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Zusammenfassung 

1. ZUSAMMENFASSUNG 

Mit der Evolution der Eukaryoten entwickelten sich aus einem Eubakterium, das von 

einem Wirt aufgenommen wurde, der unter der einfachsten Annahme ein Archae‐

bakterium war, die vielfältigen Formen der  energieliefernden Organellen  eukaryo‐

tischer  Zellen:  aerobe  Mitochondrien,  anaerobe  Mitochondrien,  Mitosomen  oder 

Hydrogenosomen.  Neben  der  sich  entwickelnden  Kompartimentierung  des  Stoff‐

wechsels zeichnete sich während der Evolution dieser Organellen eine Entwicklung 

des Organellengenoms ab, die bis zum  teilweisen oder völligen Verlust  führte; die 

Gene wurden  im Zuge des  endosymbiontischen Gentransfers  an den Zellkern des 

Wirts  übertragen  oder  gingen  verloren. Während  Mitochondrien  noch  Teile  des 

Genoms besitzen,  fehlt es den Mitosomen und den meisten Hydrogenosomen. Der 

endosymbiontische  Gentransfer  bedingte  die  Entwicklung  einer  Proteinimport‐

maschinerie,  damit  im  Cytosol  exprimierte  Proteine  in  die  Organellen  importiert 

werden können. Für den Transport der hydrogenosomalen Proteine in das Organell 

tragen  die  Präproteine  in  der  Regel N‐terminale  Verlängerungen,  die  dem  reifen 

Protein nach dem Import fehlen. Neueste Untersuchungen zeigen, dass die N‐termi‐

nalen  Extensionen  für  einen  Import  in  die  Hydrogenosomen  nicht  zwingend 

erforderlich  sind.  Es  wurden  Anzeichen  dafür  festgestellt,  dass  es  auch  interne 

Signale für den Import geben könnte. In dieser Dissertation wurde die Existenz eines 

internen Transitsignals  in der Thioredoxin Reduktase TrxRh2, einem Matrixprotein 

der Hydrogenosomen des mikroaerophilen Protisten Trichomonas vaginalis, nachge‐

wiesen. Dieses Ergebnis resultierte aus homologer Expression von Fusionsproteinen, 

die  aus  reziprok  ausgetauschten  Blöcken  zweier  sich  im  Importverhalten  unter‐

scheidenden  Thioredoxin Reduktasen  bestanden. Die  Ergebnisse  lassen  vermuten, 

dass  das  interne  Signal  –  wie    bei  der  mitochondrialen  Adenylat  Kinase  –  mit 

Sekundärstrukturen (amphipathische α‐Helices) verbunden sein könnte.  

  Der  Stoffwechsel  der  Eukaryoten  ist  durch  die  Existenz  mehrerer  Zellräume 

kompartimentiert und somit einer Strukturierung unterlegen. Auch die Enzyme, die 
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an Stoffwechselwegen  im Cytosol der Zelle beteiligt sind, diffundieren nicht  frei  in 

der Zelle,  sondern  strukturieren  sich  zu  einem Netzwerk. Bei diesem Prozess  ent‐

stehen auch  Interaktionen mit Makromolekülen und Bindungen an Zellstrukturen, 

wie  Membranen.  Eine  Proteomanalyse  der  Hydrogenosomen  von  Trichomonas 

vaginalis  zeigte  die Möglichkeit  auf,  dass  die  typischerweise  im Cytosol  der Zelle 

lokalisierten glykolytischen Enzyme mit diesen Organellen assoziiert  sein könnten. 

Zur  subzellulären  Lokalisation  der  Glykolyse  in  dem  Protisten wurden  in  dieser 

Dissertation acht der zehn glykolytischen Enzyme  erfolgreich homolog  exprimiert. 

Bei  diesen  Experimenten  konnte  ausschließlich  für  die  Phosphofruktokinase  eine 

Lokalisation in der hydrogenosomalen Membranfraktion nachgewiesen werden. Der 

experimentelle Nachweis, ob dieses Enzym eine aktive Phosphofruktokinase ist, die 

an der Glykolyse beteiligt  ist, steht noch aus. Es konnte  in dieser Dissertation keine 

Assoziation der Glykolyse mit den Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis fest‐

gestellt werden, wie  sie  für aerobe Mitochondrien einiger Organismen beschrieben 

worden ist. 



Summary 

2. SUMMARY 

During  the  evolution  of  eukaryotes  a  eubacterium  came  to  reside within  a  host, 

under  the  simplest  assumption  an  archaebacterium.  That  symbiont  gave  rise  to 

various  forms  of  energy  producing  organelles  of  eukaryotic  cells:  aerobic 

mitochondria, anaerobic mitochondria, mitosomes or hydrogenosomes.  In addition 

to  the  compartmentalisation  of  the  metabolism,  the  organellar  genome  was 

relinquished  in parts or completely during  the evolution; genes were either  lost or 

transferred  into  the  host  nucleus.  While  mitochondria  still  contain  genomes, 

mitosomes  and  the most  hydrogenosomes  lost  them  completely.  Endosymbiontic 

genetransfer  required  the  developement  of  a  protein  import  machinery,  so  that 

proteins  expressed  in  the  cytosol  could  be  imported  into  the  organelles. 

Hydrogenosomal  preproteins  usually  carry  an N‐terminal  extension  for  transport 

into the organelles, which is absent from the mature protein. Recent studies revealed 

that  these  N‐terminal  extensions  are  not  always  necessary  for  import.  There  is 

evidence  that  internal  targeting  signals  in  the mature  protein  could  exist.  In  this 

dissertation  an  internal  targeting  signal  in  the  hydrogenosomal  matrix  protein 

thioredoxin reductase TrxRh2 from the microaerophilic protist Trichomonas vaginalis 

was  identified.  This was  done  by  homologous  expression  of  fusion  proteins with 

reciprocally  exchanged  sequence  blocks  from  two  highly  conserved  thioredoxin 

reductases, which  differ  in  their  import  behaviour.  The  results  suggest,  that  this 

internal targeting signal might be associated with secondary structures (amphipathic 

α‐helices) as in the mitochondrial adenylat kinase from yeast. 

  The  metabolism  of  eukaryotes  is  compartmentalised.  The  enzymes  that  are 

involved  in  cytosolic metabolic pathways do not  freely diffuse  in  the  cell, but  are 

arranged in a network as well. They interact with macromolecules and are bound to 

cell structures (membranes). A proteomic survey of Trichomonas vaginalis hydrogeno‐

somes demonstrated  the possibility,  that  the  typically  cytosolic  localised glycolytic 

enzymes  could  be  associated  with  these  organelles.  In  this  thesis  eight  of  ten 
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glycolytic  enzymes of  this protist were homologously  expressed  to  study  the  sub‐

cellular  localisation  of  the  glycolytic  pathway. Only  the  phosphofructokinase was 

localised  in  the  hydrogenosomal membrane  fraction. Whether  this  enzyme  is  an 

active  phosphofructokinase  and  involved  in  glycolysis,  remains  to  be  proven 

experimentally.  Association  of  the  enzymes  of  the  glycolytic  pathway  with 

hydrogenosomes  in  Trichomonas  vaginalis,  as  it  was  described  for  mitochondria 

before, was not observed.  

 



Einleitung 

3. EINLEITUNG 

3.1 Die Kompartimentierung der Eukaryoten 

Die rezenten Lebensformen lassen sich in zwei verschiedenartige Gruppen einteilen: 

Prokaryoten  (Bakterien  und Archaebakterien)  und  Eukaryoten  (alle  übrigen  Lebe‐

wesen). Die wichtigsten Unterscheidungsmerkmale  zwischen  diesen  beiden Arten 

von Leben sind offenbar (Doolittle, 1998): Im Wesentlichen besitzen alle Eukaryoten 

einen membranumgebenen Zellkern,  ein  komplexes Endomembransystem und  ein 

Cytoskelett,  Prokaryoten  hingegen  nicht.  Zahlreiche Merkmale,  die  exklusiv  den 

Eukaryoten zugeordnet wurden, sind  jedoch auch in Prokaryoten entdeckt worden: 

Bei einigen Bakterien wurde von einem Zellkern berichtet (Fuerst und Webb, 1991), 

bei anderen von einer cytoskelett‐ähnlichen Struktur  (Margolin, 1998); manche Pro‐

karyoten  besitzen  ein  lineares  Chromosom  (Baril  et  al.,  1989),  Introns  (Ferat  und 

Michel,  1993),  einen  Genregulationsmechanismus,  der  dem  der  Eukaryoten  ver‐

gleichbar erscheint (Errington, 1993), membrangebundene Strukturen (Komeili et al., 

2006; Seufferheld et al., 2003; 2004) oder mehrere Chromosomensätze (Battista, 1997). 

Obwohl es so scheint, als ob Prokaryoten viele der Merkmale komplexer Zellen ent‐

wickelten, gibt es mindestens zwei verschiedene Merkmale, welche die Eukaryoten 

charakterisieren:  energieproduzierende  Organellen,  d.h.  Kompartimentierung  des 

Energiemetabolismus, und Endocytose (Vellai und Vida, 1999).  

 Mit  einigen Ausnahmen  (Abbott und Boraston,  2008; Geyer und Helms,  2006; 

Davies  und  Whittenbury,  1970),  ist  die  metabolische  Kompartimentierung  ein 

Attribut, das spezifisch für Eukaryoten gilt. Sie basiert auf dem endosymbiontischen 

Ursprung  der  Chloroplasten  und  Mitochondrien  (Mereschkowsky,  1905;  Wallin, 

1927). Chloroplasten waren  einst  freilebende Cyanobakterien  und  unterliefen  eine 

evolutionäre Transformation  zum metabolischen Kompartiment der Photosynthese 

innerhalb  der  Eukaryoten  (Douglas,  1998;  Delwiche,  1999;  McFadden  und  van 

Dooren,  2004; Matsuzaki  et  al., 2004; Archibald,  2006; Gould  et  al., 2008; Lane und 

Archibald, 2008; Kleine  et al., 2009). Mitochondrien waren einst  freilebende Proteo‐
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bakterien  und wurden  im Laufe der Evolution  zum metabolischen Kompartiment 

des sauerstoff‐abhängigen und sauerstoff‐unabhängigen Abbaus von Pyruvat inner‐

halb der Eukaryoten (Martin und Müller, 1998; Tielens et al., 2002; Embley et al., 2003; 

Embley  und Martin,  2006;  van  der Giezen,  2009).  Beide Organellen  behielten  ihre 

eigene DNA, aber beide Genome sind im Verhältnis ihrer heutigen freilebenden Ver‐

wandten  reduziert  (Martin  et al., 2002; Archibald, 2006; Deusch  et al., 2008; Martin, 

2010).  Plastidäre  Genome  besitzen  zwischen  20  und  200  Gene;  Mitochondrien 

besitzen zwischen 3 und 63 Gene  (Timmis et al., 2004) oder sie verloren  ihr Genom 

gänzlich, wie es bei Mitosomen (Tovar et al., 2003; van der Giezen und Tovar, 2005) 

und den meisten Hydrogenosomen  festgestellt wurde  (van der Giezen,  2009). Die 

einzige  bislang  bekannte  Ausnahme  von  Hydrogenosomen,  die  ein  Genom  ent‐

halten, ist bei dem anaeroben Ciliaten Nyctotherus ovalis zu finden (Akhmanova et al., 

1998). Während die Organellen auf der  einen Seite weniger Gene besitzen als  ihre 

Vorläufer,  ist die Anzahl verschiedener Proteine  im Organell annähernd gleich der 

der freilebenden Vorläufer (Richly und Leister, 2004). Eine Erklärung für den Unter‐

schied  zwischen der Anzahl der Gene und der Anzahl der Proteine  ist der  endo‐

symbiontische Gentransfer  (Martin  et  al., 1993):  Im Zuge der Evolution übertrugen 

die Vorfahren der Organellen viele Gene an den Kern des Wirts. Eine Hypothese ist, 

dass die Gene jedoch nicht transferiert, sondern kopiert wurden (Allen, 2003), da eine 

funktionelle Kopie  solange  im Organell verbleiben mußte, bis  eine nukleare Kopie 

entstand, dessen Produkt sich gegen die Organellenkopie behaupten konnte. Sofort 

nach dem Gentransfer  könnte dann  eine Phase  begonnen  haben,  in der die Kern‐

kopie des Gens unter stark reduzierten funktionellen Zwängen Mutationen anhäufte, 

bis  das  kodierte  Produkt  exprimiert,  durch  vorhandene  Signale  in  das  Organell 

importiert  und  schließlich  selektiert  wurde.  Die  Organellenkopie  ging  verloren. 

Dieser  Prozeß  setzt  die  Entwicklung  eines  Proteinimportapparats  voraus,  der  den 

Transport des Proteins in das Organell ermöglichte (Allen, 2003; Dolezal, 2006). 

  Durch den endosymbiontischen Ursprung der Organellen  ist der eukaryotische 

Stoffwechsel kompartimentiert. Im Gegensatz zu den Prokaryoten ist bei Eukaryoten 
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der Zellinnenraum unterteilt: Das Cytoplasma besteht aus dem Cytosol und enthält 

das Cytoskelett und die Organellen. Eine vorherrschende Vorstellung von Proteinen 

im Cytosol der Zelle  behauptet, dass diese gelöst vorliegen  (Kopac,  1938). Experi‐

mente  in den 1960er  Jahren  ließen  jedoch Zweifel an dieser Annahme aufkommen 

(Srere, 2000). Während einer Zentrifugation intakter Neurospora‐ oder Euglena‐Zellen 

lagerten  sich  die Zellbestandteile  in  Schichten  an,  die  annähernd  den Zellkompo‐

nenten  entsprachen,  die  durch  eine  differentielle  Zentrifugation  von  Zellhomo‐

genaten  erhalten werden  (z.B.  Zellkerne, Mitochondrien,  Endoplasmatisches  Reti‐

kulum  und  Cytosol). Überraschenderweise  befanden  sich  keine  Enzyme  des  zen‐

tralen metabolischen Stoffwechsels in der Schicht, die als Cytosol identifiziert wurde. 

Eine Folgerung dieser Experimente war, dass die meisten Proteine  in  situ an große 

Strukturen  (Makromoleküle)  gebunden  sind  (Zalokar,  1960; Kempner  und Miller, 

1968). Weiterführende Arbeiten zeigten zudem die Existenz eines organisierten Netz‐

werks  innerhalb der Zellen  (Schliwa  et  al., 1981, 1987), das als Gerüst  für die Zell‐

organisation  dienen  könnte  (Penman,  1995).  Enzyme  komplexer  Stoffwechselwege 

sind oft aneinander gebunden (Clegg und Jackson, 1990; Negrutskii und Deutscher, 

1991;  Ovadi  und  Srere,  2000).  Eine  Konsequenz  dieser  Verbindung  ist,  dass  die 

Prozesse in der Zelle effizienter ablaufen als durch gelöste Enzyme in vitro (Hudder 

et  al.,  2003).  Die  Interaktionen  zwischen  Enzymen  untereinander  und  zwischen 

Enzymen  und  subzellulären  Strukturen  haben  deswegen  eine  hohe  biologische 

Signifikanz (Keleti et al., 1977; Clarke und Masters, 1976; Masters, 1978; Yu und Steck, 

1975).  

  Die Anzahl der Hinweise, dass Enzyme des Cytosols mit dem zellulären Grund‐

gerüst interagieren geht weit in die Literatur zurück (Masters und Wilson, 1981). Es 

gibt  diverse  Experimente,  die  die  Assoziation  sogenannter  löslicher  Enzyme  des 

Cytosols mit  einer Vielfalt  an  zellulären Komponenten  in verschiedenen Zelltypen 

zeigen (Amberson et al., 1965; Arnold und Pette, 1968; Ginsburg und Stadtman, 1970; 

Masters, 1978; Wilson, 1972). Green et al. konnten 1965 demonstrieren, dass isolierte 

Membranfraktionen  der  Erythrocyten  und  der Hefe  fähig  sind,  den  vollständigen 
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Reaktionsablauf der Glykolyse zu katalysieren. Die  spezifische Aktivität war  sogar 

höher  als  in  den  jeweiligen  Gesamtzellextrakten.  In  den  darauffolgenden  Jahren 

wurden die Studien zur Assoziation des glykolytischen Stoffwechsels an Membranen 

durch  detaillierte  Versuche  mit  einzelnen  glykolytischen  Enzymen  intensiviert. 

Dabei wurden  die  Bindung  der Hexokinase  an Mitochondrien  (Rose  und Warms, 

1967; Wilson, 1972, 1973), die Assoziation zwischen der Laktat Dehydrogenase und 

zellulären Strukturen (Ehmann und Hultin, 1973), die Bindung der Fruktose‐1,6‐bis‐

phosphat  Aldolase,  der  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat  Dehydrogenase,  der  Pyruvat 

Kinase und der Phosphofruktokinase an partikuläre Elemente verschiedener Gewebe 

beobachtet  (Arnold  und  Pette,  1968;  Yu  und  Steck,  1975;  Masters,  1978).  Einige 

glykolytische  Enzyme  sind  folglich  in  vivo  nicht  frei  diffusionsfähig  (Clegg  und 

Jackson,  1988),  sondern  mit  Zellstrukturen  assoziiert  (Humphreys  und  Masters, 

1986). 

 

 

3.2 Die Glykolyse und ihre Assoziation an Mitochondrien 

Bei  Eukaryoten werden  die  glykolytischen  Enzyme  üblicherweise  als  im  Cytosol 

lokalisierte Enzyme betrachtet  (Brandina  et al., 2006), die  jedoch mit Zellstrukturen 

assoziiert  sind  (Humphrey  und  Masters,  1986).  Ausnahmen  gibt  es  bei  einigen 

Protisten, wie z.B. Chlamydomonas  reinhardtii, wo die glykolytische Aktivität  in den 

Chloroplasten  liegt  (Hannaert  et  al.,  2000)  oder  bei  den Kinetoplastida,  bei  denen 

Teile der Glykolyse  in Glykosomen  lokalisiert  sein können  (Opperdoes und Borst, 

1997; Hannaert und Michels, 1994; Clayton und Michels, 1996). Für andere Eukary‐

oten wurde beschrieben, dass einige, wenn nicht sogar alle, der im Cytosol der Zelle 

lokalisierten  glykolytischen  Enzyme  mit  den  Mitochondrien  assoziiert  sind 

(Abbildung 3.1; Eldan und Blum, 1973; Srere, 1987; Giegé et al., 2003; Brandina et al., 

2006; Smith et al., 2007).  
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   a  Arabidopsis thaliana                                                    b  Trichomonas vaginalis 

 

Abbildung  3.1:  Subzelluläre  Lokalisation  der  Glykolyse.  a:  Assoziation  der  Glykolyse  an  Mito‐

  chondrien  in Zellen von Arabidopsis  thaliana. Die Assoziation der Glykolyse  an Mitochondrien 

  wurde auch für die Hefe und Tetrahymena beschrieben (Conger et al., 1971; Eldan und Blum, 1973; 

  Srere, 1987; Giegé et al., 2003; Brandina et al., 2006; Smith et al., 2007). b: Subzelluläre Lokalisation 

  der Glykolyse in Zellen von Trichomonas vaginalis. Der glykolytische Stoffwechsel könnte mit den 

  Hydrogenosomen  assoziiert  sein  oder  nicht.  ENO:  Enolase;  FBA:  Fruktose‐1,6‐bisphosphat 

  Aldolase;  GAPDH:  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat  Dehydrogenase;  GK:  Glukokinase;  GPI: 

  Glukose‐6‐phosphat  Isomerase;  PFK:  Phosphofruktokinase;  PGK:  3‐Phosphoglycerat  Kinase; 

  PGM: Phosphoglycerat Mutase; PK: Pyruvat Kinase; TPI: Triosephosphat Isomerase. 

   

  Brandina  et  al.  (2006)  zeigten  durch  enzymatische  Assays,  dass  bei  der Hefe 

Saccharomyces cerevisiae alle glykolytischen Enzyme mit den Mitochondrien assoziiert 

sind.  Desweiteren  wurde  durch  Isolation  der  Mitochondrien  und  spätere  Ko‐

immunopräzipitation die Enolase als ein Protein beschrieben, das  in einem großen 

makromolekularen Komplex an die Organellen assoziiert  ist  (Brandina  et al., 2006). 

  Auch bei Arabidopsis thaliana wurden sieben der zehn glykolytischen Enzyme in 

mitochondrialen Fraktionen detektiert (Giegé et al., 2003). Vier von ihnen (Glycerin‐

aldehyd‐3‐phosphat  Dehydrogenase,  Fruktose‐1,6‐bisphosphat  Aldolase,  Phospho‐

glycerat Mutase und Enolase) wurden in der Fraktion, die aus dem mitochondrialen 

Intermembranraums und der äußeren mitochondrialen Membran bestand, gefunden. 

Untersuchungen  ergaben,  dass  diese  Enzyme  mit  der  äußeren  mitochondrialen 

Membran  assoziiert  sind  Die  Lokalisation  der  Glykolyse  an  den  Mitochondrien 

garantiert  die  Bereitstellung  von  Pyruvat  und  somit  auch  die  mitochondriale 

Atmungskette (Giegé et al., 2003). 
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  Bei dem Ciliaten Tetrahymena  pyriformis  scheint  etwa die Hälfte  aller Moleküle 

der Glycerinaldehyd‐3‐phosphat Dehydrogenase  (Conger  et  al., 1971) und 75% der 

Phosphofruktokinase‐Moleküle  (Eldan  et  al.,  1973)  an Mitochondrien gebunden  zu 

sein (Srere, 1987; Smith et al., 2007).  

  Aufgrund des gemeinsamen α‐proteobakteriellen Vorläufers der Mitochondrien 

und Hydrogenosomen (Esser et al., 2004; Embley, 2006) könnte auch eine Assoziation 

glykolytischer  Enzyme mit Hydrogenosomen  bestehen  (Abbildung  3.1).  Erste An‐

zeichen  dafür  lieferten  die  Charakterisierungen  der  hydrogenosomalen  Proteome 

von  Trichomonas  vaginalis  (Pütz,  2007;  Henze,  2008)  und  Neocallimastix  frontalis 

(Gelius‐Dietrich, 2008), bei denen glykolytische Enzyme gefunden wurden. 

 

 

3.3 Die Glykolyse bei Trichomonas vaginalis 

Der mikroaerophile Flagellat Trichomonas vaginalis (Abbildung 3.2) ist der Erreger der 

häufigsten, nicht‐viralen, sexuell übertragenen Krankheit bei Menschen, der Tricho‐

moniasis  (Pterin  et  al.,  1998;  Schwebke  und  Burgess,  2004; Miller  et  al.,  2008).  Er 

besitzt Hydrogenosomen,  eine  anaerobe  Form  der Mitochondrien  (Lindmark  und 

Müller,  1973). Hydrogenosomen  sind, wie die Mitochondrien  aerober Eukaryoten, 

am Energiestoffwechsel beteiligt.  

 

                                       

Abbildung  3.2:  Lichtmikroskopische Aufnahmen  von  Trichomonas  vaginalis. Die Zellen  haben  eine 

  Größe von ungefähr 10 μm (Petrin et al., 1998). 

 

  Statt  durch  oxidative  Phosphorylierung, wie  bei  aeroben Mitochondrien, wird 

die Energie  in den Hydrogenosomen über Substratkettenphosphorylierung  synthe‐
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tisiert  (Müller, 1993). Ausgangspunkt des Energiestoffwechsels  in den Hydrogeno‐

somen  ist  Pyruvat,  das  durch  die  Glykolyse  im  Cytosol  gebildet  und  dann  ins 

Hydrogenosom  transportiert  wird.  Durch  Studien  von  Trichomonas  vaginalis‐Zell‐

extrakten konnte die Existenz aller glykolytischen Enzyme des Embden‐Meyerhof‐

Parnas‐Typs  in  der  Zelle  nachgewiesen  werden  (Wirtschafter  und  Jahn,  1956; 

Wirtschafter et al., 1956; Wellerson und Kupferberg, 1962; Arese und Cappuccinelli, 

1974). Weitere Analysen  zeigten, dass  einige  glykolytische Enzyme  in Trichomonas 

vaginalis  signifikante Unterschiede  in  ihrer  Biochemie  und  ihrer  Sequenz  zu  ihren 

Analogen in Vertebraten und Pilzen aufweisen (Keeling und Palmer, 2000; Mertens et 

al., 1992; Mertens und Müller, 1990, Viscogliosi und Müller, 1998). 

  Die Glykolyse (Embden‐Meyerhof‐Parnas‐Typ) beschreibt den oxidativen Abbau 

von Glukose  zu  Pyruvat  in  einer  von  zehn  Enzymen  katalysierten Reaktionsfolge 

(Abbildung  3.3).  Die  Ausgangssubstanz  Glukose  wird  zuerst  durch  Phosphory‐

lierung  in  ihre aktive Form – Glukose‐6‐phosphat – überführt  (Wilson, 2003). Diese 

Reaktion  katalysiert  die Hexokinase  (HK;  EC  2.7.1.1)  bzw.  Glukokinase  (GK;  EC 

2.7.1.2). Die Hexokinase  phosphoryliert Hexosen, Glukokinasen wirken  spezifisch 

auf Glukose  und  besitzen  eine  geringere Aktivität  als Hexokinasen  (Kawai  et  al., 

2005). Glukose‐6‐phosphat wird dann durch die Glukose‐6‐phosphat Isomerase (GPI; 

EC  5.3.1.9)  zu  Fruktose‐6‐phosphat  reversibel  isomerisiert  (Achari  et  al.,  1981). 

Fruktose‐6‐phosphat wird anschließend am C1‐Atom durch die Phosphofruktokinase 

(PFK;  EC  2.7.1.90)  irreversibel  zu  Fruktose‐1,6‐bisphosphat  phosphoryliert.  Diese 

Reaktion ist exergon, da für die Knüpfung einer Esterbindung eine energiereiche An‐

hydridbindung des ATPs gespalten wird  (Mansour, 1972). Durch die Fruktose‐1,6‐

bisphosphat  Aldolase  (FBA;  EC  4.1.2.13)  wird  Fruktose‐1,6‐bisphosphat  in  zwei 

Triosen  gespalten  (Aldolspaltung):  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat  und  Dihydroxy‐

acetonphosphat (Rutter, 1964).  

  Die  Aldotriose  (Glycerinaldehyd‐3‐phosphat)  und  die  Ketotriose  (Dihydroxy‐

acetonphosphat)  stehen  über  eine  gemeinsame  Enolform  miteinander  im  Gleich‐

gewicht. Das Gleichgewicht liegt weit auf der Seite des Dihydroxyacetonphosphats. 
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Zum  weiteren  Ablauf  der  Glykolyse  wird  jedoch  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat 

benötigt. Die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts auf die Seite des Glycerin‐

aldehyd‐3‐phosphats  wird  durch  die  Triosephosphat  Isomerase  (TPI;  EC  5.3.1.1) 

beschleunigt  (Meyerhof  und  Kießling,  1935;  Rieder  und  Rose,  1959).  Glycerin‐

aldehyd‐3‐phosphat  wird  durch  die  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat  Dehydrogenase 

(GAPDH; EC 1.2.1.12) am C1‐Atom oxidiert. NAD+ dient dabei  sowohl als Wasser‐

stoffakzeptor  als  auch  als  allosterischer Aktivator. Gleichzeitig wird  anorganisches 

Phosphat  in  einer  energiereichen  Säureanhydridbindung  fixiert  (Substratketten‐

phosphorylierung). Es  entsteht 1,3‐Bisphosphoglycerat, das am C1‐Atom  eine  ener‐

giereiche  Säureanhydridbindung  und  am  C3‐Atom  eine  energiearme  Phosphor‐

säureesterbindung enthält.  

  Der Phosphatrest, der  energiereich  am C1‐Atom gebunden  ist, kann direkt  auf 

ADP übertragen werden (Substratkettenphosphorylierung) (Harrigan und Trentham, 

1973; Duggleby und Dennis, 1974; Fothergill‐Gilmore und Michels, 1993). Durch das 

Enzym  3‐Phosphoglycerat  Kinase  (PGK;  EC 2.7.2.3)  entsteht  3‐Phosphoglycerat 

(Bücher, 1947; Fothergill‐Gilmore und Michels, 1993). Der Phosphatrest am C3‐Atom 

(Phosphorsäureester) muss,  bevor  er  auf ADP  übertragen werden  kann,  aktiviert 

werden. Dies geschieht durch Umlagerung des Phosphats (Phosphoglycerat Mutase; 

PGM; EC 5.4.2.1) und anschließende Wasserabspaltung (Enolase; ENO;  EC 4.2.1.11) 

(Lohman  und Meyerhof,  1934;  Fothergill‐Gilmore  und Watson,  1989). Die  Energie 

wird bei der Wasserabspaltung  so umverteilt, dass am C2‐Atom eine energiereiche 

Bindung entsteht. Es entsteht Phosphoenolpyruvat, ein energiereicher Enolester, der 

seinen  Phosphatrest  auf  ADP  übertragen  kann.  Phosphoenolpyruvat  wird  unter 

ATP‐Bildung durch die Pyruvat Kinase (PK; EC 2.7.1.40) irreversibel in Pyruvat um‐

gewandelt (Bücher und Pfleiderer, 1955).  

  Pyruvat  ist  Ausgangsstoff  für  die  weiteren  energieliefernden  Stoffwechsel‐

reaktionen,  die  Substratkettenphosphorylierung,  in  einer  anaeroben  Form  der 

Mitochondrien, den Hydrogenosomen.   
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Abbildung  3.3:  Schematische  Darstellung  der  Glykolyse  und  damit  zusammenhängender  Stoff‐

  wechselreaktionen,  wie  die  Energiegewinnung  in  den  Hydrogenosomen,  bei  Trichomonas 

  vaginalis. ADP: Adenosindiphosphat; ASCT: Acetat:Succinat‐CoA Transferase; ATP: Adenosin‐

  triphosphat; CoA: Coenzym A; ENO: Enolase; FBA: Fruktose‐1,6‐bisphosphat Aldolase; GAPDH: 

  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat  Dehydrogenase;  GK:  Glukokinase;  GPI:  Glukose‐6‐phosphat 

  Isomerase;  HYD:  Hydrogenase;  NAD+:  Nicotinamidadenindinukleotid;  P:  Phosphat;  P2: 

  Bisphosphat;  PFK:  Phosphofruktokinase;  PFO:  Pyruvat:Ferredoxin  Oxidoreduktase;  PGK:  3‐

  Phosphoglycerat  Kinase;  PGM:  Phosphoglycerat  Mutase;  Pi:  anorganisches  Phosphat;  PK: 

  Pyruvat  Kinase;  SCS:  Succinyl‐CoA  Synthetase;  TPI:  Triosephosphat  Isomerase.  Die  EC‐

  Nummern (engl. enzyme commission) der Enzyme sind nach den Enzymnamen angegeben. 
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3.4      Die Verwandtschaft von Mitochondrien und Hydrogenosomen 

Neben  den  klassischen,  sauerstoffabhängigen  Organellen  existieren  noch  andere 

Formen  der Mitochondrien,  die  ATP  ohne  den  Verbrauch  von  Sauerstoff  bilden 

können: die  anaeroben Mitochondrien, die  andere  terminale Elektronenakzeptoren 

als  Sauerstoff  nutzen  können  (Tielens  et  al.,  2002)  und  die  Hydrogenosomen, 

anaerobe  Mitochondrien,  die  ATP  durch  Substratkettenphosphorylierung  ohne 

Protonengradienten  produzieren  (Martin  und Müller,  1998).  Ein  stark  reduziertes 

Mitochondrium  ist  das  Mitosom  (Tovar  et  al.,  1999),  das  hauptsächlich  an  der 

Synthese  von  Eisen‐Schwefel‐Proteinen  beteiligt  ist  (Lill  und  Mühlenhoff,  2005; 

Tachezy et al., 2001). 

  Die Entstehung dieser Organellen wird durch ein einziges Endosymbioseereignis 

beschrieben (Martin und Müller, 1998; Müller und Martin, 2007). Es wird vermutet, 

das  Endosymbioseereignis  resultiere  aus  einer  intrazellulären  Vereinigung  zweier 

Organismen. Über den Wirt gibt es kontroverse Aussagen: einige Hypothesen geben 

einen ursprünglichen, amitochondriaten Eukaryoten an (Moreira und Lopez‐Garcia, 

1998;  Cavalier‐Smith,  2002,  2004;  Lake  et  al.,  2005; Margulis  et  al.,  2005);  andere 

vermuten einen archaebakteriellen Wirt und stellen die Entstehung der Eukaryoten 

als Folge der Endosymbiose dar (Martin und  Müller, 1998; Searcy, 1992; Vellai et al., 

1998). Während der Wirt den Symbionten ernährt, wird es dem Wirt durch verwert‐

bare  Stoffwechselprodukte  des  Symbionten  ermöglicht,  neue  Lebensräume  zu  be‐

siedeln. So ziehen beide Organismen ihren Nutzen aus der Endosymbiose. Eine Hy‐

pothese,  die  dieses  Szenario  der  Entstehung  der  energieliefernden Organellen  be‐

schreibt,  ist die von Martin und Müller 1998 postulierte Wasserstoffhypothese  (Ab‐

bildung  3.4). Sie  erklärt die Entstehung der Kompartimentierung des Energiestoff‐

wechsels  durch  die Aufnahme  eines  freilebenden,  anaeroben  Eubakteriums  durch 

ein anaerobes, autotrophes Archaebakterium. Durch  lateralen Gentransfer  im Laufe 

der Evolution erhielt das Archaebakterium vom Symbionten insbesondere Gene der 

Transporter  für  organische  Substrate  und Gene  der Glykolyse  und  umschloss  ihn 

dann vollständig. Dadurch war der Wirt nicht mehr vom Wasserstoff, den der Sym‐
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biont  produzierte,  abhängig,  sondern  ist  seither  selbst  fähig,  seinen  Energiebedarf 

durch die nun mögliche Glykolyse zu decken. Wasserstoff, Kohlendioxid und Acetat 

werden als Abfallprodukte ausgeschieden. Die Vorgänge beim Energiestoffwechsel 

in der Zelle  sind nun  räumlich getrennt:  sie  laufen  in unterschiedlichen Komparti‐

menten ab. Die Glykolyse findet bis zur Bildung von Pyruvat im Cytosol (Wirt) statt, 

während die weitere Fermentation von Pyruvat im Symbionten stattfindet. 

  Die Wasserstoffhypothese  postuliert  somit  für Hydrogenosomen  (wasserstoff‐

produzierende, anaerobe Mitochondrien), Mitochondrien (aerobe und anaerobe) und 

Mitosomen einen gemeinsamen Vorfahren: das vom Methanbildner aufgenommene 

Eubakterium. Im Zuge der Entwicklung zu den verschiedenen Arten der Mitochon‐

drien hat ein gravierender Genverlust stattgefunden, der größtenteils auf den endo‐

symbiotischen Gentransfer  in den Zellkern  zurückzuführen  ist,  aber  auch  auf den 

gänzlichen  Verlust  von  nicht  mehr  relevanten  Genen  (Henze,  2008).  Bei  Hydro‐

genosomen ging der Genverlust sogar soweit, dass alle Gene  in den Zellkern trans‐

feriert wurden  (Clemens und  Johnson,  2000; van der Giezen  et  al.,  1997b). Bislang 

sind nur  für den Ciliaten Nyctotherus  ovalis Hydrogenosomen mit  eigenem Genom 

beschrieben worden  (Akhmanova  et al., 1998; Boxma  et al., 2005). Sämtliche hydro‐

genosomalen Proteine werden deswegen  im Zellkern kodiert,  im Cytosol  syntheti‐

siert und dann in das Organell importiert. 
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Abbildung 3.4: Modell zur möglichen Entstehung der Mitochondrien. Bei der von Martin und Müller 

  1998  postulierten Wasserstoffhypothese  handelt  es  sich  bei  dem Wirt  um  ein methanogenes 

  Archaebakterium. In der letzten Phase ist der Austausch der Zusammensetzung der Membranen 

  von  archaebakteriellen  Lipiden  (Glycerolester  aus  Isoprenen)  durch  eubakterielle  Lipide 

  (Glycerolester  aus Fettsäuren) bedingt durch den Verlust des Lipidbiosynthesewegs des Wirts 

  gezeigt (Martin und Müller, 1998). 

  Abbildung verändert nach Martin und Müller (1998) und Martin und Russell (2003). 
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3.5      Der Proteinimport in Hydrogenosomen 

Zuvor  im Cytosol der Zelle synthetisierte hydrogenosomale Matrixproteine müssen 

über beide Membranen  in das Organell  transportiert werden. Bislang wurde davon 

ausgegangen, dass der Proteinimport bei Hydrogenosomen dem der Mitochondrien 

ähnelt  (Bradley et al., 1997). Gewöhnlich werden Proteine, die  für den Transport  in 

ein Mitochondrium bestimmt sind, innerhalb weniger Minuten nach der Freisetzung 

vom Polyribosom aus dem Cytosol aufgenommen (Alberts et al., 1997). Dabei werden 

die  Proteine  von  bestimmten  Proteinimportkomplexen  an  den  Organellenmem‐

branen  anhand  eines  Transitpeptids  erkannt  (Roise  und  Schatz,  1988).  Diese 

Komplexe werden bei Mitochondrien als TOM  (translocase  in  the outer mitochondrial 

membrane)  und  TIM  (translocase  in  the  inner  mitochondrial  membrane)  bezeichnet 

(Neupert, 1997; Rassow und Pfanner, 2000). Auch bei Chloroplasten gibt es für den 

Proteinimport Translokatoren  in den Membranen;  sie werden durch TOC und TIC 

abgekürzt (Jarvis und Soll, 2001).  

  Mitochondriale Proteine werden durch  verschiedene  Import‐ und  Sortierungs‐

wege zum Ort  ihrer  submitochondrialen Lokalisation geleitet  (Abbildung 3.5). Das 

Transitpeptid und ein Teil der angrenzenden Polypeptidkette werden beim Protein‐

import  in die Mitochondrien zuerst  in den TOM‐Komplex  inseriert, der aus mehre‐

ren Präprotein‐Rezeptoren,  sieben  verschiedenen Untereinheiten und  einem Kanal 

(„general  import pore“  (GIP)) besteht  (Wiedemann et al., 2004). Dabei binden Präpro‐

teine mit internen Importsignalen an andere TOM‐Komponenten als Präproteine mit 

N‐terminalen Transitpeptiden. Danach  folgen die Präproteine verschiedenen Sortie‐

rungswegen  (Abbildung  3.5).  Proteine  der  äußeren  mitochondrialen  Membran 

werden über eine Sortierungs‐ und Assemblierungsmaschinerie  (SAM‐Komplex)  in 

diese  integriert  (Chacinska  et  al.,  2009).   Proteine des  Intermembranraums werden 

über  den MIA‐Komplex  (mitochondrial  intermembrane  space  assembly)  in  den  Raum 

zwischen den Membranen geleitet und gefaltet (Stojanovski et al., 2008). Proteine der 

inneren Membran  und mitochondriale Matrixproteine werden  zum  TIM‐Komplex 

geleitet, der einen Kanal über die innere Membran formt und mit dem Hitzeschock‐
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protein mtHsp70 der mitochondrialen Matrix kooperiert (Rassow und Pfanner, 2000). 

Mitochondriale Membranproteine der  inneren Membran werden über TIM22 durch 

einen bislang unbekannten Mechanismus  in die Lipidphase entlassen und dann as‐

sembliert (Chacinska et al., 2009). Auch der OXA‐Komplex (insertase/export  machinery 

of  the  inner mitochondrial membrane)  ist  für die  Insertion mitochondrialer Proteine  in 

die  innere  Membran  verantwortlich.  Er  interagiert  jedoch  mit  mitochondrialen 

Ribosomen  und  inseriert  folgedessen mitochondrial  kodierte  Proteine  (Hell  et  al., 

1998; Nargang  et al., 2002). Mitochondriale Matrixproteine werden durch TIM23  in 

diese entlassen. Den Kern des mit der Präsequenz‐Translokase (TIM23) assoziierten 

Motors (PAM) stellt das molekulare Chaperon mtHsp70 dar, welcher den Abschluss 

des Proteintransports in die Matrix steuert (Wiedemann et al., 2004). Es bindet an die 

Polypeptidkette und hält sie in einem ungefaltenen Zustand, in dem sie in die Matrix 

entlassen wird  (Glaser  et  al., 1998). Erst dort wird das Protein gefaltet  (Hartl  et  al., 

1989). Für diesen Transport ist ein elektrochemischer Gradient über die innere Mem‐

bran notwendig  (Rassow und Pfanner,  2000; Chacinska  et  al.,  2009). Die Vorläufer 

vieler hydrophober Proteine der inneren Membran (z.B. Metabolittransporter) folgen 

einem  anderen  Importweg,  der  über  Chaperon‐ähnliche  Komponenten  des 

Intermembranraums  und  die  Proteinimportmaschinerie  der  inneren  Membran 

(TIM22) verläuft (Wiedemann et al., 2004).  
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Abbildung  3.5:  Import‐  und  Sortierungswege  für  die  korrekte  submitochondriale  Lokalisation 

  mitochondrialer  Proteine.  Die  Mehrheit  mitochondrialer  Präproteine  wird  an  cytosolischen 

  Ribosomen  synthetisiert  und  nachfolgend  in  die  Organellen  importiert:  Der  TOM‐Komplex 

  (translocase  in  the  outer mitochondrial membrane)  ist der Komplex, durch den der Eintritt  in der 

  Regel erfolgt. Danach folgen die Präproteine verschiedenen Sortierungswegen. Vorläufer der β‐

  Barrel‐Proteine der äußeren Membran (OM, outer membrane) werden durch den TOM‐Komplex in 

  den  Intermembranraum  (IMS,  intermembrane  space)  geführt  und  für  ihre  Einsortierung  und 

  Integration  in  die  äußere mitochondriale Membran  zum  SAM‐Komplex  (sorting  and  assembly 

  machinery)  weitergeleitet.  Kleine  Cystein‐reiche  Vorläuferproteine  des  Intermembranraums 

  gelangen durch den TOM‐Komplex  in die Mitochondrien und werden dann durch den MIA‐

  Komplex  (mitochondrial  intermembrane  space assembly)  redox‐reguliert  in den  Intermembranraum 

  importiert. Präproteine mit N‐terminalen Transitpeptiden werden von TIM23  (translocase  in  the 

  inner  mitochondrial  membrane)  in  Abhängigkeit  eines  Membranpotentials  einsortiert.  Die 

  komplette Translokation in die mitochondriale Matrix ist ein ATP‐getriebener Prozess. Nach dem 

  Eintritt  in  die  Matrix  wird  das  N‐terminale  Transitpeptid  entfernt  und  das  Protein  zur 

  Funktionalität  gefaltet.  Hydrophobe  Proteine  (Carrier)  der  inneren  Membran  (IM,  inner 

  membrane), die  interne Transitpeptide  besitzen, werden  zum TIM22‐Komplex geleitet und von 

  diesem  in  die  innere  Membran  inseriert  (Membranpotential‐abhängig).  Der  OXA‐Komplex 

  (insertase/export machinery of the  inner membrane) interagiert mit mitochondrialen Ribosomen und 

  inseriert im Mitochondrium gebildete Proteine in die innere mitochondriale Membran. 

  Abbildung verändert nach Chacinska et al. (2009). 

 

  Transitpeptide  haben  für  den  Proteinimport  in  Organellen  eine  zentrale 

Bedeutung. Sie bestimmen, dass ein Protein  in ein Organell  importiert werden soll 

und  ermöglichen  den  Import,  indem  sie  von  den  Translokatoren  in  der  Orga‐

nellenmembran erkannt werden. Die Annahme, dass der Proteinimport bei Hydro‐

genosomen  dem  der Mitochondrien  ähnelt,  ließen  den  durch  Experimente  über‐

prüften  Schluss  zu,  dass  bei  hydrogenosomalen Matrixproteinen  ein N‐terminales 

Transitpeptid dem Protein  eine  Importkompetenz  ermöglicht  (Bradley  et  al., 1997). 

Mit  vorhandenem N‐Terminus wurde  Ferredoxin  in  die Hydrogenosomen  impor‐

tiert,  ohne diesen  kam  es  nicht  zu  einem  Import. Einen weiteren Hinweis darauf, 
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dass  sich  die  Proteinimporte  bei  Mitochondrien  und  Hydrogenosomen  ähneln, 

brachte  die  heterologe  Expression  des  hydrogenosomalen  Malat  Enzyms  von 

Neocallimastix  frontalis  in  der  Hefe  Hansenula  polymorpha.  Das  Enzym  konnte mit 

einem  27  Aminosäuren  langen  Transitpeptid  in  die  Mitochondrien  importiert 

werden; ohne Transitsequenz verblieb das Protein im Cytosol (van der Giezen et al., 

1998).  

 

 

 
Abbildung  3.6: Vermutete Lokalisation  von  Importsignalen  hydrogenosomaler Matrixproteine  von 

  Trichomonas vaginalis.  Importsignale  sind violett dargestellt. a: Sie können entweder nur  im N‐

  Terminus des Proteins liegen (Ferredoxin; Bradley et al., 1997), b: sowohl im N‐Terminus als auch 

  im  internen Bereich des  reifen Proteins vorhanden  sein  (SCSα; Lahti  et  al.,  1994; Mentel  et  al., 

  2008), c:  intern  lokalisiert sein, da es keinen verlängerten N‐Terminus gibt (Thioredoxin Reduk‐

  tase  TrxRh2; Mentel  et  al.,  2008).  d:  Bislang  noch  nicht  beobachtet wurde,  ob  sie  trotz  eines 

  typischen N‐Terminus nur intern vorhanden sein können.  

  Die Anzahl und die Verteilung der internen Signale sind hier nur rein hypothetisch dargestellt. 

 

  Mehrere Studien gaben Hinweise darauf, dass es bei hydrogenosomalen Matrix‐

proteinen  aus  Trichomonas  vaginalis  den  klassischen  Transitpeptid‐Typ  (Abbildung 

3.6a),  ein  N‐Terminus,  der  dem  Protein  eine  Importkompetenz  verleiht,  gibt 

(Abbildung 3.7; Bradley et al., 1997; van der Giezen et al., 1998; Mentel et al., 2008). 

Neueste Untersuchungen deuten  jedoch auf verschiedene Importsignale sowohl bei 

hydrogenosomalen  Matrixproteinen  als  auch  bei  mitochondrialen  Proteinen  der 

Membranen  und  des  Intermembranraums  hin  (Hartl  et  al.,  1998;  Rassow  und 

Pfanner,  2000;  Schricker  et  al.,  2002; Mentel  et  al.,  2008). Neben  den N‐terminalen 

Transitpeptiden,  die  nicht  immer  für  einen  Import  notwendig  zu  sein  scheinen, 
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könnte  es  auch  interne  Signale  für  den  Organellenimport  geben.  Erste  Hinweise 

darauf  lieferte  die  Untersuchung  der  intrazellulären  Lokalisation  der  SCSα  bei 

Trichomonas  vaginalis.  Dieses  hydrogenosomale  Matrixprotein  wurde  auch  nach 

Deletion der N‐terminalen acht Aminosäuren  in die Hydrogenosomen  transportiert 

(Abbildung 3.6b; Mentel  et  al., 2008). Der entfernte N‐Terminus wurde  in  früheren 

Studien als Transitpeptid identifiziert, das beim Transport durch die Membranen der 

Hydrogenosomen prozessiert wird (Lahti et al., 1994). Ein prozessierendes Enzym in 

den Hydrogenosomen – die „hydrogenosomal processing peptidase“ (HPP) – wurde erst 

kürzlich  charakterisiert  (Brown  et  al.,  2007). Mentel  et  al.  konnten  2008 weiterhin 

zeigen, dass auch bei einer Thioredoxin Reduktase  interne Signale vorhanden  sein 

müssen,  da  diese  keinen  verlängerten N‐Terminus  aufweist,  aber  in  den Hydro‐

genosomen  lokalisiert  ist  (Abbildung 3.6c). Bei einer N‐terminalen Verkürzung das 

Protein,  das  keinen  verlängerten  N‐Terminus  trägt,  um  21  Aminosäuren,  konnte 

ebenfalls eine Lokalisation in den Organellen nachgewiesen werden (Abbildung 3.7; 

Mentel  et al., 2008).  Interne Signale  für mitochondriale Proteine wurden bisher nur 

bei Membranproteinen nachgewiesen (Schricker et al., 2002).  

 

 

Abbildung 3.7: Subzelluläre Lokalisation der Thioredoxin Reduktasen TrxRh1 und TrxRh2 sowie der 

  beiden  Proteine  ohne  N‐Terminus.  Während  TrxRh1  ohne  N‐Terminus  nicht  mehr  in  die 

  Hydrogenosomen importiert wird, wird TrxRh2 (das keinen verlängerten N‐Terminus aufweist) 

  auch ohne die ersten 21 Aminosäuren in die Hydrogenosomen importiert. 

  Abbildung aus Mentel et al. (2008). 
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  Hydrogenosomale  N‐terminale  Transitpeptptide  sind  in  der  Regel  5  bis  15 

Aminosäuren  lang  (Dyall  und  Johnson,  2000b).  Damit  sind  sie  im  Gegensatz  zu 

mitochondrialen  Transitpeptiden  signifikant  kürzer,  die  eine  Länge  von  15  bis  85 

Aminosäuren haben (von Heijne et al., 1989; Glaser et al., 1998). Ausnahmen gibt es 

aber  auch  bei  mitochondrialen  Proteinen,  so  wurden  z.B.  für  Trypanosoma  brucei 

Transitpeptide beschrieben, die aus 7 bzw. 9 Aminosäuren bestehen  (Häusler et al., 

1997). Charakteristische Merkmale  hydrogenosomaler N‐terminaler  Transitpeptide 

sind  ein  konserviertes Leucin  an Position  1 nach dem  Startkodon und Arginin  an 

Position 2 oder 3 vor der Prozessierungsstelle. Die Relevanz des Leucins wurde 1997 

durch Bradley  et  al. mittels Mutationsversuchen bestätigt. So  führte der Austausch 

gegen Glycin zu einem Verlust der  Importkompetenz  (Bradley  et al., 1997). Hydro‐

genosomale  Transitpeptide  zeichnen  sich  auch  durch  existente  hydrophobe  und 

hydoxylierte Aminosäuren aus. Desweiteren  sind  sie oft  serinreich und haben eine 

positive Nettoladung  (van der Giezen  et  al.,  2003). Für mitochondriale Transitpep‐

tide wurden ähnliche Eigenschaften beschrieben (Hendrick et al., 1989).  

  Im 2007 publizierten Genom von Trichomonas vaginalis sind keine Homologen zu 

den TOM‐Komponenten identifiziert worden. Existent sind jedoch Homologe zu den 

TIM‐Komponenten TIM17 und TIM23  (Carlton et al., 2007). Auch ein Homolog des 

Protein Import Motors Pam18 der mitochondrialen Matrix konnte gefunden werden 

(Dolezal  et  al.,  2005). Diese  Informationen  sind  allerdings  zur  Beschreibung  eines 

Proteinimportmechanismus bei Hydrogenosomen nicht ausreichend. 

 

 

3.6      Ziele dieser Dissertation 

Neben den klassischen aeroben Mitochondrien gibt es noch weitere Formen dieser 

energieliefernden Organellen: anaerobe Mitochondrien, Mitosomen und Hydrogeno‐

somen. Alle Formen resultieren aus einem gemeinsamen Vorläufer  (Bui et al., 1996; 

Germot  et  al.,  1996;  Roger  et  al.,  1996;  Martin  und  Müller,  1998).  Der  in  den 

Organellen  stattfindende Energiestoffwechsel  startet bei allen Formen mit Pyruvat, 
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das bei der Glykolyse gebildet wird und dann zum Ort der Energieproduktion trans‐

portiert werden muß (Embden et al., 1993; Fernie et al., 2004). Um den Transportweg 

des  Pyruvats  vom  Cytosol  in  das  Organell  zu  verkürzen,  gibt  es  bei  aeroben 

Mitochondrien  Anzeichen  dafür,  dass  die  glykolytischen  Enzyme  mit  den 

Mitochondrienmembranen assoziiert sind (Conger et al., 1971; Eldan und Blum, 1973; 

Srere, 1987; Giegé et al., 2003; Brandina et al., 2006; Graham et al., 2007; Smith et al., 

2007).  Erste Hinweise  darauf,  dass  bei Hydrogenosomen  des  humanen  Parasiten 

Trichomonas vaginalis ebenfalls glykolytische Enzyme an den Membranen assoziiert 

sein könnten,  lieferte eine Proteomanalyse der Hydrogenosomen. Dort wurden die 

glykolytischen Enzyme Enolase und Fruktose‐1,6‐bisphosphat Aldolase und Homo‐

loge zu bakteriellen Phosphofruktokinasen identifiziert (Pütz, 2007; Henze, 2008). 

  Ziel dieser Dissertation  ist es, die  intrazelluläre Lokalisation der glykolytischen 

Enzyme  in  dem  mikroaerophilen  Humanparasiten  Trichomonas  vaginalis  durch 

Versuche in vivo zu ermitteln. Dazu dienen sowohl molekularbiologische Methoden 

wie die Amplifikation aller glykolytischen Enzyme aus isolierter genomischer DNA 

von  Trichomonas  vaginalis,  die  Herstellung  und  Vermehrung  von  Expressions‐

vektoren und die Transformation von Trichomonas vaginalis zur homologen Protein‐

expression,  als  auch  proteinbiochemische Methoden, wie  die  subzelluläre  Fraktio‐

nierung transformierter Trichomonaden und die Immunodetektion der exprimierten 

und markierten  glykolytischen  Enzyme  in  gelelektrophoretisch  getrennten  Proteo‐

men  der  isolierten  Fraktionen. Die  Ergebnisse  der  Immunodetektion  des Western 

Blots sollen durch in situ‐Analysen mittels Immunofluoreszenz untermauert werden. 

Die Ergebnisse sollen das Auftreten glykolytischer Enzyme bei der Proteomanalyse 

der Hydrogenosomen  von  Trichomonas  vaginalis  bestätigen  oder widerlegen. Auch 

kann eine weitere Gemeinsamkeit oder ein weiterer Unterschied zwischen aeroben 

Mitochondrien und Hydrogenosomen festgestellt werden. 

  Nicht nur das für den Energiestoffwechsel benötigte Pyruvat muß in die Hydro‐

genosomen  transportiert  werden.  Aufgrund  der  Beobachtung,  dass  Hydrogeno‐

somen in der Regel kein eigenes Genom besitzen (Turner und Müller, 1983; Clemens 
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und  Johnson,  2000),  sondern  alle  hydrogenosomalen  Proteine  kernkodiert  sind, 

müssen  auch  sämtliche  hydrogenosomalen  Proteine  in  das  Organell  transportiert 

werden.  Dazu  tragen  die  Proteine  Erkennungssequenzen,  sogenannte  Transit‐

peptide, die einen gerichteten Transport ermöglichen und sich am N‐Terminus des 

jeweiligen Proteins befinden (Dyall und Johnson, 2000a,b).  

  Von den vier 2008 von Mentel et al. untersuchten hydrogenosomalen Matrixpro‐

teinen bei Trichomonas vaginalis (TrxRh1 und TrxRh2 (Abbildung 3.7), SCSα, PFO A) 

folgte jedoch nur TrxRh1 der als klassisch geltenden Vorhersage, dass der Import in 

Hydrogenosomen  von  einem N‐terminalen  Transitpeptid  abhängig  ist  (Abbildung 

3.7).  Die  anderen  hatten  entweder  keine N‐terminale  Verlängerung  (TrxRh2;  Ab‐

bildung 3.7), wurden jedoch trotzdem in die Organellen transportiert, oder die N‐ter‐

minale Verlängerung hatte bei Fusionsproteinen keine hinreichende  Importkompe‐

tenz  (Transitpeptide  von  SCSα und PFO A mit TrxRh1‐Δ10)  oder die N‐terminale 

Verlängerung war  erst gar nicht  für den  Import  erforderlich  (SCSα)  (Mentel  et  al., 

2008). Diese Untersuchungen deuten neben den abspaltbaren N‐terminalen Verlän‐

gerungen  auch  auf  interne  Signale  für  den  Transport  zum  Organell  hin,  die  in 

einigen Fällen sogar für den Import ausreichend sind (Mentel et al., 2008). 

  Aufgrund  des  unterschiedlichen  Importverhaltens  der  hydrogenosomalen 

Thioredoxin  Reduktasen  (Abbildung,  3.7;  Mentel  et  al.,  2008)  eignet  sich  diese 

Proteinfamilie optimal  für die Untersuchung der noch nicht  identifizierten  internen 

hydrogenosomalen Targetingsignale. Ein reziproker Austausch von Sequenzblöcken 

zwischen TrxRh2  (wird  importiert) und TrxRh1‐Δ10  (wird nicht  importiert) könnte 

zur Identifizierung von Importsignal‐tragenden Domänen im Protein TrxRh2 führen. 

Anhand  von  Overlap  extension  PCRs  kann  dieser  Austausch  vollzogen  werden 

(Wurch  et  al., 1998). Eine  spätere Erstellung von Trichomonas vaginalis Expressions‐

vektoren und eine homologe Expression der konstruierten Proteine, verbunden mit 

deren  intrazellulärer Lokalisation, soll zur Eingrenzung der Lage der Transitsignale 

führen. So  ist die  Identifizierung der bislang noch nicht differenziert beschriebenen 
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internen Targetingsignale bei hydrogenosomalen Matrixproteinen ein weiteres Ziel 

dieser Dissertation.  
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Material und Methoden 

4. MATERIAL UND METHODEN  

4.1 Chemikalien 

Alle  verwendeten Chemikalien  lagen  in  höchster Reinheit  und Qualität  (p.a.)  vor. 

Puffer,  Medien  und  andere  Lösungen  wurden  mit  entmineralisiertem  Wasser 

angesetzt  und  durch Dampfdruck‐Sterilisation  autoklaviert. Nicht  autoklavierbare 

Lösungen wurden sterilfiltriert.  

 

 

4.2 Enzyme 

BP Clonase II Enzyme Mix    Invitrogen 

LR Clonase II Plus Enzyme Mix    Invitrogen 

Pfu‐Polymerase    Fermentas 

Platinum Pfx‐Polymerase    Invitrogen 

Taq‐Polymerase    Eppendorf 

 

 

4.3 Antibiotika 

Ampicillin    Sigma 

Geneticin (G418)    Roth 

Kanamycin    Sigma 

Penicillin/Streptomycin‐Lösung    MP Biochemicals 

Tetracyclin    Fluka 

 

 

4.4 Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion synthetisiert. 

B1_Adapter  5’ GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CT 3’ 

B5r_Adapter  5’ GGG GAC AAC TTT TGT ATA CAA AGT TG 3’ 

B5_Adapter  5’ GGG GAC AAC TTT GTA TAC AAA AGT TG 3’ 

B2_Adapter  5’ GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT 3’ 

ENO_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG AAC GCC GAG CAC GAC GCT 3’ 

ENO_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG CTC CTC AGC GAG CAT ATC GTG 3’ 

FBA_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG GCT GTT TCA TAC AAG TCA 3’ 
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FBA_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG GTC GAA AGC ATG GCC TG 3’ 

GAPDH_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG GTA GTT AAA GTT GCT ATC 3’ 

GAPDH_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG AAG GTA CTT CTC AAG GCG 3’ 

GK_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG TTC GAC ATC GAA CTC GT 3’ 

GK_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG TTC TGG CTT ATT GGC AAT A 3’ 

GPI_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG GCG ACA ACC TAC TAC 3’ 

GPI_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG TTT AGA GAA GTC GAA ATA GTA 3’ 

GPM_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG ATT TCT TCT GTT TTC CG 3’ 

GPM_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG TTC GTT CTT AAT TGA AAC CTT 3’ 

HA_B5_FOR  5’ ATA CAA AAG TTG TAC CCA TAC GAT GTT CCA 3’ 

HA_B2_REV  5’ AGA AAG CTG GGT TTA AGC GTA ATC TGG AAC A 3’ 

PFK_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG AAG TCT ATC GGT ATC TTA 3’ 

PFK_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG TTG TTC GAG TTG TTT GTA TAA 3’ 

PGK_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG TTA GGC AAC AAG CTT ACA 3’ 

PGK_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG CTG CTT ATC AGA AAG GGC 3’ 

PGM_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG TCT GCT CTT CGC AAA G 3’ 

PGM_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG ATC TGT GTG CTT AAG GTT GTA 3’ 

PK_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG CAG ACA AAG AGA ACA AAG 3’ 

PK_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG GAC GGC TAC ACT AAG GTA 3’ 

TPI_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG AGA ACA TTC TTT GTC GGA 3’ 

TPI_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG CTT AGA GTG GAC ATT GGA G 3’ 

TrxR‐211.1_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG TCG GGT GAC ATT GAT T 3’ 

TrxR‐211.2_REV  5’ ACG ACC GGT AGC AAC GAT AAC AGA GCG TGC 3’ 

TrxR‐211.3_FOR  5’ GCT ACC GGT GCA AAC CC 3’ 

TrxR‐211.4_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG AAT AGC TTT CAC TTG TGA TAT AT 3’ 

TrxR‐121.4_REV  5’ TCT CTT TAC TTC GTT TGT GAC AAC ATT TTT AAC 3’ 

TrxR‐112.3_FOR  5’ GAA GTC AGC GAA ATC CCA 3’ 

TrxR‐122.1_B1_FOR  5’ AAA AAG CAG GCT ATG TAC TCT ACC GAC GAT 3’ 

TrxR‐122.2_REV  5’ AGC ACC TGT TGC AAT AAT AAT TGA ATG AGC TAA ATA 3’ 

TrxR‐122.3_FOR  5’ GCA ACA GGT GCT AAG G 3’ 

TrxR‐122.4_B5r_REV  5’ TAT ACA AAG TTG GTC CGT TAA ATA TTT CTC AG 3’ 

TrxR‐212.2_REV  5’ TGC ACC GGT AGC AAC GAT AAC AGA GCG TGC 3’ 

TrxR‐212.4_REV  5’ TTC GCT GAC TTC TCC TGT CTT GGA ATT CTT C 3’ 

TrxR‐212.5_FOR  5’ TCC AAG ACA GGA GAA GTC AGC GAA ATC CCA 3’ 

TrxR‐221.3_FOR  5’ GAA GTA AAG AGA TAT AAA CTA TC 3’ 

 

 

4.5 Reagenzsätze 

Gateway® Vector Conversion System     Invitrogen 

MultiSite Gateway® Pro    Invitrogen  

NucleoSpin® Plasmid    Macherey‐Nagel 

QIAquick® Gel Extraction Kit    Qiagen 
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4.6 Vektoren 

Für  die  Klonierungen  von  DNA  wurden  die  Vektoren  pDONR™  P1‐P5r  und 

pDONR™ P5‐P2 (Invitrogen) verwendet. Für die homologe Expression in Trichomonas 

vaginalis  wurde  der  Vektor  pTagvag2  verwendet,  freundlicherweise  von  Prof.  J. 

Tachezy,  Prag,  Tschechien,  zur  Verfügung  gestellt  (Hrdy  et  al.,  2004).  Bei 

Klonierungen mit dem MultiSite Gateway® Pro‐System wurde der Vektor pTagvag2 

mit Hilfe des  „Gateway® Vector Conversion  Systems“ modifiziert;  es wurden  ent‐

sprechende Erkennungsstellen für die Rekombinationen eingefügt. 

 

 

4.7 Kulturen 

4.7.1 Trichomonas vaginalis 

Trichomonas vaginalis Stamm T1 wurde freundlicherweise von J.‐H. Tai vom Institute 

of Biomedical Sciences, Taipeh in Taiwan zur Verfügung gestellt. 

 

4.7.2 Anzucht von Trichomonas vaginalis  

Trichomonas vaginalis wurde in 15 ml‐Kulturröhrchen mit 12 ml TYM‐Medium pH 6,2 

(2,222% (w/v) Tryptose; 1,111% (w/v) Hefeextrakt;  15 mM Maltose;  9,16 mM L‐Cys‐

tein; 1,25 mM L(+)‐Ascorbinsäure; 0,77 mM KH2PO4; 3,86 mM K2HPO4)    (Diamond, 

1957; Diamond,  1983; Clark und Diamond,  2002) mit  10%  (v/v)  hitzeinaktiviertem 

Pferdeserum  (Gibco) und  0,71%  (v/v)  Eisenlösung  (1%  (w/v)  Fe(NH4)2(SO4)2×6H2O 

und 0,1% (w/v) 5‐Sulfosalicylsäure) bei 37°C angezogen. Zur Vermeidung von Kon‐

taminationen  wurden  1%  (v/v)  Penicillin/Streptomycin‐Lösung  (MP  Biomedicals) 

und 40 μg/ml Tetracyclin hinzugegeben. Die Kulturen wurden nach zwei Tagen  in 

37°C warmes Medium  überimpft. Dabei wurden  in  12 ml Medium  100  μl Kultur 

überführt. Für die Anzucht größerer Mengen wurden 45 ml Medium mit 5 ml Kultur 

inokuliert.  Nach  Inkubation  über Nacht  diente  diese  Kultur  als  Starterkultur  für 

500 ml Medium. 
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  Zum  Medium  von  transformierten  Trichomonas  vaginalis‐Zellen  wurden  zu‐

sätzlich 100 μg/ml G418 (Roth) gegeben. 

 

4.7.3 Dauerkulturen von Trichomonas vaginalis 

Zur  Anlage  von  Dauerkulturen  wurden  zu  0,5  ml  TYM‐Medium  mit  10%  (v/v) 

hitzeinaktiviertem  Pferdeserum,  0,71%  (v/v)  Eisenlösung  (Kapitel  4.7.2)  und  20% 

(v/v) Dimethylsulfoxid  (DMSO;  Roth)  in  2 ml Cryo‐Röhrchen  (Roth)  0,5 ml  einer 

Kultur von Trichomonas vaginalis gegeben. Die Röhrchen wurden für 1 bis 2 Stunden 

auf Eis  gelagert, dann  für  1  bis  2  Stunden  bei  ‐20°C  inkubiert und  schließlich  bei  

‐80°C weggefroren. 

  Zur erneuten Anzucht wurden die Dauerkulturen rasch im 37°C‐Wasserbad auf‐

getaut und  in 12 ml 37°C‐warmes Medium mit den entsprechenden Antibiotika ge‐

geben (Kapitel 4.7.2).  

 

4.7.4 Transformation von Trichomonas vaginalis 

Die Transformation von Trichomonas vaginalis‐Zellen zur homologen Expression gly‐

kolytischer  Enzyme  oder  Thioredoxin  Reduktase Konstrukten  erfolgte modifiziert 

nach Land et al. (2004) und Delgadillo et al. (1997). Es wurden 50 ml einer sich in der 

logarithmischen Wachstumsphase befindlichen Trichomonas vaginalis T1‐Kultur ver‐

wendet. Die Zellen wurden durch  eine 10‐minütige Zentrifugation bei 1500×g und 

4°C pelletiert. Das Pellet wurde pro Gramm in 1,5 ml eiskaltem TYM‐Medium resus‐

pendiert und viermal durch eine 23G‐Kanüle gezogen. Die Elektroporation erfolgte 

mit  300  μl  Zellsuspension  und  50  μg  Plasmid  in  einer  0,4  cm  Elektroporations‐

küvette (Molecular BioProducts) mit einer Spannung von 350 V und einer Kapazität 

von 960 μF. Auf den Puls folgte eine 10‐minütige Inkubation auf Eis. Danach wurden 

die Zellen in 12 ml 37°C‐warmes TYM‐Medium mit Penicillin/Streptomycin (Kapitel 

4.7.2) gegeben und bei 37°C inkubiert. Nach 4 Stunden wurden 100 μg/ml G418 zur 

Selektion hinzugegeben. Nach zwei Tagen wurde die Kultur bei 1000×g und RT für 

10 min zentrifugiert und das Pellet in frischem TYM‐Medium mit Penicillin/Strepto‐
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mycin und G418 (Kapitel 4.7.2) aufgenommen. Die weitere Anzucht erfolgte wie im 

Kapitel 4.7.2 beschrieben mit Zugabe von G418. 

 

4.7.5 Isolation von Hydrogenosomen aus Trichomonas vaginalis 

Die Isolation von Hydrogenosomen aus Trichomonas vaginalis erfolgte nach Bradley et 

al. (1997) mit Modifikationen nach Pütz et al. (2005) und Mentel et al. (2008). 

  Alle verwendeten Geräte und Lösungen hatten eine Temperatur von 4°C. Auch 

die Zentrifugationen wurden bei dieser Temperatur durchgeführt. Das Volumen der 

Trichomonas vaginalis‐Kultur zur  Isolation der Hydrogenosomen betrug 2 Liter. Die 

Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1000×g für 10 min pelletiert und mit 200 ml 

SMB‐Puffer (250 mM Saccharose; 10 mM MOPS pH 7,2; 10 mM β‐Mercaptoethanol) 

gewaschen. Das Waschen wurde  zweimal wiederholt. Das  Pellet wurde  in  30 ml 

SMDI‐Puffer  (250  mM  Saccharose;  10  mM MOPS/KOH  pH  7,2;  50 μg/ml  TLCK; 

10 μg/ml Leupeptin; 10 mM DTT) resuspendiert und mit Glasperlen (Ø 400‐600 nm) 

20  min  gemörsert.  Der  Gesamtzellextrakt  entstand,  nachdem  unlysierte  Zellen, 

Glasperlenüberreste,  Membranen  und  Zellkerne  durch  eine  10‐minütige  Zentri‐

fugation bei 755×g entfernt wurden. Die Organellen wurden durch Zentrifugation bei 

7500×g  für  10 min  vom Cytosol  getrennt. Das Organellenpellet wurde  in  18,1 ml 

SMDI‐Puffer gelöst und mit demselben Volumen einer 90%igen Percoll‐Lösung (90% 

(v/v) Percoll  (GE Healthcare);  10%  (v/v)  isotonische  Saccharose  (2,5 M  Saccharose; 

100 mM MOPS/KOH  pH  7,2);  10 mM DTT;  50μg/ml  TLCK;  10 μg/ml  Leupeptin) 

versetzt. Der Ansatz wurde  luftblasenfrei  in Ultrazentrifugenröhrchen  (Beckmann 

Optiseal  Polyallomer  Tubes)  gegeben  und  im Vertikalrotor VTi50  (Beckmann)  bei 

66226×g (30000 rpm) für 45 min mit Bremsen bis 800 rpm zentrifugiert (L7‐55 Ultra‐

zentrifuge, Beckmann). Die  entstandene  hydrogenosomale Bande wurde mit  einer 

langen Pasteur‐Pipette abgenommen, 1:10 mit SMDI 1/10‐Puffer (250 mM Saccharose; 

10  mM  MOPS/KOH  pH  7,2;  5  μg/ml  TLCK;  1  μg/ml  Leupeptin;  10  mM  DTT) 

verdünnt und für 15 min bei 3000×g zentrifugiert. Die pelletierten Hydrogenosomen 

wurden in 50 ml SMDI‐Puffer resuspendiert und 10 min bei 7500×g zentrifugiert. Die 
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sedimentierten Organellen wurden  luftblasenfrei  in 500 μl SMDI‐Puffer aufgenom‐

men  und  auf  Eis  bei  4°C  aufbewahrt.  Für  langfristige  Lagerungen  wurden  die 

Hydrogenosomen  bei  ‐80°C  eingefroren. Die Reinheit  der  hydrogenosomalen  und 

cytosolischen  Fraktion  wurde  durch  Enzymaktivitätstests  von  Markerenzymen 

(Kapitel 4.9.7) überprüft. 

 

4.7.6 Immunofluoreszenz-Mikroskopie 

Zur  Visualisierung  von  Immunofluoreszenzen  diente  die  Konfokale Mikroskopie. 

Dazu  wurden  Trichomonas  vaginalis‐Zellen  verwendet,  die  sich  in  der  logarith‐

mischen Wachstumsphase befanden. Ca. 2 ml der Kultur wurden auf  einen  silani‐

sierten Objektträger  (Electron Microscopy  Sciences)  pipettiert  und  für  15 min  bei 

37°C  in einer anaeroben Kammer  inkubiert. Danach wurde der Objektträger bei RT 

fast vollständig trocknen gelassen. Es folgte die Fixierung der Zellen durch zwei auf‐

einanderfolgende  Inkubationen bei  ‐20°C  in Methanol  (5 min) und Aceton  (5 min). 

Anschließend wurden die fixierten Zellen 1 h mit Blocking‐PBS (0,25% (w/v) Gelatine 

und 0,25% (w/v) BSA in PBS (8% (w/v) NaCl; 0,2% (w/v) KCl; 1,44% (w/v) Na2HPO4; 

0,24%  (w/v) KH2PO4; pH 7,4)) bei RT  in einer  feuchten Kammer behandelt. Danach 

wurden  die  Objektträger  mit  beiden  primären  Antikörpern  (Maus  Anti‐Hämag‐

glutinin Monoklonaler AK (Sigma) und Kaninchen Anti‐ASCT Polyklonaler AK (van 

Grinsven  et  al.,  2008))  in  einer  1:500 Verdünnung  in  PBS  bedeckt  und  1  h  in  der 

feuchten Kammer  inkubiert. Nach dreimaligem Waschen  für  jeweils 10 min  in PBS 

folgte die Behandlung mit den Zweitantikörpern  (Alexa Fluor‐488 Esel Anti‐Maus 

(grün  fluoreszierend) und Alexa‐Fluor‐594 Esel Anti‐Kaninchen  (rot fluoreszierend) 

(beide  von  Invitrogen)  in  einer  1:1000 Verdünnung  in  PBS  für  1  h  bei  RT  in  der 

feuchten Kammer. Es folgte ein 10‐minütiges Waschen in PBS, das zweimal wieder‐

holt wurde. Der Objektträger wurde  bei RT  getrocknet, mit  einem Tropfen Vecta‐

shield mit DAPI  (Vector  Laboratories)  versehen, mit  einem Deckgläschen  bedeckt 

und mit Nagellack  luftdicht versiegelt. Bis zur Aufnahme der Bilder an einem LSM 

510 Meta Konfokalen Mikroskop (Zeiss) am Institut für Genetik der Heinrich‐Heine‐
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Universität  Düsseldorf  unter  Verwendung  der  Software  Image  Browser  (Zeiss) 

wurden die Objektträger bei 4°C dunkel gelagert. 

 

4.7.7 Escherichia coli 

Escherichia coli XL1‐Blue MRF’  

(Stratagene) 

Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB‐hsdSMR‐mrr)173 

endA1 supE44 thi‐1 recA1 gyrA96 relA1 lac 

[F’ proAB lacIqZ_M15 Tn10 (TetI)] 

Escherischia coli DH5α 

(Bethesda Research Laboratories) 

supE44,  ΔlacU169  (Φ80  lacZ  ΔM15),  hsdR17 

(rk‐, mk+), recA1, endA1gyrA96, thi‐1, relA1 

 

4.7.8 Anzucht von Escherichia coli 

Die Anzucht der E. coli‐Stämme auf Fest‐ und in Flüssigmedium und die Herstellung 

der Medien erfolgten nach den Standardprotokollen von Sambrook et al. (1989). Zur 

Kontrolle  von  Transformationen  wurden  die  Zellen  auf  LB‐Agarplatten  mit  0,1 

mg/ml Ampicillin, 0,1 mM X‐Gal und 0,2 mM IPTG kultiviert. 

 

 

4.8 Arbeiten mit Nukleinsäuren 

Die Arbeiten mit Nukleinsäuren erfolgten, falls nicht anders angegeben, anhand von 

Standardprotokollen  nach  Sambrook  et  al.  (1989).  Folgende  Methoden  wurden 

angewendet: 

 Minipräparation von Plasmid‐DNA aus E.coli nach den Herstellerangaben von 

Macherey‐Nagel (NucleoSpin® Plasmid), 

 Phenolextraktion  und  Isopropanol‐  oder  Ethanolfällung  zur Reinigung  und 

Präzipitation gelöster Nukleinsäuren, 

 Trennung von Fragmenten mittels Agarosegelelektrophorese, 

 Reinigung  von DNA‐Fragmenten  aus Agarosegelen  nach Herstellerangaben 

von Qiagen (QIAquick® Gel Extraction Kit), 

 Modifikationen  von  Vektoren  nach  Herstellerangaben  von  Invitrogen 

(Gateway® Vector Conversion System). 
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4.8.1 Isolation genomischer DNA aus Trichomonas vaginalis 

Zur Isolation von genomischer DNA aus Trichomonas vaginalis wurde die von Riley 

und Krieger (1992) entwickelte Methode zur Isolation von DNA aus nukleasereichen 

Protozoen  verwendet.  Aus  500  ml  Trichomonas  vaginalis  T1‐Kultur  wurden  1  bis 

5 μg/μl genomische DNA isoliert, zu einer Konzentration von 100 ng/μl in TE‐Puffer 

aufgenommen und bei 4°C gelagert. 

 

4.8.2 Reinheits- und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die  Reinheit  isolierter Nukleinsäuren wurde  anhand  photometrischer Messungen 

bestimmt.  Dazu  wurde  die  optische  Dichte  (OD)  der  Probe  bei  230  nm  (Poly‐

saccharide), 260 nm (Nukleinsäuren) und 280 nm (Proteine) ermittelt. Eine Nuklein‐

säure‐Probe wird als »rein« angesehen, wenn folgendes Verhältnis vorliegt: 

OD230 : OD260 : OD280  =  1 : 2 : 1 

Außerdem sollte der Quotient OD260/OD280 zwischen 1,7 und 2,0 liegen. 

  Die  Nukleinsäurekonzentration  errechnet  sich  aus  der  OD260,  dem  Verdün‐

nungsfaktor  (VF)  und  einem  für  die  Nukleinsäure  spezifischen  Multiplikations‐

faktor (MF). Es resultiert daraus folgende Gleichung: 

c [μg/ml]  =  OD260 • VF • MF 

Der für die Nukleinsäuren spezifische Multiplikationsfaktor ist folgender: 

für ssRNA: 40 μg/ml   (da 1 OD260 = 40 μg/ml) 

für dsDNA: 50 μg/ml   (da 1 OD260 = 50 μg/ml) 

  Alternativ konnte die Konzentration der Nukleinsäure  in DNA‐Proben gelelek‐

trophoretisch abgeschätzt werden. Die Abschätzung erfolgte mit Mengenstandards 

auf  einem Agarosegel  (Kapitel  4.8). Es wurden  ein Aliquot der Nukleinsäure und 

linearisierter  Vektor  bekannter  Konzentration  aufgetragen.  Anhand  der  Intensität 

der Probenbanden unter UV‐Licht konnte die Nukleinsäure‐Konzentration der Probe 

durch  visuellen  Vergleich  mit  den  Vektoren  bekannter  Konzentration  bestimmt 

werden. 
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4.8.3 Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

4.8.3.1 PCR 

Zur  Amplifikation  spezifischer  DNA‐Seqeunzen  mittels  PCR  (Mullis  et  al.,  1992) 

wurden 100 ng genomische DNA oder 100 ng Plasmid‐DNA in 50 μl PCR‐Ansätzen 

verwendet. Ein Ansatz  beinhaltete  folgende  Substanzen:  1× Polymerase‐Puffer mit 

1,5 mM MgCl2,  je  200  μM  dNTPs,  2 μM  je Oligonukleotid  (Kapitel  4.4)  und  1 U 

Polymerase. Ein Standard‐PCR‐Programm  im PCR‐Thermocycler (Mastercycler gra‐

dient, Eppendorf) hatte folgenden Ablauf: 

 

98°C  10 min    

94°C  30 sec 

50±10°C  1 min 

68°C bzw. 72°C  1 min/500 bp

 

     30 Zyklen 

68°C bzw. 72°C  10 min    

 

Die  Reaktionsansätze wurden  nach  der Amplifikation mit  1×  Ladepuffer  versetzt 

und in einem 1‐ bzw. 2%igen (w/v) Agarosegel getrennt (Kapitel 4.8).  

 

4.8.3.2 nestedPCR 

Zur Amplifikation  von DNA,  die  für  Rekombinationen  (Herstellung  von  Vektor‐

konstrukten, Kapitel 4.8.4) verwendet werden sollte, wurde eine nestedPCR durch‐

geführt. Dabei diente das Produkt  einer  ersten PCR als Ausgangsmaterial  für  eine 

zweite  PCR.  Die  erste  PCR wurde wie  bereits  beschrieben  durchgeführt  (Kapitel 

4.8.3.1). Der 50 μl umfassende Reaktionsansatz der zweiten PCR setzte sich wie folgt 

zusammen:  1×  Polymerase‐Puffer mit  1,5 mM MgCl2,  je  200  μM  dNTPs,  8  μM  je 

Oligonukleotid  (Kapitel 4.4) und 1 U Polymerase. Das PCR‐Programm, welches  im 

Mastercycler gradient (Eppendorf) durchgeführt wurde, hatte folgende Parameter: 
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95°C  2 min    

94°C  15 sec 

45°C  30 sec 

68°C bzw. 72°C  1 min/500 bp

 

     5 Zyklen 

68°C bzw. 72°C  5 min    

95°C  2 min    

94°C  15 sec 

55°C  30 sec 

68°C bzw. 72°C  1 min/500 bp

 

     20 Zyklen 

68°C bzw. 72°C  5 min    

 

4.8.3.3 Overlap extension PCR 

Zum  reziproken  Austausch  von  Sequenzblöcken  (Abbildung  4.1)  zwischen  den 

Proteinen TrxRh1‐Δ10 und TrxRh2 (Mentel et al., 2008) wurde die Overlap extension 

PCR verwendet (Wurch et al., 1998).  

 

 

Abbildung 4.1: Resultierende Konstrukte mit den Blöcken der Proteinsequenzen, die zwischen den 

  Proteinen TrxRh1‐Δ10 und TrxRh2 (Mentel et al., 2008) zur Überprüfung einer Importeigenschaft 

  in die Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis reziprok ausgetauscht werden sollen. 

 

  Die Overlap extension PCR  (Abbildung 4.2) besteht aus mindestens drei PCRs, 

abhängig davon, welche Sequenzblöcke getauscht werden sollen. Die erste PCR  ist 

eine konventionelle PCR, bei der die Oligonukleotide an ihrem 5’ Ende partiell kom‐

plementär zu den angrenzenden Fragmenten sind, die fusioniert werden sollen. Die 
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zweite  PCR  besteht  aus  der  Fusion  der  PCR‐Produkte,  die  bei  der  ersten  PCR 

amplifiziert wurden, unter Verwendung der komplementären Verlängerungen der 

Oligonukleotide.  Die  abschließende  dritte  PCR  entspricht  der  Amplifikation  des 

fertigen Fusionsprodukts. Das endgültige PCR‐Produkt ist eine Fusion der verschie‐

denen PCR‐Produkte, die zuvor amplifiziert worden sind  (Wurch  et al., 1998). Alle 

PCRs wurden wie  im Kapitel  4.8.3.1  beschrieben durchgeführt. Die  resultierenden 

PCR‐Produkte wurden  für  Rekombinationen  (Herstellung  von Vektorkonstrukten, 

Kapitel 4.8.4) verwendet und wurden deswegen noch einer nestedPCR unterzogen 

(Kapitel 4.8.3.2). 

 

 

Abbildung  4.2:  Overlap  extension  PCR.  Das  Konstrukt  TrxR‐211  wurde  durch  Fusion  der  ent‐

  sprechenden Sequenzblöcke durch die Overlap extension PCR konstruiert. Das Produkt wurde 

  dann  in den Trichomonas vaginalis Expressionsvektor pTagvag2 rekombiniert (Kapitel 4.8.4). Die 

  Herstellung der anderen Konstrukte erfolgte analog.  
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4.8.4 Herstellung von Vektorkonstrukten mittels Rekombinationen 

Zur  Herstellung  der  Expressionsvektoren  für  die  homologe  Expression  in 

Trichomonas  vaginalis  wurde  die  MultiSite  Gateway®  Pro  Technologie  der  Firma 

Invitrogen verwendet. Diese universelle Klonierungsmethode beruht auf den spezi‐

fischen  Rekombinationseigenschaften  zur  Integration  und  Excision  des  Bakterio‐

phagen  Lambda  (Landy,  1989)  und  dient  der  gleichzeitigen Klonierung mehrerer 

DNA‐Fragmente in einer definierten Richtung und Orientierung (Hartley et al., 2000; 

Sasaki  et  al.,  2005,  2004).  Es  können  Expressionsklone  mit  zwei  frei  wählbaren, 

separaten DNA‐Elementen erstellt werden. 

  Die  Rekombinationen  des  Bakteriophagen  treten  zwischen  spezifischen  Bin‐

dungsstellen  auf  der Phagen‐DNA  (attP;  att:  attachment  (engl.),  P:  Phage)  und  auf 

dem bakteriellen Chromosom  (attB; B: Bakterium)  auf. Die  resultierende Stelle  auf 

der DNA  ist nach der Rekombination von attL  (L:  links) und attR‐Seiten  (R: rechts) 

flankiert.  Die  durch  das  Enzym  Integrase  (phagenkodiert)  und  dem  bakteriellen 

Integrations‐Wirt‐Faktor  (IHF,  integration  host  factor)  vermittelte  initialisierende 

Integrations‐Reaktion wird als BP Rekombination bezeichnet. Die Excisions‐Reaktion 

benötigt zusätzlich die Excisionase (phagenkodiert) und heißt LR Reaktion (Katzen, 

2007).  

  Die durch nestedPCR amplifizierte DNA (Kapitel 4.8.3.2) wurde durch die Oligo‐

nukleotide mit Rekombinationsseiten flankiert. Es folgte eine BP Rekombination der 

amplifizierten DNA des zu exprimierenden Proteins  (Element 1, Abbildung 4.3)  in 

den Vektor  pDONR™  P1‐P5r  (Invitrogen) mit Hilfe  des  „MultiSite Gateway®  Pro“ 

Kits (Invitrogen) nach Herstellerangaben. Eine ebenfalls amplifizierte di‐Hämagglu‐

tinin‐Sequenz  (Element 2, Abbildung 4.3) wurde auf dieselbe Weise  in den Vektor 

pDONR™ P5‐P2 (Invitrogen) rekombiniert. Die so entstandenen Plasmide wurden als 

„Entry clones“ bezeichnet. Durch die Wahl der Vektoren und damit verbunden auch 

der Bestimmung der Flankierungen bei der PCR wurde festgelegt, dass bei einer ge‐

meinsamen Rekombination (LR) der enstandenen „Entry clones“ von Element 1 und 

Element  2  in den Expressionsvektor das Element  1 C‐terminal mit dem Element 2 
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(einem HA‐Tag) zusammengefügt wurde. Die LR Rekombination erfolgte ebenfalls 

mit Hilfe des „MultiSite Gateway® Pro“ Kits (Invitrogen) nach Herstellerangaben. Es 

wurden jeweils 10 fmol der Element 1‐ und Element 2‐Plasmide und 20 fmol des mit‐

tels  des  Kits  „Gateway®  Vector  Conversion  System“  (Invitrogen)  nach Hersteller‐

angaben für die Rekombination vorbereiteten pTagvag2‐Vektors verwendet. 

 

 

Abbildung  4.3: Prinzip des MultiSite Gateway® Pro Klonierungssystems von  Invitrogen. Überblick 

  über die 2‐Fragmente Rekombination  in einen attR1‐attR2 Klonierungsvektor  (pTagvag2) durch 

  die MultiSite Gateway® Pro Klonierung. Es wird die Entstehung der entsprechenden „Entry clo‐

  nes“ durch die BP Rekombination gezeigt. Der Expressionsklon resultiert aus einer einzigen LR 

  Rekombination, bei der zwei „Entry  clones“ und der pTagvag2‐Vektor verwendet werden. Ele‐

  ment 1 kennzeichnet dabei stets die Sequenz, die mit dem di‐Hämagglutinin (Element 2) C‐termi‐

  nal in dem pTagvag2‐Vektor fusioniert werden soll  

  Abbildung modifiziert nach Katzen (2007). 

 

4.8.5 Sequenzierung von DNA-Fragmenten 

Sequenzierungen von DNA‐Fragmenten in Plasmiden wurden von der Firma GATC 

Biotech AG, Konstanz, durchgeführt. 
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4.9 Arbeiten mit Proteinen 

4.9.1 Extraktion von Membranproteinen aus Hydrogenosomen 

Die  Extraktion  der Membranproteine  aus  den Hydrogenosomen  von  Trichomonas 

vaginalis  erfolgte  aus  2 mg Hydrogenosomen nach der von Fujiki  et  al.  (1982)  ent‐

wickelten  Natriumcarbonat‐Methode.  Die  Konzentration  der  Hydrogenosomen 

wurde  zuvor  nach Bradford  (1976)  bestimmt  (Kapitel  4.9.2) Die Membranproteine 

wurden durch einstündige Ultrazentrifugation bei 149000×g (45000 rpm) und 4°C im 

Type  70Ti  Rotor  (L7‐55 Ultrazentrifuge,  Beckmann)  von  den  löslichen Matrixpro‐

teinen getrennt. Die pelletierten Membranproteine wurden zweimal mit 100 μl eis‐

kaltem H2O gewaschen und anschließend bei ‐80°C gelagert. 

 

4.9.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Die Konzentration von Proteinlösungen wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Dazu 

wurde  1  ml  einer  1:5‐Verdünnung  des  Farbreagenzes  (Bio‐Rad  Protein  Assay) 

erstellt,  mit  1  μl  der  Proteinlösung  versetzt  und  10  min  bei  Raumtemperatur 

inkubiert. Danach wurde  die  Extinktion  gegen  eine Referenz  gemessen. Zur Kali‐

brierung  der  Messung  wurde  eine  Regressionsgerade  mit  definierten  Protein‐

konzentrationen  von  Rinderserumalbumin  erstellt.  Aus  der  Geradengleichung 

konnte  eine  unbekannte  Proteinkonzentration  bestimmt  werden.  Die  Messungen 

wurden  computergesteuert  (Software:  Swift/Quantification/  der  Firma  Biochrom 

Ltd.) bei einer Wellenlänge von 595 nm durchgeführt. 

 

4.9.3 Elektrophoretische Trennung von Proteinen (SDS-PAGE) 

Proteine  wurden  mit  Hilfe  der  diskontinuierlichen  SDS‐Polyacrylamidgelelektro‐

phorese  (SDS‐PAGE)  (Laemmli,  1970) getrennt. Es wurden die  Standardprotokolle 

von Sambrook et al. (1989) für 12‐ bzw. 15%ige Trenngele verwendet. Es kamen verti‐

kale Hoefer‐Kammern der Firma GE Healthcare  aus der  Serie  SE600  zum Einsatz. 

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit 1/5 Volumen 5× Laemmli‐Proben‐

puffer versetzt und 10 min bei 95°C denaturiert. 
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4.9.4 Färben von Polyacrylamidgelen 

Durch SDS‐Gele  (Kapitel 4.9.3) getrennte Proteine wurden nach Heukeshoven und 

Dernick (1988) und Neuhoff et al. (1985) mit Coomassie Brilliant Blau angefärbt. Dazu 

wurde eine Tablette PhastGel™Blue R‐350 (GE Healthcare) in 80 ml Wasser gelöst, die 

Lösung mit 120 ml Methanol aufgefüllt, filtriert und bei 4°C gelagert. Zum Anfärben 

der Proteine wurde die Lösung 1:10 mit 10%iger (v/v) Essigsäure verdünnt und auf 

90°C erhitzt. Die SDS‐Gele wurden 1 h in der Färbelösung geschwenkt und zur Ent‐

färbung des Hintergrunds  in 10%ige (v/v) Essigsäure überführt. Dort verblieben sie 

bis zum gewünschten Kontrast der Banden. 

 

4.9.5 Western Transfer 

Der Transfer von  in  einer  SDS‐PAGE  (Kapitel  4.9.3) getrennten Proteinen  auf  eine 

Nitrocellulosemembran  wurde  nach  Gershoni  und  Palade  (1983)  in  einer  Halb‐

trockenzelle (Multiphor II NovaBlot™, GE Healthcare) durchgeführt. Dazu wurde die 

Anode  mit  H2Obidest.  angefeuchtet,  drei  Lagen  in  Transferpuffer  (40  mM  Glycin; 

50 mM Tris‐Puffersubstanz;  1 mM  SDS;  20%  (v/v) Methanol)  getränktes Whatman 

3MM‐Papier, die gewässerte Nitrocellulosemembran (Hybond™‐C Extra, GE Health‐

care) und das Trenngel gefolgt von drei weiteren in Transferpuffer getränkten Lagen 

Whatman  3MM‐Papier  luftblasenfrei  aufgestapelt  und mit  der mit H2Obidest.  ange‐

feuchteten Kathode bedeckt. Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemem‐

bran erfolgte bei einer konstanten Stromstärke von 0,82 mA/cm2 Gelfläche innerhalb 

von 60 min. Zur Kontrolle wurde die Membran nach dem Transfer mit Ponceau S 

(0,5% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v) Essigsäure) reversibel angefärbt. Die Färbung wurde 

durch Waschen mit deionisiertem Wasser zunächst differenziert und dann entfernt. 

 

4.9.6 Immunodetektion von Proteinen 

Zum Absättigen der Nitrocellulosemembran aus Kapitel 4.9.5 wurde  sie  für 1 h  in 

TBS  (20 mM Tris‐HCl pH 7,5; 150 mM NaCl) mit 3%  (w/v) proteasefreiem BSA ge‐

schwenkt. Die Hybridisierung mit dem 1:5000  in TBS mit 3%  (w/v) proteasefreiem 
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BSA  verdünnten primären Antikörper  (Maus Anti‐HA Monoklonaler AK  (Sigma)) 

erfolgte über Nacht bei 4°C. Anschließend wurde die Membran dreimal 10 min  in 

TBS  gewaschen  und  danach mit  dem  1:10000  in  TBS mit  10%  (w/v) Magermilch‐

pulver verdünnten  sekundären Antikörper  (Anti‐Maus  IgG  (H+L)/Meerrettich Per‐

oxidase Konjugat (ImmunoPure® Ziege, Pierce)) für 1 h bei RT inkubiert. Nach einem 

Waschvorgang, wie  zuvor  durchgeführt  und  beschrieben,  erfolgte  eine Nachweis‐

reaktion mit 4 ml Lösung A  (1,25 mM Luminol  (Sigma)  in 0,1 M Tris‐HCl pH 8,6), 

400 μl Lösung B (6 mM para‐Hydroxycoumarinsäure (Sigma)  in DMSO) und 1,2 μl 

30%  (v/v) H2O2. Die Signale wurden auf Lumi‐Film Chemilumineszenz Detektions‐

filme (Roche) übertragen. 

 

4.9.7 Messen enzymatischer Aktivitäten 

Die Reinheit  von  Proteinfraktionen  (Kapitel  4.7.5) wurde  anhand  der  spezifischen 

Aktivität  von  Markerenzymen  überprüft.  Als  hydrogenosomales  Markerenzym 

diente das decarboxylierende Malat Enzym (Kremer et al., 1989). Die Malat Dehydro‐

genase diente als Marker für das Cytosol (Stams et al., 1984). 

  Die Aktivität der Phosphofruktokinase  in den  jeweiligen subzellulären Fraktio‐

nen von Trichomonas vaginalis‐Zellen (Kapitel 4.7.5), die dieses Enzym exprimierten, 

erfolgte nach Mertens et al. (1989). 

 

 

4.10 Bioinformatische Methoden 

Sequenzvergleiche  und  Dantenbanksuchen  erfolgten  mit  BLAST  (Altschul  et  al., 

1997)  in  der  nicht‐redundanten  Sequenzdatenbank  (nr)  vom  National  Center  for 

Biotechnology  and  Information  NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  und  TIGR 

(http://www.tigr.org/)  bzw.  TrichDB  bei  EuPathDB  (http://www.trichdb.org, 

Aurrecoechea  et  al., 2009). Die Untersuchungen wurden  sowohl mit Nukleotid‐ als 

auch  mit  Proteinsequenzen  durchgeführt.  Das  Translatieren  von  DNA  und  die 

Berechnung des Molekulargewichts von Proteinen wurden mit dem EMBOSS‐Paket 
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(Rice et al., 2000) durchgeführt.  

  Die Einteilung der Sequenzblöcke der Proteine TrxRh1‐Δ10 und TrxRh2 (Mentel 

et  al., 2008), die  reziprok ausgetauscht werden  sollten, erfolgte anhand von Sekun‐

därstrukturen, die zuvor mit den Programmen PredictProtein (Rost et al., 2004) und 

Jpred (Cole et al., 2008) ermittelt wurden.  

  Globale multiple  Alignments  wurden mit  Clustal W  (Thompson  et  al.,  1994) 

erstellt. Das Programm needle des EMBOSS‐Pakets (Rice et al., 2000) wurde für paar‐

weise Alignments verwendet. 

  Mittels  des  Programms  SplitsTree4  (Huson,  1998)  wurden  auf  der  Basis  von 

Clustal W‐Alignments  (Thompson  et  al.,  1994)  phylogenetische  Analysen  durch‐

geführt. Distanzen wurden mit der Methode LogDet  (Thollesson,  2004)  berechnet, 

wobei  Lücken  im  Alignment  von  der  Analyse  ausgeschlossen  wurden.  Aus  den 

Distanzen wurde mit NeighborNet  (Bryant und Moulton, 2004), einer Variante des 

Neighbor‐Joining Algorithmus  (Saitou und Nei,  1987),  ein Netzwerk  abgeleitet.  In 

das Netzwerk  eingegangene  Proteinsequenzen wurden  der NCBI‐Datenbank  ent‐

nommen. 

  Hydrophobe,  transmembrane  Bereiche  von  Proteinen  (α‐Helices) wurden mit 

dem Programm HMMTOP  (Tusnády und  Simon,  1998,  2001)  vorausgesagt. Ob  es 

sich  bei  den  α‐Helices  um  amphipathische  Helices  handelt,  wurde  durch  eine 

graphische  Darstellung  der  α‐Helix  überprüft.  Dazu  diente  das  Programm 

PROTEAN™  der  Software  Lasergene  8  von DNASTAR. Das  Programm  gibt  eine 

graphische Darstellung  der  α‐Helix  aus  (helical wheel),  bei  dem  die  verschiedenen 

Aminosäuren  aus  denen  die  α‐Helix  aufgebaut  ist, mit  unterschiedlichen  Farben 

markiert  und  die  Lage  der  hydophoben  und  polaren Aminosäurereste  ersichtlich 

sind. 
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5. ERGEBNISSE 

5.1 Lokalisation der glykolytischen Enzyme in Zellen von  
 Trichomonas vaginalis 

Für aerobe Mitochondrien von Vertretern der Pilze, Pflanzen und Ciliaten (Conger et 

al., 1971; Eldan und Blum, 1973; Srere, 1987; Giegé et al., 2003; Brandina et al., 2006; 

Smith et al., 2007) wurde eine Assoziation mit glykolytischen Enzymen beschrieben. 

Da  sich  Mitochondrien  und  Hydrogenosomen  im  Laufe  der  Evolution  aus 

demselben Vorläufer entwickelt haben  (Martin und Müller, 1998; Esser  et  al., 2004; 

Embley, 2006), könnte auch bei Hydrogenosomen eine Assoziation mit der Glykolyse 

festzustellen sein, zumal auch bei hydrogenosomalen Proteomanalysen glykolytische 

Enzyme detektiert worden sind (Pütz, 2007; Gelius‐Dietrich, 2008).    

  Zur Bestimmung der Lokalisation der Glykolyse bei dem Hydrogenosomen be‐

sitzenden  Protisten  Trichomonas  vaginalis  wurden  die  glykolytischen  Enzyme  ho‐

molog  in  Trichomonas  vaginalis  T1‐Zellen  exprimiert. Der  Trichomonas  vaginalis  Ex‐

pressionsvektor pTagvag2 (Hrdy et al., 2004) vermittelte dem Zielprotein dabei einen 

C‐terminalen  HA‐Tag,  der  zum  einen  bei  einer  Immunodetektion  eines Western 

Blots genutzt wurde und zum anderen bei einer Lokalisationsstudie mittels Immuno‐

fluoreszenzfärbungen in situ als Ziel Fluorophor‐markierter Antikörper diente. 

 

5.1.1 Herstellung von Expressionsvektoren für die homologe Expression 
glykolytischer Enzyme in Trichomonas vaginalis 

5.1.1.1 Isolation genomischer DNA aus Trichomonas vaginalis 

Zur  Isolierung  von  genomischer  DNA  aus  Trichomonas  vaginalis  wurden  500 ml 

Kultur  des  Stamms  T1  von  Trichomonas  vaginalis  verwendet  (Kapitel  4.8.1).  Zum 

Nachweis der erfolgreichen Isolation wurde eine Probe in einem 1%igen Agarosegel 

mit Ethidiumbromid elektrophoretisch getrennt (Abbildung 5.1). Die DNA‐Konzen‐

tration wurde photometrisch  bestimmt  (Kapitel  4.8.2). Dazu wurde die Probe  1:50 

verdünnt. Es wurde eine Absorption bei 260 nm von 0,8 gemessen. Da  für dsDNA 

gilt,  dass  1 OD260  50  μg  dsDNA/ml  entspricht,  ergab  sich  eine Konzentration  von 
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2 mg dsDNA/ml. In dem Probenvolumen von insgesamt 1 ml lag eine Gesamtmenge 

von  2 mg genomischer DNA vor. Die genomische DNA wurde mit  einer Konzen‐

tration von 100 ng/μl in TE‐Puffer verwendet. 

 

M
ar

ke
r 

gD
N

A
 

 

 

bp

3000

1000

500

Abbildung  5.1: Genomische DNA von Trichomonas  vaginalis getrennt  in  einem  1%igen Agarosegel. 

  gDNA: 2 μg genomische DNA; Marker: 500 ng DNA‐Größenmarker [bp] (Fermentas).  

 

5.1.1.2 Amplifikation der glykolytischen Enzyme 

Die Sequenzen aller zehn glykolytischen Enzyme von Trichomonas vaginalis wurden 

aus  genomischer DNA  (Kapitel  5.1.1.1) mit  den  entsprechenden Oligonukleotiden 

(Kapitel  4.4)  mittels  PCR  (Kapitel  4.8.3.1)  amplifiziert.  Das  Volumen  des  PCR‐

Ansatzes betrug 50 μl. Es wurden 100 ng genomische DNA eingesetzt. Zur Kontrolle 

der PCR wurden die Proben  in einem 1%igen Agarosegel mit Ethidiumbromid ge‐

trennt  (Abbildung  5.2).  Es  konnten  DNA‐Fragmente  mit  erwarteter  Größe  nach‐

gewiesen werden.  

  Durch eine zweite PCR – als Matrize wurden dabei die Produkte der ersten PCR 

(Abbildung  5.2)  verwendet  –  wurden  den  DNA‐Fragmenten  spezielle  Bindungs‐

stellen  für  die  späteren  Rekombinationen  angehangen  (Kapitel  4.3.8.2). Die  erhal‐

tenen Produkte wurden in den Vektor pDONR™ P1‐P5r rekombiniert (Kapitel 4.8.4) 

und sequenziert  (Kapitel 4.8.5). Dabei ergab sich, dass alle Sequenzen mit denen  in 

der Genomdatenbank von Trichomonas vaginalis (www.trichdb.org) annotierten über‐

einstimmten. Die Zugangsnummern zu den Nukleotidsequenzen sind in der Tabelle 

7.1 im Anhang zu finden. 
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Abbildung  5.2: Amplifikation  der  glykolytischen  Enzyme  aus  genomischer DNA  von  Trichomonas 

  vaginalis. Marker: 500 ng DNA‐Größenmarker (Fermentas) [bp]; GK: Glukokinase (1128 bp); GPI: 

  Glukose‐6‐phosphat Isomerase (1626 bp); PFK: Phosphofruktokinase (975 bp); FBA: Fruktose‐1,6‐

  bisphosphat  Aldolase  (984  bp);  TPI:  Triosephosphat  Isomerase  (756 bp);  GAPDH:  Glycerin‐

  aldehyd‐3‐phosphat Dehydrogenase (1083 bp); PGK: 3‐Phosphoglycerat Kinase (1257 bp); PGM: 

  Phosphoglycerat Mutase (861 bp); ENO: Enolase (1449 bp); PK: Pyruvat Kinase (1449 bp). 

 

5.1.1.3 Amplifikation des di-Hämagglutinins 

Die Sequenz des di‐Hämagglutinins wurde aus Plasmid‐DNA mit den entsprechen‐

den  Oligonukleotiden  (Kapitel  4.4) mittels  PCR  (Kapitel  4.8.3.1)  amplifiziert.  Das 

Volumen des PCR‐Ansatzes betrug  50  μl. Es wurden  100 ng Plasmid‐DNA  einge‐

setzt. Zur Kontrolle der PCR wurde die Probe in einem 2%igen Agarosegel getrennt 

(Abbildung 5.3). Es konnte ein DNA‐Fragment mit erwarteter Größe nachgewiesen 

werden. Durch  eine  zweite  PCR mit  dem  Produkt  als Matrize,  das Abbildung 5.3 

zeigt,  wurden  dem  DNA‐Fragment  spezielle  Bindungsstellen  für  die  späteren 

Rekombinationen angehangen (Kapitel 4.8.3.2). 
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Abbildung  5.3:  Amplifikation  des  di‐Hämagglutinins  aus  Plasmid‐DNA.  Marker:  500  ng  DNA‐

  Größenmarker [bp] (Fermentas); HA: di‐Hämagglutinin (54 bp).  

 

   47 



Ergebnisse 

  Das  erhaltene  Produkt  wurde  in  den  Vektor  pDONR™  P5‐P2  rekombiniert 

(Kapitel  4.8.4) und  sequenziert  (Kapitel  4.8.5); daraus  resultierte, dass die Sequenz 

mit dem Hämagglutinin des humanen Influenza‐Virus übereinstimmte. 

 

5.1.1.4 Herstellung der Expressionsvektoren mittels Rekombinationen 

Zur Herstellung von Trichomonas vaginalis Expressionsvektoren zur homologen Ex‐

pression der glykolytischen Enzyme dienten Rekombinationsansätze von  je 10 fmol 

des  jeweiligen Plasmids mit dem entsprechenden glykolytischen Enzym zusammen 

mit 10  fmol des  sich  im Vektor pDONR™ P5‐P2 befindlichen di‐Hämagglutinins  in 

den  Expressionsvektor  pTagvag2  (Kapitel  4.8.4).  Aufgrund  dieses  Vorgangs  ent‐

standen Expressionsvektoren, in denen ein glykolytisches Enzym mit einem C‐termi‐

nalen HA‐Tag vorlag. Der Vektor trug ein Neomycin‐Resistenzgen zur Selektion von 

transformierten Trichomonaden. Ebenso war ein  selbstinduzierender Promotor aus 

Trichomonas vaginalis vorhanden (SCSα).   

  Der  Erfolg  der  Rekombination  wurde  anhand  einer  PCR  überprüft  (Kapitel 

4.8.3.1). Es wurde stets die Sequenz eines glykolytischen Enzyms mit seinem C‐ter‐

minalen HA‐Tag mithilfe der entsprechenden Oligonukleotide (Kapitel 4.4) amplifi‐

ziert. Bei einer Trennung der PCR‐Produkte  in einem 1%igen Agarosegel mit Ethi‐

diumbromid  ergab  sich  für  das  jeweilige  Enzym  ein  Bild,  das  die Abbildung  5.2 

zeigt. Somit war von einer erfolgreichen Rekombination und  folgedessen auch mit 

einer C‐terminalen Markierung der Sequenz mit dem HA‐Tag auszugehen.  

 

5.1.2 Homologe Expression in Trichomonas vaginalis 

5.1.2.1 Transformation von Trichomonas vaginalis mittels Elektroporation 

Jedes einzelne glykolytische Enzym von Trichomonas vaginalis wurde  in Trichomonas 

vaginalis T1‐Zellen homolog exprimiert. Die Transformation der Zellen erfolgte durch 

Elektroporation (Kapitel 4.7.4). Der Transformationserfolg wurde anhand einer PCR 

überprüft, bei der  aufgeschlossene Trichomonas  vaginalis‐Zellen  als Matrize dienten 

(Kapitel 4.8.3.1). Der Zellaufschluß erfolgte mit 1,5 ml Kultur, die pelletiert wurde, in 
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H2O  aufgenommen  und  durch wiederholtes  schnelles  Erhitzen  und  Abkühlen  in 

einem Thermocycler aufgeschlossen wurde. Von der Zellsuspension wurde 1 μl als 

Matrize verwendet. Aus dem Expressionsvektor pTagvag2, der durch die Elektro‐

poration  in  die  Zellen  hineingeschleust  werden  sollte,  wurde  die  Sequenz  eines 

glykolytischen Enzyms mit seinem C‐terminalen HA‐Tag mithilfe der entsprechen‐

den Oligonukleotide  (Kapitel  4.4)  amplifiziert. Die  Produkte  der  PCR wurden  in 

einem 1%igen Agarosegel mit Ethidiumbromid getrennt. Bei einer erfolgreichen Ein‐

schleusung des pTagvag2‐Vektors und damit einer Transformation der Trichomonas 

vaginalis  T1‐Zellen  entsprach  das  Trennungsmuster  für  das  entsprechende  Enzym 

demjenigen, das die Abbildung 5.2 zeigt.  

  Der Transformationserfolg konnte  für acht glykolytische Enzyme nachgewiesen 

werden. Der Versuch der homologen Expression der Triosephosphat Isomerase und 

der Phosphoglycerat Mutase  in Trichomonas vaginalis erbrachte keine  lebensfähigen 

Transformanden. 

 

5.1.2.2 Ermittlung von Markerenzymaktivitäten – Reinheitsbestimmung   

Die  transformierten Trichomonaden wurden  subzellulär  fraktioniert  (Kapitel 4.7.5). 

Die dabei erhaltenen cytosolischen und hydrogenosomalen Fraktionen wurden über 

eine enzymatische Bestimmung der Aktivität von Markerenzymen auf ihre Reinheit 

überprüft (Kapitel 4.9.7). Abbildung 5.4 stellt die ermittelten spezifischen Aktivitäten 

der Enzyme graphisch dar. Die bei  jeder  subzellulären Fraktionierung bestimmten 

Enzymaktivitäten unterschieden sich kaum voneinander. 

  Die Malat Dehydrogenase  (MDH, EC 1.1.1.37) diente als  cytosolisches Marker‐

enzym und wies mit ungefähr 13 nmol/min×mg die höchste spezifische Aktivität in 

der  cytosolischen  Fraktion  auf.  In  der  hydrogenosomalen  Fraktion  ist mit  knapp 

2 nmol/min×mg  eine  geringere  spezifische  Aktivität  festzustellen;  dieses  Resultat 

deutet  auf  eine  geringe Kontamination  der  hydrogenosomalen  Fraktion mit  cyto‐

solischen Anteilen hin. 
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  Das Malat Enzym (ME, EC: 1.1.1.40) wurde als hydrogenosomales Markerenzym 

verwendet. Die höchste spezifische Aktivität  ist  in der hydrogenosomalen Fraktion 

mit circa 4 μmol/min×mg zu messen.  In der cytosolischen Fraktion  ist ein geringer 

Anteil  an  Aktivität  (0,6  μmol/min×mg)  vorhanden,  der  auf  fragmentierte Hydro‐

genosomen zurückzuführen ist. 

 

 

Abbildung  5.4:  Spezifische  Enzymaktivitäten  [nmol/min×mg  für  Malat  Dehydrogenase  und 

  μmol/min×mg für Malat Enzym] in subzellulären Fraktionen von Trichomonas vaginalis. 

 

 

5.1.3 Lokalisationsstudien mittels Western Blot Analysen 

Die Lokalisation der homolog exprimierten glykolytischen Enzyme bei dem Protisten 

Trichomonas vaginalis wurde durch Western Blot Analysen bestimmt. Dazu wurden 

transformierte Trichomonas vaginalis‐Kulturen, die  jeweils ein glykolytisches Enzym 

mit  einem  C‐terminalen  HA‐Tag  homolog  exprimierten,  subzellulär  fraktioniert 

(Kapitel  4.7.5). Die  erhaltenen  Fraktionen  (Gesamtzellextrakt, Cytosol  und Hydro‐

genosomen)  wurden  auf  ihre  Reinheit  mittels  Enzymaktivitätstests  von  Marker‐

enzymen überprüft  (Kapitel 4.9.7; Abbildung 5.4) und  in einer SDS‐PAGE getrennt 

(Kapitel  4.9.3).  Die  getrennten  Proteine  wurden  auf  eine  Nitrocellulosemembran 

übertragen  (Kapitel  4.9.5) und der C‐terminale HA‐Tag der homolog  exprimierten 
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glykolytischen Enzyme wurde durch eine  Immunodetektion nachgewiesen  (Kapitel 

4.9.6).  Durch  diese  Analyse  konnte  ermittelt  werden,  in  welcher  Fraktion  das 

markierte glykolytische Enzym vorhanden war.    

 

5.1.3.1 Elektrophoretische Trennung von Proteinen (SDS-PAGE) 

Die Proteine der drei Fraktionen (Gesamtzellextrakt, Cytosol und Hydrogenosomen), 

die  bei  der  subzellulären  Fraktionierung  der  transformierten  Trichomonaden  er‐

halten wurden (Kapitel 4.7.5), wurden in 12%igen SDS‐Gelen getrennt (Kapitel 4.9.3).  
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Abbildung  5.5:  12%ige, Coomassie‐gefärbte  SDS‐PAGE  subzellulärer  Fraktionen  von Glukokinase‐

  HA  (GK‐HA; 42 kDa), Glycerinaldehyd‐3‐phosphat Dehydrogenase‐HA  (GAPDH‐HA; 40 kDa) 

  und  Fruktose‐1,6‐bisphosphat  Aldolase‐HA  (FBA‐HA;  37  kDa)  exprimierenden  Zellen  von 

  Trichomonas vaginalis. Es wurden von  jeder Fraktion  jeweils 10 und 20 μg Protein aufgetragen. 

  Cyt:  Cytosol;  GZ:  Gesamtzellextrakt;  Hyd:  Hydrogenosomen; Marker:  Protein‐Größenmarker 

  (Fermentas) [kDa]. 
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  Da  in  Coomassie‐gefärbten  SDS‐Gelen  (Kapitel  4.9.4)  nicht  die  Bande  des 

überexprimierten Proteins zu beobachten und festzustellen war, zeigt Abbildung 5.5 

beispielhaft  eine  SDS‐PAGE  von  Trichomonas  vaginalis‐Kulturen,  die  jeweils  ein 

anderes glykolytisches Enzym exprimieren. Die restlichen Gele sind  im Anhang zu 

finden (Abbildungen 7.1 bis 7.3). 

 

5.1.3.2 Immunodetektion von Proteinen im Western Blot 

Die zuvor  in SDS‐Gelen getrennten Proteine der durch subzelluläre Fraktionierung 

transformierter Zellen von Trichomonas vaginalis (Kapitel 4.7.5) erhaltenen drei Frak‐

tionen wurden auf Nitrocellulosemembranen übertragen  (Kapitel 4.9.5) und der C‐

terminale HA‐Tag des exprimierten Proteins  immunologisch nachgewiesen (Kapitel 

4.9.6). Es handelte  sich dabei um Zellen von Trichomonas vaginalis, die ein glykoly‐

tisches Enzym exprimierten. Abbildung 5.6 zeigt die bei der  Immunodetektion mit 

anschließendem Luminolnachweis erhaltenen Signale.   

  Die Immunodetektion des HA‐Tags, des jeweiligen exprimierten Proteins, ergab, 

dass alle  exprimierten Proteine  (Enolase  (ENO), Fruktose‐1,6‐bisphosphat Aldolase 

(FBA), Glukokinase  (GK), Glukose‐6‐phosphat  Isomerase  (GPI), Glycerinaldehyd‐3‐

phosphat Dehydrogenase  (GAPDH), 3‐Phosphoglycerat Kinase  (PGK) und Pyruvat 

Kinase  (PK))  im Cytosol  der Zelle  lokalisiert  sind,  denn  es wurden  ausschließlich 

Signale  im  Gesamtzellextrakt  und  in  der  cytosolischen  Fraktion  detektiert.  Die 

Ergebnisse  für  die  exprimierten  glykolytischen  Enzyme  ließen  sich  in  zwei 

unabhängigen Versuchen reproduzieren. 
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Abbildung 5.6: Immunodetektion subzellulärer Fraktionen von transformierten Trichomonas vaginalis‐

  Kulturen mit Antiserum gegen den C‐terminalen HA‐Tag des exprimierten Proteins. Es wurden 

  jeweils  10  und  20  μg  der  drei  Fraktionen  (Gesamtzellextrakt, Cytosol  und Hydrogenosomen) 

  aufgetragen.  ENO‐HA:  Enolase‐HA  (54,29  kDa);  FBA‐HA:  Fruktose‐1,6‐bisphosphat Aldolase‐

  HA  (39,26  kDa); GK‐HA: Glukokinase‐HA  (44,78  kDa); GAPDH‐HA: Glycerinaldehyd‐3‐phos‐

  phat Dehydrogenase‐HA  (42,15 kDa); GPI‐HA: Glukose‐6‐phosphat  Isomerase‐HA  (64,16 kDa); 

  PGK‐HA: 3‐Phosphoglycerat Kinase‐HA (48,34 kDa); PK‐HA: Pyruvat Kinase‐HA (55,82 kDa).  

 

  Für die in Trichomonas vaginalis exprimierte Phosphofruktokinase zeigte sich ein 

anderes Bild (Abbildung 5.7): Hier konnte  in der cytosolischen Fraktion kein Signal 

für einen vorhandenen HA‐Tag detektiert werden. Signale zeigten sich  im Gesamt‐

zellextrakt und  in der hydrogenosomalen Fraktion. Auch dieses Ergebnis konnte  in 

zwei unabhängigen Versuchen reproduziert und so gesichert werden.  
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Abbildung 5.7: Immunodetektion subzellulärer Fraktionen von Phosphofruktokinase exprimierenden 

  Trichomonas vaginalis‐Kulturen mit Antiserum gegen den C‐terminalen HA‐Tag des exprimierten 

  Proteins. Es wurden  jeweils 25 und 50 μg der drei Fraktionen  (Gesamtzellextrakt, Cytosol und 

  Hydrogenosomen) aufgetragen. PFK‐HA: Phosphofruktokinase‐HA (37,76 kDa).  

 

 

 

5.1.4 Lokalisationsstudien mittels Immunofluoreszenz  

Neben den Lokalisationen der  exprimierten glykolytischen Enzyme  in Trichomonas 

vaginalis mittels Western Blot Analysen wurden die HA‐markierten Proteine auch in 

situ mittels  Immunofluoreszenzen  lokalisiert  (Kapitel 4.7.6). Neben dem markierten 

Enzym,  das mit  grün‐fluoreszierenden Antikörpern  angefärbt wurde, wurden  als 

hydrogenosomaler  Marker  ASCT‐Moleküle  mit  rot‐fluoreszierenden  Antikörpern 

und die DNA (der Zellkern) mit DAPI (blau fluoreszierend) angefärbt.  

  In  den  transformierten  Zellen  von  Trichomonas  vaginalis wurden  –  bis  auf  die 

Phosphofruktokinase – alle exprimierten glykolytischen Enzyme als gleichmäßig  in 

der Zelle  verteilte  Proteine  ausgemacht.  Es  konnte  keine Co‐Lokalisation mit  den 

Hydrogenosomen festgestellt werden (Abbildung 5.8). Für die Phosphofruktokinase 

konnte eine Co‐Lokalisation mit den Hydrogenosomen festgestellt werden. Die rote 

Fluoreszenz der Antikörper, die die ASCT markierten,  ließen  sich mit der  grünen 

Fluoreszenz  des  angefärbten HA‐Tags  der  PFK  zur Deckung  bringen  (Abbildung 

5.8). 
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                    Anti-HA                                     Anti-ASCT                         Überlagerung mit DAPI 
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Abbildung 5.8:  Immunofluoreszenzfärbung des C‐terminalen HA‐Tags des  jeweiligen exprimierten 

  Proteins  in  Zellen  von  Trichomonas  vaginalis.  Die  Antikörper  gegen  den  HA‐Tag  des  jeweils 

  exprimierten Proteins fluoreszieren grün (Anti‐HA). Als hydrogenosomale Kontrolle wurde die 

  Acetat:Succinat‐CoA  Transferase  (ASCT)  mit  rot‐fluoreszierenden  Antikörpern  nachgewiesen 

  (Anti‐ASCT). Die DNA im Zellkern wurde mit DAPI angefärt (blaue Fluoreszenz) und ist in der 

  Überlagerung  der  beiden  anderen  Fluoreszenzen  zu  sehen.  ENO‐HA:  Enolase‐HA;  FBA‐HA: 

  Fruktose‐1,6‐bisphosphat  Aldolase‐HA;  GK‐HA:  Glukokinase‐HA;  GAPDH‐HA:  Glycerin‐

  aldehyd‐3‐phosphat Dehydrogenase‐HA; GPI‐HA: Glukose‐6‐phosphat Isomerase‐HA; PFK‐HA: 

  Phosphofruktokinase‐HA; PGK‐HA: 3‐Phosphoglycerat Kinase‐HA; PK‐HA: Pyruvat Kinase‐HA. 

   55 



Ergebnisse 

In Abbildung 5.9 sind die durch Immunofluoreszenzen ermittelten cytosolischen und 

hydrogenosomalen Lokalisationen  am Beispiel der Glukokinase und der Phospho‐

fruktokinase vergrößert dargestellt. 

 

 

                                             

 

                                              

 

                                              

 

Abbildung 5.9: Immunofluoreszenzfärbung des C‐terminalen HA‐Tags eines cytosolisch lokalisierten 

  (GK‐HA) und eines hydrogenosomal lokalisierten (PFK‐HA) Proteins in Zellen von Trichomonas 

  vaginalis. Die Antikörper gegen den HA‐Tag des jeweils exprimierten Proteins fluoreszieren grün 

  (Anti‐HA). Als hydrogenosomale Kontrolle wurde die Acetat:Succinat‐CoA Transferase (ASCT) 

  mit rot‐fluoreszierenden Antikörpern nachgewiesen  (Anti‐ASCT). Die DNA  im Zellkern wurde 

  mit  DAPI  angefärt  (blaue  Fluoreszenz)  und  ist  in  der  Überlagerung  der  beiden  anderen 

  Fluoreszenzen zu sehen. GK‐HA: Glukokinase‐HA; PFK‐HA: Phosphofruktokinase‐HA. 

 

GK-HA PFK-HA

Anti-HA

Anti-ASCT

Überlagerung 

mit 

DAPI 
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5.1.5 Isolation der hydrogenosomalen Membranen aus Phosphofrukto-
kinase exprimierenden Zellen von Trichomonas vaginalis 

Aufgrund  der  Lokalisation  der  Phosphofruktokinase  in  der  hydrogenosomalen 

Fraktion  von  Trichomonas  vaginalis  (Abbildung  5.7)  wurden  isolierte  Hydrogeno‐

somen  in  ihre Membran‐ und Matrixproteine  separiert  (Kapitel 4.9.1). Die Proteine 

der  beiden  Fraktionen wurden  in  12%igen  SDS‐Gelen  getrennt  (Kapitel  4.9.3),  an‐

schließend auf Nitrocellulosemembranen übertragen (Kapitel 4.9.5) und der HA‐Tag 

der exprimierten PFK  immunologisch nachgewiesen  (Kapitel 4.9.6). Abbildung 5.10 

zeigt das Ergebnis des Western Blots mit anschließender Immunodetektion. Die PFK 

konnte  in  zwei  voneinander  unabhängigen  Versuchen  ausschließlich  in  der 

Membranfraktion der Hydrogenosomen nachgewiesen werden.     
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Abbildung 5.10:  Immunodetektion des C‐terminalen HA‐Tags der Phosphofruktokinase (37,76 kDa), 

  die Zellen von Trichomonas vaginalis exprimieren,  in verschiedenen Fraktionen dieser Zellen. Es 

  wurden jeweils 25 μg Protein der Hydrogenosomen, der hydrogenosomalen Membranen und der 

  Matrix der Hydrogenosomen aufgetragen.  

 

 

5.1.6 Messungen der Phosphofruktokinase-Aktivität 

In  den  verschiedenen  subzellulären  Fraktionen  (Kapitel  4.7.5)  von  Trichomonas 

vaginalis‐Zellen, die die Phosphofruktokinase exprimierten, wurde die Aktivität der 

Phosphofruktokinase  photometrisch  bestimmt  (Kapitel  4.9.7).  Als  Vergleichswerte 

dienten die Fraktionen des untransformierten Stamms (Trichomonas vaginalis T1). Die 

Messungen wurden mit PPi als Substrat durchgeführt (Kapitel 4.9.7). Abbildung 5.11 

zeigt  die  ermittelten  spezifischen  Aktivitäten  der  Phosphofruktokinase.  Die  im 

Kapitel  5.1.2.2  ermittelten  prozentualen  Kontaminationen  in  den  jeweiligen  Frak‐
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tionen wurden  bei  der  Berechnung  der  spezifischen  Enzymaktivitäten  berücksich‐

tigt.  

 

 

Abbildung  5.11:  Spezifische  Enzymaktivitäten  der  PPi‐abhängigen  Phosphofruktokinase 

  [nmol/min×mg]  in  subzellulären  Fraktionen  von  untransformierten  Zellen  von  Trichomonas 

  vaginalis T1 und von Phosphofruktokinase‐exprimierenden Zellen von Trichomonas vaginalis T1 

  (PFK‐T1). 

 

  Die  Aktivität  der  PPi‐abhängigen  Phosphofruktokinase  (EC  2.7.1.90)  war  im 

Gesamtzellextrakt bei dem untranformierten Wildtypstamm und bei dem die PFK 

(TVAG_391760) exprimierenden Stamm von Trichomonas vaginalis annähernd gleich 

hoch  (60 nmol/min×mg).  Im Cytosol war eine höhere spezifische Aktivität der PFK 

als  im Gesamtzellextrakt vorhanden. Auch  für diese  spezifische Aktivität der PFK 

war  in beiden Zelllinien kaum  ein Unterschied  festzustellen. Sie betrug bei beiden 

cytosolischen Fraktionen etwa 80 nmol/min×mg. Weder in den Hydrogenosomen des 

Trichomonas  vaginalis  Stamms  T1  noch  bei  den Hydrogenosomen  der  Trichomonas 

vaginalis  Zellen,  die  die  PFK  exprimierten,  war  eine  PFK‐Aktivität meßbar.  Eine 

Enzymaktivität  der  Phosphofruktokinase  in Ansätzen,  in  denen ATP  als  Substrat 

diente, war nicht meßbar. 
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5.1.7 Sequenzvergleiche der Phosphofruktokinasen aus Trichomonas 
vaginalis 

In der Genomdatenbank  von Trichomonas  vaginalis  (www.trichdb.org)  sind  elf  Iso‐

formen der Phosphofruktokinase annotiert.                   

TVAG_430830    1 ------------MSTEAPVLGILCGGGPAPGLNGVIAGATLYALRLGWKVIGFMEGFKYLCTGDVDVVKAHTIDLTYDIVSRIHFQGGTI 
TVAG_364620    1 ------------MSTEAPVLGILCGGGPAPGLNGVIAGATLYALRLGWKVIGFMEGFKYLCTGDIETVKAHTIDLTYDIVSRIHFQGGTI 
TVAG_079260    1 ------------MSAEAPVLGILCGGGPAPGLNGVIAGATLYALRLGWKVIGFMEGFKYLCTGDVDVVKAHTIDLTYDIVSRIHFQGGTI 
TVAG_281070    1 ------------MSTEAPVLGIIIGGAPAPGLNGVIASATFYARQLGWKVIGFHDGYLHLATGSLEEVKANTLELNEDFVAPHLSTGGSI 
TVAG_263690    1 -----MFAQIEEPAKDAPILAIICGGTPVPGLNSVIASSTLSALSNGWRVIAFHDGYVHLSTGDPEIVKQNMIELNKYMVEHIQRAAGSI 
TVAG_335880    1 MPQQYDYNLQSIEMGEPEILGIVVAGGTAPGLNGLISAAAEYALRLHWKVIGFQEGYKYLSTGDPEIVAQHMVEITEEIILKKAALGGSV 
TVAG_077440    1 -------------MSDAKTLCIVVTGGTSPGVNDLISSTITYAYEKGWKVIGFHDGYAQLIKCSLEELQKQKVDLDLQVAQLISNTGGSY 
TVAG_391760    1 ----------------MKRIAVLSSGRDVSGANAAIRSIVRMGGKYGMHVFGITGGFRGLYED-------YIAALTSRDVSGKIGKASSF 
TVAG_496160    1 ----------------MKNIAILSSGSDNSGINSAIRAVVRSARHAKVHVYGVNYGYIGLRDD-------SMKIITSRDVSGQMGKAGCF 
TVAG_462920    1 ----------------MKSIGILTSGGDSAGLNAIVRSATRYGIEKGLKVYGINRGYLGLVDG-------KIFELNSRSVSGKLGLGGTF 
TVAG_293770    1 --------------MSLKNIAVLTSGGDNAGLNAAVRAITRVGIARNVNVYGVLRGYRGLVEG-------QIFELNSRAVSGKMGLGGTF 
 
                     X                               X                        X  X X     
TVAG_430830   79 IQTSRANPRKSP-ELQENVRKCLRALKVRYFLTIGGDDTASSAVSVASGMNGNEISVISCPKTIDNDLPLPADQSTFGFHTARSLGMEII 
TVAG_364620   79 IQTSRANPRKST-ELQENVRKCLRALKVRYFLTIGGDDTASSAVSVAQGMDGNEISVISCPKTIDNDLPLPADQSTFGFHTARSLGMEII 
TVAG_079260   79 IQTSRANPRKST-ELQENVRKCLRALKVRYFLTIGGDDTASSAVSVAQGMDGNEISVISCPKTIDNDLPLPSDQSTFGFHTARSLGMEII 
TVAG_281070   79 IRPHRYDPTKSN-KEIHNVLRNLKEFHIRYLIIIGGNDKIATTHIITSGLDPAQMQVIAIPKTIDNDISLPYNTDTFGFHSARKFCSELV 
TVAG_263690   86 IRCDRFDPTRNP-QWVSNVQDMLEYFKVRYCLIIGGTDKVISAHIITQGIDPYSMSVLVIPKTIDNDVCLPYGQSTFGFQSAVQYATQIV 
TVAG_335880   91 VKTDRTDISKNP-AAISNSYKMLRHFKVRYLLSIGGNAKLRMCHYISQGIDPTIMQVIAVPKTISNDVQLPPEQTSLGFQTARAFGAKLC 
TVAG_077440   78 LRTSCLGFAITD-QQVKEISEKIRALHINYFLALSGNENVAMCHRIAEQFKNDDIQVLVVAKTIDNDVPLPDFTSTFGFATARTFGAHLV 
TVAG_391760   68 IGTSHAFEYLED-SKIQRCLANLNKRSIEGLIVVGGGGSFAHSRVLAD----KGVPIIGIPASIQDDVVG--TDICLGVDTAVNNIMDCI 
TVAG_496160   68 LGTGRPENLFDDDASFKKMLSNIEKKKIEGLVVIGGYTSLTQSKKFVD----AGIPTVAIPSTIQDDIVG--TDICLGVDSAVNNIVKNV 
TVAG_462920   68 IGTARLPSWKEP-KVRREAIRTLNRFSIDGLIVVGGNGSLAGANLLQK----DGFPVIGLPGSIDDDVYG--TDVCIGVDTALNIIIEAI 
TVAG_293770   70 IGTARLPEWKDP-KVRREAIRNMNRHDIGGLIVIGGNGSLSGASLLAK----DGFPVIGMPGSIDDDVMG--TEVCVGVDTALNIIIEAI 
                                                       
                                   XXX 
TVAG_430830  168 RNLMVDSKSAPRWFLVEAMGRSAGHLALGMAEASGAHLCLIPEEFKQDEIEFEDVVELVEATILKRLAYGKNYGVCVLAEGLVSKMSKKA 
TVAG_364620  168 RNLMVDSKSAPRWFLVEAMGRSAGHLALGMAEASGAHLCLIPEEFKQDEIEFEDVVELVEATILKRLAYGKNYGVCVLAEGLVSKMSKKA 
TVAG_079260  168 RNLMVDSKSAPRWFLVEAMGRSAGHLALGMAEASGAHLCLIPEEFKQDEIEFEDVVELVEATILKRLAYGKNYGVCVLAEGLVSKMSKKA 
TVAG_281070  168 MNLAVDARSAPRWFIIETMGRRSGHLALSVSEATAAHLCIIPEDFKGRQVTLKEICDVFEGAILKRYLAGKPYGVCIITEGLIHYLPKEE 
TVAG_263690  175 KNLVLDTRSVPRWFIVEVSGRSTGHTALHTAIASGAQLAIIPESFGKRKIELSDVLDLLEGAIYKRLAVGKNYGVCIVSEGIIENMSGKS 
TVAG_335880  180 KNLCIDAQSEPQWYIIETMGKETGHLAYSIGEASGVDLTLIPEDFPTKEISLSDICDIVEGCILKKKAQGINYGCVLLCEGLYYKIPKDA 
TVAG_077440  167 GNLLAETRSVPHYFIIETMGKRSGHLASQMAAGTSTCLSIIPEDFGMKTISLKQIESYVFLALIKRYIRGFTTGIVIVSEALINSLDYES 
TVAG_391760  151 DHIRSCDSSRNRSFLVQVEGRHSGNLAARSALVTGAEICLIPEHNGRP-------LEEIYQKVQKSLDTGKTQCITIVSSGWKPGMK--- 
TVAG_496160  152 ERIRSCESTMDRTFLIRCEGETCGSLALRAGLVSGADLILTPEQECKD-------INVIVDKLQKVYQSGKTQCICLISRGWKPGCE--- 
TVAG_462920  151 ERIRDCASSIQRAFVVEVMGRDSGALALMAAAAAGAEVCLVPEGKNPS-------MEEIAKTITQAYTRGKPHAIIVVAEGWKPGTK--- 
TVAG_293770  153 DRIRDCASSIQRAFVIEVMGRDSGALALMSAAATGAEVCLVPEIPSPP-------MEKIADAITNAYTKGKPYAIIVVAEGWKPGIN--- 
                                    
                                                             X   XX     X 
TVAG_430830  258 LYKLFGNREPPTDPHGHILLDDAELARSLSEELLKRLG--NLGIRITPKKIGYELRCADPVAFDAVYTRELGYGAIDAFLNGHSAALIVR 
TVAG_364620  258 LYRLFGNREPPTDPHGHILLDDAELARSLSEELLKRLG--NLGIRITPKKIGYELRCADPVAFDAVYTRELGYGAIDAFLNGHSAALIVR 
TVAG_079260  258 LYRLFGNREPPTDPHGHILLDDAELARSLSEELLKRLG--NLGIRITPKKIGYELRCADPVAFDAVYTRELGYGAIDAFLNGHSAALIVR 
TVAG_281070  258 IESLFKDGIVQYTAEGQLNLDEAEISRAIRNEMNNRLSKMGLDVRVNPKKIGYELRCMDPISADMCYTRELGAAAIEGFLNNHSNVMVVW 
TVAG_263690  265 QQQLFSNGYIKYDDDGHVNLFEADLSRALTKNLLERLQARKINVRVNAHKLGPELRGCPPNSFDEVYSKELGFAATEGFRTRHSNAMVVW 
TVAG_335880  270 RANNFHSYEHETS--------DIELCRAVAHEIRERFETHKIDIRINSKKIGYELRGCKPLSFDAIYARELGVGAINGFLDGHSNCICHW 
TVAG_077440  257 LLDLYKGN-IKKNARGELSLDEGELGRHISDSMRDLCPRYKLDLRFCPKKIGYELRGAKPVVNDSMIANQLGCGVVEGFSELQNDAIVLW 
TVAG_391760  231 ---------------------------ALANYIEDKDKENDLIIRQT--ILGYIQRGGSPSGFDRLLGTRMGAAAVEALNAGNKNHFISL 
TVAG_496160  232 ---------------------------ALAEYLSKHENETDLSVRET--IFGYVQRGGAPTGFDRLMGTNMGALAFQTLTSGQTAKMTAL 
TVAG_462920  231 ---------------------------ALIDYLKSIEDQTGFDVRTT--VLGYTQRGGAPSYRDRYYGTIMGMAAVDALLAGESGKMVGI 
TVAG_293770  233 ---------------------------KLVEFLNSKQDETGFDVRTT--VLGYTQRGGSPSYIDRYYGTAMGAFAVDSLLAGETNKFVAV 
                                                              
 
TVAG_430830  346 ENGQVKPVQFKDLLDPATGRVRTRLVDVTSQSFKVARVYMWRMSKKDYENKDLVARVAAAGKMTPEAFTEKFAHLTDVVVE- 
TVAG_364620  346 ENGQVKPVQFKDLLDPATGRVRTRLVDVTSQSFKVARVYMWRMSKKDYENKDLVARVAAAGKMTPEAFTEKFAHLTDVVIE- 
TVAG_079260  346 ENGQVKPVQFKDLLDPATGRVRTRLVDVTSQSFKVARVYMWRXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXLMLC-- 
TVAG_281070  348 ENGNATYVSFRSLMNEEDGQIYPRLVDTKSQNYRISREYGWQVKKCDLDDTEKVEKLAKIAKITPEEFHKKFDPIMDDPAKY 
TVAG_263690  355 VNGHIYFQAFRDIMDQNN-RIYPRKVNIDSKEYKVGSFYMWNVKKEDLANPEKVKQLANCANMTPEEFKKKYTRIVEKIDL- 
TVAG_335880  352 YNGSIFFRSFKSLINHNTGEIEPRYVDTTTNEYKKSHALMTYLVKDDFANQENLKKLAEAANTTPAQFLADFAHIPDLTVF- 
TVAG_077440  346 DNGRFLYRPVGELT-NEKGNIPTRYVDAQSEQYRIIKKHQCYVTKADLQDAELIKKISEILQITPVQFHQRYDDVINSVIV- 
TVAG_391760  292 QNSKLEVIPIEDTVGKYR-PVDPALFEMIKSTF------------------------------------------------- 
TVAG_496160  293 SDGQYTIVPYEAFLDQQK-KLDPKMLELFDLTK------------------------------------------------- 
TVAG_462920  292 KDEKVNLVPFEDLVGKLK-PLNEDLYKLYKQLEQ------------------------------------------------ 
TVAG_293770  294 QNGKPCLQPLDTLVGKLK-PLNKNLLDLYNKLDN------------------------------------------------ 

 
Abbildung  5.12:    Clustal W‐Alignment  der  beim  Trichomonas  vaginalis  Genomprojekt  ermittelten 

  Aminosäuresequenzen der Phosphofruktokinasen. Gleiche Aminosäuren sind schwarz, ähnliche 

  Aminosäuren  sind  grau  hinterlegt. Die  in  dieser Arbeit  verwendete  und  von  Pütz  (2007)  im 

  hydrogenosomalen  Proteom  gefundene  Sequenz  ist  violett markiert.  Die  restlichen  von  Pütz 

  (2007) als hydrogenosomal identifizierten PFKs sind blau gekennzeichnet. Die Zugangsnummern 

  der  PFKs  sind  die  der  Genomdatenbank  (www.trichdb.org).  Aminosäuren,  die  für  die 

  katalytische Aktivität der Isoform TVAG_430830 von Bedeutung sind, sind durch ein X kenntlich 
  gemacht (Mertens et al., 1998). 
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 Vier der  annotierten  Phosphofruktokinasen  sind  bei  einer Proteomanalyse der 

Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis  (Stamm T1)  identifiziert worden  (Pütz, 

2007).  Abbildung  5.12  zeigt  ein  Clustal  W‐Alignment  der  elf  annotierten  PFKs 

(Kapitel 4.10). Das Alignment der  im Genomprojekt ermittelten PFK‐Sequenzen be‐

inhaltet 22  identische Positionen. Auffallend  ist, dass es keine großen konservierten 

Bereiche  zwischen  den  PFKs  gibt.  Offensichtlich  ist  auch,  dass  die  vier  bei  der 

Proteomanalyse der Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis  identifizierten vier 

PFKs (Pütz, 2007) deutlich kürzer sind, als die übrigen Isoformen der PFK. Deswegen 

wurde auch ein Clustal W‐Alignment dieser vier Isoformen erstellt (Abbildung 5.13). 

 

TVAG_462920    1 --MKSIGILTSGGDSAGLNAIVRSATRYGIEKGLKVYGINRGYLGLVDGKIFELNSRSVSGKLGLGGTFIGTARLPSWKEPKV-RREAIR 
TVAG_293770    1 MSLKNIAVLTSGGDNAGLNAAVRAITRVGIARNVNVYGVLRGYRGLVEGQIFELNSRAVSGKMGLGGTFIGTARLPEWKDPKV-RREAIR 
TVAG_391760    1 --MKRIAVLSSGRDVSGANAAIRSIVRMGGKYGMHVFGITGGFRGLYEDYIAALTSRDVSGKIGKASSFIGTSHAFEYLEDSK-IQRCLA 
TVAG_496160    1 --MKNIAILSSGSDNSGINSAIRAVVRSARHAKVHVYGVNYGYIGLRDDSMKIITSRDVSGQMGKAGCFLGTGRPENLFDDDASFKKMLS 
 
 
TVAG_462920   88 TLNRFSIDGLIVVGGNGSLAGANLLQKDGFPVIGLPGSIDDDVYGTDVCIGVDTALNIIIEAIERIRDCASSIQRAFVVEVMGRDSGALA 
TVAG_293770   90 NMNRHDIGGLIVIGGNGSLSGASLLAKDGFPVIGMPGSIDDDVMGTEVCVGVDTALNIIIEAIDRIRDCASSIQRAFVIEVMGRDSGALA 
TVAG_391760   88 NLNKRSIEGLIVVGGGGSFAHSRVLADKGVPIIGIPASIQDDVVGTDICLGVDTAVNNIMDCIDHIRSCDSSRNRSFLVQVEGRHSGNLA 
TVAG_496160   89 NIEKKKIEGLVVIGGYTSLTQSKKFVDAGIPTVAIPSTIQDDIVGTDICLGVDSAVNNIVKNVERIRSCESTMDRTFLIRCEGETCGSLA 
 
 
TVAG_462920  178 LMAAAAAGAEVCLVPEGKNPSMEEIAKTITQAYTRGKPHAIIVVAEGWKPGTKALIDYLKSIEDQTGFDVRTTVLGYTQRGGAPSYRDRY 
TVAG_293770  180 LMSAAATGAEVCLVPEIPSPPMEKIADAITNAYTKGKPYAIIVVAEGWKPGINKLVEFLNSKQDETGFDVRTTVLGYTQRGGSPSYIDRY 
TVAG_391760  178 ARSALVTGAEICLIPEHNGRPLEEIYQKVQKSLDTGKTQCITIVSSGWKPGMKALANYIEDKDKENDLIIRQTILGYIQRGGSPSGFDRL 
TVAG_496160  179 LRAGLVSGADLILTPEQECKDINVIVDKLQKVYQSGKTQCICLISRGWKPGCEALAEYLSKHENETDLSVRETIFGYVQRGGAPTGFDRL 
 
 
TVAG_462920  268 YGTIMGMAAVDALLAGESGKMVGIKDEKVNLVPFEDLVGKLKPLNEDLYKLYKQLEQ 
TVAG_293770  270 YGTAMGAFAVDSLLAGETNKFVAVQNGKPCLQPLDTLVGKLKPLNKNLLDLYNKLDN 
TVAG_391760  268 LGTRMGAAAVEALNAGNKNHFISLQNSKLEVIPIEDTVGKYRPVDPALFEMIKSTF- 
TVAG_496160  269 MGTNMGALAFQTLTSGQTAKMTALSDGQYTIVPYEAFLDQQKKLDPKMLELFDLTK- 

 
Abbildung  5.13:  Aminosäure‐Alignment  (Clustal  W)  der  bei  der  Proteomanalyse  der 

  Hydrogenosomen  von  Trichomonas  vaginalis  identifizierten  Phosphofruktokinasen  (Pütz,  2007). 

  Gleiche Aminosäuren  sind  schwarz,  ähnliche Aminosäuren  sind grau hinterlegt. Die  in dieser 

  Arbeit  zur  homologen  Expression  verwendete  Sequenz  ist  violett  markiert.  Die 

  Zugangsnummern der PFKs sind die der Genomdatenbank (www.trichdb.org). 

 

  Das  Alignment  der  vier  als  hydrogenosomal  identifizierten  PFKs  zeigt,  dass 

diese relativ gut konserviert sind. Die Gesamtzahl der Positionen in dem Alignment 

ist 327. Die Anzahl identischer Positionen in dem Alignment beträgt 90 (27,5%).  

  Da die  in dieser Dissertation untersuchte Phosphofruktokinase  (TVAG_391760) 

als  ein  hydrogenosomal  lokalisiertes  Enzym  identifiziert  wurde,  wurden  in  dem 

Protein hydrophobe Bereiche gesucht (Kapitel 4.10). Mit diesen könnte das Protein in 

der Hydrogenosomenmembran  verankert  sein.  Es wurde  eine  transmembrane  α‐
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Helix  ermittelt,  die  in  Abbildung  5.14  in  der  Sequenz  der  PFK  farblich  gekenn‐

zeichnet ist.   

 

>TVAG_391760 
MKRIAVLSSGRDVSGANAAIRSIVRMGGKYGMHVFGITGGFRGLYEDYIAALTSRDVSGKIGKASSFIGTSHAFE
YLEDSKIQRCLANLNKRSIEGLIVVGGGGSFAHSRVLADKGVPIIGIPASIQDDVVGTDICLGVDTAVNNIMDCI 
DHIRSCDSSRNRSFLVQVEGRHSGNLAARSALVTGAEICLIPEHNGRPLEEIYQKVQKSLDTGKTQCITIVSSGW
KPGMKALANYIEDKDKENDLIIRQTILGYIQRGGSPSGFDRLLGTRMGAAAVEALNAGNKNHFISLQNSKLEVIP 
I
  
EDTVGKYRPVDPALFEMIKSTF 

Abbildung 5.14: Position des von dem Programm HMMTOP  (www.enzim.hu/hmmtop/) ermittelten 

  transmembranen  Bereichs  (violett  hinterlegt)  in  der  Sequenz  der  PFK,  die  in  dieser  Arbeit 

  untersucht  wurde  (TVAG_391760;  Zugangsnummer  der  Genomdatenbank  www.trichdb.org). 

  Das Programm wurde von Tusnády und Simon (1998, 2001) entwickelt.  

 

  Abbildung  5.14  zeigt die mögliche Position der  transmembranen Helix  (violett 

hinterlegt)  in der Sequenz der PFK an, die  in dieser Arbeit homolog  in Trichomonas 

vaginalis exprimiert wurde. Sie fängt an der Position 34 in Relation zum N‐Terminus 

an und reicht bis zu der Position 53. Es ergibt sich somit eine Länge für die Helix von 

19  Aminosäuren.  Der  Bereich  vor  der  Helix  wurde  als  putativ  innen  liegende 

Sequenz ausgegeben. Der Aminosäure‐Abschnitt nach der Helix bis zum C‐Terminus 

als möglicher außen liegender Bereich. Somit befände sich der größte Abschnitt des 

Proteins außerhalb des Hydrogenosoms. 

 

5.1.8 Phylogenetische Analyse der Phosphofruktokinasen aus Trichomonas 
vaginalis 

Mit den  elf  in der Genomdatenbank von Trichomonas  vaginalis annotierten Amino‐

säuresequenzen  der  Phosphofruktokinasen  wurde  eine  phylogenetische  Analyse 

durchgeführt.  In das Netzwerk  gingen Aminosäuresequenzen  von PPi‐abhängigen 

Phosphofruktokinasen von Vertretern der Archaebakterien, Proteobakterien, Actino‐

bakterien,  Pflanzen  und  Protisten  ein. Das Netzwerk  (Abbildung  5.15)  zeigt,  dass 

sich  die  elf  Phosphofruktokinasen  aus  Trichomonas  vaginalis  in  zwei Gruppen  ein‐

teilen  lassen  können. Dabei  gruppieren  die  PFKs,  die  eine  Länge  von  425  bis  434 

Aminosäuren aufweisen zu einer Gruppe: „lange PFKs“. Die andere Gruppe machen 

die  deutlich  kürzeren  PFKs  aus  (323  bis  326 Aminosäuren).  Sie werden  daher  als 
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„kurze PFKs“ bezeichnet. Beide Gruppen der PFKs sind anderen Gruppen ähnlicher 

als  sie es untereinander  sind. So  sind die kurzen PFKs denen aus Archaebakterien 

ähnlich und die langen PFKs denen aus Pflanzen und α‐Proteobakterien. 

 

 

 

 

Abbildung  5.15:  Phylogenetisches  Netzwerk  von  Sequenzen  von  PPi‐abhängigen  Phospho‐

  fruktokinasen. Die wissenschaftlichen Namen der ins Netzwerk eingegangenen Organismen und 

  die Zugangsnummern sind im Anhang in der Tabelle 7.2 zu finden.  
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5.2 Interne Targetingsignale hydrogenosomaler Matrixproteine 

Neueste  Studien  zum  Proteinimport  von  Matrixproteinen  in  Hydrogenosomen 

zeigen, dass der  Import nicht dem klassischen Proteinimportmuster entspricht, wie 

es  z.B. bei Mitochondrien der Fall  ist.  So  scheinen nicht nur N‐terminale,  sondern 

auch interne Signale für den Import in die Organellen verantwortlich zu sein (Mentel 

et  al.,  2008). Um  die  internen  Targetingsignale  besser  charakterisieren  zu  können, 

wurden zwischen zwei sich  im  Importverhalten unterscheidenden Thioredoxin Re‐

duktase Proteinen Sequenzblöcke durch Overlap extension PCR ausgetauscht. Dabei 

handelte  es  sich um TrxRh1‐Δ10 und TrxRh2. TrxRh1‐Δ10 wird mit  entferntem N‐

Terminus  nicht mehr  in  die  Hydrogenosomen  importiert,  andererseits  aber wird 

TrxRh2 ohne erkennbare N‐terminale Verlängerung in die Hydrogenosomen impor‐

tiert. So scheint TrxRh2 interne Targetingsignale zu besitzen (Mentel et al., 2008). Um 

die Targetingsignale  näher  eingrenzen  zu  können, wurden  Sequenzblöcke  anhand 

vorhandener Sekundärstrukturen  ermittelt, die miteinander getauscht wurden. Die 

erstellten Konstrukte wurden  in Trichomonas vaginalis homolog exprimiert. Anhand 

der Lokalisation  in der Zelle sollte eine Importkompetenz ermittelt werden, d.h. ob 

das TrxR‐Fusionsprodukt in die Hydrogenosomen transportiert wird oder nicht. 

 

5.2.1 Einteilung der auszutauschenden Sequenzblöcke  

Die  zwischen  den  Thioredoxin  Reduktasen  TrxRh1‐Δ10  (wird  nicht  importiert; 

Abbildung  3.7,  links)  und  TrxRh2  (wird  importiert; Abbildung  3.7,  rechts)  auszu‐

tauschenden Sequenzblöcke wurden anhand von Sekundärstrukturen ermittelt. Ein 

internes  Targetingsignal  könnte  über  die  komplette  Sequenz  verteilt  vorliegen,  es 

könnte  aber  auch  assoziiert mit  einem definierten Bereich oder  in  einer Sekundär‐

struktur  vorliegen. Die Adenylat Kinase des mitochondrialen  Intermembranraums 

der Hefe hat ein  internes Targetingsignal, das assoziiert mit einer amphipathischen 

Helix in einem 40 Aminosäuren langen Bereich ist. Diese Helix ist für den Transport 

in die Mitochondrien  ausreichend,  aber  nicht  für  eine  korrekte  submitochondriale 
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Lokalisierung  (Schricker  et  al.,  2002).  Ein  ähnliches  Motiv  in  hydrogenosomalen 

Matrixproteinen könnte ebenfalls ein Importsignal beinhalten.   

  Sekundärstrukturen in den Sequenzen der Thioredoxin Reduktasen TrxRh1‐Δ10 

und TrxRh2 wurden mit den Programmen PredictProtein (Rost et al., 2004) und Jpred 

(Cole  et  al.,  2008)  ermittelt  (Kapitel  4.10).  Dabei  lieferten  beide  Programme  sehr 

ähnliche Voraussagen über die Positionen von α‐Helices (Abbildung 5.16).  

 

TrxRh1-Δ10  MYSTDDDDDEMFVWGDISKKFQPKSIDWSKAPLYDVIILGSGPAGSTAALYSARAALKTLVFHGHLLGGQLT 
TrxRh2      ---------------------MSGDIDWTKAETVDIAIIGSGPGGSTAALYAARAGFKVIVLHGEVPGGQLT 
 
TrxRh1-Δ10  TTTEIENFPGFTGTGTNLVNKIQTQATAAGAIYKKESITKVNLTTSPKRIETDLGNAYLAHSIIIATGANPR 
TrxRh2      TTTELENFPGWKGTGPGLVEAIEKQATEAGAEYKYEVVTKVDFSVNPKLLSTDMDTHYKARSVIVATGAKAL 
 
TrxRh1-Δ10  FLSLKNEENFRNRGLCVCATCDGALYANKDVAVVGGGDSAVHESIYLSNICSSVKLFVRSSELRASAAMKQV     
TrxRh2      YLGLPNEERLKGKGVSGCATCDGPLYKGKDVVVVGGGDAAAEEAIFLSKICKSVKLVHRRDQLRASLPMRKR 
 
TrxRh1-Δ10  LAKSTVEVIYNTEIKGYLGQQFLTAVDTKNSKTGEVKRYKLSAVFLAIGQNPATKEFEGQLELDKNKYIVLK     
TrxRh2      VEASSIQMIWNTVIEDVLGENKVTGVKVKNVVTNEVSEIPCDGLFVAIGHKPATEVFKDYLQTDEQGYFLTN 
 
TrxRh1-Δ10  NGAETSVKGVFAAGDVANPEYRQAIYAAGTGCQAALQAEKYISQVKAI 
TrxRh2      GTPVTSIPGVFVCGDCADRHYRQAITSAATGCQAALLAEKYLTD----   
 
 
     
TrxRh1-Δ10  MYSTDDDDDEMFVWGDISKKFQPKSIDWSKAPLYDVIILGSGPAGSTAALYSARAALKTLVFHGHLLGGQLT     
TrxRh2      ---------------------MSGDIDWTKAETVDIAIIGSGPGGSTAALYAARAGFKVIVLHGEVPGGQLT 
  
TrxRh1-Δ10  TTTEIENFPGFTGTGTNLVNKIQTQATAAGAIYKKESITKVNLTTSPKRIETDLGNAYLAHSIIIATGANPR     
TrxRh2      TTTELENFPGWKGTGPGLVEAIEKQATEAGAEYKYEVVTKVDFSVNPKLLSTDMDTHYKARSVIVATGAKAL 
 
TrxRh1-Δ10  FLSLKNEENFRNRGLCVCATCDGALYANKDVAVVGGGDSAVHESIYLSNICSSVKLFVRSSELRASAAMKQV 
TrxRh2      YLGLPNEERLKGKGVSGCATCDGPLYKGKDVVVVGGGDAAAEEAIFLSKICKSVKLVHRRDQLRASLPMRKR 
 
TrxRh1-Δ10  LAKSTVEVIYNTEIKGYLGQQFLTAVDTKNSKTGEVKRYKLSAVFLAIGQNPATKEFEGQLELDKNKYIVLK     
TrxRh2      VEASSIQMIWNTVIEDVLGENKVTGVKVKNVVTNEVSEIPCDGLFVAIGHKPATEVFKDYLQTDEQGYFLTN 
 
TrxRh1-Δ10  NGAETSVKGVFAAGDVANPEYRQAIYAAGTGCQAALQAEKYISQVKAI 
TrxRh2      GTPVTSIPGVFVCGDCADRHYRQAITSAATGCQAALLAEKYLTD----

Abbildung 5.16: Von den Programmen PredictProtein (Rost et al., 2004) und Jpred (Cole et al., 2008) 

  vorausgesagte Sekundärstrukturen  (α‐Helices)  für die beiden Thioredoxin Reduktasen TrxRh1‐

  Δ10  und  TrxRh2  (Mentel  et  al.,  2008).  Von  PredictProtein  vorausgesagte  α‐Helices  sind  grün 

  hinterlegt, während die von Jpred vorausgesagten violett hervorgehoben sind. 

 

 Die Positionen der von beiden Programmen vorausgesagten Sekundärstrukturen 

unterscheiden  sich kaum,  so dass  aus beiden Voraussagen  ein Konsensus gebildet 

werden konnte. Abbildung 5.17 zeigt ein Alignment beider Thioredoxin Reduktase 

Sequenzen, in denen die α‐Helices grau hinterlegt sind. Aufgrund der Verteilung der 
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α‐Helices wurden drei auszutauschende Sequenzblöcke gewählt und in dem Align‐

ment mit verschiedenen Farben markiert. 

 

 
 
Abbildung  5.17:  Clustal  W‐Alignment  der  Thioredoxin  Reduktasen  TrxRh1‐Δ10  (wird  in  das 

  Hydrogenosom  nicht  importiert;  Abbildung  3.7)  und  TrxRh2  (wird  in  das  Hydrogenosom 

  importiert; Abbildung 3.7). Potentielle α‐Helices, die mithilfe der Programme PredictProtein und 

  Jpred  vorhergesagt  wurden,  sind  grau  markiert.  Drei  Sequenzblöcke,  die  gegeneinander 

  ausgetauscht werden sollen, um Segmente  in der Sequenz von TrxRh2 zu ermitteln, die interne 

  hydrogenosomale Targetingsignale  enthalten,  sind  farbig hinterlegt. *  kennzeichnet  identische 
  Aminosäuren, während ׃ sehr ähnliche und . ähnliche Aminosäuren markieren. 

 

 

5.2.2 Reziproker Austausch der Sequenzblöcke zwischen TrxRh1-Δ10 und 
TrxRh2 mittels Overlap extension PCR 

Es wurden  sechs  Fusionsproteine  durch  den  Austausch  der  ermittelten  Sequenz‐

blöcke  (Abbildung  5.17)  zwischen  den  Thioredoxin  Reduktasen  TrxRh1‐Δ10  und 

TrxRh2 erstellt. Dazu wurde die Overlap extension PCR verwendet (Kapitel 4.8.3.3). 

Die  erstellten  sechs Konstrukte wurden wie  folgt  benannt:  TrxRh‐211,  TrxRh‐121, 
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TrxRh‐112,  TrxRh‐122,  TrxRh‐212  und  TrxRh‐221.  Die  Bezeichnung  TrxRh‐211 

bedeutet, dass bei diesem Fusionsprotein der erste Sequenzblock, ausgehend vom N‐

Terminus, von TrxRh2 mit dem zweiten und dritten Sequenzblock von TrxRh1‐Δ10 

fusioniert wurde (Abbildung 4.1). Die Bezeichnung der anderen Konstrukte erfolgte 

analog.  Durch  PCRs  (Kapitel  4.8.3.1)  mit  den  entsprechenden  Oligonukleotiden 

(Kapitel  4.4)  wurden  die  Sequenzblöcke  von  TrxRh1‐Δ10  und  TrxRh2  aus  schon 

vorliegender  Plasmid‐DNA  (Mentel  et  al.,  2008)  amplifiziert.  Ebenso wurden  aus 

beiden  Thioredoxin  Reduktase  Sequenzen  die  Blöcke  1  und  2  bzw.  2  und  3 

zusammenhängend  fusioniert.  Durch  zweckmäßige  Auswahl  der Oligonukleotide 

wurden an den Blöcken bei der PCR Überhänge angehangen, die homolog zu dem 

Block waren, mit dem sie fusioniert werden sollten. Durch weitere PCRs wurden die 

Blöcke fusioniert (Kapitel 4.8.3.3). Abbildung 5.18a zeigt die Trennung der einzelnen 

Blöcke. Die  bei  der  Fusion  der  einzelnen  Blöcke  entstandenen Konstrukte  sind  in 

Abbildung 5.18b dargestellt. 
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Abbildung 5.18: Amplifizierte Sequenzblöcke aus den Thioredoxin Reduktase‐Sequenzen TrxRh1‐Δ10 

  und TrxRh2 (Mentel et al., 2008).  

  a: Einzelne Sequenzblöcke beider Thioredoxin Reduktasen getrennt in einem 2%igen Agarosegel. 

  TrxRh1‐Δ10: Block 1 (411 bp); Block 2 (339 bp); Block 3 (258 bp); Blöcke 1+2 (750 bp) und Blöcke 

  2+3 (597 bp). TrxRh2: Block 1 (348 bp); Block 2 (339 bp); Block 3 (246 bp); Blöcke 1+2 (687 bp) und 

  Blöcke 2+3 (585 bp); Marker: DNA‐Größenmarker [bp] (Fermentas). 

  b: Die durch Fusion der entsprechenden Blöcke aus Abbildung 5.18a entstandenen Konstrukte 

  getrennt  in  einem  1%igen  Agarosegel.  TrxRh‐211  (945  bp);  TrxRh‐121  (1008  bp);  TrxRh‐112 

  (996 bp);  TrxRh‐122  (996  bp);  TrxRh‐212  (933  bp);  TrxRh‐221  (945 bp); Marker: DNA‐Größen‐

  marker [bp] (Fermentas). 
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  Durch  eine  nestedPCR  (Kapitel  4.8.3.2)  –  als  Matrize  wurden  die  Fusions‐

produkte der Abbildung 5.18b verwendet – wurden dem DNA‐Fragment  spezielle 

Bindungsstellen  für  die  späteren  Rekombinationen  in  den  Trichomonas  vaginalis 

Expressionsvektor pTagvag2 (Kapitel 4.8.4) angehangen. Die Sequenzen der Fusions‐

produkte wurden überprüft (Kapitel 4.8.5). Die Auswertungen der Sequenzierungen 

ergaben, dass alle Sequenzen richtig waren. 

 

5.2.3 Herstellung der Expressionsvektoren mittels Rekombinationen 

Die Herstellung von Trichomonas vaginalis Expressionsvektoren zur homologen Ex‐

pression der Thioredoxin Reduktase Konstrukte erfolgte analog zur Herstellung von 

Expressionsvektoren, die glykolytische Enzyme enthielten (Kapitel 5.1.1.4). Dadurch 

lagen  die  Thioredoxin  Reduktase  Konstrukte mit  einem  C‐terminalen HA‐Tag  in 

dem Vektor Tagvag2 vor.  

  Die Herstellung  der  Expressionsvektoren wurde  anhand  einer  PCR  überprüft 

(Kapitel 4.8.3.1). Die Sequenz eines Thioredoxin Reduktase Konstrukts wurde  stets 

mit  seinem  C‐terminalen  HA‐Tag  mithilfe  der  entsprechenden  Oligonukleotide 

(Kapitel  4.4)  amplifiziert.  Bei  einer  Trennung  der  PCR‐Produkte  in  einem  1%igen 

Agarosegel mit Ethidiumbromid  ergab  sich  für das  jeweilige Enzym  ein Bild, das 

Abbildung  5.18b  zeigt.  Daher  war  von  einer  erfolgreichen  Rekombination  und 

folgedessen auch mit einer C‐terminalen Markierung der Sequenz mit dem HA‐Tag 

auszugehen. 

 

5.2.4 Homologe Expression der Thioredoxin Reduktase Konstrukte in 

Trichomonas vaginalis 

5.2.4.1 Transformation von Trichomonas vaginalis mittels Elektroporation 

Jedes  hergestellte HA‐markierte  Thrioredoxin  Reduktase Konstrukt  (Kapitel  5.2.3) 

wurde  in  Trichomonas  vaginalis  T1‐Zellen  homolog  exprimiert. Die  Transformation 

der Zellen erfolgte durch Elektroporation (Kapitel 4.7.4). Der Transformationserfolg 

wurde anhand einer PCR überprüft, bei der aufgeschlossene Zellen von Trichomonas 
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vaginalis als Matrize dienten  (Kapitel 4.8.3.1). Der Zellaufschluß erfolgte mit 1,5 ml 

Kultur, die pelletiert wurde, in H2O aufgenommen und durch wiederholtes schnelles 

Erhitzen  und  Abkühlen  in  einem  Thermocycler  aufgeschlossen  wurde.  Von  der 

Zellsuspension  wurde  1  μl  als  Matrize  verwendet.  Aus  dem  Expressionsvektor 

pTagvag2,  der  durch  die  Elektroporation  in  die  Zellen  hineingeschleust  werden 

sollte, wurde die  Sequenz  eines Thioredoxin Reduktase Konstrukts mit  seinem C‐

terminalen HA‐Tag mithilfe der entsprechenden Oligonukleotide (Kapitel 4.4) ampli‐

fiziert. Die Produkte der PCR wurden  in  einem 1%igen Agarosegel mit Ethidium‐

bromid getrennt. Bei  einer erfolgreichen Einschleusung des pTagvag2‐Vektors und 

damit einer Transformation der Trichomonas vaginalis T1‐Zellen entsprach das Tren‐

nungsmuster  für  das  entsprechende  Enzym  demjenigen  in  Abbildung  5.18b  Das 

Ergebnis konnte für jedes Thioredoxin Reduktase Konstrukt erzeugt und beobachtet 

werden. 

 

5.2.4.2 Lokalisationsstudien mittels Western Blot Analysen 

Die  Lokalisation  der  Thioredoxin  Reduktase  Konstrukte  bei  Trichomonas  vaginalis 

wurde durch Western‐Blot Analysen bestimmt. Dazu wurden transformierte Tricho‐

monas vaginalis‐Kulturen, die jeweils ein Thioredoxin Reduktase Konstrukt mit einem 

C‐terminalen HA‐Tag homolog exprimierten, subzellulär fraktioniert (Kapitel 4.7.5). 

Die  erhaltenen  Fraktionen  (Gesamtzellextrakt,  Cytosol  und  Hydrogenosomen) 

wurden  auf  ihre  Reinheit mittels  Enzymaktivitätstests  von Markerenzymen  über‐

prüft (Kapitel 4.9.7) und in einer SDS‐PAGE getrennt (Kapitel 4.9.3). Die getrennten 

Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran übertragen (Kapitel 4.9.5) und der 

C‐terminale HA‐Tag der homolog exprimierten Thioredoxin Reduktase Konstrukte 

wurde durch eine Immunodetektion nachgewiesen (Kapitel 4.9.6). Auf dieser experi‐

mentellen  Basis  konnte  ermittelt werden,  in welcher  Fraktion das markierte Thio‐

redoxin Reduktase Konstrukt vorhanden war.    
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5.2.4.3 Elektrophoretische Trennung von Proteinen (SDS-PAGE) 

Die durch subzelluläre Fraktionierung (Kapitel 4.7.5) von ein Thioredoxin Reduktase 

Konstrukt mit  C‐terminalem HA‐Tag  exprimierenden  Trichomonas  vaginalis‐Zellen 

erhaltenen  drei  Fraktionen  (Gesamtzellextrakt,  Cytosol  und  Hydrogenosomen) 

wurden in 12%igen SDS‐Gelen getrennt (Kapitel 4.9.3). Von jeder erhaltenen Fraktion 

wurden je 20 μg aufgetragen (Abbildung 5.19). 

   

 

 
 

Abbildung 5.19: 12%ige, Coomassie‐gefärbte SDS‐PAGE subzellulärer Fraktionen von TrxR‐211‐HA 

  (36,6 kDa), TrxR‐121‐HA (39,1 kDa), TrxR‐112‐HA (38,6 kDa), TrxR‐122‐HA (38,6 kDa), TrxR‐212‐

  HA  (36,1  kDa)  und  TrxR‐221‐HA  (36,6 kDa)  exprimierenden  Trichomonas  vaginalis‐Zellen.  Es 

  wurden  von  jeder  Fraktion  jeweils  20  μg  Protein  aufgetragen.  Cyt:  Cytosol,  GZ:  Gesamt‐

  zellextrakt, Hyd: Hydrogenosomen; Marker: Protein Größenmarker (Fermentas) [kDa]. 

 

5.2.4.4 Western Blot mit Immunodetektion des HA-Tags 

Die in 12%igen SDS‐Gelen (Kapitel 4.9.3) getrennten Proteine von Fraktionen von ein 

Thioredoxin Reduktase Konstrukt mit C‐terminalem HA‐Tag exprimierenden Tricho‐

monas  vaginalis‐Zellen  (Gesamtzellextrakt, Cytosol  und Hydrogenosomen) wurden 

auf  Nitrocellulosemembranen  transferiert  (Western  Blot,  Kapitel  4.9.5)  und  an‐

schließend mit Hilfe von spezifischen Antikörpern gegen den C‐terminalen HA‐Tag 
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detektiert. Die Signale wurden mit Chemilumineszenzfilmen detektiert  (Abbildung 

5.20) 

 

G
es

am
tz

el
le

xt
ra

kt
 

H
yd

ro
ge

n
os

om
en

 

 

 

C
yt

os
ol

 

 

 
35 kDa TrxR-211-HA  

 
TrxR-121-HA 

35 kDa 

 

 
TrxR-112-HA 

35 kDa 
 

 
TrxR-122-HA 

35 kDa 
 

 
TrxR-212-HA 

35 kDa 
 

 
TrxR-221-HA  35 kDa 

 
Abbildung  5.20:  Immunodetektion  subzellulärer  Fraktionen  von  transformierten  Trichomonas 

  vaginalis‐Kulturen mit Antiserum gegen den C‐terminalen HA‐Tag des exprimierten Proteins. Es 

  wurden  jeweils  20  μg der drei  Fraktionen  (Gesamtzellextrakt, Cytosol und Hydrogenosomen) 

  aufgetragen. TrxR‐211‐HA  (36,6 kDa); TrxR‐121‐HA  (39,1 kDa); TrxR‐112‐HA  (38,6 kDa) TrxR‐

  122‐HA (38,6 kDa); TrxR‐212‐HA (36,1 kDa); TrxR‐221‐HA (36,6 kDa). 

 

  Es konnte ausschließlich für die Konstrukte TrxR‐212 und TrxR‐221 ein Import in 

die  Hydrogenosomen  nachgewiesen  werden.  Denn  nur  hier  konnten  in  der 

hydrogenosomalen  Fraktion  Signale  gegen  den  C‐terminalen  HA‐Tag  detektiert 

werden. Das erhaltene Signal für das Konstrukt TrxR‐112 in der hydrogenosomalen 

Fraktion  ist  um  einige  kDa  größer  als  die  für  das  Konstrukt  als  wahrscheinlich 

angenommene Größe (38,6 kDa) und wird daher als unspezifisches Signal gewertet. 

Dieses  Artefakt  eines  Signals,  das  bei  einem  größeren Molekulargewicht  auftrat, 

zeigte sich auch bei der Immunodetektion der Pyruvat Kinase (vgl. Kapitel 6.2 und 

Abbildung  5.6)  Für  das Konstrukt  TrxR‐211  konnte  bislang  kein  Signal  detektiert 
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werden. Die restlichen Konstrukte wurden ausschließlich im Gesamtzellextrakt und 

im Cytosol  lokalisiert. Abbildung  5.21  faßt  alle  relevanten Ergebnisse der Western 

Blot Analyse graphisch zusammen.  

 

 

?

-

-
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+
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Abbildung  5.21:  Importkompetenzen  in die Hydrogenosomen von Trichomonas  vaginalis der durch 

  reziproken  Austausch  von  Sequenzblöcken  konstruierten  Thioredoxin  Reduktasen.  Die  Kon‐

  strukte TrxR‐121, TrxR‐112 und TrxR‐122 werden nicht  in die Hydrogenosomen  importiert, die 

  Konstrukte TrxR‐212 und TrxR‐221 werden  in das Organell  transportiert. Für TrxR‐211 konnte 

  bislang noch keine definierte Aussage formuliert werden. +   Import  in die Hydrogenosomen;    ‐  

  kein Import in die Hydrogenosomen zu beobachten. 

 

 

5.2.5 Untersuchungen zu Sekundärstrukturen in den Thioredoxin 
Reduktasen TrxRh2 und TrxRh1-Δ10 

In Anlehnung an Schricker  et al.  (2002) wurde der erste Sequenzblock des Proteins 

TrxRh2  auf  amphipathische  α‐Helices  überprüft. Diese  gelten  als  Signale  für  den 

Import  in  Mitochondrien  und  durch  Mitochondrienmembranen  (Schricker  et  al., 

2002). Es wurden mit den Programmen PredictProtein  (Rost  et al., 2004) und  Jpred 

(Cole et al., 2008) zwei Helices ermittelt (Kapitel 5.2.1). Die Ergebnisse unterschieden 

sich kaum  (Abbildung 5.16), so dass ein Konsensus von beiden Resultaten gebildet 

werden konnte. Abbildung 5.22 zeigt die Aminosäuresequenz des Sequenzblocks 1 

von TrxRh2 mit den ermittelten α‐Helices. 
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MSGDIDWTKAETVDIAIIGSGPGGSTAALYAARAGFKVIVLHGEVPGGQLTTTTELENFPGWKGTGPGLVEAIEK
QATEAGAEYKYEVVTKVDFSVNPKLLSTDMDTHYKARSVIV 

 
Abbildung 5.22: Positionen der α‐Helices in dem Sequenzblock 1 der Thioredoxin Reduktase TrxRh2, 

  die mit den Programmen PredictProtein (Rost et al., 2004) und Jpred (Cole et al., 2008) ermittelt 

  wurden. Die Helices sind grau hinterlegt.  

 

  Ob es sich bei den α‐Helices um amphipathische Helices handelt, in der positiv 

geladene  Reste  an  einer  Seite  der  Helix  liegen  und  ungeladene  hydrophobe 

Aminosäuren  auf  der  gegenüberliegenden  Seite  angeordnet  sind, wurde mit  dem 

Programm DNASTAR (PROTEAN™) untersucht (Kapitel 4.10). Abbildung 5.23 zeigt 

die graphische Darstellung der α‐Helices, das „helical wheel“.  
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Abbildung  5.23:  Helical  wheel‐Projektion  der  Aminosäuresequenzen  der  beiden  identifizierten  α‐

  Helices  im  Sequenzblock  1  des  Proteins  TrxRh2  (Abbildung  5.22).  a: Helical  wheel  der  ersten 

  identifizierten Helix. b: Helical wheel der zweiten identifizierten Helix.  

  In beiden graphischen Darstellungen befindet sich der N‐Terminus der Helices bei Position 1. Die 

  unterschiedlichen Aminosäuren sind gemäß der Legende gefärbt. Hydrophobe Aminosäurereste 

  sind  durch  ein  Sternchen  ()  markiert.  Die  Projektionen  wurden  mit  dem  Programm 

  PROTEAN™ der Software Lasergene 8 von DNASTAR erstellt. 

 

  Die erste identifizierte α‐Helix ist amphipathisch und wird von elf Aminosäuren 

ausgebildet. Sie  reicht von Aminosäure 23 bis zur Aminosäure 33, ausgehend vom 

N‐Terminus. Die entsprechende Struktur der zweiten α‐Helix  ist weniger amphipa‐
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thisch  als  die  der  ersten  und  drei  Aminosäuren  länger.  Sie  erstreckt  sich  von 

Aminosäure 67 bis zur Aminosäure 80, ausgehend vom N‐Terminus.  

  Auch  der  erste  Sequenzblock  des  Proteins  TrxRh1‐Δ10  wurde  auf  amphi‐

pathische α‐Helices überprüft. Mit den Programmen PredictProtein (Rost et al., 2004) 

und Jpred (Cole et al., 2008) wurden zwei α‐Helices ermittelt (Kapitel 5.2.1). Ein Kon‐

sensus der beiden Resultate zeigt Abbildung 5.24. 

 

MYSTDDDDDEMFVWGDISKKFQPKSIDWSKAPLYDVIILGSGPAGSTAALYSARAALKTLVFHGHLLGGQLTTTT
EIENFPGFTGTGTNLVNKIQTQATAAGAIYKKESITKVNLTTSPKRIETDLGNAYLAHSIII 

 
Abbildung 5.24: Positionen der α‐Helices in dem Sequenzblock 1 der Thioredoxin Reduktase TrxRh1‐ 

  Δ10,  die mit  den  Programmen  PredictProtein  (Rost  et  al.,  2004)  und  Jpred  (Cole  et  al.,  2008) 

  ermittelt wurden. Die Helices sind grau hinterlegt.  

 

  Die  vorhergesagten  α‐Helices  wurden  analog  zu  denen  aus  TrxRh2  auf 

Amphipathizität  überprüft.  Abbildung  5.25  zeigt  die  von  dem  Programm 

ausgegebenen graphischen Darstellungen der α‐Helices.  
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Abbildung  5.25:  Helical  wheel‐Projektion  der  Aminosäuresequenzen  der  beiden  identifizierten  α‐

  Helices im Sequenzblock 1 des Proteins TrxRh1‐Δ10 (Abbildung 5.24). a: Helical wheel der ersten 

  identifizierten Helix. b: Helical wheel der zweiten identifizierten Helix.  

  Hydrophobe Aminosäurereste sind durch ein Sternchen  () markiert. Die Projektionen wurden 

  mit dem Programm PROTEAN™ der Software Lasergene 8 von DNASTAR erstellt. 
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  Die  erste  identifizierte  α‐Helix wird  von  elf Aminosäuren  ausgebildet  und  ist 

nicht  amphipathisch.  Sie  reicht  von  Aminosäure  44  bis  zur  Aminosäure  54,  aus‐

gehend vom N‐Terminus. Die zweite vorausgesagte  α‐Helix  ist dagegen amphipa‐

thisch. Sie erstreckt sich von Aminosäure 85 bis zur Aminosäure 101, ausgehend vom 

N‐Terminus, und ist somit um drei Aminosäuren länger als die erste α‐Helix. 



Diskussion 

6. DISKUSSION 

Durch  den  endosymbiontischen  Ursprung  der  verschiedenen  Formen  der 

Mitochondrien  (aerobe  und  anaerobe  Mitochondrien,  Hydrogenosomen  und 

Mitosomen)  ist die  eukaryotische Zelle kompartimentiert.  Ihr Zellinnenraum  ist  in 

weitere Räume unterteilt, in denen verschiedene Stoffwechselwege ablaufen. So läuft 

beispielsweise die Glykolyse im Cytosol der Zelle ab, und Pyruvat, das Endprodukt 

der Glykolyse, wird  in die Mitochondrien  transportiert, wo es Ausgangspunkt des 

Energiestoffwechsels  ist.  Im  Cytosol  der  Zelle  lokalisierte  Enzyme  liegen  jedoch 

nicht, wie lange Zeit angenommen (Kopac, 1938) gelöst vor, sondern interagieren oft 

mit  dem  zellulären Grundgerüst  oder  sind  zu Multienzymkomplexen  zusammen‐

gefaßt  (Masters und Wilson,  1981). Besonders  für den  glykolytischen  Stoffwechsel 

gibt  es  mehrere  Berichte  über  eine  Interaktion  mit  zellulären  Bestandteilen. 

Glykolytische Enzyme  interagieren mit den Membranen der Erythrocyten (Green et 

al.,  1965), mit Mikrofilamenten  des Cytoplasmas  (Masters,  1984)  oder  sind  an  die 

muskuläre  Ultrastruktur  angeheftet  (Amberson  et  al.,  1965;  Clarke  und  Masters, 

1976). Auch  für Mitochondrienmembranen  sind Assoziationen mit  glykolytischen 

Enzymen beschrieben worden (Conger et al., 1971; Eldan und Blum, 1973; Srere, 1987; 

Giegé et al., 2003; Brandina et al., 2006; Graham et al., 2007; Smith et al., 2007).  

  Neben  dem  Energiestoffwechsel  zeichnen  sich  die  Mitochondrien  durch  das 

Vorhandensein  einer  Proteinimportmaschinerie  aus. Während  der  Evolution  vom 

Prokaryoten zum eukaryotischen Organell kam es zu einem teilweisen oder völligen 

Verlust des Organellengenoms; die Gene wurden an den Zellkern übertragen oder 

gingen verloren. Um dennoch weiterhin Proteine  in dem Organell bereitstellen  zu 

können,  mußte  sich  vor  dem  Verlust  eine  Proteinimportmaschinerie  entwickelt 

haben, die einen Transport von Proteinen in das Organell ermöglicht. Proteine, die in 

die Organellen  importiert werden  sollen,  tragen  Signalsequenzen,  die  den  Import 

ermöglichen.   

  In  dieser  Dissertation  wurde  untersucht,  ob  die  beschriebene  Assoziation 
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glykolytischer  Enzyme mit mitochondrialen Membranen  auch  bei  den  anaeroben 

Formen  der  Miochondrien  des  Protisten  Trichomonas  vaginalis  –  den  Hydro‐

genosomen – zu finden ist. Zudem wurden die Targetingsignale hydrogenosomaler 

Matrixproteine näher analysiert.   

 

 

6.1 Der evolutive Ursprung der Glykolyse 

Das  Bestreben  eines  jeden  Organismus  ist  die  Aufrechterhaltung  von  energie‐

liefernden  Stoffwechselreaktionen.  Bei  diesem  Prozess  sind  vor  allem  die Kohlen‐

stoff‐Verbindungen wichtig. Sie sind  im Stoffwechsel der heterotrophen Lebewesen 

die häufigste Energiequelle:  ihre oxidative Umsetzung  liefert  letztendlich ATP, den 

universellen Energieträger, welcher der Zelle zur Verfügung gestellt wird. Bei allen 

Eukaryoten  ist  die  initialisierende  Reaktionsfolge  des  Kohlenhydratabbaus  die 

Glykolyse  (Embden‐Meyerhof‐Parnas‐Typ).  Bei  der  Glykolyse  werden  zwei 

Moleküle  des  Energiespeichers ATP  über  die Oxidation  von Glukose  zu  Pyruvat 

gewonnen  (Fothergill‐Gilmore  und  Michels,  1993;  Hannaert  et  al.,  2000).  Dieser 

anaerobe  Prozeß,  der  im  Cytosol  der  Zelle  stattfindet,  wurde  bereits  1929  von 

Embden,  Meyerhof  und  Parnas  entdeckt  (Cori,  1983),  jedoch  erst  1940  nahezu 

lückenlos  erklärt  (Cori,  1983;  Planxton,  1996).  Trotz  des  gleichartigen  Embden‐

Meyerhof‐Parnas‐Typs  der  Glykolyse  können  bei  Eukaryoten  bestimmte,  formal 

identische  Reaktionen  durch  Enzyme  katalysiert  werden,  die  sich  voneinander 

unterscheiden  (Fothergill‐Gilmore  und Michels,  1993; Müller,  1998; Michels  et  al., 

2000; Henze  et  al.,  2001; Wu  et  al.,  2001). Bei Prokaryoten  ist die Diversität  jedoch 

höher. Bei  ihnen können verschiedene andere Stoffwechselreaktionen die Glykolyse 

ersetzen:  so  z.B.  ein modifizierter  Embden‐Meyerhof‐Weg,  der  Entner‐Doudoroff‐

Weg,  ein  modifizierter  Entner‐Doudoroff‐Weg  („nicht‐phos‐phorylierend“  oder 

„semi‐phosphorylierend“)  oder  der  Pentosephosphat‐Weg  (Verhees  et  al.,  2003; 

Siebers und Schönheit, 2005). Die Glykolyse kann bei Prokaryoten auch vollständig 

oder  zumindest  teilweise  fehlen  (Dandekar  et  al.,  1999)  bzw.  durch  andere Wege 
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ersetzt werden (Martin und Russell, 2003). 

  Die  fermentative  ATP‐Synthese  –  der  glykolytische  Stoffwechselweg  –  im 

Cytosol der Zelle wird klassischerweise als ursprünglichste Form des eukaryotischen 

Energiestoffwechsels verstanden (Margulis, 1970). Diese Annahme ist jedoch nur mit 

der nicht belegten Vermutung vereinbar, dass die Wirtszelle bei der Endosymbiose – 

aus welcher  die Mitochondrien  hervorgingen  –  ein  heterotropher,  anaerober  und 

fermentierender Eukaryot war, der  aus Archaebakterien  entstand  (Doolittle,  1998). 

Neueste  Untersuchungen  zeigten  jedoch,  dass  alle  glykolytischen  Enzyme,  die 

bislang untersucht wurden, ihren eubakteriellen Homologen ähnlicher sind als ihren 

archaebakteriellen  (Liaud et al., 2000). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 

kernkodierten  glykolytischen  Enzyme  Errungenschaften  von  mitochondrialen 

Genomen  sind, wobei die Gene zum Kern  transportiert wurden, aber die Proteine 

nicht mehr  in das Organell  reimportiert werden,  von dem  sie  ihre Gene  erhielten 

(Liaud  et  al.,  2000). Die  Beobachtung,  dass  die Gene  der Glykolyse  eubakteriellen 

Ursprungs  sind,  kann  jedoch  nur  unter  der  Voraussetzung  als  wahrscheinlich 

verifiziert  und  als  plausibel  gelten, wenn  der Wirt  der mitochondrialen  Symbiose 

nicht  heterotroph,  sondern  strikt  autotroph  war  und  durch  endosymbiontischen 

Gentransfer sowohl seinen glykolytischen Stoffwechsel als auch seine Heterotrophie 

von dem mitochondrialen Symbionten aufgrund von Selektion erlangte (Martin und 

Müller,  1998).  Fragwürdig  erscheint  aber, weshalb  keine Relikte  der Glykolyse  in 

dem  Donororganell  vorhanden  sind  (Fothergill‐Gilmore  und  Michels,  1993).  Es 

wurde  nur  die  schon  beschriebene  Assoziation  glykolytischer  Enzyme  mit  der 

äußeren mitochondrialen Membran beobachtet (Conger et al., 1971; Eldan und Blum, 

1973; Srere, 1987; Giegé et al., 2003; Brandina et al., 2006; Graham et al., 2007; Smith et 

al., 2007). 

  Das  relevante  Ergebnis  dieser Arbeit  ist:  Für  die  untersuchten  glykolytischen 

Enzyme konnte nur  für die Phosphofruktokinase  eine Assoziation mit den hydro‐

genosomalen  Membranen  bei  Trichomonas  vaginalis  nachgewiesen  werden,  die 

Ursache und Funktion dieser Assoziation bleiben jedoch offen. 
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6.2 Lokalisation der Glykolyse in Zellen von Trichomonas vaginalis 

Unter  dem  Begriff  »Glykolyse«  wird  ein  klassischerweise  im  Cytosol  der  Zelle 

lokalisierter  Stoffwechselweg  verstanden  (Brandina  et  al.,  2006).  In  dieser  Arbeit 

konnte  eine  cytosolische Lokalisation  für die untersuchten  glykolytischen Enzyme 

Glukokinase,  Glukose‐6‐phosphat  Isomerase,  Fruktose‐1,6‐bisphosphat  Aldolase, 

Glycerinaldehyd‐3‐phosphat  Dehydrogenase,  3‐Phosphoglycerat  Kinase,  Enolase 

und Pyruvat Kinase bestätigt werden (Abbildung 5.6).  

  Das erste Enzym  im Verlauf der Glykolyse  in Trichomonas vaginalis, die Gluko‐

kinase  (Wirtschafter,  1954),  hat  als Heterodimer mit  einem Molekulargewicht  der 

Untereinheiten von 38 kDa und 40 kDa  (Mertens und Müller, 1990) eine geringere 

Masse  als  typisch  eukaryotische  Hexokinasen.  Die Masse  dieser  liegt  bei  50  bis 

100 kDa  (Cárdenas  et  al.,  1998).  Diese  Masse  der  Glukokinase  aus  Trichomonas 

vaginalis  steht  in  einem  ähnlichen Verhältnis  zu Glukokinasen  und  Fruktokinasen 

einiger  Eubakterien  (Bork  et  al.,  1993). Die Glukokinase  von  Trichomonas  vaginalis 

kennzeichnet eine enge Substratspezifität. Eine ungewöhnliche Eigenschaft des En‐

zyms  besteht  darin,  dass  es  nicht  durch Verbindungen,  die  typische Hexokinasen 

regulieren,  beeinflusst  wird,  sondern  durch  solche,  die  auf  die  Glukokinase  von 

Escherichia  coli  einwirken  (Mertens  und Müller,  1990). Analysen  von Aminosäure‐

sequenzen zeigen, dass die Glukokinase aus Trichomonas vaginalis nah mit prokaryo‐

tischen Glukokinasen verwandt und kein Mitglied der eukaryotischen Hexokinase‐

Familie ist. Somit scheint, dass Trichomonas vaginalis das Enzym auf eine andere Art 

erworben  hat  als  die meisten  Eukaryoten  (Wu  et  al.,  2001).  In  dieser Dissertation 

konnte  eine  cytosolische  Lokalisierung  der Glukokinase  von  Trichomonas  vaginalis 

nachgewiesen werden (Abbildung 5.6). 

  Das zweite Enzym des glykolytischen Stoffwechsels  in Trichomonas vaginalis  ist 

die Glukose‐6‐phosphat Isomerase. Auch dieses Enzym konnte im Cytosol der Zelle 

lokalisiert  werden  (Abbildung  5.6).  Sie  ist  61,1  kDa  groß  und  zeigt  zu  ihren 

Homologen  in  Spironucleus  barkhanus  und  Giardia  intestinalis  45%  bzw.  40% 

Sequenzidentität (Henze et al., 2001). Das Enzym ist der Gruppe II der von Nowitzki 
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et  al.  (1998)  definierten  drei  Gruppen  von  Glukose‐6‐phosphat  Isomerasen  am 

ähnlichsten. Die  Gruppe  II  umfaßt  cyanobakterielle  und  chloroplastidäre  (Spinat) 

Glukose‐6‐phosphat  Isomerasen;  die Gruppe I  dagegen  enthält Gene  cytosolischer 

Glukose‐6‐phosphat Isomerasen der Eukaryoten und vieler Eubakterien. Gruppe III 

repräsentiert Glukose‐6‐phosphat  Isomerasen mehrerer gram‐positiver Eubakterien 

und deren Homologe im Genom des Archaebakteriums Methanococcus jannaschii. 

  Samuel  K. Wirtschafter  beschrieb  1954  erstmals  die  Fruktose‐1,6‐bisphosphat 

Aldolase in Trichomonas vaginalis. Das Enzym gehört zu den Metall‐abhängigen FBAs 

(Baernstein, 1955) und kann – wie die FBA aus Giardia  lamblia  (Henze et al., 1998) – 

der Klasse II der FBAs zugeordnet werden, die unter Beteiligung koordinierter zwei‐

wertiger Metallionen (meistens Zn2+) agieren (Sánchez et al., 2002). Bei Enzymen der 

Klasse  I  spielt  ein  konserviertes  Histidin  eine  wichtige  Rolle  im  Reaktions‐

mechanismus (Marsh und Lebherz, 1992). Im Gegensatz zu der Proteomanalyse der 

Hydrogenosomen  von  Trichomonas  vaginalis  (Pütz,  2007; Henze,  2008)  konnte  die 

FBA  in  dieser  Dissertation  nicht  in  der  hydrogenosomalen  Fraktion  detektiert 

werden.  Sie  wurde  ausschließlich  in  der  cytosolischen  Fraktion  identifiziert 

(Abbildung 5.6). Dieses Ergebnis läßt darauf schließen, dass es sich bei der FBA, die 

in  der  hydrogenosomalen  Proteomanalyse  gefunden wurde,  um  eine  cytosolische 

Kontamination handelt. 

  Die Triosephosphat Isomerase ist ein Enzym, das keinen Kofaktor benötigt. Alle 

bislang untersuchten TPIs erwiesen sich als dimere Proteine mit  identischen Unter‐

einheiten  von  ca.  27  kDa  (Fothergill‐Gilmore  und  Michels,  1993).  Wiederholte 

Versuche einer homologen Expression der Triosephosphat Isomerase in Trichomonas 

vaginalis  blieben  ohne  Resultat;  die  Transformanden waren  nicht  lebensfähig. Die 

Zellen könnten das Plasmid bei dem Elektroschock nicht aufgenommen haben und 

somit keine Resistenz gegen das Antibiotikum zur Selektion (G418) aufgebaut haben 

und dann durch Zugabe von G418 abgetötet worden sein. 

  Bei Trichomonas  vaginalis  ist die PFK  nicht ATP‐abhängig wie  bei den meisten 

Organismen,  sondern  Pyrophosphat  (PPi)‐abhängig  (Mertens  et  al.,  1989).  Neben 
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Tichomonas  vaginalis  besitzen  z.B.  auch  Giardia  lamblia  (Mertens,  1990),  Entamoeba 

histolytica (Reeves et al., 1974) und Isotricha prostoma (Mertens et al., 1989) diesen PFK‐

Typ.  PPi‐PFKs  katalysieren  eine  physiologisch  reversible Reaktion  (Mertens,  1991) 

und können im Gegensatz zu ATP‐PFKs nur schwer eine entscheidende Funktion in 

der Regulation der Glykolyse ausüben  (Fothergill‐Gilmore und Michels, 1993). Für 

die  in  dieser Dissertation  exprimierte  Isoform  der  Phosphofruktokinase  in  Tricho‐

monas  vaginalis  konnte  keine  Lokalisation  im  Cytosol  ausgemacht  werden 

(Abbildung  5.7).  Dieses  Ergebnis  steht  im  Einklang  zu  der  Proteomanalyse  der 

Hydrogenosomen,  in  der  PFKs  identifiziert wurden  (Pütz,  2007; Henze,  2008).  In 

subzellulären  Fraktionen  transformierter  Zellen  konnte  die  PFK  lediglich  in  der 

hydrogenosomalen Fraktion und  im Gesamtzellextrakt nachgewiesen werden. Eine 

Detektion im Cytosol der Zelle war nicht möglich. Um Aussagen darüber machen zu 

können, ob die PFK in der Membranfraktion oder  in der hydrogenosomalen Matrix 

vorhanden  ist, wurden die Hydrogenosomen  in Membranen und Matrix  separiert. 

Eine Trennung der erhaltenen Proteinfraktionen in einer SDS‐PAGE mit anschließen‐

der Western Blot Analyse mit  Immunodetektion  zeigte, dass die PFK nicht  in der 

Matrixfraktion vorhanden ist (Abbildung 5.10). Es wurde lediglich ein Signal in der 

Membranfraktion detektiert. So ergibt sich die Frage, ob die hier untersuchte Isoform 

der  Phosphofruktokinase  von  Trichomonas  vaginalis  in  den  hydrogenosomalen 

Membranen verankert  ist oder ob  sie  so  stark mit der  äußeren hydrogenosomalen 

Membran assoziiert  ist, dass  sie nicht durch die hier verwendete harsche Methode 

der Membranisolation von dieser gelöst werden konnte.  

  Die  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat  Dehydrogenase  aus  Trichomonas  vaginalis  ist 

spezifisch  für NAD+ und  ähnelt  in  ihren katalytischen Eigenschaften denen glyko‐

lytischer  GAPDHs  anderer  Organismen.  Sie  zeigt  eine  große  Ähnlichkeit  zu  eu‐

bakteriellen und eukaryotischen GAPDH‐Sequenzen,  steht  jedoch näher zu Homo‐

logen von Eubakterien als zu Homologen von Eukaryoten, unabhängig davon, ob sie 

Mitochondrien besitzen. Diese unerwartete direkte Relation kann auf einen horizon‐

talen  Gentransfer  nach  der  Abzweigung  des  Asts  der  Parabasalia  von  dem  der 
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Eukaryoten  zurückzuführen  sein  (Markoš  et  al.,  1993).  Es wurde  in  dieser Disser‐

tation gezeigt, dass die GAPDH bei Trichomonas  vaginalis  ein  im Cytosol der Zelle 

lokalisiertes Enzym ist (Abbildung 5.6).  

  Ein Monomer mit  einer molekularen Masse von  ca.  44 kDa  ist die  3‐Phospho‐

glycerat Kinase  (Fothergill‐Gilmore  und Michels,  1993). Alle  bislang  untersuchten 

PGKs der höchsten phylogenetischen Gruppen, die Archaebakterien eingeschlossen, 

sind Homologe  (Fothergill‐Gilmore  und Michels,  1993) mit  konservierten Amino‐

säuren in Bereichen, die für die Substratbindung und Katalyse relevant sind (Watson 

und  Littlechild,  1990).  In  dieser  Dissertation  wurde  die  PGK  im  Cytosol  von 

Trichomonas vaginalis‐Zellen detektiert (Abbildung 5.6). 

  Es  sind  zwei  Formen  der  Phosphoglycerat Mutase  bekannt,  die  sich  in  ihrer 

Abhängigkeit von 2,3‐Bisphosphoglycerat als Kofaktor unterscheiden. Diese beiden 

PGM‐Typen  sind weder  von  der  Struktur  her  ähnlich,  noch  haben  sie  denselben 

Reaktionsmechanismus. Es gibt auch keine Sequenzähnlichkeiten zwischen den 2,3‐

Bisphosphoglycerat‐abhängigen und  ‐unabhängigen Typen  (Fothergill‐Gilmore und 

Watson, 1989, 1990; Stechmann et al., 2006; Johnson und Schönheit, 2007). Trichomonas 

vaginalis  besitzt  eine  Kofaktor‐abhängige  Phosphoglycerat Mutase  (Carlton  et  al., 

2007).  In  einer phylogenetischen Analyse  steht die PGM  von Trichomonas  vaginalis 

nahe  zu  ihren Homologen  der  Tiere  (Hurtz,  2007). Der Versuch  einer  homologen 

Expression der Phosphoglycerat Mutase  in Trichomonas  vaginalis blieb  erfolglos;  es 

konnte  keine Kultur  etabliert werden. Die Zellen  könnten  bei  der  Transformation 

mittels  Elektroporation  das  Plasmid  nicht  aufgenommen  oder  es  relativ  schnell 

wieder abgestoßen haben und konnten somit keine Resistenz zur Selektion aufbauen. 

  Die Enolase von Trichomonas vaginalis ist ein Enzym, dessen Aminosäuresequenz 

Ähnlichkeit zu anderen Enolasen von verschiedenen Gruppen von Organismen zeigt 

(Protisten, Hefen, Eubakterien und Metazoen). Ein besonderes Merkmal des Enzyms 

ist  eine  38 Aminosäuren  betragende  Verlängerung  am Aminoterminus,  die  keine 

Homologien zu anderen bekannten Enolase‐Sequenzen zeigt (Mundodi et al., 2008). 

Die homologe Expression der Enolase in Trichomonas vaginalis ließ keine Assoziation 
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des Enzyms mit den Hydrogenosomen  erkennen  (Abbildung  5.6). Dieses Ergebnis 

widerspricht der Proteomanalyse  (Pütz, 2007; Henze, 2008), bei der die Enolase  im 

hydrogenosomalen  Proteom  gefunden wurde. Hierbei muß  es  sich  um  eine  cyto‐

solische Kontamination gehandelt haben.  

  Die Pyruvat Kinase  ist ein Tetramer mit einem Molekulargewicht von ungefähr 

266 kDa  und  besteht  aus  Untereinheiten mit  einer  Größe  von  53  und  56  kDa  in 

äquivalenten Mengen.  Sie wird  bei  Trichomonas  vaginalis  allosterisch  reguliert  und 

hat  andere positive Effektoren  (Ribose‐5‐phosphat und Glycerat‐3‐phosphat)  als  in 

anderen  eukaryotischen  Zellen  (1,6‐Bisphosphat  und  Fruktose‐2,6‐bisphosphat) 

(Mertens et al., 1992). Für dieses Enzym wurde in dieser Dissertation eine rein cyto‐

solische  Lokalisation  ermittelt.  In  der Western  Blot  Analyse  wurde  auch  in  der 

hydrogenosomalen Fraktion ein Signal detektiert  (Abbildung 5.6). Dieses Signal  ist 

jedoch  bei  einem  größeren  Molekulargewicht  zu  finden  als  die  HA‐markierte 

Pyruvat Kinase aufweist. Da dieser Artefakt auch bei der Immunodetektion des HA‐

Tags  eines  Fusionsproteins  der  Thioredoxin  Reduktase  auftrat  (Abbildung  5.20), 

wurde das Signal auf unspezifische Antikörperbindung zurückgeführt.  

  Von den  in dieser Dissertation erfolgreich  in Trichomonas vaginalis homolog ex‐

primierten glykolytischen Enzymen zeigte sich nur für die Phosphofruktokinase ein 

Signal  in der hydrogenosomalen Fraktion. Die PFK konnte  sogar  ausschließlich  in 

dieser Fraktion detektiert werden. Ein Signal im Cytosol wurde nicht registriert (Ab‐

bildung 5.5). Die Ergebnisse der Enzymassays (Reinheitsbestimmung; Abbildung 5.4) 

lassen sich nicht in den Western Blot Analysen wiederfinden. Die Enzymassays, bei 

denen die  spezifischen Aktivitäten eines cytosolischen  (Malat Dehydrogenase) und 

eines hydrogenosomalen Markerenzyms  (Malat Enzym) bestimmt wurden, zeigten 

eine Kontamination von  cytosolischen Anteilen  in der hydrogenosomalen Fraktion 

von ungefähr 15% auf. Der Grad der hydrogenosomalen Kontamination in der cyto‐

solischen Fraktion  lag ebenfalls bei 15%.  In den Western Blot Analysen wurden  je‐

doch für die cytosolisch lokalisierten Enzyme keine schwachen Signale in der hydro‐

genosomalen Fraktion und für die hydrogenosomal lokalisierte PFK kein schwaches 
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Signal  in  der  cytosolischen  Fraktion  festgestellt. Um Aussagen  darüber  treffen  zu 

können, ob die Reinheitsbestimmung mithilfe der Enzymaktivitätstests den tatsäch‐

lichen  Reinheitsgrad  widerspiegelt,  hätten Western  Blot  Analysen,  in  denen  die 

Malat  Dehydrogenase  und  das  Malat  Enzyme  detektiert  werden,  durchgeführt 

werden müssen.  

  Im Einklang zu den Ergebnissen der Western Blot Analyse mit anschließender 

Immunodetektion des durch den Expressionsvektor vermittelten C‐terminalen HA‐

Tags  (Abbildung 5.6 und Abbildung 5.7) steht der Nachweis des HA‐Tags mithilfe 

fluoreszenzmarkierter Antikörper (Abbildungen 5.8 und 5.9). Auch in diesen Experi‐

menten konnte von den in dieser Dissertation untersuchten glykolytischen Enzymen 

nur  für  die  Phosphofruktokinase  eine  hydrogenosomale  Lokalisation  gezeigt 

werden.  

 

6.2.1 Phosphofruktokinase  

Die Glykolyse ist der zentrale Stoffwechselweg im Kohlenhydratstoffwechsel, der in 

den meisten  Lebewesen  vorhanden  ist.  Bei  Eukaryoten  ist  eine  der  bedeutsamen 

Veränderungen der klassischen Glykolyse (Embden‐Meyerhof‐Parnas‐Typ) der Aus‐

tausch  der  weitverbreiteten  Phosphofruktokinase,  die  ATP  als  Phosphatdonor 

benutzt  (ATP‐PFK; EC  2.7.1.11),  gegen die  Form, die  anorganisches Pyrophosphat 

verwendet  (PPi‐PFK; EC 2.7.1.90)  (Mertens, 1991). Während die ATP‐PFK die  erste 

irreversible Reaktion der Glykolyse katalysiert und der wichtigste Kontrollpunkt des 

Stoffwechselwegs ist, kann die PPi‐PFK im Gegensatz dazu keine Kontrolle über die 

Glykolyse ausüben, da ihre Reaktion reversibel ist (Mertens, 1991). 

  PPi‐PFKs wurden  zuerst  1974  bei  Entamoeba  histolytica  entdeckt  (Reeves  et  al., 

1974) und später auch in dem Bakterium Propionibacterium shermanii (Mertens, 1991), 

in dem photosynthetischen Protisten Euglena  gracilis  (Miyatake  et  al.,  1986) und  in 

höher  entwickelten Pflanzen  (Carnal und Black,  1983). Außerdem wurden  auch  in 

den parasitären Protisten Giardia intestinalis (Mertens, 1990), Tritrichomonas foetus und 

Trichomonas vaginalis (Mertens et al., 1989) PPi‐PFKs nachgewiesen. 
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  Vermutlich wird ATP durch PPi als Phosphatdonor ersetzt, da bei der Glykolyse 

dadurch weniger ATP verbraucht wird und somit der Nettogewinn an ATP erhöht 

wird. Dieses ist für „Amitochondriate“, zu denen Trichomonas vaginalis zählt (Müller, 

1993),  besonders wichtig, weil  sie  auf die Glykolyse  als Hauptenergiequelle  ange‐

wiesen sind (Mertens, 1993). 

  Die PPi‐PFKs  lassen  sich  in  zwei Gruppen klassifizieren:  allosterisch  regulierte 

PPi‐PFKs und PPi‐PFKs, die nicht von allosterischen Effektoren kontrolliert werden. 

Erstere  sind  in Organismen  zu  finden,  die  zudem  noch  ATP‐PFKs  und  oft  auch 

Fruktose‐1,6‐bisphosphatase  (FBPase)  besitzen,  letztere dagegen  kommen  in Orga‐

nismen vor, die wenig bis keine ATP‐PFK und FBPase Aktivitäten aufweisen. Tricho‐

monas vaginalis gehört zu der Organismengruppe, die ausschließlich über eine PPi‐

PFK verfügt, die nicht allosterisch beeinflußt wird. Als allosterischer Effektor für PPi‐

PFKs fungiert in der Regel Fruktose‐2,6‐bisphosphat (Mertens, 1991), ein Befund, der 

in Trichomonas vaginalis nicht nachgewiesen werden konnte (Mertens et al., 1989). 

 

6.2.2 Phosphofruktokinase – assoziiert mit der hydrogenosomalen Mem-
bran? 

Das Genom von Trichomonas vaginalis (Stamm G3) wurde 2007 veröffentlicht (Carlton 

et al., 2007). Dabei wurden elf Isoformen der Phosphofruktokinase annotiert. Sieben 

dieser  Isoformen weisen  eine Länge  zwischen  425 und  434 Aminosäuren  auf und 

werden daher  als  „lange“ PFKs  bezeichnet. Die  vier  anderen PFKs  sind mit  einer 

Größe von 323 bis 326 Aminosäuren deutlich kürzer und werden daher als „kurze“ 

PFKs bezeichnet. Die vier kurzen PFKs  sind bei  einer Proteomanalyse der Hydro‐

genosomen von Trichomonas  vaginalis  (Stamm T1)  identifiziert worden  (Pütz,  2007; 

Henze, 2008). Die Sequenzen aller  Isoformen der Phosphofruktokinasen wurden  in 

dieser Dissertation miteinander  verglichen: Dazu wurde  ein Clustal W‐Alignment 

erstellt  (Abbildung 5.12). Das Alignment beinhaltet zu 4,98%  identische Positionen. 

Es  gibt  keine  großen  konservierten  Bereiche  zwischen  den  PFKs. Die  vier  bei  der 

Proteomanalyse der Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis identifizierten PFKs 

(Pütz, 2007; Henze, 2008) sind auffallend kürzer als die übrigen Isoformen der PFK. 
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Ein  Alignment  der  vier  kürzeren  PFK‐Sequenzen  zeigt,  dass  sie  relativ  gut 

konserviert  sind  (Abbildung  5.13).  Es  sind  27,51%  identische  Positionen  ermittelt 

worden. Eine phylogenetische Analyse der Phosphofruktokinasen  (Abbildung 5.15) 

läßt  erkennen, dass die kurzen und die  langen Formen der Phosphofruktokinasen 

entweder einen unterschiedlichen Ursprung haben oder den selben Ursprung hatten, 

sich dann aber durch starke Sequenzveränderungen  in zwei Gruppen aufgespalten 

haben. Die Gruppen wurden aufgrund der unterschiedlichen Größe der darin ent‐

haltenen  Proteine  als  „lange“  und  „kurze“  PFKs  bezeichnet.  Interessanterweise 

stehen die kurzen PFKs in dem phylogenetischen Netzwerk nahe denen aus Archae‐

bakterien.  

  In dieser Dissertation wurde die Lokalisation einer kurzen Phosphofruktokinase, 

die  in der Arbeit von Pütz  (2007) als hydrogenosomal detektiert worden  ist,  in vivo 

überprüft (TVAG_391760). Es konnte eine hydrogenosomale Lokalisation festgestellt 

werden.  Durch  eine  genauere  Untersuchung  konnte  ermittelt  werden,  dass  das 

exprimierte  Protein  in  der  hydrogenosomalen  Membranfraktion  vorhanden  war. 

Zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Dissertation wurden im Zuge einer Diplom‐

arbeit am  Institut  für Ökologische Pflanzenphysiologie  (Heinrich‐Heine‐Universität 

Düsseldorf)  die  restlichen  von  Pütz  (2007)  im  hydrogenosomalen  Proteom  identi‐

fizierten  kurzen  PFKs  in  vivo  untersucht.  Erste  Ergebnisse  zeigen  eine  hydro‐

genosomale Lokalisation in vivo (persönliche Mitteilung). 

  Die Tatsache, dass die  in dieser Dissertation untersuchte, kurze PFK nur  in den 

hydrogenosomalen Membranen, nicht aber  in der Matrix detektiert werden konnte 

(Abbildung 5.10), wirft die Frage auf, ob das Enzym  in der Membran verankert  ist 

oder  lediglich  an  die  äußere Membran  assoziiert  ist.  Um  diese  Frage  zu  klären, 

wurde  die  Sequenz  in  dieser  Dissertation  mit  dem  Programm  HMMTOP 

(www.enzim.hu/hmmtop/;  Tusnády  und  Simon,  1998,  2001)  auf  transmembrane 

Bereiche überprüft. Das Programm ermittelte eine transmembrane Helix (Abbildung 

5.14). Das Vorhandensein eines solchen hydrophoben Bereichs wäre eine Erklärung, 

warum die kurze PFK in der hydrogenosomalen Membranfraktion detektiert werden 
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konnte  und  auch  dafür, warum  ein  klassischerweise  cytosolisches  Enzym wie  die 

PFK bei der Isolation der Membranen nicht abgewaschen wurde. Wäre sie nur  lose 

mit  der  äußeren  Membran  assoziiert,  wäre  sie  höchstwahrscheinlich  von  der 

Membran abgelöst worden und nicht mehr detektierbar gewesen. Das Ergebnis des 

Programms  HMMTOP  bezüglich  des  Vorhandenseins  einer  transmembranen 

Domäne  innerhalb der PFK‐Sequenz  ist  jedoch mit Vorsicht zu betrachten. Andere 

Programme, die transmembrane Regionen  innerhalb einer Proteinsequenz ermitteln 

können,  liefern gegensätzliche Ergebnisse. Die Programme SOSUI  (Hirokawa  et al., 

1998) und TMHMM (Krogh et al., 2001) detektieren keine hydrophoben Bereiche und 

gaben das Protein als lösliches Protein an. Die Programme PredictProtein (Rost et al., 

2004)  und  TMpred  (Hofmann  und  Stoffel,  1993)  können  zwei  transmembrane 

Domänen ermitteln. 

  Bei  Tetrahymena  thermophila  und  Tetrahymena  pyriformis  (Ciliata)  wurde  eine 

Assoziation  der  ATP‐abhängigen  Phosphofruktokinase  mit  den  Mitochondrien 

beschrieben  (Eldan und Blum, 1973; Srere, 1987; Smith  et al., 2007).  Im Genom von 

Tetrahymena thermophila sind drei Phosphofruktokinasen kodiert, von denen zwei in 

einer Proteomanalyse von Mitochondrien detektiert wurden (Smith et al., 2007). Mit 

einer Länge von 543 bzw. 885 Aminosäuren  sind diese beiden Sequenzen deutlich 

länger als die  in dieser Arbeit untersuchte und  in der hydrogenosomalen Fraktion 

detektierte kurze PPi‐PFK von Trichomonas vaginalis (323 aa). Ein Alignment der drei 

Aminosäure‐Sequenzen (Abbildung 6.1) läßt erkennen, dass sich die Sequenzen von 

Tetrahymena thermophila und Trichomonas vaginalis in einigen Bereichen ähnlich sind. 

Es ist mehr Ähnlichkeit zwischen der kurzen PFK aus Trichomonas vaginalis und den 

beiden PFKs aus Tetrahymena  thermophila vorhanden als zwischen einer  langen PFK 

(426  aa)  und  den  beiden  Sequenzen  aus  Tetrahymena  thermophila.  Das  Alignment 

einer  langen PFK mit denen aus Tetrahymena  thermophila  ist  im Anhang dargestellt 

(Abbildung 7.4). 
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TTHERM_00170320    1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
TTHERM_00338270    1 MRSFQIQMFIFLFSMIIKNINKNYQVKESEEFRMHFYFKQPSPRNKKRIISPYESYNITSVLKSISNENTYKKIIQQVNKQPKFAINSQKLKFTNAKQSE 
TVAG_391760        1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
TTHERM_00170320    1 --------------------------------------------------------------------------------MDLQKSLTDNKFFVAGLALG 
TTHERM_00338270  101 EFQSYRHESLEGSLNNLQHNNMNKIKEYLRVYNVNSSKLSNSRINLGANKSYNTQNTKTNSTIDRMSQMLNYQTNASIVSQEADQVCIENEYFQLRQNFK 
TVAG_391760        1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
TTHERM_00170320   21 SGLITSLLLKQFNTEEEKVERKGSLKTVKRKEVKKQRTVFLHQTDNTIPKEILN---ASNTLMEEVKNLESRTCNILKVPNLIIEVPQDEIPCHLSPLYG 
TTHERM_00338270  201 MQTENDDMKTLNQNEQQQENRKYQVSTENCQKLNKSEIYSKLRSFSSINSKNPSEFQEDNIFKTNRRDAQNRNIENRKNTHKLKFINKDDVLLKKEILIQ 
TVAG_391760        1 ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
TTHERM_00170320  118 ENNYREVFGGGGFLPDTAFVYTGSYVLSDAVIGKNQSLDQSKRYVRAGPRKHNYFNPQQVKAAIVTCGGLCPGLNVVIREIFMCLYFNYGVRTIYGIKYG 
TTHERM_00338270  301 KDDRQTDQSEEKVYNSQENKHINHTTNQIIHLPIIEHNSHNEETQEENSKRIEHLKKQDTLLVNMNKRNSLIKTQETPKNKYHEYIGDYNIESKQQASKG 
TVAG_391760        1 ----------------------------------------------------------MKRIAVLSSGRDVSGANAAIRSIVR-MGGKYGMH-VFGITGG 
 
TTHERM_00170320  218 YKGFYQYDWQELTVKDVKEIQRLGGTVLGSSRG-----GFDKDKIVDNLVKHGITHVYCLGGDGTHRGIQALFNEVRSRKLNISIVGIP----------- 
TTHERM_00338270  401 TFCASESKKKSIDQKISKKQLKNIENQVNENNIS-QEYQPKQKKSEGDIRRLSYDGDIVHYSIKNSLQKQIIQIEKKNNFMKINSKDMPEDPNNFLEFKA 
TVAG_391760       41 FRGLYEDYIAALTSRDVSGKIGKASSFIGTSHAFEYLEDSKIQRCLANLNKRSIEGLIVVGGGGSFAHSRVLADKG------VPIIGIP----------- 
 
TTHERM_00170320  302 -----------------------------------------------------------------------KTIDNDIPIIDKSFGFETSVEEAVKAIQS 
TTHERM_00338270  500 QKEIEKQKIKINKEQIFLLEKKKEEFQKLIQQQQNQIPQNKSDRKNVHSSMQYRSEHRQKNPRQIYSRISDANLGDQLSTKNQQISPLQQINNINKLLDS 
TVAG_391760      124 -----------------------------------------------------------------------ASIQDDVVGTDICLGVDTAVNNIMDCIDH 
 
TTHERM_00170320  331 AHVEA-------------------HCAEYGVGLVRLMGRYAGFIAMEATNASRDAHVCLVPEFKFNL-------------------------YGEEGVLE 
TTHERM_00338270  600 LDAKKEKLHADINQQTSSPNKKISKSDKKQLNILDQSQKNIQKKSKKSKQYEFQKNDASITTLNNEKNENEIKNENNETLEHNLSAQATNESKHLQELKE 
TVAG_391760      153 IRSCD-------------------SSRNRSF-LVQVEGRHSGNLAARSALVT-GAEICLIPEHNG---------------------------RPLEEIYQ 
 
TTHERM_00170320  387 YVYQRLLS-KRNCIVVVAEGAGEAVLDAQFANTGEKDASGNAKLNDIGAFLQKEIVDYGKKKGMEVTLKYINPTYMIRTVPANALDRKMCTQLAQNAVHG 
TTHERM_00338270  700 IKQLSFQEESTNCAKLNNKIESLEIKQNQPVKNNISNEDSPNKFQPQKNRQDNQ-FQLENKSICSIQNDSANAQQKQANNSVITEKQLFTQQYERRVLKD 
TVAG_391760      205 KVQKSLDTGKTQCITIVSSG-------------------WKPGMKALANYIE------DKDKENDLIIRQTILGYIQRGGSPSGFDRLLGTRMGAAAVEA 
 
TTHERM_00170320  486 AMAGFTGFTVG------HVNNRLCYIP----LDEICKEGSGRRIKAEDRAWQRLLASTGQPSFLKKEN------------------- 
TTHERM_00338270  799 RNKNQKSYSVRQSQEECLNQENLKQIRRQQKFQQIMEYDTQKKFTEISKIIDRMTKSRDYKFKKSKDKDFKGKQVTFQLTESQLNSD 
TVAG_391760      280 LNAGNKNHFIS------LQNSKLEVIP----IEDTVG-----KYRPVDPALFEMIKSTF---------------------------- 
 

 
Abbildung 6.1: Clustal W‐Alignment der bei der Proteomanalyse der Mitochondrien von Tetrahymena 

  thermophila  identifizierten  Phosphofruktokinasen  (Smith  et  al.,  2007)  und  der  in  dieser Arbeit 

  untersuchten  PFK  von  Trichomonas  vaginalis.  Gleiche  Aminosäuren  sind  schwarz,  ähnliche 

  Aminosäuren  sind  grau  hinterlegt.  Die  Zugangsnummern  der  PFKs  sind  die  der 

  Genomdatenbank von Tetrahymena thermophila bzw. Trichomonas vaginalis (www.ciliate.org bzw. 

  www.trichdb.org). 

 

  Da die ATP‐abhängigen PFKs bei Tetrahymena thermophila mit den Mitochondrien 

assoziiert  sind  (Smith  et  al.,  2007),  wurden  sie  mit  dem  Programm  HMMTOP 

(www.enzim.hu/hmmtop/;  Tusnády  und  Simon,  1998,  2001)  auf  transmembrane 

Bereiche hin untersucht (Abbildung 6.2), um auf eventuelle Parallelen zu der in der 

hydrogenosomalen Membranfraktion  aus Trichomonas  vaginalis detektierten kurzen 

PFK  zu  schließen.  Bei  beiden  PFKs  aus  Tetrahymena  thermophila wurden mit  dem 

Programm HMMTOP  (Tusnády und  Simon,  1998,  2001)  transmembrane Domänen 

ermittelt (Abbildung 6.2). Auch die kurze PFK aus Trichomonas vaginalis, die in dieser 

Dissertation untersucht wurde, weißt einen putativen  transmembranen Bereich auf 

(Abbildung 5.14), mit dem das Protein in der hydrogenosomalen Membran verankert 

sein könnte.   
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>TTHERM_00170320 
MDLQKSLTDNKFFVAGLALGSGLITSLLLKQFNTEEEKVERKGSLKTVKRKEVKKQRTVFLHQTDNTIPKEILNA
SNTLMEEVKNLESRTCNILKVPNLIIEVPQDEIPCHLSPLYGENNYREVFGGGGFLPDTAFVYTGSYVLSDAVIG    
KNQSLDQSKRYVRAGPRKHNYFNPQQVKAAIVTCGGLCPGLNVVIREIFMCLYFNYGVRTIYGIKYGYKGFYQYD
WQELTVKDVKEIQRLGGTVLGSSRGGFDKDKIVDNLVKHGITHVYCLGGDGTHRGIQALFNEVRSRKLNISIVGI    
PKTIDNDIPIIDKSFGFETSVEEAVKAIQSAHVEAHCAEYGVGLVRLMGRYAGFIAMEATNASRDAHVCLVPEFK
FNLYGEEGVLEYVYQRLLSKRNCIVVVAEGAGEAVLDAQFANTGEKDASGNAKLNDIGAFLQKEIVDYGKKKGME    
VTLKYINPTYMIRTVPANALDRKMCTQLAQNAVHGAMAGFTGFTVGHVNNRLCYIPLDEICKEGSGRRIKAEDRA
WQRLLASTGQPSFLKKEN   
 

>TTHERM_00338270 
MRSFQIQMFIFLFSMIIKNINKNYQVKESEEFRMHFYFKQPSPRNKKRIISPYESYNITSVLKSISNENTYKKII
QQVNKQPKFAINSQKLKFTNAKQSEEFQSYRHESLEGSLNNLQHNNMNKIKEYLRVYNVNSSKLSNSRINLGANK 
SYNTQNTKTNSTIDRMSQMLNYQTNASIVSQEADQVCIENEYFQLRQNFKMQTENDDMKTLNQNEQQQENRKYQV
STENCQKLNKSEIYSKLRSFSSINSKNPSEFQEDNIFKTNRRDAQNRNIENRKNTHKLKFINKDDVLLKKEILIQ 
KDDRQTDQSEEKVYNSQENKHINHTTNQIIHLPIIEHNSHNEETQEENSKRIEHLKKQDTLLVNMNKRNSLIKTQ
ETPKNKYHEYIGDYNIESKQQASKGTFCASESKKKSIDQKISKKQLKNIENQVNENNISQEYQPKQKKSEGDIRR
LSYDGDIVHYSIKNSLQKQIIQIEKKNNFMKINSKDMPEDPNNFLEFKAQKEIEKQKIKINKEQIFLLEKKKEEF
QKLIQQQQNQIPQNKSDRKNVHSSMQYRSEHRQKNPRQIYSRISDANLGDQLSTKNQQISPLQQINNINKLLDSL   
DAKKEKLHADINQQTSSPNKKISKSDKKQLNILDQSQKNIQKKSKKSKQYEFQKNDASITTLNNEKNENEIKNEN
NETLEHNLSAQATNESKHLQELKEIKQLSFQEESTNCAKLNNKIESLEIKQNQPVKNNISNEDSPNKFQPQKNRQ   
DNQFQLENKSICSIQNDSANAQQKQANNSVITEKQLFTQQYERRVLKDRNKNQKSYSVRQSQEECLNQENLKQIR
RQQKFQQIMEYDTQKKFTEISKIIDRMTKSRDYKFKKSKDKDFKGKQVTFQLTESQLNSD   

 
Abbildung 6.2: Positionen der von dem Programm HMMTOP  (www.enzim.hu/hmmtop/) ermittelten 

  transmembranen  Helices  (violett  hinterlegt)  in  den  Sequenzen  der  PFKs  aus  Tetrahymena 

  thermophila  (TTHERM_00170320  und  TTHERM_00338270;  Zugangsnummer  der  Genom‐

  datenbank www.ciliate.org). Dieses Programm entwickelten Tusnády und Simon  in den  Jahren 

  1998 und 2001.  

 

  Bei  Tetrahymena  pyriformis  wurde  durch  Enzymaktivitätstest  gezeigt,  dass  

mindestens 75% der  in der Zelle vorhandenen Phosphofruktokinasen an die Mito‐

chondrien gebunden  sind  (Eldan und Blum, 1973). Bei Trichomonas vaginalis wurde 

durch Bestimmung der Aktivität der PPi‐PFK gezeigt, dass an den Hydrogenosomen 

keine Aktivität der  in dieser Dissertation exprimierten kurzen Phosphofruktokinase 

vorhanden  ist  (Abbildung  5.11). Das  läßt darauf  schließen, dass  es  sich  bei dieser 

Isoform  der  Phosphofruktokinase  um  keine  enzymatisch  aktive  Phosphofrukto‐

kinase  handelt.  Ein Grund  für  die  nicht  vorhandene Aktivität  könnte  das  Fehlen 

einiger  für die Katalyse wichtiger Aminosäuren sein, die  für eine Form der  langen 

PFKs  beschrieben  wurden  (Mertens  et  al.,  1998).  Ein  Alignment  aller  PFKs  aus 

Trichomonas vaginalis läßt erkennen, dass nicht alle Aminosäuren, die an der Katalyse 

beteiligt  sind,  bei  der  kurzen  PFK  vorhanden  sind  (Abbildung  5.12). Die  genaue 

Funktion dieser mit den Hydrogenosomen  assoziierten Phosphofruktokinase  kann 

somit nicht beschrieben werden und muß auch  in Hinblick auf die Entstehung der 
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kurzen Formen der PFKs erforscht werden.   

  Durch den eubakteriellen Ursprung der Glykolyse und der Entstehung der ener‐

gieliefernden Organellen (Mitochondrien und ihre weiteren Formen) läßt sich die bei 

einigen Organismen beobachtete Lokalisation der glykolytischen Enzyme an diesen 

Organellen  erklären.  Bei  Trichomonas  vaginalis  konnte  keine  Assoziation  der 

glykolytischen Enzyme mit den Hydrogenosomen gezeigt werden  (Abbildung 5.6). 

Lediglich eine kurze Form der Phosphofruktokinase, deren Funktion nicht bekannt 

ist und die sich möglicherweise aus den Archaebakterien entwickelt haben könnte, 

konnte  in  der  hydrogenosomalen Membranfraktion  detektiert werden  (Abbildung 

5.7).  Obwohl  einige  Autoren  behaupteten,  dass  der  vollständige  glykolytische 

Stoffwechsel  in  einigen Mitochondrien beobachtet werden könnte  (Gallagher  et  al., 

1956;  Hochstein,  1957),  ist  allgemein  anerkannt,  dass  die  Glykolyse  im  Cytosol 

lokalisiert  ist.  Sie  wurde  von  ihrem  eubakteriellen  Vorfahren  in  seinen  Wirt 

transferiert (Markoš et al., 1993; Henze et al., 1995; Keeling und Doolittle, 1997; Henze 

et  al.,  1998;  Mertens  et  al.,  1998;  Sánchez  et  al.,  2002).  Das  Endprodukt  dieses 

Stoffwechselwegs  (Pyruvat) wird  jedoch weiterhin  in  dem  aus  dem  Eubakterium 

entstandenen Organell verstoffwechselt. Somit könnte  für die Beobachtungen über 

eine  nahe  Lokalisation  der Glykolyse  an  den Mitochondrien  (Conger  et  al.,  1971; 

Eldan und Blum, 1973; Srere, 1987; Giegé et al., 2003; Brandina et al., 2006; Graham et 

al., 2007; Smith et al., 2007) der kurze Weg für das Pyruvat eine Erklärung sein.  

 

 

6.3 Proteinimport in Organellen 

Eukaryoten  zeichnen  sich  dadurch  aus,  dass  sie  einen  Zellkern  und  weitere 

Zellbestandteile (Organellen) besitzen, die vom Cytosol durch mindestens eine Mem‐

bran  getrennt  sind  (Lunn,  2006)  –  ihre  Zelle  ist,  bedingt  durch  den 

endosymbiontischen Ursprung der Organellen, kompartimentiert. Einige Organellen 

sind  von  zwei  oder mehr Membranen  umschlossen: Mitochondrien  und  Chloro‐

plasten. Während Formen der Mitochondrien bei allen Eukaryoten zu  finden  sind, 
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fehlen Chloroplasten bei Tieren, Pilzen und  einigen Einzellern  (Martin  et  al.,  1998, 

2001). Über die Entstehung der Eukaryoten und damit auch die der Mitochondrien 

und Chloroplasten gibt es divergente Theorien und Hypothesen, die kontrovers dis‐

kutiert werden (Martin et al., 2001; Embley und Martin, 2006; Gould et al., 2008; Björn 

und Godvindjee, 2009). Allgemein anerkannt ist, dass Chloroplasten einst freilebende 

Cyanobakterien und Mitochondrien einst freilebende Proteobakterien waren, die im 

Laufe der Evolution  von  einem Wirt  aufgenommen wurden und  sich  zu den  ent‐

sprechenden Organellen  formten  (Martin  und Herrmann,  1998).  Beide Organellen 

haben  viel mehr  ihrer  eubakteriellen  Biochemie  beibehalten,  als  es  ihre  Genome 

widerspiegeln.  Diese  Differenz  zwischen  der  Anzahl  plastidär  beziehungsweise 

mitochondrial  kodierter  Gene  und  der  Anzahl  der  verschiedenen  eubakteriellen 

Proteine  des  Proteoms  entstand  durch  den  endosymbiontischen  Gentransfer,  der 

zwischen  dem  Wirt  und  dem  Symbionten  stattgefunden  hat  (vgl.  Kapitel  3.1). 

Während  der  Evolution  exportierten  die  Organellen  ihre  Gene  zum  Kern, 

reimportieren  die  Produkte  jedoch  mit  der  Hilfe  von  Transitpeptiden  und  einer 

Proteinimportmaschinerie (Martin und Herrmann, 1998).  

  Die  meisten  mitochondrialen  Proteine  werden  an  cytosolischen  Ribosomen 

synthetisiert  und  müssen  über  eine  oder  beide  mitochondrialen  Membranen 

importiert  werden,  je  nach  Lokalisation  im  Mitochondrium.  Es  gibt  vielfältige 

Maschinerien, Mechanismen, Importsignale und mindestens vier verschiedene Wege 

für den  Import und die Sortierung mitochondrialer Präproteine. Die Translokasen, 

die  diese  Prozesse  katalysieren, werden  durch  das Membranpotential,  durch ATP 

oder  durch  Redoxreaktionen  gesteuert  und  kooperieren  mit  molekularen 

Chaperonen und Assemblierungskomplexen, um mitochondriale Proteine zu  ihrem 

korrekten Bestimmungsort zu leiten (Chacinska et al., 2009). Auch der Proteinimport 

in Chloroplasten verläuft in der Regel post‐translational und erfordert eine komplexe 

Proteinimportmaschinerie, welche die Proteine über die multiplen Membranen leitet 

und richtig zuordnet (van Dooren et al., 2001). 

  Auch  für  hydrogenosomale  Matrixproteine  gibt  es  unterschiedliche  Import‐
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signale.  Beobachtungen  von  Mentel  et  al.  (2008)  deuten  darauf  hin,  dass  der 

Proteinimport nicht strikt von N‐terminalen Extensionen abhängt, sondern dass auch 

interne Signale für den Import verantwortlich sind. In dieser Dissertation konnte für 

das  hydrogenosomale  Matrixprotein  Thioredoxin  Reduktase  aus  Trichomonas 

vaginalis ein internes Targetingsignale näher beschrieben werden. 

 

6.3.1 Diversität von Targetingsignalen  

Untersuchungen  N‐terminaler  Verlängerungen  (Transitpeptide)  zahlreicher 

mitochondrialer  Proteine  zeigten,  dass  es  keine  signifikanten  Sequenzhomologien 

zwischen  ihnen  gibt  (Hartl  et  al.,  1998). Noch  nicht  einmal  zwischen  den  Transit‐

peptiden zweier Isoformen mitochondrialer Proteine, wie z.B. der Untereinheit 9 der 

F0 ATPase des Rindes, deren  Isoformen des reifen Proteins exakt dieselben Amino‐

säuresequenzen haben (Gay und Walker, 1985). Trotzdem können universelle Merk‐

male festgestellt und beschrieben werden: So sind die Transitpeptide reich an positiv 

geladenen  Aminosäureresten  (zumeist  Arginin);  ihnen  fehlen  saure  Aminosäure‐

reste; sie haben in den meisten Fällen einen hohen Gehalt an hydroxylierten Amino‐

säuren und viele Transitpeptide zeigen die Tendenz, amphipathische α‐Helices aus‐

zubilden (Hartl et al., 1998). 

  Aufgrund der Annahme, dass der mitochondriale Proteinimport hoch selektiv zu 

sein scheint,  ist es erstaunlich, dass es auch Sequenzen gibt, die nicht spezifisch für 

den  mitochondrialen  Proteinimport  sind,  jedoch  Proteine  in  das  Organell  leiten 

können  (Hartl  et  al., 1998). Ergebnisse verschiedener Arbeiten   zeigen, dass poten‐

tielle  mitochondriale  Targetingsequenzen  versteckt  in  nicht‐mitochondrialen  Pro‐

teinen  liegen  (Banroques et al., 1987; Hurt und Schatz, 1987) und eventuell auch  im 

reifen Teil mitochondrialer Proteine  (Hartl  et  al.,  1998).  So wird  beispielsweise die 

Häm Lyase durch ein internes Signal, das sowohl positive als auch negative Ladun‐

gen aufweist, in die Mitochondrien transportiert (Rassow und Pfanner, 2000). 

  Der Proteinimport in primäre Chloroplasten geschieht post‐translational und ist 

von abspaltbaren Transitpeptiden abhängig, wobei es  sich um positiv geladene N‐
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terminale Regionen handelt, die reich an hydroxylierten Aminosäuren sind (Dooren 

et al., 2001). Transitpeptide wurden bei Proteinen gefunden, die in die Chloroplasten 

von Grünalgen, Rotalgen, höheren Pflanzen und Cyanellen von Glaucocystophyten 

transportiert werden.   

  Auch bei Chloroplastenproteinen gibt es Ausnahmen, bei denen der Import nicht 

von  der  abspaltbaren  N‐terminalen  Extension  abhängt.  So  ist  beispielsweise  ein 

Protein  der  inneren  Chloroplastenhüllmembran  bekannt  (ceQORH,  chloroplast 

envelope  quinone  oxidoreductase homologue), das ein N‐terminales Transitpeptid  trägt, 

das  während  des  Targetings  in  die  innere  Chloroplastenhüllmembran  nicht  ab‐

gespalten wird (Miras et al., 2002a). Weder der N‐ noch der C‐Terminus scheinen für 

die plastidäre Lokalisation von Bedeutung zu  sein. Experimente deuten daraufhin, 

dass  die  Lokalisation  dieses  Proteins  in  den Chloroplasten  von  einer  essenziellen, 

jedoch  für die Lokalisation nicht hinreichenden,  internen Domäne abhängt. Für die 

plastidäre  Lokalisation  scheinen  zusätzlich  Regionen  in  der Nähe  des N‐  und  C‐

Terminus notwendig zu  sein  (Miras  et  al., 2002a). Zudem benötigt der  Import von 

ceQORH  ATP  und  ist  abhängig  von  Rezeptoren  an  der  Chloroplastenoberfläche 

(Miras  et  al.,  2002b).  Für  das  32  kDa  große  Protein  der  inneren  Chloroplasten‐

membran  IEP32  ist  ebenfalls  beschrieben  worden,  dass  der  N‐Terminus  nicht 

abspaltbar ist, aber Targetinginformationen in ihm liegen (Nada und Soll, 2004). Für 

diese Proteine der  inneren Chloroplastenmembran, die nicht‐abspaltbare N‐Termini 

tragen, scheint es spezielle Importmechanismen zu geben (Miras et al., 2002b).  

  Transitpeptide  von  Proteinen  der  Cyanellen  –  primitive  Chloroplasten  –  von  

Cyanophora  paradoxa  (Glaucocystophyta)  unterscheiden  sich  von  Targetingsignalen 

chloroplastidärer  Stromaproteine  insofern, dass  in  ihrer N‐terminalen Domäne  ein 

konservierter Phenylalanin‐Rest liegt, der entscheidend über den Import ist (Steiner 

et al., 2005; Wunder et al., 2007).  

 

6.3.2 Targetingsignale hydrogenosomaler Proteine 

Das  erste  charakterisierte Gen, das  für  ein hydrogenosomales Protein  (Trichomonas 
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vaginalis Ferredoxin) kodiert, enthält eine kurze Präsequenz, die dem reifen Protein 

fehlt  (Johnson  et  al.,  1990).  Nachfolgende  Arbeiten  zeigen  ähnlich  kurze  Prä‐

sequenzen  in  vielen hydrogenosomalen Proteinen  von Trichomonas  vaginalis  (Hrdy 

und Müller, 1995a,b; Lahti et al., 1992; Lahti et al., 1994; Länge et al., 1994; Pütz et al., 

2005, 2006; Richards und van der Giezen, 2006; Mentel et al., 2008; Smutná et al., 2008; 

van  Grinsven  et  al.,  2008).  Interessanterweise  deutet  eine molekulare  Charakteri‐

sierung des Ferredoxins bei Psalteriomonas  lanterna auf die Existenz einer ähnlichen 

Präsequenz bei diesem hydrogenosomalen Protein des  freilebenden Amoeboflagel‐

laten hin (Brul et al., 1994).  

   Die  Targetingsignale  hydrogenosomaler  Proteine  des  Protisten  Trichomonas 

vaginalis bestehen – ähnlich wie die der Mitochondrien – hauptsächlich aus hydro‐

phoben und hydroxylierten Aminosäuren, wobei die Aminosäuren Arginin, Leucin 

und Serin überwiegen. Direkt nach Methionin am Anfang des N‐Terminus scheint es 

ein konserviertes Leucin zu geben, da mehr als 90% aller hydrogenosomalen Transit‐

peptide von Trichomonas vaginalis mit Methionin und Leucin (ML) beginnen. Bei 50% 

von  ihnen  folgt auf Leucin ein Serin  (MLS). Bei den restlichen Transitsequenzen  ist 

Leucin gegen Serin ausgetauscht. An den Positionen 2 oder 3 vor der Prozessierungs‐

stelle des Transitpeptids befindet sich  in der Regel Arginin. Am C‐terminalen Ende 

des Targetingsignals  ist Asparagin oder Phenylalanin zu  finden. Hydrogenosomale 

Transitsignale aus Trichomonas vaginalis  sind 5 bis 14 Aminosäuren  lang und  somit 

deutlich kürzer als die mitochondrialen, die eine Länge von 15 bis 85 Aminosäuren 

aufweisen  (von Heijne  et  al.,  1989;  Bradley  et  al.,  1997;  Glaser  et  al.,  1998). Auch 

hydrogenosomale Transitpeptide zeichnen sich durch eine serinreiche Sequenz und 

eine positive Nettoladung aus. 

  Obwohl mehrere Arbeitsgruppen die Prozessierung hydrogenosomaler Transit‐

peptide zeigten (Lahti et al., 1994; Hrdy und Müller, 1995a), wurde ihre tatsächliche 

Rolle bei dem Targeting zu den Hydrogenosomen bislang nicht beschrieben (van der 

Giezen, 2009). Bradley et al. entwickelten 1997 ein Importsystem  in vitro für Hydro‐

genosomen von Trichomonas vaginalis. Sie beschrieben, dass – ähnlich zum mitochon‐
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drialen Proteinimport – die Präsequenz des Ferredoxins essenziell für den Import in 

die Hydrogenosomen  ist  und  der  Import  von  der  Temperatur und  von  der ATP‐

Konzentration  abhängt.  Jedoch  konnte Major  2009  eine  dieser  Annahmen  durch 

Versuche mit Trichomonas vaginalis  in vivo widerlegen: auch die Transitpeptide der 

PFO A und der SCSα konnten Ferredoxin in die Hydrogenosomen leiten. 

  Die  Notwendigkeit  hydrogenosomaler  Transitpeptide  für  den  Import  in  die 

Organellen wurde  auch  durch  Experimente  von Häusler  et  al.  (1997)  gezeigt.  Sie 

belegten,  dass  die  putativen  Präsequenzen  von  Ferredoxin,  SCSβ  und  PFO  aus 

Trichomonas vaginalis  in vivo  fähig  sind, Dihydrofolat Reduktasen  in Mitochondrien 

der Hefe und  von Trypanosoma  brucei  zu  transportieren. Der  Import  von  SCS war 

weniger effizient als der von Ferredoxin und der PFO (Häusler et al., 1997).  

  Auch  für  den  Hydrogenosomen  besitzenden,  anaeroben  Pilz  Neocallimastix 

frontalis wurden N‐terminale Transitsequenzen beschrieben. Diese bestehen weitest‐

gehend  aus  den Aminosäuren Alanin,  Leucin,  Serin  und Arginin  (Brondijk  et  al., 

1996;  Voncken  et  al.,  2002).  Auch  diese  Transitsequenzen  werden  prozessiert 

(Akhmanova, 1999). An Position 2 vor der Prozessierungsstelle ist ein konserviertes 

Arginin zu finden. Im Vergleich zu den Transitpeptiden hydrogenosomaler Proteine 

von Trichomonas vaginalis  sind die von Neocallimastix  frontalis  signifikant  länger. So 

hat das Malat Enzym ein Transitpeptid mit einer Länge von 27 Aminosäuren. Somit 

ähneln die Transitsequenzen von Proteinen aus Neocallimastix frontalis eher denen der 

Mitochondrien als die aus Trichomonas vaginalis (van der Giezen et al., 1997a). Für das 

Malat Enzym  konnte  zudem  gezeigt werden, dass  es  in Mitochondrien  importiert 

werden kann. Außerdem ist die Transitsequenz für den Import von Notwendigkeit, 

denn bei ihrer Deletion verblieb das Protein ausschließlich im Cytosol der Zelle (van 

der Giezen et al., 1998). 

  Neuere  Arbeiten  zeigen,  dass  der  hydrogenosomale  Proteinimport  nicht 

ausschließlich durch Transitpeptide  zu  erklären  ist.  Studien mit der  hydrogenoso‐

malen Thioredoxin Reduktase aus Trichomonas vaginalis deuten auf multiple Signale 

hin, die den Proteinimport lenken (Mentel et al., 2008).  
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6.3.3 Interne Targetingsignale hydrogenosomaler Matrixproteine 

In  bisherigen  Studien  zur  intrazellulären  Lokalisation  hydrogenosomaler Matrix‐

proteine bei Trichomonas vaginalis (TrxRh1, TrxRh2, SCSα, PFO A und Fd) folgen nur 

TrxRh1 und Ferredoxin der klassischen Vermutung, dass der  Import  in die Hydro‐

genosomen  von  N‐terminalen  Transitpeptiden  abhängig  sei  (Bradley  et  al.,  1997; 

Mentel et al., 2008; Major, 2009). Die anderen untersuchten Proteine haben entweder 

keine  N‐terminale  Verlängerung  (TrxRh2)  oder  sie  ist  nicht  in  allen  Fällen  aus‐

reichend, Fusionsproteinen eine Importkompetenz zu verleihen (Transitpeptide von 

SCSα  und  PFO A  vor  TrxRh1‐Δ10  und  Ferredoxin),  oder  sie  sind  für  den  Import 

nicht  notwendig  (SCSα).  Bei  dem  letzten  hydrogenosomalen  Protein,  für  das  der 

Import  in  die Hydrogenosomen  bislang  untersucht wurde, wird  die N‐terminale 

Verlängerung für den Import nicht benötigt (Hmp31, ein Membranprotein mit einem 

prozessierten N‐Terminus (Dyall et al., 2000)).  

  Die natürlicherweise ohne verlängerten N‐Terminus vorkommende Isoform der 

hydrogenosomalen  Thioredoxin  Reduktase  TrxRh2 wird  in  die Hydrogenosomen 

importiert, während die Thioredoxin Reduktase TrxRh1, die einen Verlängerten N‐

Terminus  besitzt,  ohne  diesen  (TrxRh1‐Δ10)  nicht  in  die  Organellen  transportiert 

wird. Auch waren  die  Transitpeptide  der  SCSα  und  der  PFO A  (beides  bekannte 

hydrogenosomale Proteine) nicht  fähig, TrxRh1‐Δ10 eine  Importkompetenz zurück‐

zugeben  (Mentel  et  al.,  2008). Diese  Beobachtung  deutet  daraufhin,  dass  die  Prä‐

sequenzen  von  SCSα  und  PFO  A  nicht  alle  Informationen  für  einen  Import  von 

Proteinen in die Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis tragen, obwohl sie nach 

dem  Import  prozessiert werden.  Es müssen  demnach  noch  ergänzende  Informa‐

tionen  innerhalb  der  importierten  Untereinheiten  des  Proteins  lokalisiert  sein 

(Mentel et al., 2008). So läßt sich auch erklären, dass SCSα auch trotz eines entfernten 

N‐Terminus in die Organellen importiert wird (Mentel et al., 2008).  

  Aufgrund dieser Beobachtungen kann mit der Annahme argumentiert werden, 

dass  der  Proteinimport  in Hydrogenosomen  bei  Trichomonas  vaginalis  nicht  strikt 

abhängig  von  N‐terminalen  Verlängerungen  ist,  sondern  vielmehr  von  internen 
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Signalen  innerhalb des Proteins abhängt. Diese  internen Signale sind –  in manchen 

Fällen – für dessen Import in das Organell ausreichend (Mentel et al., 2008). 

  Zur detaillierten Untersuchung der  internen Targetingsignale eigenen sich zwei 

nah  verwandte  hydrogenosomale  Thioredoxin  Reduktasen  optimal  (Mentel  et  al., 

2008),  die  in  Trichomonas  vaginalis  an  Schutzmechanismen  der Zelle  vor  reaktiven 

Sauerstoffspezies  beteiligt  sind  (Coombs  et  al.,  2004; Mentel  et  al.,  2008).  Eine  der 

beiden  hydrogenosomalen  Isoformen  (TrxRh1)  besitzt  eine  N‐terminale  Verlän‐

gerung, wie sie von hydrogenosomalen Proteinen bekannt  ist. Eine Expression von 

HA‐markierter  TrxRh1  in  transformierten  Zellen  von  Trichomonas  vaginalis  zeigte, 

dass  ihre N‐terminale Extension  für den Import  in das Organell notwenig  ist, denn 

TrxRh1‐Δ10  wurde  nicht  importiert  (Mentel  et  al.,  2008).  Die  zweite  hydrogeno‐

somale Isoform (TrxRh2) hat kein N‐terminales Targetingsignal, wird aber dennoch 

in die Hydrogenosomen transportiert (Mentel et al., 2008). Zwischen TrxR‐Δ10 (kein 

Import  in  die  Hydrogenosomen)  und  TrxRh2  (Import  in  die  Hydrogenosomen) 

wurden  in  dieser  Dissertation  drei  Sequenzblöcke  reziprok  ausgetauscht  (Kapitel 

5.2.2). Die resultierenden sechs Fusionsproteine wurden mit einem C‐terminalen HA‐

Tag  homolog  in  Trichomonas  vaginalis  exprimiert  und  auf  ihre  intrazelluläre 

Lokalisation überprüft  (Kapitel  5.2.4.4). Bei diesem Experiment  sollten mindestens 

ein einziger oder möglicherweise mehrere Sequenzblöcke ermittelt werden, die über 

Importsignale verfügen. Es wurde festgestellt, dass das interne Signal für den Import 

in die Hydrogenosomen nur  in dem ersten Sequenzblock von TrxRh2  liegen kann. 

Denn nur die Konstrukte, bei denen der erste Sequenzblock von dem Protein TrxRh2 

stammt, wurden  in  die Hydrogenosomen  transportiert  (Abbildung  5.20). Alle  an‐

deren Konstrukte wurden nicht in die Organellen importiert, obwohl sie Blöcke aus 

dem Protein TrxRh2 enthielten, das  in die Hydrogenosomen  transferiert wird. Zur 

eindeutigen  Bestimmung,  dass  der  erste  Sequenzblock  von  TrxRh2  ein  internes 

Targetingsignal enthält, muß jedoch der Import des Fusionsprodukts TrxR‐211 in das 

Organell  nachgewiesen  werden.  Die  Expression  dieses  Fusionsproteins  in  Tricho‐

monas  vaginalis  verlief  bislang  ohne  Erfolg  (Abbildung  5.20). Die  Zellen wuchsen 
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unter dem Selektionsdruck des Antibiotikums, dessen Resistenz durch den Expres‐

sionsvektor  vermittelt wurde,  eine  Expression  des  Fusionsproteins  konnte  jedoch 

nicht nachgewiesen werden. Eine Verschiebung des offenen Leserasters, so dass der 

C‐terminale HA‐Tag, der nachgewiesen werden sollte, nicht gebildet werden konnte, 

wurde  durch  Sequenzierung  des  Expressionsvektors  ausgeschlossen.  Möglicher‐

weise  könnte der C‐terminal  gelegene HA‐Tag  eine  korrekte  Faltung des Proteins 

inhibiert haben und ein N‐terminaler Tag wäre geeigneter gewesen. 

  Bei der mitochondrialen Adenylat Kinase der Hefe, die  im  Intermembranraum 

lokalisiert ist und keinen N‐Terminus enthält, der vergleichbar mit mitochondrialen 

Transitpeptiden ist, wurde ebenfalls ein internes Importsignal ermittelt (Schricker et 

al., 2002). Es ist in einem Segment des Proteins vorhanden, das eine amphipathische 

Helix aus 13 Aminosäuren beinhaltet. Die Region um diese Helix beeinflußt neben 

dem  Import  auch  die  submitochondriale  Einsortierung.  Die  Kristallstruktur  der 

Adenylat  Kinase  läßt  erkennen,  dass  die  Helix  und  der  N‐Terminus  in  nächster 

Nachbarschaft  angeordnet  sind.  Diese  Erkenntnis  erhöht  die Wahrscheinlichkeit, 

dass die  Importspezifität der Adenylat Kinase  von  einer  Interaktion  zwischen der 

Helix  und  dem  N‐terminalen  Peptid  bestimmt  wird.  Haarnadelinteraktionen 

zwischen dem N‐Terminus und  internen amphipathischen Helices gibt es auch bei 

dem Protein BCS 1 des mitochondrialen Intermembranraums. Auch dort sind sie für 

den Proteinimport essentiell. BCS 1 besitzt, wie die mitochondriale Adenylat Kinase, 

keine  abspaltbare Präsequenz  (Fölsch  et  al.,  1996). Auch die hydrogenosomale  Iso‐

form  TrxRh2  der  Thioredoxin  Reduktase  aus  Trichomonas  vaginalis  besitzt  keinen 

abspaltbaren N‐Terminus, wie  er  für  andere hydrogenosomale Matrixproteine wie 

SCSα, PFO A, Ferredoxin, aber auch die Thioredoxin Reduktase TrxRh1 bekannt ist 

(Lahti et al., 1994; Hrdy und Müller, 1995a; Bradley et al., 1997; Mentel et al., 2008).                               

  Der erste Sequenzblock des Proteins TrxRh2, für den ermittelt wurde, dass er ein 

internes  Importsignal  trägt,  wurde  auf  α‐Helices  überprüft.  Die  Programme 

PredictProtein (Rost et al., 2004) und Jpred (Cole et al., 2008) ermittelten zwei Helices 

(Abbildung 5.22). Ob es sich bei den α‐Helices um amphipathische Helices handelt, 
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wurde mit dem Programm DNASTAR  (PROTEAN™) untersucht  (Abbildung 5.23). 

Beide α‐Helices sind als amphipathische Helices dargestellt worden. Möglicherweise 

könnte das  interne Signal, das der Sequenzblock  1 des hydrogenosomalen Matrix‐

proteins  TrxRh2  enthält,  in  den  Bereichen  der  amphipathischen Helix  vorhanden 

sein.  In  den  ersten  21  Aminosäuren  des  Sequenzblocks  1  kann  das  Signal  nicht 

liegen, denn  ohne diese Aminosäuren wird TrxRh2  auch  in die Hydrogenosomen 

transportiert  (Mentel  et  al.,  2008).  In  dem  Protein  TrxRh1‐Δ10,  das  nicht  in  die 

Hydrogenosomen  importiert wird, sind  in dem ersten Sequenzblock ebenfalls zwei 

α‐Helices  ermittelt  worden,  von  denen  jedoch  nur  die  zweite  als  amphipathisch 

angegeben wurde  (Abbildung  5.25).  In  dem Unterschied  des Aufbaus  der  beiden 

ersten α‐Helices (amphipathisch in TrxRh2 und nicht amphipathisch in TrxRh1‐ Δ10) 

der  beiden  hoch‐konservierten  Isoformen  der  Thioredoxin  Reduktase  könnte  der 

Grund  liegen, warum  TrxRh2  in  die Organellen  importiert wird  und  TrxRh1‐Δ10 

nicht.  Das  interne  Signal  für  den  Proteinimport  könnte  mit  der  ersten 

amphipatischen  α‐Helix  in  dem  Sequenzblock  1  verknüpft  sein  und wie  bei  der 

Adenylat  Kinase  der Hefe  den  Import  beeinflussen  (Schricker  et  al.,  2002).  Diese 

Vermutung basiert jedoch nur auf der Analyse der für die Vorhersage der Sekundär‐

strukturen und  für die Darstellungen der Helices verwendeten Programme. Sie  ist 

nicht experimentell belegt. 

  Die  Frage,  ob  diese  Bereiche Haarnadelinteraktionen mit  dem  für  hydrogeno‐

somale Proteine untypischen N‐Terminus des Proteins eingehen, kann aufgrund der 

bislang  nicht  ermittelten Kristallstruktur  der  Thioredoxin  Reduktase  TrxRh2  noch 

nicht  beantwortet werden.  Es  sind Kristallstrukturen  der  Thioredoxin Reduktasen 

aus Escherichia coli und Arabidopsis thaliana bekannt (Waksman et al., 1994; Dai et al., 

1996).  Beide  Enzyme  sind  strukturell  ähnlich. Möglicherweise  ist  die  Struktur  der 

Thioredoxin  Reduktasen  konserviert  und  die  aus  Trichomonas  vaginalis  könnte 

Ähnlichkeiten zu denen von Escherichia coli und Arabidopsis thaliana aufweisen. Bevor 

die Kristallstruktur der TrxR  aus Trichomonas  vaginalis nicht  aufgeklärt  ist, können 

jedoch keine Rückschlüsse auf Ähnlichkeiten gezogen werden und somit auch nicht 
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darauf, ob eine Haarnadelinteraktion vorliegt. 

  Sowohl der zweite als auch der dritte Sequenzblock von TrxRh2 können keine 

internen Targetingsignale  enthalten. Wären  in  ihnen Signale  für den  Import  in die 

Hydrogenosomen  von  Trichomonas  vaginalis  enthalten,  so  würden  diejenigen 

Fusionsproteine in das Hydrogenosom importiert, die mindestens einen dieser zwei 

Sequenzblöcke  enthalten  (TrxR‐121,  TrxR‐112,  TrxR‐122  und  TrxR‐221).  Da  von 

diesen Fusionsproteinen nur das Fusionsprotein TrxR‐221  in die Hydrogenosomen 

importiert wird (Abbildung 5.20), kann ausgeschlossen werden, dass der zweite oder 

der dritte Sequenzblock interne Tagetingsignale tragen könnten. Somit kann für das 

hydrogenosomale  Matrixprotein  TrxRh2  aus  Trichomonas  vaginalis  aufgrund  der 

Ergebnisse  dieser  Dissertation  auch  festgestellt  werden,  dass  es  keine  Targeting‐

sequenz am Carboxyl‐Ende  (im dritten Sequenzblock)  trägt – ein Resultat, dass  für 

einige mitochondriale Proteine beschrieben wurde (Beilharz et al., 2003; Setoguchi et 

al., 2006; Kemper et al., 2008). Doch sind dies Proteine der äußeren mitochondrialen 

Membran des β‐barrel Typs. Das Targetingsignal wird von dem letzten β‐Strang des 

Proteins  gebildet  und wird  spezifisch  von  der  Sortierungs‐  und  Assemblierungs‐

maschinerie  (SAM)  der  äußeren mitochondrialen Membran  erkannt  (Kutik  et  al., 

2008). 

  Interne  Tragetingsignale  bei  hydrogenosomalen  Matrixproteinen  von  Tricho‐

monas vaginalis wurden bislang noch nicht beschrieben. Es wurde lediglich vermutet, 

dass hydrogenosomale Matrixproteine interne Targetingsignale tragen könnten: Die 

Thioredoxin  Reduktase  Isoform  TrxRh2  und  die  Succinyl‐CoA  Synthetase  SCSα 

(Mentel  et  al.,  2008). Die  Isoform der Thioredoxin Reduktase  besitzt  keinen durch 

bioinformatische Methoden erkennbaren N‐Terminus, ist  jedoch in den Hydrogeno‐

somen lokalisiert. SCSα besitzt einen erkennbaren N‐Terminus, der auch prozessiert 

wird (Lahti et al., 1994). Das Protein wird jedoch auch nach Entfernung des N‐Termi‐

nus noch in das Organell importiert, was auf interne Signale schließen läßt (Mentel et 

al., 2008). Es läßt sich somit kein eindeutiges Motiv erkennen, wann ein hydrogeno‐

somales  Matrixprotein  ein  internes  Importsignal  trägt.  Es  kann  jedoch  vermutet 
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werden,  dass  interne  Signale  mit  α‐Helices  verknüpft  sind,  wie  es  für  die 

mitochondriale Adenylat Kinase der Hefe beschrieben wurde (Schricker et al., 2002). 

TrxRh2  (Abbildung  5.16),  Hmp31  (Abbildung  6.4)  und  SCSα  (Abbildung  6.3)  – 

hydrogeno‐somale Proteine mit  internen Targetingsignalen – weisen  α‐Helices auf, 

in denen mögliche Transitsignale liegen könnten.  

 

MLSSSFERNLHQPLLFIDKDTKVVIQGIGNQGQFHSRLMRQYGTKVVGAVHPKKAGSIIAGLPIFKNMKEVVKRTDANASLIF
VPAPGAAAACIEAAQAGMGLVVCITEHIPQHDMIKVKKVMKETGCQLIGPNCPGLIQPGTHTKLGIIPTNIFNNGKIGIVSRS
GTLTYEAAYATTLAGLGQSTVVGIGGDPFAGQLHTDVVKRFAADPQTEGIILIGEIGGTSEEDAAEWIAKTKLTQEKPVVAFI
AGATAPPGKRMGHAGAIVSGGKGTAEGKYKALEAAGVRIARHPGNMGKFIFEEMKRMGKI 

 
Abbildung  6.3:  Vorausgesagte  Sekundärstrukturen  (α‐Helices)  für  das  hydrogenosomale  Protein 

  SCSα aus Trichomonas vaginalis (TVAG_165340; www.trichdb.org). Putative α‐Helices sind violett 

  hinterlegt. 

 

  Dagegen ist bei mitochondrialen Proteinen auffällig, dass bei einer Existenz eines 

internen  Importsignals  meist  kein  typischer  N‐Terminus  vorhanden  ist.  Als 

mitochondriale  Proteine,  die  interne  Importsignale  beinhalten,  sind  der ADP/ATP 

Carrier  (Pfanner et al., 1987), die 5‐Aminolevulinat Synthetase  (Volland und Urban‐

Grimal, 1988), das Protein BCS1 (Fölsch et al., 1996) und die Cytochrom c und c1 Häm 

Lyasen zu nennen (Dumont et al., 1991; Lill et al., 1992; Steiner et al., 1995; Diekert et 

al., 1999). Sie sind feststellbar bei Proteinen der äußeren mitochondrialen Membran, 

des Intermembranraums, bei zahlreichen membran‐durchspannenden Proteinen der 

inneren mitochondrialen Membran und wenigen mitochondrialen Matrixproteinen 

(Chacinska  et al., 2009). Außer der Existenz einer amphipathischen α‐Helix, gibt es 

zwischen den internen Signalen keine Sequenzähnlichkeiten (Schricker et al., 2002).   

  Es  ist möglich, dass  interne Targetingsignale  bei  hydrogenosomalen Proteinen 

verbreitet sind, denn beispielsweise Rubrerythrin und die Thiol Peroxidase besitzen 

auch keine ersichtlichen N‐terminalen Transitpeptide (Pütz et al., 2005). Ein internes 

Targetingsignal wurde auch für das hydrogenosomale Membranprotein Hmp31 vor‐

geschlagen  (Dyall  et  al.,  2000),  ein Homolog mitochondrialer Carrier  Proteine,  die 

ebenfalls  interne  Importsignale  tragen  (Rehling et al., 2003). Mit SCSα vergleichbar, 

besitzt Hmp31 ebenfalls eine N‐terminale Verlängerung, die prozessiert wird, aber 
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für  den  Import  nicht  notwendig  ist  (Dyall  et  al.,  2000). Aufgrund  der möglichen 

Verknüpfung  interner Targetingsignale mit Sekundärstrukturen wurde Hmp31 mit 

dem  Programm  Jpred  (Cole  et  al.,  2008)  auf  α‐Helices  überprüft.  Es  wurden  elf 

mögliche α‐Helices detektiert (Abbildung 6.4). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass 

ein internes Targetingsignal in Hmp31 mit einer α‐Helix verknüpft vorliegen könnte. 

 

MAQPAEQILIATSPKPSLSPVERLSVGFIAGTLSRTLTSPLDVVKMLMQVSSRGGSAKDTIAQLWKEQGIAGFWRGNWAACIR
LGPQSAIKFYAYEELEKRIGKGKPLVGIQRTVFGSLSGVISQVLTYPLDVIRTRITVYSGKYTGIFNCAFTMLKEEGFTSLFA
GIVPTVMGVIPYEGAQFYAYGGLKQLYTTKIAPGKPISPWANCLIGAAAGMFSQTFSYPFDVIRKRMMLKDEKGKPIYSGMMQ
AFSTVYAKEGVAGLYRGVGLNLIKVVPFAALQFTILEETRRAFFKVRAAIDQKKVEEIKGKVAPKKK 

 
Abbildung 6.4: Von dem Programm  Jpred  (Cole  et al., 2008) vorausgesagte Sekundärstrukturen  (α‐

  Helices)  für  das  hydrogenosomale  Membranprotein  Hmp31  aus  Trichomonas  vaginalis 

  (TVAG_237680; www.trichdb.org). Putative α‐Helices sind violett hinterlegt. 

 

  Der hydrogenosomale Proteinimport spiegelt  in einem begrenzten Umfang den 

der Mitochondrien  wieder.  Hydrogenosomen  und Mitochondrien  sind  homologe 

Organellen, die von demselben eubakteriellen Endosymbionten abstammen (Martin 

und Müller, 2007; Tachezy, 2008) und deren Transport über Membranen und deren 

Proteinimportmechanismen konserviert sind  (Bradley et al., 1997;   Dyall et al., 2000; 

van der Giezen  et al., 2002; Brown  et al., 2007). Der  Import von Matrixproteinen  in 

Mitochondrien  ist  oft  von  abspaltbaren N‐terminalen Präsequenzen  abhängig. Der 

Import  von  mitochondrialen  Membranproteinen  scheint  dagegen  von  mehreren 

internen Signalen abzuhängen  (Bolender et al., 2008; Neupert und Herrmann, 2007; 

Rehling et al., 2004). Es wurden  jedoch zahlreiche Ausnahmen bezüglich der Vertei‐

lung und dem Erfordernis von mitochondrialen Targetingsignalen beschrieben: N‐

terminale Präsequenzen, die nicht als Targetingsignale fungieren, aber für die Solu‐

bilisierung des Präproteins verantwortlich sind, was den Faltungszustand bestimmt 

(Zara  et  al.,  2003); N‐terminale  Präsequenzen,  die weder  für  den  Import  noch  die 

Assemblierung  des  Proteins  notwendig  sind  (Zara  et  al.,  1992);  die  Coexistenz 

interner und N‐terminaler Targetingsignale, wobei die N‐terminale, abspaltbare Ex‐

tension  den  Proteinimport  bestimmt  (Murcha  et  al.,  2005);  und  ein  C‐terminales, 

abspaltbares mitochondriales Targetingsignal, wie es  für die DNA Helicase Hmi1p 
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beschrieben wurde (Lee et al., 1999). Obwohl die ersten drei Beispiele bei mitochon‐

drialen Proteinen der Carrier‐Familie  vorkommen, die  voraussichtlich multiple  in‐

terne Signale tragen, wurden unkonventionelle Importwege auch für mitochondriale 

Matrixproteine beschrieben,  speziell  für den kernkodierten mitochondrialen Trans‐

kriptionsfaktor Mtf1p (Biswas und Getz, 2002). Seine Translokation scheint unabhän‐

gig  von  abspaltbaren N‐terminalen  Präsequenzen  zu  sein  und  er  scheint  fähig  zu 

sein,  alternative  Importsignale  zu nutzen, die  in  verschiedenen Regionen des Pro‐

teins lokalisiert sind (Biswas und Getz, 2004). 

  Die Ergebnisse dieser Dissertation und die einbezogenen Resultate von Mentel et 

al. (2008), deuten darauf hin, dass der Proteinimport in Hydrogenosomen in einigen 

Fällen, neben der N‐terminalen Verlängerung, auch interne Importsignale erfor‐dert. 

Da diese Erfordernis bei mehreren hydrogenosomalen Matrixproteinen  fest‐gestellt 

wurde  (SCSα, TrxRh2, Ferredoxin; Mentel  et  al., 2008; Major, 2009),  ist  es möglich, 

dass  diese  Eigenschaft  bei  hydrogenosomalen  Proteinen  verbreiteter  ist  als  bei 

Proteinen  typischer  Mitochondrien  (Mentel  et  al.,  2008).  Trotz  der  gemeinsamen 

Abstammung der Mitochondrien und Hydrogenosomen, sind manche Unterschiede 

bei ihren Proteinimporten zu konstatieren.  

 

 

6.4 Der Proteinimportmechanismus bei Hydrogenosomen 

Die Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis haben kein eigenes Genom (Turner 

und Müller,  1983; Clemens  und  Johnson,  2000);  deswegen  sind  alle  hydrogenoso‐

malen Proteine kernkodiert und müssen in das Organell importiert werden. Informa‐

tionen über den  Import von Proteinen  in die Hydrogenosomen  sind nach  jetzigem 

Forschungsstand noch  immer nicht ausreichend, um den  Importmechanismus voll‐

ständig zu beschreiben. Es scheint so, als sei der Mechanismus ähnlich, aber nicht so 

komplex wie die Translokation bei Mitochondrien (Mentel et al., 2008). Experimente 

mit hydrogenosomalen Proteinen zeigten zumindest einen mitochondrialen Charak‐

ter der hydrogenosomalen Proteinimportmaschinerie (van der Giezen, 2009). 
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   Mitochondrien sind – ebenso wie die Hydrogenosomen – von zwei Membranen 

umgeben,  in  denen  jeweils  eine,  von  der  anderen  unabhängige,  Proteinimport‐

maschinerie  lokalisiert  ist  (Rassow  und  Pfanner,  2000).  Fast  alle mitochondrialen 

Proteine sind kernkodiert, werden an freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert und 

dann  anhand  spezifischer Targetingsignale post‐translational  in die Mitochondrien 

transportiert (Wienhues et al., 1991; Hönlinger et al., 1995; Pfanner et al., 1996, 1997; 

Bömer  et  al.,  1997;  Neupert,  1997).  Es  sind  jedoch  Indizien  feststellbar,  dass  der 

Import auch co‐translational geschieht. So z.B. bei Hefen und Säugetieren, bei denen 

Ribosomen  an  die Mitochondrien  gebunden  sind  und  die  Proteine  während  der 

Translation  in die Organellen  transportiert werden  (Kellems  et  al., 1975; Ades und 

Butow, 1980; Verner, 1993; Marc et al., 2002; MacKenzie und Payne, 2004).  

  Die Mehrheit der mitochondrialen Matrixproteine besitzt N‐terminale Targeting‐

signale,  die  etwa  20 Aminosäuren  lang  sind, wobei  alle Aminosäuren  positiv  ge‐

ladene Seitenketten  aufweisen. Die Präsequenzen haben die Tendenz,  amphipathi‐

sche α‐Helices auszubilden, bei denen die basischen Aminosäuren zu der einen und 

die hydrophoben Aminosäuren zu der anderen Seite der Helix gerichtet sind (Roise 

und Schatz,  1988). Diese N‐teminalen Transitpeptide  interagieren mit den Protein‐

importkomplexen  der  äußeren  mitochondrialen  Membran  (TOM)  TOM20  und 

TOM22. Dabei  zeigen  die  hydrophoben Reste  der  Targetingsequenz  Interaktionen 

mit TOM20; die basischen Reste der Targetingsequenz zeigen dagegen Interaktionen 

mit TOM22  (Brix et al., 1997, 1999). TOM20 erkennt  jedoch auch Proteine, die keine 

N‐terminalen  Verlängerungen  besitzen  (Diekert,  1999;  Kurz,  1999;  Rapaport  und 

Neupert,  1999;  Schleiff,  1999).  Die  zumeist  hydrophoben  und  präsequenzlosen 

Carrierproteine  der  inneren  mitochondrialen  Membran  gehen  über  interne 

Targetingsignale  Interaktionen  mit  TOM70  ein  und  finden  in  ihm  ihren 

Importrezeptor. TOM70 erkennt zudem auch  interne Signale von Carrierproteinen, 

die sowohl hydrophobe als auch hydrophile Aminosäureseitenketten besitzen  (Brix 

et  al.,  1999). Der  Import  eines Proteins kann  auch von beiden Rezeptoren, TOM20 

und TOM70, abhängen, wie es für den ADP/ATP‐Carrier gezeigt wurde (Steger et al., 
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1990). Die  nach  der  Interaktion mit  einem  TOM  folgende  Insertion  in  die  äußere 

mitochondriale Membran wird  zumeist  durch  einen Kanal  –  „general  import  pore“ 

(GIP)  –  vermittelt,  der  sowohl  aminoterminale  als  auch  interne  Targetingsignale 

erkennt (Pfaller et al.,1988).  

  Bei den Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis wurden bislang noch keine 

Homologen zu dem Proteinimportkomplex der äußeren mitochondrialen Membran 

(TOM) identifiziert (Carlton et al., 2007). Daher scheint der Transport von Proteinen 

über die äußere hydrogenosomale Membran nach einem anderen Mechanismus zu 

funktionieren als bei Mitochondrien, zumindest nicht durch Transporter, die denen 

der Mitochondrien  ähneln. Heterologe  Targetingexperimente mit  dem  hydrogeno‐

somalen ADP/ATP Carrier, ein Membranprotein aus Trichomonas vaginalis  (Dyall  et 

al.,  2000)  und  aus  Chytridiomyceten  (van  der  Giezen  et  al.,  2002)  wiesen  jedoch 

daraufhin,  dass  zumindest  der  Importmechanismus  von  Membranproteinen 

zwischen Mitochondrien und Hydrogenosomen konserviert zu sein scheint. 

  Hydrogenosomale Matrixproteine müssen – wie die der Mitochondrien – nicht 

nur  über  die  äußere,  sondern  auch  über  die  innere  hydrogenosomale Membran 

transportiert werden. Mitochondriale Matrixproteine besitzen dazu positiv geladene 

N‐terminale  Verlängerungen  und  gelangen  über  den  Proteinimportkomplex  der 

inneren mitochondrialen Membran (TIM) TIM23 und dem homologen TIM17 in die 

innere mitochondriale Membran (Kübrich et al., 1994; Maarse et al., 1994; Ryan et al., 

1994; Dekker  et  al.,  1997; Rassow und Pfanner,  2000). TIM23 und TIM17  sind mit‐

einander  assoziiert,  besitzen  beide  vier  membrandurchspannende  Segmente  und 

sowohl der Amino‐ als auch der Carboxyterminus sind zum Intermembranraum hin 

orientiert  (Rassow  und  Pfanner,  2000).  In  enger Homologie  zu  TIM23  und  TIM17 

steht  TIM22  (Rassow  und  Pfanner,  2000),  ist  jedoch  von  TIM23  unabhängig 

(Sirrenberg et al., 1996) und hat TIM54  (Kerscher et al., 1997), TIM12  (Koehler et al., 

1998; Sirrenberg et al., 1998) und TIM18 als Partner (Kerscher et al., 2000; Koehler et 

al., 2000). An die innere Seite des TIM23 Komplexes ist das hydrophile Protein TIM44 

gebunden,  das  als  Adapter  für  das  mitochondriale  Hitzeschockprotein  Hsp70 

 104 



Diskussion 

fungiert und den Transfer von Hsp70 zum importierten Protein leistet (Maarse et al., 

1992; Scherer et al., 1992; Kronidou et al., 1994; Rassow et al., 1994;   Schneider et al., 

1994: Geissler et al., 2000). Die Interaktion von Hsp70 mit dem  importierten Protein 

ist  für  den  Importmechanismus  in  die  mitochondriale  Matrix  von  zentraler 

Bedeutung (Kang et al., 1990; Gambill et al., 1993). Für die Proteintranslokation durch 

die Komplexe TIM22 und TIM23  ist der elektrochemische Gradient, der durch das 

Pumpen von Protonen in den Mitochondrien erzeugt wird, notwendig (Dolezal et al., 

2005;  Neupert  und  Herrmann,  2007).  Die  Energie,  die  für  die  Translokation  der 

mitochondrialen Matrixproteine über den Komplex TIM23 benötigt wird, wird durch 

den PAM Komplex  („presequence  translocase‐associated motor“) bereitgestellt  (Dolezal 

et al., 2005). Nach der Translokation werden die N‐terminalen Präsequenzen durch 

eine  in  der  mitochondrialen  Matrix  lokalisierten  Prozessierungspeptidase  (MPP) 

abgeschnitten (Gakh et al., 2002). 

  Bei  den  Hydrogenosomen  von  Trichomonas  vaginalis  sind  Homologe  zu  den 

Hauptkomponenten des Poteinimportkomplexes der inneren mitochondrialen Mem‐

bran TIM23 und TIM17 gefunden worden (Carlton et al., 2007). Daher ist es durchaus 

wahrscheinlich,  dass  zumindest  der  Proteintransport  über  die  innere  hydrogeno‐

somale Membran  ähnlich wie der Proteintransport über die  innere mitochondriale 

Membran abläuft. Auch Homologe zum mitochondrialen Hitzeschockprotein Hsp70 

sind  in  Trichomonas  vaginalis  identifiziert worden  (Germot  et  al.,  1996). Auch  hier 

könnte Hsp70 die Funktion erfüllen, Proteine über die Membranen der Hydrogeno‐

somen zu transportieren und reife Proteine korrekt zu falten. Es ist auch ein Protein, 

das  homolog  zum  Proteinimportmotor  der  mitochondrialen  Matrix,  Pam18,  ist, 

gefunden  worden  (Dolezal  et  al.,  2005).  Kürzlich  wurde  zudem  eine  hydrogeno‐

somale  Prozessierungspeptidase  (HPP)  charakterisiert  (Brown  et  al.,  2007).  Viele 

hydrogenosomale Proteine haben kurze,  abspaltbare, N‐terminale Verlängerungen, 

die  an mitochondriale  Tragetingsequenzen  erinnern  (Lahti  et  al.,  1994; Hrdy  und 

Müller,  1995a; Bradley  et  al., 1997). Diese Präsequenzen  tragen Abspaltungsstellen, 

die  durch  die  HPP  erkannt  und  abgespalten  werden.  Ein  elektrochemischer 
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Gradient, wie er  für die Translokation durch TIM22 und TIM23 der Mitochondrien 

benötigt  wird  (Dolezal  et  al.,  2005;  Neupert  und  Herrmann,  2007),  fehlt  bei  den 

Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis, denen Cytochrome und auch ein Mem‐

bran‐assoziierter  Elektronentransport  fehlen  (Müller,  1993).  Obwohl  Forschungs‐

berichte behaupten, dass die Hydrogenosomen der Trichomonaden  ein  transmem‐

branes Potential  entwickeln können  (Humphreys  et  al., 1998), bleibt der Mechanis‐

mus, wie dieses letztendlich aufgebaut wird, rätselhaft (Mentel et al., 2008). Der Im‐

port von Ferredoxin  in  isolierte Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis konnte 

durch das Protonophor m‐Chlorophenylhydrazon  inhibiert werden;  jedoch  lag die 

Konzentration  10‐fach  höher  als  bei  einer  Inhibition  des mitochondrialen  Protein‐

import erforderlich war (Bradley et al., 1997). 

  Bei  den  Hydrogenosomen  von  Trichomonas  vaginalis  besteht  die  Möglichkeit 

eines co‐translationalen Proteinimports. Hinweise darauf erbrachte eine Analyse des 

hydrogenosomalen  Proteoms  (Pütz,  2007;  Henze,  2008).  Bei  der  Proteomanalyse 

wurden 17 eukaryotische 40S und 60S ribosomale Proteine identifiziert (Pütz, 2007). 

Da  frühere  Untersuchungen  zeigten,  dass  die  Hydrogenosomen  von  Trichomonas 

vaginalis kein Genom besitzen  (Clemens und  Johnson, 2000) und hydrogenosomale 

Proteine an freien Ribosomen im Cytosol gebildet werden (Lahti und Johnson, 1991), 

ließen diese  Identifikationen auf eine Kontamination mit dem  rauhen endoplasma‐

tischen Retikulum  schließen.  Jedoch  konnte  diese Kontamination  durch  vielfältige 

Experimente  ausgeschlossen  werden  (Pütz,  2007).  Ebenso  deutet  die  Existenz 

weiterer an der Translation beteiligter Proteine  in der hydrogenosomalen Proteom‐

analyse auf einen co‐translationalen Proteinimport hin: ein Protein des NAC (nascent 

chain associated complex), ein Protein mit NAC‐Domäne, ein poly‐A bindendes Protein 

und  der  Elongationsfaktor  EF‐1α  (Pütz,  2007). Der NAC‐Komplex  ist  ein Hetero‐

dimer,  welcher  reversibel  an  eukaryotische  Ribosomen  bindet  und  in  direkter 

Nachbarschaft zu neu synthetisierten Polypeptidketten  lokalisiert  ist  (Rospert et al., 

2002).  NAC‐Komplexe  fungieren  in  Mitochondrien  als  positive  Regulatoren  der 

Translokation von Proteinen  (George  et al., 1998, 2002; Rospert  et  al., 2002). Poly‐A 
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bindende Proteine  sind  an der Stabilisierung und Translation von mRNA beteiligt 

(Gorlach et al., 1994). Der Elongationsfaktor EF‐1α  ist mit den Ribosomen assoziiert  

und  reguliert die spezifische  Interaktion von Aminoacyl‐tRNA mit den Ribosomen 

während  der  Elongationsphase  der  Proteinbiosynthese  (Janssen  et  al.,  1994).  Die 

erfolgreiche Isolation von mRNA aus gereinigten Organellen ist ein weiterer Hinweis 

auf  einen  co‐translationalen  Proteinimport  bei Hydrogenosomen  von  Trichomonas 

vaginalis (Pütz, 2007). 

  Dass  generell  bei  Hydrogenosomen  ein  co‐translationaler  Proteinimport  vor‐

liegen könnte, zeigte auch eine Proteomanalyse der Hydrogenosomen des anaeroben 

Pilzes Neocallimastix  frontalis  (Gelius‐Dietrich, 2008). Bei der Untersuchung des Pro‐

teoms wurden eukaryotische 40S und 60S ribosomale Proteine  identifiziert. Zudem 

wurden weitere an der Proteinbiosynthese und Proteinfaltung beteiligte Proteine ge‐

funden (Elongationsfaktoren, Hitzeschockproteine).  

  Der  co‐translationale  Proteinimport  wäre  jedoch  keine  Besonderheit  der 

Hydrogenosomen, denn für die Hefe und für Säugetiere ist bekannt, dass Ribosomen 

an Mitochondrien binden und es zu einem Proteinimport in die Organellen während 

der Translation  kommt  (Ades und Butow,  1980; Marc  et  al.,  2002; MacKenzie und 

Payne, 2004). 

  Nach  allen  bisher  verfügbaren  Informationen  über  den  Proteinimport  bei 

Hydrogenosomen von Trichomonas vaginalis gibt es Parallelen zum mitochondrialen 

Proteinimport;  jedoch  scheint  der  hyrogenosomale  Proteinimportapparat  nicht  so 

komplex zu sein wie er bei Mitochondrien festzustellen ist. Allerdings hat sich durch 

die  bisherigen  Experimente  gezeigt,  dass  den  Proteinimport  bei Hydrogenosomen 

eine größere Komplexität kennzeichnet als bislang vermutet. 

    

6.5 Ausblick auf weiterführende Experimente 

Die bei dieser Dissertation gewonnen Erkenntnisse bezüglich der Lokalisation des als 

Phosphofruktokinase  annotierten  Proteins  in Zellen  von  Trichomonas  vaginalis  und 

die  nähere  Eingrenzung  der  Position  interner  Targetingsingnale  bei  hydrogeno‐

 107 



Diskussion 

somalen  Matrixproteinen  von  Trichomonas  vaginalis  sollen  Ausgangspunkte  für 

weiterführende Experimente sein.  

  Eine  Assoziation  glykolytischer  Enzyme  an  die  Hydrogenosomen  von 

Trichomonas vaginalis – wie sie bei einigen Mitochondrien vorkommt  (Conger  et al., 

1971;  Eldan  und  Blum,  1973;  Srere,  1987; Giegé  et  al.,  2003;  Brandina  et  al.,  2006; 

Graham  et al., 2007; Smith  et al., 2007) – konnte  in dieser Dissertation nicht gezeigt 

werden.  Eine  kurze  Form  der  Phosphofruktokinase,  die  vermutlich  eine  andere 

Funktion hat als katalytisch an der Glykolyse beteiligt zu sein, wurde in der hydro‐

genosomalen Fraktion von Trichomonas  vaginalis detektiert. Doch die Frage, ob die 

kurze PFK an die Hydrogenosomen assoziert oder fest gebunden  ist, oder sogar  im 

Intermembranraum lokalisiert ist, blieb offen. Es wurde eine transmembrane Helix in 

dem Protein identifiziert, die der Verankerung des Proteins in dem Organell dienen 

könnte. Eine Entfernung des  transmembranen Bereichs  aus der  Sequenz und  eine 

Expression des so veränderten Proteins in Trichomonas vaginalis sollte eine präzisierte 

Aussage  darüber  zulassen,  ob  der  Bereich  für  die  Assoziation/Bindung  an  die 

Hydrogenosomen relevant ist. Glykolytische Enzyme binden an die Membranen von 

roten  Blutkörperchen  (Gillies,  1982).  So  binden  die  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat 

Dehydrogenase,  die  Fruktose‐1,6‐bisphosphat  Aldolase  und  die  Phosphofrukto‐

kinase an das Protein Band 3 der Erythrocytenmembran. Die Bindung der GAPDH 

und der FBA kann durch Substrate (Pi, NAD) inhibiert werden. Studien von Solti et 

al. (1981) mit markiertem Iodoacetamid wiesen nach, dass die GAPDH jedoch nur in 

unmittelbarer  Nähe  der  Membran  lokalisiert  ist.  Auch  Crosslinking‐Experimente 

bestätigten diesen Nachweis (Keokitichai und Wrigglesworth, 1980). Andere Studien 

berichteten,  dass  unter  verschiedenen  experimentellen  Bedingungen  (Ionenstärke) 

die GAPDH nicht mehr an die Erythrocytenmembran gebunden war  (Kliman und 

Steck, 1980). Für die an Mitochondrien bindende PFK wurde berichtet, dass sie durch 

Ultraschallbehandlung  von  Zellen  von  Tetrahymena  pyriformis  vollständig  gelöst 

werden konnte, bei  einem mechanischen Zellaufschluß  jedoch  in der mitochondri‐

alen Fraktion verblieb (Eldan und Blum, 1973). Diese exemplarischen Untersuchun‐
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gen  könnten Muster  für weiterführende  Studien  der  kurzen  Phosphofruktokinase 

aus Trichomonas vaginalis sein. So sollte auch dort überprüft werden, unter welchen 

experimentellen  Bedingungen  eine  vollständige  Solubilisierung  erreicht  werden 

kann. Daraus könnten Rückschlüsse auf die Assoziation oder Bindung an die Hydro‐

genosomen gezogen werden. Behandlungen  isolierter  intakter Organellen mit Pro‐

teinase K, wie sie bei Mitochondrien von Arabidopsis thaliana vorgenommen wurden 

(Giegé  et  al., 2003),  sollten Erkenntnisse über  eine Lokalisation der kurzen PFK  im 

Intermembranraum liefern.    

  Die in dieser Arbeit lokalisierte kurze Phosphofruktokinase ist eine Isoform von 

elf bei der Sequenzierung des Genoms von Trichomonas vaginalis identifizierten PFKs 

(Carlton et al., 2007). Aus dem Aminosäure‐Alignment der elf PFKs (Abbildung 5.12) 

und  der  phylogenetischen  Analyse  (Abbildung  5.15)  wird  ersichtlich,  dass  die 

Enzyme  untereinander  wenige  konservierte  Bereiche  aufweisen,  sie  sich  in  ihrer 

Länge unterscheiden und in zwei Gruppen eingeteilt werden können. Eine Homolo‐

giesuche in der Proteindatenbank des NCBI ergab sowohl für die langen als auch für 

die kurzen PFK‐Sequenzen beste Treffer zu Phosphofruktokinasen aus Eubakterien. 

Trotz  der  hohen  Wahrscheinlichkeit,  dass  es  sich  bei  diesen  Treffern  nicht  um 

zufällige Treffer handelt, sollte experimentell belegt werden, ob es sich bei diesen elf 

annotierten  Proteinen  um  katalytisch  aktive  Phosphofruktokinasen  handelt,  dabei 

sollte auch die Lokalisation aller PFKs in der Zelle von Trichomonas vaginalis ermittelt 

werden. Mertens  et  al. zeigten bereits 1998, dass es  sich bei einer der  langen PFKs 

(TVAG_430830) um eine PPi‐PFK handelt und dass es mindestens fünf sehr ähnliche 

Genkopien in Trichomonas vaginalis gibt, die genaue Lokalisation der PPi‐PFK in der 

Zelle wurde jedoch nicht ermittelt. 

  Die Vermutung, dass das hydrogenosomale Matrixprotein TrxRh2  ein  internes 

Targetingsignal  trägt  (Mentel  et  al.,  2008),  konnte  in  dieser  Dissertation  bestätigt 

werden.  Außerdem  konnte  die  Lokalisation  des  Signals  in  der  Proteinsequenz 

eingegrenzt werden. Das Signal befindet  sich  in den  ersten  116 Aminosäuren  aus‐

gehend vom N‐Terminus des Proteins. Weiterführende Experimente sollten die Lage 
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des Signals näher eingrenzen. Dazu müßte der erste Sequenzblock  in mehrere Seg‐

mente eingeteilt werden, die dann mit Sequenzblöcken des Proteins TrxRh1‐Δ10 (das 

nicht  in die Hydrogenosomen  importiert wird) reziprok ausgetauscht werden. Mit‐

hilfe dieser Methode  läßt sich präzise ermitteln, ob das  interne Signal  für den Pro‐

teinimport  von TrxRh2  in die Hydrogenosomen mit der  amphipathischen  α‐Helix 

verknüpft  ist. Die Vermutung, dass  Import‐relevante  Informationen mit Sekundär‐

strukturen  (α‐Helices)  verknüpft  sein  könnten,  kann mithilfe  von Mutationen,  die 

direkt  die  α‐Helix  beeinträchtigen,  verifiziert werden:  Zerstörung  der  kompletten 

Struktur,  Veränderung  der Anzahl  der  Ladungen,  Verhinderung  der Helixausbil‐

dung  oder  Unterbrechung  der  Helix  durch  den  Einbau  eines  nicht  helikalen  Se‐

quenzbereichs (Schricker et al., 2002). 

  Durch die Aufklärung der Kristallstruktur der Thioredoxin Reduktase  Isoform 

TrxRh2  ist feststellbar, ob die  identifizierten amphipathischen α‐Helices Haarnadel‐

aktionen mit dem N‐Terminus eingehen, wie es  für einige mitochondriale Proteine 

gezeigt wurde (Fölsch et al., 1996; Schricker et al., 2002). Diese Interaktionen könnten 

für  einen  Import  in  die  Organellen  eine  entscheidende  Ursache  bilden.  Durch 

gezielte  Inhibierung der  Interaktionen kann belegt werden,  ob  sie  tatsächlich  zum 

Import beitragen. 

  Falls die in dieser Dissertation untersuchte Phosphofruktokinase von Trichomonas 

vaginalis  in  weiterführenden  Studien  als  ein  hydrogenosomales  Membranprotein 

identifiziert  werden  sollte,  sollte  sie  zur  näheren  Charakterisierung  interner 

Targetingsignale  bei  hydrogenosomalen  Proteinen  als  Beispiel  für  ein Membran‐

protein herangezogen werden. Ein Aminosäure‐Alignment dieses putativen hydro‐

genosomalen  Membranproteins  mit  Sequenzen  anderer  (cytosolischer)  PFKs  aus 

Trichomonas vaginalis  (Abbildung 5.12)  läßt Bereiche erkennen,  in denen Signale  für 

einen  Import  in  die  Organellen  vorhanden  sein  könnten.  Hier  sollten  reziproke 

Austausche von Sequenzblöcken zwischen cytosolisch und hydrogenosomal  lokali‐

sierten PFKs, wie sie in dieser Dissertation an der Thioredoxin Reduktase vorgenom‐

men wurden, zur Identifizierung interner Importsignale führen. 

 110 



Diskussion 

  Das Ziel für die nahe Zukunft sollte die Aufklärung des Importwegs in die Orga‐

nellen für hydrogenosomale Proteine sein. Bislang konnten darüber nur Vermutun‐

gen  aufgestellt werden.  Sobald der  Importmechanismus  vollständig  aufgeklärt  ist, 

können Rückschlüsse auf Homologien zum mitochondrialen Proteinimport gezogen 

und neue Erkenntnisse über die Schwesterorganellen gewonnen werden. 
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7. ANHANG 

Tabelle  7.1:  Zur  Trichomonas  vaginalis  Genomdatenbank  (www.trichdb.org)  gehörende  Zugangs‐

  nummern zu den Nukleotidsequenzen der glykolytischen Enzyme, die in dieser Dissertation aus 

  genomischer DNA von Trichomonas vaginalis amplifiziert wurden.  

 

Gen    Zugangsnummer

Enolase    TVAG_043500 

Fruktose‐1,6‐bisphosphat Aldolase    TVAG_043170 

Glycerinaldehyd‐3‐phosphat Dehydrogenase    TVAG_475220 

Glukokinase    TVAG_023840 

Glukose‐6‐phosphat Isomerase    TVAG_061930 

Phosphofruktokinase    TVAG_391760 

3‐Phosphoglycerat Kinase    TVAG_268050 

Pyruvat Kinase    TVAG_373720 

Phosphoglycerat Mutase    TVAG_209020 

Triosephosphat Isomerase    TVAG_096350 
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Abbildung 7.1: 12%ige SDS‐PAGE subzellulärer Fraktionen von Phosphofruktokinase‐HA (PFK‐HA; 

  37,76  kDa)  und  3‐Phosphoglycerat  Kinase‐HA  (PGK‐HA;  48,34  kDa)  exprimierenden  Tricho‐

  monas vaginalis‐Zellen. Es wurden von  jeder Fraktion von PFK‐HA  jeweils 25 und 50 μg Protein 

  und von  jeder Fraktion von PGK‐HA  jeweils 10 und 20 μg aufgetragen. Cyt: Cytosol; GZ: Ge‐

  samtzellextrakt; Hyd: Hydrogenosomen; Marker: Protein Größenmarker (Fermentas) [kDa]. 
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Abbildung 7.2: 12%ige SDS‐PAGE subzellulärer Fraktionen von Glukose‐6‐phosphat  Isomerase‐HA 

  (GPI‐HA;  64,16  kDa)  und  Enolase‐HA  (Enolase‐HA;  54,29  kDa)  exprimierenden  Trichomonas 

  vaginalis‐Zellen. Es wurden von  jeder Fraktion  jeweils  10 und  20  μg Protein  aufgetragen. Cyt: 

  Cytosol;  GZ:  Gesamtzellextrakt;  Hyd:  Hydrogenosomen;  Marker:  Protein  Größenmarker 

  (Fermentas) [kDa]. 
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Abbildung  7.3:  12%ige  SDS‐PAGE  subzellulärer  Fraktionen  von  Pyruvat‐Kinase‐HA  (PK‐HA; 

  55,82 kDa) exprimierenden Trichomonas vaginalis‐Zellen. Es wurden von jeder Fraktion jeweils 10 

  und  20  μg  Protein  aufgetragen. Cyt: Cytosol; GZ: Gesamtzellextrakt; Hyd: Hydrogenosomen; 

  Marker: Protein Größenmarker (Fermentas) [kDa]. 
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Tabelle  7.2:  Überblick  über  die  Zugangsnummern  aus  der  NCBI‐Datenbank  der  in  das 

  phylogenetische  Netzwerk  (Abbildung)  eingegangenen  Proteinsequenzen  der  PPi‐abhängigen 

  Phosphofruktokinasen.  Die  Zugangsnummern  der  Sequenzen  aus  Trichomonas  vaginalis 

  (www.trichdb.org) sind dem Clustal W‐Alignment (Abbildung 5.12) zu entnehmen. 

 

Organismus    Zugangsnummer 

Agrobacterium tumefaciens str. C58    GI:159185054 

Amycolatopsis methanolica    GI:17432243 

Arabidopsis thaliana (α‐Untereinheit)    GI:16648971 

Arabidopsis thaliana (β‐Untereinheit)    GI:4836893 

Camelia sinensis     GI:241911785 

Candidatus liberibacter asiaticus str. psy62    GI:254039904 

Dechloromonas aromatica RCB    GI:71848438 

Dictyoglomus thermophilum    GI:8810218 

Entamoeba histolytica    GI:2317746 

Giardia intestinalis    GI:520572 

Halorhodospira halophila SL1    GI:121590501 

Legionella longbeachae NSW150    GI:289164576 

Marinobacter aquaeolei VT8    GI:120325163 

Methanocella paludicola SANAE    GI:282162873 

Methanoculleus marisnigri JR1    GI:125862108 

Methanospirillum hungatei JF‐1    GI:88602740 

Methylibium petroleiphilum PM1    GI:124260736 

Methylomonas methanica    GI:63034350 

Naegleria fowleri    GI:511231 

Nitrobacter hamburgensis X14    GI:91799394 

Nitrosococcus oceani ATCC19707    GI:76884611 

Nitrosomonas eutropha C91    GI:114307814 

Nitrosospira multiformis ATCC25196    GI:82409938 

Oryza sativa Japonica Group    GI:51854456 

Oxalobacter formigenes OXCC13    GI:237747522 

Rhizobium etli GR56    GI:218673807 

Rhizobium sp. NGR234    GI:227822665 

Ricinus communis (α‐Untereinheit)    GI:483547 

Ricinus communis (β‐Untereinheit)    GI:483536 

Sinorhizobium melioti 1021    GI:15965943 

Sphingomonas wittichii RW1    GI:148501111 

Thermoproteus tenax    GI:3087896 

Thermotoga maritima MSB8    GI:15643058 
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TTHERM_0017032    001 -------------------------------------------------------------MDLQKSLTDNKFFVAGLALGSGLITSLLL 
TVAG_430830       001 ----------------------------------------------------------------MSTEAPVLGILCGGGPAPGLNGVIAG 
TTHERM_00338270   001 MRSFQIQMFIFLFSMIIKNINKNYQVKESEEFRMHFYFKQPSPRNKKRIISPYESYNITSVLKSISNENTYKKIIQQVNKQPKFAINSQK 
 
 
TTHERM_00170320   030 KQFNTEEEKVERKGSLKTVKRKEVKKQRTVFLHQTDNTIPKEILNASNTLMEEVKNLESRTCNILKVPN--------------------- 
TVAG_430830       027 ATLYALRLGWKVIGFMEGFKYLCTGDVDVVKAHTIDLTY----DIVSRIHFQGGTIIQTSRANPRKSP---------------------- 
TTHERM_00338270   091 LKFTNAKQSEEFQSYRHESLEGSLNNLQHNNMNKIKEYLRVYNVNSSKLSNSRINLGANKSYNTQNTKTNSTIDRMSQMLNYQTNASIVS 
 
 
TTHERM_00170320   099 ---------------------------------------LIIEVPQDEIPCHLSPLYGENNYREVFGGGGFLPDTAFVYTGSYVLSDAVI 
TVAG_430830       091 -----------------------------------------------ELQENVRKCLRALKVRYFLTIGGDDTASSAVSVASGMNGNEIS 
TTHERM_00338270   181 QEADQVCIENEYFQLRQNFKMQTENDDMKTLNQNEQQQENRKYQVSTENCQKLNKSEIYSKLRSFSSINSKNPSEFQEDNIFKTNRRDAQ 
 
 
TTHERM_00170320   150 GKNQSLDQSKRYVRAGPRKHNYFNPQQVKAAIVTCGGLCP----------------------------------------GLNVVIREIF 
TVAG_430830       134 --------------------VISCPKTIDNDLPLPADQST----------------------------------------FGFHTARSLG 
TTHERM_00338270   271 NRNIENRKNTHKLKFINKDDVLLKKEILIQKDDRQTDQSEEKVYNSQENKHINHTTNQIIHLPIIEHNSHNEETQEENSKRIEHLKKQDT 
 
 
TTHERM_00170320   200 MCLYFNYGVRTIYGIKYGYKGFYQYDWQELTVKDVKEIQRLGGTVLGSSR-GGFDKDKIVDNLVKHGITHVYCLGGDGTHRGIQALFNEV 
TVAG_430830       164 MEIIRNLMVDSKSAPRWFLVEAMGRSAGHLALGMAEASGAHLCLIPEEFK-QDEIEFEDVVELVEATILKRLAYG--------------- 
TTHERM_00338270   361 LLVNMNKRNSLIKTQETPKNKYHEYIGDYNIESKQQASKGTFCASESKKKSIDQKISKKQLKNIENQVNENNISQEYQPKQKKSEGDIRR 
 
 
TTHERM_00170320   289 RSRKLNISIVGIPKTIDNDIPIIDKSFGFETSVEEAVKAIQSAHVEAHCAEYGVGLVRLMGRYAGFIAMEATN----------------- 
TVAG_430830       238 -------KNYGVCVLAEGLVSKMSKKALYKLFGNREPPTDPHGHILLDDAELARSLSEELLKRLGNLGIRITP----------------- 
TTHERM_00338270   451 LSYDGDIVHYSIKNSLQKQIIQIEKKNNFMKINSKDMPEDPNNFLEFKAQKEIEKQKIKINKEQIFLLEKKKEEFQKLIQQQQNQIPQNK 
 
 
TTHERM_00170320   362 ---------ASR-DAHVCLVPEFKFNLYG----------------------------------EEGVLEYVYQRLLSKRNCIVVVAEGAG 
TVAG_430830       304 ---------KKIGYELRCADPVAFDAVYT----------------------------------RELGYGAIDAFLNGHSAALIVRENGQ- 
TTHERM_00338270   541 SDRKNVHSSMQYRSEHRQKNPRQIYSRISDANLGDQLSTKNQQISPLQQINNINKLLDSLDAKKEKLHADINQQTSSPNKKISKSDKKQL 
 
 
TTHERM_00170320   408 EAVLDAQFANTGEKDASGNAKLNDIGAFLQKEIVDYGKKKGMEVTLKYINPTYMIRTVPANALDRKMCTQLAQNAVHGAMAGFTGFTVGH 
TVAG_430830       350 --VKPVQFKDLLDP-ATGRVRTRLVDVTSQSFKVAR-VYMWRMSKKDYENKDLVARVAAAGKMTPEAFTEKFAHLTDVVVE--------- 
TTHERM_00338270   631 NILDQSQKNIQKKSKKSKQYEFQKNDASITTLNNEKNENEIKNENNETLEHNLSAQATNESKHLQELKEIKQLSFQEESTNCAKLNNKIE 
 
 
TTHERM_00170320   498 VNNRLCYIPLDEICKEGSGRRIKAEDRAWQRLLASTGQPSFLKKEN-------------------------------------------- 
TVAG_430830           ------------------------------------------------------------------------------------------ 
TTHERM_00338270   721 SLEIKQNQPVKNNISNEDSPNKFQPQKNRQDNQFQLENKSICSIQNDSANAQQKQANNSVITEKQLFTQQYERRVLKDRNKNQKSYSVRQ 
 
 
TTHERM_00170320       --------------------------------------------------------------------------- 
TVAG_430830           --------------------------------------------------------------------------- 
TTHERM_00338270   811 SQEECLNQENLKQIRRQQKFQQIMEYDTQKKFTEISKIIDRMTKSRDYKFKKSKDKDFKGKQVTFQLTESQLNSD 

 
Abbildung 7.4: Clustal W‐Alignment der bei der Proteomanalyse der Mitochondrien von Tetrahymena 

  thermophila  identifizierten Phosphofruktokinasen  (Smith et al., 2007) und einer  langen Form der 

  PFK von Trichomonas vaginalis. Gleiche Aminosäuren sind schwarz, ähnliche Aminosäuren sind 

  grau hinterlegt. Die Zugangsnummern der PFKs sind die der Genomdatenbank von Tetrahymena 

  thermophila bzw. Trichomonas vaginalis (www.ciliate.org bzw. www.trichdb.org). 
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8. ABKÜRZUNGEN 

A  Ampere 

aa  Aminosäuren (engl. amino acids) 

ADP  Adenosin‐5’‐diphosphat 

AK  Antikörper 

ASCT  Acetat:Succinat‐CoA Transferase 

ATP  Adenosin‐5’‐triphosphat 

att  attachment, Bindungsstellen 

bidest.   doppeltdestilliert 

BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 

bp  Basenpaare 

BSA  Bovines (Rinder‐)Serumalbumin 

°C  Grad Celsius 

c  Zenti 102 

C  Cytosin 

CoA  Coenzym A 

Da  Dalton 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

dNTP  Desoxynukleotidtriphosphat 

dsDNA  doppelsträngige DNA 

DTT  Dithiothreitol 

EC  engl. Enzyme Commission number 

E. coli  Escherichia coli 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

ENO  Enolase 

et al.  lat. et alii 

FBA  Fruktose‐1,6‐bisphosphat Aldolase 
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FBPase  Fruktose‐1,6‐bisphosphatase 

Fe(NH4)2(SO4)2  Eisen(II)‐Ammoniumsulfat 

g  Gramm 

g  Erdbeschleunigung (engl. gravity) [9,81 m/s2] 

G  Guanin 

GAPDH  Glycerinaldehyd‐3‐phosphat Dehydrogenase 

gDNA  genomische DNA 

GK  Glukokinase 

GPI  Glukose‐6‐phosphat Isomerase 

h  Stunde 

HA  Hämagglutinin 

HK  Hexokinase 

H2O  Wasser 

HPP  engl. hydrogenosomal processing peptidase 

Hsp  Hitzeschock Protein 

HYD  Hydrogenase 

IHF  engl. integration host factor 

IPTG  Isopropyl‐1‐thio‐β‐D‐galaktosid 

k  Kilo 103 

kb  Kilobase = 1000 Basenpaare 

KCl  Kaliumchlorid 

KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 

K2HPO4  Kaliumhydrogenphosphat 

KOH  Kaliumhydroxid 

l  Liter 

LB  engl. lysogeny broth 

m  Meter 

m  milli‐ (10‐3) 

M  Molar mol/l 
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MDH  Malat Dehydrogenase, EC 1.1.1.37 

ME  Malat Enzym, EC 1.1.1.40 

MF  Multiplikationsfaktor 

min  Minute 

mol  Mol (6,3 × 1023 Teilchen) 

MOPS  3‐(N‐Morpholino)propansulfonsäure 

mRNA  Boten (messenger)‐RNA 

n  Nano (10‐9) 

NaCl  Natriumchlorid 

NAD+  Nicotinamidadenindinukleotid (oxidierte Form) 

NADP+  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidierte Form) 

Na2HPO4  Natriumhydrogenphosphat 

NCBI  National Center for Biotechnology Information 

OD  optische Dichte 

P2  Diphosphat‐Rest  

p.a.  per analysis 

PAGE  Polyacrylamid‐Gelelektrophorese 

PBS  Phosphate buffered saline, Phosphat‐gepufferte Salzlösung 

PCR  Polymerase‐Kettenreaktion 

PFK  Phosphofruktokinase 

PFO  Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase 

PGK  3‐Phosphoglycerat Kinase 

PGM  Phosphoglycerat Mutase 

pH  pH‐Wert; pH = ‐log10[H+] 

Pi  anorganischer Phosphat‐Rest 

PPi  anorganischer Diphosphat‐Rest (Pyrophosphat) 

PK  Pyruvat Kinase 

RNA  Ribonukleinsäure 

rpm  Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute) 
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RT  Raumtemperatur 

sec  Sekunde 

SCS  Succinyl‐CoA Synthetase 

SDS  sodium dodecyl sulfate; Natriumlaurylsulfat 

SMB  Saccharose MOPS β‐Mercaptoethanol 

SMDI  Saccharose MOPS DTT Protease‐Inhibitoren 

ssRNA  einzelsträngige RNA 

T  Thymin 

TBS  Tris‐Puffer Natrium 

TE  Tris EDTA 

TIC  engl. translocase in the inner chloroplastidal membrane 

TIM  engl. translocase in the inner mitochondrial membrane 

TLCK  Nα‐Tosyl‐L‐Lysin Chloromethyl Keton Hydrochlorid 

Tm  Schmelztemperatur 

TOC  engl. translocase in the outer chloroplastidal membrane 

TOM  engl. translocase in the outer mitochondrial membrane 

TPI  Triosephosphat Isomerase 

Tris  Tris(hydroxymethyl)‐aminomethan 

TrxRh1  hydrogenosomale Thioredoxin Reduktase 1 

TrxRh1‐Δ10  TrxRh1 ohne die ersten 10 Aminosäuren des N‐Terminus  

TrxRh2  hydrogenosomale Thioredoxin Reduktase 2 

U  Enzymaktivität kommerzieller Enzyme 

UV  Ultraviolett 

V  Volt 

v   Volumen 

VF  Verdünnungsfaktor 

w    Gewicht 

μ  Mikro (10‐6) 
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