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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Leishmania : Lebenszyklus und Invasionsmechanismen

Leishmanien sind trypanosomatide Flagellaten der Ordnung Kinetoplastida. Namengebendes
Merkmal dieser Ordnung ist der Kinetoplast, welcher einen farbbaren Abschnitt des
Mitochondriums darstellt und ca. 15% der zelluliren DNA enthélt. Er liegt in unmittelbarer
Nédhe des GeiBelbasalkorpers. Das in dieser Arbeit untersuchte parasitische Protozoon
Leishmania donovani wurde 1903 - unabhédngig voneinander - durch Sir William Leishman
und Charles Donovan erstmals beschrieben und nach ihnen benannt (Fulton and Joyner 1949;

Bailey and Bishop 1959).

Die Parasiten werden durch den Biss weiblicher Sandmiicken der Gattungen Phlebotomus
(semiaride und Savannengebiete Europas, Afrika und Asien) und Lutzomyia (Waldgebiete
Zentral- und Siidamerikas) auf den Sdugerwirt (Mensch, Hund, Nagetiere) iibertragen (Harms

1993).

Die Leishmanien zeichnen sich durch einen biphasischen Lebenszyklus aus. Im
Insektenvektor existieren sie in promastigoter Form (sie leben nicht in der promastigoten
Form) als 10-15 pum lange, begeiBelte Zellen extrazellulir im Darmlumen. Mit der
Ubertragung auf den Sdugerwirt wandeln sie sich in die 2-5 pm groBe amastigote Form um.
Diese besitzt nur ein rudimentdres Flagellum und vermehrt sich intrazellulir im

Phagolysosom der Wirtszelle.

Weibliche Sandmiicken der Gattungen Phlebotomus, Lutzomyia u.a. nehmen wihrend einer
Blutmahlzeit an einem infizierten Wirt Makrophagen auf, die amastigote Stadien enthalten.
Diese amastigoten Formen differenzieren sich im Mitteldarm der Sandmiicke in 12-24
Stunden zu 10-20 pm langen, nicht-infektiGsen, promastigoten Stadien. In der peritrophen
Matrix, einer Membranfalte im Mitteldarm des Insekts, sind die Parasiten vor hydrolytischer
Enzymaktivitit geschiitzt (Pimenta, Turco et al. 1992). Um nicht aus dem Darm
ausgeschieden zu werden, heften sich diese prozyklischen Formen {ber das
Lipophosphoglykan (LPG), das Hauptoberflichenmolekiil promastigoter Leishmanien,
zwischen die Mikrovilli des Darmepithels und vermehren sich dort durch Zweiteilung

(Pimenta, Turco et al. 1992). Die Anheftung erfolgt vektorspezifisch durch Polymorphismen
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in terminalen Sacchariden des LPG (Sacks, Saraiva et al. 1994; Sacks, Pimenta et al. 1995).
Nach 5-8 Tagen entwickeln sich die prozyklischen Leishmanien zu den hochgradig
infektiosen metazyklischen Stadien. Wiahrend der Metazyklogenese kommt es zu
Modifikationen des LPG, wodurch die Parasiten ihre Féhigkeit zur Anheftung an das
Darmepithel verlieren (Pimenta, Turco et al. 1992; Sacks, Pimenta et al. 1995). Nach
Ablésung vom Darm gelangen die Parasiten in Osophagus und Pharynx der Sandmiicke. Bei
der néchsten Blutmahlzeit auf einem Sdugerwirt regurgitiert die Sandmiicke mit
metazyklischen Stadien kontaminierten Darminhalt in die Stichwunde (Mehlhorn 1998). Dort
sind die metazyklischen Stadien dem Immunsystem des Sdugerwirts ausgesetzt. Die
Aktivierung des Komplementsystems wird hier iiber den alternativen Weg eingeleitet. Die
daraufthin gebildete C3/C5-Konvertase generiert u.a. den Komplementfaktor C3b, welcher
den Parasiten iiber Bindung an Gp63- und LPG-Molekiile, zwei Hauptmembranbestandteile
von Leishmanien, opsoniert. Uber den Komplementfaktor wird der Parasit an einen
spezifischen Makrophagen-Rezeptor (CR1, bzw. CR3) gebunden und phagocytiert (Puentes,
Sacks et al. 1988). In dem durch Verschmelzung von Phagosom und Lysosomen entstandenen
Phagolysosom differenzieren sich die metazyklischen Formen durch Regression des externen
Flagellums, Reduzierung der ZellgroB3e und einiger Organellen zu den rundlichen, nur 2-5 pm
langen amastigoten Stadien. Im Makrophagen findet eine starke Vermehrung der Amastigoten

durch stidndige Zweiteilung statt.

Induziert durch die Phagocytose werden im Makrophagen normalerweise verschiedene
mikrozide Agentien, wie Wasserstoffperoxid, Superoxid, Stickstoffoxid und Lysozym
freigesetzt (Janeway 1995). Doch die Amastigoten besitzen die Fihigkeit, die Auswirkungen
des "oxidative burst" abzuschwichen (Passwell, Shor et al. 1994; Chakraborty, Mukherjee et
al. 1996). Des weiteren wird die Proteinkinase C, die ein Schliisselenzym fiir den sogenannten
"oxidativen burst" darstellt, durch LPG gehemmt. AuBBerdem sind LPG und weitere Enzyme
des Parasiten, wie Gluthationperoxidase, Superoxiddismutase und Katalase am Abbau von
Sauerstoffmetaboliten beteiligt (Murray 1982; Chan, Fujiwara et al. 1989). Lysosomale
Enzyme und Hydrolasen werden durch LPG und Gp63 inaktiviert (Etges, Bouvier et al. 1986;
Turco 1988). Die amastigoten Leishmanien konnen in der sauren Umgebung im
Makrophagen intrazelluldr einen neutralen pH-Wert aufrecht erhalten (Mukkada, Meade et al.
1985; Glaser, Baatz et al. 1988). Es konnen sich etwa 200 Parasiten ansammeln, bis der
Makrophage reifit. Die Amastigoten werden frei und kénnen neue Zellen befallen oder die

infizierten Makrophagen werden bei der Blutmahlzeit von einer Sandmiicke aufgenommen.
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1.2 Die wichtigsten Leishmaniosen und ihre Verbreitung

Die Leishmaniosen sind auf vier Kontinenten vertreten und in 88 Landern endemisch. Mit
weltweit ca. 12 Millionen Infizierten und weiteren 350 Millionen in Risikogebieten lebenden
Menschen ist die Leishmaniose eine bedeutende parasitidre Erkrankung (WHO, World Health
Report, 2004). Beim Menschen lassen sich je nach Erregerspezies drei Formen der Krankheit
unterscheiden, deren unterschiedliche Symptome und Verlaufsformen auch abhédngig vom
Immunstatus des Wirtes sind. Entsprechend dem Krankheitsbild spricht man von kutaner,

mukokutaner und viszeraler Leishmaniose.
1.2.1 Kutane Leishmaniose

Die kutane Leishmaniose ist die hédufigste Form der Erkrankung (50-75% aller
Leishmaniosen-Neuinfektionen). Sie wird durch Infektion mit L. tropica und L. major
(Mittelmeerraum, mittlerer Osten), sowie L. aetiopica (Athiopien, Kenia, Sudan), aber auch
Erreger des L. braziliensis- Komplexes (Siid- und Mittelamerika: kutane und mukokutane
Leishmaniose) ausgelost. Hier entsteht 3-5 Wochen nach dem Stich einer infizierten
Sandmiicke eine juckende Papel, die sich zu einer ulzerierenden Lision entwickelt. Mogliche
Komplikation ist eine Superinfektion der Wunde. Nach spontaner Heilung bleibt eine
eingezogene Narbe zurlick. Der Patient erwirbt eine mehrjdhrige Immunitit gegen die

auslosende Spezies.
1.2.2 Diffuse kutane Leishmaniose

In seltenen Fillen wird durch Erreger des L. mexicana-Komplexes (Mittelamerika,
Venezuela, Kolumbien) sowie durch L. aetiopica (Athiopien, Kenia, Sudan) bei Patienten mit
Immundefekten eine diffuse kutane Leishmaniose ausgelost. Dabei bilden Parasiten-haltige
Makrophagen knotige Hautldsionen am ganzen Korper, die jedoch nicht ulzerieren. Diese

Krankheitsform heilt nicht spontan und ist durch hiufige Rezidive gekennzeichnet.
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1.2.3 Mukokutane Leishmaniose (Espundia)

Wihrend einer kutanen Leishmaniose, verursacht durch Erreger des L. braziliensis-
Komplexes, oder auch erst Jahre spiter, kann es zu einer Invasion der nasopharyngealen
Schleimhiute kommen, die daraufhin nekrotisieren. Auf diese Weise kann es zur
vollstindigen Zerstorung des Nasenseptums, des Gaumens, der Zunge und der Lippen
kommen. 90% der Fille treten in Brasilien, Bolivien und Peru auf (WHO, World Health
Report, 2004).

1.2.4 Viszerale Leishmaniose (Kala Azar)

Die viszerale Leishmaniose, auch Kala Azar genannt, ist die schwerwiegendste Form. Hier
kommt es zum Befall des gesamten retikulo-endothelialen Systems. Die Hauptsymptome sind
Hepato- und Splenomegalie sowie Andmie. Aufgrund einer zunehmenden Depigmentierung
bekommt die Haut einen Grauton, woher die Bezeichnung Kala Azar (schwarze Krankheit) in
Indien riihrt. Unbehandelt endet diese Krankheit in 90% der Félle nach 1 bis 2 Jahren todlich.
Die Mortalititsrate bei behandelten Patienten liegt bei 15%. Nach einer unzureichend
behandelten viszeralen Leishmaniose konnen hypopigmentierte, d.h. nichtpigmentierte,
Flecken der Haut besonders an Gesicht und Armen beobachtet werden, die Leishmanien
enthalten. Diese Erscheinung wird als Post-Kala-Azar-Hautleishmaniose bezeichnet und
verschwindet bei erneuter Behandlung. Der Erreger dieser Krankheit ist L. donovani und die
Hauptverbreitungsgebiete liegen in Bangladesh, Indien, Nepal, Sudan und Brasilien (Zijlstra,
Musa et al. 2003; WHO 2004). Zudem stellen in Afrika und Siideuropa die Leishmania/HIV-
Koinfektionen ein zunehmendes Problem dar. Im Mittelmeerraum ist L. donovani infantum
als Ausloser fiir die kutane und auch viszerale Leishmaniose bekannt. Bei einer HIV-
Koinfektion kommt es aufgrund der Immunsuppression immer zur Ausbildung einer

viszeralen Leishmaniose (Gradoni, Scalone et al. 1996; Alvar, Canavate et al. 1997).
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1.2.5 Therapieformen

Die Mittel der Wahl sind nach wie vor pentavalente Antimonprédparate. Am héufigsten
werden Pentostam (Natriumantimonglukonat) und Glucantim (N-Methylglucaminantimonat)
eingesetzt, deren Wirkung auf der Hemmung von Purinnukleotidtriphosphaten beruht. Hier
liegen die Heilungsraten bei 95%. Jedoch ist die Therapie mit zum Teil schweren
Nebenwirkungen verbunden wund wird durch zunehmende Resistenzentwicklung
eingeschréankt. In einigen Regionen zeigen sich Resistenzen in 80% der Félle (Sundar 2001).
Erschwerend kommt hinzu, dass die Therapie stationér erfolgen muss. Bei Resistenz wurden
alternativ bislang Pentamidin-Priparate gegeben, die auf den Kinetoplasten des Parasiten
einwirken. Diese Therapieform verursacht ebenfalls schwere Nebenwirkungen, hiufig sind
Pankreasschiddigungen bis hin zur Entwicklung eines Diabetes mellitus die Folge (Harms
1993). Daneben kommt Amphotericin B zum Einsatz. Dessen Wirkung beruht auf der
Inhibierung der Ergosterol-Synthese, welches ein Bestandteil der Leishmania-Membran ist.
Neben der iblichen Infusionstherapie wurde mit liposomalem Amphotericin B eine
Applikationsmoglichkeit mit geringerer Toxizitét erprobt. Aufgrund der extrem hohen Kosten

ist dieses Medikament jedoch keine echte Alternative zu den herkdmmlichen Medikamenten.

Miltefosin ist ein neu entwickeltes Medikament, das in klinischen Studien getestet und in
Indien bereits zugelassen ist. Es zeigt gute Heilungsraten: 96% bei viszeraler Leishmaniose
in Indien und 94% bei kutaner Leishmaniose in Europa (Fischer, Voss et al. 2001). Aufgrund
seiner teratogenen Wirkung ist dieses Mittel jedoch nicht fiir weibliche Patienten im

gebirfahigen Alter geeignet.
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1.3 Invitro Stadiendifferenzierung von L. donovani

Seit einigen Jahren kann die Differenzierung von promastigoten zu amastigoten Leishmania-
Zellen in vitro  durchgefiihrt werden (Pan, Duboise et al. 1993), was Studien zur
stadienspezifischen Genexpression ermdglicht. Bei den Alte-Welt-Spezies, wie L. donovani,
erfolgt die Differenzierung bei erhohten Temperaturen und niedrigem pH-Wert (Zilberstein,

Blumenfeld et al. 1991; Saar, Ransford et al. 1998).

Im Folgenden wird das fiir diese Arbeit verwendete System vorgestellt. Zundchst werden L.
donovani Promastigote fiir 24 Stunden einem Hitzeschock von 25°C auf 37°C und einer
anschlieBenden Ansduerung des Kulturmediums von pH 7,0 auf pH 5,5 ausgesetzt. Nach dem
pH-shift werden die Zellen unter CO,-Begasung kultiviert. Unter diesen Bedingungen ist die
Differenzierung zum Amastigoten-Stadium innerhalb von 120 Stunden abgeschlossen. Diese
ist durch Kultivierung der Amastigoten unter den Bedingungen der Promastigoten (25°C, pH
7,0) reversibel. Die in vitro differenzierten amastigoten Zellen sind den aus Tiermodellen
gewonnenen Amastigoten sehr dhnlich (Saar, Ransford et al. 1998). So synthetisieren sie alle
Proteine der A2-Genfamilie, wobei es sich um Amastigoten-spezifische Protein-Marker
handelt (Charest and Matlashewski 1994), {iber die eine Beschreibung im nichsten Abschnitt
folgt. Als weiterer Marker fiir die erfolgreiche Differenzierung kann die LPG-Expression
verwendet werden, da sie stadienspezifisch ist (McConville, Turco et al. 1992). Bei
axenischen Amastigoten findet die LPG-Synthese auf einem niedrigeren Niveau statt. Bei
Riickdifferenzierung zu Promastigoten steigt sie nach 2 Stunden an, um nach 6 Stunden
wieder das Ausgangsniveau zu erreichen. Da die axenischen L. donovani Amastigoten den in
vivo-generierten Zellen sehr &hnlich sind, sind sie {iberaus geeignet, den

Differenzierungsprozess dieses Organismus zu untersuchen.
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1.4 Stadienspezifische Genexpression bei Leishmanien

Die Stadiendifferenzierung von promastigoten zu amastigoten Formen fiihrt neben

morphologischen Verdnderungen auch zu Verdnderungen in der Genexpression.

Die stadienspezifische Expression von Genen amastigoter und promastigoter Stadien dulert
sich oftmals lediglich als eine Erh6hung bzw. Erniedrigung in der Expression der jeweiligen
Gene. Bei vielen der stadienspezifisch exprimierten Gene ist die biologische Funktion noch
nicht geklart. Im Folgenden werden einige Beispiele stadienspezifischer Genexpression bei

Leishmanien erlautert:

A2-Proteine

Die A2-Protein-Familie stellt den ersten beschriebenen Amastigoten-spezifischen Protein-
Marker in L. donovani dar. Sie besteht aus mindestens sieben Proteinen mit
Molekulargewichten zwischen 45 und 100 kDa (Zhang, Charest et al. 1996). Die fiir diese
Proteine kodierenden Gene liegen in Gruppen, so genannten '"clustern", tandemartig
angeordnet und alternierend mit dem A2rel-Gen auf einem 850 Kb langen Chromosom vor.
Wihrend die A2-Gene nur von amastigoten Stadien von L. donovani exprimiert werden,
werden die A2rel-Gene konstitutiv sowohl in amastigoten als auch in promastigoten Stadien
exprimiert (Charest and Matlashewski 1994; Charest, Zhang et al. 1996; Zhang, Charest et
al. 1996). Die Expression der A2-Gene wird post-transkriptionell reguliert (Charest, Zhang et
al. 1996). Repetitive Sequenzen in den A2-Proteinen weisen 50% Identitdt und 80%
Ahnlichkeit zum Carboxy-terminalen Bereich des S1-Antigens von Plasmodium falciparum
auf, das ebenfalls stadienspezifisch exprimiert wird (Charest and Matlashewski 1994). Zhang
und Matlashewski (Zhang and Matlashewski 1997) untersuchten die biologische Funktion des
A2-Proteins mittels A2-defizienter L. donovani-Zellen. Bei diesen A2-defizienten
Amastigoten ist in vitro die Proliferation in den Makrophagen stark eingeschriankt. /n vivo ist
die Virulenz ebenfalls stark verringert. Das A2-Protein reprédsentiert also einen
Virulenzfaktor. In Seren von Patienten mit viszeraler Leishmaniose wurden Antikérper gegen

das A2-Protein nachgewiesen (Ghedin, Zhang et al. 1997).
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Membranoberflichenmolekiile: LPG und Gp63

Wihrend die Promastigoten vorwiegend artspezifische Lipophosphoglycane (LPG) als
Glycocalyxschicht  ausbilden,  zeigen die = Amastigoten  dort  hauptsdchlich
Glycosylphosphatidylinositole (GIPL) (Mehlhorn 1998). Bei amastigoten Stadien von L.
donovani und L. major wird ein LPG exprimiert, welches sich strukturell vom LPG
promastigoter Stadien unterscheidet (Glaser, Moody et al. 1991; Turco and Sacks 1991;
McNeely and Doyle 1996). Das LPG ist ein kritischer Virulenzfaktor. Die Glucosylierung des
LPG wird durch die Aktivitdit der Glucosyltransferase stadienspezifisch reguliert. In
metazyklischen Promastigoten wurde eine um 80% geringere Aktivitit gemessen als in
prozyklischen Stadien (Mahoney and Turco 1999). Amastigote von L. mexicana sezernieren
ein makromolekulares Proteophosphoglycan in das Phagolysosom ihrer Wirtszelle (Ilg, Craik

et al. 1998).

Gp63, eine Metalloproteinase, stellt eines der Hauptmembranmolekiile dar, das ebenfalls
stadienspezifisch exprimiert wird. Wie am Beispiel von L. donovani chagasi gezeigt wurde,
steigt die Expression des Gp63 wihrend der Entwicklung von weniger infektidsen
Promastigoten der logarithmischen Wachstumsphase zu den hochinfektiosen Formen der
stationdren Phase um das 6 bis 11-fache an (Ramamoorthy, Donelson et al. 1992). Das Gp63
wird von einer aus 7 Mitgliedern bestehenden hoch konservierten Multi-Gen-Familie kodiert
(Button, Russell et al. 1989; Medina-Acosta, Karess et al. 1993). Die Gene gp63 1-5 werden
nur im promastigoten Stadium exprimiert, gp63 Gen 6 sowohl in Promastigoten als auch in
Amastigoten und gp63 Gen 7 hauptsichlich in Promastigoten der stationdren

Wachstumsphase und in Amastigoten (Voth, Kelly et al. 1998).

spliced-leader-RNA

Bei Trypanosomatiden verfiigen alle mRNAs an ihrem 5'-Ende iiber eine identische Sequenz
von 35-39 Nukleotiden, den spliced leader (SL) (Sutton and Boothroyd 1986; Walder, Eder et
al. 1986; Agabian 1990). Auch fiir Leishmanien wurde die Nukleotid-Sequenz des SL
aufgeklirt (Agami and Shapira 1992). Die SL-RNA, die bei Leishmanien essentiell fiir die
Prozessierung aller pra-mRNAs durch trans-splicing 1ist, wird stadienspezifisch in
Amastigoten von L. donovani reguliert. Es wird postuliert, dass liber Polyadenylierung der
SL-RNA die Anzahl reifer SL-Transkripte kontrolliert wird. Die Regulation wird schnell
induziert, sobald der Parasit unter sauren Bedingungen wichst (Lamontagne and

Papadopoulou 1999).
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Histon H1

Wihrend der Metazyklogenese akkumuliert das Protein in den Parasiten und bleibt in grof3en
Mengen in amastigoten Stadien erhalten. Bei der Riickdifferenzierung von amastigoten zu
promastigoten L. major-Zellen nimmt die Konzentration des Histons H1 ab (Noll, Desponds
et al. 1997). Es wird vermutet, dass die unterschiedlichen H1-Mengen einen Einfluss auf den

Kondensierungsgrad des Chromatins wihrend des Lebenszyklus von L. major haben.

Cysteinproteinasen

Durch Proteinasen wird es dem Parasiten ermoglicht, Wirtsgewebe zu befallen, Wirtsproteine
abzubauen und sich dem Immunsystem des Wirtes zu entziehen. In L. donovani wurden zwei
Cysteinproteinasen identifiziert, von denen eine (Ldccysl) verstiarkt in Amastigoten und nur
schwach in Promastigoten exprimiert wird (Omara-Opyene and Gedamu 1997). Bei L.
mexicana wurden ebenfalls zwei Cysteinproteinasen identifiziert, die spezifisch in
amastigoten Stadien exprimiert werden (North and Coombs 1981; Pupkis and Coombs 1984;
Lockwood 1987). Nach weiteren Untersuchungen wurden die Cysteinproteinasen von L.
mexicana in drei Gruppen eingeteilt, die aus mehreren Isoenzymen bestehen (Robertson and
Coombs 1990; Robertson and Coombs 1994). Die Gene, die fiir die unterschiedlichen
Isoformen der Cysteinproteinasen (CP) kodieren, sind in einem als "I/mcpb" bezeichneten
Gencluster hintereinander angeordnet. Die Virulenz von LmCPa-Nullmutanten ist der von L.
mexicana-WT-Zellen dhnlich. Dagegen zeigen LmCPb-Nullmutanten eine geringere
Infektiositit in BALB/c-Mdusen. Durch sie werden nur sehr langsam wachsende kleine
Lasionen verursacht. Die Deletion der Gene LmCPa und LmCPb wirkt vermutlich
synergistisch in der Reduzierung der Infektidsitit, denn LmCPa/b-Doppelnullmutanten
verursachten keine Lésionen in BALB/c-Mausen (Alexander, Coombs et al. 1998)). Auch
CPc-Nullmutanten zeigen eine geringere Infektiositit (Bart, Frame et al. 1997). Einige

Cysteinproteinasen stellen demnach Virulenzfaktoren dar.

Proteinkinasen

Eine Proteinkinase mit einer molekularen Masse von 50 kDa wurde bei L. major
nachgewiesen, die nur in Promastigoten aktiv ist. Aktive Amastigoten-spezifische
Phosphatasen bewirken Verdnderungen im Phosphorylierungsmuster Serin- und Threonin-
phosphorylierter Proteine (Dell and Engel 1994). Auflerdem wurde in L. major eine cAMP-

abhingige Proteinkinase (c-/pk2) identifiziert, die in Promastigoten stirker exprimiert wird als
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in Amastigoten (Siman-Tov, Aly et al. 1996).

Fiir L. mexicana konnte gezeigt werden, dass eine Mitogen-aktivierte Protein (MAP)-Kinase-
Kinase (LmxMKK) nur in Promastigoten vorhanden ist (Wiese, Wang et al. 2003). Dagegen
ist ein L. mexicana MAP-Kinasen-homologes Protein als Amastigoten-spezifisch identifiziert
worden (Wiese et al., 1998). Das LmxMPK9 Protein wurde nur in Promastigoten
nachgewiesen, die entsprechende mRNA ist dagegen in allen Stadien vorhanden (Bengs,
Scholz et al. 2005). Erst kiirzlich wurde ein weiteres MAP Kinase Homolog, die LmxMPK3

identifiziert, welche nur in Promastigoten vorkommt (Erdmann, Scholz et al. 2006).

Glukose- und Fettsiaure-Stoffwechsel

Desweiteren ist die stadienspezifische Regulierung des Glukose-Transports bei L. mexicana
mexicana bekannt. Bei der Differenzierung von promastigoten zu amastigoten Stadien wird
der Glukosekatabolismus drastisch reduziert. Der Glukosetransporter LmGT2 wurde als
Promastigoten-spezifisches Protein charakterisiert (Burchmore and Landfear 1998).
Umgekehrt verhélt es sich mit dem Fettsduremetabolismus: er ist in amastigoten Zellen um
das 10-fache erhoht gegeniiber den promastigoten Zellen (Hart and Coombs 1982; Burchmore
and Hart 1995). Auch bei Amastigoten von L. donovani wurde ein reduzierter

Glukosemetabolismus nachgewiesen (Mukkada, Meade et al. 1985).

Energiestoffwechsel

Im Zuge einer L. infantum Proteomanalyse wurden zwei Amastigoten-spezifische Proteine
identifiziert: die Isocitratdehydrogenase und die Triosephosphatisomerase (El Fakhry,
Ouellette et al. 2002). Messungen der Enzymkinetiken ergaben eine erhohte Aktivitdt in

diesem Stadium des Parasiten.

Aminosiurestoffwechsel

Die Parasiten der Ordnung Kinetoplastida sind purinauxotroph, d.h. unabhédngig von der
Aufnahme dieser Nukleotide aus ihren Wirten. Fiir L. donovani wurde eine stadienspezifische
Expression fiir verschiedene Adenosintransporter gezeigt (Ghosh and Mukherjee 2000). Im
Gegensatz zu den Promastigoten besitzen die Amastigoten zwei verschiedene
Adenosintransporter, von denen einer identisch zZu dem Adenosin-
/Pyrimidinnukleotidtransporter der Promastigoten ist. Der zweite ist dagegen spezifisch fiir

das amastigote Stadium und transportiert ausschlieBlich Purinnukleotide.
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Hitzeschockproteine

Der durch den biphasischen Lebenszyklus der Leishmanien bedingte Wirtswechsel vom
poikilothermen Insektenvektor auf den homeothermen Sdugerwirt beinhaltet fiir den Parasiten
eine Temperaturerh6hung von 10-15 C°. Infolge eines solchen Temperaturwechsels wird die
sogenannte Hitzschock-Antwort ausgeldst, mit der die Synthese einiger hochkonservierter
Proteine, der Hitzeschock-Proteine, einhergeht (Lindquist 1986). Bei L. donovani wurde
HSP100 als Amastigoten-spezifisches Protein identifiziert. Durch Hitze-Stress induziert wird
das HSP100 sowohl bei Amastigoten als auch bei Promastigoten exprimiert. Die als Folge der
Ubertragung auf den Siugerwirt ausgeldste Hitzeschock-Antwort muss als Einleitung der
Stadiendifferenzierung zu Amastigoten gesehen werden (Krobitsch, Brandau et al. 1998). Die
HSP100-Synthese wurde auch bei echten, aus Gewebe isolierten L. major Amastigoten
beobachtet (Hubel, Krobitsch et al. 1997). Interessant ist die Beobachtung, dass das Fehlen
von HSP100 die Expression von A2-Proteinen beeintrichtigt (Krobitsch, Brandau et al.
1998). Die Expression der Hitzeschock-Gene wird posttranskriptional reguliert,
moglicherweise auf der Ebene der Translation (Miller 1988; Argaman, Aly et al. 1994;
Brandau, Dresel et al. 1995).

Weitere stadienspezifische Gene bzw. Proteine
Bei einer Differential Display Analyse von L. mexicana wurde das Amastigoten-spezifische
Gen VG7AS ermittelt, welches fiir einen offenen Leserahmen von 587 Aminosiuren kodiert,

dessen Funktion aber noch nicht bekannt ist (Liu 2000).

Fiir drei Peroxiredoxine wurde eine stadienspezifische Expression bei L. chagasi gezeigt.
Wihrend Ilcpxnl hauptsdchlich in den Amastigoten exprimiert wird, finden sich im

promastigoten Stadium tliberwiegend /cpxn2 und lcpxn3 (Barr and Gedamu 2001).

An L. mexicana Amastigoten wurde festgestellt, dass eine neue Genfamilie (A600) und ein B-

Tubublin-Gen verstarkt exprimiert wird (Bellatin, Murray et al. 2002).

Das Protein ARL-3A von L. donovani, ein G-Protein, welches an der Flagellen-Synthese

beteiligt ist, wurde als Promastigoten-spezifisch identifiziert (Cuvillier, Redon et al. 2000).

Fiir das paraflagellar rod protein 2 (PFR-2) von L. mexicana wurde eine stadienspezifische

Expression nachgewiesen (Moore, Santrich et al. 1996). Dieses Gen liegt im Genom in
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dreifacher Kopie vor und die Anzahl der entsprechenden Transkripte ist im promastigoten

Stadium im Vergleich zum amastigoten Stadium 15-fach erhoht.

Zur besseren Ubersicht wurden die beschriebenen stadienspezifisch regulierten Gene/Proteine

in einer Tabelle (Tab. 1.1) zusammengefasst.

Tab. 1.1: Stadienspezifisch regulierte Gene/Proteine bei Leishmanien

Gene/ Genprodukte Amastigoten- Promastigoten- gezeigt bei Literatur
spezifisch spezifisch
Adenosin- XX XX L. donovani (Ghosh  and
/Pyrimidinnukleotidtransporter Mukherjee
2000)
Adenosintransporter XXX L. donovani (Ghosh  and
fiir Purinnukleotide Mukherjee
2000)
ARL-3A XXX L. donovani (Cuvillier,
Redon et al
2000)
A2-Protein-Familie XXX L. donovani (Charest and
Matlashewski
1994; Zhang,
Charest et al.
1996)
A600 -Genfamilie XXX L. mexicana (Bellatin,
Murray et al.
2002)
3-Tubublin XXX X L. mexicana (Bellatin,
Murray et al.
2002)
cAMP-abhingige Proteinkinase c- | x XXX L. major (Siman-Tov,
Ipk2 Aly et al
1996)
Cysteinproteinase Ldccysl XXX X L. donovani (Omara-
Opyene  and
Gedamu 1997)
Cysteinproteinasen XXX X L. mexicana (Robertson
and Coombs
1990;
Robertson and
Coombs 1994)
Glukosetransporter LmGT2 X XXX L. mexicana (Burchmore
and Landfear
1998)
Gp63, Metalloproteinase L. donovani | (Button,
Multi-Gen-Familie chagasi Russell et al.
gp63 Gen 1-5 XXX 1989;
gp63 Gen 6 XX XX Ramamoorthy,
gp63 Gen 7 XX XXX (stationdre Donelson et
Promastiote) al. 1992;
Medina-
Acosta,
Karess et al
1993;  Voth,
Kelly et al

1998)
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Histon H1 XXX X . major (Noll,
Desponds et
al. 1997)
HSP100 XXX X . donovani (Hubel,
Krobitsch et
al. 1997;
Krobitsch,
Brandau et al.
1998)
Isocitratdehydrogenase XXX X . infantum (El1  Fakhry,
Ouellette et al.
2002)
LmxMAPKK XXX . mexicana (Wiese, Wang
et al. 2003)
Phosphatase (Serin, Threonin) XXX . major (Dell and
Engel 1994)
Peroxiredoxin lcpxnl XXX . chagasi (Barr and
Gedamu 2001)
Peroxiredoxin lcpxn2 XXX . chagasi (Barr and
Gedamu 2001)
Peroxiredoxin lcpxn3 XXX . chagasi (Barr and
Gedamu 2001)
PFR-2 X XXX . mexicana (Moore,
Paraflagellar rod Santrich et al.
protein 1996)
Triosephosphatisomerase XXX X . infantum (El1  Fakhry,
Ouellette et al.
2002)
VGTAS XXX . mexicana (Liu 2000)
50 kDa Proteinkinase XXX . major (Dell and

Engel 1994)
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1.5 Genregulation bei Kinetoplastiden

Die umfangreichen Verdnderungen in Proteinsynthesemustern setzen ein gut funktionierendes
System voraus, liber das die Regulation der Gentranskription gesteuert wird (Stiles, Hicock et

al. 1999).

Bei den meisten Eukaryoten verlduft die Transkription monocistronisch. Jedes Gen stellt eine
separate Transkriptionseinheit dar, wobei Exons (kodierende Bereiche) von Introns
(nichtkodierenden Bereichen) getrennt werden. In einem Prozess, der als cis-Spleissen
bezeichnet wird, entsteht durch Entfernen der Introns die mature mRNA. Jedes Gen wird
durch einen Promotor kontrolliert, der die Transkription initiiert. Die Konzentration des
Genproduktes in der Zelle wird im Allgemeinen iiber die Aktivitit dieses Promotors
gesteuert. Mit der Transkriptionsinitiation beginnt die Prozessierung des priméiren
Transkriptes. Dabei wird an das wachsende 5'-Ende eine 7-Methylguanosin-Kappe angefiigt
(Banerjee 1980), wihrend das Spleissen beginnt (Maniatis and Reed 2002). Am 3 -Ende der
mRNA erfolgt die Synthese des poly(A)-Endes (Proudfoot 1989). Nach Abschluss des
Spleissens wird die mature mRNA iiber nukleare Poren in das Cytoplasma transportiert
(Sharp 1994). Die Genexpression wird bei hoheren Eukaryoten demnach hauptsidchlich
transkriptionell reguliert. Daneben gibt es die Moglichkeit der post-transkriptionellen
Kontrolle, wobei die Zahl der Transkripte wiahrend der mRNA-Biogenese oder direkt die

Proteinsynthese (Translationskontrolle) beeinflusst wird.

Bei Kinetoplastiden erfolgt die Transkription Protein-kodierender Gene polycistronisch. Die
Gene liegen hier in Gruppen vor. Jedem Gen folgt dabei eine kurze intergenische Region aus
wenigen hundert Basenpaaren. Ausgehend von einem einzelnen 5°-Promotor werden die
sogenannten polycistronischen Einheiten kotranskribiert, wodurch eine polycistronische
Vorldaufer-mRNA entsteht. Die Gene der Kinetoplastiden enthalten keine Introns, weshalb das
cis-Spleissen hier nicht erforderlich ist. Wéhrend der mRNA-Reifung werden die
intergenischen Regionen entfernt und es erfolgt die Prozessierung der 5°- und 3'- Enden. Die
maturen mRNA-Molekiile zeichnen sich an ihrem 5'-Ende durch eine identische 39
Nukleotide umfassende spliced leader Sequenz (SL) aus. Dieses Mini-Exon stammt von
einem in mehreren Kopien im Genom vorkommenden Transkriptionsabschnitt ab, wobei die

priméren Transkripte der Mini-Exons eine typische 5°-Spleissstelle aufweisen. Die Protein-
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kodierenden mRNA-Molekiile enthalten stromaufwérts des offenen Leserahmens eine 3°-
Spleissstelle. Die Verbindung des SL mit der pri-mRNA bezeichnet man als frans-Spleissen
(Laird, Zomerdijk et al. 1987; Agabian 1990), sie erfolgt kotranskriptionell (Ullu, Matthews
et al. 1993). Nach Prozessierung des 5'-Endes werden an das 3'-Ende der mRNA

Adenylatreste polymerisiert.

Die Transkriptionseinheiten der Kinetoplastiden enthalten keine bekannten cis-aktiven
Promotor-Elemente. RNA-Polymerase II Promotoren wurden, bis auf eine Ausnahme, nicht
gefunden (Clayton 2002). So kann die Transkriptionsinitiation an jeder Stelle im Genom
erfolgen. Lediglich die Gene der SL-RNA, welche sich abseits der Protein-kodierenden Gene
befinden, weisen eindeutig identifizierbare Promotoren auf. Die Aktivitdt einzelner Gene
kann daher nicht auf der Ebene der Transkriptionsinitiation reguliert werden. Es miissen hier

post-transkriptionelle Mechanismen zu Grunde liegen.

Weder auf Transkriptionsebene, noch wihrend des trans-Spleissens, konnten Regulatoren
identifiziert werden. Auffallend ist, dass die in hoher Anzahl in der Zelle vorhandenen
Proteine wie alpha- und beta-Tubuline, Hitzeschockproteine, Flagellenproteine,
Oberflachenantigene und Proteasen in so genannten Multigen-Familien vorkommen. Es wird
vermutet, dass diese tandemartige Anordnung der Gene zur Erhdhung der Transkriptmenge
beitrdgt (Stiles, Hicock et al. 1999). AuBlerdem gibt es Hinweise fiir eine Beteiligung
bestimmter Sequenzen der 3 -untranslatierten Bereiche (UTR) und intergenischen Regionen
(IR) an der Stabilitdt bzw. Degradation der Transkripte zur Beeinflussung der Anzahl der
mRNA-Molekiile, die durch labile Proteinfaktoren und deren Erkennungssequenzen vermittelt
wird (Aly, Argaman et al. 1994; Zilberstein and Shapira 1994; Charest, Zhang et al. 1996;
Burchmore and Landfear 1998; Stiles, Hicock et al. 1999; Wu, El Fakhry et al. 2000;
Brittingham, Miller et al. 2001; Kelly, Nelson et al. 2001). So wurde bereits ein 450
Nukleotide langes Sequenzmotiv identifiziert, welches eine stadienspezifische Regulation
vermittelt und das in vielen Leishmanien-RNAs konserviert ist; wobei fiir einige dieser RNAs

eine differenzielle Regulation gezeigt werden konnte (Boucher, Wu et al. 2002).

Uber Regulationsmechanismen auf Translationsebene ist bisher nur sehr wenig bekannt,

genauso wenig liber die auslosenden Faktoren und Steuerung solcher Prozesse.
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1.6 Identifizierung stadienspezifischer Proteine

Fiir die Identifizierung stadienspezifischer Proteine bieten sich verschiedene Mdoglichkeiten
an. Eine in der Literatur hdufig zu findende Anwendung ist die Suche nach differentiellen
Produkten in cDNA-Bibliotheken. Bei dieser Methode wird die gesamte mRNA eines
Zelltyps zu einem bestimmten Zeitpunkt der Differenzierung isoliert und in cDNA {iberfiihrt,
welche anschlieBend kloniert und mit spezifischen Proben hybridisiert wird. Uber den
Vergleich der Intensititen der Hybridisierungssignale konnen so stadienspezifische Gene
identifiziert werden. Die meisten der bisher als stadienspezifisch beschriebenen Gene wurden
auf diese Weise identifiziert (Coulson and Smith 1990; Flinn and Smith 1992; Charest and
Matlashewski 1994; Moore, Santrich et al. 1996; Lamontagne and Papadopoulou 1999; Liu
2000; Wu, El Fakhry et al. 2000; Bellatin, Murray et al. 2002). In der Regel wurden zusétzlich
mittels Northern Blot Analysen die unterschiedlichen RNA-Mengen der Transkripte

nachgewiesen.

Eine besonders in den letzten Jahren an Popularitit gewinnende Methode zur Bestimmung der
unterschiedlichen Expressionsmuster einzelner Gene ist die Microarray-Technik. Es werden
hierbei fluoreszierende cDNAs aus verschiedenen RNA-Proben hergestellt und diese mit auf
Objekttragern immobilisierten Nukleinsduren hybridisiert. Mithilfe einer Microarray-Analyse
wurde bereits der Differenzierungsprozess bei L. major (Almeida, Norrish et al. 2002;
Beverley, Akopyants et al. 2002; Saxena, Worthey et al. 2003) und auch L. donovani
(Duncan, Salotra et al. 2004) untersucht. In diesen Studien konnten zwar fiir eine Vielzahl von
Genen signifikante Unterschiede beziiglich der vorhandenen RNA-Menge gezeigt werden,
jedoch erwiesen sich diese Unterschiede im Vergleich zu Studien an anderen Organismen nur
moderat. Auflerdem war bedingt durch die unvollstindige Annotation der Genome die
Interpretation der erhobenen Daten nur eingeschriankt moglich (Duncan, Salotra et al. 2004).
Obgleich die Stadien der Parasiten erhebliche Unterschiede in Morphologie und Biochemie
zeigen, wurden nur sehr geringe Unterschiede der Transkriptmengen (1,2- bis 3-fach) als
reproduzierbar publiziert (Duncan, Salotra et al. 2004). Bei den Kinetoplastiden sind also die
Unterschiede auf mRNA-Ebene nicht so ausgeprigt, wie bei anderen Organismen, was
konform geht mit der in Kapitel 1.5 beschriebenen charakteristischen Art ihrer

Genexpression.
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Avila und Mitarbeiter konnten fiir das Metazyklogenin-Gen von 7. cruzi zeigen, dass im
Northern Blot mit Gesamt-RNA zwar in beiden Stadien, differenzierenden und
proliferierenden Zellen, gleichermafBen viel RNA nachzuweisen ist, dass das Protein jedoch
nur in differenzierenden Epimastigoten zu detektieren ist (Avila, Yamada-Ogatta et al. 2001).
In einer Northern Blot Analyse mit aktiv translatierten, an Ribosomen gebundenen
Transkripte, die zuvor als Polysomen durch Zentrifugation abgetrennt wurden, wurde das
Metazyklogenin ebenfalls nur in differenzierenden Zellen detektiert. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die Mobilisierung der RNA zu Polysomen einen wichtigen Mechanismus der

Regulation der Genexpression bei 7. cruzi darstellt (Avila, Yamada-Ogatta et al. 2001).

Es kann also nicht per se iiber die vorhandene mRNA-Menge auf die Abundanz des
entsprechenden Proteins in der Zelle geschlossen werden. Um dariiber eine Aussage treffen zu
konnen, ist es unerlésslich, die Unterschiede auf Proteinebene aufzuzeigen. Dies geschah
bislang fiir verhdltnismédfBig wenige Proteine, deren Stadien-Spezifitit iiber Nachweis im
Western Blot oder mittels Messung von Enzymaktivitit gezeigt wurde (Charest and
Matlashewski 1994; Handman, Osborn et al. 1995; Streit, Donelson et al. 1996; Burchmore
and Landfear 1998; Krobitsch, Brandau et al. 1998; Ghosh and Mukherjee 2000; Wiese, Kuhn
et al. 2003). Eine vergleichende Proteomanalyse bietet die Moglichkeit, die Verdnderungen

im Expressionsmuster eines Zelltyps direkt auf Proteinebene zu analysieren.
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1.7 Vergleichende Proteomanalysen

Der Begriff ,,Proteom* bezeichnet die Gesamtheit aller Proteine einer Zelle, die nach den
Vorgaben deren Genoms synthetisiert wurden (Wilkins, Sanchez et al. 1996). Alle Techniken,
welche der Darstellung und Analyse des Proteoms dienen, werden unter dem Ausdruck

,Proteomics* zusammengefasst.

Die Zwei-Dimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2-D PAGE) ermdglicht die
Trennung von Proteingemischen anhand zweier Parameter: dem isoelektrischen Punkt in der

1. Dimension und dem Molekulargewicht in der 2. Dimension.

Mit Hilfe der Matrix Assisted Laser lonization/Desorption Time-Of-Flight Masspectrometry
(MALDI-TOF MS) wird die Molekiilmasse frei fliegender Ionen im Hochvakuum bestimmt
(Karas and Hillenkamp 1988). Aus einer Probe, wie z.B. einem Peptidmassengemisch, wird
an einer lonenquelle ein Strahl gasformiger lonen erzeugt, die in einem sich anschlieBenden
Flugrohr nach ihrem Masse/Ladungs-Quotienten in Verbindung mit einer gepulsten
lonenerzeugung getrennt (Time-Of-Flight, TOF-Analysator) und schlieflich an einem
Detektor nachgewiesen werden konnen. Das Peptidmassengemisch wird aus dem zu
analysierenden Protein durch Verdau mit Trypsin hergestellt. Das Enzym katalysiert die
Spaltung der Peptidbindungen C-terminal der Aminosduren Arginin und Lysin. Mit diesem
Wissen konnen die Massen der entstehenden Peptide fiir jeden FEintrag einer Protein-
Datenbank theoretisch bestimmt werden. Diese theoretischen Werte werden mit den in der
MALDI-TOF MS Analyse experimentell ermittelten Peptidmassen, den sogenannten Peptide
Mass Fingerprints, verglichen. Bei ausreichender Ubereinstimmung kann das Protein

identifiziert werden.

Die 2-D PAGE in Verbindung mit (MALDI-TOF MS) ist zu einem Schliisselelement auf dem
Gebiet der Proteomics-Technologien geworden. Durch die Einfiihrung kommerziell
verfiigbarer Gele mit immobilisierten pH-Gradienten fiir die isoelektrische Fokussierung
wurde eine bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erreicht (Bjellqvist, Ek et al. 1982).
Die Optimierung von Reagenzien sowie Gerdten als auch die Erhohung der Messgenaugkeit
der Massenspektrometer und die kostengiinstigere Handhabe machten diese Technologie

zunehmend attraktiver (Ashton, Curwen et al. 2001).
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Mit diesen Methoden wurden bereits zahlreiche Studien an klinisch bedeutenden Pathogenen
durchgefiihrt (Cash 2000). So wurden z.B. wichtige Pathogenitits-Faktoren bei Haemophilus
(D'Mello, Langford et al. 1997) sowie Mycobacterium bovis (Jungblut, Schaible et al. 1999)
bestimmt. Mit Hilfe von Proteomanalysen konnten die Mechanismen einiger
Medikamentresistenzen aufgeklart werden (Cash 2000). Erfolgreich war die Anwendung auch
in der biomedizinischen Forschung. Hier wurden verschiedene Krebsarten, insbesondere
Brustkrebs (Jungblut, Zimny-Arndt et al. 1999; Patwardhan, Strittmatter et al. 2005; Willard,
Angrist et al. 2005), neurodegenerative Krankheiten (Langen, Berndt et al. 1999), sowie
Herzkrankheiten (Knecht, Regitz-Zagrosek et al. 1994) untersucht.
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1.8 Zielsetzung

Gene, die nur im Amastigoten-Stadium exprimiert werden, sind moglicherweise essentiell fiir
das Uberleben im Siugetierwirt und stellen deshalb potentielle Kandidaten fiir
Virulenzfaktoren dar. Bislang konnten nur wenige solcher Amastigoten-spezifischen Gene

identifiziert werden.

Durch eine Proteomanalyse sollten die Proteinsynthesemuster der amastigoten und
promastigoten Stadien dargestellt und analysiert werden. Dafiir sollten Proteinextrakte der
beiden Stadien hergestellt und mittels 2D-PAGE getrennt werden. Die resultierenden
zweidimensionalen Protein-Verteilungsmuster der beiden Stadien sollten im Hinblick auf
differentiell vorkommende Proteine miteinander verglichen und diese spiter aus préparativen
Gelen isoliert werden. Der Fokus sollte hierbei vor allem auf Amastigoten-spezifischen

Proteinen liegen, da dieses Stadium verantwortlich fiir die Symptome der Leishmaniose ist.

Fiir jedes dieser Proteine sollte durch massenspektrometrische Analysen (MALDI -TOF MS)
ein Peptide Mass Fingerprint (PMF) erstellt werden. Uber diese PMF sollten die jeweiligen
Proteine durch Vergleich mit den Daten des L. major-Genom-Projektes und unter

Einbeziehung zuginglicher Proteindatenbanken identifiziert werden.

Anschlieend sollten einige dieser Proteine fiir weitere charakterisierende Studien ausgewdhlt
werden. Im Einzelnen sollten die Proteine dann rekombinant in E. coli exprimiert werden.
Das rekombinante Protein sollte zur Herstellung von Antikorpern eingesetzt werden. Mit
Hilfe dieser Antikorper sollte die Differenz der Proteinmenge in beiden Stadien liberpriift und
die zelluldre Lokalisation des entsprechenden Proteins gezeigt werden. Ferner sollte versucht
werden, durch gezielten Gen-knock-out und Uberexpression der Gene ihre Funktion zu

bestimmen.

Die Analysen des Proteinrepertoires sollen eine Grundlage bilden fiir das Verstdndnis der
molekularen und biochemischen Mechanismen, die der Umwandlung des Parasiten vom
promastigoten zum amastigoten Stadium zu Grunde liegen. Diese Differenzierung ist
Vorraussetzung fiir die Adaption des Parasiten an die verdnderten Bedingungen im neuen

Saugerwirt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

P dATP
30% Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 (Proteingel)
Acrylamid/Bisacrylamid 19:1 (Proteingel)

Agarose

Ammoniumsulfat

Ampicillin

Ammoniumpersulfat (APS)

ASB-14 (Aminosulfobetain-14)
BCIP-Toulouidin-Salz
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat-
Toulouidin-Salz)

Bleocin

Bradfordreagenz

Bromphenolblau Natriumsalz

CHAPS (3-((3-Cholamidopropyl)dimethylamino)-
1-propansulfonat)

Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R250
Coomassie Brilliant Blue G250

DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTP-Set

DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylen-Dinitrilotetraessigséure)
Essigsdure 100%

Ethanol

Fast Violet B salt

FCS (Fotales Kélberserum)
Formaldehyd 37%

Gentamycin (Gencin)

Glutardialdehyd (25% in H20)
Glycerol 87%

G418-Sulfat (Geniticin)

Hartmann Analytic
AppliChem BioChemica
AppliChem BioChemica
LifeTechnology, Paisley,
Scotland

Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics
Serva

Calbiochem

Biomol, Hamburg

Calbiochem
Bio-Rad, Miinchen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
AmershamPharmacia
Biomol, Hamburg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
GibcoBRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Ratiopharm, Ulm
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
GibcoBRL, Eggenstein
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Haemin

HCI (Salzséure)

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-

ethansulfonsaure)

HPLC-Wasser (LiChrosolv®)

Isoamylalkohol

Isopropanol

IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid)

Kaliumacetat

Lennox L Broth Base
Lennox L Agar
M199-Medium

Methanol

NaAcetat x 3 H20

NaCl

Naphtol AS Phosphat
Natriumdodecylsulfat

NBT (Nitrotetrazoliumblau)
Ni-NTA Superflow
Penicillin-Streptomycin
Phenol

Phosphorsiure 85%
Puromycin Dihydrochlorid
RPMI-Medium

Salzsaure 37%

SEAKEM GTG Agarose
SDS (Natriumdodecylsulfat)

TEMED (Tetramethylendiamin)

Thiourea

Tris (Sequenzgele)
TrisBase
Tris-geséttigtes Phenol
Triton X-100
TRIzol-Reagenz

Urea (Proteingele)
X-Gal

6-Biopterin

Qiagen
Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg
Qiagen

GibcoBRL, Eggenstein
Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Calbiochem
GibcoBRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
FCM BioProducts
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Fluka

Bio-Rad, Miinchen
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Sigma, Deisenhofen
GibcoBRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Appligene Oncor
Fluka

Alle verwendeten Reagenzien entsprachen, soweit im Folgenden nicht anders angegeben, dem

Reinheitsgrad pro analysi.
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2.1.2 Enzyme

CIAP (Calf Intestinal Alcaline Phosphatase)
DNA-Polymerasel (Klenow-Fragment)
Restriktionsenzyme

Taq Polymerase FIREpol

Trypsin, rekombinant, Proteomics grade
T4-DNA Ligase USB

2.1.3 Immunreagenzien

Amersham Bioscience
Promega

New England Biolabs
Solis Biodyne

Roche Diagnostics

CyTM2-konjugierte Anti-Huhn IgG (Esel) und CyTM2-konjugierte Anti-Maus I1gG

(Esel), beides Dianova

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

HRP-konjugierte Anti-Huhn IgG (Kaninchen), Anti-f Tubulin (monoklonal), alles Sigma-Aldrich.

2.1.4 Oligonukleotide

Die Synthese der Oligonukleotide wurde bei der Firma Invitrogen in Auftrag gegeben. Sie

wurden in einer Konzentration von 100 pmol bei -20°C gelagert. Die Arbeitskonzentration

betrug 10 pmol.

Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aufgefiihrt. Die fett

gedruckten Bereiche markieren die Restriktionsschnittstellen.

Amplifikation der folgenden Gene:

ArfGap dhnliches Protein, L. major
5"GAGACATATGGCGAGCACTGGCAAGCTGAA 3°
5"GAGACTCGAGCTACAGATCATCCAGGAAGT 3°

Arginin Kinase, L. major

5"GAGACATATGGCCTCCGCGGAAGTTGTCAGCAAACTTGA 3°

5"GAGACTCGAGTCACCTCGCAGATTCCTCCGCCTTGATGA 3°

Neg. Regulator des cdc42p Proteins, L. major
5"GAGACATATGGAAGGGGATGACAAGTA 3°
5"GAGACTCGAGAGCCTAGCACAAGTACT 3°

Thymidin Kinase, L. major
5"GAGACATATGTTCCGCGGTCGTATAGA 3°
5'"GAGACTCGAGTCACTCTGAGGATGCAGCCG 3°

ArfGap-S30(Ndel)
ArfGap-AS30(Xhol)

AK-S39(Ndel)
AK-AS3