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Zusammenfassung

Der obligat intrazellulare Parasit Theileria annulata induziert in infizierten Wirtszellen, den
Rinderleukozyten, eine unkontrollierte Proliferation. Theileria-Parasiten nutzen diese
Transformation fur die eigene Vermehrung und Verteilung auf die Wirtstochterzellen, indem
sie an die mitotische Spindel der Wirtszelle binden. Theileria interagiert dabei mit dem
Mikrotubulinetzwerk der Wirtszelle. Welche Proteine an dieser Interaktion beteiligt sind, war
bis jetzt unbekannt. In dieser Arbeit konnte die Assoziation eines T. annulata-
Oberflachenproteins (,TaSP’) mit den Mikrotubuli der Wirtszelle nachgewiesen werden. TaSP
und Tubulin koprazipitierten in vivo und kolokalisierten in situ in infizierten Zellen. In
mitotischen Zellen war eine auffallige Assoziation mit dem Spindelapparat der Zelle zu
beobachten. Diese Interaktion war durch Abtotung des Parasiten mit dem anti-Theileria
Medikament Buparvaquone und durch Zerstérung des Tubulingeriistes mit Nocodazol
modulierbar: (1) Die Menge koprazipitierten Tubulins war nach Buparvaquonebehandlung
stark reduziert. (2) Die Behandlung des Parasiten mit Nocodazol resultierte in reduzierten
Mengen von mit TaSP koprazipitiertem Tubulin und umgekehrt.

GleichermalRen zeigte die Uberexpression dem Wirtszellzytoplasma zugewandte Doméane
von TaSP als Fusionsprotein mit dem grin-fluoreszierenden Protein (GFP) in COS-7-Zellen,
dass die Fluoreszenz ebenfalls partiell mit dem Mikrotubulinetzwerk verkntipft ist, vor allem
wahrend der Zellteilung. Die Interaktion zwischen dem TaSP-GFP-Fusionsprotein und
Tubulin wurde durch reziproke Koimmunprazipitations-Experimente in vivo bestétigt.

Des Weiteren konnte eine direkte in vitro-Assoziation mit aufgereinigten und assemblierten
Mikrotubuli und dem Histidin-Fusionsprotein von TaSP in ‘pull down’-Experimenten
nachgewiesen werden.

Diese Assoziation eines vom Parasiten-stammenden Membranproteins mit dem
Wirtszellzytoskelett deutet darauf hin, dass diese Interaktion eine Rolle in der gleichmaRigen
Verteilung des Parasiten auf die Tochterzellen der Wirtszelle wahrend der Zellteilung spielt,
um die Vermehrung des Parasiten im Schizontenstadium sicher zu stellen.

Ein weiteres Merkmal der Transformation der Wirtszelle durch Theileria annulata-infizierten
Zellen ist die Inhibierung der Apoptose durch Modulation verschiedener
Signaltransduktionswege. Parasitenproteine, die an dieser Transformation beteiligt sind, sind
aber noch weitestgehend unbekannt. Vor Kurzem wurde das Tumorsuppressor-Protein p53
in T. annulata untersucht und eine parasitenabhéngige Sequestrierung dieses
Wirtszellproteins im Zytoplasma am Schizonten festgestellt, mit der Folge der Inhibierung der
p53-abhangigen Apoptose. Dass p53 eng assoziiert mit der Schizontenmembran vorliegt,
konnte in dieser Arbeit durch Kolokalisationsstudien an isolierten Schizonten bestatigt
werden. In anderen leukoproliferativen Theilerien-Spezies, T. parva und T. lestoquardi,

zeigte sich in Konfokalen Mikroskopie-Experimenten die gleiche enge lokale Nachbarschaft
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von endogenem p53 zum Parasiten, sodass anzunehmen ist, dass es sich hierbei
wahrscheinlich um einen allgemeinen Mechanismus der p53-Sequestrierung des Parasiten
zur Inhibierung der Apoptose handeln muss.

Ein Parasitenprotein, das T. annulata-6-Transmembranprotein (Ta6TMP), welches eine
Homologie zum Humanen Papillomvirus-E6-Protein (HPV-E6) aufweist, wurde identifiziert.
HPV-E6 inhibiert die p53-Funktion innerhalb der Zelle durch proteosomalen Abbau. Die
zweite Fragestellung dieser Arbeit war deshalb die Charakterisierung und Untersuchung der
moglichen Funktion von Ta6TMP in den infizierten Leukozyten und transfizierten Zellen. Es
konnten vermehrt Hinweise gefunden werden, dass das Parasitenprotein Ta6TMP mit p53
interagiert. Exogen Uberexprimierte Teilsequenzen von Ta6TMP-GFP-Fusionsproteinen
kolokalisierten partiell mit p53 in COS-7-Zellen. Dies war sowohl im Fall der N-terminalen als
auch im Fall der C-terminalen Domé&ne zu beobachten. Interessanterweise wurde der
C-terminale Teil von Ta6TMP in den Nukleoli der COS-7-Zellen detektiert, wohingegen der
N-terminale Teil und das komplette Ta6TMP-GFP im Zytoplasma der Zelle nachweisbar
waren. Dies sind Hinweise darauf, dass Ta6TMP eine Rolle in der Transformation der
infizierten Zelle spielen konnte. Es wird noch dadurch bekraftigt, dass Ta6TMP in der
phylogenetischen Analyse hochkonserviert innerhalb der Gruppe der leukoproliferativen

Theileria spp. vorliegt.
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1 Einleitung

1.1 Theileria annulata und Theileriose
Theileria annulata, entdeckt und zum ersten Mal von Dschunkowsky und Luhs (1904)

beschrieben, gehort zum Genus der Protozoa, welches zum Phylum der Apikomplexa z&hlt.
Zum Stamm der Apikomplexa gehoren ebenfalls viele Spezies von medizinischer (z. B.
Plasmodium und Toxoplasma) und tiermedizinischer (z. B. Eimeria, Babesia und Theileria)
Bedeutung. Die groRten phanotypischen Ahnlichkeiten in der Pathogenese und teilweise
auch im Lebenszyklus weisen die Theilerien mit Plasmodium, dem Erreger der Malaria auf
(Abb. 1.1 A). Theileria besteht aus einem Apikalkomplex, welches dem Phylum seinen
Namen gibt, und verschiedenen Organellen wie Mikronemen und Rhoptrien (Marechal &
Cesbron-Delauw, 2001). Dies sind sekretorische Organellen, die Produkte fir die Bewegung,
die Wirtszelladhasion und das Eindringen in die Wirtszelle enthalten (Scholtyseck &
Mehlhorn, 1970). Dabei fehlt allerdings das fur Apikomplexa charakteristische Conoid. Die
Mikronemen, deren Sekretion mit der Zelladhasion assoziiert ist, sind veradndert oder
abwesend (Blackman & Bannister, 2001). Der Apikoplast, ein sekundares
endosymbiontisches Organell, zeigt eine reduzierte Funktion (Abb. 1.1 B).
A B

Apikomplexa

Cryptosporidien Cryptosporidium
parvum

Gregarinen Gregarina
Ophoriocystis
Hemosporidien Plasmodium
falciparum
Rl CaT Babesia Abb. 1.1 Phylogenetische Beziehung der
elleria .
Apikomplexa
A Auf den Lebenszyklus und der 18S rRNA basierender
Coccidien Ty EaE phylogenetischen Baum der verschiedenen Apikomplexa-

gondii Spezies. Bearbeitet nach Sibley et. al (2004). B Schematische
Darstellung eines Sporozoiten bzw. Merozoiten von Theileria.
Innerhalb der Plasmamembran, auf dessen extrazellularer Seite
Molekille zu finden sind, die an Oberflachenkomponenten der
Wirtszelle binden, in die der Parasit eindringt, befindet sich der
Zellkern mit seinem Spindelpolkdrper (SP), Mitochondrium (M),
Ciliaten Spherikalkdrper (SB) und die Rhoptrien (R). Alle diese
Komponenten binden direkt oder indirekt an den Zellkern: die
Ribosomen und Mitochondrien binden direkt an die
Kernmembran, der Spherikalkérper an das Mitochondrium und
die Rhoptrien an den Spindelpolkdrper und den polaren Ring. Nach (Tilney & Tilney, 1996).

Dinoflagelaten

Theileriose wird durch verschiedene Theilerien-Spezies verursacht. Theileria annulata ist der
Erreger der Tropischen Theileriose im Rind, die im tropischen und subtropischen Afrika,
Asien und in Teilen Stdeuropas vorkommt. Er verursacht weltweit eine hohe Sterblichkeit
und einen hohen 6konomischen Verlust (Mehlhorn et al., 1994; Norval, 1992). Theileria

annulata wird Uber Zecken der Gattung Hyalomma Ubertragen (Robinson, 1982) und
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entwickelt sich in den Leukozyten des Wirtes. Typische klinische Zeichen von tropischer
Theileriose sind ein Anschwellen der regionalen Lymphknoten, Fieber, Anorexie und
Anamie. Dabei variiert die Sterblichkeitsrate zwischen 3 % und 90 %, abhangig vom
Parasitenstamm und der Anfalligkeit des Rindes.

Die Kontrolle der tropischen Theileriose erfolgt zum einen durch Immunprophylaxe unter
Verwendung einer attenuierten Vakzine, und zum anderen durch Bekampfung der
Vektorzecken. Zusatzlich kénnen akute Falle durch die Applikation des Medikamentes
Buparvaquone (Butalex®, BW720c) (McHardy & Morgan, 1985) therapiert werden. Tiere, die
sich von einer Infektion erholen, stellen jedoch zeitlebens ein Erregerreservoir dar. Da bis
heute kein Impfstoff bekannt ist, der nicht zu einer Infektion fihrt, ist die Entwicklung neuer
Vakzine zentraler Bestandteil der wissenschaftlichen Anstrengungen. Als potentielle
molekular-basierte Vakzine werden Sporozoitenproteine verwendet, die das Eindringen des

Parasiten in die Wirtszelle verhindern sollen (Musoke et al., 1993).

1.1.1 Lebenszyklus von T. annulata
Der Lebenszyklus besteht wie bei allen Apikomplexa aus drei Phasen: Schizogonie,

Gamogonie und Sporogonie. Dabei durchlaufen die Parasiten eine sexuelle und eine
asexuelle Vermehrung, die mit einem Wirtswechsel verbunden ist. In dem Ubertrager des
Parasiten, der Zecke, findet die sexuelle Vermehrung und Sporogonie und im Wirt, dem
Rind, die asexuelle Vermehrung durch Schizogonie und Merogonie statt.

Der Zyklus im Wirt beginnt, wenn die Sporozoiten Uber die Speicheldrise der Zecke im
Saugakt Ubertragen werden. Die Sporozoiten dringen in die Leukozyten ein (Jura et al.,
1983; Shaw, 1997; Shaw, 2003) und entwickeln sich zum mehrkernigen Schizonten
(Schizogonie), der die Wirtszelltransformation und Proliferation auslést. Ab diesem Zeitpunkt
verlauft die Teilung von Schizont und Wirtszelle synchron (Hulliger, 1965; Shiels et al.,
1992), wobei die DNA-Synthese des Wirtszellkerns und des Schizonten asynchron ohne
G»,-Phase des Parasiten verlaufen (Irvin et al., 1982). Ferner differenziert sich der Schizont,
durch die Fieberreaktion des Tieres (Glascodine et al., 1990), tuber Mikroschizonten zu
Merozoiten, die dann die Erythrozyten infizieren (Shaw & Tilney, 1992; Mehlhorn & Schein
E., 1984) und sich als Piroplasmen in diesen Zellen vermehren. Die Piroplasmen werden von
Zecken beim Saugen aufgenommen und durchlaufen im Zeckendarm Uber die Bildung einer
Zygote eine sexuelle Entwicklung (Gamogonie). In den Epithelzellen des Darmes entwickelt
sich die Zygote zu einer beweglichen Ookinete, die dann in die Speicheldriisen wandert und
sich wiederum asexuell vermehrt (Sporogonie). Ausgelést durch den Saugakt der Zecke
bildet sie Tausende von Sporozoiten (Fawcett et al., 1982). Diese werden beim nachsten
Zeckenbiss in den Wirt inokuliert, und der Kreislauf beginnt von vorne. Die Ubertragung in
die Zecke verlauft transstadial. In Abbildung 1.2 ist der komplette Zyklus von T. annulata

dargestellt.
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differenzieren die Ookineten
zu Sporoblasten (9), die sich ungeschlechtlich vermehren. Beim Saugakt der Zecke werden die reifen
Sporozoiten in den nachsten Wirt Ubertragen (10). Modifiziert nach Mehlhorn und Schein (1984).

1.1.2 Eindringen in die Wirtszelle und Etablierungd  es Parasiten
Die Theileria-Sporozoiten sind im Gegensatz zu anderen Apikomplexa nicht frei beweglich

und dringen ohne bestimmte Orientierung in die Wirtszelle ein (Soldati et al., 2004; Sibley,
2004). Das Eindringen des Parasiten wurde erstmals von Fawcett et al. fur T. parva, einem
nahem Verwandten von T. annulata, beschrieben (Fawcett et al., 1982; Webster et al., 1985;
Fawcett et al., 1984). Dies gelang ebenfalls Jura et al. fir T. annulata (Jura et al., 1983). In
Abbildung 1.3 sind die Aufnahme des Parasiten und die damit verbundenen Veranderungen
in der Wirtszelle dargestellt. Nach Anheftung des Sporozoiten an die Zielzelle dringt der
(PVM)

Wirtszellmembran, in die Wirtszelle ein. AnschlieRend sezerniert der Parasit den Inhalt der

Parasit, umschlossen von der parasitaren Vakuolenmembran und der
Rhoptrien in die Wirtszelle. Daraus resultieren ein Anschwellen und das anschlielBende
Auflésen der PVM. Die Mikrosphare, ein granulédres Organell, gibt amorphes Material an die
Oberflache des Parasiten ab, welches mit den Mikrotubuli der Wirtszelle assoziiert. Welcher
Natur dieses Parasitenmaterial ist und wie es mit den Mikrotubuli assoziiert - ob durch
Mikrotubulinukleation oder durch einfaches Anheften an die Mikrotubuli oder sogar durch
beides - ist nicht bekannt. Dies steht im Gegensatz zu anderen Apikomplexa, bei denen das
Eindringen des Parasiten von Aktin und Myosin des Parasiten abh&ngig ist und nicht von der
Wirtszelle beeinflusst wird (Dobrowolski & Sibley, 1996; Meissner et al., 2002).

Etwa 24 - 48 Stunden nach dem Eindringen des Sporozoiten teilt sich der Zellkern des

Parasiten wiederholt bis sich ein mehrkerniges Syncytium, der Schizont, gebildet hat.
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Abb. 1.3 Eindringen in die Wirtszelle
und Etablierung von Theileria -
Sporozoiten

Der Sporozoit bindet irreversibel an die
Oberflache der Wirtszelle (a + b). Dabei 16st
sich die Oberflache des Sporozoiten auf und er
wird von der Wirtszelle durch umlaufendes
‘Zippering’ aufgenommen (c) Dabei wird der
Parasit von einer Wirtszellmembran umgeben
(d). Die Wirtszell- und Parasitenmembranen
werden gleichzeitig mit dem Sezernieren der
Rhoptrien und Mikrosphéaren durch Proteasen
aufgeldést und es bildet sich eine Schicht
(10-15 nm) auf der Oberflache des Parasiten
(e). Darauf folgt die Ausbildung von
Wirtszellmikrotubuli um den Parasiten, die mit
Proteinen auf der Parasitenoberflache, die von
den Mikrospharen stammen, assoziieren
(fund g). Die Rezeptoren fur das Binden und
Eindringen des Parasiten sind nicht identifiziert. Der vollstandige Prozess vom ersten Anheften bis zur Freigabe
ins Zytoplasma dauert etwa 30 Minuten. Modifiziert nach Shaw (2003).

Er zeichnet sich durch eine unregelmafige Oberflache mit mehreren Einbuchtungen aus, die
die Mikrotubuli binden und somit wahrscheinlich dem Parasiten seine komplexe Form geben
(Tilney & Tilney, 1996). Der Parasit induziert darliber hinaus die Transformation der
Wirtszelle, denn die Sporozoiteninvasion filhrt zu einer klonalen Expansion der infizierten
Zelle. Wie die Transformation jedoch initiiert wird, ist nicht geklart.

Welche Proteine beim Eindringen in die Wirtszelle beteiligt sind, ist bisher nicht genau
bekannt. Es wurden allerdings einige Parasitenproteine identifiziert und molekularbiologisch
charakterisiert, die moglicherweise beim Eindringen in die Wirtszelle eine Rolle spielen.

So wurde gezeigt, dass Antikérper gegen das Oberflachenprotein p67 von T. parva ein
Eindringen der Sporozoiten teilweise sowohl in vitro (Dobbelaere et al., 1984; Nene et al.,
1992) als auch in vivo (Nene et al., 1996; Nene et al., 1995) hemmen. Antikdrper gegen ein
weiteres T. parva Oberflachenprotein Antigen PIM (,Polymorphic Immunodominant Protein’)
inhibierten ebenfalls die Sporozoiteninvasion in vitro (Toye et al., 1995b).

Far T. annulata konnte ebenfalls ein Sporozoitenprotein SPAG-1 identifiziert und
charakterisiert werden (Hall et al., 1992). Ein Antikdrper gegen SPAG-1 hatte eine
neutralisierende Wirkung auf die Infektiositat der Sporozoiten fur die Wirtszelle (Hall et al.,
2000). Immunisierungsversuche mit rekombinantem p67 oder SPAG-1 fihrten allerdings zu
keiner vollstédndigen und belastbaren Immunitat. Deshalb ist es notwendig, weitere Proteine
aus verschiedenen Entwicklungsstadien des Erregers zu identifizieren, zu charakterisieren
und deren Potential als Impfstoff zu untersuchen.

An der Interaktion zwischen Parasit und Wirtszelle missen auch Liganden auf der
Oberflache der Wirtszelle beteiligt sein. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,
dass gegen MHC Klasse | Molekile gerichtete Antikdrper das Eindringen von T. parva in die
Zelle verhinderten (Shaw et al., 1991; Shaw et al., 1995). Dies konnte auch flr andere

Oberflachenmolekile der Lymphozyten wie z. B. CD2, CD4, CD6 und CD8 gezeigt werden.
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1.2 Transformation von T. annulata -infizierten Leukozyten
Wie bereits erwahnt, induziert das Schizontenstadium die Transformation der infizierten

Wirtszelle. Die zellulare Transformation ist ein bekanntes Ph&dnomen fir Virus-infizierte
Zellen (O'Shea, 2005). Theilerien sind jedoch die einzigen bekannten eukaryotischen
pathogenen Organismen, die ihre Wirtszelle transformieren kdnnen (Dobbelaere &
McKeever, 2002). T. annulata zahlt wie T. parva, T. lestoquardi und T. taurotragi zu den
lymphoproliferativen Theilerienarten. Diese Parasiten infizieren die Leukozyten des Wirts und
verursachen ihre Transformation und unkontrollierte Proliferation. Dabei ist zu bemerken,
dass T. parva T- und B-Zellen transformiert, wohingegen T. annulata die unkontrollierte
Proliferation von Monozyten, Makrophagen und B-Zellen induziert. Die Transformation der
Wirtszelle ist durch zellulare Differenzierung (Sager et al., 1997), Proliferation in
Abwesenheit von antigenen Stimulantien oder exogenen Wachstumsfaktoren (Dobbelaere &
Heussler, 1999; Dobbelaere et al., 1988; Ahmed et al., 1999) und Inhibierung der Apoptose
(Luder et al., 2001) gekennzeichnet. Deshalb kdnnen diese Zellen auch in vitro unbegrenzt
kultiviert werden. Diese Eigenschaften der infizierten Zellen erinnern an Tumorzellen; sie
zeigen zudem genauso wie viele Tumore einen metastatischen Phénotyp (Dobbelaere &
Heussler, 1999). In vivo zeigen infizierte Zellen eine erhohte Migration, Infiltration und
Proliferation in nicht-lymphatisches wie auch in lymphatisches Gewebe, wo sie Lasionen
verursachen, die Lymphosarkomen ahneln. Dartber hinaus verhalten sich Theileria-infizierte
Leukozyten wie invasive Tumore in scid Mausen (Fell et al., 1990) und athymischen Mausen
(Irvin et al., 1975). Aufgrund dieser Eigenschaften eignet sich der Parasit als Tumormodell,
um die Lymphoproliferation zu studieren (Chaussepied & Langsley, 1996).

Die Fahigkeit der Bildung von Tumoren ist mdglicherweise auf die Parasiten-induzierte
Expression der Matrixmetalloproteinase MMP-9 zuriickzufihren (Baylis et al., 1995). Ein
entscheidender Unterschied zwischen Theilerien-infizierten Zellen und Tumorzellen ist, dass
die Transformation vollkommen reversibel ist. Die Theileria-induzierte Transformation kann
durch Behandlung mit dem Medikament Buparvaquone (BW720c) (McHardy et al., 1985),
welches die Elektronentransportkette des Parasiten beeintréchtigt, den Tod des Parasiten
induziert und ihn aus der Wirtszelle eliminiert (Hudson et al., 1985), riickgangig gemacht
werden. Die Leukozyten zeigen dann einen ruhenden Phanotyp oder gehen in Apoptose.
Diese Reversibilitat deutet darauf hin, dass die Transformation nicht auf eine permanente
Veranderung des Genoms der Leukozyten wie z. B. Mutationen oder Deletionen, wie es fir
Krebs und krebsverursachende Viren beschrieben ist, zurlckzufhren ist. Um also den
transformierten Phanotyp der Wirtszelle aufrechtzuerhalten, sich vor Apoptose zu schitzen
und so sein eigenes Uberleben zu sichern, muss der Parasit zentrale Signalwege der
Wirtszelle kontrollieren. Hierauf soll im Folgenden eingegangen werden. Dadurch dass sich
der Schizont frei und ohne umgebende Vakuole im Zytoplasma der Wirtszelle aufhélt, ist er

perfekt ausgestattet, um mit den Signaltransduktionswegen der Wirtszelle zu interagieren. Es
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sind viele Signalwege in Theileria-transformierten Zellen aktiviert, die direkt oder indirekt zum
transformierten Phanotyp beitragen (Dessauge et al., 2005b; Eichhorn & Dobbelaere, 1994;
Chaussepied & Langsley, 1996; Dobbelaere & Heussler, 1999; Dobbelaere et al., 2000;
Dobbelaere & Kuenzi, 2004). Als erster Signalweg in Theileria, welcher bei der
Transformation eine Rolle spielt, wurde der CK-II-Signalweg beschrieben (Dessauge et al.,
2005c). Die a-Untereinheit der Casein Kinase Il (,CK II') wurde in T. parva gefunden (ole-
MoiYoi et al., 1992) und ist konstitutiv aktiviert (ole-MoiYoi et al., 1993; ole-MoiYoi, 1995).
Interessanterweise zeigen transgene Mause, die dysreguliertes CK Il a exprimieren, typische
Eigenschaften von Lymphomen, wie sie auch fir das lymphoproliferative Syndrom von
infizierten Rindern beschrieben sind (Seldin & Leder, 1995). Die Koexpression von CK Il mit
c-myc in transgenen Mausen fithrte zur Ausbildung von Leukamie. CK Il scheint als Onkogen
zu fungieren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Export der Parasiten-CK-lla-
Untereinheit nicht Gber den klassischen Weg die Zelltransformation auslost (Biermann et al.,
2003). Der Parasit muss also seine eigenen Mechanismen zum Uberleben entwickelt haben.
Da sowohl das Genom von T. parva (Gardner et al., 2005) als auch von T. annulata (Pain et
al., 2005) sequenziert ist, bietet dies einen Ansatzpunkt, um nach potentiellen

transformationsrelevanten Proteinen zu suchen.

1.2.1 Transformationsrelevante Parasitenproteine
Mdglicherweise sind Oberflachenmolekiile auf dem Leukozyten, die mit dem eindringenden

Parasiten interagieren, fir die initiale Aktivierung und die folgende Transformation
verantwortlich. Wenn der Parasit sich dann in der Wirtszelle befindet, setzt er wahrscheinlich
Proteine frei, die zur Klasse der Kinasen und Phosphatasen gehéren und die
Wirtszellsignalwege beeinflussen kénnten. Alternativ sezerniert der Schizont Proteine ins
Wirtszellzytoplasma oder exprimiert Proteine auf seiner Oberflache, die ins Zytoplasma der
Wirtszelle gerichtet sind und somit eine Interaktion mit den Regulatoren der
Wirtszellsignalwege erlauben.

Theilerien-Molekile, die den Phanotyp der Wirtszelle verandern und eine Rolle bei der
Transformation spielen, sind noch nicht identifiziert. Dass die Transformation aber von einem
lebensfahigen Parasiten abhangig ist, zeigt sich in der Behandlung von infizierten Zellen mit
dem anti-Theileria-Wirkstoff Buparvaquone, die zu einer Einstellung der Proliferation oder
sogar zum Tod der Wirtszelle fihrt. Auch die Mechanismen, die zur Herunterregulierung der
Leukozytenteilung wéahrend der Differenzierung zum Merozoiten fuihren, sind nicht bekannt.
Bis jetzt sind sechs Theileria Makroschizontenproteine beschrieben worden, die in die
Wirtszelle sekretiert werden. Eins von ihnen, ein T. annulata-sekretorisches Protein (TaSE)
spielt wahrscheinlich im Besonderen bei der Interaktion des Wirts mit dem Parasiten eine

Rolle. Auf die mdgliche Funktion dieses Proteins soll spater ndher eingegangen werden.
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Es wurden weiterhin sogenannte TashAT-Proteine beschrieben, die eine Homologie zu
/AT-hook’-DNA-Bindungsproteinen beim S&ugetier besitzen und im Wirtszellkern lokalisiert
sind (Swan et al., 1999; Swan et al., 2001; Shiels et al., 2004). Es wird angenommen, dass
die TashAT-Proteine die Expression von Wirtszellproteinen modulieren und méglicherweise
an der Kontrolle der Wirtszellproliferation beteiligt sind. Die drei charakterisierten TashAT-
Proteine TashAT1, TashAT2 und TashAT3 besitzen eine Signalsequenz und ein
Kernlokalisierungssignal (NLS), was mdglicherweise erklart, wie sie translozieren, nachdem
sie ins Zytoplasma der Wirtszelle sekretiert wurden. Zumindest TashAT2 (Swan et al., 1999)
und TashAT3 (Swan et al., 2001) lokalisieren im Zellkern der Wirtszelle. Die Tatsache, dass
Parasitenhomologe solcher ,AT-hook’-Proteine im Wirtszellkern enden, wo sie an Wirtzell-
DNA binden und Transkriptionsfaktoren binden kénnen, deutet auf die Mdglichkeit hin, dass
sie eine Rolle in der durch Theileria hervorgerufenen Transformation der Leukozytenzelle
spielen. Fir TashAT2 konnte gezeigt werden, dass es an AT-reiche Sequenzen bindet. Die
Transfektion eines TashAT2-Konstrukts in bovine Makrophagen (BoMac) resultierte in einer
Veranderung der Zellmorphologie und offenbarte Anderungen des Expressionsprofils der
Ubiquitin-&hnlichen Protease bUBP43 und ihrem Substrat bISG15. Es wird angenommen,
dass diese Interferon-stimulierten Gene an der Umgehung der Wirtszellimmunabwehr, an
der Kontrolle des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung beteiligt sind. Deshalb kdnnte
die Modulation dieser Gene durch TashAT2 eine Rolle sowohl in der Transformation der
Leukozytenzelle durch Theileria als auch in seiner F&higkeit, die Immunantwort der
Wirtszelle zu unterbinden, spielen. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Expression
der TashAT-Proteine wahrend der Differenzierung zum Merozoitenstadium herunterreguliert
ist und mit der beginnenden Reduzierung der Proliferation einhergeht.

TashHN gehort ebenfalls zur Familie der TashAT-Proteine und zeigt die gleiche subzellulare
Lokalisation im Zellkern der Wirtszelle. Seine Expression ist wahrend der Differenzierung
zum Merozoiten ebenfalls verringert (Swan et al., 2003). Dariiber hinaus konnte eine erhdhte
Expression von TashHN in attenuierten Zelllinien nachgewiesen werden. Ob dies die
Ursache oder nur ein Effekt des veranderten Phanotyps der infizierten Zellen ist, konnte
bisher nicht geklart werden.

Ein weiteres Protein, welches ebenfalls ein AT-hook-Bindemotiv, ein Signalpeptid und ein
NLS-Signal besitzt und ebenfalls im Wirtszellkern lokalisiert, ist das SUAT-Protein (Shiels et
al., 2004). Da SUAT nicht wie die TashAT-Proteine im Merozoitenstadium herunterreguliert
wird, ist es wahrscheinlich nicht an der Stimulation der Wirtszellproliferation beteiligt.
Vielmehr moduliert es den Phénotyp der Sugetierzelle, indem es die Expression von
Zytoskelettproteinen wie Cytokeratin reprimiert. Dies wurde auch schon fiir einige andere
transformierte Zellen beschrieben.

Das Merozoiten-Oberflachen-Antigen Tamsl ist ebenfalls ein Protein, welches

moglicherweise in die Differenzierung des Makroschizonten zum Merozoitenstadium
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involviert ist. Es konnte nachgewiesen werden, dass es eine Korrelation zwischen der
Hochregulation der Tams1-Genexpression und der Bildung des Merozoiten gibt (Shiels et al.,
1997). Weiterhin konnte durch die EMSA-Technik (,electrophoretic mobility shift assay’)
gezeigt werden, dass ein vorgelagertes Nukleotidmotiv von Tamsl (CAT1) von
verschiedenen nukledren Polypeptiden erkannt und gebunden wird (Shiels et al., 2000). Es
konnten drei Komplexe identifiziert werden, die spezifisch an die CAT1-Region binden. Dies
konnte einen allgemeinen Mechanismus darstellen, wie Theilerien und auch andere

Apikomplexa-Parasiten ihre Genexpression wahrend der Differenzierung regulieren.

1.3 Uberlebensstrategien des Parasiten
T. annulata hat verschiedene Mechanismen entwickelt, um sein eigenes Uberleben innerhalb

der Wirtszelle und seine Vermehrung zu sichern. Auf diese Aspekte soll in den folgenden

Abschnitten eingegangen werden.

1.3.1 Assoziation des Parasiten mit dem Mikrotubulin etzwerk der Wirtszelle
Mikrotubuli kommen im Zytoplasma der eukaryotischen Zelle vor und sind an der

Zellbewegung und der Zellteilung beteiligt (Alberts et al., 2003). Eine weitere Funktion der
Mikrotubuli besteht in der Aufrechterhaltung der Zellstruktur und ihres mechanischen
Gerustes. Die Mikrotubuli bilden zusammen mit den Intermediarfilamenten und den
Mikrofilamenten das Zytoskelett der Zelle und sind mit den Intermediarfilamenten assoziiert.
Das Eindringen der Sporozoiten ist nicht abhangig vom Zytoskelett des Parasiten, aber
absolut abhéngig von einem funktionsfahigen Zytoskelett der Wirtszelle (Shaw, 1999). Dabei
interagiert der Parasit nicht mit dem Aktinzytoskelett der Wirtszelle, sondern bewirkt, dass
die von der Wirtszelle stammenden Mikrotubuli um die Parasitenoberflache polymerisiert
werden (Abb. 1.4). Der vom Sporozoit zum Schizonten differenzierte Parasit bleibt mit den
Mikrotubuli der Wirtszelle verbunden (Shaw, 2003; Fawcett et al., 1982). Diese Assoziation
des Parasiten mit dem Zytoskelett der
Wirtszelle erleichtert wahrscheinlich die
Bewegung des Parasiten zum
perinuklearen Bereich der Wirtszelle
(Fawcett et al., 1984).

Abb. 1.4 Elektronenmikroskopische
Aufnahme der
Wirtszellinvasion von T. parva
30 Minuten nach der Invasion werden Mikrotubuli
im Wirtszellzytoplasma geformt (Pfeile), die zu
den  Sporozoiten  wandern.  140000fache
VergrofRerung. Aus Fawcett, D. et al. (1984).

Theileria nutzt die Wirtszellmikrotubuli,
um seine Zellteilung mit der Zytokinese der Wirtszelle zu koppeln. Diese geordnete

Orientierung der Mikrotubuli zum Parasiten hin ist sehr stabil und bleibt erhalten, solange
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sich der Parasit in der Wirtszelle befindet. Moglicherweise sekretiert der Parasit Proteine, die
an der Mikrotubuli-Nukleation beteiligt sind. Erst im Verlauf der Differenzierung zum
Merozoitenstadium ist die Assoziation des Parasiten mit den Mikrotubuli nicht mehr sichtbar.
Die molekularen Mechanismen dieser Assoziation sind weitgehend unbekannt. Vor kurzem
wurde ein sekretorisches Parasitenprotein TaSE (‘Theileria annulata secreted’) identifiziert
(Schneider et al., 2007) und sowohl molekularbiologisch als auch biochemisch
charakterisiert. Es konnte dabei durch Koimmunprazipitations-Experimente und
Lokalisationsstudien gezeigt werden, dass TaSE mit dem Tubulin der Wirtszelle interagiert
und mdglicherweise eine Rolle bei der Verteilung des Parasiten auf die Tochterzellen spielt.
Proteine, die auf der Oberflache der Schizonten bzw. in das Zytoplasma der Wirtszelle
abgegeben werden, kdénnten ebenfalls eine Rolle bei der Replikation des Parasiten spielen.
Ein potentieller Kandidat ist z. B. das Theileria annulata surface protein’ (TaSP), ein
Membranprotein mit drei vorhergesagten Transmembrandomanen, einer GrofRe von 35 kDa
und einem N-terminalen Signalpeptid (Schnittger et al., 2002). Es zeigt eine Homologie mit
PIM (,Polymorphic Immunodominant’) aus T. parva (Toye et al., 1995a; Toye et al., 1995b;
Toye et al., 1991). Die beiden Proteine sind zu 56 % identisch; sie unterscheiden sich jedoch
in einigen molekularen und biochemischen Eigenschaften. PIM und TaSP werden sowohl im
Sporozoitenstadium als auch im Schizontenstadium exprimiert (Toye et al., 1991; Schnittger
et al., 2002). PIM ist ein hochpolymorphes Protein, welches zudem sehr immunogen ist. Die
molekulare Masse von PIM variiert sehr stark, eine Eigenschaft, die bei Membranproteinen
oft mit antigener Variation verbunden ist. Fir PIM konnte gezeigt werden, dass ein Antiserum
gegen das Protein die Invasion der Sporozoiten in die Lymphozyten (Toye et al., 1995b)
inhibiert. Diese Eigenschaft macht PIM zu einem Kandidaten fir die Immunisierung gegen
Ostkustenfieber.

TaSP wird auf der Oberflaiche des Schizonten exprimiert und besitzt eine extrazellulare
Glutamin-Prolin-reiche Doméane (QP-Domane) mit repetitiven Elementen, die eine Interaktion
mit dem Wirtszellzytoskelett moglich macht (Abb. 1.5 A). Es sind zwei Repeats der Sequenz
QPXQ in TaSP enthalten. Weiterhin besitzt es eine Transmembrandomane, die eine
Ahnlichkeit zu Kupfer-Transporter-Proteinen zeigt (Abb. 1.5 C). Auch wenn TaSP keine
vorhergesagte enzymatische Aktivitat besitzt, ist vorstellbar, dass es als Geriist-Protein
fungiert, indem es Wirtszellproteine rekrutiert, die Signaltransduktionswege aktivieren. TaSP
wird genauso wie PIM von einem ,single copy gene’ kodiert und besitzt eine zentrale
polymorphe Region, flankiert von hochkonservierten N- und C-terminalen Bereichen (Abb.
1.5). TaSP besitzt eine hohe Anzahl an negativ geladenen Aminosaureresten wie
Glutaminsaure (17 %) und Asparaginsaure (11 %). Aufgrund seiner immunogenen
Eigenschaften eignet sich das Protein zur Entwicklung serologischer Diagnostik (Seitzer et
al., 2007; Salih et al., 2005; Bakheit et al., 2004).
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In dieser Arbeit sollte das TaSP-Protein hinsichtlich seiner moglichen Assoziation mit dem
Zytoskelett der Wirtszelle und seiner Rolle bei der Verteilung des Parasiten auf die
Tochterzellen untersucht werden.

A
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Abb. 1.5 Priméar- und Sekundarstruktur von TaSP

A Aminoséuresequenz von TaSP. Signalpeptid, grin; Transmembranhelices, blau. Zusétzlich ist die Glutamin-
Prolin-reiche (QP) Sequenz rot markiert. Die repetitive Sequenz QPXP ist blau unterlegt. Grau unterlegt ist die
polymorphe Region von TaSP B Transmembrantopologie, vorhergesagt mit TMHMM 2.0. TaSP besitzt drei
Transmembranhelices AS 204-226, AS 247-269 and AS 274-296. Der N-terminale Bereich des Proteins ragt ins
Zytoplasma der Wirtszelle. Der C-terminale Bereich zeigt ins Zytoplasma des Schizonten. C Proteinkarte von
TaSP, modifiziert nach T. annulata GeneDB TA17315. TaSP besitzt ein abspaltbares N-terminales Signalpeptid
(blau), vorhergesagt mit SignalP 2.0 HMM. Die Transmembranbereiche sind gelb dargestellt. AuRerdem ist eine
Doméne fur einen Kupferionentransporter in der Sequenz von TaSP (AS 184-303) vorhanden (schraffiert). Die
polymorphe Region ist rot unterlegt. Die Glutamin-Prolin-reiche Doméne (QPE) ist in dunkelgrin dargestellt. D
Sekundarstruktur von TaSP. Vorhergesagt mit PSIPRED v2.6 (Jones, 1999). In rot sind die -Faltblatter und in
gelb die a-Helices dargestellt. E vorhergesagte posttranslationale Modifikationen von TaSP.
P = Phosphorylierungsstellen. SUMO = Sumoylierungsstellen. Sulfatation = Tyrosinsulfatationsstellen. In braun ist
die extrazellulare Doméne von TaSP (TaSPex) dargestellt.
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1.3.2 Zellteilung des Parasiten
In der Mitose spielen die Mikrotubuli in der Aufteilung der Chromosomen eine Rolle. Zwei

verschiedene Chromosomenbewegungen kdnnen unterschieden werden: die Bewegung zur
Metaphaseplatte und die Bewegung zu den Spindelpolen in der Anaphase. Wéahrend der
Zellteilung werden die Mikrotubuli an den Spindelpolen gebildet (Cuschieri et al., 2007),
binden an die Kinetochoren auf den Chromatidpaaren und ziehen in der Metaphase die
Chromosomen zur Mittelebene. Die eigentliche Zellteilung findet in der Zytokinese statt, in
der die beiden Tochterzellen noch durch den Midbody, der aus tberlappenden antiparallelen
Mikrotubuli besteht, miteinander verbunden sind und die Abschnirung der Tochterzelle
stattfindet (McCollum, 2005).

Theilerien bilden eine interessante Ausnahme unter den Apikomplexa, da sie die Teilung und
die Transformation der Wirtszelle steuern (Striepen et al., 2007). Die Verteilung des
Parasiten auf die beiden Tochterzellen geschieht wahrend der Zellteilung der Wirtszelle
(Hulliger et al., 1964). Theileria interagiert dabei mit den Mikrotubuli der Wirtszelle, sodass
der Parasit zu den Zentrosomen wandert, um sich anschlielend zu teilen (Stagg et al.,
1980). Dabei benutzt der mehrkernige Schizont die mitotische Spindel der Wirtszelle, um
sich auf die gebildeten Tochterzellen zu verteilen (Shaw et al., 1991). In der Anaphase wird
der Schizont in zwei Teile gezogen, sodass in der Zytokinese jede Tochterzelle einen Teil
des Parasiten erhdlt (Abb. 1.7).

Theileria 6 }.> | \ ’] o )

Abb. 1.7 Schematische Darstellung der Zellteilungv ~ on Theileria

Der Theileria Schizont (beige) teilt sich in direkter Assoziation mit der Zellteilung der Wirtszelle (HN,
Wirtszellkern). Theileria entwickelt sich direkt im Zytoplasma der Wirtszelle (blau). DNA, grau; Zentrosom, rot;
IMC, violett. Modifiziert nach Striepen, B. (2007).

Die DNA-Synthese der Wirtszelle und des Makroschizonten verlaufen asynchron (Irvin et al.,
1982). Genauer gesagt erfolgt die S-Phase der Makroschizonten, wenn die Wirtszelle in die
Mitose eintritt. Die Zellteilung (M-Phase) erfolgt kurz darauf, wahrend die Wirtszelle sich
noch in der Metaphase befindet. Es konnte weiterhin in der Gruppe um Irvin durch
®H-Thymidin-Markierungsexperimente gezeigt werden, dass die G,-Phase im Parasiten
verkirzt bzw. nicht mehr vorhanden ist.

Die fehlende Synchronitat von Wirtszell- und Parasiten-S-Phase sind Hinweise darauf, dass
der Makroschizont seine DNA-Synthese unabhangig vom Wirtszellkern vollzieht. Dies wurde
durch Inhibitionsexperimente mit Agenzien, die den Wirtszellmetabolismus an bestimmten

Punkten des Zellzyklus storen, bestétigt. Diese hatten keinen Effekt auf die Replikation des
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Parasiten; Er teilte sich auch in Abwesenheit der DNA-Synthese und Zellteilung der
Wirtszelle. Obwohl die S-Phase des Schizonten und der Wirtszelle nicht synchron verlaufen,

ist die Zellteilung des Parasiten doch mit der Metaphase der Wirtszelle synchronisiert.

1.3.3 Apoptose in Theilerien-infizierten Leukozyten
Phéanotypisch zeigt sich die Apoptose im Schrumpfen der Zelle und in der Kondensation des

Zellkerns zusammen mit der Fragmentierung der DNA (Wyllie & Golstein, 2001). Die
Apoptose spielt eine Rolle beim Entfernen von beschadigten Zellen, in der Homdostase und
im Alterungsprozess von mehrzelligen Organismen (Vaux & Strasser, 1996). Dartiber hinaus
ist die Apoptose ein wichtiger Verteidigungsmechanismus gegen virale, bakterielle und
parasitare pathogene Organismen (Williams, 1994; Gao & Kwaik, 2000; Barry & McFadden,
1998; Vaux et al., 1994). Der programmierte Zelltod (Apoptose) ist ein wichtiger Regulator
der Wirtszellantwort wahrend der Infektion mit verschiedenen intrazellularen einzelligen
Parasiten. Dabei wird die Apoptose von den Parasiten herunterreguliert bzw. inhibiert
(Heussler et al., 2001b), um das intrazellulare Uberleben des Parasiten zu erleichtern.
Granzym Signalweg Extrinsischer Signalweg Intrinsischer Signalweg

Granzym B Ligand

I Todesrezeptor
Zellmembran

Adaptorprotein

b= [c-FLIP
Caspase 8

AP
\ * .[ Cytochrom ¢ @
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Effektorcaspasen 3, 6, 7 ‘\ """"""
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Abb. 1.8 Die drei Apoptose-Signalwege

Granzym-Signalweg: Granzym B wird von zytotoxischen Zellen sekretiert, dringt in die Zielzelle mit Hilfe von
Perforin ein und aktiviert direkt die Effektorcaspasen. Extrinsischer Signalweg: Nachdem ein Ligand (TNF/Fas-
Ligand) gebunden hat, assoziiert der Todesrezeptor (TNF/Fas Ligand) mit Adapterproteinen (FADD, TNF-R1
assoziierte death domain (TRADD)), welche den Rezeptor mit der Caspase 8 verbinden. Dieser Komplex wird
‘death inducing signalling complex’ (DISC) genannt. Die DISC-Bildung fuhrt zur Spaltung und Aktivierung der
Initiatorcaspase Caspase 8 und schlie3lich zur Aktivierung der Effektorcaspasen (Caspase 3, 6, 7), welche den
Zelltod induzieren. Intrinsischer Signalweg: Der mitochondriale Signalweg wird durch interne Signale
ausgelost. DNA-Schadigungen oder Stress filhren zur Aktivierung des Tumorsuppressor-Proteins p53. p53
rekrutiert die pro-apoptotischen Mitglieder (Bax, Bad und Bid) der Bcl-Proteinfamilie zur mitochondrialen
Membran. Es folgt die Ausschittung von Cytochrom c ins Zytoplasma, wo das Cytochrom ¢ mit Apaf-1 und
Caspase 9 komplexiert, um das aktive Apoptosom zu formen. Die Aktivierung des Apoptosoms leitet dann die
Aktivierung von Effektorcaspasen ein. c-Flip kann das Uberleben begiinstigen, indem es mit der Caspase 8
Aktivierung interferiert. Die Inhibitoren der Apoptose (IAPs) interagieren mit dem Todessignalweg durch
Assoziation mit sowohl Initiatorcaspasen als auch Effektorcaspasen. Bcl-2 blockiert die Abgabe von Cytochrom ¢
durch die Interaktion mit Bax. HSP70 und HSP90 zerstdren die Bildung des Apoptosoms durch Bindung an
Apaf-1. Bearbeitet nach Heussler et al. (2001).
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Apoptose (Abb. 1.8) wird durch die Bindung von Liganden an spezifische
Oberflachenrezeptoren, wie z. B. Fas/APO-1 (CD95) oder ,tumor necrosis factor receptor I
(TNFRI), oder andere Stimuli wie chemotherapeutische Agenzien, Bestrahlung oder
Zellstress ausgelost (Yuan, 1997).

Theileria inhibiert die Apoptose der Wirtszelle durch die Modulierung der Expressionsmuster
von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, Kinasen und Proteinasen, auf die im Folgenden
naher eingegangen werden soll. Abbildung 1.9 gibt einen Uberblick (iber die verschiedenen

Signaltransduktionswege, die Theileria moduliert.

Abb. 1.9 Permanent aktivierte
Signalwege in Theileria -
infizierten Zellen
Der JNK-Signalweg wird durch einen
unbekannten Mechanismus vom Parasiten
ausgehend aktiviert. Diese Aktivierung resultiert

Q. Parasit

¢ in der Phosphorylierung der
Zytoplasma 2 Transkriptionsfaktoren ATF-2 und AP-1 und
& \ deren Translokation in den Zellkern. Die

Aktivierung von NF-kB scheint durch die direkte
Interaktion des Parasiten mit dem
regulatorischen IKK-Komplex und durch dessen
resultierende Aktivierung ausgeldst zu werden.
Die Aktivierung des IKK-Komplexes fihrt zur

permanenten Phosphorylierung und
Zellzyklus/ Ubiquitinylierung des NF-kB-Inhibitors  IkB.
Zellteilung NF-kB wird dadurch freigesetzt und in den

Zellkern transloziert. Hier steigert NF-kB die
Expression einer Vielzahl von Genen, inklusive
solcher Gene, die an der Zellzykluskontrolle
beteiligt sind oder fur anti-apoptotische Proteine
kodieren. Die parasiten-abhangige Aktivierung
von PI3-K induziert zum einen die Aktivierung
von PKB, welche die Zellteilung stimuliert, zum
anderen einen Uber die plasmamembran-
abhangige  Kinase  (PDK1)/p70-S6-Kinase
(p70°%) fuhrenden Signalweg (nicht gezeigt),
der den Zellzyklus reguliert. (verandert nach
Heussler, 2002)
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Transkription anti-apoptotischer Gene und
Regulatoren des Zellzyklus

NFkB-Signalweg

Der Signalweg von NF-kB (,Nuclear Factor kB’) reguliert die Expression von Proteinen in der
Zellzykluskontrolle und tragt zur Zellproliferation bei. Des Weiteren aktiviert er die
Transkription von Genen, die fur anti-apoptotische Proteine kodieren. In seiner inaktiven
Form wird NF-kB durch die Bindung an seinen Inhibitor IkB im Zytoplasma der Zelle arretiert.
Durch zellularen Stress, wie z. B. Infektion mit intrazellularen Erregern oder extrazellulare
Stimuli (TNF, IL-1) wird der Inhibitor durch einen Kinase Komplex (IKK) phosphoryliert und
dann ubiquitinyliert und folglich degradiert. NF-kB ist nun frei und transloziert in den Zellkern,
wo es an die DNA bindet und die Transkription von anti-apoptotischen und Zellzylus-
regulierenden Genen aktiviert.

Die konstitutive Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB sichert das Uberleben von
Theileria-transformierten Leukozyten (Heussler et al., 1999b; Ivanov et al., 1989). Fiur die

kontinuierliche Aktivierung und die nukledre Translokation von NF-kB wird kB, welcher
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normalerweise den Transport in den Zellkern inhibiert, durch Phosphorylierung und folgender
Ubiquitinylierung degradiert (Palmer et al., 1997). Die Degradierung der Inhibitoren IkBa und
IkBb durch Polyubiquitinylierung ist ein reversibler Prozess. Durch Abtétung des Parasiten
wird das normale IkB Niveau wiederhergestellt und NF-kB sammelt sich wieder im
Zytoplasma der Zelle an. Medikamentenvermittelte Inhibierung der konstitutiven NF-kB-
Aktivierung in Theileria-infizierten Zellen blockiert den NF-kB Signalweg und l6st die
Apoptose aus (Heussler et al., 1999a; Fernandez et al., 1999). Wie der Parasit allerdings
NF-kB aktiviert, blieb lange Zeit ungeklart (Machado, Jr. et al., 2000). Es konnte gezeigt
werden, dass diese Aktivierung durch die Rekrutierung der IkB Kinase (IKK-Signalosom) auf
der Parasitenoberfache vermittelt wird (Heussler et al., 2002). IKK phoshoryliert und induziert
die Degradierung von IkB. Dass diese IKK-Rekrutierung spezifisch fir das
Schizontenstadium ist und im nicht transformierenden Merozoitenstadium herunterreguliert
wird, wurde ebenfalls nachgewiesen. Es wurde auch eine zellzyklusabhangige Aktivierung
des IKK-Signalosoms gefunden, was darauf hinweist, dass andere Wirtszellmolekiile neben
IKK an der Interaktion beteiligt sind. Eine direkte Interaktion zwischen Parasitenproteinen
und IKK konnte allerdings nicht demonstriert werden.

Es konnte weiter gezeigt werden, dass ein TNFa (Tumornekrosefaktor a) involvierender
autokriner Zyklus moglicherweise an der NF-kB Aktivierung in T. parva-transformierten
B-Zellen beteiligt ist (Guergnon et al., 2003a). Die direkte Inhibition von TNFa fuhrte zur
Arretierung der Proliferation, verursachte allerdings keine Apoptose in den infizierten Zellen.
Dies deutet darauf hin, dass die TNF-Signale an NF-kB ausschlieRlich Uber den
TNF-Rezeptor TNFR2, der im Gegensatz zu TNFR1 keine Todesdoméne besitzt, vermittelt
werden.

Weiterhin konnte vor kurzem gezeigt werden, dass die IKK-Aktivierung unabhangig von
HSP90 funktioniert (Hermann & Dobbelaere, 2006). Durch Inhibition der
IKK-HSP90-Interaktion mit Geldamycin konnte zum ersten Mal eine HSP90-unabhangige

IKK-Aktivierung nachgewiesen werden.

PI-3K/PBK Weqg
Des Weiteren ist der Phosphoinositol-3-phosphat/Proteinkinase B (PI-3K/PBK)-Signalweg an
der Inhibition der Apoptose beteiligt (Downward, 1998; Hemmings, 1997). Aktiviertes PI3-K

katalysiert die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol zu Phosphatidylinositol-
Trisphosphat (PIP3) auf der Zelloberflache, welches u. a. von der Proteinkinase B (PKB oder
Akt) als Anker genutzt wird. Dieses Andocken der PKB an die Membran setzt eine
Transduktionskaskade in Gang, die letztendlich die Hemmung verschiedener Apoptose-
auslosender Effektorproteine bewirkt. Es konnte gezeigt werden, dass PI3-K und PKB in
T. parva-infizierten T- und B-Zellen und in T. annulata-infizierten Makrophagen abhé&ngig

vom Parasiten konstitutiv aktiviert sind (Heussler et al., 2001a; Dobbelaere et al., 1999). Die
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Blockierung der PKB-Aktivierung durch die Inhibierung der vorgelagerten PI-3-Kinase,
beeinflusste den NF-kB-Signalweg allerdings nicht und induzierte auch keine Apoptose in
den behandelten Zellen. Auch die Expression einer doppelt-negativen Mutante von PKB
fuhrte nicht zum Zelltod der Leukozyten, sodass anzunehmen ist, dass beide Signalwege
unabhangig voneinander aktiviert werden. Dies konnte auch in der Gruppe um Baumgartner
an T. parva-infizierten B-Lymphozyten bestétigt werden (Baumgartner et al., 2000). PKB ist
in transformierten B-Zellen minimal aktiviert. Der PI-3K/PBK-Signalweg spielt also eher eine

Rolle fur die Proliferation als fiir das Uberleben der Zelle (Inhibierung der Apoptose).

Oberflachenrezeptoren und Molekile der Apoptose-Signalkaskade

Zwei weitere Apoptosefaktoren, die in T. parva-transformierten T-Zellen konstitutiv exprimiert
werden, sind der Fas-Ligand (FasL) und sein Rezeptor Fas (CD95) (Kuenzi et al., 2003).
Weiterhin konnte durch diese Gruppe gezeigt werden, dass die anti-apoptotischen Proteine
c-FLIP und XIAP in T-Zellen parasitenabhéngig induziert werden. In der Gruppe um
Dobbelaere konnte des Weiteren bewiesen werden, dass der PI-3K-Akt-Signalweg nicht
essentiell fur die konstitutive Expression des anti-apoptotischen c-FLIP-Proteins ist. Obwonhl
T. parva-infizierte B- und T-Zellen TNF-Rezeptoren exprimieren, induziert TNFa keine
Apoptose (Guergnon et al., 2003a; DeMartini & Baldwin, 1991).

Caspase-9 und Caspase-3 sind in Theileria transformierten T- und B-Zelllinien aktiviert,
wenn der Parasit eliminiert wird (Guergnon et al., 2003b; Kuenzi et al., 2003). Caspase-8
hingegen zeigte in T. parva-infizierten T-Zellen nur eine geringe Aktivierung. Dies spricht,
genau wie fir die beobachteten Ergebnisse zu TNFa, fir eine Beeinflussung des
intrinsischen Signalweges des programmierten Zelltods durch den Parasiten. In infizierten
B-Zellen zeigte sich eine erhéhte Expression des anti-apoptotischen Bcl-2-Proteins und eine
verminderte Expression des pro-apoptotischen Bax-Proteins, die zu einer Unterdriickung der
Apoptose fuhren. In welchen Umfang die Mitglieder der Bcl-2 Familie zum Schutz vor

Apoptose beitragen, ist bisher jedoch ungeklart.

MAP-Kinasen

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) spielen in der Immunantwort eine grolRe
Rolle (Dong et al.,, 2002). Sie sind auf’erdem an der Regulation des programmierten
Zelltodes beteiligt. Die Jun-NHj-terminale Kinase (IJNK), aber nicht ERK (Extrazellular
regulierte Proteinkinase) (Galley et al., 1997) bzw. die p38-MAP-Kinasen (Botteron &
Dobbelaere, 1998; Galley et al., 1997; Chaussepied et al., 1998; Seitzer et al., 2006) sind in
Theileria-infizierten Zellen konstitutiv aktiviert. Dies ist Uberraschend, da die Aktivierung von
ERK mit der Zellproliferation in Verbindung gebracht wird, wohingegen JNK und auch p38
mit der Induktion von Apoptose verknipft ist. Die JNK-Aktivierung resultiert in einer
Hochregulierung von Proteinen der Jun- und Fos-Familie (Chaussepied et al., 1998) und die

Transkriptionsfaktoren AP-1 und ATF-2 werden Uber den JNK-Signalweg konstitutiv induziert
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(Botteron & Dobbelaere, 1998; Baylis et al., 1995). Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass
die Induktion von c-Jun, dem Substrat von JNK, und die Aktivierung von JNK keine
anti-apoptotische Rolle fir das Uberleben der infizierten B-Zellen haben (Lizundia et al.,
2006). Die Inhibierung von c-Jun resultierte in einem reduzierten metastatischen Potential
in vitro und in einer verminderten Ausbildung von Tumoren in vivo. Diese Daten deuten
darauf hin, dass die Induktion von c-Jun fir den metastatischen Phéanotyp der Theileria-
transformierten B-Zellen verantwortlich ist, und sprechen eher flr eine anti-apoptotische
Aktivierung von JNK in Theileria (Lizundia et al., 2005; Lizundia et al., 2007).

c-Myc

c-Myc konnte ebenfalls in mit Theileria-infizierten Zellen detektiert werden und Iost eine
anti-apoptotische Antwort der mit T. parva-infizierten B-Zellen aus. Die Induktion von c-Myc
wird durch den Parasiten verursacht, denn wenn die infizierten B-Zellen mit dem Medikament
Buparvaquone behandelt wurden, kam es zu einer Verringerung der c-Myc-Konzentration
(Dessauge et al., 2005b; Dessauge et al., 2005a). Wahrscheinlich werden die hohen
Konzentrationen von c-Myc uber den GM-CSF-autokrinen Zyklus induziert. Weiter konnte
gezeigt werden, dass die Theileria-abhéngige transkriptionelle Induktion von c-Myc in
infizierten B-Zellen JAK2 und STAT3 bendtigt. Des Weiteren hangt die Transaktivierung von
c-Myc von AP-1, E2F und NF-kB ab. Alle bisher beschriebenen Signalwege in T-Zellen
(NFkB) und in B-Zellen (JNK) scheinen also an der Induktion von c-Myc beteiligt zu sein

(Dessauge et al., 2005a).
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Abb. 1.10 Wirtszellsignaltransduktionswege, die in Theileria -transformierten Zellen konstitutiv
aktiviert sind

JNK ist die einzige MAP-Kinase, die in infizierten Zellen permanent aktiviert ist und die fur die AP-1- und
ATF-2-Aktivierung verantwortlich ist. Darliber hinaus sind - abhangig vom transformierten Zelltyp - verschiedene
Mitglieder der Src-verwandten Kinasefamilie aktiv, die an Signaltransduktionswegen teilnehmen, die von
verschiedenen Oberflachenrezeptoren ausgehen. Die Caseinkinase Il (CK II), welche eine Vielzahl von
verschiedenen Substraten besitzt, ist stark hochreguliert. Der NF-kB-Signalweg wird direkt vom Parasiten durch
die Rekrutierung und Aktivierung des IKK-Komplexes an die Schizontenoberflache aktiviert. Die Einspeisung von
anderen Signalwegen kann auch, abhéngig vom Zelltyp, an der Aktivierung des IKK-Komplexes beteiligt sein.
Obwohl der NF-kB-Signalweg wichtig fir den Ubergang in die S-Phase sein kann, reguliert er auch die
Expression von anti-apoptotischen Genen, die am Uberleben der Zelle beteiligt sind. Der PI-3K-PKB Weg ist
ebenfalls konstitutiv aktiv und essentiell fir die Proliferation der Theileria-transformierten Zellen. Eine direkte
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Rolle im Schutz vor Apoptose ist nicht offensichtlich. Zusammengenommen kann die Aktivierung dieser
Signalwege helfen, die vielen phanotypischen Anderungen, die in Theileria-transformierten Zellen entdeckt
wurden (siehe rechts) und die an der Pathogenese der Theileriose beteiligt sind, zu erklaren. Modifiziert nach
Dobbelaere et al. (2004).

1.3.3.1 Das Tumorsuppressor-Protein p53
Ein weiteres Protein, welches in der Apoptose eine Rolle spielt und welches in dieser Arbeit

naher untersucht werden sollte, ist das Tumorsuppressor-Protein p53.

p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der den Zellzyklus und das Uberleben der Zelle kontrolliert,
und wird deshalb als ,Wachter des Genoms’ bezeichnet (Vogelstein et al., 2000). Eine
Mutation im p53 Gen tragen 50 % der menschlichen Tumore (Levine et al., 1991; Hollstein et
al., 1991). Die Hauptfunktionen von p53 sind das Anhalten des Zellzyklus’ in der G;-Phase
und die folgende Reparatur der DNA sowie die Auslosung der Apoptose (Levine, 1997).

Das p53-Protein besteht aus 393 Aminosauren und wird strukturell und funktionell in vier
Domanen unterteilt (Abb. 1.11): die Transaktivierungsdoméne, die DNA-Bindedoméne, die
Tetramerisierungsdoméne und eine regulatorische Doméane (Wang et al., 1993). Die
N-terminale Transaktivierungsdomane interagiert mit einer Reihe von Proteinen, darunter
auch dem humanem MDM2-Proteine, welches die Aktivitdt von p53 negativ reguliert. In der
zentralen Kerndoméne konnten die meisten Mutationen nachgewiesen werden (Hollstein et
al., 1994). In vivo bildet das p53-Protein ein Homo-Tetramer aus jeweils zwei Dimeren, das
an eine aus vier repetitiven Sequenzen bestehende Konsensus-DNA-Sequenz bindet, wobei
sich diese Sequenz in invertierten repetitiven Sequenzen wiederholt (El-Deiry et al., 1992).
Die C-terminale Doméne reguliert die Fahigkeit von p53, spezifische DNA-Sequenzen an
seine Kerndoméane zu binden. Die C-terminale Domé&ne enthdlt ein Kernlokalisierungssignal
(NLS), ein Kernexportsignal und eine Tetramerisierungsdoméane. Diese Doméne bindet auch
an DNA-Strangbriiche oder Mutationen (Lee et al., 1995).

S ]
Aktivierung Prolin-reich Sequenz-spezifische DNA Bindung Tetramerisation o Regulation
1-42 6292 96-296 325-363 364-393

-~

~——— N-Terminus - Kernregi ~— C-Terminus——»

Abb. 1.11 Doménen des Transkriptionsfaktors p53

Zentral im p53 Protein befindet sich eine Kernregion mit spezifischen Sequenzen zur DNA-Bindung. Am N-
Terminus ist der transaktivierende Bereich lokalisiert. Die Doméanen zur Oligomerisierung und Proteinregulation
sind am C-Terminus lokalisiert (P = Phosphorylierungsstellen). Verandert nach Vogelstein und Kinzler (1994).

p53 besitzt eine geringe Halbwertszeit und wird unter physiologischen Bedingungen in
geringen Mengen im Zytoplasma der Zelle gehalten. Die Funktion von p53 ist also unter
normalen Umstdnden ausgeschaltet und wird erst aktiviert, wenn die Zellen durch
ionisierende Strahlung, UV-Strahlung, Aktivierung von onkogenen Signalen, Hypoxia oder
Nukleotiddeletion geschéadigt sind. Das p53-Protein unterdrickt dann die Zellteilung der
gestressten Zellen, indem es das Fortschreiten durch den Zellzyklus inhibiert oder die
Apoptose auslost. Somit verhindert p53 die Bildung von Tumoren und fungiert als
,Handbremse’. Was aber aktiviert das p53-Netzwerk? Es sind bis jetzt drei unabhangige
Signalwege bekannt, die p53 aktivieren: die Proteinkinasen ATM und Chk2 bzw. pl4/ARF
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und Caseinkinase Il sowie ATR. Auf diese Signalwege soll hier aber nicht ndher
eingegangen werden. Allen drei Wegen ist gemeinsam, dass sie die Degradierung von p53
inhibieren und das p53-Protein in hohen Konzentrationen stabilisieren. Dadurch kann das
Protein seine Hauptfunktion ausfuhren: Es bindet im Kern an bestimmte DNA Sequenzen
und aktiviert die Expression/Transkription stromabwarts gelegener Gene. Die von diesen
Genen kodierten Proteine fihren dann direkt oder indirekt zum Zelltod oder zur Inhibierung
der Zellteilung. Wie wird nun p53 stabilisiert? Eine wichtige Rolle spielt dabei das MDM2-
(,murine double minute 2') Protein. Das p53-Protein bindet an die regulatorische Region des
MDM2-Gens und aktiviert die Expression des MDM2-Proteins, welches wiederum an die
Transaktivierungsdoméane von p53 bindet (Oliner et al., 1993). Dadurch wird die Anheftung
von Ubiquitingruppen an den Carboxyterminus von p53 stimuliert und resultiert in der
Degradierung von p53 (Haupt et al.,, 1997; Kubbutat et al., 1997). Dies verringert die
Konzentration von p53 und folglich auch die Transkription des MDM2-GensAbb. 1.12). Der
autoregulatorische Riickkopplungsmechanismus ist damit geschlossen (Wu et al., 1993).

Ein weiterer Faktor, der p53 zum transkriptionellen Aktivator werden lasst, sind Anderungen
der Konformation des Proteins, die durch Modifikationen wie z. B. Phosphorylierung,

Glykosylierung, Acetylierung und Sumoylierung hervorgerufen werden.

Stress
Ubiquitin Abb. 1.12 Aktivierung und
DNA-Schadigung Deaktivierung des p53-
Proteins

p53 ist ein Tumorsuppressor-
Phosphoprotein, welches in
normalen Zellen in sehr
geringen Mengen vorhanden
Ubiquitinylierung | __» proteasom ISt Die geringe Konzentration

. wird von MDM2-vermittelter
L p Ubiquitinylierung und daraus
N - = resultierender Proteolyse

aktiv =~ = » inaktiv aufrechterhalten. Wenn die

Zellen Stress wie Hypoxia und
UV-Strahlung ausgesetzt sind,
v Zt?lslztg;flgl;s _w Zelizyklus- dann wir(gjJ p953 durch
Fortschritt Acetylierung und

DNA- Apoptose : .
Reparatur Phosphorylierung aktiviert, das

Proteinniveau steigt an und die
Ubiquitin-abhéangige Degradierung ist blockiert. Der resultierende Anstieg in der p53 Konzentration fihrt entweder
zum Anhalten des Zellzyklus oder zur Apoptose. Die Zellzyklusarretierung erlaubt der Zelle eine Reparatur der
DNA bevor die Zelle in die Mitose geht. Wenn der Schaden jedoch grof3er ist, dann endet die p53 Aktivierung in
der Apoptose. Deshalb bietet funktionelles p53 einen protektiven Effekt gegen Tumorwachstum. Mutationen im
p53 Gen sind sehr héaufig in verschiedenen Typen menschlicher Tumoren. Modifiziert nach
www.emdbiosciences.com/html/cbc/p53_apoptosis.

Aktiviertes p53 ist ein sequenzspezifischer DNA-bindender Transkriptionsfaktor, der
verschiedene stromaufwarts gelegene Zielsequenzen von Genen wie z. B. p21, MDM2,
GADD45 oder Bax bindet, deren Produkte als Regulatoren im Zellwachstum fungieren
(El-Deiry, 1998; Ko & Prives, 1996). Das p21/WAF/Cip-Gen ist das am besten untersuchte
p53-abhéngige Gen (El-Deiry et al., 1993). Die Expression von p53 fuhrt in den Zellen zum

Wachstumsstopp durch das Anhalten des Zellzyklus am G;- oder am G,/M-Kontrollpunkt, um
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beschadigte DNA zu reparieren. Das Stoppen am G;-Kontrollpunkt wird durch das
p21/WAF1/Cipl-Gen, welches fir einen Cyclin-abhéngigen Kinaseinhibitor (CDK) kodiert
und Cyclin und verschiedene Cyclin-abhéangige Kinase Komplexe inhibiert, vermittelt (Bunz
et al., 1998). Dabei wird die Expression von p21 durch p53 kontrolliert.

Wenn ein Schaden an der DNA schwerwiegender und nicht reparabel ist, fuhrt p53 seine
alternative Funktion der Apoptoseinduktion Gber den Bax/Bcl-2 Signalweg aus (Symonds et
al.,, 1994). Im Gegensatz zur Funktion von p53 in der Zellzyklusunterbrechung, die
transkriptionsabhangig ist, wird die Apoptose von p53 sowohl transkriptionsabhangig als
auch transkriptionsunabhangig induziert. Es gibt zwei Hauptwege der Apoptose: Erstens den
extrinsischen, so genannten Todesrezeptor-Signalweg, der die Aktivierung der Caspase-
Kaskade auslost. Zweitens den intrinsischen, der sogenannte mitochondriale Weg, der
pro-apoptotische Proteine der Bcl-2-Familie aktiviert und ebenfalls die Caspase-vermittelte
Apoptose vermittelt (Haupt et al.,, 2003). Die Bcl-2-Familie beinhaltet anti-apoptotische
Proteine wie z. B. Bcl-XI und Bcl-2 und pro-apoptotische Mitglieder wie z. B. Bax, Bak, Bad
und Bid (Cory & Adams, 2002). Diese Proteine regulieren den lonentransport und schiitzen
vor Brichen in der Membran. Die Bax Proteine sind im Zytosol sequestriert. Nach dem
Eingang des apoptotischen Signals binden die Bax-Proteine an die mitochondriale Membran
und bilden die ,permeability transition pore’, wobei eine selektive lonenpermeabilitat induziert
wird. Resultierend aus den Membrandnderungen werden u. a. Cytochrom ¢ und Apoptose-
induzierende Faktoren (AIF) aus dem Zwischenmembranbereich in das Zytosol abgegeben.
Die AIF wandern direkt in den Zellkern und l6sen eine Chromatinkondensation sowie eine
nukleare Fragmentation aus. Bax wird durch p53 induziert und bildet ein Homodimer,
welches in der Ausschittung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien (Skulachev, 1998) und
folgend in der Aktivierung von Capase 9 resultiert (Adams & Cory, 1998). Cytochrom c,
Caspase-9 und Apaf-1 bilden das sogenannte Apoptosom (Adams & Cory, 2002). Die

Apaf-1-Expression wird ebenfalls von p53 induziert.

1.3.3.2 p53in Theileria annulata -infizierten Leukozyten
Bei der Transformation von Makrophagen und B-Zellen durch T. annulata wird eine

unkontrollierte Proliferation in den infizierten Zellen ausgeldst. Eine Besonderheit von
Parasiten-infizierten Zellen, ist die Tatsache, dass sie ahnlich wie viele Tumorzellen resistent
gegeniber der Aktivitdt von Tumosuppressorproteinen sind. Das p53-Protein ist — wie schon
beschrieben - ein solcher Tumorsuppressor. Ein Homolog des p53-Gens ist im Genom von
Theileria annulata nicht vorhanden. Das bovine p53-Gen in T. annulata-transformierten
Zellen liegt nicht, wie es fur viele humane Tumoren beschrieben ist, mutiert vor (Haller,
2004). Haller konnte auRerdem zeigen, dass p53 in enger Assoziation mit dem Parasiten in
Theileria annulata-infizierten Zellen vorliegt (Abb. 1.13). Dies ist erstaunlich, da p53 in

transformierten Zellen vor allem im Zellkern vorliegt. Dass diese Lokalisation
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parasitenabhéngig ist, zeigte sich in Experimenten mit dem anti-Theilerien-Medikament
Buparvaquone. Nachdem der Parasit getdtet wurde, konnte p53 im Zellkern der Wirtszelle
nachgewiesen werden. Theileria annulata-Schizonten scheinen also einen Mechanismus zur
Kontrolle der Lokalisation und folglich der Funktion von p53 entwickelt zu haben.

Daraufhin wurden Proteine, die den Fortschritt des Zellzyklus, die Stabilitdt von p53 und die
Regulation der Apoptose kontrollieren, in T. annulata-infizierten Leukozyten untersucht. Die
von p53 aktivierten und an der Zellzyklusregulation beteiligten Gene fiir die CdK-Inhibitoren
GADD45 und Waf-1 und das Onkogen Mdm-2 zeigten eine verstarkte transkriptionelle
Aktivitat nach der Elimination des Schizonten.

In infizierten Zellen liegt p53 also im Zytoplasma der infizierten Zelle vor. Der p53-Apoptose-
Signalweg ist demzufolge durch die Sequestrierung von p53 durch den Schizonten inhibiert.
Wenn der Parasit durch Buparvaquone getotet wird, transloziert p53 in den Kern und kann
dort den apoptotischen Signaltransduktionsweg auslésen. Pro-apoptotische Gene werden
angeschaltet und anti-apoptotische Gene abgeschaltet. Es konnte gezeigt werden, dass die
pro-apoptotischen Proteine Bax und Apaf-1 in der Zelle nach der Behandlung mit
Buparvaquone vermehrt exprimiert werden. Im Gegensatz dazu ist das anti-apoptotische
Protein Bcl-2 in geringeren Mengen als vor der Behandlung nachweisbar.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Expression von Waf-1, GADD-45, Mdm-2,
Apaf-1 und Bax wéhrend einer Infektion mit T. annulata inhibiert ist. Bcl-2 hingegen ist

aktiviert und wird erst nach der Elimination des Schizonten inhibiert.

Abb. 1.13 Rolle von p53 und p53-transaktivierten Pr  oteinen in der Apoptose von T. annulata -
infizierten Zellen

p53 (grun) liegt in T. annulata-infizierten Leukozyten im Zytoplasma der Wirtszellen in unmittelbarer Nahe zum
Schizonten (rot) vor. Proteine, die die Apoptose ausldsen, werden in geringeren Konzentrationen exprimiert und
Proteine, die die Apoptose inhibieren, werden verstéarkt exprimiert. Die p53-abhangige Apoptose ist inhibiert.
Nach der Eliminierung des Parasiten wird p53 in den Wirtszellkern transloziert, wo es als Transkriptionsfaktor
Gene aktiviert, die die p53-mediierte Apoptose in Gang setzt. Die pro-apoptotischen Gene Bax und Apaf-1
werden hochreguliert und das anti-apoptotische Gen Bcl-2 wird herunterreguliert. Dies fuihrt zur Auslésung der
Apoptose der infizierten Zellen und zum Zelltod.

Die Ergebnisse von Haller zeigten auch, dass die Aktivitat der Caspasen 3 und 7 wahrend
der Behandlung von T. annulata-infizierten Leukozyten mit Buparvaguone deutlich ansteigt.
Bei Zellen, die zusatzlich mit Inhibitoren des p53-Signalweges inkubiert wurden, trat die

Caspasen-Aktivierung erst signifikant verzdgert ein.
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1.3.3.3 Humanes Papillomvirus-E6-Protein
Ein Interaktionspartner von p53 ist das Humane Papillomvirus-E6-Protein in HPV-infizierten

Zellen. Humane Papillomviren (HPV) gehéren zu den unbehiillten doppelstréngigen
DNA-Viren, die in tber 100 verschieden Typen aufgeteilt werden. HPV infiziert genitale und
orale Epithelzellen und verursacht in diesen Zellen ein tumorartiges Wachstum. Die genitalen
HPV-Typen lassen sich in zwei verschiedene Gruppen unterteilen: die Niedrig-Risiko-(low
risk)-Typen und die Hoch-Risiko-(high risk)-Typen. Zu den low-risk-Typen z&hlen das HPV 6
und 11, die fur die Bildung von Genitalwarzen verantwortlich sind und sehr selten zu
bdsartigen Tumoren fihren. Die high-risk-Typen wie z. B. HPV 16 und 18 verursachen
Gebarmutterhalskrebs. Die high-risk-HPV 16 und 18 sind in Uber 90 % von Zervixkrebsfallen
vorhanden. Das virale Genom wird entweder als Episom in der Wirtszelle behalten oder in
das Wirtsgenom integriert. Das HPV-Genom wird in drei verschiedene Regionen eingeteilt:
eine frihe Region (,early region’, E), eine spate Region (late region’, L) und eine
nichtkodierende lange Kontrollregion (LCR). Die E-Region kodiert fur sieben nichtstrukturelle
Proteine: E1 - E7, die L-Region kodiert fur zwei strukturelle Proteine. Die transformierenden
Eigenschaften von high-risk-HPVs sind hauptséchlich auf zwei Gene zurtickzuftihren, E6 und
E7, die in HPV-positiven Zervixkarzinomen exprimiert werden (Schwarz et al.,, 1985). E7
interagiert mit verschiedenen Mitgliedern der Retinoblastoma-Proteinfamilie wie z. B. pRB.
Dadurch wird die Apoptose inhibiert und die Replikation der transformierten Zellen erhéht.
Die einzigen Proteine, die konstitutiv exprimiert werden, sind die E6 und E7 Proteine.

Das HPV-16-E6-Protein ist ein relativ kleines Protein von 151 Aminosauren. Die E6-Proteine
von verschiedenen HPV-Typen zeigen eine Aminosdurehomologie auf, wobei die
auffallendste Gemeinsamkeit das Vorhandensein von vier Cys-X-X-Cys Motiven ist, die in
der Lage sind, Zinkionen zu binden (Barbosa et al., 1989). Das Cys-X-X-Cys Motiv
(Zinkfingermotiv) spielt eine Rolle in der transkriptionellen Aktivierung, der Transformation,
der Immortalisation und der Assoziation mit anderen Proteinen Abb. 1.14).
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In den high risk HPVs existiert darliber hinaus ein C-terminales PDZ-Bindemotiv XT/SXV,
welches wichtig fir die Assoziation mit PDZ enthaltenden Proteinen ist (Watson et al., 2003).
In low-risk-HPVs fehlt diese Domé&ne. E6 bindet an eine Konsensussequenz der

Onkoproteine, die das LXXLL-Motiv besitzen (Cooper et al., 2003), was durch eine
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Substitution dieser Leucine, welche die E6/E6-AP Interaktion unterbindet, gezeigt werden
konnte. Fir viele Interaktionspartner von E6 konnte weder das LXXLL-Motiv noch die
PDZ-Doméane nachgewiesen werden, sodass anzunehmen ist, dass mindestens ein weiteres
Bindungsmotiv existiert.

Die Lokalisation von E6 ist aufgrund seiner geringen Menge in der Zelle nicht eindeutig zu
bestimmen (Matlashewski et al., 1986). Das Protein wurde sowohl im Zellkern (Le Roux &
Moroianu, 2003), im Zytoplasma als auch an Membranen des Golgi-Apparats gefunden.
Auch gibt es einen Unterschied in der zellularen Lokalisation in high-risk- und low-risk-HPVs
(Guccione et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass das high-risk-HPV 18 E6-Protein
Uber die ganze Zelle verteilt ist, wohingegen low-risk-HPV 11 E6-Protein punktuell im
Zellkern detektiert wurde.

Das HPV-EG6-Protein ist ein Onkogen und verhindert den programmierten Zelltod (Apoptose).
Das HPV-E6-Protein bindet zusammen mit dem E6-assoziierten Protein (E6-AP), welches
eine E3-Ubiquitinligase-Aktivitat besitzt, an das Tumorsuppressor-Protein p53. Dabei bindet
weder das E6-Protein noch das E6-AP-Protein alleine an p53 (Huibregtse & Beaudenon,
1996). Das p53-Protein wird ubiquitinyliert und tber das 26 S-Proteasom ATP-abhangig
abgebaut (Huibregtse et al., 1991; Scheffner et al., 1993). Die folgende Ubiquitinylierung von
p53 wird durch die N-terminale HECT-Domé&ne von E6-AP katalysiert (Schwarz et al., 1998).
Die beschriebene Bindung von E6 an E6-AP und die nachfolgende Degradierung von p53
wurde nur fur high-risk-HPVs nachgewiesen (Abb. 1.15), low-risk-HPVs zeigen eine sehr

geringe Degradierung von p53 (Scheffner et al., 1990).

pS3 Abb. 1.15 HPV EG6 inaktiviert p53
E6 E6-AP: HPV-E6 bindet Uber das E6-assoziierte Protein
(E6-AP) an p53 und inhibiert seine Funktion,

%ﬁ; indem es das E6-Protein ubiquitinyliert und
i . - » | folglich p53 Uber das Proteasom abgebaut wird.
m E7 —bindet und inaktiviert RB A Das virale Onkogen HPV-E6 modifiziert den

proteosome Zellzyklus so, dass die sich differenzierenden
» E6 — bindet und inaktiviert p53 Wirtszellkeratinozyten in einem Status gehalten

werden, der eine einfache Amplifikation des
viralen Genoms erlaubt und folgend zu einer
spaten Genexpression fiihrt. E6 assoziiert mit dem Wirtszell-E6-AP, welches eine Ubiquitinligase-Aktivitat besitzt
und ubiquitinyliert p53, welches zu seiner proteosomalen Degradierung flhrt.

Interessanterweise ist das bovine Papillomvirus-E6-Protein (BPV-E6) nicht in der Lage, p53
zu binden und zu degradieren, obwohl die betroffenen bovinen Zellen transformiert sind.
Trotzdem interagiert BPV-E6 mit E6AP, sodass anzunehmen ist, dass das Zielprotein von
BPV-E6/E6G-AP ein anderes als p53 sein muss.

Obwohl die Degradierung von p53 der Hauptweg ist, Uber den E6 die Apoptose inhibiert,
sind noch zusatzliche Signalwege gefunden worden. In HPV-E6-Zelllinien (z. B. Hela)
konnte gezeigt werden, dass, wenn die E6-induzierte Degradierung von p53 blockiert ist,
eine erhdhte Konzentration von p53 in den Zellen vorhanden ist. HPV-E6-Proteine sind in
der Lage, die p53-vermittelte transkriptionelle Repression in vivo zu unterbinden, indem sie

an den C-Terminus von p53 binden (Lechner et al., 1992). Dabei spielt die zytoplasmatische
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Verankerung von p53 eine Rolle, denn es konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation von
p53 im Zellkern blockiert ist, auch wenn die proteasomale Degradierung inhibiert ist
(Mantovani & Banks, 1999). Es wird angenommen, dass die E6-vermittelte Degradierung
von p53 zumindest teilweise vom nuklearen Transport abhangig ist.

Die transformierenden Eigenschaften von E6 sind dariber hinaus auf andere zelluléare
Zielproteine als p53 zuruckzufihren. Zum Beispiel bindet HPV-16-E6 an den p53-Koaktivator
p300/CBP, der in der Regulation des Zellzyklus’ und der Differenzierung eine Rolle spielt,
und inhibiert seine transkriptionelle Aktivitat (Zimmermann et al., 1999).

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass E6 auch p53-unabhangige apoptotische
Signalwege inhibiert. Zum Beispiel ist Bak, ein pro-apoptotischer Faktor, durch HPV-E6
inhibiert (Thomas et al., 2002). Dies gilt auch fiir das pro-apoptotische c-Myc-Protein, dessen

Degradierung vorangetrieben wird (Kinoshita et al., 1997).

1.3.3.4 Ta6TMP - ein Parasitenprotein, das mogliche rweise mit p53
interagiert
Da p53 im Zytoplasma der infizierten Wirtszelle in der Nahe des Schizonten lokalisiert und

nach der Elimination des Parasiten in den Wirtszellkern transportiert wird, ist davon
auszugehen, dass ein oder mehrere Parasitenproteine entweder direkt oder indirekt an der
zytoplasmatischen Verankerung von p53 beteiligt sein missen. Dafir kommen nur
Membranproteine oder Proteine, die ins Zytoplasma der Wirtszelle sezerniert werden, in
Frage. Kirzlich konnte ein Theilerienprotein identifiziert werden, welches eine Homologie
zum HPV 18 EG6-Protein besitzt Abb. 1.16 B) und somit einen potentiellen p53
Bindungspartner darstellt (Haller, 2004). Die Identitat zwischen HPV 18 E6 und Ta6TMP
(Theileria annulata 6 Transmembranprotein) betragt 68 % auf Proteinebene. Vorhersagen zu
Ta6TMP zeigen ein Membranprotein aus 394 Aminosduren und mit sechs
Transmembrandoméanen auf, wobei der N- und C-Terminus auf der extrazellularen Seite der
Parasitenmembran liegen und somit ins Zytoplasma der Wirtszelle gerichtet sind (Abb.
1.16 C). Da Ta6TMP kein bekanntes N-terminales Signalpeptid besitzt, Ubernimmt
gewodhnlich die erste Transmembrandomane die Funktion der Signalsequenz
(Signalankersequenz). Ta6TMP konnte mit einem polyklonalen Antikdrper in der Membran
des Parasiten detektiert werden. Durch konfokale Mikroskopie wurde eine partielle

Kolokalisation mit p53 in der Wirtszelle gefunden (Abb. 1.16 E).
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Abb. 1.16 Physikalische und biochemische Eigenschaf  ten von Ta6TMP

A Proteinsequenz von Ta6TMP. Rote Buchstaben zeigen Transmembranhelices. Grau unterlegt sind die
extrazellularen Bereiche von Ta6TMP dargestellt. B Homologiebereich zwischen Ta6TMP (AS 269-328) und
HPV-E6 Protein. Oben ist die Aminosduresequenz von Ta6TMP und unten die Aminosauresequenz von HPV-E6
dargestellt. Ein Stern steht fur identische Aminosauren. Zwei Punkte stehen fiir Aminoséurereste mit gleichen
Eigenschaften und ein Punkt fir Aminoséurereste mit &hnlichen Eigenschaften. C Membrantopologie von
Ta6TMP nach Vorhersage mit TopPred2. Proteinkarte von Ta6TMP, modifiziert nach T. annulata GeneDB
TA10800. Die sechs Transmembranbereiche (TM1-TM6) sind gelb dargestellt. Die ins Zytosol gerichteten
Doméanen von Ta6TMP sind in hellgriin gezeigt. D vorhergesagte Posttranslationale Modifikationen von Ta6TMP.
P = Phosphorylierungsstellen. SUMO = Sumoylierungsstellen. In braun sind die N-terminale und die C-terminale
Domaéane von Ta6TMP dargestellt. E Kolokalisation von p53 und Ta6TMP in TaA288-Zellen (aus Haller, 2004).
Nukleinsaure-Farbung mit Toto-3-jodid (blaues Signal), Immunféarbung gegen wt-p53 (rotes Signal) gegen
Ta6TMP (grunes Signal).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Hersteller

Soweit nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien und Reagenzien der Firmen
Biochrom AG (Berlin, Deutschland), Biomol (Hamburg, Deutschland), Biolab (Garlstorf, Deutschland),
Biorad (Minchen, Deutschland), Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Deutschland), Fluka
(Buchs, Schweiz), Gibco/BRL (Eggenstein, Deutschland), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), Merck
(Darmstadt, Deutschland), PAA Laboratories (Cdlbe, Deutschland), Pierce (Bonn, Deutschland),
Promega (Madison, USA), Riedel de Haen AG (Seelze, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Serva (Heidelberg, Deutschland), Sigma (Deisenhofen, Deutschland) und Stratagene (Amsterdam,
Niederlande; La Jolla, USA) verwendet.

Molekularbiologische Reagenzien, Restriktionsendonukleasen und andere DNA-modifizierende
Enzyme wurden von den Firmen Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland), Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland), New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland), Pharmacia (Minchen, Deutschland),
Promega (Mannheim, Deutschland) und Roche (Mannheim, Deutschland), bezogen. In allen der unten
beschriebenen molekularbiologischen und zellbiologischen Methoden wurden sterile Lésungen und
sterile Gefal3e eingesetzt.

Sterile Materialien fur die Zellkultur und andere Verbrauchsmaterialien wurden bezogen von folgenden
Firmen: Sarstedt (Numbrecht, Deutschland), Greiner (Frickenhausen, Deutschland), Nunc
(Wiesbaden, Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland) und Biozym (Hessisch-Oldendorf,
Deutschland).

2.1.1 Antiseren und Antikorper
Spezifitat Antigen Klon Spezies Hersteller, Land
L RGSHHHHHH Qiagen, Hilden,
RGS-His (AS-Sequenz) Maus Deutschland
. . . . : Sigma, Deisenhofen,
anti-a-Tubulin | Kiikengehirn-Tubulin DM1A Maus Deutschland
P53 PAD1620 Maus Calbiochem, San Diego,
USA
Santa Cruz
p53 AS1 - AS 393 FL-393 Kaninchen | Biotechnology, Santa
Cruz, USA
BD Pharmingen, San
p53 DO-7 Maus Diego, USA
zytoplasmatische rekombinantes , TaSP teilsequenziert
Tasp Doméne AS 26 - AS 156 | Protein Kaninchen | g hhittger et al. 2002)
Oberflachen- Andy Tait, Universitat
rotein T. annulata Schizont 1C7 Maus Glasgow, England
P (Shiels et al., 1986)
polymorphic Dirk Geysen, Institut fur
PIM immunodominant Maus Tropische Medizin,
antigen’ aus T. parva Antwerpen, Belgien
clone-5 AS 408 - AS 421 clone-5 Kaninchen | (Bakheit et al., 2006)
GEP grun-fluoresmerendes JL-8 Maus Clontech, Mountain View,
Protein USA
Glutathione-S-
GST Transferase Ziege Rpcklanq Inc.,
. . . Gilbertsville, USA
[Schistosoma japonicum]

Tab. 2.1 Primarantikorper

Spezifitat Wirtsspezies | Hersteller, Land

Anti_—Maus-IgG, Alexa 488/546/568- Ziege Mo_lecular_ Probes,

konjugiert Leiden, Niederlande

ﬁnn_—Ka_\nmchen-lgG, Alexa 488/546/568- Ziege Molecular Probes, Leiden, Niederlande
onjugiert

Anti-Kaninchen-lgG, AP-konjugiert Ziege DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark

Anti-Maus-1gG, AP-konjugiert Ziege Dianova, Hamburg, Deutschland
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Spezifitat Wirtsspezies | Hersteller, Land

Anti-Ziege-IgG, AP-konjugiert Kaninchen []JaScAkson Immunoresearch, West Grove,
Anti-Rind-1gG, HRP-konjugiert Kaninchen DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark
Tab. 2.2 Sekundarantikorper

2.1.2 Enzyme

2.1.2.1 Restriktionsendonukleasen

Enzym Hersteller

Pst | New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Hind 1l New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Sal l New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Xho | New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Sph | New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Sac | New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Kpn | Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Tab. 2.3 Restriktionsenzyme

2.1.2.2

Polymerasen, modifizierende Enzyme

Enzym

Hersteller

Taqg-DNA-Polymerase
Pfu-DNA-Polymerase
Platinum Pfx-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

RNase A

DNase |

Peqlab, Erlangen, Deutschland
Promega, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Tab. 2.4 Andere Enzyme

2.1.3

Molekulargewichtsstandards

Als DNA-Standard wurden der ,MassRuler™ DNA Ladder mix’ von Fermentas (St. Leon-Rot,
Deutschland) und der ,peqGOLD DNA-Leiter Mix’ von Peglab (Erlangen, Deutschland) verwendet. Als
Protein-Standards dienten der ,SeaBlue Plus 2' von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), die
,PageRuler™ Unstained Protein Ladder’ und die ,PageRuler™ Prestained Protein Ladder’ von
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland).

2.1.4 Verwendete Kits
Kit Verwendung Hersteller
S Isolierung von Plasmid-DNA aus Qiagen, Hilden,
QlAprep Spin Kit E.coli-Kulturen Deutschland
. I . Aufreinigung von PCR- und Qiagen, Hilden,
QlAquick PCR Purification Kit Restriktionsreaktionen Deutschland
MinElute Kit Aufreinigung von DNA aus Qiagen, Hilden,
Agarosegelen Deutschland
Aufreinigung von DNA aus Qiagen, Hilden,

QIAEX® Il Gel Extraction Kit
Puregene DNA lIsolation Kit

Puregene Total RNA Isolation Kit

RevertAidTM H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit

PCR Cloning Kit
NucleoBond® Xtra Midi Plus

NucleoTrap mRNA Mini Kit

Agarosegelen

Isolierung von genomischer DNA
Isolierung von Gesamt-RNA
Reverse Transkription von RNA

Klonierung von PCR-Produkten

Isolierung von Plasmid-DNA aus
E.coli-Kulturen

Isolierung von mRNA

Deutschland

Gentra Systems,
Minneapolis, USA
Gentra Systems,
Minneapolis, USA
Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland

Qiagen, Hilden,
Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren,
Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren,
Deutschland
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Kit

Verwendung

Hersteller

DNase | Amplification Grade Kit

ProFound Pull Down GST-
Protein:Protein Interaction Kit

Restriktion von DNA

Bestimmung von Protein-Protein-
Interaktionen

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Pierce, Bonn,
Deutschland

Tab. 2.5 Kommerzielle Kits

2.1.5 Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz (5’-3’) Er((";] Verwendungszweck
pEGFPC1for GAT CAC TCT CGG CAT GGA C 59 | Sequenzierung
pEGFPClrev CATTTT ATG TTT CAG GTT CAG GG 57 | Sequenzierung
G-TaE6-F _?éi CAT GGA CTC CAC TTT GAT TGT 63 | Klonierung
G-TaE6-R ETr"Ar '(I';,;T GAC TTC AACTATTTTCTTCTT 59 | Klonierung
G-TaE6-R ohne TAT GAC TCC AACTATTTTCTTCTTCTT :

60 | Klonierung
Stoppcodon GAA
G3-Ta6TMP-F CAC CAT GGA CTC CACTTT GA 57 | Klonierung
G3-Ta6TMP-R ETr"Ar '(I;AT GAC TTC AACTATTTTCTTCTT 59 | Klonierung
Ta6TMPcons_sl TGT ACG GAC TTAATT GTG TCA 54 | Klonierung
Ta6TMPcons_s2 TGT ACG GAC TTAATT GTG 49 | Klonierung
Ta6TMPcons_asl AAC ATC CAC TGT GTA ATG 49 | Klonierung
Ta6TMPcons_as?2 TAA AAC ATC CAC TGT GTA ATG 52 | Klonierung
Ta6TMP-BamHI-for GAA CTG GAT CAT GGACTC CAC TTT 61 | Klonierung
Ta6TMP-Pstl-stopp- CGA ACC TGC AGT TAT ATG ACT TCA 65 | Klonierung
rev ACTATTTTCT
T.parva 299-317F TTC ATG AAC TTT TGG AAG 47 | Sequenzierung
T.parva 745-765R ACATCC ACT GTG TAA TGA TAT 52 | Sequenzierung
T.parva 745-765F ATA TCA TTA CAC AGT GGA TGT 52 | Sequenzierung
T.p. 1065-1084 R ATC ATC AGATTC ATC TGC GC 55 | Sequenzierung
TaSPex_Sall F GTC GAC GAT CGA CAA CTT AAT CCT AT 62 | Klonierung
TaSPex_stBamHI_R S'I(';g;'l?c TTAACC GTC AGA GTC ATA 64 | Klonierung
T.p. 299-317 R CTT CCA AAA GTT CAT GAA 47
M13 uni (-21) TGT AAA ACG ACG GCC AGT 54 | Sequenzierung
M13 rev (-29) CAG GAA ACA GCT ATG ACC 54 | Sequenzierung
M13 uni (-43) AGG GTT TTC CCA GTC ACGACG TT 62 | Sequenzierung
M13 rev (-49) GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG 61 | Sequenzierung
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 53 | Sequenzierung
pQE for GTATCACGAGGC CCTTTC GTC T 55 | Sequenzierung
pQE rev CAT TAC TGG ATC TAT CAA CAG GAG 59 | Sequenzierung
pEGFPN1for GTC GTA ACA ACT CCG CCC 58 | Sequenzierung
pEGFPN1rev GTC CAG CTC GAC CAG GAT G 61 | Sequenzierung
D24 p53 r CCTCAAGACCCGTTTAGAGG 59 | Sequenzierung
Ta6TMP1-62 for ATG GAC TCC ACT TTG ATT GT 53 | Klonierung
Ta6TMP1-62 rev CCT AAATAT ATAGCT TTT AA 45 | Klonierung
TabTMP272-394 for AGA ATT GAC GAT TTC GGG AC 55 | Klonierung
TabTMP272-394rev | TAT GACTTC AACTATTTT CT 47 | Klonierung
Ta6TMP 188-333 F ATT AGG ATA ATC TCA GGT TA 49 | Klonierung
Ta6TMP 188-333 R TTA AGG TAC AAT GCC CTC AA 53 | Klonierung
T.p hom atg f ATG AACTCCTCTTTG ATACTT 52 | Sequenzierung
T.p_ hom taa r TTA TAT AAC CTC TAC TAT CTT 48 | Sequenzierung

CAT GTC GTC CAG GCC GCT CTG GGA
Brady-Primer CAAAAT ATGAATTCTTITTTTTITTTT 42 | Sequenzierung
TTTTTTTTTT

TaSPex F GAT CGA CAA CTT AAT CCT AT 51 | Klonierung
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Bezeichnung Sequenz (5’-3’) Er{‘:] Verwendungszweck
TaSPex R TTA CCG TCA GAG TCATAATC 53 | Klonierung
TaSPunsp R CAATGT TAG AGC GTATTG CC 55 | PCR
TaSPex mST R TTA ACC GTC AGA GTC ATA ATC 54 | Klonierung
TaSPex mST2 R TTA ACC GTC AGA GTC ATAATC AT 55 | Klonierung
TaSPex Xhol F CTC GAG GAT CGA CAACTT AAT CCT 61 | Klonierung
TaSPex Pstl R CTG CAG TTAACC GTC AGA GTC ATA 61 | Klonierung
Tp 538-558 F AAG AGATCC TTCTTC CCACT 55 | Sequenzierung
Tp 538-558 R AGT GGG AAG AAG GAT CTC TT 55 | Sequenzierung
TaSPex_Sall F GTC GAC GAT CGA CAA CTT AAT CCT AT 62 | Klonierung
TaSPex_stBamHI_R i.?é‘ ;.F C TTAACC GTC AGA GTC ATA 64 | Klonierung
EGPPC1 for CTC CAC CCC ATT GAC GTC AA 59 | Sequenzierung
EGFPC1 rev CTG TAAACATTG TGT GG CCT 55 | Sequenzierung
T.p. 299-317 R CTT CCA AAA GTT CAT GAA 47 | Sequenzierung
Tab. 2.6 Primer zur Klonierung und Sequenzierung
2.1.6 Plasmide
Bezeichnung Wichtige genetische Marker, Konstruktion Verwendung Hersteller
T7, SP6 und Phage f1 Promotoren; Marker Klonieruna und Qiagen, Hilden
pDrive Amp'/ Kana'"; Lac Operon; M13 reverse / M13 Se uenzigrun Deuggtscﬁland ’
forward (-20;-40) Primer-Bindungsstelle q 9
pQE30 Phage T5 Promotor; Marker Amp'; Lac . : .
pQE31 Operon, kodierend fir N-terminales 6x E;Olﬁ:;);?grs](:he Slei%ggr’llggﬁen’
PQE32 Histidin P
Marker Kana'; attL1 und attL2
Rekombinationsstelle; TOPO . Invitrogen,
_pl)_I(E)NP'(I')R/SD/D- Eintrittssequenz; Shine-Dalgarno-Sequenz; gfnirr:];grﬁzd Karlsruhe,
pUC origin; M13 reverse Primer- q 9 Deutschland
Bindungsstelle
: r r | Eukaryotische Clontech, .
pPEGFP-C1 pUC ori; SV40 Promotor; Marker Kana'; Neo Expression Mountain View,
P USA
: r r | Eukaryotische Clontech, .
PEGFP-N3 pUC ori; SV40 Promotor; Marker Kana'; Neo Expression Mountain View,
USA
CMV, T7, SV40, bla Promotor; pUC ori; Invitrogen
DEST24 Marker Neo'/ Chl"; attR1 und attR2 Prokaryotische Karlsrghe’
P Rekombinationsstelle; ccdB Todesgen,; Expression Deutschla’nd
Glutathion-S-Transferase-(GST) Tag;
T7, CMV, SV40 Promotor; pUC ori; Marker
Amp'/ Neo'/ Chl'; attR1 und attR2 Eukarvotische Invitrogen,
pDEST40 Rekombinationsstelle; ccdB Todesgen,; Expre)s/sion Karlsruhe,

kodierend fiir C-terminales V5-Epitop und
6x-Histidin

Deutschland

Tab. 2.7 Plasmide

2.1.7 Klone

Klone, die nicht selbst hergestellt wurden, sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Bezeichnung Wichtige genetische Marker Verwendung Quelle

pDive_TasP Kon 4| A Kaner Wi veverse | Tonard | qupponienung | SEPOEET
AT - . .

PQE30_TaSP Klon 7 ﬁgtpi)di,rljomerend fir N-terminales 6x Expression :Iih;(l)tg%er et

pDrive_Ta6TMP ég]oeiggagﬁ;q?igi;%\;?]rgses/té\ﬂ? forward Subklonierung | Haller, 2004
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Bezeichnung Wichtige genetische Marker Verwendung Quelle
pDEST24_bovp53 Neo'/ Chl'; Glutathion-S-Transferase- .
Klon 2/3 (GST) Tag Expression Haller, 2004

Tab. 2.8 Verwendete Klone

2.1.8

Bakterienstamme

Fir die Klonierung von DNA-Konstrukten und zur Expression von rekombinanten Proteinen
wurden folgende E. coli Stimme eingesetzt.

Ei:rz% Genotyp Hersteller

E7 [F':Tn10(Tcr) proA+B+ laclqz M15], recAl end Al hsdR17 Qiagen, Hilden,
(rK12— mK12+) lac ginV44 thi-1 gyrA96 relAl Deutschland

M15 Nals Strs rifSs, lac- ara- gal- mtl- F- recA+ uvr+ Qiagen, Hilden,

Deutschland

DH5a supE44 OacU 169(780lacZ OM15) hsd R17 recAl endAl Invitrogen, Karlsruhe,
gyrA96 thi-1 relAl Deutschland
F- mcrA D (mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 deoR Invitrogen, Karlsruhe

TOP10 recAl araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl ' '
PG Deutschland

BL21(DES) hsdS gal (/¢ 1ts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 genel) Hgvs%i]’ Gibbstown,

XL1-Blue supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac- Stratagene, La Jolla,
F* [proAB+ laclg lacZDM15 Tn10(tetr)] CA, USA

BL21-Al™ Invitrogen, Karlsruhe,

F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm araB:: T7TRNAP-tetA--

Deutschland

Tab. 2.9 Genotypen der verwendete Bakterienstimme

2.1.9

Zelllinien

Folgende Saugetierzelllinien wurden verwendet. Dabei handelte es sich vorwiegend um Theilerien-

infizierte bovine und ovine Zelllinien.

Erreger Stamm Nr_. = Bezelchn_ung der Referenz
Tieres Zelllinie
T. annulata Ankara 288 TaA288 Ahmed, FU Berlin
T. annulata Ankara 346 TaA346 Ahmed, FU Berlin
T. parva Mugguga 803 TpM803 Emery et al., 1981
T. _ Atbara i T. lestoquardi Bakheit, Central Veterinary Research
lestoquardi ' Laboratory, Soba, Sudan

Tab. 2.10 Bovine und ovine Zelllinien

Andere verwendete Saugetierzelllinien:

Name Eigenschaften Referenz
Die Zelllinie COS-7 wurde 1981 aus Nierengewebe von Griinen Gluzman et

COs-7 Meerkatzen (Cercopithecus aethiops) gewonnen. Die Zellen (Fibroblasten) al 1981
wurden stabil mit einer Mutante des SV40-Virus transformiert. "

CHO-K1 Die.ZeIIIinie CHQ—Kl wgrde_ aus einer adulten Ovarien-Priméarkultur _ Puck et al.,
(Epithelzellen) eines chinesischen Hamsters gewonnen und subkloniert. 1958

HEK- Die Zelllinie HEK293 wurde aus einer humanen, embryonalen Nieren- Graham et

203 Primarkultur (Epithelzellen) gewonnen und durch Adenoviren des Typ 5 al 1977
transformiert. "

Hela Diese Zelllinie (Epithelzellen) wurde 1951 aus einem Gebéarmutterhals- Scherer et
karzinom einer 31 Jahre alten Frau Henrietta Lacks etabliert. al., 1957

A-549 Diese Zelllinie (Epithelzellen) wurde 1972 aus einem Lungentumor eines 58 Giard et al.,
Jahre alten Mannes etabliert. 1973

HL60 Diese Zelllinie wurde 1976 aus den Blutzellen eine_r 35 Jahre alten Frau mit  Collins et al.,
einer myeloischen Leukemie (AML FAB M2) etabliert. 1977
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Name Eigenschaften Referenz
MDBK Zellen stammen von der Niere eines Stiers (1957). iﬂgfén etal,
CCRF- Die Zelllinie wurde aus dem Blut eines 3-Jahre alten Madchens mit akuter Foley et al.,

CEM Leukamie im Jahre 1964 etabliert (T-Zelllinie). 1965

Tab. 2.11 Saugetierzelllinien

2.1.9.1 Kulturmedien fur die eukaryotische Zellkult  ur

Die Zellkulturmedien RPMI-1640, Ham’s F-12 und DMEM wurden von der Firma PAA (Pasching,
Osterreich) und Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen. Die Zusétze wurden separat und steril
hinzugefugt. Dazu zahlten fotales Kalberserum, 10000 U/10000 pg/ml Penicillin/Streptomycin und
200 mM L-Glutamin (alle von Biochrom AG, Berlin, Deutschland). Fiir die Trypsinierung von einzelnen
Zelllinien wurde eine Trypsin/EDTA-L6sung (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) verwendet. Die
adharenten Theileria-infizierten Zelllinien wurden mit einem Zellschaber (Sarstedt, NuUmbrecht,
Deutschland) geerntet.

Zelllinie Medium Subkultivierung bk
Nummer
« 88 % RPMI 1640, 10 % FKS, mit Zellschaber
TaA288 (adharent) 1 % Pen /Strep, 1 % L-Glutamin abschaben i
« 88 % RPMI 1640, 10 % FKS, mit Zellschaber
TaA346 (adharent) 1 % Pen /Strep, 1 % L-Glutamin abschaben i
TpM803 (in 78 % RPMI 1640, 20 % FKS Zentrifugation i
Suspension) 1 % Pen /Strep, 1 % L-Glutamin 9
T. lestoquardi [Atbara] | 78 % RPMI 1640, 20 % FKS Zentrifugation i
(in Suspension) 1 % Pen /Strep, 1 % L-Glutamin 9
. 88 % DMEM, 10 % FKS -
COS-7 (adhérent) 1 % Pen /Strep, 1 % L-Glutamin Trypsinierung ACC 60
2 88 % Ham’'s F-12, 10 % FKS -
CHO-K1(adharent) 1 % Pen /Strep. 1 % L-Glutamin Trypsinierung ACC 110
N 88 % DMEM, 10 % FKS -
HEK-293 (adhéarent) 1 % Pen /Strep, 1 % L-Glutamin Trypsinierung ACC 305
. 88 % DMEM, 10 % FKS -
Hela (adharent) 1 % Pen /Strep, 1 % L-Glutamin Trypsinierung ACC 57

Tab. 2.12 Kulturmedien fur verwendete Zelllinien

2.1.9.2 Kulturmedien fur die prokarytische Zellkult  ur

Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an der Sterilwerkbank HLB2472 (Heraeus
Instrumente, Osterode, Deutschland) durchgefiihrt.

Wenn nicht anders beschrieben, wurde zur Herstellung der Puffer und Medien deionisiertes Wasser
verwendet.

Luria-Bertani-(LB) Medium (Sambrook et al., 1989)

1 % (w/v) Pepton/Trypton (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

1 % (w/v) NaCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

pH 7,5 mit NaOH

Zur Herstellung von Festmedienplatten wurden 1,2 % (w/v) Agar hinzugesetzt und bei 121 € 20 min
autoklaviert. Zur Selektion auf Kanamycin- bzw. Ampicillinresistenz (bzw. Carbenicillinresistenz)
wurden nach dem Abkuhlen optional das entsprechende Antibiotikum steril hinzugefigt.

2.1.9.3 Kulturfihrung von E. coli - Zellen

Die Stémme wurden in LB-Flussigmedium oder auf LB-Festmedium bei 37 T kultiviert. Zur Selektion
auf die Antibiotikaresistenz der Plasmide wurde den nach dem Autoklavieren auf 50 T abgekihlten
Medien entsprechend Antibiotika zugesetzt:

Antibiotikum | Stammlésung Endkonzentration im Medium

Kanamycin 10 mg/mlin H,O | 20 pg/mi
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Antibiotikum | Stammldsung Endkonzentration im Medium

Ampicillin 50 mg/mlin H,O [ 100 pg/ml

Carbenicillin | 50 mg/mlin H,O | 50 pg/ml

Tab. 2.13 Verwendete Antibiotikakonzentrationen

Die Stammldsungen wurden nach dem Ansetzen durch einen 0,22 um Filter sterilfiltriert.

Zum Anlegen von Glycerin-Dauerkulturen wurde der Bakterienstamm auf eine ODgy von 0,5 bis 0,6
(exponentielle Phase) angezogen. 500 pl Kultur wurden mit 500 pl sterilem 87 % (v/v) Glycerin
versetzt und bei -80 T gelagert.

2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1  Kultivierung von bovinen und ovinen Theileria -infizierten Leukozyten

Theileria annulata-infizierte Zellen (Tab. 2.10, S. 38) wurden in 25 cm®, 75 cm*- oder
175 cm?-Kulturflaschen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) bei 37 T, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
CO,; in RPMI-1640-Medium (PAA, Pasching, Osterreich) mit den Zuséatzen 10 % hitzeinaktiviertes FKS
(fotales Kalberserum, Biochrom, Berlin, Deutschland), 2 mM L-Glutamin und 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin (Gibco/BRL, Eggenstein, Deutschland) in einem Inkubator (LaminAIR®
Heraeus Instrumente, Osterode, Deutschland) kultiviert. Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage
passagiert. Dazu wurden die adharenten Zellen 2 x mit PBS gewaschen und mit einem Zellschaber
(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) vom Boden der Flaschen geldst, in ein 50 ml Réhrchen (Cellstar,
Greiner, Essen, Deutschland) tberfiihrt und bei 1200 g fur 5 min zentrifugiert (Heraeus Varifuge 3.0R,
Heraeus, Hanau). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in frischem Medium
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen gezahlt (2.2.1.3, S. 40) und in einer Dichte von
6 x 10° Zellen/ml in neue Kulturflaschen (10 ml Medium fir 25 cm?-, 20 ml fiir 75 cm?- oder 40 ml fiir
175 cm*-Kulturflaschen) tberfihrt. Die Kultivierung von T. parva- und T. lestoquardi-infizierten Zellen
wurde wie oben beschrieben in Komplettmedium mit 20 % FKS durchgefihrt, wobei diese Zellen in
Suspension wachsen. Die Komplettmedien sind in Tab. 2.12 (S. 39) aufgefihrt.

PBS fir Zellkultur:

145 mM NacCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

6 mM Na,HPO, x 2 H,O (Merck, Darmstadt, Deutschland)
18 mM NaH,PO, x 2 H,O (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

2.2.1.2 Kultivierung von HelLa-, COS-7-, HEK-293- un d CHO-K1-Zellen

Adhérent wachsende Zellen (Tab. 2.11, S. 39) wurden bei Erreichen von 70 % bis 90 % Konfluenz
passagiert. Hierzu wurde das Kulturmedium (2.1.9.1, S. 39) abgesaugt, der Zellrasen zweimal mit
10 ml PBS gewaschen und je nach Flaschengrof3e mit 1-3 ml Trypsin/EDTA-LOsung (Biochrom AG,
Berlin, Deutschland; 0,5 % [w/v] Trysin; 0,2 % [w/v] EDTA in PBS) bedeckt. Nach 3-5 min Inkubation
im Brutschrank wurde das Ablésen der Zellen mikroskopisch Uberprift. Waren die Zellen vollstandig
abgel6st, wurde die Enzymaktivitat durch Zugabe von DMEM-Kulturmedium gestoppt. HEK-293-Zellen
wurden durch einfaches Abspilen mit PBS von der Kulturflasche abgel6st. Sie wurden wie unter
2.2.1.1 (S. 40) weiterbehandelt.

Je nach Zelldichte und Teilungsrate wurden die Zellen in einem Teilungsverhéltnis von 1:5-1:12
ausgesat. Die ausgesaten Zellen wurden mit einem der Flaschengrée adaquaten Volumen (5-30 ml)
DMEM-Kulturmedium versehen und resuspendiert. Die verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank
bei 37 T, 5 % CO , und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Quantifizierung wurden die Zellen nach dem Waschen in 10 ml PBS (145 mM
NaCl, 6 mM Na,HPO, x 6 H,O, 18 mM NaH,PO, x 6 H,0) aufgenommen und resuspendiert. Dann
wurden 10 pl der Suspension abgenommen und in 190 pl Trypanblau-Arbeitslésung (0,5% [w/v]
Trypanblau [Biochrom AG, Berlin, Deutschland] 1:3 mit PBS verdunnt) verdunnt. Aus dieser Ldsung
wurden wiederum 10 pl abgenommen, in eine Neubauer-Kammer (Brand, Wertheim, Deutschland)
pipettiert, und unter einem Durchlicht-Mikroskop (Hund, Wetzlar, Deutschland) vier GroR3quadrate
ausgezahlt.



Material und Methoden 41

Die Anzahl der Zellen/ml ergab sich wie folgt:

Zellzahl/ml = _der Zellen von 4 GroRquadraten x Verdiinnungsfaktor x 10*
4

2.2.1.4 Kryokonservierung von Zellen

Zur dauerhaften Lagerung wurden Zellen bei -196 T Uber flissigem Stickstoff aufbewahrt. Fir die
Kryokonservierung wurden die Zellen durch Trypsinierung vom Flaschenboden gelést und das
erhaltene Pellet mit Einfriermedium (9 Teile FKS und 1 Teil DMSO [Serva, Heidelberg, Deutschland])
auf eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde in ein
Kryoréhrchen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) Uberfuhrt und 1 h auf Eis vorgekihlt, bevor es mit
Zellstoff umwickelt zunéchst UN bei -70 € und dann (iber fliissigem Stickstoff gelagert wurde.

2.2.1.5 Herstellung von Zelllysaten von infizierten Zellen

Um Proteinextrakte aus Theileria annulata-infizierten Leukozyten zu gewinnen, wurden tiefgefrorene
oder frische Zellen in 500 pl ddH,O aufgenommen und 10 x 15 s mit jeweils 15 s Pause auf Eis mit
Ultraschall behandelt (Branson Sonifier 250 mit Microtip, Branson, Schwébisch Gmiind, Deutschland;
Ausgangsleistung 150 W bei 50 W, 30 % Ausgangsleistungskontrolle). AnschlieRend wurde die
Suspension 10 min bei 14000 g und 4 T zentrifugiert (Biofuge 28 RS; Heraeus Instruments,
Osterode, Deutschland), der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefaR uberfiihrt und eine
Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt (2.2.3.9, S.56).

2.2.1.6 Behandlung von T. annulata -infizierten Zellen mit Buparvaquone
(BW720c)

T. annulata-infizierte Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.1.1 (S.40) beschrieben kultiviert und nach
dreimaligem Waschen mit RPMI 1640-Medium auf eine Konzentration von 5 x 10°Zellen/ml
eingestellt. Um die Parasiten abzutdten, wurde das Medikament Buparvaquone (Wellcome Research
Laboratories, Kent, U.K.) eingesetzt. Dazu wurden die Zellen in RPMI-Komplettmedium mit 0,05 pg/mi
Buparvaquone (Stammlésung: 1 mg Buparvaquone in 1 ml Ethanol) fir maximal finf Tage im
Brutschrank kultiviert (37 T, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,). Um zu Uberprifen, ob die
Behandlung erfolgreich war, wurde mit einem Teil der Zellen eine Giemsa-Farbung (2.2.1.11, S.42)
durchgefihrt.

2.2.1.7 Herstellung von Zytozentrifugenpraparaten

Es wurden Objektrager mit einer Zellzahl von 1 x 10° bis 1 x 10°, abhangig von der verwendeten
Zelllinie und Zellgré3e, vorbereitet.

Die bendtigte Anzahl von Zellen wurde zweimal mit PBS gewaschen, auf 1 x 10° bis 1 x 10’ Zellen/ml
eingestellt und in 10 % (w/v) BSA/PBS (bovines Serumalbumin, PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich) aufgenommen. Jeweils 100 pl der Zellsuspension wurden dann in einer Zytozentrifuge
(Cytospin 3, Shandon, Pittsburgh, USA) mit 50 g fur 10 min auf einen Objekttrager (Superfrost® Plus,
Omnilab, Bremen, Deutschland) zentrifugiert. Die Objekttrager wurden dann UN bei Raumtemperatur
getrocknet und anschlie3end bei -70 < bis zur weit eren Verwendung gelagert.

2.2.1.8 Herstellung von mit Zellen bewachsenen Obje  kttragern

Da Theileria annulata-infizierte Leukozyten sich fir Wachstumsprozesse an eine Matrix anheften
missen (adhérieren), konnen sie direkt auf Objekttragern kultiviert werden. Dadurch bleiben
dreidimensionale Zellstrukturen fur Protein-Protein-Interaktionsanalysen erhalten. Zur Herstellung der
Praparate wurden je funf sterile Superfrost-Objekttrager in 225 cm?-Petrischalen (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) gelegt, und mit 30 ml RPMI 1640 Komplettmedium uberschichtet. Es
wurden 2 x 10’ Zellen ins Medium pipettiert, und diese bis zum Erreichen der gewiinschten Zelldichte
(2-3 Tage) im Brutschrank kultiviert. Die Objekttrager wurden dann vorsichtig in PBS gewaschen und
anschlieRend 10 min in 2 % Formaldehyd (PFA, Merck, Darmstadt) in PBS bei Raumtemperatur bzw.
fur 3 min in Methanol bei -25 T fixiert. Nach zwei weiteren einminitigen Waschschritten mit PBS in
einer 50 mi-Kivette wurden die Praparate mit 80 % (v/v) Glycerin (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in
PBS eingedeckelt und zur spateren Verwendung bei -70 T gelagert. Nach der Methanol-Fixierung
wurden die Objektrager 3 x 5 min bei Raumtemperatur zur Rehydrierung der Zellen in PBS inkubiert.
Fur die Tubulin-Farbung wurden die Zellen vorher mit Mikrotubuli-stabilisierenden
bzw. -destabilisierenden Reagenzien behandelt (2.2.1.9, S. 42).
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2.2.1.9 Behandlung der Zellen mit Mikrotubuli-inter ~ agierenden Reagenzien

Um die Mikrotubuli der Zellen zu depolymerisieren, wurden die auf Objekttragern kultivierten Zellen mit
dem Mikrotubuli-Inhibitor Nocodazol behandelt. Nocodazol gehort zu der Gruppe der ,Colchicine-side-
binder”, die mit Tubulin-Dimeren interagieren und so eine Polymerisation verhindern (Hoebeke et al.
1976). Nocodazol bindet an -Tubulin und verhindert die Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen
den Heterodimeren von Tubulin. Die Zellen wurden fiir 1 - 16 h mit 10 uM - 40 uM Nocodazol (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland), gelost in DMSO, kultiviert, direkt in der Schale vorsichtig mit PBS
gewaschen und fixiert.

Paclitaxel (Taxol) hingegen ist ein Pflanzengift, welches die Assemblierung der Mikrotubuli beginstigt.
Taxol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) wurde in Konzentrationen von 10 pM - 50 pM, geldst in
DMSO, eingesetzt und fur 1 h - 16 h mit den Zellen zusammen inkubiert.

2.2.1.10 Isolierung von Schizonten aus T. annulata -infizierten Zellen

Fur die Aufreinigung von Schizonten aus T. annulata-infizierten Leukozyten wurde ein modifiziertes
Protokoll nach Baumgartner et al. (1999) verwendet. Das Prinzip der Isolierung beruht auf der Zelllyse
der infizierten Zellen durch das bakterielle Toxin Aerolysin unter Ausnutzung der Zerstérung der
Mikrotubuli der Wirtszelle durch den Mikrotubuli-Inhibitor Nocodazol.

Wahrend der Isolierung wurde auf Eis und unter sterilen Bedingungen mit sterilfiltrierten Losungen
gearbeitet.

Die T. annulata-infizierte Zelllinie A288 wurde in RPMI 1640-Komplettmedium mit 40 uM Nocodazol
(Methyl-[5-(2-thienyl-carbonyl)-1H-benzimidazol-2-yl]-carbamat; Sigma, Deisenhofen; gelést in DMSO)
fur 16 h kultiviert.

Die Zellen wurden wie unter 2.2.1.1 (S. 40) beschrieben 2 x mit PBS gewaschen und 5 min bei 300 g
und 4 T zentrifugiert. Die Zellen (5x 10 ') wurden in 1 ml eiskaltem 1 x HEPES-CaCl, (10 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 20 mM KCI, 1 mM CaCl,, pH 7,4) aufgenommen. Proaerolysin (Protox
Biotech, Victoria, BC, Kanada), gel6st in PBS, wurde in einer Arbeitskonzentration von 15 pg/ml
hinzugefugt, und die Zellen wurden 30 min bei 4 T unter leichtem Schitteln inkubiert, damit
Proaerolysin an die Zelloberflache binden konnte.

Die Zellen wurden dann 2 x mit eiskaltem 1 x HEPES-CaCl, gewaschen (300 g, 4 C, 5 min), um
nichtgebundenes Proaerolysin zu entfernen. Um die Zellen zu lysieren, wurde das nach dem
Waschen erhaltene Pellet in 2 ml 1 x HEPES-EDTA (10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 20 mM KCl,
5 mM EDTA, pH 7,4) resuspendiert und 15 min bei 37 € in einem Wasserbad inkubiert. Fir eine
vollstandige Lyse wurden die Zellen zusatzlich mit einer Kanile (0,6 mm) 3 x auf- und abgezogen.

Die endgultige Trennung der Schizonten von den Wirtszellbestandteilen erfolgte mittels
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation. Dazu wurden 1 ml der lysierten Zellen in 3,8 ml 85 % Percoll in
1 x HEPES-EDTA (Dichte 1,13 + 0,005 g/ml; Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland) aufgenommen, auf 5 ml mit 1 x HEPES-EDTA aufgefillt und in ein Zentrifugenréhrchen
(14 x 95 mm, Beckman Coulter, USA) gefillt. Dies ergab eine Endkonzentration an Percoll von
64,5 %. Die 5 ml Percoll/Lysat-Mischung wurde mit 7 ml 45 % Percoll in 1 x HEPES-EDTA vorsichtig
Uberschichtet und 30 min bei 12 T und 85000 g in einer Ultrazentrifuge (Beckmann L7-65 mit
SW40T-Rotor; Beckmann, Miinchen, Deutschland) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation konnten die
Schizonten vorsichtig aus der gebildeten Interphase zwischen den beiden Percollgradienten mit einer
Pipette entfernt werden und 2 x mit PBS bei 2500 g und 4 < fir 5 min gewaschen werden. Von den
aufgereinigten Schizonten wurden Zytozentrifugenpraparate (2.2.1.7, S. 41) hergestellt, die bei -70 T
gelagert wurden oder sofort fur die Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt wurden.

Zur Uberpriifung von Reinheit und Qualitat der Schizontenisolierung wurde direkt nach der Isolierung
eine Giemsa-Farbung (2.2.1.11, S. 42) angeschlossen.

2.2.1.11 Giemsa-Farbung

Der Giemsa-Farbstoff (Azur-Eosin-Methylenblaulésung) farbt Nukleinsduren spezifisch rot an,
wohingegen das Zytoplasma blau erscheint. Somit kdnnen die Schizontenzellkerne sehr gut sichtbar
gemacht werden. Fixiert und gewaschen wurde in Farbetrdgen von Hellendahl (Brand GmbH,
Wertheim, Deutschland).

Zytozentrifugenpraparate (2.2.1.7, S. 41) wurden von den Zellen (infizierte Theileria-Zellen oder
isolierte Schizonten) angefertigt (2.2.1.7, S. 41), getrocknet und 5 min in eiskaltem Aceton (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Die luftgetrockneten Praparate wurden fiir 30 - 60 min in 0,4 % (w/v)
Giemsalosung (Merck, Darmstadt, Deutschland) 1:20 verdinnt in Weise-Puffer (0,63 g/l Na,HPO,4 x 2
H,O, 0,31 g/l KH,PO4; pH 7,2; Merck, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Danach wurden die
Objekttrager mehrmals mit Leitungswasser gewaschen und unter einem Lichtmikroskop (Leitz GmbH,
Oberkochen, Deutschland) mit Immersionsdl und 100 x Vergrofl3erung/Objektiv ausgewertet.
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2.2.1.12 Transiente Transfektion von Saugerzellen

Transiente Transfektion mittels TransPEI

Die Transfektion wurde nach einem Protokoll des Herstellers von TransPEI (Eurogentec, Seraing,
Belgien) durchgefihrt.

Die Zellen wurden wie unter 2.2.1.2 (S. 40) beschrieben, kultiviert. Die adharenten Zellen wurden laut
Tab. 2.14 (S. 43) in der entsprechenden Dichte und in das entsprechende Kulturgefal3 ausgesat. Fir
eine anschlieRende Immunfluoreszenzfarbung wurden 2 x 10° Zellen in 2 ml Komplettmedium in
Petrischalen mit Glasboden (MatTek Corporation, Ashland, USA) ausgesat und 16 h bis 24 h kultiviert
bis sie 50 % - 60 % konfluent waren. Fur die Transfektion wurden 2 pg cDNA und 8 pl TransPEI in
einem N/P-Verhdltnis von 5 (N/P ist das Verhaltnis der Stickstoffgruppen von TransPEl zu den
Phosphatgruppen der DNA) separat in je 100 pl 150 mM NaCl verdinnt und gut gemischt. Das
verdinnte TransPEI-Reagenz wurde zur DNA-LOsung gegeben, gut gemischt und 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Der gebildete TransPEI/DNA-Komplex wurde dann tropfenweise zu den
Zellen in die Petrischale gegeben, kurz geschiittelt und bei 37 C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,
fur 24 h bis 48 h inkubiert. Die Expression des EGFP-Fusionsproteins wurde unter einem
Fluoreszenzmikroskop (Diaphot 300, Nikon, Japan) verfolgt. Danach wurde die Reaktion gestoppt und
die transfizierten Zellen wurden unterschiedlich weiterbehandelt. Entweder wurden sie fixiert und
gefarbt (2.2.1.13, S. 44), eine Expressionsanalyse mittels Western blot (2.2.3.5, S. 54 und 2.2.3.7,
S. 54) durchgefiihrt oder einer Koimmunprazipitation (2.2.3.14, S. 59) unterzogen.

) Medien- DNA- DINAs Trans- | Gesamt-

Kulturgefary FLEAUELERE Volumen Menge e PEI volumen
9 Zellzahl 9 (NaCl)
[ml] [bo] [u] (1] (K]

6-well-(d = 3 cm)-
Platten oder 2-4x10° 2-4 2-4 100 8 200
MatTek-Schalchen
25 cm°® 4-8x10° 5-10 5 250 10 500
75 cm”® 1-2x10° 10 — 20 7-8 500 14 — 16 1000
175 cm’ 2-5x10° 20 — 40 10 — 12 1000 20 — 24 2000

Tab. 2.14 Pipettierschema fiir die Transfektion mit  tels TransPEI

Transiente Transfektion mittels Lipofectamine™ 2000

Hierzu wurden adharente Saugerzellen in KulturgefaBen in DMEM-Komplettmedium bzw. HAM's F-
12-Komplettmedium unter Standardbedingungen bis zu einer Konfluenz von 80 bis 90 % kultiviert.

Vor der Transfektion wurde das Medium durch serum- und antibiotikafreies Medium ersetzt. Fir die
Transfektion wurden pro 3 cm-Petrischale mit Glasboden (MatTek Corporation, Ashland,
USA) 1-2ug gereinigte Plasmid-DNA und 2,5 pl Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) jeweils in 250 pl serumfreiem Medium verdinnt. Nach einer
5-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Lipofectamine™ 2000™-Ldsung und die
DNA-L6sung vereint und fir weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die
Transfektionslésung tropfenweise auf die Zellen gegeben und diese fiir 16 h bis 48 h bei 37 T
inkubiert.

__ Auszusdende | Medien- DNA- \?glrg Lipofect- Gesamt-

Kulturgefalk Zellzahl Volumen Menge (NaCl) amine 2000 | volumen
[ml] [Ha] (W] (1] [ml]

6-well-(d = 3 cm)-
Platten o. 2-4x10° 2-4 4 250 10 0,5
MatTek-Schalchen
25 cm’ 4-8x10° 5—10 8 500 20 1
75 cm’ 1-2x10° 10 — 20 24 1500 60 3
175 cm® 2-5x10° 20 — 40 56 3500 140 7

Tab. 2.15 Pipettierschema fiir die Transfektion mit

tels Lipofectamine™ 2000
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2.2.1.13 Immunfluoreszenzfarbung

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden Zytozentrifugenpraparate (2.2.1.7, S. 41), bewachsene
Objekttrager (2.2.1.8, S. 41) und bewachsene Petrischalen mit Glasboden verwendet. Die Zellen
wurden nach Bedarf vor der Farbung transfiziert (2.2.1.12, S. 43).

Die Zellen wurden 3 x 1 min mit PBS gewaschen und anschlieend fir 10 min bei Raumtemperatur
mit 2 % Formaldehyd in PBS fixiert. Die Permeabilisierung der Zellen fand fir 10 min bei
Raumtemperatur mit 0,25 % Triton-X 100 (UBS, Cleveland, USA) in PBS statt. Um freie
Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen nach dreimaligem Waschen fir 30 min in 10 % (w/v)
BSA/PBS (PAA Laboratories, Hanau, Deutschland) inkubiert. Der Primarantikdrper wurde in
entsprechender Verdiinnung (Tab. 2.16, S. 44) mit 10 % BSA-Blockierungslésung in einem Volumen
von 50 pl - 300 pl auf die Zellen gegeben und fir 30 - 90 min in einer feuchten Kammer inkubiert.
Nach grindlichem Waschen mit PBS konnte der Sekundarantikdrper (Tab. 2.17, S. 44) zusammen mit
dem Nukleinsaurefarbstoff Toto-3-jodid (1 mM in DMSO; Molecular Probes, Leiden, Niederlande) oder
1 pg/ml  Propidiumjodid (Molecular Probes, Leiden, Niederlande), 1:500 verdinnt in
10 % Blockierungslésung, auf die Zellen appliziert und 30 min in einer feuchten Kammer im Dunkeln
inkubiert werden. Danach wurden die Objekttrager bzw. Petrischalen in PBS gewaschen, wiederum in
4 % Formaldehyd fixiert, ein weiteres Mal mit PBS gewaschen und schlieRlich mit DABCO
(1,4-Diazabicyclo [2,2,2] octan; Sigma, Deisenhofen, Deutschland [Johnson et al., 1982])
eingedeckelt. Die gefarbten Préaparate wurden mit einem konfokalen Lasermikroskop (TCS SP, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim, Deutschland) oder einem Fluoreszenzmikroskop (Diaphot
300, Nikon, Japan) ausgewertet.

Spezifitat Antigen bzw. Klon und Hersteller Wirtspezies Konzentraltllon [ug/mi]
oder Verdiinnung

pAb1620 (Calbiochem, Merck, Bad Maus-

pS3 Soden, Deutschland) Monoklonal 20 pg/m|
FL-393 (Sigma, Deisenhofen, Kaninchen-

pS3 Deutschland) Polyklonal 40 pg/ml
DO-7 (BD Pharmingen, San Diego, Maus-

pS3 USA) Monoklonal 20 pg/m
TaSP teilexprimiert (Schnittger et al. Kaninchen-

TaSP 2002) Charles River GmbH, Kisslegg, 0,2 pg/mi

Polyklonal

Deutschland
Ta6TMP Peptid, Charles River GmbH, | Kaninchen- .

TabTMP Kisslegg, Deutschland Polyklonal 1:100

. . . Maus-

Tubulin DM 1A (Sigma, St. Louis, USA) Monoklonal 10 pg/ml

T. annulata 1C7 (Andy Tait, University Glasgow, Maus- 1:80

Zellmembran Schottland) Monoklonal '
,polymorphic immunodominant Maus- 1:1000

PIM o :
antigen’ aus T. parva Monoklonal

i clone-5 Peptid (AS 408-421), Charles Kaninchen- .
clone-5 River GmbH, Kisslegg, Deutschland Polyklonal 1:1000

Tab. 2.16 Verwendte Primarantikorper fir die Immun

Die verwendeten Sekundarantikbrper waren mit Alexa-Fluoreszenz-Farbstoffen unterschiedlicher

fluoreszenzfarbung

Anregungswellenlédngen (Alexa 488, 546 oder 568) konjugiert.

Spezifitat Wirtsspezie | Hersteller, Land Elngesetztg :
Konzentration in pg/ul

Anti-Maus IgG, A_Iex_a Ziege Mqlecular_ Probes, 8

488/546/568-konjugiert Leiden, Niederlande

Anti-Kaninchen IgG,_ Alexa Ziege Mqlecular_Probes, 8

488/546/568-konjugiert Leiden, Niederlande

Tab. 2.17 Verwendete Sekundarantikérper fir die Imm  unfluoreszenzfarbung
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden
Wenn nicht anders beschrieben wurden Standardmethoden von Sambrook et al. (1989) verwendet.

2.2.2.1 Analytische und praparative Agarosegelelekt  rophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Gemischen zur Analyse und Reinigung erfolgte je nach
Grol3e der zu erwartenden Fragmente in 0,8 - 1,5 %-Agarosegelen. Der 10 x TBE-Puffer wurde auf
1 x TBE-Puffer (Tris-Borsaure-EDTA-Puffer, 89 mM Tris-HCI pH 8,0, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA)
verdinnt. Es wurden 30 - 50 ml 1 x TBE-Puffer, je nach gewiinschter Gelgré3e, mit 0,3 - 0,5 ¢
Agarose (Crystal Agarose, Biolab, Garlstorf, Deutschland) versetzt und in der Mikrowelle ohne
Siedeverzug geldst. Nach dem Abkuhlen der Agarose auf 50 € wurden 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
(Merck, Darmstadt, Deutschland) dazugegeben, kurz gemischt und in die Gelkammer (Mini
Gelkammer horizontal, G & P, Kassel, Deutschland) gegossen. Der Kamm wurde hineingesteckt.
Nach dem vollstdndigen Auspolymerisieren des Geles (ca. 30 min) wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer (G & P, Kassel, Deutschland) platziert und die Proben 1:6 mit 6 x Ladepuffer
(10 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,03 % (v/v) Bromphenolblau; 0,03 % (v/v) Xylen Cyanol FF; 60 % (v/v)
Glycerin; 60 mM EDTA) versetzt und in die Taschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei
10 V/cm Gel mit einer Spannungsquelle (80 V, 400 mM, Model 200/2,0 power supply, Biorad,
Minchen, Deutschland) im 1 x TBE-Puffer fir 1 h (1 %-Agarosegel) und 90 min (1,5 %-Agarosegel)
bis die Farbstoffbande (Bromphenolblau) etwa 2/3 des Gels durchwandert hatte. AnschlieRend konnte
die Auftrennung auf einem Transilluminator (intas, UV-Systeme, Géttingen, Deutschland) bei einer
Wellenlange von 300 nm (UV-Licht) mit einem Videosystem (Biometra, Goéttingen, Deutschland)
ausgewertet werden. Als GroRenstandard diente eine 10 kb-Leiter der Firma Fermentas (MassRuler™
DNA Ladder mix) oder der Firma peqglab (peqGOLD DNA-Leiter Mix). Als 1 kb-Standard wurde die
peqGold 100 bp Leiter (Peqglab, Erlangen, Deutschland) verwendet.

2.2.2.2 Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente, die nach der Auftrennung (2.2.2.1, S. 45) fiir Klonierungsschritte weiterverwendet
werden sollten, wurden mit einem Skalpell vorsichtig unter UV-Lichteinstrahlung (300 nm)
herausgeschnitten. Die DNA wurde dann mit dem Gel-Extraktionskit ,QiaexlIl* (Qiagen, Hilden,
Deutschland) nach Vorschrift aus dem Gel isoliert und gereinigt. Dabei wurde zuerst die Agarose
aufgelost, danach die DNA unter Hochsalzbedingungen an die Kieselgelmatrix gebunden und
anschlieBend unter Niedrigsalzbedingungen eluiert. Es wurde jeweils fir 1 min bei 16000 g
zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5418; Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Ermittlung der
DNA-Konzentration (2.2.2.7, S. 46) erfolgte mit einem Photometer (BioPhotometer, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland).

2.2.2.3 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte mit dem ,,Puregene DNA Isolation
Kit* (Gentra Systems, Minneapolis, USA) nach Anweisung des Herstellers. Frische oder bei -20
gelagerte Zellpellets von 1 - 2 X 10° Zellen wurden fiur die Isolierung verwendet. Die
Zentrifugationsschritte (Eppendorf Centrifuge 5418; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurden bei
13000 g fir 1 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die gewonnene und rehydrierte DNA wurde bei
-25 T gelagert.

2.2.2.4 Prazipitation von DNA

Die Prazipitation von DNA wurde nach der Ethanolmethode nach Sambrook et al. (1989)
durchgefiihrt, um die DNA aufzukonzentrieren und unerwiinschte Salze zu entfernen.

Dazu wurde zu der DNA-L6sung 1/10 Volumen an 3 M Natriumacetatpuffer (Fluka, Buchs, Schweiz),
pH 5,2 und zwei Volumen an eiskaltem 100 % Ethanol hinzugegeben und mindestens 1 h bei -20 T
inkubiert. Danach wurde die ausfallene DNA bei 16000 g und 4 < fir 15 min abzentrifugiert (Biofuge
28RS, Hereaus, Hanau, Deutschland) und der Uberstand verworfen. Das DNA-Pellet wurde mit 200 pl
eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und 5 min bei 16000 g und 4 T zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt, das DNA-Pellet bei 37 € im Heizblo ck getrocknet und im gewinschten Volumen an
ddH,0 geldst und anschlie3end die DNA-Konzentration (2.2.2.7, S. 46) bestimmt.

2.2.2.5 Isolierung von RNA

Es wurde unter RNase-freien Bedingungen gearbeitet. Dies beinhaltet, dass nur RNase-freie

Materialien und Gerate (4 h, 200 T sterilisiert) und DEPC (Diethylpyrocarbonat)-behandelte
Lésungen verwendet wurden.
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Isolierung von Gesamt-RNA mit dem ,Puregene Total R NA Isolation Kit"

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen wurde mit dem ,Puregene Total RNA Isolation Kit*
(Gentra Systems, Minneapolis, USA) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Zentrifugation
wurde bei 13000 g in der Eppendorf Centrifuge 5418 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
durchgefihrt. Die Lagerung der hydrierten RNA erfolgte bei -70 C.

Isolierung von Gesamt-RNA mit der Trizol-Methode

Die RNA-Isolierung wurde nach einem Protokoll des Herstellers von Trizol (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) durchgefiihrt, das auf der Methode nach Chomczynski and Sacchi (1987) basiert.

Dazu wurden 5 - 10 x 10° eukaryotischen Zellen geerntet, 2 x mit PBS gewaschen und pelletiert. Die
Zentrifugation erfolgte bei 12000 g und 4 T (Heraeus Biofuge 28RS; Heraeus, Hanau, De utschland)
Die gewonnene RNA wurde rehydriert, die RNA-Konzentration bestimmt (2.2.2.7, S. 46) und bei

-70 T aufbewahrt.

Isolierung von mMRNA mit dem ,NucleoTrap mRNA Mini K it"

Der Isolierung von mRNA aus eukaryotischen Zellen ging eine Gesamt-RNA-Isolierung nach den
vorher beschriebenen Methoden (2.2.2.5, S. 45) voraus. Die so gewonnene RNA wurde dann weiter
nach Herstellerangaben fur die Isolierung von mRNA mit dem ,NucleoTrap mRNA Mini Kit*
(Macherey-Nagel, Diuren, Deutschland) weiterbehandelt.

Die Zentrifugationsschritte erfolgten bei 11000 g (Eppendorf Centrifuge 5418; Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Die mRNA wurde bei -70 T gelagert.

2.2.2.6 Synthese von cDNA

Fur die Herstellung von cDNA aus mRNA oder Gesamt-RNA (2.2.2.5, S. 45) bediente man sich dem
-RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit* (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland).
Dabei wurde fir das Umschreiben von RNA in DNA eine reverse Transkriptase verwendet, die eine
RNA- und DNA-abhéngige Polymeraseaktivitat, aber keine fiir RNA in RNA-DNA-Hybriden spezifische
RNase H-Aktivitat besitzt.

Um sicherzustellen, dass die RNA nicht mit genomischer DNA verunreinigt war, wurde sie vorher
einem DNase-Verdau unterzogen. Dazu wurde die DNase | Amplification Grade (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) nach den Herstellerangaben verwendet. 1 pl RNA (10 ng - 5 pg RNA oder
1 ng - 0,5 ug Poly(A)" RNA), 1 pl (1U) RNase-freier DNase | und 9 pl DNase Puffer (40 mM Tris-HCI
pH 8,0, 6 mM MgCl,, 2 mM CacCl,) wurden fur 10 min bei 25 T inkubiert. Die Reakti on wurde durch
Zugabe von 1 pl 25 mM EDTA-L8sung und Inkubation fiir 5 min bei 65 T gestoppt.

Zu dieser DNA-freien RNA wurde 1 pl oligo(dT);s Primer (0.5 g/ I) gegeben, auf 12 pl mit RNase-
freiem H,O aufgefillt, kurz gemischt und 5 min bei 70 € im Heizblock (Eppendorf Thermomixer
compact; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Dabei lagern sich die Primer an die RNA an.
Nach kurzem Abkihlen des Reaktionsansatzes auf Eis wurden folgende Reagenzien hinzugefiigt:

5x Reaktionspuffer
RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (20 U/ )
10 mM dNTP Mix

N A

Dann wurde kurz gemischt und 5 min bei 37 T inkubi ert. Danach konnte die RevertAid™ H Minus
M-MuLV Reverse Transkriptase (200 U/ 1) hinzugefiigt und 60 min bei 42 T inkubiert werde n. Das
Stoppen der Reaktion erfolgte bei 70 < fur 10 min im Heizblock.

Die so in cDNA umgeschriebene mRNA wurde bei -20 T gelagert und konnte fiir weitere Versuche
wie z. B. PCR (2.2.2.8, S. 47) verwendet werden.

2.2.2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren u nd Reinheitsanalyse
Bei 260 nm hat eine 50 pg/ml konzentrierte DNA-L6sung bzw. eine RNA-Ldsung mit 40 pug/ml eine
Absorption von 1. Die DNA bzw. RNA wurde mit 10 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,5 oder H,O verdinnt und
spektroskopisch bei 260 und 280 nm an einem Photometer (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) vermessen. Die DNA-Menge berechnete sich nach folgender Formel:

[mg/ml] = Azgo X 50 pg/ml x Verdinnungsfaktor

Entsprechend berechnete sich die RNA-Konzentration nach folgender Formel:

[ma/ml] = Azgo X 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor
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Der Quotient aus Ays und Aogy ist ein Grad fur die Verunreinigung der DNA mit Proteinen.
Idealerweise sollte dieser Wert bei reiner DNA bei etwa 1,8 liegen.

2.2.2.8 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die PCR zur selektiven, exponentiellen Vermehrung von geringen Mengen von DNA wurde mit Hilfe
einer thermostabilen Polymerase aus dem Organismus Thermus aquaticus, die Tag-Polymerase
(Saiki et al., 1987) durchgefiihrt. Sie besitzt keine 3'-> 5’-proofreading Exonuklease-Aktivitat, aber eine
geringe 5'->3'-Exonukleaseaktivitat.

Die lyophilisierten Primer (HPSF- ,High Purity Salt Free* oder HPLC- ,High Performance Liquid
Chromatography” gereinigt, MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland) wurden mit ddH,O auf
10 pmol/ul eingestellt. Der dNTP-Mix und die Sawady Tag DNA Polymerase wurden von der Firma
Peglab Biotechnologie (Erlangen, Deutschland) bezogen.

Der 1 x PCR-Ansatz in einem Gesamtvolumen von 35 pl hatte folgende Zusammensetzung:

Lésungen é;ii':j';ﬁ{i‘\fifgt”a“o”’ Volumen (ul)
20 ng - 400 ng cDNA, genomische DNA 2 pl

je 10 mM dNTP-Mix 220 uM 0,8 ul

10 pmol/pl 3'-Primer 0,5 uM 1,75 pl

10 pmol/ul 5’-Primer 0,5 uM 1,75 ul

10 x PCR-Puffer 1x 3,5 ul

5 U/ul Tag-Polymerase 25 muU/ul 0,175 pl
H,O steril

Tab. 2.18 Pipettierschema fiir den PCR-Ansatz

Folgendes PCR-Programm am Thermocycler (T3; Biometra, Goéttingen, Deutschland) wurde
verwendet:

Denaturierung 94 3 min
Denaturierung 94 C 1 min
Annnealing 50 C 1 min }25 -35x
Elongation 72 <C 1 min

Elongation 72C 5 min

Kihlen 4<C unendlich

Die Hybridisierungstemperatur (Annealing T,) wurde in einer ersten Anndherung tber den CG-Gehalt
der verwendeten Primer ermittelt (T, = [(Anzahl von A+T) x 2 € + (Anzahl von G+C x 4 °C] - 5 C)
und in mehreren PCR-Reaktionen optimiert. Nach Beendigung des Programms wurden 10 pl des
PCR- Produktes auf ein 1 %-Agarosegel (2.2.2.1, S. 45) aufgetragen und analysiert.

2.2.2.9 Restriktionsreaktion

In dieser Arbeit wurden Restriktionsendonukleasen (Tab. 2.3, S. 35) zur Linearisierung der Vektor-
DNA und anschlieBender Klonierung verwendet. Des Weiteren wurde damit eine erfolgreiche
Klonierung des Zielgens nachgewiesen (Restriktionsanalyse).

Ein Standard-Restriktionsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

Lésungen fur Klonierungsreaktion: fur Restriktionsanalyse
DNA 0,4-5 ug 5-10 ul
Restriktionsenzym(e) | 10 U 10U

BSA (100 pg/ml) 1 pg/ml 1 pg/ml

10 x Reaktionspuffer | 5yl 5ul

H,O ad 50 pl Gesamtvolumen | ad 50 yl Gesamtvolumen

Tab. 2.19 Pipettierschema fiir die Restriktionsreakt  ion

1 Unit (U) Enzym entspricht der Enzymmenge, die 1 pg dsDNA innerhalb von 1 h spaltet. Konnten
unterschiedliche Enzyme nicht im selben Puffer inkubiert werden, erfolgte der Verdau in dem Puffer
mit der geringeren Salzkonzentration, anschlieBend wurde die Restriktionsendonukleasen mit dem
Puffer der héheren Salzkonzentration zugesetzt.

Der Reaktionsansatz wurde bei 37 <€ fur 2 h im Inku bator (Thermomixer compact, eppendorf,
Hamburg, Deutschland) oder 14 h im Thermocycler (T3; Biometra, Géttingen, Deutschland) inkubiert.
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Zur Inaktivierung der Enzyme wurde eine 20-minitige Inkubation bei 80 T angeschlossen (im
Thermocycler).

Zur Reinigung der Enzymreaktion von Salzen und Enzymen erfolgte eine Aufreinigung mit dem
»Qiaquick PCR-Purification-Kit* von der Firma Qiagen (2.2.2.10, S. 48) oder eine lIsolierung und
Aufreinigung aus dem Agarosegel (2.2.2.2, S. 45).

2.2.2.10 Aufreinigung von DNA aus PCR-Ansatzen und E  nzymreaktionen

Nach einer Restriktionsreaktion oder einer PCR mussten die DNA-Produkte fir eine weitere
Verarbeitung vorher von unerwiinschten Salzen und Enzymen befreit werden. Die Reinigung erfolgte
mit dem ,QIA quick Purification Kit* (Qiagen, Hilden, Deutschland) und nach dem Herstellerprotokoll.
Die Ermittlung der DNA-Konzentration (2.2.2.7, S. 46) erfolgte mit einem Photometer (BioPhotometer,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland).

2.2.2.11 Ligationsreaktion

Ligation von PCR-Produkten mit ,A*-Uberhangen

Die Ligation wurde mit dem ,PCR Cloning Kit* (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefihrt. Der
verwendete pDrive-Vektor (Tab. 2.7, S. 37) besitzt in Nachbarschaft zur ,mutiple cloning site* (MCS)
Uberhdngende U-Enden (Uracil) und ist somit komplementar zu PCR-Produkten, die mit einer
Tag-Polymerase hergestellt wurden und einen Adenin-Uberhang besitzen. Der Ligationsansatz wurde
folgendermalien zusammenpipettiert:

LOsung Volumen

pDrive-Vektor (50 ng/ul) 1 ul

Ligations Master Mix (5x) 2 ul

PCR-Produkt (aufgereinigt) | 1 - 4 pl

ddH,O ad 10 pl

Tab. 2.20 Pipettierschema fiir die Ligation
mit « A »-Uberhangen

Das zuvor aufgereingte PCR-Produkt wurde in fiinffachen molaren Uberschu3 (s.u. Formel) zum
linearisierten Vektor eingesetzt, um multiple Klonierung des Inserts zu vermeiden.

Der Ansatz wurde fir 14 h bei 16 T und zur Inaktivierung der Ligase fir 10 min bei 20 € im
Thermocycler inkubiert. Zur Kontrolle wurde eine Probe ohne PCR-Produkt inkubiert.

Liagation von ,sticky ends"

Mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA-Fragmente, zu klonierendes Fragment und Vektor
(2.2.2.9, S. 47) wurden zunadchst nach Vorschrift mit dem ,PCR-Purification Kit* oder aus dem
Agarosegel mit dem ,Qiaex II* (beides Qiagen, Hilden, Deutschland) gereinigt (2.2.2.2, S. 45) und fir
die Ligation eingesetzt.

Mit DNA-Ligasen kdnnen DNA-Fragmente kovalent miteinander verknlpft werden, wenn die Enden
komplementar zueinander sind. Hier wurde eine T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland) verwendet, die in dsDNA die Bildung von Phospodiesterbriicken zwischen benachbarten
3’- und 5’-Hydroxygruppen katalysiert. Somit kénnen DNA-Fragmente (Inserts) in die zuvor mit
Restriktasen linearisierte Vektor-DNA eingefiigt werden. Die Ligationsreaktion wurde nach
Anleitungen von Fermentas ,Tipps und Tricks fir ihre Ligation* durchgefiihrt. Ein Standard-
Ligationsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

Losung Volumen

Vektor-DNA 10-100 ng

Insert-DNA 30-300 ng

10 x Ligationspuffer | 2 pl

T4-DNA-Ligase 1-2U

bideion. H,O ad 20 pl Gesamtvolumen

Tab. 2.21 Pipettierschema fiir die Ligation mit
« sticky ends »

1 Weiss-Unit (1 U) entspricht dem katalytischen Austausch von 1 nmol **Ppi zu [y/#**P] ATP in 20 min
bei 37 C. Das ideale molare Verhaltnis bezogen auf pmol ligierbare Enden betrug 3:1, wobei das
Verhaltnis fir einige Ansatze angepasst werden musste.
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Die Menge an einzusetzendem Insert wurde nach folgender Formel berechnet:

NQinsert = NOvektor * DPinsert * Molares Verhdltnis Insert : Vektor
prektor

Der Reaktionsansatz wurde fur 14 h bei 14 T und an schlieBenden 10 min bei 65 T (Denaturierung
der T4-DNA-Ligase) im Thermocycler (Biometra, Géttingen, Deutschland) inkubiert und die klonierten
Plasmide wurden in chemisch kompetente Zellen transformiert (2.2.2.13, S. 49). Die transformierten
Zellen konnten UN bei 37 T auf Selektionsmedium an gezogen werden.

2.2.2.12 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Vor der Transformation von DNA in Bakterien missen die Zellen fir die Aufnahme von Fremd-DNA
durch mehrere Waschschritte mit 15 % Glycerin vorbehandelt werden, d. h. kompetent gemacht
werden.

Das Protokoll zur Praparation von chemisch kompetenten Zellen wurde nach Sambrook et al. (1989)
durchgefiihrt. Der gewiinschte E. coli-Stamm (Tab. 2.9, S. 38) wurde auf eine LB-Agarplatte mit oder
ohne Selektionsmarker (2.1.9.3, S. 39 und Tab. 2.13, S. 40) ausgestrichen und UN bei 37° C
inkubiert. Eine E. coli-Einzelkolonie (nicht rekombinant) wurde zum Animpfen von 7 ml LB-Medium
verwendet und UN bei 37 € und 200 upm (Julabo SW-20C, Mickley-Diagnostika GmbH, Berlin,
Deutschland) angezogen. 100 ml LB-Medium wurden mit 10 ml der UNKultur inokuliert und bei 37 T
und 80 upm bis zu einer ODgy von 0,5 bis 0,6 angezogen. Nachdem die Zellen 15 min auf Eis
abgekuhlt waren, wurden sie in Falcon-Réhrchen (vorgekuhlt) fur 5 min bei 4000 g und 4 T (Heraeus
Biofuge 26RS, Hanau, Deutschland) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 15 ml sterilem, eiskaltem,
TFB1-Puffer resuspendiert, fir 90 min auf Eis inkubiert und wiederum 5 min bei 4000 g, 4 T
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml eiskaltem, sterilem TFB2-Puffer (Endkonzentration ~ 2 x 10™*
Zellen/ml) aufgenommen und in 100 pl-Portionen aliquotiert. Die chemisch kompetenten Zellen
wurden sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Transformation bei -80 T gelagert.

TEB1:

30 mM KOOCHj3 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
50 mM MgCl, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
100 mM KCI (Merck, Darmstadt, Deutschland)

15 % (v/v) Glycerin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Es wurden 30 mM KOOCH,;-Puffer hergestellt und mit 0,2 M Essigséure auf pH 5,8 einstellt. Dann
wurden die restlichen Chemikalien dazugeben, der pH erneut Uberprift und die Lésung sterilfiltriert.

TEB2:

10 mM MOPS (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
75 mM CaCl, (Merck, Darmstadt, Deutschland)

10 mM KCI

15 % Glycerin

Es wurden 30 mM 10 mM MOPS-Puffer hergestellt und mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt. Dann wurden
die restlichen Chemikalien dazugeben, der pH erneut Uberprift und die Losung sterilfiltriert.

2.2.2.13 Transformation durch die CaCl >-Methode

Transformation ist die Einschleusung von Fremd-DNA in die Bakterienzelle. Die Transformations-
effizienz der auch als Hitzeschockmethode (Dagert et al. 1998) bekannten Transformation betragt
10* Transformanten pro ng Superspiralisierter DNA.

Transformation von EZ-Zellen und Blau-Weil3-Selektio n

Die chemisch kompetenten Zellen wurden kurz auf Eis aufgetaut. 1-2 ul DNA aus der
Plasmidpraparation oder 5 pl des Ligationsproduktes wurden zu 100 pl chemisch kompetenten Zellen
gegeben, kurz vorsichtig vermischt und 5 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde fir 45 s bei 42 C
im Heizblock (Eppendorf Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Nach
einer weiteren Inkubationszeit von 2 min auf Eis wurden 250 pl SOC-Medium dazugegeben, kurz auf-
und abpipettiert und die Zellen wurden anschlieend entweder fir 1h bei 37 T unter leichtem
Schitteln (300 upm im Eppendorf Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg) inkubiert oder direkt
ausgestrichen. Verschiedene Aliquote der Zellen konnten dann auf Selektionsmedium, abhdngig vom
verwendeten Vektor, mit Antibiotikum LBy,, (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) oder LBcqy (Roth,
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Karlsruhe, Deutschland) mit 80 pg/ml X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-b-D-galactopyranosid in
Dimethylformamid; Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 50 pupM IPTG (lsopropyl-b-D-
thiogalactopyranosid in ddH,O; Roth, Karlsruhe, Deutschland) ausplattiert und bei 37 € UN im
Brutschrank (Heraeus B5025; Heraeus, Hanau, Deutschland) inkubiert werden. Dieses
Selektionsmedium erlaubt eine einfache Identifizierung von positiven Klonen mit Hilfe der Blau-WeilR3-
Selektion.

SOC-Medium (Sambrook et al., 1989)

2 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0,5 % (w/v) Hefeextrakt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0,05 % (w/v)NaCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

2,5 mM KCI (Merck, Darmstadt, Deutschland)

10 mM MgCl, (sterilfiltriert; Merck, Darmstadt, Deutschland)

20 mM Glucose (sterilfiltriert; Roth, Karlsruhe, Deutschland)

pH 7,5 mit NaOH

Die sterilfiltrierten L6sungen wurden nach dem Autoklavieren hinzugegeben.

Pro Agarplatte wurden am nachsten Tag zehn positive wei3e Kolonien mit einer Pipettenspitze
abgenommen und steril in 5 - 10 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Carbenicillin oder 20 pg/ml Kanamycin
Uberfuhrt. Nach Inkubation der Kulturen UN in einem Wasserbad (Julabo SW-20C,
Mickley-Diagnostika GmbH, Berlin, Deutschland) bei 37 T konnten die transformierten Bakterien
durch PCR auf die in den Vektor eingebauten Produkte hin untersucht werden. Dazu wurden 2 pl der
Kultur als DNA-Template in einer PCR (2.2.2.8, S. 47) eingesetzt. Der Versuch wurde mit Primern
(Tab. 2.6, S. 37) durchgefuhrt, die fur das zu klonierende Produkt oder fir den Vektor
(M13-forward/reverse-Primer) spezifisch waren. Nach einer Agarose-Gelelektrophorese (2.2.2.1,
S. 45) konnten die positiven Klone auf Grund der BandengréRe der PCR-Produkte identifiziert werden.

Transformation von M15[pREP4] und DH5 a

Kompetente M15[pREP4]- (Qiagen, Hilden, Deutschland) und DH5a- (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) Zellen wurden nach Herstellerangaben transformiert. Die Durchfiihrung war ahnlich wie
die zuvor beschriebene Methode mit folgenden Anderungen. Es wurden 50 pl - 100 pl kompetente
Zellen mit der Ligationsreaktion gemischt, 20 - 30 min auf Eis inkubiert und danach 30 s - 90 s bei
42 <C inkubiert. Die Zellen wurden sofort mit ,Psi broth“-Medium fir M15[pREP4] oder SOC-Medium
fur DH5a gemischt und bei 37 T im Heizblock fir 60 min - 90 min bei 200 upm (Eppendorf
Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) geschittelt. Die Zellen konnten dann
entsprechend ihres Selektionsmarkers (Tab. 2.7, S. 37) ausplattiert und UN bei 37 <C inku biert.

Psi broth*:

LB-Medium (2.1.9.2, S. 39)

4 mM MgSO, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
10 mM KCI (Merck, Darmstadt, Deutschland)

2.2.2.14 Identifizierung positiver Klone mittels ,co  lony’-PCR

Nach erfolgreicher Transformation (2.2.2.13, S. 49) wurden die auf Selektionsmedium gewachsenen
Bakterien auf das Vorhandensein des gewtinschten DNA-Inserts untersucht. Dazu bediente man sich
dem PCR-Screening mit Hilfe der ,colony’-PCR, wenn der verwendete Plasmid-Vektor keine einfache
Erkennung von Klonen (z. B.: Blau-Weil3-Selektion) erlaubte.

Zum Screenen nach positiven Klonen wurde die Vorschrift Novagen pET Manual 10" edition (2003)
verwendet. Je Klonierung wurden mehrere Klone getestet.

2.2.2.15 Plasmidpréparation

Miniprep-Plasmid-Isolierung

Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen im kleinen Malfistab erfolgte nach dem
Prinzip der alkalische Zelllyse und alkoholische Prézipitation.

Die Plasmidisolierung erfolgte mit dem ,Qiaprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen, Hilden, Deutschland)
nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde mit 30 pl ddH,O eluiert. Die Konzentration der so
isolierten Plasmid-DNA wurde bestimmt (2.2.2.7, S. 46) und fir Sequenzierung (2.2.2.16, S. 51) oder
Klonierung eingesetzt.
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Midiprep-Plasmid-Isolierung

Fur die Plasmidpreparation (Tab. 2.7, S. 37) im groReren MaRstab wurde das ,NucleoBond® Xtra Midi
Plus Kit* (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) und das Protokoll des Herstellers fur ,high-copy-
Plasmide” verwendet. Das Prinzip funktioniert nach der Anionen-Austausch-Chromatographie.

Die DNA wurde in 500 - 1000 pl ddH,O aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde bestimmt
(2.2.2.7, S. 46) und die so gewonnene DNA fur die Transfektion (2.2.1.12, S. 43) verwendet.

2.2.2.16 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde von der Firma MWG (Biotech AG, Ebersberg) durchgefiihrt. Dazu wurden
2x 1 pg der vorher mit dem ,Qiaprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen, Hilden, Deutschland) isolierten
Plasmid-DNA in 1,5 ml Eppendorfgefal3e aliquotiert und 30 min unter Vakuum getrocknet (Savant
SpeedVac Plus SC 110; Global Medical Instrumentation, Inc, Ramsey, USA mit Membran-
Vakuumpumpe). Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger et al.,
1977) durchgefiihrt. Es wurden folgende Sequenzierungsprimer, die von der Firma MWG synthetisiert
wurden, verwendet. Die Sequenzierungen wurden jeweils mit den ,forward’- und den ,reverse’-Primern
durchgefihrt.

Bezeichnung | Sequenz (5'-3") Tm [T]
pEGFPClfor [ GAT CAC TCT CGG CAT GGAC 59
pEGFPClrev | CAT TTT ATG TTT CAG GTT CAG GG 57
M13 uni (-21) | TGT AAA ACG ACG GCC AGT 54
M13 rev (-29) | CAG GAA ACA GCT ATG ACC 54
M13 uni (-43) | AGG GTT TTC CCAGTC ACGACG TT 62
M13 rev (-49) | GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG 61
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 53
pQE for GTATCACGAGGC CCTTTCGTCT 55
pQE rev CAT TAC TGG ATC TAT CAA CAG GAG 59
pEGFPN1for [ GTC GTA ACA ACT CCG CCC 58
pEGFPN1lrev [ GTC CAG CTC GAC CAG GAT G 61

Tab. 2.22 Sequenzierungsprimer

Die resultierenden Sequenzen wurden mit Hilfe des ,standard nucleotide-nucleotide Blast"-
Programmes (NCBI-Blastn) analysiert. AulRerdem wurden mehrere Analysewerkzeuge des ExPasy-
Servers verwendet (2.3, S. 61).

2.23 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PA  GE)

Die analytische diskontinuierliche Elektrophorese von Proteinen wurde nach (Laemmli, 1970) in einer
Gel-Elektrophorese-Kammer (Mini/Maxi Gelkammer vertikal, Harnischmacher, Schauenburg,
Deutschland) durchgefiihrt. Fir die Auftrennung der Proteine wurde die Konzentration des Trenngels
entsprechend der erwarteten Gro3e der zu trennenden Proteine gewahlt (zwischen 10 % und 15 %).
Fur die Herstellung der Polyacrylamid-Gele wurden die Lésungen nach folgendem Schema in der
Tab. 2.23 (S. 52) zusammengestellt. Das Trenngel wurde zuerst zwischen 2 Glasplatten (10 cm x
11 cm oder 10 cm x 20 cm) auf einem Giel3stand (Harnischmacher, Schauenburg, Deutschland)
gegossen, mit 70 % Ethanol Gberschichtet und fir 30 min polymerisiert.

Fur je 2 kleine Sammel- und Trenngele:

Losunden 3% 10 % 12,5 % 15 %
9 Sammelgel Trenngel Trenngel Trenngel

ddH,O 3ml 5mi 4 ml eml
Acrylamide/Bisacrylamide Losung (30 %;

Roth, Karlsruhe, Deutschland) 0.5m| 4 ml 5ml 3ml
Sammelgelpuffer 1.25 ml - - 3ml
Trenngelpuffer - 3 ml 3 ml 100ul
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin;

Merck; Darmstadt, Deutschland) 104 104 104 10u
Pyronin Y-Puffer 10 pl - - 6ml
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. 3% 10 % 12,5 % 15 %
LEEEIn Sammelgel Trenngel Trenngel Trenngel
Ammoniumpersulphat 20 pl 100 pl 100 ul 3ml

Tab. 2.23 SDS-PAA-Gel-Zusammensetzung

Dann wurde das 10-15%ige Trenngel nach der Polymerisation und dem Entfernen von Ethanol mit
einem 3%igem Sammelgel (berschichtet, der Silikonkamm (Harnischmacher, Schauenburg,
Deutschland) mit den Taschen zwischen die beiden Glasplatten gesteckt und wiederum fiir 30 min
auspolymerisiert. Die kleinen Gele (Minigel: 7,5 cm x 8,5 cm) und die grollen Gele (Maxigele:
7,5 cm x 16 cm) hatten eine Dicke von 0,75 mm.

Die zu analysierenden Proteinldsungen wurden vor dem Auftragen mit SDS-Probenpuffer gemischt
und 5 min bei 95 € im Thermoblock (Eppendorf Therm omixer compact, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) inkubiert. Es wurden jeweils 15 -25 pl Probe bei einem 15-/20-/25-Taschen-Kamm
aufgetragen. Vom Marker wurden nur 5 HI aufs Gel aufgetragen.

Als Marker wurden die ,Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, St- Leon-Rot,
Deutschland) oder SeaBlue Plus 2 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) fiir die Western blot Analyse
(da vorgefarbt, erfolgreicher Transfer nachweisbar) und die ,Page Ruler' Protein Ladder’ (Fermentas,
St- Leon-Rot, Deutschland) fiir die Coomassie- und Silberfarbung verwendet (2.2.3.2, S. 52 und
2.2.3.3, S. 53).

Die Auftrennung der Proteine erfolgte vertikal in einer Elektrophoresekammer mit einer
Spannungsquelle (EC 3000P Series 90; E-C Apparatus Corporation, St. Petersburg, Ruf3land) in
SDS-Laufpuffer nach folgendem Programm: 5 min bei 50 V, 10 min bei 100 V und 60 min bei 200 V
bei konstanter Stromstérke (300 mA).

Die Proteinbanden konnten entweder sofort mit Losung A (2.2.3.2, S. 52) nach Fairbanks, et al. (1971)
angefarbt werden oder die Gele wurden UN im Fixierbad fiir die Silberfarbung (2.2.3.3, S. 53) nach
Blum, H. et al. (1987) inkubiert.

Fur die spezifische Identifikation der Proteine wurde ein Western blot (2.2.3.5, S. 54) an die
Elektrophorese angeschlossen. Mit Western blot Analysen kénnen Proteinmengen von bis zu 30 ng
spezifisch nachgewiesen werden, wohingegen der Coomassie-Farbstoff 0,1 - 0,3 pug Protein pro
Bande unspezifisch anfarbt. Ahnlich sensitiv wie der Western blot aber unspezifisch ist die
Silberfarbung mit einer Nachweisgrenze im ng-Bereich.

4x Protein-Probenpuffer: 180 mM Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI pH 6.8

40% (v/v) Glycerin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

4% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0.04% (w/v) Bromphenolblau (Merck, Darmstadt, Deutschland)
100 mM DTT (Dithiothreitol; Roth, Karlsruhe, Deutschland)

1,5 M Tris(Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI pH 8,8
0,4% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Trenngelpuffer:

Sammelgelpuffer: 500 mM Tris(Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI pH 6,8

0,4 % (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

gesattigte APS (Ammonium-
peroxodisulfat)-Lésung: 10 % (w/v) APS (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Pyronin Y-Puffer 0,5 M Tris(Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI

10 % Glycerin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0,4 % SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0,01% pyronin Y (Serva, Heidelberg, Deutschland)

25 mM Tris(Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI, pH 8,3
192 mM Glycin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0.1% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

SDS-Laufpuffer:

2.2.3.2 Proteinfarbung nach Fairbanks

Das Protokoll wurde nach Fairbanks et al. (1971) durchgefiihrt. Der Unterschied zur herkdmmlichen
Coomassie-Farbung besteht in der stufenweisen Entfarbung der Polyacrylamidgele. Isopropylalkohol
wurde zur Fixierung der Proteine eingesetzt. Die Konzentrationen von Isopropanol und Coomassie-
Blau (Phast Gel™ Blue R, GE Healthcare, Uppsala, Schweden) wurden mit jedem Wechsel der
Lésungen verringert. Damit wurden auch sonst kaum sichtbare Proteinbanden besser angefarbt.
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Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurde das Gel bei
Raumtemperatur UN oder fiur mindestens 2 h in Lésung A auf einem Schittler (GFL 3016,
Gesellschaft fiur Labortechnik GmbH, Burgwedel, Deutschland) inkubiert. Nach dem Entfernen
(Abgiefl3en) von Lésung A wurde Losung B fir 6 bis 9 h bei Raumtemperatur hinzugefiigt. Danach
wurde Losung B gegen Lésung C ausgetauscht und ebenfalls UN inkubiert. Mit Losung D wurde durch
mehrmaliges Wechseln der Lésung bis zum gewilnschten Farbegrad entfarbt; optimalerweise bis der
Hintergrund fast klar war. Alternativ wurde die Entfarbung mit Losung B, C und D fir je 30 s in der
Mikrowelle durchgefuihrt. Danach wurden die Gele getrocknet und ausgewertet (2.2.3.4, S. 53).

SDS-PAGE-Farbeldsung (Fairbanks et al., 1971)

Lésung A: 0,05 % (w/v) Phast Gel'" Blue R (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) in 25 % (v/v)
2-Propanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 10 % (v/v) Essigsaure (96%; Roth,
Karlsruhe, Deutschland)

Lésung B: 0,005% (w/v) Phast Gel™ Blue R in 10 % (v/v) 2-Propanol und 10 % (v/v) Essigsaure
(96%)

Lésung C: 0,002% (w/v) Phast Gel™ Blue R in 10 % (v/v) Essigsaure (96%)

Losung D (Entfarbelésung): 10 % (v/v) Essigséaure (96%)

2.2.3.3 Silberfarbung

Bei dieser Farbemethode wurde eine abgeanderte Fassung von Blum et al. (1987) verwendet.

Der Unterschied zur herkémmlichen Silberfarbung besteht darin, dass hier die Natriumthiosulfatldsung
I6sliche Komplexe mit unspezifisch, d. h. nicht an Protein gebundenem Silber bildet und somit zur
Reduzierung der Hintergrundfarbung beitragt. Die Verwendung von Formaldehyd verstarkt diesen
Effekt noch. Statt Ethanol wurde Methanol in der Fixierlésung verwendet.

Die Farbeprozedur verlief nach folgendem Schema:

Das Polyacrylamid-Gel wurde mindestens 1 h oder besser UN in der Fixierldsung inkubiert. Danach
konnte durch 3 x 20minltiges Waschen mit 50 %iger Ethanollésung das Methanol herausgewaschen
werden. Es folgte die Inkubation fir genau eine Minute in der Thiosulfatiosung (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) und anschlieBendes 3 x 20sekiindiges Waschen mit deion. H,O. Die Farbung der
Proteinbanden erfolgte durch die Inkubation fir 30 min in der Silbernitratidsung (Merck, Darmstadt,
Deutschland). Es wurden zwei Waschschritte fur jeweils 20 s mit deion. H,O angeschlossen. Darauf
folgten die Entwicklung des Gels bis zum gewinschten Farbegrad, das Abstoppen der Reaktion fir
mindestens 10 min und ein erneuter Waschschritt mit 50 % Methanol, das gegebenenfalls auch zum
Aufbewahren des angefarbten Geles (2.2.3.4, S. 53) verwendet wurde.

Silberférbung (Blum et al.,1987)
Alle Lésungen wurden mit ddH,O angesetzt.
Thiosulfat-, Silbernitrat- und Entwicklerldsung wurden jeweils frisch angesetzt.
Fixierldsung: 50 % (v/v) Methanol
12 % (v/v) Essigsaure (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0,05 % (v/v) Formaldehyd (37 %; Merck, Darmstadt, Deutschland)

Waschlésung: 50 % (v/v) Ethanol
Thiosulfatldsung (Sensitivierlosung): 0,02 % (w/v) Na,S,03 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Silbernitratlésung: 0,04 % (w/v) AgNO; (Merck, Darmstadt, Deutschland)
0,075 % (v/v) Formaldehyd (37 %)
Entwicklerldsung: 6 % (w/v) Na,CO3; (Merck, Darmstadt, Deutschland)

0,05 % (v/v) Formaldehyd (37 %)

0,0004 (W/V) % Na,S,03
Stopplosung: 50 % (v/v) Methanol

12 % (v/v) Essigsaure

2.2.3.4 Gelauswertung und Gelkonservierung

Nach erfolgter Anféarbung der Proteinbanden wurden die Gele entweder direkt mit dem hp officeJet
G55 Scanner eingescannt und mit Adobe Photoshop 5.5 bearbeitet; oder die Gele wurden konserviert
und spater ausgewertet. Zur Konservierung wurden die Gele nach dem Waschen mit deion. H,O in
Trocknerlosung inkubiert und anschlieend luftdicht zwischen 2 Cellophanfolien (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) eingespannt und fur 2 h bei 80 T im G eltrockner (Biorad Gel dryer Modell 583; Biorad,
Munchen, Deutschland) unter Vakuum getrocknet.
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Geltrocknerlésung: 20 % (v/v) verg. Ethanol
10 % (v/v) Glycerin (Roth Karlsruhe, Deutschland)

2.2.3.5 Immunblotting von Elektrophoresegelen (West  ern blot)

Der elektrophoretische Transfer von Proteinen aus einem PAA-Gel auf eine NC-(Nitrocellulose)-
Membran erfolgte direkt im Anschluss an die SDS-PAGE nach dem ,semi-dry-Verfahren“ (Kyhse-
Andersen et al., 1994) nach der Vorschrift von Millipore ,Immobilon-P Transfer membran User Guide*".
Dazu wurde eine ,Semi-Dry“-Blotkammer mit Graphitelektroden (Perfect Blue™ semi dry
Elektroblotter, Peglab, Erlangen, Deutschland) verwendet. )

Die auf GelgréRe zugeschnittene NC-Membran (7,5 cm x 9 cm, Protran®BA, 0,2 um, Schleicher &
Schdll, Dassel, Deutschland) wurde genauso wie das PAA-Gel 15 min in Anodenpuffer 1l &quilibriert.
Der luftblasenfreie Aufbau des Blots erfolgte nach folgendem Schema (,Sandwich-System*):

Die Elektrophorese wurde unter folgenden Bedingungen mit einer Spannungsquelle (EC 3000P Series
90; E-C Apparatus Corporation, St. Petersburg, Russland) durchgefiihrt (2,5 mA/cm? PAA-Gel):

Anzahl der Gele U [V] If[mA]  t/min

1 kleines Gel; 0,75 mm 25V=const. 60 mA 90 min
2 kleine Gele oder 1 grofRes Gel; 0,75 mm 25 V=const. 120 mA 90 min
2 groRe Gel; 0,75 mm 25 V=const. 200 mA 90 min

Tab. 2.24 Bedingungen fur Western blot

Ein erfolgreicher Transfer wurde sofort nach dem Lauf an dem vorgeféarbten Proteinmarker auf der
Membran oder durch eine Ponceau S-Farbung der NC-Membran kenntlich gemacht. Jetzt konnten die
Proteine durch immunologische Methoden spezifisch identifiziert werden.

Western blot:

Anodenpuffer I 300 mM Tris-HCI (Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 10
20 % (v/v) Methanol

Anodepuffer Il 25 mM Tris-HCI, pH 10,4
20 % (v/v) Methanol

Kathodenpuffer: 300 mM Tris-HCI, pH 9,4

20 mM 6-Aminohexanséaure (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
10 % (v/v) Methanol

2.2.3.6 Ponceau S-Farbung

Das Anfarben mit Ponceau S (Eltest GmbH, Bonn, Deutschland) wurde durchgefiihrt, um die durch
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinextrakte nach Transfer auf die Nitrocellulose-
Membran sichtbar zu machen. Dazu wurde die Blotmembran 5 min in 2 % (w/v) Ponceau
S-Farbelésung (1 % (v/v) Essigsdure mit 0,02 % (w/v) Ponceau-S) auf dem Schiittler inkubiert. Die
Membran wurde dann so lange in ddH,O gewaschen, bis sich die Proteinbanden vom Hintergrund
abhoben. Die Ponceau S-Farbung wurde durch Waschen mit PBS wieder ausgewaschen.

2.2.3.7 Immundetektion

Die Detektion von Proteinen, die auf einer Nitrocellulosemembran immobilisiert wurden, erfolgte durch
einen antigen-spezifischen Primarantikbrper und einem sekundaren Antikorper, der gegen den
Priméarantikdrper gerichtet war und mit dem Enzym Alkalische Phosphatase (AP) konjugiert war. Das
Enzym setzt das Substrat NBT/BCIP um, das als dunkler Niederschlag ausfallt.

Wenn nicht anders angegeben, erfolgten die Inkubations- und Waschschritte bei Raumtemperatur und
unter leichtem Schitteln auf dem Schutteltisch (GFL 3016, Gesellschaft fir Labortechnik GmbH,
Burgwedel, Deutschland). Unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrocellulose-Membran wurden
durch Inkubation in 5 % (w/v) Magermilchpulver (Fluka, Buchs, Schweiz) in PBS 1 h bei
Raumtemperatur oder alternativ UN bei 4 T abgeséttigt. Die Nitrocellulosemembran wurde nach
dreimaligem zehnminutigen Waschen mit PBS mit dem entsprechenden primaren Antikorper (Tab.
2.25, S. 55) in PBS-T im Allgemeinen UN bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Membran
3 x 10 min mit PBS-T-Puffer gewaschen worden war, wurde sie mit dem sekundéren AP-konjugierten
Antikorper in PBS-T (Tab. 2.26, S.55) fur 1 - 2 h inkubiert. Die vorherige Waschprozedur (3 x 10 min)
wurde ein weiteres Mal wiederholt und die Membran konnte dann fir 10 min in AP-Puffer aquilibriert
werden. Die Detektion der immunreaktiven Proteine erfolgte durch Inkubation der Membran mit
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NBT/BCIP (0,1 % (w/v) NBT in 70 % DMF, pH 9,5 und 0,5 % (w/v) BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphat,Toluidin-Salz in in 100 % DMF, gelost in 10 ml AP-Puffer; beides Roth, Karlsruhe,
Deutschland) im Dunkeln. Die Farbreaktion wurde durch Absaugen der Substratldsung und Inkubation
mit der Stopplésung beendet.

Phosphat-buffered-Saline-(PBS)-Puffer: 80 mM Na,HPO, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
20 mM NaH,PO, (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
100 mM NacCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
pH 7,5 mit NaOH

PBS-Tween (PBS-T): 0,1 % (v/v) Tween 20 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
ad 1000 ml PBS pH 7,5
Blockier-Losung: 5 % (w/v) Magermilchpulver (Fluka, Buchs, Schweiz)
in PBS-T-Puffer
AP-Puffer; 0,1 M Tris-HCI, pH 9,5
0,1 M NacCl
5 mM MgCl, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Stopplosung: 20 mM EDTA (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in
ddH,O
o . . . [ng/ml]
Spezifitat Antigen bzw. Klon und Hersteller Wirtspezies oder Verd.
RGS-His RGSHHHHHH (Qiagen, Hilden, D) Maus-monoklonal 0,2 pg/mi
GFP JL-8 (Clontech, Mountain View, USA) Maus-monoklonal 1 ug/ml
Glutathione-S-Transferase [Schistosoma
GST japonicum] (Rockland Inc., Gilbertsville, USA) Maus-monokional 0.6 ug/ml
. : Kaninchen-
p53 FL-393 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) Polyklonal 1 pg/ml
p53 DO-7 (BD Pharmingen, San Diego, USA) Maus-Monoklonal 2 pg/ml
TaSP teilexprimiert (Schnittger et al. 2002) Kaninchen-
TaSP Charles River GmbH, Kisslegg, Deutschland Polyklonal 17 ug/mi
Ta6TMP Ta6TMP-Peptid, Charles River GmbH, Kisslegg Kaninchen- 1:100
Polyklonal
Tubulin DM 1A (Sigma, St. Louis, USA) Maus-Monoklonal 1 pg/ml
Tab. 2.25 verwendete Primarantikorper fur Western  blot
Spezifitat Wirtsspezies | Hersteller, Land Eingesetzte Verdiinnung
Anti-Kaninchen IgG, AP- . DakoCytomation, .
konjugiert Zlege Glostrup, Danemark 1:2000
Anti-Maus IgG, AP- , Dianova, Hamburg, .
konjugiert Ziege Deutschland 1:2000
- Jackson
ﬁg:fuz'?e%? IgG, AP- Kaninchen Immunoresearch, West | 1:2000
U9 Grove, USA

Tab. 2.26 verwendete Sekundarantikorper fir Wester  n blot

2.2.3.8 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach (Bradford, 1976) durchgeftihrt.

50 pl Protein- bzw. Kalibrierlésung (5 - 500 pg/ml enthaltend) wurden mit 2 ml Farbreagenz versetzt
und gut gemischt. Spatestens nach 5 min wurde die Extinktion bei 595 nm gegen einen Blindwert
(statt Proteinlosung 50 pl Puffer) an einem Photometer (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) gemessen.

Farbreagenz : 100 mg Coomassie-Brillantblau G-250 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
50 ml 95%iger Ethanol (v/v)
100 ml 85%ige (w/v) Phosphorsaure
100 ml Glycerin
ad 1000 ml mit dest. H,O
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2.2.3.9 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry wurde mit einem BioRad Micro-DC-Assay 500-0116 (BioRad,
Miinchen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers in einer Mikrotiterplatte (Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) durchgefiihrt. Zur Erstellung einer Eichgeraden wurden 0,2-2 ug BSA
(0,2 pg-2,0 ug; PAA, Hanau, Deutschland) im Assay eingesetzt. Die Platten wurden dann 15 - 30 min
im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgte mit einem Mikroplatten-Reader
(ASYS Hitech, Eugendorf, Osterreich) bei einer Wellenlange von 550 nm. Fiir die Erstellung einer
Eichkurve wurden die BSA-Werte dreifach bestimmt, die Proteinwerte wurden durch eine
Zweifachbestimmung ermittelt. Als Nullwert wurde ddH,O verwendet. Die Ergebnisse wurden mit
Microwin Ver. 4.2 ausgewertet.

2.2.3.10 Expression rekombinanter Proteine im Schit  telkolbenmal3stab

Expression eines 6x-Histidin-Fusionsproteins

Die Expression wurde mit einigen Anderungen nach einem Protokoll von Qiagen (Hilden,
Deutschland) durchgefihrt.

Eine M15-Bakterienkolonie, die das gewiinschte rekombinante pQE30-Plasmid tragt, wurde fir eine
Vorkultur in 7 ml LBgawcan (2.1.9.2, S. 39 und 2.1.9.3, S. 39) UN bei 37 € und 200 upm im
Wasserbad (Julabo SW-20C, Mickley-Diagnostika GmbH, Berlin, Deutschland) angezogen. 2 x 500 ml
LBkan/carb Wurden mit 5 ml (1 % [v/v]) der Vorkultur angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,4 bis 0,6 bei
37 T und unter leichtem Schitteln (100 upm) angezo gen. Dann wurden die Expression der 500 ml
der Bakterienkultur mit 500 ul 1 M IPTG (Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid in ddH,O; Roth,
Karlsruhe, Deutschland; sterilfiltriert; Endkonzentration 1 mM) bei 15 € (bzw. 25 T oder 37 T)
induziert; die anderen 500 ml Bakteriensuspension wurden ohne Zusatze weiter inkubiert. Die ODgg
wurde stindlich verfolgt (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und es wurden
1/0OD-Proben angelegt. Die 1/OD-Proben wurden 3 min bei 16000 g und 4 T zentrifugiert (Heraeus
Biofuge 28RS; Heraeus, Hanau, Deutschland), und das Pellet wurde bei -25 T gelagert. Die Zellen
wurden nach Beendigung des Versuches durch Zentrifugation bei 4000 g und 4 C (Heraeus Varifuge
3.0R, Heraeus, Hanau) geerntet und bei -25 T einge froren. Es wurde abh&angig vom Protein fur
mindestens 4 h oder auch UN exprimiert. Die Proben der induzierten und der nicht induzierten
Bakterienkultur wurden mittels SDS-PAGE (2.2.3.1, S. 51) und Western blot (2.2.3.5, S. 54) analysiert.

Expression eines GST-Fusionsproteins

Bevor das Protein exprimiert werden konnte, musste das Plasmid (pcDNA DEST24) frisch aus dem
allgemeinen Klonierungsstamm DH5a in den Expressionsstamm BL21-Al™ (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) transformiert werden. Dieser Bakterienstamm ist besonders fiir die Expression von fir
die Bakterien toxischen Proteinen geeignet. Transformiert wurde nach der Hitzeschockmethode wie
unter 2.2.2.13 (S. 49) fur die M15-Zellen beschrieben. Die kompetenten Zellen wurden 30 min
zusammen mit dem Ligationsansatz inkubiert und vor dem Ausplattieren fir 30 min unter leichtem
Schtteln bei 200 upm inkubiert. Es wurde auf Ampicillinresistenz (Tab. 2.13, S. 40) selektiert.

Das Anlegen der Vorkultur und das Inokulieren der Hauptkultur erfolgten wie oben beschrieben.
Nachdem eine ODgq von 0,4 erreicht wurde, wurde die Expression der Bakterienkultur mit 5 ml
20 % (w/v) L-Arabinose (in ddH20, sterilfiltriert, Arbeitskonzentration: 0,2 %, [Serva, Heidelberg,
Deutschland]) induziert. Es wurden ebenfalls 1/OD-Proben der induzierten und der nicht induzierten
Kultur angelegt und analysiert.

2.2.3.11 Zellaufschluss

Zellaufschluss von GST-Fusionsproteinen

Die nach der Expression geernteten E. coli-Zellen (s.0.) wurden 1 x mit TBS-Puffer gewaschen
(finfminttige Zentrifugation bei 5000 g, 4 ) und in 20 ml Auftragspuffer resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde 60 x 30 s mit jeweils 30 s Pause auf Eis mit Ultraschall behandelt (Branson
Sonifier 250: Ausgangsleistung 150 W bei 50 W, 30 % Ausgangsleistungskontrolle, mit Microtip). Das
Lysat wurde dann 30 min bei 10000 g und 4 T zentrifugiert (Sorvall RC 5C Plus, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, USA) und der erhaltene Uberstand fiir die FPLC (,Fast Protein Liquid
Chromatography*) an der Akta prime™ (Amersham Bioscience, Uppsala, Schweden) eingesetzt.

Zellaufschluss von His-Fusionsproteinen

Die geernteten Zellpellets wurden genauso behandelt wie oben beschrieben. Allerdings wurden die
Zellen im Lysepuffer resuspendiert und 1 h bei 4 € unter leichtem Schitteln lysiert. Zusatzlich
schloss sich noch eine Ultraschallbehandlung (s. oben) an.
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Lysepuffer: PBS
1 mM PMSF (Sigma, Deisenhofen, Deutschland, in 100 % Ethanol)
1 mM EDTA pH 7,4 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
je 1 ug/ml Aprotonin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), Leupeptinhydrogensulfat
(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland), Pepstatin A (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland)
1 mg/ml Lysozym (aus dem Huhnereiweil3; Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

2.2.3.12 Affinitatschromatographie

Analytische Ni ?*-Affinitatschromatographie

Hierfir wurde ein Protokoll vom Hersteller der Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden, Deutschland)
verwendet. Diese Aufreinigung wurde abh&ngig von der Loslichkeit des Proteins entweder unter
nativen oder unter denaturierenden Bedingungen durchgefihrt.

Zuerst musste die Ni-NTA-Agarose aquilibriert werden, um ein Binden des His-Fusionsproteins zu
ermoglichen. Es wurden 5 ml der Ni-NTA-Agarose (50 % in Ethanol) in eine 5 ml Polypropylen-Séaule
gegeben (Qiagen, Hilden, Deutschland), 3 x mit 10 ml ddH,O und 3 x mit 10 ml Lysepuffer
gewaschen. Die aquilibrierte Ni-NTA-Agarose wurde in einem separaten Gefald fir 60 min mit dem
Lysat (20 ml) bei 4 T unter leichtem Schitteln (RM5 Assistent 348, Karl Hecht GmbH, Sondheim)
inkubiert. Die Ni-NTA-His-Protein-Agarose wurde wieder auf die Saule gegeben und der Durchflufd
gesammelt. Nach 5maligem Waschen mit je 10 ml Waschpuffer, konnte das His-Fusionsprotein mit
10 ml Elutionspuffer in 1 ml-Schritten eluiert werden. Es wurde eine Proteinbestimmung und eine
SDS-PAGE der Eluate zur Uberpriifung der Expression angeschlossen.

Puffer fir Aufreinigung unter nativen Bedingungen:

Lysepuffer: 50 mM NaH,PO, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
300 mM NaCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
10 mM Imidazol (Fluka, Buchs, Schweiz), pH 8.0

Waschpuffer: 50 mM NaH,PO,

300 mM NacCl

20 mM Imidazol, pH 8.0
Elutionspuffer: 50 mM NaH,PO,

300 mM NacCl

250 mM Imidazol, pH 8.0

Puffer fiir Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen:

Lysepuffer: 10 mM Tris(Roth, Karlsruhe, Deutschland)-HCI, pH 8,0
100 mM NaH,PO, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
8 M Harnstoff (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Waschpuffer: 10 mM Tris-HCI, pH 6,3
100 mM NaH,PO,
8 M Harnstoff

Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCI, pH 5,9
100 mM NaH,PO,
8 M Harnstoff

Praparative Ni-Affinitatschromatographie mit der Ak ta prime

Diese Methode der Aufreinigung von Proteinen wurde mit der Akta prime (Amersham Bioscience,
Uppsala, Schweden) durchgefihrt. Als Saule wurde eine schon gepackte und mit Ni-lonen beladene
HisTrap FF (5 ml Ni Sepharose 6 Fast Flow; Amersham Bioscience, Uppsala, Schweden) verwendet.
Die Ni-Chromatographie wurde nach den Anleitungen des Pharmacia-Handbuchs ,The Recombinant
Protein Handbook" (2001) von Amersham Bioscience durchgefuhrt. Es wurde unter denaturierenden
oder nativen Bedingungen chromatographiert und folgendes Chromatographieprogramm erstellt:

5 - 10 cv Waschen der Saule mit H,O, Flussrate: 5 ml/min

10 cv Aquilibrieren der Saule mit Auftragspuffer, Flussrate: 5 ml/min

20 ml Probenaufgabe tber Al (Pufferzugang) mit einer Flu3rate von 1 ml/min auf die Séaule

20 cv Waschen mit Waschpuffer bis die Leitfahigkeit oder A,gq konstant war; Flussrate: 3 ml/min; 5 ml
Fraktionen sammeln
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1 cv Elutionspuffer mit linearem Gradienten bis 500 mM bzw. 1 M Imidazol bis Proteinpeak zu sehen;
Flussrate: 1 ml /min; 2 ml Elutionsfraktionen gesammelt

5 -10 cv Waschen der Saule mit H,O

5-10 cv Waschen und Lagern der Saule mit 20 % (v/v) EtOH

Ein cv (,column volume*, Saulenvolumen) entsprach 5 ml.

Die Saule wurde mit 10 Saulenvolumina aquilibriert, dann erfolgte die Probenauftragung (20 ml) Gber
eine Injektionsschleife. AnschlieRend wurde mit 20 Saulenvolumina gewaschen. Mit einer
ansteigenden Konzentration von Imidazol wurde eluiert. Es wurden 2 ml Fraktionen gesammelt und
analysiert.

Ni-Affinittschromatographie

Puffer nach Handbuch “The Recombinant Protein Handbook” von Pharmacia (2001).

Die Puffer und Lésungen wurden durch einen Millipore-Filter (Schwalbach, Deutschland) mit einem
Porendurchmesser von 0,22 um filtriert und 10 min im Ultraschallbad entgast.

a) Puffer fur Affinitatschromatographie unter denaturierenden Bedingungen:
Auftragspuffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0
8 M Harnstoff
0,5 M NacCl
5 mM Imidazol
Elutionspuffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0
8 M Harnstoff
0,5 M NaCl
1 M Imidazol

b) Puffer fur Affinitadtschromatographie unter nativen Bedingungen:
Puffer nach Handbuch “Affinity Chromatography“ von Pharmacia (2002).

Auftragspuffer: 20 mM NazPO,4 pH 7,4
0,5 M NaCl

Elutionspuffer: 20 mM NazPO, pH 7,4
0,5 M NaCl

500 mM Imidazol
20 % (v/v) Ethanol zur Lagerung der Saule

Préaparative Aufreinigung eines GST-Fusionsproteins

Die Aufreinigung eines GST-Fusionsproteins wurde wie oben beschrieben am gleichem System
durchgefiihrt (Akta prime).

Eine C10/10-Séaule (d = 10 mm, | = 10 cm; Amersham Bioscience, Uppsala, Schweden) wurde mit
Glutathion Sepharose 4 Fast Flow (Suspension in 20 % EtOH) luftblasenfrei beflllt.

Folgendes Chromatographieprogramm wurde verwendet, wobei 1 Sdulenvolumen (cv) 7 ml

entsprach.

5 - 10 cv Waschen der Saule mit H,O, Flussrate: 5 ml/min

10 cv Aquilibrieren der Saule mit Auftragspuffer, Flussrate: 5 ml/min

20 ml Probenaufgabe tber Al (Pufferzugang) mit einer Flussrate von 1 ml/min auf Saule

10 - 20 cv Waschen mit Waschpuffer bis die Leitfahigkeit oder A,gy konstant ist; Flussrate: 3 ml/min
10 ml Fraktionen gesammelt

5 - 10 cv Eluieren mit Elutionspuffer bis peak zu sehen; Flussrate: 1 ml /min; 2 ml Elutionsfraktionen
gesammelt

5 - 10 cv Waschen der Saule mit H,O

5-10 cv Waschen und Lagern der Séaule mit 20 % (v/v) EtOH

Puffer fir GST-Aufreinigung
nach Handbuch ,GST Gene Fusion System*“ von Amersham Bioscience (2002)

Auftragspuffer: 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO,, pH 7,3
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Elutionspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM Glutathion

Puffer durch 0,45 um Filter filtriert und entgast.

2.2.3.13 Dialyse und Aufkonzentration von Proteinpro  ben

Um reines Protein zu gewinnen, mussten die durch Ni-NTA-Aufreinigung gewonnenen Fraktionen
gegen reines Wasser oder PBS dialysiert werden.

Es wurde entweder ein Dialyseschlauch von Roth (Karlsruhe, Deutschland) mit einem ,cut off’ von
4 - 6 kDa oder von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) mit einen ,cut off’ von 12,4 kDa (23 mm breit)
fur die Umpufferung entsprechend der zu dialysierenden Proteingrofen verwendet. Der
Dialyseschlauch wurde jeweils entsprechend der Herstellerangaben vorbehandelt. Die vereinigten
Fraktionen aus der Ni-Chromatographie wurden 4 x gegen 2 | deion. H,O bei 4 T dialysiert und eine
Proteinbestimmung angeschlossen (2.2.3.9, S. 56).

Zur Aufkonzentration oder Umpufferung von Proteinldsungen wurde das Prinzip der Ultrafiltration
angewendet. Hierfiir wurden die Centricon Ultracel-YM-30-Saule mit einem ,cut off’ von 30 kDa oder
die Amicon Ultra-4-Saule mit einem ,cut off von 10 kDa (beide von Millipore, Schwalbach,
Deutschland) nach einem Protokoll der Hersteller verwendet.

2.2.3.14 Koimmunprazipitation

Der Nachweis einer Protein-Interaktion erfolgt bei einer Immunprazipitation in vitro, indem mit Hilfe
eines Antikdrpers ein bestimmtes Protein samt Interaktionspartner aus einem Proteingemisch
prazipitiert wurde. Hierfir wurde ein Protokoll nach (Gordon, 1991) verwendet.

Die Koimmunprazipitation wurde sowohl mit transfizierten Zellen (COS-7-Zellen, 2.1.9.1, S. 39) als
auch mit infizierten Zelllinien (TaA288, TaA346, 2.1.9.1, S. 10) duchgefiihrt.

Die Zellen wurden entsprechend mit dem Zellschaber geerntet oder trypsiniert (2.2.1.1 S. 40 und
2.2.1.2, S. 40), 2 x mit PBS gewaschen und die Zellzahl bestimmt (2.2.1.3, S. 40). 1 x 10’ Zellen
wurden in 1 ml eiskaltem RIPA-Puffer + Proteaseinhibitoren (s. unten) resuspendiert und
fir 30 - 90 min bei 4 T auf dem Invertierer (Rotator Drive STR 4, Stuart Scientific, Staffordshire,
Grol3britanien) lysiert. Das Lysat wurde bei 14000 g und 4 < fir 15 min zentrifugiert (Biofuge 28RS,
Hereaus, Hanau, Deutschland) und der Uberstand auf vorher aquilibrierte (3 x mit 500 pl eiskaltem
PBS gewaschen und 1 min bei 10000 g zentrifugiert) 100 ul Protein-A-Agarose (Fast Flow, 100 pul pro
1 ml Zelllysat; Upstate, Schwalbach, Deutschland) gegeben. Das Zelllysat wurde 60 - 90 min bei 4 T
auf dem Invertierer inkubiert. Dies war nétig, um das Lysat von unspezifisch an die Agarose
bindenden Proteine zu befreien. Die Protein-A-Agarose konnte dann bei 14000 g fur 10 min und 4
zentrifugiert werden und vom Uberstand eine Proteinbestimmung (2.2.3.9, S. 56) durchgefiihrt
werden. Das Zelllysat wurde dann mit PBS auf 1 mg/ml in 500 pl verdinnt, und der zu
immunprézipitierende Antikbrper wurde anhand Tab. 2.27 (S. 59) zum Lysat dazugegeben. Das Lysat-
IAntikorper-Gemisch wurde UN bei 4 T unter leichte m Schiitteln (Rotator Drive STR 4, Stuart
Scientific, Staffordshire, GrofR3britanien) inkubiert. Der Immunkomplex konnte durch die Zugabe von
100 pl gewaschener Protein-A-Agarose und anschlieender Inkubation fiir 60 min bei 4 T unter
leichtem Schitteln préazipitiert werden. Der Immunkomplex wurde bei 16000 g fir 15 s pelletiert und
3 x mit 800 pl eiskaltem RIPA-Puffer (ohne Proteaseinhibitoren) gewaschen, kurz anzentrifugiert und
der Uberstand gesammelt. Die Protein-A-Agarose wurde in 50 pl 2 x Probenpuffer aufgenommen und
zusammen mit den Waschschritten auf ein SDS-Gel aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde Zelllysat
mit Protein-A-Agarose, aber ohne Antikdrper inkubiert. Um die zu erwartenden Proteinbanden von den
Proteinbanden der Antikdrper, die der leichten und schweren Kette entsprechen, zu unterscheiden,
wurde zusatzlich der Immunblot nur mit dem Sekund&rantikérper inkubiert.

Spezifitat Antigen bzw. Klon und Hersteller Spezies [Konz]
RGS-HiIS | RGSHHHHHH (Qiagen, Hilden, D) Maus-monoklonal | 5 pg/ml
GFP JL-8 (Clontech, Mountain View, USA) Maus-monoklonal 20 pg/mi
53 pAb1620 (Calbiochem, Merck, Bad Soden, Kaninchen- 1 ua/ml
P Deutschland) Monoklonal HY
p53 DO-7 (BD Pharmingen, San Diego, USA) Maus-Monoklonal 2 pg/ml
Tasp TaSP teilexprimiert (Schnittger et al. 2002) Kaninchen- 1,7-17
Charles River GmbH, Kisslegg, Deutschland Polyklonal ug/ml
Tubulin DM 1A (Sigma, St. Louis, USA) Maus-Monoklonal 2 pg/ml

Tab. 2.27 verwendete Antikorper fir Immunprézipita  tion
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RIPA-Puffer: 50 mM Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)-HCI, pH 7,4
150 mM NacCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
1 % (v/v) Nonidet P-40 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
0,25 % (w/v) Desoxycholat (Fluka, Buchs, Schweiz)

modifizierter RIPA-Puffer: RIPA-Puffer
1 mM PMSF (Sigma, Deisenhofen, Deutschland, in 100 % Ethanol)
1 mM EDTA pH 7,4 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
je 1 pg/ml Aprotonin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland),
Leupeptinhydrogensulfat (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Deutschland), Pepstatin A (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
1 mM aktiviertes NazVO, (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
1 mM NaF

2.2.3.15 TCA-Proteinfallung

Zur Aufkonzentrierung und zur Umpufferung von Proteinenldsungen wurde die Methode der
Proteinprazipitation mittels Trichloressigsaure (TCA) nach Sambrook et al. (1989) angewandt.

Hierflr wurde ein Volumen an 100 % TCA (Merck, Darmstadt, Deutschland) zu vier Volumeneinheiten
der zu prazipitierenden Proteinldsung hinzugegeben und 10 min bei 4 T inkubiert. Die folgenden
Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4 € und 14000 g fur 5 min (Biofuge 28RS, Hereaus, Hanau,
Deutschland). Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet 3 x mit 200 pl eiskaltem Aceton
gewaschen. Das Pellet wurde fir 5 - 10 min bei 95 °C im Heizblock getrocknet und anschlieRend
entweder in Probenpuffer fiir die SDS-PAGE (2.2.3.1, S. 51) oder in einem anderem gewiinschten
Puffer aufgenommen.

2.2.3.16 ,Pull down*

Beim ,pull down“ handelt es sich um eine in vitro-Methode zur Untersuchung einer physikalischen
Interaktion zwischen zwei oder mehreren Proteinen.

In dieser Arbeit wurde eine spezielle magnetische Agarose-Matrix (Qiagen, Hilden, Deutschland), die
mit einem Ni-NTA Komplex gebunden ist, verwendet. Somit konnte die immobilisierte Agarose-Matrix
leicht durch Anlegen eines magnetischen Feldes abgetrennt werden.

Far den ,pull down* wurde ein Protokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet.

Die aquilibrierte (1 x 1 ml Waschpuffer nach Qiagen) magnetische Agarose-Matrix wurde mit 15 ug
aufgereinigtem und dialysiertem Protein (= maximaler Bindungskapazitat) mit 500 pl Waschpuffer
versetzt und 30 - 60 min auf einem Invertierer (Rotator Drive STR 4, Stuart Scientific, Staffordshire,
Grol3britanien) inkubiert. Das Eppendorfgefald wurde fir 1 min in einen Magnetseparator gespannt
und der Uberstand abgenommen. Nachdem die Agarose mit 500 pl Interaktionspuffer gewaschen
wurde, konnte entweder ein bestimmtes Protein oder das Zelllysat mit dem vermeintlich
interagierenden Protein(en) zu dem Agarose-His-gebundenen-Protein-Komplex im Interaktionspuffer
gegeben werden und UN bei 4 T invertiert werden. D ie immobilisierte Magnetagarose wurde 1 - 3 x
mit je 500 pl Interaktionspuffer gewaschen, 1 min separiert und der Uberstand abgenommen. Der
Proteinkomplex wurde dann mit 50 pl Elutionspuffer fir 10 min bei Raumtemperatur eluiert und sowohl
das Eluat als auch die Agarose, gel6st in 50 pl 1 x Probenpuffer, wurden elektrophoretisch aufgetrennt
(2.2.3.1, S. 51) und geblottet (2.2.3.5, S. 54).

Als Kontrolle dienten sowohl die immobilisierte Magnetagarose (mit ,bait’-Protein - ,K&der’-Protein,
ohne ,prey-Protein — ,Beute’-Protein) als auch die nicht immobilisierte Agarose, nur mit
Interaktionspartner inkubiert (mit ,prey’-Protein, ohne ,bait’-Protein).

Des Weiteren wurde ein ,,ProFound Pull Down GST-Protein : Protein Interaction Kit* von Pierce (Bonn,
Deutschland) nach der Vorschrift des Herstellers fir GST-markierte Proteine verwendet. Es wurden
die gleichen Kontrollen wie oben schon erwéahnt, benutzt und die Proben wurden ebenfalls in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlie3end geblottet.

Puffer flr pull down: Waschpuffer s. praparative Ni-Affinititschromatographie unter nativen
Bedingungen (2.2.3.12 b), S. 57)
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2.2.3.17 Assemblierung von Mikrotubuli

Fur den ,pull down assay’ musste das a-Tubulin zuvor polymerisiert werden. Dazu wurden 25 g des
aufgereinigten a-Tubulins aus Rinderhirn (Cytoskeleton Inc., Denver, CO, USA), gel6st in 1 x PEM-
Puffer mit 1 mM GTP (Cytoskeleton Inc., Denver, CO, USA) mit 90 pl Polymerisationspuffer versetzt
und 30 min bei 37 € im Heizblock (Eppendorf Thermo mixer compact; Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) inkubiert.

1 x PEM-Puffer: 80 mM PIPES, pH 6,9
2 mM MgCl,
0,5 mM EGTA

Polymerisationspuffer: 1 x PEM-Puffer
10 % (v/v) Glycerin
10 pM Taxol

2.3 Computer-Hardware und Software

Datenbankrecherchen wurden mit Hilfe folgender Internetdienste durchgefiihrt. BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), SMART (http://www.smart.embl-heidelberg.de), SwissProt
(http://www.expacy.ch) und PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed). Fir Sequenzanalysen
wurden die Programme DNA-Star (DNA-Star Inc.) und VectorNTI (Invitrogen) verwendet. Fir das
Designen von Primern wurde folgendes onlinebasiertes Programm verwendet: Primer 3 V. 0.4.0.
(http:/ffrodo.wi.mit.edu). Chemilumineszenzfiime (Amersham Biosciences) und getrocknete
Polyacrylamidgele wurden mit einem Office Jet G55 Scanner (HP, Bdblingen, Deutschland) und mit
dem Programm Adobe Photoshop 5.5 (Adobe Systems Inc.) digitalisiert. Graphiken und Abbildungen
wurden mit den Programmen Adobe Photoshop 5.5 (Adobe Systems Inc.) oder Microsoft Powerpoint
2000 erstellt. Literatur wurde mit Reference Manager 10 archiviert. Die Textverarbeitung erfolgte mit
Microsoft WordXP.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zu einer moglichen Assoziation d es
Schizontenmembranproteins TaSP und Mikrotubuli der
Wirtszelle

3.1.1 TaSP kolokalisiert mit dem Mikrotubulinetzwer  k der Wirtszelle

Eine wesentliche Bedeutung fir die Vermehrung des Parasiten in der befallenen Wirtszelle
hat seine gleichmaRige Verteilung auf die Tochterzellen wahrend der Mitose. Es wird davon
ausgegangen, dass dieser Prozess das Zusammenwirken von Wirtszell- und
Parasitenproteinen erfordert. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass
Theileria parva-Schizonten mit den Mikrotubuli der Wirtszelle eng assoziiert vorliegen
(Fawcett et al., 1984). Da das Mikrotubuligerist der Zelle eine wesentliche Funktion wahrend
der Mitose hat, wird postuliert, dass der Parasit durch die enge Assoziation dieses Gerust
nutzt, um die Verteilung des Schizonten auf die Tochterzellen bei der Mitose sicherzustellen.
Als Kandidaten flUr eine solche Interaktion gelten Parasitenmembranproteine, die dem
Zytoplasma der Wirtszelle zugewandt sind und damit mit dem Mikrotubulinetzwerk der
Wirtszelle interagieren kdnnten. In diesem Zusammenhang wurden einige Parasitenmolekiile
beschrieben, die an der Oberfliche der Schizonten exprimiert werden, z. B. TaSP
(Schnittger et al., 2002). Die bioinformatischen Daten des Proteins sind in der Tabelle 3.1
dargestellt. Danach ist TaSP ein Typ llla-Membranprotein mit einem abspaltbaren
Signalpeptid an Aminosaure 20. Dabei ist die N-terminale Doméane, die auch die polymorphe
Region des Proteins umfasst (Schnittger et al.,, 2002), dem Zytoplasma zugewandt. Ein
gegen diese polymorphe Region hergestelltes Antiserum wurde fir Untersuchungen zur
subzellularen Lokalisation des Proteins in Schizonten-infizierten Zellen herangezogen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass TaSP mit der Parasitenmembran kolokalisiert. AuRerdem
wurde durch Mikroinjektion des Fluorochrom- markierten anti-TaSP-Antiserum in das
Zytoplasma der Wirtszelle gezeigt, dass der Antikorper an die Parasitenmembran bindet
(Seitzer et al.,, 2007). Durch diese vorangegangenen Experimente konnte belegt werden,
dass TaSP ein Parasitenmembranmolekil darstellt und dass die polymorphe Region des
TaSP-Proteins dem Zytoplasma der Wirtszelle zugewandt ist. Somit ist eine Kolokalisation
von TaSP mit a-Tubulin mdglich. Um der Frage nachzugehen, ob TaSP einen mdglichen
Interaktionspartner des Tubulins der Wirtszelle darstellt, wurden Doppelimmun-
fluoreszenzfarbungen von Schizonten-infizierten Zellen durchgefihrt und anschlieRend eine

mogliche Kolokalisation auf subzellularer Ebene mit konfokaler Mikroskopie analysiert.
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Eigenschaft Programm (Quelle) TaSP
Molekulargewicht Etrt(:)tllalﬁfexpasy.org/tools/protparam.html 35,45 kDa
Theoretischer pl Etrt([))t:llz;ﬁfexpasy.org/tools/protparam.html 4,68
Aminosdurezusammensetzung Etrt([))t:llz;ﬁfexpasy.org/tools/protparam.html Iﬁ?glféng?éef;?
Halbwertszeit Etrt([))t:llz;ﬁfexpasy.org/tools/protparam.html 30h
Stabilitat Etrt([))t:llz;ﬁfexpasy.org/tools/protparam.html nicht stabil

Psortl Zelmernbran:

http://psort.nibb.ac.jp/form2.html 26.1 %

Subzellulare Lokalisation

Nakai and Horton, 1999

Mitochondrial: 13 %

TopPred Il
http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred?2/
Claros and von Heijne, 1994

3 Transmembran-
helices (Typllla)

TargetP 1.1

Signalpeptid http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP.ht | AS 19/20: CEC-GP
ml
SignalP 3.0
Typ http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP.ht | sekretorisch
ml
Sumoylierung SUMOplot 4
http://www.abgent.com.cn/doc/sumoplot
Ser: 14
. NetPhos 2.0 ;
Phosphorylierung http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ Thr_. 4
Post- Tyr: 2
translationale PKA/PKC
Modifikationen | iinase-abh. NetPhoskK 1.0 Ig:3K8|/I\%§FI’|K
Phosphorylierung | http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/ GSK3
RSK
Tyrosin- Sulfinator AS 152
Sulfinierung http://www.expasy.ch/tools/sulfinator/

Tab. 3.1 Vorhergesagte physikalische und biochemis

che Parameter von TaSP

Dazu wurden TaA288-Zellen mit anti-TaSP-Antiserum zur Detektion des TaSP-Proteins und
anti-a-Tubulin-Antikbrper zur Detektion des Zytoskeletts inkubiert und die Bindung der
Antikérper mit entsprechenden Fluorochrom-markierten Sekundarantikérpern mit konfokaler
Laser Scanning Mikroskopie detektiert und analysiert (Abb. 3.1 A und B). Dabei zeigte die
Struktur der Schizontenmembran durch die Detektion des TaSP-Proteins eine starke
Assoziation mit dem Mikrotubuliskelett der Wirtszelle. In der Uberlagerung wirkt der Schizont
in das Mikrotubulinetzwerk geradezu eingebettet (Abb. 3.1 A). Bei héherer Vergrolierung
zeigte sich eine partielle Kolokalisation von TaSP (grtines Signal) mit a-Tubulin (rotes Signal)
in gelb (Abb. 3.1 B, Uberlagerung), welche durch Uberlagerung von rot und griin

hervorgerufen wurde.
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NH:z

Wirtszelle
extrazellular e
sl |2 |8
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Schizont PREE
Tubulin RNA/DNA Uberlagerung

Abb. 3.1 TaSP kolokalisiert mit dem Zytoskelett der Wirtszelle

A Transmembrantopologie, vorhergesagt mit TMHMM 2.0. TaSP besitzt drei Transmembranhelices AS 204-226,
AS 247-269 and AS 274-296. Der N-terminale Bereich des Proteins ragt ins Zytoplasma der Wirtszelle. Der
C-terminale Bereich zeigt ins Zytoplasma des Schizonten. B und B’ TaA288-Zellen wurden auf Objekttragern
24 h bei 37 € und 5 % CO, kultiviert und anschlieBend mit Formaldehyd fixiert und mit Triton-X-100
permeabilisiert. Die Schizontenmembran wurde mit anti-TaSP-Antiserum (grunes Signal) und das Zytoskelett mit
anti-a-Tubulin-Antikdrper (rotes Signal) detektiert. Die DNA bzw. RNA wurde mit Toto-3-jodid (blaues Signal)
nachgewiesen. B zeigt drei mit T. annulata infizierte Leukozyten. B’ zeigt Vergrdf3erung des Schizonten. Gelbe
Bereiche markieren Kolokalisation von TaSP mit Tubulin. Pfeilspitzen zeigen die Kolokalisation von TaSP und
Tubulin in gelb. Der Gré3enbalken in B entspricht 10 um und in B’ 1 pm.

Um zu testen, ob TaSP auch mit anderen Komponenten des Zytoskeletts kolokalisiert, wurde
eine Doppelfarbung mit Aktin, nachgewiesen mit Rhodamin-Phalloidin, untersucht. Es
konnte jedoch keine Kolokalisation mit den Aktinfilamenten der Wirtszelle beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass TaSP teilweise mit Tubulin im Zytoplasma der infizierten

Zellen kolokalisiert.
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3.1.2 TaSP interagiert mit Tubulin  in vivo
Die Kolokalisation von TaSP mit Tubulin veranlasste nun zu fragen, ob TaSP direkt mit dem

Mikrotubulinetzwerk der Wirtszelle interagiert. Dazu wurden reziproke
Koimmunprazipitations-Experimente durchgefiihrt. Zelllysate von T. annulata-infizierten
Leukozyten (TaA288) wurden mit anti-TaSP-Antiserum oder anti-a-Tubulin-Antikorper
immunprazipitiert und mittels Western blot analysiert. Abbildung 3.2 zeigt, dass TaSP mit
Tubulin koimmunprazipitiert als auch umgekehrt (Abb. 3.2 A, Bahn 2 und 3). Dies ist an der
55 kDa-Bande des Tubulins und der 47 kDa-Bande des TaSP-Proteins zu erkennen. Diese
Daten wurden in drei voneinander unabhéngigen Experimenten bestéatigt. Die Protein-A-
Agarose alleine prazipitierte kein TaSP bzw. Tubulin (Abb. 3.2 A, Bahn 4).

Um sicherzustellen, dass es sich bei der detektierten Proteinbande um das TaSP-Protein
handelte, wurde der anti-TaSP-Antikbrper mit seinem entsprechendem Antigen
(rekombinantes TaSP-Protein) absorbiert und anschlielend auf einen Western blot mit
immunprazipitiertem TaSP und rekombinantem TaSP als Kontrolle appliziert (Abb. 3.2 B).
Mit dem praabsorbierten anti-TaSP-Antiserum wurde kein Signal detektiert, weder fir das
endogene TaSP (Abb. 3.2 B, Bahn 1) noch fur das rekombinante TaSP (Abb. 3.2 B, Bahn 4,
34 kDa). Es handelte sich also bei der 47-kDa-Proteinbande in den Koimmunprazipitations-
Experimenten um TaSP.

Somit konnte gezeigt werden, dass TaSP in vivo direkt oder indirekt mit Tubulin interagiert.
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Abb. 3.2 in vivo -Interaktion von TaSP mit Tubulin

A Koimmunprézipitation von TaSP und Tubulin. TaA288-Zelllysat wurde mit anti-TaSP-Antiserum, anti-a- Tubulin-
Antikdrper (Klon DM 1A) und ohne Antikérper (ohne) immunprazipitiert (IP). Die Proben wurden auf ein SDS-Gel
aufgetragen und eine Immunblot-Analyse (IB) mit dem polyklonalen anti-TaSP-Antikérper und anti-a-Tubulin-
Antikdrper angeschlossen. Der Input (Bahn 1) entspricht 20 % vom fir die Immunprézipitation eingesetzten Lysat.
Der Stern zeigt die leichte Kette des IgGs des jeweiligen Antikdrpers. B Spezifitdt des detektierten Signals fir
TaSP-Koimmunpréazipitation. Der polyklonale TaSP-Antikérper wurde mit 16 pg rekombinantem TaSP fir 2 h bei
Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert, bei 16000 g fiir 10 min abzentrifugiert und fir den Immunblot
eingesetzt. Rekombinantes TaSP (rTaSP), mit anti-a-Tubulin immunprézipitiertes TaSP (IP Tubulin) und mit
anti-TaSP immunprazipitiertes TaSP (IP TaSP) wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und in einem Immunblot
(IB) mit dem anti-TaSP-Antikérper und dem absorbierten Antikdrper (TaSP rTaSP) analysiert. Der Stern zeigt die
IgG Bande (schwere Kette) des Antikdrpers. Die TaSP-Bande ist nach der Praabsorption mit rTaSP nicht mehr
detektierbar.
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3.1.3 Nachweis von a-Tubulin auf isolierten Schizonten
In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass TaSP mit a-Tubulin

interagiert. In den folgenden Versuchen sollte geklart werden, ob diese Interaktion auch an
isolierten Schizonten nachweisbar ist. Um Schizonten zu isolieren, ist es erforderlich, das
Mikrotubulinetzwerk der Wirtszelle durch Behandlung mit Nocodazol zu zerstoren.
AnschlieRend wurden an diesen isolierten Schizonten eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung
wie unter 3.1.1 durchgefuhrt und die Praparate am konfokalen Lasermikroskop analysiert
(Abb. 3.3). Das TaSP-Signal (grin) und das a-Tubulin-Signal (rot) wurden tberlagert, um die
Kolokalisation in gelb sichtbar zu machen. Die Pfeile in Abbildung 3.3 zeigen die
kolokalisierten Bereiche von a-Tubulin mit endogen exprimiertem TaSP. Trotz der
Behandlung mit Nocodazol, einem Mikrotubuli-destabilisierenden Agens, bleibt Tubulin an
der Oberflaiche der isolierten Schizonten gebunden. Die Spezifitdit des Nachweises von
a-Tubulin wurde durch Praabsorptionsexperimente von anti-a-Tubulin-Antikbrper mit dem
entsprechenden Antigen (isoliertes Tubulin aus Rinderhirnen) bestatigt (Daten nicht gezeigt).
Keine Immunreaktivitat konnte mit Maus-IgG (Isotypkontrolle) nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt).

Die Ergebnisse zeigen, dass a-Tubulin an isolierten Schizonten gebunden vorliegt und ein
Teil dieses gebundenen a-Tubulins mit dem Parasitenmembranprotein TaSP kolokalisiert.
Da die Isolierung der Schizonten eine Zerstérung des Mikrotubulinetzwerkes mit Nocodazol
beinhaltet, ist dieser Befund ein starker Hinweis fur eine Interaktion von TaSP mit Tubulin,
die entweder direkt oder indirekt Uber andere Parasiten- bzw. Wirtszellproteine vermittelt

werden konnte.

Tubulin RNA/DNA Uberlagerung

Abb. 3.3 Isolierte Schizonten binden Tubulin

Schizonten aus TaA288-Zellen wurden isoliert und mit einem polyklonalen Antikdrper gegen TaSP und mit anti-a-
Tubulin-Antikérper (Klon DM 1A), gefolgt von Fluoreszenz-markierten Antikérpern gefarbt. DNA bzw. RNA wurde
mit Toto-3-jodid sichtbar gemacht. Die Pfeile zeigen die Kolokalisation von TaSP mit Tubulin. Der GréRenbalken
entspricht 1 pm.
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3.14 Assoziation von TaSP mit a-Tubulin im heterologen System
Um die oben beschriebenen Ergebnisse der Interaktion von TaSP und a-Tubulin in

T. annulata-infizierten Zellen zu untermauern, wurde die polymorphe Region des
TaSP-Proteins in verschiedenen Zelllinien exprimiert und anschlie3end eine Interaktion
zwischen den beiden Proteinen durch Kolokalisationsstudien und Koimmunpréazipitations-
experimente analysiert.

Dafir wurde ein N-terminales Fusionskonstrukt mit GFP ("grun fluoreszierendes Protein’) mit
der postulierten, extrazellularen, dem Wirtszellzytoplasma zugewandten Domdane des
TaSP-Proteins hergestellt (Abb. 3.4 A) und in COS-7-Zellen exprimiert. Das
TaSP-GFP-Konstrukt kodiert fir ein 55 kDa-Protein als auch fir ein 57 kDa-Protein (Daten
nicht gezeigt), was auf die zwei verschiedenen Leserahmen von GFP zurtickzufuhren ist.
Danach wurde die subzellulare Lokalisation dieser exprimierten Proteine durch die Detektion
der GFP-Fluoreszenz oder durch den Nachweis mit anti-TaSP-Antiserum bestimmt. Das
TaSP-Protein wurde im Zytoplasma in granuldren Strukturen, jedoch nicht in der
Plasmamembran der Zellen nachgewiesen. Dies ist damit zu erklaren, dass nur die
extrazellulare Domane von TaSP ohne das N-terminale Signalpeptid und die
Transmembranbereiche mit GFP fusioniert und exprimiert wurde. Die Verteilung von TaSP in
granuldren Strukturen im Zytoplasma wurde auch in anderen transfizierten Zellen wie Hela-
und CHO-Zellen beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Interessanterweise  zeigte TaSP-GFP eine partielle  Kolokalisation mit dem
Mikrotubulinetzwerk (Abb. 3.4 B und B’). Die Assoziation mit den Mikrotubuli war besonders
deutlich an der mitotischen Spindel in den verschiedenen Phasen der Mitose erkennbar. Die
Abbildung 3.4 stellt die unterschiedlichen Zellzyklusphasen dar: die Prophase (C),
Metaphase (D und D’) und Zytokinese (E). In der Zytokinese (E) ist das Uberexprimierte
TaSP auch am Midbody lokalisiert.

Der Phanotyp der TaSP-uberexprimierenden Zellen zeigte keine auffallenden Merkmale. Es
wurden keine Mikrotubulibindel gebildet, die mit TaSP kolokalisierten, was flr eine
stabilisierende Wirkung von TaSP auf das Mikrotubulinetzwerk sprechen wirde. Des
Weiteren wurde die Zytokinese offenbar nicht unterbrochen, was an multiplen Zellkernen zu
erkennen gewesen ware. Diese Interpretation wird dadurch untermauert, dass nur in sehr
wenigen (1 von 50) der transfizierten Zellen (COS-7 und Hela) eine Multinukleation
beobachtet wurde.

Als Kontrolle wurden Zellen nur mit einem GFP-exprimierenden Konstrukt transfiziert. In
diesen Zellen wurde GFP auch im Zytoplasma nachgewiesen, wobei die Verteilung des
Proteins diffus war und keine besonderen Strukturen aufwies (Abb. 3.4 F). Zur Kontrolle des
spezifischen Nachweises von TaSP wurden nicht-transfizierte Zellen mit dem
TaSP-Antiserum untersucht, wobei kein TaSP nachgewiesen werden konnte (Daten nicht

gezeigt).
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Laut bioinformatischer Analyse mit dem Programm ProtPara besitzt das GFP-Fusionsprotein
allerdings ein vorhergesagtes Molekulargewicht von 44 bzw. 46 kDa. Das verdnderte
Laufverhalten in der SDS-PAGE sind Hinweise fir eine posttranslationale Modifikation des
Proteins.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Uberexprimierte zytoplasmatische Bereich von
TaSP in granuléaren Strukturen im Zytoplasma der transfizierten COS-7-Zellen lokalisiert und
mit Tubulin kolokalisiert, wobei dies besonders an der mitotischen Spindel zu beobachten

war.

A

TaSP NH:

Q
Q
o
I

TaSP-GFP| EGFP | | |
4

Tubulin RNA/DNA Uberlagerung

TaSP-EGFP

Abb. 3.4 TaSP kolokalisiert in vivo mit den Mikrotubuli in verschiedenen Zellphasen de s
Zellzyklus

A Schema des cDNA-Konstrukts, das fiir die Uberexpression im heterologen System verwendet wurde. Das
Expressionskonstrukt wurde aus cDNA von T. annulata hergestellt. Das Protein besitzt einen N-terminalen
GFP-Tag. In Dunkelgrau sind die Transmembrandomanen von TaSP dargestellt; hellgrau zeigt die klonierte
extrazellulare Doméne von TaSP. B - G Kolokalisationsstudien von TaSP in COS-7-Zellen. Das mit GFP
fusionierte TaSP wurde in COS-7 Uberexprimiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit anti-TaSP-Antiserum und
anti-a-Tubulin-Antikdrper angefarbt. DNA bzw. RNA wurde mit Toto-3-jodid gegengefarbt. B Interphase B’
Interphase, vergrofRert DNA bzw. RNA wurde ebenfalls mit Toto-3-jodid nachgewiesen. Der GréRenbalken
entspricht 5 um.
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Abb. 3.4 TaSP kolokalisiert in vivo mit den Mikrotubuli in verschiedenen Zellphasen de s
Zellzyklus

A Schema des cDNA-Konstrukts, das fiir die Uberexpression im heterologen System verwendet wurde. Das
Expressionskonstrukt wurde aus cDNA von T. annulata hergestellt. Das Protein besitzt einen N-terminalen
GFP-Tag. In Dunkelgrau sind die Transmembrandomanen von TaSP dargestellt; hellgrau zeigt die klonierte
extrazellulare Doméne von TaSP. B - G Kolokalisationsstudien von TaSP in COS-7-Zellen. Das mit GFP
fusionierte TaSP wurde in COS-7 Uberexprimiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit anti-TaSP-Antiserum und
anti-a-Tubulin-Antikdrper angefarbt. DNA bzw. RNA wurde mit Toto-3-jodid gegengefarbt. C Prophase D
Metaphase D' Metaphase, vergrof3ert E Telophase. Die Pfeile zeigen die partielle Kolokalisation von TaSP mit
der mitotischen Spindel in der Metaphase und Telophase. F GFP wurde in COS-7 Zellen transfiziert und mit anti-
a-Tubulin angefarbt. DNA bzw. RNA wurde ebenfalls mit Toto-3-jodid nachgewiesen. Der Grdl3enbalken
entspricht 5 pm.



Ergebnisse 70

Weiterfiihrend zu den Kolokalisationsstudien wurden Koimmunprézipitationen durchgefiihrt,
um eine physikalische Interaktion zwischen TaSP und Tubulin zu untersuchen. Dazu wurde
das TaSP-GFP-Konstrukt in COS-7-Zellen transient Uberexprimiert und das Zelllysat mit
anti-TaSP-Antiserum bzw. anti-a-Tubulin oder ohne Antikdrper immunprazipitiert (Abb.
3.5 A). TaSP koprazipitierte mit Tubulin (Abb. 3.5 A, Bahn 3 oben) und umgekehrt (Abb. 3.5
A, Bahn 2 unten). Das immunpréazipitierte Tubulin besitzt ein Molekulargewicht von 55 kDa,
wohingegen das immunprazipitierte TaSP in zwei unterschiedlich grol3en Banden - bedingt
durch die zwei verschiedenen Leserahmen - bei ca. 55 kDa und 57 kDa detektiert wurde. In
der Kontroll-limmunprézipitation ohne Antikérper konnte kein Signal detektiert werden (Bahn
4). In Bahn 5 ist die schwere Kette des immunprazipitierenden Antikdrpers zu sehen. In mit
dem Leervektor transfizierten Zellen konnte durch Koimmunprézipitation im Immunblot kein
Tubulin und auch kein TaSP nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die Spezifitat des
Nachweises von TaSP wurde durch Praabsorptionsexperimente von anti-TaSP-Antiserum
mit dem Antigen in Form von rekombinantem TaSP bestétigt (Abb. 3.5 B). Das Signal fir
TaSP war hier nicht mehr nachweisbar.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die vorher in infizierten Zellen nachgewiesene
Interaktion von TaSP mit Tubulin auch im heterologen System mit transfizierten Zellen
sowohl in Kolokalisations- als auch in Koimmunprazipitations-Experimenten nachgewiesen
werden konnte. Zudem konnte gezeigt werden, dass die postulierte zytoplasmatische
Domane von TaSP, die in das Zytoplasma der Wirtszelle gerichtet ist, die Interaktion mit

Tubulin vermittelt.
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Abb. 3.5 TaSP interagiert mit Tubulin in transfizie  rten COS-7-Zellen

Koimmunprazipitation von TaSP und a-Tubulin in transfizierten COS-7-Zellen. A Das Fusionsprotein TaSP-GFP
Abb. 3.4 A) wurde transient in COS-7-Zellen exprimiert. Die Lysate wurden mit anti-TaSP-Antiserum und anti-a-
Tubulin oder ohne Antikdrper (ohne) immunprazipitiert (IP). Immunpréazipitierte Proteine wurden durch SDS-
PAGE und anschlieRendem Immunblot (IB) mit anti-TaSP bzw. a-Tubulin analysiert. Der Input (Bahn 1) entspricht
20 % vom fir die Immunpréazipitation eingesetzten Lysat. Der Stern markiert das IgG (schwere Kette) des
entsprechenden Antikdrpers. B Spezifitdt der TaSP-Immunprazipitation. Der TaSP-Antikdrper wurde gegen
rekombinantes TaSP (rTaSP) absorbiert und auf den Immunblot (IB) appliziert. Die TaSP Banden (55 kDa und
57 kDa) sind nach der Praabsorption des TaSP Antikdrpers nicht mehr nachweisbar.
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3.15 Die TaSP-Tubulin-Assoziation ist parasitenabhd  ngig
Wie bereits in der Einleitung dargestellt, interagiert der Schizont mit den Mikrotubuli der

Wirtszelle. Dieser Prozess ist ein wichtiger Schritt fir die Verteilung der Parasiten auf die
Tochterzellen der infizierten Zellen und die Aufrechterhaltung der Transformation
(Dobbelaere & Heussler, 1999). Ferner ist bekannt, dass eine Behandlung mit dem
theileriziden Wirkstoff Buparvaquone zur Abtotung der Parasiten und damit zur Inhibierung
der Wirtszellproliferation fuhrt. Deshalb stellt sich die Frage, ob die Behandlung der Zellen
mit Buparvaquone einen Einfluss auf die beobachtete Interaktion von TaSP mit Tubulin hat.

Zu diesem Zweck wurden TaA288-Zellen fir 24 h mit 0,05 pg/pl Buparvaquone behandelt
und anschlieRend einer reziproken Koimmunprazipitation (Abb. 3.6 A) unterzogen. Es wurde
sowohl mit anti-TaSP-Antiserum als auch mit anti-a-Tubulin immunprazipitiert. Die
resultierten Immunkomplexe wurden dann in einer SDS-PAGE getrennt und nachfolgend im
Immunblot analysiert. Durch Western blot konnte gezeigt werden, dass nach der
Buparvaquonebehandlung weniger Tubulin mit anti-TaSP-Antiserum immunkoprazipitiert
(Abb. 3.6 A, Bahn 6 oben) als ohne Behandlung (Bahn 5 oben), obwohl die gleiche Menge
an TaSP mit anti-TaSP-Antiserum mit (Bahn 6 unten) oder ohne Buparvaquonebehandlung
(Bahn 5 unten) immunprazipitiert. Umgekehrt war keine Veranderung in der relativen
Proteinmenge von immunkoprazipitierten TaSP mit a-Tubulin  zu erkennen
(Bahn 3 und 4 unten). Eine Erkléarung fir diese Beobachtung liegt wahrscheinlich darin, dass
im Vergleich zur anti-TaSP-Immunprazipitation relativ wenig Tubulin mit dem anti-a-Tubulin-
Antikérper immunprazipitiert werden konnte, sodass eine Verédnderung der Menge an
koimmunprazipitierten TaSP nicht offensichtlich wird. In Abwesenheit der spezifischen
Antikdrper konnte weder TaSP noch Tubulin immunprazipitiert werden (Abb. 3.6 A, Bahn 7
und 8). Die semiquantitative densitometrische Auswertung der Proteinbanden im Western
blot mit Image J unterstreicht die oben ausgefuhrten Beobachtungen (Abb. 3.6 B). Nach der
Buparvaquonebehandlung wurden also etwa 37 % weniger Tubulin mit TaSP
koimmunprazipitiert, wohingegen keine wesentliche Anderung in den Koimmunpréazipitations-

Experimenten mit dem anti-a-Tubulin-Antikdrper vorlag (Abb. 3.6 B, rechte Grafik).
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Abb. 3.6 Die TaSP-Tubulin-Interaktion ist abhéangig vom Parasiten

A Koimmunprazipitation von TaSP und a-Tubulin mit und ohne Buparvaguonebehandlung. TaA288-Zellen
wurden mit 0,05 pg Buparvaqguone fir 24 h behandelt. Lysat von behandelten (+) und unbehandelten (-)
TaA288-Zellen wurde mit anti-TaSP- bzw. a-Tubulin-Antikdrper immunprazipitiert (IP) und in einer SDS-PAGE
elektrophoretisch getrennt, gefolgt von einem Immunblot (IB) mit anti-TaSP und a-Tubulin. Der Input (Bahn 1)
entspricht 20 % vom fur die Immunprézipitation eingesetzten Lysat. Der Stern kennzeichnet das 1gG (schwere
Kette) des Antikorpers. B Semiquantitative Auswertung der Immunblots der Koimmunprézipitation. Die Western
blots wurden eingescannt und die Proteinbanden semiquantitativ mit Image J ausgewertet. Links, die
densitometrische Auswertung der Immunprazipitation mit anti-TaSP; Rechts, die densitometrische Auswertung
der Immunprazipitation mit a-Tubulin. Es wird weniger Tubulin koimmunpréazipitiert nach Buparvaquone-
behandlung.

3.1.6 Einfluss von Nocodazol auf die Assoziation von TaSP mit dem
Mikrotubulinetzwerk

Die Behandlung von infizierten Zellen mit Nocodazol fuhrt zur Zerstérung des
Mikrotubulinetzwerkes und ermdglicht damit die Aufhebung der Assoziation des Schizonten
mit dem Mikrotubulinetzwerk (Shaw, 1999). Unter Einbeziehung der oben beschriebenen
Daten beziglich der Bindung von TaSP an Tubulin, ist die Frage zu stellen, ob die
Behandlung der infizierten Zellen mit Nocodazol diese Bindung beeinflussen kann.

Um dies zu untersuchen, wurden T. annulata-infizierte Zellen fur 16 h mit dem Mikrotubuli-
depolymerisierenden Reagenz Nocodazol (40 pM) behandelt, mit anti-TaSP- und
a-Tubulin-Antiserum immundoppelgefarbt und die Lokalisation der beiden Proteine
anschlieBend am konfokalen Lasermikroskop bestimmt (Abb. 3.7). Die Behandlung der
Zellen mit Nocodazol fihrte zur Zerstoérung der Mikrotubuli, welches sich in einem amorphen
Verteilungsmuster der a-Tubulin-Farbung in den Zellen zeigte. Im Gegensatz dazu zeigte
TaSP ein unverandertes Verteilungsmuster auf der Parasitenoberfliche sowohl in
behandelten Abb. 3.7 A und B) als auch in unbehandelten Zellen (Abb. 3.1, S. 64). Dennoch

war eine Kolokalisation mit Tubulin nicht detektierbar.
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Tubulin RNA/DNA

Uberlagerung

Abb. 3.7 TaSP kolokalisiert nicht mit Tubulin nach Nocodazolbehandlung

A und B TaA288-Zellen wurden auf Objekttrdgern 24 h bei 37 € und 5 % CO ; kultiviert und danach mit 40 pyM
Nocodazol behandelt. Nach 16 h wurden die Zellen mit Formaldehyd fixiert und mit Triton-X-100 permeabilisiert.
Die Schizontenmembran wurde mit anti-TaSP-Antiserum (griines Signal) und das Zytoskelett mit anti-a-Tubulin-
Antikdrper (rotes Signal) detektiert. Die DNA bzw. RNA wurde mit Toto-3-jodid (blaues Signal) nachgewiesen.
Das Mikrotubulinetzwerk ist komplett zerstdrt und es ist keine Kolokalisation von TaSP mit a-Tubulin mehr
nachweisbar. Der GroRenbalken entspricht 5 um.

Parallel zu den Kolokalisationsstudien an Nocodazol-behandelten infizierten Zellen wurden
reziproke Koimmunprazipitationsversuche mit anti-TaSP-Antiserum und anti-a-Tubulin-
Antikdrper durchgefihrt, um die Auswirkung der Zerstérung des Mikrotubulinetzwerkes auf
die biochemische Interaktion zwischen TaSP und Tubulin zu untersuchen. Dazu wurden mit
T. annulata-infizierte Leukozyten Uber Nacht mit 40 uM Nocodazol behandelt und das
Zelllysat mit  anti-TaSP-Antiserum  oder mit  anti-a-Tubulin-Antikérper  einer
Immunprazipitation unterzogen. Die Prazipitate wurden mit einer SDS-PAGE, gefolgt von
einem Immunblot, analysiert. Es wurden sowohl Nocodazol-behandelte als auch
unbehandelte Zellen untersucht (Abb. 3.8 A). Es zeigte sich, dass nach der
Nocodazolbehandlung weniger Tubulin zusammen mit TaSP koprézipitierte (Abb. 3.8 A,
Bahn 6 oben). Im Gegensatz dazu konnte in den Nocodazol-behandelten Zellen nur sehr
wenig a-Tubulin mit dem anti-Tubulin-Antikorper prazipitiert werden (Bahn 4 oben). Folglich
wurde auch eine verringerte Koprazipitation von TaSP beobachtet (Bahn 4 unten). Dies
wurde ebenfalls durch die semiquantitative Auswertung der Proteinbanden im Western blot
bestatigt (Abb. 3.8 B). Demzufolge war deutlich weniger Tubulin mit TaSP in den
behandelten Zellen assoziiert (Abb. 3.8 B, linke Grafik).
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Abb. 3.8 TaSP bindet weniger Tubulin nach Nocodazol  behandlung

A Koimmunprézipitation von TaSP und a-Tubulin mit und ohne Nocodazolbehandlung. TaA288-Zellen wurden mit
40 uM Nocodazol Gber Nacht bei 37 <C inkubiert. Die L ysate der behandelten (+) und unbehandelten (-) Zellen
wurden mit anti-TaSP-Antiserum oder anti-a-Tubulin-Antikérper immunprazipitiert (IP), der Immunkomplex wurde
elektrophoretisch aufgetrennt und im Immunblot (IB) mit anti-TaSP und a-Tubulin analysiert. Der Input (Bahn 1)
entspricht 20 % vom fir die Immunprazipitation eingesetzten Lysat. Der Stern kennzeichnet das 1gG (schwere
Kette) des jeweiligen Antikdrpers. B Semiquantitative Auswertung der Immunblots der Koimmunprazipitation. Die
Western blots wurden eingescannt und die Proteinbanden semiquantitativ mit Image J ausgewertet. Der linke
Graph zeigt die densitometrische Auswertung der Immunprézipitation mit anti-TaSP-Antiserum; der rechte Graph
die densitometrische Auswertung der Immunpréazipitation mit anti-a-Tubulin-Antikdrper.

3.1.7 Einfluss von Taxol auf die Assoziation von TaS P mit dem
Mikrotubulinetzwerk

Wie bereits zuvor gezeigt, wirkt Nocodazol destabilisierend auf die Assoziation von TaSP mit
dem Mikrotubuli-Netzwerk. Deshalb stellt sich die Frage, wie sich eine Stabilisierung der
Mikrotubuli unter Verwendung eines Mikrotubuli-stabilisierenden Agens, wie z. B. Taxol, auf
die beobachtete Interaktion zwischen TaSP und a-Tubulin auswirkt.

Dazu wurden TaA288-Zellen mit 10 uM Taxol fur 18 Stunden inkubiert, mit anti-TaSP- und
anti-a-Tubulin-Antiserum behandelt, die Bindung der Antikérper mit entsprechenden
fluoreszenzmarkierten  Sekundarantikdrpern  nachgewiesen und durch  konfokale
Lasermikroskopie analysiert (Abb. 3.9). Dabei zeigte sich ein auffallend verandertes
Verteilungsmuster von TaSP, welches vermehrt mit den assemblierten Mikrotubuli
kolokalisierte (Abb. 3.9 A). Da Taxol das Fortschreiten der Mitose inhibiert und die Zellen in
der G,- und M-Phase des Zellzyklus anhalt, konnten in einigen Zellen multiple mitotische
Astern beobachtet werden. An diesen konnte ebenfalls eine partielle Kolokalisation mit TaSP
beobachtet werden (Abb. 3.9 B). Verglichen mit unbehandelten Zellen (Abb. 3.1, S. 64)
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scheint es eine vermehrte Kolokalisation von TaSP mit den Mikrotubuli in Taxol-behandelten

Zellen zu geben.

Tubulin RNA/DNA Uberlagerung
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Abb. 3.9 TaSP zeigt eine stéarkere Kolokalisation mi  t dem Mikrotubulinetzwerk nach
Taxolbehandlung

A und B TaA288-Zellen wurden auf Objekttragern kultiviert und mit 10 uM Taxol behandelt. Nach 18 h wurden die

Zellen mit Methanol fixiert, permeabilisiert und einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit anti-TaSP-Antiserum

(griines Signal) und anti-a-Tubulin-Antikdrper (rotes Signal) unterzogen. DNA bzw. RNA (blau) wurde mit Toto-3-

jodid gegengefarbt. Die Pfeilspitzen zeigen die Uberlagerung des griinen und des roten Signals in gelb. A zeigt

stabilisierte Mikrotubuli. In B sind mitotische Astern zu sehen. Der GroRRenbalken entspricht 5 um.

Um dies biochemisch zu untersuchen, wurden anschlielend Immunprazipitationen
durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden T. annulata-infizierte Zellen mit 10 uM Taxol fir 18 h
bei 37 T inkubiert und mit anti- a-Tubulin- oder anti-TaSP-Antiserum immunprazipitiert.
Abbildung 3.10 zeigt, dass der anti-Tubulin-Antikérper TaSP (Bahn 3 und 4 unten) und
umgekehrt der polyklonale anti-TaSP-Antikérper Tubulin mit und ohne Taxolbehandung
koprazipitierte (Bahn 5 und 6 oben). In den Kontrollansétzen (IgG, IP ohne Antikdrper) war
kein Signal detektierbar. Die semiquantitative Auswertung ergab zwar, dass etwas mehr
TaSP zusammen mit a-Tubulin nach Inkubation mit Taxol koprazipitierte Abb. 3.10 B, linke
Grafik), umgekehrt war allerdings kein signifikanter Unterschied zu erkennen (Abb. 3.10 B,
rechte Grafik). Es lasst sich also festhalten, dass TaSP biochemisch nicht verstarkt

polymerisierte Mikrotubuli bindet.
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Abb. 3.10 Assemblierte Mikrotubuli assoziieren mit TaSP

Koimmunprazipitation von TaSP und a-Tubulin mit und ohne Taxolbehandlung. A TaA288-Zellen wurden mit
10 uM Taxol Uber Nacht bei 37 C inkubiert. Die Lys ate der behandelten (+) und unbehandelten (-)Zellen wurden
mit anti-TaSP-Antiserum oder anti-a-Tubulin-Antikdrper immunprazipitiert (IP). Der Immunkomplex wurde
elektrophoretisch getrennt und im Immunblot (IB) mit anti-TaSP-Antiserum und anti-a-Tubulin-Antikdrper
analysiert. Der Input (Bahn 1) entspricht 20 % vom fir die Immunprazipitation eingesetzten Lysat. Der Stern
kennzeichnet das IgG (schwere Kette) des jeweiligen Antikdrpers. B Semiquantitative Auswertung der
Immunblots der Koimmunprazipitation. Die Western blots wurden eingescannt und die Proteinbanden
semiquantitativ. mit Image J ausgewertet. Der linke Graph zeigt die densitometrische Auswertung der
Immunprazipitation mit anti-TaSP-Antiserum; der rechte Graph die densitometrische Auswertung der
Immunprazipitation mit anti-a-Tubulin-Antikérper.

3.1.8 Einfluss von Taxol und Nocodazol auf die Assozi ation von TaSP mit
dem Mikrotubulinetzwerk in transfizierten Zellen

Wie zuvor dargestellt, sind TaSP und Tubulin sowohl in infizierten als auch in transfizierten
Zellen miteinander assoziiert. Dartiber hinaus wurde in infizierten Zellen nachgewiesen, dass
Nocodazol zu einer verminderten Interaktion fiuhrte, wahrend Taxol keinen auffalligen
Einfluss auf diese Assoziation ausibte. Um diese Ergebnisse zu untermauern, wurde TaSP
ektopisch in COS-7-Zellen exprimiert. Diese Zellen wurden anschlieRend fir 16 h mit
Nocodazol oder Taxol behandelt und daraufhin immundoppelgefarbt, um die subzelluléare
Lokalisation von TaSP und a-Tubulin durch konfokale Lasermikroskopie zu analysieren
(Abb. 3.11 A und B).

Die Behandlung der Zellen mit Nocodazol fuhrte zur Zerstérung der Mikrotubuli. Im Vergleich
Zu unbehandeten Zellen war die Lokalisation von TaSP unverandert und lag im Zytoplasma
in granularen Strukturen vor Abb. 3.11 A). Es war keine Kolokalisation mit Tubulin

detektierbar.



Ergebnisse 77

Die Behandlung der transfizierten Zellen mit Taxol resultierte in polymerisierten und
gebindelten Mikrotubuli. Exogenes TaSP wurde in den Zellen in granuldren Strukturen
detektiertAbb. 3.11 B). In der Uberlagerung der Signale fir TaSP und Tubulin zeigte sich
eine starkere Kolokalisation als in unbehandelten Zellen (Abb. 3.4 B und B’, S. 68),
besonders in den peripheren Bereichen der Zellen Abb. 3.11 B’). Dies bestatigt noch mal das
Ergebnis der zuvor gewonnenen Daten in infizierten Zellen.

Als Kontrolle fur die oben durchgefiihrten Versuche dienten COS-7-Zellen, in denen nur GFP
exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt). Es wurde kein Einfluss auf die Verteilung von GFP in

der Zelle nach Nocodazol- bzw. Taxolbehandlung beobachtet.

Tubulin RNA/DNA Uberlagerung

Nocodazol

Taxol

Abb. 3.11 Einfluss von Nocodazol und Taxol auf die TaSP-Tubulin-Assoziation in transfizierten
Zellen

A - C Das Fusionsprotein TaSP-GFP (Abb. 3.4 A) wurde in COS-7-Zellen exprimiert und anschlieRend entweder
mit 10 pM Taxol oder 10 pM Nocodazol fir 16 h bei 37 € und 5 % CO, inkubiert. Die Zellen wurden mit
anti-TaSP-Antiserum (griines Signal) und anti-a-Tubulin-Antikdrper (rotes Signal) doppelgefarbt. DNA bzw. RNA
wurde mit Toto-3-jodid (blau) sichtbar gemacht. A Transfizierte COS-7-Zelle nach Nocodazolbehandlung. B
Transfizierte COS-7-Zelle nach Taxolbehandlung. B’ Transfizierte COS-7-Zelle nach Taxolbehandlung;
vergroR3ert. Der GrolRenbalken entspricht 5 pm.



Ergebnisse 78

3.1.9 TaSP interagiert mit Tubulin in den verschied  enen Zellzyklusphasen
In diesem Teil der Arbeit sollte die subzelluldre Lokalisation von TaSP und a-Tubulin in

verschiedenen Zellzyklusphasen infizierter Zellen untersucht werden.

Dazu wurden Doppelimmunfluoreszenzanalysen mit anti-a-Tubulin-Antikdrper und
anti-TaSP-Antiserum durchgefiihrt, um die Kolokalisation der beiden Proteine zu analysieren.
Dabei wurden die Zellzyklusphasen anhand der Strukturen des Mikrotubulinetzwerkes und
des Zellkerns bestimmt.

Hierfir wurden TaA288-Zellen in einem Mikrotubuli-stabilisierenden Puffer inkubiert, mit
Methanol fixiert und permeabilisiert (s. Material und Methoden). Diese Prozedur wurde
gewahlt, um mitotische Zellen in den Préaparaten zu erhalten, die durch die sonst verwendete
Fixierungsmethode mit Formaldehyd abgeldst wurden.

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb. 3.12 A - F dargestellt. Eine Kolokalisation von
TaSP und Tubulin war sowohl in der Interphase (A) als auch in den verschiedenen Stadien
der Mitose (B - F) detektierbar, wobei der Hauptanteil des TaSP-Signals im Bereich der
Parasitenmembran im Zytoplasma der Wirtszelle zu erkennen war. In der Prophase (B), der
Metaphase (C) und der Anaphase (D) kolokalisierte TaSP mit den Spindelpolen des
Spindelapparats. Besonders auffallend war die Kolokalisation in der Telophase (E) und
Zytokinese (F). In der Zytokinese, der Abschniirung der beiden Tochterzellen, zeigte sich
eine deutliche Uberlagerung des TaSP-Signals mit dem a-Tubulin-Signal des Midbodys (F).
Der Midbody besteht aus auffallig komprimierten Spindeln und befindet sich zwischen den
beiden sich teilenden Tochterzellen.

Wenn der polyklonale TaSP-Antikorper mit seinem Antigen (rekombinantes TaSP)
praabsorbiert wurde, konnte kein TaSP nachgewiesen werden. Keine Markierung konnte mit
der Isotypkontrolle (Maus-1gG bzw. Kaninchen-lgG) sichtbar gemacht werden (Daten nicht
gezeigt).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass endogenes TaSP mit den Spindeln und den

Spindelpolen der Wirtszelle wahrend der Mitose assoziiert.
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Tubulin RNA/DNA Uberlagerung

Interphase

Prophase

Metaphase

Anaphase

Telophase

Zytokinese

Abb. 3.12 TaSP kolokalisiert mit dem Zytoskelett de  r Wirtszelle in den verschiedenen
Zellzyklusphasen

A - F TaA288-Zellen wurden auf Objekttragern 24 h bei 37 € und 5 % CO kultiviert und anschlieBend mit

Methanol fixiert und permeabilisiert. Der Schizont wurde mit anti-TaSP-Antiserum (grines Signal) und das

Zytoskelett mit anti-a-Tubulin-Antikdrper (rotes Signal) detektiert. Die DNA bzw. RNA wurde mit Toto-3-jodid

nachgewiesen. Die Pfeile kennzeichnen eine Kolokalisation von TaSP und a-Tubulin. Der GroéRRenbalken

entspricht 5 pm.
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Eine mdgliche physiologische Interaktion zwischen TaSP und Tubulin wéhrend der Mitose
sollte nun auch biochemisch untersucht werden. Dazu wurden TaA288-Zellen in ihrem
Zellzyklus synchronisiert, indem sie fur 16 h mit 2 uM Nocodazol inkubiert wurden. Bei dieser
Konzentration halt Nocodazol den Zellzyklus in der Gy/M-Phase an, ohne das
Mikrotubulinetzwerk zu zerstéren. Behandelt man Theilerien-infizierte Zellen mit 2 pM
Nocodazol, so gehen die meisten Zellen in Mitose, ohne apoptotisch zu werden
(Baumgartner et al., 1999). Nach der Behandlung mit Nocodazol konnten die mitotischen
Zellen leicht durch Abklopfen von den adhérenten Interphasezellen separiert werden. Sowohl
der mitotische Zellextrakt als auch die Interphasezellen wurden mit anti-a-Tubulin-Antikorper
oder anti-TaSP-Antiserum koimmunprazipitiert und mit anti-TaSP-Antiserum im Immunblot
analysiert (Abb. 3.13 A). Tubulin koimmunpréazipitierte in synchronisierten Zellen (M-Phase-
Zellen) mit TaSP (Bahn 2, rechts) und umgekehrt (nicht gezeigt). Das gleiche Bild zeigte sich
in der Immunprazipitation mit den Interphasezellen (S-Phase-Zellen, Bahn 2, links). Dies
wurde auch durch die semiquantitative Auswertung der relativen Proteinmenge im Western
blot bestatigt (Abb. 3.13 B). Die Mengen an TaSP, die mit dem anti-a-Tubulin-Antikdrper
isoliert wurden, sind vergleichbar zwischen S-Phase- und M-Phase-Zellextrakt, was darauf
hinweist, dass das TaSP wahrend der S-Phase und der Mitose mit dem Zytoskelett
assoziiert ist. Es konnte allerdings kein signifikanter quantitativer Unterschied der
Prazipitation von TaSP mit dem anti-a-Tubulin-Antikérper (Abb. 3.13 B) bzw. der
Prazipitation von Tubulin mit anti-TaSP-Antiserum (nicht gezeigt) zwischen mitotischen und
ruhenden Zellen nachgewiesen werden. Nichtsdestotrotz bleibt festzuhalten, dass auch in

mitotischen Zellen, TaSP biochemisch mit Tubulin interagiert.
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Abb. 3.13 In synchronisierten Zellen
interagiert TaSP ebenfalls mit a-Tubulin

% = * Koimmunprazipitation von TaSP und a-Tubulin in
17 — mitotischen Zellextrakten. A TaA288-Zellen wurden
g2 8y g2 3y mit 2 uM Nocodazol iiber Nacht bei 37 T inkubiert.
S-Phase M-Phase Die mitotischen Zellen wurden durch leichtes

IB: TaSP TaSP Schitteln abgeldst und lysiert. Die Zelllysate wurden

mit  anti-TaSP-Antiserum  oder  anti-a-Tubulin-
Antikdrper oder ohne Antikérper (ohne) immunprazipitiert (IP) und der Immunkomplex wurde elektrophoretisch
getrennt und im Immunblot (IB) mit anti-TaSP-Antiserum analysiert. Der Input (Bahn 1) entspricht 20 % vom fur
die Immunprazipitation eingesetzten Lysat. Die Sterne kennzeichnen das IgG (schwere und leichte Kette) des
jeweiligen Antikérpers. B Semiquantitative Auswertung der Immunblots der Koimmunprazipitation. Die Western
blots wurden eingescannt und die Proteinbanden semiquantitativ mit Image J ausgewertet. Der Graph die
densitometrische Auswertung der Immunpréazipitation mit dem anti-a-Tubulin-Antikrper.
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3.1.10  In vitro -Interaktion von TaSP mit den Mikrotubuli
In den vorangegangenen Experimenten konnte eine in vivo-Interaktion zwischen TaSP und

Tubulin durch verschiedene Versuchsansatze nachgewiesen werden. Es liel3 sich allerdings
nicht ausschlie3en, dass die TaSP-Tubulin-Interaktion noch tber andere Proteine vermittelt
wird. Um die Mdglichkeit einer direkten TaSP-Tubulin-Interaktion zu untersuchen, wurde das
bakterielle Fusionsprotein der extrazellularen Doméane von TaSP aufgereinigt (Abb. 3.14 A
und B) und seine Bindung an Tubulin getestet. Das Protein wurde mit I6slichen und reinem
Tubulin aus Rinderhirnen inkubiert und an TaSP-gebundenes Protein Uber magnetischen
Ni?*-NTA Agarose beads isoliert. Die Eluate wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western blot analysiert (Abb. 3.14 C und D). Mit dieser Methode konnte in vitro keine Affinitat
von TaSP zu Tubulin nachgewiesen werden (Abb. 3.14 C, Bahn 2 oben). TaSP bindet
demnach zumindest nicht direkt an Tubulin. In weiterfihrenden Experimenten sollte
untersucht werden, ob es stattdessen an assemblierte Mikrotubuli bindet. Dazu wurden
Taxol-stabilisierte Mikrotubuli unter Bedingungen, die die Tubulinassemblierung begtinstigen,
gleichzeitig mit dem rekombinanten TaSP-His-Tag-Protein inkubiert und der Proteinkomplex
eluiert. Wie in Abbildung Abb. 3.14 D zu sehen ist, konnte TaSP (Bahn 2 unten) zusammen
mit den stabilisierten Mikrotubuli (Bahn 2 oben) isoliert werden. In den Kontrollen mit
immobilisiertem TaSP ohne zusatzliche Mikrotubuli (Bahn 3) und nicht-immobilisierte

Agarose beads mit polymerisiertem Tubulin (Bahn 4) ist keine Immunreaktivitat vorhanden.
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Abb. 3.14 TaSP interagiert in vitro mit Mikrotubuli, aber nicht mit Tubulin

“in vitro binding assay” von TaSP-His mit Mikrotubuli bzw. Tubulin. A Schema des cDNA-Konstrukts, das in dieser
Untersuchung verwendet wurde. Das Expressionskonstrukt wurde aus cDNA von T. annulata hergestellt. Das
Protein besitzt einen N-terminalen His-Tag. In dunkelgrau sind die Transmembrandoménen von TaSP dargestellt,
in hellgrau die klonierte, extrazellulare Doméne von TaSP. B Coomassie-geféarbtes Gel der Aufreinigung von
TaSP mittels Ni-NTA-Affinitaétschromatografie unter nativen Bedingungen. C 15 pg rekombinantes und
aufgereinigtes TaSP-His wurde fiir 1 h bei 4 T an mag netische Ni?*-NTA beads immobilisiert und fur 1 h bei 4 T
mit 25 pg a-Tubulin inkubiert. Danach wurde der TaSP-Interaktionskomplex mit Imidazol eluiert, in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem Western blot mit anti-TaSP-Antiserum bzw. anti-a-Tubulin-Antikérper
analysiert. Der Input (Bahn 1) entspricht 20 % vom fiir den ,E)ull down’ eingesetzten Lysat. Als Kontrollen wurde
TaSP alleine immobilisiert (TaSP) oder nichtimmobilisierte Ni**-NTA beads mit Tubulin inkubiert. D Durchfiihrung
siehe C mit Assemblierung der Mikrotubuli. Mit TaSP immobilisierte beads wurden fiir 30 min bei 37 T mit 25 ug
a-Tubulin zur Assemblierung der Mikrotubuli (MT) unter Mikrotubuli-stabilisierenden Bedingungen (20 pM Taxol)
inkubiert (Tubulin + TaSP). Es wurden die gleichen Kontrollen wie unter C verwendet. Der Input (Bahn 1)
entspricht 20 % vom fiir den ,pull down’ eingesetzten Lysat.
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Daher bindet TaSP in vitro direkt an polymerisierte Mikrotubuli. Trotzdem war nur eine
geringe an TaSP-gebundene relative Proteinmenge der Mikrotubuli im Vergleich zum Input
zu erkennen. Obwohl nur wenig Mikrotubuli an TaSP binden, spiegelt dieses Ergebnis somit
sehr gut die in situ- und in vivo-Situation wieder, in der nur eine partielle Kolokalisation zu

beobachten war.

Auffallend ist, dass das Molekulargewicht des rekombinaten TaSP von der durch ProtPara
vorhergesagten Grof3e von 17 kDa stark abweicht. TaSP-His wurde immer mit einem
Molekulargewicht von 29 kDa detektiert. Das gleiche Verhéltnis ist auch beim endogen
exprimiertem TaSP nachweisbar. Die GroRe wurde hier mit 35 kDa vorhergesagt und mit
47 kDa mit dem polyklonalen TaSP-Antikdrper nachgewiesen. Es besteht also immer ein
Unterschied von 12 kDa zwischen berechnetem und experimentell bestimmtem
Molekllgewicht, sodass es sich bei beiden Proteinen um die gleiche Modifikation handeln
muss. Eine Oligomerisierung kommt aufgrund der Gréf3e nicht in Frage. Dieses Phanomen
kénnte zum einem auf ein verandertes Laufverhalten in der SDS-PAGE oder auf mégliche
posttranslationale Modifikationen zuriickzufiihren sein. Letzteres gilt als sehr wahrscheinlich,
da die Diskrepanz zwischen vorhergesagtem und beobachtetem Molekilgewicht auch bei
dem nativen Protein zu sehen war und auch nicht unter denaturierenden Bedingungen
verschwand. Mdoglicherweise beeinflussen diese posttranslationalen Modifikationen auch die
Bindungseigenschaften von Tubulin an TaSP.

Um festzustellen, ob eine in vivo-Interaktion zwischen rekombinatem TaSP und Tubulin
vorliegt, wurde eine Koimmunprazipitation mit infizierten Zellen und TaSP durchgefuhrt.
Hierzu wurde TaA288 Zelllysat vor der Immunprazipitation mit 15 pg aufgereinigtem
rekombinatem TaSP versetzt und mit anti-TaSP-Antiserum bzw. anti-a-Tubulin-Antikorper
immunprazipitiert (Abb. 3.15). Die Prazipitation mit Tubulin fuhrte sowohl zur Prazipitation
von endogenem als auch exogenem TaSP (Bahn 2), wohingegen ohne Antikérper (Bahn 4)
kein Protein immunprazipitiert werden konnte.

Rekombinates TaSP interagiert demzufolge auch in vivo mit Tubulin. Dies bestatigt noch

einmal, dass wahrscheinlich die zytoplasmatische Doméne die Bindung an die Mikrotubuli

vermittelt.
IP
£ Abb. 3.15 Rekombinantes TaSP interagiert mit  a-Tubulin
& E (0,-) (0] Koimmunprazipitation von rekombinantem TaSP und Tubulin.
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43— ;: (IP).  Immunprazipitate  wurden durch SDS-PAGE und

IB anschlieRendem Immunblot (IB) mit anti-TaSP-Antiserum

34— analysiert. Der Input (Bahn 1) entspricht 10 % der eingesetzten

- -—TaSP Proteinmenge. Die Sterne markieren die schwere und leichte Kette

26 — e = des entsprechenden Antikoérpers.
3

55 — * Antikorper und a-Tubulin-Antikérper (Klon DM 1A) immuprazipitiert
~—TaSP




Ergebnisse 83

3.1.11  TaSP lokalisiert partiell am Zentrosom
In vorangegangen Lokalisationsstudien wurde nachgewiesen, dass TaSP uber den ganzen

Zellzyklus hinweg partiell mit dem Mikrotubulinetzwerk der Wirtszellen assoziiert, vor allem
mit der mitotischen Spindel wéhrend der Zellteilung. In diesem Teil der Arbeit sollte
untersucht werden, ob TaSP daruber hinaus mit dem Zentrosom in ruhenden und sich
teilenden Zellen kolokalisiert.

Hierflr wurden infizierte Zellen fixiert, permeabilisiert und auf eine mogliche Kolokalisation
von a-Tubulin und TaSP mittels konfokaler Lasermikroskopie hin Uberprift (Abb. 3.16 A-D’).
In unbehandelten Zellen (Abb. 3.16 A-B) lokalisierte TaSP sowohl in den Interphasezellen
(Abb. 3.16 A und A’) als auch in sich teilenden Zellen (hier Metaphase, B) punktuell am
Zentrosom. Dieses Ergebnis wurde durch die Behandlung der Zellen mit Taxol, in der die
Formation von asymmetrischen Spindeln mit zusatzlichen Spindelpolen kinstlich
hervorgerufen wird, bestatigt (Abb. 3.16 C-D’). Besonders auffallend war die Kolokalisation
zwischen dem Tubulin und TaSP in sich teilenden Zellen an den beiden sich gebildeten
Zentrosomen (D und D’). Die Zentrosomen verdoppeln sich wéahrend der Zellteilung, und die
Bildung der Mikrotubuli - und somit der mitotischen Astern - geht von ihnen aus. Die beiden
mitotischen Astern wandern an die Pole der mitotischen Spindel, welche an die
Chromosomen bindet. An das MTOC (Mikrotubuli-organisierende Zentrum) wird das a-
Tubulin eines Dimers (Minus-Ende) angelagert, das freie Plus-Ende kann dann durch

Anlagerung weiterer Dimere elongiert werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass TaSP in vitro und in vivo mit dem Mikrotubulinetzwerk
der Wirtszelle interagiert. Diese Interaktion ist nicht vergleichbar mit anderen Mikrotubuli-
assoziierten Proteinen (‘MAP"), da TaSP keine stabilisierende Wirkung auf die Mikrotubuli
ausiubt. Ob TaSP moglicherweise eine destabilisierende Wirkung in der Mitose hat, konnte
nicht abschlielend geklart werden. Fest steht aber, dass TaSP in vivo in sich teilenden
Zellen mit den Spindeln und den Spindelpolen und mit dem Zentrosom der Zelle assoziiert.
Diese Assoziation mit dem Mikrotubulinetzwerk konnte auch durch in vivo -

Immunprazipitationsexperimente und in vitro Bindungsversuche bestétigt werden.
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Abb. 3.16 TaSP lokalisiert teilweise am MTOC

A - D’ TaA288-Zellen wurden auf Objekttrédgern 24 h bei 37 € und 5 % CO kultiviert und anschlieRend mit
Methanol fixiert und permeabilisiert. Der Schizont wurde mit anti-TaSP-Antiserum (griines Signal), das Zytoskelett
mit anti-a-Tubulin-Antikérper detektiert. Die DNA bzw. RNA wurde mit Toto-3-jodid (blau) nachgewiesen. C - D’
TaA288-Zellen wurden fur 18 h mit 10 uM Taxol behandelt. Die Pfeile kennzeichnen die Kolokalisation von TaSP
und a-Tubulin am Zentrosom. Der Gré3enbalken in A entspricht 5 ym und in A’ - D’ 1 um.
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3.2 p53 — Lokalisationsstudien in Theilerien-infizi  erten
Leukozyten und isolierten Schizonten

3.2.1 p53 bindet an die Schizontenoberflache in  T. annulata
Wie in der Einleitung dargestellt, lokalisiert p53 im Zytoplasma von Theileria annulata-

infizierten Leukozyten in der Nahe des Parasiten. Weiterhin wurde gezeigt, dass dieses
Phanomen von der Anwesenheit des Parasiten in der Wirtszelle abhangig ist, da nach
dessen Eliminierung durch Behandlung mit Buparvaquone eine Translokation des
p53-Proteins in den Wirtszellkern auftritt. Folglich wird der Apoptose-Signalweg aktiviert, und
die Zelle geht in Apoptose (Haller, 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob p53 auch in anderen leukoproliferativen
Theilerien-infizierten Zellen, wie T. parva und T. lestoquardi im Zytoplasma der Wirtszelle
arretiert wird. Hierfir wurde p53 mit einem Antikdrper nachgewiesen. Der Parasit wurde im
Falle von T. parva mit dem Oberflachenantikbrper PIM ("Polymorphic Immunodominant
Molecule”) und im Falle von T. lestoquardi mit dem Antikdrper clone-5 (Bakheit et al., 2006)
detektiert und mittels konfokaler Mikroskopie analysiert (Abb. 3.17 und Abb. 3.18).

Das p53-Signal wurde im Zytoplasma der Wirtszelle und nicht im Wirtszellkern detektiert. Es
zeigte sich hier ebenfalls eine starke Assoziation von p53 mit dem Schizonten. Diese wurden
sowohl im Fall von T. lestoquardi (Abb. 3.17) als auch im Fall von T. parva Abb. 3.18)
beobachtet. p53 kolokalisierte an der Parasitenmembran oder befand sich in enger

Nachbarschaft zum Schizonten.

Abb. 3.17 p53 assoziiert mit Schizonten von  T. lestoquardi
A und B T. lestoquardi-Zellen wurden mit einem Parasitenantikdrper clone-5 (griin) und mit anti-p53-Antikdrper
(rot) gefarbt, gefolgt von Alexa 488-markierten (grin) und Alexa 546-markierten (rot) anti-Maus- bzw.
Anti-Kaninchen-Sekundéarantikérpern. Die DNA bzw. RNA wurde mit Toto-3-jodid nachgewiesen. A Ubersicht von
T. lestoquardi-infizierten Zellen B T. lestoquardi-infizierte Zelle. Die Pfeile markieren die Kolokalisaion von p53
(rot) mit dem Schizonten (grtin). Der GroRenbalken entspricht 5 pm.
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Abb. 3.18 p53 bindet an Schizonten von  T. parva

A T. parva-Zellen-Lebendféarbung mit anti-PIM- (griin) und anti-p53-Antikdrper (rot) B Isolierte Schizonten von
T. parva-Zellen wurden mit dem Parasitenoberflachenantikérper PIM ("Polymorphic Immunodominant Molecule”)
und mit anti-p53-Antikdrper (rot) gefarbt, gefolgt von Alexa 488 markierten (griin) und Alexa 546 markierten (rot)
anti-Maus- bzw. Anti-Kaninchen-Sekundarantikdrpern. Die Pfeile markieren die Kolokalisaion von p53 (rot) mit
dem Schizonten (griin). Der GréRenbalken entspricht 5 um.

Die Antikorperspezifitat von p53 wurde durch Praabsorptionsexperimente mit dem
p53-GST-Antigen (Daten nicht gezeigt) und durch ausschlie3liche Inkubation mit dem
Sekundarantikérper Alexa-546-1gG bestatigt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in
T. annulata war p53 auch in T. parva und T. lestoquardi im Wirtszellzytoplasma arretiert.

Die Inhibierung der Translokation von p53 in den Kern der Wirtszelle scheint also ein
allgemeiner Mechanismus leukoproliferativer Theilerien zu sein, um den entsprechenden
Apoptosesignalweg zu blockieren.

Basierend auf diesen Ergebnissen sollte untersucht werden, ob p53 an isolierten Schizonten
nachweisbar ist. Dazu wurden Schizonten aus infizierten Leukozyten nach der Methode von
Baumgartner et al. isoliert (Baumgartner et al., 1999), und deren Reinheit mit Hilfe einer
Giemsafarbung bestimmt. Diese Methode basiert auf der Lyse der Zellmembran mit dem
bakteriellen Toxin Aerolysin unter Ausnutzung des Mikrotubuli-Inhibitors Nocodazol. Bevor
die infizierten Zellen lysiert werden, mussen die Mikrotubuli der Wirtszelle mit Nocodazol
zerstort werden. Die Toxin-Molekile binden an eukaryotische Zellmembranen, wo sie
aggregieren und schlieBlich unspezifische lonenkandle ausbilden. Dadurch wird die
Permeabilitatsgrenze der Membran zerstdrt, und es kommt zur osmotischen Zelllyse.

AnschlieBend wurden die Zytozentrifugenpraparate mit einem anti-p53-Antikérper und im
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Falle von T. annulata mit dem bereits beschriebenen Antikorper gegen das
Parasitenmembranprotein TaSP gefarbt und mit konfokaler Laserscanningmikroskopie
analysiert Abb. 3.19). p53 lokalisierte punktuell auf der Schizontenmembran (Abb. 3.19 B),
die mit anti-TaSP nachgewiesen wurde. Dass die p53-Farbung spezifisch war, wurde durch
folgende Kontrollexperimente bewiesen. Zum einem wurden die Signale in der
Doppelimmunfluoreszenzfarbung durch die Prainkubation des p53-Antikdrpers mit
rekombinantem p53-GST-Antigen blockiert (Abb. 3.19 C). Dies beweist die Spezifitdt des
Antikbrpers gegen p53. Zum anderen wurde keine Immunfluoreszenz in einer
Negativkontrolle mit unspezifischen Maus-IgG und der Inkubation mit dem Sekundéar-
antikorper Alexa-546-IgG detektiert (Daten nicht gezeigt). Bei isolierten Schizonten von
T. parva-Zellen (Abb. 3.18 B) zeigte sich das gleiche Verteilungsmuster wie bei den isolierten
Schizonten von T. annulata (Abb. 3.19 B).

Daruber hinaus konnte das p53-Protein im Lysat von isolierten Schizonten anhand eines
Western blots (Abb. 3.19 D) detektiert werden. Die erfolgreiche Isolationsprozedur und die
Reinheit der Schizonten wurden durch Anfarben der isolierten Parasiten mit
Giemsafarbelosung uberprift, in der das Zytoplasma blau erscheint und die Zellkerne rot
angefarbt werden. Die Schizontenisolate waren kaum mit Wirtszellmaterial verunreinigt. Als
Positivkontrolle diente das Zelllysat einer Tumorzelllinie (CEM, Bahn 1), die nachweislich p53
exprimiert. Es zeigte sich eine Bande bei 53 kDa, die sowohl bei den isolierten Schizonten
(Bahn 2) als auch in der p53-exprimierenden Zelllinie CCRF-CEM im Western blot auftrat.
Nichtsdestotrotz kann nicht ausgeschlossen werden, dass p53 nicht an den Schizonten
gebunden vorliegt.

Anhand der Ergebnisse der konfokalen Mikroskopie ist davon auszugehen, dass p53 mit der
Schizontenmembran assoziiert vorliegt (Abb. 3.19 A und B). Um diese Frage durch eine
biochemische Methode zu beantworten und die Immmunfluoreszenzdaten zu bestatigen,
wurden Koimmunprézipitations-Experimente und in vitro-Versuche durchgefihrt, in denen
aber keine indirekte oder direkte Interaktion zwischen TaSP und p53 nachgewiesen werden
konnte (Daten nicht gezeigt). Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass
moglicherweise ein anderes Membranprotein, wie bereits von Haller (2004) angenommen,
an p53 bindet.
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Abb. 3.19 p53 bindet an die Schizontenmembran
A - C T. annulata-Zytozentrifugenpréparate wurden mit einem Parasitenoberflachen-
antikérper gegen TaSP (‘T. annulata surface protein’, griin) und mit anti-p53-
Antikdrper (rot) gefarbt, gefolgt von Alexa 488-markierten (grin) und Alexa 546
markierten (rot) anti-Maus- bzw. Anti-Kaninchen-Sekundéarantikbrpern. Die DNA
bzw. RNA wurde mit Toto-3-jodid nachgewiesen. Die Zytozentrifugenpraparate
wurden mit konfokaler Laserscanningmikroskopie analysiert.
A Zytozentrifugenpréparate von T. annulata. B Zytozentrifugenpraparate isolierter Schizonten von T. annulata.
C Nachweis der Spezifitdt des p53-Antikérpers durch Praabsorption mit p53-Antigen. p53-Antikérper wurde mit
rekombinantem p53-Protein (GST-p53-Fussionsprotein) 1 h bei 25 < inkubiert und danach fir die
Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt. p53-Signal (rot) ist nicht mehr detektierbar. Die Pfeile markieren die Ko-
lokalisation von p53 (rot) mit TaSP (griin). Der GréRenbalken entspricht 5 um. D Detektion von p53 im Lysat von
isolierten Schizonten mit Hilfe des Western blots. Als Positivkontrolle wurde die Tumorzelllinie CCRF-CEM
(T-Zell-Leuk&mie) verwendet.

3.3 Charakterisierung und Untersuchungen des  T. annulata -
Proteins Ta6TMP, einem potentiellen Interaktionspar  tner
von p53

Wie in den vorangegangenen Versuchen gezeigt werden konnte, bindet p53 direkt an die
Schizontenoberflache. Diese Bindung kann sowohl direkt Uber ein Parasitenprotein oder
moglicherweise Uber ein oder mehrere Wirtszellproteine erfolgen. Ein moglicher
Interaktionspartner mit p53 kénnte das von Haller (2004) beschriebene Ta6TMP sein,
welches eine Homologie zu dem Humanen Papillomvirus E6-Protein aufweist. Dieses
Protein wurde in anderen Systemen als transformationsrelevant beschrieben, indem es p53

bindet und durch proteosomale Degradierung inaktiviert (Scheffner et al., 1990).
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3.3.1 Sequenzanalyse von Ta6TMP
In Tabelle 3.2 sind die wichtigsten physikalischen und biochemischen Daten von Ta6TMP,

die mit bioinformatischen Analyseprogrammen vorhergesagt wurden, dargestellt. Es handelt
sich um ein 46 kDa-Transmembranprotein mit sechs membranspannenden Doméanen ohne
vorhergesagtes Signalpeptid. Interessanterweise besitzt Ta6TMP drei Sumoylierungsstellen.
SUMO-(‘Small Ubiquitin-related Modifier’) Proteine binden kovalent an andere Proteine. Die
Sumoylierung ist eine posttranslationale Modifikation, die in verschiedenen Zellprozessen, u.
a. in der Apoptose eine Rolle spielt. Sie markiert Proteine, die abgebaut werden sollen.

Da die N-terminale und die C-terminale Doméane in den extrazellularen Bereich der Zelle

gerichtet ist (Abb. 1.16 C, S. 33), ist somit eine Interaktion mit Wirtszellproteinen wie z. B.

p53 moglich.
Eigenschatft Programm (Quelle) Ta6TMP
. ProtPara
Molekulargewicht http://us.expasy.org/tools/protparam.html 46,322 kDa
Theoretischer pl ProtPara 9,13

http://us.expasy.org/tools/protparam.html

Aminosaurezusammensetzung

ProtPara
http://us.expasy.org/tools/protparam.html

Leucin 12,9 %
Isoleucin 10,9 %

ProtPara

Halbwertszeit http://us.expasy.org/tools/protparam.html 30h
- ProtPara .
Stabilitat http://us.expasy.org/tools/protparam.html stabil
Psortll Zellmembran:
http://psort.nibb.ac.jp/form2.html 56.5 %
Nakai and Horton, 1999 ER: 30.4 %

Subzellulare Lokalisation

TopPred Il
http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred?2/
Claros and von Heijne, 1994

6 Transmembran-
helices (Typllla)

TargetP 1.1

Signalpeptid http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP.ht | nein
ml
SignalP 3.0
Typ http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP.ht | nicht-sekretorisch
ml
Sumoylierung SUMOplot 3
http://www.abgent.com.cn/doc/sumoplot
Ser: 10
Post- . NetPhos 2.0 .
translationale Phosphorylierung http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ $hrr.. i
Modifikationen e
PKA/PKC/PKG
Kinase-abh. NetPhosK 1.0 DNAPK
Phosphorylierung | http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/ | CK I/CK Il
P38 MAPK

Tab. 3.2 Vorhergesagte physikalische und biochemisc

he Parameter von Ta6TMP
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3.3.2 Lokalisationsstudien von Ta6TMP in transfizier  ten eukaryotischen
Zellen

In der Arbeit von Haller (2004) konnte gezeigt werden, dass Ta6TMP in infizierten Zellen mit
p53 kolokalisiert. Um herauszufinden, ob exogenes Ta6TMP auch im heterologen System
und vor allem welche Doméne von Ta6TMP mit p53 kolokalisiert, wurden das komplette
Ta6TMP, der N-Terminus von Ta6TMP und der C-Terminus von Ta6TMP N-terminal an GFP
(Grin Fluoreszierendes Protein) fusioniert (Abb. 3.20 A), in verschiedenen Zelllinien
Uberexprimiert und durch konfokale Mikroskopie analysiert.

In COS-7-Zellen, die das komplette Protein exprimierten, war Ta6TMP ausschlie3lich im
Zytoplasma der Zelle in definierten Bereichen zu finden (Abb. 3.20 C). Es konnte keine
Kolokalisation mit p53 nachgewiesen werden, welches ausschlieBlich im Zellkern der
COS-7-Zellen zu finden war.

NH,-Ta6TMP lokalisierte ebenfalls im Zytoplasma der Zelle, allerdings wurde hier eine
partielle Kolokalistion mit p53 detektiert (Abb. 3.20 D). An den umliegenden, nicht
transfizierten Zellen ist zu erkennen, dass p53 im Kern lokalisiert ist. In den Zellen, die das
N-terminale Konstrukt exprimierten, werden im Vergleich geringe Mengen an p53 im
Zytoplasma detektiert. Teilweise kolokalisiert dieses zytoplasmatische p53 mit der
N-terminalen Doméne von Ta6TMP. Diese Kolokalisation konnte in etwa 5 % (n = 50) der
Zellen, die das Konstrukt exprimierten, beobachtet werden.

Uberexprimiertes COOH-Ta6TMP zeigte ein sehr interessantes Lokalisationsmuster
innerhalb der Zelle. Das Protein konnte im Zellkern, und zwar in den Nukleoli, nachgewiesen
werden (Abb. 3.20 E und E’) und zeigte dort an der Peripherie der Nukleoli eine
Kolokalisation mit p53. Dieses Phanomen wurde in 100 % (n= 30) der Zellen und auch in
anderen Zelllinien (CHO-, HelLa- und HEK-Zellen; Daten nicht gezeigt) bestatigt.
COS-7-Zellen, die ausschlie3lich mit GFP transfiziert wurden, zeigten eine diffuse Verteilung
von GFP Uber das gesamte Zytoplasma der Zelle (Abb. 3.20 G). Das GFP-Signal konnte
entgegen anderen Literaturquellen nicht im Zellkern nachgewiesen werden. Dies beweist,
dass COOH-Ta6TMP unabhangig von der GFP-Fusion in den Zellkern transportiert wird,
wobei nach Sequenzanalysen Ta6TMP in der C-terminalen Doméne Kkeine
Kernsignalsequenz (NLS-Sequenz) und keine Nukleoli-Lokalisationssequenz (NOLS) besitzt.
Bei nédherer Betrachtung der Verteilung von COOH-Ta6TMP in den Nukleoli zeigte sich, dass
es nur in bestimmten Bereichen der Nukleoli vorkommt. Es handelte sich dabei um Bereiche
die eine dichtere DNA/RNA-Menge enthielten, was an der starkeren Anfarbung mit
Toto-3-jodid zu sehen war. Demzufolge akkumuliert COOH-Ta6TMP in der granuléren
Komponente Pars granulosa, die den grof3ten Teil der Nukleoli ausmacht. In ihr findet die
Synthese  von praribosomalen Partikeln  statt. Weil das  GFP-markierte
COOH-Ta6TMP-Protein mit einem Molekulargewicht von 47 kDa in den Zellen exprimiert

wird (Abb. 3.20 B), muss es sich um einen aktiven Transport des Proteins in den Zellkern
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und folglich in die Nukleoli handeln. Denn alle Proteine, die kleiner sind als 40 kDa gelangen
passiv durch Diffusion tber die Kernporen in den Nukleus. Der aktive Transport geschieht
uber sogenannte Importine, die die Kernlokalisierungssignale erkennen, die Proteine binden
und sie unter Hydrolyse von GTP in den Zellkern transportieren. Da COOH-Ta6TMP aber
keines der bekannten Kernlokalisierungssignale besitzt, muss es ein bislang noch
unbekanntes NLS- bzw. NOLS-Signal besitzen, welches vielleicht sogar spezifisch fur den
Parasiten ist.

Kotransfektionen der N- und C-terminalen Konstrukte von Ta6TMP zeigten keine
gegenseitige Beeinflussung. Die GFP-Signale wurden sowohl im Zytoplasma als auch in den
Nukleoli detektiert (Abb. 3.20 F). Dies ist ein Hinweis darauf, dass beide Doménen
voneinander unabhangig in der Zelle agieren.

Die beobachtete Kolokalisation von NH,-Ta6TMP und COOH-Ta6TMP sollte nun
biochemisch untersucht werden. Es wurden sowohl reziproke Koimmunprazipitationen mit
anti-p53- und anti-GFP-Antikorper als auch in vitro-Interaktionsassays mit dem GST-p53-
Fusionsprotein und His-markiertem NH,-Ta6TMP und COOH-Ta6TMP durchgefiihrt. Es
konnte jedoch weder eine indirekte noch eine direkte Interaktion von p53 mit Ta6TMP

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.20 Ta6TMP kolokalisiert mit p53 in COS-7-Zel len

A Die Grafik zeigt das Schema der cDNA-Konstrukte, die in dieser Untersuchung verwendet wurden. Alle
Expressionskonstrukte wurden aus cDNA von T. annulata hergestellt; komplette Ta6TMP (AS 1-394); D 63-394
Ta6TMP (AS 1-62); D 1-271 Ta6TMP (AS 272-394), dem die AS 1-271 fehlen. Alle Proteine besitzen einen
N-terminalen GFP-Tag. In dunkelgrau sind die Transmembrandomé&nen von Ta6TMP dargestellt, in hellgrau die
klonierten, extrazellularen Domanen von Ta6TMP. B - G COS-7-Zellen wurden transient mit den beschriebenen
Konstrukten transfiziert und nach 24 h - 48 h wurde die Proteinexpression gestoppt und schlief3lich entweder mit
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (C-G) oder mittels Western blot (B) analysiert. Griin, GFP ; Rot, p53 ; Blau,
Toto-3-jodid. B Western blot der Lysate der transfizierten Zellen, immundetektiert mit anti-GFP-Antikorper:
EGFP-Leervektor, NH,-Ta6TMP (D 63-394) und COOH-Ta6TMP (D1-271). C Ta6TMP exprimierende
COS-7-Zellen D D 63-394 Ta6TMP exprimierende COS-7-Zellen E, E' D 1-271 Ta6TMP exprimierende
COS-7-Zellen. G GFP wurde in COS-7 Uberexprimiert und die Zellen wie oben beschrieben geférbt. Der
GrolRenbalken entspricht 5 pm auf3er in E’ (1 pm).
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3.3.3 Die Ta6TMP-Proteinsequenz ist konserviertin | eukoproliferativen
Theilerien-Spezies
Um herauszufinden, ob Ta6TMP auch in anderen Theilerien-Spezies auf Genebene

vorhanden ist, wurden Primer generiert, die in den hochkonservierten Bereichen von
Ta6TMP in T. annulata und T. parva lagen. Diese Primer in Position 299 bp fur den 5’-Primer
und in Position 1084 bp fur den 3’-Primer amplifizierten Ta6TMP von cDNA in T. annulata,
T. parva und T. lestoquardi (Abb. 3.21 A, Bahn 3, 4 und 6), aber nicht in T. uilenbergi
(Bahn 5) ein PCR-Produkt. Auch mit anderen Primerpaaren konnte dieses Ergebnis bestétigt
werden. Um die komplette Sequenz von Ta6TMP zu erhalten, wurde das 3’-Ende von
Ta6TMP mit den Brady-Primern amplifiziert. Die Anlagerung des ,Brady’s“-Primer am
Poly-A-Schwanz ermdglichte die Amplifikation des vollstdndigen offenen Leserahmens. Die
PCR-Produkte wurden sequenziert und die Proteinsequenz mit einem Alignment-Programm
(Vector NTI, Clustal W) analysiert (Abb. 3.21 C). Es zeigte sich, dass Ta6TMP in den
leukoproliferativen Theilerien hochkonserviert ist. Ta6TMP ist in den untersuchten Spezies
zu 74 % identisch und weist eine Ahnlichkeit von 99 % auf. Dabei sind sich die
Ta6TMP-Sequenzen von T. lestoquardi und T. annulata phylogenetisch &hnlicher
(86,5 % identisch) als die von T. parva und T. annulata (80 % identisch). Es wurden neben
T. uilenbergi auch noch andere nicht-leukoproliferativen Apikomplexa-Spezies wie
z. B. T. seperata und Babesia motassi auf Vorhandensein von Ta6TMP untersucht (Daten
nicht gezeigt). Es konnte aber nur ein hochkonservierter Bereich (bp 201 - 259) amplifiziert

und sequenziert werden.
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C

1 50
T.annulata (1) VDSTLINVDSK KSLDVSDKHDLFIEVDYPLPINIDISSTS El EI ESSI K
T. lestoquardi (1) IVNSSLI|LDSQSKSLDVSDSSNDLI'I DVDYPLPHID'SSTS EDEIK SAI K
T.parva (1) INSSLI LDPKVKSQEISDSPPDLVI DVDYPLPHID ASTSVEI ENKSALK
Consensus (1) MNSSLILDSKSKSLDVSDS DLIIDVDY PLPFTIDSSTSIEIEIKSAIK
51 100
T.annulata (51) QFVSMIEKSYFRIVLIITIAUI WIFFQGLEEM KSDTY.YMTTNRIPLEDR!
T. lestoquardi (51) QFMIMLKSY.FRIFLI Tl VLVI VLL FQGLLMNVSDRY YLKTNRIPLLDR!
T.parva (51) QOVBMLKSY FRIFITI ALl AVLYFQGLLMMSDTYYMKTNRIPLLDRY
Consensus (51) QFMSMLKSYLFRIFLITIALIVLFFQGL LMLMSDTYYMKTNRIPLLDRI
101 150
T. annulata (101) HELLEDVNHPHPANCNF METIVWAGIERIIL FTPEEYLFENAERYIFL
T. lestoquardi (101) HELLEGVNHPAGKMCNF MALIVWTGILRI IL FTPLFYLFELALRYIFL
T.parva (101) HELLEGVNHPSPALCNTLMA IVWVGILRI VFETPLEYLFQVALRYIFL
Consensus (101) HELLEGVNHPFTPAMCNIFMFIIVW GIL RIILFTPLFYLFEMALRYIFL
151 200
T. annulata (151) EGTAYFIRGFFIFA TTI PSCY YNCNPDKKRSFFRLIRITIS GYMGA TN
T. lestoquardi (151) FGTAYFIRGI FVYWTTVPSCGHYNCNPDLKRSFFFEMRI VSGYM®GA TN
T.parva (151) FGSAYFIRGFYIFA TTVPSCYLNCNPDKKRSFFR.LIRI'| AGYMGVTN
Consensus (151) FGTAYFIRGFFIFATTVPSCYYNCNPDLK KRSFFPLLIRIISGYMGIATN
201 250
T. annulata (201) CTDLIVSGHWVETVI TOLFVENAKYLI TKVI LVLYTGFEVLFLIVACKYH
T. lestoquardi (201) CTDLILSGHWVETVI TOLFVEN CKYLI TKVI LVLYTGFVLFLIVASKYH
T.parva (201) CTDLIVSGHWFTVI AALFVENSKYLVTKI | | TLYTGFVLFLIVACKYH
Consensus (201) CTDLIVSGHTMFTVITCILFVENAKYLIT KVILVLYTGFVLFLIVACKYH
251 300
T. annulata (251) YTVDVLLGISI Al LLHFYYYSRI DDFGTYTHNKIFNYGSESFI GAKKTKL
T. lestoquardi (251) YTVDVLLGITI SI LLHFFYYSRI DDFGTYHNKIFNYGSESFVGAKKTKL
T.parva (251) YTVDVLLGITI SVLLHYFYYTRVDDFGTY HNKIFNSGSH FLGARKTKL
Consensus (251) YTVDVLLGLTISILLHFFYYSRIDDFGTY THNKIFNYGSESFIGAKKTKL
301 350
T. annulata (301) YYSPIT RELVRMEM.EEKMLGQKLRALYLRVNDQBLIDK KLLKKFNH
T. lestoquardi (301) YYSPIT REFVKMEMLEEKMLGQKLRTLYLRVNDQRLIDK NLLKKFNH!
T.parva (301) H YSLIT KFI VKME LEERLILGQKLRTLYLRVNDQKXLIDK NLLKKFNHV
Consensus (301) YYSPITRFIVKMEMLEEKMILGQKLRTLY LRVNDQKSLIDKNLLKKFNHL
351 304
T. annulata (351) VRLFGADESDDLLTYRGTRIMIFYYWKYLYRKMFKKKKIVEVI
T. lestoquardi (351) VRLFGADESDDLLTYRGTRILNFYYWKYLYRKMFKKKKIVEVI
T.parva (351) VRLFGADESDDLLTERGTRMNEYYWKYLYRKMFKKKKIVEVI

Consensus (351) VRLFGADESDDLLTLYRGTRNMNFYYWKY  LYRKMFKKKKIVEVI
Abb. 3.21 Ta6TMP ist in den leukoproliferativen The ilerien Spezies
konserviert

A PCR-Amplifikate von Ta6TMP-cDNA in verschiedenen Theilerienarten. Primer
wurden anhand der bekannten T. annulata- und T. parva-Sequenz generiert, ein
785 bp-Produkt wurde von der cDNA amplifiziert und anschlieRend sequenziert.
1 GréRBenmarker, 2 Negativkontrolle, 3 T. annulata, 4 T. lestoquardi, 5 T. uilenbergi und
6 T. parva. Bei T. uilenbergi konnte kein Produkt amplifiziert werden. B PCR-Amplifikate
von Ta6TMP-cDNA in verschiedenen Stadien der Infektion mit T. annulata. Verwendete
Primer siehe A 1 GroRRenmarker 2 Negativkontrolle 3 Piroplasmen 4 Schizonten
C Alignment von kloniertem und sequenziertem Ta6TMP aus verschiedenen
leukoproliferativen Theilerien. Grau unterlegte Bereiche mit roten Buchstaben
kennzeichnen identische Aminosauren in den drei Spezies, Blau zeigt identische
Bereiche in zwei Spezies, griine Buchstaben zeigen geringere Ahnlichkeit.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, das Ta6TMP auch im spateren Stadium des

Parasitenzyklusses, im Piroplasmenstadium exprimiert wird (Abb. 3.21 B, Bahn 3). Dies

widerspricht der Vorhersage von GeneDB, aus der hervorgeht, dass Ta6TMP nur im

Makroschizonten exprimiert wird.
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3.34 Phylogenetische Analyse von Ta6TMP
Die zuvor gewonnenen Sequenzdaten legten einen kompletten Sequenzvergleich nahe.

Dazu wurde eine phylogenetische Analyse durchgefinhrt.
Um evolutiondre Verwandschaftverhaltnisse zwischen verschiedenen Apikomplexa-Spezies
zu erhalten, wurde eine Blast-Suche mit der Proteinsequenz von Ta6TMP in den
verschiedenen schon sequenzierten Genomen der Apikomplexa-Spezies durchgefihrt. In
fast allen untersuchten Apikomplexa-Spezies konnte ein Homolog von Ta6TMP gefunden
werden, ausgenommen in Cryptosporidium parvum und in Cyclospora cayetanensis. Es
wurde dann ein multiples Sequenzalignment durchgefuhrt. Anhand dieser gefundenen
Proteine wurde dann ein phylogenetischer Baum mithilfe des Programms Phylip 3.67 erstellt
Abb. 3.22).
Der phylogenetische Baum bestatigt erneut die zuvor gewonnenen Daten: T. annulata ist mit
T. lestoquardi naher verwandt als mit T. parva. Dartber hinaus ist zu erkennen, dass die
leukoproliferativen Theilerienarten ein eigenes Cluster bilden. Der nachste Verwandte zu den
Theilerien sind die Plasmodien. Die Babesien und Toxoplama gondii sind phylogenetisch
weiter von den Theilerien entfernt als die Plasmodien.
{Theileria annulata

Theileria lestoquardi
Theileria parva
— Plasmodium berghei
L Plasmodium yoelii yoeli

— Plasmodium knowlesi
L Plasmodium vivax

[ Plasmodium chabaudi
' Plasmodium falciparum

[ Babesia bigemina

' Babesia bovis

Toxoplasma gondii

Abb. 3.22 Phylogenetischer Baum von Ta6TMP-Homologe  n in Apikomplexa

Phylogenetische Analyse von Ta6TMP in verschiedenen Apikomplexa (Plasmodien, Babesien und T. gondii).
Anhand von BLAST-Suchen wurden in verschiedene Apikomplexa-Proteine mit hoher Ahnlichkeit zu Ta6TMP
gefunden und mittels des Programms Phylip 3.67 ein phylogenetischer Baum erstellt.

3.35 NH,-Ta6TMP besitzt Immunreaktivitdt mit Seren von infizie  rten Tieren
Eine weitere wichtige Eigenschaft von Proteinen ist ihre Immunogenitat. Diese wird bei der

Diagnostizierung von Infektionskrankheiten wie Theileriose ausgenutzt. Hier sollte untersucht
werden, ob das Antigen Ta6TMP eine Immunantwort in infizierten Tieren auszulost. Dazu
wurden beide aufgereinigten Fusionskonstrukte mit dem His-Tag (Abb. 3.23 A und B) in der
SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunblot auf verschiedene Seren von natirlich und
kinstlich infizierten Tieren getestet (Abb. 3.23 C). Dabei zeigte nur der N-terminale Teil von
Ta6TMP eine Immunreaktivitat mit dem positiven Serum von infizierten Tieren. Der C-
terminale Teil von Ta6TMP kreuzreagierte im Western blot auch mit dem Negativserum von
nichtinfizierten Tieren (Daten nicht gezeigt). Im Western blot ist im Gegensatz zum

Negativserum deutlich eine Proteinbande bei 11 kDa zu erkennen (Abb. 3.23 C, Bahn 2),
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obwohl die Seren auch eine Kreuzreaktivitat mit anderen vor allem hohermolekularen
Proteinen zeigten. Als Positivkontrolle diente die Detektion mit dem anti-His-Antikorper
(Bahn 1). NH,-Ta6TMP waére also eine potentieller Marker fur die Diagnose von East Coast
Fieber (ECF). Dazu missten aber noch weitere Untersuchungen bezuglich der
Kreuzreaktivitat mit anderen Theileria-Spezies und weitere immonologische Tests wie z. B.

ELISA angeschlossen werden.

Abb. 3.23 Ta6TMP ist ein immunreaktives Protein
A Die Grafik zeigt das Schema der cDNA-Konstrukte, die in dieser Untersuchung
verwendet wurden. Alle Expressionskonstrukte wurden aus cDNA von T. annulata
hergestellt; komplettes Ta6TMP (AS 1-394); 63-394 Ta6TMP (AS 1-62); 1-271
Ta6TMP (AS 272-394), dem die AS 1-271 fehlen. Alle Proteine besitzen einen
N-terminalen His-Tag. In dunkelgrau sind die Transmembrandomanen von
Ta6TMP dargestellt, in hellgrau die klonierten, extrazellularen Domé&nen von
Ta6TMP. B Coomassie-gefarbtes Gel der Aufreinigung von 63-394 Ta6TMP und
1-271 Ta6TMP mittels Ni-NTA-Affinitatschromatografie unter denaturierenden
Bedingungen. In Bahn 1 ist das 11 kDa Ta6TMP 1-62 zu sehen. Bahn 2 zeigt das
20 kDa groRBe Tab6TMP 272-394. Stern markiert ein zusatzliches Kkleineres
Fragment von 1-271 Ta6TMP. C Western blot von 63-394 Ta6TMP
nachgewiesen mit Seren von infizierten Tieren. 20 ug 63-394 Ta6TMP wurden
auf eine SDS-PAGE appliziert und immungeblottet mit dem anti-His-Antikdrper, mit
dem Positivserum eines infizierten Tieres, und mit dem Negativserum eines
nichtinfizierten Tieres. Das 11 kDa grof3e Ta6TMP konnte mit positivem Serum
nachgewiesen werden. Mit dem Negativserum zeigte sich keine Bande auf dieser
Hohe.
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4 Diskussion
Die Sporozoiten von Theilerien dringen in Rinderleukozyten ein, wo sie sich Uber Makro- zu

Mikroschizonten entwickeln. Die Leukozyten werden transformiert und zur permanenten
Proliferation angeregt. Aus den Mikroschizonten entstehen Merozoiten, die in Erythrozyten
eindringen. Die der Transformation der Wirtszellen zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen sind noch ungeklart. Diese Transformation muss jedoch von
Parasitenproteinen hervorgerufen und aufrechterhalten werden, die Zugang zum
Signaltransduktionsweg der Wirtszellen haben. Solche Proteine sollten entweder auf der
Oberflache der Parasiten lokalisiert sein oder aber in das Zytoplasma der Wirtszellen
abgegeben werden. Das Schizontenstadium ist auch aufgrund der Interaktion des Parasiten
mit dem Wirtszell-Mikrotubuli-System von groRem biologischem Interesse.

Basierend auf diesen Daten waren wir daran interessiert, Parasitenproteine zu identifizieren,
die eine Mikrotubuli-assoziierte Funktion besitzen und/oder in der Transformation der
Wirtszelle eine Rolle spielen. Als potentieller Kandidat kam dabei das ,Theileria annulata
surface Protein’ (TaSP) in Frage. TaSP ist ein Transmembranprotein mit einer polymorphen
Struktur. Die Funktion von TaSP in infizierten Zellen ist aber vollig ungeklart. Es besitzt
Prolin- und Glutamin-reiche Sequenzen (Schnittger et al., 2002; Seitzer et al., 2007), die eine
Interaktion mit Tubulin moéglich machen (Dehmelt & Halpain, 2005). TaSP besitzt eine
konservierte Domane zwischen AS 184-303, die zu den Kupferionentransportern (,copper
transport proteins’, Crt Proteine) zahlt (Puig et al., 2002). Das redoxaktive Metallion Kupfer
ist ein essentieller Kofaktor in vielen biologischen Prozessen wie z. B. Atmung,
Eisentransport, Schutz vor oxidativem Stress, Produktion von Hormonen und
Pigmentbildung.

Ein weiteres Protein, welches in dieser Arbeit hinsichtlich seiner moglichen
transformierenden Eigenschaften ndher untersucht wurde, ist das 6-Transmembranprotein
Ta6TMP.

4.1 TaSP assoziiert mit dem Mikrotubulinetzwerk der Wirtszelle
41.1 Biochemische und funktionelle Interaktion zwi schen TaSP und
Tubulin

Mikrotubuli sind filamentdse Polymere, die in fast allen eukaryotischen Zellen gefunden
werden. Die Mikrotubuli sind an der Aufrechterhaltung der Zellstruktur und -integritat, und der
Organisation der subzellularen Komponenten beteiligt, sie agieren also auch als Bahnen fir
den intrazellularen Transport von Vesikeln und Organellen (Gundersen & Cook, 1999; Joshi,
1998). Sie sind die Hauptkomponenten der mitotischen Spindel und deshalb essentiell fur die
Zellteilung. Diese verschiedenen Funktionen spiegeln sich in den molekularen Eigenschaften
der Mikrotubuli wieder. Die bedeutendste dieser Eigenschaften ist die Fahigkeit der

Mikrotubuli reversibel zu polymerisieren (assemblieren) und zu depolymerisieren
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(assemblieren), abhangig von den sie umgebenden Bedingungen und der Anwesenheit von
lonen, kleinen Molekilen und spezifischen Bindeproteinen. Die
Assemblierung/Disassemblierung von aufgereinigtem Tubulin/Mikrotubuli findet in vitro in
Anwesenheit von GTP spontan statt.

Die Mikrotubuli-Disassemblierung kann auch durch bestimmte Medikamente wie z. B.
Colchicin, Vinblastin oder Nocodazol ausgeldst werden. Nocodazol bildet mit den Tubulin-
Dimeren einen inaktiven Komplex. Dies hat zur Folge, dass die Konzentration an freiem
Tubulin abnimmt; bis sie unter einen kritischen Wert fallt, und die Mikrotubuli abgebaut
werden. Tubulin-bindende Medikamente zerstéren die Dynamik der Mikrotubuli und kénnen
deshalb als Medikament in der Krebstherapie verwendet werden. Die Stabilisierung der
Mikrotubuli z. B. durch Taxol stoppt den Zellzyklus in der G,/M-Phase der Mitose und
blockiert somit die Zellteilung. Taxol bindet b-Tubulin in einer Tasche in der Nahe der M-
Schleife und a-Tubulin in einer Schleife zwischen S9 und S10 (Orr et al., 2003).

Wahrend andere intrazellulare Erreger mit dem Wirtszellzytoskelett interagieren oder es
sogar umformen (Cudmore et al.,, 1997; Dramsi & Cossart, 1998), ist die Assoziation des
Schizonten mit dem Wirtszell-Mikrotubulinetzwerk noch ungewohnlicher. Nachdem der
Theileria-Sporozoit in das Zytoplasma der Wirtszelle freigesetzt wurde, assoziiert er mit dem
von der Wirtszelle gebildeten Mikrotubulinetzwerk (Shaw, 2003). Diese Assoziation wird
wahrscheinlich durch Proteine, die von den Mikrospharen auf dem Parasiten sekretiert
werden, vermittelt. Um welche biochemische Interaktion es sich aber dabei handelt und
welche Parasitenproteine mit den Mikrotubuli der Wirtszelle interagieren, ist noch nicht
geklart. Bisher konnte nur ein potentieller Kandidat identifiziert werden: das TaSE Protein
(,Theileria annulata sekretorisches Protein’), welches ins Wirtszellzytoplasma sekretiert wird
(Ravindran & Boothroyd, 2008; Schneider et al., 2007). Mithilfe von konfokaler Mikroskopie
konnte gezeigt werden, dass das Protein die Fahigkeit besitzt, sich entlang der
Wirtszellmikrotubuli zu orientieren. Eine spezifische Assoziation mit a-Tubulin wurde
weiterhin durch die Fahigkeit von TaSE mit dem a-Tubulin-Antikbrper zu kopréazipitieren,
nachgewiesen. Trotzdem zeigten die Kolokalisations- und Koimmunprazipitations-
experimente, dass nur ein Teil des exprimierten TaSE mit Tubulin interagiert. Dies kdnnte
darauf hinweisen, dass TaSE eher mit Mikrotubuli-assoziierten Proteinen als mit Tubulin
direkt interagiert. Die Tatsache, dass TaSE assoziiert mit der mitotischen Spindel vorliegt,
spricht weiterhin fir eine mdgliche Rolle in der Sicherstellung der gleichméRigen Verteilung
der Theileria-Schizonten wahrend der Zellteilung.

Ein anderes Parasitenprotein, dass als moglicher Interaktionspartner mit der Wirtszelle eine
Rolle spielen kdnnte, TaSP, ist Gegenstand dieser Arbeit. Es wurden drei verschiedene
experimentelle Ansatze gewahlt, die eine spezifische Interaktion zwischen TaSP und Tubulin

sowohl in vivo als auch in vitro bewiesen.
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Als Erstes konnte durch Immunfarbungen mit anti-TaSP- und anti-a-Tubulin-Antikérpern an
mit Theileria annulata-infizierten Leukozyten eine Kolokalisation von a-Tubulin mit TaSP
spezifisch nachgewiesen werden. Diese beobachtete partielle Kolokalisation konnte auch im
heterologen System in transfizierten Zellen mit exogen Uberexprimiertem TaSP bestatigt
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Zerstérung des Mikrotubulinetzwerkes
mit Nocodazol zu einer Aufhebung der Kolokalisation des TaSP mit a-Tubulin fihrte. Im
Gegensatz zu Nocodazol bewirkt Taxol eine vermehrte Polymerisation der Tubulindimere.
Hierbei zeigte sich in Taxol behandelten Zellen, dass TaSP mit den Tubulin-Clustern
assoziiert bleibt.

Zweitens wurde in reziproken Koimmunprazipitations-Experimenten die Existenz eines
Komplexes zwischen TaSP und a-Tubulin nachgewiesen. Die Koprazipitation mit a-Tubulin
wurde aus Zelllysat, das entweder exogenes oder endogenes TaSP exprimiert, detektiert.
Drittens konnte in ,pull down’-Experimenten mit aufgereinigten polymerisierten Mikrotubuli
und aufgereinigtem rekombinanten TaSP eine direkte Interaktion mit den Mikrotubuli
bewiesen werden. Diese direkte Assoziation konnte aber nicht fir die Tubulin-Dimere
nachgewiesen werden. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere Proteine
wie z. B. MAP2 oder tau nétig sind, um seine Mikrotubuli-interagierende Eigenschaft
auszufuhren (Dehmelt & Halpain, 2005).

Dariber hinaus ist die beobachtete Interaktion zwischen TaSP und a-Tubulin von der
Anwesenheit des Parasiten in der Wirtszelle abhangig, da eine Eliminierung des Parasiten
durch Buparvaquone-behandlung eine verminderte Koimmunprazipitation von a-Tubulin mit

TaSP zur Folge hatte.

Diese zytologischen und biochemischen Experimente liefern starke Hinweise auf einen
TaSP-Tubulin-Komplex sowohl in Theilerien-infizierten als auch in transfizierten Zellen.
Darliber hinaus weisen die Daten auf eine Mikrotubuli-Bindungsaffinitdt von TaSP hin, die
ahnlich der von anderen Mikrotubuli-assoziierten Proteinen ist.

Die Dynamik der Mikrotubuli wird von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPS) bestimmit.
Diese kdnnen in zwei Gruppen aufgeteilt werden: einige MAPs stabilisieren die Mikrotubuli,
andere fuhren zur Destabilisierung der Mikrotubuli. Stabilisierende MAPs besitzen eine
Mikrotubulus-Binde-Domane am C-Terminus und eine saure Projektionsdomane, welche an
Intermediarfilamente oder Membranen bindet und den Abstand zwischen geblndelten
Mikrotubuli bestimmt. Solche Mikrotubuli-assoziierten Proteine sind in verschiedenen
Systemen angefangen von Hefe bis hin zu Saugetieren beschrieben worden. Das
Vorhandensein von MAPs in Apikomplexa allerdings ist aufgrund der hochorganisierten
Struktur der Parasiten nicht ganz geklart (Morrissette & Sibley, 2002). Trotzdem gibt es
Hinweise darauf, das MAPs mit den Mikrotubuli assoziieren (Morrissette et al., 1997;

Morrissette et al., 1994; Morrissette & Roos, 1998). Darlber hinaus wurden u. a. in
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Genomdatenbanken von Plasmodium, Toxoplasma und Theileria putative Sequenzen von
Kinesinen und Dyneinen gefunden.

Eine nahere Betrachtung der 131 grof3en Aminosaureregion von TaSP, die in dieser Arbeit
untersucht wurde, zeigt aber keine Sequenzahnlichkeit mit anderen bekannten MAPSs.
Wahrend Proteine der MAP2/tau-Familie und MAP4 vier Repeats einer konservierten
31 Aminosduren langen Sequenz enthalten, die die Bindung an die Mikrotubuli vermittelt
(Lewis et al., 1988; West et al., 1991; Doll et al., 1993), und MAP 1B verschiedene Repeats
der Sequenz KKEE, KKEI oder KKEV (Noble et al., 1989) enthalt, konnten keine
entsprechenden sich wiederholenden Sequenzmotive in der Sequenz von TaSP, die an der
Interaktion mit Tubulin beteiligt sein muss, identifiziert werden. AuRerdem ist die
Aminosaure-Zusammensetzung der Mikrotubuli-Bindungsregion in  TaSP signifikant
verschieden von anderen MAPs: Im Allgemeinen sind Mikrotubuli-Bindedomanen basisch
und enthalten sehr viele Lysin- (K), Valin- (V), Prolin- (P) und Glycinreste (G) (Nogales,
2001). So besteht die tau-Sequenz aus Ratten aus 23 % basischen Aminosauren und hat
einen isoelektrischen Punkt von 10,3. Diese Aminosaurereste sind ebenfalls in vermehrter
Anzahl in der Proteinsequenz der extrazellularen Doméane von TaSP enthalten (Abb. 1.5 A,
S. 19). Allerdings betragt der pl von TaSP 3,95 (nach ProtPara, Tab. 3.1). Das Protein
verhalt sich somit eher sauer. Aus diesen Betrachtungen kann geschlussfolgert werden,
dass es sich bei der Interaktion von TaSP und Tubulin um eine noch unbekannte mit der
Mikrotubuli-interagierenden Doméane im TaSP handeln muss.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine starkere Assoziation mit Tubulin mit dem
kompletten TaSP-Protein moglich ist, die vielleicht durch den C-terminalen Teil von TaSP
vermittelt wird, da in dieser Arbeit nur der extrazellulare Bereich (AS 25-156) von TaSP

untersucht wurde.

4.1.2 Mogliche Rolle von TaSP in der Verteilung des  Parasiten auf die
Wirtszellen

Es stellt sich die Frage, welche Bedeutung eine Interaktion zwischen intrazellularen
Parasiten und dem Mikrotubulinetzwerk fiir das Uberleben und die Vermehrung des
Parasiten in den Wirtszellen hat. Obwohl bisher keine direkte Assoziation mit den Mikrotubuli
der Wirtszelle fUr die intrazellularen Parasiten wie Leishmania spp., Trypanosoma cruzi und
Toxoplasma gondii nachgewiesen werden konnte, wurde vor Kkurzem in dem
Apikomplexa-Parasiten Toxoplasma gondii gezeigt, dass er aktiv Wirtszellmikrotubuli
rekrutiert, um sich Uber die parasitire Vakuole (PVM) mit Nahrstoffen zu versorgen
(Coppens et al., 2006; Gruenberg & van der Goot, 2006). Dabei dienen Mikrotubuli-basierte
Einstllpungen der PVM als Leitung fir den Transport von Wirtsorganellen, den
Endolysosomen, in den Vakuolarraum des Parasiten. Dies stellt einen neuen Mechanismus
fur einen einseitigen Organellentransport und -sequestrierung dar. Dabei spielt das

Parasitenprotein GRA7 in der Sequestrierung von endozytischen Organellen der Wirtszelle
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eine wichtige Rolle. Auch spielen die Wirtszellmikrotubuli in der Zellteilung von Toxoplasma
gondii eine wichtige Rolle (Shaw et al., 2000).

Zellteilung in eukaryotischen Zellen ist eine zusammenh&angende Serie von komplexen, aber
genau koordinierten makromolekularen Prozessen. Diese beinhalten sowohl die
DNA-Synthese, die Chromosomenseparation und die Zellkernteilung (Karyokinese) als auch
die Aufteilung von Zytoplasma und Organellen auf die Tochterzellen (Zytokinese). Das
Voranschreiten durch den Zellteilungszyklus wird kontrolliert und koordiniert durch eine
Reihe von Haltepunkten, die sicherstellen, dass Mitose und Zytokinese nicht stattfinden,
bevor die DNA-Replikation erfolgreich vollendet ist (Hartwell & Weinert, 1989; Elledge,
1996).

Die DNA-Synthese des Wirtszellkerns und des Makroschizonten verlaufen nicht synchron
(Irvin et al., 1982) und sind dartber hinaus unabhangig voneinander, da die G,-Phase des
Parasiten verkirzt bzw. nicht vorhanden ist. Dieses Ph&nomen wurde auch fur andere
Apikomplexa-Parasiten beschrieben und scheint ein allgemeiner Mechanismus von
intrazellularen Parasiten zu sein. Fir Toxoplasma konnte z. B. nachgewiesen werden, dass
die Zellzykluskontrollpunkte fehlen oder herunterreguliert sind (Shaw et al., 2000; Shaw et
al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung von Inhibitoren, die die
DNA-Synthese inhibieren (z. B. Aphidocolin) oder durch Mikrotubuli-beeinflussende
Agenzien wie z.B. Nocodazol, Taxol oder Oryzalin die Replikation des Parasiten
unterbrochen wurde. Andere Gruppen konnten hingegen zeigen, dass durch
Inhibitionsexperimente und Untersuchung von Temperatur-sensitiven Mutanten von
Toxoplasma, der Zellzyklus an bestimmten Punkten wie dem G;/S- oder dem
S/M-Kontrollpunkt angehalten werden kann (White et al., 2005; Radke et al., 2001). Dies
deutet darauf hin, dass der Zellzyklus der Wirtszelle vom Parasiten kontrolliert wird.

Welche Rolle die Interaktion von TaSP, ein Oberflachenprotein von Theileria annulata, mit
den Mikrotubuli bei der Zellteilung bzw. Verteilung des Schizonten auf die Tochterzellen
spielt, ist weitgehend unbekannt. Allerdings ist bekannt, dass sich der Theileria-Parasit durch
die Anheftung an die mitotische Spindel auf die beiden Tochterzellen wahrend der
Wirtszellteilung verbreitet (Shaw et al.,, 1991). Formal existieren drei prinzipielle
Mdoglichkeiten im Hinblick auf die funktionelle Bedeutung der zuvor beschriebenen
Interaktion: (1) TaSP konnte bei der Assemblierung des Tubulins mitwirken. (2) Die
Schizonten kdnnten durch TaSP eine oder mehrere der vielen verschiedenen funktionellen
Eigenschaften der Mikrotubuli nutzen. (3) Tubulin und/oder Mikrotubuli kénnen die
TaSP-Funktion modulieren, indem sie seine zellulare Lokalisation regulieren. Noch wichtiger
ist, dass sich diese Mdglichkeiten nicht zwangslaufig ausschlieRen, was das Potential fir
komplexe funktionelle Beziehungen in den Zellen erlaubt.

Die Zellzyklus-abh&ngige Lokalisation der Schizonten - nachgewiesen durch den

TaSP-Antikorper - war besonders auffallig an der mitotischen Spindel. Wahrend der
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Interphase lag der Parasit eingebettet im Mikrotubulinetzwerk der Wirtszelle vor und verteilte
sich wahrend der Mitose zu den Spindelpolen um. Die Zellzyklus-abhangige Assoziation von
TaSP mit den Mikrotubuli konnte durch Koimmunprazipitations-Experimente an mitotischen
und Interphasezellen bestatigt werden. Ein &ahnliches Phanomen wurde in transfizierten
Zellen beobachtet.

TaSP lokalisiert dabei an allen drei Typen von Spindelmikrotubuli (Mastronarde et al., 1993):
den Kinetochormikrotubuli, den Nichtkinetochormikrotubuli der Zentralspindel in der
Anaphase und den astralen Mikrotubuli. Wahrend der Zytokinese kolokalisierten endogenes
und Uberexprimiertes TaSP mit der zentralen Spindel der ,Midzone’ und am kompletten
Midbody, wo TaSP méglicherweise den Fortschritt und die Vervollstandigung der Zytokinese
beeinflusst. Die Zytokinese wird an verschiedenen Punkten durch die Beteiligung von
verschiedenen Molekilen, die sich am Midbody ansammeln, kontrolliert (McCollum, 2005).
Diese Beobachtungen sprechen fir eine Beteiligung von TaSP an der Verteilung des
Parasiten auf die Tochterzellen.

Da TaSP mehrere vorhergesagte Phoshorylierungstellen fir die Cdc2/Cyclin-B Kinasen
besitzt (Tab. 3.1), die eine Rolle in der Regulation des Zellzyklusses spielen, kann spekuliert
werden, dass diese Cyclin-abhangigen Kinasen vielleicht eine Funktion bei der Regulierung
der TaSP-Lokalisation wahrend der Mitose ausuben. Cdc2 (oder Cdkl) ist eine
Cyclin-abhangige Kinase (CDK), die, wenn sie an Cyclin B gebunden vorliegt, den Ubergang
einer sich teilenden Zelle von der G,-Phase in die Mitose erlaubt (Jackman & Pines, 1997).
TaSP besitzt noch weitere vermeintliche Phosphorylierungsstellen (s. Anhang) fur PKA (AS
304, 217), PKC (AS 133, 188, 295, 298) und CKIl (AS 74, 93, 100). Eine Reihe von
Hinweisen zeigt, dass CKIl, PKC und PKA mit dem mitotischen Apparat und dem Zellzyklus

verbunden sind.

Auffallend war aul3erdem die partielle Lokalisation von TaSP am Mikrotubuli-organisierenden
Zentrum (,MTOC"). Sowohl wahrend der Interphase als auch der Zellteilung assoziierte TaSP
mit dem MTOC der Wirtszelle. Dies spricht fur eine funktionelle oder strukturelle Rolle des
Proteins an der Mikrotubulinukleation und -polymerisation. Ob die Beteiligung von TaSP in
der Mikrotubulidynamik von Motorproteinen oder anderen Mikrotubuli-assoziierten Proteinen
abhangig ist, bleibt noch zu untersuchen. Die Bildung (Nukleation) der Mikrotubuli in der
Zelle geht vom MTOC aus. Das MTOC besteht aus verschiedenen Proteinen wie g-Tubulin
(Oakley, 1992) und Percentrin (Dictenberg et al., 1998). Die Mikrotubuli richten ihr
Minus-Ende zum MTOC. Im Allgemeinen hat jede eukaryotische Zelle ein primares MTOC,
das Zentrosom. Das Zentrosom besteht aus einem Paar Zentriolen, das von amorphem
Material, der perizentriolaren Matrix (PCM) umgeben ist und verschiedene Proteine fur die

Regulierung der Zentrosomenverdopplung und Funktion bereitstellt. In vielen Zellen ist
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g Tubulin mit anderen Proteinen in einem 2,2 MDa grof3em Tubulin-Ringkomplex (g-TuRC)
assoziiert. Wahrend der Interphase ist das Zentrosom in der Néhe des Zellkerns lokalisiert.
Verschiedene mitotische Kinasen der Aurora-, Polo- und Nek-Familie lokalisieren zumindest
zeitweise an den mitotischen Mikrotubulistrukturen und nehmen an der Kontrolle des
Zentrosomenzyklusses sowie der Bildung der mitotischen Spindel teil. Es wird spekuliert,
dass die Zentrosomen neben ihren etablierten Funktionen auch in verschiedene
regulatorische Ereignisse des Zellzyklusses wie den Eintritt in die Mitose, die Zytokinese,
den G,/S-Ubergang und die Kontrolle von DNA-Schaden involviert sind. Das Zyklin B1-Cdk1
lokalisiert zum Beispiel am Zentrosom und induziert die mitotischen Ereignisse. Dies sind
Hinweise darauf, dass es eine Verbindung zwischen zentrosomalen Prozessen und der
Initiierung der Mitose gibt. Dartiber hinaus wird angenommen, dass die Zentrosomen eine
wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklusiibergangs von der G,-Phase in die Mitose
spielen (Kramer et al., 2004) und auch fiir den Ubergang zwischen Metaphase und
Anaphase von Bedeutung sind (Doxsey et al., 2005b). Es konnten auch bestimmte Proteine
identifiziert werden, die sowohl am Zentrosom in der frihen Mitose als auch spater am
Midbody lokalisieren und fur die Zellteilung wichtig sind (Doxsey et al., 2005a).

Trotz ihrer Bedeutung ist wenig dartber bekannt, wie die Zentrosomen mit den Mikrotubuli
auf molekularer Ebene interagieren und in welche Prozesse zentrosomale Proteine involviert
sind. Eine Reihe dieser Proteine konnte bislang identifiziert werden. Es scheint, dass sie
neben ihrer abweichenden Aminosauresequenz eine gemeinsame Sekundarstruktur teilen:
Alle sind coiled-coil Proteine. TaSP weist allerdings keine Sequenzidentitdt mit schon
bekannten zentrosomalen Proteinen, wie z. B. Zentrosomin (Li et al., 1998), Kendrin (Flory et
al., 2000), Ninein (Bouckson-Castaing et al., 1996), PACT-Domaéanen- (Gergely et al., 2000)
oder den TACC-Domanen-Proteinen (Gilingham & Munro, 2000) auf. Durch die
Sekundarstruktur sind zentrosomale Proteine in der Lage, ein Gerist zu formen, an das
assoziierte Proteine sowie der sogenannte g TURC-Komplex zu binden. Vielleicht ist TaSP in
der Rekrutierung oder Verankerung von gTURCs (,gtubulin ring complex’) an das
Zentrosom, welches eine Grundvoraussetzung fir die Mikrotubulinukleation ist, involviert.
Fur andere Apikomplexa-Parasiten konnte ebenfalls eine Assoziation mit den Zentrosomen
nachgewiesen werden. So wurde in Toxoplasma gondii gezeigt, dass der Parasit wahrend
der Zellteilung eng mit den Zentrosomen verbunden ist (Striepen et al., 2000). Die
biologische Signifikanz der Zentrosomenlokalisation von TaSP ist allerdings nicht geklart und

bedarf weiterer Untersuchungen.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Tubulin und Mikrotubuli in der Lage sind, zellulare
Signalwege Uber die direkte Interaktion mit einer Reihe von Sighalmolekilen zu beeinflussen
(Roychowdhury & Rasenick, 1997; Roychowdhury & Rasenick, 1994). Da sich die

Schizonten in der perinuklearen Region der Wirtszelle aufhalten und dort mit dem
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Tubulingertist der Wirtszelle assoziiert vorliegen, ist eine direkte Nutzung des
Tubulingertistes als Transportweg zu vermuten. Nach einer interessanten Hypothese
interagiert der Parasit Uber seine Assoziation mit dem Mikrotubulinetzwerk mit den
Signaltransduktionswegen der Wirtszelle. T. annulata-Parasitenproteine der AT-hook-Familie
(TashAT, TashHN und SuAT1) konnten im Wirtszellkern detektiert werden (Swan et al.,
1999; Swan et al.,, 2001; Shiels et al., 2004). Daher kann die Ausnutzung des
Mikrotubulinetzwerkes als Transportweg nicht ausgeschlossen werden. Zudem wurde eine
Einflussnahme der Parasiten auf das Zytoskelett der Wirtszelle durch das vermutlich
sezernierte Protein SUAT1 von Shiels et al. (2004) beschrieben. Das Protein SUAT1 scheint
vermehrt im Wirtszellkern infizierter Makrophagen lokalisiert zu sein und bt nach einer
Transfektion in eine bovine Makrophagen-Zelllinie (BoMac) direkten Einfluss auf das
Expressionsprofil von Zytokeratin aus.

Nicht ganz ausgeschlossen werden kann die Mdéglichkeit, dass das Tubulingerist im Falle
des TaSP-Proteins als Transportmatrix genutzt wird, wie dies bei einigen Viren der Fall ist.
Jedoch muss dies noch durch gezielte Untersuchungen mit den Motorproteinen Kinesin und
Dynein, die sich zusammen mit ihrer Fracht entlang der Mikrotubuli bewegen, gezeigt
werden. Es kann des Weiteren nicht ausgeschlossen werden, dass der Parasit Uber die
Assoziation mit den Mikrotubuli an andere Wirtszellproteine bindet, die er fur die

Aufrechterhaltung seines eigenen Metabolismus benétigt.

Basierend auf der beobachteten verlangsamten elektrophoretischen Beweglichkeit von TaSP
in der SDS-PAGE ist es sehr wahrscheinlich, dass es posttranslational modifiziert wird.
Posttranslationale Modifikationen wie z. B. die Phosphorylierung finden in eukaryotischen
Zellen, aber nicht in prokaryotischen Zellen wie E. coli statt. Die Fahigkeit der MAPs
Mikrotubuli zu binden, kann durch die Phosphorylierung der MAPs durch MAP-Kinasen
beeinflusst werden (Drewes et al., 1998). Fir die Phosphorylierung konnte weiterhin
demonstriert werden, dass sie die Fahigkeit von Tubulin mit Membranen zu interagieren,
reguliert (Hargreaves et al., 1986). Im Western blot zeigte sich eine verschobene
immunreaktive Bande von endogenem TaSP bei einer GréRe von ca. 47 kDa. Die Natur
dieser Modifikation, die fur diese Bandenverschiebung verantwortlich ist, ist allerdings
unbekannt und muss noch n&her untersucht werden. Die Identitdt der 47 kDa
anti-TaSP-Bande als TaSP konnte jedoch durch Prdabsorptionsexperimente mit dem
TaSP-Antigen bestatigt werden. Im Moment kann Uber die funktionelle Bedeutung dieser
Modifikation allerdings nur spekuliert werden. Auffallend war, dass sowohl im Fall endogenen
als auch im Fall des exogenen TaSP eine Diskrepanz von ca. 12 kDa zwischen
vorhergesagter und im Western blot bestimmter Proteingrof3e bestand. Interessanterweise
ist dieser GrofRRenunterschied im Molekulargewicht von 12 kDa fir die Sumoylierung

beschrieben worden. Die SUMO-(,Small Ubiquitin-like Modifier’) Proteine bilden eine Familie
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von 12 kDa grof3en Proteinen, die kovalent an andere Proteine binden, um ihre Funktion zu
modifizieren. Daruber hinaus besitzt das TaSP Protein vier mit SUMOplot vorhergesagte
Sumoylierungsstellen (Tab. 3.1 und s. Anhang), sodass eine solche posttranslationale
Modifikation sehr wahrscheinlich ist. Sumoylierung ist in einer Vielzahl von zellularen
Prozessen wie Zellkern-Zytoplasma-Transport, transkriptionelle Regulation, Apoptose,
Proteinstabilitdt, Stressantwort und Fortschreiten des Zellzyklus beteiligt (Hay, 2005).
SUMO-Proteine ahneln dem Ubiquitin. Die Sumoylierung steht unter der Regie einer
enzymatischen Kaskase, die analog zu der in der Ubiquitinierung ist, nur dass die mit SUMO
markierten Proteine im Gegensatz zu Ubiquitin nicht degradiert werden. Die Sumoylierung
der Zielproteine zeigt sich in einer Reihe von verschiedenen Auswirkungen wie z. B. einer
veranderten Lokalisation oder veranderten Bindungspartnern. Die SUMO-Modifikation von
hNinein z. B. fihrt zu einer Translokation vom Zentrosom in den Zellkern (Cheng et al.,
2006). In vielen Fallen korreliert die SUMO-Modifikation von transskriptionellen Regulatoren
mit der Inhibition der Transkription (Gill, 2005).

Interessanterweise besitzt TaSP eine weitere vorhergesagte Modifikation (s. Anhang), die
Sulfatierung eines Tyrosin-Restes (AS 152). Dabei wird eine Sulfatgruppe an die
Tyrosinseitengruppe angehangt. Sekretierte Proteine und der extrazellulare Teil von
Membranproteinen, die durch den Golgi-Apparat transportiert werden, konnen sulfatiert
werden. Diese posttranslationale Modifikation verstarkt Protein-Protein-Interaktionen und
konnte deshalb auch eine entscheidene Rolle in der Bildung des TaSP-Tubulin-Komplexes
spielen. Dies muss aber noch weiter untersucht werden.

Ein Tumorsuppressor-Protein, welches ebenfalls eine Prolin-Glutamin-reiche Region mit
Transkriptions-regulierender Funktion aufweist, ist WT1, das Wilms-Tumor-Genprodukt
(Rauscher, 111, 1993). Es ist also nicht auszuschlieen, dass TaSP auch eine Funktion als
Transkriptionsfaktor erfiillt. Ein Hinweis hierauf ist die Tatsache, dass Teile von TaSP im
Zellkern nachgeweisen werden konnten, so wie es auch fir andere Tumorsuppressoren
beschrieben ist.

Des Weiteren besitzt TaSP ebenso wie PIM zwei Cysteinaminosauren am C-terminalen
Ende, die als Zielsequenz fir die Isoprenylierung von verschiedenen Proteinen, wie solche
der ras-verwandten rab-Proteinfamilie beschrieben sind. Es wird angenommen, dass solche
Prenylgruppen die Anheftung an Zellmembranen, &hnlich den GPI-Ankern, erleichtern. Es
konnte aul3erdem gezeigt werden, dass diese Modifikation fur die Protein-Protein-Bindung

wichtig ist.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die TaSP-Tubulin-Interaktion und eine
mogliche Interaktion des TaSP-Tubulin-Komplexes mit anderen Proteinen, die die

Assoziation zwischen TaSP und Tubulin beglinstigen, zu bestimmen.
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4.2 p53 ist mdglicherweise durch Ta6TMP am Schizont  en
arretiert

4.2.1 Funktion von p53 in  T. annulata -infizierten Lymphozyten und anderen
leukoproliferativen Theilerien

Vor mehr als einem Jahrzehnt gab es zum ersten Mal Hinweise darauf, dass einzellige
Parasiten wie z. B. Leishmania donovani den apoptotischen Zelltod ihrer Wirtszelle
manipulieren wie es zuvor schon fur Viren und Bakterien beschrieben wurde (Benedict et al.,
2002). Seitdem konnte die Zahl der Parasiten, die die Apoptosesignalwege in der Wirtszelle
modulieren - darunter auch bestimmte Theilerien-Spezies - erweitert werden. Die
unterschiedlichen Einzeller verwenden verschiedene Strategien, um die Wirtszelle zu
manipulieren. Dies schliel3t die Induktion und die Inhibition des apoptotischen Zelltodes als
auch die gleichzeitige Auslosung von sowohl pro-apoptotischen als auch anti-apoptotischen
Aktivitaten ein (Heussler et al.,, 2001b). Intrazellulare Protozoen wie Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii und Theileria spp. haben Mechanismen entwickelt,
die die Apoptose in der infizierten Wirtszelle unterdriicken oder verzdogern (Schaumburg et
al., 2006).

Die Infektion von Zellen mit intrazellularen Parasiten ist normalerweise ein Stresssignal der
Zelle, das zur Apoptose fihrt. Sie ist deshalb im Allgemeinen ein angeborener
Verteidigungsmechanismus gegen intrazellulare Pathogene. Dies konnte bereits flr einige
Viren beschrieben werden. Die Gruppe der intrazellularen Einzeller bildet damit eine
Ausnahme, indem Sie die spontane Wirtszellapoptose oder die durch stressverwandte pro-
apoptotische  Stimuli  induzierte Apoptose inhibiert und somit das naturliche
Selbstmordprogramm der Zelle blockiert. Zu diesen Einzellern gehdren Leishmania ssp.,
T. cruzi, T. gondii, C. parvum, Theileria ssp. und P. berghei. Das Ausmal3 der Inhibierung
variiert aber sowohl zwischen den verschiedenen Parasitenspezies als auch zwischen den
verschiedenen Wirtszelltypen. Im Fall von T. parva, T. annulata, Toxoplasma und
Leishmania scheint die Aktivierung des nuklearen Transkriptionsfaktors kB (NFkB) fur den
Schutz der infizierten Zelle vor Apoptose entscheidend zu sein (Heussler et al., 2002; Moore
& Matlashewski, 1994; Nash et al., 1998).

Theileria-Parasiten sind Meister in der Manipulation der Wirtszelle, da sie nicht nur die
apoptotischen Signalwege inhibieren, sondern auch die unkontrollierte Proliferation im
infizierten Leukozyten induzieren und die Wirtszelle somit transformieren (Heussler et al.,
2006). Diese parasitierten Zellen kénnen in vitro kultiviert werden und zeigen verschiedene
phanotypische Eigenschaften, die flir Tumorzellen charakteristisch sind. Eine wichtige
Aufgabe ist es deshalb, Parasiten-induzierte Ereignisse und Molekille zu identifizieren, die
direkt zur Induktion und Aufrechterhaltung des Phénomens der Transformation beitragen.
Obwohl schon Veradnderungen im Expressionprofii von wichtigen regulatorischen

Wirtszellmolekilen (z. B. NFkB) in immortalisierten Zellen charakterisiert wurden, ist bis jetzt
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unbekannt, wie die Infektion der Wirtszelle durch den Parasiten diese Verdnderungen
initiiert.

Vor Kurzem wurde der p53-Apoptose-Signalweg mit den beteiligten pro- und
anti-apoptotischen Proteinen in Theileria annulata untersucht (Haller, 2004). Dabei zeigte
sich, dass der klassische p53-Apoptose-Signalweg inhibiert ist und pro-apoptotische Gene
wie Apaf-1 und Bax herunterreguliert und das anti-apoptotische Gen Bcl-2 hochreguliert
werden. Die Inhibierung der p53-vermittelten Apoptose ist auf die Arretierung von p53 im
Zytoplasma der Wirtszelle zuriickzufihren. Dass diese zytoplasmatische Arretierung
parasitenabhéangig ist, konnte durch Behandlung des Parasiten mit einem theileriziden
Medikament bewiesen werden. Nach der Tétung des Parasiten konnte p53 im Zellkern der
Wirtszelle nachgewiesen werden. Die Translokation von p53 korrelierte mit der vermehrten
Expression von pro-apoptotischen und der verminderten Expression von anti-apoptotischen
Proteinen.

Des Weiteren konnte in der Arbeit von Haller (2004) gezeigt werden, dass das
p53-Wirtszellprotein in infizierten Leukozyten am Parasiten lokalisiert, sodass die Vermutung
nahe liegt, dass p53 mit einem Parasitenprotein interagiert.

Deshalb wurde in dieser vorliegenden Arbeit die Lokalisation von p53 an isolierten
Schizonten untersucht. Dabei zeigte sich eine direkte spezifische Assoziation von p53 mit
der Membran des Parasiten. Dass es sich hierbei um einen allgemeinen Mechanismus fir
lymphoproliferative Theileria spp. zur Inhibierung des Apoptosesignalweges von p53 handeln
muss, konnte ebenfalls durch die Assoziation von p53 mit der Membran isolierter T. parva
Schizonten nachgewiesen werden. Weiterhin wurde bewiesen, dass p53 auch in mit
T. lestoquardi infizierten Zellen mit der Membran des Schizonten kolokalisiert. p53 wird also
moglicherweise durch ein oder mehrere Parasitenproteine an die Oberflache des Schizonten
rekrutiert und arretiert, wodurch der Apoptose-Signalweg von p53 inhibiert wird.

Die Immortalisierung der Wirtszelle wird entweder durch Proteine, die direkt Uber die
Schizontenmembran ins Zytoplasma der Wirtszelle sekretiert werden oder durch Proteine,
die auf der Parasitenoberflache vorhanden sind und somit ebenfalls in direkten Kontakt mit
dem Wirtszellzytosol stehen, hervorgerufen.

Ein moglicher Interaktionspartner von p53 konnte das von Haller (2004) beschriebene
Ta6TMP sein, welches eine Homologie zu dem Humane Papillomvirus 18 EG6-Protein
aufweist. Dieses virale Protein wurde in anderen Systemen als transformationsrelevant
beschrieben, indem es p53 bindet und durch proteosomale Degradierung inaktiviert
(Scheffner et al., 1990).
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4.2.2 Charakterisierung und Untersuchungen zur Funk  tion eines
potentiellen Interaktionspartners von p53 — Ta6TMP

Die phylogenetische Analyse des Ta6TMP-Proteins in verschiedenen Apikomplexa-Spezies
ergab verschiedene Cluster. Dabei bildeten die Theilerien spp. eine eigene Gruppe, in der
T. annulata naher mit T. lestoquardi als mit T. parva verwandt ist. Da Ta6TMP
hochkonserviert in leukoproliferativen Theilerienarten vorhanden ist (T. lestoquardi,
T. parva), ist es mdglich, dass das Protein an der Transformation der Wirtszelle beteiligt ist,
z. B. durch die Arretierung des p53-Proteins im Zytoplasma und damit verbundene
Inhibierung des p53-Apoptoseweges.

Bei Ta6TMP handelt es sich um ein nicht-sekretorisches Membranprotein. Es konnten in der
vorliegenden Arbeit vermehrt Hinweise daflr erbracht werden, dass Ta6TMP an der
Inhibierung des p53-Apoptose-Signalweges beteiligt sein kénnte. So konnte im heterologen
System eine partielle  Kolokalisation von Ta6TMP mit p53 in  exogen
Ta6TMP-Uberexprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Dies war sowohl fur den
N-terminalen wie auch den C-terminalen Teil von Ta6TMP zu beobachten.

Besonders auffallend war die Lokalisation des C-terminalen Teils von in COS-7-Zellen
uberexprimierten Ta6TMP, der in den Nukleoli detektiert wurde. Die funktionelle Bedeutung
dieser nukleolisomalen Lokalisation ist allerdings unbekannt. Mdglicherweise spielt die
nukleolare Lokalisation von COOH-Ta6TMP eine wichtige Rolle in der Vermittlung der
p53-Aktivitat, und die Relokalisation ist notwendig, um vorgeschaltete Sighalwege zu
beeinflussen.

Eine PEST-Doméne, die fur den proteosomalen Abbau von Proteinen verantwortlich sind,
konnte in der Ta6TMP-Sequenz nicht identifiziert werden.

Ta6TMP besitzt ebenfalls verschiedene vorhergesagte Sumoylierungsstellen (Tab. 3.2 und
s. Anhang), die wahrscheinlich fur die Lokalisation von COOH-Ta6TMP im Nukleolus
verantwortlich ist. Mdglicherweise reguliert Ta6TMP die Aktivitat seiner Bindungspartner tber
posttranslationale Modifikationen.

Als Nukleolus bezeichnet man das Kernkdrperchen eukaryotischer Zellen. Es ist eine
membranlose Organelle im Zellkern (Shaw & Jordan, 1995). Der Nukleolus ist die
hervorstechendste Struktur in einem Zellkern. Dort findet die Transkription der ribosomalen
RNA (rRNA), die prARNA-Prozessierung und der Zusammenbau der Untereinheiten des
Ribosoms statt. Man kann sie als Ribosomenfabriken der Zelle ansehen. Einige weitere
Funktionen schlieBen die Interaktion mit viralen Komponenten, die Regulation mit
Tumorsuppressor-Proteinen, die Kontrolle der Zellalterung und die Modulation der
Telomerasefunktion ein (Olson et al., 2002).

Strukturell lasst sich der Nukleolus in drei Regionen unterteilen: eine fibrillare Region, die
dichte fibrillare Komponente (DFC) und die granuldre Komponente (GC). In vielen Nukleoli

lasst sich noch eine weitere Substruktur finden: das fibrillare Zentrum (FC), das vom DFC
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und GC umgeben wird. Interessanterweise lokalisierte die C-terminale Domé&ne von Ta6TMP
nur in der granuldren Region der Nukleoli.

Kern- bzw. Nukleoluslokalisierungssignale an Proteinen wurden intensiv untersucht. Die
Lokalisation im Zellkern ist zurlckzufihren auf ein kurzes NLS-Sequenzmotiv (‘nuclear
localisation motif’) aus einer oder zwei kurzen AS-Sequenzen, die reich an den positiv
geladenen AS-Resten von Lysin und Arginin sind. In einigen Krebsarten konnte eine erhthte
nukleolare Aktivitat nachgewiesen werden. Auch in viralen Infektionen ist der Nukleolus eine
Zielstruktur (Wurm et al., 2001; Siomi et al., 1990; Matthews & Russell, 1998). Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass verschiedene Tumorsuppressoren und Protoonkogene die
Produktion von Ribosomen beeinflussen (Ruggero & Pandolfi, 2003). Die Zerstérung von
einem oder mehreren Schritten, die die Proteinbiosynthese kontrollieren, konnte mit
Anderungen im Zellzyklus und der Regulation des Zellwachstums in Verbindung gebracht
werden. Es wird deshalb angenommen, dass bestimmte Tumorsuppressoren und
Protoonkogene das Tumorwachstum regulieren, indem sie die Proteinbiosynthese
beeinflussen. Zum Beispiel konnte eine gesteigerte rRNA-Synthese durch c-myc
nachgewiesen werden. Fur das Tumorsuppressor-Protein p53 hingegen fiihrte die Abnahme
der Ribosomenproduktion zu einer p53-abhangigen und nichtabhangigen Apoptose,
wohingegen die Zerstorung des Nukleolus zu einer p53-Stabilisierung fuhrte. Zumindest die
Verbindung zwischen dem p53-Signalweg und dem Nukleolus ist durch die Lokalisation des
MDM2-Proteins im Nukleolus geschaffen (Olson & Dundr, 2005). MDM2 ist eine
E3-Ubiquitinligase, die an der Degradierung von p53 involviert ist.

Interessanterweise ist die nukleolare Lokalisierung fir einige Virusproteine beschrieben
(Hiscox, 2002). In diesem Zusammenhang sind sogenannte NOS- (‘nucleolar targeting
sequence’) Sequenzen bekannt, die verschiedene virale Proteine in den Nukleolus leiten.
Die nukleoldare Lokalisation des Rev-Proteins des HI-Virus hangt von der Interaktion des
viralen Proteins mit B23, einem nukleolaren Phosphoprotein, ab (Dundr et al., 1995). Dies
gilt auch fur das Rex-Protein von HTLV-I. Die Interaktion wird durch eine basische Sequenz
in den viralen Proteinen vorangetrieben. Eine solche Sequenz konnte in Ta6TMP allerdings
nicht vorhergesagt werden, sodass anzunehmen ist, dass eine bis jetzt unbekannte Sequenz
die nukleoldare Lokalisation bestimmt. Die bevorzugte nukledre Lokalisation von
COOH-Ta6TMP kann nicht durch einfache Diffusion erklart werden, da unfusioniertes GFP
nicht bevorzugt innerhalb des Zellkerns lokalisiert. Kleine Proteine bis etwa 40 kDa kdnnen
durch die Kernporen passiv hindurch diffundieren, wahrend gréfl3ere Proteine aktiv in den
Kern durch  Importine  transportiert ~werden  missen. Importine  erkennen
Kernlokalisationssignale, binden die entsprechenden Proteine und transportieren sie durch
die Pore in den Zellkern. Trotzdem kann ausgeschlossen werden, dass die bevorzugte
nukle&re Lokalisation von COOH-Ta6TMP zusatzlich von einem gestdrten Zellkernexport als

Folge der fehlenden Aminosauresequenzen abhangig ist, da das komplett exprimierte
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exogene Ta6TMP-Protein zytoplasmatisch und nicht nuklear lokalisiert war. Im Gegensatz zu
ektopisch exprimierten COOH-Ta6TMP konnte das endogene Ta6TMP nicht im Zellkern

gefunden werden. Dies kdnnte allerdings auf quantitative Unterschiede zurtickzufiihren sein.

Als Transfektionsmodell wurden in dieser Arbeit vorrangig COS-7-Zellen verwendet, die
stabil mit einer Mutante des SV40-Virus transformiert sind und das sogenannte T-Antigen
exprimieren. Es wird angenommen, dass SV40 die transkriptionellen Eigenschaften von p53
durch das SV40 Antigen supprimiert (Sheppard et al., 1999). p53 liegt in dieser Zelle im Kern
vor. Die gleichen Transfektionsstudien wurden auch in der HeLa-Zelllinie mit dem gleichen
Ergebnis durchgefiihrt. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine HPV-18-positive humane
Gebarmutterhalskrebszelllinie, in der p53 vorrangig im Zellkern vorliegt. Weitere Zelllinien,
die in dieser Arbeit verwendet wurden, waren die CHO- und HEK-Zellen, in denen p53
funktionell intakt ist. Trotzdem konnten keine Verdnderungen des Phanotyps in mit dem

HPV-E6-Homolog Uberexprimierten Ta6TMP in diesen Zelllinien beobachtet werden.

Zur Aufrechterhaltung der Transformation ihrer Wirtszellen missen Schizonten die
Transformation initiieren, aufrechterhalten, ihre eigene Teilung mit der der Wirtszelle
synchronisieren und sich in den entstehenden neuen Zellen etablieren. In diesem
Zusammenhang konnten die beiden zuvor beschriebenen Proteine, TaSP und Ta6TMP, eine
Rolle spielen. Die Bedeutung von TaSP kénnte darin liegen, dass es eine direkte Interaktion
mit dem Zytoskelett der Wirtszelle eingeht. Diese Interaktion konnte eine Rolle bei der
Verteilung der Schizonten wahrend der Teilung der Wirtszelle erfillen. Auf der anderen Seite
ist es anzunehmen, dass Ta6TMP an der Arretierung von p53 in der Wirtszelle beteiligt sein

koénnte, wodurch der p53-Apoptoseweg inhibiert wird.
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Anhang

Anhang

Bioinformatische Daten fir TaSP:

SUMOplot™ Prediction fur TaSP

Developed by Abgent, copyright 2003-2004

Protein ID: | N/A
Defintion: | N/A

Length: | 314 aa

1 MKFFYLFVLF PILLKFCECG PFLPLDRQLN PIDFDPNDDQ
HPLDPDQLID

51 QIEPSEQPAQ QEPIEPQQPT QPSTEPEELQ PETVTVEVPE
PVTSEEPKES

101 DQTEEQKHEE PEASPAPEPV DEPAVHATES TPTKASSSGD
GAAVCHGKHH

151 DYDSDGKESK SDHDKRPKDK KPFVPKTSQC CGSYFTNSYK
ITVAFDWWLC

201 DKPWQYALTL LALFGFSLLS PCLKAYREVL RAKAIRSFIF
DCFLTHLFLF

251 LIAFCAYALD FLLMLVVMTF NVGVFFAVIT GYTVGYLVSS
LAYSTLRSHP

301 ARSSSFSRIN EDCC

B Motifs with high
probability

B Motifs with low
probability

B Overlapping Motifs

No. | Pos. Group Score | No. Pos. Group Score
1 K107 | DQTEEQKHEEPEAS | 0.50 4 K165 | SKSDHDKRPKDKKP | 0.39
2 K2 MKEF YLFVL | 0.45 5 K171 KRPKDKKPFVPKTS ' 0.13
3 | K170 DKRPKDKKPFVPKT | 0.39
Sulfinator
Input processed on Wed May 7 21:37:22 CEST 2008:
E-cutoff value is 55
Protein / sequence Position E-value Sequence
name
TaSP 152 [11] GKHHIYDSDGKESKSDH

Sequence(s) processed:
Sulfated tyrosines detectet(of 10)

Number of proteins with at least one Hit:

+++dYd + e+ +



Anhang

NetPhoskK 1.0 Server - prediction results

Technical University of Denmark

Method: NetPhosK without ESS filtering:
Query: Sequence

Site Kinase Score
T-70 DNAPK 0.55
T-70 cdc2 0.51
T-74 CKIl 0.60
T-85 cdc2 0.51
T-93 CKII 0.63
S-94 CKIl 0.52
S-100 CKIlI 0.65
T-103 CKII 0.52
S-114 p38MAPK 0.50
S-130 PKC 0.56
T-131 cdk5 0.60
T-133 PKC 0.75
S-137 cdc2 0.55
Y-152 INSR 0.52
S-154 CKIlI 0.59
S-154 PKC 0.53
S-159 CKIl 0.57
S-161 CKIl 0.57
S-161 cdc2 0.50
S-183 PKC 0.58
S-188 PKC 0.77
T-192 PKC 0.58
T-209 PKC 0.56
S-217 PKA 0.52
S-217 cdc2 0.50
S-220 p38MAPK 0.61
Y-226 EGFR 0.53
S-237 PKC 0.55
S-289 PKC 0.64
S-289 cdc2 0.53
S-290 DNAPK 0.53
S-294 PKC 0.54
S-294 cdc2 0.56
S-294 GSK3 0.50
T-295 PKC 0.87
S-298 PKC 0.79
S-304 PKC 0.59
S-304 PKA 0.52
S-304 cdc2 0.51
S-305 RSK 0.57
S-305 cdc2 0.54
S-307 CKI 0.54

Highest Score: 0.87 PKC at position 295



Anhang

Bioinformatische Daten fur Ta6TMP:

SUMOplot™ Prediction fur Ta6TMP

Developed by Abgent, copyright 2003-2004

Protein ID: | N/A
Defintion: | N/A

Length: | 394 aa

1 MDSTLIVDSK SKSLDVSDSK HDLFIEVDYP LPFNIDSSTS B Motifs with high
IEIEIESSIK probability
51 QFMSMLKSY! FRIVLITIAL IVVLFFQGLL MLKSDTYYMT
TNRIPLLDRI 0 e
101 HELLEDVNHP FTPAMCNIFM FTIVWAGILR IILFTPLFYL Motifs with low
FEMALRYIFL probability
151 FGTAYFIRGF FIFATTIPSC YYNCNPDLKK RSFFPLLIRI
ISGYMGIATN B Overlapping Motifs
201 CTDLIVSGHT MFTVITCILF VENAKYLITK VILVLYTGFV
LFLIVACKYH
251 YTVDVLLGLS IAILLHFYYY SRIDDFGTYT HNKIFNYGSE
SFIGAKKTKL
301 YYSPITRFLV RMEMLEEKMI LGQKLRALYL RVNDQKSLID
KKLLKKFNHF
351 VRLFGADESD DLLTLYRGTR NMNFYYWKYL YRKMFKKKKI VEV

No. | Pos. Group Score | No. | Pos. Group Score
1| K83 QGLLMLKSDTYYMT | 0.91 3 | K345 IDKKL LKKFNHFVR | 0.56
2| K50 EIESS IKQFMSMLK| 0.59 4 K383 | WKYLY RKMFKKKKI | 0.09



Anhang

NetPhoskK 1.0 Server - prediction results

Technical University of Denmark

Method: NetPhosK without ESS filtering:
Query: Sequence

Site Kinase Score
T-4 PKC 0.55
S-13 GSK3 0.50
S-17 CKIl 0.51
S-38 CKIl 0.56
S-38 cdc2 0.50
T-39 CKII 0.69
T-39 PKC 0.53
S-40 CKIl 0.59
S-40 CKI 0.57
S-47 CKIl 0.50
S-48 PKC 0.62
S-58 PKC 0.79
S-84 PKA 0.54
T-86 «cdc2 0.51
Y-88 INSR 0.50
T-90 PKC 0.72
T-91 PKC 0.69
T-112 p38MAPK 0.51
T-112 cdk5 0.52
T-112 GSK3 0.50
T-165 PKC 0.57
S-182 PKA 0.73
S-182 PKG 0.52
S-192 PKA 0.76
T-213 PKC 0.61
Y-251 INSR 0.51
S-260 PKA 0.69
Y-269 INSR 0.50
T-278 PKC 0.68
T-280 PKC 0.51
S-291 CKI 0.55
S-291 PKC 0.66
T-298 PKC 0.73
S-303 cdk5 0.55
S-337 PKC 0.62
S-359 CKIlI 0.65
S-359 PKA 0.59
T-364 PKC 0.64
T-369 PKA 0.64
Y-376 INSR 0.51

Highest Score: 0.79 PKC at position 58
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