdDC2"/"-1; ALdDC2"P-1; ALdDC2"P-2; N.dDC2"™P-1 +

LdDC2:pX63pol) wurden Uber 4 Tage kultiviert und ihre Zelldichte alle 24 h mit Hilfe eines Casy Cell
Counters bestimmt.

3.3.9 Synthese amastigoten-spezifischer Proteine in ALdDC2"P-Mutanten

Da beide ALdDC2"P-Mutanten morphologisch und auch in ihrem Wachstumsverhalten
eher amastigoten als promastigoten Leishmanien ahnelten, sollte die Synthese
amastigoten-spezifischer Proteine im Western Blot Uberpriift werden. Hierzu wurden die
bereits in 3.2.8.2 eingefiihrten Mitglieder der L. donovani A2-Genfamilie und das HSP100
untersucht. Es wurde eine in vitro-Stadiendifferenzierung mit ALdDC2"P-1 Zellen bis Tag 3
durchgefiihrt. Auf Grund des unterschiedlichen Wachstumsverhalten der knock-out Zellen,
konnte fiur die anschlieBende Western Blot-Analyse der aus dieser Differenzierung
resultierenden Zellextrakte ein Einsetzten gleicher Zellzahlen nicht garantiert werden. Da
aber ausschlieBlich das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein der untersuchten Proteine
und nicht die relativen Mengen untersucht werden sollte, konnte dies hier vernachlassigt
werden. Abb. 28 A zeigt, dass die Expression der A2-Genfamilie in der knock-out-Mutante
ein im Vergleich zum WT anderes Muster aufweist. Schon in den promastigoten Zellen lasst
sich eine schwache Expression erkennen, die an Tag 1 zunimmt und sich dann bis Tag 3
nicht mehr verandert. HSP100 im Gegensatz zeigt das gewohnte Muster (siehe Abb. 28 B),
an Tag 0 ist das Protein nicht detektierbar. Der knock-out eines promastigoten-spezifischen
Proteins lost damit eine veranderte Expression der A2-Genfamilien, nicht aber des hsp100
in L. donovani aus.
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Abb. 28

Synthese amastigoten-spezifischer Proteine in ALdDC2"P-Mutanten

Western Blots von Zellextrakten der in vitro-Stadiendifferenzierung Tag O bis Tag 3 von WT L. donovani
Zellen und ALdDC2"P-Mutanten. Die Zellen wurden direkt in heiBem SDS-Probenpuffer lysiert, in 10%-igen
SDS-Gelen getrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferriert. Die Blots wurden entwickelt mit einem
Anti-A2 monoklonalem Antiserum (A), einem Anti-HSP100/HSP90/HSP70 Antiserum (B) sowie einem f3-
Tubulin Antiserum (als Ladekontrolle) (C). Molekulare Standards sind auf der linken Seite angegeben.

3.3.10 In vitro-Infektion von peritonealen Exsudat Zellen

Um zu duberprifen, ob die ALdDC2-Mutanten eine veranderte Infektiositat
aufwiesen, wurde eine in vitro-Infektion von peritonealen Exsudat Zellen durchgefiihrt. L.
donovani WT, ALdDC2"P-1 sowie die rekonstituierte Mutante wurden fiir 24 Stunden mit
peritonealen Exsudat Zellen inkubiert. Abb. 29 zeigt reprasentative Ausschnitte aus
mikroskopischen Untersuchungen der Giemsa-gefarbten Zellen. Es sind auBerdem die
Ergebnisse von zwei unabhangigen Experimenten graphisch dargestellt. Dazu wurde jeweils
die Anzahl an infizierten Zellen bestimmt, indem ca. 400 Makrophagen ausgezahlt wurden.
Da auf Grund der natirlichen Variabilitat des Experiments die Werte stark streuen, wurde
der WT-Wert gleich eins und die zu vergleichenden Werte im Verhaltnis dazu gesetzt. Die
ALADC2"P-1 Mutante weist eine im Vergleich zum WT verénderte Infektiositat auf. Sie ist
im Durchschnitt doppelt so hoch wie die des WT. Die rekonstituierte Mutante weist wieder
ein Verhalten ahnlich dem des WT auf. Die mikroskopischen Bilder zeigen, dass ein
GroBteil der WT-Zellen die Wirtszellen zu dem untersuchten Zeitpunkt noch nicht invadiert
hat. Diese extrazellularen Zellen wurden in die Zahlungen nicht mit aufgenommen.
Dasselbe Verhalten ist auch bei der rekonstituierten Mutante zu erkennen. Die ALdDC2-
Mutanten hingegen liegen zu dem untersuchten Zeitpunkt bereits fast alle intrazellular vor.
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Abb. 29

in vitro-Infektion von peritonealen
Exsudat Zellen mit ALdDC2"P-Mutanten
Adharente peritoneale Exsudat Zellen
wurden im Verhadltnis 1:10 mit WT-,
ALdDC2"P- 1, bzw. ALdDC2"P-1  +
LdDC2:pX63pol (rek.) L. donovani
inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen
fixiert, einer Giemsa-Farbung unterzogen
und mikroskopisch untersucht. Es sind
reprasentative Ausschnitte dieser
mikroskopischen Untersuchung dargestellt.
AuBerdem wurde die Anzahl an infizierten
Zellen bestimmt. Dazu wurden insgesamt
jeweils 400 Zellen ausgezahlt. Zu einem
besseren Vergleich, wurden die WT-Werte
gleich eins und die zu vergleichenden
Werte im Verhaltnis dazu gesetzt.
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4. Diskussion

4.1 Proteomanalyse der Stadiendifferenzierung von L. donovani

4.1.1 Vergleich der Proteinmuster und Identifizierung stadien-

spezifischer Proteine

Die Transformation von Parasiten der Gattung Leishmania von der promastigoten in
die amastigote Form ist ein komplexer Differenzierungsprozess, der die kontrollierte
Expression und Regulation verschiedenster Gene erfordert. Wahrend ihres Lebenszyklus
mussen die Parasiten unter sehr unterschiedlichen Bedingungen in ihren Wirten Uberleben
und sind zudem den Abwehrmechanismen der Insektenvektoren sowie der Saugetierwirte
ausgesetzt. Eine quantitative Analyse der Proteinzusammensetzung bzw. der im Verlauf der
Parasitendifferenzierung auftretenden Unterschiede der Proteinmengen, sollte die
molekularen Mechanismen, die diesem Prozess zu Grunde liegen, weiter aufklaren. Wie
schon in der Einleitung dargestellt, findet in Leishmanien, als Mitglieder der Ordnung
Kinetoplastida, die Genregulation groBtenteils auf post-transkriptioneller Ebene statt. Die
Menge an vorhandener mRNA korreliert daher nicht unbedingt mit der Menge synthetisierter
Proteine. Daher ist es sinnvoll, die Unterschiede direkt auf Proteinebene zu untersuchen,
wie z. B. mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese. AuBerdem konnten Proteinmodifikationen, wie
z. B. Phosphorylierungen und Glykosylierungen, eine Rolle bei solchen
Differenzierungsprozessen spielen. Das Auftreten solcher Modifikationen kann mit dieser
Technik ebenfalls untersucht werden. Die Methode der vergleichenden Proteomanalyse
wurde bereits fur die Untersuchung der Stadiendifferenzierung anderer Leishmania-Spezies,
wie L. infantum (El Fakhry et al., 2002) und L. mexicana (Nugent et al., 2004) angewandt.
Fur diese beiden Spezies ist es, wie auch fir die hier untersuchte Art L. donovani, moglich
die Stadiendifferenzierung in vitro zu vollziehen und so ausreichend Material fur eine
Proteomanalyse zu erhalten.

Insgesamt konnten ungefahr 700 Proteine in den 2D-Gelen der Tage 0 und 3 der in
vitro-Stadiendifferenzierung von L. donovani separiert werden. Dies reprasentiert ca. 10%
der im Zuge des Genomprojekts identifizierten 8213 Protein-kodierenden Gene in Leishmania
(http://www.genedb.org/genedb/leish/index.jsp). Von diesen 700 Proteinen wurden ca. 40
als stadien-spezifisch reguliert identifiziert. Da in der hier vorliegenden Studie ausschlieBlich
Coomassie-Brilliant-Blau Farbungen, Gesamtproteinextrakt und nur zwei verschiedene pH-
Gradienten fiur die erste Dimension verwendet wurden, konnten im Vergleich zu den
Proteomanalysen der anderen Leishmania-Spezies wesentlich weniger Proteine visualisiert
werden. In diesen Studien konnten ca. 2000 Proteine getrennt werden (El Fakhry et al.,
2002; Nugent et al., 2004). 62 (El Fakhry et al., 2002), bzw. 156 (Nugent et al., 2004) davon
wurden als reguliert synthetisiert identifiziert. Die weitaus hohere Anzahl an regulierten
spots in der L. mexicana Analyse (Nugent et al., 2004) bedingte sich durch die Untersuchung
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von Anderungen im Proteinsynthesemuster wiahrend der Metazyklogenese als auch innerhalb
der Differenzierung zur Amastigote.

Das Verhaltnis von Gesamtanzahl der auf den 2D-Gelen dargestellten Proteinen zu der
Anzahl an differenziellen spots, ist bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten Proteomanalyse
vergleichbar mit dem der anderen Studien. Die sensitivste Methode zur Detektion von
Proteinen in Polyacrylamidgelen ist die Silberfarbung. Sie erlaubt allerdings keine
Quantifizierung der Proteinmengen, da die Farbungsintensitat nicht direkt mit der
Proteinmenge in Korrelation zu setzen ist. AuBerdem ist eine verlassliche ldentifizierung der
gefarbten Proteine mittels Massenspektrometrie nicht maoglich, weswegen sie in dieser
Studie nicht zum Einsatz kam.

Insgesamt wurden 41 spots aus den 2D-Gelen mittels MALDI-MS analysiert. Von ihnen
konnten 33 Proteine eindeutigen Datenbankeintragen zugeordnet werden. Da zusatzlich zu
der NCBI-Datenbank, ebenfalls die Proteindatenbank aus dem L. major Genomprojekt
durchsucht wurde, konnte eine ldentifizierung der meisten Proteine erwarten werden.
Allerdings ist die Annotation der Proteine noch nicht vollstandig, was erklaren konnte,
warum acht der erhaltenen Peptidmassen-fingerprints nicht zugeordnet werden konnten.
Moglich waren allerdings auch unvollstandige Peptidmassenspektren, die flir eine
Identifizierung der entsprechenden Proteine nicht ausreichend waren. Auf Grund der hohen
Konservierung der Aminosauresequenzen von L. major und L. donovani (92-96%), konnte
zusatzlich die L. major GeneDB Datenbank verwendet werden. Bei Durchsuchung der NCBI-
Datenbank konnten einige der Massen-fingerprints auch T. brucei, T. cruzi und Crithidia
fasciculata homologen Proteinen zugeordnet werden. Da alle diese Organismen ebenfalls zur
Familie der Trypanosomatidae gehoren, zeigen auch hier die Aminosauresequenzen hohe
Homologien.

Die Tabellen 2 und 3 (siehe 3.1.4) zeigen, dass die 33 identifizierte Proteine 29
verschiedene Molekiile darstellen. Bei den restlichen vier handelte es sich in drei Fallen um
interne Kontrollen, die eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zeigten. Das a-Tubulin
wurde zweimal identifiziert. Die beiden spots zeigten in den 2D-Gelen eine ahnliche
Regulation, allerdings wurden leicht abweichende molekulare Massen und isoelektrische
Punkte bestimmt. Es konnte sich hierbei um Degradationsprodukte handeln. In der
Proteomanalyse der Stadiendifferenzierung von L. mexicana wurden ebenfalls amastigoten-
spezifische Tubulin-Fragmente identifiziert (Nugent et al., 2004).

19 der 29 Proteine zeigten eine promastigoten-spezifische Regulation. Von denen
elf in der anschlieBenden MALDI-Analyse identifiziert werden konnten. Acht von ihnen
konnten bereits bekannten Proteinen zugeordnet werden, bei drei handelte es sich um
hypothetische Proteine unbekannter Funktion. Drei der bereits bekannten Proteine sind in
die Aminosauresynthese involviert (Adenosylhomocysteinase, S-Adenosylmethioninsynthase
und Glutaminsynthase). Bei drei weiteren Proteinen handelt es sich um
Energiestoffwechsel- oder Phosphorylierungsenzyme (Aldolase-Epimerase verwandtes
Protein 2, Adenylatkinase und LACK). Das cdc27- verwandte Kerngerist Protein und der
Replikationsfaktor A sind an der Zellzykluskontrolle beteiligt.

Zehn der 29 identifizierten Proteine waren amastigoten-spezifisch. Sieben dieser
zehn amastigoten-spezifischen Proteine wiesen eine eindeutig bekannte Funktion auf. Drei
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dieser Proteine sind in die zellulare Stressantwort involviert (ATPase, HSP90,
Peroxiredoxin). Ihre Regulation wurde schon in anderen Organismen im Zusammenhang mit
Stresssituationen beschrieben. Streptococcus mutans z. B. zeigt nach pH-Erniedrigung
ebenfalls ein erhohtes ATPase-Proteinniveau (Quivey et al., 2000). In Leishmanien konnte
eine gesteigerte Synthese von HSP90 nach Hitzeschock gezeigt werden (Brandau et al.,
1995) und auch Peroxiredoxine wurden bereits als reguliert synthetisiert identifiziert (siehe
4.2.4). o-Tubulin und CAB55346 (im Verlauf dieser Arbeit als die 70 kDa Untereinheit des
outer dynein arm docking complex identifiziert) sind Teile des Cytoskeletts. Das Poly-Zink-
Finger Protein und das Poly(A)-Bindungsprotein sind an genregulatorischen Prozessen
beteiligt. Dies konnte bereits fur beide Proteine gezeigt werden (Abeliovich et al., 1993;
Bates et al., 2000; Espinosa et al., 2003; Hendriks et al., 2003; Webb and McMaster, 1993).

Die hier identifizierten, stadien-spezifischen Proteine lassen sich somit in
Kategorien zusammenfassen, die auch in den Proteomanalysen von L. infantum und L.
mexicana identifiziert wurden. Zu diesen Kategorien zahlen unter anderem
Energiestoffwechsel, Stressantwort, Signaltransduktion und Phosphorylierungsvorgange
sowie genregulatorische Prozesse. Auf Grund der veranderten Stoffwechselvorgange in
amastigoten Zellen ist eine Regulation der beteiligten Proteine sehr wahrscheinlich. Auch
ist eine erhohte Synthese von Proteinen, die an der zellularen Stressantwort beteiligt sind,
innerhalb der Differenzierungsvorgange unumganglich, um die Parasiten an die
veranderten Umweltbedingungen anzupassen. Durch Signaltransduktionskaskaden konnen
diese aulBeren Signhale effizient intrazellular weitergegeben werden. Bisher sind die
Mediatoren solcher Signale in Kinetoplastiden noch nicht bekannt, mit groBer
Wahrscheinlichkeit sind aber, wie auch in Hefen und hoheren Eukaryoten, Proteinkinasen
und Phosphatasen beteiligt.

Im ersten Teil dieser Arbeit (siehe 3.1) wurde gezeigt, dass mit Hilfe einer
vergleichenden Proteomanalyse Unterschiede im Proteinsynthesemuster der verschiedenen
Stadien des Differenzierungsprozesses von L. donovani dargestellt werden konnen. Trotz
eines nicht vorhandenen Genomprojekts fur L. donovani konnte der Grofteil der Proteine
identifiziert werden. Durch Fraktionierung der Zellextrakte und den Gebrauch von engeren
pH-Gradienten in der ersten Dimension konnte eine hohere Auflosung der Proteome
erreicht werden, was eine noch eingehendere Untersuchung der unterschiedlichen
Proteinmuster erlauben wiirde. Zukiinftig konnten auBerdem die wahrend der in vitro-
Stadiendifferenzierung beobachteten Veranderungen der Genexpression mit den
Expressionsmustern von aus Wirtszellgewebe isolierten amastigoten Parasiten verglichen
werden. Hierbei ergibt sich allerdings das Problem der Probenmenge, da es sehr schwierig
ist, ausreichend Parasitenmaterial fir eine umfassende Proteomanalyse zu generieren.
AuBerdem besteht die Gefahr von Kontaminationen der Proben mit Wirtszellkomponenten.

4.1.2 Auswahl amastigoten-spezifischer Proteine fiir weitere Untersuchungen

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit sollte die nahere Charakterisierung einiger
stadien-spezifischer Proteine sein. Es wurde sich dabei ausschlieBlich auf die amastigoten-
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spezifischen Proteine konzentriert, da es sich bei den Amastigoten um das
Saugetierstadium des Parasiten handelt und es das fir die Pathologie der Krankheit
Leishmaniose verantwortliche Stadium ist. Zehn verschiedene, amastigoten-spezifische
Proteine konnten im Verlauf der Analyse identifiziert werden (siehe Tabelle 3, 3.1.4). Bei
ihnen handelte es sich um flinf Proteine mit einer eindeutigen theoretischen Funktion
(ATPase pB-Untereinheit, HSP 83, Peroxiredoxin, Poly-Zink-Finger Protein und a-Tubulin).
AuBerdem wurden funf hypothetische Proteine (CAB55364, putatives poly(A)-
Bindungsprotein sowie drei hypothetische Proteine aus der L. major GeneDB Datenbank)
erkannt. Bei der ATPase f-Untereinheit, HSP 83 und a-Tubulin handelt es sich um
essentielle Proteine des Stoffwechsels oder Cytoskeletts. Dies macht sie ungeeignet fur
bestimmte Untersuchungstechniken, wie z.B. knock-out Studien. Zudem handelt es sich bei
diesen Proteinen um bereits sehr gut untersuchte Molekdle.

Bei Poly-Zink-Finger Proteinen handelt es sich um potentielle DNA/RNA-
Bindungsproteine, die bereits bei anderen Trypanosomatiden beschrieben wurden und im
Allgemeinen an genregulatorischen Prozessen beteiligt sind (Abeliovich et al., 1993;
Espinosa et al., 2003; Hendriks et al., 2003; Webb and McMaster, 1993). lhre Fahigkeit,
einzelstrangige Nukleinsauren zu binden, konnte fir alle der untersuchten Trypanosomen-
Proteine bestatigt werden. Das Poly-Zink-Finger Protein von T. brucei ThCPSF30 ist
essentiell fur die Spaltung von polycistronischer RNA und Polyadenylierung (Hendriks et al.,
2003). Im Rahmen dieser Arbeit konnte allerdings auf Grund technischer Schwierigkeiten
nicht weiter mit der Bearbeitung dieses Proteins fortgefahren werden, obwohl es in
Anbetracht seiner bereits beschriebenen Eigenschaften ein fir weitere Untersuchungen
interessantes Molekiil gewesen ware.

Peroxiredoxine sind antioxidantische Enzyme. Sie sind involviert in den Schutz
gegen reaktive Sauerstoffspezies, spielen eine Rolle bei Proliferations- und
Differenzierungsprozessen und sind bereits bei anderen Organismen als stadien-spezifisch
reguliert identifiziert worden (z. B. L. chagasi, Plasmodium falciparum, Onchocerca
volvulus). Dies macht sie interessant fur weiterfuhrende Untersuchungen beziglich ihrer
Funktion innerhalb von L. donovani, zumal auch gerade Uber die mitochondrialen Proteine
dieser Enzymgruppe bei Kinetoplastiden bisher wenig bekannt ist.

Hypothetische Proteine bergen beziglich ihrer Charakterisierungsmoglichkeiten
ebenfalls ein groBes Potential. Vorraussetzung dabei ist allerdings, mindestens einige
Anhaltspunkte hinsichtlich ihrer moglichen Funktionen zu haben, wie z. B. konservierte
Sequenzmotive oder ahnliches. Da fiir das Protein Nr. 20 (CAB55364) ein Sequenzmotiv
bzw. eine Homologie zu einem bereits bekannten Protein gefunden wurde, wurde dieses
Protein fur weitere Charakterisierungsstudien ausgewahlt. Es handelt sich bei diesem
Protein um eine Untereinheit des outer dynein arm docking complex, einem
Strukturprotein des Flagellums. Da die Ausbildung dieser Struktur spezifisch fur ein
Stadium des Lebenszyklus von Leishmanien ist, sind solche Proteine in dem hier
untersuchten Zusammenhang ebenfalls sehr interessant. Die Abweichung zum erwarteten
Expressionsmuster wird ausfiihrlich diskutiert.
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4.2 Peroxiredoxine in Trypanosomatiden

Peroxiredoxine besitzen antioxidantische Fahigkeiten und reduzieren in Anwesenheit
von Elektronendonatoren, wie z. B. Thioredoxin oder Tryparedoxin, Peroxide mit Hilfe
reaktiver Cysteinreste in ihrem aktiven Zentrum (Chae et al., 1994). Im Gegensatz zu
anderen bekannten antioxidantischen Enzymen besitzen sie weder gebundene Metallionen
(wie z. B. Superoxiddismutasen) noch prosthetische Gruppen (wie z. B. Katalasen). Neben
reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS) konnen Peroxiredoxine auch reaktive
Stickstoffverbindungen (RNS), wie z. B. Peroxynitrit oder Stickstoffmonoxid reduzieren
(Bryk et al., 2000; Hofmann et al., 2002; Peshenko and Shichi, 2001; Poole and Ellis,
1996).

Die Parasiten der Familie Trypanosomatidae haben einen Thiol-Stoffwechsel, der sich
von denen hoherer Eukaryoten und Prokaryoten sehr stark unterscheidet. Sie besitzen
weder ein Glutathion/Glutathionreduktase System noch Katalasen und
Glutathionperoxidasen (Fairlamb and Cerami, 1992). Es wird angenommen, dass das Thiol
Trypanothion eine zentrale Rolle innerhalb des Peroxid-Stoffwechsels spielt (Henderson et
al., 1987; Penketh and Klein, 1986; Penketh et al., 1987). Trypanothion ist ein
Glutathion:Spermidin-Konjugat und wird durch NADPH-abhangige Trypanothionreduktasen
in seiner reduzierten Form gehalten. Tryparedoxin, ein entferntes Homolog zu Thioredoxin
vermittelt den Elektronentransfer zwischen Trypanothion und Peroxiredoxinen (Guerrero
et al., 1999; Levick et al., 1998; McGonigle et al., 1997; Nogoceke et al., 1997; Tetaud et
al., 2001). Peroxiredoxine sind die terminalen Peroxidasen dieser einzigartigen Kaskade
von Oxidoreduktasen, die Peroxide unter dem Verbrauch von NADPH reduzieren (siehe Abb.
30). Bedingt durch das Fehlen, bzw. die geringe vorhandene Menge von anderen weitaus
effizienteren antioxidantischen Enzymen, sind sie das hauptsachliche Peroxid-entgiftende
Enzym in Kinetoplastiden. Folglich scheinen Peroxiredoxine ein Schlisselenzym in der
Abwehr von oxidativem Stress in diesen Organismen zu sein (Nogoceke et al., 1997).

NADPHD( TRredD( T(SH)zDC Txnred)( Prxred)( ROH+0,

NADP TRox TS, Txnox Prxox ROOH

Abb. 30

Kaskade der Trypanothion-abhangigen Oxidoreduktasen in Trypanosomatiden

Trypanothiondisulfid (TS;) wird durch das NADPH-abhangige Flavoprotein Trypanothionreduktase (TR) zu
Dihydrotrypanothion (T(SH);) umgewandelt. T(SH), kann dann Reduktionsaquivalente auf Tryparedoxin

(Txn) Ubertragen, das wiederum als Elektronendonor fiir Peroxiredoxine (Prx) dient. Peroxiredoxine sind
so in der Lage, H,0, und Alkylhydroperoxide (ROOH) zu metabolisieren.

4.2.1 Funktionen von Peroxiredoxinen in Leishmania und anderen Organismen

Zu den Abwehrmechanismen von parasitierten Makrophagen gehdren unter anderem
die Produktion von RNS und ROS. Diese Verbindungen konnen mit Proteinen, DNA und
Lipiden interagieren und wurden mit einer Vielzahl zellularer Vorgange wie z. B.
Signaltransduktion, Redox-Homoostase, Apoptose, Alterungsprozessen, Aktivierung von T-
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Zellen, Tumorwachstum und Pathogeninfektionen in Verbindung gebracht (Butterfield et
al., 1999; Droge, 2002; Nathan and Shiloh, 2000; Wood et al., 2003). Leishmania-Parasiten
sind anfallig gegeniiber ROS und RNS-vermittelter Toxizitat (Murray and Nathan, 1999;
Wilson et al., 1994). Um in Gegenwart dieser Molekile innerhalb der Makrophagen zu
uberleben und eine Infektion zu etablieren, mussen sie Mechanismen entwickelt haben,
diese zu inaktivieren.

Wahrend ihres Lebenszyklus kommen Leishmanien mit Oxidantien aus
verschiedensten Quellen in Berihrung. H,;0,, Hydroperoxid, Superoxidradikale (O;") und
Peroxynitrit werden wahrend des oxidativen bursts innerhalb der Phagolysosomen der
Makrophagen produziert (Murray, 1982). H,0, entsteht in Kinetoplastiden auBerdem als
Nebenprodukt der mitochondrialen Elektronentransportkette (Turrens and Cazzulo, 1987).

In C. fasciculata (Steinert et al., 1999), T. cruzi (Wilkinson et al., 2000), T. brucei
(Tetaud et al., 2001) und L. infantum (Castro et al., 2002b) wurde das Vorhandensein von
Peroxiredoxinen im Cytosol gezeigt. Diese intrazellulare Lokalisierung scheint fur einen
Schutzmechanismus gegen oxidativen Stress von auBen ideal zu sein. Es wurden aber auch
schon in anderen Kinetoplastiden wie T. cruzi (Wilkinson et al., 2000), L. infantum (Castro
et al., 2002a) und T. brucei (Tetaud et al., 2001) Peroxiredoxine mit mitochondrialen
Signalsequenzen gefunden.

Den Peroxiredoxinen wurden neben der Entgiftung von ROS und RNS noch weitere
Funktionen zugeordnet, wie z. B. die Regulation von H,0,-vermittelter Signaltransduktion
in hoheren Eukaryoten (Wood et al., 2003) sowie eine Involvierung in der Regulation von
Apoptose (Chang et al., 2004; Nonn et al., 2003).

4.2.2 Analyse der Aminosauresequenz von LdmPrx

Bei dem amastigoten-spezifischen Peroxiredoxin von L. donovani handelt es sich um
ein mitochondriales 2-Cys Peroxiredoxin, das ein Homolog zu bereits identifizierten
Peroxiredoxinen darstellt. Es bildet jedoch zusammen mit den homologen Enzymen aus L.
infantum (Castro et al., 2002a), T. brucei (Tetaud et al., 2001) und T. cruzi (Wilkinson et
al., 2000) eine neue Gruppe innerhalb dieser Enzyme, die alle eine mitochondriale
Lokalisierung zeigen. Sie teilen den N-terminalen, konservierten Cysteinrest, der innerhalb
eines flr alle Peroxiredoxine typischen VCP-Motivs lokalisiert ist. Dieser Cysteinrest bildet
das Redoxzentrum, das fir die Interaktion mit dem Hydroperoxid verantwortlich ist
(Alphey et al., 2000). Das zweite Redoxzentrum, das mit Tryparedoxin interagiert,
unterscheidet sich jedoch von dem anderer Peroxiredoxine. Das bei den cytosolischen
Formen der Enzyme auch hier vorhandene VCP-Motiv ist gegen die Aminosaureabfolge IPC
ausgetauscht. Die umgebenden Sequenzen sind, verglichen mit den cytosolischen Enzymen,
ebenfalls etwas unterschiedlich. Nichtsdestotrotz sind ein basisches Zentrum und ein
saurer Rest vorhanden, die die Tryparedoxin-Interaktion vermitteln (Flohe et al., 2002).
Diese Eigenheiten tragen vermutlich zu der Spezifitat mitochondrialer Peroxiredoxine bei.

Ein weiteres Merkmal dieser Enzymgruppe ist das fir Eukaryoten typische N-
terminale, mitochondriale Importsignal, bestehend aus 27 Aminosauren. Es ist bekannt,
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dass der Transport von Proteinen in die Mitochondrien in Trypanosomatiden sich nicht
wesentlich von den Mechanismen in hoheren Eukaryoten unterscheidet (Hausler et al.,
1997). Die Sequenz ist charakterisiert durch das Vorhandensein einiger hydrophober und
positiv geladener Aminosauren, die den Transport iUber die mitochondriale Membran
vermitteln. Saure Aminosaurereste fehlen ganzlich.

4.2.3 Charakterisierung der Enzymaktivitaten von LdmPrx und Lokalisierung

des Proteins innerhalb der Mitochondrien

Alle bisher analysierten Peroxiredoxine zeigen Peroxidase-Aktivitat in vitro. Auch
LdmPrx ist in der Lage, H;O; und t-BOOH in Konzentrationen ahnlich denen anderer
Leishmania-Peroxiredoxinen zu entgiften (Barr and Gedamu, 2001; Castro et al., 2002b).

Es konnte ebenfalls ein Schutz vor Hydroxylradikal-induzierten DNA-Strangbriichen
gezeigt werden. Dies steht im Einklang mit der Lokalisierung des Enzyms innerhalb der
Mitochondrien. H;0, kann mit sehr vielen biologischen Makromolekilen interagieren, zu
denen auch DNA zahlt. Zu den Hauptursachen der Entstehung zellularer Schaden zahlen die
hochreaktiven Hydroyxlradikale (HO). Sie werden durch die Fe’-vermittelte Fenton-
Reaktion gebildet und konnen zu DNA-Stangbriichen und Mutagenese fuhren (Cochrane,
1991). Das gehaufte Vorkommen von LdmPrx-Molekiilen in der unmittelbaren Nahe des
Kinetoplasten konnte ein Schutz des mitochondrialen Genoms vor direkten oder indirekten,
durch Peroxide ausgelosten Schaden vermitteln. Eine vergleichbare Lokalisierung wurde
auch fur das mitochondriale Peroxiredoxin von T. cruzi beobachtet (Wilkinson et al.,
2000). Auch dieses Enzym wurde konzentriert in der Nahe des Kinetoplasten gefunden. Fur
die anderen trypanosomatiden Peroxiredoxine wurde dies bisher nicht untersucht.

4.2.4 Expression von [dmprx

Wie bereits in 1.7 beschrieben findet die Genregulation bei Organismen der Ordnung
Kinetoplastida auf post-transkriptioneller Ebene statt. Die Menge an vorhandener mRNA
korreliert daher nicht unbedingt mit der Abundanz des entsprechenden Proteins. Northern
Blot-Analysen des ldmprx-Gens zeigen, dass die RNA-Menge im Verlauf der in vitro-
Stadiendifferenzierung nicht wesentlich erhoht wird. Die Proteinmenge hingegen steigert
sich wahrend des Transformationsprozesses und innerhalb des Kulturverlaufes von friih- zu
spat-logarithmischer Wachstumsphase der Parasiten. Eine Behandlung rekombinanter
Leishmanien mit dem Antibiotikum Bleocin fuhrt ebenfalls zu einer Erhohung der
Expression von ldmprx (siehe 3.2.8.1). Diese Ergebnisse zeigen, dass verschiedene, stress-
verursachende Parameter wie Hitzeshock, pH-Erniedrigung, dichter werdende Zellkultur
und Antibiotika-Behandlung einen Einfluss auf die Regulation der entsprechenden
Proteinmenge haben. Eine differentielle Expression von Peroxiredoxinen wurde schon fir
andere Organismen beschrieben. Fir die drei charakterisierten Peroxiredoxine von L.
chagasi wurde eine Expression des [cpxn 1 vorwiegend wahrend des amastigoten Stadiums
gezeigt, wohingegen [cpxn 2 und 3 hauptsachlich im promastigoten Stadium exprimiert
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werden. Bei den von ihnen kodierten Proteinen handelt es sich allerdings nicht um
mitochondriale Enzyme (Barr and Gedamu, 2001). Auch andere parasitische Organismen,
wie P. falciparum (Kawazu et al., 2000) und O. volvulus (Lu et al., 1998) weisen eine
stadien-spezifische Regulation von Peroxiredoxinen auf. PfPrx wird innerhalb des
Trophozoiten-Stadiums der Plasmodien hochreguliert. Die Menge an Thioredoxin Peroxidase
in O. volvulus nimmt im Verlauf der Differenzierung zur infektiosen L3-Larve zu. Bei diesen
beiden Proteinen handelt es sich aber ebenfalls nicht um die mitochondriale Form des
Enzyms.

Die Regulation eines mitochondrialen Peroxiredoxins wurde fiir Hefe beschrieben. Das
Protein Prx1p aus S. cerevisiae wird im Zusammenhang mit dem Umschalten der Zellen auf
einen oxidativen Stoffwechsel und als Antwort auf oxidativen Stress hochreguliert
(Pedrajas et al., 2000). Bei hoheren Eukaryoten gibt es auBerdem Hinweise auf eine
differentielle Expression des mitochondrialen Peroxiredoxins prdx3. Das Gen zeigt ein
verandertes Expressionsmuster wahrend neurodegenerativer Erkrankungen, wie dem Down-
Syndrom und der Pick-Erkrankung (Krapfenbauer et al., 2003).

4.2.5 Generierung einer Amprx-Mutante

Es wurde bisher kein knock-out eines Peroxiredoxin-Gens in Kinetoplastiden
beschrieben. Die Gene scheinen fir die Parasiten essentiell zu sein. Wilkinson und
Mitarbeiter wahlten die Methode der RNA-Interferenz (RNAi), um die biologischen
Funktionen von Peroxiredoxinen in Trypanosomen zu untersuchen. Die Depletion von
ThbCPX, einem cytoplasmatischen Peroxiredoxin, in T. brucei mittels RNAi hatte einen
dramatischen Effekt. Innerhalb von 48 Stunden starb ein GroBteil der untersuchten Zellen,
die nicht mehr in der Lage waren, die endogen produzierten Peroxide zu entgiften. Die
Induktion von RNAi war auBerdem mit einer 16-fachen Steigerung der Suszeptibilitat
gegenuber exogenem H,0; verbunden. Als die Synthese des mitochondrialen Enzyms TbMPX
verringert wurde, ergaben sich keine Anderungen hinsichtlich der Wachstumsrate oder der
Suszeptibilitat gegeniiber H,0, (Wilkinson et al., 2003). Dies korreliert mit dem Einstellen
samtlicher mitochondrialer Funktionen, einschlieBlich der Atmungskette, in den
Blutstromformen der Trypanosomen. In Leishmanien dagegen sind die Mitochondrien
wahrend des gesamten Lebenszyklus aktiv, so dass Peroxiredoxine essentiell fur die
Parasiten zu sein scheinen. Da die Methode der RNA-Interferenz in Leishmanien nicht
angewandt werden kann, missen die kodierenden Gene der zu untersuchenden Proteine
ausgeschaltet werden. Hierzu bedient man sich der Methode der homologen
Rekombination.

Der in 3.2.7 beschriebene Versuch, eine Amprx knock-out-Mutante zu erzeugen,
konnte nicht erfolgreich durchgeflihrt werden. Wie erwahnt, war es nicht moglich, mit aus
L. major DNA-Sequenzen abgeleiteten Oligonukleotiden das entsprechende Fragment der
5°-UTR aus genomischer DNA von L. donovani zu amplifizieren. Wahrscheinlich bestanden
zu groBe Unterschiede innerhalb der gewahlten Oligonukleotidsequenzen, so dass keine
Anlagerung an die DNA stattfinden konnte.
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Die Transfektion von L. donovani mit aus L. major DNA amplifizierten Konstrukten
konnte kein Rekombinationsereignis in den entsprechenden Genlokus hervorrufen. Dies
entspricht den bereits erwahnten anzunehmenden Sequenzunterschieden innerhalb der 5°-
UTR des Peroxiredoxin-Gens. Eine Sequenzierung der L. donovani mprx 5" -UTR wurde nicht
durchgefiihrt, da die im Folgenden diskutierten Ergebnisse aus Transfektionsexperimenten
mit L. major, auf eine Notwendigkeit des Vorhandenseins des Proteins innerhalb der
Parasiten hinwiesen. Um eine knock-out-Mutante des entsprechenden Gens in L. major zu
generieren, wurde zunachst ein Allel des mprx-Gens erfolgreich ausgetauscht. In weiteren
Versuchen, das zweite Allel zu ersetzen, konnte zwar die Integration des
Selektionsmarkers nachgewiesen werden, nicht aber eine verringerte Synthese des
Proteins. Die Menge an mPrx-Protein nahm im Vergleich zu der Ein-Allel-Deletionsmutante
sogar wieder deutlich zu (Daten nicht gezeigt). Dies konnte auf eine eventuelle
Verdoppelung des gesamten Chromosoms oder nur eines Chromosomenabschnitts
zuruckzufiihren sein. Dieses Phanomen wurde fir Leishmanien schon friher beschrieben.
Der Versuch, einen homozygoten knock-out des Gens der Dihydrofolatreduktase-
Thymidylatsynthase (dhfr-ts) in L. major zu erzeugen, resultierte bei dem vorherrschenden
Teil der analysierten Einzelklone in einer Tetraploidie oder einer Trisomie des
entsprechenden Chromosoms (Cruz et al., 1993). Ebenso wurde bei dem Versuch, das Gen
fur die Trypanothionreduktase (TR) in L. major auszuschalten, eine partielle Trisomie des
TR-Lokus nach gezieltem Gen-knock-out nachgewiesen (Dumas et al., 1997). Nachdem
beide Allele des Gens erfolgreich ersetzt werden konnten, wurde eine dritte Kopie des
Gens als Folge einer genomischen Umstrukturierung generiert, die eine Translokation der
TR-enthaltenden Region auf ein anderes Chromosom beinhaltete. Es wird vermutet, dass
diese Ereignisse auf die Lebensnotwendigkeit der jeweiligen Genprodukte zuriickzufiihren
sind. Ob es bei dem in dieser Arbeit untersuchten Peroxiredoxin-Gen ebenfalls zu einem
solchen Ereignis gekommen ist, wurde im Verlauf der Arbeit nicht untersucht.

Um zu klaren, ob ein Ausschalten des Gens letal fiir die Leishmanien ist, sollte in
mprx-Uberexprimierenden Zellen ein gezielter Gen-knock-out durchgefiihrt werden. Mit
Hilfe des in 3.2.8 beschriebenen Vektors LdmPrx:pX63pol wurde eine Uberexpression in L.
major hervorgerufen und die rekombinanten Parasiten mit DNA-Konstrukten fir die
homologe Rekombination transfiziert (Daten nicht gezeigt). Die Zellen sollten nun, auch im
Falle einer Letalitat des knock-outs, normales Wachstumsverhalten zeigen, da sie das
anscheinend lebenswichtige Protein nicht verlieren, sondern das Gen von einer episomalen
Kopie exprimieren. Unterbricht man die Zugabe des Antibiotikums, dessen Resistenz auf
dem Vektor kodiert ist, konnte man uberpriifen, ob eine Selektion auf solche Parasiten
stattfindet, die das Plasmid auch ohne Zugabe des entsprechenden Antibiotikums tragen.
So ware eine eventuelle stadien-spezifische Lebensnotwendigkeit des Proteins zu
uberprifen gewesen. Da das Peroxiredoxin nur in sehr geringen Konzentrationen im
promastigoten Stadium der Parasiten vorhanden ist, konnte davon ausgegangen werden,
dass es wahrscheinlich in der amastigoten Form essentiell ist. Allerdings fuhrte auch
dieser Versuch nicht zu dem erwarteten Ergebnis. Nach einer ersten Transfektionsrunde
mit fir die homologe Rekombination verwendeten Konstrukten konnten viable Zellen
erhalten werden. In einer zweiten Runde war dies allerdings nicht mehr moglich. Es konnte
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nicht geklart werden, ob dies auf technische Schwierigkeiten oder biologische Phanomene
zurickzufiihren war.

4.2.6 Charakterisierung moglicher Funktionen von LdmPrx in vivo

4.2.6.1 Hat LdmPrx einen Einfluss auf andere stadien-spezifische Proteine?

Da die Generierung einer knock-out Mutante des untersuchten Peroxiredoxins nicht
erfolgreich war, wurde eine andere Methode zur Untersuchung moglicher Funktionen des
Proteins gewahlt. Hierzu wurde das Gen in Leishmanien uUberexprimiert und die
resultierende Proteinmenge in frith- bzw. spat-logarithmisch wachsenden Zellen mittels
Western Blot-Analyse uUberpruft (siehe 3.2.8.1). Da bereits innerhalb der endogenen
Expression ein Unterschied im Verlauf der Kultur beobachtet wurde, war eine
Untersuchung der verschiedenen Wachstumsphasen hier ebenfalls sehr wichtig. Es zeigte
sich, dass auch in diesem Experiment ein Unterschied zwischen friuh- und spat-
logarithmisch wachsenden Zellen zu detektieren war. Nur die fruh-logarithmisch
wachsenden Zellen zeigten im Vergleich zur Kontrolle einen sehr deutlichen Unterschied in
der vorhandenen Peroxiredoxinmenge. Behandlung mit dem Selektionsantibiotikum Bleocin
und die dichter werdende Kultur flihrten ebenfalls zu einer Steigerung der Proteinmenge.
Um zu gewahrleisten, dass eventuelle Unterschiede in den nachfolgenden Experimenten
auf die verschiedenen Mengen an Peroxiredoxin in den Parasiten zurickzufiihren war,
wurden ausschlieBlich Zellen aus der fruh-logarithmischen Phase eingesetzt.

Die Uberexpression von [dmprx zeigte keinen Einfluss auf das Synthesemuster anderer
stadien-spezifischer Proteine. Dazu wurden die Mitglieder der A2-Familie und das HSP100
untersucht, deren Expression durch bestimmte Faktoren beeinflusst werden kann. So
kommt es z. B. bei einer Inaktivierung von HSP90 durch den spezifischen Inhibitor
Geldanamycin zu einer Induktion der A2-Proteine und HSP100-Synthese ohne einen
zusatzlichen Hitzeschock (Wiesgigl and Clos, 2001). Die in rekombinanten Promastigoten
stark erhohte Synthese eines normalerweise hauptsachlich in Amastigoten vorhandenen
Proteins hatte ebenfalls zu einer Veranderung des Synthesemusters dieser Proteine fuhren
kénnen. Die Uberexpression von ldmprx zeigte aber keine diesbeziigliche Auswirkung.

4,2.6.2 Schiitzt Uberexpression von [dmprx vor oxidativem Stress?

In vitro nachgewiesene Peroxidase-Aktivitaten von LdmPrx beinhalten nicht zwingend
auch eine Funktion des Proteins im Schutz der Zellen vor oxidativem Stress in vivo. Wie
schon erwahnt konnen Peroxiredoxine auch andere biologische Funktionen ausiiben, wie z.
B. in der Signaltransduktion (Wood et al., 2003) oder wahrend der Regulation von Apoptose
(Chang et al., 2004).

Es konnte kein Schutz promastigoter (siehe 3.2.8.3.) oder auch intrazellularer
amastigoter Zellen (siehe 3.2.8.4) gegen exogen produzierten oxidativen Stress beobachtet
werden. Eine frihe Kontrolle von Leishmania-Infektionen im Tiermodell ist bedingt durch
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die Produktion von ROS und RNS (Gantt et al., 2001; Murray and Nathan, 1999). Die
Parasiten sind deshalb auf effektive antioxidantische Entgiftungsmechanismen angewiesen.
Die Uberexpression von cytoplasmatischen Peroxiredoxinen ist ausreichend, den Zellen
eine Resistenz gegeniiber exogenen Peroxiden zu vermitteln (Barr and Gedamu, 2001;
Castro et al., 2002b; Wilkinson et al., 2000). Die mitochondriale Lokalisierung von LdmPrx
scheint dagegen nicht geeignet zu sein, einen effektiven Schutz zu gewahrleisten. Die hier
ermittelten Daten beziiglich der Uberlebensraten promastigoter Leishmanien unter dem
Einfluss von oxidativem Stress und die Proliferationsraten amastigoter Parasiten in
peritonealen Makrophagen zeigen, dass LdmPrx eine andere biologische Funktion haben
muss.

4.2.6.3 LdmPrx und apoptose-ahnlicher Zelltod in Leishmanien

In Saugetierzellen ist die Produktion von ROS in Mitochondrien mit der Aktivierung
von Apoptose assoziiert (Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003; Wallace, 1999). Die
mitochondriale Erzeugung von ROS scheint ein frihes Ereignis in der apoptotischen
Signalkaskade zu sein, die durch TNF-a, Ceramid oder Glutamat initiiert wird (Schulze-
Osthoff et al., 1992). Andere Studien wiederum zeigen, dass die Produktion von ROS in
apoptotischen Zellen erst relativ spat zu beobachten ist (Jacobson and Raff, 1995). Die
meisten dieser Beobachtungen beziehen sich allerdings auf den Effekt von O, auf die
mitochondrialen Funktionen. Wie die Produktion von H,0, in den Mitochondrien deren
Funktion beeinflusst ist bisher ungeklart. Chang und Mitarbeiter demonstrierten das Prdx3
in den Mitochondrien von Saugetierzellen lokalisiert ist. Es ist dort sehr viel abundanter als
Glutathionperoxidase, was bisher als das wichtigste mitochondriale, H,0,-entgiftenden
Enzym angesehen wurde. Sie untersuchten auBerdem die regulatorische Funktion von Prdx3
innerhalb von durch Staurosporin oder TNF-a induzierter Apoptose. Durch die Depletion
von Prdx3 kam es zu einer Anhaufung von H,0; in den Mitochondrien, was wiederum eine
erhohte Apoptoserate zur Folge hatte (Chang et al., 2004). Eine weitere Studie zeigte
ebenfalls, dass Prdx3 ein wichtiges antioxidantisches Enzym innerhalb der Regulation
physiologischer H,0,-Spiegel ist. Die Uberexpression von prdx3 fiihrt zu einem
verlangsamten Zellwachstum, wahrend es vor Apoptose-induzierenden Effekten hoher
H,0,-Konzentrationen schutzt (Nonn et al., 2003).

Es gibt mittlerweile viele Berichte Uber Apoptose oder programmierten Zelltod-
ahnlichen Prozessen in einzelligen Organismen, wie z. B. Trypanosomatiden (Ameisen,
1996; Ameisen et al., 1996; Arnoult et al., 2002; Das et al., 2001; Lee et al., 2002)
(Mukherjee et al., 2002; Zangger et al., 2002), Bakterien (Sat et al., 2001), Hefe (Madeo
et al., 2002), Plasmodium (Al-Olayan et al., 2002), Dinoflagellaten (Vardi et al., 1999),
Dictyostelium discoideum (Cornillon et al., 1994) und Tetrahymena (Davis et al., 1992).
Allerdings ist Uber die molekularen Mechanismen dieser Art des programmierten Zelltodes
bisher erst sehr wenig bekannt. Das und Mitarbeiter konnten zeigen, dass L. donovani
promastigote Zellen nach Exposition mit H;0, verschiedene Merkmale der Saugetier-
Apoptose zeigen. Dies beinhaltet Chromatinkondensation im Kern, intrazellulare
Akkumulation von Ca®*, Aktivierung von Caspase-dhnlichen Proteasen, Fragmentierung von



DISKUSSION 94

zellularer DNA, Spaltung von Poly(ADP)Ribose-Polymerase (PARP)-ahnlichen Enzymen und
Verringerung des Zellvolumens (Das et al., 2001). In prozyklischen Formen von T. brucei
konnten durch Behandlung mit Concavalin A oder durch oxidativen Stress ebenfalls
morphologische Veranderungen, die auf einen apoptotischen Zelltod schlieBen lassen,
beobachtet werden (Ridgley et al., 1999; Welburn et al., 1999). Auch promastigote L.
amazonensis Zellen zeigen nach einem Hitzeschock klassische Merkmale von Apoptose, wie
z. B. Fragmentierung der zellularen DNA und Kondensation des Chromatins (Moreira et al.,
1996).

Zudem wurde kurzlich gezeigt, dass es nach Behandlung von L. donovani Zellen mit
H,0, zu einem Verlust des mitochondrialen Mebranpotentials kommt, was auf eine
Beteiligung dieses Organells an den Zelltod-vermittelnden Prozessen schliefen lasst
(Mukherjee et al., 2002). Mitochondriale Proteine konnten daher in die Regulation dieser
Vorginge involviert sein. Die Ergebnisse aus 3.2.8.5 zeigen, dass eine Uberexpression des
mitochondrialen Peroxiredoxins von L. donovani zu einem Schutz vor der durch H;0,
ausgelosten Degradation zellularer DNA fuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass nach
Behandlung mit 1-3 mM H,0, wesentlich weniger Zellen eine positive TUNEL-Farbung
aufwiesen. Die Methode der TUNEL-Farbung erlaubt eine zuverlassige Detektion von
apoptischen Zellen (Piqueras et al., 1996). Der beobachtete Effekt wird bei hoheren
Konzentrationen von, sowie bei langerer Inkubationsdauer mit H,O, wieder aufgehoben. Es
konnen dann in beiden untersuchten Populationen kaum noch TUNEL-positive Zellen
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die H;0,-Konzentration sowie die Dauer der
Inkubation scheinen hierbei kritisch zu sein.

Diese Ergebnisse bestatigen die fiur Saugetier-Peroxiredoxine beobachteten
Eigenschaften (Chang et al., 2004; Nonn et al., 2003). Eine solche Funktion konnte fur die
homologen Proteine aus Protozoen bisher noch nicht gezeigt werden. Um die molekularen
Mechanismen der, unter diesen Umstanden, hervorgerufenen Art des Zelltodes, naher zu
charakterisieren, miussten weitere Untersuchungen gemacht werden. Es ware
beispielsweise wichtig die intrazellulire Akkumulation von Ca?* zu bestimmen, sowie die
Aktivierung von Caspase-ahnlichen Proteasen und die Spaltung von PARP-ahnlichen
Proteinen zu untersuchen. Auch konnte der Einflus von LdmPrx auf durch andere Stimuli
ausgeloste Induktion von Apoptose untersucht werden.

Es wird vermutet, dass es sich bei dem programmierten Zelltod in Trypanosomatiden
um ein evolutionares ,,Uberbleibsel™ handelt und er keine bestimmte Funktion hat. Er kann
durch viele Stimuli ausgelost werden, wie z. B. die Behandlung mit verschiedenen Drogen,
oxidativen und nitrogenen Stress, Inhibition von Signalmolekiilen, Exposition mit humanem
Serum, Nahrstoffmangel und Hitzeschock (Zangger et al., 2002). Die erhohte Synthese
eines Proteins, das gegen diese Art des Zelltodes schutzt, kann somit in Stresssituationen
fur die Parasiten unbedingt notwendig sein.
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4.3 Outer dynein arm docking complex

Ein weiteres wahrend der Proteomanalyse der in vitro-Stadiendifferenzierung von L.
donovani identifiziertes Protein war eine Untereinheit des outer dynein arm docking
complex.

Dyneine sind Mikrotubuli-abhangige Motorproteine, die aus mehreren Untereinheiten
bestehen. Unter dem Verbrauch von ATP konnen sie sich an Mikrotubuli entlang bewegen.
Die Cilien und Flagellen eukaryotischer Zellen besitzen drei Klassen von Dyneinen:
cytoplasmatische Dyneine sowie die inneren und auBeren Dynein-Arme des Axonems. Jedes
dieser verschiedenen Dyneine bindet an strukturell und biochemisch einzigartige
Bindungsstellen, die eine hohe Spezifitat vermitteln. Die molekularen Mechanismen, die
dieser spezifischen Bindung zu Grunde liegen, sind fiir die Bewegungen der Flagellen von
essentieller Bedeutung. In Abb. 31 A ist der Aufbau eines Flagellenaxonems dargestellt. Die
einzellige Grunalge Chlamydomonas reinhardtii dient als Modellorganismus fur
Untersuchungen zum Aufbau und Funktion von Flagellen. Sehr gut charakterisiert ist der
auBere Dynein-Arm (Pazour and Witman, 2000; Wilkerson et al., 1994). Diese Dyneine
produzieren 4/5 der Kraft der Flagellenbewegung (Brokaw, 1994) und binden mit ihrer
Unterseite an spezifische Stellen des A-Tubulus des auBeren Mikrotubuli-Dubletts. Die
globularen Kopfe (bestehend aus den so genannten schweren Ketten) besitzen eine
Bindungsstelle fir den B-Tubulus. Sie sind in einem regelmaBigen Abstand von 24 nm uber
die gesamte Lange des Axonems angeordnet. Der auBere Dynein-Arm besteht aus mehreren
Polypeptidketten: es handelt sich hierbei um drei schwere Ketten (HCa, B und y), zwei
intermediare Ketten (IC78 und IC69) und mehrere leichte Ketten (LC1-8). Die zwei
intermediaren Ketten und die meisten der leichten Ketten liegen in einem Komplex auf der
Unterseite des Molekils vor (siehe Abb. 31 B) (King and Witman, 1990). IC78 steht in
direktem Kontakt mit dem Strukturprotein Tubulin in vivo (King et al., 1991) und ist ein
Mikrotubuli-bindendes Protein in vitro (King et al., 1995). Es scheint eine der
Komponenten zu sein, die das Dynein mit dem A-Tubulus verankert. Diese Bindung ist ATP-
unabhangig. Takada und Kamiya konnten einen weiteren Proteinkomplex identifizieren,
der fur die Assoziation des auBeren Dynein-Arms an die Mikrotubuli verantwortlich ist, den
outer dynein arm docking complex (ODA-DC) (Takada and Kamiya, 1994). In weiteren
Studien konnte gezeigt werden, dass dieser Komplex aus drei Proteinen besteht, die in
aquimolaren Mengen und in einem stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 mit den
Polypeptiketten des auBeren Dynein-Arms vorliegen (Casey et al., 2003; Koutoulis et al.,
1997; Takada et al., 2002). Diese Arbeiten fihrten zu den in Abb. 31 B dargestellten
Modellen. Die Untereinheiten DC1 (~105 kDa) (Koutoulis et al., 1997) und DC2 (~70 kDa)
(Takada et al., 2002) besitzen coiled-coil Domanen und sind a-helikal umeinander
gewunden. DC3 (~25 kDa) (Casey et al., 2003), Mitglied einer EF-Hand-Superfamilie Ca*'-
bindender Proteine, ist ebenfalls essentiell fir den Aufbau des auBeren Dynein-Arms sowie
des ODA-DC.

Die Flagellen von den hier untersuchten trypanosomatiden Parasiten weisen neben
der bereits beschriebenen Struktur des Axonems eine Besonderheit auf. Das paraflagellar
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rod (PFR) besteht aus einem einzigartigen Netzwerk aus Filamenten des Cytoskeletts, das
entlang des gesamten Axonems zu finden ist (Bastin et al., 1996). Diese Struktur findet
man ausschlieBlich in den Flagellen von Kinetoplastiden, Euglenida und Dinoflagellaten. Es
konnte gezeigt werden, dass es in L. mexicana und T. brucei essentiell fur die Bewegung
der Zellen ist (Bastin et al., 1998; Santrich et al., 1997). Uber weitere Funktionen ist
bisher wenig bekannt. Bis auf diese Besonderheit ist der Flagellenaufbau in Kinetoplastiden
mit dem anderer Eukaryoten zu vergleichen.

Plasmamembran

A-Tubulus &

ODA-DC1

3 in- 22

aulerer Dynein-Arm % n v

innerer Dynein-Arm B B
o o
19 16 19 16

o il goaC
. . ».\2§1‘78 n‘_xzs_)js Sl 25_‘__.

. . Radialspeiche AN Navanz s 2w Naviey
innere Scheide o SR Y

zentraler Einzelmikrotubulus gubejePynein-qriery

Abb. 31

A. Schematische Darstellung des Aufbaus eines Flagellenaxonems

B. Modell der ODA-DC Struktur und des duBeren Dynein-Arms

Das obere Bild zeigt, wie die beiden Untereinheiten DC1 und DC2 miteinander interagieren. Uber ihre
coiled-coil Domanen bilden sie ein seilartig gewundenes Heterodimer. Das untere Bild zeigt, wie der
ODA-DC die auBeren Dynein-Arme mit dem A-Tubulus verbindet. Die schweren Ketten des Dyneins sind
mit a, p und y, die intermediaren und leichten Ketten mit den ihnen entsprechenden
Molekulargewichten gekennzeichnet. In Grin ist die dritte Untereinheit des ODA-DC, mit einem
Molekulargewicht von 25 kDa dargestellt (Abgewandelt nach Takada et al, 2002).

4.3.1 Analyse der Aminosauresequenz von LdDC2

Bei der hier identifizierten Untereinheit des ODA-DC handelt es sich um die 70 kDa
Untereinheit DC2. Das Produkt des entsprechenden L. donovani Gens ergab ein 70 kDa
Protein, dessen Sequenz insgesamt vier Regionen besitzt, die hohe Wahrscheinlichkeiten
zur Ausbildung von coiled-coil Strukturen aufweisen. Die Funktion dieser Strukturen liegt
im Allgemeinen in der Ausbildung von Homo- und Heterodimeren (Lupas, 1996). Fur das
homologe Protein aus C. reinhardtii konnte gezeigt werden, dass diese Regionen
hochstwahrscheinlich fur die Interaktion des CrDC2 mit der zweiten Untereinheit des ODA-
DC, DC1, verantwortlich sind (Takada et al., 2002). DC1 besitzt ahnliche Strukturmerkmale
und liegt mit DC2 assoziiert vor (Koutoulis et al., 1997).

Der C-terminale Teil des CrDC2 beinhaltet einen kurzen, Glutaminsaure-reichen
Sequenzabschnitt, der von einer Region gefolgt wird, die durch einen hohen Anteil an
geladenen Aminosaureresten charakterisiert ist. Es wird vermutet, dass Uber diese Region
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eine Interaktion mit den Tubulinen des auferen Dynein-Arms sowie mit der intermediaren
Kette (IC78) stattfindet. LdDC2 besitzt ebenfalls eine solche Region, allerdings ist sie
etwas kirzer, als in dem Chlamydomonas Homolog.

Im Gegensatz zu CrDC2 konnte fir LdDC2 ein zusatzliches EF-Hand-Motiv in der
Nahe des C-Terminus identifiziert werden. Solche Motive konnten auch fur CrDC3, der
dritten Untereinheit des ODA-DC, bestimmt werden (Casey et al., 2003). Es wird vermutet,
dass das Protein in die Ca*-abhingige Regulation der Aktivitdt des duBeren Dynein-Arms
involviert ist.

Bei der Durchsuchung der L. major Proteindatenbank konnten homologe Proteine
sowohl fur CrDC1 als auch fur CrDC3 gefunden werden. Dies lasst vermuten, dass auch in
Leishmanien die auBeren Dynein-Arme uber einen ODA-DC mit dem A-Tubulus verankert
sind. Der Aufbau von Flagellen und Cilien zeigt Uber die gesamte Evolution eine
bemerkenswerte Konservierung (Silflow and Lefebvre, 2001).

Eine groBe Anzahl an Proteinen ist fir den korrekten Aufbau eines Flagellums
notwendig. Das Axonem besteht aus mindesten 250 verschiedenen Polypeptidketten
(Piperno and Mead, 1997), die aus dem Cytoplasma importiert werden miussen, da
Flagellen keine eigenen Ribosomen besitzen. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte
Signalsequenzen den Transport von Proteinen in die Flagellen von Kinetoplastiden
vermitteln (Bastin et al., 1999; Snapp and Landfear, 1999). Allerdings werden z. B. die
Dynein-Arme vor dem Transport in die Flagellen im Cytoplasma zusammengesetzt (Fok et
al., 1994). Fir die korrekte intrazellulare Lokalisierung sind Signalsequenzen somit
wahrscheinlich nur fir einige Proteine dieser groBen Komplexe notwendig. Es konnte fur
das LdDC2 keine zu den bereits bei anderen Kinetoplastiden beschriebenen
Flagellenimportsignalen ahnliche Sequenz gefunden werden. Es scheint im Verbund mit
anderen Proteinen in die Flagellen transportiert zu werden.

4.3.2 Expressionsmuster von [ddc2

Wahrend der Proteomanalyse der in vitro-Stadiendifferenzierung von L. donovani
wurde das LdDC2 als amastigoten-spezifisches Protein identifiziert (siehe 3.1). Eine
Western Blot-Analyse mit einem spezifischen Antiserum ergab allerdings eine Synthese des
Proteins ausschlieBlich im promastigoten Stadium der Parasiten (siehe 3.3.4). Auf Grund
der Funktion des Proteins ist eine Expression in den amastigoten Zellen nicht zu erwarten,
da der Parasit in diesem Lebensstadium nur noch ein rudimentares Flagellum besitzt.
Tabelle 3 (siehe 3.1.4) zeigt eine Abweichung des theoretisch erwarteten und
experimentell bestimmten Molekulargewichts des identifizierten Proteins. Der theoretische
Wert betrug 70 kDa wahrend das tatsachlich vorhandene und auf den 2D-Gelen detektierte
Protein ca. 35 kDa grol war. Eventuell konnte es sich hierbei um ein Abbauprodukt von
LdDC2 handeln, das wahrend der Rickbildung des Flagellums im Verlauf der
Stadiendifferenzierung entsteht. In der Proteomanalyse der in vitro-Stadiendifferenzierung
von L. mexicana wurde das paraflagellar rod-Protein 2C als amastigoten-spezifisch
identifiziert (Nugent et al., 2004). Auch hierbei handelte es sich allerdings nur um ein
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Fragment des Proteins. Im Verlauf der Differenzierung zur amastigoten Zelle scheinen
Abbauprodukte des Flagellums zu entstehen, die noch uber einen langeren Zeitraum
nachzuweisen sind.

Eine Northern Blot-Analyse der lddc2 Expression zeigte eine im Verlauf der
Stadiendifferenzierung abnehmende Intensitat des Transkripts. Das Protein hingegen
konnte schon an Tag 1 der Transformation nicht mehr detektiert werden. So konnte ein
weiteres Mal bestatigt werden, dass in trypanosomatiden Organismen die Menge an
vorhandener RNA nicht unbedingt mit der Proteinabundanz korreliert. Obwohl in diesem
Fall eine ahnliche Tendenz beobachtet wurde.

Immunfluoreszenzstudien zeigten, dass das untersuchte Protein in L. donovani eine
flagellare Lokalisierung aufweist. Dies bestatigte erneut die sich aus der
Aminosauresequenz ergebende Funktion von LdDC2.

4.3.3 Generierung einer Alddc2-Mutante

Durch die hohe Konservierung der 5 - und 3 -UTR des DC2-Gens zwischen L.
donovani und L. major konnte mit aus L. major Sequenzen abgeleiteten Oligonukleotiden
L. donovani DNA amplifiziert werden. Die Transfektion von L. donovani Zellen mit den so
hergestellten DNA-Konstrukten ergab einen Austausch beider Allele des [ddc2-Gens. Dies
konnte in zwei unabhangigen Transfektionsexperimenten erreicht werden. PCR- und
Western Blot-Analysen der beiden klonierten Zelllinien zeigten, dass sowohl das (ddc2-Gen
als auch das LdDC2-Protein nicht mehr vorhanden waren. Dies flihrte zu identischen
phanotypischen Auswirkungen, weswegen davon ausgegangen werden konnte, dass diese
auf die Deletion von lddc2 zurickzufihren waren. Durch Transfektion mit einem [ddc2-
kodierenden Plasmid konnte der Wildtyp-Phanotyp komplementativ wieder hergestellt
werden, ein weiterer Beweis fiur den genetischen knock-out als Ursache der
Veranderungen.

4.3.4 Phanotypische Veranderungen der Alddc2-Mutanten

4.3.4.1 Morphologie und Wachstumsverhalten

Die Alddc2 knock-out-Zellen wiesen, im Vergleich zum Wildtyp, mehrere
morphologische Veranderungen sowie eine verringerte Wachstumsgeschwindigkeit auf. Die
Parasiten, denen LdDC2 fehlte, waren wesentlich kleiner und zeigten eine abgerundete
Zellform. Die Flagellen waren deutlich verkiirzt bis fast gar nicht mehr vorhanden und die
Zellen waren entsprechend nicht so beweglich wie L. donovani Wildtyp Parasiten. Die so
genannte odal Mutante von C. reinhardtii zeigt einen ahnlichen Phanotyp (Kamiya, 1988;
Takada and Kamiya, 1997; Takada et al., 2002). Den Zellen fehlt der auBere Dynein-Arm
sowie der ODA-DC. Sie wurden erstmalig auf Grund ihres verlangsamten Schwimmens mit
einer stark verringerten Frequenz sowie auch Kraft der Flagellenbewegung, nach einer
chemischen Mutagenese isoliert (Kamiya, 1988). Spater konnte gezeigt werden, dass der
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Phanotyp auf eine Mutation des crdc2-Gens zuruckzufiihren ist, die auf der Generierung
eines Stopcodons direkt nach der Translationsinitiationsstelle beruht (Takada et al., 2002).

Immunfluoreszenzanalysen sowie rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (siehe
3.3.8.1 und 3.3.8.2) der Alddc2 Leishmanien zeigen verkiirzte GeiBeln. Um diesen
Phanotyp weiter zu untersuchen, konnten transmissionselektronenmikroskopische
Untersuchungen der GeilBel durchgefiihrt werden. Hierbei lieBe sich genau feststellen,
welche Struktur in den zuriickgebildeten Flagellen fehlt. Anscheinend fuhrt der knock-out
des lddc2-Gens bei den hier untersuchten Leishmanien zu einer etwas starker ausgepragten
phanotypischen Veranderung als bei Chlamydomonas, da nicht nur die Beweglichkeit der
Flagellen, sondern auch ihr gesamtes morphologisches Erscheinungsbild beeintrachtigt ist.
Es konnte Uberprift werden, wie sich der knock-out auf die Expression und Lokalisierung
anderer Flagellenproteine, wie z. B. den paraflagellar rod Proteinen oder den Mitgliedern
der intraflagellaren Transport-Maschinerie, auswirkt. Die PFR-Proteine sind essentiell flr
Bewegungen der Flagellen in Trypanosmoma und Leishmania (Bastin et al., 1998; Santrich
et al., 1997). Der Zusammenbau und die Erhaltung eukaryotischer Flagellen sind von einem
Transportsystem abhangig, das als intraflagaller transport (IFT) bezeichnet wird. Es konnte
gezeigt werden, dass in Chlamydomonas die Stabilitat des Axonems und die Erhaltung der
Flagellenlange von diesem Transportmechanismus abhangig sind (Silflow and Lefebvre,
2001). Untereinheiten der Axonemstruktur werden aus dem Cytoplasma, in dem sie
synthetisiert werden, zu den Spitzen der Flagellen transportiert, wo sie an die Enden der
Mikrotubuli gefiigt werden (Johnson and Rosenbaum, 1992). Kinesin Il und ein
cytoplasmatisches Dynein (DHC1b) sind die Schlusselproteine dieser Transportmaschinerie,
die in den anterograden (vom Basalkorper zur Spitze) und den retrograden IFT (von der
Spitze zum Basalkorper) unterteilt wird (Kozminski et al., 1993; Pazour et al., 1998;
Pazour et al., 1999). Fur Kinetoplastiden konnte gezeigt werden, dass die beiden
Hauptkomponenten des PFR, PFR-A und C, vorwiegend an der Spitze des wachsenden PFR
eingebaut werden. Einige Proteine werden allerdings auch Uber die gesamte Lange
eingefligt (Bastin et al., 1999). Es gibt Hinweise fur das Vorhandensein von anterogradem
sowie auch retrogradem IFT in Trypanosomen und Leishmanien (Bastin et al., 1999; Maga
etal., 1999) .

Wiese und Mitarbeiter postulierten, dass eine MAP-Kinase-Kinase (MKK) von L.
mexicana in die Regulation der Flagellenlange von promastigoten Zellen involviert ist. Das
Gen wird promastigoten-spezifisch exprimiert, und ein knock-out flhrte zu einer
reduzierten Flagellenlange. Die Mutanten waren in der Lage, wahrend einer Infektion von
BALB/c Mausen Lasionen hervorzurufen, allerdings mit groBer zeitlicher Verzogerung
(Wiese et al., 2003). Bisher ist nicht klar, wie die Flagellenlange in begeiBelten
Organismen reguliert wird. Es gibt aber Hinweise auf das Vorhandensein von klassischen
Signaltransduktionswegen und es konnten uber 80 phosphorylierte Proteine in den
Flagellen von Chlamydomonas identifiziert werden (Piperno et al., 1981; Tuxhorn et al.,
1998). Die Involvierung von Kinasen scheint somit sehr wahrscheinlich.
Phosphorylierungsstudien mit dem hier untersuchten LdDC2 konnten weitere Aufschlisse
uber die Mechanismen dieser Regulation bringen.
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Ein weiterer auftretender Phanotyp war das klar verlangsamte Teilungsverhalten
der knock-out Zellen. Dies konnte bei den Chlamydomonas Zellen nicht beobachtet
werden. Das Fehlen eines Strukturproteins des Axonems fuhrt damit in Leishmanien zu
weitaus groBeren Veranderungen als in der Griinalge Chlamydomonas.

4.3.4.2 Synthese amastigoten-spezifischer Proteine

Um zu uberpriifen, wie sich die Alddc2 knock-out-Zellen im Verlauf einer in vitro-
Stadiendifferenzierung verhalten, wurde das Synthesemuster der bereits erwahnten
amastigoten-spezifischen Proteine, der A2-Familie und HSP100 untersucht. Im Gegensatz
zu den ldmprx uberexprimierenden Zellen zeigte die genetische Veranderung der
Leishmanien einen Einfluss auf die Synthese dieser Proteine. Schon in den promastigoten
Zellen lasst sich eine leichte Expression der A2-Genfamilie nachweisen, die sich an Tag 1
noch verstarkt. Die Expression von hsp100 hingegen ist unbeeinflusst.

Uber welche Mechanismen sich das Fehlen eines Strukturproteins der GeiBel auf die
Expression anderer Proteine auswirken kann, bleibt unklar. Die Ruckbildung des
GeiBelapparates ist jedoch ein zentrales Ereignis in der Differenzierung von der
promastigoten zur amastigoten Zelle. Es ist somit vorstellbar, dass genetisch manipulierte
Zellen, denen schon im promastigoten Stadium die GeiBel fehlt, ein verandertes
Synthesemuster amastigoten-spezifischer Proteine aufweisen.

4.3.4.3 In vitro-Infektion von peritonealen Exsudat Zellen

Die Infektiositat der Alddc2 knock-out-Zellen war im Vergleich zu Wildtyp Zellen
erhoht. Die Untersuchungen zeigten, dass zwar eine Interaktion zwischen Wildtyp Zellen
und ihren potentiellen Wirtszellen stattfindet, eine groBe Anzahl der Zellen allerdings
nicht in der Lage ist, die Makrophagen zu invadieren. Zu dem untersuchten Zeitpunkt (24
h) wurde ein Anheften der Leishmanien an ihre Zielzellen beobachtet, aber nur ein
geringer Prozentsatz der Zellen zeigte intrazellulare Parasiten. Fur die Alddc2 knock-out-
Zellen konnten weitaus hohere Infektionsraten bestimmt werden. Sie waren jeweils um das
Doppelte erhoht und es wurden weniger nicht-intrazellulare Parasiten beobachtet. Die
rekonstituierten Zellen zeigten wieder ein Verhalten ahnlich dem Wildtyp.

Die Interaktion zwischen Leishmanien und ihren Wirtszellen ist sehr komplex. Die
zwei Hauptoberflachenmolekiile, die in die Makrophagen-Bindung der Promastigoten
involviert sind, sind GP63 und verschiedene Phosphoglykane (Alexander and Russell, 1992).
Zu ihnen zahlt das bereits beschriebene LPG. LPG-Molekiile bilden eine dichte Glykokalyx
auf der Oberflache der Promastigoten, die auch das Flagellum einschlieBt. Das L. major
und L. donovani LPG sind die Parasitenproteine, die fir eine spezifische Interaktion der
Promastigoten mit den Makrophagen verantwortlich sind. Es handelt sich bei ihnen um
Virulenzfaktoren, die essentiell fiir das Uberleben der Parasiten sowohl im Insektenvektor,
als auch im Saugetierwirt sind (Beverley and Turco, 1998; Handman and Goding, 1985).
Parasiten denen LPG fehlt, sind avirulent (McNeely and Turco, 1990; Opat et al., 1996).
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Zhang und Matlashewski konnten zudem zeigen, dass es sich bei den A2-Proteinen um
Virulenzfaktoren handelt. Parasiten, bei denen die Synthese der A2-Proteine mittels
antisense-RNA ausgeschaltet wurde, zeigten eine stark veminderte Infektiositat, sowohl in
vitro als auch in vivo (Zhang and Matlashewski, 1997). Eine erhohte Infektiositat der
Alddc2-Zellen begriindet sich damit eventuell in der veranderten Expression der A2-Gene.
Eine Veranderung der Expression anderer bekannter Virulenzfaktoren und Wirtszellen-
Interaktionsmolekiilen, wie LPG und GP63 wurde nicht untersucht. Es ware denkbar, dass
auch hier eine Abweichung des Expressionsmuster im Vergleich zu Wildtyp Zellen
festzustellen ist, da es innerhalb der Differenzierung zur Amastigoten auch in der
Zusammensetzung der Zelloberflache zu enormen Veranderungen kommt.

Zudem musste die Infektion im Zeitverlauf untersucht werden, um festzustellen, ob
die veranderte Infektiositat stabil ist. Eventuell hat der veranderte Phanotyp der knock-
out-Zellen nur einen Einfluss auf die Anfangsphase der Zellinvadierung. Daran anschlieBen
wirden sich in vivo-Infektionsstudien. Leider sind die fir die viszeralisierende Leishmania-
Spezies L. donovani etablierten Tiermodelle, der Goldhamster (Mesocricetus auratus) und
die Baumwollratte (Sigmodon hispidus) durch sehr lange Inkubationszeiten, von bis zu
einem Jahr, gekennzeichnet. AuBerdem lasst sich der Infektionsverlauf nicht auBerlich
verfolgen. Dies macht sie in der Anwendung sehr schwierig und fir solche, zeitlimitierten
Arbeiten ungeeignet. Eine weitere Moglichkeit bietet die Infektion von BALB/c Mausen.
Mause weisen eine naturliche Resistenz gegeniuber L. donovani Infektionen auf. Nach
Infektion kommt es in der Anfangsphase zu einem Anstieg der Parasitenlast, nach 4-8
Wochen sind die Mause allerdings in der Lage, die Infektion zu kontrollieren (Melby et al.,
2001). Dieses Modell kann deshalb nur fiur die Beobachtung der frilhen Infektionsphase
herangezogen werden, wobei die Parasitenlast in der Leber untersucht wird. Eine solche
Infektion wurde auch innerhalb der in vivo-Untersuchungen der Infektiositat von A2-
defizienten Amastigoten durchgeflihrt (Zhang and Matlashewski, 1997).

Zusammenfassend zeigen die in diesem Abschnitt diskutierten Ergebnisse einen
grofRen Einfluss der GeiBel auf die untersuchten Eigenschaften von Leishmania-Zellen. Das
Fehlen eines einzigen Strukturproteins des Flagellums fihrt zu einer veranderten
Morphologie sowie einem abweichenden Teilungsverhalten der Zellen. AuBerdem ist ihre
Fahigkeit, Wirtszellen zu invadieren verandert. Als Ausblick vorstellbar ware in diesem
Zusammenhang auch die Untersuchung anderer Strukturproteine des Flagellums. Da der
Abbau der GeiBel eine sehr wichtige Rolle im Rahmen der Stadiendifferenzierung spielt,
ware es interessant zu untersuchen, ob auch das Fehlen anderer Strukturproteine hier
ahnliche Auswirkungen zeigt.
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5. Zusammenfassung

Der Lebenszyklus des parasitischen Protozoons Leishmania donovani ist in
zwei Phasen untergliedert. Die begeiBelte promastigote Form des Parasiten lebt
extrazelluldar im Darmlumen der als Ubertragerinsekten dienenden Sandmiicken. Sie wird
durch einen Biss dieser Micken auf ihre Saugetierwirte ubertragen, in denen die
Leishmanien durch Makrophagen aufgenommen werden und in deren sauren
Phagolysosomen uberleben. Hier kommt es zu einer Differenzierung vom promastigoten
zum amastigoten Stadium. Die Amastigoten proliferieren intrazellular bis zur Lyse ihrer
Wirtszellen. Die Parasiten werden freigesetzt und sind dann in der Lage, weitere Zellen zu
invadieren. Durch einen erneuten Biss einer Sandmiicke konnen die Leishmanien in den
Insektenvektor zuriickgelangen, wo sie wieder zum promastigoten Stadium differenzieren
und der Infektionskreislauf geschlossen wird. Fir L. donovani ist es moglich, die
Stadiendifferenzierung in vitro zu vollziehen. Durch Erhohung der Temperatur von 25°C
auf 37°C und Ansauerung des Kulturmediums kann eine Differenzierung der promastigoten
zu amastigoten Parasiten ausgelost werden. Im Verlauf dieser Differenzierung kommt es zu
morphologischen, wie auch zu einer Vielzahl von biochemischen Veranderungen. Dies
bedarf einer Regulation der beteiligten Proteine. Da Leishmanien zur Ordnung der
Kinetoplastida gehoren, findet die Genregulation groBtenteils auf post-transkriptioneller
Ebene statt. Um Unterschiede im Expressionsmuster zu bestimmen, ist es daher sinnvoll
Protein- und nicht RNA-Mengen der verschiedenen Stadien miteinander zu vergleichen.

In der vorgestellten Arbeit wurde eine Proteomanalyse der beiden Lebensstadien
des Parasiten L. donovani durchgefuhrt. Hierzu wurden die Proteine von promastigoten, als
auch in vitro-differenzierten amastigoten Zellen mittels 2D-Gelelektrophorese getrennt
und die Proteome miteinander verglichen. Differenzielle Protein-spots wurden mit Hilfe
der MALDI TOF Massenspektrometrie analysiert. Unter Verwendung von unterschiedlichen
pH-Gradienten in der ersten Dimension konnten ca. 700 Proteine auf den 2D-Gelen
separiert werden. Fiur 40 wurde ein differenzielles Muster detektiert. In der
anschlieBenden MALDI TOF Analyse konnten 33 der erhaltenen Peptidmassenspektren
eindeutigen Datenbankeintragen zugeordnet werden. Diese Analyse ergab 29 verschiedene
Proteine, bei denen es sich um 21 mit bereits bekannter Funktion und acht hypothetische
Proteine handelte. 19 zeigten eine promastigoten- und 10 eine amastigoten-spezifische
Regulation.

Im Anschluss wurden zwei amastigoten-spezifische Proteine naher charakterisiert.
Bei einem dieser Proteine handelte es sich um ein mitochondriales Peroxiredoxin.
Peroxiredoxine sind antioxidantische Enzyme, deren Aufgabe in der Entgiftung reaktiver
Sauerstoff (ROS)- und Stickstoffspezies (RNS) liegt. lhnen werden aber auch andere
Funktionen in grundlegenden Zellprozessen, wie Signaltransduktion, Zelldifferenzierung,
Zellproliferation und Apoptose zugeschrieben. Fir das untersuchte mitochondriale
Peroxiredoxin von L. donovani (LdmPrx) konnte die in der Proteomanalyse ermittelte
amastigoten-spezifische Regulation des Proteins im Western Blot bestatigt werden. Im
Verlauf der in vitro-Stadiendifferenzierung wurde eine gesteigerte Proteinmenge
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nachgewiesen. Zusatzlich kam es auch wahrend der Kultur promastigoter Zellen von der
frih- zur spat-logarithmischen Wachstumsphase sowie bei der Selektion rekombinanter
Leishmanien mit einem Antibiotikum zu gesteigerter Proteinsynthese. Diese
Untersuchungen zeigten somit, dass verschiedene Stressbedingungen wie Hitzeschock,
Ansauerung des Kulturmediums, dichter werdende Zellkultur und Antibiotika-Behandlung
einen Einfluss auf die Synthese des Peroxiredoxins ausliben. Die durch die
Aminosauresequenz vorgegebene mitochondriale Lokalisierung von LdmPrx wurde durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen sowie Immunfluoreszenzstudien bestatigt. Es
zeigte sich, dass das Protein in den promastigoten Zellen in der Nahe des Kinetoplasten
akkumuliert. In den amastigoten Zellen konnte es zusatzlich uUber das gesamte
Mitochondrium verteilt nachgewiesen werden. Desweiteren wurde gezeigt, dass das
rekombinante LdmPrx in der Lage ist vor durch Hydroxylradikalen ausgelosten DNA-
Strangbrichen zu schiitzen sowie H,0, und t-BOOH zu entgiften. Somit konnte eine
Funktion des LdmPrx der Schutz der mitochondrialen DNA vor oxidativen Schaden sein. Da
es nicht moglich war, einen genetischen knock-out fir LdmPrx zu erzeugen, sollte die
Funktion des Proteins mittels Uberexpression des Gens in L. donovani untersucht werden.
Transfizierte Parasiten aus der friih-logarithmischen Wachstumsphase zeigten, im Vergleich
zu Kontrollzellen, einen signifikanten Unterschied der zellularen Menge an LdmPrx. Die
erhohte Menge an Protein konnte allerdings weder promastigote, noch amastigote Zellen
vor exogen produziertem oxidativem Stress schitzen. Auch blieb die Synthese anderer
stadien-spezifischer Proteine, wie die A2-Familie und HSP100, in den ldmprx-
uberexprimierenden Zellen unbeeinflusst. Eine erhohte Menge an LdmPrx fiihrte jedoch
zum Schutz der Parasiten vor durch H,0, ausgeloster Fragmentierung der zellularen DNA,
einem Merkmal der Apoptose. Diese Eigenschaft konnte bisher nur fiir das mitochondriale
Peroxiredoxin von Saugetierzellen, nicht aber fiir die homologen Proteine aus Protozoen
gezeigt werden.

Als weiteres amastigoten-spezifisches Protein wurde ein bei der Proteomanalyse als
hypothetisches Protein identifiziertes Molekil untersucht. Bei der Analyse der
Aminosauresequenz wurde eine Homologie zu der 70 kDa Untereinheit des outer dynein
arm docking complex von Chlamydomonas reinhardtii (CrDC2) festgestellt. Hierbei handelt
es sich um ein Strukturprotein des flagellaren Axonems. Erstaunlicherweise zeigten
Western Blot-Analysen von Zellextrakten der verschiedenen Lebensstadien von L. donovani,
dass es sich bei LdDC2 um ein promastigoten-spezifisches Molekul handelt. Ebenso
bestatigten Immunfluoreszenzstudien die sich durch die gefundene Homologie bereits
andeutende Lokalisierung des Proteins innerhalb der Flagellen, einer bei Leishmanien
promastigoten-spezifischen Zellstruktur. Wahrscheinlich handelte es sich bei dem in der
anfanglichen Proteomanalyse identifizierten Protein um ein Abbauprodukt, das bei der
Ruckbildung des Flagellums im Verlauf der Differenzierung entstanden ist. Mittels
homologer Rekombination wurde eine lddc2 knock-out-Mutante hergestellt. Diese Mutanten
wiesen, im Vergleich zu Wildtyp-Zellen, deutlich verkiirzte Flagellen und eine abgerundete
Zellform auf. AuBerdem waren ihre Zellteilungsraten herabgesetzt. Durch eine episomale
Expression von [ddc2 in den Mutanten konnten die phanotypischen Merkmale rekonstituiert
werden. Zusatzlich fiihrte das Fehlen von LdDC2 bei einer in vitro-Stadiendifferenzierung
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der Leishmanien zu einem veranderten Expressionsmuster der amastigoten-spezifischen A2-
Genfamilie. Schon in den Promastigoten war eine leichte Synthese zu beobachten, die im
Verlauf der Differenzierung zunahm. Die Produktion von HSP100 war nicht beeinflusst. Bei
einer in vitro-Infektion von peritonealen Exsudat Zellen konnte nach 24 h Inkubation eine,
im Vergleich zu Wildtyp-Zellen, zweifach gesteigerte Infektiositat der Alddc2-Mutanten
beobachtet werden. Somit kann zusammenfassend festgestellt werden, dass der Abbau des
Flagellums ein zentrales Ereignis innerhalb der Stadiendifferenzierung von L. donovani
darstellt.
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