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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Leishmanien und Leishmaniosen

1.1.1 Taxonomie
Parasiten der Gattung Leishmania wurden erstmals 1885 von Cunningham entdeckt und

spater von den britischen Tropenarzten Sir William B. Leishman (1900) und Charles
Donovan (1903) beschrieben, nach ersterem wurde die Gattung benannt, letzterer gab einer
Speziesgruppe, dem Leishmania donovani-Komplex seinen Namen. Es handelt sich bei
diesen Parasiten um Protozoen, die der Ordnung der Kinetoplastida angehéren. Die
Namensgebung dieser Ordnung beruht auf einem einzigartigen Organell, dem Kinetoplasten,
welcher sich an der Basis des Flagellums befindet und die dicht gepackte DNA des einzigen
Mitochondriums der Zelle enthalt. Anhand der Anzahl ihrer Geileln lassen sich die
Kinetoplastida in zwei Unterordnungen aufteilen, die Bodonina, die zwei Geildeln besitzen
und Uberwiegend frei lebend sind und die einfach begeilelten, meist parasitér lebenden
Trypanosomatina, zu denen die Familie der Trypanosomatidae gehort. Diese Familie
umfasst neun Gattungen, unter anderem Parasiten von Invertebraten, von Pflanzen und
auch die Saugerparasiten Trypanosoma und Leishmania. Neben Trypanosoma brucei
(gambiense und rhodesiense), dem Erreger der Schlafkrankheit in Afrika und Trypanosoma
cruzi, der die in Sudamerika vorkommende Chagas-Krankheit hervorruft, gehéren auch 21
der knapp 30 bekannten Leishmania-Spezies zu den humanpathogenen Erregern und

kénnen ein weites Spektrum an Krankheitsbildern hervorrufen.

1.1.2 Morphologie und Epidemiologie
Leishmanien werden durch weibliche blutsaugende Sandmicken der Gattungen

Phlebotomus (Alte Welt) und Lutzomyia (Neue Welt) auf verschiedene Saugetierspezies und
den Menschen Ubertragen. In den Insekten liegen die Parasiten extrazellular in einer
begeilkelten, spindelférmigen Gestalt als sogenannter Promastigot vor, dessen Zellkérper 10
bis 20 uM lang und 2 bis 3,5 uM breit ist. An ihrem Vorderende besitzen sie ein bis zu 20 yM
langes Flagellum, welches sowohl der Fortbewegung als auch der Anheftung im Insektenwirt
dient. Im Saugerwirt liegen Leishmanien fast ausschliel3lich als intrazellulare Amastigote in
den Zellen des retikulo-endothelialen Systems vor; sie sind rundlich bis oval, und weisen
einen Durchmesser von ca. 2 bis 4 uM auf. Zudem besitzen sie nur noch ein rudimentares
Flagellum, welches in der Flagellartasche, einer Einbuchtung der Leishmanien-Oberflache,

verborgen liegt.

Durch die obligate Bindung einer Leishmania-Spezies an ihren jeweiligen Ubertrager, ist das

Verbreitungsgebiet der einzelnen Leishmaniosen durch den Lebensraum ihres Vektors
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bestimmt, der hauptsachlich in I&ndlichen Gebieten der Subtropen und Tropen vorkommt.
Eine wichtige Rolle bei der Verbreitung der Infektion spielen die Reservoirwirte: fur die
cutane Leishmaniose (CL) sind dies vorwiegend Nager und andere kleine Sauger, fur die
durch L. infantum verursachte viszerale Leishmaniose (VL) hauptsachlich Hunde. Bei den
meisten humanen Leishmaniosen handelt es sich um Zoonosen, bei denen der Mensch nur
ein zufélliger Wirt ist. In zwei Fallen sind aber auch sogenannte Anthroponosen
nachgewiesen, bei denen der infizierte Mensch das Reservoir fur den Erreger darstellt: Bei
der durch L. donovani in Indien ausgeldsten viszeralen Leishmaniose und der durch L.

tropica verursachten cutanen Leishmaniose des Mittleren Ostens.

Die verschiedenen Formen der Leishmaniose, die von der lokalisierten cutanen
Leishmaniose (,Orientbeule®) bis zu generalisierten, viszeralisierenden Form (,Kala-Azar)
reichen, stellen mit weltweit mehr als 12 Milionen Betroffenen ein ernstes
gesundheitspolitisches Problem dar. Die Zahl der geschatzten Neuerkrankungen wird mit 1,5
bis 2 Millionen pro Jahr (Handman, 2001) angegeben, die Wahrheit liegt wahrscheinlich eher
an der oberen Grenze oder darlber, da eine sehr grof’e Zahl von Neuerkrankungen
aufgrund der schlechten Infrastruktur und medizinischen Versorgung in den betroffenen
Landern wahrscheinlich gar nicht erfasst wird. Weltweit sind ungefahr 350 Millionen
Menschen dem Risiko einer Infektion ausgesetzt, dabei sind 88 Lander (davon 72
Entwicklungslander) aller Kontinente mit Ausnahme von Australien betroffen (Handman,
2001). Auch in Europa, vor allem in den Mittelmeerstaaten, sind mittlerweile Infektionen mit
Leishmania bekannt, hier spielt vor allem die viszerale Leishmaniose verursacht durch L.
infantum eine vorherrschende Rolle (Abb. 1). Eine zunehmend wichtige Rolle spielen
Leishmania/HIV-Coinfektionen, deren Zahl in den letzten 10 Jahren drastisch zugenommen
hat, wobei als Ursache sowohl die Reaktivierung von zuvor immunologisch kontrollierten
persistierenden Infektionen als auch Neuinfektionen diskutiert werden (Gessner et al., 1994).
In Sudeuropa sind bis zu 70 % aller an viszeraler Leishmaniose erkrankten Erwachsenen mit
HIV coinfiziert, 2-9 % der AIDS-Patienten leiden an VL.

Abb. 1: Verbreitung der Leishmaniose (Quelle: http://www.who.int/tdr/diseases/leish/diseaseinfo.htm)
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1.1.3 Krankheitsbilder der Leishmaniose
Hinsichtlich der Symptome und der dadurch ausgel6dsten klinischen Verldufe lassen sich

Leishmaniosen in die im Folgenden erlauterten drei Gruppen einteilen. Die Schwere der
Erkrankung hangt hierbei im Wesentlichen vom Immunstatus des Patienten sowie von der

jeweiligen Leishmania-Spezies ab.

Cutane Leishmaniose (CL):

Die cutane Leishmaniose stellt mit ca. 75% aller Neuinfektionen die haufigste Form der
Leishmaniose dar (Abb. 2). Zu den Erregern der auch als ,Orient-Beule® bezeichneten
Krankheit gehdren in der Alten Welt (Slideuropa, Mittlerer Osten, Stidwestasien und Afrika)
hauptsachlich L. major, L. tropica und L. aethiopica, in der Neuen Welt (Mittel- und
Sudamerika) sind dies neben L. panamensis und L. guyanensis hauptsachlich Parasiten des
L. mexicana-Komplexes. Bei dieser Art der Leishmaniose zeigt sich an der Stichstelle
zunachst ein winziger roter Fleck mit einem begleitenden Erythem. Nach 1-2 Wochen
entwickeln sich gewdhnlich entzlindliche Papeln, manchmal auch vesikulare Lasionen. Im
Laufe von Monaten kénnen sich diese vergrofern und ulzerieren, dabei hat das schmerzlose
Ulkus einen erhabenen Randwall. Obwohl 90-95% dieser Lasionen spontan im Zeitraum
eines Jahres abheilen, kann es zu z.T. entstellender Narbenbildung kommen, teilweise (10%
der Falle bei L. tropica) kommt es sogar auch zu einer chronischen Erkrankung. Eine einmal
Uberwundene Infektion bewirkt normalerweise lebenslange Immunitat gegeniber Reinfektion
mit derselben Spezies (Hepburn, 2003). Die hauptsachlich an der Ohrmuschel und im
Gesicht vorkommenden, sogenannten ,Chiclero-Geschwire®, von denen vorwiegend
Kautschuksammler (Chicleros) betroffen sind, werden ausschlief3lich von den Erregern der
sud- und mittelamerikanischen Hautleishmaniose verursacht. Bei Patienten mit
geschwachtem Immunsystem koénnen einige Vertreter des L. mexicana-Komplexes und
L. aethiopica die diffuse cutante Leishmaniose (DCL) hervorrufen, bei der es zur Entwicklung
von multiplen, diffus Uber den Korper verteilten Lasionen kommen kann. Da
Spontanheilungen ausbleiben, handelt es sich hier um eine gravierende Form der

Hautleishmaniose.

Mucocutane Leishmaniose (MCL):

Die mucocutante Leishmaniose (Abb. 2), die auch unter dem Namen ,Espundia“ bekannt ist,
tritt hauptsachlich in Mittel- und Siidamerika auf und wird hauptsachlich von Erregern des
L. braziliensis-, aber auch des L. mexicana-Komplexes verursacht. Gekennzeichnet ist diese
Krankheit durch Ulzerationen der oralen und nasalen Schleimhaute, die nach anfanglichen
Hautlasionen im Gesicht auftreten. Unbehandelt kann es zur Zerstérung der gesamten

Nasenschleimhaut, des nasalen Septums, der Lippen und des weichen Gaumens kommen.
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Vor allem als Folge von Superinfektionen kann diese Art der Leishmaniose einen tddlichen

Verlauf nehmen.

Viszerale Leishmaniose (VL):

Diese auch als ,Kala-Azar“ bezeichnete Krankheit stellt die schwerste Form der humanen
Leishmaniose dar (Abb. 2). Zu den Erregern gehéren hauptsachlich die Spezies des
L. donovani- und L. infantum-Komplexes. Hier kommt es im Gegensatz zu den
beschriebenen lokalen Formen zu einem Befall von Zellen des retikulo-endothelialen
Systems im geamten Korper, insbesondere in Milz, Leber und Knochenmark sowie den
Lymphknoten. Die Infektion wird von unregelmaRigen Fieberschiben, nicht schmerzhaften
Milz- und Leberschwellungen, Gewichtsverlust und Anamie begleitet; in fortgeschrittenen
Stadien kommt es zu einer Aszites und einer Verdunklung der Haut (Kala-Azar = schwarzes
Fieber). Unbehandelt liegt die Letalitat bei 75-90%, es sind jedoch auch mildere Verlaufe
und Spontanheilungen beschrieben worden.

Als Folgeerscheinung einer therapierten VL kann sich bei den Patienten ein Post-Kala-Azar-
dermales Leishmanoid (PKDL) entwickeln, welches eine chronische Form der CL darstellt.

Dabei treten zuerst im Gesicht Knoten auf, die sich anschlieRend Uber den ganzen Korper

ausbreiten und Uber Jahre bestehen bleiben konnen. In Indien entwickelt sich diese Form
der Leishmaniose 2 bis 3 Jahre nach Abheilen der VL in 10-15% der Falle, im Sudan

dagegen bereits in den ersten sechs Monaten in 50-60% der Falle (Zijlstra et al., 2003).

Abb. 2: Krankheitsbilder der Leishmaniose. Links: CL; Mitte: MCL; Rechts: VL (Quelle:
WHO/TDR/Laufner/Crump)
1.1.4 Diagnose und Therapiemdglichkeiten

Diagnose:
Alle von Kinetoplastiden verursachten Erkrankungen sind nicht einfach zu diagnostizieren.

Die Suche nach den Parasiten ist zeitaufwendig und daher teuer. Methoden wie die
Milzbiopsie oder die Knochenmarksaspiration sind fur nicht-spezialisierte medizinische
Hilfskrafte nicht leicht auszufiihren, oft mangelt es auch an den notwendigen Materialien.

Diese Probleme haben in den letzten Jahrzehnten zu vermehrten Forschungsanstrengungen
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auf dem Gebiet der parasitologischen Diagnostik gefuhrt, z.T. auch mit Erfolg: Serologische
Methoden und Techniken, die auf der Detektion von Antikérpern beruhen, wie der direkte
Agglutinationstest (DAT) fur viszerale Leishmaniose sind fir den Gebrauch vor Ort entwickelt
worden (Andrade et al., 1987), auch auf PCR basierende Diagnosemethoden sind haufig im
Gebrauch. So grof3 der Wert solcher indirekten Methoden zum Screenen von potentiellen
Leishmaniose-Fallen auch ist, bleibt doch die Detektion der Parasiten stets essentiell vor
Beginn einer Behandlung mit oft sehr teuren Medikamenten, die z.T. auch starke

Nebenwirkungen aufweisen.

Therapie:
Die Substanz der ersten Stunde, die auch heute noch eine der wichtigsten Rollen bei der

Leishmaniose-Therapie spielt, ist das Antimon. Die ersten Aufzeichnungen Uber eine
erfolgreiche Anwendung von dreiwertigem Antimon bei CL stammen aus dem Jahre 1913
von Macado und Vianna, 1915 wurde die erfolgreiche Anwendung bei der VL in Sizilien und
Indien erstmals beschrieben (Schmidt, H. und Peter, F.M., 1938). Seit Uber fiinfzig Jahren
erfolgt die Behandlung vornehmlich der VL, aber auch einiger Formen der CL mit den
weniger toxischen pentavalenten Antimonverbindungen Pentostam® (Natriumstibogluconat,
GlaxoSmithKline) und Glucantime® (Meglumin-Antimonat, Aventis), wobei es z.B. fiir
Pentostam® auch schon effektive und giinstigere Generika gibt (Veeken et al., 2000). Die
Verabreichungsart der Antimonpraparate ist allerdings kompliziert und erfordert meist eine
Hospitalisierung der Patienten (intravendse oder intramuskulare Gabe von 20 mg Antimon/kg
Kdrpergewicht Uber einen Zeitraum von 21-28 Tagen; Berman, 1997). Die lange
Behandlungsdauer flhrt oft zu schweren Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Anorexie, Myalgie,
Pankreatitis und Schadigungen an Herz und Leber (Lee und Hasbun, 2003). Uber den
Wirkungsmechanismus dieser Praparate ist noch wenig bis fast nichts bekannt, mdgliche
Zielstrukturen koénnten in der Glykolyse der Parasiten liegen, hier besonders bei der
Inhibition der ADP-Phosphorylierung (Berman und Gallalee, 1985; Berman et al., 1987).
Auch ist bekannt, dass Amastigote eine gréRRere intrinsische Sensitivitat gegentiber Antimon
aufweisen als Promastigote (Sereno und Lemesre, 1997), was z.B. auf die in Amastigoten
hoher ausgepragte Fahigkeit, aufgenommene Stoffe zu konzentrieren, zurickgeflihrt werden
kann. Mittlerweile spielt auch Resistenzentwicklung eine grof3e Rolle bei der Anwendung
dieser Medikamente: In Bihar (Indien) sprechen 30-60% aller VL-Patienten nicht mehr auf

die Therapie mit Antimonpraparaten an (Lira et al., 1999).

Als sogenannte ,second line drug® kam es seit 1952 bei einem Fehlschlag mit
Antimonpraparaten zunachst zum Einsatz von Pentamidin, welches sowohl bei CL als auch

bei VL mit Erfolgen eingesetzt wurde (Thakur et al., 1991). Seine hohe Toxizitat war und ist
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jedoch immer der limitierende Faktor bei der Anwendung dieses Wirkstoffes: Er kann zu
Hypoglykdmie, Diabetes und Tachykardie fihren und zeichnet sich auerdem durch seine
hohe Nephrotoxizitat aus (Soto et al., 1994).

Eine Alternative, vor allem bei den antimonresistenten Fallen in Indien stellen Polyen-
Antibiotika wie Amphotericin B (Bristol-Myers Squibb) dar. Dieser Wirkstoff, der seinen
Ursprung in der Therapie systemischer Mykosen hat, fiihrt seine selektive Wirkung auf Pilze
und Leishmanien auf eine hohe Affinitat fir 24-substituierte Sterole wie Ergosterol zurick,
die sich anstatt Cholesterol in der Plasmamembran dieser Organismen finden. Es bilden sich
Poren, die zum Austritt von lonen und zum daraus resultierenden Zelltod flihren. Auch hier
kann es aber zu starken Nebenwirkungen wie Fieber, Nephropathie und Myocarditis
kommen. Mit AmBisome® (Gilead Sciences) und weiteren liposomalen Formulierungen von
Amphotericin B konnten die Nebenwirkungen stark reduziert und die Dosis dadurch stark
erhoht werden, was zu einer hoheren Effektivitdt der Behandlung fiihrt. Nachteil dieses
Wirkstoffes sind allerdings die hohen Kosten, was den Zugang zu dieser Therapie flr
Patienten in den meisten endemischen Gebieten unmoglich macht (Croft und Yardley, 2002).

Zudem zeigt es bei der Behandlung der CL keinen deutlichen Effekt (Berman, 1997).

Die antiprotozoische Aktivitat des Aminocylitol-Aminoglycosid-Antibiotikums Paromomycin
wurde 1962 erstmal im Mausmodell beschrieben (Eliseev und Kellina, 1964). Bei den
Aminoglycosiden handelt es sich um eine etablierte Gruppe antibakterieller Wirkstoffe, die
trotz ihrer Toxizitat immer noch Anwendung finden. Eine topisch zu verabreichende Version
von Paromomycin (Razak Laboratories) findet seit langer Zeit erfolgreiche Anwendung bei
CL, eine parenterale Version die mittels Injektion verabreicht wird, befindet sich momentan in
der Zulassungsphase, da die hohe Wirksamkeit in klinischen Studien bewiesen wurde

(Jha et al., 1998; http://www.who.int/tdr/publications/publications/pdf/pr17/leishmaniasis.pdf).

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Medikamenten kann das 2002 fir die Behandlung
von VL bei Erwachsenen in Indien zugelassene Miltefosin oral verabreicht werden. Dieser
Wirkstoff, der zur Gruppe der Lysophosphatidyl-Analoga gehért, wurde zunachst auf seine
immunmodulatorische und cancerogene Wirkung tUberprift, konnte aber aufgrund schwacher
Wirksamkeit und schlechter Toleranz nicht zur parenteralen Krebstherapie eingesetzt
werden. Die antileishmanizide Aktivitat von Miltefosin wurde erstmals 1987 beschrieben
(Achterberg und Gercken, 1987; Croft et al., 1987). In einer klinischen Studie mit VL-
Patienten in Bihar (Indien) fihrte eine Therapie mit 100 mg/kg Korpergewicht tGber 28 Tage
zu einer 95%-igen Heilungsrate (Sundar et al., 1999) und war auch in der Therapie der CL
erfolgreich (Soto et al.,, 2001). Zum Nachteil gereicht Miltefosin seine hohe Teratogenitat

sowie die hohen Kosten fur die Therapie; die lange Halbwertszeit des Wirkstoffes ist ein
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Faktor, der die Resistenzentwicklung begunstigt (Jha, 2006). In vitro sind Resistenzen schon
beschrieben worden (Croft und Coombs, 2003), weswegen zu einer Kombinationstherapie
mit anderen Medikamenten geraten wird.

Durch die lokale Hitzeanwendung mithilfe von Mikrowellen konnten in der Behandlung
einzelner, noch nicht ulzerierter Lasionen Heilungserfolge zwischen 73 und 90% erzielt
werden. Bei der bei CL ebenfalls haufig angewendeten Cryotherapie mit flissigem Stickstoff
liegt die Heilungsrate zwischen 27 und 68%, in Kombination mit lokalen Antimoninjektionen
allerdings bei fast 100% (Lee und Hasbun, 2003).

Weitere Medikamente gegen die Leishmaniose befinden sich in verschiedenen Stadien der
Entwicklung: Azole wie Ketoconazol und Fluconazol, die die Sterolbiosynthese der
Leishmanien hemmen (die der der Pilze sehr ahnlich ist, gegen welche diese Stoffe zunachst
eingesetzt wurden) besitzen aber nur bei der Therapie der durch bestimmte Leishmania-
Spezies verursachten CL Wirksamkeit (Croft und Coombs, 2003). Weitere Ansatze flr
Therapiemdglichkeiten gibt es bei den Purinanaloga, da Leishmanien Purin nicht de novo
synthetisieren kdnnen, sondern auf einen ,Salvage Pathway® angewiesen sind. Ein Problem
stellt dabei jedoch die schnelle Metabolisierung und Exkretion der Analoga dar. Auch mit
Naturprodukten sowie Pflanzenextrakten wurden schon Therapieversuche unternommen. So
zeigen verschiedene pflanzliche Substanzen wie Licochalcone A (Chen et al., 1994) oder 2'-
substituierte Quinolone (Fournet et al., 1992) in in vitro und in vivo Versuchen mit
Versuchstieren erste Erfolge, bis zu einer weitreichenden Anwendung dieser Substanzen in

der Therapie ist es jedoch noch ein weiter Weg.

Anhand dieser Ubersicht ist ersichtlich, dass nach wie vor ein groRer Bedarf an wirksamen,
einfach zu verabreichenden und vor allem kostenglnstigen Medikamenten gegen die
Leishmaniose besteht. Ein Hauptproblem bei der Entwicklung und Herstellung solcher
Medikamente stellt zweifellos das geringe dkonomische Interesse der Pharmaindustrie an
solchen wenig gewinnbringenden Produkten dar. Auch die Erforschung von
Kombinationstherapien spielt aufgrund der schnellen Resistenzentwicklungen eine wichtige
Rolle. Eine Moglichkeit, neue Therapeutika zu entwickeln liegt in der Erforschung und
Entwicklung neuer Zielstrukturen fir die medikamentose Therapie. Die L. mexicana-MAP
Kinase LmxMPK1, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist, stellt eine solche Zielstruktur

dar.

1.1.5 Invasionsmechanismen und Lebenszyklus von Leishmania
Leishmanien sind digenetische Parasiten, bei dem Wechsel von einem Wirt zum anderen

durchlaufen sie einen Gestaltswandel: In den Vektoren, den Sandmiicken der Gattungen

Phlebotomus und Lutzomyia, leben die spindelférmigen Promastigoten extrazellular im
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Verdauungstrakt. Mit ihnrem langen Flagellum sind sie in der Lage, sich an die Mikrovilli des
Verdauungstraktes anzuheften, auRerdem dient es der Fortbewegung. Im Saugerwirt sind

die Parasiten obligat intrazelluldr, sie liegen als ovale, unbegeil’elte Amastigote

Promastigoten

hauptsachlich in Phagolysosomen mononuklearer Makrophagen vor (Abb. 3).
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Abb. 3: Lebenszyklus von Leishmania
(Quelle:http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Leishmania_lifecircle german.png#file)

Bei ihrer Blutmahlzeit nehmen die weiblichen Sandmicken freie Parasiten und infizierte
Makrophagen aus der Wunde auf. Diese werden von einer sackartigen peritrophen Membran
umgeben, die vom Mitteldarmepithelium des Insektes sekretiert wird und hauptsachlich aus
Chitin besteht, welches in eine Protein-Kohlenhydrat-Matrix eingebettet ist (Killick-Kendrick,
1990). Die Amastigoten beginnen nun, zu differenzieren; die frihen prozyklischen
Promastigoten besitzen eine elliptische Form und einen relativ kurzen Zellkdrper (6-8 pM)
und teilen sich schnell. Nach wenigen Tagen wird die peritrophe Membran durch eine von
den Parasiten sekretierte Chitinase aufgeldst (Schlein et al.,, 1991) und die Parasiten
migrieren in den Mitteldarm. Die nun prozyklischen Promastigoten proliferieren weiter und
heften sich mithilfe ihrer Flagellen an die Mikrovilli des Mitteldarms an. Die Anheftung
verhindert eine vorzeitige Ausscheidung der Parasiten und wird Uber das
Oberflachenglykolipid Lipophosphoglykan (LPG) vermittelt, welches den Hauptbestandteil
der Promastigoten-Glykokalix darstellt. Nun entwickeln sich zunachst die teilungsinaktiven
nectomonaden Promastigoten, die nicht mehr an das Darmepithel binden kénnen und in die
vorderen Darmabschnitte wandern. Dort angekommen findet eine Umwandlung in
leptomonade Promastigote statt, was wiederum ein proliferationsfahiges Stadium der
Entwicklung darstellt. Unter Verlust der Teilungsfahigkeit entwickeln sich nun die

metazyklischen Promastigoten, das infektiose Stadium des Parasiten (Gossage et al., 2003).
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Diese Umwandlung findet Uber einen Zeitraum von 5 bis 8 Tagen statt und wird von
biochemischen Modifikationen, vor allem in der Zusammensetzung des LPG, begleitet,
welche auch verantwortlich fur die Bindung der einzelnen Leishmania-Spezies an ihren
jeweiligen Vektor ist. Wahrend der Metazyklogenese bilden die Parasiten einen sogenannten
PSG-Stopfen (,promastigote secretory gel plug“), ein kohlenhydratreiches, gelartiges,
dreidimensionales Netzwerk, welches sich hauptsachlich aus sekretiertem schleimartigem
filamentésem Proteophosphoglykan (PPG) zusammensetzt und den Mitteldarm verschlief3t
(Rogers et al., 2002). AnschlieBend kommt es zu einer Zerstérung der Valvula cardiaca, die
normalerweise den Ruckfluss der Nahrung vom Darm zum Pharynx verhindert (Schlein et
al., 1992). Dies flhrt wahrend der Nahrungsaufnahme der Sandmiicke zum teilweisen Reflux
der aufgenommenen Blutmahlzeit in die Bisswunde, wobei diese nun mit den infektidsen
metazyklischen Promastigoten vermischt ist.

Im Saugerwirt angekommen, sind die Parasiten kurze Zeit den Bestandteilen des
Komplementsystems ausgesetzt. Dabei sind die infektiosen metazyklischen Promastigoten
verglichen mit den prozyklischen Promastigoten relativ resistent gegentber der Komplement-
vermittelten Lyse, trotz der Tatsache, dass beide Formen signifikante Mengen des
Komplementfaktors C3b an ihrer Oberflache binden (Joiner, 1988). Die
Oberflachenmetallproteinase gp63 (,Leishmanolysin®) spielt dabei eine wichtige Rolle. Sie
spaltet auf den metazyklischen Promastigoten C3b, so dass dieses den
Membranzerstérungskomplex nicht mehr binden kann (Brittingham und Mosser, 1996).
Zusatzlich findet auch eine spontane AbstoRung des C5b-C9-Komplexes von der Oberflache
der Parasiten, sowie eine Inaktivierung von C3, C5 und C9 durch eine sekretierte
Serin/Threonin-Kinase (LPK-1) statt, die so die Komplement-vermittelte Lyse verhindert
(Puentes et al., 1990; Hermoso et al., 1991). Durch die oben erwahnte Spaltung von C3b
kommt es aulRerdem zur Generierung der chemotaktischen Peptide C3a und Cb5a, die
Monocyten zur frisch infizierten Stelle locken (Brittingham und Mosser, 1996). Monozyten
sind nicht in der Lage, Antigen zu prasentieren und sind daher ideale Wirtszellen fir die
Parasiten in der frithen Phase der Lasionsbildung (Murray, 1994). Die Parasiten werden
dann Uber rezeptorvermittelte Phagozytose von Makrophagen aufgenommen, dabei sind
auch Oberflachenmolekile der Promastigoten wie gp63 und die PPGs Liganden fir die
Makrophagenbindung (Alexander und Russell, 1992). Die aufgenommenen Leishmanien
sind zunachst in membrangebundenen Phagosomen lokalisiert, diese fusionieren dann mit
sekundaren Lysosomen und bilden so das Phagolysosom, auch als parasitophore Vakuole
(PV) bezeichnet. Die PV besitzt einen sauren pH, ist reich an mikrobiziden Peptiden und
hydrolytischen Enzymen. Vor allem die pH- und die Temperaturveranderung fiihren zur
Differenzierung zu Amastigoten: einem Einschmelzen des Flagellums, dem Verschluss der

Flagellartasche sowie einer deutlichen GréRenreduktion und drastischen Anderungen in der
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Genexpression. Je nach Leishmania-Spezies unterscheiden sich die PV aullerdem in Form
und Gréle. Im Falle von L. amazonensis und L. mexicana befinden sich zahlreiche Parasiten
innerhalb einer Vakuole, wahrend L. major- und L. donovani-Amastigote einzeln in einer
kleinen Vakuole vorliegen (Antoine et al.,, 1998). Die Amastigoten vermehren sich im
Folgenden in der PV, was zur Zerstérung der Wirtszelle und Infektion benachbarter Zellen
mit einer konzentrischen Ausbreitung der Lasion um die Stichstelle fihrt.

Die Infektion mit dem Leishmania-Parasiten verandert einige Prozesse der mikrobiziden
Abwehr der Makrophagen. So wird zum Beispiel die Produktion von Superoxid (O,) und
H,O, inhibiert (Murray et al., 1986)), die zusammen mit der Erzeugung von
Stickstoffradikalen zu Beginn einer Infektion den Hauptabwehrmechanismus der
Makrophagen darstellt. So ist das LPG an der Verminderung der Superoxidproduktion
beteiligt, indem es die Proteinkinase C hemmt, auch gp63 spielt eine Rolle bei der
Unterdriickung des sogenannten ,oxidative burst* in Monozyten und Neutrophilen (Sorensen
et al., 1994). Die Stickoxidsynthase NOS2 (iNOS), die fir die Bildung des toxischen
Stickoxides verantwortlich ist, wird hingegen sowohl durch LPG als auch durch
Glykoinositolphospholipide gehemmt, die die Hauptoberflachenmolekiile der Amastigoten
darstellen (Proudfoot et al., 1995). Diese Hemmung findet allerdings nur im Anfangsstadium
der Infektion statt, im weiteren Verlauf kommt es dagegen zu einer erhdhten NO-Produktion
(Evans et al., 1996). Nach Infektion mit L. donovani zeigen Makrophagen eine verminderte
Expression von MHCI- und Il-Molekilen sowie eine verminderte Produktion von IL-1 nach
Stimulation mit verschiedenen Induktoren. Darlber hinaus kommt es zur Sekretion eines
»Activation-supressing Factor®* (ASF), welcher die Fahigkeit von Interferon-y blockiert,
Makrophagen zu aktivieren (Titus et al., 1992). Eine Leishmanien-Infektion beeinflusst
aullerdem die Signaltransduktion in den Makrophagen und sorgt fur eine veranderte
Proteinexpression, unter anderem wird die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
verhindert (Nandan et al., 1999; Martiny et al., 1999; Junghae und Raynes, 2002).

Auler Makrophagen sind auch andere Zelltypen in der Lage, Leishmanien zu phagocytieren:
In der Frihphase der Infektion sind dies dendritische Zellen (Caux et al., 1995) und
polymorphkernige neutrophile Granulozyten. Diese kénnen vermutlich neben ihrer Abwehr-
auch eine Wirtsfunktion fir die Parasiten Ubernehmen, bevor es zur Infektion der
Makrophagen kommt. Retikularen Fibroblasten wird zugeschrieben, fiir die oft beobachtete

Persistenz der Parasiten verantwortlich zu sein (Bogdan et al., 2000).

1.1.6 Genomorganisation und Genetik
Das Leishmania-Genom unterscheidet sich in vielen Punkten von einem typischen

eukaryotischen Genom. Es enthélt ca. 3,2 — 5 x 10" Basenpaare (bp) und abhangig von der
jeweiligen Spezies eine Anzahl von 34 (L. mexicana), 35 (L. braziliensis) oder 36

Chromosomen (L. major). Diese besitzen repetitive telomere Sequenzen, kondensieren aber
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wahrend des mitotischen Zyklus zu keinem Zeitpunkt, weshalb die Visualisierung einzelner
Chromosomen nur unter Einsatz der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) moglich ist.
Leishmanien werden als GC-reiche Organismen bezeichnet, der Anteil an GC-Paaren in
ihrem Genom betragt um die 60% im Gegensatz zu anderen Eukaryoten (Sauger 45- 50%).
Die Sequenzierung des Leishmanien-Genoms wurde 2003 abgeschlossen, als
Referenzstamm diente L. major MHOM/IL/81/Friedlin. Die Grélke des L. major-Genoms liegt
bei 3,36 x 107 bp, die einzelnen Chromosomen umspannen ca. 0,3 bis 2,8 x 10° bp; es
konnten bisher ca. 8300 Gene identifiziert werden, die unter

http://www.genedb.org/genedbl/leish/index.jsp eingesehen werden kdnnen.

Leishmania ist ein diploider Organismus und soweit bekannt funktionell asexuell, anders als
T. brucei, wo ein sexueller Genaustausch nachgewiesen werden konnte (Gibson und Bailey,
1994). Der Mechanismus der genetischen Rekombination konnte in Leishmania
nachgewiesen werden (Taylor et al., 1994). In Verbindung mit der Tatsache, dass fir die
Generierung einer Deletionsmutante vieler Gene zwei Transfektionsschritte nétig sind (Cruz
et al., 1991), spricht dies flir das Vorhandensein eines diploiden Genoms. Die Chromosomen
von Leishmania besitzen keine flir Eukaryoten typischen Zentromersequenzen und zeigen
eine genomische Plastizitat, die sich in einer standig variierenden Chromosomengrof3e und -
anzahl manifestiert (Stiles et al., 1999). Dabei entstehen sogenannte ,multicopy”
Minichromosomen als Resultat einer Amplifikation genomischer Sequenzen. Solche
extrachromosomale DNA kann spontan, unter Antibiotikaselektion oder bei nutritivem Stress
entstehen (Beverley, 1991) und 5-10% des totalen zellularen DNA-Gehalts ausmachen. Die
Amplifikationen kénnen entweder stabil sein, wie z.B. bei der Glucantime-Resistenz oder
unstabil, wie bei der Arsenit-Selektion in Abwesenheit des induzierenden Stimulus (Hanson
et al., 1992; Wilson et al., 1992). Der Mechanismus der Entstehung der Minichromosomen ist
noch nicht vollstandig geklart, es wird aber angenommen, dass die Amplifikation durch
homologe intramolekulare Rekombination stattfindet, da die amplifizierten Genloci oft
flankierende repetetive direkte oder invertierte Sequenzen enthalten (Olmo et al., 1995).

Neben der DNA des Zellkerns besitzen Leishmanien eine ungewoéhnliche mitochondriale
DNA, die Kinetoplasten-DNA (namensgebend fir die Ordnung der Kinetoplastida). Sie macht
ca. 10-15% der gesamten Zell-DNA aus und besteht aus zwei Typen zirkularer DNA. Die
erste, Maxicircle genannt, ist ca. 20-39 kb lang, liegt in 25-50 Kopien pro Zelle vor und
reprasentiert die mitochondriale DNA des Parasiten sowie die guide-RNAs. Die DNA der
Minicircles, die eine GroRe von 0,5-2,8 kb aufweisen, hat keine bekannte
Proteinkodierungsfunktion, die 5000-10000 Moleklle pro Zelle kodieren aber ebenfalls flr

die guide-RNAs. Die Minicircle-DNAs einer einzelnen Leishmanienzelle sind heterogen und
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lassen sich in verschiedene Sequenzklassen einteilen; dies macht man sich bei der
modernen Differenzierung von Leishmanienspezies zunutze (Gessner et al., 1994).

Im Vergleich mit héheren Eukaryoten gibt es bei Trypanosomatiden bei der Genorganisation
und -anordnung sowie bei der Regulierung und Art der Genexpression einige ungewohnliche
Merkmale und Mechanismen. So konnten Introns (charakteristisch fur die
Genomorganisation in héheren Eukaryoten) sowie die zugehdrigen cis-Spleilimechanismen
in fast keinem Leishmania-Gen nachgewiesen werden (Stiles et al., 1999), Ausnahme ist bei
T. brucei und T. cruzi das Gen, welches fir die Poly A-Polymerase codiert (Mair et al., 2000).
Obwohl auch viele single-copy Gene nachgewiesen werden konnten, ist doch eine grofle
Anzahl der Gene in Leishmania, vor allem stark exprimierte Gene, wie fir a- und B-Tubulin,
Hitzeschockproteine, Proteasen, Flagellen-Proteine und Oberflachenantigene in vielen
Kopien im Genom vertreten. Solche multi-copy-Gene sind normalerweise tandemartig
hintereinander angeordnet, gleichzeitig kommen auch sogenannte Gen-Cluster vor, in denen
verwandte, aber auch unterschiedliche Gene zusammengefasst sind. Eine tandemartige
Anordnung von sich wiederholenden Genen kann dabei ein Mittel sein, die Transkriptmenge

bestimmter Gene unabhangig von der Transkriptstabilitadt zu erhéhen.

Die meisten proteinkodierenden Gene in Leishmania werden von einer RNA-Polymerase |l
cotranskribiert, Promotoren konnten dabei bisher nicht identifiziert werden. Bei diesem
Prozess entsteht eine polycistronische Vorlaufer-DNA, die auf zweierlei Weise prozessiert
wird: Durch eine Trans-Spleil3-Reaktion wird die entstandene ,Einzelgen-mRNA*“ am 5°-Ende
mit einer ca. 40 Nukleotide langen RNA, die als Spliced Leader (SL) bezeichnet wird,
versehen und so ein 7-Methylguanosin-Rest (Cap-Struktur) an dieses Ende anflgt.
Gleichzeitig wird das 3-Ende des Transkripts polyadenyliert (Ullu et al., 1993; Matthews et
al., 1994)), wodurch eine stabile, translatierbare mRNA entsteht (Clayton, 2002). Trans-
Spleil-Signale sind oft U-reiche Polypyrimidin-Abschnitte, denen sogenannte AG-Akzeptor-
Sequenzen nachfolgen. Fur die Polyadenylierung gibt es keine eindeutigen Signale, sie
erfolgt meist 100-400 Nukleotide stromaufwarts vom Spleifdsignal (Clayton, 2002). Der
einzige bisher in Leishmania identifizierte RNA-Polymerase IlI-Promoter kontrolliert die
Expression der SL-Sequenzen, die individuell und nicht als Teil einer polycistronischen
Einheit transkribiert werden (Saito et al., 1994). Bei diesem Prozess spielt als
Proteinkomponente auch der einzige bisher in Leishmania identifizierte Transkriptionsfaktor
eine Rolle, der aus drei Untereinheiten besteht, von denen eine homolog zu einer
Untereinheit des humanen snRNA Transkriptionsfaktors SNAPc (,small nuclear RNA-
activating protein complex®) ist (Das und Bellofatto, 2003). Promotoren der Polymerasen |

und Il wurden ebenfalls gefunden, spielen aber bei der Transkription der meisten
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proteincodierenden Gene keine Rolle, da deren Transkription durch die Polymerase Il erfolgt
(Laufer und Ginzl, 2001; Nakaar et al., 1997; Gilinger und Bellofatto, 2001).

Generell kann man sagen, dass eine Regulation der Genexpression auf Transkriptionsebene
bei Kinetoplastiden nur eine untergeordnete Rolle spielt. Hier findet eine Regulation
hauptsachlich posttranskriptional Uber RNA-Prozessierung durch Trans-Spleillen und
Polyadenylierung oder Uber Stabilitdt und Abbau der Vorlaufer- und der vollstandigen mRNA,
sowie auf der Translationsebene statt. Einen groRen Einfluss auf die RNA-Stabilitat und die
Translationseffizienz hat dabei die untranslatierte 3’-Region (UTR) des Gens (Clayton,
1999).

Mitochondriale RNA aus Leishmanien wird nach der Transkription dem sogenannten RNA-
Editing unterzogen, wobei die zuvor schon erwahnte guide-RNA eine entscheidende Rolle
spielt. Anhand der guide-RNA als Vorlage werden bei dem in 3"-5"-Richtung ablaufenden
Editing Uridin-Basen eingefiigt oder deletiert, was schliellich zu funktionellen offenen
Leserahmen fiihrt. Die guide-RNA besteht aus einer zur pra-mRNA komplementaren 4-18
Nukleotide langen Ankersequenz, einem die neue Sequenzinformation enthaltenden Bereich
aus mindestens 40 Nukleotiden und einer 5-24 Nukleotide langen Oligouridin-Region
(Benne, 1994).

Genetische Manipulation bei Kinetoplastiden zur Untersuchung bestimmter Gene ist seit
einiger Zeit unter Verwendung verschiedener Methoden moglich (Clayton, 1999). Dabei kann
eine dauerhafte Transformation auf zweierlei Wegen erreicht werden: Zum einen kann das
zu untersuchende Gen in zwei aufeinanderfolgenden Transfektionsschritten durch
verschiedene Antibiotikaresistenzgene ersetzt werden, dabei macht man sich den
Mechanismus der homologen Rekombination zunutze. Ein lineares Konstrukt, welches die
stromaufwarts (5°) sowie die stromabwarts (3") des Gens gelegenen UTRs sowie das
gewlnschte Resistenzgen zwischen diesen beiden Regionen enthdlt wird  mittels
Elektroporation in die Promastigoten eingeschleust. Anhand der UTRs kann dann die
homologe Rekombination stattfinden, Uber die Antibiotikaresistenz erfolgt eine Selektion der
transfizierten Klone. Die komplette Deletion eines Gens in L. major, der
Dihydrofolatreduktase-Thymidilat-Synthase, gelang 1990 erstmals Cruz und Mitarbeitern
(Cruz et al., 1991). Zum anderen kann ein Episom transfiziert werden, bei welchem das zu
untersuchende Gen innerhalb einer bekannten intergenen Region vorliegt, die alle
notwendigen Signalsequenzen flr die RNA-Prozessierung enthalt. Zusatzlich enthalten diese
Vektoren einen Antibiotika-Selektionsmarker, der eine stabile Transformation unter
Selektionsdruck erméglicht (Laban et al.,, 1990). Der bei T. brucei standardmafig

angewandte Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAi) fuhrt bei Leishmania nicht zum



Einleitung 14

Erfolg, vermutlich wegen des Fehlens der dafiur notwendigen Zellkomponenten (Robinson
und Beverley, 2003).

1.2 Signaltransduktion und MAP Kinase Signalwege

1.2.1 Signalwege in eukaryotischen Zellen
Einzelne Zellen sowie Zellen im Zellverband muissen in der Lage sein, ihre Umgebung

wahrzunehmen, um spezifisch auf Veranderungen in dieser reagieren zu kénnen. So kdnnen
z.B. Prozesse wie das Uberleben oder der programmierte Zelltod (Apoptose),
Differenzierung, Proliferation sowie Verdnderungen der Morphologie und Motilitdt durch
Veranderungen in der Genexpression koordiniert werden. Zusatzlich ermdglicht ein
differenziertes System zur Signalwahrnehmung und -integration den Informationsaustausch
zwischen einzelnen Zellen in einem vielzelligen Organismus und ermdglicht ihm so, jeder
Zelle bestimmte Funktionen zuzuordnen und ihr Verhalten aufeinander abzustimmen.

Mit Hilfe von Rezeptoren in der Zellmembran und auch innerhalb der Zelle selbst kénnen
Signale aufgenommen und an eine oder mehrere Signalkaskaden weitergeleitet werden.
Diese Weiterleitung wird normalerweise durch gezielte Protein-Protein-Interaktionen
zwischen Signalmolekilen ausgelést, die durch Konformationsdnderung zwischen
mindestens zwei verschiedenen Zustanden wechseln kénnen und so als molekulare Schalter

fungieren.

Hydrophobe Molekile, wie die Steroidhormone, kénnen die Zellmembran durchqueren und
im Zytosol an bestimmte Rezeptoren binden, die im allgemeinen zur Gruppe der
ligandenaktivierten Transkriptionsfaktoren gehoren. Diese Komplexe wandern dann in den
Zellkern, wo sie an bestimmte Nukleotid-Sequenzen, sogenannte ,hormon response
elements® (HRE), binden und die Transkription verschiedener Gene induzieren oder
reprimieren. Auch lbsliche Gase wie Kohlenmonoxid oder Stickstoffmonoxid kdénnen die
Zellmembran passieren und z.B. die Guanylat-Zyklase aktivieren, die dann zyklisches GMP
(cGMP) als intrazellularen Signalstoff synthetisiert. Hydrophile Hormone (,first messenger*)
wie das Adrenalin kénnen die lipophile Zellmembran nicht passieren. Sie binden an in die
Zellmembran integrierte Rezeptoren, wobei diese Uber Konformationsdnderungen ihres
intrazellularen Teils dann beispielsweise zur Bildung von sekundaren Botenstoffen (,second

messenger) fiihren kénnen. Man unterscheidet drei Gruppen von Oberflachenrezeptoren:

lonenkanal-gekoppelte Rezeptoren: Diese Art von Rezeptoren dient der schnellen

Weiterleitung von Signalen zwischen Zellen. Es handelt sich um oligomere
Membranproteine, die einen lonenkanal bilden kénnen. Durch die Bindung z.B. eines

Neurotransmitters an den Kanal kommt es zum kurzfristigen Offnen oder SchlieRen des
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Kanals in der synaptischen Membran und zur Konzentrationsanderung der lonen tber der

Membran, wodurch das Signal ohne Zwischenschritte weitergeleitet wird.

7-Helix-Rezeptoren: Bei diesen Proteinen, zu denen auch die G-Protein gekoppelten

Rezeptoren gehoéren, handelt es sich um Rezeptoren, die Uber sieben a-Helices in der
Zellmembran verankert sind. Sie leiten duRere hormonelle oder sensorische Signale in das
Zellinnere weiter. Dabei wird zum Beispiel das Guanosintriphosphat (GTP)-bindende Protein
(G-Protein) an der Innenseite der Zytoplasmamembran aktiviert, wodurch es zur Aktivierung
der Adenylat Zyklase-Kaskade kommt. Das zyklische AMP (cAMP), welches dabei gebildet
wird, dient als ,second messenger®, es kommt zur Ausschittung von intrazellularem

Calcium, welches wiederum ein wichtiger Signalgeber ist.

Enzymgekoppelte Rezeptoren: Diese Rezeptoren weisen entweder selbst katalytische

Aktivitat auf oder sind intrazellular mit einem Enzym gekoppelt. Ein klassisches Beispiel fiir
diesen Rezeptortyp sind die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs). Sie besitzen einen
extrazellularen Anteil, der das Signal empfangt, eine Transmembrandomane und einen
intrazellularen Anteil mit Tyrosin-Kinase-Funktion. Zu dieser Klasse von Rezeptoren gehoéren
z.B. der EGF (Epidermal Growth Factor)-Rezeptor oder der Insulin-Rezeptor. Wird ein Signal
empfangen, kommt es zur Phosphorylierung der Rezeptoren untereinander und anderer
membranstandiger Proteine an spezifischen Tyrosinresten, an die sich Proteine anlagern
koénnen, die spezielle Phosphotyrosin-bindende (PTB-) oder SH (SRC homologe)2-Doméanen
besitzen. Uber solche Adapterproteine wie z.B. die Phospholipase C kénnen nun
Phosphorylierungen weitergegeben werden. Andere Adapterproteine wiederum stellen nur
Vermittler dar, deren Strukturveranderungen von anderen Proteinen erkannt werden, die
dann das Signal weiterleiten. Adapterproteine enthalten oftmals sogenannte SH3-Domanen,

die an prolinreiche Aminosauremotive weiterer intrazellularer Proteine binden kdnnen.

Als Resultat solcher Mechanismen kénnen auch die Mitogen aktivierten Protein (MAP)-
Kinase Kaskaden, die Gegenstand dieser Arbeit sind, aktiviert werden, die in hoheren
Eukaryoten schlieBlich zu Anderungen in der Genexpression filhren kénnen. Neben einer
Verstarkung des Signals kann es bei der Weiterleitung von Signaltransduktionskaskaden
auch zu einer Quervernetzung von Signalwegen kommen, Signale verschiedener Kaskaden

kénnen konvergieren und sich dabei gegenseitig verstarken oder abschwachen.

1.2.2 Proteinkinasen und Proteinphosphorylierung
Die Proteinphosphorylierung ist eine der haufigsten posttranslationalen Modifikationen.

Ungefahr ein Drittel aller bekannten Saugerproteine weisen gebundenes Phosphat auf.

Durch reversible Phosphorylierung konnen die Eigenschaften von Proteinen auf vielfaltige
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Weise verandert werden. Es kann zur Aktivierung oder Hemmung einer Enzymaktivitat
kommen, Bindungseigenschaften des Proteins, die Stabilitdt und die subzellulare
Lokalisation kdnnen beeinflusst werden. Die Proteinphosphorylierung ist aullerdem
verantwortlich fir eine Vielzahl zellularer Prozesse, wie Differenzierung, Proliferation,
Zellbewegung, Apoptose, eine Vielzahl von Stoffwechselvorgdngen und die
Signalweiterleitung. Bei letzterer spielen vor allem Proteinkinasen und -phosphatasen eine
entscheidende Rolle. Sie regulieren oftmals als antagonistische Paare die ,Ein-, und
»Ausschaltung® der verschiedensten Enzymaktivitdten. Dabei stellen die Proteinkinasen
insgesamt 2% aller in Sdugern bekannten Gene dar, womit sie eine der grof3ten Genfamilien
bilden. Mutationen in Kinasen sind haufig Ausléser flr Krankheiten, wie z.B. Krebs, so dass
ein besonderes Augenmerk auf der Erforschung ihrer Aufgaben und Funktionsweisen liegt.
Man unterscheidet generell zwischen drei gro3en Klassen von Kinasen: Tyrosinkinasen
Ubertragen den endstandigen Phosphorylrest von ATP oder GTP auf eine Tyrosinseitenkette
eines Substrats, wahrend Serin-/Threoninkinasen entsprechend auf Serin- und
Threoninseitenketten spezialisiert sind. Eine Ausnahme stellen die sogenannten dual-
spezifischen Kinasen wie die MAP Kinase Kinasen sowie die LAMMER-Kinasen dar, die
sowohl aliphatische als auch aromatische Seitenketten phosphorylieren kdnnen (Lee et al.,
1996; Hanks et al., 1988). Dabei ist Serin die am haufigsten phosphorylierte Aminosaure.
Das Verhaltnis der Phosphorylierung von Ser, Thr und Tyr liegt bei 1800 : 200 : 1.

Die Struktur von Proteinkinasen ist ebenso wie der Mechanismus der Phosphotransfer-
Reaktion hoch konserviert. In der Regel sind sie in zwei Domanen unterteilt, die durch eine
tiefe Furche, in der sich das aktive Zentrum des Enzyms befindet, getrennt sind (Abb. 4). Die
N-terminale Domane besteht aus einem 5-strangigen antiparallelen B-Faltblatt und einer a-
Helix (aC-Helix), deren hauptsachliche Aufgabe die Bindung und Orientierung des
Nukleotidsubstrates (ATP oder GTP) ist.

Abb.4: Struktureller Aufbau der katalytischen Einheit einer Kinase (aus Krupa et al., 2004).
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Die groliere C-terminale Domane setzt sich fast ausschlieBBlich aus a-Helices zusammen, sie
ist fur die Bindung des Peptidsubstrates sowie den Transfer der Phosphorylgruppe
zustandig. Die katalytische Domane von Proteinkinasen besteht aus ca. 300 Aminosauren
(AS) und umfasst 12 hochkonservierte Subdomanen, die durch Abschnitte geringerer
Homologie voneinander getrennt werden.

An der Bindung und Orientierung des Nukleotidsubstrats sind Aminosauren und konservierte
Strukturen in beiden Domanen beteiligt: die glycinreiche Schleife des Phosphatankers
zwischen dem f(1- und dem [(2-Strang sowie zwei Asparagin- und Aspartatreste in
Subdomane VIb und VII, die an der Bindung der zusatzlich bendétigten divalenten Kationen
beteiligt sind, sowie ein hochkonservierter Lysinrest, der mit einem Glutamatrest der aC-
Helix eine Salzbriicke bildet und so stabilisiert und ausgerichtet wird. Dieser Lysinrest ist
essentiell flr die Phosphatgruppenibertragung, da er die a- und B-Phosphatgruppen des
ATP (GTP) koordiniert (Matte et al., 1998). Eine zentral gelegene 20-30 AS lange
Aktivierungsschleife bildet eine Art Plattform flir das Peptidsubstrat, diese ist allerdings nur
zuganglich, wenn das TXY-Motiv in der Aktivierungsschleife sich im phosphorylierten
Zustand befindet. An diesem Prozess ist ein am Rand der Aktivierungsschleife gelegenes
hochkonserviertes DFG-Motiv beteiligt, welches den oben erwahnten Aspartatrest enhalt. In
der katalytischen Schleife liegt neben dem ebenfalls zuvor erwahnten Asparagin ein weiterer
Aspartatrest vor, der mit dem Proton der zu phosphorylierenden Hydroxylgruppe des

Peptidsubstrats in Wechselwirkung tritt (Huse und Kuriyan, 2002; Krupa et al., 2004).

1.2.3 MAP Kinase Signalwege
Die Mitogen-aktivierten Protein (MAP) Kinase Signalwege sind zentrale Komponenten der

zelluldren Signaltransduktion. Sie stellen die Hauptkommunikationslinien in einem
komplizierten Signalnetzwerk dar, welches fir die Regulation vieler zelluldrer Prozesse
verantwortlich zeichnet, wie z.B. Proliferation, Differenzierung, Stressantwort oder Apoptose.
Ein besonderer Fokus der aktuellen Forschung liegt auf der Erforschung der vielfaltigen
Funktionen der MAP Kinase Kaskaden bei der Entstehung von Krankheiten. Die ersten
Mitglieder dieser Gruppe von Enzymen wurden Ende der 80er Jahre im Rahmen einer
extensiven Suche nach Substraten von Tyrosinkinasen als mitogen-stimulierte
Phosphotyrosinproteine entdeckt (Rossomando et al., 1989), darauf beruht der Name
.Mitogen-aktivierte Protein Kinase®.

Den Kern der MAP Kinase Kaskade bildet ein Modul aus drei Elementen: Die MAP Kinase
Kinase Kinasen (MAPKKK) aktivieren die dual-spezifischen MAP Kinase Kinasen (MAPKK),
die wiederum Uber Phosphorylierung eines hochkonservierten TXY-Motivs in der
Aktivierungsschleife die zentralen Komponenten der Kaskade, die MAP Kinasen, aktivieren.
Die MAPKK sind dabei in der Regel hochspezifisch flir die von ihnen aktivierte MAP Kinase.

Im Anschluss an ihre Aktivierung sind die MAP Kinasen in der Lage z.B. in den Zellkern zu
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translozieren und verschiedene Transkriptionsfaktoren zu phosphorylieren, womit sie einen
direkten Einfluss auf die Regulation der Genexpression in héheren Eukaryoten haben. Aber
auch verschiedene andere intrazellulére Proteine wie z.B. die RNA Polymerase Il, Proteine
des Zytoskeletts oder weitere Proteinkinasen, wie die MAPK-aktivierten Proteinkinasen
(MAPKAPs), werden von MAP Kinasen reguliert.

In der Gruppe der MAP Kinasen der héheren Eukaryoten unterscheidet man zwischen vier
Untergruppen (Tanoue und Nishida, 2002). Die Aktivitdt von Kinasen der ,extracellular
signal regulated kinase“ (ERK)-1/2-Gruppe wird hauptsachlich durch Mitogene stimuliert,
wahrend Kinasen der p38 (a/B/y/d)- und der JNK/SAPK (,c-Jun N-terminal kinases/stress-
activated protein kinases®)-Gruppe Uberwiegend Uber Stressreize oder inflammatorische
Zytokine aktiviert werden. Die Aktivierung von MAP Kinasen der ERK5-Gruppe wird vor
allem durch den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), den neuronalen Wachstumsfaktor
(NGF) sowie durch osmotischen und oxidativen Stress ausgel6st. Zusatzlich gibt es zu jeder
MAP Kinase auch spezifische Phosphatasen, welche die Aktivierung wieder riickgangig
machen kénnen.

Trotz der groRen Unterschiede zwischen den einzelnen MAP Kinasen gibt es auch einige
Gemeinsamkeiten: Um volle Aktivitat zu erreichen, missen sowohl der Threonin- als auch
der Tyrosinrest in dem bereits erwahnten Aktivierungsmotiv (TXY) phosphoryliert sein
(Payne et al., 1991; L'Allemain et al., 1992; Wu et al., 1992). In Substraten wird meist ein
Threonin- oder Serinrest phosphoryliert, dem ein Prolinrest folgt (Pearson et al., 2001), was
vor allem sterische Grinde hat. MAP Kinasen besitzen im Gegensatz zu anderen
Proteinkinasen nur eine kleine Einbuchtung im aktiven Zentrum, da die normalerweise in
Kinasen vorhandene, tiefere Tasche schon durch das phosphorylierte Tyrosin ausgefullt ist.
Prolin, dessen Seitenkette so plaziert wird, dass sie von der Kinaseoberflache fort weist, ist
daher neben Glycin (keine Seitenkette) die praferierte Aminosaure an dieser Position, und
ein relativ verlassliches Sequenzmerkmal eukaryotischer MAP Kinase Substrate, wahrend
Substrate anderer Kinasen an der P+1-Stelle (P: phosphorylierte Aminosaure) auch eine
Aminosaure mit einer groRen Seitenkette besitzen kdnnen (Pearson et al., 2001). Oftmals
besitzen Substrate auch konservierte Domanen (Docking sites) mithilfe derer sie mit der
aktivierenden MAP Kinase interagieren konnen. Die erste Docking Domane, die identifiziert
wurde war ein Motiv des Transkriptionsfaktors c-Jun (Kallunki et al., 1994; Kallunki et al.,
1996), welches als ©0-Domane bezeichnet wird und fir die Interaktion von c-Jun mit
JNK/SAPKs verantwortlich ist. Ahnlich hierzu ist die in vielen MAP Kinase Substraten
vorkommende sogenannte D-Domane. Sie setzt sich aus einem Cluster aus basischen
Resten zusammen, dem in einigem Abstand eine (L/I)X(L/1)-Sequenz folgt und ist in vielen
Interaktionspartnern von MAP Kinasen aller Untergruppen, z.B. auch in Aktivatoren wie z.B.

MEK1/2, vorhanden. Ein anderes distinktes Motiv, welches hauptsachlich bei der Interaktion



Einleitung 19

von ERK1/2 MAP Kinasen mit ihren Substraten eine Rolle spielt, ist das FXFP-Motiv (Yang
et al., 1998). Genauso kdnnen auch die MAP Kinasen eine sogenannte ,Common Docking
Domain“ (CD-Domane) besitzen, welche die Sequenz DXXD/E beinhaltet. Sie liegt
normalerweise C-terminal zu der katalytischen Domane und ist neben einer in der Nahe
gelegenen ED-Stelle verantwortlich fur die Aktivierung und Bindung von ERK an MEK
(Tanoue et al., 2000; Tanoue and Nishida, 2003). Dartber hinaus sind MAP Kinasen und
ihre Aktivatoren oft an GerUstproteine gekoppelt, die ebenfalls die Spezifitdt der Kaskade

garantieren (Marcus et al., 1994).

1.2.4 Signaltransduktion in Trypanosomatiden
Wie auch héhere Organismen, missen Leishmanien in der Lage sein, Anderungen in ihrer

Umgebung wahrzunehmen, Signale weiterzuleiten und mittels Regulation der Genexpression
auf diese Anderungen zu reagieren. Als digenetische Parasiten sind sie wahrend ihres
Lebenszyklus starken Schwankungen der aufderen Bedingungen ausgesetzt, was besonders
klar die Notwendigkeit eines differenzierten Signaltransduktionssystems demonstriert.
Wahrend Uber die vielfaltigen Prozesse der Signaltransduktion in hdheren Eukaryoten und
Modellorganismen wie Saccharomyces cerevisiae schon viel bekannt ist, gibt es lber die
Organismen, die sich entwicklungsgeschichtlich friih von der Eukaryotenlinie abzweigten, nur
eingeschrankte  Informationen. Viele typische  Komponenten der eukaryoten
Signaltransduktion konnten tber Homologien auch in Leishmania identifiziert werden, wobei
aber andererseits Homologe fiir Schlisselkomponenten der Signalerkennung, -weiterleitung

und der Genexpression bisher nicht nachgewiesen werden konnten (Parsons und Ruben,

2000; Abb. 5). =
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Auf der Ebene der Rezeptoren sind die einzigen bisher in Trypanosomatiden
nachgewiesenen Moleklle Adenylatzyklase-Rezeptoren (Ross et al.,, 1991; Sanchez et al.,
1995). Die entsprechenden Gene gehdren einer in den Trypanosomatiden konservierten
Multigenfamilie an. Diese Rezeptoren besitzen eine extrazellulare Doméane mit
Rezeptorfunktion, die in ihrer Zusammensetzung am starksten variiert, so wie eine
intrazelluldre Adenylatzyklase-Doméane (Naula und Seebeck, 2000). Diese Rezeptoren
kénnen vermutlich viele verschiedene extrazellulare Signale erkennen und so die Bildung
von cAMP regulieren. Bei cAMP handelt es sich um einen Effektor der Proteinkinase A. Es
wurde bereits nachgewiesen, dass er bei der Differenzierung von Trypanosomen eine Rolle
spielt (De Castro und Luz, 1993; Rolin et al.,, 1993). Als weitere Komponenten der
Adenylatzyklase-Kaskade konnten ebenfalls Homologe der Proteinkinase A (Boshart und
Mottram, 1997; Huang et al., 2002), sowie Phosphodiesterasen identifiziert werden, die den
Abbau von cAMP katalysieren (al Chalabi et al., 1989). Substrate der PKA-Homologen
wurden bisher jedoch nicht nachgewiesen. Eine weitere wichtige Komponente der
Signaltransduktion, die Signalweiterleitung (ber Calcium als ,second messenger, ist
ebenfalls in Trypanosomatiden vorhanden. Der entscheidende intrazellulare Calciumspeicher
ist dabei das Acidocalcisom (Parsons und Ruben, 2000). Weitere in hoheren Eukaryoten
wichtige ,second messenger” wie Inositolphosphate scheinen ebenfalls in Trypanosomatiden
vorzuliegen. Die an diesem Signalweg beteiligte Phospholipase C (PIPLC) konnten in T.cruzi
bereits identifiziert werden (Nozaki et al., 1999), zusatzlich wurden weitere Komponenten

dieser Kaskade in T. brucei kloniert (Bringaud et al., 1998)).

Wie in Abb. 5 gezeigt, konnten neben den Adenylatzyklase-Rezeptoren keine anderen
Rezeptoren in Trypanosomatiden identifiziert werden. In héheren Eukaryoten gehéren dazu
normalerweise Rezeptor-Proteinkinasen und -Phosphatasen, 7-Helix-Rezeptoren und
heterotrimere G-Proteine. Darliber hinaus sind in Trypanosomatiden bisher keine Tyrosin-
Kinasen oder -Phosphatasen bekannt, obwohl Nachweise ihrer Aktivitdten bereits vorliegen
(Parsons et al., 1994; Zhong et al., 1998). Signalwege in vielen Organismen miinden oft in
der Aktivierung von  Transkriptionsfaktoren, welche die  Genexpression auf
Transkriptionsebene beeinflussen. Da diese Molekiile in Trypanosomatiden bisher nicht
identifiziert werden konnten und die Regulation der Genexpression vorwiegend
posttranskriptional erfolgt, kann man annehmen, dass hier eine Steuerung von Proteinen
erfolgt, die z.B. an der RNA-Prozessierung sowie der RNA-Stabilitat beteiligt sind. Dass die
reversible Phosphorylierung von Proteinen als Signalantwort bei Trypanosomatiden aber
eine groRe Rolle spielen muss, zeigen Untersuchungen, die eine stadienspezifische
Proteinphosphorylierung in diesen Organismen nachwiesen (Parsons, 1990; Parsons et
al.,1993; Parsons et al., 1995; Aboagye-Kwarteng et al., 1991; Dell und Engel, 1994). Eine
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dementsprechend grol3e Anzahl an Proteinkinasen und -Phosphatasen konnte bisher in
Trypanosomatiden entdeckt werden. Nach einer Analyse der Kinome der drei
Trypanosomatidenarten L. major, T. brucei und T. cruzi betragt die Gesamtzahl der Kinasen
in den jeweiligen Organismen 179 in L. major, 156 in T. brucei und 171 in T. cruzi (Parsons
et al., 2005).

Eine besondere Rolle bei der Regulierung des Zellzyklus spielen Zykline und Zyklin-
abhangige Kinasen (Cyclin dependent kinases; CDKs). Die am besten charakterisierte CDK
ist dabei cdc2, die ein Schlisselelement bei der Kontrolle der Mitose darstellt. In
Trypanosomatiden liegt eine Familie von mit cdc2 verwandten Kinasen (CDC2-related
kinases, CRKs) vor, die teilweise schon sehr gut beschrieben ist. So konnten in
Trypanosomatiden sechs verschiedene CRK-Klassen identifiziert werden (CRK1-6,
(Mottram, 1994). CRK3 aus L. mexicana erwies sich als essentiell fir den Fortlauf des
Zellzyklus in diesem Parasit (Hassan et al., 2001). Eine Ausschaltung dieser Kinase mittels
der klassischen Strategie der homologen Rekombination schlug fehl. Unter Zuhilfenahme
des Inhibitors Flavopiridol, der scheinbar spezifisch fir diese Kinase ist, konnte gezeigt
werden, dass Promastigoten in der G2/M-Phase des Zellzyklus arretiert wurden, weshalb
eine Rolle dieser CRK beim Ubergang von der G2- in die M-Phase vermutet wird. Eine
andere CRK aus L. mexicana, CRK1, ist ebenfalls essentiell fir den Parasiten und wird
derart posttranslational reguliert, dass sie nur in den Promastigoten, nicht aber in
Amastigoten aktiv ist (Mottram et al., 1993; Mottram et al., 1996). Zu diesen beiden Kinasen
gibt es auch in den anderen Trypanosomatiden gut charakterisierte Homologe, so zeigen
RNAi-vermittelte ,knockdowns® der beiden Gene in T. brucei ahnliche Phanotypen (Tu und
Wang, 2004; Tu und Wang, 2005).

Darlber hinaus wurden in T. brucei 1993 von Gale und Parsons zwei Gene von NIMA-
ahnlichen Proteinkinasen kloniert, nrkA und B (Gale und Parsons, 1993). Die NIMA-Kinase
(,never in mitosis/Aspergillus“) wurde erstmals in Aspergillus identifiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass es sich hier um eine G2-spezifische, zyklin-unabhangige Serin/Threoninkinase
handelt, die der Pilz fir den Eintritt in die Mitose bendtigt (Osmani et al., 1988)). Andere
wichtige Kinasen, die den Ubergang von der Mitose zur G1-Phase regulieren, sind die Polo-
ahnlichen Kinasen (PLK). Homologe konnten bereits in T. brucei und Leishmania identifiziert

werden (Graham et al., 1998; Wiese und Mitarbeiter, unveréffentlicht).

Auch Homologe zu Komponenten der MAP Kinase Kaskaden konnten bereits in
Trypanosomatiden identifiziert werden. Das erste Homolog einer MAP Kinase, Kfr 1, wurde
1994 von Hua und Wang in T. brucei gefunden (Hua und Wang, 1994); spater konnten auch
in L. mexicana 9 MAPK Homologe identifiziert und kloniert werden (LmxMPK1-9: (Wiese et
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al., 2003b). Letztendlich wurden im L. major Friedlin Genomprojekt eine Zahl von 15 MAP
Kinase Homologen ausgemacht (Parsons et al.,, 2005), die zugehérigen Gene wurden
inzwischen ebenfalls in L. mexicana identifiziert und kloniert (LmxMPK10-15: Wiese und
Mitarbeiter, unveroffentlicht). Dabei enthalten alle Proteine die fur Proteinkinasen typischen
Subdomanen, sowie das typische Aktivierungsmotiv TXY in der Phosphorylierungslippe. Fir
LmxMPK8 und vor allem LmxMPK6 konnte eine besonders grof3e zusatzliche C-terminale
Domane nachgewiesen werden, die mehrere SH3-Bindungsmotive enthalt und
moglicherweise regulatorische Funktion hat, wie bereits fur eine weitere Kinase aus T.
brucei, TObECK1, beschrieben (Ellis et al., 2004). Diese Kinase besitzt sowohl Eigenschaften
von MAP Kinasen wie als auch von CDKs und spielt eine Rolle bei der Regulation des

Zellzyklus.

Die MAP Kinasen aus L. mexicana weisen Grofien zwischen 41 und 166 kD auf und werden
soweit bekannt durch ,single-copy“-Gene, kodiert (Wiese et al., 2003b). Einigen Homologen
konnten experimentell bereits verschiedene Funktionen zugeordnet werden. So ist
LmxMPK1, die Kinase die Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist, bereits 1998 als essentiell
fir das amastigote Stadium des Parasiten beschrieben worden (Wiese, 1998). Diese Kinase
ist in beiden Lebensstadien vorhanden, ein Verlust des Gens zeigt allerdings keinen
sichtbaren Effekt auf das promastigote Lebensstadium. Das Homolog zu dieser Kinase in T.
brucei ist die bereits oben erwahnte Kfr 1, die ebenfalls eine Rolle bei der Proliferation des
Saugerstadiums des Parasiten spielt (Hua und Wang, 1997). Auch in weiteren Leishmania
Spezies konnten Homologe dieser Kinase nachgewiesen werden (Wiese und Goercke,
2001). LmxMPK4 wurde kurzlich als essentiell fir beide Lebensstadien von L. mexicana
beschrieben, da eine Deletion des zugehoérigen Gens nicht mdglich war und eine episomale
Kopie des Gens im Deletionshintergrund auch nach langfristigem Uberdauern der Parasiten
in der Maus ohne Selektionsdruck bestehen blieb (Wang et al., 2005). TOMAPK2, das
zugehdrige Homolog aus T. brucei steuert die Differenzierung des Parasiten von der
Blutstrom- zur prozyklischen Form (Mduller et al., 2002). LmxMPKS9, die spezifisch fiir das
promastigote Lebensstadium von L. mexicana ist, scheint, wie auch LmxMPK3, eine Rolle
bei der Regulation der Flagellenlange zu spielen, dabei unterstitzt LmxMPK9 wahrscheinlich
den retrograden intraflagellaren Transport (IFT), wahrend LmxMPK3 fiir den anterograden
Transport zustandig ist (Bengs et al., 2005; Erdmann, 2004; Erdmann et al., 2006). Weiterhin
ist LmxMPK5 ebenfalls essentiell fir das amastigote Lebensstadium von L. mexicana, Uber
die Funktion dieser MAP Kinase ist aber noch nichts bekannt (Wanders, 2004). Ein
besonderes Augenmerk liegt in der Arbeitsgruppe von Dr. Wiese zurzeit auf der
Identifizierung von MAPK/MAPKK-Paaren. In L. mexicana konnten bis zum Beginn dieser

Arbeit vier potentielle MAPKK Homologe identifiziert werden. Dabei handelt es sich um
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LmxMKK (Wiese et al., 2003a; Scholz, 2003), LmxPK2 und 3 (Wiese und Mitarbeiter,
unveroffentlicht) und LmxPK4 (Kuhn, 2004; Kuhn und Wiese, 2005). Gut erforscht sind hier
schon LmxMKK so wie LmxPK4, die zusammen mit den schon erwahnten LmxMPK3 und 9
wahrscheinlich die Flagellenldnge in Promastigoten regulieren. Dabei konnte zweifelsfrei
nachgewiesen werden, dass es sich bei LmxMPK3 um ein Substrat von LmxMKK handelt
(Erdmann et al., 2006). Ein ahnlicher Zusammenhang wird zwischen LmxPK4 und LmxMPK9
vermutet, konnte aber bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen werden (Kuhn, 2004).
LmxPK4 wird aulRerdem eine Rolle bei der Differenzierung vom pro- zum amastigoten
Lebensstadium zugesprochen, da eine Deletionsmutante dieser MAPKK im
Infektionsexperiment nur kleine bis gar keine Lasionen erzeugen konnte. Im L. major-Genom
wurden drei weitere putative MAPKK Homologe identifiziert (Parsons et al., 2005), die
Klonierung und Charakterisierung der zugehoérigen L. mexicana Homologen war unter

anderem Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Klrzlich konnte darlber hinaus in L. major ein putativer MAPKK-Aktivator, eine MAPKKK,
identifiziert und kloniert werden (Agron et al., 2005). Das Gen der Kinase MRK1 lie} sich
bisher nicht deletieren, so dass es sich auch hier vermutlich um ein essentielles Gen handelt.
Mithilfe des L. major Genomprojektes wurden bisher noch 23 weitere putative MAPKKK
Homologe identifiziert (Parsons et al., 2005)). Diese grof3e Zahl weist darauf hin, dass MAP
Kinase Signalwege in Trypanosomatiden noch wesentlich komplexer als bisher

angenommen sein kénnten.

1.2.5 LmxMPK1 - Kenntnisstand und Aufgabenstellung
Das MAP Kinase Homolog LmxMPK1 aus L. mexicana wurde 1995 von Wiese entdeckt.

Eine Deletionsmutante erwies sich im Maus- sowie im Makrophagen-Infektionsexperiment
als nicht-proliferativ, es konnte keine Infektion etabliert werden (Wiese, 1998). Auf das
promastigote Lebensstadium der Parasiten hingegen hat der Verlust des Gens keine
messbaren Auswirkungen, obwohl sowohl LmxMPK1-mRNA als auch LmxMPK1-Protein in
beiden Lebensstadien nachgewiesen wurde. Im folgenden wurde mehrfach versucht, das
rekombinante Protein in E. coli zu exprimieren und aufzureinigen, um Aktivitatstests
durchfuhren und nach mdglichen Inhibitoren suchen zu kénnen, da das Protein aufgrund
seiner Wichtigkeit fir das Saugerstadium des Parasiten scheinbar eine gute Zielstruktur fr
die medikamenttse Therapie darstellt. Leider gelang eine rekombinante Expression in E. coli
zunachst nicht, so dass versucht wurde, das rekombinante Enzym mit einem 6xHis-Tag
versehen im Baculovirus-System in Sf (Spodoptera frugiperda) 9-Zellen herzustellen. 2003
konnte erstmals Aktivitdt von rekombinanter LmxMPK1 nachgewiesen werden (Schuldt,
2003). Aufgrund der umstandlichen Handhabung des Systems sowie der geringen Ausbeute

an Protein sollte aber im Rahmen dieser Arbeit erneut versucht werden, eine rekombinante
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Expression von LmxMPK1 in E. coli zu etablieren. Das rekombinante Enzym sollte dann
biochemisch charakterisiert und die optimalen Reaktionsbedingungen sowie kinetische
Parameter bestimmt werden. Darlber hinaus waren zu Beginn der Arbeit bereits
verschiedene Mutanten von LmxMPK1 vorhanden. Eine Mutante, bei der ein
hochkonservierter katalytischer Lysinrest in Position 43 gegen Methionin ausgetauscht
wurde, sollte im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls rekombinant exprimiert und im Aktivitatstest
eingesetzt werden, um zu zeigen, dass die resultierende K43M-Mutante keine Aktivitat mehr
aufweist. Zusatzlich lagen bereits verschiedene Mutanten im Aktivierungsmotiv der
Phosphorylierungslippe (TDY) in Leishmanien-Expressionsvektoren vor. Drei Mutanten
waren erstellt worden, bei denen ein Verlust der Kinase-Aktivitat erwartet wurde. Hier wurden
die beiden zu phosphorylierenden Aminosauren Threonin und Tyrosin einzeln oder
gemeinsam gegen unpolare Reste ausgetauscht (ADY-, TDF- und ADF-Mutante). Eine
weitere Mutante, deren Phosphorylierungsmotiv dem der humanen ERK2 gleicht (TEY), wie
auch drei Mutanten, bei denen der Threonin- und der Tyrosinrest wiederum einzeln oder
gemeinsam durch Glutamat ersetzt worden waren (EDY-, TDE- und EDE-Mutante), lagen
aullerdem vor. Mit diesen Mutanten sollte gezeigt werden, ob eine konstitutive Aktivierung
der Kinase durch den Einbau der negativ geladenen Aminosaure Glutamat maoglich ist. Diese
Methode war zuvor bei der murinen MAPKK MKK1, wie als auch bei der L. mexicana-
MAPKK LmxMKK erfolgreich eingesetzt worden (Mansour et al., 1996; Scholz, 2003). Zu
Beginn dieser Arbeit lagen bereits rekombinante Leishmania-Promastigoten vor, die je eine
der genannten Mutanten auf einem episomalen Konstrukt im Deletionshintergrund enthielten.
Dabei konnte mithilfe eines Immunoblots gezeigt werden, dass alle Mutanten mit Ausnahme
der EDE-Mutante in Leishmania-Promastigoten exprimiert wurden, wenn auch im Falle der
K43M-Mutante nur in geringerer Menge (Melzer und Wiese, 2007). Alle Mutanten, mit
Ausnahme der EDE-Mutante, wurden daher fir Mausinfektionen verwendet, um den Einfluss
der Mutationen in vivo zu bestimmen. Abb. 6 zeigt die Ergebnisse dieses
Infektionsexperimentes. Dargestellt ist die FulRdickenzunahme in Abhangigkeit von der Zeit

nach der Injektion der Parasiten. Diese stellt ein Mal flr die Infektiositat dar.

Wie man sehen kann, sind nur die TDF- und die EDY- sowie die TEY-Mutante in der Lage
die Deletionsmutante von LmxMPK1 zu komplementieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollten
nun die verschiedenen Mutanten rekombinant in E. coli exprimiert und auf ihre Aktivitat
Uberprift werden. Die oben dargestellten Ergebnisse werden daher im Diskussionsteil dieser
Arbeit gemeinsam mit den neu gewonnenen Erkenntnissen aus der rekombinanten

Expression der Enzyme und den Kinase-Tests diskutiert
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Abb. 6: Infektionsexperimente mit verschiedenen Mutanten von LmxMPK1 in Balb/c-Mausen:
Legende: (A) L. mexicana Wildtyp, (<) ALmxMPK1, (x) ALmxMPK1+LmxMPK1(K43M), ()
ALMxMPK1+LmxMPK1(ADF), (0) ALmxMPK1+LmxMPK1(ADY), (I>)ALmxMPK1+LmxMPK1(EDY),
(V) ALMxMPK1+LmxMPK1(TEY), (<HALMXxMPK1+LmxMPK1(TDE), (O)
ALMxMPK1+LmxMPK1(TDF) (aus: Melzer und Wiese, 2007).

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von Substraten und Aktivatoren von
LmxMPK1. Durch die Aufkldrung der Kaskade, deren Teil LmxMPK1 ist, ware es mdglich,
neben der MAP Kinase selbst noch andere potentielle Zielstrukturen fir die medikamentdse
Therapie der Leishmaniose zu finden. Kénnte man zwei oder mehrere Komponenten in
einem Signalweg inhibieren, wurde das die Mdglichkeit von Kompensationsmechanismen
und Resistenzentwicklung stark verringern. Daruber hinaus ware es interessant ein Substrat
einer Leishmania MAP Kinase zu identifizieren, da es sich aufgrund des Fehlens von
,Klassischen® Substraten (z.B. Transkriptionsfaktoren) um ein bisher unbekanntes
genregulatorisches Molekil handeln koénnte. Zuletzt sollte in dieser Arbeit der Wert von
LmxMPK1 als Zielstruktur flr eine gezielte Inhibition bzw. flr eine medikamentése Therapie
evaluiert werden. Zu diesem Zweck wurde eine inhibitorsensitive Mutante sowohl als
rekombinantes Enzym als auch auf einem episomalen Expressionskonstrukt in Leishmania
im LmxMPK1-Deletionshintergrund hergestellt. In dieser Mutante ist der Phenylalaninrest an
Position 93 gegen Glycin ausgetauscht, was darin resultiert, dass im aktiven Zentrum der
Kinase eine Tasche generiert wird. In diese Tasche kdnnen dann spezifische Inhibitoren
binden, die somit nur die mutierten und nicht die Wildtyp-Kinasen ausschalten (Bishop et al.,
2000; Bishop et al., 2001). Diese Strategie hilft zum einen, ein System flr den Inhibitortest zu
etablieren und liefert zum anderen zusatzlich zur Deletion des Enzyms eine weitere

Méglichkeit, die Funktion der Kinase in vivo zu erschliellen und nach Substraten zu suchen.
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Aufgefiihrt werden neben den verwendeten Chemikalien die zugehérigen Gefahrensymbole,

die Risiko- und Sicherheitssatze (R- und S-Sétze) sowie die Herstellerangaben.

Acrylamid 30% (w/v)/ 0,8% (wi/v)
Bisacrylamid Stamml&ésung

Adenosintriphosphat (ATP)
Ammoniumperoxydisulfat (APS)
Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Bleocin (Phleomycin)

Blockierungsreagenz
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-§-D-
galactosid (X-Gal)

Borsaure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Chloroform

Cobaltchlorid

Coomassie Brilliant Blue R-250
CSPD®

4’, 6-Diamino-2-phenylindol-
dilactat (DAPI)

T

O:; Xn

Xn

Xn

Xn

Xi

Xn

T; Xn

Xn

R:45-46-20/21-25-36/38-

43-48/23/24/25-62
S: 53-36/37-45

R:8-22-36/37-38-42/43
S: 22-26-36/37

R: 36/37/38-42/43
S: 22-26-36/37

R: 20/21/22-36/37/38-40-

42/43-68
S: 22-26-36/37/39-45

R: 22-36/37/38
S: 26-28-37

2

1 22-24/25

1 36
22-24

1 22-38-40-48/20/22
36/37

1 49-22-42/43-50/53
: 53-22-45-60-61

WIT VI VI

. 22-38-41-48/22
: 26-36/37/39-46

S: 22.24/25

0w

Carl Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics,
Mannheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Invitrogen Life
Technologies,
Karlsruhe

Becton Dickinson,
Heidelberg

Merck Biosciences,
Schwalbach

Roche Diagnostics,
Mannheim

Roche Diagnostics,
Mannheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics,
Mannheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim



N,N-Dimethylformamid (DMF) T
Dimethylsulfoxid (DMSO) Xi

Dinatriumhydrogenphosphat
1,4-Dithiothreitol (DTT) Xn

dNTP-Mix

Electrophoresis Grade Agarose

Essigsaure C
Ethanol F
Ethidiumbromid T+
Ethylendiamintetraessigsaure Xn
(EDTA)

Ethylenglykol-bis(2-aminoethyl-
ether)-N,N’"-tetraessigsaure
Fischsperm-DNA

Formaldehyd 37% (Formalin) T

Formamid T

Fotales Kalberserum (FCS)

Gelatine
Geneticin (G418) Xn

Glukose
L-Glutamin (0,2 M fur Zellkultur)

Glutardialdehyd
Glutathion, reduziert

Glycerin
Glycin
Hamin (bovines Haminchlorid)

Hefe-Extrakt

wT VT VD

: 61-20/21-36

: 36/38
1 26

1 22-36/37/38
. 26-36

:10-35

23-26-45

11
2-7-16

1 22-26-36/37/38-68
. 26-28-36/37-45

R:22

wxo 0o

1 23/24/25-34-40-43
: 26-36/37/39-45-51

161
: 53-45

: 20/22-36/37/38
: 26-28-36

1 22-23-34-42/43-50
: 26-36/37/39-45-61

1 22-24/25

Material 27

Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg

Roche Diagnostics,
Mannheim

Amersham
Biosciences, Freiburg

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Roche Diagnostics,
Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Gibco BRL,
Eggenstein/ PAN
Biotech, Aidenbach

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Roche Diagnostics,
Mannheim

Merck Darmstadt

PAN Biotech,
Aidenbach

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe



N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N"-[2-
ethansulfonséaure] (HEPES)

Hygromycin B

Igepal CA-630 (Nonidet P-40)

Imidazol
Isoamylalkohol

Isopropanol

Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG)

Kaliumacetat
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kanamycinsulfat

N-Lauroylsarcosin

Leupeptin

Lithiumchlorid

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Maleinséure

Maltose
Manganchlorid

B-Mercaptoethanol

Methanol

2-[N-Morpholino]-ethansulfon-

saure (MES)

3-Morpholinopropansulfonsaure

(MOPS)
Mowiol 4-88
Natriumcarbonat

T+

Xn

Xn

F: Xi

Xi

Xn

Xn

Xn
TN

FT

Xi

Xi

W VI VIO VI VI VI

w I n I wIo 0o

NT 0D D

S:

R:
S:

R:
S:

1 26/27/28-41-42/43
1 22-26-28-36/37/39-45

1 22-41

26-36/39

1 22-34
1 22-26-36/37/39-45

:10-20

24/25

:11-36-67
1 7-16-24/25-26

1 22-24/25

61

: 26-36/37/39-45
: 36/37/38

26-36

. 22-36/37/38
: 26-36/37/39

. 22-36-37/38
. 26-28-37

22

1 22-24-34-51/53
: 26-36/37/39-45-60

1 11-23/24/25-39/23/24-

7-16-36/37-45

36/37/38
36/37/39

36
22-26
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Merck, Darmstadt

Merck Biosciences,
Schwalbach

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Gerbu Biochemicals,
Gailberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Gerbu Biochemicals,
Gailberg

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Gerbu Biochemicals,
Gailberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt



Natriumchlorid
Natriumcitrat

Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumfluorid
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat

Natriumthiosulfat
ortho-Phenanthrolin

Paraformaldehyd

Penstrep (1000 U/ml Penicillin, 10

mg/ml Streptomycin)

Phenol, TE-aquilibiriert
pH 7,5-8,0

Phenylmethylsulfonylfluorid

(PMSF)

Poly-L-Lysin Hydrobromid

Puromycin
Rubidiumchlorid

Salzsaure

Schneiders Drosophila Medium

SDM-Medium

Silbernitrat

Staurosporin

Tetracyclin

N,N,N",N"-Tetramethylethylen-

diamin (TEMED)
N*-p-Tosyl-L-Lysin-

Chloromethylketon-Hydrochlorid

Tris Base

Xi

Xn

Xn

Xi

F:. C

Xi

Xi

Py

2P

nwau nuao

2PV

T VIO VT WO WO VIO VI

T OWI VD

1 22-36/38
1 22-24/25

: 25-32-36/38

22-24/25
35

1 2-26-37/39-45

: 25-36/37/38
: 37-45

: 25-50/53

: 20/22-34-40-43
: 26-36/37/39

1 24/25-34

1 2-28-45

1 25-34

1 26-36/37/39

122
: 22-24/25

. 34-37
. 26-45

: 34-50/53
. 26-45-60-61

40

: 36/37
: 36/37/38

: 11-20/22-34
: 16-26-36/37/39-45

: 36/37/38

26-36

: 36/38
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Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheik

PAN Biotech,
Aidenbach

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

PAN Biotech,
Aidenbach

PAN Biotech,
Aidenbach

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
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Triton X-100 Xn R: 22-41 Sigma Aldrich,
S: 26-36/39 Steinheim
Tween 20 Merck, Darmstadt
Xylencyanol Xi R: 36/37/38 Sigma Aldrich Chemie,
S: 26-36 Steinheim
2.2 Gerate

Centrifuge 5415C, 5415R und 5415D
GS-6KR Centrifuge; GH3.8 Rotor

Hermle Z 400K

Optima™ TL Ultracentrifuge; TLA 55-Rotor
Sigma 1-15

Sorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifuge; SS-34 Rotor, GSA-Rotor

ProFuge® 10 K

Begasungsbrutschrank mit Kiihlung BBK
6220 (Heraeus)

Schittelinkubator Innova 4230

Sicherheitswerkbank HERAsafe HS15
(Heraeus)

Schuttelwasserbad 1083

Agarosegel-Elektrophoresekammer
Consort E734

Gene Power Supply GPS 200/400
Spektralphotometer Ultrospec I
Thermomixer 5436
Digital-pH-Meter CG 820
Fluoreszenzmikroskop

Vortex VF 2

Eppendorf, Hamburg

Beckman Coulter, Krefeld

Hermle Labortechnik, Wehningen
Beckman Coulter, Krefeld

Sigma Laborzentrifugen, Osterode
Kendro Laboratory Products, Hanau

Stratagene, La Jolla, CA, USA
Kendro Laboratory Products, Hanau

New Brunswick Scientific, USA
Kendro Laboratory Products, Hanau

GFL Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel

Labtech International, Burkhardtsdorf
Consort nv, Turnhout, Belgien

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Schott, Hofheim am Taunus

Carl Zeiss, Oberkochen

Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, Staufen

Darlber hinaus verwendete Geradte werden an den entsprechenden Stellen im Methodenteil

angegeben.

2.3 Verbrauchsmaterialien

Sterile Plastikwaren fir die Zellkultur wurden von den Firmen Sarstedt (Nurnbrecht), Nunc
(Wiesbaden), Greiner Bio-One (Frickenhausen), VWR International (Darmstadt) und
Eppendorf (Hamburg) bezogen. Rdntgen-Bender (Baden Baden) lieferte die Retina XBA
Rontgenfilme. Zusatzlich verwendete Verbrauchsmaterialien sind an den betreffenden

Stellen im Methodenteil angegeben.
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2.4 Escherichia coli Bakterienstamme

BL21 und BL21DE3

M15[pREP4]

P2392

TOP10 F

XL1 Blue

2.5 Leishmanien

hsdS gal (Aclts857 ind 1 Sam7 nin5 lacUV5-
T7 gene 1)

lac ara gal mtl recA" uvr* [pREP4, lacl,
kana'] (Qiagen, Hilden)

LE392 (P2 lysogen) (Stratagene, La Jolla,
USA)

F" [lacl® Tn 10 (Tet®)]mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80lacZAM15AlacX74 recAl
araD139 A (ara-leu)7697 galU galK rpsL
(Str") endAl nupG (Invitrogen Life
Technologies, Karlsruhe)

recA endA gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [F" proAB lac%ZAM15 Tn10 (Tet")]
(Stratagene, La Jolla, USA)

Leishmania mexicana mexicana MNYC/BZ/62/M379, Klon 2

2.6 Versuchstiere

Fur die Infektionsversuche wurden zwischen 6 und 10 Wochen alte, weibliche Balb/c-M&ause

verwendet. Die Tiere wurden am Bernhard-Nocht-Institut geztuichtet oder von Charles River

(Sulzfeld) erworben.

2.7 Plasmide

Allgemeine und bereits vorliegenden Plasmide:

pASKIBA7
pBluescript Il SK(+)
pCR®2.1TOPO
pGEX-KG

pQES8

pX63polPAC
pQE8Impk
pPGEX-KGImpk
pX63polPACGSTImpk
pX5ImpkWt
pX19ImpkADF
pX13ImpkADY
pX8ImpkEDE
pX5ImpkEDY

IBA TAGnologies, Gottingen
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe
(Guan und Dixon, 1991)

Qiagen, Hilden

Bengs et al., 2005

Melzer und Wiese, 2007

Melzer und Wiese, 2007

Wiese, 1998

Melzer und Wiese, 2007
Melzer und Wiese, 2007
Melzer und Wiese, 2007
Melzer und Wiese, 2007
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pX1lmpkTDE Melzer und Wiese, 2007
pX5ImpkTDF Melzer und Wiese, 2007
pX6ImpkK43M Melzer und Wiese, 2007
pFastBaclmpk Schuldt, 2003
pFastBaclmpkK43M Schuldt, 2003

Eine detaillierte Ubersicht aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und hergestellten

Plasmide befindet sich im Anhang.

2.8 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei Invitrogen (Karlsruhe), Amersham Biosciences
(Freiburg) und Interactiva (Ulm) synthetisiert. Unterstrichene Bereiche markieren
Erkennungsstellen  fir die  angegebenen  Restriktionsendonukleasen, die  fir

Klonierungszwecke eingefihrt wurden.

F93G.for 5 ACACAGATCTGTACCTCGTCGGGGAGTTGATAGAGACCGAT 3’
(Bglll)

F93G.rev (Bglll) 5 ACACAGATCTATGTCGTTGGCCGCACGAAT 3’ (Bglll)

F144L.for 5 GCCGGCCAACGTATTAGTGAGCAGCGACTGCTCC 3’

ImmkkMut2.sense 5’ AGCTTATTGACGACGACGCTGACGACTTCGTTG 3’

ImmkkMut2.anti 5 GTACCAACGAAGTCGTCAGCGTCGTCGTCAATA 3°

Impk C-term anti 5 CACATGTCCATCGCTGTGGA 3’

LmxMPKZ1IBA.for 5 GGCGCCGGACCTCATACGGCATCGAC 3'(sfol)
LmxMPK1IBA.rev 5 CCATGGATAATACACGTCTGTTATG 3" (Ncol)

LmxPK5exp.for 5 GAATTCGAGATCTCACATGTCTCGACTGAAAATAAACCTTGAC
G 3" (EcoRl, Bglll, BspLU11l)

LmxPK5exp.rev 5" AAGCTTACGTATCAGAAGAGAAGCCTGTTTAGTTCATCATCG 3
(Hindlll, SnaBl)

LmxPK6akt.for 5 GGCTGCGGCAAGCTTGAACGGTACCATACTGTACAAAGCA &
(Hindlll, Acc65I)

LmxPK6akt.rev 5" GTACAGTATGGTACCGTTCAAGCTTGCCGCAGCCGAAGTCGG
C 3" (Acc65l, Hindlll)

LmxPK6exp.for 5" CGATATCGGATCCGGTCATGAGGGCGAAGCGCCCGCTCCGTA
CGTC 3" (EcoRV, BamHI, BspHI)

LmxPK6exp.rev 5 GTATACGTACTACGTGTGACGCAGCTCCGGAAACATGG 3
(SnaBI)

LmxPK6Nhe.for 5 AGCAGAAGTTCAAGCTAGCCGACTTCGGCTGCGGC 3" (Nhel)

LmxPK6Nhe.rev 5 GCAGCCGAAGTCGGCTAGCTTGAACTTCTGCTGAT 3" (Nhel)

LmxPK7_2.for 5 GTCGTCATCAACCGCGATAAT 3
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LmxPK7_2.rev. 5GTTGCGGTGCTCGAAGAGGA 3’

LmxPK7n.for 5 CATATGGGATCCGGTGGCTCAGGGACGACTCA ¥
(Ndel,BamHlI)

LmxPK7c.rev 5 GATATCAAGCTTAGCCCAGCGGGCCGG 3 (EcoRV, Hindlll)

LmxZF1.for 5 CGCTCCAGGACGCCTACAAT 3

LmxZF1.rev 5 CTGCCCGCGGCAGCAGGTAC 3

M13pUC-F 5 CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3

M13pUC-R 5" AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3

PKS5.for 5ACTTTGCAACGCCGTACCTCG3’

PK5.rev 5 TACGAGTAGTGCTCGCCTCGC3

PK5.1for 5 CGCACAGCTACCACATAGTT 3

PK5.1rev 5 GCGCTCGATGGCGTCAAGGT 3’

PK5.2for 5 AGGCTACTTCGCCATCTCCT 3

PK5.2rev 5 CGCCAGCTCTGCGACAACGA 3

PK5.3rev 5 CTCTGTCGCGCTAGCACCAT 3

PK5.4rev 5 TGGTGCTCTCTCAACGTCAAGCTAC 3

PK6.for 5 TAAAGCCGGCCAACGTGATGC3’

PK6.rev 5" ACGACTCTGACCAGTTGAGCG3’

PK6.1for 5 TCAAATGTCGGCTGACCACT 3

PK6.1rev 5 TCTGGTGCTTTGTACAGTAT 3

PK6.2for 5 CAGATTTCGGTGGAGGAGAT 3

PK6.2rev 5 GCTTCTTCTCCGCGTCCAGT 3

PK6.3for 5" CCGGAGCTGCGTCACACGTA 3

PK6.3rev 5 GCCCTAGCGATGCCTTTGCT 3

PK6.4for 5 CGCAGCAGAACTGCTGAACT 3

PK6.4rev 5 TGCGCAAACAGCGTCTCACA 3’

PK6.5for 5 GAAGTGGAACGCGTCGTCGA 3

PK6.5rev 5 CGACGCCCACGGATTCGCGAT 3

PK6.6for 5 CATCGCACGGCGTGTGCTCA 3’

PK6.6rev 5 GAAGACGCGCATCCACGCAA Z

PK6.7for 5AGTCTGCCACTGAGCTCATT 3

PK6.7rev 5 CTGTCGTGATCATCGGTGAA 3’

PK6ds.rev 5 ATATCAGGGTGATAGGTACAC 3’

PK6Mfel.rev 5 ACCATCGCAAGGAGACATCGACACAAACGCTC 3

PK6Pcil.for 5 AAGCAGCTGAGCATCCTGATCGAGCTGATGTCC 3

PK7 .for 5" AGCTGCTGCGCGGTGTCCGCGI

PK7.rev 5 AGCACATCCATGCCGTC3



PK7.3for
PK7.3rev
PK?7.4for
PK7.4rev
PK7.5for
PK7.5rev
PK?7.6for
PK7.6rev
PK7.7for
PK7.7rev
PK7.8for
PK7.8rev
PK7.9for
PK7.9rev
PK7.10for
PK7.10rev
PK7.11for
PK7.11rev
PK7.12for
PK7.12rev
PK7.13for
PK7.13rev
PK7.14for
PK7.14rev
PK7.15for
PK7.15rev
PK7.16for
PK7.16rev
PK7.17rev
Scal-Primer.for
Scal-Primer.rev
SeqBl1.2
SeqBl.7
SeqgBl.4
SeqB2.7
SeqB1.6
SLMPK

5TCCGACTCCGAGTCGTCTGT 3

5 TCATCTGGCACGCTCAACGT 3

5 GCGCTGGACATTGTGATGGA 3
5 GAGCCTCCTCACACGCACAT 3

5 GTGGCTCAGGGACGACTCAT 3
5 TAGGCAGTTGGCGAGGTGAT 3
5 CTTACGTATCTGGCCATGAT 3

5" CACCATCCGCGCATGCTGTT &

5 ACCTCGCCAACTGCCTACAA 3

5 GGGCAGCAGCAGACTGTTCA ¥
5 GTCAGAGCCTGAGCACCTTT 3

5" ACCTCCGCGTCTGCACGCAA 3
5 GTCCCATGACACCGAACACA ¥

5 AGCTCTCTGACAGGTCGCAA 3

5 GACACGGTGAACAGTCTGCT 3
5 ACGCGGTCAAACTCGTCGAT 3’

5 CTGTGACACCGAACGCGACA ¥
5 CCGCCGCTGTTGTGCATGTT 3

5" GACGCCCGCCATCACTCTTT 3

5 TACGCACCGTGAGACAACCT 3
5TCGTACTCCTCGACAGCATT 3

5 CTGCGGAAGGCGGCTGAAGT 3
5 TACATCCATCAAGTCATCAA 3’

5 CTGGCGGCGACGGTCAGAAA 3
5GTGTATGTGCGTAGTAGACA 3’

5" CCAGCGGCAGCATCAACGAC 3
5" CTGCGGAGGCAGCGGTTGGA 3
5 ACACAAGGAGTAGCGTACTA 3

5 TGTGTTCCTCATCGCATGAT 3

5 CTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAG 3" (Scal)
5 ATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTC 3'(Scal)
5 CAACGGGGTCGGAAGGGAGTT &
5 ACCGCATTCTCCGCCACATC 3

5 GCGATGTAGTCGGTCAGGT 3

5 CGACGTGATTCGTGCGGCCAA 3
5 CCGCAGTCGCTGCAAAAGCAT 3
5 CGCGGATCCACCTCATACGGCATCGACGGT 3
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T7

TA-F
TA-R
TFII_1.for
TFIl_1.rev
UP1.for
UP1.rev
UP2.for
UP2.rev
UP3.for
UP3.rev
UPA4.for
UP4.rev
UP5.for
UPS5.rev
UPG6.for
UPG6.rev
UP7.for
UP7.rev
UP8.for
UP8.rev
UP9.for
UP10.for
UP10.rev
UP1 BamHI/Ncol.for
UP1Hindlll.rev

2.9 Phagenbanken
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5 GTAATACGACTCACTATAGGG 3

5 ACCGAGCTCGGATCCACTAGT 3

5 ATTGGGCCCTCTAGATGCATG 3

5 GGATCCATGGACGATGACTATGCTTTC 3" (BamHI)

5 CTCGAGAAGCTTCTAGGCAGTCTTCCGCTCG 3’ (Hindlll)

5

5
5
5
5

GTTCGTGCTGCTTCGGCACC ¥

" AGCGTCGGACCAGCGATGCC &
"ACGTGGCGTTGCGTCGTTA 3

"AGTCCGTCACCGCCGTGATA 3
" AGGCCACCGCCCTCTTTAT 3

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

CGTAGTCGCGTGGTGGCTT 3

-ACCGTCTGCGCGTAGACTT-3

CCGTCTCCGTGGCCTCATT 3

-GACATCACTGCACGACCTT-3
-CATCCCTTCCCGGCAAATT-3’
-TGGACGCCAACCATTCAAA-3
-TCCAACAGCCGTTGCGATA-3’
-TGAAGCCACCACGCGACTA-3
-TGCTGAAGCGCCTGATTGA-3

TTCCGCGTTATCGCCTTCT 3

-CAGTCGCCCACGCCGAATT-3

CCGCTGTGAGTCTTCCAAA 3
CACTGGCAGCTGTCCATTA Z
AGGAGGGACAGAGAAGAGAT 3

5 GGATCCATGGCGACGACCTCGCCCACATCG 3" (BamHI, Ncol)

5

AAGCTTCTAATACAGGTCGCTAATGG 3 (Hindlll)

A DASH lI-gDNA-Phagenbank L. mexicana (2. Amplifikat) Wiese, 1991

2.10 Antikorper

Zusatzlich zu den Antikbrpern werden die im Immunoblot eingesetzten spezifischen

Verdinnungen angegeben.



Primarantikorper:

anti-C-term Impk

anti-myo-Inositol-1-Phosphat-Synthase,
polyklonales Kaninchenserum gegen
rekombinantes Protein

anti-Digoxigenin Fab-Fragment aus Schaf, AP-
gekoppelt

Anti-Glutathion-S-Transferase, Hybridomzell-
Kulturtiberstand (Maus)

anti-Phospho-Tyrosin

Sekundarantikorper:

anti-Kaninchen IgG (H+L) aus Ziege,
Meerrettichperoxidase (HRP-)- gekoppelt

anti-Maus IgG (H+L) aus Ziege, HRP-
gekoppelt

anti-Maus IgG aus Kaninchen, HRP-gekoppelt

2.11 Enzyme
Alkalische Phosphatase, Shrimp

Expand High Fidelity PCR System
Klenow Enzym

Lysozym

Quick Ligation Kit

Restriktionsendonukleasen

RNase A (bovine pancreas)
S1-Nuklease
T4-DNA-Ligase

Thrombin

2.12 Molekularbiologische Kits

Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Kit
PCR DIG Probe Synthesis Kit
QIlAprep® Spin Miniprep Kit
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1:500 Wiese, 1998

1:200 (llg, 2002)

1:10000 Roche Diagnostics,
Mannheim

1:50 Fleischer, BNI, Hamburg

1:2000 CST, Danvers, USA

1:5000 Dianova, Hamburg

1:5000 Dianova, Hamburg

1:2000 DAKO, Hamburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Serva, Heidelberg

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Fermentas, St.-Leon-Rot

Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham Biosciences, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim

Amersham Biosciences, Freiburg

Applied Biosystems, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden
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QIAGEN® Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen, Karlsruhe

ECL Western Blotting Detection Reagent Amersham Biosciences, Freiburg
M&N Nucleospin Plasmid Kit Macherey & Nagel, Diren
Invitrogen Plasmid Purification Kit Invitrogen, Karlsruhe

2.13 DNA- und Protein-GrofRenstandards

peqGOLD DNA-Sizer I PEQLAB, Erlangen
1kb-DNA-Ladder Carl Roth, Karlsruhe
Prestained Protein Marker, Broad Range New England Biolabs, Frankfurt a.M.

2.14 Kulturmedien

2.14.1 Medien fur Bakterienkulturen

Alle Medien wurden mit ddH,O angesetzt und 25 min bei 120°C und 1 bar autoklaviert; falls
erforderlich wurden Antibiotika nach Abkihlung auf ca. 50°C zugegeben. Fir die Herstellung
von Festmedien wurden vor dem Autoklavieren 15 g Bacto-Agar pro Liter Medium
zugegeben.

LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton

5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

NZY-Medium 5 g/l Hefeextrakt
10 g/l Casein-Hydrolysat (NZ-Amin)
5 g/l NaCl
2 g/l MgSO4x 7 H,0; pH 7,5

NZY-Top-Agarose 0,7 % (w/v) Agarose in NZY-Medium

SOB-Medium 20 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSOy; pH 7,0

SOC-Medium SOB-Medium mit 20 mM Glucose

2.14.2 Medien fur Leishmanienkulturen
Fotales Kalberserum wurde vor Gebrauch 45 min bei 56°C hitzeinaktiviert und in Aliquots

von jeweils 50 ml bei -20°C gelagert. Das inaktivierte Serum wird im folgenden als iFCS

bezeichnet.
SDM-Medium komplett 7,5 pg/ml Hamin
(Brun und Schénenberger, 1979) 5% (v/v) IFCS

1% (v/v) Penstrep
in SDM-Medium
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Differenzierungsmedium 20% (v/v) iIFCS
1% (v/v) Penstrep
1% (v/v) L-Glutamin
1,95 g MES/ 500 ml
in Schneiders Drosophila Medium; pH 5,5

Einfriermedium fir Leishmanien 10% (v/v) DMSO
in iFCS

2.15 Puffer und weitere Lésungen

Blockierungslésung 1 5% (w/v) BSA
(Immunoblot) in TBST
Blockierungslésung 2 5% (w/v) Magermilchpulver
(Immunoblot) In PBST

Bradford-Lésung 5% (v/v) Ethanol

0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250
10% (v/v) Phosphoséaure
filtriert und bei 4°C gelagert

Cobalt-Bindepuffer/Waschpuffer 2 50 mM Tris HCI pH 8
1 M NacCl
10 % Glycerol
20 mM Imidazol

Cobalt-Waschpuffer 1 50 mM Tris HCI pH 8
1 M NacCl
10 % Glycerol
10 mM Imidazol

Cobalt-Elutionspuffer 50 mM Tris HCI pH 8
300 mM NacCl
10 % Glycerol
500 mM Imidazol
1 mM PMSF

Coomassie-Entfarber 30% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

Coomassie-Farbelésung 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsaure

DAPI-Stammldsung 160 pg DAPI/mI in Methanol
Denaturierungslésung 1,5 M NaCl

0,5M NaOH
DIG-Puffer 1 0,1 M Maleinséaure

0,15 M NaCl; pH 7,5
DIG-Puffer 2 1% (w/ v) Blockierungsreagenz in DIG-Puffer |
DIG-Puffer 3 50 mM MgCl,

0,1 M NacCl

0,1 M Tris-HCI pH 9,5
DIG-Waschpuffer 0,3% (v/v) Tween 20 in DIG-Puffer |



DNA-Auftragspuffer (10x)

Elektroporationspuffer

Fastblot-Transferpuffer

Fixierlésung fir Leishmanien
Geltrocknungsldsung

GSH-Elutionspuffer

Hamin-Stammldsung
Hybridisierungslésung (Southern-Blot)

Standard-Kinase-Puffer (10x)

Leishmanien-Lysepuffer (fur
Immunoblotting)

Mowiol/DABCO

Neutralisierungslésung

PBS (10x)

PBST

0,5x TBE

0,1M EDTA pH 8,0
0,1% Bromphenolblau
0,1% Xylenblau

50% (v/v) Glycerin

21 mM HEPES pH 7,5
137 mM NacCl

5 mM KCI

0,7 mM Nay,HPO,

6 mM Glucose; pH 7,5

25 mM Tris-Base
150 mM Glycin
10% (v/v) Methanol

3,7 % Formaldehyd in 1x PBS

20% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Glycerin

10 mM GSH (reduziert)
50 mM Tris-HCI pH 8,0

2,5 mg Hamin/ml in 50 mM NaOH

50% (v/v) Formamid

5x SSC

0,1% (w/v) N-Lauroylsarcosin
0,02% SDS

2% (w/v) Blockierungsreagenz

0,5M MOPS pH 7,2
100 mM MgCl,

20 mM MnCl,

1 M NaCl

50 uM Leupeptin

25 uM TLCK

1 mM PMSF

10 mM ortho-Phenanthrolin
1x PBS

0,1% SDS

50 mM DTT

1x SDS-PAGE Auftragspuffer

2,4 g Mowiol

6 g Glycerin

12 ml 0,2 M Tris-HCI pH 8,5
6 ml ddH,O

2,5% (w/v) DABCO

1,5 M NaCl
0,5M Tris HCI pH 7,1
1 mM EDTA pH 8,0

1,37 M NaCl

27 mM KCI

101 mM NayHPO,
18 mM KH,PO,

0,2% (v/v) Tween 20 in 1XPBS
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Prahybridisierungslésung (Southern Blot)

Proteaseinhibitorenlésung

Puffer W (Strep-Aufreinigung)

Puffer E (Strep-Aufreinigung)
Puffer R (Strep-Aufreinigung)
RF1 (kompetente Zellen)

RF2 (kompetente Zellen)

SDS-PAGE Elektrophoresepuffer (10x)

SDS-PAGE Auftragspuffer (5x)

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer (4x)
SDS-PAGE-Trenngelpuffer (4x)
Silberfarbungs-Entwicklerldsung
(Lsg. 5)
Silberfarbungs-Farbeltsung (Lsg. 4)

Silberfarbungs-Fixierldsung (Lsg.1)

Silberfarbungslésung 2

SM-Puffer

100 pg/ml Fischsperm-DNA in
Hybrdisierungslésung

50 uM Leupeptin

25 uM TLCK

1 mM PMSF

10 mM ortho-Phenanthrolin
in1x PBS

100 mM Tris-HCI pH 8,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
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10 x Puffer (IBA TAGnologies, Gottingen)
10 x Puffer (IBA TAGnologies, Géttingen)

0,1 M RbCl

50 mM MnCl,

30 mM Kaliumacetat

10 mM CacCl,

15% (v/v) Glycerin; pH 5,8

10 mM RbCI

10 mM MOPS

75 mM CacCl,

15% (v/v) Glycerin; pH 6,8

0,25 M Tris-HCI
1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS; pH 8,3

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
20% (v/v) Glycerin

2% (w/v) SDS

0,001% (w/v) Bromphenolblau
50 mM DTT

0,5 M Tris-HCI
0,4% (w/v) SDS; pH 6,8

1,5 M Tris-HCI
0,4% (w/v) SDS; pH 8,8

2,5% (w/v) Na,CO;
0,01% (v/v) Formaldehyd

0,1% (w/v) AgNO;
0,02% (v/v) Formaldehyd

30%(v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigsaure

30% (v/v) Ethanol

0,5 M NaAc x 3 H,O

0,5% (v/v) Glutardialdehyd
0,2% (w/v) Natriumthiosulfat

100 mM NacCl

8 mM MgSO,

50 mM Tris-HCl pH 7,5
0,01% (w/v) Gelatine



SSC (20x)
TlOEO,l

TBE (5x)

TBS (10x)

TBST
TENS

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0

10 mM Tris-HCI pH 8,0
0,1 mM EDTA pH 8,0

0,45 M Tris-Base
0,45 M Borsaure
10 mM EDTA pH 8,0

200 mM Tris-HCI pH 7,5
137 mM NacCl

0,2% Tween 20 in 1XTBS

10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA pH 8,0

10 mM NaOH

0,5% (w/v) SDS
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3 Methoden
3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von E. coli

3.1.1.1 Kultur auf Mediumplatten
Fir die Kultivierung von E. coli auf Mediumplatten wurden bis zu 300 pl einer

Bakteriensuspension auf den entsprechenden Mediumplatten ausgebracht und in inverser
Orientierung bei 37°C inkubiert, bis Einzelkolonien sichtbar waren. Die Platten wurden mit
Parafilm verschlossen und konnten so mehrere Wochen bei 4°C gelagert werden. Es
handelte sich meist um LB-Platten, die mit einem Antibiotikum versetzt worden waren
(Uberwiegend 100 pg/ml Ampicillin und/oder 50 ug/ml Kanamycin), so dass auf resistente

Bakterienkolonien selektioniert werden konnte.

3.1.1.2 Fliissigkultur
Zum Anziehen einer Flussigkultur wurde eine Einzelkolonie von einer Mediumplatte mit Hilfe

einer Impfése in die jeweilige Menge geeigneten Mediums Uberflhrt und UN unter Schutteln
je nach Kulturvolumen und KolbengréRe mit 120-190 rpm bei 37°C inkubiert. In der Regel

wurde LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin verwendet.

3.1.1.3 Glycerinkulturen zur Langzeitlagerung
In einem sterilen Kryoréhrchen wurden 500 pl einer dicht gewachsenen UN-Kultur mit 500 pl

Glycerin (steril) versetzt, gut gemischt und nach 10 min Inkubation auf Eis bei -70°C
eingefroren. Diese Dauerkulturen kdnnen ohne Verlust ihrer Lebensfahigkeit tGber lange Zeit
gelagert werden; bei Bedarf wird ein geringer Teil auf einer entsprechenden Mediumplatte

erneut ausgestrichen.

3.1.2 Kultivierung von L. mexicana

3.1.2.1 Kultivierung von L. mexicana-Promastigoten
Promastigote Leishmanien wurden bei 27°C in SDM-Medium (komplett) kultiviert. Bei

Vorhandensein eines Resistenzgens wurde das entsprechende Antibiotikum in den
folgenden Konzentrationen zugesetzt: G418 (Geneticin): 10 pg/ml; Hygromycin B: 20 pg/ml;
Bleocin (Phleomycin): 5 pg/ml; Puromycin: 40 pM. Das in der Standardkultur verwendete
Kulturvolumen betrug 10 ml in 50 ml-Gewebekulturflaschen; die Kulturen wurden jeweils
nach Erreichen einer Dichte von 5-7 x 107 Zellen/ml in einem Verhaltnis von 1:500 bis 1:1000

unter Verwendung steriler Einwegpipetten passagiert.
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3.1.2.2 Zellzahlbestimmung von Leishmanien-Kulturen
10 pl der zu zahlenden Kultur wurden mit Fixierlésung (3,7 % Formaldehyd in 1 x PBS) nach

Bedarf verdinnt und in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Es wurde jeweils der Mittelwert
aus zwei Grollquadraten gebildet. Die Zellzahl wurde wie folgt ermittelt: Zellzahl/ml =

gezahlte Zellen x Verdiinnungsfaktor x 10*.

3.1.2.3 In vitro-Differenzierung zu axenischen Amastigoten und deren Kultivierung
Um Kulturpromastigote in vitro zu Amastigoten zu differenzieren, wurden aus einer sich in

der logarithmischen Wachstumsphase befindenden Kultur Leishmanien entnommen und je
nach Grélke des entnommenen Volumens fiir 20 sec bei 5600 x g und RT oder flir 5 min bei
2050 x g zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden mit Differenzierungsmedium
gewaschen und anschlieRend mit einer Zelldichte von ca. 2-4 x 10° Zellen/ml in eine Kultur
desselben Mediums Uberfiihrt und bei 34°C und 5% CO, inkubiert (Bates et al., 1992).

3.1.2.4 Leishmanien-Stabilate zur Langzeitlagerung
Um Leishmanien-Klone Uber einen langen Zeitraum zu lagern, wurden Stabilate angefertigt.

Zu diesem Zweck wurden 10 ml einer sich in der logarithmischen Wachstumsphase
befindenden Promastigoten-Kultur 10 min bei 2050 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Zellniederschlag wurde in 1,5 ml eiskaltem Einfriermedium resuspendiert, in Aliquots zu 500
pI auf drei vorgekihlte Kryordhrchen verteilt und fiir 24 h in der Gasphase des Stickstofftanks
eingefroren. AnschlieRend konnten die Réhrchen in flissigem Stickstoff gelagert werden.

Um die eingefrorenen Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie im 37°C-Wasserbad
aufgetaut, die gesamte Probe sofort in 10 ml SDM-Medium (komplett, mit 10% iFCS)
Uberfuhrt und bei 27°C inkubiert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Herstellung kompetenter Zellen nach Hanahan (1983)
Aus einer bei -70°C gelagerten Glycerinkultur wurden Bakterien des gewilnschten E. coli

Stammes (XL1 blue, BL21 oder BL21DE3) auf einer LB-Agarplatte mit 20 ug/ml Tetracyclin
(XL1) oder einer NZY-Agarplatte (BL21 und BL21DE3) ausgestrichen und UGN bei 37°C
inkubiert. Mit je einer Einzelkolonie wurden 3 ml SOB-Medium (40 ug/ml Tetracyclin fir XL1)
angeimpft und UN bei 37°C unter Schitteln mit 225 rpm inkubiert. Mit 100-500 pl dieser
Vorkultur wurden 100 ml SOB-Medium beimpft und bis zu einer ODs5 = 0,2 (4-7x107
Zellen/ml) bei 225 rpm und 37°C geschiittelt. Die Kulturen wurden 15 min auf Eis gekuhlt und
anschlielend in je zwei 50 mI-Rdéhrchen fur 15 min bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert. Die
Zellniederschlage wurden in je 16 ml RF1 durch Schitteln resuspendiert, vereinigt und 90
min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Zellniederschlag in 8 ml RF2

resuspendiert, weitere 15 min auf Eis inkubiert und Aliquots von 200 ul auf gekihlte 1,5 ml
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Safe-Lock-Reaktionsgefalle verteilt. Die kompetenten Zellen wurden in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur Verwendung bei -70°C gelagert.

3.2.2 Transformation von E.coli
Die gefrorenen kompetenten Zellen (200 pl Aliquots) wurden auf Eis aufgetaut und Plasmid-

DNA in einem Volumen von 1-10 pl (normalerweise 5 pl eines Ligationsansatzes)
zugegeben. Nach kurzem Vortexen wurden die Zellen fur 15-30 min auf Eis inkubiert, einem
Hitzeschock von 42°C im Wasserbad ausgesetzt (XL1 blue 90 sec, BL21 und BL21DE3 60
sec) und anschlieRend 5 min auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe von 800 yl SOC-Medium wurde
die Zellsuspension 1 h bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Von diesem
Transformationsansatz wurden je 100 bis 300 uyl auf antibiotikahaltigem Medium ausplattiert
und die Platten bei 37°C UN inkubiert.

War eine ,Blau-Weil3“-Selektion der Bakterien nach der Transformation méglich, so wurden
auf den antibiotikahaltigen Agarplatten 30 min vor Ausbringen des Transformationsansatzes
40 pl einer X-Gal-Lésung (40 mg/ml in DMF) sowie 40 ul einer 100 mM IPTG-L6ésung

ausplattiert und die Platten bis zur Verwendung bei 37°C verwahrt.

3.2.3 Transfektion von Leishmanien
Durch Elektroporation kann Fremd-DNA in Leishmanien eingeschleust werden. Dabei

werden promastigote Zellen der spatlogarithmischen Wachstumsphase (4-6x 10" Zellen/ml)
einem kurzen elektrischen Impuls ausgesetzt, der zur voribergehenden Entstehung von
Léchern in der Zellmembran fihrt. Uber diese Offnungen kann Fremd-DNA in die Zellen
gelangen.

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden 4 x 10’ Zellen der L. mexicana-Kultur 20 sec bei 5600
x g und RT zentrifugiert und mit 500 pl eiskaltem Elektroporationspuffer gewaschen. Der
Zeliniederschlag wurde in 400 pl dieses Puffers zu einer Zelldichte von 1 x 10® Zellen/ml
resuspendiert und in eine auf Eis vorgekihlte Elektroporationskiivette (4 mm; BIO-RAD
Laboratories, Miinchen) Uberfihrt. Zu der Zellsuspension wurden 5 bis 15 ug der
gewlnschten linearen DNA oder bis zu 20 ug Plasmid-DNA gegeben, vorsichtig gemischt
und die Zellen bei 1,5 kV, 200 Q und 25 pyF dreimal durch einen Strompuls von 0,9 bis 1,1
msec elektroporiert (BIO-RAD Gene Pulser 1652077 mit BIO-RAD Pulse Controller, BIO-
RAD Laboratories). Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen vollstandig in 10 ml
SDM-Medium mit 10% iFCS und dem entsprechenden Antibiotikum der Ausgangskultur
Uberfuhrt und UN bei 27°C inkubiert. Am Folgetag wurde die Kultur auf 40 ml mit SDM-
Medium (10% iFCS) aufgefillt und zur Selektion mit dem Antibiotikum versetzt, dessen
Resistenzgen sich auf dem verwendeten DNA-Fragment bzw. Plasmid befand. Die so
verdinnte Kultur wurde auf zwei 96-Well Mikrotiterplatten verteilt, diese wurden mit Parafilm

verschlossen und 14 Tage bei 27°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden tUberlebende — sprich
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resistente - Zellen vollstandig in 2 ml-Kulturen Uberfuhrt und spater in 10 ml-Kulturen unter

Selektionsdruck herangezogen.

3.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli
Fur die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden unterschiedliche Protokolle

verwendet. Das in 3.2.4.1 beschriebene Verfahren nach Zhou ist kostenglnstig, wahrend die
Plasmid-DNA-Praparation mittels QlAprep © Spin Miniprep Kit (3.2.4.2) , M&N Plasmid
Purification Kit (3.2.4.2), QIAGEN® Plasmid Midi Kit (3.2.4.3) oder Invitrogen Plasmid
Purification Kits (3.2.4.3) dagegen besonders reine DNA liefert, die fur nachfolgende
Sequenzierungen des Plasmids, weitere enzymatische Reaktionen oder zur Elektroporation
verwendet werden kann. Die ersten drei Methoden (3.2.4.1 und 3.2.4.2) dienen der
Untersuchung vieler verschiedener Klone nach einer Transformation; wurde ein positiver
Klon identifiziert, so wurde mit der vierten oder der flinften Methode (3.2.4.3) eine groRere

Menge (bis zu 100 pg) hochreiner Plasmid-DNA isoliert.

3.2.4.1 Plasmid-DNA-Minipraparation (Zhou et al., 1990)
Von einer 3 ml UN-Kultur wurden 1,5 ml in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® tberfihrt und

anschlieBend 30 sec bei 15800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 50-100
dekantiert und der Zellniederschlag durch Vortexen in dem verbliebenen Volumen
resuspendiert. Es wurden 300 yl TENS zugegeben, dann wurde 4 sec durch Vortexen auf
mittlerer Stufe gemischt und das Lysat bei Verarbeitung mehrerer Ansatze bis zum nachsten
Schritt auf Eis gehalten. Nach Zugabe von 150 pl 3 M NaAc pH 5,2 und erneutem Vortexen
(s.0.) wurden die Ansatze auf Eis gekuhlt und anschlieffend 10 min bei 15800 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfiinrt und die Plasmid-
DNA durch Zugabe von 900 pl eiskaltem EtOH (100%) gefallt. Nach 15 min Zentrifugation
bei 15800 x g und 4°C wurde der Uberstand abgenommen und der Niederschlag mit 1 ml
eiskaltem 70% EtOH gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde 10 min bei 37°C getrocknet und
in 50 pl ddH,O aufgenommen.

3.2.4.2 Qiaprep® Spin Miniprep Kit und M&N Plasmid Isolation Kit
Zunachst wurden von einer 3 ml GUN-Kultur 1,5 ml in ein Eppendorf-Reaktionsgefald Gberfuhrt

und 30 sec bei 15800 x g zentrifugiert. Der gesamte Uberstand wurde dekantiert. Das
weitere Vorgehen erfolgte wie in den Abschnitten ,using a microcentrifuge“ der jeweiligen

Handbucher beschrieben.

3.2.4.3 QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen Tip-100) und Invitrogen Plasmid Kit
Eine 100 ml UN-Kultur wurde in 50 ml-Réhrchen Uberfihrt und 15 min bei 4000 x g und 4°C

zentrifugiert. Die Resuspension des Zellniederschlags sowie die weiteren Schritte bis zur
DNA-Prazipitation entsprachen dem im Handbuch aufgefiihrten Vorgehen. Die eluierte

Plasmid-DNA wurde in Aliquots zu je 833 ul auf sechs Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt, in
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die zuvor je 583 pl Isopropanol (0,7 Volumenanteile) gegeben worden waren. Nach
sorgfaltigem Durchmischen wurde 30 min bei 15800 x g und 4°C zentrifugiert und mit 70%
EtOH (eiskalt) gewaschen. Der DNA-Niederschlag wurde 10 min bei RT getrocknet und in

insgesamt 180 ul ddH,O aufgenommen.

3.2.5 Isolierung genomischer DNA aus Leishmanien
Diese Methode nach Medina-Acosta und Cross (Medina-Acosta und Cross, 1993) dient der

schnellen lIsolierung kleiner Mengen genomischer DNA aus Leishmanien, da diese im
Gegensatz zur bakteriellen genomischen DNA unter den angewandten Lysebedingungen
I6slich ist und so aus der wassrigen Phase prazipitiert werden kann.

Aus einer 10 ml-Kultur von L. mexicana-Promastigoten (Zelldichte 1-6 x 10’ Zellen/ml)
wurden 2-3 ml entnommen und 30 sec bei 5600 x g und RT zentrifugiert. Der
Zellniederschlag wurde in 400 pl frischem TELT-Puffer resuspendiert, 5 min bei RT inkubiert
und mit 400 pl kaltem TE-aquilibriertem Phenol versetzt. Der Ansatz wurde 5 min bei 4°C
durch End-Uber End-Rotation vermischt und die Phasen anschlief’iend durch Zentrifugation
fiir 10 min bei 15800 x g und 4°C getrennt. Nach Uberfiihren der oberen, wassrigen Phase in
ein neues Reaktionsgefall wurden je 400 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben.
Der Ansatz wurde wie zuvor gemischt, zentrifugiert und die obere Phase in ein neues
Reaktionsgefall gegeben. Durch Zugabe von 1 ml eiskaltem 100% EtOH (2,5
Volumenanteile) wurde die DNA gefallt; nach 5 min Inkubation auf Eis wurde die Losung 10
min bei 15800 x g und 4°C zentrifugiert, der DNA-Niederschlag mit 70% EtOH (eiskalt)

gewaschen und nach Trocknen bei RT in 200 pl T40Eo s aufgenommen.

3.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die DNA-Probe wurde 1:100 in ddH,O verdinnt und die Konzentration in einer UV-ette

(Eppendorf) mit dem Biophotometer 6131 (Eppendorf) bestimmt. Lag nur eine geringe DNA-
Menge vor, so konnten deren Konzentration durch Vergleich der Bandenintensitaten in
einem ethidiumbromidhaltigen Agarosegel abgeschatzt werden, indem bei dem Gellauf eine
mit Hindlll gespaltene A-DNA bekannter Konzentration als Standard neben den DNA-Proben

aufgetragen wurde.

3.2.7 Reaktionen mit DNA-modifizierenden Enzymen

3.2.7.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Verwendet wurden ausschlielllich Restriktionsendonukleasen vom Typ IlI, welche die

doppelstrangige DNA spezifisch innerhalb der jeweils charakteristischen palindromischen

Sequenz schneiden.
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Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA:

In analytischen Standardansatzen wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ul 0,2 — 1,0 ug
Plasmid-DNA in dem flr die jeweilige Restriktionsendonuklease geeigneten Puffersystem mit
5-10 U des Enzyms gespalten. Je nach Bedarf wurden dem Ansatz 2 ug BSA und /oder 4 ug
RNase A zugegeben, letztere nur bei Restriktionsspaltungen von Plasmid-Praparationen
nach Zhou (3.2.4.1). Der Ansatz wurde 2-3 h bei dem Temperaturoptimum des jeweiligen
Enzyms, in der Regel 37°C, inkubiert. In praparativen Restriktionsspaltungen wurden 10-20
Mg Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 100 pl geschnitten. Die Menge an
eingesetzter Endonuklease und die Volumina der (brigen Komponenten wurden
entsprechend angepasst.

Restriktionsspaltung genomischer DNA:

Es wurden 3-5 ug genomische DNA mit 50 U Restriktionsendonuklease, 40 ug RNase A und
40 ug BSA in einem Gesamtvolumen von 400 pl unter stdandigem Invertieren bei dem
jeweiligen Temperaturoptimum UGN inkubiert. AnschlieBend wurde eine EtOH-Fallung
durchgefihrt: dazu wurden 44,4 pyl 3 M NaAc pH 5,2 (1/9 Volumenanteil) und 1100 yl 100%
EtOH (eiskalt; 2,5 Volumenanteile) zugesetzt und nach Durchmischung 30 min auf
Trockeneis inkubiert. Die DNA wurde anschlieRend durch 20 min Zentrifugation bei 4°C und
15800 x g prazipitiert, mit eiskaltem 70% EtOH gewaschen, 10 min bei RT getrocknet und in

15 ul T10Eq 1 aufgenommen.

3.2.7.2 Weitere Reaktionen
Die Dephosphorylierung von DNA-Enden nach Restriktionsspaltung mithilfe der Shrimp

Alkalischen Phosphatase (SAP), die Entfernung von 5-Uberhangen zur Erzeugung glatter
DNA-Enden durch die S1-Nuklease, das Auffiillen von 5°-Uberhdngen mit dem Klenow-
Enzym sowie die Ligation von DNA-Fragmenten mit der T4 DNA-Ligase erfolgten nach

Herstellerangaben.

3.2.8 Phenol-Chloroform-Extraktion und DNA-Ethanolfallung
Die DNA-LAsung wurde mit einem Volumenanteil TE-&quilibriertem Phenol versetzt, 30 sec

durch Vortexen gemischt und anschlieRend 5 min bei 15800 x g und RT zentrifugiert. Nach
Uberfihrung in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefa wurde der oberen, wassrigen Phase
der gleiche Volumenanteil Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zur Entfernung von
Phenolresten zugegeben, wie oben beschrieben gemischt und zentrifugiert. Es wurde erneut
die obere, wassrige Phase abgenommen und dieser 1/9 Volumenanteile 3 M NaAc pH 5,2
und 2,5 Volumenanteile eiskalten 100% EtOH zugegeben und der Ansatz 30 min bei -70°C
oder auf Trockeneis inkubiert. Durch eine 20minttige Zentrifugation bei 15800 x g und 4°C

wurde die ausgefallene DNA sedimentiert und einmal mit 70% EtOH (eiskalt) gewaschen.
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AnschlieBend wurde der DNA-Niederschlag 10 min bei RT getrocknet und in einem

geeigneten Volumen ddH,O aufgenommen.

3.2.9 Agarosegelelektrophorese von DNA
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,7-0,9%-igen Agarosegelen, die

Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,1 ug/ml enthielten. Zu der DNA-haltigen Probe
wurden 1/10 Volumenanteile 10 x DNA-Auftragspuffer gegeben, der gesamte Ansatz wurde
dann nach Uberfiihrung in die Geltaschen bei einer Feldstarke von 1,4- 10 V/cm aufgetrennt.
Als Elektrophoresepuffer diente 0,5 x TBE, in diesem Puffer wurde auch die Agarose geldst.
Nach der Trennung wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht und unter
Verwendung eines Dokumentationssystems fotografiert. Anhand eines mitgelaufenen DNA-
Langenstandards konnten die GroRen und Mengen der DNA-Fragmente abgeschatzt

werden.

3.2.10 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die DNA, welche das zu isolierende Fragment enthielt, wurde in einem praparativen Ansatz

mit den  entsprechenden  Restriktionsendonukleasen  geschnitten und  durch
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Unter schwachem UV-Licht (A = 365 nm) wurde das
Gelstlick mit dem gewlnschten DNA-Fragment ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus
der Agarose wurde in allen Fallen mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach 1-minitiger Inkubation wurde die DNA mit 30 pl
ddH,O eluiert.

3.2.11 Oligonukleotid—Mutagenese
Es wurden je 0,5 yl der Oligonukleotide ImmkkMut2.sense und ImmkkMut2.anti (beide 100

pmol/ul) in insgesamt 50 ul ddH,O aufgenommen und fiir 10 min auf 95°C erhitzt. Der Ansatz
wurde anschlieRend fir 10 min bei 65°C und je 30 min bei 37°C und bei RT inkubiert, so
dass die beiden Oligonukleotide sich aneinander anlagern konnten. Mit 1 ul linearisiertem
pGEX-KGPKG6-Vektor sowie 5 ul dieses Ansatzes wurde dann eine Ligation durchgefihrt.

Das entstandene Produkt wurde sequenziert.

3.2.12 In vitro-Amplifizierung von DNA-Fragmenten durch PCR
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde mit dem Expand High Fidelity PCR System

durchgefiihrt, welches ein DNA-Polymerase-Gemisch aus einer NHj-terminalen
Deletionsmutante der thermostabilen Tag-DNA und der Tgo-DNA-Polymerase enthalt.
Letztere senkt durch ihre 3°-5"-Exonuklease-Proofreading-Aktivitat die Fehlerquote der Tag-
DNA-Polymerase beim Einbau der Nukleotide auf 5. Als DNA-Template wurden sowohl

Qiagen-gereinigte Plasmid-DNA als auch genomische DNA von L. mexicana und L. major
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verwendet. Die Reaktionen wurden in 200 pl-PCR-ReaktionsgefaRen in einem GeneAmp®
PCR System 9700 von PE Applied Biosystems (Weiterstadt) wie folgt durchgeflhrt:

Reaktionsansatz:

Template: 10-200 ng
Primer (10uM): je 1yl

10 x PCR-Puffer mit 15 mM MgCls: 2,5 ul
dNTP-Mix (20 mM): 0,3 ul
Polymerase: 0,5 ul

mit ddH,O ad 25 pl

Reaktionsbedingungen:

Start/Denaturierung: 94°C 5 min

Denaturierung: 94°C 30 sec

Annealing: 45-65°C 30 sec 25.30 x
Elongation: 72°C 30 sec — 5 min

Elongation: 72°C 7 min

Die Hohe der Annealingtemperatur richtete sich nach der Lange und Beschaffenheit der
Primer. Die Elongationszeit war abhangig von der Lange des zu amplifizierenden
Fragmentes. Hierbei wurde die Elongationszeit pro zu amplifizierenden 1000 bp um je 1 min

verlangert.

3.2.13 Klonierung eines PCR-Produktes mithilfe des TOPO TA Cloning®
Kits

Mittels Verwendung des TOPO TA Cloning® Kits kénnen PCR-Produkte, welche von der
Tag-DNA-Polymerase synthetisiert worden sind, direkt ligiert und in E. coli transformiert
werden. Die Ligation in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor sowie die anschlieRende

Transformation in kompetente E. coli One Shot® TOP10F " erfolgte laut Herstellerangaben.

3.2.14 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode (Sanger

et al., 1977) erfolgte zu Beginn der Arbeit mit dem BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit. Die Gelelektrophorese inklusive Detektion der DNA-Fragmente wurde
zentral im Institut durchgefiihrt, so dass hier nur die Sequenzierungsreaktion sowie die
anschliefende DNA-Prazipitation beschrieben werden.

Ein Reaktionsansatz fir die Sequenzierung enthielt 1 bis 2 ug Template-DNA, 10 pmol
Primer und 4 pl BigDye™ Ready Reaction-Mix; das Reaktionsvolumen wurde mit HPLC-H,O
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auf 20 pl aufgefiillt. Die Reaktion wurde in einem GeneAmp® PCR System 9700 (PE Applied
Biosystems) in einem 200 pl-PCR-Reaktionsgefald wie folgt durchgefuhrt:

Denaturierung: 96°C 10 sec
Annealing: 50°C 5 sec 25 x
Elongation: 60°C 4 min

AnschlieRend wurde der Ansatz in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefall tberfihrt und zur
DNA-Fallung 80 pl HPLC-H,O, 10 pl 3 M NaAc (pH 4,6) und 250 pl 100% EtOH (RT)
hinzugegeben. Der Ansatz wurde gemischt und 15 min bei 15800 x g und RT zentrifugiert.
Die sedimentierte DNA wurde einmal mit 70% EtOH (RT) gewaschen, 10 min im Heizblock
bei 37°C getrocknet und bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C gelagert.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde Plasmid-DNA nicht mehr selbst sequenziert, sondern

zur Sequenzierung an die Firma AGOWA (Berlin) geschickt.

3.2.15 DNA-Markierung mit Digoxigenin (DIG-)-dUTP
Die Verwendung des PCR DIG Probe Synthesis Kit ermdglicht die Markierung eines DNA-

Fragmentes durch den Einbau von DIG-markiertem dUTP fir den Einsatz als Sonde in
Southern Blot-Hybridisierungen und gDNA-Bank-Screenings. Die Durchfihrung der PCR
erfolgte laut Herstellerangaben. Die DIG-markierte DNA konnte nach 10 min Denaturierung

bei 95°C und Inkubation auf Eis (5 min) in der Hybridisierung eingesetzt werden.

3.2.16 Southern Blot

3.2.16.1 Restriktionsspaltung genomischer DNA und Agarosegelelektrophorese
Genomische DNA von L. mexicana wurde wie unter 3.2.7.1 beschrieben gespalten, gefallt

und in 15 pl T4oEq + aufgenommen. Nach Zugabe von 1,5 pl 10 x DNA-Auftragspuffer erfolgte
die Auftrennung der DNA-Fragmente in einem 0,7%-igen Agarosegel mit 4,5 V/cm bei RT.
Das Gel wurde nach Beendigung der Elektrophorese mit einem seitlich angelegten Lineal zur

Kontrolle der Laufstrecke unter UV-Licht fotografiert.

3.2.16.2 Southern Blot
Das Gel wurde bei RT zunachst 20 min in 0,25 N HCI (Denaturierung), dann 30 min in 0,5 M

NaOH/ 1,5 M NaCl (Neutralisierung) leicht geschwenkt. Durch Kapillartransfer N bei 4°C mit
20 x SSC als Transferpuffer wurde die DNA auf eine Biodyne A Transfer Membrane (PAA
Laboratories, Coélbe) Ubertragen. Den Aufbau des Southern Blots verdeutlicht Abb. 7.

Nach mindestens 12 h wurde der Blot abgebaut, die Position der Geltaschen auf der
Membran markiert und die DNA durch UV-Quervernetzung (Autocrosslinking-Funktion, UV
Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla, CA, USA) an dieser fixiert.
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Abb. 7: Aufbau eines Southern Blots

3.2.16.3 Hybridisierung mit einer DIG-markierten Sonde und Stringenzwaschen
Die Membran wurde mit 50 ml Prahybridisierungslosung in Plastikfolie eingeschweil3t und

mindestens 3 h bei 42°C im Wasserbad unter leichtem Schitteln inkubiert. Die in der
Prahybridisierungslésung enthaltene Fischsperm-DNA dient der Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen. Die DIG-markierte DNA (siehe 3.2.14) wurde nach Hitzedenaturierung (10
min 95°C) 5 min auf Eis abgekihlt und zu 30 ml auf 42°C vorgewarmter
Hybridisierungslosung gegeben. Die Prahybridisierungsldsung wurde durch diese ersetzt
und die Membran darin UN bei 42°C im Wasserbad geschwenkt. Die Hybridisierungslésung
wurde nach Gebrauch bei -20°C gelagert und konnte nach erneuter Hitzedenaturierung
mehrmals wiederverwendet werden.

Die Membran wurde 2 x 5 min bei RT in je 250 ml 2 x SSC/ 0,1% SDS und 2 x 10 min bei
68°C in 0,1 x SSC/ 0,1% SDS unter leichtem Schwenken gewaschen. Hierdurch werden
unspezifische Wechselwirkungen zwischen der Sonde und der membrangebundenen DNA

gelost.

3.2.16.4 Nachweis der DIG-Markierung
Die Detektion der DIG-markierten Sonde erfolgte iber einen Alkalische Phosphatase (AP)-

gekoppelten DIG-Antikérper mit anschlieiender Chemolumineszenzdetektion. Die von der
AP katalysierte Dephosphorylierung von CSPD fihrt zur Bildung eines metastabilen
Intermediates, welches unter Lichtemission (477 nm) zerfallt und zur Schwarzung eines
Roéntgenfilms fuhrt.

Die Membran wurde bei RT 5 min in DIG-Waschpuffer geschwenkt, dann mit 50 ml DIG-
Puffer 2 in Plastikfolie eingeschweil3t und 2 h bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fir mindestens 45 min bei 37°C in 30 ml DIG-Puffer 2
mit anti-DIG-AP (Fab-Fragmente, 1:10000). Danach wurde die Membran bei RT 2 x 15 min
in je 250 ml DIG-Waschpuffer gewaschen und 5 min in DIG-Puffer 3 aquilibriert. Nun wurde
jede Seite der Membran 2,5 min in die Substratlésung (CSPD 1:100 in DIG-Puffer 3) gelegt,

kurz auf Whatman-Papier abgetropft und luftblasenfrei zwischen zwei Folien eingepackt.



Methoden 52

Nach 10 min Vorinkubation in einer Rontgenfilmkassette bei 37°C wurden fur 15 -60 min

Roéntgenfilme bei 37°C exponiert.

3.2.16.5 Abwaschen der gebundenen Sonde (,,stripping“)
Die Membran wurde unter stidndigem Schwenken zunachst 10 min bei RT in ddH.0,

anschlielfend 2 x 15 min in 0,2 M NaOH/ 0,1% SDS bei 37°C inkubiert und 5 min in 2 x SSC
bei 37°C gewaschen. Danach konnte sie bei 4°C in DIG-Puffer 1 gelagert oder einer

erneuten Hybridisierung mit einer weiteren Sonde unterzogen werden.

3.2.17 Durchsuchen einer A DASH lI-Phagenbank

3.2.17.1 Vorbereitung der Wirtsbakterien
Als Wirt diente der Bakterienstamm E. coli P2392, welcher nur das Wachstum von

rekombinanten Phagen zuldsst. Die Bakterien wurden auf NZY-Agarplatten angezogen. Eine
Einzelkolonie diente zum Beimpfen einer 3 ml UN-Kultur in NZY-Medium. Mit 1 ml dieser
Kultur wurden 50 ml TB-Medium mit 0,2% Maltose und 10 mM MgSO, angeimpft und bis zu
einer ODggo von ca. 1 bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die Zellen wurden dann durch 15-
mindtige Zentrifugation bei 1050 x g und 4°C sedimentiert, in 20 ml 10 mM MgSO,
resuspendiert und mit 10 mM MgSO, auf eine ODggo von ca. 0,5 verdiinnt. Aliquots von je

200 ul wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

3.2.17.2 Phagenplattierung
Die bendtigte Anzahl NZY-Agarplatten wurde zunachst bei 37°C getrocknet und 10 min vor

Gebrauch auf 68°C vorgewarmt. Fur jede Platte wurden weiterhin je 3 ml NZY-Top-Agarose
in sterile Reaganzglaser vorgelegt und bei 52°C inkubiert. Die jeweilige Phagenlésung wurde
so in SM-Puffer verdinnt, dass eine je nach Bedarf geeignete Phagenmenge in einem
Volumen von 5 pl pro Ansatz eingesetzt werden konnte. Diese wurde dann mit je einem
Aliquot Bakteriensuspension vermischt, 30 min bei 37°C inkubiert, in die flissige Top-
Agarose gegeben und nach grundlicher Durchmischung gleichmafig auf die vorgewarmten
NZY-Agarplatten verteilt. Nach Erstarren der Top-Agarose wurden die Platten in inverser

Orientierung UN bei 37°C bis zum Auftreten von Phagenplaques inkubiert.

3.2.17.3 Ubertragung von Phagenplaques auf Nylonmembranen
Platten mit deutlich sichtbaren Phagenplaques wurden fir 30 min bei 4°C gekihlt um ein

Ablésen der Top-Agar-Schicht zu verhindern. AnschlieRend wurde ein Nylon-Rundfilter
(Nytran® SuPerCharge, Schleicher & Schuell, Dassel) fiir 5 min auf die Platte gelegt, dieser
numeriert und die exakte Lage durch 4 mit einer Kanlle gestochene Lécher markiert, damit
die genaue Zuordnung der spater erhaltenen Signale auf dem Rdéntgenfilm zu einzelnen
Plagues moglich war. Die Nylonmembran wurde schnell abgezogen, 5 min mit der

Plagueseite nach oben auf ein mit Denaturierungslosung und im Anschluss 2 x 5 min auf ein
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mit Neutralisierungslosung getranktes Whatman-Papier gelegt. AbschlieRend wurde die
Membran in ein Tauchbad mit 2 x SSC Uberfihrt. Nach einem kurzen Abtrocknen der
Membranen auf Whatman-Papier wurde die DNA durch UV-Quervernetzung
(Autocrosslinking-Funktion, UV Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla, CA, USA)) fixiert und

die Nylonfilter dann bis zur weiteren Verwendung in einem 2 x SSC-Bad aufbewahrt.

Prahybridisierung und Hybridisierung mit einer DIG-markierten Sonde sowie der DIG-

Nachweis erfolgten wie unter 3.2.15.3 und 3.2.15.4 angegeben.

3.2.17.4 Untersuchung der gentragenden Phagenklone
Ausgehend von den Signalen auf dem Film wurden mithilfe der Lochmarkierung auf den

Nylonmembranen die positiven Plagues bestimmt und der Agar an dieser Stelle grof3ziligig
(Durchmesser ca. 3-5 mm) mithilfe einer Pasteurpipette ausgestochen und in je 80 pl SM-
Puffer zur Elution der Phagen aus dem Agar Uberfiihrt. Nach Inkubation GN bei 4°C wurden
die Phagen in verschiedenen Verdlinnungen zur weiteren Untersuchung und Vereinzelung

erneut wie unter 3.2.16.2 beschrieben ausplattiert.

3.2.17.5 Amplifikation der Phagenlésungen
Die eluierten positiven Phagen wurden erneut ausplattiert, jedoch in einer Konzentration, die

zur kompletten Lyse der Bakterien auf der Platte fihrte. Es wurden je 3 Platten pro Klon
verwendet. Die lysierten Platten wurden mit je 3 ml SM-Puffer Gberschichtet und UGN bei 4°C
unter leichtem Schwenken inkubiert. Der Uberstand wurde in 15 ml-Reaktionsgefafie
uberfuhrt, die Platten jeweils noch einmal mit 1 ml SM-Puffer nachgespult und diese Losung
mit der jeweiligen Phagenlésung vereinigt. Nach Volumenbestimmung wurde zu der
Phagenlésung Chloroform in einer Endkonzentration von 5 % zugesetzt. Nach einer
Inkubation von 15 min unter Rollern bei RT wurde fir 10 min bei 2060 x g und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand in neue Ré&hrchen (berfiihrt und mit Chloroform in einer

Endkonzentration von 0,3 % versetzt. Die Phagenlésungen wurden bei 4°C gelagert.

3.2.17.6 Phagen-DNA-Isolierung mit dem Lambda Midi Kit (Qiagen, Hilden)
Mit 4 ml einer UN-Kultur E. coli P2392 wurden 200 ml TB-Medium mit 0,2 % Maltose und 10

mM MgSQO, beimpft und bis zum Erreichen einer ODss, von ca. 0,6 (entspricht 9 x 107 Zellen)
unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Pro Phagenklon, dessen DNA isoliert werden sollte
wurden je 1 x 10° Zellen 15 min bei 1050 x g und 4°C abzentrifugiert. Der Zellniederschlag
wurde in je 200 ul 10 mM MgSO,/ 10° Zellen resuspendiert und pro Ansatz 5 x 10° Phagen in
einem Volumen SM-Puffer bis 10 pl zugegeben und gemischt. Zur Phagen-Praadsorption
wurde dann 25 min bei 37°C inkubiert. Wahrenddessen wurden pro Ansatz je 50 ml NZY-
Medium auf 37°C vorgewarmt, dann die Bakterien-Phagen-Suspension zugegeben und bei

37°C unter Schitteln inkubiert. Die ODgoo wurde regelmaRig Gberprift. Wurde nach ca. 3-4 h
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ein Abfall der ODggo beobachtet, so waren die Bakterien lysiert; die Kultur wurde nun in ein 50
ml-Rohrchen Gberfuhrt und je 1,5 ml Chloroform zum Erreichen einer Endkonzentration von
3 % zugesetzt. Es wurde fur 15 min bei RT unter Invertieren inkubiert, dann 15 min bei 4200
x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in neue Réhrchen Uberfiihrt. Nun wurde bis zur
Prazipitation der DNA nach Herstellerangaben verfahren. Die semdimentierte Phagen-DNA
wurde nach dem letzten Waschschritt nur sehr kurz bei RT trocknen gelassen und
anschlief3end je Klon in insgesamt 120 ul T4oEq 1 aufgenommen. Die Phagen-DNA wurde im
Anschluss jeweils mit den Restriktionsendonukleasen Notl, EcoRI und Xbal gespalten, die
unter anderem jeweils stromauf- und abwarts des L. mexicana-DNA-Inserts schneiden. Die
so freigesetzten Fragmente wurden anschlieRend in den Vektor pBluescript || SK (+), der mit

den selben Restriktionsenzymen linearisiert worden war, ligiert und sequenziert.

3.3 Proteinexpression und -isolierung

3.3.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli
Wurde ein Protein erstmalig exprimiert, so wurden zunachst mittels einer Testexpression die

optimalen Expressionsbedingungen ermittelt. Zu diesem Zweck wurden 5-10 Réhrchen mit je
3 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikumszusatz mit je 100 pl einer
entsprechenden UN-Kultur inokuliert und bis zu einer ODggo von 0,9 bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. AnschlieRend wurde z.B. mit verschiedenen Mengen IPTG induziert oder bei
verschiedenen Temperaturen exprimiert. Nach einer Inkubation UGN wurden je Probe 1,5 ml
Kultur bei 15800 x g und RT fir 1 min abzentrifugiert, das Pellet in 1 x SDS-PAGE-
Auftragspuffer gelost und fir 10 min auf 95°C erhitzt. Mittels SDS-PAGE dieser
Gesamtzelllysate konnten so die optimalen Expressionsbedingungen abgeschatzt werden.

Bei der Expression zur Proteinaufreinigung wurden 100 ml bis 1 | LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikumszusatz mit 3 bis 20 ml einer entsprechenden UN-Vorkultur
inokuliert und bei 37°C unter Schitteln bis zu einer ODgg von 0,9 inkubiert (Strep-Tag-
System: bis zu einer ODss, von 0,5-0,6). Anschlielend wurde je nach zu exprimierendem
Protein IPTG in Endkonzentrationen von 50 bis 200 yM (His- und GST-Tag-Systeme) bzw.
Anhydrotetracyclin (AHT) in einer Endkonzentration von 0,2 pg/ml zu der auf 18°C
abgekihlten Kultur zugegeben und diese unter Schiitteln GN bei 18°C weiter inkubiert. Die
Zellen wurden dann durch Zentrifugation bei 4500 x g und 4°C geerntet, die
Zellniederschlage jeweils einmal mit einer entsprechenden Menge kaltem 1 x PBS
gewaschen und erneut sedimentiert. Bis zu einer weiteren Verarbeitung konnten die

Zellniederschlage bei -20°C gelagert werden.

3.3.2 Herstellung von Zelllysaten
Die Zellniederschlage wurden in je 5 ml 1 x PBS pro 100 ml verwendeter Zellkultur (GST-

und His-Fusionsproteine) bzw. 5 ml Puffer W pro 100 ml verwendeter Zellkultur (Strep-Tag-
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Fusionsproteine) resuspendiert und durch 4-10 Ultraschallimpulse auf Eis aufgebrochen
(Branson Sonifier 250; Gerateeinstellungen: konstanter Impuls, Impulsdauer 20 s, Stufe 2-4;
Spitzendurchmesser 6 bis 10 mm). AnschlieBend wurde Triton X-100 in einer
Endkonzentration von 1 % zum Lysat hinzugegeben und der Ansatz fir 30 bis 60 min bei
4°C invertiert, um an das Zytoskelett gebundenes Protein zu lésen. Die unléslichen
Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation flr 10 min bei 15800 x g und 4°C abgetrennt,

so dass ein klares Lysat erhalten wurde.

3.3.3 Aufreingung von Proteinen mittels Affinitatschromatographie

3.3.3.1 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen iliber Glutathion-Sepharose
Das als 50%-ige Losung erhaltliche Glutathion Uniflow Resin (BD Biosciences, Heidelberg)

wurde zunachst laut Herstellerangaben dreimal mit 1 x PBS gewaschen (Zentrifugation bei
500 x g). Pro ml eingesetztem Lysat wurden 50 pl Bettvolumen Sepharose verwendet. Die
Mischung aus Lysat und Sepharose wurde 1 h unter standigem Invertieren bei 4°C inkubiert,
im Anschluss dreimal je 5 min mit 1 x PBS gewaschen und abschlieBend im einfachen
Bettvolumen GSH-Elutionspuffer resuspendiert. Die Elution erfolgte 2 x fur jeweils 10 min
unter Invertieren bei 4°C, die Uberstéande wurden jeweils abgenommen und bei 4°C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

War eine Spaltung des Fusionsproteins in beide Einzelkomponenten erforderlich, so wurde
die gewiinschte Menge Protein in Elutionspuffer mit 2 U Thrombin/ mg Fusionsprotein
versetzt und UN bei 20°C inkubiert.

3.3.3.2 Aufreinigung von His-Tag-Fusionsproteinen liber mit Cobalt beladene
Chelating Sepharose

Die als 50%-ige Losung erhaltliche Chelating Sepharose (Amersham Biosciences, Freiburg)
wurde zunachst zweimal mit ddH,O gewaschen. Anschlielend wurde flir 5 min unter
Invertieren bei RT mit einem Bettvolumen 100 mM Cobaltchloridiésung inkubiert. Um freies
Cobalt zu entfernen wurde anschlieRend noch dreimal mit ddH,O gewaschen und
abschlieltend noch einmal mit einem Bettvolumen Bindepuffer aquilibriert. Wie oben wurden
(wenn nicht anders angegeben) pro eingesetztem ml Lysat je 50 pyl vorbereitete Sepharose
eingesetzt, allerdings wurde das Lysat zuvor 1:1 mit Bindepuffer verdinnt. Das Gemisch
wurde 1 h bei 4°C invertiert und anschlielend je 1 x 5 min bei 4°C unter Invertieren mit
Waschpuffer 1, Waschpuffer 2 (= Bindepuffer) und Waschpuffer 1 gewaschen. Eluiert wurde
wie oben beschrieben 2 x 10 min bei 4°C mit je einem Bettvolumen Elutionspuffer. Die

Eluate wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

3.3.3.3 Aufreinigung von Strep-Tag-Fusionsproteinen liber Strep-Tactin
Das als 50%-ige Losung erhéltliche Strep-Tactin (IBA TAGnologies, Goéttingen) wurde 2 x

mit Puffer W gewaschen. Pro ml Lysat wurden 40 pl Bettvolumen Strep-Tactin eingesetzt.
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Die Mischung aus Lysat und Strep-Tactin wurde wie oben beschrieben bei 4°C fir 1 h
invertiert und anschlieBend 5 x je 5 min wie oben mit je einem Bettvolumen Puffer W
gewaschen. Es wurde abschlieBend 3-6 mal mit je 0,5 Bettvolumen Puffer E eluiert und die
erhaltenen Eluate bis zu weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Zur Regeneration des Strep-Tactins, welches mehrfach verwendet werden konnte, wurde
dieses nach der Elution 3-5 x mit je 5 Bettvolumen Puffer R gewaschen, bis eine deutliche
Rotfarbung zu erkennen war. Anschliellend wurde mit 2 ml Puffer W Uberschichtet und das
Strep-Tactin bei 4°C aufbewahrt.

3.3.3.4 Aufreinigung von Phosphoproteinen aus Leishmanien-Lysaten
Die Aufreinigung von Phosphoproteinen aus Leishmania wurde aus jeweils 2 x 10°

spatlogarithmischen Promastigoten oder aus 5 x 10° in vitro-differenzierten Amastigoten
(3Tage) nach Herstellerangaben mithilfe des Phosphoprotein Purification Kits (Qiagen,
Hilden) vorgenommen. Die erhaltenen Eluate wurden komplett in 1 x SDS-Probenpuffer
aufgenommen und fir 10 min bei 95°C gekocht. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt, silbergefarbt und Unterschiede im Phosphorylierungsmuster zwischen Wildtyp

und Deletionsmutante massenspektrometrisch untersucht.

3.4 Protein- und immunchemische Methoden

3.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Die Auftrennung denaturierter Proteine gemafl ihrer molekularen Masse erfolgte unter

Verwendung des Minigel-Systems von Biometra (Gottingen) durch diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Gearbeitet wurde mit 8-15%-igen Trenngelen
sowie 4%-igen Sammelgelen. Proteinproben wurden in 1 x SDS-Auftragspuffer 10 min bei
95°C erhitzt, kurz auf Eis abgeklUhlt und in einem Gesamtvolumen von 15-30 pl in die
Geltaschen geladen (bei Leishmanien-Lysaten 20 pl, siehe 3.3.4). Die Auftrennung erfolgte
bei RT pro Gel mit einer Stromstarke von 20 mA im Sammelgel und 30 mA im Trenngel. Als

Laufpuffer diente ein 0,1%-iger SDS-Elektrophoresepuffer.

Als GréRenstandard wurde der Prestained Protein Marker, Broad Range von New England
Biolabs (Frankfurt) verwendet. Die darin enthaltenen Proteine und ihre zugehorigen

Molektlmassen in kDa sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Prestained Protein Marker, Broad range (New England Biolabs, Frankfurt)

Protein Molekllmasse [kDa]
MBP-p-Galactosidase 175,0
MBP-Paramyosin 83,0
Glutamin-Dehydrogenase 62,0

Aldolase 47,5
Triosephosphat-lsomerase 32,5

B-Lactoglobulin A 25,0

Lysozym 16,5

Aprotinin 6,5

3.4.2 Farben von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

3.4.2.1 Coomassie Brilliant Blue R-250-Farbung
Um Proteine mit Coomassie Brilliant Blue R-250 anzufarben wurden die Trenngele 30 bis 60

min bei RT in einer Coomassie-Farbeldsung geschwenkt und anschlieRend unter leichtem
Schutteln in Entfarberlésung inkubiert, bis die Proteinbanden deutlich zu sehen waren und
die Farbung des Hintergrunds ein Minimum erreicht hatte. Bei dieser Methode liegt die

untere Nachweisgrenze bei 100 ng pro Bande.

3.4.2.2 Silberfarbung
Die Silberfarbung stellt eine sensitivere Farbemethode fir Proteine in SDS-

Polyacrylamidgelen dar als die Coomassie-Farbung (Nachweisgrenze: 5 ng pro Bande). Alle
Schritte wurden bei RT in einem Volumen von 50 -100 ml pro Gel durchgeflihrt. Zunachst
wurde das Trenngel 10 min in Fixierlésung (Lsg.1) inkubiert und anschlieRend ebenfalls 10
min in Silberfarbungslésung 2 geschwenkt. Es wurde dann dreimal je 10 min mit ddH,O
gewaschen und im Anschluss 10-30 min in Silberfarbelésung (Lsg.4) inkubiert. Um die
gefarbten Banden sichtbar zu machen wurde dann bis zum Erreichen der gewilinschten
Bandenintensitat in Entwicklerlosung (Lsg.5) geschwenkt. Um die Reaktion zu stoppen
wurde dann kurz (1-2 min) in 0,05 M EDTA geschuttelt und das Gel anschlieRend in ddH,O

aufbewahrt.

3.4.2.3 Trocknen der Gele
Gefarbte Polyacrylamidgele wurden zur langfristigen Aufbewahrung getrocknet. Dazu

wurden die Gele zunachst fir 30 min unter leichtem Schwenken in Geltrocknungslésung
inkubiert, bevor sie mittels eines Geltrocknungsrahmens (Roth, Karlsruhe) luftblasenfrei
zwischen zwei in ddH,O eingeweichte Blatt Cellophan eingespannt wurden. Nach 24 h

wurden die Gele entnommen und zur Dokumentation eingescannt.
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3.4.3 Immunoblot

3.4.3.1 Herstellung von Leishmanien-Lysaten fiir die SDS-PAGE/Immunoblot
Die gewlinschte Anzahl Zellen wurden aus einer entsprechenden Amastigoten- oder

Promastigoten-Kultur entnommen und fiir 30 s bei 5600 x g und RT oder flir 10 min bei 2050
x g und 4°C sedimentiert. Der Zellniederschlag wurde mit 1 ml kaltem 1 x PBS gewaschen
und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 100 pl SDS-Lysepuffer pro 10° Zellen
resuspendiert, fir 10 min auf 95°C erhitzt und anschlieRend kurz auf Eis gekuihlt. Sofern
nicht anders angegeben wurden dann je 2 x 10° Zellen auf einem entsprechenden SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die fertigen Lysate konnten Uber langere Zeitraume bei -

20°C gelagert werden.

3.4.3.2 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran
Im Anschluss an die Auftrennung mittels SDS-Gelelektrophorese konnten die Proteine

mittels des ,Semi-Dry-Verfahrens® auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-
Immobilon™-P-Transfer Membran; Millipore, Schwalbach) iibertragen werden. Vor dem
Transfer wurde die PVDF-Membran zur besseren Benetzung zunachst 1 min in Methanol
geschwenkt und anschliefiend mindestens 10 min in Fastblot Transferpuffer aquilibriert. Der
Proteintransfer erfolgte dann in einer Fastblot-Kammer (B44, Biometra, Géttingen) fir 30 min
bei RT und 2,6 mA/cm? Membranflache (Aufbau siehe Abb. 8).

Kathode

.-"'-,
Filterpapier <___

[s ] ol GE‘|
- ¥~ Membran

Anode

Abb. 8: Aufbau eines Western blots

3.4.3.3 Immunologische Detektion
Wenn der Transfer vollstdndig erfolgt war, wurden zunachst die Banden des

GroRenstandards auf der Membran markiert. AnschlieBend wurden freie Bindungsstellen auf
der Membran zur Vermeidung unspezifischer Bindung von Antikérpern durch Inkubation der
Membran fur 1 h bei 37°C unter Schwenken in Blockierldsung abgesattigt. Daraufhin erfolgte
die Inkubation mit einer antikérperspezifischen Verdiinnung des jeweiligen Primarantikorpers
in Blockierlésung flr 1 h bei 37°C oder UN bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen in 1 x PBST
oder 1 x TBST fur jeweils 5 min bei RT wurde die Membran dann mit einem entsprechenden
HRP-gekoppelten  Sekundarantikérper  (entsprechend der Herstellerangaben in
Blockierlésung verdinnt) 1 h bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubiert und im Anschluss
daran wieder 3 x je 5 min in 1 x PBST oder 1 x TBST gewaschen. Zur Entwicklung wurde die

Membran von beiden Seiten mit ECL (enhanced chemoluminescence) Western Blotting



Methoden 59

Detection Reagent benetzt und zwischen zwei durchsichtigen Folien in eine Filmkassette
gelegt. Ein Rontgenfilm wurde dann fur 1 sec bis 30 min bis zum Erreichen der gewunschten

Signalstarke exponiert.

3.4.3.4 Abwaschen des gebundenen Antikorpers (,,stripping“)
War eine Detektion mit einem weiteren Antikérper erwlinscht, so wurde die Membran im

Anschluss an die Entwicklung des Blots zunachst fiir 30 min bei 68°C unter Schiitteln in 100
mM B-Mercaptoethanol/2% SDS/62,5 mM Tris-HCI pH 6,7 inkubiert. AnschlieRend wurde die
Membran 2 x je 10 min in 1 x PBST oder 1 x TBST bei RT gewaschen, danach konnte

erneut blockiert werden.

3.4.4 Weitere Proteinchemische Methoden

3.4.4.1 Bestimmung der Protein-Konzentration nach Bradford
Die Bestimmung der Protein-Konzentration einer Lésung erfolgte mit der Methode nach

Bradford. Mit dieser Methode konnten Konzentrationen zwischen 50 und 2000 ug Protein/ml
bestimmt werden. Dazu wurden 10 ul der zu bestimmenden Probe mit 500 pl Bradford-
Lésung versetzt und 2-3 Minuten gewartet. Zur Messung der Extinktion wurde das

Biophotometer 6131 von Eppendorf verwendet.

3.4.4.2 Dialyse von Proteinproben
Die Dialyse von Proteinlosungen diente einerseits dem Pufferwechsel andererseits dem

Entfernen storender Molekiile wie Glutathion nach der Aufreinigung von GST-
Fusionsproteinen. Es wurden entweder Slide-A-Lyzer®-Dialysekassetten von Perbio Science
mit einem Ausschlussvolumen von 10 kDa oder Spectra/Por®- Dialyseschauche von Roth mit
einem Ausschlussvolumen von 25 kDa verwendet. Dialysiert wurde zunachst UGN bei 4°C
unter Ruhren gegen das 500- bis 1000-fache Probenvolumen, anschlieRend erfolgte ein
Pufferwechsel und die Dialyse wurde flir mehrere Stunden fortgesetzt. Als Dialysepuffer

diente sofern nicht anders angegeben 1 x PBS oder 1 x Kinase-Puffer.

3.5 Aktivitatstests mit rekombinant exprimierten Proteinen
Mithilfe eines sogenannten Kinase-Aktivitatstests kann festgestellt werden, ob rekombinante

Proteine zur Autophosphorylierung oder zur Ubertragung einer Phosphatgruppe auf ein
anderes Protein in der Lage sind. Im Reaktionsansatz liegt neben unmarkiertem ATP auch
radioaktiv markiertes [y-*P]-ATP als Phosphatgruppendonor vor, so dass der Grad der
Phosphorylierung des zu untersuchenden Proteins sowohl qualitativ als auch quantitativ
ausgewertet werden kann. Zusétzlich werden divalente Kationen wie Mn?* oder Mg?* als Co-
Faktoren bendtigt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle in E. coli rekombinant exprimierten
Kinasen auf Aktivitat untersucht, unterschiedliche Reaktionsbedingungen getestet und die

Phosphorylierung potentieller Substrate in vitro getestet.
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3.5.1 Standard Kinase-Aktivitatstest
Ein 50 pl-Standardansatz enthielt 1x Kinase-Puffer (100 mM NaCl, 50 mM MOPS, 2 mM

MnCl,, 10 mM MgCl,), 1 mM ATP und 5 pCi [y-*?P]-ATP (5000 Ci/mmol; Hartmann Analytic,
Braunschweig) sowie 0,5 — 2 ug der zu untersuchenden Kinase (sofern nicht anders
angegeben) und ggf. eine bestimmte Menge an zu untersuchendem Substrat (Myelin
basisches Protein= 5 ug). Es wurde 1 h bei 34°C inkubiert, die Proben anschliefend in 1 x
SDS-Probenpuffer mit 50 mM DTT fur 10 min auf 95°C erhitzt, kurz auf Eis gelagert und
dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt. AbschlieRend wurden die Proteine Ublicherweise mit
Coomassie Brilliant Blue R-250 angefarbt, die Gele getrocknet und in eine Filmkassette
Uberfuhrt. Bei -70°C erfolgte dann die Exposition eines Rontgenfilms fir mehrere Stunden

bis Tage.

3.5.2 Enzymkinetik
Um die Reaktionsordnung der Autophosphorylierungsreaktion von LmxMPK1 zu ermitteln,

wurden Kinase-Aktivitatstest (s.0.) mit steigenden Konzentrationen von LmxMPK1 (0,24-25
MM) durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden nach 15 Minuten durch Zugabe von EDTA in einer
Endkonzentration von 10 mM gestoppt, die Proben auf beschriftetes Phosphocellulose p81-
Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel) aufgebracht und viermal fur je finf Minuten in 75
mM ortho-Phosphorsaure sowie einmal in Aceton gewaschen, um nicht inkorporiertes ATP
zu entfernen und die Papiere anschlieRend leichter trocknen zu kénnen. Die Menge an
inkorporiertem radioaktivem Phosphat wurde mittels Cerenkov-Zahlung in einem Beckman
LS5000CE Flussigszintillationszahler ermittelt. Die Messwerte lieRen sich im Anschluss in
Abhangigkeit von der jeweiligen Enzymkonzentration darstellen und so die
Reaktionsordnung ermitteln. Um die Parameter der  Abhangigkeit der
Autophosphorylierungsreaktion von der ATP-Konzentration zu bestimmen, wurde ein
ahnlicher Test durchgefiihrt, hier wurde allerdings mit einer konstanten Menge an LmxMPK1
von 2 ug und an radioaktiv markiertem ATP von 5 uCi gearbeitet wahrend die Konzentration
an unmarkiertem ATP von 2 bis 100 uM variiert wurde. Die Messung des inkorporierten
radioaktiv markierten Phosphats erfolgte wie oben beschrieben Uber Cerenkov-Zahlung. Die
Auswertung der Messdaten wurde unter Zuhilfenahme der folgenden Gleichungen
durchgeflhrt:

n ATP(umges.)[meI]

VReakt. = ]
treakt[MiN] X Menz[Mg]

Dabei ist Vgeakt. die Reaktionsgeschwindigkeit, treak:. die Reaktionsdauer (in diesem Fall 60

min), mgn, die Menge an eingesetztem Enzym (in diesem Fall 2 pg) und nATPmges) die

Menge an umgesetztem ATP in pmol. Dieser Wert wird aus den gemessenen ,counts per

minute (cpm)“ wie folgt errechnet:
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cpm x N ATP ges)[pmol]

N ATP umges,)[pmol] =
Spez. Rad.[cpm/pmol] x n ATPraq)[pmol]
NATP e, ist dabei die Stoffmenge an gesamt eingesetztem ATP in pmol, Spez. Rad. steht
fir die spezifische Radioaktivitat des [y->*P]-ATP, die vor jedem Versuch bestimmt wurde (in
der Regel ca. 3 x 10° cpm/pmol) und n ATP.q,) ist die Stoffmenge an eingesetztem
radioaktivem ATP (konstant = 1 pmol).
Mit den so Dbestimmten Reaktionsgeschwindigkeiten sowie den zugehorigen

Substratkonzentrationen konnten die kinetischen Parameter der Reaktion bestimmt werden.

3.5.3 Screening eines Peptid-Mikrochips mit rekombinanter Kinase
Zur Substratsuche fir LmxMPK1 wurde ein Peptid-Mikrochip durchsucht, der Peptide

enthalt, die Phosphorylierungsstellen bekannter Kinase-Substrate darstellen. Zu diesem
Zweck wurden zwei Trial/Evaluation Chips und ein ,Full Slide* der Firma Pepscan (Lelystad,
Niederlande) verwendet. Die Trial/Evaluation Chips enthalten jeweils zwei identische Sets
Peptide. Dabei enthalt jedes Set 2 x 4 Subarrays mit je 6 x 4 Peptiden, also insgesamt 192
verschiedene Peptide im Duplikat. Der ,Full Slide* enthalt ebenfalls zwei identische Sets an
Peptiden, jedoch enthalt jedes Set hier 4 x 6 Subarrays mit je 7 x 7 Spots, also insgesamt je
1176 Spots pro Set. Zum Ermitteln der praferentiell phosphorylierten Peptide fiir eine Kinase
wurde ein typischer Phosphorylierungs-Ansatz zusammengegeben. Dieser enthalt: 1 x
Kinase-Mastermix (1x optimaler Kinase-Puffer s.unter 4.2.5.2, 10% Glycerin, 0,01 mg/mi
BSA, 0,01% (v/v) Brij-35), 10 uM ATP, 300 uCi/ml [y->*P] ATP und 4 pg 6xHis-LmxMPK1Wt
in insgesamt 60 pl. Der Ansatz wird gut gemischt und 50 pl werden in die Mitte eines
bereitliegenden 25 x 60 mm Deckglases pipettiert. Der jeweilige Pepchip wird nun auf das
Deckglas herabgesenkt bis sich das Deckglas mit der Flussigkeit durch die Kapillarkrafte am
Chip festsaugt. Nun wird der Chip mit einer schnellen Bewegung umgedreht und in eine Box,
die mit feuchten Papiertichern ausgelegt ist, auf einen etwas erhohten, trockenen
Gegenstand plaziert. Der Deckel der Box wird geschlossen, um die Feuchtigkeit zu halten
und den Chip vor Austrocknen zu schitzen, anschliefiend wird bei 34°C fiir ca. 3 h inkubiert.
Nach Ende der Inkubation wird der Chip in einem 50 ml Tube, das mit 40 ml PBST (1%
Triton x-100) gefullt ist von dem Deckglas befreit. Anschliefiend wird er in das beiliegende
Waschgefald berflhrt und 2 x je 5 min unter Schutteln bei RT mit NaCI-T (1% Triton X-100)
gewaschen. Abschliefiend wird noch einmal 5 min bei RT mit ddH,O gewaschen, 2 x mit
frischem ddH,O gespdult und der Chip kurz trocknen lassen. Es wird in einer Filmkassette ein
Rontgenfilm exponiert. Das Autoradiogramm wurde eingescannt und von Jos Joore
(Pepscan, Lelystad, Niederlande) ausgewertet. Mithilfe der so erhaltenen
Konsensussequenz konnten eine L. major- Datenbank durchsucht und einige putative

Substratproteine erhalten werden.
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3.5.4 Phosphorylierung von Leishmanien-Lysaten mit rekombinanter
LmxMPK1

Eine weitere Methode, die zur Substratsuche von LmxMPK1 angewendet wurde, war die
direkte Phosphorylierung von Leishmanien-Lysaten mit rekombinantem Enzym. Zur
Herstellung der Lysate wurden je 2 x 10° L. mexicana Wt Pro- bzw. 4 x 10° Amastigote in je 2
ml Lysepuffer (40 mM Tris-HCI pH 7,0, 2,5 mM EDTA, 15 mM DTT, 1% Triton X-100, 1 mM
PMSF, 10 ug/ml Leupeptin, 1 mM ortho-Phenanthrolin) resuspendiert und durch zwei Frier-
Tau-Zyklen (2 min in flissigem Stickstoff, 45 min auf Eis) aufgebrochen. Zelltrimmer wurden
anschlieBend fiir 15 min bei 4°C und 15800 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und zwecks Entfernung von ATP, ADP und anderen kleinen Molekilen durch
eine Sephadex G-25-Saule gegeben, die zuvor mit Aquilibrierungspuffer (40 mM Tri-HCI
pH7,0, 0,1% (v/v) 2-Mercaptoethanol, 0,1 mM EGTA, 0,1% Triton X-100) gespllt worden
war. Die so entsalzten Extrakte wurden anschlielend zur Dephosphorylierung vor der
Weiterverwendung fiir 20 min bei 30°C inkubiert. 50 ul dieser Lysate wurde dann in einem
Kinase-Aktivitatstest mit 2 ug rekombinanter LmxMPK1 in dem hierflr optimalen Puffer
(siehe 4.2.5.2) mit 10 mM NaF sowie 10 mM Na-Orthovanadat und unter Verwendung von
20 nM [y-*2P] ATP (3 x 10° cpm) bzw. 100 pM [y-*P] ATP (10° cpm/nmol) fiir 1 h bei 34°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 x SDS-PAGE-Probenpuffer und 10-
minUtiges Erhitzen auf 95°C beendet und die Lysate mittels SDS-PAGE auf 8-12%-igen
Gelen aufgetrennt. Die Gele wurden Coomassie-gefarbt, getrocknet und ein Rontgenfilm

exponiert.

3.5.5 Aktivierungstest mit putativen Aktivatorkinasen
Eine Moglichkeit, Kinasen auf ihre Fahigkeit, LmxMPK1 zu aktivieren zu Uberprufen, ist der

sogenannte Aktivierungstest. Es wurde zunachst eine Aktivierungsreaktion mit LmxMPK1,
der putativen Aktivatorkinase und nicht-radioaktivem ATP (100 pM) unter
Standardbedingungen (s.0., plus 1 mM EGTA, 1 mM Na-Orthovanadat) in einem
Gesamtvolumen von 20 ul durchgefiihrt, bei der LmxMPK1 in starkem Uberschuss vorlag
(LmxMPK1: 5-10 pg; Aktivatorkinase: 350 ng). Nach 1 h Reaktionsdauer wurden 5 pl der
Reaktion in einen weiteren Reaktionsansatz Uberfuhrt, in dem nun unter fur LmxMPK1
optimalen Bedingungen und mit radioaktiv markiertem ATP die
Substratphosphorylierungsaktivitat von LmxMPK1 gegenuber MBP getestet wurde. Als
Kontrollen dienten jeweils ,Aktivierungsreaktionen® bei denen entweder die Aktivatorkinase
oder LmxMPK1 alleine inkubiert wurden. Nach Ablauf der zweiten Reaktion, wurde der
komplette Ansatz wie unter 3.5.2 beschrieben weiterbehandelt und die Menge des in das

MBP inkorporierten ATPs mittels Cerenkov-Zahlung bestimmt.

3.6 Infektionsexperimente
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Infektionsexperimente mit Balb/c Mausen durchgefihrt.
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3.6.1 FuBsohleninfektion von Balb/c Mausen
Jeweils funf weibliche Mause im Alter zwischen sechs und zehn Wochen wurden mit Wt oder

den zu untersuchenden Mutanten infiziert. Dazu wurde zunachst die Zellzahl der
betreffenden Leishmanien-Kultur bestimmt. Jeweils 1,4 x 108 Promastigote, die sich in der
spatlogarithmischen Wachstumsphase befanden, wurden entnommen und 10 min bei 4°C
und 2050 x g zentrifugiert, einmal mit 1 x PBS gewaschen und zu einer Dichte von 3,33 x 10°
Zellen/ml in 1 x PBS aufgenommen. Jeder Maus wurden in die FuBf3sohle des linken
Hinterlaufs 1 x 10’ Promastigoten (in 30 ul Suspension) injiziert (Kaniile 0,3 mm x 13 mm).
Die Mause wurden zur Unterscheidung am rechten Ohr markiert und die Dicke des infizierten
sowie des nichtinfizierten FuRes Uber mehrere Monate hinweg mittels einer Schieblehre

(Oditest, Kroeplin, Schluechtern) gemessen.

3.6.2 Isolierung von Amastigoten aus Mauslasionen
Mithilfe dieser Methode kdnnen amastigote Leishmanien aus FuRlasionen von infizierten

Mausen isoliert und anschlieBend fur weitere Untersuchungen eingesetzt werden. Die
Isolierung sollte zugig durchgefuhrt und die Amastigotensuspension aufgrund hoher
Proteaseaktivitat stets auf Eis oder bei 4°C gehalten werden.

Der infizierte linke Hinterfu® der durch Genickbruch getéteten Maus wurde zunachst
sorgfaltig mit 70%-igem Ethanol desinfiziert, dann steril abgetrennt und in kleinere Stlicke
geschnitten. Das Lasionsgewebe wurde dann unter Spulen mit insgesamt 10 ml eiskalter
Proteaseinhibitorenldsung mit dem Stempel einer Spritze durch ein Metallsieb gerieben und
der Durchfluss in einer Petrischale aufgefangen. Die so entstandene Zellsuspension wurde
in ein steriles Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 10 min bei 150 x g und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues Rohrchen Uberfiihrt und anschlieBend 10 min bei 1500 x
g und 4°C zentrifugiert. Die so sedimentierten Amastigoten wurden in 10 ml
Proteaseinhibitorenlosung resuspendiert und die Zellzahl wurde bestimmt. Im Schnitt
konnten aus einer Lasion von 0,6 bis 1 cm Dicke zwischen 1 x 108 und 1 x 10° Amastigote
isoliert werden. Die Zellen wurden anschlieBend direkt zur Herstellung von Lysaten
eingesetzt oder in Aliquots von 1 oder 2 x 10® Zellen nach Schockgefrieren in fliissigem
Stickstoff bei -70°C gelagert. Zur in vitro Ruckdifferenzierung zu Promastigoten wurden
entweder kleine La&sionssticke oder isolierte, einmal mit SDM-Medium gewaschene
Amastigote in SDM-Medium gegeben und bei 27°C inkubiert.

3.7 In silico-Substratsuche mithilfe des Programmes PREDIKIN
Eine weitere Methode zur Suche nach potentiellen Substraten von LmxMPK1 stellt das

Computerprogramm PREDIKIN dar. Dieses Programm kann unter

http://florey.biosci.ug.edu.au/kinsub/home.htm eingesehen und benutzt werden und sagt die

Zusammensetzung von Phosphorylierungsstellen von potentiellen Substraten einer Kinase
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basierend auf der Aminosauresequenz der katalytischen Doméane der Kinase voraus. Dabei
sind die Vorhersagen basierend auf Sequenzen, die in einem Experiment mit einer
orientierten Peptidbibliothek in bekannten naturlichen Substraten und durch Modelling unter
Verwendung des Insight Il Software Packages (Accelrys) ermittelt wurden. Mithilfe der so
erhaltenen Konsensussequenz wurde die Leishmania major-Datenbank auf mdgliche

Substrate durchsucht.
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4  Ergebnisse

4.1 Ausgangslage

Vor Beginn dieser Arbeit wurden in der Arbeitsgruppe bereits neun Gene von MAP Kinase
homologen Proteinen in Leishmania mexicana identifiziert und teilweise charakterisiert.
LmxMPK1, das MAP Kinase Homolog, welches Gegenstand dieser Arbeit ist, wurde bereits
1995 identifiziert und als essentiell fir die Proliferation des amastigoten Lebensstadiums von
L. mexicana beschrieben (Wiese, 1998). Dabei konnte aulerdem nachgewiesen werden,
dass eine Expression von LmxMPK1 sowohl in den Amastigoten als auch im
Insektenstadium des Parasits, den Promastigoten, vorliegt, in denen eine Deletion des
LmxMPK1-Gens jedoch scheinbar keinen distinkten Phanotyp hervorruft. Bis zum Beginn
dieser Arbeit war es nicht moglich, LmxMPK1 rekombinant in E. coli zu exprimieren und
aufzureinigen, eine rekombinante Expression war nur im Baculovirus-System moglich
(Schuldt, 2003). Aufgrund der besseren Handhabbarkeit sowie der schnelleren, effektiveren
und einfacheren Expression wurde zunachst versucht, eine Expression in E. coli zu
etablieren, um anschlieend verschiedene Mutanten - z.B. im Aktivierungsmotiv -

biochemisch zu charakterisieren.

4.2 Biochemische Charakterisierung von LmxMPK1Wt, einer
inaktiven Mutante (K43M) sowie Mutanten im Aktivierungsmotiv
Zu Beginn der Arbeit lagen folgende Konstrukte bereits vor: Expressionsplasmide zur

rekombinanten Expression in E. coli: pQE8Impk, pGEX-KGImpk KI.6. Expressionsplasmide
zur rekombinanten Expression im Baculovirus-System: pFa20mpk1 und pFaNEMPK1KM.
Expressionsplasmide zur episomalen Expression von LmxMPK1 in Leishmanien: pX5Impk,
pX19ImpkADF, pX13ImpkADY, pX6ImpkEDE, pX4ImpkTtoE(EDY), pX1ImpkTDE,
pX5ImpkTDF, pX6lmpkK43M. Eine detaillierte Ubersicht aller verwendeten und wahrend

dieser Arbeit hergestellten Plasmide findet sich im Anhang.

4.2.1 Diverse Klonierungen mit LmxMPK1
Da zunachst die Proteinexpression in E. coli etabliert werden sollte, und daflir bisher nur Wit-

(Wildtyp-) Konstrukte vorhanden waren, mussten fir alle zu testenden Mutanten ebenfalls E.
coli-Expressionskonstrukte in den entsprechenden Vektoren hergestellt werden. Zuerst
wurde aus den pX5-Plasmiden der Mutanten im Aktivierungsmotiv (TDY) mithilfe der
Restriktionsendonukleasen Sacll und Eco47lll jeweils ein 544 bp groRes, die Mutation
enthaltendes Fragment ausgeschnitten, welches anschlieRend in pQE8ImpkWt, der ebenso
vorbehandelt worden war, ligiert wurde. Dies ergab die Expressionsplasmide pQE8ImpkADF,
pQES8ImpkADY, pQE8ImpkEDE, pQES8ImpkEDY, pQES8ImpkTDE und pQES8ImpkTDF. Die
K43M-Mutation lie3 sich mittels dieser Strategie nicht in den pQES8-Vektor einbringen, hier
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wurde stattdessen ein 843 bp groRes Bsml/Sacll-Fragment aus pFastBacimpkK43M
ausgeschnitten und in pGEX-KGImpk ligiert, der zuvor ebenfalls mit Bsml und Sacll
vorbehandelt worden war. Dies ergab das Konstrukt pGEX-KGImpkK43M. Alle Produkte

wurden zur Uberprifung sequenziert.

4.2.2 Rekombinante Expression von LmxMPK1 und Mutanten in E. coli
LmxMPK1 sollte sowohl als 6xHis-Protein als auch als Fusionsprotein mit einem N-

terminalen Glutathion S-Transferase-Anteil (GST) in E. coli exprimiert und mittels
Affinitdtschromatographie Uber mit Cobalt beladene ,Chelating Sepharose® (Amersham
Biosciences, Freiburg) bzw. Uber ,Glutathion Uniflow Resin® (BD Biosciences, Heidelberg)
aufgereinigt werden, um einen anschlieBenden Einsatz in Aktivitatstest zu ermdglichen.
Neben LmxMPK1Wt wurde eine Kinase-inaktive Mutante, LmxMPK1(K43M), die einen
Lys—Met-Austausch an Position 43 aufweist, als GST-Fusionsprotein exprimiert. Aullerdem
wurden die bereits in der Einleitung beschriebenen verschiedenen Mutanten im
Aktivierungsmotiv der Phosphorylierungslippe (TDY) exprimiert, die dazu dienen sollten,
zusatzlich zu den in vivo-Daten (siehe 1.2.5) den Einfluss des Threonins und des Tyrosins
bei der Autophosphorylierung und —aktivierung in vitro zu bestimmen. Fur MAP-Kinasen
hoherer Eukaryoten ist bekannt, dass beide Reste phosphoryliert sein missen, um héochste
Aktivitat zu erreichen (Payne et al., 1991; L'Allemain et al., 1992; Wu et al., 1992). Es wurden
je drei Mutanten getestet, bei denen ein Verlust der Kinase-Aktivitat zu erwarten war (ADF,
ADY und TDF), sowie drei Mutanten, bei denen durch Ersatz des Threonins und/oder
Tyrosins durch ein geladenes Glutamat eine Phosphorylierung vorgetauscht werden sollte
(EDY, EDE, TDE). Diese Strategie zur konstitutiven Aktivierung von Kinasen wurde zuvor
bereits bei humanen MAPKKs wie MKK3 und 6 mit Glutamat (MKK3 und 6: Fujishiro et al.,
2001; MKK6: Zhang et al., 2006) oder der murinen MKK1 mit Aspartat angewendet (Mansour
et al.,, 1996), auch bei zwei Leishmania-MKKs (MKK und PK2) konnte mit dieser Strategie
eine dauerhafte Aktivierung erreicht werden (Wiese et al., 2003); Wiese und Mitarbeiter,

unveroffentlicht).

Bis zum Beginn dieser Arbeit war es nicht gelungen, LmxMPK1 rekombinant in E. coli zu
exprimieren. Ein Problem bei der Proteinexpression in Bakterien liegt in der Bildung
unléslicher Einschlusskorper, was eine nachfolgende Aufreinigung des aktiven Proteins
erschweren oder gar unmdglich machen kann. Daher wurden zunachst in Vorversuchen die
Wachstums- und Expressionsbedingungen optimiert. Es stellte sich heraus, dass sowohl fiir
6xHis- und GST-LmxMPK1Wt als auch fir alle Mutanten eine Induktion mit 50 uM IPTG und
eine anschlieRende Kultivierung der Zellen UGN bei 18°C die beste Ausbeute an Protein
lieferte. Es wurden aulRerdem verschiedene E. coli-Stamme getestet, wobei sich zeigte, dass

eine optimale Ausbeute an Protein in den Stdmmen XL1 blue und vor allem BL21 erhalten
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werden konnte. Wichtig war hierbei vor allem, dass frisch mit Expressionsplasmid
transformierte Zellen zur Expression verwendet wurden, je alter die Zellen waren, desto
geringer war die Ausbeute an rekombinantem, I6slichem Protein. Abb. 9 zeigt, dass eine
Isolierung von LmxMPK1Wt als 6xHis- und als GST-Fusionsprotein sowie der oben
beschriebenen Mutanten in allen Fallen
Ausbeute (Tab. 2) und Reinheit der Eluate.

A.
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Abb. 9: Aufreinigung von 6xHis-LmxMPK1, GST-LmxMPK1 und Mutanten aus je 100 ml E. coli-Kultur.
A) 1-7: komplette Aufreinigung von 6xHis-LmxMPK1Wt: 1:Zelllysat-Niederschlag; 2: Zelllysat-
Uberstand; 3: Uberstand nach Bindung an Sepharose; 4: Waschldsung 1; 5: Waschlésung 2; 6:
Waschlosung 3; 7: Eluat 1; 8: GST-LmxMPK1Wt, Eluat 1; 9: GST-LmxMPK1K43M, Eluat 1. B)
Aufreinigung von 6xHis-LmxMPK1Wt und Mutanten im Aktivierungsmotiv aus je 100 ml E. coli-Kultur.
Es sind jeweils die ersten Eluate dargestellt. 1. 6xHis-LmxMPK1Wt; 2: ADF-Mutante; 3: ADY-Mutante;
4: EDE-Mutante; 5: EDY-Mutante; 6: TDE-Mutante; 7: TDF-Mutante.

Die Proben wurden auf 12%-igen SDS-Polyacrylamid (PA-)-Gelen aufgetrennt und diese mit

Coomassie gefarbt.

Tab. 2: Ausbeute der Aufreinigungen

Protein

Ausbeute [mg Protein/l E. coli-Kultur]

6xHis-LmxMPK1

5,8

6xHis-LmxMPK1(ADF, ADY, EDE, EDY, | 0,7
TDE, TDF)

GST-LmxMPK1 3,5
GST-LmxMPK1K43M 1,2
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Dabei sind alle Proteine in den zu erwartenden GréRen (6xHis-LmxMPK1 Wt , ADF, ADY,
EDE, EDY, TDE und TDF= 41,2 kDa; GST-LmxMPK1Wt und K43M = 67,2 kDa) zu
erkennen. Die grote Ausbeute wurde bei der Aufreinigung von 6xHis-LmxMPK1Wt erzielt,
die ebenfalls mit dem 6x His-Tag versehenen Mutanten konnten aber nur in sehr geringer
Ausbeute und Reinheit erhalten werden. Ahnliches konnte bei den GST-Fusionsproteinen
festgestellt werden: auch die K43M-Mutante war nur in geringerer Ausbeute als der Wt
aufzureinigen. Ferner war bei ausreichender Verdinnung der Eluate zu erkennen, dass es
sich bei der aufgereinigten Kinase jeweils um eine Doppelbande handelte, aulerdem lag die
Bande von GST-LmxMPK1K43M unterhalb der des Wot-Fusionsproteins obwohl diese

Proteine nominell die gleiche GréRe haben sollten.

4.2.3 Kinase-Aktivitatstests mit rekombinanter LmxMPK1 und Mutanten
Kinase-Aktivitat von 6xHis-LmxMPK1Wt konnte bereits unter Verwendung einer aus Sf9-

Zellen aufgereinigten Version nachgewiesen werden (Schuldt, 2003). Leider erwies sich die
Aufreinigung der Kinase-inaktiven K43M-Mutante sowie der Mutanten im Aktivierungsmotiv
aus Sf9-Zellen als schwierig, zudem wurden nur geringe Ausbeuten erzielt. Mithilfe des aus
E. coli aufgereinigten Wt-Enzyms sowie der K43M-Mutante sollte nun eindeutig eine
Phosphorylierungsaktivitat von LmxMPK1Wt sowie die fehlende Aktivitat von
LmxMPK1K43M nachgewiesen werden.

4.2.3.1 Aktivitatstest von LmxMPK1Wt und inaktiver K43M-Mutante
Zu diesem Zweck wurden das gereinigte 6xHis-Wt-Protein sowie das GST-Wt-Protein und

die GST-K43M-Mutante zunichst in Anwesenheit von radioaktiv markiertem ATP ([y*-
PJATP) und den zweiwertigen Kationen Mg?* und Mn?* in Standardkonzentrationen (10 und 2
mM) mit dem klassischen in vitro-Kinase-Substrat Myelin basisches Protein (MBP) inkubiert,
6xHis-LmxMPK1Wt wurde zusatzlich auch mit den Substraten Casein sowie Histon H1
inkubiert. Die Ansatze wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und eingebautes radioaktives
Phosphat durch Exposition eines Réntgenfiimes nachgewiesen. Alle Versuche, die im
folgenden erldutert werden, wurden mehrmals wiederholt und Filme verschieden lang

exponiert.

In Abb. 10 ist deutlich sowohl eine Auto- als auch eine Substratphosphorylierungsaktivitat in
Bezug auf MBP von 6xHis- und GST-LmxMPK1Wt zu erkennen, wahrend die Kinase-
inaktive K43M-Mutante keinerlei Aktivitdt aufweist, was sich auch nach langeren
Expositionszeiten bestatigte. MBP scheint dabei das effektivste Substrat zu sein. Casein und
Histon H1 zeigen zwar eine ebenso starke Bande im Autoradiogramm, sind aber in deutlich

grélerer Menge vorhanden.
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In den Bahnen 1 und 2 erkennt man zusatzlich zu der Kinase und dem MBP noch eine
schwache Bande, bei der es sich vermutlich um GST handelt. In den Bahnen 3-5 des
gefarbten Gels sind einige zusatzliche Banden zu erkennen, die Abbauprodukte von
LmxMPK1 oder der Substrate sowie Verunreinigungen der LmxMPK1-Aufreinigung
darstellen kdénnen. Eine potentielle Verunreinigung der Aufreinigung, die ein
Molekulargewicht von ca. 62 kD besitzt, wird dartiber hinaus aulerdem leicht phosphoryliert

oder phosphoryliert sich selbst.
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Abb. 10: Kinase-Aktivitatstest mit 6xHis-LmxMPK1Wt, GST-LmxMPK1Wt und GST-LmxMPK1K43M;
jeweils links: Coomassie-gefarbtes SDS-PA-Gel (12%); rechts: Autoradiogramm nach 24 h (Spuren 3-
5) bzw. 48 h Exposition (Spuren 1 und 2).1: GST-LmxMPK1Wt+MBP; 2: GST-LmxMPK1K43M+MBP;
3: 6xHis-LmxMPK1Wt+MBP; 4: 6xHis-LmxMPK1Wt+Casein; 5: 6xHis-LmxMPK1Wt+Histon H1.

4.2.3.2 Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen fir LmxMPK1
Die im folgenden erlauterten Tests wurden ausschlieBlich mit 6xHisLmxMPK1Wt

durchgeflihrt, da diese eine hohere Aktivitat aufwies, als das GST-Fusionsprotein. In einem
ersten Test wurden die Abhangigkeit der Auto- und MBP-Phosphorylierungsaktivitdt von
LmxMPK1Wt von der Temperatur untersucht. Um die optimale Reaktionstemperatur zu
ermitteln, wurde der Kinasetest unter Standardbedingungen (pH 7,2; 10 mM Mgz"; 2 mM

Mn?") bei verschiedenen Temperaturen von 4 - 40°C durchgefiihrt.

Das Autoradiogramm (Abb.11A) zeigt, dass sowohl die Auto- als auch die
Substratphosphorylierungsaktivitdt von LmxMPK1 mit zunehmender Temperatur steigt und
bei ca. 37-40°C ein Maximum erreicht. Auch bei 4°C ist schon eine deutliche
Autophosphorylierung zu erkennen, eine MBP-Phosphorylierung findet bei diesen
Temperaturen hingegen noch nicht statt. Als zweiter Punkt wurde die Abhangigkeit der
Aktivitat von LmxMPK1 von Magnesium und Magan in verschiedenen Konzentrationen
(Mg?*: 0 bis 20 mM; Mn?*: 0 bis 10 mM) getestet. Kinasen bendtigen neben einem Substrat

wie z.B. MBP und dem ,zweiten® Substrat ATP zweiwertige lonen als Cofaktoren. Diese
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bilden einen Komplex mit dem freien ATP, der dann das ,wahre® Substrat darstellt. Manche
Kinasen besitzen dariber hinaus eine zweite Bindungsstelle fir zweiwertige lonen, die so
zusatzlich die Aktivitat steigern kénnen (Sun und Budde, 1997; Waas und Dalby, 2003).
Anhand des gezeigten Autoradiogramms (Abb. 11B) wird deutlich, dass LmxMPK1 in vitro
eine deutliche Préaferenz fir Mn?* als Cofaktor zeigt.
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Abb. 11: Enzymatische Charakterisierung der Auto- und Substratphosphorylierung von 6xHis-
LmxMPK1. A) Abhangigkeit der Aktivitdt von LmxMPK1 von der Temperatur. Die Tests wurden bei
Standard-pH (7,2) sowie Standard-lonenkonzentrationen (2 mM Mn?* und 10 mM Mg?*) durchgefiihrt,
dabei wurden verschiedene Temperaturen von 4-40°C getestet. B) Abhangigkeit der Aktivitat von
LmxMPK1 von divalenten Kationen. Die Tests wurden bei Standard-pH (7,2) und 34°C mit steigenden
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Konzentrationen von Mn** und M92+ durchgefuhrt. C) Abhangigkeit der Aktivitdt von LmxMPK1 von
verschiedenen pH-Werten. Die Tests wurden bei Standard-lonenkonzentrationen und 34°C mit
steigenden pH-Werten von 5,0 bis 6,0 (MES), 6,5 bis 7,5 (MOPS) und 8,0 bis 8,5 (Tris/HCI)
durchgefiihrt. D) Zeitverlaufsexperiment mit LmxMPK1. Der Test wurde unter den ermittelten
optimalen Bedingungen durchgefihrt und nach verschiedenen Zeitrdumen Proben entnommen. Alle
Proteine wurden auf 12%-igen SDS-PA-Gelen aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt (links) und

Roéntgenfilme 24 h exponiert (rechts).

Mit steigenden Mn?*-Konzentrationen steigt sowohl die Auto- als auch die
Substratphosphorylierungsaktivitat, wobei letztere in ihrer Starke immer hinter ersterer
zuriickbleibt. Eine Séttigung ist bei 5 mM Mn?* zu erkennen, eine Steigerung der
lonenkonzentration auf 10 mM resultierte nicht in einer weiteren Steigerung der Aktivitat.
Ohne zweiwertige Kationen ist, wie erwartet, keine Aktivitat sichtbar. Mg?* ist als Cofaktor
von ATP ebenfalls wirksam, auch hier ist eine Steigerung der Autophosphorylierungsaktivitat
mit steigender Mg®*-Konzentraton zu beobachten. Allerdings erreicht die
Substratphosphorylierungsaktivitat von LmxMPK1 mit Mg®* zu keinem Zeitpunkt dasselbe
AusmafR wie mit Mn?* allein und ist erst nach 48 h Exposition schwach zu erkennen (nicht

gezeigt).

Als dritter Punkt wurde der Einfluss des pH-Wertes des Reaktionspuffers auf die Kinase-
Aktivitat untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Puffersubstanzen MES (pH 5,5-6,0),
MOPS (pH 6,5-7,5) und Tris (8,0-8,5) verwendet und mit Standardkonzentrationen an Mn?*
(2 mM) und Mg®* (10 mM) gearbeitet. Abb. 11C lasst eine deutlich erhohte
Substratphosphorylierungsaktivtat von LmxMPK1 bei pH 7,5 erkennen, bei allen anderen
getesteten Werten ist das Enzym zwar auch aktiv, zeigt aber stark verringerte Aktivitat. Die
Autophosphorylierung scheint bei pH-Werten um 5,5 am starksten, nimmt aber mit

steigendem pH nur wenig ab.

Die optimale Dauer eines Aktivitatstests mit LmxMPK1 wurde ebenfalls unter
Standardbedingungen ermittelt; hier wurde der Test jeweils nach 5, 10, 15, 40, 50, 60 und 75
min abgestoppt und erneut der Grad der Phosphorylierung mittels Autoradiographie ermittelt.
Eine optimale Reaktionsdauer wurde bei ca. 45-60 min erreicht, da hier eine sichtbare
Sattigung der Phosphorylierung stattfindet (Abb. 11D).

Alle folgenden Kinase-Tests wurden, soweit nicht anders angegeben, unter den hier

ermittelten optimalen Reaktionsbedingungen (pH 7,5; 5 mM Mn?*; 34°C; 1 h) durchgefiihrt
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4.2.3.3 Aktivitatstests mit LmxMPK1Wt und Mutanten des Phosphorylierungsmotivs in
der Aktivierungsschleife (TDY)

Um den Einfluss des Threonin- sowie des Tyrosinrestes im Aktivierungsmotiv (TDY) von
LmxMPK1 auf Auto- und Substratphosphorylierung in vitro zu ermitteln, wurde ein
Aktivitatstest mit LmxMPK1Wt und den oben bereits erwahnten Mutanten durchgefuhrt.
Dabei wurde ca. 1 ug Kinase pro Ansatz eingesetzt und der Aktivitatstest unter den o. g.
Bedingungen durchgefihrt. Wie man in Abb. 12 erkennen kann, sind nur die Mutanten, die
den Tyrosinrest noch besitzen, in der Lage, eine sichtbare Autophosphorylierung
durchzufiihren. Eine MBP-Phosphorylierung, wie sie bei LmxMPK1Wt zu beobachten ist, war
sowohl bei diesen als auch bei den anderen Mutanten auch nach langerer Expositionsdauer

nicht detektierbar.
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Abb. 12: Kinase-Aktivitatstest mit 6xHis-LmxMPK1 und Mutanten in der Aktivierungsschleife,
Substrat: MBP. 1: LmxMPK1W4; 2: ADF-Mutante; 3: ADY-Mutante; 4: EDE-Mutante; 5: EDY-Mutante;
6: TDE-Mutante; 7: TDF-Mutante. Links: Coomassie-gefarbtes 12%-iges SDS-PA-Gel, rechts:
Autoradiogramm, 24 h Exposition.

4.2.3.4 Autophosphorylierung an Tyrosin bei LmxMPK1 Wt und Mutanten in der
Aktivierungsschleife (TDY)

Um festzustellen, ob die unter 4.2.3.3 beobachtete Autophosphorylierung von LmxMPK1Wt
sowie der ADY- und der EDY-Mutante an einem Tyrosinrest stattfindet, wurde ein Kinase-
Test mit nicht radioaktiv markiertem ATP durchgefiihrt. Die Proben wurden anschlielend
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlielend auf eine PVDF-Membran ubertragen. Dort
erfolgte nach Blockierung der freien Bindungsstellen mit BSA eine Detektion mit einem
gegen phosphoryliertes Tyrosin gerichteten Antikorper (P-Tyr-100, CST, Beverly, MA, USA).
Bereits nach kurzer Exposition des Films war zu erkennen, dass der Antikorper wiederum
nur den Wildtyp sowie die beiden Mutanten, die den Tyrosinrest noch besitzen (ADY und
EDY), erkannte (Abb. 13A). Auch nach langerer Exposition war bei den anderen Mutanten
(ADF, EDE, TDE, TDF) keine Schwarzung des Films sichtbar. Dariber hinaus wurde mit
6xHis-LmxMPK1Wt ein Zeitverlaufsexperiment durchgeflhrt, indem je 2 ug Protein mit nicht
radioaktivem ATP inkubiert und die Reaktion zu verschiedenen Zeitpunkten gestoppt wurde.
Es wurde wie oben eine SDS-PAGE und Ubertragung auf eine PVDF-Membran durchgefiihrt
und erneut mit dem o. g. Anti-Phospho-Tyrosin-Antikdrper detektiert. Wie in Abb. 13B zu
erkennen ist, liegt LmxMPK1 schon direkt nach der Aufreinigung (t=0) aus E. coli an Tyrosin

phosphoryliert vor. Der Grad der Phosphorylierung steigt dann wie erwartet mit der Zeit an
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und erreicht wie auch schon unter 4.2.3.2 beobachtet zwischen 45 und 60 min eine

Sattigung.
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Abb.13: Die Autophosphorylierung von LmxMPK1Wt, LmxMPK1ADY und LmxMPK1EDY findet an
einem Tyrosinrest statt und liegt bereits nach Aufreinigung aus E. coli vor. A) Immunoblot mit anti-
Phosphotyrosin-Antikérper (P-Tyr-100, CST, Beverly, MA, USA) nach Aktivitatstest mit nicht radioaktiv
markiertem ATP. 1. LmxMPK1Wt; 2: ADF-Mutante; 3: ADY-Mutante; 4: EDE-Mutante; 5: EDY-
Mutante; 6: TDE-Mutante; 7: TDF-Mutante B) Immunoblot mit anti-Phosphotyrosin-Antikérper nach
Zeitverlaufsexperiment mit LmxMPK1Wt und nicht radioaktiv markiertem ATP.

Jeweils oben: Immunoblot; unten: Coomassie-gefarbtes 12%-iges SDS-PA-Gel

4.2.3.5 Die Autophosphorylierung von LmxMPK1 an Tyrosin folgt einem
intramolekularen Mechanismus

Es sollte nun Uberprift werden, ob die beobachtete Autophosphorylierung an einem
Tyrosinrest einem Reaktionsmechanismus erster oder zweiter Ordnung folgt, d.h. ob es sich
hier um eine intra- oder intermolekulare Reaktion handelt. Zu diesem Zweck wurden
Aktivitatstests mit steigenden Konzentrationen von LmxMPK1Wt durchgefuhrt und der
Einbau radioaktiven Phosphats anschlieRend quantifiziert. Die Reaktionsdauer betrug in
diesem Fall nur 10 Minuten, um nicht im Bereich der Sattigung zu messen. Tragt man nun
die Menge eingebauten Phosphats gegen die Enzymkonzentration auf, erkennt man schon,
dass es sich um eine Reaktion erster Ordnung handeln muss (Abb. 14A). Gewissheit
erbringt hier der van't Hoff-Plot, bei dem jeweils die Logarithmen der Menge an eingebautem
Phosphat und Enzymkonzentration gegeneinander aufgetragen werden (Abb. 14B). Die
errechneten Werte ergeben eine Gerade, deren Steigung ungefahr eins betragt. Es handelt
sich also um eine intramolekulare Reaktion.

Um dies zu bestatigen, wurde zusatzlich ein Kinase-Test mit 6xHisLmxMPK1Wt und GST-
LmxMPK1K43M durchgefiihrt, um festzustellen, ob die Wt-Kinase in der Lage ist, die inaktive
Mutante zu phosphorylieren. Abb. 14C zeigt, dass das nicht der Fall ist, nur
6xHisLmxMPK1Wt wird autophosphoryliert, die Mutante ist im Autoradiogramm nicht zu
detektieren. Damit bestatigt sich, dass es sich bei der Autophosphorylierung von LmxMPK1

um eine intramolekulare Reaktion handelt.
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Abb. 14: Die Autophosphorylierung von LmxMPK1 ist eine intramolekulare Reaktion. A) Aktivitatstest
mit steigender LmxMPK1-Konzentration. Aufgetragen ist die Menge inkorporierten Phosphats pro
Minute gegen die Enzymkonzentration (n=3). B) van’t Hoff-Diagramm von A). Aufgetragen sind der
Logarithmus der Menge eingebauten Phosphats gegen den Logarithmus der Enzymkonzentration
(Steigung = 0,88; Regressionskoeffizient = 0,989). C) Phosphorylierungstest mit je 2 ug Kinase-
inaktiver GST-LMXMPK1K43M und 6xHis-LmxMPK1Wt. 1: GST-LmxMPK1K43M; 2: 6xHis-
LmxMPK1WH; 3: 6xHis-LmxMPK1Wt und GST-LmxMPK1K43M. Die Proteine wurden auf einem 12%
SDS-PA-Gel aufgetrennt, Coomassie-gefarbt (links) und auf das getrocknete Gel fir 24 h ein

Roéntgenfilm aufgelegt (rechts).
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4.2.3.6 Kinetische Parameter der Autophosphorylierung von LmxMPK1
Um die Kinetik der beobachteten Autophosphorylierung weiter zu untersuchen, wurden

Aktivitatstests mit gleich bleibender Menge LmxMPK1Wt und steigenden ATP-
Konzentrationen fir eine Dauer von 10 Minuten durchgefiihrt. Dabei wurde die Menge des
radioaktiv markierten ATPs konstant gehalten, wahrend die Menge des unmarkierten ATPs
von 2 bis 100 uM variierte. Die Reaktion gehorcht einer typischen Michaelis-Menten-Kinetik;
aus dem doppelt reziproken Lineweaver-Burk-Plot konnte eine Michaelis-Menten-Konstante
(Km) fur ATP von 14,7 uM sowie eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vy.x von 91

pmol/min/mg ermittelt werden (Abb. 15).
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Abb. 15: Abhéangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von LmxMPK1 von der ATP-Konzentration;
Lineweaver-Burk-Diagramm. V= 91 pmol/min/mg; Ky(ATP)= 14,7 pM.

4.2.4 Untersuchung des Phosphorylierungsstatus von LmxMPK1 in vivo

4.2.4.1 Phosphorylierungsstatus von LmxMPK1Wt in Promastigoten und in vitro-
differenzierten Amastigoten

Nachdem mithilfe der rekombinanten Enzyme nun der Einfluss des Threonins und des
Tyrosins im Aktivierungsmotiv auf die Autophosphorylierung, d.h. in Abwesenheit eines
Aktivators, untersucht wurde, sollte nun versucht werden, naheres Uber den
Phosphorylierungsstatus von LmxMPK1 in vivo, d.h. in Anwesenheit eines Aktivators,
herauszufinden. Zu diesem Zweck wurde zunachst eine Aufreinigung der phosphorylierten
Proteine sowohl aus L. mexicana Wt-Promastigoten als auch aus in vitro-differenzierten
Amastigoten durchgefihrt (48 h differenziert). Zusatzlich wurde bei beiden Aufreinigungen
die Fraktion der nicht-phosphorylierten Proteine (Durchlauf der Saule) aufgefangen. Die
erhaltenen Eluate 2 bis 4 sowie der Durchlauf wurden nun mittels SDS-PAGE aufgetrennt,
die Proteine auf PVDF-Membranen Ubertragen und die freien Bindungsstellen mit

Milchpulver blockiert. Anschlieliend wurde mithilfe eines gegen ein C-terminales Peptid von
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LmxMPK1 gerichteten Antikorpers die Kinase in den verschiedenen Fraktionen
nachgewiesen.

Wie in Abb. 16 zu sehen ist, liegt LmxMPK1 sowohl in Promastigoten als auch in den in vitro-
differenzierten L. mexicana-Amastigoten in der Fraktion der Phosphoproteine vor. Bei der
anderen sichtbaren Bande in den Promastigoten-Immunoblots handelt es sich vermutlich um

eine Kreuzreaktion mit einem unbekannten Phosphoprotein aus L. mexicana.
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Abb.16: Aufreinigung der nicht phosphorylierten sowie der phosphorylierten Proteine aus L.
mexicana-Promastigoten und in vitro-differenzierten Amastigoten. 1 und 5: Durchlauf = nicht
phosphorylierte Proteine; 2 und 6: Eluat 2; 3 und 7: Eluat 3; 4 und 8: Eluat 4. Jeweils links:
Silbergefarbtes 12%-iges SDS-PA-Gel; rechts: Immunoblot. 1. Antikdrper: a-C-termimpk 1:100, 30 min

Exposition.

_4.2._4.2 Phosphorylierungsstatus von LmxMPK1Wt und Mutanten im Aktivierungsmotiv
in vivo

Nachdem gezeigt werden konnte, dass LmxMPK1Wt sowohl in Promastigoten als auch in
Amastigoten in phosphorylierter Form vorliegt, sollte nun mithilfe der L. mexicana-LmxMPK1-
Mutanten im Aktivierungsmotiv untersucht werden, inwiefern die Mutanten in vivo
phosphoryliert werden kénnen. So ware es mdglich zusatzliche Erkenntnisse Uber den
Aktivierungsmechanismus der Kinase in vivo, d.h. in Anwesenheit und unter Beteiligung

eines Aktivators, zu erlangen.

Es wurde erneut eine Aufreinigung der phosphorylierten Proteine aus L. mexicana Wit-
Promastigoten sowie Promastigoten der verschiedenen Mutanten im Aktivierungsmotiv
durchgefiihrt. Bei allen Aufreinigungen wurde wie oben zusatzlich die Fraktion der nicht
phosphorylierten Proteine aufgefangen. Die erhaltenen Proben wurden wie beschrieben

mittels Immunoblot auf ein Vorhandensein von LmxMPK1 untersucht (Abb.17).
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Abb.17: Aufreinigung der nicht phosphorylierten sowie der phosphorylierten Proteine aus L.
mexicana-Promastigoten. 1: Durchlauf = nicht phosphorylierte Proteine; 2: Eluat 2; 3: Eluat 3; 4: Eluat
4. Jeweils links: Silbergefarbtes 12%-iges SDS-Gel; rechts: Immunoblot. 1. Antikérper: a-C-termimpk
1:100, 30 min Exposition.

Die Situation in Promastigoten stellt sich dabei wie folgt dar: Die ADF-Mutante findet sich
ausschlief3lich unter den nicht phosphorylierten Proteinen im Durchlauf, ebenso wie die
beiden Threonin-Mutanten EDY und ADY. LmxMPK1Wt liegt ausschliellich in der
phosphorylierten Fraktion vor, wahrend die beiden Tyrosin-Mutanten TDE und TDF sowohl in
der phosphorylierten als auch in der nicht phosphorylierten Fraktion erscheinen und dabei im
Gegensatz zum Wt, der hauptsachlich in Eluat 3 zu finden ist, aullerdem Uber alle drei
Eluate verteilt sind.

Da bisher nicht genauer untersucht wurde, ob das Fehlen von LmxMPK1 auch auf das
promastigote Lebensstadium Auswirkungen zeigt, sollten nun Wachstumskurven des L.
mexicana Wt, der Deletionsmutante sowie der im Aktivierungsmotiv von LmxMPK1 mutierten
episomalen ,add backs” erstellt werden. Somit sollte festgestellt werden, ob das Fehlen von
LmxMPK1 auch im promastigoten Stadium Auswirkungen auf die Proliferation der Parasiten
zeigt, wenn auch nicht einen volligen Proliferationsstop, wie im amastigoten Lebensstadium.
Anhand der Mutanten sollte Uberprift werden, inwieweit diese in der Lage sind, im
promastigoten Stadium das Fehlen von LmxMPK1 zu kompensieren, um diese Ergebnisse

dann mit den ermittelten Phosphorylierungsstadien in Korrelation stellen zu kdnnen.
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Zu diesem Zweck wurde je 1 ml Medium mit jeweils 5x10° Promastigoten beimpft, die sich in
der logarithmischen Wachstumsphase befanden. Alle 24 h wurde nun Uber einen Zeitraum
von 72h die Zellzahl bestimmt und so Wachstumskurven der verschiedenen Promastigoten
erstellt (Abb. 18).
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Abb. 18: Proliferation von L. mexicana Wt, A LmxMPK1 -/- und Mutanten im Aktivierungsmotiv im
promastigoten Lebensstadium. Je 1 ml SDM-Medium wurde mit jeweils 5x10° Promastigoten, die sich
in der logarithmischen Wachstumsphase befanden, angeimpft und bei 27°C inkubiert. Alle 24 h wurde

die Zellzahl bestimmt (n = 3).

Anhand der Wachstumskurven ist zu erkennen, dass nur die Parasiten, die die EDY-Mutante
von LmxMPK1 exprimieren ebenso schnell wachsen, wie die Wt-Parasiten. Die ADF-, die
ADY- sowie die TDE-Mutante enthaltenden Klone teilen sich ca. genauso langsam, wie die
beiden Deletionsmutanten-Klone. Diese unterscheiden sich nur darin, dass der Klon del9.8
vor Beginn des Versuchs schon lange in Kultur gehalten wurde, wahrend ein Stabilat des
Klons del1.10 erst einige Wochen vorher aufgetaut wurde. Die Parasiten, die die TDF-
Mutante exprimieren, teilen sich etwas schneller als die eben erwahnten Parasiten, der Wt

und die EDY-Mutante vier- bis fiinfmal so schnell.
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4.3 Die Suche nach Aktivatoren von LmxMPK1
Eine typische MAP-Kinase-Kaskade setzt sich wie bereits beschrieben aus drei

Hauptelementen zusammen: den MAPKKKs, den MAPKKs und den MAP-Kinasen, in der
Reihenfolge ihrer Aktivierung. Die aktivierten MAP-Kinasen sind in der Lage, z.B. in den Kern
zu translozieren und dort Substrate wie Transkriptionsfaktoren zu phosphorylieren. Dabei
weisen aktivierte MAP-Kinasen im Vergleich zu ihren nicht-aktivierten oder nur partiell
autoaktivierten Formen eine vielfach verstarkte Aktivitat auf (Prowse und Lew, 2001). Die
Substratsuche kann also mit einer aktivierten Kinase deutlich einfacher sein als mit der nicht-
aktivierten Form, die nur eine Basalaktivitdt aufweist. AuRerdem kann es sich bei den
Aktivatorkinasen im Falle von LmxMPK1 um zusatzliche potentielle Zielstrukturen fiir die
medikamentdse Therapie der Leishmaniose handeln. Inhibiert man zwei Komponenten einer
Kaskade simultan, so ist es fur den Parasiten ungleich schwieriger, eine mogliche Resistenz

zu entwickeln, als wenn nur eine Komponente, z.B. die MAP-Kinase, inhibiert wird.

4.3.1 Test verschiedener bereits vorhandener potentieller Aktivatoren
Zum Beginn der Arbeit waren im Labor bereits einige putative MAPKKs sowie einige andere

mogliche Aktivatorkinasen identifiziert, kloniert und zum Teil auch schon untersucht worden.
Insgesamt lagen zu diesem Zeitpunkt drei putative MAPKKs (MKK, PK2 und PK4) sowie
zwei putative Calcium-/ Calmodulin-abhangige Kinasen, die urspringlich bei der Suche nach
MAPKKSs in L. mexicana mithilfe degenerierter Oligonukleotide identifiziert worden waren, vor
(PK1 und PK3). Von allen funf Kinasen waren bereits Expressionskonstrukte fir eine
Expression in E. coli vorhanden, in allen Fallen handelte es sich hier um GST-
Fusionsproteine. Fir MKK und PK2 waren aullerdem konstitutiv aktivierte Mutanten
konstruiert worden, da die jeweiligen Wt-Enzyme im Kinase-Test keine Auto- und
Substratphosphorylierungsaktivitat aufwiesen. Hierzu wurde eine Region in der
Aktivierungsschleife durch eine homologe Region aus einer konstitutiv aktivierten Mutante
der murinen MKK1 ersetzt, in der Serin- bzw. Threoninreste, an denen eine
Phosphorylierung stattfinden kann, durch Aspartatreste ersetzt wurden (Mansour et al.,
1996). Die konstitutiv aktivierten Mutanten werden im Folgenden als ,Mut2“ bezeichnet. Alle
vorhandenen Expressionsplasmide wurden zur Expression in E. coli BL21 transformiert und
fir die bisher nicht exprimierten Kinasen (PK1, PK2, PK3) zunachst wieder
Testexpressionen durchgefuhrt, um die optimalen Expressionsbedingungen zu ermitteln. Far
alle drei Kinasen erwies sich eine Induktion mit 100 uM IPTG und eine anschlieltende
Expression bei 18°C UGN unter Schitteln als sinnvoll. Fur MKK und PK4 waren optimale
Expressionsbedingungen bereits bestimmt worden, auch hier war eine Expression UN bei
18°C nach Induktion mit 100 uM IPTG am erfolgreichsten (Scholz, 2003; Kuhn, 2004). Nun

wurden die finf Aktivatorkandidaten mittels Affinitdtschromatographie Uber Glutathion
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Uniflow Resin aufgereinigt. Fur MKK (41 kD + 26 kD) und PK4 (38,9 kD + 26 kD) war dies
bereits erfolgreich etabliert, die anderen drei Kinasen konnten in mehr oder weniger guten
Ausbeuten erhalten werden. Besonders die Kinase PK2, die ein sehr hohes
Molekulargewicht besitzt (120 kD + 26kD GST), wurde nur in sehr geringer Konzentration
aufgereinigt, obwohl bis zu 500 ml E. coli Kultur als Ausgangsmaterial eingesetzt wurden.
Darlber hinaus wiesen die Eluate von PK2, PK1 (95 kD + 26 kD) und PK3 (52 kD + 26 kD)
viele zusatzliche Banden auf, bei denen es sich sowohl um Abbauprodukte als auch um
Produkte eines vorzeitigen Kettenabbruchs bei der Proteinsynthese handeln kann (Abb. 19).
Vor allem bei PK1 und 3 fallt je eine zusatzliche Bande auf, die jeweils ungefahr auf der
Hohe der nicht-GST-gekoppelten Kinase lauft. Zusatzlich sieht man in diesen beiden Spuren
auch je eine Bande die der GST entsprechen kénnte (26 kD).
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Abb. 19: Aufreinigung der MAPKK MKK, PK2, PK1, 3 und 4 als GST-Fusionsproteine, gezeigt ist
jeweils das 1. Eluat einer Aufreinigung im Coomassie-gefarbten 12%-igen SDS-PA-Gel. Die jeweiligen
GST-Fusionsproteine sind rot markiert. 1: GST-LmxPK1; 2: GST-LmxPK3; 3: GST-LmxPK2Mut2; 4:
GST-LmxMKKMut2; 5: GST-LmxPK4.

Zunachst wurden die aufgereinigten Kinasen in einem Standard-Test mit MBP als Substrat
auf ihre Phosphorylierungsaktivtat Uberprift. Dabei zeigten die drei putativen MAPKKSs
MKK(Mut2), PK2(Mut2) sowie PK4 deutliche und starke Aktivitat, vor allem gegeniber MBP
als Substrat, wiesen aber auch eine Autophosphorylierung auf. Auch PK3 zeigte eine
deutliche MBP-Phosphorylierung unter Reaktionsbedingungen fur MAPKKs, obwohl es sich
hierbei laut Parsons et al. (2005) um eine Calcium-/Calmodulin-abhangige Kinase handeln
sollte. Auch eine schwache Autophosphorylierung ist hier zu erkennen, sowohl auf der Héhe
von GST-LmxPK3 als auch auf der Héhe von LmxPK3. Allein PK1 zeigte weder Auto- noch
Substratphosphorylierungsaktivitat (Abb. 20). Aus diesem Grund wurde diese Kinase noch
einmal, zusammen mit PK3, unter fir Calcium-/Calmodulin-abhangige Kinasen geeigneten
Bedingungen getestet (50 mM Tris-HCI pH8; 10 mM MgCl,; 5 yM B-Mercaptoethanol; 0,4
mM EGTA; 0,7 mM CaCly; 20 ng/ul Calmodulin), doch auch hier wies das rekombinante

Enzym keine Aktivitat auf, wahrend PK3 aktiv war (nicht gezeigt).
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Abb. 20: Kinase-Aktivitatstest mit den Kinasen MKKMut2, PK1, PK2Mut2, PK3 und PK4 und MBP als
Substratprotein unter Standardbedingungen fir MAPKK (pH 7,2; 2 mM Mn?*; 10 mM Mg2+; 34°C); 1.
GST-LmxPK1+MBP; 2: GST-LmxPK3+MBP; 3: GST-LmxPK4+MBP; 4: GST-LmxMKKMut2+MBP; 5:
GST-LmxPK2Mut2+MBP; Links:  Coomassie-gefarbtes 12%-iges  SDS-PA-Gel; rechts:
Autoradiogramm, 20h Exposition.

Um festzustellen, ob es sich bei einer der genannten putativen Aktivatorkinasen tatsachlich
um den Aktivator von LmxMPK1 handelt, wurden zwei verschiedene Tests durchgeflhrt:
Zum einen wurde in einem Aktivierungstest die jeweilige Aktivatorkinase in geringer Menge
(ca. 750 ng) zusammen mit einer grélkeren Menge (5 ug) LmxMPK1 Wt und nichtmarkiertem
ATP inkubiert. Ein Zehntel dieses Ansatzes wurde anschlielend in einen Aktivitatstest mit
MBP als Substrat und radioaktiv markiertem ATP eingesetzt, um festzustellen, ob sich die
MBP-Phosphorylierung von LmxMPK1 verstarkt hatte. Die Starke der Phosphorylierung
wurde im Szintillationszahler quantifiziert (Tab. 3). Als Kontrollen wurden hier jeweils
LmxMPK1Wt, die zuvor allein inkubiert worden war, so wie die verschiedenen MAPKK, die

zuvor ohne LmxMPK1 inkubiert worden waren eingesetzt.

Tab. 3: Aktivierungstest mit LmxMPK1 und putativen Aktivatorkinasen (cpm = counts per minute, Maf

fur den Einbau radioaktiven Phosphats in MBP)

Ansatz cpm
MPKA1 1731
PK1 347
PK3 1156
PK4 763
MKKMut2 936
PK2Mut2 1574
PK1+MPK1 856
PK3+MPK1 1584
PK4+MPKA1 3926
MKKMut2+MPK1 1414
PK2Mut2+MPK1 1265
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Wie in Tab.3 zu sehen ist, liel sich keine Aktivierung von LmxMPK1 durch eine der
getesteten Aktivatorkinasen beobachten. Einzig in Kombination mit LmxPK4 zeigt sich eine
leichte Verstarkung der MBP-Phosphorylierung, im Falle einer echten Aktivierung sollte sich
die MBP-Phosphorylierung jedoch mindestens um ca. das 30-fache erhéhen (Erdmann et al.,
2006).

Zum anderen wurde in einem ,klassischen® Aktivitatstest Uberprift, ob einer der putativen
Aktivatoren in der Lage waére, die inaktive K43M-Mutante (von der zuvor der GST-Anteil
mittels Thrombinverdau abgespalten wurde) von LmxMPK1 zu phosphorylieren; dies wurde
wiederum mittels Autoradiographie visualisiert (Abb. 21). LmxPK1 wurde hier trotz bisher
nicht messbarer Aktivitat mitgetestet, da es z.B. auch Kinasen gibt, die keine oder kaum
Autophosphorylierung zeigen (Wiese und Mitarbeiter, unverdffentlicht) und/oder fiir die MBP
kein gutes Substrat ist, was vor allem auch auf MAPKK zutrifft (Zheng und Guan, 1993;
Wang et al., 2005).
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Abb. 21: Phosphorylierungstest mit LmxMPK1K43M und verschiedenen Aktivatorkinasen; 1: GST-
LmxMPK1K43M bzw. LmxMPK1K43M; 2: GST-PK2Mut2 + LmxMPK1K43M; 3: GST-PK1 +
LmxMPK1K43M; 4: GST-PK3 + LmxMPK1K43M; 5: GST-PK4 + LmxMPK1K43M; 6: GST-MKKMut2 +
LmxMPK1K43M. Links: Coomassie-gefarbtes 12%-iges SDS-PA-Gel; rechts: Autoradiogramm, 24 h

Exposition.

In Spur 1 erkennt man LmxMPK1K43M ohne Aktivatorkinase, allerdings ist im Coomassie-
gefarbten Gel auch noch ein grofer Anteil GST-LmxMPK1K43M zu sehen, da der
Thrombinverdau offensichtlich nicht vollstandig war. Spur 2 zeigt nur eine leichte
Autophosphorylierung von LmxPK2Mut2, in Spur 3 ist die Reaktion mit LmxPK1 abgebildet.
Hier hat erneut keinerlei Phosphorylierung stattgefunden. In Spur 4 sind zwei dominante
Banden zu erkennen, dabei handelt es sich um die Autophosphorylierung von GST-LmxPK3
sowie die Autophosphorylierung von LmxPK3 ohne GST. Diese rihrt daher, dass sich in der
zugegebenen LmxMPK1K43M noch Reste von Thrombin befinden, welches nun ebenfalls
von den MAPKK den GST-Anteil abspaltet. Dieses Phanomen lasst sich auch in Spur 5 und

6 feststellen: Hier sieht man ebenfalls nur die Autophosphorylierung der putativen
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Aktivatorkinasen mit und ohne GST. Bis auf eine sehr schwache, wahrscheinlich
unspezifische Phosphorylierung in den Spuren 2-4 phosphoryliert keine der getesteten
Aktivatorkinasen LmxMPK1K43M.

4.3.2 |dentifikation neuer putativer MAPKKSs aus L. mexicana
Zu Beginn der Arbeit waren nur finf bzw. drei putative MAPKKSs in Leishmania bekannt

(s.0.). Da bis dahin aber schon neun MAP-Kinasen identifiziert wurden, deren Zahl sich
mittlerweile auf 15 erhoht hat, mussen, selbst wenn man davon ausgeht, dass manche
MAPKKs evil. mehrere Substrate haben oder dass die MAP-Kinasen vielleicht nicht
ausschlief3lich von MAPKKSs aktiviert werden, noch weitere MAPKK-Homologe in Leishmania
vorliegen. Ein kilrzlich erschienener Artikel von Parsons et al. (2005), welcher sich mit dem
Kinom (Gesamtheit aller Kinasen) der Trypanosomatiden beschaftigt, nennt drei weitere
putative MAPKK-Homologe in L. major mit den zugehdrigen Genen LmjF36.0860,
LmjF32.1020 und LmjF 07.0250. Die zugehérigen Proteine werden im Folgenden als PKS,
PK6 und PK7 bezeichnet.

Basierend auf konservierten Regionen der L. major-Sequenzen, die durch einen Vergleich
mit den korrespondierenden Genen in L. infantum ermittelt wurden, wurden Digoxigenin-
markierte Sonden zum Durchsuchen einer L. mexicana-gDNA-Bank erstellt. Daflir wurde im
Fall von PK5 eine PCR mit den Oligonukleotiden PK5.for und PK5.rev auf genomischer DNA
von L.mexicana und L. major durchgefihrt, fir PK6 und PK7 wurden respektive die
Oligonukleotide PK6.for und PK6.rev, sowie PK7.for und PK7.rev verwendet. Dabei ergab
sich fur die PK5-Sonde nur bei der PCR auf L. major-DNA ein Produkt. Alle drei Sonden, die
jeweils 363 (PK5), 368 (PK6) bzw. 435 bp (PK7) umfassten, wurden in den Vektor
pCR2.1TOPO zwischenkloniert und sequenziert. Mithilfe dieser Sonden konnten Phagen aus
der gDNA-Bank isoliert und deren DNA prapariert werden. Nach Restriktionsspaltungen der
Phagen-DNA mit EcoRIl, Notl und Xbal wurden gDNA enthaltende Fragmente in den
pBluescript 1l SK(+)-Vektor kloniert. Dabei ergaben sich die Konstrukte pBSK571X4,
pBSK681 und pBSK7X1. Auf den Inserts wurden erfolgreich die Gene fir drei neue MAPKK-

Homologe aus L. mexicana identifiziert und anschlie®end sequenziert.

Fir LmxPK5 gelang es leider nicht, den offenen Leserahmen (ORF) komplett auf einem
Insert zu erhalten, da der C-Terminus durch eine im Gen liegende Xbal-Schnittstelle
abgespalten wurde. Mit den anderen beiden Restriktionsendonukleasen wurden keine
positiven Klone generiert. Aus diesem Grund wurde ein 629 bp langer C-terminaler Bereich
unter Zuhilfenahme der Oligonukleotide PK5.2for und PK5.4rev auf Phagen-DNA des
Phagen-Klons 571 amplifiziert und in pCR2.1TOPO subkloniert. Das Oligonukleotid

PK5.4rev wurde dabei auf Basis einer zwischen den Leishmania-Spezies L. major und L.
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infantum stark konservierten Sequenz der stromabwarts von LmaPK5 gelegenen Region
generiert. Nachdem vier unabhangige Klone des PCR-Produktes sequenziert wurden und
die Sequenz in allen vier Fallen Ubereinstimmte, wurde ein 346 bp groRes Fragment mit den
Restriktionsenzymen Xbal und Notl aus pCR2.1. TOPOPKS5C-term ausgeschnitten und mit
pBSKPK571X4AcclRel., der mit den gleichen Restriktionsenzymen vorbehandelt worden
war, ligiert. Dieser Vektor war zuvor mittels Spaltung durch Accl und Religation von
pBSKPK571X4 hergestellt worden, durch die Spaltung mit Accl wurde ein ca. 1,8 kb grof3es
Fragment entfernt, welches die stromaufwarts des Gens gelegenen Xbal-und Notl-
Schnittstellen enthielt, so dass diese Restriktionsendonukleasen nun zum Einfligen des C-
terminalen Fragmentes in pBSKPK571X4AcclRel. verwendet werden konnten. Das dabei

entstandene Konstrukt tragt den Namen pBSKPK5+C-term.

Die vollstandigen Sequenzen aller drei neuen MAPKKSs aus L. mexicana wurden in der NCBI
Nukleotid-Datenbank unter den jeweiligen Zugangsnummern DQ812908 (LmxPK5),
DQ812909 (LmxPK6) und DQ812910 (LmxPK?7) verdffentlicht.

4.3.2.1 Homologievergleich mit Kinasen aus anderen Spezies und Eigenschaften der
neuen MAPKK

PK5: Das LmxPK5-Gen umspannt 1578 bp und codiert fiir ein 526 Aminosauren (As) grolRes
Protein. Ein Homologievergleich von PK5 mit der Aminosauresequenz der putativen Kinase
aus dem L. major Friedlin Genomprojekt, welches momentan noch als MAP Kinase annotiert
ist, zeigt eine Ubereinstimmung von 89%. Das zugehdrige Gen, LmjF36.0860, befindet sich
auf Chromosom 36 von L. major Friedlin. Stromaufwarts befindet sich der ORF flr ein bisher
nicht weiter charakterisiertes, 888 As grol3es, konserviertes Protein, stromabwarts das Gen
fir eine 942 As grolRe, putative RNA-Helicase, die moglicherweise an SpleiRvorgangen
beteiligt ist. Bei Trypanosoma brucei und T. cruzi konnten ebenfalls Homologe zu LmxPK5
gefunden werden (Tb10.70.1800 bzw. Tc00.1047053506679.40), deren Primarsequenz zu
ungefahr 60% mit der von LmxPK5 Ubereinstimmt. In beiden Fallen bezieht sich hier die
Homologie auf die gesamte Sequenz; Homologien mit MAP Kinase Kinasen aus anderen
Organismen, wie vor allem Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum oder Zea mays, konnten
vor allem in der katalytischen Domane ausgemacht werden und betrugen zwischen 36 und
43%. Ein Alignment cer Kinase-Domanen von LmxPK6 und ihren Homologen findet sich im

Anhang.

Die Proteinkinase-Domane umfasst die As 59-317. In den Subdomanen Vla bis IX liegen die
meisten hochkonservierten Aminosauren vor; hier ermdglichen bestimmte Sequenzmotive
eine Klassifizierung der Kinasen in Serin-/Threonin- oder Tyrosin-Kinasen (Hanks et al.,

1988); (Hanks und Quinn, 1991). Typische Serin-Threonin-Kinase-Sequenzen befinden sich


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=110809638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=DQ812910.1
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in den Subdoméanen VIb (D-L-K-P-E-N) und VIII (G-T/S-X-X-Y/F-X-A-P-E), Tyrosin-Kinasen
weisen dagegen die Sequenzen D-L-R-A-A-N oder D-L-A-A-R-N und P-I/V-K/R-W-T/M-A-P-
E auf. Im Falle von LmxPK5 befinden sich an diesen Stellen die Sequenzen D-L-K-P-S-N
und G-T-V-T-Y-M-S-P-E, was eher auf eine Spezifitat dieser Kinase flir Serin-/Threoninreste
hindeutet. Fir Dual-spezifische Proteinkinasen, zu denen die MAPKK gehéren, wurden
allerdings noch keine eigenen Sequenzmotive gefunden, einen Anhaltspunkt liefert das
Vorliegen einer kleinen, ungeladenen Aminosaure in Subdomane VIb zwischen Prolin und
Asparagin (Lindberg et al., 1992). Bei LmxPK5 handelt es sich hier um Serin, eine zwar

kleine, jedoch geladene Aminosaure.

Eine Aktivierung der MAPKK erfolgt im Falle der Sauger- und Hefekinasen durch
Phosphorylierung an bestimmten Serin- und/oder Threoninresten zwischen Subdomane VII
und VIII (S-X-X-X-S/T; (Robinson und Cobb, 1997) in der Aktivierungsschleife. Die
Kinetoplastiden-Proteine weisen an dieser Stelle eine S-X-X-X-X-X-T-Abfolge auf (Kuhn,
2004), bei LmxPK5 handelt es sich um die Sequenz S-S-N-L-E-C-T, interessant ist hier der
zusatzliche Serinrest an zweiter Position, da er eine zusatzliche mdgliche

Phosphorylierungsstelle darstellt.

Unter Verwendung des PSORT Il Servers konnten in der Primarsequenz von LmxPK5 weder
NH.-terminale Signalpeptide noch Transmembrandomanen oder Lokalisierungsmerkmale

identifiziert werden.

PK6: Das Gen der MAPKK LmxPK6 umspannt 2436 bp und codiert fiir ein 812 As grolles
Protein. Auch mit der hier ermittelten Aminosaduresequenz von LmxPK6 wurde ein
Homologievergleich mit der putativen Kinase aus dem L. major Friedlin Genomprojekt
durchgefiihrt. Dabei ergibt sich eine Ubereinstimmung von 91%. Das zugehdrige Gen
LmjF32.1020, welches 2436 bp umfasst befindet sich auf Chromosom 32. Stromaufwarts
gelegen befindet sich ein 423 As groltes Protein, welches schwache Homologien zu Tyrosin-
Phosphatasen aufweist, stromabwarts befindet sich das Gen flr ein weiteres konserviertes,
221 As grolRes Protein. Auch hier finden sich bei T. brucei und T. cruzi homologe Proteine
(Tb11.01.5880 bzw. Tc00.1047053511725.230). In diesem Fall stimmt die Primarsequenz
nur zu 47 bzw. 51% mit der von LmxPK6 Uberein, zudem weisen die beiden Proteine
putative Signalpeptide auf, die in dem Leishmanien-Protein nicht vorhanden sind. Im
Homologievergleich mit anderen  Organismen ergaben sich wiederum nur
Ubereinstimmungen in der Kinase-Domane z.B. mit der Kinase SLK aus Homo sapiens
(34%), MPK2 aus Nicotiana tabacum (32%) oder mit der CAMK Kinase aus Trichomonas


http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=tryp&name=Tb11.01.5880
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=tcruzi&name=Tc00.1047053511725.230
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vaginalis (34%). Bei diesen Kinasen handelt es sich interessanterweise nicht um klassische

MAPKK. Auch hier ist ein Alignment der Kinase-Domanen im Anhang zu finden.

Im Falle von LmxPK6 befindet sich die Kinase-Doméane weit am C-terminalen Ende des
Proteins (As 376-728), es besitzt somit einen langen N-Terminus, dem bisher keine weiteren
Funktionen zugesprochen werden konnten. Auch die oben erwdhnten Motive zur
Klassifizierung von Serin-/Threonin- bzw. Tyrosinkinasen finden sich in der Kinase-Domane
von LmxPKG6. Wie auch im Falle von LmxPK5 deuten die Motive D-L-K-P-A-N in Subdoméane
VIb und G-T-I-L-Y-K-A-P-E in Subdomane VIII eher auf eine Serin-Threonin-Kinase -
Funktion des Enzyms hin. Die kleine ungeladene Aminosaure zwischen Prolin und Asparagin
ist bei LmxPK6 mit Alanin vorhanden, was daflr sprechen kann, dass es sich hier um eine

Dual-spezifische Kinase handelt.

Im Gegensatz zu LmxPK5 und den anderen bekannten L. mexicana MAPKK findet sich bei
LmxPK6 nicht das typische Aktivierungsmotiv S-X-X-X-X-X-T in der Aktivierungsschleife
gleich nach dem hochkonservierten DFG-Motiv. Hier findet sich nur ein Serinrest, der
nachstgelegene Threoninrest ist ganze 17 Aminosauren entfernt und schon Teil eines

anderen Motivs.

Eine Eingabe der Primarsequenz von LmxPK6 in den PSORT Il Server ergab eine mogliche
nukleare Lokalisation fur LmxPK6 (60,9% Wahrscheinlichkeit), allerdings nur ausgehend von
der Annahme, dass es sich hier um ein ,tierisches (animal)* Protein handelt. Dies ist insofern
mit Vorsicht zu bewerten, da es sich hier um ein Kinetoplastiden-Protein handelt, welche sich

phylogenetisch relativ stark von den héheren Eukaryoten unterscheiden.

PK7: Das sehr groRe LmxPK7-Gen umspannt insgesamt 5199 bp und codiert fir ein 1733
As grolRes Protein. Ein Homologievergleich der Primarsequenz von LmxPK7 mit der in L.
major Friedlin vorliegenden Kinase ergab eine Ubereinstimmung von 83% der Sequenz. Das
LmxPK7-Gen, LmjF 07.0250, befindet sich auf Chromosom 7 und wird stromaufwarts von
dem Gen fiur ein 607 As groRes hypothetisches Protein und stromabwarts von dem Gen
einer 366 As grofRen putativen Homoserin-Dehydrogenase flankiert. Die homologen Proteine
in T. brucei und T. cruzi (Tb927.8.1780 und Tc00.1047053505071.140 bzw.
Tc00.1047053511393.60) weisen 42 bzw. ca. 60% Ubereinstimmung in der Primarsequenz,
hauptsachlich in der Kinase-Domane, auf, dabei gibt es in T. cruzi zwei Orthologe zu
LmxPK7, wobei es sich aber um ein und das selbe Protein handeln kdnnte. Auch hier gibt es
Ubereinstimmungen zu Sequenzen aus anderen Organismen ausschlieBlich in der Kinase-

Domane, dabei gewinnt man auflerdem den Eindruck, dass in dem LmxPK7-Gen einige


http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=tcruzi&name=Tc00.1047053505071.140
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=tcruzi&name=Tc00.1047053511393.60
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Insertionen stattgefunden haben missen, da nur Teile der Kinase-Domane hohe
Ubereinstimmung mit anderen Organismen aufweisen. Dabei bestehen z.B. 34 bzw. 31%

Ubereinstimmung zu MAPKK aus A. thaliana, S. cerevisiae oder Mus musculus (siehe 9.3.5).

Wie auch bei LmxPK6 befindet sich in LmxPK7 die Kinase-Domane am C-terminalen Ende
des Proteins (As 1228-1826), wobei hier eine sehr lange N-terminale Domane vorhanden ist
(1227 As), die auRerdem ein putatives Signalpeptid enthalt (As 1-26). Da die orthologen
Proteine in T. brucei und T. cruzi deutlich kleiner sind (ca. 80 kD verglichen mit 190 kD) kann
man vermuten, dass bei Leishmania mdglicherweise Insertionen im PK7-Genlokus
stattfanden, die die lange N-terminale Domane erzeugt haben. In Subdoméane VIb kann die
Sequenz D-I-K-P-G-N identifiziert werden, im Anschluss an das DFG-Motiv findet sich die
potentielle Aktivierungsstelle mit der Sequenz S-Q-R-C-D-S. Direkt im Anschluss, wie bei
den anderen MAPKK liegt hier weder eine Erkennungssequenz flir Serin-/Threonin- noch flr
Tyrosinkinasen vor. Stattdessen findet man eine ca. 150 As grofde Insertion, was die oben
aufgestellte Hypothese bestatigt. Erst dann taucht die Serin/Threoninkinasen-Sequenz G-T-
D-K-Y-M-S-P-E auf. Die kleine ungeladene Aminosaure Glycin zwischen Prolin und
Asparagin konnte auf eine Dual-spezifische Kinase hindeuten, dabei spricht aber die grofe
Insertion kurz nach der Aktivierungsstelle eher daflir, dass es sich evtl. um ein nicht

funktionelles Protein handelt.

Eine Untersuchung der LmxPK7-Aminosduresequenz mithilfe des PSORTII-Servers ergab
auch fir diese Kinase eine hohe Wahrscheinlichkeit einer nuklearen Lokalisation (82%),
wobei dies allerdings, wie auch bei LmxPK6, nur auf zwei relativ kurzen und einfachen NLS
(nukledren Lokalisationssequenzen) beruht: einem Motiv aus drei oder vier basischen As
gefolgt von einem Prolin- oder einem Histidinrest und einem zweiten Motiv, welches mit
einem Prolinrest beginnt, dem innerhalb von drei weiteren As ein Motiv aus vier As folgt, von
denen mindestens drei basisch sind. Solche relativ unkomplizierten Motive sind in einem so
grofien Protein wie LmxPK7 natirlich mit einer groReren Wahrscheinlickeit vorhanden als in
einem kleineren Protein, weshalb eine nukledre Lokalisation nur durch experimentelle

Studien endgultig nachgewiesen werden kann.

4.3.2.2 Subklonierung in Expressionsvektoren, Expression und Aufreinigung der
MKK-Homologen PK5, 6 und 7

PK5: Um das in pBSKPK5+C-term vorliegende PK5-Gen fiir nachfolgende Klonierungen
zuganglich zu machen, wurde unter Verwendung der Olignukleotide PK5exp.for und
PK5exp.rev ein 1623 bp grofles LmxPK5-Fragment amplifiziert und in pCR2.1TOPO kloniert,
was zum neuen Plasmid pCR2.1TOPOPKS5 fiihrte. Durch die Oligonukleotide wurden

zusatzlich Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen EcoRI, Bglll und Pcil
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stromaufwarts des Startcodons sowie fur Hindlll und SnaBl hinter dem Stopcodon eingefugt.
Uber die Schnittstellen Pcil und Hindlll erfolgte eine Klonierung in den E. coli-
Expressionsvektor pGEX-KG, der zuvor mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und Hindlll
linearisiert worden war. Dies ergab das Plasmid pGEX-KGPK5. Zur Expression des PK5-
Proteins wurde das Plasmid in E. coli BL21 transformiert. Anders als vorher wurden hier zur
Expression sofort Standardbedingungen (100 uM IPTG, Expression UN bei 18°C) verwendet,
die bisher auch bei allen anderen exprimierten Proteinen zum Erfolg geflhrt hatten. Die
Aufreinigung erfolgte wie bereits beschrieben Uber den GST-Anteil. Im Eluat nach der
Aufreinigung aus 100 ml E. coli-Kultur ist im Coomassie-gefarbten SDS-PA-Gel eine Bande
der richtigen GrofRe (84 kD) zu erkennen (Abb. 22). Zusatzlich sind einige kleinere Banden

vorhanden, bei denen es sich um Abbauprodukte handeln kann.

PK6: LmxPK6 lag im Phagen-DNA-Insert des Plasmides pBSKPK681X1 vor und wurde
unter Verwendung der Oligonukleotide PK6exp.for und PK6exp.rev mittels PCR amplifiziert
(2462 bp) und ebenfalls in den pCR2.1TOPO-Vektor zwischenkloniert. Durch die
Oligonukleotide wurden hier die Schnittstellen fir die Restriktionsendonukleasen BamHlI,
BspHI und EcoRV stromaufwarts und SnaBl stromabwarts eingefligt. Es erfolgte ebenfalls
eine Klonierung in den pGEX-KG-Vektor unter Benutzung der Ncol und der Hindlll-
Schnittstellen. Dabei wurde der Vektor zunachst mit Hindlll linearisiert, anschlieRend mit
Klenow-Polymerase aufgefiillt, um ein ,stumpfes Ende“, welches kompatibel mit SnaBl ist, zu
erhalten, und nach Phenol-Chloroform-Extraktion und Fallung mit Ncol geschnitten. Das
resultierende Konstrukt wurde als pGEX-KGPK6 bezeichnet. Zur Proteinexpression wurde
auch dieses Konstrukt in den Bakterienstamm E. coli BL21 transformiert. Wie bei PK5 wurde
auch hier eine ,Standardproteinexpression (s.0.) durchgefihrt, aufgrund der geringen
erhaltenen Proteinmenge im Eluat allerdings in Kulturvolumina von bis zu 1 |. Die
Proteinaufreinigung erfolgte ebenfalls Uber den GST-Anteil des Proteins. In den Eluaten der
Aufreinigung erkennt man im Coomassie-gefarbten SDS-PA-Gel vor allem GST und einige
andere Banden, bei denen es sich um Abbauprodukte oder vorzeitige
Kettenabbruchprodukte handeln kann. Eine sehr schwache Bande der zu erwartenden
Grofie (116 kD) ist ebenfalls zu erkennen (Abb. 22).

PK7: Aufgrund der Grofle von LmxPK7 und den zu erwartenden Schwierigkeiten bei dem
Versuch der Expression und Aufreinigung eines Vollangenproteins wurde zunachst
beschlossen, nur den C-Terminus der Kinase, welcher die Kinase-Domane umspannt,
subzuklonieren und zu exprimieren. Zu diesem Zweck wurde auch hier eine PCR unter
Verwendung der Oligonukleotide PK7n.for und PK7c.rev durchgefuhrt, durch welche

stromaufwarts des Startcodons die Schnittstellen fir Ndel und BamHI| und hinter dem
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Stopcodon Schnittstellen fir EcoRV und Hindlll eingefugt wurden. Das 2050 bp gro3e PCR-
Produkt wurde wiederum wie oben in pCR2.1TOPO subkloniert und tUber die BamHI und
Hindlll-Schnittstellen in die pQE8- und pASK-IBA7-Expressionsvektoren, die mit den
entsprechenden Enzymen linearisiert worden waren, ligiert. Die Proteinexpression wurde in
beiden Fallen in dem Bakterienstamm XL1 blue durchgefiihrt. Es wurde wie oben unter
~otandardbedingungen® (His-LmxPK7: 100 yM IPTG, 0N, 18°C; Strep-LmxPK7: 0,2 ug/ml
AHT, 0N, 18°C) in einem Kulturvolumen von 400 ml exprimiert und aufgereinigt. Das
Coomassie-gefarbte SDS-PA-Gel der Eluate der beiden Aufreinigungen zeigt, dass beide
Aufreinigungen, vor allem aber die von His-LmxPK7 nicht besonders erfolgreich waren (Abb.
22).

kDO 1 2 kD 1 2
1740 = '
- E3T-LmxPKE 1740 -
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B2 =
' 030 =
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o —-
- 475 -
250 =

Abb. 22: Aufreinigung der neuen putativen MAPKK PK5, 6 und 7 als GST- bzw. Strep-
Fusionsproteine. Gezeigt sind jeweils die 1. Eluate einer jeden Aufreinigung auf Coomassie-gefarbten
SDS-PA-Gelen. Links: 1: GST-LmxPKS5; 2: GST-LmxPK6 (12%iges-SDS-PA-Gel); rechts: 1: His-
LmxPK7C-term; 2: Strep-LmxPK7C-term (8%iges SDS-PA-Gel).

Die Eluate der His-LmxPK7-Aufreinigung enthalten viele Banden, allerdings keine in der
richtigen GroRRe (73 kD), so dass nicht klar ist, ob es sich bei den gefarbten Banden um
Abbauprodukte oder Proteine handelt, die unspezifisch an die Cobalt-Sepharose gebunden
haben. Im Eluat der Strep-LmxPK7-Aufreinigung erkennt man eine -allerdings sehr
schwache- Bande der richtigen Grof3e, sowie eine Bande um 45 kD, bei der es sich um ein

Abbauprodukt handeln kdnnte.

4.3.2.3 Kinase-Aktivitatstests mit PK 5, 6 und 7 und Aktivatortests in Kombination mit
LmxMPK1

Zunachst wurden die rekombinanten Proteine in einem einfachen Kinase-Aktivitatstest mit
MBP als Substrat auf Aktivitat Gberprift. Zu diesem Zweck wurden ca. 2 ug jeder der drei
aufgereinigten Kinasen zusammen mit MBP und radioaktiv markiertem ATP in Standard-
Kinase-Puffer fir 1 h bei 34°C inkubiert. Die Detektion von Kinase-Aktivtat erfolgte wie oben
beschrieben mittels Autoradiographie. Abb. 23A zeigt, dass GST-LmxPK5 eine starke
Aktivitat gegeniber MBP als Substrat aufweist. GST-LmxPK6 hingegen, sowie Strep-
LmxPK7C-term zeigen unter den gewahlten Bedingungen im Test keinerlei Aktivitat. GST-

LmxPK5 wurde daraufhin wie schon beschrieben in einem kombinatorischen Aktivitatstest
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mit der inaktiven K43M-Mutante von LmxMPK1 als Substrat eingesetzt. Wie Abb. 23B zeigt
konnte leider auch hier keine Phosphorylierung von GST-LmxMPK1K43M festgestellt

werden.
: B.
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Abb. 23: A) Kinase-Aktivitatstests mit GST-LmxPK5, GST-LmxPK6 und Strep-LmxPK7 und MBP als
Substrat. 1: GST-LmxPK6 + MBP; 2: GST-LmxPK5 + MBP; 3: Strep-LmxPK7C-term + MBP. Links: 1
und 2: Coomassie-gefarbtes SDS-PA-Gel, 3: Silbergefarbtes SDS-PA-Gel, rechts: Autoradiogramm
nach 24 h. B) Phosphorylierungstest mit LmxMPK1K43M und LmxPK5. 1: GST-LmxMPK1K43M bzw.
LmxMPK1K43M; 2: GST-LmxPK5 + (GST-)LmxMPK1K43M. Links: Coomassie-gefarbtes SDS-PA-
Gel, rechts: Autoradiogramm nach 24 h.

4.3.2.4 Konstruktion einer konstitutiv aktivierten Mutante von LmxPK6
Um zu versuchen, LmxPK6 zu aktivieren, wurde wie auch schon zuvor fir die beiden L.

mexicana-MAPKK LmxMKK und LmxPK2 eine konstitutiv aktivierte Mutante hergestellt. Zu
diesem Zweck wurde zunachst eine in der LmxPK6-Sequenz enthaltene Schnittstelle des
Restriktionsenzyms Hindlll mittels PCR-Mutagenese unter Zuhilfenahme der Oligonukleotide
PK6Pci.for und LmxPK6Nhe.rev sowie PK6Mfe.rev und LmxPK6Nhe.for entfernt und zur
Uberpriifung des Produktes eine Nhel-Schnittstelle eingefiigt. AnschlieRend wurde auf dem
Produkt eine erneute PCR-Mutagenese durchgefiihrt, dieses Mal mit den Oligonukleotid-
Paaren PK6Pci.for und LmxPK6akt.rev sowie PK6Mfe.rev und LmxPK6akt.for. Wahrend
dieses Schrittes werden zwischen bp 2494 und bp 2510 Schnittstellen fir die
Restriktionsendonukleasen Hindlll und Acc65l eingefligt. Alle diese Schritte wurden auf
Basis eines pCR2.1TOPO-Konstruktes durchgeflihrt, welches bei dem zweiten Schritt der
Mutagenese (PCR mit den Oligonukleotiden PK6Pci.for und PK6Mfe.rev auf den Produkten
der ersten beiden PCRs und Subklonierung des Produkts) entstanden war. Nachdem nun
das letzte Produkt, pCR2.1TOPOPKGaktFr.Hindlll/Acc65! erfolgreich sequenziert worden
war, wurde mithilfe der Restriktionsendonukleasen Eagl und Mfel ein 481 bp groles
Fragment ausgeschnitten und in pGEX-PK®6, der zuvor mit den gleichen Enzymen behandelt
worden war, kloniert. Das aus dem pGEX-KGPK®6-Vektor entfernte Fragment wurde dabei

verworfen. Das entstandene Produkt wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und
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Acc65l linearisiert. Mit dem linearisierten Vektor sowie den beiden Mutagenese-
Oligonukleotiden ImmkkMut2.sense und ImmkkMut2.anti, die zuvor durch Erhitzen und
langsames Abkuhlen aneinander angelagert wurden, wurde nun eine Ligationsreaktion
durchgeflhrt.

Die Proteinexpression und —aufreinigung erfolgte wie unter 4.3.2.2 angegeben. In Abb. 24A
ist das erste Eluat der Aufreinigung von GST-LmxPK6Mut2 zu erkennen, welches sich nicht
wesentlich von dem GST-LmxPK6-Eluat (s. Abb. 22) unterscheidet. Mit der rekombinanten
Kinase wurden ebenfalls die oben beschriebenen Kinase-Aktivitdtstests unter
Standardbedingungen durchgefiihrt, zum einen mit MBP als Substrat zum anderen mit GST-
LmxMPK1K43M. Wie in Abb. 24B zu erkennen ist, zeigt auch die aktivierte Mutante von
LmxPK6 keinerlei Aktivitat, weder gegeniber MBP noch gegenliber GST-LmxMPK1K43M.
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Abb. 24: Aufreinigung von und Kinase-Aktivitatstests mit GST-LmxPK6Mut2. A) 1. Eluat der
Aufreinigung von GST-LmxPK6Mut2 aus 500 ml E. coli-Kultur. B) Aktivitatstests: 1: GST-
LmxPK6Mut2 + MBP; 2: GST-LmxMPK1K43M; 3: GST-LmxPK6Mut2 + GST-LmxMPK1K43M. Links:

Coomassie-gefarbtes SDS-PA-Gel, rechts: Autoradiogramm nach 48 h Exposition.

4.3.3 Aktivatortest mit zwei anderen Zellzyklus-regulierenden Kinasen
Zusatzlich zu den oben beschrieben putativen MAPKK wurden zwei andere Kinasen auf ihre

Fahigkeit Gberprift, LmxMPK1 zu aktivieren. Beide Kinasen spielen eine Rolle bei der
Regulation des Zellzyklus. Da eine Deletion des LmxMPK1-Gens in L. mexicana zu einer
Mutante fuhrt, bei der das Fortschreiten des Zellzyklus zumindest im Saugerstadium des
Parasiten unterbrochen ist, sollte Uberpruft werden, ob eine Aktivierung durch am Zellzyklus

beteiligte Kinasen madglich ist.

Bei der ersten Kinase handelt es sich um eine sogenannte Polo-Kinase aus L. mexicana.
Polo-Kinasen sind eine kirzlich beschriebene neue Proteinfamilie, deren Mitglieder an der
Regulierung des Zellzyklus beteiligt sind. Das hier verwendete Homolog aus L. mexicana

wurde in unserem Labor wie auch die oben beschriebenen Gene mittels Durchforsten einer
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gDNA-Phagenbank isoliert und zur Proteinexpression in den Vektor pASKIBA7 subkloniert.
Zur Proteinexpression wurde das Konstrukt in E. coli BL21 transformiert. Es wurde unter
Standardbedingungen in einem Kulturvolumen von 500 ml exprimiert und wie beschrieben
aufgereinigt. In Abb. 25 ist das erste Eluat der Aufreinigung zu sehen. Es ist eine schwache
Bande in Hohe von Strep-LmxPolo (78 kD) zu erkennen, sowie zwei zusatzliche Banden in

Hoéhe von 65-70 so wie 17-20 kD, bei denen es sich um Abbauprodukte handeln kann.
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Abb. 25: Aufreinigung von Strep-LmxPolo; dargestellt ist das erste Eluat einer Aufreinigung aus einem

Kulturvolumen von 500 ml auf einem Coomassie-gefarbten 12%-igen SDS-PA-Gel.

Zusatzlich zu der Polo-Kinase aus L. mexicana wurde eine weitere zellzyklusspezifische
Kinase aus L. mexicana, CRK3 (cdc2 related kinase 3), auf ihre Fahigkeit, LmxMPK1 zu
aktivieren, getestet. Bei CRK3 handelt es sich um eine Kinase, die dhnlich zu sogenannten
zyklinabhangigen Kinasen (cyclin dependent kinases, cdc) bei héheren Eukaryoten ist und in
L. mexicana bei der Regulation des Uberganges von der G2-Phase zur Mitose eine Rolle
spielt (Hassan et al., 2001). Diese Art von Kinasen wirken nur in Zusammenhang mit einem
zugehorigen Zyklin, welches an der Aktivierung beteiligt ist. Fir den Phosphorylierungstest
mit LmxMPK1 wurde uns rekombinante, aktive LmxCRK3 freundlicherweise von Prof. J.
Mottram (Glasgow, UK) zur Verfiigung gestellt. Abb. 26 stellt die Kinase-Tests mit den
beiden putativen Aktivatorkinasen und MBP sowie in Kombination mit LmxMPK1K43M dar.
Fir LmxPolo wurde auflerdem Uberpruft, ob sie in einem gemeinsamen Ansatz mit
LmxMPK1Wt die Substratphosphorylierungsaktivitat der MAP Kinase gegenuber MBP

verstarken wirde.

Zusatzlich wurde getestet, ob LmxCRK3 in der Lage ist, LmxMPK1 Wt zu phosphorylieren,
nachdem diese sich zuvor an Tyrosin autophosphoryliert hat. Dazu wurde zunachst die
Autophosphorylierungsreaktion mit 5 pyg LmxMPK1Wt und nicht-radioaktiv markiertem ATP
unter Standardbedingungen fir 1 h (Sattigung) durchgefiihrt und anschlielend die Halfte
dieser Reaktion in einen Ansatz mit der LmxCRK3 und radioaktiv markiertem ATP gegeben.

Ursprung dieses Versuchs war die Idee, dass es sich bei LmxMPK1 um eine neuartige



Ergebnisse 93

Kinase handeln kénnte, die durch Autophosphorylierung an Tyrosin und Phosphorylierung an
Threonin durch einen Aktivator aktiviert wird. Ein derartiger Mechanismus ist erst kirzlich fur
die humane Intestinale Zell-Kinase (ICK) beschrieben worden (Fu et al., 2005). Das Ergebnis
dieses Tests ist in Abb. 26B dargestellt.

A.
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Abb. 26: A) Aktivitatstest mit LmxPolo und LmxMPK1Wt bzw. LmxMPK1K43M. 1: LmxMK1Wt + MBP;
2: LmxPolo + MBP; 3: LmxPolo + LmxMPK1Wt; 4: GST-LmxMPK1K43M; 5: LmxPolo +
LmxMPK1K43M. B) Phosphorylierungstest mit LmxCRK3 und an Tyrosin autophosphorylierter
LmxMPK1Wt (LmxMPK1Wt(Au)) sowie GST-LmxMPK1K43M. 1: LmxMPK1Wt(Au) + LmxCRKS; 2:
LmxMPK1Wt(Au) + MBP; 3: LmxMPK1Wt + MBP; 4: LmxCRK3 + MBP; 5: GST-LmxMPK1K43M; 6:
LmxCRK3 + GST-LmxMPK1K43M. Links: Coomassie-gefarbte SDS-PA-Gele (12%); rechts:
Autoradiogramme (24 h).

Wie man unschwer erkennen kann, sind sowohl die Polo-Kinase als auch CRK3 aus L.
mexicana sehr aktiv. Die Polo-Kinase weist sowohl Auto- als auch
Substratphosphorylierungsaktivitdt  auf, wahrend LmxCRK3 ausschlieBlich MBP
phosphoryliert und keine Autophosphorylierung zeigt (35,6 kD). Im kombinatorischen Test
mit der inaktiven LmxMPK1K43M zeigt sich allerdings leider, dass weder die eine noch die
andere Kinase die inaktive Mutante von LmxMPK1 phosphoryliert. LmxPolo ist dartber
hinaus nicht in der Lage, die Aktivitdt von LmxMPK1W1t zu verstarken, stattdessen wird durch

die gemeinsame Inkubation die Autophosphorylierung von LmxPolo vermindert.
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Interessanterweise ist LmxMPK1Wt trotz der vorher bis zur Sattigung durchgefihrten
Autophosphorylierung in der Lage, sich noch weiter (vermutlich an Tyrosin) zu
phosphorylieren, an der starkeren Autophosphorylierung der Kinase ohne vorherige
Absattigung (Abb. 25B, Spur 3) sieht man aber, dass zumindest ein Teil des Tyrosins schon
durch das nicht-radioaktiv markierte ATP belegt worden sein muss. Im Zusammenhang mit

LmxCRK3 zeigt sich keine weitere Verstarkung der Phosphorylierung von LmxMPK1Wt(Au).

4.4 Die Suche nach Substraten von LmxMPK1
In den hoheren Eukaryoten sind bereits vielfaltige Substrate von MAP-Kinasen bekannt. So

phosphorylieren sie z.B. Transkriptionsfaktoren und sind somit in der Lage direkten Einfluss
auf die Regulation der Genexpression in diesen Organismen zu nehmen. Solch typische
Substrate wie Transkriptionsfaktoren konnten bisher in Trypanosomatiden nicht identifiziert
werden, ebenso konnte bisher nur ein funktioneller RNA-Polymerase |I-Promotor identifiziert
werden (Saito et al., 1994), der aber nur der Transkription der SL (Spliced leader)-DNA dient,
die bei der Prozessierung der mRNAs beteiligt ist. Darlber hinaus wird bei diesen
Organismen die Genexpression nicht auf der Transkriptionsebene reguliert. In Leishmanien
entstehen bei der Transkription lange polycistronische mRNAs, die dann Uber den
einzigartigen Mechanismus des Trans-Spleilens in ihre endglltige Form umgewandelt
werden (Ullu et al., 1993; Matthews et al., 1994; Clayton, 2002). Regulationsmechanismen
finden daher wahrscheinlich eher auf dieser oder der Translationsebene statt. Es ist also
modglich, dass die Substrate von MAP-Kinasen in Leishmanien neue, bisher unbekannte
genregulatorische Moleklle darstellen, die insofern natlrlich auch als potentielle

Zielstrukturen fir die medikamentdse Therapie interessant sind.

Auf der Suche nach Substraten von LmxMPK1 wurden verschiedenste bereits von anderen
Gruppen etablierte, aber auch relativ neue Methoden mit unterschiedlichem Erfolg getestet
und eingesetzt. So wurden zum Beispiel A-ZAP cDNA-Expressionsbibliotheken von L.
mexicana Pro- und Amastigoten mit rekombinanter LmxMPK1 im radioaktiven Aktivitatstest
durchsucht, um Phagenplaques zu identifizieren, in denen ein potentielles Substrat der
Kinase exprimiert wird (nach Fukunaga und Hunter, 1997). Es wurden Leishmanien-Lysate
hergestellt und ebenfalls im radioaktiven Aktivitdtstest mit rekombinanter LmxMPK1
eingesetzt, um dann im Autoradiogramm Banden zu identifizieren, die durch die Kinase
phosphoryliert wurden (nach Knebel et al., 2001). Im Rahmen dieser Aktivitatstests sowie
zum Zweck eines Vergleichs des Phosphorylierungsstatus von L. mexicana-Wt und
Deletionsmutante wurde mit ProQ-Diamond (Invitrogen, Karlsruhe) aullerdem eine
phosphospezifische Farbemethode sowie zwei phosphospezifische Antikorpersets (anti-

Phospho-Serin und anti-Phospho-Threonin von Calbiochem, Merck, Darmstadt) verwendet.
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Zusatzlich wurde auch versucht Gber Coomassie-gefarbte 2D-SDS-PA-Gele Unterschiede im
Expressionsprofil zwischen Wt und Deletionsmutante in Pro- und in Amastigoten sowie in
verschiedenen Stadien der Differenzierung auszumachen. Eine weitere vergleichende
Methode stellt die Aufreinigung der phosphorylierten Proteine aus L. mexicana Wt und
Deletionsmutante (Pro- und Amastigote) mithilfe des Phosphoprotein Purification Kit®
(Qiagen, Hilden) dar. Die erhaltenen Eluate kdnnen anschlieend auf das Fehlen bestimmter
Banden bei der Deletionsmutante untersucht werden. Zwei indirekte Methoden, die zur
Substratsuche durchgefihrt wurden, sind die Anwendung des PREDIKIN-Servers
(Brinkworth et al., 2003) sowie das Durchsuchen eines Peptidchips, der Peptide enthalt, die
Phosphorylierungsstellen bekannter MAP-Kinase-Substrate umfassen (Hayashi et al., 2005).
Diese Methoden werden als indirekt bezeichnet, da hier nicht direkt (z.B. in Lysaten) nach
Leishmania-spezifischen  Substraten = gesucht  wird, sondern vielmehr eine
Konsensussequenz flir Phosphorylierungsstellen potentieller Substrate von LmxMPK1
erstellt wird. Mithilfe dieser Sequenz kann dann in silico eine L. major oder L. infantum-
Datenbank durchsucht und so putative Substratproteine identifiziert werden, die nattrlich

anschlieRend noch verifiziert werden miissen.

4.4.1 In silico-Substratsuche mithilfe des PREDIKIN-Servers
Bei PREDIKIN handelt es sich um ein Programm, welches entworfen wurde, um anhand der

Primarsequenz der katalytischen Domane einer Kinase Vorhersagen bezlglich der
Zusammensetzung der Phosphorylierungsstellen von potentiellen Substraten dieser Kinase
zu machen (Brinkworth et al., 2003). In dieses Programm wurde die Primarsequenz von
LmxMPK1 eingegeben und darauthin folgende Konsensussequenz einer
Phosphorylierungsstelle eines mdéglichen Substrates erhalten: X-[PVALS]-X-[ST]-P-[PFLI]-
[RKQSL].

Mithilfe dieser Konsensussequenz wurde eine L. major-Datenbanksuche unter

http://www.genedb.org/genedb/leish/blast.jsp durchgefluhrt, die zu einer Reihe interessanter

mdglicher Substratproteine fihrte. Eine Auswahl der Kandidaten ist in Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4: Beispiele fir mogliche Substratproteine von LmxMPK1, ermittelt mithilfe der PREDIKIN-

Konsensussequenz
Protein magliche Phosphorylierungsstelle
Transkriptionsinitiationsfaktor 11D NVCSPIR
Replikationsprotein A Untereinheit 1 DSLTPFL
putatives RNA-Bindeprotein ELSSPIK
Poly A-Bindeprotein 1 VPETPPL
MEKK Kinase (MAPKKK) GPFSPLL



http://www.genedb.org/genedb/leish/blast.jsp
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Von den erhaltenen moglichen Substraten wurde eines zur ndheren Uberpriifung
ausgewahlt. Bei dem  Protein LmjF19.1390 handelt es sich um ein
Transkriptionsinitiationsfaktor [ID-ahnliches Protein. Das zugehdrige Gen hat eine Léange von
882 bp, das daraus resultierende Protein besitzt 293 Aminosauren und ein Molekulargewicht
von 31,1 kDa.

4.4.1.1 Klonierungen sowie Expression und Aufreinigungen von LmxTFIID
Um zu testen, ob es sich bei LmxTFIID tatsachlich um ein Substrat von LmxMPK1 handelt,

sollte ein in vitro-Phosphorylierungstest mit rekombinantem LmxTFIID und LmxMPK1
durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck musste zunachst LmxTFIID isoliert und in E. coli-
Expressionsvektoren umkloniert werden. Um LmxTFIID fir Klonierungen zuganglich zu
machen wurde eine PCR auf genomischer DNA von L. mexicana unter Verwendung der
Oligonukleotide TFII_1.for und TFIl_1.rev durchgeflihrt und das entstandene Produkt in den
pCR2.1TOPO-Vektor ligiert. Es wurde ein 885 bp gro3es Fragment, welches den ORF von
LmxTFIID umspannt, Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Hindlll in den E. coli-
Expressionsvektor pGEX-KG, der mit den gleichen Restriktionsendonukleasen linearisiert
worden war, ligiert. Das resultierende Konstrukt tragt die Bezeichnung pGEX-KGTFIIDKI. 5.
Zur Proteinexpression von LmxTFIID wurde das Expressionskonstrukt in E. coli BL21
transformiert und eine Proteinexpression in 100 ml LB-Medium durchgeflihrt. Es wurde bei
einer ODggo von 0,9 mit 100 uM IPTG induziert und anschlieend bei 18°C UGN unter
Schutteln exprimiert. Nach der anschlielend erfolgten Aufreinigung Uber Glutathion Uniflow
Resin sind im Eluat neben einer deutlichen Bande der erwarteten GrofRe (57 kD) mehrere

Banden zu erkennen, bei denen es sich um Abbauprodukte handeln kann (Abb. 27).
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Abb. 27: Proteinaufreinigung vom GST-LmxTFIID aus E. coli. Dargestellt ist das erste Eluat einer

Aufreinigung aus 100 ml Kultur auf einem Coomassie-gefarbten 12%-igen SDS-PA-Gel.

4.4.1.2 Phosphorylierungstest mit rekombinantem GST-TFIID und LmxMPK1
Um nun zu dberprifen, ob TFIID tatsachlich von LmxMPK1 phosphoryliert wird, wurde ein

Kinase-Test mit rekombinanter 6xHis-LmxMPK1 und dem rekombinanten GST-TFIID

durchgeflirt. Zu diesem Zweck wurden je 2 ug der beiden Proteine gemeinsam in einen
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Ansatz mit radioaktiv markiertem [y*-P]JATP eingesetzt. Als Kontrollen dienten die Kinase
sowie GST-LmxTFIID allein. Wie man in Abb. 28 sehen kann, zeigt sich auch ohne
LmxMPK1 eine leichte Phosphorylierung von GST-LmxTFIID, die allerdings von LmxMPK1
tatsachlich verstarkt wird. Leider ist die Phosphorylierung von GST-LmxTFIID durch
LmxMPK1 nicht so stark wie z.B. die des ,klnstlichen® Substrates MBP, so dass nicht
eindeutig festgestellt werden kann, ob es sich bei LmxTFIID um ein ,echtes” Substrat von
LmxMPK1 handelt.
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Abb. 28: Phosphorylierungstest mit LmxMPK1Wt und GST-LmxTFIID. 1: LmxMPK1Wt; 2: GST-
LmxTFIID; 3: LmxMPK1Wt + GST-LmxTFIID. Links: Coomassie-gefarbtes 12%-iges SDS-PA-Gel;

rechts: Autoradiogramm, 24 h Exposition.

4.4.2 Substratsuche mithilfe eines Peptid-Mikrochips
Eine weitere Methode, die zur Substratsuche von LmxMPK1 angewandt wurde war der

Einsatz eines Peptid-Mikrochips (Pepscan, Lelystad; Niederlande). Dieser tragt Peptide, die
Phosphorylierungsstellen bekannter Kinase-Substrate darstellen. Fiihrt man nun auf dem
Chip einen Aktivitatstest mit rekombinanter Kinase und radioaktiv markiertem ATP und eine
anschlieRende Autoradiographie durch, so wird die Kinase bestimmte Peptide praferentiell
phosphorylieren, die dann als Punkte auf dem Autoradiogramm erscheinen. Aus den
Sequenzen der zugehorigen Peptide lasst sich dann ein Konsensus erstellen, mit dem eine

Datenbanksuche nach passenden Substratproteinen durchgefiihrt werden kann.

Dieser Versuch wurde, vor allem zur Etablierung der Reaktionsbedingungen, zweimal mit
einem sogenannten ,Trial Chip“, der insgesamt 192 Peptide im Duplikat enthalt,
durchgefuhrt. Anschlielend wurde die Kinase-Reaktion auf den sogenannten ,Full slide®
angewendet (Abb. 29).
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Abb. 29: Autoradiogramm des ,Full slide“-Peptidchips, 48 h Exposition. Die 24 Felder auf der linken
Seite sind ein Duplikat der 24 Felder auf der rechten Seite.

Die Auswertung der phosphorylierten Peptide erfolgte in Ermangelung einer entsprechenden
Software durch Jos Joore von der Firma Pepscan. Anhand der am starksten
phosphorylierten Peptide wurde der in Abb. 30 dargestellte Konsensus erstellt, mit dem

anschlieRend eine Datenbanksuche unter http://www.genedb.org/genedb/leish/blast.isp

durchgefihrt wurde. Ein konserviertes, hypothetisches Protein, welches die hdchste
Ubereinstimmung mit dem Konsensus aufwies, LmjF32.3350, wurde fir weitere
Untersuchungen ausgewahlt. Im folgenden wird dieses Gen als LmxUP flr ,unknown

protein®“ bezeichnet.
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Abb. 30: Mdgliche Konsensussequenzen flir Phosphorylierungsstellen putativer Substrate von
LmxMPK1.

4.4.2.1 Eigenschaften von LmxUP und Homologien zu anderen Proteinen
Bei LmxUP handelt es sich um ein 3951 bp langes Gen, welches flir ein unbekanntes, 1317

As umspannendes Protein mit einem Molekulargewicht von 142,3 kD codiert. Das Homologe
Protein aus L. major stimmt ebenso wie ein Homologes aus L. infantum in seiner
Aminosauresequenz zu 83 % mit LmxUP Uberein. Eine Suche in den T. brucei- und T. cruzi-
Datenbanken ergibt keine signifikante Sequenzhomologie Uber die gesamte Sequenz,
allerdings existieren in T. cruzi zwei sogenannte Orthologe, die Proteine
Tc00.1047053503839.19 und  Tc00.1047053507089.220, die  Uber  bestimmte
Sequenzbereiche Gemeinsamkeiten mit LmxUP aufweisen, aber ein viel geringeres
Molekulargewicht (91,1 kD statt 142,3 kD) besitzen. Ein Vergleich der Sequenzen zeigt an,

dass hier —wie auch bei LmxPK7- mdglicherweise Insertionen stattgefunden haben.


http://www.genedb.org/genedb/leish/blast.jsp
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=tcruzi&name=Tc00.1047053503839.19
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=tcruzi&name=Tc00.1047053507089.220
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Eine Datenbanksuche mit der Proteinsequenz in der NCBI-Datenbank ergibt keine weiteren
homologen Proteine in anderen Organismen. Als nachste Verwandte werden hier das
Homolog aus L. major sowie die beiden Orthologen aus T. cruzi angegeben. Einzige
Gemeinsamkeit zu Proteinen aus anderen Organismen ist das einzige strukturelle Merkmal
von LmxUP: Wie auch die beiden Orthologen aus T. cruzi weist es eine sogenannte ,B-Box-
Zinkfingerdomane*“ auf (As 761-803), die z. B. auch in Transkriptionsfaktoren oder DNA-
modifizierenden Proteinen vorkommt und Uber die die Proteine mit Nukleinsauren
interagieren kdnnen. Eine Untersuchung der Aminosauresequenz von LmxUP ergibt mit
einer Wahrscheinlichkeit von 62,5 % eine nukleare Lokalisation. Dies erganzt die Vermutung,
dass es sich um ein DNA-Interaktionsprotein handeln kénnte. Ohne weitere Untersuchungen

Iasst sich aber keine Aussage Uber die Funktion von LmxUP treffen.

4.4.2.2 Isolierung des LmxUP-Gens aus einer L. mexicana- gDNA-Phagenbank und
weitere Klonierungsschritte

Unter Verwendung der Oligonukleotide UP1.for und UP1.rev, die eine in Trypanosomatiden
konservierte Region von LmxUP umspannen, wurde mittels PCR eine Digoxigenin-markierte
Sonde hergestellt. Mit dieser wurde dann eine L. mexicana gDNA-Phagenbank durchsucht.
Es konnten positive Phagenklone isoliert und die DNA aufgereinigt werden. Nach
praparativen Spaltungen mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI, Notl und Xbal und
Ligation in den pBlueskript Il (-)-Vektor konnte ein positiver Klon erhalten und sequenziert
werden. Er enthalt ein Insert, welches groRer als 10 kb ist, auf dem der komplette ORF von

LmxUP vorhanden ist. Das Plasmid tragt die Bezeichnung pBSKUP1.3.

Um das Gen fir weitere Klonierungssschritte zuganglich zu machen, wurde auf dem o. g.
Plasmid eine PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden UP1BamHI/Ncol.for und
UP1Hindlll.rev durchgefihrt und das Produkt in pCR2.1TOPO ligiert. Es wurde erneut
sequenziert, um auszuschlieRen, dass bei der PCR Fehler eingebaut wurden. Anschlielend
wurde aus dem Vektor pCR2.1TOPOUP ein 3935 bp groRes Fragment mithilfe der
Restriktionsendonukleasen Ncol und Hindlll ausgeschnitten und in pGEX-KG, der mit den
gleichen Enzymen behandelt worden war, ligiert. Das resultierende Plasmid tragt die
Bezeichnung pGEX-KGUPKI.5.

4.4.2.3 Expression in E. coli und Aufreinigung von GST-UP
Um in einem Kinase-Test zu Uberprifen, ob es sich bei LmxUP tatsachlich um ein Substrat

von LmxMPK1 handelt, wurde versucht, das Protein rekombinant in E. coli zu exprimieren
und aufzureinigen. Zu diesem Zweck wurde das Plasmid pGEX-KGUPKI.5 in E. coli BL21
transformiert und wie oben eine Testexpression durchgefiihrt, um die optimalen
Induktionsbedingungen zu ermitteln. Bei Induktion mit 250 uM IPTG und Expression bei

18°C UN konnte eine Bande in der richtigen Grofie festgestellt werden, woraufhin eine
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Expression und Aufreinigung von GST-LmxUP aus 500 ml E. coli-Kultur erfolgte. Im Eluat
konnte eine Bande identifiziert werden, deren Gréf3e in etwa der von rekombinantem GST-
UP entspricht (168,3 kD). Leider konnte nur sehr wenig Protein erhalten werden, zudem
waren im Eluat zahlreiche andere Banden in groReren Mengen zu erkennen, bei denen es
sich evtl. um Abbauprodukte oder die Produkte eines frihzeitigen Kettenabbruchs bei der

Proteinsynthese handeln kénnte (Abb. 31).

kD

1740 =" GeT-LmxUP
830 —

B }Abbauprodukte GST-LmxUP

47 5 -

325 =

250 m—-

Abb. 31: Aufreinigung von GST-LmxUP aus 500 ml E. coli-Kultur. Dargestellt ist das 1. Eluat auf
einem Coomassie-gefarbten 12%-igen SDS-PA-Gel.

4.4.2.4 Phosphorylierungstest von LmxMPK1 mit GST-LmxUP
Um zu Uberprtfen, ob es sich bei LmxUP tatsachlich um ein Substrat von LmxMPK1 handelt,

wurde ein Phosphorylierungstest mit 2 ug LmxMPK1, der maximalen Menge (25 pl auf 50 pl
Reaktionsvolumen; eine aussagekraftige Proteinmengenbestimmung war aufgrund der
vielen kontaminierenden/ Abbau-Banden nicht mdglich) rekombinantem GST-UP und

radioaktiv markiertem ATP durchgefuhrt.

In Abb. 32 erkennt man ein ahnliches Ergebnis wie auch schon bei LmxTFIID. GST-LmxUP
allein zeigt hier kaum Phosphorylierungsaktivitat, nur eine sehr schwache Bande ist zu
erkennen, die allerdings nicht auf der Hohe von GST-LmxUP lauft. In Spur 2 (LmxMPK1Wt)
siecht man neben der Autophosphorylierung von LmxMPK1Wt auch wieder zwei
kontaminierende Banden mit einem Molekulargewicht von ca. 62 kD, die leicht phosphoryliert
werden (gruner Pfeil; siehe auch Abb. 10). Befinden sich die Kinase und GST-LmxUP im
Ansatz (Spur 1), sieht man eine deutliche Verstarkung der Bande aus Spur 3, sowie einige
andere phosphorylierte Banden, bei denen es sich wahrscheinlich ebenfalls um
Abbauprodukte von GST-LmxUP handelt. Allerdings ist diese Phosphorylierung nicht
besonders stark, z. B. im Vergleich mit dem kiinstlichen Substrat MBP und wird auRerdem

von der kontaminierenden Bande aus Spur 2 liberlagert.
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Trotzdem sollte Uberprift werden, ob es sich bei dem zugehodrigen Protein um ein
Kettenabbruchprodukt von GST-UP handelt. Dazu wurde eine massenspektrometrische

Analyse der Bande durchgeflhrt, die allerdings ohne Ergebnis blieb.

Somit lasst sich auch hier nicht eindeutig sagen, ob es sich bei LmxUP um ein in vitro -
Substrat von LmxMPK1 handelt.
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Abb. 32: Phosphorylierungstest mit LmxMPK1Wt und GST-LmxUP. 1: LmxMPK1Wt + GST-LmxUP;
2: LmxMPK1Wt (Pfeil = kontaminierende Proteine); 3: GST-LmxUP. Links: Coomassie-gefarbtes 8%-
iges SDS-PA-Gel; rechts: Autoradiogramm, 30 h Exposition.

4.4.3 Phosphorylierung von Leishmanien-Lysaten mit rekombinanter
LmxMPK1

Eine direkte Methode, die zur Identifikation von Substraten von LmxMPK1 angewandt wurde,
war eine Phosphorylierung von Leishmanien-Lysaten mit der rekombinanten Kinase und
radioaktiv markietem ATP. Dazu wurden Lysate aus 2x10° Wt-Promastigoten
(spatlogarithmische Wachstumsphase) bzw. aus 4x10° Wt-Amastigoten, die zuvor lber 3
Tage in vitro differenziert worden waren, hergestellt und anschlielend die
Phosphorylierungsreaktionen durchgefiihrt. Die Proben wurden dann mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und ein Autoradiogramm der Coomassie-gefarbten und getrockneten Gele
erstellt. Es wurde immer jeweils ein Lysat, welches mit LmxMPK1Wt inkubiert worden war,
mit einem allein inkubierten Lysat verglichen, um autophosphorylierende Proteine im Lysat
von den von LmxMPK1Wt phosphorylierten unterscheiden zu kénnen. Zunachst wurden die
Versuche mit einfach praparierten Lysaten (Zentrifugationsiiberstinde ohne weitere
Vorbehandlung) durchgefiihrt. Dabei stellte sich jedoch schnell heraus, dass durch das in
den Lysaten vorhandene intrazellulare ATP der Einbau an radioaktiv markiertem ATP zu
gering war (nicht gezeigt). Daher wurden im Folgenden die Lysate vor der Inkubation mit
dem radioaktiv markierten ATP wie von Knebel et al. (2001) beschrieben mithilfe einer
Sephadex G-25-Saule (GE Healthcare) von Salzen und intrazellularem ATP befreit. Darlber

hinaus wurden Versuche durchgeflihrt, mittels Hitzeinaktivierung die
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Autophosphorylierungsaktivitat in den Lysaten auszuschalten. Dazu wurden die Lysate vor
der Inkubation mit LmxMPK1Wt bei 45 bzw. bei 60°C fur 10 min inkubiert. Eine derartige
Vorbehandlung flhrte allerdings nur dazu, dass auch in den kombinatorischen Ansatzen mit
LmxMPK1 kaum noch Proteine phosphoryliert wurden, daher wurden weitere Tests nur mit

den nativen, entsalzten Lysaten durchgefiihrt.

In Abb. 33 ist ein Beispiel eines solchen Versuchs dargestellt. Dabei wurden die
Inkubationen zusatzlich wie bei Knebel et al. (2001) beschrieben jeweils mit
unterschiedlichen Mengen ATP mit unterschiedlicher spezifischer Radioaktivitat
durchgefihrt. Geringe Mengen (20 nm) an radioaktivem ATP mit einer hohen spezifischen
Aktivitat (3x10° cpm/pmol) sollten dabei zu besseren Ergebnissen fiihren als groRe Mengen
ATP (100 upM) mit geringer spezifischer Aktivitdt (1000 cpm/pmol). Links sind die

Promastigoten-Lysate aufgetragen, rechts die Amastigoten-Lysate.
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Abb. 33: Phosphorylierungsversuch mit entsalzten Pro- und Amastigoten-Lysaten und rekombinanter
LmxMPK1Wt. Die Versuche wurden mit jeweils unterschiedlichen ATP-Mengen unterschiedlicher
spezifischer Radioaktivitat durchgefiihrt. Oben: Coomassie-gefarbtes 8%-iges SDS-PA-Gel; Mitte und
unten: Autoradiogramme, Expositionszeit: 7 h (Mitte) und 24 h (unten).

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Inkubation mit dem ATP hdherer spezifischer

Radioaktivitdt zu einem gréReren Einbau radioaktiven Phosphats in die Leishmanien-
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Proteine geflhrt hat. Dabei sind die Promastigoten-Proteine deutlich starker phosphoryliert
als die Amastigoten-Proteine, die allerdings auch in etwas geringerer Menge vorliegen.
AuBerdem ist LmxMPK1Wt in den jeweiligen Spuren gut an ihrer eigenen
Autophosphorylierung zu erkennen. Leider sind allerdings die phosphorylierten Proteine in so
groler Menge vorhanden, dass sie auf dem SDS-PA-Gel wahrscheinlich teilweise
Ubereinander laufen, weshalb aus dem Gel bzw. Film kaum noch einzelne Banden
detektierbar sind. Es sind einige Bereiche zu erkennen, die in den Proben, vor allen den
Amastigoten-Lysaten, mit LmxMPK1Wt starker radioaktiv erscheinen, als in den
zugehdrigen Spuren ohne die Kinase. Dabei muss berilicksichtigt werden, dass auch ein
Ansatz mit LmxMPK1Wt allein einige zusatzliche Banden erzeugt (siehe z.B. Abb. 32), so
dass nicht klar ist, ob es sich bei zusatzlichen phosphorylierten Bereichen wirklich um
Leishmanien-Proteine oder nur um Kontaminationen aus der LmxMPK1Wt-Aufreinigung
handelt. Grundsatzlich stellte sich bei diesem Versuch das Problem der schlechten
Auflésung der phosphorylierten Proben. Daher war eine weitere, z. B.

massenspektrometrische, Analyse nicht mdglich.

4.4.4 Analyse der Phosphoproteine aus L. mexicana Wt und ALmxMPK1
-/- (Pro- und Amastigote)
Die zweite direkte Methode, die zur ldentifikation von LmxMPK1-Substraten eingesetzt

wurde und hier nadher dargestellt werden soll, ist die Aufreinigung von Phosphoproteinen aus
L. mexicana-Lysaten von Wildtyp und LmxMPK1-Deletionsmutante mithilfe des
Phosphoprotein Purification Kit® (Qiagen, Hilden). Dabei ist die zugrunde liegende Idee die,
dass Substrate von LmxMPK1 in der Deletionsmutante nicht mehr phosphoryliert werden
und daher in einer Aufreinigung aller Phosphoproteine nicht mehr auftauchen sollten.
Grundvoraussetzung hierflr ist natlrlich, dass diese Proteine ausschlief3lich von LmxMPK1
phosphoryliert werden. Vergleicht man nun die aufgereinigten Phosphoproteine aus Wildtyp
und Deletionsmutante, sollten im Wildtyp eine oder mehrere Banden auftreten, die in der
Aufreinigung der Deletionsmutante nicht vorliegen. Diese Banden kdénnten dann
moglicherweise massenspektrometrisch untersucht und die zugehérigen Proteine identifiziert

werden.

Zu diesem Zweck wurden nach Herstellerangaben (Qiagen) Lysate aus 2x10° Promastigoten
(spatlogarithmische Wachstumsphase) bzw. 4x10° Amastigoten (nach drei Tagen in vitro-
Differenzierung) hergestellt und wie angegeben aufgereinigt. Der Proteingehalt der
erhaltenen fiinf Eluate der Phosphoaufreinigungssaule wurde mittels Bradford-Test
bestimmt, dabei wiesen die Eluate 3 und 4 die hdchsten Proteinmengen auf. Nun wurden die
Eluate nebeneinander (Wt und Deletion) auf einem SDS-PA-Gel aufgetrennt und mit einer

fur die Massenspektrometrie geeigneten Silberfarbung angefarbt. In Abb. 34 sind einige
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schwache Banden zu erkennen, die im Wt vorliegen, in den Aufreinigungen der

Deletionsmutante jedoch nicht.

kD 1 2 kD 1 2 3 4 ] B
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Abb. 34: Aufreinigung der Phosphoproteine aus L. mexicana Wt und ALmxMPK1-/- (Pro- und
Amastigote). Links: Promastigote. 1. Wt Eluat 3 (E3); 2: ALmxMPK1-/- E3; rechts: Amastigote. 1. E2
Wi, 2: ALmxMPK1-/- E2; 3: Wt E3; 4: ALmxMPK1-/- E3; 5: Wt E4; 6: ALmxMPK1-/- E4. Die griinen
Pfeile  weisen auf Bereiche hin, die massenspekirometrisch  untersucht  wurden.
Silbergefarbte 8%-iges SDS-PA-Gele.

Leider ist in diesem silbergefarbten Gel vor allem in den Promastigoten-Eluaten der Bereich
unterhalb 80 kD aufgrund der Starke der Farbung kaum noch auswertbar, hier laufen
wahrscheinlich auch viele Proteine Ubereinander. Die beobachteten unterschiedlich
vorhandenen Banden wurden mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und einer
massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Leider konnten nur wenige Peptide detektiert
werden, was wohl vor allem an den aullerst geringen Proteinmengen sowie der grof3en
Gesamtproteinmenge liegt (mehrere Banden kénnten sich Uberlagert haben). In Tabelle 5

sind die erhaltenen Peptide so wie die mdglichen zugehdérigen Proteine dargestellt.

Die den Peptiden zugeordneten Proteine entsprachen leider alle in Bezug auf ihr
Molekulargewicht nicht den jeweiligen Banden im SDS-PA-Gel, so dass keine klare Aussage

madglich ist, um welche Proteine es sich hier wirklich handelt.
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Tab. 5: Massenspektrometrische Analyse einiger Unterschiede im Phosphoproteom von L. mexicana

Wt und ALmxMPK1-/- in Pro- und Amastigoten.

Peptide mogliches entsprechendes Protein
TPSSPHSLLGLRVPNPLR LmjF34.0100
QVRAAAAELSRPSSPTSSAR Hypothetisches Protein, unbekannte Funktion

INAHYEDSIRAYYVFQK
LVAIRNALFPPLSTEELVR

LKDLESIVTTLGSVAK LmjF36.0400

SQTPKCTSPLPLHLHVSR Hypothetisches Protein, unbekannte Funktion
SASAKGRPSSPPPASPGPPAQR
GDGGEFGAAATGAGSAHATSSTGPASRTDR

TVHLPGVYVHR LmjF30.1930

KIITSYVGENSVLSDR Succinyl-CoA:3-Ketoazid-Koenzym A-
AAGAGLPAFYTPTGYGTAVAEGR Transferase-dhnliches Protein
VPLTGTGVVDLLITELCTFR

GTKQLTLIAGTTSGPENGTGPLAR
AAGAGLPAFYTPTGYGTAVAEGRLPVR
LRAAGAGLPAFYTPTGYGTAVAEGR
GGINEMWLSELSEGVTLEEVRAK
QTVTMSKSGASLFDSAESFSMIR

4.5 Herstellung und Test einer inhibitorsensitiven Mutante von
LmxMPK1

Deletionsmutanten stellen in der Molekularbiologie eine gute Mdglichkeit dar, die Funktionen
eines bestimmten Proteins in einer Zelle zu untersuchen. Ein Problem bei dieser Art von
Studien ist jedoch, dass es durch den kompletten Wegfall eines bestimmten Gens und die
oftmals lange Kulturdauer bis zum Erhalt einer Deletionsmutante und auch danach bei
Genen, die fir den jeweiligen Organismus eine wichtige Rolle spielen, zu
~Ausweicherscheinungen®, d.h. Mutationen kommen kann.

Der Organismus versucht so, das Fehlen eines bestimmten Gens auszugleichen; man
spricht in diesem Fall auch von ,Kompensation“. Um diese Problematik zu umgehen, ist es
vonndéten ein kurzfristig induzierbares System zu haben, in dem man durch einen
bestimmten Stimulus die Expression eines Gens oder Aktivitdt eines bestimmten Proteins
unterdricken bzw. ausschalten kann. In T. brucei und T. cruzi gibt es z. B. die sehr
erfolgreich eingesetzte Methode der sogenannten RNA-Interferenz. Dabei werden
Konstrukte in die Zellen transfiziert, die auf einen bestimmten Stimulus hin einstrangige
RNAs produzieren, die die endogenen Ziel-mRNAs komplementieren und damit deren

Translation verhindern.
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So kann man in den Trypanosomen z. B. relativ einfach Ruckschliisse auf die Funktionen
bestimmter Gene ziehen. Bei Leishmanien konnte diese Methode leider aufgrund des
Fehlens der nétigen endogenen zellularen Komponenten bisher nicht erfolgreich eingesetzt
werden (Robinson und Beverley, 2003). Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit
ein System etabliert werden, welches die gezielte Ausschaltung der Aktivitat bestimmter
MAP-Kinasen in L. mexicana durch Inhibitoren in situ ermdglichen sollte. Um dies zu
erreichen, wurde eine inhibitorsensitive Mutante von LmxMPK1 erstellt. Zu diesem Zweck
wird eine Aminosaure (F93—G) in der katalytischen Tasche der Kinase mutiert, um so eine
Strukturveranderung zu schaffen, die auf der einen Seite die Aktivitat der Kinase nicht
beeinflusst, und gleichzeitig eine spezifische Blockierung des aktiven Zentrums der zu

untersuchenden Kinase ermoglicht (Bishop et al., 2001; Abb. 35).

Die Inhibitoren 1-NA (1-Naphthyl-pyrazolo(3,4 d)pyrimidine) sowie 1- und 2-NM (1-/2-
Naphthylmethylpyrazolo(3,4d)pyrimidine) wurden uns freundlicherweise von Prof. Kavita
Shah (Purdue University, Department of Chemistry, West Lafayette, USA) zur Verfiigung
gestellt.

F93G

S8 o

1NA: 1-Naphthyl-pyrazolo(3,4 d)pyrimidine;
1/2NM: 1-/2-Naphthylmethylpyrazolo(3,4d)pyrimidine

Abb. 35: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips einer inhibitorsensitiven Kinase.

4.5.1 Klonierungen zur Herstellung einer inhibitorsensitiven Mutante
Zunachst wurde der Vektor pBSK(+) mit NgoMIV verdaut, Nuclease-behandelt und religiert,

um die NgoMIV-Schnittstelle zu entfernen. Nun wurde aus dem Vektor pX5Impk mithilfe der
Restriktionsendonukleasen BamHI und Acc651 ein 1143 bp groRes Fragment
ausgeschnitten, welches den ORF von LmxMPK1 umspannte und anschlieBend in den mit
den gleichen Enzymen linearisierten pBSK(+)(-NgoMIV)-Vektor ligiert. Auf diesem Konstrukt
wurden nun zwei PCRs durchgefiihrt, zum einen mit dem Oligonukleotid-Paar F93G.for und

Scal-Primer.rev und zum anderen mit dem Paar F93G.rev und Scal-Primer.for, wobei die
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F93G-Oligonukleotide jeweils die einzufiigende Mutation tragen. Die resultierenden
Fragmente wurden Phenol-Chloroform-extrahiert, geféllt und anschlieBend mit den
Restriktionsendonukleasen Bglll und Scal gespalten. Im Anschluss an die Spaltung wurde
eine Gelextraktion durchgefiihrt und die beiden Fragmente ligiert, was zu dem Konstrukt
pBSK(+)ImpkF93G fihrte. Aus diesem wurde nun der LmxMPK1-ORF mithilfe der
Restriktionsendonukleasen BamHI und Acc65] wieder ausgeschnitten und zurtick in den
pX5-Vektor (s. 0.) ligiert. Mithilfe der Restriktionsendonukleasen Bsml und Sacll wurde dann
ein 738 bp groRes Fragment aus dem pBSK(+)ImpkF93G-Konstrukt isoliert und in den
Vektor pGEX-KGImpk, der mit den selben Enzymen behandelt und isoliert worden war,

ligiert, was in dem Konstrukt pGEX-KGImpkF93G resultierte.

4.5.2 Expression und Aufreinigung der rekombinanten Enzyme und
Aktivitatstests mit Inhibitoren

4.5.2.1 Expression und Aufreinigung von LmxMPK1Wt und LmxMPK1F93G als GST-
Fusionsproteine

Zur Expression der rekombinanten Enzyme LmxMPK1Wt und LmxMPK1F93G als GST-
Fusionsproteine wurden 100 ml E. coli-Kulturen einer ODgy von 0,9 mit 50 pM IPTG
induziert und UN bei 18°C schiitteln gelassen. Die Aufreinigung erfolgte wie beschrieben
Uber Glutathion Uniflow Resin®, die rekombinanten Proteine wurden auf Coomassie-
gefarbten SDS-Gelen sichtbar gemacht (Abb. 36). Man erkennt in beiden Féllen deutlich eine

Bande der erwarteten Grof3e (ca. 67 kD).
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Abb. 36: Aufreinigung von GST-LmxMPK1Wt und GST-LmxMPK1F93G. 1: GST-LmxMPK1Wt; 2:
GST-LmxMPK1F93G. Gezeigt sind jeweils die ersten Eluate einer Aufreinigung aus 100 ml E. coli-

Kultur im Coomassie-gefarbten 12%-igen SDS-Gel.

4.5.2.2 Aktivitatstest mit GST-LmxMPK1Wt und GST-LmxMPK1F93G mit und ohne
Inhibitoren

Um zu testen, ob das rekombinante mutierte Protein in seiner Substrat- und
Autophosphorylierungsaktivitét auf die zu testenden Inhibitoren reagiert und um den am
besten geeigneten Inhibitor sowie seine optimale Konzentration zu ermitteln, wurden Kinase-
Aktivitatstests mit Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen durchgefuhrt. Aul3erdem war
es flr die Funktionalitdt des Systems wichtig, nachzuweisen, dass das Wt-Enzym keine
Reaktion auf die Inhibitoren zeigt, diese also im in vivo-Test nur das mutierte Protein

beeinflussen konnen. Zu diesem Zweck wurde wie oben bereits beschrieben ein
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Aktivitatstest mit je 2 ug rekombinantem Enzym und 5 pg MBP als Substrat unter optimalen
Bedingungen mit radioaktiv markiertem ATP durchgefiihrt. Dabei wurde der Einfluss von
DMSO (Losungsmittel-Kontrolle) sowie je drei verschiedener Konzentrationen (0,1 ,1 und
100 pM) der Inhibitoren 1-NA, 1-NM und 2-NM ermittelt (Abb. 37).

1 NA 1 MM 2MM 1 NA 1 MM 2N
[ph] 0.01 1 100 0.01 1 100 0.01 1 100 DMSO [pht] 0.01 1 100 0.01 1 100 0.01 1 100 DMSO0
GET-LmxhPRT Wt

o e | - T - — - - u-'.-.—MBP

,____l__ e —— WREEEL BB - e
ST gt e e P e T

Coomassie Autaradiogramm

Abb. 37: Uberprifung der Inhibitoren im Kinase-Aktivitatstest mit rekombinanter GST-LmxMPK1Wt
und GST-LmxMPK1F93G und MBP als Substrat. Pro Inhibitor wurden je drei verschiedene
Konzentrationen getestet. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit dem Ldsungsmittel der Inhibitoren,
DMSO. INA: 1-Naphthyl-pyrazolo(3,4 d)pyrimidine; 1/2NM: 1-/2-
Naphthylmethylpyrazolo(3,4d)pyrimidine. Links: Coomassie-gefarbte Gele; rechts: Autoradiogramme
(48 h).

Wie zu sehen ist, beeinflusst keiner der Inhibitoren das Wt-Enzym, gleich in welcher
Konzentration. Damit ist eine Voraussetzung fur die Anwendbarkeit des Systems in vivo
erfullt. AuRerdem ist aber festzustellen, dass die rekombinante F93G-Mutante ausschliefllich
von hohen Inhibitorkonzentrationen beeinflusst wird (100 uM), dabei reagiert auch sie auf
alle Inhibitoren gleich. Im in vivo-Test musste nun gezeigt werden, ob mutierte Kinase und

Inhibitoren die an sie gestellten Anforderungen auch im lebenden Parasit erfullen wirden.

4.5.3 Transfektion einer episomal exprimierten inhibitorsensitiven
Mutante von LmxMPK1 in den Deletionshintergrund

4.5.3.1 Analyse der erhaltenen Klone
Um flr in vivo-Tests Leishmanien zur Verfiigung zu haben, die nur noch die mutierte Form

von LmxMPK1 exprimieren, wurde das Konstrukt pX5ImpkF93G in die LmxMPK1-
Deletionsmutante del 6.4 transfiziert. Vier Phleomycin-resistente Klone wurden auf
Anwesenheit des Plasmides mittels Immunoblot mit einem LmxMPKZ1-spezifischen
Antikorper Uberprift (antiC-term-Impk, Wiese, 1998). Wie in Abb. 38 dargestellt, erreicht die
Expression von LmxMPK1 in den vier Mutanten annédhernd Wt-Niveau. Als Ladekontrolle ist
das entsprechende Coomassie-gefarbte SDS-Gel dargestellt. Von allen Klonen wurden
Stabilate angefertigt, Klon Nr. 7 wurde fur alle weiteren Inhibitortests sowie fir die

Infektionsexperimente verwendet.
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Abb. 38: Immunoblot: 1: L. mexicana-Promastigote; 2: ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KI. 1; 3:
ALMXMPK1-/- + pX5ImpkF93G Kl. 4; 4: ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KIl. 7; 5: ALmxMPK1-/- +
pX5ImpkF93G KI. 9. 2x10" Zellen/Spur, 1. Antikorper: anti-C-termlmpk. Links: Coomassie-gefarbtes
12%-iges SDS-Gel; rechts: Immunoblot, 7 min Exposition.

4.5.3.2 Infektionsexperimente mit ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KI. 7
Um festzustellen, ob die inhibitorsensitive Version von LmxMPK1, die in Klon 7 episomal

exprimiert wird, in der Lage ist, die Deletion von LmxMPK1 zu komplementieren und die
Infektiositat dieser Mutante wieder herzustellen, wurden 5 Balb/c-M&use mit je 1 X 10’
Promastigoten des o. g. Klons infiziert. Der Infektionsverlauf wurde Uber ein Jahr mittels
Messung der FulRdicke des infizierten im Vergleich zum gesunden Ful3 dokumentiert (Abb.
39A). Dariiber hinaus wurden nach ca. einem Jahr mittels Punktion Amastigote aus der
Lasion einer Maus isoliert, rickdifferenziert und wieder in Kultur genommen. Mit diesen
.=adaptierten” Promastigoten wurde erneut eine Infektion von 5 Balb/c-M&ausen durchgefihrt
und der Verlauf der Infektion ebenfalls dokumentiert. AuRerdem wurde erneut mittels
Immunoblot hachgewiesen, dass LmxMPK1F93G in den Parasiten auch nach einem Jahr in
der Maus noch exprimiert wird (Abb. 39B).

A.

7,50
7,00 ~
6,50 -
6,00 -
5,50 H
5,00 ~
4,50 ~
4,00 - T
3,50 A
3,00 ~
2,50 ~
2,00 ~
1,50
1,00
0,50 - :

0,00 - i = \

0 20 40 60 80
Wochen

X (infizierter-uninfizierter FuR)/5




Ergebnisse 110

B.
kD 1 2 3 1 2 3
3 ¥
47,5 = = —
T e e — | MXMPK1
32,5 == ‘
Coomassie a-C-termimpk

Abb. 39: Infektionsexperimente mit L. mexicana Wt, ALmxMPK1-/-, ALmxMPKZ1-/- + pX5Impk und
ALMXMPK1-/- + pX5ImpkF93G KI. 7 vor und nach Maus. A) 1. Infektionsexperiment: /: L. mexicana
Wt; x: ALmxMPK1-/- + pX5Ilmpk; €: ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KI. 7 vor Maus; ®: ALmxMPK1-/-
+ pX5ImpkF93G KI. 7 nach Maus; A: ALmxMPK1-/-. B) Immunoblot: 1: L. mexicana Wt; 2:
ALMXMPK1-/- + pX5ImpkF93G KIl. 7 vor Maus; 3: ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KI. 7 nach Maus
(Reinfektion). 2x10’ Zellen/Spur, 1. Antikorper: anti-C-termimpk. Links: Coomassie-gefarbtes 12%-

iges SDS-Gel; rechts Immunoblot, 5 min Exposition .

Im Infektionsexperiment ist zu sehen, dass der Verlauf der Infektion verglichen mit L.
mexicana Wt und dem episomalen Addback von LmxMPK1Wt langsamer voran geht.
Nichtsdestotrotz bilden sich bei vier von funf Mausen nach einer Zeit von 24-27 Wochen
deutliche Lasionen aus, was bei der Deletionsmutante nicht der Fall ist. Dabei ist kein
Unterschied zwischen den urspringlichen Parasiten und solchen, die bereits eine
Mausinfektion durchlaufen haben, zu erkennen.

Das Experiment zeigt, dass die mutierte Version von LmxMPK1 auch in vivo Aktivitat zeigt
und den Verlust des Wt-Enzyms kompensieren kann, wenn auch in geringerem Mal3e, als

das Wt-Enzym selbst, so dass es zu einem langsameren Wachstum der Parasiten kommt.

4.5.4 Inhibitortests mit Promastigoten
Mittels der Infektionsexperimente konnte die Aktivitdt der mutierten Kinase in vivo gezeigt

werden; nun musste die Funktionalitat der Inhibitoren in vivo bewiesen werden. Sind die
Substanzen in der Lage die Leishmanien-Zellmembran zu passieren und die mutierte Kinase
zu blockieren? Sind die Folgen die gleichen, wie bei einer ,klassischen* Deletionsmutante?
Zu diesem Zweck wurden nun Wt- und mutierte L. mexicana-Promastigote, die sich in der
logarithmischen Wachstumsphase befanden, auf eine Zelldichte von 1x10° /ml verdiinnt und
in 24-well-Platten ausgesét. Nun wurden in je drei wells entweder DMSO oder verschiedene
Konzentrationen der drei Inhibitoren zugegeben (Endkonzentrationen: 0,1/1/10 pM 1-NA, 1-
NM und 2-NM, jeweils in 5 pl). Drei wells wurden als Kontrolle ohne Zuséatze belassen. Nun
wurde Uber einen Zeitraum von maximal vier Tagen die Zellzahl in jedem well ca. alle 24 h
bestimmt. Fir eine Ubersichtliche Auswertung wurden die gemessenen Zellzahlen normiert.
Zu diesem Zweck wurden die Zellzahlen durch die Zellzahl mit DMSO zum jeweiligen

Zeitpunkt geteilt. DMSO, das Lésungsmittel der Inhibitoren, zeigte ebenfalls leichte Effekte
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auf die Proliferation, was sich im Vergleich mit den Zellzahlen ohne Zusatze herausstellte
(nicht gezeigt). Die Ergebnisse der Auswertung sind in Abb. 40 dargestellt. Ein Wert unter 1
(Zellzahl der getesteten Probe < Zellzahl mit DMSO) zeigt eine gestorte Proliferation der
jeweiligen Parasiten. Aul3erdem wurden nach drei Tagen Proben fur die Mikroskopie

abgenommen und die Morphologie der Zellen im Durchlichtmikroskop visualisiert (Abb. 41).
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Abb. 40: Inhibitortest mit L. mexicana Wt- und ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KI. 7-Promastigoten
(F93G). Promastigote wurden in einem Volumen von je 1 ml mit verschiedenen Konzentrationen der
drei Inhibitoren 1-NM, 2-NM und 1-NA inkubiert. Die Zellzahl bei Beginn des Versuchs betrug 1x10°.
Nach verschiedenen Zeitrdumen wurden die Zellzahlen bestimmt (n=3) und auf die jeweiligen
Zellzahlen mit Losungsmittel (DMSO) normiert. Ein Wert unter 1 (rote Linie) zeigt eine gestotrte

Proliferation der Parasiten an.

Wie man sehen kann, zeigen alle drei Inhibitoren erst ab einer Konzentration von 10 pM

einen Effekt auf die Proliferation der Wt-Zellen, bei niedrigeren Konzentrationen ist kein
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Effekt zu beobachten. Interessanterweise zeigt die inhibitorsensitive Mutante schon bei
niedrigen Inhibitorkonzentrationen und ab Tag 1 eine stark verminderte Proliferation.

Auch morphologisch lasst sich dies bestatigen (Abb. 41): Die Wt-Promastigoten zeigen auch
bei hohen Inhibitorkonzentrationen nur geringe Veranderungen in ihrer Morphologie,
wahrend die inhibitorsensitive Mutante schon bei niedrigen Inhibitorkonzentrationen eine
stark gestdrte Morphologie aufweist. Die Inhibition von LmxMPK1F93G in vivo zeigt in
Promastigoten also Effekte, die bei der Deletionsmutante von LmxMPK1 in diesem Ausmaf}

nicht zu beobachten waren.

Wt DMSO Wt 1 uM Inhibitor Wt 10 uM Inhibitor

F93G DMSO FO93G 1 uM Inhibitor ~ F93G 10 puM Inhibitor

Abb. 41: Inhibitortest mit L. mexicana Wt- und ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KI. 7-Promastigoten:
Morphologie der Zellen. Stellvertretend fir alle drei Inhibitoren sind hier Zellen, die 72 h mit dem

Inhibitor 1-NA bzw. dem Ldsungsmittel DMSO inkubiert wurden, gezeigt.

4.5.5 Inhibitortests mit axenischen Amastigoten
Nun musste noch die Wirkung der Inhibitoren auf in vitro-differenzierte, axenische

Amastigoten getestet werden. Zu diesem Zweck wurden Wt- und ALmMxMPK1-/- +
pX5ImpkF93G KIl. 7-Promastigote, die sich in der logarithmischen Wachstumsphase
befanden, abzentrifugiert, in Differenzierungsmedium gewaschen und zu einer Dichte von 2-

4x10°/ml darin aufgenommen. AnschlieRend wurden die Parasiten fiir 48 h bei 34°C und 5 %
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CO,; zu Amastigoten differenziert. Nach Ablauf von 48 h wurden die Parasiten erneut
abzentrifugiert, wiederum zu einer Dichte von 4x10°% ml aufgenommen und in 24-well-Platten
ausgesat. Die weitere Vorgehensweise entsprach der unter 4.5.4 angegebenen: Die wells
wurden mit DMSO oder Inhibitor versetzt, und die Parasiten bei 34°C und 5 % CO, weiter
wachsen gelassen. Es wurden wiederum ca. alle 24 h die Zellzahlen bestimmt, die wie oben
ausgewertet wurden und nach drei Tagen Proben fir die Durchlichtmikroskopie

abgenommen. Die Ergebnisse der Zellzahlbestimmungen sind in Abb. 42 dargestellt.
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Abb. 42: Inhibitortest mit L. mexicana Wt- und ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KI. 7-Amastigoten
(F93G). Promastigote wurden zunéachst fir 48 h in vitro zu Amastigoten differenziert und anschlieRend
in einem Volumen von je 1 ml mit verschiedenen Konzentrationen der drei Inhibitoren 1-NM, 2-NM und
1-NA inkubiert. Die Zellzahl bei Beginn des Versuchs betrug 4x10°. Nach verschiedenen Zeitraumen
wurden die Zellzahlen bestimmt (n=3) und auf die jeweiligen Zellzahlen mit Lésungsmittel (DMSO)

normiert. Ein Wert unter 1 (rote Linie) zeigt eine gestdrte Proliferation der Parasiten an.
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Die Proliferation der Wt-Amastigoten zeigt sich hier auch bis zu Konzentrationen von 10 pM
Inhibitor relativ unbeeinflusst, wahrend die inhibitorsensitiven Amastigoten sich schon ab Tag
1 kaum noch teilen (Ratio jeweils ¥z Ratio des Vortags; normal: eine Teilung in ca. 24 h).

Die mikroskopische Auswertung der Morphologie der Amastigoten bestatigt dies (Abb. 43):
die Wt-Amastigoten zeigen sich auch in ihrer Morphologie wenig beeindruckt von den
Inhibitoren, es sind kaum Unterschiede zur Kontrolle mit DMSO zu erkennen. Die
Morphologie der inhibitorsensitive Mutante hingegen ist auch Dbei niedrigsten
Inhibitorkonzentrationen (0,1 uM) schon stark gestért, die Zellen sehen aus, als ob sie
absterben, Zelltrimmer sind zu erkennen.

Dies bestétigt die an der Deletionsmutante gemachten Beobachtungen; ohne LmxMPK1

sowie mit inaktivierter LmxMPK1 ist keine Proliferation im amastigoten Stadium mdglich.

10 uM Inhibitor

F93G DMSO 0,1 pM Inhibitor 1 uM Inhibitor 10 uM Inhibitor

Abb. 43: Inhibitortest mit L. mexicana Wt- und ALmxMPK1-/- + pX5ImpkF93G KIl. 7-Amastigoten:
Morphologie der Zellen. Wt- und mutierte Promastigote wurden fir 48 h in vitro zu Amastigoten
differenziert, anschlieRend auf 4x10° Zellen/ml verdiinnt und mit den Inhibitoren in verschiedenen
Konzentrationen versetzt. Stellvertretend fir alle drei Inhibitoren sind hier Zellen, die 72 h mit dem
Inhibitor 1-NM bzw. dem L&sungsmittel DMSO inkubiert wurden, gezeigt.
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5 Diskussion

In héheren Eukaryoten sind die MAP Kinase-Signalwege an vielen verschiedenen Prozessen
in der Zelle beteiligt wie z.B. Proliferation, Reaktion auf Stresssignale und Apoptose (Cobb
und Goldsmith, 1995). Obwohl Trypanosomatiden sich in vielerlei Eigenschaften von
hoheren Eukaryoten unterscheiden, sind die drei Hauptelemente dieser Signalkaskaden, die
MAPKKKs, MAPKKs und MAP Kinasen, auch in ihnen in hochkonservierter Form vorhanden
(Parsons et al., 2005). In vorhergehenden Studien hat sich herausgestellt, dass MAP Kinase-
Signalwege auch in Trypanosomatiden eine wichtige Rolle bei Morphogenese,
Differenzierung und Proliferation spielen. In Trypanosoma brucei sind bisher vier MAP
Kinase Homologe beschrieben worden. Fir Kfr1 wurde gezeigt, dass sie an der Proliferation
der Blutstromform der Parasiten beteiligt ist, die durch Interferon-y induziert wird (Hua und
Wang, 1997). TbMAPK2 ist wichtig fur die Differenzierung der Blutstrom-Form der
Trypanosomen zur prozyklischen Form, die in Abwesenheit der Kinase eine Blockade des
Zellzyklus in allen Stadien aufweist (Mdller et al., 2002). Eine dritte Kinase, TbECK1, die
sowohl Eigenschaften von MAP Kinasen als auch von Zyklin-abhangigen Kinasen aufweist,
besitzt eine regulatorische C-terminale Doméane und scheint eine Rolle im Zellzyklus zu
spielen (Ellis et al., 2004), wahrend TbMPKS5, die erst kiirzlich beschrieben wurde, direkt an
der Differenzierung der Blutstrom- zur prozyklischen Form beteiligt zu sein scheint
(Domenicali et al., 2006).

Auch in Leishmanien sind bereits viele Komponenten der MAP Kinase Kaskaden bekannt
und z.T. charakterisiert. So sind die MAP Kinasen LmxMPK3 und LmxMPK9 sowie die
MAPKK LmxPK4 und LmxMKK an der Regulation der Flagellenlange in Leishmania
mexicana beteiligt, fir LmxPK4 wird ebenfalls eine Rolle bei der Differenzierung vom pro-
(Insekten-) zum amastigoten (Sauger-) Stadium des Parasiten diskutiert (Erdmann et al.,
2006; Bengs et al., 2005; Kuhn und Wiese, 2005). Bei der MAP Kinase LmxMPK4, die in
beiden Lebensstadien exprimiert wird, handelt es sich um ein essentielles Gen, das
mdglicherweise eine Rolle bei der Proliferation der Leishmanien spielt (Wang et al., 2005).
Fir LmxMPK1, ein MAP Kinase Homolog aus L. mexicana, das bereits 1998 identifiziert
wurde (Wiese, 1998), konnte gezeigt werden, dass es an der Proliferation der Amastigoten
beteiligt ist. Da es sich hierbei um das Saugerstadium des Parasiten handelt, stellt diese
Kinase eine geeignete Zielstruktur fur eine medikamentdse Therapie der Leishmaniasis dar.
Diese Kinase ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Das rekombinante Enzym sollte
biochemisch charakterisiert und der Mechanismus seiner Aktivierung untersucht werden.
Zudem wurde versucht, die Kinase in eine Kaskade einzuordnen, um mehr uber ihre

tatsachliche Funktion herauszufinden. Zu diesem Zweck sollten Aktivator/en und Substrat/e
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gefunden werden. Um das Potential der Kinase als therapeutische Zielstruktur zu evaluieren
und mehr Uber eine mogliche Rolle der Kinase im promastigoten Lebensstadium der
Parasiten herauszufinden, in dem sie ebenfalls exprimiert wird, wurde eine Mutante des
Enzyms konstruiert, die —eingebracht in den Deletionshintergrund- mittels Einsatz

spezifischer Inhibitoren gehemmt wurde.

5.1 Biochemische Charakterisierung und Aktivierungsmechanismus
von LmxMPK1

5.1.1 Aufreinigung von rekombinanter LmxMPK1 und Mutanten aus
E. coli

LmxMPK1Wt wurde sowohl als GST- als auch als 6xHis-Fusionsprotein in E. coli exprimiert
und aufgereinigt, um anschlieBend in Aktivitatsstudien eingesetzt zu werden. Des Weiteren
konnte eine inaktive K43M-Mutante als GST-Fusionsprotein sowie verschiedene Mutanten
des Phosphorylierungsmotivs in der Aktivierungssschleife (TDY) als 6xHis-Fusionsproteine

erfolgreich rekombinant exprimiert und aufgereinigt werden.

Durch eine Analyse der Eluate im SDS-PA-Gel wurde festgestellt, dass bei allen
Aufreinigungen mehr oder weniger geringe Verunreinigungen durch andere Proteine
vorhanden waren. Da aber ausgeschlossen werden konnte, dass bei der Durchfihrung der
Kinase-Aktivitatstests mit GST-LmxMPK1 sowie 6xHis-LmxMPK1 die nachgewiesene
Phosphorylierungsaktivitat auf verunreinigenden Bakterienkinasen beruht (siehe 4.2.3.1 und
4.2.3.3), konnte auf weitere Aufreinigungsschritte wie z.B. eine
lonenaustauscherchromatographie verzichtet werden. Obwohl ein groRRer Teil der
rekombinanten LmxMPK1 nach der Zelllyse unléslich blieb und im Zelllysat-Niederschlag
vorlag, konnten fir 6xHis-LmxMPK1Wt noch ca. 580 ug bzw. fur GST-LmxMPK1Wt noch
350 ug Protein aus jeweils 100 ml E. coli-Kultur gewonnen werden, wobei ein kleiner Anteil
der Proteinmenge auf die kontaminierenden Proteine zurlckzufliihren ist. Da flir die
Aktivitatstests meist nur wenige pug rekombinantes Protein bendtigt wurden, wurde keine

weitere Optimierung der Ausbeute durchgefihrt.

Vergleicht man GST-LmxMPK1Wt und GST-LmxMPK1K43M im SDS-PA-Gel miteinander,
so fallt zunachst auf, dass die inaktive K43M-Mutante nur in geringerer Ausbeute erhalten
werden konnte als die Wildtyp-Kinase. Dies gilt ebenfalls und in noch starkerem Mal fir die
6xHis-Fusionsproteine von LmxMPK1Wt sowie der Mutanten im Aktivierungsmotiv, die im
Gegensatz zur Wt-Kinase nur in sehr geringer Ausbeute erhalten wurden. Mdglicherweise
kommt es durch die jeweiligen Mutationen an diesen Resten zu Konformationsanderungen,
die dann entweder zum vorzeitigen Abbau der Proteine fuhren oder die Loslichkeit dieser

erheblich verschlechtern. Auf die Ausbeute der GST-markierten Mutante hat die Mutation



Diskussion117

dabei weniger Auswirkungen als auf die Ausbeuten der 6xHis-markierten Mutanten. Dies
liegt daran, dass der groRe GST-Anteil (26 kD) der Fusionsproteine, der ja selbst ein
komplettes Protein darstellt (Glutathion-S-Transferase), eine stabilisierende Wirkung auf die
rekombinanten Proteine hat, wahrend der sehr kleine 6xHis-,Tag®, der nur aus zehn
Aminosauren (M-R-G-S-H-H-H-H-H-H) besteht, keine Stabilisierung des Proteins bewirkt.

Wahrend 6xHis-LmxMPK1Wt und die 6xHis-Mutanten als je eine klare Bande im SDS-PA-
Gel zu sehen sind, erkennt man bei ausreichender Verdinnung der Probe bei GST-
LmxMPK1Wt und der GST-K43M-Mutante eine Doppelbande. Dabei ist nach einem
Aktivitatstest bei der Wt-Kinase die obere der beiden Banden starker ausgepragt, bei der
inaktiven K43M-Mutante die untere Bande (siehe Abb. 10). Bei den beiden Banden koénnte
es sich um die nicht phosphorylierte (untere Bande) und die phosphorylierte Form der Kinase
handeln. Eine Phosphorylierung an einem Serin-, Threonin- oder Tyrosinrest erhoht z.B. das
Molekulargewicht eines Proteins um 80 Dalton (Erickson et al.,, 1990). Wie unter 4.2.3.2
gezeigt, ist LmxMPK1Wt in der Lage eine relativ starke Autophosphorylierung
durchzufiihren, wahrend die K43M-Mutante so gut wie gar keine Autophosphorylierung zeigt.
Zudem wird, wie gezeigt, LmxMPK1W1t schon leicht phosphoryliert aus E. coli aufgereinigt,
was erklart, warum beide Banden auch ohne Aktivitatstest vorhanden sind.

Da allerdings 6xHis-LmxMPK1Wt wahrend der Autophosphorylierungsreaktion (Abb. 11D)
kein nennenswertes Verrutschen der Proteinbande zu hoheren Molekulargewichten hin zeigt,
kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beiden Banden um
unterschiedliche Konformationen der GST-Fusionsproteine handelt, von denen eine

aufgrund der K43M-Mutation bevorzugt wird.

5.1.2 Erste Aktivitatstests

5.1.2.1 GST-LmxMPK1Wt, GST-LmxMPK1K43M und 6xHis-LmxMPK1Wt: Auto- und
Substratphosphorylierung

Rekombinant exprimierte GST-LmxMPK1Wt, GST-LmxMPK1K43M und 6xHis-LmxMPK1Wt
sollten in einem Kinasetest auf ihre Fahigkeit, sich selbst und/oder ein artifizielles Kinase-
Substrat (Myelin Basisches Protein: MBP) zu phosphorylieren, untersucht werden. Dabei
wurde die jeweilige Kinase mit dem Substrat in Anwesenheit von radioaktiv markiertem (y-
*2P)ATP und zweiwertigen Kationen wie Mg?* und Mn?" inkubiert, die mit dem ATP einen
Komplex bilden und flir die Kinase-Aktivitat essentiell sind (Waas et al., 2004; siehe auch
Abb. 11C). Es wurde gezeigt, dass sowohl GST-LmxMPK1Wt als auch 6xHis-LmxMPK1Wt
in aktiver Konformation aus E. coli isoliert werden konnten. Beide Proteine zeigen eine starke
Autophosphorylierung und phosphorylieren MBP, wobei die Autophosphorylierung in beiden
Fallen starker ausgepragt ist, als die Substratphosphorylierung. 6xHis-LmxMPK1Wt zeigt

dabei starkere Aktivitdt, wie die kurzere Expositionszeit des Films beweist (24h im
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Gegensatz zu 48h), so dass fur die weiteren Charakterisierungsversuche wenn maoglich
diese Variante verwendet wurde. Als weitere mdgliche artifizielle Substrate wurden Histon
H1 und Casein getestet, die ebenfalls putative Phosphorylierungsstellen fir (MAP) Kinasen
besitzen. Dabei konnte beobachtet werden, dass MBP das beste Substrat ist, da es im

Verhaltnis zur eingesetzten Proteinmenge am starksten phosphoryliert wurde.

Die inaktive GST-K43M-Mutante, in der ein konservierter Lysinrest, der flr die richtige
Orientierung des ATP bei der Phosphatiibertragungsreaktion verantwortlich ist, gegen
Methionin ausgetauscht wurde (Matte et al., 1998), zeigt wie erwartet keine
Substratphosphorylierung und nur sehr geringe Autophosphorylierung die erst nach langer

Expositionszeit zu detektieren ist (nicht gezeigt).

5.1.2.2 Optimierung der in vitro-Kinase-Aktivitat
Als nachstes wurde eine detaillierte Analyse und Optimierung der Kinase-Aktivitat von 6xHis-

LmxMPK1Wt durchgefiihrt. Dabei wurden verschiedene Parameter wie Temperatur und pH
bei den Aktivitatstests verandert, um aus den Ergebnissen mogliche Rickschlisse auf die

zelluladre Funktion des Enzyms ziehen zu kénnen und eine Substratsuche zu erleichtern.

Zunachst wurde die Abhangigkeit der Kinase-Aktivitdt von der Reaktionstemperatur unter
Standardbedingungen (2 mM Mn?*; 10 mM Mg®*) untersucht. Dabei war zu beobachten, dass
die Aktivitat mit steigender Temperatur ebenfalls ansteigt. Die Autophosphorylierungsaktivitat
ist dabei schon bei 4°C sehr stark, bei dieser Temperatur ist noch keine MBP-
Phosphorylierung zu beobachten. Von 25°C bis 40°C steigt letztere dann kontinuierlich an,
wahrend die Autophosphorylierung schon bei ca. 28°C ein Maximum erreicht hat und bei
hoéheren Temperaturen kaum noch ansteigt. Ein scheinbares Optimum lasst sich bei
Temperaturen um 37-40°C beobachten. Dies korreliert mit der Tatsache, dass die Kinase im
amastigoten Saugerstadium der Parasiten essentiell ist, d.h. bei Temperaturen um 37°C
optimale Aktivitdt aufweisen sollte (Wiese, 1998). LmxMPK1 liegt allerdings auch im
Insektenstadium der Parasiten, den Promastigoten, vor, die bei Temperaturen um 27°C

wachsen (Zilberstein und Shapira, 1994).

Weiterhin konnte eine starke Priferenz fiir Mn?* als Kofaktor fiir ATP nachgewiesen werden
(siehe Abb. 11B), was flir Leishmania-Kinasen aber auch fiir Kinasen héherer Eukaryoten in
vitro nicht ungewdhnlich ist (Wiese et al., unveroffentlicht; Erdmann et al., 2006; Mayrose et
al., 2004). Mn?* erhoht dabei sowohl die Substrat- als auch die Autophosphorylierung der
Kinase bis zu Konzentrationen von 5§ mM. Eine weitere Erhéhung der Konzentration auf 10
mM bewirkt keine weitere Erhéhung der Aktivitit. Ist ausschlieRlich Mg?* als Kofaktor

vorhanden, ist vor allem die Substratphosphorylierung deutlich geringer. Diese Praferenz
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kann auf den nicht-aktivierten Status der Kinase zurlckzuflihren sein. Dabei ist es moglich,
dass das groRere Mn®"-lon die Konformation der Kinase dergestalt verandert, dass sie eine
héhere Aktivitat aufweist. Ist eine MAP Kinase allerdings aktiviert, zeigt sie keine besondere
Praferenz mehr flr das eine oder andere Metallion, wie z.B. flr die von LmxMKK aktivierte
LmxMPK3 gezeigt werden konnte, die im nicht aktivierten Zustand ebenfalls eine Praferenz
fiir Mn?* aufweist (Erdmann, 2004). In Abwesenheit zweiwertiger lonen weist die Kinase
keinerlei Aktivitat auf. Trotz dieser in vitro-Beobachtungen kann man nicht sicher sein, ob in
vivo Mn?* oder Mg?* als Kofaktor fiir ATP eine groRere Rolle spielt. Mn?* liegt zwar nicht in so
grolRen Mengen wie Mg®* vor, welches nach Kalium intrazellular die zweitgroRte Menge an
divalenten Kationen stellt (Reinhart, 1988), trotzdem ist aber auch Mn?* sehr wichtig, z.B. fir
die Regulation vieler Enzymaktivitaten (Maggini et al., 1993). Fir die p21-aktivierte Kinase y-
PAK aus Kaninchen-Retikulozyten konnte gezeigt werden, dass Mn?* in vitro zwar zu einer
bis zu flunffach starkeren Autophosphorylierung der Kinase fiihrt, die Kinase aber in
Abwesenheit von Mg** artifizielle Substrate wie MBP oder Histon H1 deutlich schlechter

phosphoryliert (Tuazon et al., 1998).

Eine zweite Bindungsstelle fliir zweiwertige Kationen, wie sie in manchen Kinasen vorliegt
(Sun und Budde, 1997; Waas und Dalby, 2003), ist in LmxMPK1 nicht vorhanden, die Kinase
weist selbst bei niedrigsten lonenkonzentrationen (50 uM) Aktivitat auf. Ware eine zweite
Bindungsstelle vorhanden, so wirde zunachst das vorliegende ATP durch lonen gebunden
und anschlieBend durch Bindung von weiteren lonen an die zweite Bindungsstelle die
Aktivitat induziert. Aktivitat ware erst dann nachweisbar, wenn die lonenkonzentration die
des ATP Ubersteigt (100 uM).

Weiterhin lasst sich beobachten, dass LmxMPK1 sich selbst und ihr kinstliches Substrat
MBP am besten bei pH-Werten im neutralen Bereich um pH 7 phosphoryliert, optimale
Aktivitat findet man bei pH 7,5 (Abb. 11C). Dies ist ebenfalls fiir alle bisher untersuchten
Leishmania-Kinasen so (Wiese et al., unveroffentlicht), was daflir spricht, dass im Zytosol
der Parasiten, dem angenommenen Wirkungsort der Kinasen, ein neutraler pH-Wert
vorherrscht. Tatsachlich konnte bereits von Zilberstein und Shapira (1994) gezeigt werden,
dass Leishmanien trotz stark variierender extrazellularer pH-Werte ihren cytosolischen pH
durch streng kontrollierte Homdostase stets zwischen 6,5 und 7,4 halten.

Beobachtet man den zeitlichen Verlauf der Phosphorylierungsreaktion, so stellt man fest,
dass die Autophosphorylierung vor der Substratphosphorylierung beginnen muss, da sie
schon nach kurzer Zeit deutlich ausgepragter vorliegt als die MBP-Phosphorylierung.
Méglicherweise muss die Kinase sich in vitro zunachst durch die Autophosphorylierung

selbst aktivieren, um dann in der Lage zu sein, MBP zu phosphorylieren. Eine Sattigung ist
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zwischen 45 und 60 Minuten zu beobachten, weshalb im weiteren mit Ausnahme der

kinetischen Analysen diese Zeitdauer fur alle Kinase-Aktivitatstests gewahlt wurde.

5.1.3 Aktivitat von LmxMPK1Wt und Mutanten in der
Phosphorylierungsstelle des Aktivierungsmotivs (TDY) in vitro
Als nachstes wurde der Autoaktivierungsmechanismus des Enzyms untersucht, schlieR3lich

konnte gezeigt werden, dass LmxMPK1 auch im nicht-aktivierten Zustand (ohne Aktivator)
Basalaktivitat besitzt und in der Lage ist, sich selbst und MBP zu phosphorylieren (siehe
oben). Aus diesem Grund wurden verschiedene Mutanten in der Aktivierungsschleife des
Enzyms, die bereits in Leishmanien-Expressionsvektoren vorlagen, in den pQE8Impk-E.coli-
Expressionsvektor umkloniert. MAP Kinasen besitzen hier ein hochkonserviertes TXY-Motiv,
in welchem bei hdéheren Eukaryoten sowohl der Threonin- als auch der Tyrosinrest
phosphoryliert sein missen, um volle Aktivitat der betreffenden Kinase zu erreichen (Cobb
und Goldsmith, 1995).

Es waren jeweils drei Mutanten vorhanden, in denen die betreffenden, Hydroxylgruppen
enthaltenden Reste durch korrespondierende unpolare Aminosauren ersetzt wurden: die
ADY-, TDF- und die ADF-Mutante. Auf’erdem lagen Mutanten vor, in denen je einer oder
beide Reste durch Glutamat ersetzt wurden (EDY, TDE und EDE). Hier sollte Uberprift
weden, ob die negative Ladung des Glutamats in der Lage ware, eine Phosphorylierung
vorzutduschen, um so eine konstitutive Aktivierung der Kinase herbeizufihren. Dieser
Mechanismus ist z.B. bei MAPKK erfolgreich angewendet worden (Mansour et al., 1996;
Wiese et al., 2003).

Alle mutierten Kinasen sowie LmxMPK1Wt wurden zunachst rekombinant in E. coli
exprimiert und aufgereinigt. Im Kinase-Aktivitatstest konnte festgestellt werden, dass im
Gegensatz zum Wildtyp keine der Mutanten in der Lage war, MBP signifikant zu
phosphorylieren. Dies koénnte bedeuten, dass die Phosphorylierungslippe mit dem
Aktivierungsmotiv eine bestimmte Konformation einnehmen muss um volle Aktivitat zu
besitzen, was in den Mutanten nicht mehr mdglich ist. Moglicherweise ist auch MBP kein
optimales Substrat fir LmxMPK1, so dass es evil. von den Mutanten so schlecht
phosphoryliert wird, dass die Phosphorylierung unterhab des Detektionslimits liegt. Waas et
al. (2004) postulieren, dass das endogene Substrat einer Kinase notwendig ist, um
Substratphosphorylierung zu untersuchen, da z.B. Peptid- aber auch andere kleine artifizielle
Substratproteine keine guten Substrate sind. Fur andere MAP Kinasen sind die Ergebnisse
hier unterschiedlich: Wahrend eine EEY-Mutante der humanen MAP Kinase ERK2 MBP
noch genauso gut phosphoryliert wie eine nicht aktivierte Wt-ERK2 (Her et al., 1993), zeigt

z.B. die aus Zellen immunprazipitierte TXF-Mutante der Hefe-MAP Kinase Hog1 in vitro
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keine Aktivitat, ist aber in der Lage, eine Hog1-Deletionsmutante in vivo zu komplementieren
(Bell und Engelberg, 2003).

In LmxMPK1 zeigten auflerdem nur die Mutanten, die den katalytischen Tyrosinrest im TDY-
Motiv noch besallen, Autophosphorylierungsaktivitat (siehe 4.2.3.3). Dies deutet darauf hin,
dass die Kinase entweder an diesem Tyrosin autophosphoryliert oder den Rest bendtigt, um
sich an einem anderen Rest selbst zu phosphorylieren. Um herauszufinden, ob die
Phosphorylierung an  einem  Tyrosinrest  stattfindet, wurde  erneut eine
Phosphorylierungsreaktion durchgefiihrt, dieses Mal allerdings mit nicht radioaktiv
markiertem ATP. Die Proben wurden einem Immunoblot mit einem anti-Phospho-Tyrosin-
Antikorper unterzogen. Wie erwartet, zeigten wieder nur die Mutanten, die den Tyrosinrest
noch enthielten so wie der Wt eine Autophosphorylierung an Tyrosin, die direkt nach der
Aufreinigung aus E. coli schon vorliegt, aber im Reaktionsverlauf noch deutlich ansteigt. Dies
spricht daflir, dass die beobachtete Autophosphorylierung auf LmxMPK1 selbst zurlickgeht

und nicht von einer bakteriellen Tyrosinkinase wie Wzc verursacht wird (Vincent et al., 1999).

Fur andere MAP Kinasen wie z.B. ERK2 ist bekannt, dass diese an dem katalytischen
Tyrosin im TXY-Motiv der Aktivierungsschleife autophosphorylieren kdnnen (Seger et al.,
1991; Wu et al., 1991; Rossomando et al., 1992; (Mayrose et al., 2004; Klevernic et al.,
2006). Dies, so wie die Tatsache, dass die LmxMPK1-Mutanten, in denen der Tyrosinrest
mutiert ist, keine Autophosphorylierung mehr aufwiesen, spricht dafir, dass die beobachtete
Autophosphorylierung ebenfalls am katalytischen Tyrosin stattfindet. Um festzustellen, ob es
sich bei der beobachteten Autophosphorylierung um eine inter- oder eine intramolekulare
Phosphatibertragung handelte, sollte die Reaktionsordnung bestimmt werden. Zu diesem
Zweck wurden Kinasetests mit verschiedenen Konzentrationen von LmxMPK1 durchgefiihrt
und der Einbau radioaktiven Phosphats anschliefend quantifiziert. Die Reaktionsdauer
betrug in diesem Fall nur 15 Minuten, um nicht im Bereich der Sattigung zu messen. Es ist
deutlich zu erkennen, dass der Einbau des Phosphats linear von der Kinasekonzentration
abhangig ist. Der van't Hoff-Plot bestatigt, dass es sich hier um eine Reaktion erster
Ordnung, also eine intramolekulare Reaktion, handelt. Hier gibt die Steigung der Gerade, die
in diesem Fall ungefahr 1 betragt, die Reaktionsordnung an. Zusatzlich wurde ein Kinasetest
mit  6xHis-LmxMPK1Wt und der Kinase-inaktiven Mutante GST-LmxMPK1K43M
durchgefiihrt. Wie zu beobachten war, fand eine Phosphorylierung ausschliefdlich an 6xHis-
LmxMPK1W1 statt, die Kinase-inaktive Mutante wurde nicht phosphoryliert. Es handelt sich
also bei der Autophosphorylierung an Tyrosin sicher um eine intramolekulare Reaktion. Auch
dies wurde bereits fur andere MAP Kinasen hoéherer Eukaryoten nachgewiesen (Mayrose et
al., 2004; Her et al., 1993, Wu et al., 1991; Abe et al., 2001). Zusatzlich wurde als weiterer
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kinetischer Parameter der Autophosphorylierung die Reaktionsgeschwindigkeit in
Abhangigkeit von der ATP-Konzentration bestimmt und ein Lineweaver-Burk-Diagramm
erstellt (siehe 4.2.3.6). Die Reaktion folgt einer typischen Michaelis-Menten-Kinetik. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit betragt 91 pmol/min/mg, die Kinase besitzt eine
Michaelis-Menten-Konstante, die in diesem Fall ein Mal} fir die Affinitat zu dem Substrat
ATP ist, von 14,7 uM. Dies scheint normal fiir eine nicht-aktivierte Kinase; so weist z.B. die
nicht aktivierte MAP Kinase LeMPK3 aus Lycopersicum esculentum einen Ky fir ATP von
9,5 uM auf (Mayrose et al., 2004).

5.1.4 Aktivitat und Phosphorylierungsstatus von LmxMPK1Wt und den
Mutanten im Aktivierungsmotiv (TDY) in vivo
Wie unter 1.2.5 erwahnt, wurden die Mutanten im Aktivierungsmotiv bereits vor Beginn

dieser Arbeit hergestellt und in Leishmanien-Expressionsvektoren kloniert. Mit diesen
Konstrukten, sowie einem Wt-Konstrukt wurde eine Deletionsmutante von LmxMPK1
transfiziert und rekombinante Leishmanien (,add-backs®) erhalten, die nur noch die jeweilige
Mutante von LmxMPK1 oder aber den Wt episomal exprimierten. Eine Uberprifung der
Proteinexpression in Promastigoten mittels Immunoblot zeigte, dass die Kinase- inaktive
Mutante (K43M) weniger gut exprimiert wurde als ein Wt-addback, die EDE-Mutante war gar
nicht nachweisbar (Melzer und Wiese, 2007). Dies kann darauf zurlickzuflihren sein, dass
diese Mutationen, vor allem die EDE-Mutation, eine instabilisierende Wirkung auf die Kinase

haben und diese daher schneller abgebaut oder gar nicht erst richtig gefaltet wird.

Da bisher keine Rolle fir LmxMPK1 in Promastigoten bekannt war, sollte zunachst
untersucht werden, ob das Fehlen von LmxMPK1 evtl. doch Auswirkungen auf das
promastigote Lebensstadium der Parasiten hat. Zu diesem Zweck wurden Wachstumskurven
des Wt, der Deletionsmutante sowie der jeweiligen ,add-back‘-Mutanten im
Aktivierungsmotiv erstellt. Dabei lie® sich feststellen, dass die LmxMPK1-Deletionsmutante
eine deutlich verlangsamte Proliferation aufweist. Die Parasiten teilten sich im Schnitt bis zu
finfmal langsamer als Wt-Promastigote. Mdglicherweise spielt LmxMPK1 also auch bei der
Proliferation und/oder Teilung der Promastigoten eine Rolle, flr die Proliferation des
amastigoten Lebensstadiums ist die Kinase essentiell (Wiese, 1998). Fiur eine Aufgabe der
Kinase in Promastigoten spricht ebenfalls die Tatsache, dass die Kinase in diesem
Lebensstadium exprimiert wird und, wie gezeigt (4.2.4.1) sowohl in Pro- als auch in

Amastigoten ausschlieRlich in phosphorylierter, d.h. vermutlich aktivierter Form vorliegt.

Von allen Mutanten im Aktivierungsmotiv ist nur die EDY-Mutante in der Lage, die Wt-
Proliferationsrate in Promastigoten zu erreichen (siehe 4.2.4.3). Im Infektionsexperiment

konnte die Mutante ebenfalls die Deletionsmutante komplementieren und die Infektiositat der
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Parasiten wieder herstellen (Melzer und Wiese, 2007). Interessanterweise liegt die EDY-
Kinase in Promastigoten ausschlief3lich unter den nicht-phosphorylierten Proteinen vor. Dies
deutet darauf hin, dass die in vitro beobachtete Tyrosin-Autophosphorylierung in vivo keine
Rolle spielt. Unterstiitzend kommt hinzu, dass auch die ADY-Mutante, die allerdings sowohl
in Pro- als auch in Amastigoten die Deletionsmutante nicht komplementieren kann, ebenfalls
ausschlief3lich unter den nicht-phosphorylierten Proteinen zu finden ist. Es muss allerdings in
Betracht gezogen werden, dass in beiden Mutanten der Threonin-Rest mutiert ist. Vielleicht
ist dessen Vorhandensein fur eine Phosphorylierung an Tyrosin in vivo notwendig.

Da die EDY-Mutante biologische Aktivitat aufweist, bedeutet das, dass der negativ geladene
Glutamatrest in der Lage ist, fur ein phosphoryliertes Threonin zu substituieren und die
Kinase zu aktivieren, wenn auch nachweisbar nur in vivo, da die rekombinante EDY-Mutante
in vitro keine MBP-Phosphorylierung zeigt. In anderen Studien war eine konstitutive
Aktivierung einer MAP Kinase durch Ersatz eines oder beider Reste im Aktivierungsmotiv
durch geladene Aminosauren nicht méglich (Her et al., 1993; Robbins et al., 1993; Zhang et
al.,, 1995). Hier konnte bei einigen Kinasen, wie z.B. der MAP Kinase Hog1 aus S.
cerevisiae, durch Ersatz bestimmter Reste aullerhalb des Aktivierungsmotivs eine
Verstarkung der Aktivitat bzw. eine konstitutive Aktivierung erreicht werden (Bell et al., 2001;
Bell und Engelberg, 2003). Auch fir ERK2 konnten sogenannte ,gain of function“-Mutanten
aulerhalb des Aktivierungsmotivs identifiziert werden, die vor allem zu einer starkeren
Autophosphorylierung der Kinasen an Tyrosin und Threonin fihren und die Kinase damit fast
unabhangig von einer Aktivierung durch MKK1 machen (Emrick et al., 2001). In dieser

Hinsicht unterscheidet sich LmxMPK1 also deutlich von MAP Kinasen héherer Eukaryoten.

Daruber hinaus wurde gezeigt, dass die EDY-Mutante -und wahrscheinlich auch die Wt-
Kinase- von keiner anderen Kinase in vivo an Tyrosin phosphoryliert wird. Im Gegensatz
dazu wurde fur ERK2 gezeigt, dass sowohl eine EEY- als auch eine TEE-Mutante in vivo
phosphoryliert werden (Her et al., 1993). Darliber hinaus zeigten beide Mutanten in
Immunoprazipitationsexperimenten mit anschlielendem Kinasetest keine
Substratphosphorylierung gegeniiber MBP, wie auch die rekombinant exprimierten
korrespondierenden Mutanten von LmxMPK1. Da die beiden ERK2-Mutanten allerdings nicht
in einem ERK2-Deletionshintergrund exprimiert wurden, Iasst sich keine Aussage Uber ihre

biologische Aktivitat treffen.

Da die ADF-Mutante, die ebenfalls in beiden Lebensstadien nicht in der Lage war, das
Fehlen von LmxMPK1 zu kompensieren, auch ausschlieBlich unter den nicht-
phosphorylierten Proteinen zu finden ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass LmxMPK1 in vivo

an keinem anderen Rest phosphoryliert wird, als an dem Threonin des Aktivierungsmotivs.



Diskussion 124

Fur eine andere MAP Kinase aus L. mexicana, LmxMPK3, ist bekannt, dass sie ebenfalls an
keinem Rest auRerhalb des Aktivierungsmotivs phosphoryliert wird (Erdmann et al., 2006),
zusatzlich konnte auch bei dieser Kinase in der durch LmxMKK aktivierten Form eine
Tyrosinphosphorylierung bisher nicht zuverldssig nachgewiesen werden (Wiese und
Mitarbeiter, unveréffentlicht).

Fur andere MAP Kinasen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sie nicht aul3erhalb des
Aktivierungsmotivs (Her et al., 1993; Payne et al., 1991), trotz allem aber auch an dem

Tyrosinrest des Aktivierungsmotivs phosphoryliert werden.

Einen weiteren Hinweis, der die Hypothese stiitzt, dass eine Phosphorylierung an Threonin
fir eine Aktivitdt von LmxMPK1 ausreichend ist, findet man bei Betrachtung der
Eigenschaften der TDF-Mutante. Diese Mutante ist trotz des kompletten Fehlens des
Tyrosinrestes in der Lage, sowohl in Pro- als auch in Amastigoten zumindest zumTeil das
Fehlen von LmxMPK1Wt zu kompensieren. In Promastigoten proliferiert diese Mutante zwar
langsamer als der Wt und die EDY-Mutante, aber deutlich schneller als die anderen
Mutanten. In Infektionsexperimenten kann diese Kinase die Infektiositdt der Parasiten in
demselben Mal} wiederherstellen, wie die EDY-Mutante. In vitro zeigt die Mutante keine
Substratphosphorylierung, was entweder daran liegen kann, dass MBP, wie schon erwahnt,
ein schlechtes Substrat darstellt, aber auch daran, dass die Kinase in vitro nicht an Threonin
phosphoryliert ist, da ein Aktivator fehlt. In Promastigoten liegt die Mutante zum Teil in
phosphoryliertem Zustand vor, ist aber auch unter den nicht-phosphorylierten Proteinen zu
finden. Moéglicherweise ist hier die Threoninphosphorylierung durch den Aktivator nicht so

effektiv wie beim Wt, da der mutierte Phenylalaninrest die Phosphatiibertragung stort.

Im Gegensatz dazu ist die TDE-Mutante nicht befahigt, die Proliferationsrate sowie die
Infektiositat der Leishmanien wiederherzustellen, obwohl sie, genau wie die TDF-Mutante, in
Promastigoten auch bis zu einem gewissen Grad phosphoryliert und somit aktiviert wird. Hier
gibt es zwei Mdglichkeiten, dies zu erklaren: entweder ist durch den geladenen Glutamat-
Rest anstelle des -—normalerweise scheinbar nicht-phosphorylierten- Tyrosins die
Substratbindung oder die Phosphatiibertragung auf das Substrat nicht mdglich, oder eine
Phosphorylierung an Tyrosin (die durch das Glutamat vorgetauscht wird) inaktiviert die
Kinase zielgerichtet. Da in der TDF-Mutante nur der ungeladene Phenylalaninrest vorliegt,
wird ein nicht-phosphoryliertes Tyrosin vorgetauscht und die Substratphosphorylierung in

vivo ist moéglich, wenn auch wahrscheinlich schlechter als bei LmxMPK1Wt.

Fur die Hefe-MAP Kinase Hog1 konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Tyrosinrest des

Aktivierungsmotivs nicht essentiell fur die biologische Aktivitat ist. In diesem Fall war eine
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TXF-Mutante von Hog1 in der Lage eine Hog1-Deletionsmutante zu komplementieren,
obwohl die immunprazipitierte TXF-Mutante in vitro keine Aktivitat zeigte (Bell und
Engelberg, 2003). Trotz allem ist aber nicht klar, ob der Tyrosinrest in der Wt-Hog1
phosphoryliert wird oder nicht. Auch fir die Sduger-MAP Kinase ERK8 wurde gezeigt, dass
die Phosphorylierung an Threonin eine grof3ere Rolle bezuglich der enzymatischen Aktivitat
spielt. Hier zeigte eine rekombinante ERKS8, die an Tyrosin dephosphoryliert wurde eine um
15-20% reduzierte Aktivitat, wahrend eine Dephosphorylierung an Threonin zu einer 95%-
igen Reduktion der Aktivitat fuhrte (Klevernic et al., 2006). Bei dieser Kinase sowie auch bei
der Sauger-MAP Kinase ERK7, handelt es sich um MAP-Kinase-Homologe, die sich durch
Autophosphorylierung an Threonin und Tyrosin selbst aktivieren kdnnen (Abe et al., 2001;
Klevernic et al.,, 2006; Abe et al., 2002). Dies kann fur LmxMPK1 mit groRRer
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da sie sich nicht an Threonin autophosphoryliert
(siehe 4.2.3.3).

Es konnte gezeigt werden, dass im Fall von LmxMPK1 in vivo eine Phosphorylierung an
Tyrosin nicht stattfindet und fir eine Aktivitdt der Kinase offensichtlich auch nicht notig ist,
was einen deutlichen Unterschied zu den MAP Kinasen hdherer Eukaryoten darstellt.

Die oben diskutierte Hypothese einer Inaktivierung der Kinase durch Phosphorylierung an
Tyrosin ware allerdings ein vollig neuer, auf keine andere bekannte MAP Kinase zutreffender
Mechanismus, daher ist diese Theorie bis zu ihrem Beweis reine Spekulation.
Normalerweise miussen MAP Kinasen sowohl an Threonin als auch an Tyrosin
phosphoryliert sein, um maximale Aktivitat zu erreichen (Cobb und Goldsmith, 1995). Kénnte
man diese Hypothese allerdings bestatigen, bdte sich hier durch den gravierenden
Unterschied zu MAP Kinasen héherer Eukaryoten ein hdchst interessanter Ansatzpunkt fir

eine medikamentdse Therapie der Leishmaniasis.

5.2 Die Suche nach Aktivatoren von LmxMPK1
Um die Kaskade, deren Teil LmxMPK?1 ist -zumindest zum Teil- aufzuklaren aber vor allem

auch, um bei der Substratsuche eine aktivierte Kinase zur Verfugung zu haben, sollte
versucht werden, den Aktivator von LmxMPK1 zu identifizieren. Normalerweise besteht eine
klassische MAP Kinase Kaskade, wie schon beschrieben, aus drei Kernelementen: den MAP
Kinase Kinase Kinasen (MAPKKK), den MAP Kinase Kinasen (MAPKK) und den MAP
Kinasen in der Reihenfolge ihrer Aktivierung. Die ersten MAP Kinase Kaskaden, die Anfang
der neunziger Jahre aufgeschlisselt wurden, fanden ihren Ursprung in der Entdeckung
zweier Kinasen, die, durch Insulin stimuliert, das Mikrotubuli-assoziierte Protein 2 (MAP2)
phosphorylierten, daher auch die Bezeichnung MAP-Kinase (Ray und Sturgill, 1987). Spater
wurde der Name dieser Kinasen in anbetracht der Tatsache, dass sie in vielen Zelltypen

durch Mitogene und Wachstumsfaktoren aktiviert werden, in Mitogen-aktivierte
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Proteinkinasen geéandert. Bei diesen Kinasen handelt es sich um die bis heute am besten
untersuchten und meistzitierten MAP-Kinasen, ERK1 und ERK2, die 83% Sequenzidentitat
untereinander aufweisen. Wenig spater entdeckte man, dass diese Kinasen durch zweifache
Phosphorylierung an einem Threonin- und einem Tyrosinrest phosphoryliert werden
(Anderson et al., 1990), katalysiert durch sogenannte dual-spezifische MAP Kinase Kinasen,
in diesem Fall MEK1 und 2 (MAP Kinase/ERK Kinase1/2; Ahn et al., 1991; Gomez und
Cohen, 1991). Bis zum heutigen Tag sind viele dieser klassischen Kaskaden in diversen
Organismen von der Hefe bis zum Menschen aufgedeckt worden. So werden die MAP
Kinase Kaskaden in héheren Eukaryoten in drei verschiedene Hauptgruppen eingeteilt: Zum
einen die ERK-Gruppe, die aus der MAPKKK Raf, den MAPKK MEK1 und 2 sowie ERK1
und 2 besteht, zum anderen die p38-Gruppe, zusammengesetzt aus TAK/ASK/TAO, MEKS,
4 und 6 auf der Stufe der MAPKKs und den vier p38-Kinasen (Hommes et al., 2003). Die
dritte Gruppe wird von MEKK1 bis 4, MEK4 und 7 sowie den JNK/SAPK (c-Jun N-terminal
kinases/Stress-activated protein kinases) gebildet. Zusatzlich gibt es auch noch eine
klassische Kaskade, die Uber ERK5 verlduft, sowie einige andere MAP-Kinasen, die
entweder nicht in klassische Kaskaden eingebunden sind, oder noch nicht eindeutig
zugeordnet werden konnten, wie z.B. ERK7 und ERKS, die sich scheinbar selbst aktivieren,
oder MAK (Male germ cell-associated Kinase; Abe et al., 2001; Abe et al., 2002; Klevernic et
al., 2006; Chen et al., 2001). Insgesamt wurden bisher 22 Sauger-MAP-Kinasen identifiziert,
dem gegenuber stehen 7 bereits identifizierte MAPKKs (Pearson et al., 2001). Wie die MAP-
Kinasen werden auch MAPKKs durch Phosphorylierung an zwei Resten in der
Aktivierungsschleife zwischen Subdomane VII und VIII aktiviert (Alessi et al., 1994; Zheng
und Guan, 1993). Im Gegensatz zu den MAP Kinasen handelt es sich bei den beiden Resten
allerdings um Serin- bzw. Threoninreste in einem S/T-X-X-X-S/T-Motiv und jede
Phosphorylierung fiir sich reicht schon fir eine partielle Aktivierung der Kinase aus. Ebenfalls
unterscheiden sich MAPKK von ihren Substraten, den MAP Kinasen dadurch, dass sie sich
durch Mutation der Phosphorylierungsstellen zu negativ geladenen Aminosauren (Aspartat

und Glutamat) konstitutiv aktivieren lassen (Mansour et al., 1996; Whalen et al., 1997).

MAPKKs besitzen im Gegensatz zu den meisten anderen Proteinkinasen eine sehr hohe
Substratspezifitat. Aulder den ihnen untergeordneten MAP-Kinasen phosphorylieren sie so
gut wie keine anderen zellularen Proteine (Nishida und Gotoh, 1993; Chen et al., 2001). Fir
die MAPKK MEK1 und 2 wurde beispielsweise eine Auswahl an Proteinen und Peptiden
getestet, um mdogliche in vitro-Substrate flir Aktivitdtstests zu identifizieren, jedoch ohne
Erfolg (Seger et al., 1992). Fiir MEK4 allerdings konnte gezeigt werden, dass sie wenigstens
ein Protein phosphoryliert, welches keine MAP Kinase ist (Lee et al., 2000), was darauf

schlieRen lasst, dass auch andere MAPKK evtl. noch andere Substrate besitzen.



Diskussion 127

Interessanterweise phosphorylieren die meisten MAPKK hdéherer Eukaryoten keine
artifiziellen Substratproteine wie z.B. Myelin basisches Protein (MBP), welches ein
Standardsubstrat fur den Aktivitatstest mit MAP Kinasen ist (Zheng und Guan, 1993). Meist
wird die Aktivierung der MEKs durch respektive Aktivierung und MBP-Phosphorylierung der
zugehdrigen MAP Kinase gezeigt. Dagegen konnte gezeigt werden, dass rekombinant
exprimierte Pflanzen MAPKK, wie z.B. ZmMEK1 aus Zea mays und NtMEK1 aus Nicotiana
tabacum auch MBP phosphorylieren kénnen (Hardin und Wolniak, 1998; Calderini et al.,
2001). Die Pflanzen-MAPKK weisen wie auch die meisten MAPKK aus Leishmania eine um
zwei Aminosauren verlangerte Konsensussequenz in der Aktivierungsschleife auf (S/T-X-X-
X-X-X-S/T). Moglicherweise verandert sich das Substratspektrum der Enzyme durch diesen
Unterschied, da die Subdomane VIII der MAPKK normalerweise auch an der
Substraterkennung beteiligt ist. Interessanterweise gibt es in Leishmania auch MAPKK wie
z.B. LmxPK4, die auch ohne eine ,gain of function“-Mutation der Phosphorylierungsstellen
bereits in rekombinanter Form aktiv sind, wahrend andere, wie z.B. LmxMKK in ihrer Wt-
Form keinerlei Aktivitat zeigen (Kuhn, 2004; Scholz, 2003; Wiese et al., 2003a).

Um den Aktivator einer MAP-Kinase zu identifizieren, gibt es nur wenige Moglichkeiten. So
kann z.B. versucht werden, eine Aktivierung einer markierten oder an ein festes Material
gebundenen MAP-Kinase durch Prainkubation mit Zelllysaten zu erreichen. Meist missen
diese zuvor einem Stimulus ausgesetzt werden, der bekannt sein muss, damit die im Lysat
enthaltenen MAPKK aktiviert werden. Im Anschluss an die Prdinkubation wascht man das
Lysat von der MAP Kinase und testet nun deren Aktivitdt z.B. gegeniber MBP. Findet man
eine Aktivierung vor, kann man nun beginnen das Zelllysat zu fraktionieren und den
Aktivierungstest mit den einzelnen Fraktionen zu wiederholen, so lange bis man eine
distinkte Aktivatorkinase findet. Mit diesem Ansatz wurde z.B. erfolgreich der Aktivator von
ERK2 identifiziert (Nakielny et al., 1992). Im Rahmen dieser Arbeit wurde dies auch fur
LmxMPK1 versucht, allerdings ohne Erfolg. Mdglicherweise fehlte ein bestimmter Stimulus

um im Lysat eine aktive MAPKK zu erhalten (nicht gezeigt).

Ein weiterer Ansatz, einen Aktivator zu finden besteht darin, bekannte und vorhandene
MAPKK oder andere Kinasen auf ihre Fahigkeit, die MAP-Kinase zu aktivieren bzw. zu

phosphorylieren, zu testen. Dieser Ansatz wurde im Rahmen dieser Arbeit verfolgt.

5.2.1 Test verschiedener bereits vorliegender putativer Aktivatoren
Wie bereits unter 4.3.1 beschrieben waren zu Beginn der Arbeit einige putative

Aktivatorkinasen in unserem Labor bereits identifiziert, kloniert und teilweise auch schon
untersucht worden. Zur Untersuchung standen die drei putativen MAPKK LmxMKK, LmxPK4

und LmxPK2 zur Verfigung. Dariber hinaus lagen zwei weitere Kinasen vor, die bei einer
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Suche nach MAPKK mittels degenerierter Oligonukleotide identifiziert worden waren, die in
einer aktuellen Studie jedoch als potentielle Calcium-/Calmodulin-regulierte Kinasen (CRK)
eingestuft wurden (Parsons et al., 2005). Dabei handelt es sich um die Kinasen LmxPK1 und
LmxPK3. Die beiden MAPKK LmxPK4 und LmxMKK waren bereits recht gut charakterisiert
und untersucht worden. So zeigte LmxPK4 bereits in ihrer Wt-Form
Phosphorylierungsaktivitdt gegeniber MBP und war bereits als mdglicher Aktivator von
LmxMPK9 diskutiert worden (Kuhn und Wiese, 2005; Kuhn, 2004). LmxMKK hingegen zeigte
nur in einer konstitutiv aktivierten Form (Mut2) Aktivitat. Hier war eine Region aus konstitutiv
aktivierter Maus-MKK1 in die Aktivierungsschleife eingefligt worden (Mansour et al., 1996;
Wiese et al., 2003a). LmxMKK war bereits erfolgreich als Aktivator von LmxMPK3 identifiziert
worden; beiden Kinasen wird eine Rolle bei der Flagellenmorphogenese zugeschrieben
(Erdmann et al., 2006). Fir LmxPK2 lag neben Wt-Konstrukten ebenfalls eine wie oben
hergestellte konstitutiv aktivierte Mutante (Mut2) vor, diese Kinase war aber bisher nicht
weiter untersucht worden. In Aktivitatstests zeigte sich, dass hier ebenfalls nur die konstitutiv
aktivierte Mutante in der Lage war, starke Auto- und MBP-Phosphorylierung durchzufiihren.
Auch LmxPK1 und PK3 waren zuvor nicht untersucht worden und wurden hier zum ersten

Mal auf ihre Aktivitat getestet.

In der Proteinexpression und Aufreinigung als GST-Fusionsprotein zeigten sich fir alle finf
Kinasen grof3e Unterschiede: LmxMKKMut2 sowie LmxPK4 lieen sich in grofder Menge und
relativ sauber aufreinigen wahrend LmxPK1 und 3 auch in relativ groRer Menge aufgereinigt
wurden, jedoch viele weitere Proteinbanden in den Eluaten aufwiesen. Dabei kann es sich
sowohl um Abbauprodukte als auch um maégliche vorzeitige Kettenabbruchprodukte bei der
Proteinexpression handeln, die aufgrund des N-terminalen GST-Tags ebenfalls mit
aufgereinigt wurden. Bei der Proteinexpression von Leishmanien-Proteinen in E. coli kommt
es haufig zu Kettenabbrichen, da viele Leishmanien-Gene im Gegensatz zu Genen anderer
Organismen sehr GC-reich sind, also haufig die Basen Guanin und Cytosin enthalten. Bei
der Proteinexpression in E. coli kann es dann passieren, dass bestimmte tRNAs nicht in
ausreichender Menge vorhanden sind und es daher zum vorzeitigen Kettenabbruch der
Proteinsynthese kommt. Zum Teil kann man diese Problematik durch Verwendung
bestimmter E. coli-Stdmme umgehen. LmxPK2Mut2 hingegen war im Eluat nur in sehr
geringer Menge vorhanden, daflir aber relativ sauber. Hier handelt es sich allerdings um ein
sehr grolRes Protein (mit GST: 146 kD). GroRe Proteine lassen sich erfahrungsgemald eher
schlecht exprimieren und aufreinigen, da es neben den erwahnten Kettenabbriichen auch zu
falschen Faltungen und Abbau kommen kann und die Proteine oft nicht oder nur schlecht

|6slich sind.
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Im zunachst durchgefuhrten Kinase-Test mit MBP als Substrat zeigten die beiden bereits
charakterisierten Kinasen LmxPK4 und LmxMKKMut2 wie erwartet starke Auto- und
Substratphosphorylierungsaktivitat, wie auch LmxPK2Mut2, die trotz geringer Proteinmenge
eine sehr starke Auto- und eine gute MBP-Phosphorylierung aufwies. LmxPK3 zeigte unter
den fur MAPKK gewahlten Bedingungen ebenfalls gute Aktivitat, obwohl es sich laut Parsons
et al. (2005) hier um eine Calcium-/Calmodulin-abhangige Kinase handeln sollte. LmxPK1
zeigte als einzige Kinase keine Aktivitat. Eine leichte Autophosphorylierung ist zu erkennen,
allerdings lag auch nach langer Expositionszeit eines Films keinerlei MBP-Phosphorylierung
vor. Diese Kinase wurde daraufhin gemeinsam mit LmxPK3 auch noch einmal unter fir
Calcium-/Calmodulin-abhangige Kinasen geeigneten Bedingungen getestet. Auch hier zeigte
sie allerdings keine Aktivitat, wahrend LmxPK3 aktiv war. Dies kann allerdings auch daran
liegen, dass in dem zugehdrigen Puffer auch Mg*-lonen vorlagen, so dass es sich bei

LmxPK3 moglicherweise doch um eine MAPKK handelt.

Zur Untersuchung der putativen Aktivatoren auf ihre Fahigkeit, LmxMPK1 zu aktivieren, gab
es nun zwei verschiedene Moglichkeiten. Zum einen wurden die Aktivatoren mit
LmxMPK1W1t prainkubiert und anschlielfiend deren Fahigkeit, MBP zu phosphorylieren im
Vergleich mit einer ohne Aktivator prainkubierten LmxMPK1Wt getestet. Zum anderen wurde
untersucht, ob die Aktivatoren in der Lage waren, die inaktive Mutante LmxMPK1K43M zu
phosphorylieren. Im Aktivierungstest mit rekombinanter LmxMPK1Wt zeigte keine der
getesteten Kinasen eine potentielle Aktivatorfunktion. Einzig in Kombination mit LmxPK4
zeigte sich eine leichte Verstarkung der MBP-Phosphorylierung; im Falle einer echten
Aktivierung wird die Aktivitat allerdings um mindestens das 30-fache (Erdmann et al., 2006)
aber teilweise auch bis zu 1000-fach (Khokhlatchev et al., 1997; Robbins et al., 1993)
gesteigert.

Auch im Phosphorylierungstest mit inaktiver LmxMPK1K43M liel3 sich keine signifikante
Phosphorylierung durch eine der getesteten Aktivatorkinasen nachweisen, was dafir spricht,
dass keine der getesteten Kinasen LmxMPK1 aktiviert. Eine Ausnahme stellt LmxPK1 dar,

die Uberhaupt keine Aktivitat zeigte und daher noch naher untersucht werden muss.

5.2.2 Identifikation neuer putativer MAPKKs aus L. mexicana
Da keine der bereits vorliegenden MAPKK aus L. mexicana in der Lage war, LmxMPK1Wt zu

aktivieren, wurde nach neuen putativen MAPKK gesucht. Parsons et al. beschreiben in ihrer
Veroffentlichung drei weitere putative MAPKK-Homologe in L. major mit den zugehdrigen
Genen LmjF36.0860, LmjF32.1020 uns LmjF07.0250. Basierend auf konservierten Regionen

der L. major-Sequenzen wurden Sonden erstellt, mit denen einen gDNA-Phagenbank von L.
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mexicana durchsucht wurde, da das L. mexicana-Genomprojekt zu diesem Zeitpunkt noch

nicht weit fortgeschritten war. Alle drei Gene konnten identifiziert und subkloniert werden.

Die Proteinsequenzen der drei neuen MAPKKs weisen vor allem zu Kinasen aus den
anderen Trypanosomatiden hohe Homologie von 60 bis Uber 90% auch auflerhalb der
Kinase-Domane auf. Im Vergleich mit MAPKK aus anderen Organismen findet sich nur
Homologie in der Kinase-Domane. Wahrend die Sequenzen der katalytischen Domanen von
bestimmten MAPKK aus Mensch, Ratte oder Drosophila eine 70-90%-ige Identitat ihre
Aminosauren untereinander aufweisen (Li et al.,, 1996), liegt diese flir alle drei neuen
MAPKKs aus L. mexicana nur bei 27-ca. 40%. Auch die bereits untersuchten MAPKK
LmxPK4 und LmxMKK weisen nur 30-40% Homologie in ihrer Kinase-Domane zu MAPKK
anderer Organismen auf, was drauf hindeutet, dass sich die Trypanosomatiden-MAPKK
schon zu einem friihen evolutiondren Zeitpunkt von gemeinsamen Vorlauferproteinen
abgespalten haben.

LmxPKS5 ist von den drei neuen MAPKK mit 58 kD das kleinste Protein. Sie besitzt eine
klassische katalytische Domane, die alle bekannten Eigenschaften einer MAPKK aufweist
(siehe 4.3.2.1) und einen circa 200 Aminosauren umfassenden C-terminalen Bereich, fir den
bisher keine Funktion bekannt ist. Die Kinase-Domane beginnt bei Aminosaure (As) 59, kurz
darauf folgt der in Kinasen hoch konservierte so genannte Phosphatanker, eine glycinreiche
Region (G-X-G-X-X-G; bei LmxPK5: G-K-G-S-S-G), die an der ATP-Bindung beteiligt ist.
Subdoméne Il weist an Position 88 einen invarianten Lysinrest auf, der essentiell fur die
Phosphatibertragung ist (Matte et al., 1998; Hanks et al., 1988). Auch die klassische
Aktivierungsstelle ist in LmxPK5 vorhanden, hier findet sich die Sequenz S-S-N-L-E-C-T, die
mit den beiden Serinresten sogar drei potentielle Phosphorylierungsstellen aufweist. Eine
klassische MAPK Docking-Domane zur Interaktion mit einer MAP Kinase besitzt LmxPK5 in
dem Sinne nicht. Hierbei handelt es sich um eine Abfolge mindestens zweier basischer
Reste, die durch einen Spacer von einer bis funf As getrennt sind von einer L/I/V-X-L/I/V-
Sequenz und die sich am aufersten N-terminalen Ende der MAPKK befindet (Bardwell et al.,
2001; Jacobs et al., 1999). Bei LmxPK4 findet man hier z.B. die Sequenz K-R-P-Q-A-L-E-K-
L-H-V. Bei LmxPKS5 finden sich zwar zwei basische Reste, die jedoch durch einen Leucinrest

getrennt sind und denen dann sofort das o. g. Motiv nachfolgt (R-L-K-I-N-L).

Die zweite neue MAPKK, LmxPK6, weist ein Molekulargewicht von 89 kD auf und stellt damit
schon ein recht groBes Protein dar. Hier findet man die geringste Homologie der
Aminosauresequenz aller drei neuen MAPKK zu T. brucei und T. cruzi (47 bzw. 51%).
Zudem weisen die beiden Trypanosomen-Kinasen Signalpeptide auf, die in dem

Leishmanien-Protein nicht zu finden sind. Auch LmxPK6 besitzt die klassische Kinase-
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Domane, hier befindet sie sich jedoch weit am C-terminalen Ende des Proteins. Dem langen
N-Terminus (375 As) konnte wie auch dem C-Terminus von LmxPKS$ bisher keine Funktion
zugesprochen werden. Auch in LmxPK6 findet sich kurz nach Beginn der Kinase-Domane
der Phosphatanker mit der Sequenz G-K-G-T-Q-G sowie der invariante Lysinrest an Position
403. Auch LmxPK6 besitzt keine klassische MAPK Docking-Domane, hier finden sich zwar
zwei basische Reste, die durch einen weiteren Rest von einem Leucin getrennt sind, jedoch
fehlt der letzte Teil des Motivs, der zweite hydrophobe Rest, stattdessen findet sich hier ein
Threoninrest (K-R-P-L-R-T). Ein weiterer Unterschied zu klassischen MAPKK findet sich bei
LmxPK6 in der Aktivierungsschleife, hier findet sich nicht das S/T-X-X-X-X-X-S/T-Motiv,
sondern nur ein einzelner Serinrest. Weiterhin wurde durch Einsatz des PSORT Il Servers
eine nukleare Lokalisation vorhergesagt. Normalerweise finden sich MAPKK nicht im
Zellkern. Sie phosphorylieren ihre Substrate, die MAP Kinasen, im Cytosol; die aktivierten
MAP Kinasen wandern dann oftmals in den Zellkern, um dort z.B. Transkriptionsfaktoren zu
aktivieren. Allerdings konnte flir GFP (green fluorescent protein)- markierte LmxPK4 eine

Lokalisation im Zellkern nachgewiesen werden (Kuhn, 2004).

Die ungewohnlichste der neuen MAPKK ist LmxPK7. Hier handelt es sich um ein sehr
groBes Protein, in ihrer vollen Lange besitzt diese Kinase ein vorhergesagtes
Molekulargewicht von 190 kD. In den anderen Leishmania-Spezies findet man Homologe,
die eine relativ hohe Sequenzidentitdt aufweisen. In den beiden Trypanosomen-Spezies
jedoch existieren zwar auch Orthologe, diese besitzen jedoch nur ein Molekulargewicht von
jeweils ca. 80 kD. LmxPK7 weist in ihrer Kinase-Domane fast alle typischen MAPKK-Motive
auf. So findet man bei As 1420 ein typisches Serin/Threonin-Kinase-Motiv (DIKPGN) und
nach dem konservierten DFG-Motiv eine putative Aktivierungssequenz (SQRCDS).
AnschlieBend folgt normalerweise ein weiteres Motiv, dass die Klassifizierung in
Serin/Threonin-Kinasen oder Tyrosinkinasen erlaubt (G-T/S-X-X-Y/F-X-A-P-E  bei
Serin/Threoninkinasen, P-1/V-K/R-W-T/M-A-P-E; Hanks et al., 1988). Dieses Motiv findet sich
bei LmxPK7 erst nach einem Einschub von ca. 150 As (G-T-D-K-Y-M-S-P-E), was darauf
hindeuten kann, dass es sich bei LmxPK7 um ein nicht funktionelles Protein handelt.
Méglicherweise hatten die Trypanosomatiden ein gemeinsames Vorlauferprotein, in welchem
in den Leishmania-Spezies —auch in der Kinase-Domane- Insertionen stattgefunden haben,

was den starken Grof3enunterschied erklaren wiirde (siehe auch 9.3.5).

Nun wurden die drei neuen MAPKK (bei LmxPK7 nur die Kinase-Domane) rekombinant in E.
coli exprimiert und aufgereinigt. Im Eluat von LmxPK5 liegt auch ein Protein der richtigen
Grole in relativ guter Ausbeute vor, bei LmxPKG6 stellte sich ein dhnliches Problem wie bei

LmxPK2. Auch hier handelt es sich um ein recht grol3es Protein, was meist nur schlecht in
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I@slicher Form exprimiert wird. Zudem scheint es hier auch zu Abbau oder vorzeitigem
Kettenabbruch gekommen zu sein, da einige andere, kleinere Proteinbanden zu erkennen
sind. LmxPK7C-term konnte als 6xHis-Protein gar nicht und als Strep-Fusionsprotein nur in
sehr geringer Menge, dafur aber recht sauber aufgereinigt werden. Im Kinase-Aktivitatstest
mit MBP zeigte LmxPK5 als einzige der drei Kinasen eine relativ starke
Autophosphorylierung sowie eine gute MBP-Phosphorylierung, LmxPK6 wies ebenso wie
LmxPK7C-term keine Aktivitat auf. Auch eine aktivierte Form der LmxPK6 (Mut2), die nach
demselben Prinzip wie die aktivierten Formen von LmxMKK und LmxPK2 hergestellt worden
war, zeigte keinerlei Aktivitat. In Kombination mit der inaktiven K43M-Mutante von LmxMPK1
zeigte sich auch keine Phosphorylierung, so dass zumindest LmxPK5 auch sehr

wahrscheinlich als Aktivator von LmxMPK1 ausgeschlossen werden kann.

Fir LmxPK7 ist fraglich, ob es sich um eine funktionelle Kinase handelt. LmxPK6 muss noch
weiter untersucht werden, méglicherweise kann die Kinase auf eine andere Weise aktiviert
werden. Deletionsmutanten in L. mexicana konnten ebenfalls Aufschluss Uber mdogliche

Funktionen der Proteine geben.

Ein Alignment der Kinase-Doméanen aller bisher bekannten und hier untersuchten MAPKKs
wurde angefertigt und zeigte einige erstaunliche Gegebenheiten auf (siehe 9.3.2). So besitzt
die inaktive Kinase LmxPK1 keine Phosphatankersequenz (G-X-G-X-X-G), was ein Grund
fur die fehlende Aktivitat darstellen kdnnte. Auch LmxPK6 und LmxPK7 zeigen relativ grof3e
Unterschiede zu den anderen MAPKK und zeichnen sich (hier vor allem LmxPK7) durch
groRe Insertionen in der Kinase-Domane aus. Untersucht man die Ahnlichkeit der
verschiedenen MAPKK untereinander so steht LmxPK6 aulen vor, sie besitzt am wenigsten
Ahnlichkeit zu den anderen Kinasen. Gruppen werden gebildet von LmxMKK und PK?7,
LmxPK5 und PK4 so wie —wie erwartet-LmxPK1 und PK3. LmxPK2 bildet mit den beiden

letztgenannten eine Untergruppe, steht in dieser aber allein da.

5.2.3 Aktivatortest mit zwei anderen, Zellzyklus-regulierenden Kinasen
Wie bereits beschrieben, zeigt eine LmxMPK1-Deletionsmutante sowohl in Pro- als auch in

Amastigoten starke Proliferationsdefekte. In Amastigoten ist in Abwesenheit der Kinase
Uberhaupt keine Proliferation mehr moglich. Da Promastigote auch in Abwesenheit von
LmxMPK1 (berleben koénnen, sich aber deutlich schlechter teilen, gibt es in diesem
Lebensstadium wahrscheinlich noch eine oder mehrere andere Kinasen, die die Aufgaben
von LmxMPK1 zumindest teilweise Ubernehmen kdnnen. So konnte z.B. auch fir eine
Deletionsmutante von ERK1 in Mausen gezeigt werden, dass das Fehlen von ERK1 aul3er
geringen Auswirkungen auf die Proliferation von Thymocyten keine Folgen hat, so dass man

vermuten kann, dass viele Aufgaben, von ERK1 in diesem Fall auch von ERK2 tGibernommen
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werden koénnen (Pages et al.,, 1999). Zudem besitzen selbst MAP Kinasen aus
verschiedenen Untergruppen wie z.B. ERK2 und p38 gemeinsame Substrate wie z.B. den
Transkriptionsfaktor Pax6 (Walther und Gruss, 1991; Mikkola et al., 1999).

Im Rahmen der Proliferation spielt naturlich der Zellzyklus eine entscheidende Rolle. Der
Zellzyklus, der sich in verschiedene Phasen unterteilt, wird in proliferierenden Zellen nach
jeder Teilung erneut durchlaufen. Nach jeder Mitose, der Teilung der zwei Tochterzellen,
entscheidet sich aufs neue, ob die Zelle nach der Neubildung aller wichtigen Zellbestandteile
und Organellen in der G4-Phase in eine Ruhephase genannt Gy, Ubergeht oder sich erneut
teilt. Im Falle einer Teilung geht die Zelle in die S (Synthese)-Phase Uber, in der die DNA
verdoppelt wird. In der G,-Phase wird die Zelle dann schlieRlich auf die Mitose vorbereitet
und zellteilungsspezifische Proteine werden synthetisiert, bevor die neu entstandenen
Tochterzellen sich wahrend der M (Mitose)-Phase trennen. Am Fortschreiten des Zellzyklus
sind viele verschiedene Proteinkinasen beteiligt. Eine wichtige Rolle spielen in hodheren
Eukaryoten z.B. die zyklinabhangigen Kinasen (Cyclin dependent kinases; cdks), die mit

inren Liganden, den Zyklinen die verschiedenen Phasen des Zellzyklus regulieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Zellzyklus-regulierende Kinasen aus L. mexicana auf
ihre Fahigkeit, LmxMPK1 zu phosphorylieren Uberprift. Dabei handelt es sich zum einen um
eine Polo-Kinase. Polo-Kinasen wurden zuerst in Drosophila melanogaster entdeckt
(Carmena et al.,, 1998), wo sie eine Rolle bei mitotischen Prozessen spielen. Es wurden
Mutanten identifiziert, die Defekte an ihren Spindelpolen aufwiesen und die daher nach den
magnetischen Polen der Erde oder geomagnetischen Phanomenen, die mit den Polen
assoziiert sind benannt wurden (Polo, Aurora; van de Weerdt und Medema, 2006). Zum
anderen wurde die LmxCRK3-Kinase eingesetzt. Hier handelt es sich um eine Kinase, die
Ahnlichkeit zu den oben erwéhnten zyklinabhangigen Kinasen hat (CRK3: cdc2 related
kinase 3). Diese Kinase ist wahrscheinlich aktiv am Ubergang der Zellen von der G,-Phase
zur Mitose beteiligt (Hassan et al., 2001) und essentiell fir beide Lebensstadien der
Leishmanien. Blockiert man diese Kinase mithilfe eines spezifischen Inhibitors, so findet man
einen Block im Zellzyklus. Alle Zellen befinden sich nach einer gewissen Zeit in der G-
Phase, was man durch eine Analyse des DNA-Gehalts mittels FACS (Fluorescence

Activated Cell Sorting) herausfinden kann.

Beide Kinasen zeigten sich im Kinase-Test gegeniuber MBP aktiv. Diese beiden Kinasen
wurden nun wie oben erlautert in einen Assay mit rekombinanter LmxMPK1Wt sowie der
inaktiven K43M-Mutante eingesetzt. LmxPolo ist nicht in der Lage, die inaktive K43M-

Mutante von LmxMPK1 zu phosphorylieren, auch zeigt sie keine Verstarkung der Aktivitat
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von LmxMPK1Wt. LmxCRKS3 zeigt ebenfalls keine Phosphorylierung von LmxMPK1K43M.
Aulerdem wurde getestet, ob LmxCRK3 in der Lage ist, LmxMPK1Wt zu phosphorylieren,
die sich zuvor an Tyrosin autophosphoryliert hat. Hintergrund war die Tatsache, dass
kirzlich mit der humanen Intestinalen Zell-Kinase (ICK) eine Kinase identifiziert worden war,
die durch Autophosphorylierung an Tyrosin sowie Threonin-Phosphorylierung durch einen
Aktivator aktiviert wird (Fu et al., 2005). Leider konnte auch hier keine weitere
Phosphorylierung von LmxMPK1Wt durch LmxCRK3 festgestellt werden. Daher kénnen
sowohl LmxPolo als auch LmxCRK3 ebenfalls als Aktivatoren von LmxMPK1

ausgeschlossen werden.

5.2.4 Zusatzliche Faktoren und andere Mdglichkeiten der Aktivierung von
MAP Kinasen

5.2.4.1 Gerist- (Scaffold-) Proteine und MAP Kinase-Kaskaden
MAP Kinase-Kaskaden oder —Module setzen sich wie beschrieben aus drei sich sequenziell

aktivierenden Enzymen in der Reihenfolge MAPKKK, MAPKK und MAPK zusammen. Dabei
ist es moglich, dass die Interaktion innerhalb eines solchen Moduls sich auf einen reinen
bindren Austauch von Phosphat zwischen je zwei Molekiilen beschrankt. Alternativ dazu
kann es aber auch sein, dass die Kaskaden raumlich und zeitlich durch ein Gerustprotein,
das mit allen drei Kinasen interagiert, koordiniert werden. Anhand kinstlicher Gerustproteine
konnte gezeigt werden, dass diese in der Lage sind, Signalweiterleitung durch ein MAP
Kinase-Modul zu ermdglichen (Harris et al.,, 2001; Park et al, 2003). Anhand
mathematischer Modelle wurde gezeigt, dass Gerlstproteine es vermégen, komplexe
kinetische Reaktionsmechanismen auf MAP Kinase-Kaskaden zu ubertragen (Ferrell, Jr.,
2000), daruber hinaus kann mittels solcher Komplexe Aktivierung durch irrelevante Stimuli
unterdriickt werden. Fir S. cerevisiae ist z.B. das Gerustprotein Ste5 essentiell fir die
Funktionalitat des Moduls, welches fur die sexuelle Reproduktion des Organismus (,mating"“)
verantwortlich ist (Bardwell et al., 2001). In hdheren Eukaryoten ist das Gerustprotein KSR
(kinase suppressor of Ras) verantwortlich fur die korrekte Weiterleitung und Regulation der
ERK-MAPK-Kaskaden (Morrison und Davis, 2003). Interessant dabei ist, dass das KSR-
Protein eine Domane enthalt, die mit nur wenigen Unterschieden einer Kinase-Domane
entspricht, so dass zunachst auch eine entsprechende Aktivitat vermutet wurde. KSR besitzt
aber nicht den konservierten Lysinrest (s.0.), der fir eine Kinase-Aktivitat essentiell ist
(Muller et al., 2000; Ohmachi et al., 2002). Ein anderes Protein, welches sowohl Kinase-
Aktivitat besitzt als auch als Gerustprotein dient, ist die 195 kD groRe MAPKKK MEKK1. Wie
z.B. auch LmxPK7 besitzt dieses Protein eine sehr lange N-terminale Doméane, die keine
katalytische Funktion hat, sondern fir Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich ist (Xu et
al., 1995). Daher ist es auch moglich, dass die beiden neuen potentiellen MAPKK LmxPK6

und LmxPK7 gar keine Funktion als MAPKK besitzen, sondern andere Aufgaben,
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moglicherweise auch die eines Gerustproteins, ausiben. Aullerdem ware es auch madglich,
dass LmxMPK1 zur Aktivierung solch eine spezifische Interaktion mit einem Gerustprotein
bendtigt. Bisher war es allerdings immer maoglich, die Interaktion zwischen einer MAPKK und
ihrer zugehdrigen MAPK durch Phosphorylierung in vitro zu zeigen, was daflir spricht, das
tatséchlich keine der getesteten Aktivatorkinasen die zu LmxMPK1 gehoérige MAPKK
darstellt. Es ware aber sicher interessant und hilfreich, auch in Leishmania nach solchen
Gerustproteinen zu suchen, um dann z.B. Uber Prazipitation von Immunkomplexen an neue

Komponenten der MAPK Kaskaden zu gelangen.

5.2.4.2 Ungewd6hnliche, MAPK-ahnliche MAPK Kaskaden
Eine andere Mdglichkeit, einen Aktivator fiur LmxMPK1 zu finden besteht darin, an anderer

Stelle als unter den MAPKK zu suchen. Sucht man nach Sequenzhomologien zwischen
LmxMPK1 und Kinasen hdherer Eukaryoten, taucht zum Beispiel als nachst verwandter
Nachbar aus dem Spektrum der humanen MAP Kinasen die Kinase ERK8 (48% Homologie)
auf, die bereits weiter oben diskutiert wurde. Diese Kinase scheint keinen Aktivator zu
besitzen und sich stattdessen durch Autophosphorylierung am Threonin- und Tyrosinrest des
konservierten TXY-Motivs selbst zu aktivieren (Klevernic et al., 2006). Vermutlich wird die
Aktivitdt dieser Kinase ausschliel3lich durch spezifische Phosphatasen reguliert, die sie
inaktivieren kdnnen. LmxMPK1 phosphoryliert sich ebenfalls selbst, wenn auch scheinbar
nur an Tyrosin. Zudem scheint diese Autophosphorylierung in vivo keine Rolle zu spielen.
Um eine mogliche Autoaktivierung aber vollstandig auszuschlieen, sind weitere Studien
notwendig. Daruber hinaus gibt es auch noch mit den MAP Kinasen verwandte Kinasen, die
ebenfalls als MAP Kinasen klassifiziert werden, wie z.B. die Male germ cell associated
kinase (MAK), die MAK related kinase (MRK), die Kinase MOK (MAPK/MAK/MRK
overlapping kinase) oder die KKIALRE- und die KKIAMRE-Kinasen (Miyata und Nishida,
1999). Viele dieser Kinasen weisen sowohl Eigenschaften von MAP Kinasen als auch von
Zellzyklus-regulierenden Kinasen auf. MAK und MRK, wie auch KKIALRE und KKAIMRE
weisen in ihrer Aktivierungsschleife ebenso wie LmxMPK1 das Motiv TDY auf, welches sonst
in keiner anderen klassischen MAP Kinase hoherer Eukaryoten vorkommt. Zudem scheinen
einige dieser Kinasen eine Rolle bei der Regulierung des Zellzyklus zu spielen, was
moglicherweise auch auf LmxMPK1 zutreffen konnte. Als Aktivatoren wurden hier zum
Beispiel die Kinase CAK (CDK activating kinase) fir MAK/ICK sowie CCRK (cell cycle-
related kinase) fir MRK identifiziert, auflerdem scheint eine Autophosphorylierung an
Tyrosin in beiden Kinasen eine Rolle zu spielen (Fu et al., 2005; Fu et al., 2006). Héchste
Homologie zu diesen ungewdhnlichen Kinasen besitzt allerdings nicht LmxMPK1 sondern
die drei L. mexicana MAP Kinasen LmxMPK9, LmxMPK13 und LmxMPK14 (Wiese, 2007).
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Am sinnvollsten ware es sicher in diesem Fall, ein System zu etablieren, welches z.B. unter
Zuhilfenahme von Immunprazipitation und nachfolgendem Kinase-Aktivitatstest erlaubt,
LmxMPK1 aus verschiedenen Lebens- und Zellzyklusstadien des Parasits aufzureinigen und
auf Aktivitat zu testen. Kann man die Aktivitdt dann auf einen bestimmten Zeitraum oder ein
Lebensstadium einschranken, sollte noch einmal versucht werden, die rekombinante Kinase
mithilfe von Lysaten zu aktivieren, um dann Uber Fraktionierung der Lysate den Aktivator zu

identifizieren.

5.3 Die Suche nach Substraten von LmxMPK1
Um Substrate von Kinasen im Allgemeinen wie auch von MAP Kinasen im Speziellen zu

identifizieren, wurden bis zum heutigen Tag viele verschiedene Methoden beschrieben und

mit mehr oder weniger Erfolg angewandt.

Zu den klassischen® Identifikationstechniken gehdrt in Modellorganismen ein so genanntes
,genetisches Screening®. Hier sucht man nach Mutanten, die ahnliche Phanotypen
aufweisen, bestimmt dann die Ursache des Phanotyps und versucht die Beobachtungen
miteinander in Einklang zu bringen. So konnte z.B. in S. cerevisiae ein kompletter Signalweg,
der von einem Pheromonsignal an der Zelloberflache bis zu dem Transkriptionsfaktor Ste12p
reicht, erfolgreich aufgeklart werden (Sprague, 1991). Eine andere klassische und haufig
angewandte Methode zur Identifikation von miteinander interagierenden Proteinen ist das
»Yeast two-hybrid screening“ (Yang et al.,, 1992). Diese Methode wurde in unserem Labor
vor Beginn dieser Arbeit bereits auf LmxMPK1 angewandt und fihrte zur Identifikation
moglicher Substratproteine, deren Interaktion mit LmxMPK1 bisher nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte (Wiese und Mitarbeiter, unveroffentlicht). Die Interaktion von
Kinasen mit ihren Substraten ist oft sehr transient, was eine Methode wie die oben genannte
deutlich erschwert. und oft dazu fiihrt, dass falsch-Positive identifiziert werden (Manning und
Cantley, 2002). Ahnliches gilt auch fiir in vivo-Methoden, bei denen versucht wird, die Kinase
im Komplex mit ihrem Substrat zu Co-immunoprazipitieren oder aufzureinigen (Rigaut et al.,
1999). Zusatzlich erschwert sich die Situation, wenn —wie haufig bei MAP Kinase-Kaskaden-

Gerustproteine involviert sind, ohne die eine Interaktion oft nur schwach ist.

In friheren Studien wurden oft die Phosphorylierungsstellen in bestimmten Proteinen
identifiziert und erst anschliefend die fir die Phosphorylierung verantwortliche Kinase
gesucht. Meist erfolgte dies wie unter 5.2 erlautert mit Zelllysaten, die fraktioniert und auf
Aktivitat getestet wurden (Blenis et al., 1987; Jeno et al., 1989). Ein Problem hierbei stellt die
Komplexitat dieses Ansatzes dar. In den Lysaten sind viele, zum grof3en Teil aktive Kinasen
vorhanden, die sich selbst und andere Proteine phosphorylieren, so dass es zu einem hohen

Hintergrund kommt. Durch Anwendung bestimmter Bedingungen wie z.B. Variation der
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Menge an radioaktiv markiertem ATP oder der lonenkonzentrationen und Zusammensetzung
des Reaktionspuffers konnten einige dieser Probleme umgangen werden (Knebel et al.,
2001). Daher wurde diese Methode auch im Rahmen dieser Arbeit (siehe 4.4.3) unter
Anwendung der ebenfalls bestimmten optimalen Reaktionsbedingungen fliir LmxMPK1 (siehe
4.2.3.2) angewandt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die von Knebel et al. beschriebenen
Bedingungen tatsachlich zu Verbesserungen fihrten. Allerdings war der Hintergrund in den
Proben ohne zugesetzte LmxMPK1 sehr hoch, da die Kinase nicht aktiviert war und erlaubte
daher keine massenspektrometrische Analyse der phosphorylierten Proteine. Trotzdem stellt
diese Methode eine mittlerweile gut etablierte und zuverlassige Losung dar, Kinase-
Substrate zu identifizieren, allerdings unter der Voraussetzung, dass ein Aktivator bereits

identifiziert ist und eine aktivierte Kinase verwendet werden kann (Cohen und Knebel, 2006).

Eine weitere Methode, die im Rahmen dieser Arbeit bei der Substratsuche angewandt wurde
und ahnliche Probleme wie oben erlautert beinhaltete, war die Aufreinigung der
phosphorylierten Proteine aus L. mexicana Wt und der LmxMPK1-Deletionsmutante jeweils
aus Promastigoten und axenischen Amastigoten (siehe 4.4.4). Die aufgereinigten
Phosphoproteine wurden dann mittels SDS-PAGE und Silberfarbung (aufgrund der geringen
Proteinmenge) analysiert und der Wt mit der Deletionsmutante, in der ja bestimmte Banden
nicht mehr vorliegen sollten, verglichen. Hier stellte sich ebenfalls das Problem, dass im
Molekulargewichtsbereich zwischen 25 und 80 kD, in dem sich die meisten Proteine
befinden, zu viele Proteine Ubereinander liefen, als dass eine Detektion einzelner Banden
moglich gewesen ware. Oberhalb von 90 kD waren nur noch wenige Proteine detektierbar,
es konnten einige Unterschiede zwischen Wt und Deletionsmutante ausgemacht werden.
Leider war dann haufig zu wenig Protein flr eine massenspektrometrische Identifikation
vorhanden, so dass nur wenige Peptide identifiziert werden konnten. Bei den zugehdrigen
Proteinen handelte es sich in zwei Fallen um hypothetische Proteine unbekannter Funktion.
Zudem entsprachen die Proteine in ihren Molekllmassen nicht den analysierten Banden, so
dass die Banden nicht endgultig bestimmten Proteinen zugeordnet werden konnten. Hier
ware es sicher sehr hilfreich, mit einer grofieren Ausgangsmenge an Protein zu arbeiten und
die erhaltenen phosphorylierten Proteine noch weiter z.B. Uber
lonenaustauscherchromatographie zu fraktionieren oder Gber 2-D-SDS-PAGE aufzutrennen
und die Gele mittels einer speziellen Analyse-Software zu untersuchen (z.B. Nugent et al.,
2004).

Dariber hinaus wurden zwei indirekte Methoden, ein Substrat von LmxMPK1 zu
identifizieren angewandt. Bei der ersten Methode handelt es sich um eine in-silico-Analyse

mithilfe des PREDIKIN-Servers. Hier wird anhand der Primarsequenz und der Art einer
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Kinase eine Vorhersage fur die Zusammensetzung von Phosphorylierungsstellen in
moglichen Substraten gemacht (Brinkworth et al.,, 2003). Eine Datenbanksuche unter
Verwendung der erstellten Konsensussequenz ergab verschiedene potentielle

Substratproteine von denen eines weiter untersucht wurde.

Der Transkriptionsinitiationsfaktor [ID spielt, wie der Name schon sagt, eine Rolle bei der
Aktivierung und Regulierung von eukaryotischen Promotoren (Horikoshi et al., 1992). Dabei
bindet TFIID an die TATA-DNA-Sequenz und initiiert so den Zusammenbau eines
Prainitiationskomplexes, der unter anderem die RNA-Polymerase Il beinhaltet (Horikoshi et
al.,, 1990). TFIID enthalt zwei TBP- (TATA-Box-Binding) Domanen, die sich in einer
LSattelstruktur® auf die DNA ,setzen“ kénnen (Jupp et al., 1993). Die Konsensussequenz
mitsamt der putativen Phosphorylierungsstelle (N-V-C-S-P-I-R) befindet sich an Position 196
der As-Sequenz, also schon in der TBP-Domane. Eine Phosphorylierung von TBP, die
dessen Fahigkeit, DNA zu binden negativ reguliert, wurde bisher nur in S. cerevisiae und

Schizosaccharomyces pombe beschrieben (Maldonado und Allende, 1999).

In den Leishmania-Spezies liegt TFIID sehr konserviert vor, die einzelnen Proteine besitzen
mehr als 90% Homologie untereinander. Auch Orthologe aus den beiden Trypanosomen-
Spezies besitzen noch eine hohe Homologie von mehr als 50% zu LmxTFIID. In anderen
Organismen finden sich nur geringe Homologien ausschliellich in den TBP-Doméanen zu
LmxTFIID, das ahnlichste Protein ist der TFIID des Dinoflagellaten Crypthecodinium cohnii
mit 27% Homologie, der sich auch deutlich von den TFIID-Proteinen héherer Eukaryoten
unterscheidet (Guillebault et al., 2002). Méglicherweise gab es hier einmal ein gemeinsames
Vorlauferprotein, aus welchem sich dann das Protozoen-Protein vollig anders entwickelt hat
als die Proteine der héheren Eukaryoten. Auch in héheren Eukaryoten enthalten Promotoren
nicht immer eine TATA-Box, sondern besitzen oft ein so genanntes Initiator-Element,
welches die Transkriptionsinitiationsstelle umfasst (Patikoglou et al., 1999). In Protisten
findet man die klassische TATA-Box nur in Amében, in Dictyostelium, in Ciliaten und in den
Apikomplexa, wie Plasmodium (Wong et al., 1992; Liston and Johnson, 1998; Huang und
Bateman, 1995). In den Trypanosomatiden wie auch in den Trichomonaden findet sich
dieses Element —wie auch viele andere Elemente der ,klassischen® Transkriptionsregulation-
nicht;, da in diesen Organismen die Genregulation hauptsachlich auf der
posttranskriptionellen Ebene erfolgt (Clayton, 2002). Trotzdem wurde auch hier ein
Initiatorelement identifiziert, welches spezifisch fir die jeweilige Gattung ist (Luo et al., 1999);
(Quon et al., 1996). AuRBerdem wurde ein Promoterelement identifiziert, welches die
Transkription der SL- (Spliced Leader) Sequenzen kontrolliert, die individuell und nicht als

Teil einer polycistronischen Einheit transkribiert werden (Saito et al., 1994).



Diskussion 139

2004 wurde bereits ein weiteres Ortholog mit einer TBP-Domane in T. brucei identifiziert
(Das und Bellofatto, 2003). Dieses Protein, auch als TRF4 bezeichnet, spielt eine
umfassende Rolle bei der Transkription durch alle drei RNA-Polymerasen (Ruan et al.,
2004). Dabei assoziiert es sowohl mit dem Multi-Untereinheits-Transkriptionsfaktor tSNAP
als auch mit dem Transkriptionsfaktor IIA und initiiert die SL-RNA Expression (Das et al.,
2005; Schimanski et al., 2005).

LmxTFIID wurde rekombinant als GST-Fusionsprotein exprimert und lie3 sich gut
aufreinigen. In einem Kinase-Test mit LmxMPK1 zeigte sich eine leichte Phosphorylierung
von LmxTFIID durch LmxMPK1, allerdings wies auch ein allein inkubierter TFIID schon eine
sehr leichte Phosphorylierung auf. Da Uber die Rolle von LmxTFIID in Leishmanien nichts
bekannt ist, kann weder ausgeschlossen noch bestatigt werden, ob LmxTFIID tatsachlich
mehr als nur ein in vitro-Substrat von LmxMPK1 ist. Da es sich aber um ein sehr wichtiges
Protein handeln muss, da es sehr konserviert (iber die Trypanosomatiden-Spezies vorliegt
und das oben beschriebene Ortholog in T. brucei, TRF4, essentiell fir den Parasiten ist,
kann es gut moglich sein, dass LmxTFIID mit LmxMPK1 interagiert, die ja ebenfalls,

zumindest fur das amastigote Stadium der Leishmanien, essentiell ist.

Als zweiter indirekter Weg, ein Substrat von LmxMPK1 zu identifizieren, wurde ein Chip
untersucht, der Peptide tragt, die Phosphorylierungsstellen der verschiedensten Kinase-
Substrate darstellen (Hayashi et al., 2005). Es wurde aus den von LmxMPK1 am besten
phosphorylierten Peptiden ein Konsensus erstellt, der der PREDIKIN-Konsensussequenz mit
Ausnahme einer Aminosaure ahnelt. Mithilfe dieser Sequenz wurde erneut eine
Datenbanksuche durchgefuhrt. Auch hier wurde eines der identifizierten Proteine weiter
untersucht.

Das LmxUP-Protein aus Leishmania mexicana ist ein 142,3 kD groRes hypothetisches
Protein, das konserviert in den Leishmania-Spezies L. mexicana, L. infantum und L. major
vorliegt. Interessant ist, dass hier, wie auch bei LmxPK7, auch in den beiden Trypanosomen-
Spezies Orthologe vorliegen, die jedoch nur Uber bestimmte Sequenzbereiche Homologien
zeigen und insgesamt deutlich kleiner sind, als LmxUP. In hdheren Eukaryoten gibt es keine
homologen Proteine fir LmxUP, es handelt sich hier anscheinend um ein
Trypanosomatiden-spezifisches Protein. Im Falle dass es sich hier um ein funktionelles
Protein handelt, welches eine wichtige Funktion fiir Leishmania besitzt, wiirde es daher eine
ideale Zielstruktur fir die medikamenttse Therapie darstellen, da ein gegen dieses Protein
gerichteter Wirkstoff wahrscheinlich kein Wirts-Protein direkt beeinflussen wirde und die
Nebenwirkungen somit gering waren. Die PSORT Il-Analyse zeigt eine nukleare Lokalisation

von LmxUP mit 62,5%-iger Wahrscheinlichkeit an. Dies ist umso interessanter, wenn man
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das einzige bekannte strukturelle Merkmal von LmxUP mit einbezieht. Das Protein weist von
As 761 bis As 792 eine sogenannte ,B-Box-Zinkfingerdomane® auf, wie sie in DNA-
interagierenden Proteinen, wie z.B. auch Transkriptionsfaktoren der Embryonalentwicklung
in héheren Eukaryoten vorkommt (Borden et al., 1993; Torok und Etkin, 2001). DarlUber
hinaus konnte eine Andockstelle fir Interaktion mit MAP Kinasen identifiziert werden. Eine
DEF-,Doméane*, die ausschlieBlich in ERK-Substraten vorkommt und aus dem Sequenzmotiv
F-X-F-P besteht, findet sich am C-Terminus von LmxUP (F-L-F-P). In den entsprechenden
Transkriptionsfaktoren hdherer Eukaryoten (z.B. Elk-1) befindet sich diese Sequenz am
Ende einer C-Box, die einige potentielle MAPK-Phosphorylierungsstellen enthalt (TP oder
SP; Jacobs et al., 1999). In LmxUP findet sich in diesem Bereich nur ein einziges TP-Motiv,
aullerdem zeigt LmxUP Uberhaupt keine Homologien zu bekannten Transkriptionsfaktoren.
Das ist allerdings nicht verwunderlich, da klassische Transkriptionsfaktoren bisher in
Trypanosomatiden nicht identifiziert werden konnten, obwohl z.B. das Leishmania major-
Genomprojekt letztes Jahr abgeschlossen wurde (Clayton, 2002). Dieses Motiv findet sich
allerdings ebenfalls in dem Gerlstprotein KSR und hier tatsachlich sogar mit einer
identischen Sequenz zu LmxUP (F-L-F-P) (Jacobs et al., 1999). Darlber hinaus gibt es mit
dem JunB-Protein ein weiteres Protein, welches solche eine Docking-Domane besitzt aber
keine Phosphoakzeptor-Rest stromaufwarts des Motivs (Kallunki et al., 1996). Fur dieses
Protein wurde eine Rolle bei der Rekrutierung der JNK-MAP Kinasen zu mdglichen
Substraten diskutiert.

Ein weiteres mdgliches Interaktionsmotiv findet sich bei As 70. Hier gibt es mit der Sequenz
KDVRELL eine mogliche DEJL- oder auch 6-Domane. Diese Sequenz dient ebenfalls zur
Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit MAP Kinasen und variiert mit ihrer
Konsensussequenz K/R-X-X/K/R-K/R-X(1-4)-L/I-X-L/I nur geringfigig von der MAPKK
Docking-Domane, die bereits oben diskutiert wurde. Sie befindet sich in humanem c-Jun
auch an ahnlicher Stelle wie in LmxUP, kann aber in anderen Transkriptionsfaktoren auch an
vollig anderer Stelle vorliegen (Adler et al., 1992; Kallunki et al., 1996). Allerdings fehlt in
LmxUP der variable Rest zwischen den beiden Leucinresten, so dass nicht klar ist, ob es
sich hier tatsachlich um das beschriecbene Motiv handelt. Die putative
Phosphorylierungsstelle fir LmxMPK1 liegt bei As 489, die Sequenzabfolge lautet K-R-A-T-
S-P, was zum einen nicht der vollen ermittelten Konsensussequenz aus 10 As entspricht und
zum anderen eine Variation zum Konsensus aufweist, der anstelle des Threoninrestes ein
Isoleucinrest aufweist. Dieser findet sich allerdings in dem L. major-Homolog, welches in der

Datenbank mithilfe des Konsensus ermittelt wurde.
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Wie erwartet lie® sich LmxUP als GST-Fusionsprotein nicht in groRer Menge aufreinigen, da
es sich um ein sehr grofles Protein handelt. Es sind viele Proteinbanden geringeren
Molekulargewichts im Eluat der Aufreinigung vorhanden, bei denen es sich vermutlich um
vorzeitige Kettenabbruch- oder Abbauprodukte handelt. Die leichte Phosphorylierung der
angenommenen Abbauprodukte von LmxUP durch LmxMPK1 zeigt héchstens, dass das
Protein ein mogliches in vitro-Substrat von LmxMPK1 sein kdnnte. Da aber fir die
phosphorylierten Proteine nicht gezeigt werden konnte, dass es sich tatsachlich um
Abbauprodukte handelt ist selbst dies fraglich. So lange Uber die Funktion von LmxUP nichts
bekannt ist und kein Aktivator fir LmxMPK1 vorhanden ist, der flr eine starke und
spezifische Phosphorylierung der Substrate durch LmxMPK1 sorgt, ist keine Aussage
dariber mdglich, ob es sich bei LmxUP tatsachlich um ein Substratprotein von LmxMPK1
handelt. Uber eine Deletionsmutante kénnte man z.B. naheres (iber die Funktion von LmxUP
erfahren, zusatzlich konnte man z.B. DNA-Interaktionsstudien durchfiihren, um zu testen ob

die identifizierte Zinkfingerdomane tatsachlich funktionell ist.

Bei den beiden erlauterten Methoden handelt es sich um relativ unsichere Wege zur
Substratfindung. Bei der in-silico-Methode gibt es einen grofien Unsicherheitsfaktor durch
den sehr variablen Konsensus, der als Resultat viele mdgliche Substratproteine liefert;
aullerdem ist dieser hypothetisch, da es sich ja um eine in silico-Methode handelt. Unter
Verwendung des Peptidchips kann man zumindest sicherer sein, dass es sich bei den
mdglichen Substratproteinen um in vitro-Substrate handelt, denn dass eine praferentielle
Phosphorylierung der entsprechenden Peptide tatsachlich vorliegt, hat man in dem Kinase-
Test nachgewiesen. Allerdings ist auch hier der Konsensus sehr variabel, so dass man eine
Fille an moglichen Substratproteinen erhalt. Bei beiden Methoden muss aullerdem
bertcksichtigt werden, dass sie auf Kinasen héherer Eukaryoten zugeschnitten sind. Daher
ist es fraglich, ob auf diesem Weg ,echte* Substrate von Leishmanien-Kinasen, die sich
teilweise betrachtlich von den humanen Homologen unterscheiden, identifiziert werden

kdénnen.

Weitere Versuche, die Substrate von LmxMPK1 zu identifizieren, werden in der Zukunft
unternommen. Ein viel versprechender Ansatz ist z.B. die Untersuchung der
Phosphoproteome aus L. mexicana Wt wund der Deletionsmutante mittels
Massenspektrometrie (Zhou et al., 2001). So kénnen Proteine, die in der Deletionsmutante
nicht unter den phosphorylierten Proteinen vorliegen, identifiziert werden. Ein weiterer
Ansatz ist das Untersuchen einer L. mexicana cDNA-Expressionsbibliothek mit aktiver
LmxMPK1 (nach Fukanaga und Hunter, 1997). Diese Methode wurde im Rahmen dieser

Arbeit ebenfalls angewandt, allerdings ohne Erfolg. Voraussetzung fur diese Methode ist
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daher, dass vorher der Aktivator von LmxMPK1 identifiziert wird, um mit einer aktivierten
Kinase arbeiten zu kdnnen. Zudem bestand Zweifel an der Qualitat der vorhandenen cDNA-
Klone. Es bestand auch beim Durchsuchen der Bank mit anderen Kinasen der Verdacht,
dass zu selten die gesamten offenen Leseraster der Proteine in den Phageninserts vorlagen
(Kuhn, 2004), so dass eine neue Expressionsbank in unserem Labor konstruiert werden
solite. Eine weitere, hochspezifische und gut untersuchte Methode, ein Substrat einer
bestimmten Kinase in vivo zu identifizieren stellt die Verwendung veranderter, radioaktiver
ATP-Analoga (bumped/ ,ausgebeulte ATP-Analoga) sowie einer entsprechend mutierten
Kinase (holed/“ausgehohlte” Kinase) dar (Shah et al., 1997; Habelhah et al., 2001; Eblen et
al., 2003). Hier wird eine Kinase, deren Substrat gesucht wird, so mutiert, dass sie nur noch
ein entsprechend verandertes ATP-Analogon zur Substratphosphorylierung verwenden
kann, welches wiederum von den Wt-Kinasen nicht prozessiert wird. Dabei behalt die Kinase
trotz der Mutation ihre Funktion und Aktivitat. Diese Methode kann sowohl in vivo angewandt
werden, wobei sich allerdings das Problem stellt, eine ausreichende Menge an ATP-
Analogon in die Zellen zu bringen, als auch in vitro, z.B. mit fraktionierten Lysaten und
rekombinanter Kinase. Hier bietet sie den unschatzbaren Vorteil, dass jeglicher Hintergrund,

der sonst durch Kinasen aus den Lysaten entsteht, ausgeschlossen werden kann.

Eine interessante Abwandlung dieser Methode stellt die Anwendung spezifischer Inhibitoren
in Kombination mit den mutierten Kinasen dar, eine Methode, die im Rahmen dieser Arbeit

ebenfalls angewandt wurde und im Folgenden diskutiert wird.

5.4 Eine inhibitorsensitive Mutante von LmxMPK1
Zur weiteren Untersuchung der Funktion von LmxMPK1 in Leishmanien sowie zur

Etablierung eines induzierbaren Systems zur Ausschaltung spezifischer Kinasen in vivo
wurde eine inhibitorsensitive Mutante von LmxMPK1 konstruiert. Diese Methode wurde
erstmals von Bishop und Mitarbeitern unter Verwendung der Tyrosinkinase c¢-Src
beschrieben (1999) und anschliellend an vielen verschiedenen Hefe-Kinasen erfolgreich
getestet (Bishop et al., 2000). Um eine solche LmxMPK1-Mutante zu generieren, wurde der
groBe Phenylalaninrest an Position 93 von LmxMPK1, der sich in der
Phosphorylierungstasche befindet zu Glycin mutiert (F93G). Durch diese Mutation wird eine
Art Einbuchtung erzeugt, die es erlaubt, das aktive Zentrum der Kinase mit speziellen
Inhibitoren, bei denen es sich entweder um synthetische Pyrazolo-[3,4-d]-Pyrimidinsysteme
oder naturliche Indolocarbazole handelt, zu blockieren. Dieser Ansatz stellt ein wertvolles
Werkzeug zur Untersuchung der speziellen Funktion einer Kinase in der Zelle dar. Ein
genetischer Ansatz, in dem versucht wird, beide Allele einer Kinase auszuschalten, scheitert
in manchen Fallen, z.B. wenn die fragliche Kinase essentiell fir den Organismus ist. Da ein

induzierbarer Mechanismus wie RNAI in Leishmanien nicht angewandt werden kann, da
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diesen Organismen die nétige enzymatische Ausstattung fehlt, besteht ein Bedarf an
anderen induzierbaren Systemen. Ein zusatzlicher Vorteil dieser Methode ist, dass die
Anwendung eines Inhibitors der Zelle nicht erlaubt, Ausweichmechanismen zu aktivieren, wie
dies z.B. in Deletionsmutanten der Fall sein kann. Zudem kdnnen die Inhibitoren in
verschiedensten Konzentrationen zugegeben werden, so dass ein abgestufter Effekt der
Hemmung der Kinase beobachtet werden kann (Bishop et al., 2001). Diese Methode stellt
einige Anforderungen an die zu untersuchende Kinase: zum einen muss der zu mutierende
Wt-Rest groR genug sein, dass eine Mutation zu Alanin oder Glycin eine neue
Bindungstasche bildet, bei dem Rest sollte es sich in anderen Kinasen des Organismus nicht
um ein Alanin oder Glycin handeln um Kreuzreaktionen auszuschlieRen und nattrlich sollte
die Mutation die Kinase-Aktivitat nicht beeintrachtigen (Bishop und Shokat, 1999). Diese
Bedingungen wurden im Fall von LmxMPK?1 erfillt, da die mutierte (LmxMPK1F93G) Kinase
noch Aktivitat zeigt (siehe 4.5.2.2). Das rekombinante Enzym zeigte allerdings nur geringe
Sensitivitat gegenliber den drei getesteten Inhibitoren, aufierdem schien die Aktivitat im
Vergleich mit der Wt-Kinase leicht vermindert, was z.B. auch fir die Kinase c-Abl(T315G)

gezeigt wurde (Liu et al., 2000).

Bei dem Test der Inhibitoren mit rekombinanten Leishmanien, die nur noch LmxMPK1F93G
exprimieren, zeigten sich interessante Ergebnisse. Zunachst einmal konnte gezeigt werden,
dass die inhibitorsensitive Kinase in der Lage ist den Phanotyp der Deletionsmutante zu
kompensieren, allerdings nur zu einem bestimmten Grad. LmxMPK1F93G-Promastigoten
teilen sich immer noch deutlich langsamer als L. mexicana Wt (nicht gezeigt) und auch eine
Maus-Infektion mit den rekombinanten Leishmanien schreitet deutlich langsamer voran als
eine Wt-Infektion, allerdings mit ahnlicher Geschwindigkeit wie eine Infektion mit einem Add-
back, der LmxMPK1Wt episomal exprimiert. Eine Zugabe von Inhibitor zu axenischen
Amastigoten fuhrte schon in niedrigen Konzentrationen zu einem voélligen Proliferationsstop
(siehe 4.5.5). Dabei zeigte der Inhibitor 1-NM die beste Wirkung. Auch morphologisch kann
man Beobachtungen machen, die der Deletionsmutante von LmxMPK1 entsprechen. Die
axenischen Amastigoten sehen drei Tage nach Inhibitorzugabe vollig zerstort aus, es sind
nur noch Zelltrimmer zu erkennen. Mdglicherweise wird hier ein apoptotischer Prozess
ausgelost, der zu der Zerstorung der Zellen fuhrt. Wt-Amastigoten zeigen sich von den
gleichen Inhibitorkonzentrationen unbeeinflusst in ihrer Morphologie und Proliferation mit
Ausnahme von 1-NA, welches auch in niedrigen Konzentrationen leichte Auswirkungen auf
den Wt zeigt. Interessanterweise hatten die drei Inhibitoren auch relativ starke Auswirkungen
auf das promastigote Lebensstadium der LmxMPK1F93G-Mutante. Schon bei einer
Konzentration von 1 uM Inhibitor zeigen sich die Promastigoten in ihrer Morphologie und

Proliferation stark beeintrachtigt. Hier zeigte der Inhibitor 1-NA die schnellste Wirkung, wobei
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der Effekt nach einigen Tagen Inkubation aber bei allen drei Inhibitoren gleich stark
ausgepragt war (siehe 4.5.4). Effekte in diesem Ausmall waren in der LmxMPK1-
Deletionsmutante nicht zu beobachten. Diese teilt sich zwar langsamer als der Wt, zeigt sich
aber in ihrer Morphologie nicht so stark beeintrachtigt. Dies bestatigt die Annahme, dass
LmxMPK1 auch in Promastigoten eine (wichtige) Funktion hat, deren Ausfall in der
Deletionsmutante aber wahrscheinlich teilweise durch andere Kinasen kompensiert werden
kann. Somit konnte gezeigt werden, dass das System ,inhibitorspezifische Kinase-
spezifischer Inhibitor* auch auf Leishmanien angewandt werden kann. Nun steht dieses
System fiur Studien zur Funktion von Kinasen in Leishmanien zur Verfigung und wird z.B.
bereits mit LmxMPK3 getestet, die an der Regulation der Flagellenlange, einem sehr gut
optisch zu verfolgenden Prozess beteiligt ist (Wiese und Mitarbeiter, nicht veroffentlicht;
Erdmann et al., 2006). Zudem kann diese Methode dabei helfen, essentielle Kinasen, wie
z.B. LmxMPK4, die sich mit herkdbmmlichen Methoden nicht ausschalten lie (Wang et al.,

2005), zu inhibieren und mehr tber ihre Funktion herauszufinden.

Zusatzlich stellt die Methode eine weitere Mdglichkeit zur Identifikation von Substraten dar,
indem man z.B. die phosphorylierten Proteine in inhibierten und nicht inhibierten Parasiten
untersucht. Hier kann man dann z.B. auch Phosphorylierungsprozesse und —kinetiken
verfolgen anstatt nur einen stationdren Zustand 2zu untersuchen, wie in einer

Deletionsmutante.



Zusammenfassung 145

6 Zusammenfassung

Leishmanien sind parasitische Protozoen, die flr ein breites Spektrum an Erkrankungen des
Menschen verantwortlich sind. Krankheitsbilder reichen von der selbstheilenden cutanen
Leishmaniose bis zu generalisierten, viszeralen Infektionen, die unbehandelt einen tédlichen
Verlauf nehmen kénnen. Leishmanien besitzen einen digenetischen Lebenszyklus. In den
Ubertragerinsekten, den Sandmiicken, liegen sie als begeiRelte Promastigoten im
Verdauungstrakt vor, die dann im Blut des Saugerwirts von Makrophagen aufgenommen
werden. In den Phagolysosomen differenzieren sie zu den Kleineren, unbegeil3elten
Amastigoten. Mit 12 Millionen Betroffenen und bis zu 2 Millionen Neuinfektionen im Jahr
stellt die Krankheit, die vor allem in tropischen und subtropischen Gebieten aber auch im
Mittelmeerraum vorkommt, ein wichtiges Gesundheitsproblem dar. Therapiemdglichkeiten
sind bis zum heutigen Tage eingeschréankt. Viele der vorhandenen Medikamente zeichnen
sich durch teilweise starke Nebenwirkungen und/oder hohe Behandlungskosten aus und sind
daher fur die BevOlkerung in den Endemiegebieten eher ungeeignet. Hinzu kommt eine

zunehmende Resistenzentwicklung der Parasiten gegen die bestehenden Therapeutika.

Bei einer Vielzahl zellularer Prozesse konnte bis zum heutigen Tag eine Beteiligung von in
Signalkaskaden eingebundenen Proteinkinasen nachgewiesen werden. Auch in den
Trypanosomatiden liegen bereits konkrete Hinweise vor, dass Proteinkinasen wichtige Rollen
z.B. bei Proliferation und Differenzierung spielen. Aufgrund der signifikanten Unterschiede
zwischen Leishmanien-Kinasen und ihren Aquivalenten in héheren Eukaryoten, stellen diese
wertvolle Zielstrukturen fur neue Therapien der Leishmaniose dar. Eine besondere Rolle
spielen Komponenten der Mitogen-aktivierten Protein (MAP) Kinase Kaskaden, die in
Leishmania mexicana z.T. bereits gut untersucht sind. Ziel dieser Arbeit war die
biochemische Charakterisierung der Leishmania mexicana MAP Kinase LmxMPK1, fiur die
bereits 1998 eine essentielle Rolle bei der Proliferation des amastigoten Lebensstadiums
gezeigt werden konnte. Dartber hinaus sollte versucht werden, diese Kinase durch
Identifikation von Aktivatoren und Substraten in eine Signaltransduktionskaskade

einzuordnen.

Zundchst konnte gezeigt werden, dass LmxMPK1 auch bei der Proliferation des
promastigoten Stadiums eine Rolle spielt, da eine Deletionsmutante deutlich langsamer
proliferierte als Wildtyp-Parasiten. Eine Untersuchung der in vitro-Aktivitit des
rekombinanten Enzyms zeigte, dass LmxMPK1 auch ohne vorherige Aktivierung bereits
basale Auto- und Substratphosphorylierungsaktivitat gegentber artifiziellen Substraten wie

MBP besitzt. Die Kinase weist dabei eine Préferenz von Mn*- gegeniiber Mg?*-lonen auf
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und zeigt eine optimale Aktivitat bei pH 7,5 und Temperaturen um 37°C. Die
Autophosphorylierung der Kinase ist eine intramolekulare Reaktion und findet an dem
Tyrosinrest des TXY-Aktivierungsmotivs in der Phosphorylierungslippe statt, einem Motiv in
dem bei MAP Kinasen hoherer Eukaryoten sowohl der Threonin- als auch der Tyrosinrest
phosphoryliert sein miussen, um maximale Aktivitat zu erzielen. Ich konnte hingegen zeigen,
dass bei LmxMPK21 in vivo ausschlie3lich eine Phosphorylierung des Threoninrestes
stattfindet, der essentiell fir die Funktionalitdt des Enzyms ist. AulRerdem kann die Kinase
durch Austausch des Threonins gegen die negativ geladene Aminosaure Glutamat in vivo
aktiviert werden. Alle bisher in L. mexicana bekannten MAPKK Homologe sowie drei neu
identifizierte und im Rahmen dieser Arbeit untersuchte MAPKK Homologe wurden ohne
Erfolg auf ihre Fahigkeit, LmxMPK1 zu aktivieren, getestet. Auch zwei Zellzyklus-
regulierende Kinasen, CRK3 und Polo-Kinase, zeigten keine Aktivierung von LmxMPKL1. Bei
verschiedenen Versuchen, Substrate von LmxMPK1 zu finden, konnten zwei mdogliche
Substratproteine identifiziert werden. Der Transkriptionsinitiationsfaktor TFIl D ist in allen
Organismen hochkonserviert und spielt eine Rolle bei der Initiation der RNA-Polymerase II-
Transkription. Bei dem zweiten Protein handelt es sich um ein unbekanntes, hypothetisches
Protein, das wie z.B. viele Transkriptionsfaktoren eine Zinkfingerdomane besitzt und
ausschlief3lich in den Trypanosomatiden vorkommt. Beide Proteine wurden in vitro schwach
von LmxMPK1 phosphoryliert. Da diese aber nicht aktiviert war, konnte so keine
abschlieRende Aussage getroffen werden, ob es sich in vivo tatsédchlich um Substrate der

Kinase handelt.

Durch Mutation eines Phenylalaninrestes in der katalytischen Tasche von LmxMPK1 zu
Glycin konnte eine inhibitorsensitive Mutante generiert werden. Diese Kinase zeigte in vitro
Substrat- und Autophosphorylierungsaktivitat, die sich im Gegensatz zu der Wildtyp-Kinase
durch Einsatz dreier spezifischer Inhibitoren in hohen Konzentrationen hemmen liel3. Die
inhibitorsensitive Mutante wurde auferdem episomal in eine LmxMPK1-Deletionsmutante
eingebracht und zeigte sich in der Lage, den Phanotyp der Deletionsmutante zu
komplementieren. In vivo-Experimente mit Inhibitoren und rekombinanten Leishmanien
zeigten erfolgreich die Funktionalitat des Systems in Promastigoten sowie axenischen
Amastigoten. Dabei konnten auch in Promastigoten starke Auswirkungen des ,Ausschaltens”
der Aktivitat von LmxMPK1 beobachtet werden. Damit konnte ein System etabliert werden,
welches es ermdoglicht, die Aktivitat einer bestimmten Kinase in vivo gezielt auszuschalten,
um z.B. die Auswirkungen auf den Phosphorylierungsstatus der zellularen Proteine zu

untersuchen.
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7/ Summary
Protozoan parasites of the genus Leishmania cause a broad range of human diseases

ranging from self-healing cutane lesions to visceral infections which, if untreated, are fatal.
Leishmania have a digenetic life cycle. In their insect vector, the phlebotomine sandfly, they
live extracellularly in the midgut as flagellated promastigotes. Following infection, they are
taken up by macrophages in the mammalian blood where they differentiate into smaller, non-
flagellated amastigotes in the phagolysosomes. With 12 million people infected and up to 2
million new cases each year, Leishmaniasis, which is found mainly in tropical and subtropical
areas but also in the Mediterranian, is a major health problem worldwide. Means of therapy
are limited up to date with many of the available drugs leading to serious side effects or
being unreasonably expensive for the population in the endemic areas. Moreover,

resistances to existent drugs are already emerging in the parasites.

Protein kinases, integrated in diverse signalling cascades, have been proven to play major
roles in a multitude of cellular processes. In the trypanosomatids, different protein kinases
have already been shown to play important roles in differentiation and proliferation of the
different life stages. Because of the significant differences between some Leishmania
kinases and their equivalents in higher eucaryotes, these enzymes are valuable targets for
medical treatment. Leishmania mitogen activated protein (MAP) kinase cascades which have
already been examined to some extent in Leishmania mexicana are especially well-suited for
drug development. The aim of the present study was the biochemical characterization of
LmxMPK1, which was shown in 1998 to be essential for proliferation of the amastigote life
stage. Additionally, putative activators were tested for their potential to activate this MAP

kinase and various attempts to identify substrates of this enzyme were undertaken.

First, it could be shown that LmxMPKZ1 is also involved in proliferation of the promastigote life
stage of the parasite, as a LmxMPK1 deletion mutant showed slower proliferation than the
wild type parasites. It was shown that, even without prior activation, LmxMPK1 already
possesses basal auto- and substrate phosphorylation activity in vitro. The enzyme shows a
preference for Mn?*- over Mg®*-ions and has an optimal activity at pH7.5 and temperatures of
around 37°C. Autophosphorylation is an intramolecular reaction and takes place at tyrosine
178 of the TDY motif of the phosphorylation lip. In MAP kinases of higher eucaryotes, both
the threonine and the tyrosine residue have to be phosphorylated to generate maximum
activity. In LmxMPK1, however, only the threonine residue, which is essential for LmxMPK1
activity, is phosphorylated in vivo. Additionally, the kinase can be activated in vivo by
replacement of the threonine residue with a negatively charged residue like glutamate which

substitutes for the phosphorylated threonine.
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Every MAPKK homologue already known in L. mexicana as well as three newly identified
MAPKKSs, which have been isolated and subcloned during this study, were tested for their
potential to activate LmxMPK1, albeit without success. Furthermore, two cell cycle-regulating
kinases, CRK3 and polo-like kinase were also not able to activate LmxMPK1.

Using different methods for kinase substrate identification, two potential in vitro-substrates
were identified and examined. The transcription initiation factor TFIl D is highly conserved
throughout all organisms and plays a major role in RNA-polymerase Il dependent initiation of
transcription. The second potential substrate is a hypothetical protein which, just as many
transcription factors, possesses a B-box zinc finger domain and is highly conserved
throughout the trypanosomatids with no close homologues in other species. Both proteins
were weakly phosphorylated in vitro by LmxMPK1. However, as LmxMPK1 was not available
in an activated state, it still remains to be verified if the two proteins are substrates of
LmxMPKZ1 in vivo.

An inhibitor-sensitized mutant of LmxMPK1 was generated by mutating a phenylalanine
residue in the catalytic pocket of LmxMPK1 to glycine. In spite of the mutation, this kinase
shows auto- and substrate phosphorylation activity in vitro which could be inhibited by high
concentrations of three specific inhibitors. The activity of the wild type enzyme was not
affected by the compounds. Additionally, this mutant was expressed episomally in
Leishmania mexicana in a LmxMPK1 deletion background and was shown to restore the
non-proliferating phenotype of the deletion mutant. In in vivo experiments with inhibitors and
recombinant parasites the functionality of this system could be shown in both pro- as well as
axenic amastigotes. In the course of these experiments, strong effects on proliferation and

morphology of the parasites could also be observed in the promastigote life stage.

Hence, a system could be established which allows to shut down the activity of a specific
Leishmania kinase in vivo to study the impact on the phosphorylation status of the cellular

proteins.
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9 Anhang

9.1 Nukleotid- und Aminosauresequenzen

9.1.1 LmxTFIID
DNA, offener Leserahmen:

0]
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

ATGGACGATG
ATCGGTGCCT
ATTGGCGATT
GGCGGCGACG
GTCCAAGAGT
GCGCAGGCCA
GTGGAGTACA
GCCGTCGTCA
GAAGCGCGCC
TTCTCATCCC
ATTCGTCTCG
AAGCTGCAGG
AAGTCCTCGC
GTGCAGTTGA
CCCATCATTG

Protein:

0
50
100
150
200
250

MDDDYAFFES
HLAAAAATLP
AQASIPVGIN
LSTIGAASVS
IRLDKLAAYK
VSCSVFVTGK

9.1.2 LmxUP
DNA, offener Leserahmen:

ACTATGCTTT
TTCCTGACCC
TGGCTCTGAC
GCGCTGCTCC
TCCTGCCGAA
GTATTCCAGT
TGCCGAACAA
TGATGCACAA
AGGCGGCGGA
TCAAGTTCCG
ACAAGCTCGC
TCAGCTACGA
GCGGGGACAA
TGGGCGCCCG
CCAAGAATTT

DNLVEEELPV
GGDGAAPKLD
LAELSCATRN
EARQAAELAA
LDPAMSI1GVA
VQLMGARSMD

CTTCGAATCG
CGTTGCCGAG
AGCGGACGGT
CAAGCTGGAC
TGTTCACCCG
CGGCATTAAC
CCGAATTCCA
CTCAGGGGCT
GCTGGCGGCC
CGTCCGCTCC
CGCCTACAAA
GCCAGAGCGC
CCAGTGGAGT
AAGCATGGAT
GGACGAGCGG

1GAFPDPVAE
FDELPPPIKN
VEYMPNNRIP
RITRKALNLN
KLQVSYEPER
ELRFAFNAFV

GACAACTTAG
TTTGGCGGCG
CATCTCGCTG
TTTGACGAGC
GACGCCTTCC
CTCGCTGAAC
TCTGCGACGA
CTCAGCATCA
CGTATCATCC
ATCGCGGCGC
TTAGACCCCG
TTCAACGGCT
GTGAGCTGCA
GAACTGCGCT
AAGACTGCCT

FGGVVGTTGA
VQEFLPNVHP
SATMRLHEPT
FSSLKFRVRS
FNGCVLRLVG
PITAKNLDER

TCGAGGAGGA
TCGTCGGGAC
CTGCCGCAGC
TCCCTCCACC
CCGTTGTCGT
TTAGCTGTGC
TGCGGCTGCA
TCGGCGCAGC
GCAAAGCTCT
GCTTCAACGT
CCATGTCGAT
GCGTGCTTCG
GCGTGTTTGT
TTGCCTTCAA
AG

1GDLALTADG
DAFPVVVAVQ
AVVMMHNSGA
IAARFNVCSP
KSSRGDNQWS
KTA

Anhang 163

GCTGCCAGTC
CACCGGTGCA
CACGCTGCCC
CATCAAGAAT
AGCCGTGCAA
CACACGCAAC
TGAGCCGACT
TAGCGTCAGT
CAACCTCAAC
GTGCAGTCCG
CGGGGTGGCG
CCTCGTCGGC
GACCGGCAAG
CGCGTTTGTG

ATGACGA
TGCGACGATT
GAGGTGCAGC
AATTACACAC
GGGCATCTGC
GCGGATGGGA
CATTCAAAGC
GAGCCGCTGG
TGCTGGCTGG
CCTTTCCTGA
AAGGTGCAGC
GGATTCCTGC
GACTCGGACG
GATAGTGCTT
CGCATGCCTT
AACACCGCGT
GACCAAGGCC
CCACCACGCG
CGCACCGAGG
CAGCACAGCT
CCGTCGTCAC
CCAGGGATGA
GGAAGGGTCC
TCCCCGTCCA

CGACCTCGCC
CGCAGGAGCC
GACTCGTGGA
ACAGTCGCTA
TTTCGCAGCG
CGACGAACAC
TCTGCATCTA
ATAAACGGCG
GCAACAAGCA
CTCGCATGTT
TGCTCTACTA
TCAGCAACGG
TGTCAAGCGG
CGGCGAGGAC
TTGTTTTCAC
CTCAGAAGGT
TCACTGGCGA
ACTACGACAG
GCGCCGTTGA
ACCAGGCACT
AGCAGCCCCG
CAGCACATTC
CACCGCCGCT
AGACCTACAA

CACATCGTTC
GCACACCTTA
GGACCGTGTA
CGAGCTCCTG
GTTACACACC
GGACGGCGGA
TCGCTGCCAG
CGACAAGATC
TGTCAGCTTC
TGACGAGACG
CAGTAACAAC
CGTCCCTCAG
TACTGAGTCG
CTCTCCGTCG
CTCCTCGATG
GCTGCTGTGC
GAGCCCCGAC
TATCTGCTAC
AATCGCCGCA
GCCCCGCTAT
CAAGAGCAGG
CGCGGCAGCG
GCCGTCCCCA
CATGAAGGAG

CAGCGGACGT
CCGGATGTGC
GGACAGCGCG
AAGGATGTGC
TCAGAGAATG
GCCACCTCCG
CTGTGGATGG
GAGTACGATG
GAAGTGCAGG
CGAAGCAGAC
GCGTGGGGCG
TCGCTGGAAG
CGGTCGAGCA
TCCGCGCCGC
CTTGGCGCGC
GAAGTTGCAC
AAGCAGGCCT
ATGCGGGCGC
GAAGACCTCT
CTACTGACGG
CGGTATGCCA
AGGGAGGACG
TCGTCCCCAT
TGGTTCAAGT

ACTTGCGCAT
GTGTGCCGCG
CAAAGGTACT
GCGAACTACT
AGGCCACGGA
CCAGCGAGCT
AGGCAACACT
AGCTGTGCAG
ATGCGATGCG
GGCTGTCAGC
TGCGCGACGT
CCATGCTGCA
ATCCTGTGCC
TAACCGCGGC
ATGTAAAGTA
CTGGCCGCCG
ACCCCACCCC
ACAAGCAGAA
CCCTTGTGCA
TGGTCCCCTC
TAACCAGCCC
AGAAGAGGAT
CGTCCCCATC
CCAGCCCGAG

TGTAGTGTAC
GAGCATCGGC
TTCCTACTGG
GCAGACAGGC
GACGGCAGAG
GGACGCCAAC
GATTCAGCTG
TCACGTTGCT
CATTCGTTGC
CAATCAGGAC
GCTGCAGTAT
GTCCTGCGGC
ACATGTCGGG
GAACACGCGA
TTTGCCACCC
TTTCATGACT
TCCTGTGAAG
GTCCAGCCTG
GGTGCAGGTG
CGCCGCCACC
GGTCCGGGCA
GAACCGTGCG
GTCCCCGTCT
GCGGGGCCCA



GTGTCGGGGG
GTCTTCAGGG
ACCACGCCGG
GAGTGCGACG
CTAGACTCCA
TCGCCGTGGA
AGCAAATGTG
TGGCACCTGT
TGGGCGACTG
AGTCGCGACG
GCAGCATATC
GCTGGCGCGC
CACGAGGGCG
AAGACAGTGC
GTCTTGGATC
GCGTGCGAGG
GTGGTGGAGG
GCTCTGCGCC
GCCCGCTACG
CTCAATCAGG
CGCAGGCTGC
GCTCTAGACG
TGCACAGAGC
ACGACCCCGT
AAGCGTCTGC
TTTCAACAGG
ACCAATATAC
AGCAGGGCCG
CAAAGCCGGC
TCACCGCACC
GGTACCCTTA
GGCCTGCACC
AGGTCTTACT
GATGTATCGT
GCGTCCTCCA
TCTAGGTTGA
GCGCACACCT
GAGGACGTCG
TGGCTTGGCC
GCCTTCTCCG
GGGAAGGGAT
CTGGTGCGCG

ACAAGGGCGC
GAGTGCGCTA
GCCGCTGTGA
AGGACAACAC
TGCCTGCAAG
CGTCAGAGGT
TCTCTTGCGA
CGCCACTTAG
GCGGCATGGT
GGCTGCTCTA
GGCTAGTACC
CACTGGCAGC
CGTGCGTTGG
CGCCCGCCTC
AGTTTACCTG
AGCTGACGTG
CAGCGAAACG
ACTGGCTGAC
CTGCGCGGCA
CGCTTCAGCA
CCCTCGCCGA
TGGCGTTGCG
GCGCTTGCGA
CGTTGATTCG
GTGACGCCAT
TTAACTGGGC
TCAACGTAGC
CGTCTCCGTC
CAAACTCTGC
CTGACCCCGG
TGCAAAGCGA
GCTGTCTGAG
TCGCACCTGG
GGGAGCTGCG
CGCCGATGGT
CACCACCCAG
CACGCCTTCT
ACGACACCGT
TCTTTCTCTT
AGGTGGCATG
GGGGCCTCTA
ATAACATGGT

GAATGCGAAG
CGCAGACAGC
GTCTTCCAAA
CGTGTATCAC
AGGCACATGG
GTACTCAGCC
CGGTGTTCGT
TCCATCCGCC
GCTGCCTCCG
CGAAAGCCTG
TGCTGCCGCG
TGTCCATTAT
CGGCGCGATG
GTCCACAGTC
CAACGTTCAT
CCCGTACTGC
AGCAACAGCT
CCAGTGCAAG
GCAGCGAGAT
GGCGGAGTGC
GGCTGCCGCC
TCGTTATTAC
TCCCACGAGC
CCGCGTGCGA
CGCGGACTGC
AGGCCTGCGT
AGAGCCGCAG
ACTGTACGAG
CAAGGTGCGA
CAGCGACGTA
AAACGGTGCC
GGACCTCCAG
GCAACGGAGG
CGTTGCTCCG
GGAGGCGGGG
TGTGATGGAG
CACGCGCTCC
CGTAACGGCC
TCCCTTGCAA
GGCGGAGTGG
CCCCTTCCTG
GAAGATTTGC

CGGGCCACCT
ACAGCACCCC
CAGCACCGTG
GGCGGTGACG
ACTGCAGGGA
GGCAACGGCG
GCCACTTCGG
GCCCAAGTCT
TCGCTCCAGG
CCCTGTGGTC
GGCAGAAGCG
GGCGCCCCCT
GGCGGCGGGG
CCATTTTCAC
CCCCGCCAGC
GCCAGCGTTG
GTGTGTGCTA
CAAACGGAGG
CTGCGCTTCG
TCCATGACGC
GTGGTCACCA
AGCACAGTAG
AGCTTGCTTG
CGCAGTTTTG
GAGGCTCAGG
CGGCTGCTTG
CTGTCTACCT
GCCACCGCCC
GCGCACACTC
TCGCAGCGGC
GCCACATCGC
AGAGGCTACA
ACAGTCTGCT
CTCCCGCGAG
ATCAGCGGCG
GGTGGCGGCA
ACGCAGGAGC
GCGCCCTCGT
CACCGTCTGC
CAGGTGACGG
CAACGCAGAG
ATAGCCCCCA

CCCCGCATAG
GTCAACGAGC
CCGCGCGGGG
GACTGATTGA
GCAGTGGCCT
GCCTTCGCAG
CACCCCGCGC
CGCCGAGCAT
ACGCCTACAA
ACAGCGCCAC
CTGGTAGGAG
CACGTCCTCC
GCATCGTTGG
AGCGGCAGGC
TCAAGTCGCT
GGGCGCATCG
AGGCGGAGGC
AGCAGCTGAG
TCCAGCAACA
AGACGGTGCA
AGTACACGCA
CTGCCAGCGG
AGTTGTTGCA
GTCGGCGCCA
TGCAGACGAA
CGAGCATCGG
CGGTGGGGCC
TCTTTATGCC
AGACGCCGAT
TGTTGGACAG
CGCCGACGCG
TTTGGGTCAT
CCACACCATT
CGCGTTGCCC
GCGTGATGGA
GGGGGCTCAG
ACCACTACAC
CCGACGAGGG
GCGTAGACTT
GGTGGACGGT
AGCTGATGCG
TTAGCGACCT

CACCAGCAGT
TGCCTCAGCC
AACCCGGGTC
GCCCTGGACG
GGTGACAAGC
CGCTTCGCCC
ACCACCGACG
GAATTCGGCG
TGCGCACTCG
GAGCCACGAC
AGCCGCAAGC
CCTTCTACCG
CCCGACGCTG
GCCACCGGCA
CTACTGCATA
TTCTCACGTG
ACTGCAGGAG
GGCAGAGCAG
GTTCTCGACA
GGAGGCGCAG
AGCGCTCGCC
TAGTGGGCCG
CTTCCTTCGC
GGACGAGGAG
TGAGACATGC
CAACGTCCGC
ATTTCACAGT
TGGTGCAGCG
GGTACTCTCG
TCTACCTCTC
GCAGAATCTC
CCAGAGTGCC
CCGCCTGCTC
CGACGGCAGC
CACCGCAGCT
CGGTGGCCAG
GTTCGCGGCA
AGAGGAGGAG
CCGCGTTATC
GCAATTTGCC
GACCGACAAG
GTATTAG
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Protein, hervorgehoben sind die putativen Kinase-Andockstellen (gelb hinterlegt), die
putative Phosphorylierungsstelle (blau) und die putative Zinkfingerdomane (rot):

0

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801

MTTTSPTSFQ
QRAKVLSYWN
DGTTNTDGGA
YDELCSHVAC
VQLLYYSNNA
SSNPVPHVGD
TASQKVLLCE
RAHKQKSSLR
SSQQPRKSRR
SPSSPSSPSS
FRGVRYADST
GDGLIEPWTL
KCVSCDGVRA
LQDAYNAHSS
GAPLAAVHYG
FSQRQAPPAV
VEAAKRATAV

RTYLRIVVYC
YTHSRYELLK
TSASELDANH
WLGNKHVSFE
WGVRDVLQYG
SASARTSPSS
VAPGRRFMTD
TEGAVEIAAE
YAITSPVRAP
PSKTYNMKEW
APRQRAASAT
DSMPARGTWT
TSAPRAPPTW
RDGLLYESLP
APSRPPLLPH
LDQFTCNVHP

DDSQEPHTLP

DVRELLQTGG

SKLCIYRCQL
VQDAMRIRCP
FLLSNGVPQS
APLTAANTRR
QGLTGESPDK
DLSLVQVQVQ
GMTAHSAAAR
FKSSPRRGPV
TPGRCESSKQ
AGSSGLVTSS
HLSPLSPSAA
CGHSATSHDA
EGACVGGAMG
RQLKSLYCIA

DVRVPRSIGE
HLLSQRLHTS
WMEATLIQLE
FLTRMFDETR
LEAMLQSCGD
MPFVFTSSML
QAYPTPPVKP
HSYQALPRYL
EDEKRMNRAG
SGDKGANAKR

VQRLVEDRVG
ENEATETAEA
PLDKRRDKIE
SRRLSANQDK
SDVSSGTESR
GAHVKYLPPN
PRDYDSICYM
LTVVPSAATP
RVPPPLPSPS
ATSPHSTSSV

CDEDNTVYHG

HRAARGTRVE
PWTSEVYSAG
QVSPSMNSAW
AYRLVPAAAG
GGGIVGPTLK
CEELTCPYCA

NGGLRSASPS
ATGGMVLPPS
RSAGRRAASA
TVPPASSTVP
SVGAHRSHVWV

CAKAEALQEA

LRHWLTQCKQ

TEEQLRAEQA

RYAARQQRDL



851

901

951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301

RFVQQQFSTL
LDVALRRYYS
SFGRRQDEEK
N1LNVAEPQL
HTQTPMVLSS
LHRCLRDLQR
PRARCPDGSA
TSRLLTRSTQ
RLRVDFRVIA
VRDNMVKICI

NQALQQAECS
TVAASGSGPC
RLRDAIADCE
STSVGPFHSS
PHPDPGSDVS
GYIWVIQSAR
SSTPMVEAGI
EHHYTFAAED
FSEVAWAEWQ
APISDLY

MTQTVQEAQR
TERACDPTSS
AQVQTNETCF
RAASPSLYEA
QRLLDSLPLG
SYFAPGQRRT
SGGVMDTAAS
VDDTVVTAAP
VTGWTVQFAG

RLPLAEAAAV
LLELLHFLRT
QQVNWAGLRR
TALFMPGAAQ
TLMQSENGAA
VCSTPFRLLD
RLTPPSVMEG
SSDEGEEEWL
KGWGLYPFLQ

9.1.3 LmxPK5 (NCBI Acc. Nr.: DQ812908)
DNA, offener Leserahmen:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

atgtctcgac
ggcttctgeg
gataatcagg
gagggcggct
agcaataagg
attcgacgag
ttttacggtg
tctctgcacg
atgctgaagg
cccagcaacg
agctctaatc
atgagtcctg
gggctcgttg
agcagcgagg
gagctaccgc
tccectgaca
acaggtgcgg
gctcctggag
ccccttgeca
ccgctgacge
gaccgaaccg
gcgagaggge
gtggccacag
aatggacagg
ggtgatggtg
tgtgacgacc
aacaggcttc

Protein:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

MSRLKINLDA
LSDLEVVPET
IRRELETLHA
PPVLACITRL
SSNLECTKAD
VCPYAGLRGG
SPDRRPTCTE
RASPAAGSAL
DRTVVARWIH
AAGVSAASLD
CDDLRWTSTG

tgaaaataaa
ccgacggegt
gcaacttgtg
tcttaggcaa
tggtcgcect
agctcgagac
cgttcgcaca
agctatacaa
ggctcacgta
tcctctacaa
tggagtgcac
agcggcttcg
tcgcagagct
cgcgcttctg
cggagatgga
ggcggeccac
cgccagaggc
gactctcttc
gcgagggggg
tttcgtgtcc
tcgttgcgeg
acgggcgega
attcgggtga
ccgcacagca
gcagtgcccc
tgcggtggac
tcttctga

IERDGASATE
EGGFLGKGSS
GDFATPYLVS
MLKGLTYLHR
AHSFVGTVTY
SSEARFWALL
LLRHPFIVRY
PLASEGGTPK
AVMKRAVLHK
NGQAAQHREF
EPSVNLDDEL

ccttgacgcc
ccgcatcgge
cgtgctgtct
aggcagcagc
caaggaaatc
gctgcacgct
tgaggggtcc
acccgtccca
cctgcatcgt
cagccgcacc
caaggcagat
aggcgagcac
ggcggtgggg
ggcactgtta
tagcgacctg
gtgcactgag
ggaggcgaaa
gctgctgaat
tacgcccaag
ccttgagcgg
atggatccac
agagctgcac
gggaggcggg
tagggagttc
tgtggaggaa
ctccacgggt

GFCADGVRIG
GSVRRAVHRG
FYGAFAHEGS
NRHL IHRDLK
MSPERLRGEH
QHLNGDGTAL
TGAAPEAEAK
ATSPSPAPVS
ARGHGREELH
RAERNLDGHS
NRLLF

atcgagcgcg
tcgcttctag
ctcagtgacc
ggctctgttc
aaagtgacag
ggcgacttcg
gtcttcatcg
ccacctgtct
aaccgccatc
ggcgacatca
gcccacagct
tactcgtacg
gtgtgcccgt
cagcatctca
gctgacttca
ttgctccgtc
ccgttctcga
cgcgcctcge
gctacttcgc
cacgacggcg
gctgtaatga
caggagccac
gcggegggcg
cgcgccgaga
gattgcaccg
gaaccgtctg

SLLVSSEGVR
SNKVVALKEI
VFIAMEAMDG
PSNVLYNSRT
YSYGADIWSL
ELPPEMDSDL
PESTTTPTVL
PLTLSCPLER
QEPLAAVSAS
GDGGSAPVEE

VTKYTQALAA
TPSLIRRVRR
LLASIGNVRT
SRPNSAKVRA
TSPPTRQNLG
VSWELRVAPL
GGRGLSGGQH
GLFLFPLQHA
RRELMRTDKL

atggtgctag
tgtcgtctga
ttgaggtggt
gccgegeggt
ggcagacgca
caacgccgta
cgatggaagc
tggcgtgcat
tcattcatcg
agatatccga
ttgttggcac
gagccgatat
atgccggttt
acggtgacgg
taagcgcgtg
acccgttcat
ccaccactcc
ctgcggcagg
catctcctgc
aaacggatgc
aacgggcggt
ttgctgecgt
tttctgcgge
ggaatctaga
ctggcgtacg
tcaacctcga

DNQGNLCVLS
KVTGQTHINE
SLHELYKPVP
GDIKISDFGV
GLVVAELAVG
ADF1SACVVK
APGGLSSLLN
HDGETDADIA
VATDSGEGGG
DCTAGVRSLT

Anhang 165

cgcgacagag
gggagtacgg
tccggaaacg
tcaccggggc
catcaatgaa
cctcgtcagt
gatggacggc
cacgcgactg
cgatttgaag
ctttggtgtg
ggtcacgtac
atggtctctg
gcgeggegge
tacggcgcta
tgtcgtgaaa
tgtgagatac
cactgttctt
gtcagccttg
gccggtgteg
tgatatcgca
gttgcacaaa
gtcggegtcce
tagcttagac
tgggcactcg
ctctctcacg
tgatgaacta



9.1.4 LmxPK6 (NCBI Acc. Nr.: DQ812909)
DNA, offener Leserahmen:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

atgcgtgcga
gatcatgcag
ttcatcgacg
acgacgaact
atggcgggea
gaggccaagt
atgtttgtgg
cggttgcgac
attcaaatgt
ccctectgget
ctcccaatga
ccgccgecca
aaggtgccat
agcagctacg
gcgacgtcat
gcgttttcgt
cccagcctge
caccgccaca
gtggaggaga
atgattggaa
gctctcaagt
gggtacaaga
ccgceggegt
cagctgagca
tctcgecatcc
tccggegget
gggtcttcge
aacgtgaagc
ttgatgggtc
gccaacgtga
tctgtgatgg
tacaaagcac
ggcggcaccg
atgctaatgg
aactacggca
ttttacgact
cagctcttga
cagttcgtgc
ttgctcaagg
cagagcagga
gatcaaacca

Protein:

0
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801

MRAKRPLRTS
PMITTGPSFR
EAKFIHVNDT
VDTVQEAILN
LPMSVPALQN
SFKAKSLGST
AFSSTTGLNA
AAARRTKQIS
ALKCMN 1DEA
AVASLDAEKK
SGGSSAKQAM
VLLSMLARDV
SVMEDRQHVE
AKADVWSLGI
FYDFILRSVC
KTFHKRQQSE
DQTMFPELRH

agcgcccget
cccctgaget
tggatgacaa
cggcgggtct
ccggtggeag
ttattcacgt
agggaaagag
agaagaaact
cggctgacca
cccetgttct
gcgtgccage
cgaagccggt
ctggctcacc
gctttcctcc
cctcgectac
ccaccactgg
gtcatcaaga
gcgggcaccc
tcggccacag
aaggcactca
gcatgaatat
aagggctcgt
accttatgca
tcctgatcga
ctagcgagga
cgtcagcgaa
ggcatgctct
gtgagacacc
tgaacgagct
tgctctgcta
aggaccggca
cagaacgctt
gcgaggeggt
aattggcggc
ccaagttgaa
ttattctccg
aacacccgtt
agcgcttgga
aacagatcct
aggtgtggtc
tgtttccgga

GPCFDLAGLM
TTNSAGLSSN
NIFVLIDGIS
1QMSADHCGC
TVAPTALPVP
SSYGFPPADS
SSRLTHSVSF
VEEIGHSNCS
LNATNDVERQ
QLSILIELMS
KECCTGQLLY
LMGLNELHTD
RRGIDLGTIL
MLMELAAGIH
VDVSLRWSVQ
LLKEQUILLST
T

ccgtacgtcg
gcaggtgcag
tatcgtttca
ctcgagcaac
cacgtcggtg
caacgacacc
cacgttcacc
tgcccgttce
ctgcggctge
gccagcagaa
gcttcagaac
ccccatcgceg
tctgtttcge
tgcagacagc
gacaacagtt
cctcaacgcc
cagctcgtcg
cagccgcgge
caactgctcg
gggaacggtg
tgatgaggcg
gaaggagttg
aatgttcaac
gctgatgtcc
gttgatgcgg
gcaggcaatg
ggggcgcaac
aatgccggaa
gcacaccgac
tgatcagcag
gcacgtcgag
cgcagcgaac
ggtgttcacg
tggcattcac
gctatccaag
gagcgtttgt
tgtcatcaag
ggtcgacagc
gctcagcacg
gacgtacacc
gctgcgtcac

DHAAPELQVQ
NSTVELTAME
MFVEGKSTFT
EETSPVVSAI
PPPTKPVPIA
TLLCESAESG
PSLRHQDSSS
LDMDEVVVEA
GYKKGLVKEL
FTVEN1QQMV
GSSRHALGRN
YSIIHCDLKP
YKAPERFAAN
PCDQFKSDFW
QLLKHPFVIK
TRRHKDTFQL

gggccgtget
caaaagaatg
ccgatgatca
aactccacgg
gagcagagga
aacatcttcg
gggacagaag
gtggacacgg
gaggagacat
agatcttcaa
accgtcgccc
aatccgtggg
tccttcaagg
acgctgctgt
ttccctgega
tctagccgtc
tccctectgt
gcagcagcgc
cttgacatgg
ttccgegtee
ctgaacgcga
accatgatca
gccgtggect
tttacagtag
gtcactcagt
aaggagtgtt
acgtacaagg
gtgctgctct
tactccatca
aagttcaagc
cggcgaggca
attttacacc
gccaaggegg
ccctgtgatc
atgaacaagc
gtcgatgtct
ttcaatcacg
aagacgttcc
acgcgtcgge
gcttacctga
acgtag

QKNEQELNKF
MAGTGGSTSV
GTEDARLLVE
PSGSPVLPAE
NPWASLFEDA
ATSSSPTTTV
SLLSTTSGAG
MIGKGTQGTV
TMITLQRSRP
SRIPSEELMR
TYKEPAAWEK
ANVMLCYDQQ
ILHRIADIDD
NYGTKLKLSK
FNHVPREKLK
QSRKVWSTYT

tcgacctgge
agcaggagct
cgacaggccc
tcgaattgac
cgatggcgtc
tgctgattga
acgcacgtct
ttcaggaggc
ctccggtggt
tgcagtccac
ccaccgcgct
cgtcgectgtt
ccaagtctct
gtgagagcgc
cggtggccac
tcacgcactc
caacgacctc
ggcggacaaa
atgaggtggt
gcttggacgg
caaacgacgt
ctctgcaacg
cactggacgc
aaaacattca
cgacgtttcg
gcacgggcca
agccggccge
caatgctggc
ttcactgtga
ttgccgactt
tcgacctcgg
gcatcgccga
acgtgtggtc
agttcaagtc
cgctcaattg
ccttgcgatg
tgccgegega
acaagcgcca
ataaggacac
agcaggcgcc

FIDVDDNIVS
EQRTMASPQN
RLRQKKLARS
RSSMQSTANT
KVPSGSPLFR
FPATVATPTS
HRHSGHPSRG
FRVRLDGKLY
PPAYLMQMFN
VTQSTFRNYM
NVKRETPMPE
KFKLADFGCG
GGTGEAVVFT
MNKPLNWSES
QFVQRLEVDS
AYLKQAPPTK

Anhang 166

cgggctcatg
caacaagttc
gagctttcgc
ggcaatggag
cccgcaaaac
cggcatctcg
gctggtggaa
catcttgaac
atctgccatc
agcgaacact
acctgtgccg
tgaagacgcc
aggcagcacc
cgaatcgggt
cccgacatcg
cgtcagcttc
gggtgccgge
gcagatttcg
ggttgaggcg
caagctgtac
ggagcggcag
atcgcgtcca
ggagaagaag
acagatggtc
aaactacatg
gctcctttac
atgggagaag
tcgggacgtg
tctaaagcct
cggctgegge
caccatactg
catcgacgac
cttgggcatc
tgatttctgg
gtcagagtcg
gtctgtgcag
gaagctgaaa
gcagagcgag
gttccagctg
gcccaccaag



9.1.5 LmxPK7 (NCBI Acc. Nr.: DQ812910)
DNA, offener Leserahmen:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

atgcacacca
cagtcaggct
cgcgacacca
ggtggcgttg
gatgcaacac
cagtcgatct
ggctctgcag
accaccacca
ctgccggegt
atgctgccge
gtgtcagggc
ccgacgactt
ccagaggatc
aaccagtggc
gtacccagcc
ggtggcgagy
cacgagttgg
aagttgccga
cctatcgctg
agtggtacat
gcaccagttt
tacgcttccg
aacagcagct
acgccagcgg
ccttccgeag
gccggggtcet
cgccgtgeac
agcaccgccg
ccgccgtegt
agcgccagceg
atggggatga
cccgeacgceg
cgcacccatg
gggcttgtge
cgggaaggtt
ggcagcgcca
agcacaaccg
cagcgatctg
caactactcg
gcgggtggac
gcgtaccacg
ggagggggcg
acgcccttca
ctcggcccge
acagtttgca
cagccgcagce
tcgcctacce
cagcagcagg
ggcggcaaca
gcgttgggta
agcatgttag
tacgccgata
gggagccegt
ggaatggcgg
ccgecgcetge
ggtgaaggcg
gccgtgaagce
agcggcgccg
caggtgctgc

ctgagcctcg
cagagggtgg
gctctgccgg
acgccacctc
ccgacatgac
ccctgcaacc
ggcagcagcc
acaccaccac
gcactaccat
tgggcgatgg
cgcgecgtga
ttctgaccgt
gatcactcac
tgcacgtgcc
caccatcttc
tggacgcaga
cggagacacg
cagtcttgcc
cccaacaaca
cgacggcggce
caacaccgtt
ccgectgeegce
tgtgcgggtt
cgtcgctcag
cgcgtctatc
tgtcgecget
cgccgecgtt
tcagtgcgaa
cagcgaaccg
ccggegeegg
ctatgcacag
gaagcggctg
gcagcgcagg
gcatctcaca
gtctcacggt
ctggcggage
gaactagcgg
cggccagcta
gtcccggegg
taggtcccat
gcggtggctg
ccagcgccac
gcccgatcac
actacgatag
acgacactgc
agcatgaagg
gaaaccttgg
tcgccacacc
tctgccacge
cgacgaacac
gcgecggege
tacctgccta
ccgggcatac
cggccgceccce
cgccaaatgt
cctcggcgac
gggtggacct
tctcgagtgg
acctcactta

cgcgctgaga
catcgacgct
tacacccacc
cgcgecggeac
tggcaggagg
ggaggagagt
cagcgcaggt
agcagcaagc
gaacgggtcc
cgcgecgecg
gaaacgacgc
cgccgccaga
gacgccagcg
cgtgcagcgg
gacccttgtc
tggagagcgg
gttgcccatg
gacaacctca
ccgtgccgea
ccactacaga
gagtgcgacg
tggcggtget
cgccaaccac
caccgcgacc
ggtgactggc
ttctctgtce
actgttgcgt
cgatacaagc
agccgccatc
cgcctccgea
tggcagcgca
caaccccccg
tcagagcctg
agatcgtcgc
gcgtaacatg
ggccggtcca
tggtggcage
ctcgccecegtg
cggcaatgac
gacaccgaac
ctcgggcaac
ggcgaacgcg
gtactcaatg
agccggtgct
ggcctctcac
cttgctgcect
ctacggcatg
caactccacc
gcagctgegg
ggtctcgecg
ctttacagac
tcgaggcgct
aaacccttgt
gatgatgggt
ggttcggcta
agtgttcgtc
ctctccactg
tcgcatcage
ccgcagccca

gacacacttc
gccgetgege
atcatgtcct
agctctttgt
agcgcggctc
gcgagagtcg
ggggacctga
ggattgcctc
gagacaccgt
agttgctcgg
ccgccatcac
cccgtgctga
acgcaggcga
ccgectgege
ttatccgtgt
ctaaacacgc
agtcccgecc
ccgccgcetcc
tgtgaaagac
gcggegggcg
atgtcccact
gtgacaccga
ttcggegecg
cccaccgctg
gcgggtggtg
ggagctgctg
cttcgetege
ggtgagatga
tcgtctgctg
ctgacctctc
agcgatttgg
gccacacccg
agcacctttt
accctcgtcg
cttctcctca
ggcggcacct
aagagtcggc
agcagcaacg
atcgggggtg
acaaccggct
gcgcgcaaca
tctttcactc
gacagccagc
gccgetggge
ttccteggeg
ggtgcgcatc
gtgaccgctg
accccacttg
tctcaggcga
tcceectttg
accgacacgg
attgcctcga
ggcttccgeca
ggctcaggga
cgtgacctcg
gcgatacaca
tgcctgggct
cagcttcagc
ttcatggtca

cgactccgcece
agccctgcat
ctacgaagac
cccttgtaaa
ctagttcgcc
ctgtagatgc
caacgatgac
gcaagatgct
cgtttcaagc
tggaggaggc
tcttttcaag
tcacgccage
ccttttctgt
ctctgccgeg
taccgacgca
tagcggtcag
cctatgcgac
gatccggccg
aaaggagcct
ccatcacacc
acgggtcttt
acgcgacacc
gcagcttcgg
gtgtcaaccg
gcggtgctgce
cgagtgctcg
cggtcggecc
cttctcccgce
ccactgctgc
ctccgectgaa
tgagcacgac
ctcgacccgg
cctccggcac
cggggatgtt
acccaacccg
gtggcagttt
cgctacagct
ggggccttgt
gtgggggtgt
ccgactggcc
tgcacaacag
tcttctctac
ggatggcget
cgccgecgea
cgaacggctc
acgtaacaga
gtgccgcetgce
ggcagccttt
gcaacggttg
cgaccgcagg
tgaacagtct
caactgctgg
ccaccacgac
cgactcataa
acatcctccc
agcccaccgg
gctcctcacc
gcattgtgat
aggtctacaa

Anhang 167

aatgcaggat
gaagactcct
cgccgtcagce
ggcgggcagt
gctcaagccg
gggatcccgg
gacgacgggc
gtctgtcacg
ggggtcgttg
aatggcggcc
ctcggcgecg
tgtcggcata
ctctcaaacc
cacacctggc
cgacaacggc
gcgagactcg
tgcgcacgtg
gccggceccac
caccggcagc
ggccgcecgtce
tcaagccgge
gctgttgagce
cactgggagt
acttcagccg
tgctgcgget
gacagcgcgc
agcgtcgctc
atcagctgcg
tgctgctgcec
ttcgeggtcee
agcagatcga
ccccttcgece
tcgcagcgge
ccgegtgteg
cattgacgcc
catgggcagc
gctgcatccg

ggggcgcatg
tggcggeggt
tttgccccat
cggcggegga
cagtatggac
cccaagcccc
gctcctgagce
cctccatcag
caccaacgct
agtgacgcag
tggcggeagt
gttgccaggg
cggggcaggg
gctgctgecc
cagctgtatg
ggcagaaacg
cacgtcgttc
gacgacttgc
ccgtcgectc
gttcatgcgce
tcgcgagcetg
tgccttcttc



3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161

cttgctgagg
cacctcgcca
caccgactgc
catggtggta
gctgagggct
ggtgtcgceg
ctcgactctc
ccaacagccg
ggtgttccgt
cttctgctcg
gacggcagcg
ggagagcagt
atcaaacccg
ctgtcgcagc
ccacccccct
tccttgcaac
ggcagcatcg
cccgagatgg
gcgcagegeg
ggcgaatggg
gactgctgcg
aagcccgctg
ccctatgacc
gtggacgtgt
ttctgccgac
gagcacccct
cgcgtgceecg
ccgeecggagg

Protein:

0

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501

MHTTEPRALR
IMSSTKTAVS
QSISLQPEES
GLPRKMLSVT
VSGPRREKRR
TQATFSVSQT
GGEVDADGER
PPLRSGRPAH
APVSTPLSAT
FGAGSFGTGS
AGVLSPLSLS
GEMTSPASAA
MGMTMHSGSA
STFSSGTRSG
GSATGGAAGP
SSNGGLVGRM
AYHGGGCSGN
DSQRMALPSP
QPQQHEGLLP
TPLGQPFGGS
SMLGAGAFTD
GFRTTTTAET
GEGASATVFV
QLQRIVIREL
HLANCLQQHA
LSDAPEAPQV
LDSRRTLAER
YKHIYGSNDS
GEQLLRGVRD
GIKNDMLTYM
GSIGAGISGQ

tggcggcget
actgcctaca
tcaccaccga
gcccatccgt
ctctgaagga
ccgccgacac
ggcgtactct
ccggcactac
gtcaccctct
actcgtactc
gtctcgtcga
tgctacgcgg
gtaacgtcct
gctgcgacag
ccgtcgceccc
tgacaggcgc
gcgcaggcat
ggagctccgce
acggcatgga
acgctacccg
gcacggacaa
acatctgggc
tcacggacgt
ttcagttcaa
tggcaacact
tcttcaagca
tgccgtcgaa
ggcagcagcc

DTLPTPPMQD
GGVDATSARH
ARVAVDAGSR
LPACTTMNGS
PPSLFSSSAP
NQWLHVPVQR
LNTLAVRRDS
P1AAQQHRAA
MSHYGSFQAG
TPAASLSTAT
GAAASARTAR
PPSSANRAAI
SDLVSTTADR
GLVRISQDRR
GGTCGSFMGS
QLLGPGGGND
ARNMHNSGGG
LGPHYDRAGA
GAHHVTDTNA
GGNICHAQLR
TDTVNSLLLP
GMAAAAPMMG
AIHKPTGRRL
QVLHLTYRSP
RMVRGSQQER
AEGSLKDASA
APSSAPRPCI
LLLDSYSVKS
MHSRGY I1HQD
PPPSVAPAQS
LGSGMVGTTP

ggacattgtg
acagcatgcg
cgatgatgac
tccgectcetg
tgcctcggeg
cgagcggcat
cgcagagcgg
cggtaggagc
cagcggcgct
cgtgaagagc
ggaacctctt
tgtccgegac
tgtgaatgaa
caacggcatc
ggcgcagtct
acgtggccgt
tagcggccag
agaggggtta
tgtgctggag
aaggggactg
gtacatgagt
cgttggcgtc
catcgacgag
caagcaccgc
accgacagct
gtggcaccgt
ccgcctgaag
ggccggeccy

QSGSEGG DA
SSLSLVKAGS
GSAGQQPSAG
ETPSFQAGSL
PTTFLTVAAR
PPAPLPRTPG
HELAETRLPM
CERQRSLTGS
YASAAAAGGA
PTAGVNRLQP
RRAPPPLLLR
SSAATAAAAA
PARGSGCNPP
TLVAGMFRVS
STTGTSGGGS
1GGGGGVGGG
GGGASATANA
AAGPPPQLLS
SPTRNLGYGM
SQASNGWLPG
YADIPAYRGA
GSGTTHNTSF
AVKRVDLSPL
FMVKVYNAFF
HRLLTTDDDD
VGVGRSGTGG
PTAAGTTGRS
DCGTDDSESD
IKPGNVLVNE
ITPLQSPSLT
PEMGSSAEGL

atggagttca
cggatggtgc
gacggtgacg
ctctctgacg
gttggcgttg
ccgtccatga
gcaccgtcgt
gatgcggata
tacaagcaca
gactgcggca
ggcgtcacag
atgcactccc
cacggggtcg
ggcatcaaga
atcacgccac
cgcgegecegt
cttggcagcg
gtgctcagca
gcggagtcga
agcccatcgt
cccgaacgcc
accctcgcag
tttgaccgcg
gctgtgccgce
tcgcagcgge
ccgttcaacc
gaggactacc
ctgggctaa

AAAQPCMKTP
DATPDMTGRR
GDLTTMTTTG
MLPLGDGAPP
PVLITPAVGI
VPSPPSSTLV
SPAPYATAHV
SGTSTAAHYR
VTPNATPLLS
PSAARLSVTG
LRSPVGPASL
SASAGAGASA
ATPARPGPFA
REGCLTVRNM
KSRPLQLLHP
AGGLGPMTPN
SFTLFSTSMD
TVCNDTAASH
VTAGAAAVTQ
ALGTTNTVSP
IASTTAGSCM
PPLPPNVVRL
CLGCSSPFMR
LAEVAALDIV
DGDGGRRGSG
GVAAADTERH
DADSTACGGG
DGSGLVEEPL
HGVVKLSDFG
SLQLTGARGR
VLSSTTNSLL

tgcactatgg
gagggtcgca
gcggeegeceg
ctcccgaggce
gcaggagcgg
acagcatctc
cggcgecgag
gcacggcatg
tctacggcag
cagacgactc
agcgcctggt
gtggctacat
tgaagctcag
acgacatgct
tgcagtcacc
tcatctggca
gcatggtcgg
gcaccacgaa
catcgtcgga
cgtcgtccga
agcgcggcega
agttcgcggt
tgtcgcggat
tgggcaccgt
cgaccgcaca
tcaaggacta
ttgcgaagca

RDTSSAGTPT
SAAPSSPLKP
TTTNTTTAAS
SCSVEEAMAA
PEDRSLTTPA
LSVLPTHDNG
KLPTVLPTTS
AAGAITPAAV
NSSLCGFANH
AGGGGAAAAA
STAVSANDTS
LTSPPLNSRS
RTHGSAGQSL
LLLNPTRIDA
QRSAASYSPV
TTGSDWPLPH
TPFSPITYSM
FLGANGSLHQ
QQQVATPNST
SPFATAGGAG
GSPSGHTNPC
RDLDILPTTC
SGAVSSGRIS
MEFMHYGGLD
HGGSPSVPPL
PSMNS 1 SPKL
GVPCHPLSGA
GVTERLVAWV
LSQRCDSNGI
RAPFIWHAQR
AQRDGMDVLE
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cggcctcgat
acaagagcgt
cggcagtggg
gccgcaggtt
tactggcggce
acctaagctg
gccgtgcata
cggcggtggt
caatgacagc
ggagtcggac
tgccgttgtg
ccatcaagac
cgactttgga
gacgtacatg
gtcgcttaca
cgctcaacgt
cacgaccccg
cagcctgctg
ggagggctcg
Cgaagccggg
gccgtacggce
gggcgagtac
ggataagccg
cttcgcggac
ggagctgctc
cctcgcetgece
gcgcgagegce
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1551 AESTSSEEGS GEWDATRRGL SPSSSSDEAG DCCGTDKYMS PERQRGEPYG
1601 KPADIWAVGV TLAEFAVGEY PYDLTDVIDE FDRVSRMDKP VDVFQFNKHR
1651 AVPLGTVFAD FCRLATLPTA SQRPTAQELL EHPFFKQWHR PFNLKDYLAA
1701 RVPVPSNRLK EDYLAKQRER PPEGQQPAGP LG
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9.3 Sequenzalignments

Alle hier gezeigten Alignments wurden mithilfe des ClustalW-Servers angefertigt
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).

9.3.1 Alignment HSERK8-LmxMPK1 (48% Identitat)

LmxMPK1 MTSYG IDGEVEQRYR I LRHIGSGAYGVVWCALDRRTGKCVALKKVYDAFGNVQDAQRTYR 60
HSERKS -MCTVVDPRIVRRYLLRRQLGQGAYG I VWKAVDRRTGEVVA KK I FDAFRDKTDAQRTFR 59
LmxMPK1 EVMLLQRLRHNPF VG I LDV IRAAND IDLYLVFEL IETDLTAT IRKN-LLQRDHKRFLTY 119
HSERKS EITLLQEFGDHPNI ISLLDV IRAENDRD 1 YLVFEFMDTDLNAV IRKGGLLQDVHVRSIFY 119
*: ***-: -:* *:-:****** **x *:*****:::***-*:***- *kx * * : *
LmxMPK1 QLLRTVAQLHAQN I IHRDLKPANVFVSSDCS I KLGDFGLARTFRSGYDNEQEFLDLTDY1 179
HSERKS QLLRATRFLHSGHVVHRDQKPSNVLLDANCTVKLCDFGLARSLG-DLPEGPEDQAVTEYV 178
**** B **- ::-*** *xk - **::-::*--** ******:: _ - -* *-
LmxMPK1 ATRWYRSPE I LVKSRAYSTAMDMWA I GCV I GEMLLGRPLFEGRNTLDQLRL I IEAIGVPS 239
HSERKS ATRWYRAPEVLLSSHRYTLGVDMWSLGC I LGEMLRGRPLFPGTSTLHQLELILETIPPPS 238
******:**:*:-*: *: _:***::**::**** *Kkkkhkk K _**_**_**:*:* *x
LmxMPK1 DADVRSLHSPELEKL INSLPTPL IFSPLVGNKNLKDSEATDLMMKL IVFNPKRRLSAVEA 299
HSERKS EEDLLALGSGCRASVLHQLGSRPRQTLDALLPPDTSPEALDLLRRLLVFAPDKRLSATQA 298
- *- -* * _:::_* - - _ . ** **- -* *x * -**** -*
LmxMPK1 LQHPYVAPFVQHG = = = = = = = = — m o 312
HSERKS LQHPYVQRFHCPSDEWAREADVRPRAHEGVQLSVPEYRSRVYQMI LECGGSSGTSREKGP 358
E R = o o *
= R ——— ELEK-——————————- QG- ——————mm e 319
HSERKS EGVSPSQAHLHKPRADPQLPSRTPVQGPRPRPQSSPGHDPAEHESPRAAKNVPRQNSAPL 418
-**
LmXMPKL ~ ——mmmmmmmmmmmm LDPLVLPLYD === == mm - m oo 329
HSERKS LQTALLGNGERPPGAKEAPPLTLSLVKPSGRGAAPSLTSQAAAQVANQAL IRGDWNRGGG 478

**x K k%

LmxMPK1 EKIYTKEEYKANLYDE IGMRYRYH I TDVY = — = —— o oo 358

HSERK8 VRVASVQQVPPRLPPEARPGRRMFSTSALQGAQGGARALLGGYSQAYGTVCHSALGHLPL 538
- - - - - * * * *

LmxMPK1 ~ ———mm-

HSERK8 LEGHHV 544

* = jdentische Aminosauren; : = stark konservierte Aminosauren; . = konservierte
Aminosauren
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9.3.2 Alignment der Kinase-Domanen aller bisher bekannten Leishmania
mexicana MAPKKs

[ ] ® o0
LmxMKK (62)YSSKRNVEAGA§8DVFFAR—LKNG—TSIALKRIPISSKAH ———————————— RDEVDQELQVFM
LmxPK5 (58)ETEGGFLGKGSSGSVRRAV-HRGSNKVVALKEIKVTGQTH----———————— INEIRRELETLH
LmxPK2 (MYQIIESIGEGSFGKVYKAR-IKGTGQIVAMKF IVKKGKNE-——————— KELKNLRSEIEILTKL
LmxPK3 (28)YVLIEKIGSGSYGDVWSATRRTGAKDVYAVKR IDKRHAG I —-——-———- LRKGSVMGEVETMSLL
LmxPK4 (72)LRIGSELGKGSQGKVRVAQ-HKLTGEKYAMKY IAFDGDSD---——————- DMRSALEAELRQVA
LmxPK1 (12)YRLDTSIASGAFSTVWRCS-ELSSGRTYAVK I VEKKAALRN---—————- KMTGAL IREVNALE
LmxPK6 (375)VVVEAMIGKGTQGTVFRVR---LDGKLYALKCMN IDEALNA--TNDVERQGYKKGLVKELTMIT

LmxPK7 (1093)DILPTTCGEGASATVFVAI-HKPTGRRLAVKRVDLSPLCLG(13)SGRISQLQRIVIRELQVLH
| 11 11

@
LmxMKK ARG--——-- DSPYVMNNYGAFW--DAEDDA IV IPMEWMPYTVKDLGLF-WGGLNEALLK----- VFFQVVS
LmxPKS5 AGDF——--- ATPYLVSFYGAF----AHEGSVF I AMEAMDGSLHEL ----- YKPVPPPVLA----ITRLMLK
LmxPK2 ~ ————————— NHPHI IMLFDSF----ETDSDFVVVMEYAQGELYD I LED—EKQLPAKEVQ----- TAKQLIQ
LmxPK3 ~ ————————- SHPNIVKLEETY----QDEACLSIVMEYLPGGSLQHRID—RQNVSELETR----- FITQLLM
LmxPK4 N KHHNVVSSYEAF----FRDGRLY I VLEYMDCGTMNNL I DRHPEGFSEDMLA----1ARELFK
LmxPK1 IAG-—--—- SSPYVTRLVDKM----VSKHNYYLVMDLAEGGTLLD I IRERRQELRQLQVS(25) YFKQLLL
LmxPK6 LQR---SRPPPAYLMQMFNAVASLDAEKKQLS IL IELMSFTVENIQQMVSRIPSEELMRV(63)LARDVLM
LmxPK7 LTYR-—--- SPFMVKVYNAFF---LAEVAALD I VMEFMHYGGLDHLANCLQQHARMVRG(184)VGEQLLR
v \
e 00 o000 O o 000 o O e
LmxMKK GLVYLHDVKRVLHRDLKPSNLL IS-ETGHVKIADFGVSKL-----~ I1QTLAVSST--YVGTMCFMAPERLE
LmxPK5 GLTYLHRNRHLIHRDLKPSNVLYNSRTGDIKISDFGVSSNL----- ECTKADAHS--FVGTVTYMSPERLR
LmxPK2 ALNYLHSN-R I IHRDMKPQNIL 1G-QNGAVKLADFGFARSM-——-~~- SYNTIVLTS--IKGTPLYMAPELVQ
LmxPK3 AVEY IHEK-G1VHRDLKPSNCLLSQNDLVVKISDFGLSVF----—- AGNKQCLTT--CCGTLHFMAPEILL
LmxPK4 GLEFLHHL-NMIHRD IKPANVLAN-TKGEIKISDFGVAKTL----~ SGGDLQTLS--AQGSVPYMSPERIQ
LmxPK1 ALSALHDR-NI1VHRDVKPEN I LLNKHRTRLLLSDFGFACHS----- MLG-AQLHR-ACGTLKYCAPELLHE

LmxPK6 GLNELHTDYSI1 IHCDLKPANVMLCYDQQKFKLADFGCGSVM---VMEDRQHVERRGIDLGT ILYKAPERFA
LmxPK7 GVRDMHSR-GY IHQD I KPGNVLVN-EHGVVKLSDFGLSQRC(125) SPSSSSDEAGDCCGTDKYMSPERQR
Vlia Vb Vil \ARN

( X ]
LmxMKK QGM-YGFSSDVWSLGLTMIGAVTGKNPWAPP--—--EEMNLYQLLGKMANGSTPTLPTS--DAFSDDVKDFV
LmxPK5 GEH-YSYGAD IWSLGLVVAELAVGVCPYAGLRGGSSEARFWALLQHLN-GDGTALELP--PEMDSDLADFI

LmxPK2 ERA-YDNRVDLWSLGCILYELYYGKPPFYTN-—-———-- NLFAL IKK1VCEPVKYDSKAN-DP ISPEFKSFL

LmxPK3 EKN-YGKPVDMWAMGVMAHVMFFGRYPFQAR-———--- TEAALTKDICRGYLPREEGGGGLPCPSLLQDFI

LmxPK4 SKP-YSFNSD IWSAGLTIAECAFREYPFASLKP—---- KLFELCQAITASGTAKINWDDRETKFSDEFKEFI

LmxPK1 HPSYDGRKVDVWAAG I TLYMMLFGGYPYRCS----RGDPDAFLEVIETTTYRIPR-——--- PIPALIEDIL

LmxPK6 ANT1(20)KADVWSLG IMLMELAAG IHPCDQFKS---—-- DFWNYGTKLKLSKMN----KPLNWSESFYDFI

LmxPK7 GEP-YGKPAD IWAVGVTLAEFAVGEYPYDLTDV ID---EFDRVSRMDKPVDVFQFNKHRAVPLGTVFADFC
IX X

° [
LmxMKK KQCLERDPDARPTCAELLQHQFF(53)
LmxPK5 SACVVKSPDRRPTCTELLRHPF I (208)
LmxPK2 SGLLTKSASSRLNWPELLNHPFV(828)
LmxPK3 SQLLLYDPHRRMSAKDALKHPWI (185)
LmxPK4 ELCLR-PEATRPSATEMLSHSL1(19)
LmxPK1 QHMLC I DSAQRWSVKQLLQHPWI (574)
LmxPK6 LRSVCVDVSLRWSVQQLLKHPFV(83)
LmxPK7 RLATLPTASQRPTAQELLEHPFF(47)

X1

® = jdentische Aminosaure; ® = konservierte Aminosaure; I-XI = katalytische Domanen
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Phylogenetischer Stammbaum der L. mexicana MAPKKs:

LmxMKK
Lmx=PK7
Lm=PK1
1 LmxPK3
| Lmx=PK2
LmxPKG
LmxPK4
LmxPK5

9.3.3 Alignment der Kinase-Domanen von LmxPK5 und homologen

MAPKK o oo (X J ]

LmxPK5 (58)ETEGGFLGKGSSGSVRRAVHRGSNKVVALKE IKVTGQTHINEIR-RELETLHAGDFATPYL
LmaPK5 (58)ETAGGFLGKGSSGSVRRAVHRGSKKMVAVKE IKVTGQTHINE IR-RELETLHAGDFATPYL
TbPK5 (55)VNNTSFLGRGSSGSVRRATHRKTGKE IALKE IKFTGQTRMME IR-RELETLHRGGGPSPYL
TcPK5 (54)VSETGFLGQGSSGSVRRATHRRTGEVLALKE IKITSHAHLQE IR-RELETLHRDGNNSPNL
NtNPK2 (82)MRVFGAIGSGASSVVQRAITHIPTHRITALKKINIFEKEKRQQLL-TEIRTLCEAP-CCQGL
AtMKK3 (82)MRVFGAIGSGASSVVQRATHIPNHRILALKKINIFEREKRQQLL-TEIRTLCEAP-CHEGL
ZmMEK1 (70)LEMIQVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTLFALKG IQMNIQESVRKQIVQELKINQAT--QSPHI

| 11 11 v

o o 00
LmxPK5 VSFYGAFA--HEGSVF I AMEAMD-GSLHELYKP---VPPPVLACI TRLMLKGLTYLHRNR
LmaPK5 VSFYGAFA--HEGSVF IAMEAMD-GSLHELYKP---VPPPVLASITRLMLKGLTYLHRTR
TbPK5 VDFYGAFC--HEGSVF IAMECMD-GSLDGVAGS---VPPKVLECITRSILRGLSYLHKDR
TcPK5 VDFYGAFC--HEGSVF IAMECMD-GSLATVKKP---VPIEALASISRSILLGLWDLHGNR
NENPK2 VEFYGAFYTPDSGQISITALEYMDGGSLAD I IKVRKSIPEATLSPMVQKLLNGLSYLHGVR
ATMKK3 VDFHGAFYSPDSGQISITALEYMNGGSLAD ILKVTKKIPEPVLSSLFHKLLQGLSYLHGVR
ZmMEK1 VMCHQSFY--HNGV I YLVLEYMDRGSLAD IVKQVKT ILEPYLAVLCKQVLEGLLYLHHQR
\ Vlia
(I X J o 000 o O 000
LmxPK5 HLIHRDLKPSNVLYNSRTGD IK1SDFGVSSNLECTKADAHSFVGTVTYMSPERLRGEHYS
LmaPK5 HLIHRDLKPSNVLYNSRTGD IK1SDFGVSSNLECTKADAHSFVGTVTYMSPERLRGEHYS
TbPK5 HLIHRD IKPSNILY-SRDGSIKISDFGASSCLECTRGNAFSFVGTLTYMSPERLKGEPYS
TcPK5 HLIHRDLKPSNILF-SRDGRIKISDFGVSSFLECTRGDAHSFVGTLTHMSPERLKGESYS
NENPK2 HLVHRD IKPANLLV-NLKGEPKITDFGISAGLESSIAMCATFVGTVTYMSPERIRNENYS
AtMKK3 HLVHRD IKPANLL I -NLKGEPKITDFG I SAGLENSMAMCATFVGTVTYMSPERIRNDSYS
ZmMEK1 HVIHRD IKPSNLLV-NRKGEVKI TDFGVSAVLASSIGQRDTFVGTYNYMAPERISGSTYD
Vib Vi VI
o 60 o
LmxPKS YGAD IWSLGLVVAELAVGVCPYAG---LRGGSSEARFWALLQHLNGDGTALE----LPPE
LmaPK5 YGAD IWSLGLVVAELAVGVCPYAG---LRGGSSEARFWALLQHLNGDGAALE----LPPE
TbPK5 FPAD IWSLGLAVAELALGKCPF IDRLSRANGSTEGCFWVLLQHLNGDGPV 1S----LPSS
TcPKS5 FAADVWSFGLVVAELALGRCPFIDKLTRSKSSTEAGFWVLLQHLNSDRPVIT----LPQT
NtNPK2 YPADIWSLGLALFECGTGEFPYTA----NEGP----VNLMLQILDDPSPSLS-GHEFSPE
AtMKK3 YPADIWSLGLALFECGTGEFPY IA----NEGP----VNLMLQILDDPSPTPP-KQEFSPE
ZmMEK1 YKSDIWSLGLVILECAIGRFPY IP----SEGEGWLSFYELLEAIVDQPPPSAPADQFSPE
IX X
[ J (]
LmxPK5 MDSDLADF I SACVVKSPDRRPTCTELLRHPFI (208)
LmaPK5 MDSDLADF I SACVVKSPDRRPTCTELLRHPFI(197)
TbPK5 MNASMTDFITTCIQREPSKRPTCDELRRHPFV(63)
TcPKS5 MDPSLADF 1 SMC1QKDPQSRPTCKELLRHSFV(57)
NtNPK2 ----FCSFI1DACLKKNPDDRLTAEQLLSHPFI(179)
AtMKK3 —--—-FCSFIDACLQKDPDARPTADQLLSHPFI(181)
ZmMEK1 ----FCSFI1SSCIQKDPAQRMSASELLNHPFL(25)
X1

® = dentische Aminosaure; ® = konservierte Aminosaure; I-XI = katalytische Doménen
Lma=L. major; Tb = T. brucei; Tc = T. cruzi; Nt = Nicotiana tabacum; At = Arabidopsis thaliana; Zm =
Zea mays.
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9.3.4 Alignment der Kinase-Domé&nen von LmxPK6 und homologen

MAPKK
oo oo o0 °
HsSLK (33)-WE I IGELGDGAFGKVYKAQNKETSVLAAAKY I DTK—-SEEELEDYMVE 1D 1LASC-—--—
TVCAMK (3)-YKL1QQIGEGSFGRVFKARRKYTGRMVA KT I QKGNMKDEDLVNFRREVD I LKKV-—~~—
NtMPK2 (81)-LERINRIGSGAGGTVYKVLHRPTGRLYALKV I YGN-HEDSVRLQMCRE I E I LRDV-~-—
LmxPK6 (375)-VVVEAMIGKGTQGTVFRVRLD—-GKLYALKCMN I DEALNATN(12)KELTMI TLQRSRP
LmaPK6 (375)-VVVEVMIGKGTQGTVFRVRLD--GKLYALKCMNIDEAMNATN(11)KELTMITLQRSRP
ThPK6 (322)-VEVLGFVGKGTQGAVYRVLLD--NKLYGLKC I DVRELTEASS(11)KELNMIRLQRSKS
TCPK6 (326)-VQKLDF 1 GRGSQGTVHRVMLD—-EKLYALKR I DVKEVTEATN(12) KELNM I RLQRSRE
1 1 i

o
HsSLK DHPN I VKLLDAFYYEN-~--~NLWIL I EFCAGGAVDAVMLE -~ —— === === m o=
TVCAMK DHPNIMRLLEYFETDS----EFCLVTELGRG-DLFQI ISD==——————————— e
NtMPK2 DNPNVVRCHDMFDHNG-~--~E I QVLLEFMDKGSLEGIHIP-——————— =
LmxPK6 PPAYLMQMFNAVASLDAEKKQLS I L 1ELMSFTVEN1QQMVSR I PSEELMRVTQSTFRNYM
LmaPK6 PPAYLMQMFNAVASLDAEKKQLS I LMELMSFTVEN1QQMVSR I PSEELMRVTQSTFRNYM
ThPK6 PPQYLLRLFDASVTRDREKLHLH I LMELMSFSVEDAQRMVSR I PSDEMVKL TESAFRKHM
TCPK6 PPRHLMQVFNAVATLDNERQHL YVLMELMSFSVEDAQKMLSRFPVHEMMKMTQSTFRKHL

v Vv
HSSLK e LERPLTESQIQVVCKQT
TVCAMK e TQR-LPEEQLKP I1AAQL
NEMPK2 e KES———-- ALSDLTRQV
LmxPK6 SGGSSAKQAMKECCTGQLLYGSSRHALGRNTYKEPAAWEKNVKRETPMPEVLLSMLARDY
LmaPK6 SGDPSAQQAMRECCKDQLLYGSPRHALGRSTYKEPATWEKNVKRETPMPEVLLSMLARDV
ThPK6 AGSHSVKLKPDTFLQRN--SESCVHLTGRRSYKTPEDWEMN 1DRQTPVPE I I LSMLAADY
TCPK6 AGSALVQKQTEKLLKQQ--SASCMHLTGRSSYNVPEDWELS IDRQTPAPE I ILSILASDV

° oo XX ° o0

HsSLK LDALNYLHDN-K I IHRDLKAGN I LFTLDGD- I KLADFGVSAKNT---RT IQRRDSFIGTP
TVCAMK VSALNHLHQK-K 1 IHRDLKPQN I LVSDNSS- IKLCDFGFARALS---RTTLVLNS IKGTP
NtMPK2 LSGLYYLHRR-K1VHRD I KPSNLL INSRRE-VK I ADFGVSRVLA---QTMDPCNSSVGT
LmxPK6 LMGLNELHTDYS I IHCDLKPANVMLCYDQQKFKLADFGCGSVME-DRQHVERRG IDLGT I
LmaPK6 LMGLNELHTDYS I IHCDLKPANVMLCCDQQKFKLADFGCGSVME-DRQHVERRGIDLGT
ThPK6 LGGLKELHEDYAIVHCDIKPANIL 1DYDMERFRLADFGCGCQMDPQSRKTRPVTFDLGSK
TCPK6 LKGLRELHEEYS 1VHCDLKPANVLLDFNKRCFK I ADFGCGCQMDPNTQLVRRTGVDLGSK

Via Vb VI

() (X )
HsSLK YWMAPEVVMCETSK--———————-—~— DRPYDYKADVWSLG I TL IEMAE I EPPHHELNPMR
TVCAMK LYMAPELVQ-———====——mmmmm e EYPYTEKIDIWSLGI ILYELYYGKPPYFT-DSMY
NtMPK2 AYMSPERINTDLNH--—————————- GQYDGYAGD IWSLGVS I LEFYLGRFPFSVGRSGD
LmxPK6 LYKAPERFAANILHR IAD 1 DDGGTGEAVVFTAKADVWSLG I MLMELAAG I HPCDQFKSDF
LmaPK6 LYKAPERFAANILHR IAD 1 DDGGTGEAVVFTAKADVWSLG I MLMELAAG I HPCDQFKSDF
ThPK6 LYKAPERLSNELYN--AGVEGGLS--EVEFSFDADVWSLGVTLLELRNGVHPCHPFKSDY
TCPK6 LYKAPERLQNELAF--AE | EDEML--LVEFTPAADVWSLG I MLLELSNGVNPCSSFKSDY

VI 1X
° o
HsSLK VLLK I AKSEPPTLAQPSRWSSNFKDFLKKCLEKNVDARWTTSQLLQHPFV(134)
TVCAMK NLIKM I INEP 1 TWPGP—- I SDEFKDF I LKALVKDPDSRWSCEQLLNHPWI (731)
NtMPK2 WASLMCA 1 CMSHGTAPANASREFRDF I ACCLQRDPARRWTAVQLLRHPF I (36)
LmxPK6 WNYGTK-LKLSKMNKPLNWSESFYDF I LRSVCVDVSLRWSVQQLLKHPFV(83)
LmaPK6 WNYGTM-LKLSKMTKPLNWSESFYDF I LRSVCVDVSLRWSVQQLLKHPFV(83)
ThPK6 WNYRNN-LKLSRMVKPVSWSYSFYDF I VRCLMRKPEQRWSVSRLLQHPFK (133)
TCPK6 WNYVNN-LKLSRMVKPLAWSSAFYDF IVRCLVRDPSQRWTVNMLLQHPF I (81)
X X1

® = identische Aminosaure; ® = konservierte Aminoséaure; I-XI = katalytische Doménen
Lma= L. major; Tb = T. brucei; Tc = T. cruzi; Nt = Nicotiana tabacum; Hs = Homo sapiens; Tv =
Trichomonas vaginalis.
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9.3.5 Alignment der Kinase-Domanen von LmxPK7 und homologen
MAPKK

(X B X J o0
ScMKK2 (213) ITTLGILGEGAGGSVAKCRLKNGKKVFALKTIN- === ===——— === === === ——— TMNTD
MmMap2k5 (165) IRYRDTLGHGNGGTVYKAHHVPSGKILAVKV I === === —— e ——— LLDIT
ATMKK2 (69)LDMVKVIGKGSSGVVQLVQHKWTGQFFALKV === === === === —— - ——— QLNID

LmxPK7 (1093)DILPTTCGEGASATVFVAIHKPTGRRLAVKRVDLSPLCLGCSSPFMRSG-~---AVSSGRI
LmaPK7 (1227)DILSTTCGEGASATVFVAIHKPTGRRLAVKRVDLSPLCLGCSSPFLRSG----AVSSGRI

TcPK7 (360)LRIMSQIGVGASACVFMAEHVPTERLLAVKR IDLSPLFFDWN--MLRGSNLQRLKSTTRL
TbPK7 (295)VKLKS IVGEGASANVYMAEHYPTGKLLAVKR IDLSSMIYGWEHMN ICRTHS--VRASPY I
| 11
[ ] [ ]
ScMKK2 SEYQKQIFRELQFN-KSFKSDY 1VQYYGMFTDEQSSS1Y IAMEYMGGKSLEATYKNL---
MmMap2k5 LELQKQIMSELEIL-YKCDSSY I IGFYGAFFVEN--RISICTEFMDGGSLDVYRK-----
AtMKK2 EAIRKATAQELKIN-QSSQCPNLVTSYQSFYDNG--AISLILEYMDGGSLADFLKS----
LmxPK7 SQLQRIVIRELQVLHLTYRSPFMVKVYNAFFLAEVAALD I VMEFMHYGGLDHLANCLQQH
LmaPK7 NQLQRIVIRELQVLHLTYRSPFMVKVYNAFFLAEVAALD I VMEFMHYGSLDHLADCLQQH
TcPK7 RQLQL IVVRELQVLHLAYRSPFMVKVYNAFYTED IMALDLVMEYMHYGGLDHLQ------
TbPK7 RQLHRFVLRELQTLHMAYRNPFMVKVYNAFFNKEEMALDFVMEYMHYGGLDRLQ------
11 v \
SCMKK2 e
MmMap2k5 = e
AEMKK2 e
LmxPK7 ARMVRGSQQERHRLLTTDDD-DDGDG---GRRGSGHGGSPSVPPLLSDAPEAPQVAEGSL
LmaPK7 ARMVRGSQQERHRLLTGDDDHDDGDGDGGGRCGSAHGGSPPVPPLLCDAPEAPQVAEGSL
TcPK7 e KLLCGRDE--————— === T
TbPK7 e RLLGGYVTDNDVSN-—-———————————— GVSTGNDVNCQVVSAGGSRT
SCMKK2 e
MmMap2k5 = e
AEMKK2 e
LmxPK7 KDASAVGVGRSGTGGGVAAADTERHPSMNS I SPKLLDSRRTLAERAPSSAPRPCIPTAAG
LmaPK7 KDASAAGVGRSGSGEGVAAADAEWRPSMTSTSPTLLDSQRTLAEWALPSAPRPCISRVLG
TcPK7 DNAVEDDLGRAG---—-—=——————————————————— RRTKRKTEVP-——————————-
TbPK7 KKRQNQNGGTHG-----~- ARRRNRSNRHNGDGAVCMTEEKEMRESEVDAKDE -—------
ScMKK2 e
MmMap2ks = 0————————————————————————————— -
AtMKK2
LmxPK7 TTGRSDADSTACGGGGVPCHPLSGAYKHIYGSNDSLLLDSYSVKSDCGTDDSESDDGSGL
LmaPK7 TTGSSGVDSMVCDGGGVPCHPLTGGYKHI'YDSNDSLLLDSYSVKSNCGTDDSESDDGSGL
TCPK7 e
TbPK7
o 00 o0 [ 000
ScMKK2 LKRGGRISERVIGKIAESVLRGLSYLH-ERKVIHRD IKPQN I LLNEKGE IKLCDFGVSGE
MmMap2k5 = —————- IPEHVLGRIAVAVVKGLTYLW-SLKILHRDVKPSNMLVYNTGGQVKLCDFGVSTQ
AtMKK2 —-—-VKAIPDSYLSAIFRQVLQGL I'YLHHDRHI IHRDLKPSNLL INHRGEVKITDFGVSTV
LmxPK7 VEEPLGVTERLVAVVGEQLLRGVRDMH-SRGY IHQD IKPGNVLVNEHGVVKLSDFGLSQR
LmaPK7 VEEPHGVTERLVAVVGEQLLRGVRDMH-SRGY IHQD I KPGNVLVNEHGVVKLSDFGLSQR
TcPK7 e ERLVAVVGEQLLRGVQHMH-ERGY IHRD I KPGNVLVNKKG IVKLSDFGLSQR
TbPK7 -RKVVSVPERLVAVVGEQLLRGVEHMH-SRGFVHRD I KPGNVL INNRG IVKLGDFGLSSR
Via Vib VIl
ScMKK2 AUN-—— e
MmMap2k5 LUN-- =
AtMKK2 MINTA----—-——-——""—-"—"""-"—-"io oo i i i b o i o i o o o o o -
LmxPK7 CDSNGIGIKNDMLTYMPPPSVAPAQS I TPLQSPSLTSLQLTGARGRRAPFIWHAQRGSIG
LmaPK7 CDSNGVGIKNDMLTYMPPPSVAPTQSITPLQSPSLTALPLTGARGRRAPYAWRAQRGSIG
TcPK7 CDAVNERVGDKKNKTHHVSGTKKEKSSPPMQK----ALSSGGS----—-——————————-

TbPK7 CTGEEESVVS--LPHFPADFIASGDTGADVKIKS----RDDSCEERRCNPRVNNKRGSVD
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SCMKK2 e
MmMap2k5 = ~ @ —eeemem e
AEMKK2 e
LmxPK7 AGISGQLGSGMVGTTPPEMGSSAEGLVLSSTTNSLLAQRDGMDVLEAESTSSEEGSGEWD
LmaPK7 AGISGQLGSVMVGTTPPEMGSSAEGLVFS-TTNSLLAQRDGMDVLEAESTSSEESPGEWD
TePky = @ —-——
TbhPK7 NGFESDAASNMSGN---GYGHSINGIHTG--——————————————— - ———— SGYES
(4 o0
ScMKK2 - SLAMTFTGTSFYMAPER 1QGQPYSVTCDVWSLGLTLLEVAGGRF
MmMap2k5 = - STAKTYVGTNAYMAPER ISGEQYGIHSDVWSLG I SFMELALGRF
AtMKK2 e GLANTFVGTYNYMSPER IVGNKYGNKSD IWSLGLVVLECATGKF
LmxPK7 ATRRG---LSPSSSS-DEAGDCCGTDKYMSPERQRGEPYGKPAD IWAVGVTLAEFAVGEY
LmaPK7 GTRRGRSGLNPSSSSSDDAGDCCGTDKYMSPERQRGEPYGKPAD IWAVGVTLAEFAVGEY
TcPK?7 e TSSS--DSVHCSGTDKYMSPERQRGEPHGKASD I WAVGMTLAEFAVGKY
TbPK7 PPLVGVASASESGAATGDDPQCSGTSKYMSPERQRGRPHGKPSD IWAVGMTLAEFAVGQY
VIl 1X
o
ScMKK2 PFES-DKITQNVAPIELLTMILTFSPQLKDEPELDI-SWSKTFRSFIDYCLKKDARERPS
MmMap2k5 PYP-——mmmm—- QPLQLLQCIVD----- EDSPVLPLGEFSEPFVHFITQCMRKQPKERPA
AtMKK2 PYAPPNQEETWTSVFELMEAIVD-———— QPPPALPSGNFSPELSSFISTCLQKDPNSRSS
LmxPK7 PYDLTDVIDEFDRVSRMDKPVDV----- FOFNKHRAVPLGTVFADFCRLATLPTASQRPT
LmaPK7 PYDLKDV IDEFDRVSRMDKPVDV - ———-— LOFNKHRAVPLGTVFADFCRLATLPTGSQRPT
TcPK7 PVDLTDCEDAFDRASRIAAPLNL----- RKY--ARSCPLSEEFLDFIRISRLPLAAERPT
TbPK7 PVDLTDCADPFVTIHRMEEPLDL - ———— RRFP--RDVPLSDAFLDFIHSCVMDPEPRRRPT
X X1
o

ScMKK2 PRQMLKHPWI (35)

MmMap2k5 PEELMGHPFI(39)

ATMKK2 AKELMEHPFL(33)

LmxPK7 AQELLEHPFF(47)

LmaPK7 AQELLEHPFF(47)

TcPK7 AGELLEHPFF(23)

TbPK7 ARELLSHPFF(26)

® = jdentische Aminosaure; ® = konservierte Aminosaure; I-XI = katalytische Domanen
Lma= L. major; Tb = T. brucei; Tc = T. cruzi; At = Arabidopsis thaliana; Mm = Mus musculus; Sc =
Saccharomyces cerevisiae.
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