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1. Einleitung

1.1. Leishmaniose

Die Leishmaniose ist eine Infektionskrankheit, die durch parasitische Protozoen 

der Gattung Leishmania (L.) verursacht wird. Leishmanien sind trypanosomati-

de Flagellaten der Ordnung Kinetoplastida [2]. Namengebendes  Merkmal dieser 

Ordnung ist der Kinetoplast, welcher einen Abschnitt des einzigen Mitochondri-

ums darstellt und 15% der zellulären DNA enthält.

Leishmanien werden durch Sandmücken der Gattungen Phlebotomus bzw. Lut-

zomyia auf verschiedene Säugerwirte und den Menschen übertragen [3]. Beim 

Menschen lassen sich die unterschiedlichen Krankheitsformen, die von ver-

schiedenen Leishmania-Arten hervorgerufen werden, aufgrund der klinischen 

Verläufe in drei Gruppen unterteilen: kutane, mukokutane und viszerale 

Leishmaniose. Die Krankheitsform hängt von der infizierenden Spezies sowie 

vom Immunstatus des Wirtes  ab [4,5]. Die viszerale Leishmaniose ist die 

schwerwiegendste Form der Erkrankung, mit etwa 500.000 Neuinfektionen jähr-

lich. Die Infektion manifestiert sich im gesamten Organsystem und führt zu Fie-

ber, Anämie, Gewichtsverlust und einem Anschwellen von Leber und Milz. Un-

behandelt liegt die Sterblichkeitsrate bei über 90% [6,7]. Verursacht wird die 

viszerale Leishmaniose durch Erreger des L. donovani-Komplexes. Die Haupt-

verbreitungsgebiete liegen in Bangladesh, Indien, Nepal, Ostafrika und Brasili-

en [8,9]. In Afrika und Südeuropa stellen zudem Leishmania-HIV-Koinfektionen 

ein zunehmendes Problem dar. Im Mittelmeerraum ist L. donovani infantum als 

Auslöser für die kutane und auch viszerale Leishmaniose bekannt. Bei einer 

HIV-Koinfektion kommt es aufgrund der Immunsuppression immer zur Ausbil-

dung einer viszeralen Leishmaniose [10,11].

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) zählt die Leishmaniose zu einer der 

sechs bedeutendsten Tropenkrankheiten, die in über 88 Ländern der Welt, vor 

allem in Westasien, Afrika, Südamerika, aber auch im Mittelmeerraum verbreitet 

ist. Weltweit gibt es etwa zwölf Millionen Infizierte, von denen jährlich etwa 

57.000 Menschen sterben. Etwa 350 Millionen Menschen leben mit dem tägli-

chen Risiko einer Infektion; die Zahl der geschätzten Neuerkrankungen pro Jahr 

beträgt zwei Millionen [12,13].
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1.2. Der Lebenszyklus des Parasiten

Die parasitären Protozoen sind erstmals 1903 von Sir William B. Leishman und 

Charles Donovan unabhängig voneinander beschrieben und nach ihnen be-

nannt worden [14]. Leishmanien sind obligat intrazelluläre, einzellige Parasiten 

mit einem biphasischen Lebenszyklus. 

Makrophage
Differenzierung 
zur Amastigote

Promastigote

infizierte 
Sandmücke

Sandmücke bei  
der Blutmahlzeit

infizierte Sandmücke  
bei der Blutmahlzeit

Differenzierung 
zur Promastigote

Wachstum 
und Zellteilung

Wachstum  
und Zellteilung

Freisetzung der 
Amastigoten Säugetierwirt

Abb. 1: Cartoon-artig dargestellter Lebenszyklus von Leishmanien

Promastigote Leishmanien werden bei der Blutmahlzeit einer infizierten Sandmücke subkutan 

in den Säugerwirt injiziert. Dort werden sie von Makrophagen aufgenommen, transformieren 

zur amastigoten Form und fangen an sich zu replizieren. Die starke Vermehrung führt zum 

Aufplatzen der Wirtszelle, so dass die freigesetzten Parasiten neue Zellen infizieren können. 

Der Lebenszyklus schließt sich, wenn erneut eine Sandmücke amastigote Leishmanien auf-

nimmt, die sich dann zu infektiösen Promastigoten entwickeln. (modifiziert nach: 

http://workforce.cup.edu/Buckelew/images/ultrastructure/ Leishmania-Drawing.jpg)

Beim Stich einer infizierten weiblichen Sandmücke werden hochinfektiöse, me-

tazyklische, promastigote Leishmanien intrakutan in den Wirt injiziert, wo sie 

phagozytierenden Gewebezellen, Blutzellen und dem Komplementsystem des 

Einleitung

2



Säugerwirts ausgesetzt sind [15]. Im Säugetierwirt replizieren sich die Leishma-

nien in den Vakuolen von Zellen des mononukleären Systems, vor allem in 

Makrophagen. Innerhalb von zwei bis fünf Tagen transformieren die phagozy-

tierten Leishmanien in die amastigote Form, bei der die Geißel in der Geißelta-

sche verschwindet [16,17]. In den parasitophoren Vakuolen sind die abgerunde-

ten Amastigoten vielen toxischen Agenzien ausgesetzt; dennoch werden die 

Parasiten aufgrund ihrer spezifischen Anpassung nicht hydrolysiert. Der genaue 

Abwehrmechanismus, mit dem sich Leishmanien dem Wirtsabwehrsystem ent-

ziehen, ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Die Amastigoten vermehren sich im 

Phagolysosom mittels longitudinaler Teilung, was schließlich zur Zerstörung der 

Zelle führt, wodurch die Parasiten freigesetzt werden und weitere Zellen infizie-

ren können [6]. Da infizierte Zellen auch im Blut vorkommen [18], können die 

Parasiten bei einer erneuten Blutmahlzeit einer Sandmücke wieder auf diese 

übertragen werden. Dabei werden amastigote Leishmanien im Darm der Insek-

ten freigesetzt. Innerhalb von 24 Stunden differenzieren die Parasiten im Mittel-

darm der Sandmücke zu Promastigoten. Diese sind begeißelt und leben extra-

zellulär im Darm. Dort werden sie durch die peritrophe Matrix vor hydrolytischer 

Enzymaktivität geschützt [19,20]. Um ein Ausscheiden aus dem Darm zu ver-

hindern, heften sich diese prozyklischen Stadien über das Hauptoberflächen-

molekül promastigoter Leishmanien, das Lipophosphoglykan, zwischen die Mik-

rovilli des Darmepithels und vermehren sich dort [21]. Diese nicht-infektiösen 

Stadien differenzieren nach fünf bis  acht Tagen in die für Säugetiere hoch infek-

tiösen, metazyklischen Stadien, wodurch sie ihre Fähigkeit zur Anheftung im 

Darm verlieren [19,21]. Es erfolgt die aktive Wanderung in die Mundregion der 

Mücke, von wo aus die Parasiten beim nächsten Biss wieder übertragen wer-

den [5]. 

1.2.1. In vitro Stadiendifferenzierung von L. donovani

Der Wechsel zwischen dem poikilothermen Insektenvektor und dem homöo-

thermen Säugerwirt, den Leishmanien aufgrund ihres Lebenszyklus durchle-

ben, bedeutet für die Parasiten eine deutliche Temperaturdifferenz von 10-15°C. 

Nach der Übertragung auf den Wirt wird durch die Erhöhung der Umgebungs-

temperatur die so genannte Hitzeschock-Antwort induziert. Niedriger pH-Wert, 

kombiniert mit erhöhten Temperaturen, induzieren eine Stadiendifferenzierung, 
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wodurch die Parasiten an das Leben im Säugetierwirt adaptieren und somit ein 

Überleben unter den neuen Bedingungen ermöglicht wird [22,23]. 

Der Differenzierungsprozess von L. donovani kann in vitro durch Applikation ei-

nes Hitzeschocks mit anschließender Ansäuerung des Kulturmediums imitiert 

werden. Nach fünf Tagen ist die in vitro Stadiendifferenzierung abgeschlossen 

[22,24,25]. Die Umwandlung ist durch Kultivierung der Amastigoten unter Be-

dingungen der Promastigote (25°C und pH 7,0) reversibel. Die in vitro differen-

zierten axenischen amastigoten Zellen sind den aus Tiermodellen gewonnenen 

Amastigoten sehr ähnlich [23]. 

1.3. Das Prinzip der Hitzeschock-Antwort

Die Hitzeschock-Antwort ist ein universeller Mechanismus von Zellen als Reak-

tion infolge abrupter Temperaturerhöhung und anderer Stressfaktoren wie bei-

spielsweise Ethanol, Schwermetallionen, Virusinfektionen oder oxidativer Stress 

[26,27]. Bei dieser zellulären Notfallreaktion, die erstmals von Ritossa [28] be-

schrieben wurde, handelt es sich um eine stress-induzierte, schnelle und effizi-

ente Expression von Hitzeschock-Proteinen (HSPs). Vermittelt wird die erhöhte 

Expression von HSP wird auf Ebene der mRNA-Synthese, mRNA Stabilität und 

Translation. Nach einem raschen Anstieg der HSP sinkt die Syntheserate von 

HSPs nach Erreichen der Homöostase wieder Normal- Niveau, auch wenn die 

Zelle auch weiterhin dem Stress  ausgesetzt ist. Es handelt sich somit um eine 

schnelle, adaptive Reaktion der Zelle auf plötzlich auftretenden, für die Zelle 

schädlichen Umweltbedingungen. HSPs sind hoch konserviert, ubiquitär und in 

allen Zellen präsent. Entsprechend ihrer molekularen Masse werden sie in ver-

schiedene Familien eingeteilt und benannt. HSPs können konstitutiv und/oder 

hitzeinduziert synthetisiert werden [29-31]. Die verschiedenen HSP Familien 

sind untereinander sowohl in ihrer Funktion als auch von ihrer Struktur her nicht 

verwandt, innerhalb einer Familie gibt es jedoch signifikante Homologien. Funk-

tionell können sich die einzelnen HSP zwischen verschiedenen Organismen un-

terscheiden [32].

Die Aufgabe der hitzeinduzierten Hitzeschock-Proteine besteht darin, die Pro-

teinhomöostase in Zellen unter Stressbedingungen aufrecht zu erhalten, indem 

sie die Zelle vor einer Akkumulation von denaturierten bzw. aberranten Protei-

nen bewahren, die durch Stress entstanden sind. Stressbedingungen führen bei 

allen Organismen zu schädlichen Auswirkungen auf zelluläre Strukturen und 
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metabolische Prozesse [30,33,34]. In diesen Situationen zellulären Stressen 

stabilisieren Hitzeschock-Proteine andere Proteine, um sie vor Denaturierung 

zu schützen oder beschleunigen den Abbau irreversibel denaturierter Proteine 

durch direkte proteolytische Aktivität bzw. durch indirekte Funktionen in der Pro-

teolyse. HSPs beugen zudem der Aggregation denaturierter Proteine vor und 

fördern ihre korrekte Rückfaltung, wodurch die nativen Strukturen und Aktivitä-

ten der Substrate wieder hergestellt werden [30,35-37].

In physiologisch normalen Situationen spielen konstitutiv exprimierte HSP eine 

wichtige Rolle als  molekulare Chaperone. Als solche spielen sie eine wichtige 

Rolle in der posttranslationalen Faltung naszierender Proteine indem sie an re-

aktive Oberflächen von Polypeptiden binden und diese Zonen damit unzugäng-

lich für andere reaktive Oberflächen machen [38-41]. Darüber hinaus assistie-

ren molekulare Chaperonen beim Assembly, bei der Translokation durch Mem-

branen und bei der Abbau von Proteinen. Sie übernehmen zudem Aufgaben in 

der Signaltransduktion eukaryotischer Zellen, indem Komponenten von Signal-

transduktionsmechanismen oder regulatorische Proteine bis zum Erhalt eines 

spezifischen Signals in der inaktiven Form gehalten werden [42].

1.3.1. Die Hitzeschock-Antwort in Leishmania

Leishmanien reagieren auf eine Erhöhung der Temperatur, genau wie andere 

Organismen, mit einer verstärkten Synthese von HSPs [29,43-46]. In verschie-

denen Leishmania-Spezies sind Mitglieder der HSP100- [24,47], HSP90- 

[48,49], HSP70- [50-55] und HSP60-Familie [56,57], sowie der Familie der klei-

nen HSPs [58] identifiziert worden. 

Bereits im stressfreien Zustand weisen Leishmania-Promastigote ein unge-

wöhnlich hohes Niveau bestimmter Hitzeschock-Proteine auf. Dominierend sind 

HSP70 mit einem Anteil von 2,1% und HSP90 mit einem Anteil von 2,8% am 

Gesamtproteingehalt der Zelle. Temperaturerhöhung führt zu einer verstärkten 

Synthese von HSP70 und HSP90, aber aufgrund des ohnehin schon hohen 

Gehalts der Proteine resultiert dies nicht in einem wesentlichen Anstieg des int-

razellulären Niveaus [59,60]. Das im Mitochondrium lokalisierte HSP60/CPN60 

wird ebenfalls  in Promastigoten konstitutiv exprimiert. Unter Hitzestress  und in 

axenischen L. donovani-Amastigoten nimmt das Niveau des  Proteins um das 

2,5-fache zu [57]. HSP100 ist dagegen unter normalen Bedingungen in Pro-

mastigoten kaum nachzuweisen. Hohe Temperaturen führen zu einer vielfachen 
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Induktion der HSP100-Synthese. Im Vergleich zur transienten Induktion von 

HSP70 und HSP90 wird die erhöhte HSP100-Synthese über einen längeren 

Zeitraum aufrechterhalten [24,47,61]. Über die kleinen HSPs in Leishmania ist 

wenig bekannt. Hunter et al. (1984) haben nach Hitzestress eine erhöhte Syn-

these von 22 kDa-, 23 kDa-, 26 kDa- und 27 kDa-Proteinen in L. mexicana pa-

namensis nachgewiesen. Für L. major sind ebenfalls  HSP20-Proteine beschrie-

ben, deren Expression auch bei 26°C nachweisbar ist [46]. Neben der Synthese 

von HSPs ist die Hitzeschock-Antwort in Leishmania auch direkt an der Diffe-

renzierung der Parasiten zur Amastigote beteiligt. Allein die Erhöhung der Um-

gebungstemperatur ist für die Stadiendifferenzierung von L. mexicana zur A-

mastigote ausreichend ist [62]. Die Induktion der Synthese von HSPs erfolgt 

somit nicht wie in anderen Organismen durch verschiedene Stressoren, son-

dern allein nach Temperaturerhöhung [44,63].

Im Gegensatz zu allen anderen bisher untersuchten Organismen findet die Re-

gulation der Hitzeschock-Antwort, wie auch allgemein die gesamte Genregulati-

on, in Leishmania und anderen Kinetoplastida ausschließlich auf posttranskrip-

tionaler Ebene statt [64-67]. Die Genexpression wird nur auf Ebene der RNA-

Prozessierung, RNA-Stabilität und/oder auf Ebene der Translation reguliert 

[57,59,65,68-71].

1.3.2. Die Rolle der HSP bei der Differenzierung

Aufgrund der Tatsache, dass der Hitzeschock, den die Leishmanien bei der Ü-

bertragung auf den Säugerwirt erfahren, ein Schlüsselsignal in der Stadiendiffe-

renzierung darstellt, wurde bereits 1984 von Hunter et al. die Mitwirkung von 

Hitzeschock-Proteinen an diesem Prozess postuliert [43]. Erste Hinweise auf 

die Mitwirkung von Hitzeschock-Proteinen bei der Kontrolle und Regulation des 

Lebenszyklus deuten auf eine antagonistische Rollenverteilung speziell zweier 

HSP hin. Während das Hitzeschock-Protein HSP100/ClpB essentiell für das int-

razelluläre Überleben in der amastigoten Form sowie für die Expression der A-

mastigoten-spezifischen A2-Proteine ist [24,72,73], spielt HSP90 in diversen 

regulatorischen Prozessen, speziell in der Stadiendifferenzierung der Parasiten, 

eine entscheidende Rolle [74]. Pharmakologische Inhibition von HSP90 durch 

spezifische Inhibitoren wie Geldanamycin, Radiciol oder Taxol führt in L. dono-

vani zu einem drastischen Wachstumsarrest, einer induzierten Expression von 

HSPs, der Expression von A2-Proteinen sowie zu einer ähnlichen morphologi-
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schen Differenzierung, wie es  die Applikation eines Hitzeschocks in Verbindung 

mit einer Ansäuerung des Kulturmediums zur Folge hat [74,75]. Zusammenge-

fasst lässt sich sagen, dass das Chaperon HSP90 bzw. seine Homöostase in-

nerhalb der Zelle eine zentrale Rolle bei der Stadiendifferenzierung der 

Leishmanien von der Pro- zur Amastigote spielt. 

1.4. Die Aufgaben molekularer Chaperonen

Zur Bewältigung vielfältiger komplexer Aufgaben existieren in der Zelle ver-

schiedene Familien molekularer Chaperonen, welche unterschiedliche moleku-

lare Strategien verfolgen, sich funktionell ergänzen und zur Bewältigung ge-

meinsamer Aufgabe auf eine gegenseitige Kooperation angewiesen sind 

[40,41,76]. Die fundamentale Bedeutung der Chaperonen für die Zelle spiegelt 

sich in dem hohen Grad der Konservierung einzelner Chaperonsysteme zwi-

schen verschiedenen Organismen wider. Die Anzahl der Chaperonen im Orga-

nismus korreliert in hohem Maße mit dessen Komplexität. Das zentrale Cha-

peronensystem in Bakterien wird durch DnaJ und DnaK aufgebaut [77]. Die 

vergleichbaren eukaryotischen Chaperonensysteme sind das  HSP70/HSP40- 

und das TriC-System [78]. Ergänzend zu diesen beiden Systemen findet sich in 

Eukaryoten noch das spezialisierte HSP90-System [79].

1.4.1. Mitglieder der HSP70/HSP40-Familie

Chaperonen der HSP70- und HSP40-Familie sind zunächst aufgrund ihrer 

Funktion als Hitzeschock-Proteine beschrieben und durch stressabhängige In-

duktion, Verhinderung von Aggregation und Rückfaltung denaturierter Proteine 

charakterisiert. Darüber hinaus spielen HSP70/HSP40-Proteine ebenfalls eine 

entscheidende Rolle bei der de novo Proteinfaltung, Translokation, Abbauvor-

gängen oligomerer Proteinstrukturen, proteolytischer Degradation irreversibel 

geschädigter Proteine und Modulation funktioneller Aktivität regulatorischer Pro-

teine [36,37,40,80]. Ihre Funktion üben HSP70-Proteine durch repetitive, ATP-

abhängige Zyklen von Substratbindungs- und -freisetzungsreaktionen aus [81]. 

Der Funktionszyklus kann an verschiedenen Stellen von Partnerproteinen, den 

so genannten Co-Chaperonen, reguliert werden. Als derartige Co-Chaperonen 

fungieren beispielsweise die HSP40-Proteine. Durch die Beteiligung an einer 

Vielzahl von biochemischen Vorgängen und der Wechselwirkung mit sehr vielen 

verschiedenen Substraten, wird der HSP70/HSP40-Chaperonen-Komplex in 
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zahlreichen regulatorischen Prozessen zellulärer Funktionen wieder gefunden 

[36,41,82].

1.4.2. Mitglieder der HSP90-Familie

Proteine der HSP90-Familie sind abundant, hoch konserviert und nehmen be-

reits  unter physiologischen und stressfreien Bedingungen einen zellulären Pro-

teinanteil von 1-2% ein. Nach Induktion durch Hitzestress  wird die Expression 

sogar noch um ein Vielfaches erhöht [83]. Für Eukaryoten stellt HSP90 ein es-

sentielles Protein dar, während HtpG, das bakterielle Homolog, nicht essentiell 

ist [30]. Die physiologisch aktive Einheit von HSP90 ist ein Homodimer. Das 

Funktionsprinzip ähnelt einer Klammer, bei der die beiden C-Termini der Hsp90-

Moleküle über die Dimerisierungssequenz miteinander assoziieren, und die 

beiden N-Termini in Abhängigkeit von ATP zueinander in Kontakt treten können, 

um ein gebundenes Proteinmolekül regelrecht zu umfassen [83,84]. Sowohl 

Bindung als auch Hydrolyse von ATP sind für die Funktion von HSP90 essenti-

ell [85,86]. 

Eukaryotisches HSP90 spielt eine zentrale Rolle in diversen zellulären Prozes-

sen. So ist HSP90 durchaus in der Lage, die Aggregation denaturierter oder 

destabilisierter Proteine zu verhindern [87,88], doch liegt seine hautsächliche 

Funktion in der Interaktion mit so genannten Klienten-Proteinen. Hierbei handelt 

es sich meist um Komponenten von Signaltransduktionswegen, wie zum Bei-

spiel Steroidhormonrezeptoren (SHR), Protein-Kinasen oder Transkriptionsfak-

toren, die durch die Interaktion mit HSP90 stabilisiert und/oder aktiviert werden 

[87,89-95]. Somit ist HSP90 maßgeblich an der Regulation der zellulären Ho-

möostase, dem Zellzyklus, an Wachstum, Differenzierung und Apoptose betei-

ligt. Zudem gibt es Hinweise, dass HSP90 (in der Hefe) unter normalen Bedin-

gungen neben den bereits bekannten Funktionen eine Rolle beim zellulären 

Proteintransport, sowie bei der Sekretion spielt [96]. HSP90 ist folglich nicht nur 

an der zelluläre Stressantwort beteiligt, sondern auch in normale biosyntheti-

sche und homeostatische Kontrollmechanismen der Zelle involviert [97]. 

Isoliertes HSP90 kann seine Substrate nicht selbständig falten bzw. aktivieren. 

Für ein funktionelles HSP90-Chaperonen-System benötigt HSP90 weitere Part-

nerproteine, so genannte Co-Chaperonen. Zu diesen Partnerproteinen zählt un-

ter anderem der eigenständige HSP70/HSP40-Chaperonen-Komplex, der sei-

nerseits die identifizierten HSP90-Substrate, wie beispielsweise SHRs, nicht 
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selbständig falten kann [89,98]. Abhängig vom Substrat sind bislang in vivo ver-

schiedene hetero-oligomere Komplexe zwischen HSP90, dem Substrat und 

einzelnen Co-Chaperonen identifiziert worden. Die Interaktion vom HSP70/

HSP40-Chaperonen-Komplex mit dem HSP90-Chaperonen-Komplex wird e-

benfalls mit Hilfe von Co-Chaperonen vermittelt [99]. Verantwortlich für die In-

teraktion von HSP90/HSP70 mit einer Vielzahl von Co-Chaperonen ist ein C-

terminales Motiv: die so genannte tetratricopeptide repeat (TPR) Domäne [100-

103]. 

1.5. Rolle und Funktion der Co-Chaperonen

Die Regulation und Koordination der molekularen Chaperonen wird durch eine 

Reihe von Partnerproteinen, den so genannten Co-Chaperonen, gewährleistet 

[79]. Unter dem Begriff Co-Chaperonen werden jene Proteine zusammenge-

fasst, die nicht zu den Klientenproteinen der Chaperone zählen, aber dennoch 

an HSP90 oder HSP70 (oder beide) binden [104]. Die Interaktion von Co-Cha-

peronen, aber auch Klientenproteinen, mit den Chaperonen ist durch ATP und 

ATP-induzierten Konformationsänderungen von HSP90 reguliert [105]. Ihrer-

seits  können Co-Chaperonen ebenfalls über Chaperonenaktivität verfügen, in 

dem sie an degradierte Proteine erkennen, binden und zu HSP70 oder HSP90 

rekrutieren (HSP40). Andere Co-Chaperonen wiederum katalysieren die ATP-

Bindung oder -Hydrolyse (Aha1, p23), vermitteln die Substratübertragung 

(Cdc37) oder fungieren als eine Art Adapter, um die Chaperonen-Komplexe zu 

verbinden (HOP). Somit haben Co-Chaperonen einen großen Einfluss  auf die 

Spezifität der Chaperonenaktivität, da sie maßgebend an der Vermittlung und 

Bindung von Klientenproteinen, der Regulation des ATP-Zyklus und Koordinati-

on der Multi-Chaperonen-Komplexe verantwortlich sind [103,106-109]. 

Bislang sind mehr als 100 verschiedene Co-Chaperonen bekannt, wovon sich 

die meisten dieser Proteine aufgrund ihrer Domänen in zwei Klassen einteilen 

lassen. Da wären zum einen die "J"-Domänen Proteine, die vor allem als Co-

Chaperonen in HSP70/HSP40-Komplexen vorkommen. Die zweite und zah-

lenmäßig überlegende Klasse stellen die tetratricopeptid repeat (TPR) Domä-

nen-enthaltenen Proteine dar, die hauptsächlich mit HSP90, aber auch mit 

HSP70 interagieren [101,103]. Da TPR-Proteine auch Chaperonen-unabhängi-

ge Protein-Protein-Interaktionen vermitteln, sind nicht alle TPR-Proteine auto-

matisch Co-Chaperonen. Daneben gibt es auch noch eine kleine Gruppe von 

Einleitung

9



Co-Chaperonen, die über keine der beschriebenen Domänen verfügen und 

dennoch an die Chaperonen binden [110].

1.5.1. TPR-Motive und ihre Funktion

TPR-Proteine besitzen keine einheitliche biochemische Funktion, sondern sind 

an einer Vielzahl unterschiedlicher Prozesse beteiligt. Die Primärstruktur von 

TPR Modulen ist geprägt durch Tandem-artig aneinander gereihte Wiederho-

lungen von Sequenzmotiven, die aus  jeweils 34 Aminosäuren bestehen. Meist 

besitzen TPR-Proteine zwischen 3 und 16 TPR-Motive, die in der Regel direkt 

aufeinander folgend in TPR-Domänen organisiert sind. Die Konservierung des 

Sequenzmotivs beschränkt sich auf die Größe und Hydrophobizität einzelner 

Aminosäuren, deren Position innerhalb der 34-er Sequenzen festgelegt ist und 

resultiert in einer konservierten Faltung. Die Tertiärstruktur eines TPR-Motivs 

besteht aus zwei antiparallel verlaufenden alpha-Helices  [111]. Die Packung der 

beiden Helices eines TPR-Motivs wird durch hydrophobe Wechselwirkungen 

zwischen den Resten des TPR-Konsensus bestimmt. Eine Serie von TPR-Moti-

ven resultiert in einer regulären Abfolge antiparallel verlaufender Helices, die ein 

Gerüst für den Aufbau einer Proteinbindungsdomäne bilden. Sequenzpositio-

nen außerhalb des TPR-Konsensus sind für die Bildung charakteristischer und 

einzigartiger Proteinoberflächen verantwortlich und tragen zur Spezifität der 

einzelnen Domänen bei [112].

TPR-Motiv enthaltende Proteine konkurrieren um die Bindung an das C-termi-

nale N'-EEVD-C' Motiv von HSP90 und HSP70 und üben so einen Einfluss auf 

das Fortschreiten der Chaperonenzyklen aus [98,113,114]. 

1.6. Zusammenspiel molekularer Chaperonen-Komplexe

Die Funktion von HSP90 bei der Aktivierung und Reifung seiner Klienten-Pro-

teine ist abhängig von der Bindung und Hydrolyse von ATP [115,116], wodurch 

es zu Konformationsänderungen in dem dynamischen HSP90-ATPase-Zyklus 

kommt, der wiederum mit dem HSP70-ATPase-Zyklus und diversen Co-Cha-

peronen interagiert. Am besten ist der Reaktionszyklus von HSP90 für Steroid-

hormonrezeptoren (SHRs) als Substrate charakterisiert [89,95,114,117].
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Abb. 2: Modell vom Zusammenspiel der Chaperonen-Komplexe bei der SHR-Reifung

Der inaktive SHR wird zunächst vom HSP70/HSP40-Komplex gebunden und vom Adapter-

Protein HOP (HSP organising protein) zum HSP90-Dimer rekrutiert. Es entsteht ein interme-

diärer Komplex, in dem die Bindung des SHRs an HSP90 erfolgt. Nach der Übertragung des 

SHRs lösen sich der HSP70/HSP40-Komplex und HOP ab und es entsteht der gereifte Kom-

plex. Dieser besteht neben dem HSP90-SHR-Komplex aus p23 und einem der drei Immun-

ophiline FKBP51, FKBP52 oder CyP40. Ausgelöst durch ATP-Hydrolyse und unterstützt 

durch p23 wird der monomere SHR, in einer Hormon-bindungsfähigen Konformation aus dem 

gereiften Komplex freigesetzt. Fehlgefaltete SHRs werden im intermediären Komplex durch 

die E3-Ubiquitin-Ligase CHIP markiert und anschließend degradiert. (modifiziert nach [114])

Monomere SHRs assoziieren zunächst in einem ATP-abhängigen Schritt mit 

HSP70 und seinen Co-Faktoren HSP40 und HIP (HSC70 interacting protein) 

unter Ausbildung des frühen Komplexes [118,119]. Das Adapter-Protein HOP 

(HSP70/HSP90 organising protein), welches in der Lage ist, zeitgleich am C-

Terminus von HSP70 und HSP90 zu binden, rekrutiert daraufhin dimerisiertes 

HSP90 und es entsteht der intermediäre HSP90/HSP70/HSP40-Klienten-Kom-

plex. Nach Ausbildung dieses intermediären Komplexes werden die SHRs von 

HSP70 auf HSP90 übertragen. Nach dem Transfer dissoziiert HOP mitsamt der 

HSP70 Maschinerie. Aus dem intermediären Komplex geht der gereifte Kom-

plex hervor [102]. In diesem gereiften Komplex ist der weiterhin monomere Ste-

roidhormonrezeptor an HSP90 gebunden und liegt mit weiteren Co-Chapero-

nen, wie den großen Immunophilinen (IP) FKBP51, FKBP52 oder Cyp40, dem 

cyclosporin binding protein 40, und p23 vor. In Glucocorticoidrezeptor-Komple-

xen wurde anstelle eines der Immunophiline auch die Serin/Threonin-Phospha-
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tase 5 (PP5) gefunden [120]. Die Ausbildung des gereiften Komplexes und die 

Bindung von p23 an HSP90 ist nur in Gegenwart von ATP möglich [121]. Durch 

die Bindung von p23 an HSP90 wird die ATP Hydrolyse leicht inhibiert, was 

wiederum den Komplex stabilisiert. Ausgelöst durch die ATP Hydrolyse und un-

terstützt durch den Substratfreisetzungsfaktor p23 wird der monomere SHR in 

einer Hormon-bindungsfähigen Konformation aus dem gereiften Komplex frei-

gesetzt [106]. Der Rezeptor dimerisiert nach der Hormonbindung, tritt in den 

Zellkern ein und aktiviert die Transkription Hormon-abhängiger Gene. In Abwe-

senheit von Steroidhormonen verlieren die SHRs innerhalb von fünf Minuten 

ihre Hormonbindungskompetenz, assoziieren erneut mit HSP70 und treten in 

einen weiteren Reifungszyklus ein [93,117,122]. Der soeben beschriebene 

HSP90-Reaktionszyklus lässt sich durch die Bindung von Geldanamycin (GA), 

einem benzochinoiden Ansamycin aus Streptomyces hygroscopius, beeinflus-

sen. Geldanamycin interagiert mit der N-terminalen ATP-Bindungsstelle des 

Chaperons und inhibiert damit die ATPase Aktivität von HSP90, von der wieder-

um die Funktion des Chaperons abhängt. Als  Folge der N-terminalen Bindung 

von Geldanamycin an HSP90 wird der HSP90-Reaktionszyklus arretiert und es 

kommt zum Abbau der Klientenproteine [123-127]. Zusätzlich verdrängt Geld-

anamycin das Co-Chaperon p23 aus dem Komplex, da es die ADP-gebundene 

Konformation von HSP90 imitiert [128] und p23 nur an die ATP-gebundene 

Konformation des Chaperons bindet [129]. 

Für die Aktivierung anderer Klienten, wie zum Beispiel Protein-Kinasen, spielen 

andere Co-Chaperonen wie das Cdc37 im HSP90-Chaperonenkomplex eine 

entscheidende Rolle. Gelingt es der Chaperonen-Maschinerie nicht, ein Sub-

strat zu aktivieren, wird das Substrat degradiert [130,131]. 

Neben der Faltung, Aktivierung und Reifung von Klienten-Proteinen ist das 

HSP90/HSP70-Chaperonensystem zudem in für die Translokalisation einiger 

aktivierter Klienten innerhalb des Cytosols bzw. in den Zellkern mitverantwort-

lich. Ein Beispiel hierfür ist die in mehreren Stufen ablaufende Rezeptor- und 

Liganden-spezifische Aktivierung des Androgenrezeptors (AR) und dessen an-

schließender Transport in Richtung Zellkern [132]. Ausgangspunkt der Kom-

plex- und Substratbildung bildet in diesem Fall die Interaktion von HSP70 und 

einem small glutamine-rich TPR protein alpha (SGTalpha) Dimer. Das Protein 

SGTalpha ist unter anderem als Co-Chaperon von HSP70 und HSP90 bekannt 

[133], das an diversen zellulären Prozessen wie Zellteilung, Apoptose und 

Translokalisation beteiligt ist [134,135]. Im Falle der Aktivierung des Androge-
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nenrezeptors wird SGTalpha zum einen eine Rolle bei der Regulierung der AT-

Pase Aktivität von HSP70 und zum anderen eine Mitwirkung bei der anschlie-

ßenden Translokalisation des reifen Rezeptors zugeschrieben [132]. Die Abbil-

dung 3 stellt ein Modell vom Zusammenspiel der Chaperonen-Komplexe bei der 

AR-Reifung sowie dem anschließenden retrograden Transport dar.

Abb. 3: Modell vom Zusammenspiel der 

Chaperonen-Komplexe bei der AR-Rei-

fung sowie dem anschließenden nukleä-

ren AR-Transport 

Der unreife Androgenerezeptor (AR) wird 

vom HSP70/HIP/SGTalpha-Komplex er-

kannt und gebunden. Mit Hilfe von HOP 

kommt es zur Formierung des HSP90/

HSP70 Chaperonen-Komplexes. Die 

SGTalpha Dimere verstärken die ATPase 

Aktivität von HSP70 und unterstützen die 

Substratübergabe an das HSP90 Dimer. 

Nach AR Reifung dissozieren HSP70, HIP 

und HOP vom Komplex, während p23 an 

ihn bindet. Induziert durch die Liganden-

bindung kommt es zum Austausch von 

SGTalpha Dimer durch FKBP52, das wie-

derum den Kontakt zu den Motorproteinen 

des retrograden Transports vermittelt, wo-

durch der aktivierte AR zum Zellkern trans-

portiert wird (modifiziert nach [132]).

In einem in vitro System konnte gezeigt werden, dass die minimalste Komplex-

zusammensetzung, die für Aktivierung eines Steroidrezeptors bzw. der viralen 

Hepatitis  B Polymerase benötigt wird, aus einem HSP90 Dimer, HOP, p23 so-

wie dem HSP70/HSP40-Chaperonenkomplex besteht [92,93,114].

Neben der Regulierung des ATPase-Zyklus von HSP90 durch Co-Chaperonen 

stellen post-translationale Modifikationen von HSP90 wie Phosphorylierung, A-

cetylierung [136,137] und S-Nitrosylierung von Cysteinresten [109,138,139] ei-

ne weitere Ebene der Regulation des Chaperons dar. 
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1.6.1. Der HSP90/HSP70 Chaperonen-Komplex in Leishmania 

Obgleich die HSP90/HSP70-Chaperonen-Komplexe bereits  in einer Vielzahl 

von Organismen untersucht wurden, ist nur wenig bekannt über die spezifi-

schen Unterschiede in den Zusammensetzungen bzw. in der Funktionalität der 

Komplexe zwischen den Organismen. Zwar geht man davon aus, dass der ho-

he Grad der Konservierung einzelner Chaperonensysteme zwischen verschie-

denen Organismen die fundamentale Bedeutung der Chaperone in der Zelle 

wider spiegelt, doch konnte ebenfalls  gezeigt werden, dass die Anzahl der 

Chaperonen im Organismus in hohem Maße mit dessen Komplexität korreliert 

[108]. 

Eine Vergleichsstudie, in der ausgewählte HSP90 Co-Chaperonen von 19 un-

terschiedlichen eukaryotischen Organismen verglichen wurden, ergab, dass alle 

bisher bekannten Co-Chaperonen in den verschiedenen Zweigen des Evoluti-

onsbaumes der Eukaryota nachweisbar sind, jedoch keines der untersuchten 

Co-Chaperonen in allen untersuchten Organismen vorhanden ist [108]. Dies 

deutet darauf hin, dass Co-Chaperonen organismus- und zielproteinspezifisch 

sind und sich das  HSP90-System im Laufe der Evolution an die verschiedenen 

Lebensbedingungen des Organismus angepasst hat. 

Zentrales Bindeglied zwischen den beiden Chaperonen HSP90 und HSP70 ist 

in vielen bislang untersuchten Organismen das  Protein HOP, dass  aufgrund 

seiner Induzierbarkeit durch Hitzestress auch stress-inducible protein 1 (Sti1) 

genannt wird. In einer Spezies-übergreifenden Studie konnte in 18 von 19 un-

tersuchten Organismen, darunter auch in L. major, ein Homolog für das huma-

ne Protein HOP identifiziert werden [108]. Für das HOP Homolog aus L. major 

konnte bereits  gezeigt werden, dass es mit HSP90 und HSP70 interagiert [140]. 

Des Weiteren wurden in einer Stadien-spezifischen Phosphoproteomstudie so-

wohl HSP90 und HSP70 als  auch HOP als stark phosphorylierte Proteine in L. 

donovani identifiziert [141]. Abgesehen vom Co-Chaperon HOP existieren keine 

experimentellen Erkenntnisse über andere Co-Chaperonen in Leishmania. 

1.7. Zielsetzung der Arbeit

Ein Hauptanliegen aktueller Forschung ist das generelle Verständnis der mole-

kularen Mechanismen der Stadiendifferenzierung von Leishmania. Hierbei bil-

det das molekulare Chaperon HSP90, welches maßgeblich an der Stadiendiffe-
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renzierung von Leishmanien beteiligt ist, sowohl einen Anhalts- als auch Aus-

gangspunkt für weiterführende Untersuchungen. Ausgehend von Erkenntnissen 

aus anderen Organismen, liegt es nahe, dass auch das  Leishmania HSP90 für 

die Ausübung, Koordination und Spezifität seiner diversen Funktionen auf eine 

Reihe von Co-Faktoren angewiesen ist. Daher liegt der Schwerpunkt dieser Ar-

beit in der Identifizierung und Charakterisierung von putativen HSP90 Co-Fakto-

ren der HSP90/HSP70-Chaperonen-Komplexe in L. donovani. 

Hierfür soll zunächst nach homologen Genen bereits bekannter HSP90 Co-

Chaperonen gesucht werden. Die Gene und Genprodukte ausgewählter mögli-

cher Co-Chaperonen sollen anschließend mittels reverser Genetik und protein-

biochemischen Methoden untersucht werden. Subzelluläre Lokalisationsstudien 

mittels  spezifischer Antiseren und GFP-Fusionsproteine sollen über die zelluläre 

Verteilung der Proteine im Vergleich zu den beiden Chaperonen HSP90 und 

HSP70 Auskunft geben. Die native Gradienten-Gelelektrophorese soll zur Iden-

tifizierung möglicher oligomeren Proteinstruktur angewandt und direkte Interak-

tionspartner sollen durch Co-Immunpräzipitation nachgewiesen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Lösungen

Alle verwendeten Chemikalien werden in der Qualität "pro analysis" eingesetzt 

und von den Firmen Amersham (Freiburg), Roche (Mannheim), Fluka (Buchs, 

Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-

Aldrich (St. Louis, U.S.A.) bezogen. Sämtliche Lösungen werden mit deionisier-

tem Wasser (ddH2O) angefertigt. 

2.1.2. Geräte und sonstige Materialien

In dieser Arbeit wurden die unten aufgeführten Geräte und Materialien einge-

setzt. Nicht angegebene Geräte entsprechen dem Laborstandard.

Axiokop      Zeiss, Oberkochen 
Biomate 3 Spectrophotometer   Waltham, U.S.A. 
Biometra Powerpack P25    Biometra, Göttingen 
Biometra UV Band Eluator   Biometra, Göttingen 
Branson Sonifier 250    G. Heinemann, Schwäbisch Gmünd 
CASY Cellcounter und Analyzer   Schärfe System, Reutlingen 
Elektroporationsküvetten (0,4 cm)  Bio-Rad, München 
Epi-Fluoreszenzmikroskop   Leica, Solms
Eppendorf Centrifuge 5415 D   Eppendorf, Hamburg 
Eppendorf Mastercycler gradient   Eppendorf, Hamburg 
Faltenfilter      Schleicher & Schüll, Dassel 
GenePulser      Bio-Rad, München
GFP Trap A     Chromotek, Martinsried
HisBind Resin     Novagen, Madison, U.S.A. 
Invertoskop IDO3     Zeiss, Oberkochen 
J2-21 Zentrifuge     Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A. 
J2-HS Zentrifuge     Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A. 
Lab-Tek 8-well chamber slides   Nunc, Roskilde, Dänemark
Nitrocellulose Protan   Schleicher & Schüll, Dassel 
Olympus FluoView 1000   Olympus, Hamburg
PVDF-Membran Fluorotrans, 0,2 µm  Pall, Europe, Portsmouth, U.K. 
PerfectBlue Gelsystem    Peqlab, Erlangen 
Poly-Prep Chromatography Columns  Bio-Rad, München 
Quick-seal tubes     Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A. 
Rotorgene 3000    Corbett, Sydney, Australien 
Spectra/Por regenerated cellulose  Spectrum Europe, Breda, Niederlande
Trans-Blot SD    Bio-Rad, München 
TrayCell     Hellma, Müllheim
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Ultrschallbad: Sonovex Super   Bandelin, Berlin 
Ultracentrifuge: L8-70M    Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A. 

2.1.3. Kits

Cell & Tissue DNA Purification Kit Gentra Systems, Minneapolis, U.S.A.
NucleoBond XtraMaxi Kit    Macherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin Extract II Kit   Macherey-Nagel, Düren 
QuantiTec Reverse Transcription  Qiagen, Hilden 
RealMasterMix Kit    Eppendorf, Hamburg 
RNeasy Mini Kit    Qiagen, Hilden 

2.1.4. Enzyme und Größenstandards

Alkalische Phosphatse   New England Biolabs, Beverly, U.S.A. 
iProof High-Fidelity Master Mix  Bio-Rad, München
GeneRuler 1kb DNA Ladder   Fermentas, Vilnius, Litauen 
HMW Native Marker   Amersham, Freiburg
Klenow-Polymerase   Fermentas, Vilnius, Litauen 
PageRuler Prestained Protein Ladder  Fermentas, Vilnius, Litauen 
Phosphatase, acid from potato  Sigma, St. Louis, U.S.A.
Proteinase K     Sigma, St. Louis, U.S.A. 
Restriktionsenzyme    New England Biolabs, Beverly, U.S.A. 
RNase A     Sigma, St. Louis, U.S.A. 
T4-Ligase     New England Biolabs, Beverly, U.S.A. 
Taq DNA Polymerase, Recombinant Invitrogen, Karlsruhe

2.1.5. Antikörper

anti-HOP-IgG (pk, aus Maus)  G. Ommen, BNI, Hamburg
anti-HOP-2-IgG (pk, aus Maus)  G. Ommen, BNI, Hamburg
anti-SGT-IgG (pk, aus Maus)  G. Ommen, BNI, Hamburg
anti-HIP-IgG (pkl, aus Maus)  G. Ommen, BNI, Hamburg
anti-p23-IgG (pk, aus Maus)  G. Ommen, BNI, Hamburg
anti-HSP90-IgG (pk, aus Maus)  G. Ommen, BNI, Hamburg
anti-HSP70-IgG (pk, aus Maus)  G. Ommen, BNI, Hamburg
anti-A2-Mab C9 (mk, aus Maus)  G. Matlashewski, Quebec, Kanada
anti-Maus IgG-Biotin (pk, aus Ziege) Dianova, Hamburg  
anti-Maus-IgG-AP (pk, aus Ziege) Dianova, Hamburg
Streptavidin-AP-Konjugat   Dianova, Hamburg
anti-GFP IgG (pk, aus Kaninchen) Dianova, Hamburg
anti-Maus-Alexa 594 (pk, aus Ziege) Invitrogen, Karlsruhe 
DAPI (4!,6-Diamidino-2-phenylindol) Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A.

2.1.6. Vektoren und Oligonukleotide

pUC19: Für die Herstellung der Genaustausch-Konstrukte wird der pUC19, ein 

häufig benutzter E. coli Klonierungsvektor, verwendet. Dieses high copy number 
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Plasmid hat eine Größe von 2.686 Basenpaaren und besitzt das "-Laktamase-

Gen (bla), welches Ampicillin-Resistenz verleiht. 

pIRmcs3+: Der pIRmcs3+ Vektor ist ein 8,5 kb-Derivat des Plasmids pIR1-SAT, 

das von S. Beverley (Washington University Medical School, St. Louis) zur Ver-

fügung gestellt wurde. pIR1-SAT ermöglicht eine stadienspezifische Expression 

von subklonierten Genen in Leishmania. Die Behandlung mit der Restriktions-

endonuklease SwaI führt zur Linearisierung des Konstrukts. Der linearisierte 

Vektor trägt an den Enden Sequenzen des small subunit rRNA locus aus L. ma-

jor, und kann über homologe Rekombination in den rRNA Locus ins Genom in-

tegrieren. Dieser Genlocus wird von der RNA-Polymerase I transkribiert, womit 

eine effiziente Transkription des  rekombinanten Gens gewährleistet ist. 

pIRmcs3+ trägt das bla-Gen. Für die Selektion rekombinanter Leishmanien be-

sitzt der Vektor das SAT (Streptothricin-Acetyltransferase)-Gen, welches eine 

Nourseothricin-Resistenz vermittelt.

pTL::eGFP: Die pTLv3- und pTLv4::eGFP-Vektoren, abgekürzt pTL::eGFP, 

sind Plasmide, die die Expression von eGFP-Fusionsproteinen in Leishmania 

ermöglichen und sich ausschließlich in der MCS unterscheiden. Sie beinhalten 

DNA-Abschnitte des pcosTL-Vektors [142], eine eGFP-Expressionskassette 

aus dem pIRmcs3+-eGFP-Vektor, sowie DNA-Abschnitte vom pUC19-Vektor. 

Deshalb besitzen diese zwei Vektoren neben dem eGFP-Gen, das die Expres-

sion von eGFP-Protein-Chimären ermöglicht, auch zwei Selektionsmarkergene: 

das bla-Gen und das Neomycin-Phosphotransferase-Gen, dass eine Selektion 

mit Geneticin/G418 ermöglicht. 

pJC45: Der bakterielle Expressionsvektor pJC45 [57] wird zur Expression re-

kombinanter Leishmania Proteine verwendet. Hierzu werden die offenen Leser-

ahmen (ORFs) der zu exprimierenden Gene über die Schnittstellen NdeI und 

EcoRI in den Vektor eingefügt. pJC45 ist ein 2,4 kb high copy number Plasmid 

und ein Derivat von pJC40 [143]. Der Vektor trägt einen T7-Promotor und ein 

lac-Operon, um eine regulierte und effiziente Expression rekombinanter Gene 

zu ermöglichen. Eine Ko-Expression von zehn Histidinen (His10) am N-Terminus 

des rekombinanten Proteins ermöglicht eine Aufreinigung durch Affinitätschro-

matographie. pJC45 enthält das pUC origin of replication und das "-Laktamase-

Gen.
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Tab. 1: Auflistung aller verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung 5'-3' Sequenz Verwendungszweck

Sti1-1-5UTR-Swa1 CCCAAGCTTATTTAAATCTGCAGTCTATTCCTCTG HOP ko-Konstrukt

Sti1-1-5UTR-Kpn1 GGGGGTACCAAATGTGCGGCGACGCACTG HOP ko-Konstrukt

Sti1-1-3UTR-BamH1 GGGGGATCCCTGCCTCATTTTTTCTGTG HOP ko-Konstrukt

Sti1-1-3UTR-Swa1 CCCAAGCTTATTTAAATCTGCAGTCTATTCCTCTG HOP ko-Konstrukt

Sti1-1-ab-Xba1 GGGTCTAGAGTAATGGACGCAACTGAGCTG HOP add back

Sti1-1-ab-Bgl2 GGGAGATCTCTGCAGTCTATTCCTCTG HOP add back

HOP-genspez-fwd ATGGACGCAACTGAGCTG HOP ko-Verifizierung

HOP-genspez-rev GAGGTCTACTGACCAAAACG HOP ko-Verifizierung

Sti1-1-5'flank-fwd GGTGACCGCGAGCGGCTTC HOP Integrations-PCR

Sti1-1-3'flank-rev CTGCCAACGTGACACCTG HOP Integrations-PCR

HOP-5Nde1 GGGCATATGGACGCAACTGAGCTG HOP Expression

HOP-3EcoR1 GGGGAATTCTACTGACCAAAACGAATG HOP Expression

HOP-revBgl2 CCCAGATCTCTGACCAAAACGAATG HOP-eGFP Chimäre

HOP[F1]1107-1129 CAAGGAGGATAAGTTCCCCGAGG HOP RT real time PCR

HOP[B2]1194-1173 GCGATTGCTGTAGCAGGTGTGC HOP RT real time PCR

Sti1-2-5UTR-Swa1 GGGGAATTCATTTAAATATGCGTCCAGATCCCTCTTC HOP-2 ko-Konstrukt

Sti1-2-5UTR-Kpn1 GGGGGTACCTTTGCAAGAGTATGCGACAGC HOP-2 ko-Konstrukt

Sti1-2-3UTR-BamH1 GGGGGATCCTAAGTGCAACAGGCACCTTAG HOP-2 ko-Konstrukt

Sti1-2-3UTR-Swa1 GGGGTCGACATTTAAATGTGAGCGAATCTATCT AGG HOP-2 ko-Konstrukt

Sti1-2-ab-Xba1 GGGTCTAGAAAAATGGAGGACTATAAGGCC HOP-2 add back

Sti1-2-ab-Bgl2 GGGAGATCTGTGAGCGAATCTATCTAGG HOP-2 add back

HOP-2-genspez-fwd CAAAATGGAGGACTATAAGG HOP-2 ko-Verifizierung

HOP-2-genspez-rev CTTAGTTGCGCAGAACACG HOP-2 ko-Verifizierung

Sti1-2-5'flank-fwd CGCGCCACATTGTGGTATG HOP-2 Integrations-PCR

Sti1-2-3'flank-rev CGTCGGTGGAGTGCCAGAG HOP-2 Integrations-PCR

HOP-2-5-Nde1 GGGCATATGGAGGACTATAAGGCCAAGG HOP-2 Expression

HOP-2-3-EcoR1 GGGGAATTCTTAGTTGCGCAGAACACGTTGG HOP-2 Expression

HOP-2-revBgl2 CCCAGATCTGTTGCGCAGAACACGTTG HOP-2-eGFP Chimäre

HOP-2-F10 CGCCTACGAAGGCATGGAGAAGTGG HOP-2 RT real time PCR

HOP-2-B6 GGCATCGCAGAATACCCTGAGACGC HOP-2 RT real time PCR

TPR-5UTR-EcoR1 GGGGAATTCATTTAAATGCGTGTTGCACCTGCCTC SGT ko-Konstrukt

TPR-5UTR-Kpn1 GGGGGTACCAAGCGCGAGAGCGGAGAGTG SGT ko-Konstrukt

TPR-3UTR-BamH1 GGGGGATCCGAGACGAGTTTCCAG SGT ko-Konstrukt

TPR-3UTR-Hind3 GGGAAGCTTATTTAAATACAGAGAGATATGCGC SGT ko-Konstrukt

TPR-ab-Xba1 GGGTCTAGAACAATGGAGGAGAGAGATCTG SGT add back

TPR-ab-BamH1 GGGGGATCCAATACAGAGAGATATGCGC SGT add back

TPR-genspez-fwd ATGGAGGAGAGAGATCTG SGT ko-Verifizierung

TPR-genspez-rev TTATCAAGGACTCCTATTCG SGT ko-Verifizierung

TPR-5'flank-fwd GGCCAAGCGAGTCATGGAG SGT Integrations-PCR

TPR-3'flank-rev CATACATGTGTACGCATGC SGT Integrations-PCR

TPR-5Nde1 GGGCATATGGAGGAGAGAGATCTG SGT Expression
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Bezeichnung 5'-3' Sequenz Verwendungszweck

TPR-3EcoR1 GGGGAATTCAAGGACTCCTATTCGG SGT Expression

TPR-revHind3 CCCAAGCTTAGGACTCCTATTCGGGTTC SGT-eGFP Chimäre

TPR-(F1)614-637 TGGGAACGGCTCTCTTCTACCAGG SGT RT real time PCR

TPR(B1)707-688 TTGTGGGTGGCATTGTCGGG SGT RT real time PCR

HIP-5'UTR-EcoR1 GGGGAATTCATTTAAATGGTGTCGTCTGCCCGGCTG HIP ko-Konstrukt

HIP-5'UTR-Kpn1 GGGGGTACCAGAGAACGCGTGCGTGATGC HIP ko-Konstrukt

HIP-3'UTR-BamH1 GGGGATCCAGGTGGCACGGCAGACCAAG HIP ko-Konstrukt

HIP-3'UTR-Hind3 GGGAAGCTTATTTAAATGCGAAATGAACAAGTACGCG HIP ko-Konstrukt

HIP-AB-Xba1 GGGTCTAGAGGCGATGGAGGTCGGCGCCTG HIP add back

HIP-AB-Bgl2 GGGAGATCTGCGAAATGAACAAGTACGCGGAC HIP add back

HIP-spez-fwd GTCTGATGCAGACGTGGATG HIP ko-Verifizierung

HIP-spez-rev GCCACCGGGCATGCTCCCCG HIP ko-Verifizierung

HIP-5flank-fwd CGGAGCAGAGGCGACTCCG HIP Integrations-PCR

HIP-3flank-rev TGTAAGCGCAGCAACTTTGG HIP Integrations-PCR

HIP-5-Nde1 GGGCATATGGAGGTCGGCGCCTGC HIP Expession

HIP-revHind3 CCCAAGCTTGTCGAGATCGTCTCTCCGG HIP-eGFP Chimäre

HIP-fwd CGCCGAAACTGGCTCAGATGATGC HIP RT real time PCR

HIP-rev CGCCATGATCTTCTGCATGACAGGG HIP RT real time PCR

p23-5UTR-EcoR1 GGGGAATTCATTTAAATGATAGGCAGCACCATAG p23 ko-Konstrukt

p23-5UTR-Kpn1 GGGGGTACCATGGTGGCCTGCGATGATG p23 ko-Konstrukt

p23-3UTR-BamH1 GGGGGATCCGAGAACCGGCCGTCACCG p23 ko-Konstrukt

p23-3UTR-Hind3 CCCAAGCTTATTTAAATAGACCGAGGAAGCGCGAG p23 ko-Konstrukt

p23-AB-Xba1 GGGTCTAGAACCATGTCTCACCTTCCGATCAAG p23 add back

p23-AB-BamH1 GGGGGGATCCAGACCGAGGAAGCGCGAG p23 add back

p23-genspez-fwd ATGTCTCACCTTCCGATC p23 ko-Verifizierung

p23-genspez-rev TTACGCGTTGAGATCGCTG p23 ko-Verifizierung

p23-5flankl-fwd GGGTAACCTTGTAAGCTG p23 Integrations-PCR

p23-3flank-rev GCTACACACACGAGCGACAG p23 Integrations-PCR

p23-5Nde1 GGGCATATGTCTCACCTTCCGATC p23 Expression

p23-3EcoR1 GGGGAATTCTTACGCGTTGAGATCGCTG p23 Expression

P23-revHind3 CCCAAGCTTCGCGTTGAGATCGCTGATG p23-eGFP Chimäre

P23-(F1)237-260 CTGTGCCATAAAGAAAGAGCAGGG p23 RT real time PCR

P23(B1)349-328 CGTCGTCCTCGTCCTTCCAAAG p23 RT real time PCR

DHFR-TS-fwd GTACGCCTTCCTTGACTTGC add back Integrations-PCR

rDNAflank-3rev GAAAATGATCCAGCTGCAGG add back Integrations-PCR

rDNAflank-5fwd ATTACATCAGACGTAATCTG add back Integrations-PCR

LST-IR-rev TCGGGAAGCCTTGAAAGTGAG add back Integrations-PCR

BleoR-5'rev GGAACGGCACTGGTCAAC Bleo Integrations-PCR

BleoR-3'fwd GCAACTGCGTGCACTTCG Bleo Integrations-PCR

PuroAC-5'rev GTGGGCTTGTACTCGGTC Puro Integrations-PCR

PuroAC-3'fwd GGTGCATGACCCGCAAGC Puro Integrations-PCR

HSP70-5-Nde1 GGGCATATGACATTCGACGGCGCCATCG HSP70 Expression
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Bezeichnung 5'-3' Sequenz Verwendungszweck

HSP70-3-EcoR1 GGGGAATTCTTAGTCGACCTCCTCGACC HSP70 Expression

HSP90-5-Nde1 GGGCATATGTCGCTGATCATCAACAC HSP90 Expression

HSP90-3-EcoR1 GGGGAATTCAGTCCACCTGCTCCATGC HSP90 Expression

RT-actin-B2 CGTCATCTTCTCACGGTTCTGC RT real time PCR Standard

RT-actin-F1 TGGCACCATACCTTCTACAACGAG RT real time PCR Standard

2.1.7. Verwendete Organismen und Stämme

Bakterien

Zu Klonierungszwecken wird der E. coli Stamm DH5# subcloning efficiency 

verwendet. Zur Expression rekombinanter Proteine wird der E. coli BL21(DE3) 

[pAPlacIQ]-Stamm eingesetzt, der sich vom BL21(DE3)-Stamm (Novagen) ab-

leitet, und von O. Fayet (Centre National DeLa Recherche Scientifique, Tou-

louse) zur Verfügung gestellt wurde. Der Unterschied zum BL21(DE3)-Stamm 

besteht im Vorhanden sein eines zusätzlichen Plasmids, auf dem sich ein weite-

res Gen für den lac-Repressor, sowie ein Gen für die Kanamycin-Resistenz be-

findet.

Mäuse und Makrophagen-ähnliche Zelllinie

Zur Herstellung von polyklonalen Antiseren wurden NMRI Mäuse verwendet. 

Die Knochenmarksmakrophagen wurden C57BL/6 entnommen. Die Makropha-

gen-ähnliche Zelllinie J774.1 wurde in den Infektionsversuchen eingesetzt.

Leishmanien

In dieser Arbeit wird der L. donovani Stamm 1SR (MHOM/SD/??/Lo8), der von 

D. Zilberstein (Technion Israel, Haifa, Israel) zur Verfügung gestellt wurde, ein-

gesetzt. 

2.1.8. Nährmedien und Antibiotika

Tab. 2: Auflistung der verwendeten Nährmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

komplementiertes 
M199 (pH 7,0)

1x M199-Medium, 20% inaktiviertes (30 min bei 56°C)FCS, 0,2% Natriumhydro-
gencarbonat, 20 µg/ml Gentamicin,  2 mM L-Glutamin, 40 mM HEPES (pH 7,4), 10 
µg/ml Haemin, 100 µM Adenin, 1,2 µg/ml 6-Biopterin 

LB-Flüssigmedium 2% LB-Broth

LB-Agarplatten 2% LB-Broth, 1,5% Agar 

RPMI 1x RPMI, 10% inaktiviertes (30 min bei 56°C) FCS, 2 mM L-Glutamin mit Penicillin/
Streptomycin
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Bezeichnung Zusammensetzung

IDEM 55% IMDM (ohne Glutamin),  10% inaktiviertes (30 min bei 56°C) FCS, 5% Horse 
Serum, 30% Überstand von L929 Zellen

Tab. 3: Auflistung aller verwendeten Antibiotika und Inhibitoren

Bezeichnung Konzentration der Stocklösung Endkonzentration

Ampicillin 10 mg/ml in ddH2O 50 µg/ml

Bleomycin 2,5 mg/ml in 1x PBS (pH 7,0) 5 $g/ml

Cyclosporin A 10 $M in DMSO 5-30 $M

Geldanamycin 1 mg/ml in DMSO 0,2 $g/ml

Geneticin/G418 100 mg/ml in Medium 50 µg/ml

Kanamycin 10mg/ml in ddH2O 10 µg/ml

Nourseothricin/CloNAT 150 mg/ml in ddH2O 150 $g/ml

Penicillin 5 000 Einheiten/ml 100 Einheiten/ml

Puromycin 1 mg/ml in Medium 25 µg/ml

Streptomycin 5 mg/ml in ddH2O 100 µg/ml

2.1.9. Häufig verwendete Puffer und Lösungen

Tab. 4: Auflistung der häufig verwendeten Puffer und Lösungen

Bezeichnung Zusammensetzung

1x PBS (pH 7,0) 2,68 mM KCl, 1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4

1x TAE 1 mM EDTA (pH 8,0), 40 mM Tris-Acetat

0,5x TBE 45 mM Tris, 45 mM Borsäure, 1 mM EDTA (pH 8,0) 

1x TBS (pH 7,2) 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7,2) 

TE 10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8,0)

TE-RNase A 10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8,0), 20 µg/ml RNase A 

2x Laemmli 100 mM Tris-HCl (pH 6,8), 100 mM DTT, 4% SDS, 

0,02% Bromphenolblau, 20% Glycerin 

6x Ladepuffer 85% Formamid, 10 mM EDTA (pH 8,0), 1 mg/ml Bromphenolblau, 

1 mg/ml Xylenxyanol 

Plasmid-Lösung 1 50 mM Glukose, 10 mM EDTA (pH 8,0), 25 mM Tris

Plasmid-Lösung 2 0,2 N NaOH, 1% SDS 

Plasmid-Lösung 3 3 M Kaliumacetat, 2 M Essigsäure

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur von Leishmanien

2.2.1.1. Kultivierung promastigoter Leishmanien

Die promastigote Form von L. donovani liegt in der Sandfliege assoziiert an das 

Darmepithel vor. Um vergleichbare Bedingungen für die in vitro Kultivierung zu 

schaffen, werden die Promastigoten in komplementiertem M199 (pH 7,0) bei 
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25°C und unter limitierender Luftzufuhr in 25 cm2 großen Zellkulturflaschen kul-

tiviert. Bei transfizierten Kulturen werden dem Medium zusätzlich entsprechen-

de Antibiotika hinzugefügt. Für Experimente werden Promastigote aus der log-

arithmischen Wachstumsphase (max. 2x107 Zellen/ml) eingesetzt. Die Bestim-

mung der Zelldichte erfolgt mit Hilfe eines CASY Cell Counters. Um ein log-

arithmisches Wachstum zu gewährleisten, werden die Zellen dreimal wöchent-

lich auf eine Dichte von 5x105-1x106 Zellen/ml verdünnt.

2.2.1.2. Kryokonservierung von Leishmanien

Eukaryotische Zellen können unter Zusatz von DMSO, welches  die Bildung von 

Eiskristallen verhindert, lange Zeit in flüssigem Stickstoff gelagert werden. Zur 

Langzeitkonservierung von Leishmanien werden logarithmisch wachsende 

Promastigote sedimentiert (10 min, 1.250 x g, 4°C), in kaltem komplementier-

tem M199 (pH 7,0) resuspendiert, mit 1 Volumen kaltem Einfriermedium (50% 

komplementiertes M199, 30% inaktiviertes FCS, 20% DMSO) gemischt und in 

vorgekühlte Kryoröhrchen aliquotiert, so dass eine Zelldichte von 1-2x108 Zel-

len/ml vorliegt. Um eine moderate Kühlungsrate sicherzustellen, werden die 

Zellen zunächst für 24 h bei -70°C eingefroren, bevor sie dauerhaft in den 

Kryotank überführt werden. 

2.2.1.3. Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von DNA in eukaryotische Zel-

len. Wird dabei die DNA in das Genom integriert und bei Zellteilungen weiterge-

geben, so spricht man von stabiler Transfektion. Die Elektroporation ist eine 

Methode der Transfektion, bei der Zellmembran durch einen elektrischen Puls 

hoher Feldstärke durchlässig gemacht wird, so dass die DNA in das Zellinnere 

gelangt. Zur Transfektion werden Leishmanien aus der logarithmischen Wachs-

tumsphase sedimentiert (10 min, 1.250 x g, 4°C) und je einmal mit kaltem PBS 

(pH 7,0) und kaltem Elektroporationspuffer (21 mM HEPES [pH 7,5], 137 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM Na2HPO4, 6 mM Glukose) gewaschen. Das  Sediment 

wird so in Elektroporationspuffer resuspendiert, dass eine Dichte von 1x108 Zel-

len/ml vorliegt. Aliquots von 400 $l dieser Suspension werden zusammen mit 

der zu transfizierenden DNA in vorgekühlte Elektroporationsküvetten (4 mm) 

gegeben. Für eine Integration von linearer DNA durch homologe Rekombination 

wird dem Ansatz je nach Transfektionsstrategie 2-4 $g DNA eines Integrations-
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Konstrukts  oder 2-4 $g DNA je Intergrations-Konstrukt zugegeben. Für eine 

episomale Etablierung der zirkulären DNA werden 50 $g transfiziert. Als  Kon-

trolle wird jeweils ein Ansatz ohne DNA elektroporiert. Die Elektroporation er-

folgt mit dem GenePulser (Bio-Rad) durch dreimalige Stromstöße bei 1,5 kV 

(3.750V/cm), 25 $F, einem Widerstand von 200 Ohm und einer Zeitkonstante 

von etwa 1 ms. Anschließend werden die Ansätze für 10 min auf Eis gekühlt, 

bevor sie in 10 ml Medium überführt und für 24 h bei 25°C inkubiert werden. 

Nach der Inkubation wird dem Medium zur Selektion rekombinanter Zellen, je 

nach transfiziertem DNA-Konstrukt, Antibiotika in entsprechender Konzentration 

zugegeben. Bei der folgenden Kultivierung werden die Transfektanten und die 

Kontrollgruppe stets  gleich verdünnt. Die Selektion auf rekombinante Leishma-

nien ist abgeschlossen, sobald die Kontrolle tot ist, was abhängig vom Selekti-

onsdruck nach spätestens 14 Tagen eintritt. 

2.2.1.4. Serielle Verdünnung von Mischpopulationen

Die Vereinzelung von Mischpopulationen zu Einzelklonen erfolgt in Mikrotiter-

platten. Hierzu wird die Mischpopulation durch eine serielle Verdünnung auf ei-

ne Zelldichte von 2,5 Zellen/ml eingestellt. Die Verdünnung erfolgt in komple-

mentiertem M199, versetzt mit Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/

ml) sowie den entsprechenden Selektionsantibiotika, so dass sich eine rechne-

rische Konzentration von 0,5 Zellen pro 200 $l Medium ergibt. Diese verdünnte 

Kultur wird auf eine 96-well Mikrotiterplatte verteilt (200 $l/Vertiefung). Nach 

Verschluss mit Parafilm wird die Platte für 10-14 Tage bei 25°C inkubiert und 

danach mikroskopisch ausgewertet. Sind in maximal der Hälfte aller Vertiefun-

gen der Mikrotiterplatte Leishmanien angewachsen, wird davon ausgegangen, 

dass es sich um vereinzelte Zellklone handelt. Einige dieser Einzelklonkulturen 

werden in Kulturflaschen überführt und im Folgenden als Einzelklone kultiviert.

2.2.1.5. In vitro Differenzierung

Die in vitro Stadiendifferenzierung von L. donovani Promastigoten zu axeni-

schen Amastigoten ist von Saar et al. (1998) etabliert worden [23]. Promastigo-

ten der logarithmischen Wachstumsphase werden auf eine Zelldichte von 2x106 

Zellen/ml in M199 (pH 7,0) verdünnt und 24 h bei 37°C in Zellkulturflaschen mit 

gasundurchlässigem Deckel (der Hitzeschock soll unter neutralen Bedingungen 

stattfinden) inkubiert. Nach 24 h, in denen sich die Zelldichte auf ca. 1-2x107 

Material und Methoden

24



erhöht, werden die Zellen zentrifugiert und in doppeltem Ausgangsvolumen 

M199 (pH 5,5) resuspendiert. Die Zellen werden für weitere 3 Tage bei 37°C 

inkubiert, wobei am zweiten Tag nach Ansäuerung das Medium erneuert wird. 

Für die weiteren Versuche werden Zelllysate, der täglich während des Differen-

zierungsprozesses abgenommen Parasiten, eingesetzt.

2.2.1.6. In vitro Proliferationsstudien

Das Wachstum der Promastigoten wird über eine Woche durch tägliches Ver-

dünnen auf eine Dichte von 1x106 Zellen/ml synchronisiert. Die synchronisierten 

Kulturen werden nachfolgend mit einer Dichte von 5x105 Zellen/ml eingesät und 

bis zum Erreichen der stationären Wachstumsphase bei 25°C bzw. 37°C inku-

biert. Die Zelldichte wird täglich gemessen. 

Der Einfluss von spezifischen Inhibitoren wie Geldanamycin (GA) und Cyclos-

porin A (CsA) auf das  in vitro Wachstum der Zellkulturen wird durch Zugabe der 

Inhibitoren ins  Medium untersucht. Synchronisierte Kulturen werden mit einer 

Dichte von 5x105 Zellen/ml in M199 (pH 7,0), versetzt mit verschiedenen Kon-

zentrationen der jeweiligen Inhibitoren, eingesät. Nach 48 h Kultivierung bei 

25°C wird der Versuch durch Bestimmung der Zelldichte beendet.

2.2.1.7. In vitro Infektionsversuche

Die in vitro Makrophageninfektion stellt eine etablierte Methode für Interaktions-

studien zwischen Leishmanien und Makrophagen dar. In dieser Arbeit werden 

für die Infektionsstudien sowohl die Makrophagen-ähnliche Zelllinie J774.1 als 

auch Knochenmarksmakrophagen (BMM) verwendet.

BMM Kultivierung

Pluripotente Stammzellen aus den langen Röhrenknochen der Maus wachsen 

durch Zugabe von M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor) im Medium 

innerhalb weniger Tage zu unreifen Makrophagen heran. M-CSF wird von der 

Fibroblasten-Zelllinie L929 in den Überstand sezerniert. Die so herangezoge-

nen Makrophagen können nach etwa 10 Tagen für in vitro Experimente einge-

setzt werden. 

Die für die Infektionsversuche benötigten BMM werden zunächst wie folgt he-

rangezogen: Einer getöteten Maus werden mit einem Skalpell Femur und Tibia 

entnommen. Die Knochen werden anschließend in 70% Ethanol desinfiziert, 
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getrocknet und geöffnet, indem ihnen mit einer Schere die Enden entfernt wer-

den. Das Knochenmark wird mittels einer Spritze, gefüllt mit IMDM, aus den 

Knochen gespült. Nach Zerkleinerung von Zellklumpen werden die Zellen für 

fünf min auf Eis inkubiert, so dass etwaige Knochensplitter absinken können. 

Der Überstand wird anschließend zentrifugiert (10 min bei 1.250 x g und 4°C), 

das Pellet in IMDM resuspendiert, die Zellen gezählt und auf eine Dichte von 

1,25x106 Z/ml eingestellt. Inkubiert werden die Zellen 6-well-Platten (2 ml pro 

Vertiefung) bei 37°C und 9% CO2-Gehalt. Am dritten Tag nach der Präparation 

werden die wells mit 2 ml frischem IMDM aufgefüllt, am Tag sechs und neun 

werden zuerst 2 ml aus den Vertiefungen entnommen, bevor sie mit 2 ml fri-

schem Medium wieder aufgefüllt werden. Am zehnten Tag werden die Zellen 

"geerntet". Hierzu wird der 4 ml Überstand verworfen und durch 5 ml Trypsinlö-

sung (0,02% EDTA, 0,05% Trypsin in PBS, pH 7,0) ersetzt. Nach einer maximal 

zehnminütigen Inkubation bei 37°C haben sich die adhärenten Zellen vom Bo-

den gelöst. Falls nicht, kann man die Zellen auch mit einem Cell Scraper lösen. 

Der Überstand wird abgenommen, mit 5 ml IMDM versetzt und die Zellen wer-

den durch Zentrifugation (10 min bei 1.250 x g und 4°C) pelletiert. Die Zellen 

werden in frischem IMDM resuspendiert und können nun in einem Infektions-

versuch eingesetzt werden.

J774.1 Kultivierung

Aufgetaute J774.1 Zellen werden in Zellkulturflaschen mit gasdurchlässigem 

Deckel in komplementierten RPMI bei 37°C in wassergesättigter Atmosphäre 

mit 5% CO2-Begasung bis zur Konfluenz kultiviert. Das Medium wird in regel-

mäßigen Abständen gewechselt, in dem die adhärenten Zellen durch vorsichti-

ges Abschaben mit Hilfe eines Cell Scrapers vom Boden der Zellkulturflasche 

gelöst und anschließend passagiert werden. 

Durchführung der in vitro Infektion

Konfluenten J774.1 Zellen (oder nach zehn Tagen geerntete BMM) werden 

nach Ablösen mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer gezählt und in einer Dichte 

von 5x104 Zellen/ml in RPMI (bzw. 4x105 Zellen/ml in IMDM) aufgenommen. Je 

400 µl dieser Zellsuspension werden in eine Kammer des Lab-Tek 8-well 

chamber slides überführt und für 48 h zur Adhäsion der Zellen bei 37°C und 5% 

CO2 (bzw. 9% CO2) inkubiert. Anschließend wird der Überstand vorsichtig ab-

genommen. Für die Infektion werden promastigote Leishmanien aus  der spät-
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logarithmischen Wachstumsphase (5-7x107 Zellen/ml) verwendet. Die Parasiten 

werden auf eine Zelldichte von 5x105 (bzw. 4x106) Zellen/ml in komplementier-

tem M199 (pH 7,0) eingestellt. Je 400 µl der Zellsuspension werden direkt auf 

die Makrophagen gegeben (Infektionsverhältnis 1:10) und für 4 h bei 37°C und 

5% (bzw. 9%) CO2 inkubiert. Anschließend werden die Kammern mehrmals mit 

vorgewärmten PBS (pH 7,0) gespült, um nicht-phagozytierte Leishmanien zu 

entfernen. Die Makrophagen werden für weitere 24 h bei 37°C in vorgewärmten 

RPMI (bzw. IMDM) Medium inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden 

die Zellen mehrmals mit PBS (pH 7,0) gewaschen, der Kammeraufsatz vom 

Objektträger entfernt, die Zellen getrocknet und anschließend für 4 min in Me-

thanol fixiert. J774.1 Zellen werden für 10 min mit Giemsa gefärbt. Die über-

schüssige Färbelösung wird anschließend entfernt. Es folgte die Auszählung 

der infizierten Zellen und intrazellulären Amastigoten am Lichtmikroskop. Die 

BMM Zellen mit DAPI gefärbt und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ist ein Ver-

fahren zur in vitro Amplifikation von DNA-Fragmenten. In dieser Reaktion 

kommt es zu einer enzymatischen Vermehrung eines spezifischen DNA-Ab-

schnittes zwischen zwei Oligonukleotiden. Diese binden gegenläufig an kom-

plementäre DNA-Stränge und in drei zyklischen Reaktionsschritten wird die ge-

wünschte DNA-Sequenz mit exponentiell ansteigender Rate amplifiziert. Die 

zyklischen Reaktionsschritte einer PCR bestehen aus der bis zu 30-fachen 

Wiederholung der Abfolge von Denaturierung der DNA-Moleküle, Hybridisieren 

der Oligonukleotide (Annealing) und der DNA-Synthese (Elongation). Die Reak-

tionsabfolge wird mit einer Initial-Denaturierung eingeleitet und mit einer ab-

schließenden Füllsynthese von Kettenabbruchprodukten abgeschlossen. Nach 

Beendigung wird der Ansatz auf 4°C gekühlt. Die Reaktionen laufen automati-

siert in dem Mastercycler gradient ab. Das Reaktionsprofil wird für jede PCR 

angepasst. Hierbei werden die Parameter Schmelztemperatur (Tm) der Oligo-

nukleotide, Eigenschaften der verwendeten Polymerase sowie die Größe des 

zu amplifizierenden DNA-Abschnitts berücksichtigt. Die Versuchsbedingungen 

für eine Standard-PCR sind der folgenden Tabelle zu entnommen.
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Tab. 5: PCR Standardeinstellungen

Reaktion Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen

Initial-Denaturierung

Denaturierung

Annealing

Elongation

Füllsynthese

95 3-5 1

95 1

25-30
50-60 0,5

25-30
72 1 pro 1 kbp

25-30

72 3-5 1

Für die Synthese von zu klonierenden PCR-Produkten wird die Polymerase i-

Proof aufgrund ihrer 3’-5’-Exonuklease-Aktivität eingesetzt. Für analytische 

Amplifikationen wird die Taq DNA Polymerase Recombinant verwendet. Dieses 

Enzym besitzt neben der 5’-3’-DNA-Polymeraseaktivität keine 5’-3’-Exonuklea-

se-Aktivität. Jeder analytische Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 25 $l ent-

hält folgende Komponenten:

Tab. 6: PCR Standardreaktionsansatz

Menge [µl] Bezeichnung

2,5 10x Puffer (200 mM Tris-HCl [pH 8,4], 500 mM KCl)

0,5 dNTPs (10 mM je dNTP) 

0,75 50 mM MgCl2

0,5 10 µM forward Primer

0,5 10 µM reverse Primer

0,25 Taq DNA Polymerase (5U/µl)

19,5 ddH2O

0,5 Template (DNA oder ddH2O)

Kontrollansätze enthalten jeweils nur einen der beiden eingesetzten Oligonu-

kleotide bzw. ddH2O anstatt DNA, um unspezifische Amplifikationen oder Kon-

taminationen durch Fremd-DNA nachweisen zu können. Nach Beendigung der 

Amplifizierung werden die PCR-Ansätze gelelektrophoretisch überprüft. Präpa-

rative PCR-Ansätze werden nach der Reaktion über die Agarose-Gelelektro-

phorese aufgereinigt. 

2.2.2.2. Semi-quantitative real-time RT-PCR

Mittels  semi-quantitativer real-time Reverse-Transkriptase PCR wird die mRNA 

Menge in diversen transfizierten Leishmanien quantifiziert. Hierzu werden 3x107 

Leishmanien sedimentiert und zweimal mit PBS (pH 7,0) gewaschen. Die Isolie-

rung der RNA erfolgt mit Hilfe des RNeasy Mini Kits nach Angaben des Herstel-

lers. Es folgt die cDNA-Synthese unter Verwendung des QuantiTect Reverse 
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Transcription Kits. Die gewonnene cDNA wird, mit spezifischen Oligonukleoti-

den, auf die Transkripte der jeweiligen Co-Chaperonen und "-Actin (interner 

Standard) untersucht. Dabei kommt das  RealMasterMix Kit, das den Farbstoff 

SYBR Green I enthält, zum Einsatz. Die Amplifizierung und Quantifizierung er-

folgt in dem real-time PCR Cycler Rotorgene 3000 (Software Version 6). 

2.2.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von negativ geladenen DNA-Molekülen in einem elektrischen 

Feld erfolgt durch Agarose-Gelelektrophorese. In Abhängigkeit der Größe der 

aufzutrennenden DNA-Fragmente werden Agarose-Konzentrationen von 0,8-

1,5% in TAE-Puffer eingesetzt. Die DNA-Proben werden mit einem entspre-

chenden Volumen an DNA-Probenpuffer versetzt und die Auftrennung erfolgt 

bei 10 Volt/cm. Die DNA-Banden werden durch das den Gelen zugefügte Ethi-

diumbromid (0,1 µg/ml Gel) mit einem UV-Transilluminator detektiert und an-

schließend fotografiert. Der Fragment-Längen-Bestimmung dient der 1 kb DNA-

Längenstandard.

2.2.2.4. Extraktion von DNA-Fragmenten aus Gelen

Zur Klonierung oder Transfektion von DNA-Fragmenten ist es erforderlich, die 

jeweilige DNA aus den Agarose-Gelen zu extrahieren. Hierzu wird das Nucle-

oSpin Extract II Kit laut Herstellerangaben verwendet. Das gewünschte DNA-

Fragment wird zunächst aus dem Gel unter langwelligem UV-Licht ausgeschnit-

ten, die Agarose aufgelöst und die DNA durch Zentrifugation an die Membran 

spezieller Säulen gebunden. Nach einem Waschschritt erfolgt die Elution der 

DNA. Die Qualitäts- und Quantitätsbestimmung erfolgt durch Agarose-Gelelekt-

rophorese oder photometrische Messung.

2.2.2.5. Spaltung von DNA durch Restriktionsnukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die doppelsträngige DNA an definier-

ten Stellen schneiden. Jedes Enzym erkennt dabei eine spezifische, meist pa-

lindromische DNA-Sequenz und spaltet an dieser Erkennungsstelle oder in en-

ger Nachbarschaft die DNA, wodurch einzelsträngige 3'-oder 5'-Überhänge (sti-

cky ends) oder auch glatten Enden (blunt ends) entstehen können. Im Rahmen 

dieser Arbeit werden Restriktionsanalysen zur Identifizierung von DNA-Kon-

strukten, zur gerichteten Klonierung sowie zur Linearisierung angewendet. Die 
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Spaltung der DNA erfolgt unter Berücksichtigung der Temperaturoptima der En-

zyme in den vom Hersteller mitgelieferten Puffersystemen. Für analytische 

Zwecke werden 1 µg DNA mit 2 Units (U) Enzym für 1 h inkubiert (20 µl An-

satz). Bei präparativen Verfahren werden 10-20 µg DNA mit 20-40 U Enzym für 

2 h inkubiert (100 µl Ansatz). Die Enzymreaktionen werden durch Zugabe von 

DNA-Ladepuffer oder einfrieren bei -20°C gestoppt. Die Überprüfung der Reak-

tion erfolgt mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese. 

2.2.2.6. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verknüpfung zweier DNA-Fragmente über eine Phosphodiesterbindung 

nennt man Ligation. Die Enzyme, die unter ATP-Verbrauch die Verknüpfung ka-

talysieren, werden Ligasen genannt. Im Rahmen dieser Arbeit wird die Ligase 

T4 aus dem gleichnamigen Bakteriophagen verwendet. Die Reaktion wird in 1 

Volumen von 10 µl durchgeführt. Vektor und Insert werden in einem molaren 

Verhältnis  von 1:3 eingesetzt. Die Gesamtmenge an eingesetzter Vektor-DNA 

beträgt 25-50 ng. Pro Ansatz wird eine Unit Ligase, sowie der entsprechende 

Puffer verwendet. Die Ligation von überhängenden Enden erfolgt bei 4°C über 

Nacht, die von glatten Enden bei RT für 4 h. Die Ansätze werden anschließend 

in E. coli transformiert.

2.2.2.7. Fill-in Reaktion mit Klenow-Fragment

Das Klenow-Fragment ist ein Teil der E. coli DNA-Polymerase I. Es besitzt eine 

5'-3'-DNA-Polymerase-Aktivität, mit der es komplementäre Nukleotide in einzel-

strängige template-DNA einbauen und somit glatte Enden (blunt ends) erzeu-

gen kann (fill-in). Durch das Auffüllen werden in dieser Arbeit Restriktions-

schnittstellen zerstört. Fill-in Reaktionen werden in 20 µl Reaktionsansätzen 

durchgeführt. Hierfür werden 1 µg template DNA, 1 U Klenow-Fragment, dNTPs 

(je 25 $M) und 2 µl 10x Puffer zusammen gefügt. Nach einer Inkubation für 15 

min bei 37°C im Wasserbad wird die Reaktion durch Zugabe von 4 µl 0,5 M 

EDTA (pH 8,0) gestoppt. Nach Inaktivierung des Klenow-Enzyms durch Inkuba-

tion im Heizblock (10 min bei 70°C) wird die DNA einer Phenol-Chloroform-

Extraktion unterzogen. 
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2.2.2.8. Dephosphorylierung von DNA

Bei der Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen entstehen kompa-

tible 5'-Enden, deren Phosphatreste religieren können. Um in einer Ligation das 

Rezirkulieren linearisierter Plasmid-DNA zu verhindern und den Einbau von 

Fremd-DNA zu fördern, wird diese mit dem Enzym Alkalische Phosphatase be-

handelt. Das Enzym katalysiert die Dephosphorylierung von 5'-Phosphatresten. 

Im Anschluss an einen Restriktionsverdau wird dem Ansatz pro $g DNA 1 U Al-

kalische Phosphatase im entsprechenden Dephosphorylierungspuffer zugefügt 

und für 30 min bei 37°C inkubiert. Nach 30 min wird erneut Enzym zugefügt. 

Die Reaktion wird durch Zugabe von EGTA (5 mM Endkonzentration) und einer 

fünfminütigen Inkubation bei 75°C beendet. Die Dephosphorylierung von DNA 

mit 3'-Überhängen erfolgt für 15 min bei 37°C. Nach Zugabe von frischem En-

zym wird die Temperatur auf 55°C erhöht. Nach 1 h wird die Reaktion wie be-

reits  beschrieben beendet. Das  Enzym wird mittels Phenol-Chloroform-Extrakti-

on entfernt. 

2.2.2.9. Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus DNA-Lösungen wird eine Phenol-Chloroform-

Extraktion durchgeführt. Dabei wird der Ansatz mit 1 Volumen Phenol/Chloro-

form/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt, intensiv gemischt und zur vollständigen 

Phasentrennung für 10 min bei 3.220x g und RT zentrifugiert. In der entstande-

nen Interphase sammeln sich die durch das Phenol denaturierten Proteine an, 

wohingegen sich die DNA in der oberen wässrigen Phase befindet. Die obere 

Phase wird abgenommen, die DNA gefällt. 

2.2.2.10. Fällung von DNA

Die Entsalzung oder Konzentrierung von Nukleinsäuren erfolgt in Anwesenheit 

monovalenter Kationen in Alkohol. Es bildet sich dabei ein unlöslicher Nieder-

schlag, der durch Zentrifugation sedimentiert und durch Waschen von Salz- und 

Alkoholresten gereinigt werden kann. Hierzu wird eine DNA-Lösung mit 1/10 

Volumen 10 M NH4-Acetat sowie 2,5 Volumen 98% Ethanol versetzt. Der An-

satz wird für 10 min bei RT zum Fällen der DNA inkubiert, anschließend 30 min 

bei 3.220x g und RT sedimentiert und mit 70% Ethanol gewaschen. Die ge-

trocknete DNA wird in TE-Puffer (pH 8,0) gelöst. Die Qualitäts- und Quantitäts-
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bestimmung erfolgt durch Agarose-Gelelektrophorese oder durch photometri-

sche Messung.

2.2.2.11. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Die Konzentration wässriger DNA-Lösungen wird photometrisch über die Mes-

sung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. 

Dies erfolgt unter der Annahme, dass eine OD von 1 bei doppelsträngiger DNA 

eine Konzentration von 50 µg/ml, bei einzelsträngiger DNA und RNA von 40 µg/

ml aufweist. Die Reinheit wird anhand des Verhältnisses von OD260nm zu 

OD280nm überprüft. Eine reine DNA-Lösung besitzt einen Quotienten von 1,8; 

reine RNA-Lösung weist einen von 2,0 auf.

2.2.2.12. Herstellung kompetenter E. coli

Die Herstellung kompetenter E. coli DH5#- bzw. BL21(DE3) [pAPlacIQ]-Zellen 

erfolgt durch eine Calciumchlorid-Behandlung. Hierzu werden 200 ml LB-Medi-

um mit 1% Inokulum beimpft. Die Kultur wird schüttelnd bei 37°C bis zu einer 

OD600nm von 0,5 herangezogen, dann für 15 min bei 3.220x g und 4°C sedimen-

tiert, in 50 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert und 1 h auf Eis inku-

biert. Nach erneuter Sedimentation werden die Zellen in 4 ml eiskalter 0,1 M 

CaCl2-Lösung aufgenommen und mit 15% Glyzerin versetzt, in vorgekühlte Re-

aktionsgefäße aliquotiert, schockgefroren und bei -70°C gelagert.

2.2.2.13. Transformation von E. coli

Bei der Transformation von E. coli kommt es zur Aufnahme freier, löslicher 

Plasmid-DNA. Plasmide und Ligationsansätze wurden in E. coli DH5# transfor-

miert, Expressionsvektoren in E. coli BL21(DE3) [pAPlacIQ]-Zellen. Die kompe-

tenten Zellen werden auf Eis aufgetaut. 25-50 µl der Zellen werden jeweils  mit 

1-3 µl eines Ligationsansatzes oder 0,5-1 µl DNA einer Plasmid-Präparation 

gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgt für 20 s  bei 

37°C (bei den DH5#-Zellen) bzw. 30 s bei 42°C (bei den BL21(DE3) [pAPlacIQ]-

Zellen). Nach kurzer Inkubation der Zellen auf Eis, werden diese mit 1 ml LB-

Medium versehen und für 1 h schüttelnd bei 37°C inkubiert. Anschließend folgt 

eine Sedimentation der Zellen (5 min, 3.220x g, RT). Der Überstand wird bis auf 

150 µl abgenommen und das Zellsediment in der restlichen Flüssigkeit resus-

pendiert. Jeweils  100 µl werden auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden 
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Antibiotika ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Durch Aufnahme der 

Plasmid-DNA besitzen die Bakterien ein (zusätzliches) Resistenzgen, das ihnen 

das Wachstum auf entsprechenden Selektionsplatten ermöglicht. 

2.2.2.14. Isolierung genomischer DNA aus Leishmanien

Für die Isolierung genomischer DNA aus Leishmanien wird das  Cell & Tissue 

DNA Purification Kit von Gentra Systems verwendet. Bei der Isolierung wird 

nach Herstellerangaben vorgegangen. Hierzu werden 1x108 Leishmanien se-

dimentiert (10 min, 1.250 x g, 4°C), zweimal mit PBS (pH 7,0) gewaschen und 

durch Zugabe von 300 µl cell lysis solution lysiert. Die Lyse der Zellen findet in 

Anwesenheit eines  DNA-Stabilisators statt, der die DNase-Aktivität einschränkt 

und so die DNA vor einem vorzeitigen Abbau bewahrt. Nach der Behandlung 

mit RNase A (0,2 mg/ml, 30 min bei 37°C) erfolgt die Fällung der Proteine durch 

Zugabe von 100 µl protein precipitation solution und fünfminütiger Inkubation 

auf Eis. Nach Sedimentation (5 min, 16 100 x g, RT) wird die im Überstand ent-

haltene DNA mit 300 µl Isopropanol gefällt. Das DNA-Präzipitat wird anschlie-

ßend mit 70%igem Ethanol gewaschen, bevor es in 100 µl DNA hydratation so-

lution für 1 h bei 65°C gelöst wird. 

2.2.2.15. Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse

Minipräparationen von Plasmid-DNA werden Maxipräparationen vorgezogen, 

wenn für anschließende Verfahren wie z.B. Klonierungen und Restriktionsana-

lysen geringe Mengen an DNA ausreichend sind. Maxi-Präparationen bieten 

neben der hohen Ausbeute den Vorteil der Reinheit und werden bei Transfekti-

onen bevorzugt. 

2 ml LB-Medium, versetzt mit entsprechenden Antibiotika, werden jeweils  mit 

einer Einzelkolonie angeimpft und über Nacht schüttelnd bei 37°C inkubiert. Die 

Bakterien werden sedimentiert (5 min, 16 100 x g, RT) und das Zellsediment in 

100 µl Plasmid-Lösung 1 resuspendiert. Zur Lyse der Zellen werden 200 µl 

Plasmid-Lösung 2 hinzugefügt. Die Proteine und das in Plasmid-Lösung 2 be-

findliche SDS werden durch Zugabe von 150 µl Plasmid-Lösung 3 in einer 

fünfminütigen Inkubation auf Eis gefällt. Durch Zentrifugation (30 min, 16.100 x 

g, 4°C) werden Zelltrümmer, gefällte Proteine und SDS von der gelösten Plas-

mid getrennt. Der klare Überstand wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

und die DNA durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol gefällt (10 min bei 
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RT). Nach Zentrifugation (10 min, 16.100 x g, RT) wird das DNA-Präzipitat mit 

70%igem Ethanol gewaschen, nach dem Trocknen in 40 µl TE-RNase A aufge-

nommen und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die isolierte Plasmid-DNA wird an-

schließend in einer Restriktionsanalyse eingesetzt.

2.2.2.16. Isolierung hochreiner Plasmid-DNA

Für die Transfektion von Leishmanien sollte hochreine superhelikale DNA ein-

gesetzt werden. Superhelikale DNA einer so hohen Qualität kann durch Cäsi-

umchlorid-Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden. 

400 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum versetzt werden mit einer 

Bakterienkolonie angeimpft und über Nacht bei 37°C schüttelnd inkubiert. Nach 

Sedimentation der Bakterienkultur (15 min, 5.000 x g, 4°C) wird das Sediment 

in 10 ml Plasmid-Lösung 1 resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wird der Ansatz 

mit 20 ml Plasmid-Lösung 2 versetzt, durch vorsichtiges Invertieren gemischt 

und für 15 min bei Raumtemperatur auf einem Rollentisch inkubiert. Nachfolge-

nd wird der Ansatz mit 15 ml Plasmid-Lösung 3 versetzt und für 10 min auf Eis 

inkubiert, sedimentiert (20 min, 3.220x g, 4°C), und der Überstand durch einen 

Faltenfilter filtriert. Anschließend werden 0,7 Volumen Isopropanol zugefügt, 20 

min bei Raumtemperatur inkubiert und die DNA durch Zentrifugation (30 min, 

3.220x g, RT) sedimentiert. Die gefällte DNA wird daraufhin mit 70%igem Etha-

nol gewaschen und getrocknet. Das getrocknete DNA-Präzipitat wird in 4 ml TE 

(pH 8,0) vollständig gelöst. Nachfolgend wird die DNA-Lösung mit 4,9 g Cäsi-

umchlorid sowie mit 150 µl Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml) versetzt, gut ge-

mischt, bis  das Cäsiumchlorid vollständig gelöst war und kurz zentrifugiert. Mit 

Hilfe einer Pasteurpipette wird die DNA-Lösung in ein Quick-Seal-Ultrazentrifu-

genröhrchen überführt. Die Röhrchen werden austariert und luftblasenfrei ver-

schweißt. Es folgt eine 18-stündige Zentrifugation bei 50.000 rpm und 25°C in 

der Ultrazentrifuge. Nach Beendigung des Zentrifugationslaufs wird die Bande, 

welche die superhelikale Plasmid-DNA enthält, vorsichtig abgenommen. Um 

das interkaliertes  Ethidiumbromid aus  der DNA zu entfernen, wird die Plasmid-

DNA zweimal mit 0,1 Volumen NH4-Acetat-gesättigtem Isopropanol ausgeschüt-

telt. Der Überstand wird verworfen. Die DNA wird anschließend mit zwei Volu-

men ddH2O und 0,1 Volumen 7,5 M Ammoniumacetatlösung versetzt. Nach Zu-

gabe von 2,5 Volumen 98% Ethanol wird die DNA gefällt und sedimentiert (30 

min, 3.220x g, RT). Nach einem letzten Waschschritt mit 70%igem Ethanol wird 
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das DNA-Präzipitat in 500 $l TE-Puffer (pH 8,0) über Nacht gelöst. Die DNA-

Konzentration wird photometrisch bestimmt und auf 1 µg/µl eingestellt. 

2.2.2.17. Sequenzierung und Sequenzanalyse

Um zu untersuchen, ob klonierte DNA-Fragmente Punktmutationen oder Lese-

raster-Verschiebungen aufwiesen, werden ausgewählte Plasmide sequenziert. 

Die Sequenzierung wird von der Firma AGOWA (Berlin) durchgeführt. Die Ana-

lyse der Daten erfolgt unter Anwendung der Software MacVector 10.5 sowie 

mittels Datenbankabgleichen mit öffentlich zugänglichen Datenbanken.

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Protein-Überexpression in E. coli

Für die rekombinante Expression der fünf Co-Chaperonen sowie der zwei Cha-

peronen müssen die jeweiligen ORFs in die multiple Klonierungstelle (mcs) des 

pJC45-Vektors kloniert werden, so dass die Gene unter der Kontrolle des T7-

Promotors und des  lac-Operators  stehen. Anschließend werden die Express-

ionsvektoren in BL21 (DE3) [pAPlacIQ]-Zellen transformiert. Als Kontrolle wird 

der pJC45-Vektor ohne Insert transformiert. Einzelkolonien der über Nacht ge-

wachsenen Transformanden werden in LB-Medium mit 50 µg/ml Ampicillin und 

10 µg/ml Kanamycin überführt. Für Test-Expressionen werden 10 ml Kulturen 

verwendet; für präparative Proteinexpressionen 400 ml Ansätze. Die Kulturen 

werden bei 37°C geschüttelt, bis sie eine OD600nm von 0,1-0,3 erreichen. Je 2 ml 

der Bakterienkultur wird als Negativ-Kontrolle (uninduzierte Probe) entnommen. 

Nach Zugabe von 0,4 mM IPTG (Endkonzentration) werden die Ansätze 1,5 h 

weiter bei 37°C geschüttelt. Anschließend werden je 2 ml der induzierten Kultu-

ren entnommen und die OD600nm gemessen. Uninduzierte und induzierte Pro-

ben werden sedimentiert (5 min, 18.500 x g, 4°C), mit PBS (pH 7,0) gewaschen 

und in 2x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, so dass  die Proben vor und 

nach der Zugabe von IPTG die gleiche Dichte haben. Es folgt eine 5minütige 

Denaturierung der Proben bei 95°C. Die anschließende Behandlung der Proben 

im Ultraschallbad (5 min, 100% Output, max. 20°C) dient zur vollständigen Zer-

kleinerung der DNA, um die Viskosität der Probe zu verringern. Nach einer er-

neuten Sedimentation (5 min, 16.100 x g, 4°C) werden die Proben in einem 

SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
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2.2.3.2. Aufreinigung durch Affinitätschromatographie

Während der Expression von Proteinen erfolgt die Addition von zehn Histidinen 

(His10) am N-Terminus des rekombinanten Proteins. Dies erlaubt eine Aufreini-

gung der Proteine durch Nickel-Chelat-Affinitätschromatographie. Bei dieser 

Methode bilden die rekombinanten Proteine über den Histidin-tag einen stabilen 

Koordinationskomplex mit den Nickelionen, die an die Säulenmatrix gekoppelt 

sind. Die Elution des Proteins  erfolgt mit Imidazol-haltigem Puffer in einem Kon-

zentrationsgradienten. Dabei konkurriert Imidazol mit dem Histidin um die Bin-

dung an Nickel. 

Nach positiver Auswertung des SDS-Gels  folgt die Sedimentation der restlichen 

induzierten Bakterienkultur (20 min, 5.000 rpm, 4°C). Das Zellsediment wird an-

schließend mit kaltem PBS (pH 7,0) gewaschen und dann in 20 ml Puffer 1 (20 

mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazol) resuspendiert. Der Zellaufschluss er-

folgt durch Sonifizierung der Probe auf Eis (6x 20 s, 45% Output). Nach Sedi-

mentation (30 min, 8.000 rpm, 4°C) befinden sich die unlöslichen Bestandteile, 

wie z.B. inclusion bodies, im Sediment der Probe, während die löslichen Protei-

ne im Überstand zu finden sind. Um zu überprüfen, in welcher Fraktion sich das 

rekombinant exprimierte Protein befindet, werden Proben vom Sediment und 

vom Überstand mit Laemmli-Probenpuffer versehen, aufgekocht und im SDS-

Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Liegt das rekombinante Protein 

in den inclusion bodies der Bakterien vor, müssen die Proteine unter denaturie-

renden Bedingungen aus ihnen gelöst werden. Hierzu wird das  Sediment in 10 

ml Puffer 2 (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazol, 8 M Urea) resus-

pendiert und für 1 h auf dem Rollenschüttler im Kühlraum inkubiert. Nach Sedi-

mentation (30 min, 8.000 rpm, 4°C) wird eine Probe aus dem Überstand mit 

Laemmli-Probenpuffer versetzt und es folgt eine elektrophoretische Auftrennung 

der Proben vor und nach Behandlung mit Harnstoff.

Zur Herstellung der Aufreinigungssäule werden 1 ml HisBind Resin (Novagen) 

mehrfach mit 10 ml Puffer 2 gewaschen, mit 2 ml einer 100 mM Nickelsulfat-Lö-

sung inkubiert und pelletiert. Anschließend folgt die Fusionierung des gewa-

schenen und aktivierten Säulenmaterials mit der Proteinlösung für 1 h im Kühl-

raum auf dem Rollenschüttler. Nach der Inkubation wird das Protein-Matrix-

Gemisch auf eine leere und mit ddH2O äquilibrierte Säule (Poly-Prep Chrom-

atography Columns) gegeben und der Durchfluss aufgefangen. In den darauf 

folgenden Waschschritten werden jeweils 10 ml Puffer 2, 3 und 4, die sich aus-
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schließlich in ihren Imidazolkonzentrationen unterscheiden (5 mM, 20 mM, 60 

mM), auf die Säule gegeben; die Durchflüsse werden jeweils aufgefangen. 

Nach den Waschschritten erfolgt die schrittweise Elution des  rekombinanten 

Proteins mit 1,5 ml Puffer 5 (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol, 8 M 

Urea). Die fünf bis  acht separat gesammelten Fraktionen sowie die Durchfluss-

fraktionen werden anschließend mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

aufgetrennt und mit Coomassie-Brilliant-Blau sichtbar gemacht.

2.2.3.3. Dialyse und Konzentrierung von Proteinlösungen

Die eluierten Proteinfraktionen werden in äquilibrierten Dialyseschläuchen mit 

einem MWCO-Wert (molecular weight cut-off) von 6-8 kDa gegen PBS (pH 7,0) 

bei 4°C dialysiert, um den Harnstoff aus den Proben zu entfernen. Zum Kon-

zentrieren von Proteinlösungen kommen Amicon Ultra Zentrifugenfilter (Millipo-

re) zum Einsatz. 

2.2.3.4. Quantitative Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Gehalts an löslichem Protein erfolgt mit Amidoschwarz. 

Hierzu werden je 1 $l der Proteinproben auf eine Nitrozellulosemembran aufge-

tragen, getrocknet und 10 min mit Amidoschwarz-Färbelösung (0,5% Amido-

schwarz Farbstoff, 45% Methanol, 45% ddH2O, 10% Essigsäure) gefärbt. Zur 

Entfärbung wird die Membran mit Entfärber (45% Methanol, 45% ddH2O, 10% 

Essigsäure) gewaschen und anschließend optisch ausgewertet. Die Eichung 

erfolgt durch BSA-Standards.

2.2.3.5. Denaturierender Zellaufschluss

Zur Herstellung von denaturierten E. coli- bzw. Leishmania-Zelllysaten werden 

Aliquots  der jeweiligen Kulturen sedimentiert (10 min, 3.220x g, RT), zweimal 

mit PBS (pH 7,0) gewaschen, je nach gewünschter Zelldichte in PBS resuspen-

diert und mit 1 Volumen 2x Laemmli-Probenpuffer versetzt. Zur Denaturierung 

werden die Zellen 5 min bei 95°C gekocht. Optional werden die Lysate zur 

Scherung der DNA für 5 min bei 100% Output bei RT im Ultraschallbad sonifi-

ziert bzw. mit Ribolyser-Kügelchen intensiv gemischt (30 s vortexen) und im An-

schluss zentrifugiert (5 min, 16.100 x g, RT). Im Überstand befindet sich das 

zelluläre Gesamtprotein, das sofort gelelektrophoretisch analysiert wird.
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2.2.3.6. Zellaufschluss unter nativen Bedingungen

Zur Untersuchung nativer Proteine und Proteinkomplexe muss  das zelluläre 

Gesamtprotein unter nativen Bedingungen aus  den Leishmanien extrahiert 

werden. Hierfür werden 2x107 Promastigote einer logarithmisch wachsenden 

Kultur sedimentiert (10 min, 3.220x g, 4°C). Die Zellen wurden zweimal mit kal-

tem PBS (pH 7,0) gewaschen und im Anschluss in 40 µl Aufschluss-Puffer auf-

genommen. Die Zelllyse erfolgt durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen. Zur 

Scherung von DNA werden die Lysate zentrifugiert (5 min, 16.100 x g, RT). Im 

Überstand befindet sich das zelluläre Gesamtprotein, das entweder sofort in ei-

ner Gelelektrophorese aufgetrennt oder dephosphoryliert wird.

2.2.3.7. Dephosphorylierung von Proteinen

Durch die Behandlung nativer Proteinlösungen mit der sauren Phosphatase aus 

Kartoffeln (poatato acid phosphatase; kurz: PAP), sollen mögliche Phosphor-

ylierungen der Leishmania Proteinen in vitro entfernt werden. Hierzu werden mit 

PBS (pH 7,0) gewaschene Leishmanien vor ihrem Zellaufschluss durch dreima-

liges Einfrieren und Auftauen in Dephosphorylierungspuffer (40 mM PIPES 

[pH6,0], 15% Glyzerin, 0,5 mM 1,10-Phenanthrolin, 1 Tablette Complete Pro-

tease Inhibitor Cocktail [Roche]) aufgenommen. Nach dem Zellaufschluss er-

folgt die Sedimentation (5 min, 16.100 x g, RT), zum Scherren der DNA. Zum 

Überstand werden 0,24 U PAP pro 5x106 Zellen gegeben und für 1 h bei 37°C 

inkubiert. Nach der Enzymreaktion folgt eine Proteinkonzentrationsbestimmung.

2.2.3.8. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Separierung der zu analysierenden Proteinlösungen 

erfolgt im diskontinuierlichen Puffersystem. Unter denaturierenden Bedingun-

gen lassen sich Proteine aufgrund ihrer molekularen Masse trennen. Die Pro-

teine werden in SDS-Probenpuffer hitzedenaturiert. Das anionische Detergenz 

SDS bindet an die Polypeptide und maskiert so die eigentliche Ladung der Pro-

teine. Aus den Polypeptiden entstehen anionische Micellen mit einer konstanten 

negativen Nettoladung pro Masseneinheit. Die Zugabe von DTT bewirkt die 

Reduzierung von Disulfidbrücken und dadurch die völlige Entfaltung der Protei-

ne. Somit können Ladungs- und Konformationsunterschiede der Proteine ver-

nachlässigt werden. Die elektrophoretische Beweglichkeit des Moleküls ist nur 
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abhängig von seiner Größe und der Porengröße des Gels. Durch die Verwen-

dung unterschiedlicher Puffersysteme im Laufpuffer und den Puffern für Trenn- 

und Sammelgel wird die Konzentrierung der Probe in einer scharfen Bande im 

großporigen Sammelgel erzielt, bevor die eigentliche Trennung des Polypeptid-

gemisches im engporigen Trenngel erfolgt. 

In einem vertikalen Gel-Gießstand werden zunächst zwei mit Ethanol gereinigte 

Glasplatten und zwei Abstandhalter eingespannt, bevor ein Trenngel eingegos-

sen werden kann. Je nach Größe der zu untersuchenden Proteine werden 7,5-

12%ige Trenngele gegossen (375 mM Tris-HCl [pH 8,8], 7,5-12% Acrylamid-Bi-

sacrylamid (37,5:1; 40%), 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,1% TEMED). Das Trenngel 

wird mit 70%igem Ethanol überschichtet und bis  zur vollständigen Polymerisati-

on bei RT gelagert. Nach Absaugen des Ethanols wird das Trenngel mit einem 

5%igem Sammelgel (125 mM Tris-HCl [pH 6,8], 5% Acrylamid-Bisacrylamid 

[37,5:1; 40%], 0.1% SDS, 0,1% APS, 0,1% TEMED) überschichtet und sofort 

mit einem Kamm mit der erforderlichen Taschenzahl für die Proteinproben ver-

sehen. Sobald das Sammelgel vollständig polymerisiert ist, wird die Apparatur 

in eine vertikale Gelkammer eingebaut. Die Gelkammer wird mit SDS-Elektro-

phoresepuffer gefüllt bis  das Gel vollständig überschichtet ist, der Probenkamm 

aus dem Sammelgel entfernt und die vorbereiteten Proteinproben in die Ta-

schen des Gels gegeben. Als Größenmarker wird der PageRuler Prestained 

Protein Ladder verwendet, dessen Proteinbanden sowohl im Gel als auch spä-

ter auf der Blotmembran als farbige Banden sichtbar sind. Die Auftrennung der 

Proben erfolgt bei einer Spannung von 15 V/cm. Anschießend werden die Pro-

teine mit Coomassie-Brilliant-Blau gefärbt bzw. auf eine Membran transferiert. 

2.2.3.9. Native Größenausschluss-PAGE

Nicht-denaturierende Poylacrylamid-Gradientengele ermöglichen es, native 

Proteinkomplexe zu untersuchen, da diese unter den hierbei herrschenden Be-

dingungen nicht zerstört werden. Im Gradientengel, mit zunehmend kleiner 

werdenden Poren, wandern die Proteine bzw. Proteinkomplexe dabei bis zu ih-

rer Porenausschlussgröße und konzentrieren sich dort [144]. 

Zur Herstellung von 4-18%igen Polyacrylamid-Gradientengelen wird ein Mi-

scher mit zwei Kammern verwendet, in welche Lösungen mit unterschiedlichen 

Acrylamidkonzentrationen eingefüllt sind. In die linke Kammer kommen 27 ml 

der leichten Lösung (50% TBE, 2,5% Glyzerin, 4% Acrylamid-Bisacrylamid, 
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0,05% APS, 0,05% TEMED), in die rechte Kammer werden 28 ml der schweren 

Lösung (50% TBE, 15% Glyzerin, 18% Acrylamid-Bisacrylamid, 0,05% APS, 

0,05% TEMED, 0,005% Bromphenolblau) gefüllt. Das Bromphenolblau dient 

der Visualisierung des Gradienten. Die Lösungen werden mit Hilfe einer Pumpe 

in eine vertikale Gelkammer (20 cm x 20 cm) gepumpt. Durch die Mischappara-

tur wird ein Polyacrylamidgradient hergestellt, welcher im unteren Teil der 

Kammer mit einer Konzentration von 18% beginnend nach oben hin kontinuier-

lich abnimmt, bis eine Konzentration von 4% erreicht ist. Die Kammer wird 

vollständig gefüllt und abschließend ein Kamm mit der benötigten Taschenzahl 

eingesetzt. Nachdem das Gel polymerisiert ist, wird die Elektrophoresekammer 

mit 0,5x TBE befüllt und das Gel ohne Proben 30 min äquilibriert (bei 10 V/cm 

im Kühlraum). Im Anschluss wird das Gel mit den Proben beladen. Die Elektro-

phorese wird bei 10 V/cm für 22-24 h im Kühlraum durchgeführt. Im Anschluss 

werden die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. 

2.2.3.10. Coomassie-Brilliant-Blau Färbung

Unter Verwendung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau R-250 können in 

einem Polyacrylamidgel unspezifisch alle Proteine angefärbt werden. Der 

Farbstoff lagert sich an die basischen Seitenketten der Aminosäuren und färbt 

dadurch unspezifisch fast alle Proteine. Die Färbung der Proteingele wird durch 

Schwenken bei RT für mindestens 2 h in der Färbelösung (1g/l Coomassie-Bril-

liant-Blau R-250, 40% Ethanol [98%], 10% Essigsäure) durchgeführt. Anschlie-

ßend wird das Gel solange in Entfärbelösung (40% Ethanol [98%], 10% Essig-

säure) geschwenkt, bis der Hintergrund des Gels die Farbe wieder abgegeben 

hat, und nur noch die gefärbten Proteinbanden zu erkennen sind. Nach der Ent-

färbung wird das Gel mit ddH2O gespült, digitalisiert und zwischen zwei feuchte-

ten Zellophanfolien fixiert und getrocknet.

2.2.3.11. Immunisierung und Antikörpergewinnung

NMRI-Mäusen (Charles-River-Laboratory, Sulzfeld) werden je nach Größe der 

Maus 50-75 µg vom jeweiligen rekombinanten Protein, zu gleichen Teilen mit 

Freund’s Adjuvant complete versetzt, in einem Volumen von 400 $l intraperito-

neal verabreicht (Priming). Im Abstand von 10-14 Tagen erfolgen zwei weitere 

Injektionen (Boost) mit bis  zu 50 µg des Antigens im Verhältnis 1:1 vermischt 

mit Freund’s Adjuvant incomplete. Drei Tage nach der letzten Immunisierung 
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wird den Mäusen das gesamte Blut durch Herzpunktion entnommen. Die Blut-

zellen werden durch Zentrifugation (5 min, 3.220x g, 4°C) sedimentiert und das 

Serum abgenommen. Das gewonnene Antiserum wird zu gleichen Teilen mit 

Glyzerin und 0,02% Natriumazid versetzt und bei -70°C gelagert. Die Qualität 

des Antiserums wird im Immunoblot überprüft. 

2.2.3.12. Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, bei der elektrophoretisch aufgetrennte Pro-

teine aus einem Trenngel auf einen geeigneten Träger wie z.B. eine Polyvinyl-

difluorid-Membran (PVDF) übertragen werden. In dieser Arbeit erfolgt der Pro-

teintransfer im semi-dry Verfahren in einer horizontalen Blot-Apparatur. Die Pro-

teine wandern dabei im elektrischen Feld aus  dem auf der Kathodenseite be-

findlichen Gel in Richtung der auf der Anodenseite befindlichen PVDF-Mem-

bran, an welche sie über hydrophobe Wechselwirkungen binden. Für den Wes-

tern Blot werden zunächst die PVDF-Membran (Fluorotrans, 0,2 µm) und 6 La-

gen 3 MM Whatman Filter auf die Größe des Gels zugeschnitten. Die Membran 

wird kurz in Methanol aktiviert, mit ddH2O gespült und, wie die Filter, in Blot-

Transferpuffer äquilibriert. Auf die Kathode der Blot-Apparatur werden zunächst 

drei Lagen Filter luftblasenfrei plaziert, gefolgt vom Polyacrylamidgel. Auf dieses 

Gel wird die PVDF-Membran und drei weitere Lagen Whatman Filter aufgelegt. 

Die Anode wird auf die Blot-Apparatur aufgesetzt und der Proteintransfer ge-

startet (1 mA/cm2; 60-90 min). Nach Beendigung des Transfers wird die Mem-

bran sofort immunologisch untersucht oder bis zu ihrer Verwendung getrocknet 

und zwischen zwei Filterpapieren gelagert. 

Beim Proteintransfer aus einem nativen Gradientenpolyacrylamidgel wird das 

Gel vorm Blot zunächst für 30 min bei 55°C im Wasserbad in einem modifizier-

ten Tris-Glyzin-Puffer (25 mM Tris, 250 mM Glyzin, 3% SDS, 5 mM DTT) äqui-

libriert. Dieser Schritt ist notwendig, um die im Gel noch nativ vorliegenden Pro-

teine und eventuell durch Luftsauerstoff ausgebildete Disulfidbindungen zu zer-

stören. Hierdurch soll ein quantitativer Proteintransfer aus  dem Gel auf die 

Membran garantiert werden. 

2.2.3.13. Immunblot

Bei der Immunoblot-Analyse können immobilisierte Proteine mit Hilfe von Anti-

körperreaktionen sichtbar gemacht werden. Hierzu wird eine Membran nach 
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dem Transfer eines Proteinmusters für 1 h bei Raumtemperatur in Blockier-

ungslösung geschwenkt (5% Milchpulver in TBS; 0,1% Tween 20), um freie 

Bindungsstellen der Membran abzusättigen. Zuvor getrocknete Membranen 

werden vor dem Blockierungsschritt zunächst mit Methanol benetzt und mit 

ddH2O gespült. Anschließend erfolgt eine Inkubation der Membran von mindes-

tens 1 h bei Raumtemperatur mit dem in Blockierungslösung verdünnten primä-

ren Antikörper, wobei es sich in dieser Arbeit meist um polyklonale Antiseren 

aus Mäusen handelt. In Ausnahmefällen wird die Membran über Nacht bei 4°C 

auf dem Schüttler mit dem primären Antikörper inkubiert. Ungebundene Anti-

körperreste werden durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer (TBS; 0,05% 

Tween 20) entfernt, bevor der mit Biotin-konjugierte Sekundärantikörper, eben-

falls in Blockierungslösung verdünnt, für 1 h mit der Membran bei RT inkubiert 

wird. Im Anschluss an einen erneuten, dreimaligen Waschschritt erfolgt eine 

einstündige Inkubation bei RT mit Alkaliner Phosphatase (AP)-konjugiertem 

Streptavidin verdünnt in Blockierungslösung. Abschließend wird die Membran 

erneut gewaschen, einmal mit AP-Puffer (100 mM Tris-HCl [pH 9,5]; 100 mM 

NaCl; 10 mM MgCl2) gewaschen und für 15 min bei RT in AP-Puffer äquilibriert. 

Der colorimetrische Nachweis von Alkalischer Phosphatase erfolgt durch Zuga-

be von BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat) als chromogenes Substrat 

zusammen mit NBT (4-Nitroblautetrazoliumchlorid). Das Enzym katalysiert die 

Abspaltung des Phosphatrestes von BCIP und wandelt es  in das entsprechen-

de Indoxylderivat um. Dieses wird durch NBT oxidiert und dimerisiert zu dem 

tiefblauen, unlöslichen Farbniederschlag Indigo. Die Reaktion wird im Dunkeln 

durchgeführt und nach deutlicher Anfärbung der Proteinbanden durch mehrfa-

ches Spülen mit Wasser gestoppt. Die entwickelte Membran wird anschließend 

getrocknet und digitalisiert.

2.2.3.14. GFP-Trap Immunpräzipitation

Zur Identifizierung direkter Interaktionspartner von SGT werden Co-Immunprä-

zipitationen unter Verwendung der GFP-Trap A (Chromotek) beads durchge-

führt. Promastigote Zellen (1x108) L. donovani Wildtyp und L. donovani 

[pTLv3-SGT::eGFP] werden zweimal in kaltem PBS gewaschen und anschlie-

ßend in 200 $l cell lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5 mM 

EDTA, 0,5% (v/v) NP40, 1 mM PMSF, 0,5 mM 1,10-Phenanthrolin) lysiert. Nach 

30minütiger Inkubation auf Eis werden die Lysate zentrifugiert (20.000 x g, 4°C, 
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10 min), die Überstände abgenommen und auf ein Volumen von 1 ml mit diluti-

on buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 

0,5 mM 1,10-Phenanthrolin) eingestellt. Von dieser "input" Fraktion werden Ali-

quots á 50 $l in einem Verhältnis von 1:1 (v/v) mit 2x Laemmli versetzt. Für den 

pull-down von Interaktionspartner per Immunpräzipitation werden 25 $l der 

GFP-Trap beads zweimal mit PBS und einmal mit kaltem dilution buffer gewa-

schen, bevor die beads mit den Zelllysaten vermischt und anschließend für 2 

Stunden bei 4°C rotierend inkubiert werden. Nach kurzer Zentrifugation (2.000 x 

g, 4°C, 2 min) werden 50 $l vom Überstand als "flow-through" Fraktion abge-

nommen und mit 2x Laemmli versetzt. Die pelletierten GFP-Trap beads werden 

zweimal mit dilution buffer gewaschen, in 1x Laemmli resuspendiert und für 10 

min bei 95°C erhitzt. Nach Zentrifugation der beads (2.700 x g, 4°C, 2 min) wird 

der Überstand als "bound" Fraktion zusammen mit der "input" und "flow-

through" Fraktion in einer SDS-PAGE aufgetragen und die in den Fraktionen-

enthaltenen Proteine aufgetrennt. Die separierten Proteinen im Gel werden an-

schließend zum einen mit Coomassie Brilliat Blau gefärbt (Ladungskontrolle) 

und zum anderen in einer Immunblot-Analyse untersucht.

2.2.4. Mikroskopie

2.2.4.1. Lichtmikroskopie

Das Wachstum der Promastigoten wird regelmäßig mittels Lichtmikroskopie bei 

32-facher Vergrößerung am inversen Zeiss ID03 Mikroskop beobachtet. Die 

mikroskopische Auswertung der in vitro Infektionen erfolgt nach Anfärbung mit 

Giemsa am Zeiss Axioskop bei 63-facher Vergrößerung, wobei die Ergebnisse 

mit Hilfe einer Digitalkamera (Coolpix, Nikon) digitalisiert werden.

2.2.4.2. Agarose-Fixierung von Leishmanien

Die Fixierung von Leishmanien durch polymerisierte Agarose bietet die Mög-

lichkeit, lebende Parasiten unterm Fluoreszenzmikroskop bei einer 63-fachen 

Vergrößerung und einer Wellenlänge von 516 nm zu mikroskopieren. Dies ist 

bei der Untersuchung der mit den pTL::eGFP-Vektoren transfizierten Leishma-

nien zum Einsatz gekommen. 

Zu diesem Zweck werden 50 $l einer spät-logarithmischen Kultur mit PBS (pH 

7,0) gewaschen und in 50-100 $l PBS, je nach gewünschter Zelldichte, resus-
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pendiert. Von dieser Zellsuspension werden 15 $l mit 15 $l aufgekochter 2%i-

gen low melt Agarose in PBS vermischt, auf einem Objektträger getropft und mit 

einem Deckglas  abgedeckt. Zum Erstarren der Agarose werden die Objektträ-

ger für 10 min bei 4°C gelagert. Die Auswertung der noch lebenden Leishmani-

en erfolgt unverzüglich.

2.2.4.3. Fixierung von Leishmanien

Für die Immunfluoreszenz werden die Leishmanien mit Aceton bzw. Methanol 

fixiert. Hierzu werden jeweils 1x107 Zellen sedimentiert (5 min, 1.250 x g, 4°C), 

zweimal mit PBS (pH 7,0) gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert. Je 20 µl 

(entsprechen 2x105 Zellen) dieser Zellsuspension wurden auf Poly-L-Lysin be-

schichteten Objektträgern aufgetropft, getrocknet und 10 bzw. 2 min in eiskal-

tem Aceton bzw. eiskaltem Methanol fixiert. Nach der Fixierung werden die Ob-

jektträger für mindestens 20 min getrocknet; die fixierten Leishmanien wurden 

mit einem Fettstift (G. Kisker) umkreist. Die Lagerung erfolgt bei 4°C unter tro-

ckenen Bedingungen.

2.2.4.4. Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist eine Methode, mit der sich Moleküle in 

Zellen mithilfe von fluoreszenzmarkierten Antikörpern mikroskopisch nachwei-

sen lassen. Zusätzlich können DNA-haltige Kompartimente mit dem Fluores-

zenzfarbstoff DAPI (4!,6-Diamidino-2-phenylindol), der sich spezifisch an DNA 

bindet, im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

Die auf Objektträger fixierten Zellen werden zunächst 10 min in Waschlösung 

(PBS [pH 7,0], 0,01 % Triton X-100) gewaschen und anschließend permeabili-

siert. Hierzu werden die Zellen 15 min in Permeabilisierungslösung (50mM 

NH4Cl, PBS [pH 7,0], 0,1% Triton X-100) inkubiert. Um freie Bindungsstellen 

abzusättigen, werden die Zellen anschließend 20 min in Blockierungslösung in-

kubiert (2% BSA in PBS, 0,1 % Triton X-100). Nach einem weiteren Wasch-

schritt folgt die Inkubation mit dem bzw. den primären Antikörper(n) verdünnt in 

Blockierungslösung für 1 h. Nach dreimaligem Waschen erfolgt die Inkubation 

mit dem bzw. den sekundären Antikörper(n) verdünnt in Blockierungslösung für 

1 h. Parallel dazu wird der Fluoreszenzfarbstoff DAPI in einer 1:500 Verdün-

nung appliziert. Nach erneutem Waschen werden die Präparate mit einem Trop-

fen Mowiol Eindeckmedium (25% Glyzerol, 0,1 M Tris-HCl [pH 8,5], 10% Mowiol 
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4-88) und einem Deckgläschen versehen. Durch Lagern der Präparate bei 4°C 

im Dunkeln wird das Eindeckmedium fest. Die Proben werden bei 63-facher 

Vergrößerung am Epi-Fluoreszenzmikroskop (Leica) bzw. 100-facher Vergröße-

rung am konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Olympus) untersucht. 

2.2.5. Datenverarbeitung

2.2.5.1. Bildbearbeitung

Coomassie-Brilliant-Blau gefärbte SDS-Gele und Immuno-Blots werden mit ei-

nem Flachbettscanner (Scan Maker 8700, Microtek) digitalisiert. Die Agarose-

gele werden unter UV-Ausleuchtung fotografiert. Die Auswertung der Infektions-

versuche wird mittels einer am Mikroskop installierten Digitalkamera (Coolpix, 

Nikon) festgehalten. Die digitalen Aufnahmen vom Epi-Fluoreszenzmikroskop 

(Leica) und konfokalen Mikroskop (Olympus) werden mittels der Software O-

penlab 5.0 aufgenommen. Die Bearbeitung der digitalen Bilder erfolgt mittels 

der Software Adobe Photoshop 7.0, die Beschriftung der Abbildungen erfolgt 

unter Verwendung der Software Intaglio 2.9.6.

2.2.5.2. Statistische Auswertung

Für statistische Auswertungen wird die GraphPad Prism Software 4.0a 

(GraphPad Software, San Diego, U.S.A.) verwendet. Für die Berechnung der 

Signifikanzen wird der Mann-Whitney-U-Test (http://elegans.swmed.edu/ 

~leon/stats/utest.cgi) durchgeführt. Zur Bildbearbeitung und Quantifizierung von 

Proteinbanden wird die Software Adobe Photoshop 7.0 verwendet. Die Anzahl 

der durchgeführten Experimente ist in der Legende der jeweiligen Abbildung 

angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung putativer Leishmania Co-Chaperonen

Zur Identifizierung von Orthologen bereits bekannter HSP90 Co-Chaperonen in 

Leishmania wurden zunächst die Aminosäuresequenzen ausgewählter huma-

ner Co-Chaperonen in einer direkten BLAST- (Basic Local Alignment Search 

Tool) Suche mit den bekannten Genomen von L. major und L. infantum, zur 

Ermittlung der besten Übereinstimmung, abgeglichen. Ziel dieser Suche war es, 

mögliche Mitglieder des vermuteten Leishmania HSP90-Chaperonen-Komple-

xes zu identifizieren. Die identifizierten Leishmania Orthologe wurden im Ge-

genzug in einem Protein BLAST mit dem humanen Genom abgeglichen. In die-

sem reziproken Ansatz wurden jene Sequenzen ausgeschlossen, bei denen 

das gesuchte Protein nicht als erster Treffer ermittelt werden konnte. Auch Co-

Chaperonen, die vorwiegend mit HSP70 interagieren wie HIP und SGT, wurden 

bei dieser Suche explizit mit einbezogen.

Tab. 7: Auflistung humaner Co-Chaperonen inklusive der identifizierten L. infantum 

Orthologe 

Klassifizier-
ung

H. sapiens 
(Accession 

Nr.)
Name(n) Funktion

L. infantum 
(Accession 

Nr.)

Annotierung in der 
L. infantum Datenbank

Substratver-
mittler

HSP90 
Phosphasta-

se

HSP70/
HSP90 Co-
Chaperon

Ubiquitin 
Ligase

CS-
Domänen 

Protein

Co-
Chaperon 

von HSP70

Co-
Chaperon 

von HSP70

AAH39299 HOP, Sti1
Adapter für HSP90/HSP70; an 

der SHR Reifung beteiligt; 
ATPase Regulator (in Hefe)

1) LinJ08_V3
.1020

2) LinJ36_V3
.0080

1) stress-induced protein 
Sti1

2) stress-inducible protein 
Sti1 homolog

NP_006238.1 PP5, Ppt1
dephosphoryliert u.a. HSP90; 

optimiert die HSP90-
vermittelte Substrat Reifung

1) LinJ18_V3
.0150

2) LinJ25_V3
.1360

1) serine/threonine phos-
phatase type5

1) serine/threonine phos-
phatase, putative

NP_004614
TTC4, 
Cns1

essentiell in Hefe; interagiert 
mit HSP70 und HSP90; inter-

agiert mit Crp7

1) LinJ33_V3
.0750

2) LinJ08_V3
.1020

1) hypothetical protein
2) stress-induced protein 

Sti1

NP_005852
CHIP, 
STIP1 

E3-Ubiquitin-Ligase; interagiert 
mit dem C-Terminus von 

HSP70

1) LinJ35_V3
.4050

2) LinJ30_V3
.2740

1) protein kinase, 
     putative
2) TPR domain protein, 

conserved

NP_006695.1 SGT1

interagiert mit HSP90 via CS-
Domäne; formt mit HSP90 den 

Ubiquitin-Ligase-Komplex; 
Homologie zu p23

1) LinJ20_V3
.1610

2) LinJ30_V3
.2740

1) phosphatase-like protein
2) TPR domain protein, 

conserved

NP_003012 SGT
interagiert mit HSP70; 

negativer Regulator von 
HSP70

1) LinJ30_V3
.2740

2) LinJ35_V3
.4940

1) TPR domain protein, 
conserved

2) hypothetical protein, 
conserved

NP_003932
HIP, ST13, 

p48

stimuliert die ATPase Aktivität 
von HSC70/HSP70; stabilisiert 
den HSP70-Substrat-Komplex

1) LinJ29_V3
.0330

2) LinJ08_V3
.1020

1) hypothetical protein
2) stress-induced protein 

Sti1

Ergebnisse

46



Klassifizier-
ung

H. sapiens 
(Accession 

Nr.)
Name(n) Funktion

L. infantum 
(Accession 

Nr.)

Annotierung in der 
L. infantum Datenbank

große 
PPIasen

große 
PPIasen

große 
PPIasen

große 
PPIasen

Co-
Chaperon 

(ohne TPR-
Motiv)

Co-
Chaperon 

(ohne TPR-
Motiv)

Co-
Chaperon 

(ohne TPR-
Motiv)

Co-
Chaperon 

(ohne TPR-
Motiv)

NP_002005.1 FKBP52
an der SHR Reifung beteiligt; 

Chaperonenaktivität

1) LinJ19_V3
.1560

2) LinJ22_V3
.1280

1) peptidylprolyl isomera-
se-like protein

2) FK506-binding protein 
1-like protein

NP_005029.1
Cyp40, 

Cpr6, Cpr7

an der SHR Reifung beteiligt; 
Chaperonenaktivität; bindet 

Cyclosporin A 

1) LinJ35_V3
.4830

2) LinJ23_V3
.0060

1) CYP40
2) cyclophilin, putative

NP_060386.1 Pih1

formt in Hefe einen Komplex 
zusammen mit HSP90 und 

Tah1 (einem weiteren Co-Cha-
peron mit TPR-Motiv)

1) LinJ35_V3
.4400

2) LinJ36_V3
.2170

1) hypothetical protein
2) serine/threonine protein 

phosphatase, putative

AAH00321
Aha1, 
Hch1

Aktivator der HSP90 ATPase
1) LinJ18_V3

.0210
2) ---

1) hypothetical, protein
2) ---

NP_008996.1
Cdc37, 

p50

Kinase-spezifisch; Inhibitor der 
HSP90 ATPase; Chaperonen-

aktivität

1) ---
2) ---

1) ---
2)  ---

NP_006592.3 p23, Sba1

an der SHR Reifung beteiligt; 
bindet an die N-Domäne von 
HSP90; Inhibitor der HSP90 

ATPase

1) LinJ35_V3
.4540

2) LinJ34_V3
.0230

1) hypothetical protein, 
conserved

2) hypothetical protein, 
conserved

In der Tab. 7 sind die untersuchten Co-Chaperonen samt ihrer Orthologen im L. infantum Ge-

nom aufgelistet. Dargestellt sind jeweils die ersten beiden Treffer im L. infantum Genom. In der 

linken Spalte ist die Zuordnung des Proteins (falls vorhanden) aufgeführt, gefolgt von der Ac-

cession Nummer und dem Namen des Gens. Den mittleren Spalten sind die, den Proteinen zu-

geordneten Funktionen, sowie die Resultate der BLAST Suche zu entnehmen. In der rechten 

Spalte ist die Annotierung aus der L. infantum Datenbank gelistet. 

Außer für das humane Co-Chaperon Cdc37, das in höheren Eukaryoten eine 

wichtige Rolle bei der Stabilisierung und Aktivierung einer Reihe von Kinasen 

spielt [145,146], konnte für jedes der 13 ausgewählten humanen HSP90 Co-

Chaperonen ein orthologes Gen im Leishmania Genom identifiziert werden. Der 

Tabelle 7 kann entnommen werden, zu welchen bereits identifizierten und cha-

rakterisierten Co-Chaperonen homologe Gene in der L. infantum Datenbank 

identifiziert wurden.

3.1.1. Auswahlkriterien

Um die Anzahl der zu untersuchenden Co-Chaperonen einzugrenzen, wurden 

die Mitglieder der großen Peptidyl-prolyl-cis/trans Isomerasen (PPIasen), wie 

z.B. die Klasse der FK506-binding Proteins (FKBPs) beziehungsweise der Cy-

clophiline, die E3-Ubiquitin Ligase CHIP sowie die Phosphatase PP5, ausge-

schlossen. Ausgewählt wurden jene Proteine, die über eine oder mehrere tetrat-

ricopeptide repeat (TPR)-Domänen verfügen, oder jene, von denen man auf-
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grund der Erkenntnisse aus anderen Organismen annehmen kann, dass  sie an 

der Komplexbildung und -stabilisierung beteiligt sein könnten. Auswahlkriterium 

hierfür waren bereits vorhandenen Modelle vom HSP90-Multiproteinkomplex in 

höheren Eukaryoten (siehe Abb. 2 und 3). Zudem sollte es sich bei den ausge-

wählten Genen, um Einzelkopie-Gene handeln, da im Rahmen dieser Arbeit 

Nullmutanten hergestellt werden sollten. 

Interessanterweise ergab die durchgeführte Suche, dass neben dem bereits 

beschriebenen Co-Chaperon HOP/Sti1 [140] ein weiteres HOP Homolog in den 

Leishmania Datenbanken gelistet ist. Beide Proteine wurden in die Studie auf-

genommen und werden im Folgenden HOP bzw. HOP-2 genannt. Als drittes 

mögliche Co-Chaperon wurde das orthologe Gen vom humanen HIP (HSC70 

interacting protein) ausgewählt, ein (in höheren Eukaryoten) Co-Chaperon von 

HSP70. Interaktionspartner von HIP ist die konstitutiv exprimierte Form von 

HSP70 [147], die dem cytosolischen Leishmania HSP70 entspricht. Das als 

„TPR domain protein, conserved“ annotierte Protein wurde aufgrund seiner 

Homologie zum humanen SGT (small glutamine-rich protein), in diese Studie 

aufgenommen. Aus der Reihe der Co-Chaperonen ohne TPR-Motiv wurde das 

Homolog zum humanen p23 gewählt. Hierbei handelt es sich um ein Gen, dass 

im Leishmania-Genom durch zwei divergente homologe Gene vertreten ist 

[148]. In dieser Studie sollte ausschließlich das Gen LinJ35_V3.4540 unter-

sucht werden. Nach Abschluss der Suche standen fünf putative Co-Chapero-

nen fest, die im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert werden sollten. Die ver-

wendeten Bezeichnungen sind in Anlehnung an die vorhandenen Annotierung 

entstanden.

Tab. 8: Auflistung der ausgewählten putativen Co-Chaperonen

Bezeichnung in der 
humanen Datenbank

Annotierung in der 
L. infantum Datenbank

Strukturdomänen identifiziert durch 
SMART 

(http://smart.embl-heidelberg.de/)

Bezeichnung 
in dieser Ar-

beit

HOP (heat shock inter-
acting protein)

stress-induced protein Sti1 HOP

--- stress-inducible protein Sti1 homolog HOP-2

HIP (hsc70 interacting 
protein)

hypothetical protein, conserved HIP
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Bezeichnung in der 
humanen Datenbank

Annotierung in der 
L. infantum Datenbank

Strukturdomänen identifiziert durch 
SMART 

(http://smart.embl-heidelberg.de/)

Bezeichnung 
in dieser Ar-

beit

SGT (small glutamine-
rich protein)

TPR domain protein, conserved SGT

p23 hypothetical protein, conserved p23

Die ausgewählten Sequenzen wurden zunächst in silico untersucht. Anhand 

gängiger Programme, die kostenlos im Internet zur Verfügung stehen und als 

Sammlung auf der Seite http://expasy.org/ aufgeführt sind, wurde u.a. das theo-

retische Molekulargewicht ermittelt, mögliche Signalpeptide identifiziert, die 

Domänenstruktur analysiert und nach putativen Interaktionspartnern gesucht. 

Die durch das  Programm SMART ermittelte Struktur der Proteine ist der Tabelle 

8 zu entnehmen. Der Balken stellt die Anzahl der Aminosäuren dar. Als gelbe 

Rechtecke dargestellt sind die einzelnen TPR-Motive, die Sti1 Domäne, das so 

genannte heat shock chaperonin-binding motif, ist als gelbe Box eingezeichnet. 

Die grünen Bereiche weisen auf eine coiled-coil Struktur hin, und die rosa Bal-

ken stellen Bereiche mit niedriger Komplexität dar.

Wie schon bei den humanen Homologen, konnten keine Signalpeptide identifi-

ziert werden, weshalb anzunehmen ist, dass es sich bei den fünf Co-Chapero-

nen um zytosolische Proteine handelt. Mit dem Programm STRING 8.1 

(http://string-db.org/) konnten für HOP, HOP-2 und SGT putative Interaktions-

netzwerke erstellt werden. Unten dargestellt ist exemplarisch das Netzwerk für 

HOP-2. 

Abb. 4: Schematische Darstellung 

putativer HOP-2 Interaktionspartner

Die putativen Interaktionspartner werde 

als bunte Kugeln dargestellt, die Ver-

bindungslinien symbolisieren die Inter-

aktion. Die verschiedenen Linienfarben 

stehen für unterschiedliche Berech-

nungen, je mehr Linien, desto wahr-

scheinliche ist die Interaktion. Ein mög-

licher Interaktionspartner von HOP-2 ist 

laut dem Programm STRING 8.1 das in 

die Studie aufgenommene Protein 

SGT.
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In einem reziproken Ansatz konnte das HOP-2 Protein als putativer Partner von 

SGT berechnet werden. Für HOP wurden zehn mögliche Interaktionspartner 

ermittelt, bei zweien handelt es sich um HSP90 Varianten. Inwieweit diese vor-

hergesagten Interaktionen stattfinden, sollte im Verlauf dieser Arbeit untersucht 

werden.

3.2. Genaustauschmutanten via homologer Rekombination

Eine gängige Methode um die biologische Funktion eines Proteins in einem Or-

ganismus zu analysieren besteht in dem gezielten Austausch des entsprechen-

den Gens durch homologe Rekombination. Da Leishmania spp. diploide Ge-

nome aufweisen [149,150], aber in vitro keine meiotischen Prozesse, bei denen 

Rekombinationsereignisse stattfinden können, nachgewiesen werden konnten, 

werden die zu deletierenden Gene in Leishmania in zwei aufeinander folgenden 

Transfektionsexperimenten gegen entsprechende DNA-Konstrukte, die unter-

schiedliche Selektionsmarkergene enthalten, ausgetauscht. So erzeugte Gen-

austauschmutanten, insofern es sich um single copy genes handelt, fehlt das 

Gen und folglich auch das  Genprodukt. Untersuchungen des Phänotyps der 

entstandenen Mutanten lassen häufig Rückschlüsse auf die Funktion und Rolle 

des Proteins zu. Daher sollten im Zuge dieser Arbeit die ausgewählten Co-Cha-

peronen-Gene in L. donovani durch zwei Selektionsmarker via homologer Re-

kombination ausgetauscht werden. 

3.2.1. Klonierung der Genaustausch-Konstrukte

Wie bereits beschreiben, liegen die Gene der fünf putativen Co-Chaperonen in 

nur einer Kopie im L. major bzw. L. infantum Genom vor. Aufgrund der geringen 

Unterschiede im Genom dieser Spezies wurde davon ausgegangen, dass dies 

aufgrund der nahen Verwandtschaft ebenfalls auf das nicht sequenzierte L. do-

novani Genom zutrifft. Durch den Austausch der beiden Allele durch zwei Selek-

tionsmarkergene können so genannte Nullmutanten (-/-) erzeugt werden. Bei 

den ausgewählten Selektionsmarkern handelt es  sich um die Puromycinacetylt-

ransferase (PuroAC), die eine Resistenz gegenüber Puromycin vermittelt, und 

das bleomycin resistance protein (BleoR), das Resistenz gegenüber Bleomycin 

verleiht. 

Die für den Genaustausch benötigten DNA-Konstrukte mussten zunächst her-

gestellt werden. Hierzu wurden die 5'- und 3'-untranslatierten Regionen (UTRs) 
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der entsprechenden Gene, d.h. etwa 1.000 Nukleotide stromauf- bzw. stromab-

wärts  des jeweiligen ORFs, mittels PCR von genomischer L. donovani Wildtyp 

(WT) DNA amplifiziert. Die benötigten Oligonukleotide wurden mit Restriktions-

schnittstellen, die für die Subklonierung benötigt wurden, synthetisiert und sind 

unter Punkt 2.1.6. aufgelistet. Es wurden nacheinander die 5'-UTRs über die 

Restriktionsschnittstellen EcoRI und KpnI und die 3'-UTRs über BamHI und 

HindIII in den Vektor pUC19 ligiert. Schließlich wurde jeweils einer der beiden 

Selektionsmarker über die Schnittstellen KpnI und BamHI zwischen die jeweili-

gen UTRs in das Plasmid ligiert. Nach enzymatischem Verdau mit SwaI 

entstand ein lineares DNA-Fragment, welches direkt für die Transfektion einge-

setzt wurde. Die Abbildung 5 zeigt exemplarisch den pUC-HOP-5'-BleoR-3' 

Vektor inklusive relevanter Restriktionsschnittstellen sowie eine schematische 

Darstellung zur homologen Rekombination des DNA-Konstruktes. 
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Abb. 5: Darstellung vom pUC-HOP-5'-BleoR-3' Vektor und der Integration des DNA-

Konstruktes in den Genlocus durch homologe Rekombination

L. donovani Wildtyp (WT) DNA diente als Matrize bei der Amplifizierung der 5'- und 3'UTRs 

des HOP Gens, die anschließend, zusammen mit dem Selektionsmakergen BleoR, in den 

pUC19 Vektor ligiert wurden. Nach Linearisierung des Vektors mit dem Restriktionsenzym 

SwaI wurde das Genaustausch-Konstrukt in Promastigote WT Zellen transfiziert, wo es mit-

tels homologer Rekombination ins Genom integrieren kann. Die so erzeugten Mutanten nennt 

man Einzelallel-Genaustauschmutanten (+/-), da nur ein Allel ausgetauscht wurde.
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3.2.2. Transfektion und Selektion

Die Transfektionen der linearisierten 5'-BleoR-3'-Konstrukte erfolgte in L. dono-

vani Wildtyp Zellen. Promastigote, die sich unter Bleomycin-Selektion vermeh-

ren konnten, wurden anschließend durch serielle Verdünnung vereinzelt. Die 

Einzelklone wurden mittels  PCR-Analysen auf die Integration der DNA-Kon-

strukte getestet. Bei dieser so genannten 5'- und 3'-BleoR-Integrations-PCR 

kamen zwei spezifische Oligonukleotidpaare zum Einsatz, die ausschließlich 

bei korrekter Integration des Konstruktes in das Genom ein Produkt von etwa 

1.000 bp ergaben. Mit der Kombination aus  aus einem Oligonukleotid, das 

stromaufwärts der jeweiligen 5'UTRs bindet, und einem Oligonukteotid, das am 

5'-Ende des BleoR ORFs bindet, konnte die Integration der Konstrukte am 5'-

Ende kontrolliert werden. Die korrekte Integration des transfizierten DNA-Kon-

strukts am 3'-Ende wurde ebenfalls mit einem flankierenden Oligonukleotid, das 

stromabwärts vom 3'UTR bindet, und einem Oligonukleotid, das am 3'-Ende 

des BleoR ORFs bindet, verifiziert. 

Für alle fünf putativen Co-Chaperonen konnte in einer ersten Transfektionsrun-

de ein Allel gegen das jeweilige 5'-BleoR-3'-Konstrukt ausgetauscht werden. 

Von allen positiven Einzelallel-Genaustauschmutanten (+/-) wurde jeweils min-

destens ein Klon für die zweite Transfektionsrunde ausgewählt. Nach Transfek-

tion der 5'-PuroAC-3' Konstrukte in die Einzelallel-Klone und nachfolgender 

Doppelselektion mit Bleomycin und Puromycin, wurden die überlebenden Zellen 

wiederum vereinzelt. Die Integration des zweiten DNA-Konstruktes wurde eben-

falls mittels  Integrations-PCR verifiziert. Für die 5'-3'-PuroAC-Integrations-PCR 

wurden wiederum die oben beschriebenen flankierenden Oligonukleotide in 

Kombination mit Oligonukleotiden, die innerhalb des PuroAC ORFs binden, 

verwendet. Dieses  Prinzip gleicht der zuvor beschrieben 5'-3'-BleoR-Integrati-

ons-PCR. Die verwendeten Oligonukleotide sind unter Punkt 2.1.7. aufgelistet. 

Die Ergebnisse der Integrations-PCR-Analysen werden im Rahmen dieser Ar-

beit nicht dargestellt, weil sie ausschließlich bei der Auswahl von Klonen wäh-

rend der Transfektionsabläufe eingesetzt, und teilweise bereits  veröffentlicht 

wurden [151]. Die eigentliche Verifizierung der Klone erfolgte u.a. mittels weite-

re PCR-Analysen und wird in Kapitel 3.3 ausführlich beschrieben.
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3.2.3. Unterschiedliche Transfektionsstrategien

Der Austausch des verbliebenen Allels gegen ein entsprechendes 5'UTR-Pu-

roAC-3'UTR DNA-Konstrukt gelang nur bei HOP-2 im ersten Versuch. Bei 

sechs von sechs getesteten Klonen konnten beide Allele in zwei aufeinander 

folgenden Transfektionsereignissen durch die zwei Selektionsmarkergene aus-

getauscht werden. Für das Erzeugen einer p23-Nullmutante waren dagegen 

mehr als zehn Versuche nötig. Schließlich konnten auch für dieses Gen mehre-

re Nullmutanten erzeugt werden. Ein häufig auftretendes Problem war, dass im 

Laufe der Versuche zwar wiederholt doppelt-resistente Promastigoten selektiert 

werden konnten, diese sich in den anschließenden Analysen jedoch meist als 

falsch-positiv erwiesen. Damit ist gemeint, dass die Mutanten trotz der Integra-

tion zweier Selektionsmarkergene immer noch über mindestens eine Genkopie 

verfügten. Es wurde bereits  gezeigt, dass  Leishmanien in der Lage sind, ganze 

Genabschnitte im Genom zu duplizieren [152]. Dies tritt besonders häufig unter 

Stressbedingungen, wie z.B. bei Selektionen, auf. Um solche Duplikationser-

eignisse zu reduzieren, sollte im Rahmen dieser Arbeit die Zeit minimiert wer-

den, in denen derartige Rekombinationsereignisse in den Leishmanien ablaufen 

können. Zu diesem Zweck wurde eine Ko-Transfektionsstrategie entwickelt, bei 

der beide DNA-Austauschkonstrukte simultan in L. donovani WT Zellen transfi-

ziert wurde, gefolgt von einer Doppel-Selektion [151]. Mit Hilfe dieser modifizier-

ten Transfektionsstrategie konnten auf Anhieb und in der Hälfte der üblichen 

Zeit mehrere HIP Nullmutanten erzeugt werden. Am Beispiel von HOP-2 wurde 

getestet, ob es mit der Ko-Transfektion ebenfalls möglich ist, auch für dieses 

Gen Nullmutanten zu erzeugen. Dies gelang ebenfalls [151].

Für die Gene HOP und SGT gelang es, trotz mehrfacher Wiederholungen, mit 

keiner der beiden Transfektionsstrategien, Nullmutanten zu erzeugen. Darauf-

hin wurden in die vorhandenen Einzelallel-Genaustauschmutanten zunächst 

DNA-Konstrukte, die eine zusätzliche Genkopie des zu deletierenden Gens 

enthielten, transfiziert. Diese DNA-Konstrukte wurden durch Linearisierung des 

pIRmcs3+ Vektors gewonnen, in den zuvor der ORF des jeweiligen Gens samt 

3'UTR ligiert wurde. Bei dieser so genannten gene add back-Strategie wird eine 

zusätzliche Kopie des Gens durch homologe Rekombination in einen Genlocus 

integriert, der von der RNA Polymerase I, und nicht wie bislang von der RNA 

Polymerase II, transkribiert wird. Durch die Integration von DNA-Kassetten in 

Genomregionen, die durch die RNA-Polymerase II transkribiert werden, kann in 
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Ermangelung von starken RNA-Polymerase II Promotoren in den Trypanosoma-

tiden, nur ein geringes Transkriptionsniveau erreicht werden [153]. Wird das 

Transgen allerdings stromabwärts eines genomischen RNA-Polymerase I Pro-

motors  in die Sequenz des  für die kleine Untereinheit der rRNA (ssu-rRNA) ko-

dierenden Gens integriert, sorgt der Polymerase I Promotor für hohe transgene 

Expressionsniveaus in den Trypanosomatiden, da die ssu-rRNA universell ist 

und in allen Parasitenstadien exprimiert wird [154,155]. Eine Steuerung der Ex-

pression von proteinkodierenden Genen ist in Trypanosomatiden über den Po-

lymerase I Promotor möglich, da ein SL-Transkript (oder Miniexon) an das 5'-

Ende der prä-mRNAs post-transkriptional durch Trans-Spleißen gehängt wird 

[156]. Die, nach Integration der Transgene erhaltenen Mutanten, wurden mit 

dem Kürzel HOP+/-/+ bzw. SGT+/-/+ abgekürzt. Im Anschluss wurde in einer drit-

ten Transfektionsrunde versucht, das zweite natürliche Allel auszutauschen, so 

dass Doppelallel-Genaustauschmutanten mit gene add back  Hintergrund, also 

-/-/+ Mutanten, entstehen können. Tatsächlich konnten sowohl für HOP als auch 

für SGT nach Integration der jeweiligen Extra-Genkopie in mehreren Fällen bei-

de natürlichen Allele gegen Resistenzmarkergene ausgetauscht werden. Auf-

grund der Tatsache, dass sich das zweite p23 Allel ebenfalls lange Zeit nicht 

austauschen ließ, wurde auch für p23 eine Doppelallel-Genaustauschmutanten 

mit gene add back Hintergrund erzeugt.

Gen +/- -/- -/-/+ +/+/+

HOP ---

HOP-2
nicht 

durchgeführt

HIP
nicht 

durchgeführt

SGT ---

p23

Tab. 9: Liste der erzeug-

ten Mutanten

Die Tabelle 9 zeigt eine 

Auflistung der generierten 

Mutanten. Die schemati-

schen Leishmanien symbo-

lisieren erfolgreiche Trans-

fektionen, Striche stehen 

für erfolglose Versuche. 

"Nicht durchgeführt" be-

sagt, dass keine Transfek-

tionsversuche unternom-

men wurden.

Des weiteren wurden im Rahmen dieser Arbeit zur späteren Phänotypanalyse 

auch überexprimierende Stämme generiert. Hierzu wurden L. donovani WT 

Promastigoten mit den gene add back Konstrukten transfiziert, so dass knock-
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in-Mutanten (+/+/+) erzeugt wurden. Die Transfektionen aller fünf gene add backs 

verlief erfolgreich. 

Somit konnten in dieser Arbeit mehrere L. donovani HOP-2-, HIP- und p23-

Nullmutanten, und für HOP und SGT, nach Integration eines gene add backs, 

Doppelallel-Genaustauschmutanten erzeugt werden. Zudem konnte für alle fünf 

Co-Chaperonen knock-in-Mutanten generiert werden.

3.3. Verifizierung der Genaustauschmutanten

Zur Verifizierung der hergestellten Nullmutanten bzw. Doppelallel-Genaus-

tauschmutanten mit gene add back-Hintergrund wurden drei verschiedene An-

sätze gewählt. Die erzeugten Mutanten sollten auf DNA-Ebene mittels PCR-A-

nalysen, auf mRNA-Ebene mittels semi-quantitativer real time RT-PCR und auf 

Protein-Ebene mit spezifischen Antiseren überprüft werden.

3.3.1. Verifizierung auf DNA-Ebene

Zur Überprüfung der korrekten Integration der transformierten DNA-Konstrukte 

durch homologe Rekombination in die entsprechenden Genloci, wurde die ge-

nomische DNA aus ausgewählten Einzelklonen isoliert und als Matrize in einer 

so genannten flank-PCR eingesetzt. Bei dieser PCR werden Primer eingesetzt, 

die außerhalb der als 5'- und 3'UTRs bezeichneten Bereiche binden, diese qua-

si flankieren, und die Amplifikation des Genlocus samt UTRs ermöglicht. Es 

kommt auf Wildtyp DNA somit zur Amplifikation eines Fragmentes, dass der 

Größe des jeweiligen ORF plus der etwa 2.000 bp Länge der beiden UTRs ent-

spricht. Exemplarisch für die HOP-spezifischen flank-Primer bedeutet dies, 

dass sie die Amplifikation eines 3.795 bp Fragments auf WT DNA bedingen. 

Nach erfolgreicher Integration des 5'-BleoR-3'-DNA Konstruktes, verkürzt sich 

der Abstand zwischen den zwei Primern, da das Selektionsmarkergen ca. 1.200 

bp kürzer ist als der ursprüngliche ORF des  HOP-Gens. Folglich entstehen bei 

einer HOP-spezifischen flank-PCR auf einem HOP+/- Klon zwei PCR-Fragmen-

te: ein 3.795 bp und ein 2.550 bp großes Fragment. Wird das  zweite HOP-Allel 

durch homologe Rekombination durch das  5'-PuroAC-3'-DNA Konstrukt ausge-

tauscht, entstehen folglich zwei verkürzte PCR-Produkte gegenüber dem WT. 

Der PuroAC ORF ist um etwa 200 bp größer als der BleoR ORF, so dass bei 

einem erfolgreichem Austausch beider natürlichen HOP-Allele zwei verkürzte 

Fragmente (2.550 bp und 2.755 bp) in der flank-PCR amplifiziert werden. Wie 
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man der Abbildung 6B entnehmen kann, konnte sowohl ein HOP+/- Klon als 

auch zwei HOP-/-/+ Klone mittels dieser PCR-Analyse bestätigt werden. Die 

3.795 bp Bande verschwindet bei den HOP-/-/+ Klonen. Analog dazu wurden 

auch die generierten SGT-, HOP-2 und HIP-Mutanten untersucht. Für die Verifi-

zierung der p23-Mutanten kam die flank-PCR aufgrund der geringen Größenun-

terschiede der ORFs nicht in Frage. 
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Abb. 6: Überprüfung der Genaustauschmutanten mittels flank-PCR

A Schematische Darstellung vom HOP Genlocus einer Einzellallel-Genaustauschmutanten 

inklusive der Bindungsstellen der 5'- und 3'flank Primer. B Genomische DNA isoliert aus dem 

L. donovani WT (+/+), einem HOP+/- Klon sowie zwei  HOP-/-/+ Klonen wurde als Template  in 

einer PCR eingesetzt. Die eingesetzten "flank" Primer binden außerhalb der als 5'- und 

3'UTRs bezeichneten DNA-Abschnitte (Abb. 6A) und ermöglichen die spezifische Amplifikati-

on eines 3.795 bp Fragmentes beim nativen Genlocus. Nach Austausch eines Allels durch 

das 5'-BleoR-3'-Konstrukt, verkürzt sich dieser Genabschnitt um etwa 1.200 bp, so dass bei 

einem HOP+/- Klon zwei  PCR-Produkte (3.795 bp, 2.550 bp) amplifiziert werden. Sind beide 

natürlichen Allele durch ein 5'-BleoR-3'-Konstrukt und ein 5'-PuroAC-3'-Konstrukt ausge-

tauscht, entstehen zwei verkürzte Banden (2.750 bp, 2.550 bp). Dargestellt ist ein Ausschnitt 

eines Ethidiumbromid-gefärbten 1%-igen Agarosegels, in dem die PCR-Produkte elektropho-

retisch aufgetrennt wurden. In der Bahn M wurde der DNA-Größenstandard aufgetragen, 

dessen Größen links dargestellt sind. In der Bahn K ist die negativ Kontrolle (H2O als Templa-

te) aufgetragen. C, D, E Analog zu der unter B beschriebenen PCR, wurden die nach erfolg-

reicher Integration verkürzten Genloci  von SGT (Abb. 6C), HOP-2 (Abb. 6D) und HIP (Abb. 

6E) ebenfalls mit genspezifischen flank-Primern überprüft.

In weiteren PCR-Analysen wurde die korrekte Integration sowohl der Genaus-

tauschkonstrukte als auch der gene add back-Konstrukte überprüft. Die hierfür 
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verwendeten Primer sind in der Tabelle 1 zu entnehmen. Die Ergebnisse wer-

den wegen ihrer Fülle und redundanten Natur in dieser Arbeit jedoch nicht dar-

gestellt. Des Weiteren wurden spezifische Primerpaare eingesetzt, die inner-

halb der ORFs binden, um die generierten Nullmutanten zu verifizieren. 
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Abb. 7: Verifizierung der HOP-2, HIP- und p23-

Nullmutanten per PCR-Analyse

A Genomische DNA isoliert aus dem L. donovani 

WT (+/+), einem HOP-2+/- Klon sowie zwei HOP-2-/- 

Klonen wurde als Matrize in einer PCR eingesetzt. 

Die eingesetzten Primer binden innerhalb des 

HOP-2 ORFs und ermöglichen die spezifische 

Amplifikation eines etwa 760 bp Fragmentes. 

Dargestellt ist ein Ausschnitt eines Ethidiumbro-

mid-gefärbten 1%-igen Agarosegels, in dem die 

PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt wur-

den. In der Bahn M wurde der DNA-Größenstan-

dard aufgetragen, dessen Größen links dargestellt 

sind. In der Bahn K ist die negativ Kontrolle (H2O 

als Template) aufgetragen. B, C Parallel dazu 

wurden auch HIp-/- und p23-/- Klone in einer sol-

chen genspezifischen PCR getestet.

Für alle generierten Co-Chaperonen Mutanten konnten mehrere positive Klone 

mittels unterschiedlicher PCR-Analysen verifiziert werden.

3.3.2. Verifizierung auf mRNA-Ebene

Mit Hilfe der semi-quantitativen real time RT-PCR wurde zum einen die Gen-

Expression von HOP-2, HIP und p23 in den Nullmutanten untersucht, zum an-

deren sollte in den Genaustauschmutanten mit gene add back Hintergrund das 

relative Expressionsniveau der jeweiligen Transgene im Vergleich zum Wildtyp 

bestimmt werden.
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Abb. 8: Bestimmung der mRNA Level von Nullmutanten und gene add back-Klonen

Aus jeweils 3x107 Promastigoten erfolgte die Isolierung von mRNA, die für die cDNA-Synthe-

se eingesetzt wurde. Die gewonnene cDNA wurde mit Hilfe von genspezifischen Oligonukleo-

tiden mittels semi-quantitativer real time RT-PCR amplifiziert. Als interne Kontrolle wurde die 

Amplifizierung von Aktin durchgeführt. In den Nullmutanten-Klonen konnte keine genspezifi-

sche mRNA nachgewiesen werden. Die zusätzliche integrierte Genkopie sorgt in den jeweili-

gen HOP-, SGT- und p23-Klonen für eine etwa 25-fache Überexpression der entsprechenden 

mRNA gegenüber dem WT. Die Experimente wurden im Doppelansatz durchgeführt; die 

Querbalken stellen jeweils den Durchschnittswert dar.

Die Abwesenheit spezifischer mRNA in den getesteten HOP-2-, HIP- und p23-

Nullmutanten bestätigt das Ergebnis der zuvor dargestellten PCR-Analysen. Es 

handelt sich bei den getesteten Klonen somit um Nullmutanten. Zudem konnte 

für drei verschiedene Gene gezeigt werden, dass die Integration eines Trans-

gens in einen ssu rRNA Genlocus zu einer 25-fachen Überexpression im Ver-

gleich zum WT auf mRNA Ebene führt.

3.3.3. Verifizierung auf Protein-Ebene

Mit diesem Versuch sollte geklärt werden, ob es trotz des  Austausches der 

HOP-2-, HIP- und p23-Gene noch zur Expression der Proteine im promastigo-

ten Stadium kommt, und ob das 25-fache erhöhte mRNA Niveau in den gene 

add back Klonen, eine gesteigerte Abundanz zur Folge hat. Hierzu wurde zu-

nächst Lysat aus promastigoten Stadien der L. donovani Wildtyp Kultur, der 

Nullmutanten und der gene add back  Klone hergestellt. Es wurden je Probe 

1x107 Leishmanien in einer SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunoblot mit 
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spezifischen Antiseren (siehe Kapitel 3.5), die sich gegen die jeweiligen Protei-

ne richten, getestet. 
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Abb. 9: Immunblot Analysen zur 

Verifizierung der Mutanten

In 10%-igen SDS-Polyacrylamidge-

len wurden jeweils 1x107 Promasti-

gote ausgewähl ter Genaus-

tauschmutanten nach Lyse aufge-

trennt. Nach Transfer der Proteine 

auf eine PVDF-Membran erfolgte der 

immunologische Nachweis mit spezi-

fischen Antiseren. Nicht dargestellt 

sind die mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Kontrollgele, in denen i-

dentische Proteinmengen aufge-

trennt wurden. Links dargestellt sind 

die Positionen der Markerproteine 

angegeben.

Wie die Abbildungen 9A und 9B zeigen, spiegelt sich die 25-fach erhöhte 

mRNA Menge für HOP und SGT in den gene add back  Klonen in verstärkten 

Proteinbanden wieder. Im Vergleich mit den Banden, die die spezifischen Anti-

seren im WT Lysat markieren, nimmt die Intensität der Proteinbanden um das 

doppelte bis dreifache in den Lysaten der gene add back  Klone zu. Das 25-fach 

erhöhte mRNA-Niveau in den Klonen mit Transgen führt letztendlich zu einer 

etwa 2,5-fachen Erhöhung der Proteinmenge in den Promastigoten. Durch die 

Integration eines gene add back in einen ssu rRNA Locus kommt es zu einer 

Überexpression der Proteine in den jeweiligen Klonen.

Wie man der Abbildung 9A entnehmen kann, erkennt der anti-HOP Antikörper 

neben der 62,2 kDa Bande, die dem theoretischem Molekulargewicht von HOP 

entspricht, noch eine zweite Bande von ~75 kDa. Ob es sich bei dieser Bande 

um modifiziertes HOP oder ein anderes Protein handelt, das unspezifisch vom 

anti-HOP Antikörper erkannt wird, wird in Kapitel 3.6 geklärt. Die Abbildungen 

9C zeigt ebenfalls einen Ausschnitt aus einer Immunblot-Analyse. Neben dem 

WT Lysat wurde auch das Zelllysat von einem HOP-2+/- Klon sowie von zwei  

HOP-2-/- Klonen, aufgetragen. Der anti-HOP-2 Antikörper markiert deutlich eine 

29 kDa Proteinbande, die dem theoretischem Molekulargewicht von HOP-2 
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entspricht, im WT und HOP-2+/- Lysat. Die zwei Nullmutanten exprimieren die-

ses 29 kDa Protein nicht. Parallel dazu werden in Abbildung 8D und 8E in einer 

Westen Blot Analyse die Zelllysate von HIP- und p23-Mutanten untersucht. Die 

jeweiligen spezifischen Antiseren markieren in den Nullmutanten keine spezifi-

schen Banden und im Lysat des p23 gene add backs wird eine verstärkte Pro-

teinbande, genau wie bei HOP und SGT, vom Antikörper markiert.

Die im Zuge dieser Arbeit entstandenen Einzelall- und Doppelalllelaustuau-

schmutanten mit und ohne Transgen wurden erfolgreich auf Ebene der DNA, 

der mRNA und auf Proteinebene verifiziert.

3.4. Charakterisierung der Nullmutanten

Zur Bestimmung der Phänotypen der Mutanten wurde zunächst untersucht, ob 

die Deletion der HOP-2-, HIP- oder p23-Gene oder die Überexpression der Pro-

teine in den knock-in Mutanten die Morphologie der Leishmanien im promasti-

goten in vitro Stadium beeinflusst. Hierzu wurden Leishmanien aus der log-

arithmischen Wachstumsphase entnommen, auf Objektträger fixiert, mit 

Giemsa-Färbelösung angefärbt und im Lichtmikroskop betrachtet. Es konnten 

keine morphologischen Unterschiede zwischen WT, Nullmutanten und knock-in-

Mutanten festgestellt werden. 

3.4.1. In vitro Proliferationskinetik

Durch Studien zur in vitro Proliferation der Mutanten bei 25°C und 37°C sollte 

der Einfluss der Gen-Deletionen auf das Zellwachstum ermittelt werden. Hierzu 

wurden alle eingesetzten Zellkulturen zunächst über mehrere Tage in komple-

mentiertem M199 ohne Zugabe von Antibiotika synchronisiert, um eventuelle 

Einflüsse der verschiedenen Antibiotika auf das Wachstum der Parasiten aus-

zuschließen. Anschließend wurden die verschiedenen Kulturen auf eine Zell-

dichte von 5x105 Zellen/ml verdünnt und bei 25°C bzw. 37°C inkubiert. Die Zell-

dichte wurde täglich bestimmt. 
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A

B

25°C

37°C

Abb. 10: Proliferations-

kinetik der Nullmutan-

ten im Vergleich zum 

WT bei 25°C und 37°C

Promastigote Leishma-

nien wurden auf eine 

Zelldichte von 5x105 Zel-

len/ml eingestellt und für 

96 h bei 25°C bzw. 37°C 

inkubiert. Alle 24 h er-

folgte die Bestimmung 

der Zelldichte. Die Abbil-

dung A stellt die Durch-

schnittswerte von sechs, 

die Abbildung B die Mit-

telwerte von vier unab-

hängigen Experimenten 

dar. Fehlerbalken zeigen 

die Standardabweichun-

gen an.

Die Zählung (Abb. 10) ergab keinen signifikanten Unterschied in der in vitro 

Proliferation bei 25°C zwischen dem L. donovani Wildtyp und den drei geteste-

ten Nullmutanten. Auch bei einer Inkubationstemperatur von 37°C ist kein Un-

terschied zwischen der Proliferationskinetik des Wildtyps und den Nullmutanten 

zu beobachten. Allerdings ist das in vitro Wachstum aller Kulturen, im Vergleich 

zum Wachstum bei 25°C, stark reduziert. Nach vier Tagen weisen die Zellkultu-

ren nur eine Zelldichte von 5-6x106 Zellen/ml auf, während die bei 25°C inku-

bierten Kulturen in dieser Zeit bis auf eine Dichte von 7-8x107 Zellen/ml an-

wuchsen. Inwieweit die Überexpression der Co-Chaperonen einen Einfluss auf 

das in vitro Wachstum der Promastigoten bei 25°C hat, sollte in einem weiteren 

Wachstumsversuch untersucht werden. 
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Abb. 11: In vitro Proliferation 

verschiedener knock-in Mu-

tanten bei 25°C

Promastigote Leishmanien 

wurden auf eine Zelldichte von 

5x105 Zellen/ml eingestellt und 

für 96 h bei  25°C inkubiert. 

Alle 24 h erfolgte die Bestim-

mung der Zelldichte. Es werde 

die Durchschnittswerte von 

zwei unabhängigen Experi-

menten dargestellt. Fehlerbal-

ken zeigen die Standardab-

weichungen an.

Der knock-in keines der fünf Co-Chaperonengene führte zu einem veränderten 

in vitro Wachstum der Promastigoten. Wie in Abbildung 11 dargestellt, konnte 

für keinen getesteten Klon ein vom  L. donovani Wildtyp abweichender Phäno-

typ in Bezug auf das Wachstum festgestellt werden. Mit diesen Studien konnte 

gezeigt werden, dass weder der Verlust der drei putativen Co-Chaperonen Ge-

ne noch die Überexpression der fünf Co-Chaperonen einen Einfluss auf die in 

vitro Proliferationskinetik der Promastigoten hat. Im Weiteren sollte überprüft 

werden, ob die Deletion der drei Co-Chaperonen zu einer veränderten in vitro 

Infektiösität führt. 

3.4.2. In vitro Infektionen

Im Gegensatz zu L. major steht für L. donovani kein geeignetes Tiermodell zur 

Verfügung, bei dem die Progression der Krankheit nicht-invasiv verfolgt werden 

könnte. Mäuse weisen eine natürliche Resistenz gegenüber L. donovani Infek-

tionen auf, die durch das Nramp-Gen hervorgerufen wird [157]. Werden BALB/

c-Mäuse mit L. donovani infiziert, kommt es nach drei Wochen zu einem 

Selbstheilungsprozess. Alternativ zum Tierversuch wurden im Rahmen dieser 

Arbeit J774.1 Zellen, eine Makrophagen-ähnliche Zelllinie mit BALB/c Hinter-

grund, und Knochenmarksmakrophagen (BMM), mit HOP2-, HIP- und p23-Ge-

naustauschmutanten vergleichend zum Wildtyp infiziert. 

Zellen der Linie J774.1 bzw. Knochenmarksmakrophagen wurden im Verhältnis 

1:10 mit den zu testenden Leishmania-Kulturen für jeweils vier Stunden infiziert, 

danach für weitere 24 Stunden inkubiert, bevor sie fixiert und gefärbt wurden. 

J774.1 Zellen wurden nach Giemsa gefärbt und am Lichtmikroskop ausgewer-
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tet, während die BMM mit DAPI (1:50) inkubiert und am Fluoreszenzmikroskop 

(Leica) ausgezählt wurden. Es wurde stets im Doppelansatz infiziert, pro Ansatz 

wurden 50 Zellen ausgewertet. 

A B

C D

Abb. 12: Auswertung der in vitro Infektionen von J774.1 und BMM Zellen mit unter-

schiedlichen Leishmania Mutanten

Die J774.1 bzw. BMM Zellen wurden im Verhältnis 1:10 mit dem L. donovani Wildtyp, den 

Nullmutanten und im Falle der BMM Zellen mit den knock-in Mutanten infiziert. A, B Darge-

stellt sind die Infektionsraten sowie die durchschnittliche Parasitenanzahl pro infizierter 

J774.1 Zelle. Pro Datenpaar wurden jeweils einhundert Zellen ausgezählt. Die Experimente 

wurden im Doppelansatz durchgeführt; die Querbalken stellen den Durchschnittswert dar (n = 

4). C, D Dargestellt sind Infektionsrate und Parasitenlast pro infizierter BMM Zelle. Pro Da-

tenpaar wurden jeweils 50 Zellen ausgezählt. Die Experimente wurden im Doppelansatz 

durchgeführt; die Querbalken stellen den Durchschnittswert dar.

Anhand der durchgeführten in vitro Infektionsexperimente von J774.1 Zellen 

konnte kein Unterschied in der Infektiösität zwischen dem L. donovani Wildtyp 

und den drei Nullmutanten festgestellt werden. Im Durchschnitt waren zwischen 

12-15% der Makrophagen-ähnlichen Zellen mit durchschnittlich %2 Amastigoten 

infiziert. Ebenfalls ohne signifikanten Unterschied bezüglich der Infektionsrate 
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der getesteten Leishmania Kulturen wurden die Knochenmarksmakrophagen 

infiziert. Je nach Experiment schwankte die Infektionsrate zwischen 25-75%. 

Auch bei den knock-in Mutanten konnte kein vom Wildtyp abweichender Phäno-

typ festgestellt werden. Die Parasitenlast betrug im Mittel ±15 Amastigoten pro 

infizierter BMM Zelle. 

Auffällig bei Vergleich der durchgeführten in vitro Infektionen sind lediglich die 

zahlenmäßig großen Unterschiede in den Infektionsraten und der Parasitenlast, 

in Abhängigkeit von den dargebotenen Wirtszellen. Weder bei der Zelllinie noch 

bei den Knochmarksmakrophagen handelt es sich um die eigentlichen Wirtszel-

len von L. donovani. Abschließend lässt sich sagen, dass sich die BMM Zellen 

wesentlich besser von den Leishmanien infizieren lassen und somit das geeig-

netere Model für diese Art der Infektionsstudien darstellt.

Weder der Verlust noch der knock-in der Co-Chaperonengene hat einen Ein-

fluss auf die Fähigkeit der Mutanten in vitro zu infizieren. Die bisherigen Ergeb-

nisse zusammengefasst zeigen, dass weder HOP-2, HIP noch p23 essentiell 

für den in vitro Lebenszyklus der Parasiten sind.

3.4.3. Induzierter Wachstumsarrest

Der aus Pilzen stammende Wirkstoff Geldanamycin (GA) bindet mit hoher Affi-

nität an die ATP-Bindetasche von HSP90, blockiert damit hocheffektiv die AT-

Pase-Aktivität des Chaperons  und somit den HSP90-Chaperonenzyklus 

[126,128,158]. In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die pharmako-

logische Inhibition von HSP90 durch den kompetitiven Inhibitor Geldanamycin 

in L. donovani einen Wachstumsarrest induziert [74]. In dieser Arbeit diente der 

spezifische HSP90-Inhibitor als Hilfsmittel bei der Aufklärung der Zusammen-

setzung des putativen HSP90-enthaltenen Chaperonen-Komplexes. Mit diesem 

Versuch sollte geklärt werden, inwieweit sich die generierten Co-Chaperonen-

Nullmutanten vom WT bezüglich der Geldanamycin-Wirkung unterscheiden. 
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Abb. 13: Effekt verschiedener 

Geldanamycin-Konzentrationen 

auf die Vermehrung von WT, 

HOP-2-/-, HIP-/- und p23-/- Pro-

mastigoten

Promastigote Leishmanien wur-

den auf eine Zelldichte von 5x106 

Zellen/ml eingestellt und für 48 h 

bei 25°C mit unterschiedlichen 

GA-Konzentrationen inkubiert. 

Anschließend wurde die Zelldichte 

gemessen. Die Grafik stellt 

Durchschnittswerte von vier unab-

hängigen Experimenten dar. Die 

Fehlerbalken zeigen die Stan-

dardabweichung an.

In allen Fällen wird bereits durch eine Geldanamycin-Konzentration von 25 ng/

ml das Zellwachstum der Promastigoten um mehr als 50% gegenüber der Kon-

trollgruppe ohne Geldanamycin Zugabe reduziert. Den stärksten inhibierenden 

Einfluss hat der HSP90-Inhibitor auf den p23-/- Klon. Ab einer Konzentration von 

100 ng/ml findet kein Zellwachstum mehr statt, wie bereits von Wiesgigl und 

Clos (2001) beschrieben. Inwieweit die Geldanamycin-Sensitivität der p23-

Nullmutante gegenüber dem Wildtyp signifikant ist, sollte in einer Wiederholung 

mit einem zusätzlichem p23-/- Klon geklärt werden. 
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A

B *

Abb. 14: Effekt verschie-

dener Geldanamycin-

Konzentrationen auf die 

Vermehrung von WT im 

Vergleich zu zwei p23-/- 

Mutanten

A Promastigote Zellen 

wurden auf eine Zelldichte 

von 5x106 Zellen/ml einge-

stellt, für 48 h bei 25°C mit 

unterschiedlichen GA-Kon-

zentrationen inkubiert und 

anschließend gemessen. 

Die eingezeichneten Linien 

markieren die Konzentrati-

onen, bei der das Wachs-

tum zu 50% (IC50) bzw. 

100% (IC100) reduziert ist. 

Die Grafik stellt Durch-

schnittswerte von drei  un-

abhängigen Experimenten 

dar. Die Fehlerbalken zei-

gen die Standardabwei-

chung an. * = p-Wert & 

0,05 (two-tailed test) B 

Gegenüberstellung der 

Messdaten nach 48 h Be-

handlung mit einer Gelda-

namycin-Konzentration von 

0,02 $g/ml.

Der Unterschied zwischen dem Wildtyp und den p23-Mutanten bezüglich der 

Reaktion auf die Geldanamycin-Applikation ist bei einer Konzentration von 20 

ng/ml marginal signifikant (p < 0,05). Die inhibitorische Konzentration, bei der 

50% der Zellen von dem HSP90-Inhibitor Geldanamycin inhibiert werden, liegt 

beim Wildtyp bei 18 ng/ml und bei den p23 Nullmutanten bei 10 ng/ml. Der IC100 

liegt sowohl beim WT als auch bei den Mutanten bei 100 ng/ml. Die Spezifität 

dieses Phänotyps der p23 Nullmutanten sollte in einem zweiten pharmakologi-

schen Test überprüft werden. Hierzu wurde Cyclosporin A (CsA), ein weiterer in 

Pilzen vorkommender Wirkstoff, verwendet. Cyclosporin A ist ein als  Immun-

suppressivum eingesetzter Wirkstoff, der an eine Vielzahl von Proteinen, die 

der Enzymklasse der PPIasen zugeordnete werden, bindet und blockiert [159]. 
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PPIasen, zu denen die großen Immunophilline und Cyp40 zählen, sind u.a. 

Bestandteil von inaktiven hetero-oligomeren SHRs, für dessen Komplexbildung 

wiederum die Chaperone HSP90 und HSP70 zuständig sind [160]. Die hem-

mende Wirkung von CsA auf das  Wachstum von L. major ist bereits beschrie-

ben [161]. Inwieweit sich der Verlust der Gene für HOP-2, HIP und p23 in L. do-

novani unter Cyclosporin A Zugabe auf das in vitro Wachstum der Promastigo-

ten auswirkt, sollte mit diesem Versuch geklärt werden.

Abb. 15: Effekt verschiedener 

Cyclosporin A-Konzentratio-

nen auf das Wachstum von 

WT im Vergleich mit den 

Nullmutanten

Promastigote Zellen wurden auf 

eine Zelldichte von 5x106 Zel-

len/ml eingestellt und für 48 h 

bei 25°C mit unterschiedlichen 

CsA-Konzentrationen inkubiert. 

Anschließend wurde die Zell-

dichte gemessen. Die Grafik 

stellt Durchschnittswerte von 

drei unabhängigen Experimen-

ten dar. Die Fehlerbalken zei-

gen die Standardabweichung 

an.

Dosis-abhängig wird das in vitro Wachstum der Promastigoten durch CsA Ap-

plikation inhibiert. Es konnte kein Unterschied zwischen den getesteten Nullmu-

tanten und dem WT in der Reaktion auf die Cyclosporin A Zugabe gemessen 

werden. 

Durch die pharmakologischen Untersuchungen der erzeugten Nullmutanten mit 

Geldanamycin und Cyclosporin A, konnte für zwei p23-/- Klone ein vom Wildtyp 

abweichender Phänotyp festgestellt werden. Die Deletion von p23 führt zu einer 

signifikant verstärkten Geldanamycin-Empfindlichkeit der Mutante gegenüber 

dem Wildtyp. Für die HOP-2 und HIP Nullmutante konnte in keinem der beiden 

Untersuchungen ein Phänotyp abweichend vom Wildtyp festgestellt werden.
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3.5. Herstellung spezifischer Antiseren

3.5.1. Das Expressionssystem

Für die Bearbeitung der einleitend skizzierten Fragestellungen sind spezifische 

Nachweissysteme für die ausgewählten, putativen Co-Chaperonen unabding-

bar. In Ermangelung kommerziell erhältlicher Antikörper und in Anbetracht der 

Vielzahl an zu untersuchenden Proteinen, sollten diese spezifischen Antiseren 

eigens hergestellt werden. Um die notwendigen Proteinmengen für eine Immu-

nisierung zu gewinnen, mussten die klonierten Gene der fünf putativen Co-

Chaperonen HOP, HOP-2, SGT, HIP und p23 sowie der beiden Chaperonen 

HSP90 und HSP70 zunächst rekombinant exprimiert werden. Hierzu wurde ein 

prokaryotisches T7-RNA-Polymerase Expressionssystem gewählt [162]. Zur 

Überexpression wurde der pJC45-Vektor [57] aus der Serie der pJC-Vektoren 

[143] verwendet. Dieser Vektor ermöglicht die Addition von zehn Histidin-Bau-

steinen am N-Terminus des jeweiligen rekombinant exprimierten Proteins, wo-

durch sich die Genprodukte anschließend über Affinitätschromatographie auf-

reinigen lassen. 

3.5.2. Klonierung der Expressionsvektoren

Für die Klonierung der sieben ORFs in den pJC45-Vektor wurden diese zu-

nächst mit spezifischen Oligonukleotiden amplifiziert. Dabei wurde am 5’- und 

3’-Ende des entstandenen PCR-Produktes  eine NdeI bzw. EcoRI Restriktions-

schnittstelle angefügt, wobei das jeweilige Startcodon „ATG“ der ORFs in die 

NdeI-Restriktionsschnittstelle „CATATG“ mutiert wurde. Die PCR-Produkte wur-

den mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen behandelt und an-

schließend jeweils in den mit NdeI und EcoRI linearisierten pJC45-Vektor inse-

riert. Die Subklonierung wurde durch Restriktionsanalysen und Sequenzierung 

überprüft.

3.5.3. Antigen-Aufreinigung, Immunisierung und Verifizierung

Die Transkription der klonierten Gene, und schließlich die Überexpression der 

entsprechenden Proteine, wurde durch Zugabe des Galaktosids IPTG induziert. 

In der Abbildung X (Spalte A) ist zu sehen, dass die Genprodukte aller sieben 

Plasmide in den E. coli BL21(DE3)[pAPlacIQ] Zellen unterschiedlich stark ü-
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berexprimiert werden konnten. Die Expression der Proteine ist effektiv reguliert, 

denn in der nicht-induzierten Kultur ohne IPTG erfolgte nur eine geringe Ex-

pression der entsprechenden Proteine. Als Negativ-Kontrolle diente der ur-

sprüngliche pJC45-Vektor, aus dem durch Subklonierung die sieben Express-

ionsvektoren hervorgegangen sind. Während das Proteinmuster der Kontrollan-

sätze vor und nach Induktion nicht zu unterscheiden ist (nicht dargestellt), stel-

len sich die den rekombinanten Proteinen entsprechenden Banden nach der 

Induktion (+IPTG) im Vergleich zu den Proben vor Induktion (-IPTG) wesentlich 

stärker dar. Das Laufverhalten der überexprimierten Proteine in der SDS-PAGE 

entspricht, mit einer Ausnahme, den Erwartungen. So beträgt das errechnete 

Molekulargewicht (MG), abgeleitet von den Aminosäuresequenzen der ver-

schiedenen ORFs inklusive dem His-tag, von rHSP90 82,5 kDa, von rHSP70 

73,2 kDa, von rHOP 64,2 kDa, von rHOP-2 31 kDa, von rSGT 47,8 kDa und 

von rp23 23,5 kDa. Obwohl das theoretische MG von rHIP 38,9 kDa entspricht, 

deutete das Laufverhalten des rekombinanten Proteins auf ein MG von ca. 49 

kDa hin. Das höhere MG von rHIP kann möglicherweise durch eine nicht effek-

tive Termination der Translation zustande gekommen sein. Alternativ kann das 

aberrante Laufverhalten auch in der Primärstruktur des Proteins begründet sein. 

Die rekombinanten Leishmania-Proteine wurden anschließend über ihre Bin-

dung an Nickel-Chelat-Komplexe durch Affinitätschromatographie aufgereinigt. 

Die Proteinextrakte wurden auf eine Säule mit Nickelsulfat-aktivierter Matrix 

aufgetragen und die Bindung der rekombinanten Proteine an das Säulenmate-

rial erfolgte durch Komplexierung der N-terminalen Histidinreste mit den Nicke-

lionen. Durch Wasch- bzw. Elutionspuffer mit ansteigenden Imidazol-Konzentra-

tionen wurden zunächst unspezifisch gebundene Proteine von der Säule gelöst 

und schließlich die rekombinanten Proteine eluiert. Das jeweilige Aufreinigungs-

resultat ist der Abbildung 16 (Spalte B) zu entnehmen. In den Eluaten von 

rHSP90 fallen neben der Hauptbande des Genprodukts einige schwächere 

Banden in den niedrigeren Molekulargewichtsbereichen auf. Diese sind wahr-

scheinlich auf Abbauprodukte und unvollständige Translationsprodukte zurück-

zuführen. Die Proteinmenge, die erfolgreich aufgereinigt werden konnte, ent-

sprach hierbei nicht unmittelbar der Expressionsmenge.
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A B C Abb. 16: Herstellung der Anti-

gene und Verifizierung der An-

tiseren

kDa E. coli Extrakt

M  -IPTG  

+IPTG

Eluat Nr. 1

   M  rProtein

L. donovani

   M    WT

Prote-

in

Abb. 16: Herstellung der Anti-

gene und Verifizierung der An-

tiseren

130 -

95 -

72 -

55 -

HSP90

In der Spalte A sind Ausschnitte 

von mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Proteingelen abgebil-

det. In diesen 10%igen SDS-Ge-

len wurde das Zellextrakt kompe-

tenter E. coli  Zellen, die zuvor mit 

den unterschiedlichen pJC45-Ex-

pressionsvektoren transformiert 

wurden, vor und nach Zugabe von 

IPTG aufgetrennt. Die Ergebnisse 

der Aufreinigungen sind in der 

Spalte B dargestellt. Dargestellt 

ist jeweils das erste von fünf Elua-

ten. Die Färbung der Proteine 

erfolgte mit Coomassie-Brilliant-

Blau. Die Spalte C zeigt Aus-

schnitte von Immunblots. Das Ly-

sat von 1x107 WT Zellen wurde in 

SDS-Gelen aufgetrennt und an-

schließend auf Membranen trans-

feriert. Die polyklonalen Antiseren 

wurden auf ihre Spezifität getes-

tet. Als Marker (M) diente der Pa-

geRuler Prestained (Fermentas).

95 -

72 -

55 -

HSP70

In der Spalte A sind Ausschnitte 

von mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Proteingelen abgebil-

det. In diesen 10%igen SDS-Ge-

len wurde das Zellextrakt kompe-

tenter E. coli  Zellen, die zuvor mit 

den unterschiedlichen pJC45-Ex-

pressionsvektoren transformiert 

wurden, vor und nach Zugabe von 

IPTG aufgetrennt. Die Ergebnisse 

der Aufreinigungen sind in der 

Spalte B dargestellt. Dargestellt 

ist jeweils das erste von fünf Elua-

ten. Die Färbung der Proteine 

erfolgte mit Coomassie-Brilliant-

Blau. Die Spalte C zeigt Aus-

schnitte von Immunblots. Das Ly-

sat von 1x107 WT Zellen wurde in 

SDS-Gelen aufgetrennt und an-

schließend auf Membranen trans-

feriert. Die polyklonalen Antiseren 

wurden auf ihre Spezifität getes-

tet. Als Marker (M) diente der Pa-

geRuler Prestained (Fermentas).

95 -

72 -

55 -
HOP

In der Spalte A sind Ausschnitte 

von mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Proteingelen abgebil-

det. In diesen 10%igen SDS-Ge-

len wurde das Zellextrakt kompe-

tenter E. coli  Zellen, die zuvor mit 

den unterschiedlichen pJC45-Ex-

pressionsvektoren transformiert 

wurden, vor und nach Zugabe von 

IPTG aufgetrennt. Die Ergebnisse 

der Aufreinigungen sind in der 

Spalte B dargestellt. Dargestellt 

ist jeweils das erste von fünf Elua-

ten. Die Färbung der Proteine 

erfolgte mit Coomassie-Brilliant-

Blau. Die Spalte C zeigt Aus-

schnitte von Immunblots. Das Ly-

sat von 1x107 WT Zellen wurde in 

SDS-Gelen aufgetrennt und an-

schließend auf Membranen trans-

feriert. Die polyklonalen Antiseren 

wurden auf ihre Spezifität getes-

tet. Als Marker (M) diente der Pa-

geRuler Prestained (Fermentas).

43 -

34 -

26 -

HOP-2

In der Spalte A sind Ausschnitte 

von mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Proteingelen abgebil-

det. In diesen 10%igen SDS-Ge-

len wurde das Zellextrakt kompe-

tenter E. coli  Zellen, die zuvor mit 

den unterschiedlichen pJC45-Ex-

pressionsvektoren transformiert 

wurden, vor und nach Zugabe von 

IPTG aufgetrennt. Die Ergebnisse 

der Aufreinigungen sind in der 

Spalte B dargestellt. Dargestellt 

ist jeweils das erste von fünf Elua-

ten. Die Färbung der Proteine 

erfolgte mit Coomassie-Brilliant-

Blau. Die Spalte C zeigt Aus-

schnitte von Immunblots. Das Ly-

sat von 1x107 WT Zellen wurde in 

SDS-Gelen aufgetrennt und an-

schließend auf Membranen trans-

feriert. Die polyklonalen Antiseren 

wurden auf ihre Spezifität getes-

tet. Als Marker (M) diente der Pa-

geRuler Prestained (Fermentas).

72 -

55 -

43 -

HIP

In der Spalte A sind Ausschnitte 

von mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Proteingelen abgebil-

det. In diesen 10%igen SDS-Ge-

len wurde das Zellextrakt kompe-

tenter E. coli  Zellen, die zuvor mit 

den unterschiedlichen pJC45-Ex-

pressionsvektoren transformiert 

wurden, vor und nach Zugabe von 

IPTG aufgetrennt. Die Ergebnisse 

der Aufreinigungen sind in der 

Spalte B dargestellt. Dargestellt 

ist jeweils das erste von fünf Elua-

ten. Die Färbung der Proteine 

erfolgte mit Coomassie-Brilliant-

Blau. Die Spalte C zeigt Aus-

schnitte von Immunblots. Das Ly-

sat von 1x107 WT Zellen wurde in 

SDS-Gelen aufgetrennt und an-

schließend auf Membranen trans-

feriert. Die polyklonalen Antiseren 

wurden auf ihre Spezifität getes-

tet. Als Marker (M) diente der Pa-

geRuler Prestained (Fermentas).

72 -

55 -

43 -

SGT

In der Spalte A sind Ausschnitte 

von mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Proteingelen abgebil-

det. In diesen 10%igen SDS-Ge-

len wurde das Zellextrakt kompe-

tenter E. coli  Zellen, die zuvor mit 

den unterschiedlichen pJC45-Ex-

pressionsvektoren transformiert 

wurden, vor und nach Zugabe von 

IPTG aufgetrennt. Die Ergebnisse 

der Aufreinigungen sind in der 

Spalte B dargestellt. Dargestellt 

ist jeweils das erste von fünf Elua-

ten. Die Färbung der Proteine 

erfolgte mit Coomassie-Brilliant-

Blau. Die Spalte C zeigt Aus-

schnitte von Immunblots. Das Ly-

sat von 1x107 WT Zellen wurde in 

SDS-Gelen aufgetrennt und an-

schließend auf Membranen trans-

feriert. Die polyklonalen Antiseren 

wurden auf ihre Spezifität getes-

tet. Als Marker (M) diente der Pa-

geRuler Prestained (Fermentas).
43 -

34 -

26 -

p23

In der Spalte A sind Ausschnitte 

von mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Proteingelen abgebil-

det. In diesen 10%igen SDS-Ge-

len wurde das Zellextrakt kompe-

tenter E. coli  Zellen, die zuvor mit 

den unterschiedlichen pJC45-Ex-

pressionsvektoren transformiert 

wurden, vor und nach Zugabe von 

IPTG aufgetrennt. Die Ergebnisse 

der Aufreinigungen sind in der 

Spalte B dargestellt. Dargestellt 

ist jeweils das erste von fünf Elua-

ten. Die Färbung der Proteine 

erfolgte mit Coomassie-Brilliant-

Blau. Die Spalte C zeigt Aus-

schnitte von Immunblots. Das Ly-

sat von 1x107 WT Zellen wurde in 

SDS-Gelen aufgetrennt und an-

schließend auf Membranen trans-

feriert. Die polyklonalen Antiseren 

wurden auf ihre Spezifität getes-

tet. Als Marker (M) diente der Pa-

geRuler Prestained (Fermentas).

Coomassie-Bril-

liant-Blau ge-

färbtes SDS-

PAGE

Coomassie-Bril-

liant-Blau ge-

färbtes SDS-

PAGE

Immunblot 

mit spezifi-

schen Antise-

ren

In der Spalte A sind Ausschnitte 

von mit Coomassie-Brilliant-Blau 

gefärbten Proteingelen abgebil-

det. In diesen 10%igen SDS-Ge-

len wurde das Zellextrakt kompe-

tenter E. coli  Zellen, die zuvor mit 

den unterschiedlichen pJC45-Ex-

pressionsvektoren transformiert 

wurden, vor und nach Zugabe von 

IPTG aufgetrennt. Die Ergebnisse 

der Aufreinigungen sind in der 

Spalte B dargestellt. Dargestellt 

ist jeweils das erste von fünf Elua-

ten. Die Färbung der Proteine 

erfolgte mit Coomassie-Brilliant-

Blau. Die Spalte C zeigt Aus-

schnitte von Immunblots. Das Ly-

sat von 1x107 WT Zellen wurde in 

SDS-Gelen aufgetrennt und an-

schließend auf Membranen trans-

feriert. Die polyklonalen Antiseren 

wurden auf ihre Spezifität getes-

tet. Als Marker (M) diente der Pa-

geRuler Prestained (Fermentas).

Die so gewonnenen Antigene wurden im Folgenden für die Immunisierung von 

NMRI-Mäusen eingesetzt. Nach Isolierung der Antiseren wurden diese in Im-

munblot Analysen auf ihre Spezifität hin untersucht. Hierzu wurde L. donovani 

WT Proteinlysat von je 1x107 Zellen mittels  SDS-PAGE aufgetrennt, in einem 

Western Blot auf eine Membran transferiert, anschließend mit den polyklonalen 

Antiseren inkubiert. Als sekundäre Antikörper wurde ein mit Biotin-konjugierter 

Anti-Maus Antikörper eingesetzt, an den wiederum das AP-konjugierte Strepta-
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vidin binden konnte. Abschließend erfolgte der colorimetrische Nachweis der 

Alkalischen Phosphatase (AP). Das Ergebnis der Immunblot Analysen ist in der 

Abbildung 16 (Spalte C) dargestellt. Alle sieben polyklonalen Antiseren reagie-

ren spezifisch, sowohl mit dem jeweiligen rekombinanten Protein (nicht darge-

stellt), als  auch mit einem auf gleicher Höhe laufenden Protein aus dem L. do-

novani WT Gesamtproteinlysat. Der polyklonale anti-HSP90 Antikörper erkennt 

neben der spezifischen 83 kDa Bande, noch weitere Banden, wobei es  sich um 

HSP90-Abbauprodukte handeln könnte. Ebenfalls auffällig ist eine 73 kDa Ban-

de, die der anti-HOP Antikörper neben der eigentlichen 62,2 kDa, markiert. Wie 

bereits in Kapitel 3.3.3 erwähnt, wird dieses Phänomen im Verlauf dieser Arbeit 

noch genauer untersucht werden. 

Nachdem so die Empfindlichkeit und Spezifität der Antiseren belegt war, konn-

ten diese für die Verifizierung der Mutanten, für Expressionskinetiken während 

der Differenzierung, für die Immunfluoreszenz-Mikroskopie und für den Nach-

weis eventuell vorhandener oligomerer Proteinkomplexe verwendet werden.

3.6. Expression während der Stadiendifferenzierung

In dem folgenden Experiment sollte die Expressionskinetik der fünf Co-Cha-

peronen während des Differenzierungsprozesses analysiert werden. Hierzu 

wurden promastigote L. donovani WT Zellen in vitro zu amastigoten Stadien dif-

ferenziert. Der Nachweis  der Stadiendifferenzierung erfolgte anhand mikrosko-

pischer Beobachtungen und durch den Nachweis der amastigoten spezifischen 

A2-Proteine (Daten nicht dargestellt). Die während der Differenzierung täglich 

entnommen Proben, wurden anschließenden in einer SDS-PAGE aufgetrennt 

und auf eine Membran transferiert. Der Protein-Nachweis erfolgte mit den spe-

zifischen polyklonalen Antiseren. Die Banden der digitalisierten Immunblots und 

Coomassie-Brilliant-Blau gefärbten Kontrollgele wurden nachfolgend mit der 

Software Photoshop quantifiziert und gegen die Coomassie gefärbten Banden 

normiert. Die Abbildung 17 zeigt das Ergebnis  von vier unabhängigen Versu-

chen.

Ergebnisse

71



Abb. 17: Kinetik der Co-

Chaperonen Expression 

während der Stadiendiffe-

renzierung

Die Abbildung zeigt das Er-

gebnis von jeweils vier un-

abhängigen Versuchen pro 

untersuchtem Co-Chaperon. 

Die Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichung an.

Abbildung 17 stellt das  relative Expressionslevel der einzelnen Co-Chaperonen 

während der Differenzierung dar. Die Kinetik der beiden HOP Proteine zeigt ei-

nen recht ähnlichen Verlauf. Zunächst kommt es infolge des Hitzeschocks (Tag 

1) in beiden Fällen zu einem leichten, maximal 0,5-fachen Anstieg der Protein-

menge; dann nehmen die Konzentrationen aber nicht mehr zu. Im Laufe der 

Umwandlung zur Amastigote (Tag 2-4) nähert sich das Proteinlevel beider Pro-

teine wieder dem Promastigoten-Niveau an. Die Expressionskinetik von HIP 

zeigt, dass  sich die Proteinmenge während der gesamten Phase der Differen-

zierung kaum verändert. Insgesamt kommt es infolge der Pro-zur-Amastigoten 

Differenzierung zu einer leichten Abnahme des Proteins. Bei den Proteinen p23 

und SGT ist eine starke Zunahme der Proteinkonzentrationbis  zum Tag 3 zu 

beobachten. Am Tag 2 und 3 haben sich die Proteinmengen gegenüber dem 

Promastigoten-Niveau fast verdoppelt. Am Tag 4 sind die Proteinmengen von 

p23 und SGT in den Zellen immer noch erhöht gegenüber dem Level von Tag 0; 

Tendenz abnehmend. Zusammengefasst konnte mit diesem Versuch gezeigt 

werden, dass es sich bei den beiden HOP Proteinen um Hitze-induzierbare Pro-

teine handelt. Die Expression von SGT und p23 wird während der gesamten 

Phase der Stadiendifferenzierung hochreguliert. Zudem konnte gezeigt werden, 

dass der Differenzierungsprozess keinen bzw. kaum Einfluss auf die Express-

ionskinetik von HIP hat. 

Ein weitere Aspekt der im Rahmen der Expressionsstudien näher untersucht 

werden sollte, war die bereits in Kapitel 3.3.3 und 3.5.3 erwähnte "zweite" HOP 

Bande auf Höhe der 72 kDa-Markerbande, die vom polyklonalen anti-HOP Anti-

serum erkannt wird. Das theoretische Molekulargewicht von HOP beträgt 62,2 

kDa; bei dieser Berechnung bleiben posttranskriptionale Modifikationen unbe-
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rücksichtigt. Laut dem Programm NetPhos 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

NetPhos/) verfügt die Aminosäuresequenz von HOP über 29 putative Phos-

phorylierungsstellen. Im Detail handelt es  sich hierbei um 9 Serine, 8 Threonine 

und 12 Tyrosine, die laut dem Programm NetPhos phosphoryliert werden könn-

ten. In einer Studie, die parallel zu dieser Arbeit durchgeführt wurde, konnte ge-

zeigt werden, dass 

Sollte das Protein HOP in der Promastigote tatsächlich in einer unphoshorylier-

ten und einer phosphoryliert Form vorliegen, würde dies zu Ladungs- und Kon-

formationsänderungen führen, was wiederum die "zweite" Bande erklären wür-

de. Um diese Theorie zu testen, wurde der L. donovani Wildtyp in vitro zu axe-

nischen Amastigoten differenziert. Täglich abgenommene Kulturen wurden zur 

Protein-Extraktion unter nativen Bedingungen lysiert und anschließend in vitro 

mithilfe der sauren Phosphatase aus Kartoffeln dephosphoryliert. Enzymbehan-

delte und unbehandelte Proteinproben wurden unter reduzierenden Bedingun-

gen in einem 10%igen SDS-Gel separiert und im Folgenden einer immunologi-

schen Analyse unterzogen.

Abb. 18: Vergleichende Immunblotanaly-

se mit anti-HOP von phosphorylierten- 

und dephosphorylieren WT Lysaten

Promastigote  WT Zellen wurden in vitro zu 

axenischen Amastigoten differenziert. Täg-

lich abgenommene Proben wurden unter 

nativen Bedingungen aufgeschlossen und in 

vitro mit Hilfe der sauren Phosphatase aus 

Kartoffeln (+PAP) dephosphoryliert. Die 

Kontrollproben (-PAP) wurde ohne Enzym 

inkubiert. Die Auftrennung der Proteine er-

folgte unter reduzierenden Bedingungen in 

einem 10%igen SDS-Gel, gefolgt von einer 

Immunblotanalyse mit dem anti-HOP 

(1:1000) Antiserum.

Die Abbildung 18 zeigt Ausschnitte aus den Immunblotanalysen; oben darge-

stellt sind die unbehandelten Proteinproben und unten die Proteinproben, die in 

vitro dephosphoryliert wurden. In beiden Fällen markiert der anti-HOP Antikör-

per zu allen fünf Zeitpunkten der Stadiendifferenzierung eine 62,2 kDa Bande, 

die dem theoretischem MW von HOP entspricht. Wie bereits in der Express-
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ionskinetik (Abb. 17) gezeigt, steigt die HOP Konzentration nach Hitzeschock 

(Tag 1) an und bleibt für einige Zeit auf diesem Niveau, bevor die Konzentration 

des Proteins gegen Ende der Umwandlung wieder abnimmt. Die 73 kDa Bande 

ist auf dem oberen Immunoblot deutlich zu erkennen. Genau wie die 62,2 kDa 

Bande steigt die Konzentration nach Hitzeschock an. Auf dem unteren Blot, auf 

dem die dephosphorylierten Proteinproben zu sehen sind, ist die 73 kDa Bande 

kaum noch zu erkennen. Somit konnte durch diesen Versuch gezeigt werden, 

dass es sich beider 73 kDa Bande um phosphoryliertes HOP handelt. Das Hit-

ze-induzierbare HOP liegt laut diesem Experiment sowohl in der Pro- als  auch 

in der Amastigote in einer unphosphorylierten und phosphorylierten Form vor. 

Die Konzentrationen beider Varianten des Proteins steigen nach Hitzeschock 

an.

3.7. Subzelluläre Lokalisation der putativen Co-Chaperonen

Die Aufklärung der subzellulären Lokalisation der zu untersuchenden Proteine 

erfolgte zum einem durch direkte Fluoreszenzmikroskopie von eGFP-Fusions-

proteinen und zum anderen indirekt durch Verwendung der spezifischen Antise-

ren. Eine Kombination aus direkter und indirekter Fluoreszenzmikroskopie er-

möglichte zudem Co-Lokalisationsstudien.

3.7.1. Lokalisation mittels eGFP-Fusionsproteinen

Um die fünf Co-Chaperonen direkt im Parasiten sichtbar zu machen und in vivo 

zu untersuchen, wurden transgene Leishmanien hergestellt. Hierzu wurde der 

L. donovani Wildtyp jeweils mit einem der fünf klonierten Expressionsvektoren 

bzw. mit dem pTL::eGFP Vektor (als  Kontrolle) transfiziert. Die Leishmanien ex-

primieren, je nach transfiziertem Vektor, eins der fünf Co-Chaperonen, an das 

eine C-terminale GFP(green fluorescent protein)-Domäne gekoppelt ist. Das 

grün fluoreszierende Protein wurde erstmals in Aequorea victoria entdeckt und 

hat sich als guter Marker für Protein-Lokalisationsstudien etabliert [163], da 

GFP für die Ausbildung des Fluorophors keine Kofaktoren benötigt. Das hier 

verwendete eGFP (enhanced green fluorescent protein) gehört zur Klasse 2 der 

GFP-Varianten. Diese Klasse wird auf Grund ihrer starken Leuchtkraft und ihres 

Anregungsspektrums häufig benutzt [164]. Anhand der Verteilung der Fluores-

zenz der eGFP-Komponente kann auf die Lokalisation des  zu untersuchenden 

Proteins geschlossen werden.
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Für die Konstruktion der für HOP-, HOP-2-, HIP-, SGT- und p23::eGFP kodie-

renden Plasmide wurden die jeweiligen offenen Leseraster der Gene in den 

pTLv3::eGFP- bzw. pTLv4::eGFP-Vektor subkloniert und anschließend in pro-

mastigote WT Zellen transfiziert, selektiert und vereinzelt. Im Fluoreszenzmik-

roskop wurden die Präparate lebender, durch polymerisierte Agarose immobili-

sierter, Promastigoten mit einer Anregungswellenlänge von 488 nm betrachtet. 

Die nachfolgende Abbildung zeigt die Fluoreszenzsignale in Leishmanien, die 

mit den Episomen pTLv4::eGFP, pTLv4-HOP::eGFP, pTLv4-HOP-2::eGFP, 

pTLv3-HIP::eGFP, pTLv3-SGT::eGFP oder pTLv3-P23::eGFP transfiziert wur-

den. 

SGT::eGFP p23::eGFP

a

c

b

d

e f

pTLv4::eGFP HOP::eGFP

HOP-2::eGFP HIP::eGFP

Abb. 19: Subzelluläre Lokalisation 

mittels direkter Fluoreszenzmik-

roskopie

Die Nativpräparate wurden jeweils 

vom Einzelklon Nr. 1 der transgenen 

Kulturen aus der späten logarithmi-

schen Phase angefertigt. Die Fixie-

rung erfolgte in Agarose. Die Auf-

nahmen wurden am Epi-Fluores-

zenzmikroskop (Leica) angefertigt. 

Die Länge der Balken entspricht 10 

$m.

Die Kontrolle (Abb. 19a) zeigt ein die ganze Zelle umfassendes  Verteilungsmus-

ter ohne Spezifität für ein bestimmtes subzelluläres Kompartiment. Eine deutli-

che grüne Fluoreszenz geht vom gesamten Zellkörper und der Geißel aus. Dies 

trifft auch auf die Fluoreszenzsignale von HOP-2::eGFP (Abb. 19c), HIP::eGFP 

(Abb. 19d) und p23::eGFP (Abb. 19f) zu. Die grüne Fluoreszenz verteilt sich dif-

fus in den Leishmanien. Lediglich zwei runde Flächen im Zellkörper sind ausge-

spart. Hierbei handelt es sich vermutlich um den Nukleus  und den Kinetoplas-
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ten. Das Fluoreszenzsignal des Fusionsproteins HOP::eGFP (Abb. 19b) dage-

gen verteilt sich punktuell über das Cytoplasma. Die einzelnen Punkte des Fluo-

reszenzmusters unterscheiden sich zudem in ihrer Fluoreszenzintensität. Eben-

falls ausgespart sind zwei runde Flächen, wobei es sich vermutlich um die 

DNA-enthaltenen Organellen handelt. Auch das  SGT::eGFP Signal unterschei-

det sich deutlich von den bisher beschriebenen Lokalisationen. SGT::eGFP 

zeigt eine eher flächige, cluster-artige Verteilung, vor allem in der näheren Um-

gebung der freien Fläche, die vermutlich den Zellkern darstellt.

Häufig ist die subzelluläre Lokalisation von HSP und ihren Co-Faktoren stres-

sabhängig reguliert. So zeigen z.B. HSP70 und auch das Co-Chaperon HOP 

[165,166] eine stressabhängige nukleäre Translokation und nukleoläre Lokali-

sation. Inwiefern sich die Lokalisation der fünf putativen Co-Chaperonen Hitzes-

tress-abhängig ändert, sollte daher ebenfalls untersucht werden. Hierzu wurden 

die transgenen Leishmanien in vitro in axenische Amastigoten umgewandelt. 

Während des gesamten Umwandlungsprozesses wurden täglich Zellen abge-

nommen, fixiert und mikroskopisch untersucht (Daten nicht dargestellt). In kei-

nem Fall führte der Hitzeschock zu einer Translokation der putativen Co-Cha-

peronen in den Zellkern. Das dies ebenfalls auf die molekularen Chaperone 

HSP90 und HSP70 zutrifft, konnte bereit 1996 von Hübel und Clos gezeigt wer-

den [49].

3.7.2. Lokalisation mittels Immunfluoreszenz

In manchen Fällen kann es durch das Koppeln von GFP an ein Protein dazu 

kommen, dass das Protein nicht mehr in der Lage ist, seine natürliche Position 

in der Zelle einzunehmen. Ob dies  auf die in dieser Arbeit vorgestellten Fusi-

onsproteine zutrifft, konnte mithilfe der spezifischen Antikörper überprüft wer-

den. Zeigen die Lokalisationsstudien mittels eGFP-Fusionsprotein und mittels 

Immunfluoreszenz vergleichbare Ergebnisse, ist davon auszugehen, dass das 

ans Protein gekoppelte eGFP keinen störenden Einfluss auf die Lokalisation 

hat. Um außerdem sicher zu gehen, dass es  sich bei den nicht fluoreszierenden 

Flächen im Zellkörper der transgenen Leishmanien um Zellkern und Kine-

toplast, die DNA-enthaltenen Organellen, handelte, wurden Immunfluoreszenz-

Studien mit promastigoten Stadien kombiniert mit einer DAPI-Färbung vorge-

nommen. Als primäre Antikörper wurden die polyklonalen Antiseren aus Maus 

verwendet. Als  sekundärer Antikörper wurde ein Alexa 594-gekoppelter anti-
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Maus Antikörper gewählt. Zeitgleich mit dem sekundären Antikörper wurden die 

Leishmanien mit DAPI gefärbt. Als Negativkontrolle wurden die Kulturen jeweils 

nur mit dem primären bzw. dem sekundären Antikörper und DAPI behandelt. 

f

DAPI

a
n

ti
-H

O
P

a
n

ti
-H

O
P

-2
a

n
ti

-p
2

3
a

n
ti

-S
G

T
a

n
ti

-H
IP

a N 
 IK 

 I

d
N 
 I

K 
 I

g N 
 I

K 
 I

k
N 
 I K 

 I

n N 
 I

N 
 I

K 
 I

K 
 I

merge

c

Alexa 594

b

e

h i

l m

o p

f

Abb. 20: Subzelluläre Lokalisa-

tion der fünf Co-Chaperonen 

mittels Immunfluoreszenz Stu-

dien

Fixierte L. donovani WT Promas-

tigoten wurden nach Permeabili-

sierung (durch Triton X-100) mit 

den spezifischen Antiseren  

(1:1000- 1:500) inkubiert. Als se-

kundärer Antikörper diente der 

anti-Maus Alexa 594-gekoppelte 

Antikörper (1:2500). Der DNA-

Farbstoff DAPI (1:50) wurde zeit-

gleich mit dem sekundären Anti-

körper auf die Leishmanien ge-

geben. Der Balken entspricht (lin-

ke Spalte) einer Länge von 5 $m.

Die Immunfluoreszenz wurde im Mikroskop mit einer Anregungswellenlänge 

von 559 nm und die DAPI-Färbung bei 405 nm die betrachtet. Die DAPI Fär-

bung ist in der linken Spalte dargestellt. Nukleus (N) und Kinetoplast (K) sind 

aufgrund ihrer Größe und Anordnung deutlich voneinander zu unterscheiden. In 

der mittleren Spalte ist indirekt die Lokalisation der Proteine dargestellt. Die 

rechte Spalte zeigt die Überlagerung der beiden Bilder, den so genannten mer-

ge. Ganz deutlich ist dem merge zu entnehmen, dass es sich bei den freien, 

nicht vom Antikörper erkannten, runden Flächen im Cytoplasma, um Zellkern 

und Kinetoplast handelt. 
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Im Gegensatz zu den direkten Fluoreszenzmustern erscheinen die Muster der 

Immunfluoreszenzen besser definiert. Der Grund hierfür liegt in der Verwen-

dung und Funktionsweise der verwendeten Mikroskope. Während die direkte 

Fluoreszenzmikroskopie an einem Epi-Fluoreszenzmikroskop durchgeführt 

wurde, handelt es sich bei den Immunfluoreszenz-Bildern um Aufnahmen aus 

einem konfokalen Laser-Mikroskop. Außerdem wurden unterschiedliche Ver-

größerungen verwendet. 

Generell lassen sich kaum Unterschiede zwischen den Fluoreszenzmustern der 

einzelnen Antikörper feststellen. In allen Fällen sind im Cytosol punktierte Mus-

ter zu erkennen. Einzig die SGT Verteilung hebt sich etwas ab. Große Cluster in 

der näheren Umgebung vom Zellkern werden vom Antikörper erkannt. Die Gei-

ßeln wiesen in allen Fällen keine bzw. nur eine sehr schwache Fluoreszenz auf. 

Die Negativkontrollen wiesen keine Immunfluoreszenz auf (Daten nicht darge-

stellt). 

3.7.3. Co-Lokalisationsstudien 

Eine Kombination aus direkter Fluoreszenzmikroskopie und Immunfluoreszenz 

ermöglichte im Rahmen dieser Arbeit die zeitgleiche Untersuchung der subzel-

lulären Lokalisation zweier Proteine. Das eGFP-Fusionsprotein als grüne Fluo-

reszenz erscheint im merge bei Überlagerung mit dem rot fluoreszierendem 

Signal vom sekundären Antikörper gelb bzw. weiß. Eine Co-Lokalisation zweier 

Proteine wird somit als gelber Bereich im merge dargestellt.

Die Abbildung 21 stellt eine solche Co-Lokalisationsstudie dar. Transgene L. 

donovani Promastigote, die das Fusionsprotein HOP::eGFP exprimieren, wur-

den fixiert, permeabilisiert und anschließend mit spezifischen Antiseren, die sich 

gegen die beiden Chaperonen HSP90 und HSP70 bzw. die vier Co-Chapero-

nen HOP-2, SGT, HIP und p23 richten, inkubiert. Als sekundärer Antikörper 

wurde der anti-Maus Alexa 594 verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI wur-

de zeitgleich mit dem sekundären Antikörper appliziert. Von links nach rechts 

sind in der Abbildung 20 jeweils  das rote Fluoreszenzsignal des sekundären An-

tikörpers, die DAPI Färbung, die direkte Fluoreszenz des HOP::eGFP Fusions-

proteins und der merge abgebildet. 
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Abb. 21: Co-Lokalisationsstudien auf Basis der HOP::eGFP exprimierenden Promastigo-

ten

Fixierte transgene Promastigoten wurden nach Permeabilisierung mit spezifischen Antiseren  

(1:1000 - 1:500) inkubiert. Als sekundärer Antikörper diente der anti-Maus Alexa 594-gekoppelte 

Antikörper (1:2500). Der DNA-Farbstoff DAPI (1:50) wurde zeitgleich mit dem sekundären Anti-

körper auf die Leishmanien gegeben. Der Balken entspricht (linke Spalte) einer Länge von 5 

$m. Die weißen Pfeile zeigen auf sich überlagernde fluoreszierende Cluster hin. N = Nukleus, K 

= Kinetoplast

In dieser Studie konnten keine signifikanten Co-Lokalisationen der Proteine 

HOP-2 und HOP (Abb. 21m) und SGT und HOP (Abb. 21q) nachgewiesen wer-
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den. Die Fluoreszenzsignale des sekundären Antikörpers deckten sich an kei-

ner Stelle mit der direkten Fluoreszenz der chimären HOP::eGFP Proteine. Eine 

partielle Überlagerung der Fluoreszenzsignale konnte dagegen für HSP90 und 

HOP (Abb. 21d), HSP70 und HOP (Abb. 21h) und p23 und HOP (Abb. 21y) 

festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass das Co-Chaperon HOP partiell 

mit den Chaperonen HSP90 und HSP70 sowie mit dem putativen Co-Chaperon 

p23 in der Promastigote co-lokalisiert. Die Überlagerung der Fluoreszenzsigna-

le bei der Kombination von HIP und HOP ist nicht so deutlich, wie bei den zuvor 

beschriebenen Kombinationen. Eine zufällige Überlagerung der Fluoreszenz-

signale kann nicht ausgeschlossen werden. 

Die folgende Abbildung stellt die Ergebnisse der Co-Lokalisationsstudie basie-

rend auf L. donovani [pTLv3-SGT::eGFP] Promastigoten dar. Ganz deutlich zu 

erkennen ist partielle die Co-Lokalisation von HSP70 und SGT (Abb. 22h). Das 

Protein SGT scheint jedoch auch mit dem Chaperon HSP90 zumindest in Teilen 

zu co-lokalisieren (Abb. 22d). Absolut keine Übereinstimmung von Fluoreszenz-

signalen erbrachten die Kombinationen HOP-2 und SGT (Abb. 22q) sowie p23 

und SGT (Abb. 22y). Die Überlagerung in der Kombination von HOP und SGT 

(Abb. 22m) ist fragwürdig, da die grüne Fluoreszenz in diesem Bereich im Cy-

toplasma extrem stark ist. Absolut übereinstimmend sind dagegen die Fluores-

zenzmuster in der Kombination von HIP und SGT (Abb. 22u). Die grüne Fluo-

reszenz vom SGT::eGFP Chimera und die immunologische Färbung mit dem 

anti-HIP Antiserum zeigen identische Muster in der subzellulären Verteilung im 

Cytoplasma der Promastigote. Im weiteren wurden auch noch L. donovani 

[pTLv4-HOP-2::eGFP] und L. donovani [pTLv3-p23::eGFP] als Basis weiterer 

Analysen herangezogen. 
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Abb. 22: Co-Lokalisationsstudien auf Basis der SGT::eGFP exprimierenden Promastigo-

ten

Fixierte transgene Promastigoten wurden nach Permeabilisierung mit spezifischen Antiseren  

(1:1000 - 1:500) inkubiert. Als sekundärer Antikörper diente der anti-Maus Alexa 594-gekoppelte 

Antikörper (1:2500). Der DNA-Farbstoff DAPI (1:50) wurde zeitgleich mit dem sekundären Anti-

körper auf die Leishmanien gegeben. Der Balken entspricht (linke Spalte) einer Länge von 5 

$m. Die weißen Pfeile zeigen auf sich überlagernde fluoreszierende Cluster hin. N = Nukleus, K 

= Kinetoplast
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Eine Zusammenfassung der Ergebnis aller durchgeführten Co-Lokalisations-

studien ist der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen.

Tab. 10: Zusammenfassung der Ergebnisse aller durchgeführten Co-Lokalisationsstudien

anti-HSP90
anti-

HSP70
anti-HOP

anti-HOP-
2

anti-SGT anti-HIP anti-p23

HOP::eGFP
partielle 
Co-Lokali-
sation

partielle 
Co-Lokali-
sation

n.d.
keine 
Co-Lokali-
sation

keine 
Co-Lokali-
sation

partielle/
zufällige 
Co-Lokali-
sation

partielle 
Co-Lokali-
sation

HOP-2::eGF
P

keine 
Co-Lokali-
sation

keine 
Co-Lokali-
sation

keine 
Co-Lokali-
sation

n.d.
keine 
Co-Lokali-
sation

keine 
Co-Lokali-
sation

keine 
Co-Lokali-
sation

SGT::eGFP
partielle 
Co-Lokali-
sation

partielle 
Co-Lokali-
sation

partielle 
Co-Lokali-
sation

keine 
Co-Lokali-
sation

n.d.
flächige 
Co-Lokali-
sation

keine 
Co-Lokali-
sation

HIP::eGFP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

p23::eGFP
partielle 
Co-Lokali-
sation

partielle 
Co-Lokali-
sation

partielle 
Co-Lokali-
sation

n.d. n.d.
keine 
Co-Lokali-
sation

n.d.

Das Ergebnis der Co-Lokalisationsstudie, basierend auf den HOP::eGFP ex-

primierenden Leishmanien, konnte mit den p23::eGFP Chimera bestätigt wer-

den. Die Chaperone HSP90 und HSP70 befinden sich teilweise in der Promas-

tigote in räumlicher Nähe der putativen Co-Chaperonen HOP und p23. Das Pro-

tein HOP-2 konnte mit keinem der getesteten Proteine in einen räumlichen Be-

zug gestellt werden. Als besonders signifikant stellte sich die absolute Deckung 

der Fluoreszenzsignale von SGT::eGFP und dem anti-HIP dar. Durch die Identi-

fizierung der subzellulären Lokalisation der putativen Co-Chaperonen und die 

Aufklärung von Co-Lokalisationen von Chaperonen und Co-Chaperonen konn-

ten erste Hinweise bezüglich möglicher Interaktionspartner gewonnen werden.   

3.8. Nachweis von oligomeren Proteinstrukturen

Zur Untersuchung der biologisch relevanten Konformationen der Co-Chapero-

nen, sowie zum Nachweis von möglichen Komplexbildungen, wurde im Rah-

men dieser Arbeit eine Variante der Gelelektrophorese gewählt, bei der native, 

also gefaltete Proteine im elektrischen Feld aufgrund der vom Polyacrylamid-

Gel vorgegebenen Porengröße aufgetrennt werden. Hierzu wurden unter nicht-

denaturierenden Bedingungen gewonnene Lysate von L. donovani Promastigo-

ten in einem nativen Gradientengel bis zum Äquilibrum separiert. Nach einer 

Inkubation unter reduzierenden Bedingungen folgte der Proteintransfer auf eine 
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Membran. In der anschließenden Immunblotanalyse wurden die Proteine mit-

hilfe von Chaperon-spezifischen Antiseren markiert. Die Abbildung 23 stellt das 

Ergebnis der nativen Gradienten-PAGE dar. 
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Abb. 23: Immunologischer Nachweis oligo-

merer Proteinkomplexe in L. donovani Pro-

mastigoten

Unter nicht-denaturierenden Bedingungen lysier-

te Promastigoten wurden in einem nativen 4-

18%igen Gratienten-PAGE separiert. Pro Spur 

wurde das Lysat von 1x107 Zellen aufgetrennt. 

Die Proteine wurden 24 Stunden in dem TBE 

gepufferten Gel bis zum Erreichen ihres Äqui-

libriums separiert. Anschließend wurden die nati-

ven Proteinkomplexe denaturiert, reduziert und 

auf eine PVDF-Membran geblottet. In der fol-

genden Immunblotanalyse wurden die Antiseren 

gegen HSP90, HSP70, HOP, SGT, HOP-2, HIP 

und p23 eingesetzt (1:1000-1:500). Die Protein-

banden wurden durch alkalische Phosphatase 

Reaktion sichtbar gemacht. Die Größen der 

Markerproteine des HMW Markers (Amersham) 

sind links angegeben. Dargestellt ist ein reprä-

sentativer Immunblot; insgesamt wurde das Ex-

periment viermal durchgeführt. Alle sichtbaren 

Banden wurden mit einer Nummer versehen (1-

12). Die mit Coomassie-Brilliant-Blau gefärbte 

Ladekontrolle ist nicht dargestellt.

Das polyklonale anti-HSP90 Antiserum markiert auf dem oben dargestellten 

Immunblot zwei Banden; eine sehr definierte Bande auf Höhe des 232 kDa 

Markerproteins (1) und eine zweite, die sich über den Bereich von etwa 90-140 

kDa (2) erstreckt. Der anti-HSP70 Antikörper erkennt einen Komplex von etwa 

200 kDa (3). Mit dem Serum gegen das putative Co-Chaperon HOP konnte e-

benfalls ein Bande (4) auf Höhe der 232 kDa Markerbande markiert werden. 

Das Antiserum gegen SGT erkennt drei sehr definierte Banden; die Komplexe 

von einer Größe von etwa 470 kDa (5), 130 kDa (6) und 110 kDa (7) repräsen-

tieren. Die Verwendung des anti-HOP-2 Antiserums führte zu keinem Ergebnis. 

Der anti-HOP-2 Antikörper erkannte auf dem Blot kein Protein. Insgesamt drei 

Komplexe werden vom anti-HIP Antiserum erkannt. Hierbei handelt es  sich um 
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Komplexe der geschätzten Größe von 470 kDa (8), 140 kDa (9) und 120 kDa 

(10). Das Antiserum gegen p23 erkennt zwei definierte Banden, wobei es sich 

um p23 Mono- und Dimere handeln könnte. Aufgrund des Fehlens einer Mark-

erbande auf dieser Höhe werden die beiden Banden somit auf eine Größe von 

44 kDa (11) und 22 kDa (12) geschätzt. Zusammenfassend kann man sagen, 

das der HOP-enthaltende 232 kDa Komplex (4) mit dem HSP90-enthaltenden 

Komplex (1) co-migriert. Dies deutet darauf hin, dass beide Proteine in eben 

diesem 232 kDa Multiproteinen-Komplex assoziiert sein könnten. Des Weiteren 

erkennt das anti-HIP Antiserum eine Bande (8), die exakt auf gleicher Höhe mit 

einem SGT-enthaltenen Komplex (5), liegt. Dies legt, zusammen mit den Co-

Lokalisationsdaten nahe, dass die Proteine SGT und HIP beide Teil des glei-

chen 470 kDa Komplexes sind. 

Ob und inwieweit sich an diesen Proteinkomplexen etwas ändert, wenn die L. 

donovani Wildtyp Promastigoten für 24 Stunden unter Hitzestress (37°C) ge-

setzt werden, sollte ebenfalls  geklärt werden. Die Abbildung 23 zeigt das Er-

gebnis dieser Untersuchung. Das Antiserum gegen HSP90 erkennt auch nach 

Hitzeschock nach wie vor eine Bande bei 232 kDa (1) und eine im Bereich 90-

140 kDa (2). Der vom anti-HSP70 erkannte Multiproteinen-Komplex erstreckt 

sich nach Hitzestress über einen Bereich von 150-230 kDa (3). Interessanter-

weise erkennt das Antiserum gegen HOP nach Hitzestress drei anstatt zuvor 

nur einen Komplex. Die Multiprotein-Komplexe weisen Größen von ca. 200-450 

kDa (4), 140 kDa (5) und 100 kDa (6) auf. Der anti-SGT Antikörper erkennt 

nach wie vor den 470 kDa (7) Komplex, die beiden kleineren Komplexe von ca. 

120 kDa, werden allerdings nicht markiert. Das anti-HOP-2 Antiserum erkannte 

erneut kein Protein auf der Membran. Vom anti-HIP Antiserum wurden zwei 

Komplexe erkannt; bei 470 kDa (8) und bei etwa 140 kDa (9). Die vor Hitze-

schock vorhandene 120 kDa Bande wird nicht mehr erkannt. Auch leicht verän-

dert zeigt sich das Bandenmuster, dass vom anti-p23 Antiserum markiert wird. 

Zu den zwei Banden ist nach Hitzeschock eine dritte Bande hinzugekommen. 

Aufgrund fehlender Markerbanden in diesem Bereich lassen sich die Größen 

allerdings nur schwer abschätzen. Ausgehend von der untersten Bande (12), 

bei der es sich vermutlich um das p23 Monomer handelt, und das auf eine Grö-

ße von 22 kDa gesetzt wird, liegen die beiden anderen Banden bei etwa 44 kDa 

(11) und 55 kDa (10).
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Abb. 24: Immunologischer Nachweis oligo-

merer Proteinkomplexe in L. donovani Pro-

mastigoten nach 24 Stunde Hitzeschock

Unter nicht-denaturierenden Bedingungen lysier-

te für 24 Stunden (bei 37°C) hitzegeschockte 

Promastigoten wurden in einem nativen 4-18%i-

gen Gratienten-PAGE separiert. Pro Spur wurde 

das Lysat von 1x107 Zellen aufgetrennt. Die Pro-

teine wurden 24 Stunden in dem TBE gepuffer-

ten Gel bis zum Erreichen ihres Äquilibriums se-

pariert. Anschließend wurden die nativen Pro-

teinkomplexe denaturiert, reduziert und auf eine 

PVDF-Membran geblottet. In der folgenden Im-

munblotanalyse wurden die Antiseren gegen 

HSP90, HSP70, HOP, SGT, HOP-2, HIP und p23 

eingesetzt (1:1000-1:500). Die Proteinbanden 

wurden durch alkalische Phosphatase Reaktion 

sichtbar gemacht. Die Größen der Markerprotei-

ne des HMW Markers (Amersham) sind links 

angegeben. Dargestellt ist ein repräsentativer 

Immunblot; insgesamt wurde das Experiment 

zweimal durchgeführt. Alle sichtbaren Banden 

wurden mit einer Nummer versehen (1-12). Die 

mit Coomassie-Brilliant-Blau gefärbte Ladekon-

trolle ist nicht dargestellt.

Tatsächlich konnten mit diesem Versuch Unterschiede zwischen den Protein-

komplexen, die von den verwendeten Antiseren erkannt werden, im Lysat von 

Promastigoten und Promastigoten nach Hitzestress  festgestellt werden. Unver-

ändert markieren die Antiseren gegen SGT und HIP einen Komplex gleicher 

Größe, was als starkes Indiz für eine stabile Interaktion gewertet werden kann. 

Ähnliches gilt für den 230 kDa Komplex, der von den Antiseren gegen HSP90 

und HOP erkannt wird.

3.9. Interaktionsnachweis mittels Co-Immunpräzipitation

Zur Identifizierung direkter Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden im Rah-

men dieser Arbeit eine Co-Immunpräzipitationsstudie durchgeführt. Mit Hilfe von 

GFP-Trap beads (Chromotek) ist es möglich Interaktionspartner von GFP-Fusi-

onsproteinen aus Proteingemischen zu präzipitieren. Der Vorteil dieser Methode 
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liegt unter anderen in der Konzentrierung des Antigens, so dass auch selten 

vorkommende Interaktionspartner identifiziert werden können. Im Anschluss an 

die Co-Immunpräzipitation werden die präzipitierten Proteine in einer Immunblot 

Analyse nachgewiesen. Der Fokus dieses Versuches, der zusammen mit Frau 

Mareike Chrobak durchgeführt wurde, lag auf der Identifizierung von direkten 

Interaktionspartnern vom SGT::eGFP Fusionsprotein. 

Im Gegensatz zum Protein HOP ist über das putative Homolog des humanen 

SGT Proteins sowie über dessen mögliche Interaktionspartner nichts bekannt. 

Anhand der Ergebnisse aus den subzellulären Co-Lokalisationsstudien (Kapitel 

3.7.3.) und den Immunoblot Analsysen (Kapitel 3.8.) liegt die Vermutung nahe, 

dass SGT mit beiden Chaperonen sowie mit HIP interagiert. Aufgrund der Er-

gebnisse aus den Co-Lokalisationsstudien ist anzunehmen, dass HOP-2 ent-

gegen der bioinformatischen Voraussage (Abb. 4), mit keinem der ausgewähl-

ten Co-Chaperonen sowie mit keinem der beiden Chaperonen in der Promasti-

gote interagiert. Dennoch wurde HOP-2 in dieser Interaktionsstudie nicht aus-

geschlossen. In der folgenden Co-Immunpräzipitation wurde SGT hinsichtlich 

seiner direkten Interaktionsfähigkeit mit HSP90, HSP70, HOP, HOP-2 und HIP 

untersucht. Die Abbildung 25 zeigt das Ergebnis  basierend auf dem SGT::eGFP 

Fusionsproteins aus transgenen L. donovani [pTLv4-HOP::eGFP] Promastigo-

ten im Vergleich zu Wildtyp Promastigoten.
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HOP-2

HOP

HIP

HSP70

HSP90

SGT

SGT::eGFP

L. donovani WT L. donovani [pTLv3-SGT::eGFP]

I I FT BBFT

Abb. 25: GFP-Trap Co-Immunprä-

zipitation mit dem SGT::eGFP Fu-

sionsprotein

Lysate von L. donovani  WT oder L. 

donovani [pTLv3-SGT::eGFP] Pro-

mastigoten wurden an GFP-Trap 

beads gebunden und nach mehrma-

ligem Waschen eluiert. Die in den 

Fraktionen (input = I, flow-through = 

FT und bound = B) enthaltenen Pro-

teine wurden anschließend in einem 

SDS-Gel separiert. Die Anfärbung 

der Proteine erfolgte zum einen 

durch Coomassie Brilliant Blau (Da-

ten nicht dargestellt) und zum ande-

ren in einer Immunblot Analyse mit 

spezifischen Antiseren gegen aus-

gewählte Chaperone bzw. Co-Cha-

peronen (Beschriftung rechts). 

Die Abbildung 25 stellt Ausschnitte von sechs Immunblot-Duplikaten dar, die 

sich allein in der Wahl der verwendeten primären Antikörper unterscheiden. Je-

weils  aufgetragen und in der SDS-PAGE separiert wurden Aliquots der gesam-

melten Protein-Fraktionen input, flow-through und bound von L. donovani Wild-

typ und L. donovani [pTLv3-SGT::eGFP] Promastigoten. Spezifisch ans Fusi-

onsprotein gebundene Proteine wurden mit diesem co-präzipitiert und sind folg-

lich in der bound Fraktion nachweisbar. Der oberste anti-SGT Immunblot-Aus-

schnitt zeigt, dass neben dem SGT::eGFP Fusionsprotein (71,8 kDa) auch das 

endogene SGT (45,8 kDa) co-präzipitiert wurde. Ebenfalls  mit SGT::eGFP co-

präzipitiert wurden HSP90, HSP70 und HOP. 

Mit diesem Versuch konnte zunächst einmal gezeigt werden, dass das Fusi-

onsprotein SGT::eGFP eine Interaktion mit dem endogenen SGT eingeht. An-

hand der Sequenzanalysen war bereits bekannt, dass SGT über eine Dimerisie-

rungssequenz am N-Terminus verfügt. Mit diesem Versuch konnte jetzt auch 

funktionell gezeigt werden, das SGT in der L. donovani Promastigote Dimere 

bildet. 

Darüber hinaus konnte wie erwartet eine Interaktion von SGT mit den beiden 

untersuchten Chaperonen nachgewiesen werden, wodurch das bislang als pu-

tative Co-Chaperon betitelte Protein endgültig als Co-Chaperon von HSP90 und 
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HSP70 bezeichnet werden kann. Ebenfalls konnte entsprechen den Erwartun-

gen aus vorherigen Versuchen keine Interaktion zwischen SGT und dem Prote-

in HOP-2 nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte eine weitere direk-

te Protein-Protein-Wechselwirkung identifiziert werden, nämlich die zwischen 

SGT und HOP. In den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen konnte le-

diglich eine partielle Co-Lokalisation nachgewiesen werden, bei der es sich 

auch um ein Zufallsereignis  hätte handeln können. Mit dieser Methode, die den 

Vorteil der Antigen-Anreicherung an das Fusionsprotein bietet, können auch 

weniger abundante Interaktionspartner identifiziert werden. 

Entgegen den Vorexperimenten konnte jedoch keine direkte Interaktion zwi-

schen SGT und HIP nachgewiesen werden. Obwohl sowohl die Lokalisations-

studien als  auch die Immunblot Analysen auf eine Co-Lokalisation und Co-Mi-

gration dieser beiden Proteine hingeweisen, konnte mit der Co-Immunpräzipita-

tion keine direkte Interaktion bestätigt werden. In dem Kontrollansatz mit den 

Lysaten aus L. donovani Wildtyp konnte keine Präzipitation der getesteten Pro-

teine festgestellt werden, was für die Spezifität des GFP-Trap Granulats spricht.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mögliche Partnerproteine des HSP90-Cha-

peronen-Komplex in L. donovani zu ermitteln. Ausgewählte Gene und ihre 

Genprodukte sollten zu diesem Zweck mittels reverser Genetik und proteinbio-

chemischen Methoden untersucht und charakterisiert werden. Zu Beginn dieser 

Arbeit waren von vier der fünf ausgewählten Co-Chaperonen ausschließlich 

Sequenzdaten bekannt. Ergebnisse aus computerbasierten Protein-Sequenza-

nalysen mit verschiedenen Suchprogrammen waren der Ausgangspunkt für ge-

zielte Fragestellungen nach deren Lokalisation und Expression während der 

Stadiendifferenzierung. Oligomere Proteinstrukturen und mögliche Protein-In-

teraktionen sollten durch native Größenausschluss-Gelelektrophoresen und Co-

Immunpräzipitationsstudien nachgewiesen werden.

4.1. Bioinformatische Analysen als Ausgangspunkt der Suche

Mit Entschlüsselung der kompletten genetischen Sequenz vom L. infantum Klon 

JPCM5 (MCAN/ES/98/LLM-877) im Oktober 2003 und der anschließenden ver-

gleichenden Analyse mit den Genomen von L. major und L. braziliensis wurde 

eine Basis zur Auswertung der gewonnenen genetischen Erkenntnisse geschaf-

fen, die auch den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit bildet [167]. In um-

fangreichen Recherchen wurde in den Gendatenbanken von L. major und L. 

infantum nach homologen Sequenzen zu bereits bekannten Co-Chaperonen 

aus Mensch bzw. Maus gesucht. Diese Suche stellte sich als sehr erfolgreich 

heraus, da für fast alle humanen Co-Chaperon Gene ein homologes Gen in 

Leishmania identifiziert werden konnte. Die Schwierigkeit lag folglich weniger in 

der Identifizierung putativer Leishmania Co-Chaperonen, sondern vielmehr in 

der Auswahl geeigneter Kandidatengene. Hierbei halfen vor allem die Erkennt-

nisse und Modelle von den verschiedenen HSP90/HSP70-Chaperonen-Kom-

plexen in Hefe und höheren Eukaryoten. Eine repräsentative Auswahl aus vier 

TPR-enthaltenen Proteinen, wovon eins bereits als Co-Chaperon in L. major 

beschrieben wurde, und einem weiter putativen Co-Chaperon aus der Reihe 

der Co-Chaperonen ohne TPR Motiv, sollte im Folgenden ausführlich charakte-

risiert werden. 
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4.1.1. Strukturelle Besonderheiten der putativen Co-Chapero-

nen

Den ersten Hinweis auf die Existenz des Proteins hsp organising protein (HOP)  

in Leishmania liefert eine 1993 veröffentlichte Studie über ein differenziell ex-

primiertes Gen in L. donovani Amastigoten [168]. Vier Jahre später wurde eine 

detaillierte Charakterisierung vom L. major Protein HOP (Sti1) publiziert [140], 

in der beschrieben wird, dass die Expression des Proteins durch Hitzestress 

hochreguliert wird. Zudem konnte durch Co-Immunpräzipitationsexprerimente 

gezeigt werden, dass HOP mit HSP90 und HSP70 Salz-sensitive Komplexe bil-

det, was einen ersten Hinweis auf die Existenz von HSP90/HSP70-Chapero-

nen-Komplexe in Leishmania lieferte. Neben HOP, das in der L. major Genom-

datenbank unter der Bezeichnung LmjF08.1110 und in der L. infantum Daten-

bank als LinJ08_V3.1020 gelistet wird, konnte in den Leishmania Datenbanken 

noch ein zusätzliches HOP-ähnliches Protein identifiziert werden. Dieses zweite 

HOP Homolog, das  als LmjF36.0070 bzw. LinJ36_V3.0080 in den Datenbanken 

gelistet ist, wird aus praktischen Gründen im Rahmen dieser Arbeit als HOP-2 

bezeichnet. Die kodierende Region von HOP-2 ist gegenüber dem HOP Gen 

deutlich verkürzt und zeichnet sich zudem durch geringere Konservierung aus. 

Beide Proteine besitzen mehrere TPR-Motive, die wie bereits einleitend be-

schrieben, die für die Ausbildung von Protein-Protein-Interaktion insbesondere 

mit dem C-terminalen Heptapeptid N'-EEVD-C' der beiden Chaperonen HSP90 

und HSP70 verantwortlich sind [122]. Das Protein HOP besitzt insgesamt neun 

TPR-Motive, die sich zu dreimal drei TPR-Domänen gruppieren und wie folgt 

bezeichnet werden: TPR1, TPR2A und TPR2B. Die TPR1 Domäne von HOP 

erkennt das C-terminale Heptapeptid von HSP70, während die TPR2A Domäne 

die Bindung an HSP90 vermittelt. Da unterschiedliche Domänen für die jeweili-

ge Interaktion verantwortlich sind, verfügt HOP über die Fähigkeit die HSP90 

Dimere mit dem HSP70/HSP40-Chaperonen-Komplex zu verbinden. Das Prote-

in HOP-2 verfügt über zwei TPR-Domänen, zusammengesetzt aus jeweils  drei 

TPR-Motiven. Inwieweit diese beiden Proteine möglicherweise funktionell bzw. 

evolutionär verwandt, wurde bislang noch nicht untersucht. Interessanterweise 

konnte außerhalb der Ordnung der Kinetoplastida kein HOP-2 Homolog identifi-

ziert werden. Da die Klasse der Kinetoplastida sich relativ früh von der Hauptli-

nie der Eukaryoten abspaltete [169], führte dies in der Familie der Trypanoso-

matidae zu einer Entstehung von Genen, die Parasiten-spezifische Funktionen 
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kodieren. So zeigen Trypanosomatidae unter anderem viele charakteristische 

Eigenschaften in der Genexpressionskontrolle, wie z.B. die polycistronische 

Transkription, das trans-Spleissen aller Vorläufer-mRNA [170], und einer nur in 

dieser Familie vorkommenden Verlagerung von metabolischen Prozessen in die 

Peroxisom-ähnlichen Glykosomen [171]. Möglicherweise codiert auch das Gen 

HOP-2 für ein Protein mit Parasiten- oder Phylum-spezifischer Funktion. 

Neben den beiden HOP Genen wurde in der durchgeführten Suche nach 

HSP90 Co-Chaperonen auch ein atypisches Homolog des humanen small glu-

taime-rich TPR protein (SGT) im Leishmania Genom identifiziert. Die Protein-

struktur von SGT zeichnet sich normalerweise durch drei Merkmale aus: eine 

N-terminale Dimerisierungssequenz, eine konservierte TPR-Domäne in der Mit-

te und die namensgebene C-terminale Glutamin-reiche Sequenz. An Stelle ei-

ner Glutamin-reichen Aminosäuresequenz am C-Terminus zeichnet sich das 

einzige zu identifizierende SGT Homolog in der Ordnung der Kinetoplastida 

durch eine C-terminale Region aus, die reich an geladenen Aminosäuren ist, 

was wiederum auf eine Phylum-spezifische Funktion des Protein hindeutet. In-

teressanterweise konnten im Gegensatz dazu in anderen parasitischen Proto-

zoen, wie z.B. Plasmodium spp. oder Entamoeba spp., überhaupt keine SGT 

Homologe identifiziert werden [172].

Zum humanen hsc70 interacting protein (HIP) konnte im Leishmania Genom 

eine homologe Sequenz identifiziert werden, die alle charakteristischen Merk-

male des humanen HIP, eine zentrale TPR-Domäne (aa 60-161) gefolgt von ei-

ner Region stark geladener Aminosäuren sowie eine C-terminale Region beste-

hend aus GGMP Wiederholungen und einer Sti1 Domäne (aa 253-292), auf-

weist [173-175].

Darüber hinaus wurden zwei p23 Homologe im Leishmania Genom identifiziert, 

die sich hinsichtlich ihrer Struktur stark ähneln, obwohl die Sequenzähnlichkeit 

untereinander bei nur 23% liegt. Gemeinsames Merkmal beider identifizierten 

p23 Homologe ist die N-terminale alpha-crystallin Domäne, die die beiden Gen-

produkte der Familie der small heat shock proteins (sHSPs) bzw. der p23-like 

Superfamilie zuordnet [110,176-178]. Um den Rahmen dieser Arbeit nicht zu 

sprengen, wurde ausschließlich mit dem Gen LinJ35_V3.4540 gearbeitet. 

In einer zeitgleich veröffentlichten Studie, die sich ausschließlich mit dem Ver-

gleich von Hitzeschock-Proteinen in der Ordnung der Kinetoplastia beschäftigt, 

wurden ebenfalls beide p23 Homologe in L. major identifiziert, jedoch aufgrund 

ihrer Sequenzunterschiede stärker differenziert [148]. Grundlage dieser Suche 
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nach Homologen bildetet die p23/Sba1 Sequenz aus Hefe und nicht, wie in der 

vorliegenden Arbeit, die humane p23 Sequenz. Beste Übereinstimmung mit der 

Hefesequenz hatte das auf Chromosom 34 befindliche p23 Homolog, gefolgt 

von dem zweiten p23 Homolog auf Chromosom 35. Aufgrund der Sequenzkon-

servierung der ersten 120 Aminosäuren, die für die Bindung an HSP90 verant-

wortlich sind, postulierten die Autoren, dass es sich bei dem auf Chromosom 34 

befindlichen Gen um das Homolog und bei dem zweiten Gen um eine evolutio-

när divergent entstandene Variante handelt. Frühere Strukturanalysen in ande-

ren Organismen haben ergeben, dass p23 größtenteils als Monomer und zu ei-

nem geringeren Teil auch als Dimer in Lösung vorliegt [110]. Das  dies auch auf 

das Leishmania Homolog zutrifft, konnte in der nativen PAGE gezeigt werden 

(Kapitel 3.8)

Neben der allgemeinen Strukturanalyse durch das Programm SMART 

(http://smart.embl-heidelberg.de/) wurden soweit möglich auch weitergehende 

Berechnungen mithilfe des Programms STRING 8.1 (http://string-db.org/) zur 

Identifizierung möglicher Interaktionspartner durchgeführt. Besonders Interes-

sant war dabei die Vorhersage einer Interaktion zwischen den Proteinen HOP-2 

und SGT. Die Ergebnisse dieser Berechnungen sollten im Laufe dieser Arbeit 

durch funktionelle Daten bestätigt oder widerlegt werden. 

4.2. Grenzen der reversen Genetik

Die reverse Genetik ist eine Disziplin, in der die Handlungsweise der klassi-

schen Genetik umgekehrt wird. Mittels gezielter Mutagenese wird ein Gen- oder 

Genabschnitt an vorbestimmter Stelle, meist mittels homologer Rekombination, 

verändert. Anschließend wird die Zelle oder der Organismus daraufhin unter-

sucht, inwieweit sich diese Manipulation auf die Funktion auswirkt. Im Idealfall 

wird dann aus den Veränderungen auf die Funktion des Gens zurückgeschlos-

sen. Es  gibt allerdings auch den Fall, dass kein vom Wildtyp abweichender 

Phänotyp festgestellt werden kann. In einem solchen Fall, stößt die Methode 

der reversen Genetik an ihre Grenzen. Im Verlauf der vorliegenden Arbeit trat 

dieser letztgenannte Fall insgesamt bei drei unterschiedlichen Nullmutanten ein. 

Die Charakterisierung der HOP-2-, HIP oder p23-defizienten Parasiten zeigte, 

dass der Austausch der jeweiligen Allele in L. donovani Promastigoten keine 

messbaren Auswirkungen auf die Morphologie, auf das in vitro Wachstum oder 

auf die Fähigkeit der Mutanten, sich in vitro zu axenischen Amastigoten zu diffe-
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renzieren, hatte. Ebenso wenig war die Infektionsfähigkeit der Nullmutanten 

sowie ihre Disposition zur Umwandlung innerhalb der Makrophagen beeinträch-

tigt. Die Nullmutanten zeigten ebenfalls keinen vom Wildtyp abweichenden 

Phänotyp bezüglich der Cyclosporin A-Toleranz. 

Einzig bei der p23-/- Mutante konnte eine geringe Beeinflussung des Wachs-

tums bei einer sehr hohen Zelldichte sowie eine signifikant erhöhte Sensitivität 

gegenüber einer Behandlung mit dem Ansamycin-Antibiotikum Geldanamycin 

beobachtet werden. Dieser Phänotyp konnte ebenfalls  bei einem Hefestamm 

ohne p23 bzw. Sba1 festgestellt werden [129,179,180], so dass dies als erstes 

Indiz für eine eventuell konservierte Funktion des Proteins gewertet werden 

kann. Des Weiteren bewirkt das Fehlen von p23 auch in Leishmanien eine ge-

ringere Toleranz gegenüber dem spezifischen HSP90 Inhibitor Geldanamycin. 

Wie bereits einleitend erwähnt, bindet p23 an die ATP-gebundene Konformation 

von HSP90, bewirkt damit eine Inhibition der ATP Hydrolyse des Chaperons 

und stabilisiert letztendlich durch seine Bindung den HSP90-Chaperonen-Kom-

plex. Gleichzeitig verhindert an HSP90 gebundenes p23 die Bindung von Geld-

anamycin an HSP90 [129]. In Abwesenheit von p23 wird folglich mehr HSP90 in 

seiner Aktivität durch den Inhibitor blockiert, was wiederum den im Vergleich 

zum Wildtyp stärker inhibierenden Effekt von Geldanamycin auf die p23 Nullmu-

tanten erklärt. Während die Deletion von p23 in S. cerevisiae und, wie in dieser 

Studie gezeigt, auch in L. donovani keinen Einfluss  auf die Überlebensfähigkeit 

hat, ist das p23 Homolog in der Maus essentiell [129,181,182]. 

Insgesamt kann aus diesen Beobachtungen der Schluss gezogen werden, dass 

es sich weder bei HOP-2, HIP noch p23 um essentielle Gene für L. donovani, 

zumindest in der in vitro Kultur, handelt. Es besteht jedoch die Möglichkeit, dass 

diese Gene eine bedeutende Rolle im Säugerwirt bzw. im Insektenvektor spie-

len. Eine weitere Erklärung könnte in der Redundanz von Funktionen bei den 

Mitglieder der Co-Chaperonen-Familie liegen. Immerhin ist bereits bekannt, 

dass viele TPR-Motiv enthaltende Proteine um die Bindung an das C-terminale 

N'-EEVD-C' Motiv von HSP90 und HSP70 konkurrieren [98,113,114]. Im Falle 

des Proteins  p23 könnte die Deletion und der damit möglicherweise verbunde-

ne Funktionsausfall jedoch auch von dem zweiten p23-Homolog 

(LinJ34_V3.0230) kompensiert werden. In einer früheren Studie wird postuliert, 

dass die Funktionalität von Steroidhormonrezeptoren durch verschiedene p23-

Homologe unterschiedlich moduliert wird [106]. Demnach scheinen innerhalb 
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der p23-Familie Unterschiede bezüglich Substraterkennung bzw. Interaktion mit 

dem jeweiligen Substratprotein zu existieren.

Während die Deletion von drei ausgewählten Co-Chaperon-Genen (HOP-2, HIP 

und p23) keinen vom Wildtyp auffälligen Phänotyp in vitro offenbarte, gelang es 

in jeweils mehr als  zehn Versuchen nicht, funktionelle Nullmutanten von HOP 

bzw. SGT zu erzeugen. Trotz positiver Integration beider Selektionsmarker-Ge-

ne anstelle der beiden natürlichen Allele, verfügten die Mutanten nach Selektion 

stets noch über mindestens eine funktionelle Genkopie. Beobachtungen dieser 

Art, wurden bereits 1997 von Dumas und Mitarbeitern beschrieben [183]. Sie 

berichten von einer Reihe von Versuchen, in denen sie die Einzel-Genkopie der 

Trypanothion-Redukatse (TR) durch targeted gene disruption in Leishmania 

spp. ausschalten wollten. Bei diesen Versuchen stellten sie fest, dass es stets 

zur Ausbildung einer partiellen Trisomie des TR-Genlokus kommt. Obwohl Dop-

pel-Allel-Genaustauch-Mutanten generiert wurden, war die Erzeugung von funk-

tionellen Nullmutanten nicht möglich. In einer anderen Studie ist beschrieben, 

dass Versuche zur Herstellung von DHFR-TS (Dihydrofolat Reduktase-Thymi-

dylat Synthase) Genaustausch-Mutanten in L. major, stets  zur Aneuploidie und 

Tetraploidie bezüglich des DHFR-TS Genlokus führten [152]. Ein solche Expan-

sion der Zahl der Genkopien ist in Leishmania ssp. ein seltenes Ereignis, das 

vorwiegend unter starkem Überlebensdruck vorkommt [184]. Lassen sich die 

beiden Allele des Wildtyps  zudem in Gegenwart eines so genannten add back 

Konstrukts  austauschen, aber nicht in dessen Abwesenheit, ist dies ein starker 

Hinweis auf die Wichtigkeit des Gens in Bezug auf Wachstum und/ oder Über-

lebensfähigkeit. Da sich im Rahmen dieser Arbeit die beiden natürlichen Allele 

von HOP bzw. SGT nur in Gegenwart eines gene add back  gegen die Selekti-

onsmarkergene austauschen ließen, ist davon auszugehen, dass es sich bei 

HOP und SGT um essentielle Gene in der L. donovani Promastigote handelt, 

und dass die Herstellung von lebensfähigen Nullmutanten deswegen nicht mög-

lich war. Für S. cerevisiae konnte in einer früheren Studie gezeigt werden, dass 

die Deletion des HOP-Homologs keinen Einfluss auf das Wachstum der Hefe-

zellen unter normalen Bedingungen hat, aber zu einer Reduzierung der in vivo 

Aktivität von HSP90 Klientenproteinen führt [185]. Dementsprechend ist nicht 

auszuschließen, dass die Gene bzw. Genprodukte von HOP und SGT nur in der 

Promastigote essentiell sind, nicht aber in der Amastigote.
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Neben dem klassischen knock-out stellt der so genannte knock-down der ent-

sprechenden DNA bzw. mRNA durch RNA interference (RNAi) eine Alternative 

zur Ermittlung der Rolle oder Funktion eines Proteins dar. Die Anwendung die-

ser Strategie ist allerdings in Leishmania Spezies der Alten Welt nicht möglich 

[186,187], so dass im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Versuche zur gene-

tischen Charakterisierung der HOP- und SGT-Gene unternommen wurden.

Somit konnten mittels reverser Genetik drei nicht-essentielle Gene bzw. Gen-

produkte und zwei für die promastigote Form essentielle Gene in L. donovani 

identifiziert werden. Nachdem die Charakterisierung der Nullmutanten keinen 

offensichtlichen Phänotyp und somit keinerlei Anhaltspunkt für weitere Untersu-

chungen bot, sollten die Genprodukte hinsichtlich ihrer Abundanz während der 

Stadiendifferenzierung des Parasiten untersucht werden. 

4.3. Differenzielle Expression während Stadiendifferenzierung

Die Stadiendifferenzierung von promastigoten zu amastigoten Formen führt ne-

ben morphologischen Veränderungen auch zu Veränderungen in der Genex-

pression, die sich meist als  eine Erhöhung bzw. Erniedrigung der Expression 

der jeweiligen Gene darstellt [188,189]. Da die Regulation der Genexpression in 

Leishmania auf posttranskriptionaler Ebene stattfindet, reflektieren Veränderun-

gen in der mRNA Abundanz während der Stadiendifferenzierung nicht zwangs-

läufig Veränderungen im Proteinniveau [190]. Aus  diesem Grund wurde die Ex-

pression der fünf putativen Co-Chaperonen ausschließlich auf Proteinebene un-

tersucht. Hierzu wurden L. donovani Wildtyp Promastigoten über einen Zeit-

raum von fünf Tagen in vitro zu axenischen Amastigoten differenziert. Anschlie-

ßend wurde die intrazelluläre Proteinmenge der jeweiligen Co-Chaperonen in 

den täglich abgenommenen Proben in einer Immunblotanalyse bestimmt. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Expression der beiden HOP Proteine 

durch Hitze induziert wird, während für HIP keine Veränderungen in Bezug auf 

die Expressionskinetik während der Stadiendifferenzierung festgestellt werden 

konnte. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Proteine SGT und p23 

während der gesamten Phase der Stadiendifferenzierung hochreguliert werden. 

Aufgrund der hohen Standardabweichungen sind genauere Aussagen zur Ex-

pression jedoch nicht möglich. Diese Ergebnisse zur Expressionsgskinetik 

stimmen nur zum Teil mit einer vor kurzem erschienenen Vergleichsstudie ü-

berein, bei der die Proteinabundanz von 21% des Parasitenproteoms an sieben 
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Zeitpunkten während der Stadiendifferenzierung in L. donovani untersucht wur-

de [190]. In dieser Studie konnte HOP, genau wie in dieser Arbeit, als Hitze-in-

duzierbar identifiziert werden, HOP-2 jedoch nicht. Für die Proteine SGT und 

HIP konnte eine erhöhte Exression in der frühen Phase der Umwandlung, ge-

folgt von einer verringerten Expression in der Amastigote gemessen werden. 

Ebenfalls konträr zu den Daten in dieser Arbeit wird die Expression von p23 als 

Promastigoten-spezifisch beschrieben. Diese Diskrepanzen in den jeweiligen 

Ergebnissen sind a) auf die unterschiedlich sensitiven Messmethoden, b) auf 

die Wahl der Zeitpunkte und c) darauf zurückzuführen, dass die Analyse von 

2D-Gelen, wie sie in der Studie von Rosenzweig et al. durchgeführt wurde, sich 

immer nur auf einen Modifizierungszustand eines Proteins bezieht und somit 

keine Summierung von unterschiedlichen Formen erfolgt. Die Analyse mit poly-

klonalen Antiseren, wie es in dieser Arbeit erfolgte, stellt die Gesamtmenge ein-

schließlich aller Modifikationszustände des Protein dar. Bei der im Rahmen die-

ser Arbeit durchgeführten Untersuchung wurden die Messdaten im 24 Stunden 

Rhythmus erhoben, während in der Studie von Rosenzweig et al. der Fokus auf 

der frühen Phase der Umwandlung lag. Folglich haben die Autoren die Protein-

abundanz zu den Zeitpunkten 0, 2,5, 5, 10, 15, 24 und 144 Stunden nach Be-

ginn der in vitro Differenzierung gemessen. Daraus ergibt sich, dass nur der 

Wert nach 24 Stunden in beiden Studien ermittelt wurde, so dass sich die Er-

gebnisse nicht vergleichen lassen. 

Zusätzlich zur Expressionskinetik wurde in der vorliegenden Arbeit durch einen 

Dephosphorylierungsversuch gezeigt, dass HOP sowohl in der Promastigote 

als auch während der in vitro Stadiendifferenzierung in einer phosphorylierten 

Variante in den Zellen vorliegt. Es konnte gezeigt werden, dass das im Rahmen 

dieser Arbeit hergestellte und verwendete polyklonale anti-HOP Antiserum in 

Immunblotanalysen neben der spezifischen 62,2 kDa Bande eine etwa 73 kDa 

große Bande in L. donovani Wildtyp Lysaten erkennt. In dephosphorylierten 

Proteinlysaten erkennt das Antiserum dagegen keine 73 kDa Bande. Darüber 

hinaus konnte gezeigt werden, dass es infolge der Stadienumwandlung in den 

Leishmanien neben der erhöhten HOP Expression auch zu einer Zunahme an 

phosphoryliertem HOP kommt. Dieses Ergebnis unterstreicht eine erst kürzlich 

publizierte Stadien-spezifischen Phosphoproteom-Studie in L. donovani [141]. 

In dieser Studie wurden HSP100, HSP90, HSP70 und HOP als  Phosphoprotei-

ne in L. donovani identifiziert. Das Chaperon HSP90 liegt laut dieser Studie in 

der Promastigote als auch in der Amastigote phosphoryliert vor, wobei der Anteil 
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an phosphoryliertem HSP90 in der Amastigote deutlich erhöht ist. In der bislang 

unveröffentlichten Nachfolgestudie konnten die Autoren zeigen, dass es sich bei 

den Amastigoten-spezifischen Phosphoproteinen in L. donovani fast aus-

schließlich um Chaperonen und Co-Chaperonen handelt (mündliche Mitteilung 

von Miguel Morales). Als Amastigoten-spezifisch phosphorylierte Proteine konn-

te neben HSP100, HSP90, HSP70 und Cyp40 auch HOP identifiziert werden. 

4.4. Subzelluläre Proteinlokalisationen im Vergleich

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die subzelluläre Verteilung der fünf 

mutmaßlichen Co-Chaperoen in fixierten und in lebenden Zellen charakterisiert. 

Die immunfluoreszenz-mikroskopischen Untersuchungen ergaben, dass alle 

fünf Proteine im Zytosol von L. donovani Promastigoten vorliegen. Im Zellkern 

sowie im Kinetoplast wurde in keines  der getesteten Proteine nachgewiesen. 

Alle fünf Co-Chaperonen sind nicht membranassoziiert und konnten keinem be-

stimmten Zellkompartiment zugeordnet werden. Dieses Ergebnis konnte durch 

die direkten fluoreszenz-mikroskopischen Studien basierend auf den transge-

nen Zelllinien bestätigt werden und unterstützt die in silico Sequenzanalysen, 

nach denen keine der fünf Sequenzen über eine Transmembrandomäne oder 

ein Signalpeptid verfügt. Da HSP90 aufgrund seiner vielfältigen zellulären Funk-

tionen nicht auf eine oder wenige Kompartimente innerhalb einer Zelle be-

schränkt ist, sollte dies  auch für die möglichen Partnerproteine von HSP90 gel-

ten. Die Resultate der Lokalisationsstudien entsprechen somit den Erwartun-

gen. Des Weiteren konnte in keiner der fünf transgenen Zelllinien eine Translo-

katisation der fluoreszierenden Fusionsproteine im Zuge der in vitro Stadiendif-

ferenzierung festgestellt werden, obwohl publizierte Daten zeigen, dass HOP in 

Mauszellen unter normalen Wachstumsbedingungen vorwiegend zytoplasma-

tisch, aber zu einem gewissen Teil auch im Zellkern lokalisiert werden konnte 

[191,192]. Das Leishmania HOP verfügt weder über eine NLS-Sequenz, noch 

konnte eine Translokalisation in den Zellkern nach Hitzestress oder während 

der Differenzierung zur Amastigote beobachtet werden. In einer früheren Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass auch das Leishmania HSP70 nach Hitzestress 

nicht in den Kern wandert, obwohl dies in höheren Eukaryoten und Drosophila 

beobachtet wurde [59]. Zusätzlich zur subzellulären Lokalisation der fünf putati-

ven Co-Chaperonen konnten durch die Kombination von direkter Immunfluores-

zenz der GFP-Fusionsproteine und indirekter Immunfärbungen mit Hilfe spezifi-
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scher Antiseren Co-Lokalisationsstudien durchgeführt werden. Es stellte sich 

heraus, dass sich die fluoreszierenden Signale der HOP::eGFP Fusionsproteine 

partiell mit den Signalen der fluoreszierenden sekundären Antikörper überlapp-

ten, die indirekt an die Proteine HSP90, HSP70, HIP bzw. p23 banden. Darüber 

hinaus konnte eine partielle Co-Lokalisation von SGT::eGFP mit HSP90, HSP70 

bzw. HOP sowie eine absolute Deckungsgleichheit mit HIP nachgewiesen wer-

den. Das Fusionsprotein p23::eGFP zeigte eine Co-Lokalisation mit den Cha-

peronen HSP90 und HSP70 sowie mit HOP, während HOP-2 mit keinem der 

getesteten Proteine co-lokalisierte. Co-Lokalisationen geben keine Auskünfte 

über Protein-Protein-Interaktionen, sondern erlauben lediglich den Vergleich 

von verschiedenen subzellulären Verteilungsmustern. Vorraussetzung für eine 

Interaktion zweier Proteine ist allerdings eine gewisse räumliche Nähe. Ohne zu 

viel in die  Ergebnisse der Co-Lokalisationsstudien hinein zu interpretieren, ra-

gen zwei Resultate besonders hervor. Zum einen die große Übereinstimmung 

der Fluoreszenzsignale von den SGT::eGFP Fusionsproteinen und der indirek-

ten HIP-Färbung und zum anderen die Abwesenheit jeglicher Fluoreszenzsig-

nal-Überlagerungen in Kombination mit HOP-2.

4.5.  Proteinstrukturen und Interaktionen

Ob die ausgewählten möglichen Co-Chaperonen in der Lage sind, oligomere 

Proteinkomplexe zu bilden, wurde durch native Größenausschluss-Gelelektro-

phoresen mit anschließenden Immunblotanalysen überprüft. Für p23 konnte 

gezeigt werden, dass es, genau wie das humane p23 [110], in der Promastigote 

hauptsächlich als  Momomer und zu einem gewissen Teil auch als Dimer vor-

liegt. Die Proteine SGT und HIP konnten beide in einem 470 kDa großen Pro-

teinkomplex identifiziert werden. Diese Tatsache und das Ergebnisse aus der 

Co-Lokalisationsstudie deuten daraufhin, dass es sich bei SGT und HIP um 

Mitglieder ein und desselben multimeren Proteinkomplexes handelt. Es  konnte 

allerdings keine Proteinbande auf gleicher Höhe mit dem anti-HSP90 bzw. anti-

HSP70 Antiserum nachgewiesen werden. Ebenfalls  in Komplexen gleicher 

Größe wurden HSP90 und HOP nachgewiesen. Bei diesem etwa 232 kDa gro-

ßen Komplex könnte es sich theoretisch um eine Interaktion zwischen einem 

HSP90 Dimer (161 kDa) und HOP (62,2 kDa) handeln. Obwohl die Interaktion 

von HOP mit HSP90 und HSP70 bereits in L. major beschrieben wurde [140], 

und von den Ergebnissen der Co-Lokalisationsstudie unterstützt wird, konnte 
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mit dem anti-HSP70 Antiserum keine Bande auf gleicher Höhe mit HOP-spezifi-

schen Banden identifiziert werden. Ebenso überrascht die geringe Anzahl der 

vom anti-HSP90 Antiserum erkannten HSP90-enthaltenen Banden in der nati-

ven PAGE. Da HSP90 in allen bislang untersuchten Organismen in einer Viel-

zahl von Multiproteinkomplexen vorliegt, lag die Vermutung nahe, viele Komple-

xe mittels  dieser Methode nachzuweisen. Der Grund für das Fehlen dieser 

Banden könnte zum einen in der Instabilität der Chaperonen-Komplexe liegen, 

wahrscheinlicher jedoch in der Vielfalt der dargestellten oligomeren HSP90 

Strukturen (Monomer, Dimer und evtl. Dimer plus  HOP) liegen. Durch diese 

Vielfalt würden bei dieser Art der Quantifizierung weniger häufig vorkommende 

Komplexe nicht nachgewiesen werden können.

Zur eigentlichen Überprüfung von Protein-Protein-Interaktionen wurde im Rah-

men dieser Arbeit die Co-Immunpräzipitation verwendet. Mittels dieser Methode 

sollte am Beispiel vom putativen Co-Chaperon SGT geklärt werden, ob es  sich 

tatsächlich um ein Co-Chaperon von HSP90 und/oder HSP70 handelt. Ein Co-

Chaperon wird, wie einleitend erklärt, über seine Bindung an ein Chaperon de-

finiert [104]. Tatsächlich konnten beide Chaperone als Interaktionspartner von 

SGT::eGFP identifiziert werden, was wiederum bedeutet, dass es sich bei SGT 

tatsächlich um ein Co-Chaperon handelt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, 

dass SGT mit sich selbst und HOP interagiert. Die Dimerisierung von humanem 

SGT wurde bereits  in früheren Arbeiten beschrieben [193]. Eine direkte Interak-

tion mit HIP konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. Auch wenn die bei-

den Proteine nicht direkt miteinander interagieren, liegt die Vermutung aufgrund 

der bisherigen Ergebnisse nahe, dass es sich dennoch um Komponenten ein 

und desselben Komplexes handeln könnte. Mithilfe der Co-Immunpräzipitation 

lassen sich auch weniger häufig vorkommende Interaktionspartner nachweisen. 

Während in den nativen Immunblotanalysen die beiden Chaperonen und SGT 

nicht in Komplexen gleicher Größe nachgewiesen werden konnten, zeigt dieser 

Versuch, dass SGT sowohl mit HSP90 als  auch mit HSP70 in der Promastigte 

Komplexe ausbildet. Dieses Resultat unterstützt somit die Hypothese, dass sich 

mit der native PAGE ausschließlich abundante Proteinstrukturen nachweisen 

lassen. Insofern besteht die Möglichkeit, dass die beiden Chaperonen ebenfalls 

Komponenten des 470 kDa Multiproteinen-Komplexes sein könnten. Dieses  hy-

pothetische Foldosom könnte demnach in Anlehnung an das Modell von Buch-

anan et al. (2007) (Abb. 3) aus einem HSP90 Dimer (161 kDa), HSP70 (71,2 

kDa), HOP (62,2 kDa), HIP (36,9 kDa) und einem SGT Dimer (91,6 kDa) beste-
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hen, was eine eine theoretische Komplexgröße 423 kDa entspricht, wobei 

posttranslationale Modifikationen nicht mit einberechnet sind. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mit Hilfe der Co-Immunpräzipitation 

der endgültige Nachweis erbracht wurde, dass es sich bei dem Protein SGT 

tatsächlich um ein Co-Chaperon handelt. Die Ergebnisse der nativen Immunblo-

tanalysen bestätigen zudem bereits  publizierte Daten, nachdem es sich bei 

HOP um ein Co-Chaperon von HSP90 handelt. Für die putativen Co-Chapero-

nen HIP, HOP-2 und p23 konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht endgültig ge-

klärt werden, ob es sich um Co-Chaperonen von HSP90 und/oder HSP70 han-

delt. Anhand der Ergebnisse aus den Co-Lokalisationsstudien sowie den nati-

ven Immunblotanalysen kann jedoch davon ausgegangen werden, dass es sich 

bei p23 und HIP auch um Co-Chaperonen handeln könnte. Bei HOP-2 scheint 

es sich mit großer Wahrscheinlichkeit nicht um ein Co-Chaperon zu handeln. 

Die durch in silico Sequenzanalysen vorhergesagte Interaktion mit SGT konnte 

in der Promastigote nicht nachgewiesen werden. 

4.6. Ausblick

Die hier diskutierten Ergebnisse und Hypothesen zeigen, dass weiterführende 

Untersuchungen durch Co-Immunpräzipitationen notwendig sind, um die Frage 

zu klären, ob es sich bei den Proteinen HIP, HOP-2 und p23 um Co-Chapero-

nen handelt. Zudem sollte durch detailliertere Untersuchungen geklärt werden, 

ob die Funktion der positiv identifizierten Co-Chaperonen konserviert ist. So 

könnte zum Beispiel untersucht werden, ob SGT durch Inhibition von HSP90 

mit Geldanamycin in den Kern wandert, wie es in HeLa Zellen beobachtet wur-

de [135]. Darüber hinaus  könnte überprüft werden, ob die Wechselwirkung zwi-

schen HSP90 und p23 in L. donovani durch Applikation des nicht-ionischen De-

tergens Nonidet P-40 gefördert wird, so wie es für das humane p23 gezeigt 

werden konnte [121]. Nicht zu letzt könnte man der Frage nachgehen, inwieweit 

das zweite p23 Homolog den möglich Funktionsverlust in der p23 Nullmutante 

ausgleicht. Abgesehen davon bleibt natürlich die Frage ungeklärt, welche Rolle 

der HSP90-Chaperonen-Komplex bei der Stadiendifferenzierung der Leishma-

nien spielt. Zukünftige Untersuchungen des HSP90 Foldosoms werden daher 

neben der Aufklärung der Zusammensetzung vor allem darauf zielen, die Rolle 

und Funktion während der Stadiendifferenzierung aufzuklären. 
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5. Zusammenfassung

Die Leishmaniose ist eine weltweit verbreitete Infektionskrankheit, die durch 

humanpathogene parasitische Protozoen der Gattung Leishmania verursacht 

wird. Im Verlauf ihres  parasitären Lebenszyklus adaptieren Leishmanien an 

zwei extrem unterschiedliche Umgebungen: den Darm der Sandmücke und das 

Phagolysosom der Säugetiermakrophagen. Die Übertragung von extrazellulä-

ren Promastigoten aus einem wechselwarmen Insektenvektor auf den homöo-

thermen Säugetierwirt bringt in erster Linie einen deutlichen Anstieg der Umge-

bungstemperatur mit sich. Diese Temperaturerhöhung führt in Kombination mit 

dem pH-Shift im Zuge der Aufnahme der Parasiten in das Phagolysosom der 

Makrophagen zu einer Differenzierung der Leishmanien von der Promastigote 

zur intrazellulären Form des Parasiten, der Amastigote . 

Die molekularen Mechanismen, die diese Stadiendifferenzierung regulieren, 

sind bislang kaum verstanden. Es ist bekannt, dass die Temperaturerhöhung in 

den Parasiten eine zelluläre Hitzeschock-Antwort auslöst, die wiederum zu ei-

ner induzierten Synthese von Hitzeschock-Proteinen (HSP) führt. Durch phar-

makologische Inhibition von HSP90, einem Mitglied der HSP-Familie, kommt es 

in L. donovani ebenfalls  zu einer Stadiendifferenzierung. Dies  weist auf eine 

entscheidende Rolle von HSP90 während des Prozesses der Stadiendifferen-

zierung hin. 

HSP90 ist ein essentielles, konserviertes und konstitutiv exprimiertes  Chaperon, 

dass in allen bislang untersuchten Organismen an einer Vielzahl von zellulären 

Prozessen beteiligt ist. In seiner Eigenschaft als molekulares  Chaperon ist 

HSP90 an der Faltung und Aktivierung einer Reihe von regulatorischen Protei-

nen beteiligt. Während des Prozesses der Protein-Aktivierung kooperiert 

HSP90 mit verschiedenen Co-Faktoren in einem multimeren Chaperonen-Kom-

plex, auch Foldosom genannt. Zu diesen Co-Faktoren zählen zum einen ande-

re Mitglieder der Hitzeschock-Protein-Familie und zum anderen Co-Chapero-

nen. Unter dem Begriff Co-Chaperon werden all jene Proteine zusammen ge-

fasst, die nicht zur Gruppe der Klientenproteine gehören und dennoch in der 

Lage sind an ein Chaperon zu binden. 

Ausgehend von den Erkenntnissen über das HSP90 Foldosom in höheren Eu-

karyoten erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die Identifizierung und Charakterisie-

rung von putativen HSP90 Co-Faktoren in L. donovani. Nach intensiven Daten-

bankrecherchen fiel die Wahl der zu untersuchenden möglichen Co-Chapero-
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nen auf folgende fünf Gene bzw. Genprodukte: HOP, HOP-2, SGT, HIP und 

p23. Mittels homologer Rekombination gelang für drei der ausgewählten putati-

ven Co-Chaperonen (HOP-2, HIP und p23) der Austausch beider natürlichen 

Allele gegen Resistenzmarkergene. Die lebensfähigen Nullmutanten wiesen 

weder in ihrem in vitro Wachstum, in ihrer in vitro Infektionsfähigkeit, in ihrer 

Morphologie noch in ihrer Fähigkeit zur in vitro Differenzierung einen vom Wild-

typ abweichenden Phänotyp auf. Lediglich bei den p23-Nullmutanten konnte 

eine Sensitivität gegenüber dem spezifischen HSP90-Inhibitor Geldanamycin 

festgestellt werden. Der Austausch beider natürlichen HOP- bzw. SGT-Allele 

gelang nur in Anwesenheit eines äquivalenten Transgens, was darauf hindeu-

tet, dass es sich hierbei um essentielle Gene bzw. Genprodukte zumindest für 

die promastigote Form von L. donovani handelt. 

Zur Untersuchung der Expression während der Stadiendifferenzierung und für 

Studien zur subzellulären Lokalisation der Proteine wurden in Rahmen dieser 

Arbeit für alle fünf putativen Co-Chaperonen sowie die beiden Chaperonen 

HSP90 und HSP70 spezifische polyklonale Antiseren hergestellt und einge-

setzt. Die Expressionanalysen bestätigten, dass es sich bei beiden HOP Protei-

nen um hitze-induzierbare Proteine handelt, während SGT und p23 nicht nur in 

der frühen Phase der Umwandlung, sondern während der gesamten Differen-

zierungsphase leicht verstärkt exprimiert werden. Das Protein HIP dagegen 

wird konstitutiv in beiden Phasen synthetisiert. Darüber hinaus konnte gezeigt 

werden, dass das Protein HOP stark phosphoryliert ist. 

Die Lokalisationsstudien unter Verwendung der Antiseren und in Kombination 

mit den, zu diesem Zweck hergestellten transgenen eGFP-Zelllinien ergab, 

dass es sich in allen fünf Fällen um zytoplasmatische Proteine handelt, die kei-

nem Zellkompartiment zugeschrieben werden können. Durch Co-Lokalisations-

studien konnte gezeigt werden, dass HOP mit HSP90, HSP70, HIP und p23 in 

der Promastigote co-lokalisiert. SGT wiederum ist mit HSP90, HSP70, HOP und 

HIP in der Promastigote co-lokalisiert. In Immunblotanalysen von unter nativen 

Bedingungen separierten Proteinkomplexen konnten HSP90 und HOP genau 

wie SGT und HIP in Komplexen gleicher Größe identifiziert werden. Mittels  Co-

Immunpräzipitation wurden HSP90, HSP70, SGT und HOP als direkte Interakti-

onspartner vom Fusionsprotein SGT::eGFP identifiziert. Somit konnte SGT ein-

deutig als Co-Chaperon von HSP90 und HSP70 identifiziert werden.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse über die Zusammen-

setzung des HSP90 Foldosoms in L. donovani bilden die Basis für weiterfüh-
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rende Untersuchung insbesondere zur Rolle und Funktion dieses Multi-Cha-

peronen-Komplexes während der Stadiendifferenzierung in L. donovani. 

5.1. Abstract

Leishmaniasis is an infectious disease with worldwide distribution. It is  caused 

by parasitic protozoa of the genus Leishmania. In the course of their parasitic 

life cycle the parasites encounter two very different environments: the gut of the 

sandfly and the phagolysosome of mammalian macrophages. The transmission 

of extracellular promastigotes from a poikilothermic insect vector to homoeo-

thermic mammalian host includes a significant increase of ambient temperature. 

This  temperature increase combined with acidic milieu induces  the parasites to  

convert from the promastigote form to the intracellular form of the parasite, the 

amastigote. Little is known about the molecular mechanisms that regulate this 

stage conversion. The increase of temperature induces the cellular heat shock 

response and thus the synthesis of heat shock proteins (HSP). Pharmacological 

inhibition of HSP90, a dominant member of the HSP family, mimics the envi-

romental signals and induces L. donovani to convert from promastigote to a-

mastigote. This indicates a crucial role for HSP90 during the process of stage 

differentiation in Leishmania spp. 

HSP90 is an essential, conserved and constitutively expressed chaperone that 

is  involved in a variety of cellular processes in all studied organisms. In its ca-

pacity as a molecular chaperone HSP90 is known to support the proper folding 

and activation of a number of regulatory and signalling client proteins. During 

the process of substrate protein activation, HSP90 co-operates with different co-

factors to form a multi-chaperone complex, the so called foldosome. These co-

factors include other members of the heat shock protein family and co-chapero-

nes. The term co-chaperones summarise all those proteins which do not belong 

to the group of client proteins, but are able to bind to a chaperone.

Therefore, the aim of this work was to identify and characterise putative HSP90 

co-chaperones in L. donovani. Based on the knowledge about the HSP90 fol-

dosome in higher eukaryotes, the Leishmania spp. genome databases were 

screened for putative co-chaperone genes. The following five potential co-cha-

perones were chosen for further investigations: HOP, HOP-2, SGT, HIP, and 

p23. 
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For three of the selected putative co-chaperones (HOP-2, HIP, and p23) the ex-

change of the two natural alleles against resistance marker genes by homolo-

gous recombination was successful. The null mutants were fully viable and 

showed no phenotype in their in vitro growth, in in vitro infection, in their mor-

phology, or in their ability to differentiate in vitro. Only the p23-null mutants 

showed increased sensitivity to the specific HSP90 inhibitor geldanamycin. The 

exchange of both natural HOP- or SGT-alleles was only possible in the pre-

sence of a transgene, suggesting that both are essential genes, at least during  

the promastigote stage of L. donovani.

For expression studies and immune localisation, specific antisera were needed. 

Therefore, recombinant proteins of all five putative co-chaperones and the ma-

jor chaperones HSP90 and HSP70 were expressed and used for immunisation 

of mice. Immune blot analyses of cell lysates confirmed that both HOP proteins 

are heat-inducible proteins, while SGT and p23 showed increased expression  

not only in the early stages of transformation, but also in the amastigote. The 

protein HIP is constitutively expressed in both stages. In addition, it was shown 

that the protein HOP is highly phosphorylated.

The localisation studies using the specific antisera in combination with transge-

nic cell lines expressing eGFP-chimera of co-chaperones, showed a cytoplas-

mic distribution for all five co-chaperones. Therefore, the proteins can not be 

attributed to any of the major cell compartments. Co-localization studies showed 

that HOP co-localised with HSP90, HSP70, HIP, and p23 in the promastigote, 

while SGT co-localised with HSP90, HSP70, HIP, and HOP. Immunoblot analy-

ses after native gelelectrophoresis demonstrate that HOP and HSP90, but also  

SGT and HIP migrate in complexes of similar size. By using co-immuno precipi-

tation the proteins HSP90, HSP70 and HOP were identified as direct interaction 

partners of the fusion protein SGT:: eGFP. This proved SGT to be a co-cha-

perone of HSP90 and HSP70.

The findings of the present study on the composition of the HSP90 foldosome in 

L. donovani form the basis for further investigations focused on the role and 

function of this multi-chaperone complex during the stages of differentiation in L. 

donovani.
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7. Anhang

7.1. Abkürzungsverzeichnis

#   alpha/anti
Abb.   Abbildung 
aa   amino acid 
Ak   Antikörper 
ampR   Ampicillin Resistenz 
AP   Alkalische Phosphatase 
APS   Ammoniumpersulfat 
BCIP   5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat 
BLAST  basic local alignement search tool 

bp   Basenpaar 
BSA   Rinderserumalbumin 
cm   Zentimeter 
CO2   Kohlendioxid
CsA   Cyclosporin A
DAPI   4!,6-Diamidino-2-phenylindol 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxy-Nukleotriphosphat 
DTT   Dithiothreitol 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure
EGFP   enhanced green fluorescence protein 
et al.   et alii 

EtBr   Ethidiumbromid 
FCS   Fötales Kälberserum 
g   Gramm
G418   Geneticin 
GA   Geldanamycin 
GFP   green fluorescence protein 
h   Stunde(n) 
HEPES  4-2-Hydrogenethylpiperazin-1-ethansulfonsäure 
HSP   heat shock protein, Hitzeschock-Protein 
Ig   Immunglobulin 
IPTG   Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid 
kb   Kilobasen 
kDa   Kilodalton 
kV   Kilovolt 
L.   Leishmania 
lac   Laktose Operon 
LB   Luria-Bertani 
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Ld   Leishmania donovani 

M   Mol pro Liter (molar) 
mA   Milliampere 
max.   maximal 
mcs   multiple cloning site, Klonierungstelle 
mg   Milligramm 
min   Minuten 
mind.   mindestens
mk   monoklonal 
ml   Milliliter 
mm   Millimeter 
mM   Millimolar 
ms   Millisekunden
MW   molecular weight 

NBT   4-Nitroblautetrazoliumchlorid 
NCBI   National Center for Biotechnology Information 
ng   Nanogramm 
nm   Nanometer 
OD   optische Dichte 
OH-   Hydoxylgruppe 
ORF   open reading frame 

p   Plasmid 
PBS   Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PCR   Polymerase chain reaction 
pk   polyklonal
pmol   picomol 
puro   Puromycin 
PVDF   Polyvinyldifluorid 
r   rekombinant
RNA   Ribonukleinsäure 
rpm   revolution per minute 
RT   Raumtemperatur; reverse Transkriptase 
s   Sekunden 
SAT   Streptothricinacetyltranferase 
SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacylamid-Gelelektrophorese 
Tab.   Tabelle 
TAE   Tris-Acetat-EDTA 
TBE   Tris-Borat-EDTA
TE   Tris-EDTA
U   Unit, Enzymeinheit
Vol.   Volumen
WT   Wildtyp
x g   Erdbeschleunigung
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