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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Trichomonas vaginalis ist ein mikroaerophiler humanpathogener Organismus, der statt
Mitochondrien Hydrogenosomen besitzt. Diesen wasserstoffproduzierenden Organellen wird
die fermentative ATP-Produktion, die Reifung von Eisen-Schwefel-Cluster Proteinen und der
Metabolismus von einigen Aminosauren zugeschrieben. Auf Grund des gemeinsamen
evolutiondren Vorfahren mit Mitochondrien ist anzunehmen, dass die Hydrogenosomen den
Metaboliten-Transport ahnlich wie die Mitochondrien regulieren. Fur T. vaginalis sind
insgesamt nur funf hydrogenosomale Membranproteine mit mitochondrial carrier family
(MCF) Doménen bekannt, von denen eins als ein ADP/ATP Transporter charakterisiert
wurde.

Um neue Erkenntnisse Uber die hydrogenosomalen Membranproteine in T. vaginalis und
deren Funktion zu erlangen, wurde das hochexprimierte Membranprotein HMP23 zunéchst
in silico analysiert. Mit der Aminosauresequenz wurde mittels BLAST-Suche ein Protein mit
Homologie zu HMP23 in Thalassiosira pseudonana gefunden, das vermutlich ein MCF-
Transporter ist. Mit der in silico Voraussage mehrerer transmembranen Domanen kann
HMP23 von der Konformation her eine Funktion haben, die mit dem Transport der MCF-
Transporter vergleichbar ist. Mittels Gendeletion durch homologe Rekombination in
T. vaginalis, Lokalisationsstudien von homolog exprimierten amino- und carboxyterminal
Hamagglutinin markierten HMP23-Varianten sowie eines Proteinase K Protektions-Assays
wurde HMP23 molekular analysiert und auf eine mogliche Funktion als Transporter hin
untersucht.

Die Deletion von HMP23 fuhrte zu einer Vergrélierung der Hydrogenosomen in dem
transgenen T. vaginalis Stamm T1 AHMP23. Die Expressionsunterschiede zwischen T1
Wildtyp und T1 AHMP23 in Bezug auf die zwei HMP23-Homologen TVAG_423530 und
TVAG_087280 sowie auf die MCF-Transporter HMP31.1 und HMP31.2 deuten auf eine
Kompensation der Deletion durch diese Gene hin. Die beiden HMP23-Homologen kénnten
somit, trotz geringer Sequenzkonservierung, durchaus als HMP23-Isoformen fungieren.
Obwohl die Substratspezifitdit von HMP23 in der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden
konnte, deuten die Kompensation der Deletion von HMP23 durch die MCF-Transporter
HMP31.1 und HMP31.2 und die Lokalisation von HMP23 in der inneren Membran der

Hydrogenosomen und Mitochondrien stark auf eine Funktion von HMP23 als Transporter hin.



Summary

1.2. Summary

Trichomonas vaginalis is an microaerophilic human pathogenic organism, which possesses
the hydrogen producing hydrogenosomes instead of mitochondria. The fermentative ATP-
production, the maturation of iron-sulfur cluster proteins and the metabolism of some amino
acids have been assigned to the hydrogenosomes. Due to a common evolutionary ancestor,
the metabolite transport of hydrogenosomes is supposed to be comparable to that of
mitochondria. There are only five hydrogenosomal membrane proteins in T. vaginalis, with a
mitochondrial carrier family (MCF) domain. One of them was characterized as ADP/ATP
carrier.

To learn more about hydrogenosomal membrane proteins in T. vaginalis and their
function, the highly expressed membrane protein HMP23 was analyzed in silico. A Protein
with homologies to HMP23 in Thalassiosira pseudonana, which could be a MCF-carrier, was
found in a BLAST search using the amino acid sequence. The in silico predictions of multiple
transmembrane domains point to a possible conformation of HMP23, that allows a function
as a carrier comparable to an MCF-carrier. HMP23 was analyzed by various means to
assess a possible function as a carrier: the HMP23 gene was knocked out by homologous
recombination in T. vaginalis, localization experiments with amino- and carboxyterminal
hemagglutinin tagged HMP23-variants were conducted and protease K protection assays
were supposed to define the localization of HMP23.

The HMP23 knockout causes an increase of the hydrogenosomes in the transgenic
T. vaginalis strain T1 AHMP23. The expression differences between the T1 wild type and T1
AHMP23 in reference to the two HMP23 homologues TVAG 423530 and TVAG_087280 and
the MCF carrier HMP31.1 and HMP31.2 point to the compensation of the HMP23 knockout
by these genes. Consequently these two HMP23 homologues could be HMP23 isoforms
although displaying a lower identity. Even though the substrate specificity of HMP23 could
not be determined in this work, the compensation of the HMP23 knockout by the MCF carrier
HMP31.1 and HMP31.2 and the localization of HMP23 in the inner membrane of the

hydrogenosomes and mitochondria point to a function of HMP23 as a carrier.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis ist ein Eukaryot und gehért zur Gruppe der Excavata und dem
Phylum Parabasalia (Adl et al., 2005). Der anaerobe parasitische Protist ist 10-25 ym grof3
und besitzt fiinf Geileln, von denen vier als freie Flagellen anterior lokalisiert sind und eine
als zurlicklaufende Schleppgeillel mit der undulierenden Membran verbunden ist.
T. vaginalis besitzt keine stabilisierende Zellwand und ist auerhalb des Wirts anfallig gegen
Austrocknung. Wahrend des Lebenszyklus werden keine Dauerstadien gebildet, es kommen
nur Trophozoiten vor, die sich durch Zweiteilung im Wirt vermehren (Mehlhorn und Piekarski,
1998). Das 160 Mb groRe Genom von T. vaginalis ist haploid und auf sechs Chromosomen
verteilt. Trotz 29 meiotischen Genen konnte bis jetzt keine sexuelle Vermehrung beschrieben
werden (Carlton et al., 2007). T. vaginalis hat keine Mitochondrien und keine Peroxisomen
sondern besitzt Hydrogenosomen, die zu den Organellen mitochondrialen Ursprungs (OMO;
Organelles of mitochondrial origin) der Klasse 4 gehoéren. Die OMOs der Klasse 4
produzieren unter anaeroben Bedingungen ATP und verwenden fiir die frei werdenden
Elektronen Protonen als Endakzeptoren, wobei Wasserstoff produziert wird (Muller et al.,
2012).

T. vaginalis ist ein obligater Parasit, der einige Makromolekile wie Pyrine, Pyrimidine und
Lipide nicht selbst synthetisieren kann. Trichomonaden kénnen in Kultur gehalten werden, in
der die Zellen eine runde bis ovale Form annehmen, das Medium muss aber alle
essentiellen Makromolekile, Vitamine und Mineralien enthalten (Petrin et al., 1998). Im Wirt
bildet T. vaginalis bei Kontakt mit vaginalen Epithelzellen flache, am&boide Zellen (Lal et al.,
2006). Dort ernahrt sich der Parasit durch Phagozytose Uber die Zelloberflache von
Wirtszellen und anderen Organismen der Vaginalflora (Street ef al., 1984, Pereira-Neves und
Benchimol, 2007). T. vaginalis ist ein humanpathogener Organismus, der im Urogenitaltrakt
Trichomoniasis auslésen kann (Tschudi und Pearce, 2000). Die Ubertragung erfolgt nur
durch Schleimhautkontakt von Mensch zu Mensch. Die Erkrankung erhéht die Anfélligkeit fur
eine HIV-Infektion und kann zu Fruhgeburten und geringem Geburtsgewicht von
Neugeborenen fihren (Laga et al., 1993; Cotch et al., 1997). Trichomoniasis wird mit
Nitroimidazol-Derivaten wie Metronidazol behandelt, das durch Diffusion in die Zelle gelangt.
In den Hydrogenosomen (ibertragt die Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFO) Elektronen
Uber Ferredoxin auf Metronidazol und es entstehen cytotoxische Produkte, die die DNA-
Strange durch einen radikalen Angriff brechen (Miiller, 1986; Petrin et al., 1998). Bei dem
Tritichomonas foetus Stamm KV-1/MR100 wurde die Metronidazolresistenz unter

anaeroben Bedingungen im Labor induziert, und eine stark reduzierte Expression der
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hydrogenosomalen Proteine PFO, Ferredoxin, Hydrogenasen und der decarboxylierenden
Malatdehydrogenase festgestellt (Kulda et al., 1984; Land et al., 2001). Fur T. vaginalis (TV
10-02 und MRP-2) wurde unter anaeroben Bedingungen im Labor die Metronidazolresistenz
induziert und ein Verlust der Aktivitit von PFO, Hydrogenase, NAD-Ferredoxin
Oxidoreduktase und dem NAD-abhangigen Malat-Enzym festgestellt (Kulda et al., 1993;
Kulda, 1999; Rasoloson et al., 2001). Fur Ferredoxin wurde eine reduzierte Expression
gemessen (Quon et al., 1992). Wahrend die Hydrogenosomen bei der laborinduzierten
Resistenz stark verkleinert sind, zeigten die Hydrogenosomen von T. vaginalis, die in vivo

gegen Metronidazol resistent wurden, keine GrélRenveranderungen (Wright ef al., 2010).

2.2 Hydrogenosomen und ihre Gemeinsamkeiten mit Mitochondrien

Hydrogenosomen wurden zum ersten Mal in Tritrichomonas foetus beschrieben (Lindmark
und Midller, 1973), und haben mit den Mitochondrien einige Gemeinsamkeiten. Bei der
Umsetzung von Pyruvat zu Acetat in den Hydrogenosomen wird Kohlendioxid, Wasserstoff
und ATP produziert (Martin et al., 2001). Aufgrund der Wasserstoffproduktion und der
Unterschiede bei der Energiegewinnung wurde zunachst kein gemeinsamer Ursprung der
Hydrogenosomen und der Mitochondrien vermutet (Muller, 1988). Phylogenetische Analysen
und die Lokalisation von typischen mitochondrialen Proteinen in den Hydrogenosomen
weisen allerdings auf einen gemeinsamen Ursprung hin (Germot et al., 1996; Roger et al.,
1996; Bui et al., 1996; Horner et al., 1999; Embley und Martin, 2006). Das Vorkommen von
Hydrogenosomen in verschiedenen anaeroben Ciliaten und Chytridiomyceten deutet auf
eine mehrfache Entstehung der Hydrogenosomen hin (van der Giezen et al, 1997,
Akhmanova et al., 1998; Yarlett und Hackstein, 2005). Da es in diesen Gruppen auch aerobe
Organismen mit Mitochondrien gibt, wird angenommen, dass diese Hydrogenosomen
reduzierte Formen von Mitochondrien sind (Embley et al., 2003).

Der Ursprung von Mitochondrien und Hydrogenosomen ist auf eine Endosymbiose
zurickzufiihren. Die Sequenzierung von mitochondrialen Genomen ermdglichte
phylogenetische Analysen, die zu der Annahme filhrten, dass wahrscheinlich ein a-
Proteobakterium der Vorlaufer der Mitochondrien ist (Yang et al., 1985; Gray et al., 2001,
Esser, 2004). In der Wasserstoffhypothese wird postuliert, dass der Wirt bei der
Endosymbiose ein wasserstoffabhdngiges autotrophes Archaebakterium war. Als Symbiont
wird ein fakultativ anaerobes a-Proteobakterium postuliert, dessen heterotropher
Metabolismus als Abfallprodukt H, produzierte. Um mehr H; zu erhalten, vergréRerte der Wirt
zunachst die Kontaktoberflache zum Symbionten. Bevor es zur kompletten Aufnahme des
Symbionten kam, mussten Gene des a-Proteobakteriums in das Genom des

Archaebakteriums transferiert worden sein, um den Import von organischen Substraten zu
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gewahrleisten. Durch weitere Gentransfers vom Symbionten in das Genom des Wirtes wurde
die Lipidsynthese des Symbionts (bernommen und Teile des Metabolismus in das Cytosol
Ubertragen (Martin und Muller, 1998). Martin und Russel (2003) erganzten die Hypothese um
die Entwicklung der mitochondrialen Transporter, um ATP aus dem Symbionten zu
exportieren. Im Laufe der Zeit wurde der Wirt heterotroph und unabhangig von H,. Aus dem
Symbionten entwickelten sich als Anpassung auf eine anaerobe oder aerobe Umgebung die

Hydrogenosomen oder die Mitochondrien.

organische organische H,

Substrate Substrate o,
Glykolyse OAC

Acetyl-CoA
Pyruvat- H, Weg Pyruvat-
Stoffwechsel CO, Stoffwechsel
OAC
Glykolyse CH,
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organische
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Wasserstoffhypothese verandert nach Martin und Mdiller
(1998) und Martin und Russel (2003).

Sowohl die Mitochondrien als auch die Hydrogenosomen sind von einer doppelten
Membran umgeben, die das Phospholipid Cardiolipin enthalt und beide kénnen Ca®*
speichern (Benchimol et al., 1982; Benchimol und de Souza, 1983; de Andrade et al., 2006).
Die Biogenese der Hydrogenosomen erfolgt als Zweiteilung unabhdngig von der
Zellzyklusphase (Benchimol et al., 1996b; Benchimol und Engelke, 2003). Hydrogenosomen
unterscheiden sich morphologisch von den Mitochondrien in der Form der inneren Membran,
die keine Cristae ausbildet. Die innere und auf3ere Membran verlaufen parallel und zwischen

diesen sind periphere Vesikel, die Ca®* enthalten (Benchimol et al., 1996a). Die Reifung von
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FeS-Proteinen in den Hydrogenosomen erfolgt aufgrund der gefunden mitochondrialen
Homologe vermutlich &hnlich wie in den Mitochondrien (Tachezy et al., 2001; Sutak et al.,
2004; Dolezal et al., 2007). Ein Teil des Aminosduremetabolismus, der aus den
Mitochondrien bekannt ist, konnte durch die Lokalisation und Charakterisierung von daran
beteiligten Proteinen auch den Hydrogenosomen zugeordnet werden (Westrop, 2006;
Mukherjee et al., 2006b; Mukherjee et al., 2006a; Schneider et al., 2011; Rada et al., 2011,
Morada et al., 2011). In beiden Organellen wird ATP gebildet, allerdings unterscheiden sich
die jeweiligen Stoffwechselwege. Die Hydrogenosomen haben im Gegensatz zu den
Mitochondrien keine Elektronentransportkette, keinen Zitronensaurezyklus und die Energie
wird durch Substratkettenphosphorylierung anstatt durch oxidative Phosphorylierung
gewonnen (Lloyd und Muller, 1979; Muller, 1993). So wie in den Mitochondrien wurde die -
Succinyl-CoA-Synthase und Frataxin in den Hydrogenosomen lokalisiert (Lahti et al., 1992;
Dolezal et al., 2007). Die Anwesenheit von HSP10, HSP60, HSP70 (heat shock protein) und
Komplex | der Atmungskette in beiden Organellen sind weitere Gemeinsamkeiten (Bui et al.,
1996; Hrdy et al., 2004).

Anders als Mitochondrien haben Hydrogenosomen keine Fettsduresynthese und keine
DNA (Beach et al., 1990; Clemens und Johnson, 2000). Abgesehen von der Ausnahme des
anaeroben Ciliaten Nyctotherus ovalis wurde bislang keine hydrogenosomale DNA
nachgewiesen (Akhmanova et al.,, 1998). Alle hydrogenosomalen Proteine werden deshalb
wie in den Mitochondrien, mit Ausnahme der wenigen in der mtDNA codierten Proteine, im
Cytosol durch freie Polyribosomen synthetisiert und ATP abhangig posttranslational
importiert (Lahti und Johnson, 1991; Bradley, 1997). In manchen Hydrogenosomen wurde
auch ein Membranpotential festgestellt (Biagini et al, 1997). Uber die
Proteinimportmaschinerie der Hydrogenosomen ist nur wenig bekannt. Bis jetzt wurden nur
zwei hydrogenosomale Membranproteine (HMPs) aus T. vaginalis charakterisiert. HMP31 ist
ein in der inneren Membran lokalisierter ADP/ATP Transporter, fir HMP35 wird vermutet,
dass es Poren in der duf3eren Membran bildet, es ist aber keine eindeutige Homologie oder
Funktion bekannt (Dyall et al., 2000; Dyall et al., 2003). Beide Proteine wurden heterolog in
S. cerevisiae exprimiert. HMP31 wurde dabei in die innere, HMP35 in beide Membranen der
Mitochondrien eingebettet. Bis vor kurzem waren nur Homologe fir PAM18 (presequence
translocase-associated motor), fur die MPP (mitochondrial processing peptidase), fir SAM50
(sorting and assembly machinery), fur TIM17 (translocase of the inner membrane) und
TIM23 bekannt (Dolezal et al., 2005; Dolezal et al., 2006; Carlton et al., 2007, Smid et al.,
2008). Durch die Proteomanalyse der hydrogenosomalen Membranen konnten Homologe zu
TOM40 (translocase of the outer membrane) der Proteinimportmaschinerie identifiziert
werden (Rada et al., 2011). Trotz dieser Gemeinsamkeiten gibt es dennoch Unterschiede

zwischen beiden Importmaschinerien. Die bis jetzt gefundenen Homologe und die
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Lokalisation von mehreren heterolog exprimierten hydrogenosomalen Proteinen in den
Mitochondrien lassen eine &hnliche Proteinimportmaschinerie vermuten. Die neuesten
Studien zum Import von Matrixproteinen in die Hydrogenosomen deuten darauf hin, dass
sich die hydrogenosomale Proteinimportmaschinerie méglicherweise anders entwickelte und
weniger komplex ist, da das N-terminale Transitpeptid nicht immer flir den Import erforderlich
ist (Mentel et al., 2008).

2.3 Membranproteine und Metabolitentransport

Die Kompartimentierung in eukaryotischen Zellen ermdéglicht den kontrollierten Ablauf
verschiedener Reaktionen. So kénnen z.B. Enzyme bei optimalem pH-Wert arbeiten und vor
Sauerstoff geschitzt werden. AuBerdem kénnen Konzentrationsgefalle aufgebaut und eine
raumliche Nahe zwischen Substrat und Enzym aufrecht erhalten werden. Solche
Kompartimente sind in der Regel durch eine einfache oder doppelte Membran aufgebaut, die

aus Lipiden, peripheren und integralen Proteinen besteht.

2.3.1 Die peripheren Membranproteine

Es gibt viele Arten von peripheren Membranproteinen, die sich in ihrer Funktion und durch
ihre Bindung mit der Membran unterscheiden. Diese Proteine kénnen Enzyme sein und an
Signalkaskaden und am Vesikeltransport beteiligt sein. Periphere Proteine kénnen kovalent
durch Fettsduren oder einen GPl-Anker an einer Membran oder reversibel an Lipid-
Kopfgruppen und integrale Proteine durch hydrophobe Eigenschaften, elektrostatische Krifte
oder Wasserstoffbriicken gebunden sein (Low, 1987; Johnson und Cornell, 1999; Seelig,
2004). Diese Bindungen kénnen durch einen hydrophoben Anker, bestehend aus einer
Acylierung oder Prenylierung, erleichtert werden (Khandelia et al., 2008). Zu den peripheren
Membranproteinen werden Proteine gezahlt, die durch denaturierende Reagenzien wie 6 M
Guanidinhydrochlorid und 0,1 M NaOH oder durch einen pH-Wert von 11,5 mit Hilfe von z.B.
0,1 M Na,COs3; von der Membran gelést werden, ohne dass diese zerstért wird (Steck, 1974;
Fujiki et al., 1982).

2.3.2 Aufbau, Vorkommen und Funktionen der integralen Membranproteine

Integrale Proteine haben transmembrane Doménen, die in die Membran eingebettet sind.
Diese Domé&nen kdnnen aus a-Helices oder p-Faltblattern bestehen, wobei ein Protein beide

Strukturen enthalten kann. Diese Proteine haben in der Regel stark hydrophobe Domanen
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und lassen sich nur unter Zerstérung der Membran mit z.B. nichtionischen Tensiden wie
Triton X-100 solubilisieren (Fujiki et al., 1982).

B-Faltblatter bestehen aus 10 bis 12 Aminosauren. Die polaren Reste der Aminosauren
werden durch Wasserstoffbriicken neutralisiert (Paul und Rosenbusch, 1985; Kleffel et al.,
1985). Die typischen [(-Faltblatter bestehen Uberwiegend aus den Aminosduren Valin,
Isoleucin, Threonin, Prolin, Tyrosin und Tryptophan (Chou und Fasman, 1974; Chou und
Fasman, 1977; Smith et al., 1994). 3-Barrel-Proteine wurden als Monomere und Oligomere
von 8 bis 24 B-Faltblattern gefunden (Vogt und Schulz, 1999; Huang et al., 2009). 3-Barrel-
Proteine kommen in der aulleren Membran von Gram negativen Bakterien vor und haben
unterschiedliche Funktionen als Porine, Transporter, Enzyme und Rezeptoren (Koebnik et
al., 2000). In den Eukaryoten sind B-Barrel-Proteine am Protein- und Metabolitentransport
durch die duRere Membran von Chloroplasten und Mitochondrien beteiligt (Duy et al., 2007,
Wojtkowska et al., 2012). In den Hydrogenosomen von T. vaginalis wurden auch 3-Barrel-
Proteine gefunden, die aufgrund ihrer Homologie zu denen der Mitochondrien wahrscheinlich
die gleiche Funktion haben (Rada et al., 2011).

a-Helices, die transmembrane Doménen von integralen Proteinen bilden, kénnen 20 bis
25 Aminosauren lang sein (Wallin und von Heijne, 1998). In der Mitte der Helix sind
vorwiegend die hydrophoben Aminosauren lokalisiert, wobei Phenylalanin stark vertreten ist.
Zu den Seiten hin bilden sich polare Segmente, die reich an Threonin und Tyrosin sind und
oft durch Asparagin und Glycin abgeschlossen werden (Henderson und Unwin, 1975; von
Heijne, 1999). Die Ladungen der polaren Reste werden durch Wasserstoffbriicken
ausgeglichen (Cowan und Rosenbusch, 1994). Die transmembranen Doméanen kdnnen
durch einen kurzen Loop oder eine grof3e globuldre Domane verbunden sein. Bevorzugt wird
aber oft die erste Variante. Die Topologie von Proteinen folgt oft der so genannten positive-
inside Regel. Die transmembranen hydrophoben Segmente der a-Helices werden bei
Bakterien auf der cytoplasmatischen Seite oft von positiv geladenen Resten flankiert (von
Heijne, 1986). Der gleiche Effekt wurde fur die Proteine, die in der mitochondrialen DNA
codiert und in der inneren Membran der Mitochondrien eingebettet sind, gefunden. Fur die im
Genom codierten Proteine wurde hingegen eine gleichmafRige Verteilung der Aminoséauren
festgestellt (Gavel und von Heijne, 1992).

Proteine mit o-helikalen transmembranen Domanen kommen auch in der inneren
Membran von Chloroplasten vor (Firlej-Kwoka et al., 2008). Die integralen Proteine der
inneren Mitochondrienmembran haben eine oder mehrere hydrophobe Helices (Becker et al.,
2009). Diese Proteine kdnnen Bestandteil der Atmungskette oder der F{F, ATP Synthase
sein. Aufierdem koénnen integrale Proteine Teil der Proteinimportmaschinerie oder

Metabolitentransporter sein (Kuan und Saier, 1993; Abrahams et al., 1994; Neupert und
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Herrmann, 2007). Es gibt aber auch solche, die zu den Membranprotein-Familien der ABC-

Transporter und AAA-Proteasen gehdren (Jungwirth und Kuchler, 2006; Gerdes et al., 2012).

2.3.4 Metabolitentransport in die Mitochondrien

In den Mitochondrien finden viele Stoffwechselprozesse statt, die einen konstanten
Metabolitenaustausch erfordern. Metabolite kdénnen die 4&dullere Membran durch
spannungsregulierte VDAC (voltage dependent anion channels) Poren leicht durchqueren
(Mannella et al., 1992). Der Transport wird erst durch die innere Membran mit Hilfe einer
Reihe von substratspezifischen Transportern, die zur mitochondrial carrier family (MCF)
gehdren reguliert. Bei vielen Transportern werden zwei verschiedene Molekiile in
entgegengesetzter Richtung durch die Membran beférdert. Die Anzahl kann je nach
Organismus variieren. Fir den S. cerevisiae Stamm ATCC 204508/S288c waren in der
Datenbank UniProt (Januar 2012) 21 Transporter charakterisiert, die Metabolite
transportieren und zwei, die am mitochondrialen SpleiRen von mtRNA beteiligt sind.
Charakteristisch fiir MCF-Transporter sind drei Wiederholungen aus ca. 100 AS, die jeweils
zwei a-helikale transmembrane Doménen und ein konserviertes P X(D/E) X X (K/R) Motiv
haben (Walker, 1992; Nelson et al., 1998). Es wird angenommen, dass diese Transporter als
Homodimere funktionieren (Schroers et al., 1998). Bamber et al. (2007) postulierten aber fur
die ADP/ATP-Transporter unterstiitzt durch in vitro Experimente, die einen
Metabolitentransport nachwiesen, und das Fehlen von offensichtlichen Protein-Schnittstellen
in den Kristallstrukturen der Transporter, eine Funktion als Monomer.

Fir die Mitochondrien in S. cerevisiae wurden nur wenige ABC-Transporter gefunden, die
an dem Export von FeS-Clustern und Peptiden, die bei der Proteolyse von Matrixproteinen
durch Proteasen der inneren mitochondrialen Membran entstehen, aus den Mitochondrien
beteiligt sind (Young, 2001; Chloupkova et al., 2004). In Eukaryoten bestehen die meisten
ABC-Transporter aus einem Protein mit zwei transmembranen Domanen und zwei ATP-
Bindedoménen (Jones und George, 1999). Es gibt aber Ausnahmen bei denen die
Transporter aus zwei Protein-Molekilen bestehen, die jeweils eine transmembrane Doméane
und eine ATP-Bindedomé&ne haben (Taglicht und Michaelis, 1998).

2.3.4 Metabolitentransport in die Hydrogenosomen

Den Hydrogenosomen wird die fermentative ATP-Produktion, die Reifung von Eisen-
Schwefel-Cluster Proteinen und der Metabolismus von einigen Aminosauren zugeschrieben.
Fur die an der ATP-Produktion in den Hydrogenosomen beteiligten Metabolite Pyruvat, CoA,
Succinat, ADP, ATP, P;, Malat, NAD" H* sind in den Mitochondrien Transporter bekannt
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(Muller, 1993; Tschudi und Pearce, 2000; Embley und Martin, 2006; Robinson et al., 2008).
Sutak et al. (2004) konnten zeigen, dass die Reifung von FeS-Proteinen in den
Hydrogenosomen von T. vaginalis stattfindet. Wie das benétigte Eisen in die
Hydrogenosomen importiert wird, konnte aber noch nicht geklart werden. Uber den
Aminosduremetabolismus in den Hydrogenosomen gibt es bislang nur sehr wenige
wissenschaftliche Erkenntnisse. Es wurden zwar mehrere Proteine, die an dem
Aminosauremetabolismus beteiligt sein sollen, lokalisiert, aber nur die Proteine H und L des
Glycin-Decarboxylase-Komplexes und die Serin-Hydroxymethyltransferase charakterisiert.
(Mukherjee et al., 2006b; Mukherjee et al., 2006a). Transporter fur Glycin oder Serin wurden
nie identifiziert.

Bei einer Proteomanalyse der hydrogenosomalen Membranen von T. vaginalis durch
Rada et al. (2011) wurden Proteine der &uleren und inneren Membran identifiziert. Die
Unterscheidung zwischen innerer und 4&uflerer Membran ist aktuell nur durch
Homologensuche und einzelne Untersuchungen mdglich, da es noch kein Verfahren gibt,
beide hydrogenosomalen Membranen voneinander zu trennen. Der Transit der Metaboliten
durch die duRBere Membran erfolgt mdglicherweise ahnlich wie in den Mitochondrien. Es
wurden Homologe zu den mitochondrialen VDACSs, die wahrscheinlich eine ahnliche Struktur
haben, gefunden, der experimentelle Nachweis steht aber noch aus. Bis jetzt wurden nur
funf Homologe mit MCF Domanen und der fir ADP/ATP Transporter typischen Signatur
RRRMMM gefunden (Dyall et al., 2000; Rada et al., 2011). In Trichomonas gallinae, welches
der Verursacher der Trichomoniasis bei Vogeln ist, wurde fir ein HMP31.1 Homolog die
Funktion als ADP/ATP Transporter experimentell bestatigt (Stabler, 1954; Tjaden et al.,
2004). Fur die weiteren HMP31-Homologen ist trotz der enthaltenen charakteristischen

Signatur fur die ADP/ATP Transporter teilweise eine andere Funktion annotiert (Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Ubersicht der Proteine mit MCF Doménen in T. vaginalis.

TrichDB Annotation / BLAST

HMP31.1 (TVAG_237680) putatives ADP/ATP Transportprotein / HMP31-Prakursor
HMP31.2 (TVAG_051820) putatives Tricarboxylat Transportprotein / HMP31-Prakursor

putatives mitochondriales Transportprotein / Calcium-bindendes

HMP31.3 (TVAG_164560) mitochondriales Transportprotein SCaMC-2-A

putatives mitochondriales Transportprotein / Calcium-bindendes
HMP31.4 (TVAG_196220) mitochondriales Transportprotein SCaMC-1-B

HMP31.5 (TVAG_262210) putatives Tricarboxylat Transportprotein / HMP31-Prakursor

Bei der Verdéffentlichung des Genoms von T. vaginalis durch Carlton et al. (2007) wurden

387 Transportproteine annotiert, die genaue Lokalisation und Funktion in T. vaginalis wurde

10



Einleitung

jedoch nie untersucht. Fur die meisten Metabolite, die in den Hydrogenosomen an den oben
erwahnten Stoffwechselprozessen beteiligt sind, konnten Transporter weder durch
Homologensuche noch durch Charakterisierung von Proteinen zugeordnet werden.

Durch die Sequenzierung des Genoms von T. vaginalis wurde deutlich, dass viele
codierte Proteine hypothetisch sind. So sind z.B. 38,4% (53 von 138) der vermeintlichen
hydrogenosomalen Proteine, die ein Transitpeptid haben, und 80,1% (4122 von 5146) der in
der TrichDB 1.3 Datenbank (Januar 2012) annotierten Gene fur Proteine mit mindestens
einer transmembranen Domé&ne hypothetisch (Carlton et al., 2007; Aurrecoechea et al.,
2009). Fur einige davon wurden ESTs annotiert (20%) und die codierten Proteine in
Proteomanalysen nachgewiesen, ihre Funktion ist aber weiterhin unbekannt. Eines dieser
Proteine ist TVAG_455090 (HMP23). Unter den in der T. vaginalis Datenbank (TrichDB) als
hypothetisch annotierten Proteinen mit komplettem ORF wurden TVAG_455090 die meisten
ESTs (377) zugeordnet (Aurrecoechea et al, 2009). Das 22,6 kDa schwere Protein
TVAG_455090 wurde in drei voneinander unabhangigen Proteomanalysen der
Hydrogenosomen gefunden (Pitz, 2007; Rada et al., 2011; Schneider et al., 2011).
TVAG_455090 besitzt je nach Voraussage mehrere a-helikale transmembrane Domanen
und wurde deshalb den HMPs zugeordnet.

Durch BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) Analysen kénnen Homologien zu
bekannten Proteinen in anderen Organismen gesucht und so Hinweise {iber eine mdgliche
Funktion gefunden werden (Altschul et al., 1990). Da sich T. vaginalis aber phylogenetisch
gesehen sehr frilh in der Evolution isoliert hat, werden fiir viele Proteine keine Homologien
gefunden (Sogin, 1991; Roger et al., 1996).

Um hydrogenosomale Transporter in T. vaginalis zu identifizieren und zu charakterisieren,
muissen die putativen Membranproteine in Hinsicht auf Sequenzcharakteristika, Lokalisation
und Funktion untersucht werden. Proteine kénnen, wenn Homologe bekannt sind, leichter
biochemisch charakterisiert werden, indem die putative Funktion gezielt Uberprift und
nachgewiesen wird. Wenn keine Homologien bekannt sind, kénnen durch eine Gendeletion
und den anschlielienden Vergleich zwischen Mutante und Wildtyp Hinweise auf die Funktion

gewonnen werden.

2.4 Gendeletion bei Trichomonas vaginalis

Eine Mdglichkeit, um die Funktion eines Proteins in einem Organismus aufzuklaren, ist die
Deletion des codierenden Genes. Die Ausschaltung eines Gens kann (a) letal sein, (b) einen
Phanotyp verursachen, (c) eine Stresssituation hervorrufen, die z.B. mit verlangsamtem

Wachstum einher geht, (d) sich nur unter bestimmten Bedingungen bemerkbar machen, (e)
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durch eine Isoform oder einen alternativen Stoffwechselweg kompensiert werden (Giaever et
al., 2002; Gu et al., 2003; Harrison et al., 2007; Tohsatot et al., 2010).

Bei Trichomonas vaginalis wurde bislang nur eine Gendeletion erfolgreich durchgefiihrt.
Land et al. (2004) haben untersucht, ob die Deletion von Ferredoxin1 einen Einfluss auf die
PFO (Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase) und somit auf die Metronidazol-Resistenz hat. Bei
dieser Arbeit stellten die Autoren keinen Phénotyp der Mutante fest, was darin begriindet ist,
dass die Autoren nur eines der vorhandenen sieben Ferredoxin-Gene deletiert hatten. Fir
die Gene in T. vaginalis mit Isoformen kann mit einer Gendeletion untersucht werden, ob die
Isoformen den Verlust durch eine Erhéhung der Expression kompensieren oder eine leicht
veranderte Funktion haben.

Sofern es keine Isoformen des zu untersuchenden Proteins gibt, die den Ausfall
kompensieren kdnnen, kann die Deletion eines Genes zu einer Stresssituation flihren, die im
optimalen Fall Hinweise auf die Funktion liefert. Sollte die Deletion nicht letal sein, dann kann
anhand des Phanotyps, Expressionsanalysen und biochemischen Untersuchungen

moglicherweise die Funktion ermittelt werden.

2.5 Zielsetzung

Mitochondrien und Hydrogenosomen haben zwar einen gemeinsamen Vorfahren,
unterscheiden sich aber in der Art und Anzahl der Stoffwechselwege. Den Hydrogenosomen
wurden bislang die fermentative ATP-Produktion, die Reifung von FeS-Cluster Proteinen und
der Metabolismus von einigen Aminosauren zugeordnet (Miller, 1988; Tachezy et al., 2001,
Sutak et al., 2004; Westrop, 2006; Mukherjee et al., 2006b; Mukherjee et al., 2006a; Dolezal
et al.,, 2007; Schneider et al., 2011; Rada et al., 2011; Morada et al., 2011). Die
Hydrogenosomen haben keine Fettsduresynthese und keinen Zitronensaurezyklus (Lloyd
und Muller, 1979; Beach et al., 1990; Miiller, 1993). Von den bei der Veréffentlichung des
Genoms von T.vaginalis annotierten 387 Transportproteinen wurden nur funf
Membranproteine, die MCF Domanen enthalten, mit den Hydrogenosomen in Verbindung
gebracht (Carlton et al., 2007). Fur eins davon wurde eine Funktion als ADP/ATP
Transporter nachgewiesen (Tjaden et al., 2004). Auch wenn die vier Ubrigen andere
Metabolite transportieren, reichen sie vermutlich nicht aus, um den Metabolitentransport in
und aus den Hydrogenosomen zu gewahrleisten.

Die Lokalisation und Charakterisierung der hypothetischen Proteine mit transmembranen
Doménen, die exprimiert werden, kann Erkenntnisse dariliber bringen, ob sie mit den
Hydrogenosomen assoziiert sind und welche Funktion sie haben.

Ziel dieser Arbeit ist es, das hochexprimierte hydrogenosomale Membranprotein
TVAG_455090 (HMP23), das keine offensichtlichen Isoformen in T. vaginalis hat, mit drei
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verschieden Ansadtzen zu untersuchen und so Hinweise auf eine mdgliche Funktion zu
gewinnen. Zuerst sollten durch in silico Analysen erste Anhaltspunkte Uber die Funktion mit
der Suche nach Homologen in anderen Genomen und die Voraussage Uber die raumliche
Struktur erhalten werden. AufRerdem sollte untersucht werden, ob das Protein in der inneren
oder aulieren hydrogenosomalen Membran lokalisiert ist. Im letzten Teil der Arbeit sollte das
Gen mittels homologer Rekombination und Markerinsertion deletiert und - sofern kein letaler

Phé&notyp erzeugt wird - die Folgen der Deletion ultrastrukturell und molekular untersucht
werden.
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3. Ergebnisse

Im Fokus dieser Arbeit steht das Protein HMP23 (TVAG_455090). Es war von besonderem
Interesse, da die hohe Anzahl an ESTs eine wichtige Funktion vermuten lasst und es fir eine
Gendeletion interessant ist, da HMP23 keine erkennbaren Isoformen in T. vaginalis hat, die
den Verlust kompensieren kdnnten.

Ziel dieser Arbeit ist es, Hinweise Uber eine moégliche Funktion von HMP23 zu gewinnen.
Im ersten Teil wurden mit der Aminosauresequenz verschiedene in silico Analysen
durchgefiihrt, um Anhaltspunkte beziglich der rdumlichen Struktur und mdégliche Funktionen
des Proteins zu finden. Aulerdem wurde HMP23 markiert, homolog Uberexprimiert und in
den subzellularen Fraktionen und in situ immunodetektiert. Zusatzlich wurde untersucht, ob
HMP23 in der inneren oder dufleren Membran lokalisiert ist. AbschlieRend wurde das Gen
fur HMP23 im Genom von T. vaginalis mittels homologer Rekombination durch ein
Resistenzgen ausgetauscht und die Auswirkungen der Deletion von HMP23 untersucht. Bei
dem entstandenen Stamm T. vaginalis T1 AHMP23 wurden die Hydrogenosomen mittels
Transmissionselektronenmikroskopie analysiert und das Wachstum der Kultur protokolliert.
Mdogliche Kompensationen wurden durch den Vergleich mit dem Wildtyp T1 mittels

Proteomanalysen und qRT-PCR festgestellt.

3.1 In silico Analysen von HMP23

Durch in silico Analysen konnten erste Anhaltspunkte Gber die Funktion von HMP23 erhalten
werden. Dessen Aminosauresequenz ist in der Datenbank TrichDB Version 1.2 von
T. vaginalis annotiert und wurde fiir die Suche nach Homologen in T. vaginalis und anderen
Organismen sowie flir die Voraussage der raumlichen Struktur und mdglicher Funktionen

genutzt (Aurrecoechea et al., 2009).

3.1.1 Homologiesuche mittels BLAST

Bei der BLAST-Suche (5.12) mit der Aminosaure-Sequenz von HMP23 wurden vier
Homologe im Genom von T. vaginalis gefunden: TVAG_485120, TVAG_ 077910,
TVAG_423530, TVAG_087280. Alle vier Homologen in T. vaginalis waren hypothetische
Proteine, wobei TVAG_485120 die héchste Identitat (41%) zu HMP23 und den besten E-
value (Erwartungswert) (3e®) hat (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Ubersicht der BLAST-Treffer von HMP23 (TVAG_455090) im Genom von T. vaginalis.

Organismus NCBI Zg. Nr. TrichDB Zg. Nr. Id E-value Annotation

T. vaginalis XP_001330530.1 TVAG_485120 41% 3e™ hypothetical protein
T. vaginalis XP_001308879.1 TVAG_077910 32% 4 hypothetical protein
T. vaginalis XP_001328523.1 TVAG_423530 33% 5 hypothetical protein
T. vaginalis XP_001318173.1 TVAG_087280 28% 8e™° hypothetical protein

Die Ergebnisse sind nach dem E-value sortiert. Zg. Nr.: Zugangsnummer; Id: Identitat.

Das erste nicht hypothetische Protein mit Ahnlichkeiten zu HMP23, das mit Ausschluss
des Genoms von T. vaginalis bei der BLAST-Suche gefunden wurde, stammt aus der
Kieselalge Thalassiosira pseudonana mit einer Identitat von 26%, einem E-value von 9¢™%
und zwei Domanen der mitochondrial carrier family (MCF). Mit dieser Aminosauresequenz
wurden bei einer BLASTp Suche hauptsachlich Phosphat-Transporter gefunden, wobei das
erste nicht hypothetische Protein ein Phosphat-Transporter in Candida tropicalis mit einer
Identitat von 34% und einem E-value von 4e™ war. Die BLAST-Treffer der HMP23
Homologen auflerhalb von T. vaginalis, die keine hypothetischen Proteine waren, sind in

Tabelle 3.2 zusammengefasst.

Tabelle 3.2: Die besten BLAST-Treffer von HMP23 und seinen Homologen (Tabelle 3.1) bei
Ausschluss des T. vaginalis Genoms. Es wurden nur Treffer mit annotierter Funktion berlicksichtigt.

TrichDB Zg. Nr. Organismus NCBI Zg. Nr. Id E-value Annotation

TVAG_455090 Thalassiosira XP_002293146.1 26% 9e% mltochoneraI carrier protein-
pseudonana like protein

TVAG_ 485120 Cupriavidus YP_ 0020055731 25%  1e® transporter permease
taiwanensis membrane region pf06826.2

TVAG_077910 Arthrobacter YP 0042429391 22% 56 ATPase component of

phenanthrenivorans ABC-type transporters
TVAG_423530 Gallus gallus P56673.1 28% 9e% Homeobox Protein
TVAG_087280 gamma ZP 082705471 29% 1€  cation efflux system protein
proteobacterium

Zg. Nr.: Zugangsnummer; Id: Identitat.

3.1.2 Gemeinsamkeiten zwischen HMP23 und seinen Homologen in T. vaginalis

Um Gemeinsamkeiten zwischen den HMP23 und seinen Homologen in T. vaginalis
herauszufinden, wurden mit Hilfe der Aminosauresequenzen Voraussagen Uber
transmembrane Doméanen und Sequenzwiederholungen gemacht. Um Kkonservierte

Aminoséduren innerhalb dieser funf Homologen zu ermitteln, wurden die Sequenzen mit
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ClustalW2 aligniert (Larkin et al., 2007). Mit den Programmen PRED-TMBB, TMB-Hunt und
TMBETA-NET wurden mit den Aminosauresequenzen der fiinf Homologen keine -
Faltblatter, die eine transmembrane Domane darstellen, gefunden (Bagos et al.,, 2004;
Gromiha und Suwa, 2005; Garrow et al., 2005). Die Voraussage der a-helikalen
transmembranen Doméanen wurde mit den Programmen TMHMM, HMMTOP und
SPOCTOPUS berechnet (5.12.1) (Tusnady und Simon, 2001; Krogh et al., 2001; Viklund et
al., 2008). Es wurden fir alle Proteine a-helikale transmembrane Domanen gefunden, wobei
die Programme eine unterschiedliche Anzahl voraussagten (Tabelle 3.3). Unter
Beriicksichtigung der Hypothese, dass Membranproteine der Hydrogenosomen und
Mitochondrien aufgrund des gemeinsamen Vorfahrens wahrscheinlich ahnliche
Eigenschaften haben, kann HMP23 sowohl in der &uReren als auch in der inneren Membran
lokalisiert sein, da es nur a-helikale transmembrane Domanen besitzt (Martin und Mdiller,
1998; Becker et al., 2009).

Tabelle 3.3: Voraussagen der a-helikalen transmembranen Domé&nen von HMP23 und seiner
Homologe in T. vaginalis (Tabelle 3.1) mit drei verschiedenen Programmen.

Gene ID TMHMM HMMTOP SPOCTOPUS

TVAG_455090 2 6 3
TVAG_485120
TVAG_077910
TVAG_423530
TVAG_087280

N =~ ~h W
w N oo

1
1
1
1

Die mit den drei Programmen berechneten a-helikalen transmembranen Doméanen von
HMP23 und seinen Homologen in T. vaginalis sind im multiplen Alignments graphisch
dargestellt (Abb. 3.1). Die mit den gleichen Programmen vorausgesagte Topologie fir
HMP23 ist in der Abb. 3.2 schematisch illustriert.

Fir HMP23 wurden 2 bis 6 a-helikale transmembrane Doménen gefunden. Nur die
transmembranen Doméanen zwischen den Aminosduren 40 und 63 sowie zwischen 81 und
103 von HMP23 wurden von allen drei verwendeten Programmen gefunden. Die Domane
zwischen den Aminosauren 161 und 178 wurde zweimal vorausgesagt. Fir die HMP23
Homologen in T. vaginalis wurde nur die Domane, die im Bereich der Aminosauren 80 bis
103 liegt dreimal vorausgesagt. Nur zweimal identifiziert wurden drei Doménen fir
TVAG_ 077910, zwei fur TVAG_485120 und eine fur TVAG_087280. Die meisten

konservierten Aminosauren befinden sich zwischen den Aminosauren 81 und 103.
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TVAG_455090 ----MGCFCKEMTKTFIGATLGGMTAIIAERGVKGAQGSANLA 56
TVAG_485120 - --MCSKFCKSMI QTGS ~. 0 T P T DWAG] 57
TVAG_423530 -MTAPKSFFKDMLKVY TNATLGDMFTQSVIHGLKGDAEGLKFGEALLHGMQTGTTFVAYP 59
TVAG 087280 MTTETSSFFKKMTNIYLTTAVADVFANTIIRGIQCADCPIDFVDAVLHGCHTATTFIAHP 60
TVAG 077910 ECEEEAS . G1 RGDGKPFDLAK
. . .. . * .
TVAG_455090 DAFPKFKKNKEDPNGNK] 111
TVAG 485120 -DHCESFKKDLESPNGNKAK 117
TVAG_ 423530 IAVHLLEKHSETFRHHYHDEDG 114
TVAG_087280 IADKILENISQSYKYHSQDENGCK| 115
TVAG 077910 I < . S PKFAE TVKNKEQHPFKY, HNR----ETK 109
. * * . . .. . * . * % * . . . .
TVAG_455090 GKTTVS-PTEVASREVDSIGGSIGFAATMGTVAP-HVPACPNSLGSWARGHLLVHISDLG 169
TVAG_ 485120 GCCACNFAKGMAGTFVDQLGASIGEAATNNTLGP-MIPVPHNSFLAYLRANSLVQISNVG 176
TVAG_423530 E---—-QQTETFRFYFAGQVGPNIGAAFASELIEP-ALPVFKNSLYNWARGOMLNASINLS 169
TVAG_ 087280 GKFNMPKASEFTGFFVNQVGSKLGSMEACQMLGSIAAKEYTNPFIRWTRDQ 175
TVAG_077910 GKKKTYKASDYLDAFVDRVGIS IGFPAMMDYVQD—NLPMPKNSLAQ; 168
* . % . % . * . . * . .
TVAG_ 455090 ATLLSFPVARIRYGASLGGMIQGWAKGRLGTTIIGDATHHFKDVLAFIN- 218
TVAG_485120 GKLLSYPILAYRHGATLPGLLGGYFRTAHGPWITGDACNFFKGVFTCILE 226
TVAG_ 423530 ATLGYAPFAAITG-QSLSELFGGYVIDMFPSGILNDSVGYISSIW-———- 213
TVAG_087280 SR-KNIKQLFTKWVKQLYPNMILCDSVGHFMSLSSF--- 221
TVAG_077910 RYRHGMKLTSIIKNYLKNTPNVIITGDTVATIRPAFNEMLO 218

* . .. . * * .

Abb. 3.1: ClustalW2 Alignment von HMP23 (TVAG_455090) und seiner vier Homologe in T. vaginalis.
Die vorausgesagten transmembranen Doméanen wurden mit NI, HMMTOP und SPOCTOPUS

vorausgesagt. Ein Stern (*) kennzeichnet eine konservierte Aminoséure in allen Sequenzen; ein
Doppelpunkt (:) bzw. ein Punkt (.) steht fir sehr bzw. nur. dhnliche Aminosaure.

TMHMM HMMTOP2 SPOCTOPUS

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der vorausgesagten o-helikalen transmembranen Domé&nen von
HMP23 mit den Programen TMHMM, HMMTOP und SPOCTOPUS.
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Um die Genauigkeit der drei verwendeten Programme zu Uberprifen, wurden mit den
Aminosduresequenzen der 34 MCF Proteine aus S. cerevisiae die o-helikalen
transmembranen Domédnen vorausgesagt. Die genaue Anzahl an a-helikalen
transmembranen Domanen, die bei MCF-Transportern der Mitochondrien bei sechs liegt,
sagte das Programm SPOCTOPUS voraus (Viklund et al., 2008). Fir 33 Proteine wurden

sechs und fir CMC1 wurden vier a-helikale transmembrane Doméanen gefunden. Das
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Programm HMMTOP fand fir zehn Proteine sechs, fiir drei Proteine funf, fir zwélf Proteine
vier und fur den Rest Null bis drei Domé&nen (Tusnady und Simon, 2001). Das Programm
TMHMM machte mit null Doméanen fur 19 Proteine die ungenauesten Voraussagen (Krogh et
al., 2001).

Sequenzabschnitte, die sich in der Aminosduresequenz wiederholen, kdnnen eine
funktionelle oder strukturelle Bedeutung haben (Andrade et al., 2001). Mit dem Programm
.Rapid Automatic Detection and Alignment of Repeats in Protein Sequences” (RADAR)
wurde nach Wiederholungen in der Aminosduresequenz von HMP23 und seinen Homologen
gesucht (Heger und Holm, 2000).

>TVAG_455090 (HMP23)
14- 40 (35.12/22.88) GATLGGMTAIIAergvKGAQGSANLAD
183- 205 (44.04/20.57) GASLGGMIQGWA. .. .KGRLGTTIIGD
>TVAG 423530
55- 89 (64.15/36.36) FVAYPI....AVHLLEKHSETFRHHYHDEDGCKVAAYVA
100- 138 (56.54/31.41) LVNYPLeklrKRAQKEQQTETFREFYFAGQVGPNIGAAFA
A
TVAG_455090 ---MGCFCKEMTKTFIGATLGGMTAI IAERGVKGAQGSANLADIALSGMHVGVNEIAYPV 57
TVAG 423530 MTAPKSFFKDMLKVYTNATLGDMFTQSVIHGLKGDAEGLKFGEALLHGMQTGTTEVAYPI 60
- N S N N
TVAG_45509O ALQVLSDAFPKFKKNKEDPNGNKAIVYVAGGITGALLGTLAKYPIVKVQEFRAKGKTTVS 117
TVAG 423530 AVHLLEKHSETFRHHYHDEDGCKVAAYVAGGIGAAGIVALVNYPLEKLRKRAQKEQQTET 120
h Frook,, PR S S R R R R R *oroxoe
TVAG_455090 PTEVASRFVDSIGGSIGFAATMGTVAPHVPACPNSLGSWARGHLLVHISDLGATLLSFPV 177
TVAG_ 423530 -——FREYFAGQVGPNIGAAFASELIEPALPVFKNSLYNWARGQMLNASINLSATLGYAPF 177
- . *"':* '~k~k * . . * :*' * * * '****::* :*'*** *'
TVAG_ 455090 ARIRYGASLGGMIQGWAKGRLGTTIIGDATHHFKDVLAFIN 218
TVAG742353O éA_ILT:gQSLSELFGGYVIDMFPSGILNDSVGYISSIW———— 213
B T R S R S I

Abb. 3.3 A: Ergebnis der RADAR Analyse der AS Sequenz von HMP23 und TVAG_423530.
B: ClustalWW Alignment zwischen HMP23 und TVAG 423530. Die Sequenzwiederholungen von
HMP23 befinden sich in den Termini, die von TVAG_ 423530 flankieren die putativen transmembranen
Doménen. Die dreimal vorausgesagten transmembranen Doméanen wurden fett, die zweimal

unterstrichen.

Fur HMP23 wurden zwei Sequenzwiederholungen mit einer Lange von 23 AS gefunden.
Die erste liegt N-terminal (AS 14-40) und die zweite C-terminal (AS 183-205). Fr
TVAG_423530 wurden zwei Wiederholungen mit einer L&dnge von 35 AS berechnet. Beide
liegen vor (AS 55-89) und nach (AS 100-138) der einzig mehrfach vorausgesagten

transmembranen Doméane (Abb. 3.3). Mit den Sequenzen der Wiederholungen beider
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Homologen konnten mit einer BLAST-Suche keine signifikanten Homologien gefunden
werden. Auch die Suche in PROSITE, einer Datenbank fur Proteindomanen und

funktionellen Merkmalen, lieferte keine Treffer (Sigrist et al., 2010).

3.1.3 Phylogenetische Analyse von HMP23

Die phylogenetische Analyse (5.12.3) von HMP23 wurde mit den in T. vaginalis gefundenen
Homologen, dem besten nicht hypothetischen BLAST-Treffer fir HMP23 aullerhalb von
T. vaginalis (Tabelle 3.2), den 34 Proteinen von S. cerevisiae S288c, die zur mitochondrialen
Carrierfamilie (MCF) gehéren und HMP31 und seinen Homologen in T. vaginalis, die eine
MCF Domane haben, durchgefiihrt (Dyall et al., 2000).

Mit dieser Analyse wurde Uberpriift, ob HMP23 mit den MCF-Transporter verwandt ist. Die
Aminosduresequenzen wurden mit MAFFT aligniert und mit Prottest LG+I+G+F als das
beste Modell fur die Proteinevolution bestimmt. Mit PhyML wurden maximum likelihood
Baume mit 100 Bootstrapreplikaten erzeugt (Guindon und Gascuel, 2003). Aus diesen
wurden mit dem Programm Consensus aus dem Phylip Paket v3.6 ein Konsensusbaum
nach der Mehrheitsregel bestimmt (Felsenstein, 1989). Im Gegensatz zu dem von PhyML
erstellten Konsensusbaum werden hier nur Aste mit einer Unterstitzung von tber 50%
dargestellt. In dem berechneten Baum (Abb. 3.4) konnte HMP23 keinem der MCF Proteine
zugeordnet werden. HMP31 wurde, wie bereits durch Dyall et al. (2000) gezeigt, den
ADP/ATP Antiportern zugeordnet. Die Homologen HMP31.2 und HMP31.5 wurden ebenfalls
den ADP/ATP Antiportern zugeordnet. Die Homologen HMP31.3 und HMP31.4 bildeten
alleine einen Ast ohne Verbindung zu den MCF-Proteinen von S. cerevisiae. Der beste nicht
hypothetische BLAST-Treffer aulerhalb von T. vaginalis, ein Protein mit zwei MCF Domanen
von Thalassiosira pseudonana, wurde den Phosphat Transportern zugeordnet. HMP23
bildete mit den anderen gefunden Homologen, mit Ausnahme von TVAG 077910, einen
gemeinsamen Ast. Phylogenetisch gesehen haben HMP23 und seinen Homologen
vermutlich keine Gemeinsamkeiten mit den MCF-Proteinen.

Mit dieser Analyse lieR® sich keine evolutiondre Verbindung zwischen HMP23 oder einem

seiner homologen Proteine mit den MCF-Transportern feststellen.
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100 rlzgp } Phosphat TP
MCF ——— Phosphat TP? (HMP23 BLAST Treffer)
66 SFC1 ——  Succinat/Fumarat AP
100 obpc1 — .
oDC2 } Oxodicarboxylat TP
— AG e
% TVAG_423530  § Hvp23 + Homologe
[ TVAG_485120
HMP23
YP0O11 Unbekannt
51 ADT2
10 ADT3 } ADP/ATP AP (M)
65 57 ADT1
96 h31.5
4|5—75| h31.2 } ADP/ATP AP (H)
h31.1
E— LEUs ——— Coenzyme A TP
100 S
— 1 — L T———
CRC1 ——  Carnitin
5—8: YHM2 ———  DNA Replikationsprotein (M)
ORT1 ———  Ornithin TP
95 -
— — e ———l
FLX1 —— FADTP
100 —
w :3;1?; } HMP31 Homologe
— AGC1 ——  Aspartat/Glutamat TP
100 —
—I: mgg; } RNA-Splicingprotein; Eisen TP
61 TXTP ——  Tricarboxylat TP
L‘:: YFL5 —— Tricarboxylat/Dicarboxylat TP
S§2538 —— Glycin TP
L: YM39 ——  Unbekannt
PET8 —— S-Adenosylmethionin TP
— RIM2 ——— Pyrimidin TP
GGC1 —— GTP/GDP TP
fr—— ANT1 —— Adenin TP (P)
{ DIC1 —— Malat/P, AP
OAC1 —— Oxaloacetat TP
— TPC1 ——— Thiamin Pyrophosphat TP
MTM1 —— Mangan TP
CcMC1 Ca?* bindendes Protein

TVAG_077910 HMP23 Homolog

Abb. 3.4: Phylogenetische Analyse von HMP23 und Homologen. Die Aminosduresequenzen wurden
mit MAFFT aligniert und das beste Model fiir die Proteinevolution mit dem Programm Prottest 2.4
bestimmt: LG+|+G+F. Die Bootstrapanalyse wurde mit PhyML durchgefiihrt. Der Majority Consensus
Baum wurde mit FigTree v.1.3.1 dargestellt. Die Zugangsnummern wurden im Anhang 1 aufgelistet.
TP: Transporter; AP: Antiporter; H: hydrogenosomales, M: mitochondriales oder P: peroxisomales
Protein.

3.1.4 Identititen und Ahnlichkeiten mit den MCF-Proteinen

Da sich keine Verwandtschaft zwischen HMP23 und den MCF-Transportern festlegen lief3,
wurden die Identitaten zwischen HMP23 und den bei der phylogenetischen Analyse
verwendeten Proteinsequenzen ermittelt, um HMP23 in eine Transporter-Klasse einzustufen.
Um die ldentitat zwischen HMP23, den HMP23 Homologen in T. vaginalis, dem besten nicht
hypothetischen BLAST-Treffer fir HMP23 aufierhalb von T. vaginalis (Tabelle 3.2), HMP31
und seinen Homologen in T. vaginalis, und den 34 Proteinen aus S. cerevisiae S288c zu

bestimmen, wurden die Aminosduresequenzen mit dem Programm Needle aus dem
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EMBOSS Paket global aligniert (Needleman und Wunsch, 1970; Rice et al., 2000). Zum
Vergleich wurde eine BLAST-Suche innerhalb der 45 Sequenzen durchgefiihrt, um
identische Positionen zu ermitteln. Die Identitdten und Ahnlichkeiten aus den globalen
Alignments und den Ergebnissen der BLAST-Suche wurden freundlicherweise mit einen
Perlskript von Dr. Christian ERer (Institut fir Informatik, Heinrich-Heine-Universitat,

Dusseldorf) ausgelesen und zum Teil graphisch zusammengefasst (Abb. 3.5).

Identitat (Blast) [%] Identitat (global) [%] Ahnlichkeit (global) [%]

1

111

S. cerevisiae Phosphat TP{_ BiGo
Succinat/Fumarat AP = SFC1

Tricarboxylat TP —
Glycin TP — 2
Maliyat?P.AP - “Dic ]

TP -

ADPIATPAP{—
(P) Adenin TP — ]
GTPIGDP TP - GGC1 ]
NAD* TP{Z 'yiag N
AspartatGlutamat 1P — el N
S- Sl e ]
Thiamin pl TP - 1 -
ATP - LEUS5 .
: TP - MTM1 .
Ca** bindendes | rnl%lg = %hl‘i% -
in = -1
DNA Replikation - YHM2 E
RNA-Eisen TP{Z MRS3 ’

w2
Unbekannt{ _ YM39
- YO11

> 5% >10% >10%

S e o e I N EEN B B S B B BN S R R B E— m—
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Abb. 3.5: Farbcodierte Darstellung der Identititen und Ahnlichkeiten von HMP23 und seinen
Homologen in T. vaginalis, von HMP31 und seinen Homologen in T. vaginalis und dem besten
BLAST-Treffer fiur HMP23 aulerhalb von T. vaginalis, gegenliber den der eigenen Sequenzen und
den 34 S. cerevisiae Proteinen mit MCF Doménen in Prozent (0 bis 100). Der Schwellenwert fur die
Ergebnisse aus dem globalen Alignment wurde bei 10%, fur die normalisierte BLAST-Suche bei 5%
gesetzt. Die Anzahl der identischen Positionen zu dem besten lokalen Treffer in einer BLAST-Suche
wurde auf die Lange der kiirzeren Sequenz normalisiert. TP: Transporter; AP: Antiporter.
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Die Proteine mit der héchsten Identitdt oder Ahnlichkeit wurden in der Tabelle 3.4

zusammengefasst. Die Identitdten der normalisierten BLAST-Suche sind zu niedrig, um eine

Aussage zu treffen. Die ldentititen aus dem globalen Alignment sind bei allen MCF-

Proteinen nahezu gleich (Anhang 1).

Tabelle 3.4: Ubersicht der MCF-Proteine mit der héchsten Identitat und Ahnlichkeit fir HMP23 und

Homologe, HMP31.3, HMP31.4 und dem Protein mit Homologie zu HMP23 in T. pseudonana.

normalisierte

Identitat (BLAST) [%]

Identitat (Global) [%]

Ahnlichkeit (Global) [%]

> 5% > 10% > 10%

CMC1 (6,4) ADT1 (16,5) ANT1 (26,5)

HMP23 OAC1 (6,0) OAC1 (16,2) ADT1 (26,1)
YPO11 (5,5) ADT2 (15,6) OAC1 (24,9)

GGC1 (17,8) FLX1 (29,6)

TVAG_485120 PIC2 (6,2) OAC1 (17,2) ODC2 (28,0)
ODC2 (17,2) GGC1 (27,9)

YMC1 (18,1) YMC1 (29,5)

TVAG_077910 YMC1 (6,9) S2538 (17,8) YEAG (29,2)
LEUS5 (17,8) S2538 (28,9)
TPC1 (8,9) YPO11 (17,4) YP0011 (28,2)

TVAG_423530 ORT1 (7,5) ORT1 (17,3) YMC2 (27,4)
OAC1 (7,5) MPCP (16,5) ORT1 (27,1)

GGC1 (17,5) YFL5 (30,8)

TVAG_087280 - ODC2 (16,9) GGC1 (30,5)
YP011 (15,8) FLX1 (29,0)

PIC2 (22,1) ODC2 (22,2) YP011 (36,0)

HMP31.3 SFC1(19,1) GGC1 (21,6) GGC1 (35,7)
MTM1 (18,7) ADT1 (19,7) ADT1 (35,5)

YPO11 (21,6) ADT3 (21) ADT1 (37,9)

HMP31.4 S2538 (20,2) YEAG (20,9) YP011 (37,5)
TXTP (19,1) ADT1 (20,3) ORT1 (37,3

MCE aus MPCP (31,5) MPCP (29,5) MPCP (47,1)

T oseudonana PIC2 (27,7) PIC2 (25,6) PIC2 (44,8)
P LEUS (23,4) SFC1(22,2) PETS (39,6)

Mit Hilfe der phylogenetischen Analyse und der Suche nach Identitdten und Ahnlichkeiten

mit den MCFs von S. cerevisiae konnte HMP23 keiner Transporter-Klasse zugeordnet

werden. Durch die Homologiesuche mittels BLAST und die Voraussage mehrerer o-helikalen

transmembranen Doménen wurden erste Hinweise auf eine mdégliche Transportfunktion und

Lokalisation in der hydrogenosomalen Membran gewonnen. Das Protein mit Homologie zu

HMP23 in T. pseudonana wurde in allen Analysen den Phosphat-Transportern zugeordnet.
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3.2 Lokalisation von HMP23 in T. vaginalis

In den in silico Analysen wurden nur a-helikale transmembrane Doménen vorausgesagt. In
den Mitochondrien kénnen Proteine mit a-helikalen transmembranen Domé&nen sowohl in der
inneren als auch in der aulReren Membran lokalisiert sein (Otera et al., 2007). Durch die
Lokalisationsstudien wurde untersucht, ob und in welche hydrogenosomalen Membran
HMP23 lokalisiert ist.

3.2.1 Subzelluldre Lokalisation

Zur Herstellung von zwei Konstrukten zur Analyse der subzelluldren Lokalisation wurde
HMP23 aus der genomischen DNA von T. vaginalis mit den entsprechenden
Oligonukleotiden (Tabelle 5.1) mittels PCR (5.10.2.1) amplifiziert. AnschlieBend wurden
HMP23 und ein Di-Hamagglutinin Anhang mit Hilfe der bei der PCR eingebetteten
Rekombinationsstellen tiber zwei Schritte mit Hilfe des Gateway® Systems von Invitrogen in
den Expressionsvektor pTagVag2 rekombiniert (5.10.3). Dabei wurde HMP23 einerseits mit
einen Di-Hamagglutinin Anhang amino- (pHMP23N; Abb. 3.6A) und anderseits im
carboxyterminal (pHMP23C; Abb. 3.6B) markiert. Die Klonierungstelle der Vektoren wurde
sequenziert, die Richtigkeit der Sequenzen festgestellt und T. vaginalis T1 mit dem

Expressionsvektor transfiziert (5.8.2).

3BT 2xHA 3tB5

pHMP23N

BT THMP23TTTTT attB5 2xHA 3B
pHMP23C

B

Abb. 3.6: Schematische Darstellung der Klonierungsstelle in pTagVag2. A: amino- (HMP23N) und
B: carboxyterminal (HMP23C) markiertes HMP23 mit einem Di-Hamagglutinin. Die att Stellen stehen
fur die verwendeten Rekombinationssequenzen (5.10.3).

HMP23 wird im Expressionsvektor pTagVag2 immer mit dem nativen und nicht
induzierbaren Promotor von aSCS exprimiert. Die mit dem Vektor pHMP23N transfizierten

exponentiell wachsenden T. vaginalis Zellen wurden fraktioniert, um das homolog
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Uberexprimierte HMP23N zu lokalisieren. Im ersten Schritt (5.8.4) wurden die Fraktionen
Gesamtzellextrakt (GZ), Cytosol (Cyt) und die Hydrogenosomen (Hyd) isoliert. Im zweiten
Schritt wurden die Hydrogenosomen zweimal mit Natriumcarbonat behandelt (5.11.7), um
die Membranen mit den integralen Proteinen (MP) von den I8slichen Proteinen zu trennen.
Hierbei wurden zwei Membran-Protein Fraktionen (MP1+2) und zwei Fraktionen mit 18slichen

Proteinen (LP1+2) gewonnen.

MP1 LP1  LP2 MP2

.- i & Anti Ha

GZ Cyt Hyd

HMP2§N 25 kDa
(N-markiert)

57kDa

ll

Anti ASCT
A
MP1 LP1  LP2 MP2
HMP23C  25kpa Anti Ha
(C-markiert)
57 kDa

Anti ASCT

B

Abb. 3.7A: Subzellulare Lokalisation von A: HMP23N (25 kDa) und B: HMP23C (25 kDa). In beiden
Versuchen wurden links 100 ug der Fraktionen aus der subzelluldren Fraktionierung und rechts ein
Zehntel der vier Fraktionen aus der Na,CO; Behandlung untersucht. Als Kontrolle fiir die
hydrogenosomale Matrix wurde ASCT (57 kDa) detektiert. Bei der Detektion des Hamagglutinin
Anhangs wurden sowohl bei den Proben mit dem HMP23N als auch mit dem HMP23C Signale in den
Fraktionen Gesamtzellextrakt, Hydrogenosomen, MP1+2 und LP1 detektiert. Mit dem Antikdrper
gegen ASCT wurden deutliche Signale im Gesamtzellextrakt, den Hydrogenosomen und in den
Fraktionen MP1 und LP1+2 detektiert. Nur im Cytosol und in der Fraktion MP1 der Zellen HMP23C
wurden schwache Signale fir ASCT gefunden. GZ: Gesamtzellextrakt; Cyt: Cytosol; Hyd:
Hydrogenosomen; MP: Membran mit integralen Proteinen; LP: Lésliche Proteine; HA: Hamagglutinin.

Von den Fraktionen der subzelluldren Fraktionierung wurden 100 ug Protein, von den vier
Fraktionen aus der Na,CO; Behandlung ein Zehntel der Probe in einem 12% SDS-Gel
getrennt (5.11.2). Mittels Western-Transfer und anschliellender Immunodetektion des an die

Proteine gekoppelten HA-Anhangs (5.11.10) wurden Signale, die einer Gré3e von ca. 25
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kDa entsprachen, im Gesamtzellextrakt, den Hydrogenosomen, in den Fraktionen MP1+2
und LP1 detektiert (Abb.3.7). Die Antikdrper wurden anschlieBend von den
Nitrozellulosemembranen schonend entfernt (5.11.10) und das Markerprotein fur die Matrix
der Hydrogenosomen Acetat:Succinat-CoA Transferase (ASCT) immunodetektiert. Es
wurden Signale, die einer Gréle von ca. 57 kDa entsprachen, im Gesamtzellextrakt, den
Hydrogenosomen, in den Fraktionen MP1 und LP1+2 detektiert (Abb. 3.7). Die Detektion von
HMP23 in der Fraktion MP2 ohne Verunreinigung durch die Matrix weist auf die Lokalisation
in der Membran hin.

Die Lokalisation von HMP23C wurde mit der gleichen Vorgehensweise durchgefiihrt. Die

identischen Resultate unterstitzen die Annahme, dass HMP23 in der Membran lokalisiert ist.

3.2.1 Intrazellulare Lokalisation

Um die Detektionen der subzelluldren Fraktionierung zu bestatigen, wurde der C-terminale

HA-Anhang von HMP23 mittels Immunofluoreszenz (5.8.5) nachgewiesen.

Abb. 3.8: Intrazelluldre Lokalisation von HMP23 mittels Fluoreszenz. In beiden Versuchen (A, B)
wurde der C-terminale HA-Anhang (griin) von HMP23 mit dem Markerprotein a-SCS (rot) in den
Hydrogenosomen colokalisiert (gelb). Die DNA im Kern wurde mit DAPI angeférbt (blau). Der
Malfstabbalken (weil3) entspricht 5 pm.

Liegt die Fokussierungsebene genau in der Mitte der Hydrogenosomen, dann wird nur
HMP23 in der Membran in Form eines Ringes erkennbar, der im optimalen Fall die
Fluoreszenz der aSCS umgibt. Das ist zum Teil in Abbildung 3.8A der Fall. Die Detektion
des HA-Anhangs ist an manchen Hydrogenosomen kreisférmig, umgibt aber die aSCS nicht
genau. Diese Art von Colokalisation ist nicht bei allen Hydrogenosomen in der Zelle zu
beobachten, weil sie nicht genau in der gleichen Ebene verteilt sind. In Abbildung 3.8B sind

keine ringférmigen Strukturen erkennbar, HMP23C zeigt dennoch eine deutliche
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Colokalisation in den Hydrogenosomen. Die intrazellulare Lokalisation konnte nicht genau
reproduziert werden. Die Zellen waren nach der Fixierung anders verteilt und die durch den
Laser angeregte Fluoreszenz verlor schnell an Leuchtkrafft. HMP23 (griin) konnte mit dem
hydrogenosomalen Matrixprotein aSCS (rot) in zwei unabhangigen Versuchen colokalisiert

(gelb; Abb. 3.8) und somit eine Lokalisation in den Hydrogenosomen bestatigt werden.

3.2.1 Lokalisation der HMP23-Termini

Fir HMP23 wurden in dieser Arbeit keine B-Faltblatter vorausgesagt (3.1.2), was ein
typisches Merkmal fiir Membranproteine der &uRere Membran von Mitochondrien ist
(Fairman et al., 2011). Die in dieser Arbeit vorausgesagten a-helikalen transmembranen
Doméanen (3.1.2) hingegen kdénnen in beiden Membranen vorkommen. Fiur die
Hydrogenosomen ist keine Methode etabliert, um die innere von der auflieren Membran zu

trennen.

TMHMM HMMTOP2 SPOCTOPUS

Matrix
(5)

Membran § s : : E : ; : z
w ‘5..@ o .oﬁ...ooononn.' .Z._.;Sno..--
Intermembranraum (2)

. =[] Q (1 e
uRere 37 E sl s zlz
Membran S/l s s Sll[<]lll[S

t’) -S..T:j..@..ﬁ.-......“...-. ose oee Sosssssee
3 >
Cytosol (1) (3)
€ Proteinase K HA-Anhang

Abb. 3.9: Schematische Darstellung der mégliche Lokalisation der Termini anhand der berechneten
a-helikalen transmembranen Doméanen und Topologien der Programme TMHMM, HMMTOP2 und
SPOCTOPUS (3.1.2), am Beispiel des C-terminal markierten HMP23s.

Durch die Behandlung von isolierten Hydrogenosomen mit Proteinase K kénnen periphere

Proteine, oder die Termini von integralen Proteinen die auf der cytosolischen Seite lokalisiert
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sind, abgebaut werden. Die Proteine des Intermembranraums, der inneren Membran und der
Matrix sind durch die duRere Membran, die als Barriere wirkt, vor dem sofortigen Abbau
geschitzt. Durch die Immunodetektion des HA-Anhangs kann indirekt festgestellt werden, ob
das markierte HMP23 in der inneren oder &aufleren Membran lokalisiert ist. Bei einer
Lokalisation in der aulieren Membran kann zusatzlich die Richtung der Termini bestimmt
werden. Ist der markierte Terminus auf der cytosolischen Seite (1), wird der HA-Anhang
abgebaut und eine Detektion nur in der Kontrolle ohne Proteinase K erwartet. Sollte der HA-
Anhang im Intermembranraum liegen (2), kann dieser zwar detektiert werden, das Signal
wird aber wahrscheinlich kleiner sein, falls eine Schleife in den cytosolischen Raum (3) ragt
und abgebaut wird. Es kann nur das Fragment des Proteins detektiert werden, das mit dem
HA-Anhang verbunden ist. Bei einer Lokalisation von HMP23 in der inneren Membran kann
die Topologie der Termini nicht bestimmt werden, unabh&ngig davon ob der HA-Anhang in
den Intermembranraum (4) oder in die Matrix (5) ragt, weil die duRere Membran eine
Barriere fir die Proteinase K darstellt (Abb. 3.8).

Die isolierten Hydrogenosomen (200 ug) wurden mit 50 und 100 ug Proteinase K (5.11.6)
behandelt. Durch die Negativkontrolle ohne Proteinase K wurde gezeigt, dass die
Solubilisierung der Membran durch die Inkubation mit 1% (v/v) Triton X-100 nicht zum Abbau
von HMP23 fuhrt. Durch die Kontrolle mit Proteinase K und 1% (v/v) Triton X-100 wurde die
Funktionalitat der Proteinase K bewiesen. Die Ansatze wurden mit TCS gefallt (5.11.8), in
einem 12% SDS-Gel getrennt und mittels Western-Transfer mit anschlieRender
Immunodetektion des HA-Anhangs detektiert (Abb. 3.9).

0+ 50 50+ 100 100+

25 kDa * - C-markiert

25 kDa ’ — N-markiert

Abb. 3.10: Immunodetektion des HA-Anhangs an den Termini des in T. vaginalis homolog
Uberexprimierten HMP23 in den mit Proteinase K behandelten Hydrogenosomen. In der
Negativkontrolle ohne Proteinase K wurden die Hydrogenosomen nur mit Triton X-100 inkubiert (0 +).
Die Hydrogenosomen wurden mit 50 und 100 ug Proteinase K behandelt. Die Kontrollen enthielten
zusétzlich 1% (v/v) Triton X-100 (+). Die detektierten Signale mit dem Anti-HA Antiképer wurden mit
ansteigender Proteinase K Konzentration schwécher. In den Kontrollen wurde kein Signal detektiert.

Sowohl fir HMP23N als auch fir HMP23C wurde die Starke der Signale mit

zunehmender Proteinase K Konzentration in den Anséatzen im Vergleich zur Kontrolle (0 +)
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schwacher. In den Kontrollen mit 50 und 100 ug Proteinase K wurden keine Signale
detektiert. Die Ergebnisse der Behandlung der Hydrogenosomen mit der Proteinase K

weisen auf eine Lokalisation von HMP23 in der inneren Membran hin.

3.3 Lokalisation des heterolog iiberexprimierten HMP23 in S. cerevisiae

In einer Studie von Dyall et al. (2000) wurde das Protein HMP31 in S. cerevisiae heterolog
Uberexprimiert und in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. Das Ergebnis wurde
zusammen mit phylogenetischen Untersuchungen als Konservierung der Protein
Importmaschinerie in den Membranen der Hydrogenosomen und Mitochondrien und damit
als Hinweis fiir einen gemeinsamen Vorfahren gedeutet.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte phylogenetische Untersuchung von HMP23 lieferte
keine eindeutigen Ergebnisse. Die mittels BLAST-Suche in anderen Organismen
gefundenen Proteine mit Ahnlichkeiten zu HMP23 oder seinen Homologen in T. vaginalis
waren in der Regel Proteine, die an verschiedenen Transportsystemen beteilig sind. Das
erste nicht hypothetische Protein mit Ahnlichkeiten zu HMP23 hat zwei MCF Domaénen, die
ein typisches Merkmal fir die Transporter der inneren mitochondrialen Membran sind. Um
diese in silico Hinweise auf die Funktion von HMP23 zu unterstitzen, wurde HMP23
heterolog in S. cerevisiae Giberexprimiert und lokalisiert.

HMP23 wurde aus der genomischen DNA von T. vaginalis amplifiziert und mit Hilfe der in
den Oligonukleotiden H23 F Sall und H23 R Sall st (Tabelle 5.1) eingebetteten
Restriktionsstellen in den Expressionsvektor pGreg536 kloniert. Mit der Sequenzierung der
Klonierungsstelle von pGreg536-HMP23 wurde die Korrektheit der DNA-Sequenz
festgestellt. S. cerevisiae INVSc1 wurde mit pGreg536 ohne das zu untersuchende Gen
(pGreg536-leer) als Kontrolle und mit pGreg536-HMP23 transfiziert (5.9.1; im folgenden
Hefe-HMP23). Die heterologe Expression wurde durch die Anwesenheit von Galaktose im
Medium in der exponentiellen Wachstumsphase induziert (5.9.2) und die Hefe-HMP23 Zellen
einer subzellularen Fraktionierung unterzogen (5.9.3). Nach der Entfernung von nicht
aufgeschlossenen Zellen wurden aus dem Gesamtzelllysat die Mitochondrien (Mit) von dem
post-mitochondrialen Uberstand (PMU), der die restlichen Zellbestandteile enthielt, getrennt.

Jeweils 50 pg beider Fraktionen wurden in einem SDS-Gel getrennt und das mit einem
hepta HA-Anhang markierte HMP23 mittels Western-Transfer mit anschlielender
Immunodetektion bei ca. 33 kDa detektiert (Abb. 3.11A). Es wurde nur ein Signal in den
Mitochondrien der Hefe-HMP23 Zellen detektiert. Die Mitochondrien aus den Hefe-HMP23
Zellen wurden mit Na,CO; (5.11.7) behandelt, um die Membranen mit den integralen
Proteinen (MP) von den I&slichen Proteinen (LP) zu trennen. Aufierdem wurden die
Mitochondrien mit 100 ug Proteinase K bei 0 und 25°C behandelt (5.11.6). Die Proben
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wurden mit TCS geféllt, in einem 12% SDS-Gel getrennt und der HA-Anhang mittels
Western-Transfer mit anschlieRender Immunodetektion detektiert (Abb. 3.11B). Es wurde ein
starkes Signal in der Membranfraktion und ein im Vergleich dazu schwaches Signal in der
Fraktion mit den I&slichen Proteinen detektiert. Die Proteinase K Behandlung bei 0°C war zu

kurz, weil in der Kontrolle ein Signal detektiert wurde.

PMU  Mit PMU  Mit
33 kDa ‘
pGreg536-leer Hefe-HMP23
A
0°C 25°C
MP LP 0+ 100 100+ 0+ 100 100 +
—
33 kDa '
B

Abb. 3.11: Immunodetektion des HA-Anhangs des N-terminal markierten und heterolog in
S. cerevisiae (berexprimierten Proteins HMP23. A: In den mit der Kontrolle pGreg536-leer
gewonnenen Fraktionen PMU (post-mitochondrialer Uberstand) und Mitochondrien (Mit) wurden keine
Signale detektiert. In den gleichen Fraktionen aus dem transfizierten Stamm Hefe-HMP23 wurde ein
Signal bei ca. 33 kDa detektiert. B: Es wurde ein Signal in der mitochondrialen Membranfraktion (MP)
und der Fraktion mit den I8slichen Proteinen (LP) der Hefe-HMP23 detektiert. Bei der Behandlung der
Mitochondrien (200 ug) mit Proteinase K bei 0°C und 25°C wurde nur in der Probe bei 25°C mit
100 pg/ml Proteinase K und 1% (v/v) Triton X-100 (+) kein Signal detektiert.

Die Ergebnisse der Behandlung bei 25°C zeigen, dass HMP23 vor dem Abbau geschiitzt
war und deuten damit auf eine Lokalisation in der inneren mitochondrialen Membran hin.

HMP23 enthalt vermutlich ein konserviertes Importsignal in die innere Membran.

3.4 Deletion von Ferredoxin 1 als Positivkontrolle

Eine Gendeletion kann einen Phanotyp verursachen, der mit Hilfe molekularer und
biochemischer Untersuchungen Hinweise auf die Funktion des codierten Proteins liefern
kann. Eine nicht letale Gendeletion bei Trichomonas vaginalis ist im Vorfeld dieser Arbeit nur
einmal gelungen (Land et al., 2004). Um sicher zu stellen, dass die Methode im Rahmen
dieser Arbeit funktioniert, wurde als Positivkontrolle die Deletion von Ferredoxin 1 (FD1;
TVAG_003900) wie von Land et al. beschrieben, wiederholt.

Da die identische Reproduktion des Versuches aufgrund nicht korrekt beschriebener

Oligonukleotide nicht méglich war, wurde die Sequenz fur die FD1-Rekombinationskassette
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mit Hilfe der annotierten Genomsequenz von T. vaginalis in der Datenbank TrichDB Version
1.2 (Aurrecoechea et al., 2009) erneut identifiziert. Die Sequenzen vor (F5) und nach (F3)
dem Locus von FD1 wurden aus der genomischen DNA von T. vaginalis mit den in der
Tabelle 5.2 aufgelisteten Oligonukleotiden amplifiziert (Abb. 3.12A). Die Fragmente
F5 (2082 bp) und F3 (828 bp) wurden sequenziert und bei Ubereinstimmung mit der
Sequenz in der Datenbank sequenziell mit den Restriktionsstellen, die in den fir die PCR
verwendeten Oligonukleotiden eingebettet waren, vor und nach der NEO-Kassette in den
Vektor paSCS-Neo (Delgadillo et al., 1997) ligiert (Abb. 3.12B). Der Vektor wurde

anschlieliend sequenziert und nach dem zu deletierenden Gen benannt (pFD1-NEO).

bp -2082 FD1 bp 828
5l - L5
e

- F5 « = F3

A )

Notl Kpnl BamH| Hindlll

F5 NEO F3

B _ |
Notl Kpnl BamHl  Hindlll

Abb. 3.12 A: Schematische Darstellung der amplifizierten Fragmente aus der gen. DNA von
T. vaginalis fur die Rekombinationskassette, um das Resistenzgen NEO in den Locus von
Ferredoxin1 zu rekombinieren. Das F5 Fragment entspricht einer 2082 bp langen Sequenz vor dem
FD1 Locus, das mit den Oligonukleotiden F5F Notl und F5R_Kpnl amplifiziert und mit den
Restriktionsstellen Notl und Kpnl flankiert wurde. Das F3 Fragment ist identisch mit den 828 bp nach
dem FD1 Locus. Es wurde mit den Oligonukleotiden F3F_BamHI und F3R_HindlIll amplifiziert und hat
die Restriktionsstellen BamHl und Hindlll eingebettet. B: Schematische Darstellung der
Rekombinationskassette Fd1-NEO.

Um FD1 zu deletieren, wurden in den ersten Versuche, die erfolglos waren, Ansatze mit
100 uyg des pFD1-Neo Vektors mit Notl und Hindlll restringiert. Die Ansatze wurden
entweder komplett fur die Transfektion von T. vaginalis verwendet oder in einem 1% Agarose
Gel getrennt, extrahiert und 50 ug der Rekombinationskassette fir die Transfektion von
T. vaginalis (5.8.2) verwendet.

Das Resistenzgen NEO wurde durch den nativen Promotor von FD1 transkribiert. Es
stellte sich die Frage, ob genug von dem Protein Aminoglycosid 3’-Phosphotransferase
(APH-3’) produziert wurde, um die Selektionsdroge G418 zu inaktivieren. Mit dem Ziel den
Selektionsdruck zu reduzieren, wurde untersucht, ab welcher Konzentration an G418
T. vaginalis T1 nicht wachst. Die Zellen waren nur in der Lage mit einer Konzentration von
20 yg/ml G418 zu wachsen. Mit 40, 60, 80 und 100 pyg/ml G418 war kein Wachstum
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festzustellen. Mit dem reduzierten Selektionsdruck von 80 statt 100 ug/ml G418 wurde
T. vaginalis mit dem kompletten Restriktionsansatz transfiziert. Bei einem von drei
Versuchen erfolgte die homologe Rekombination, die mit der Amplifikation von FD1 und
NEO aus der genomischen DNA des Wildtyps und dem neuen Stamm T1 AFD1 Uberprift
wurde. Das Gen fir FD1 konnte nur aus der DNA des Wildtyps T1 amplifiziert werden, das
fur NEO nur aus der DNA von T1 AFD1 (Abb. 3.13).

M n T1 AFD M n T1 AFD

1000bp —

500bp —

FD1 (306 bp) Neo (800 bp)

Abb. 3.13: Nachweis der FD1 Deletion und der Rekombination von NEO in das Genom von
T. vaginalis. Links: FD1 (306 bp) konnte nur aus der gen. DNA des WT T1 (T1) amplifiziert werden.
Rechts: Aus der gen. DNA des Stammes T1 AFD1 (AFD) konnte nur NEO (800 bp) amplifiziert
werden. Alle Amplifikate wurden in einem 1% Agarosegel getrennt. M: DNA-Marker;
n: Negativkontrolle mit H,O statt DNA.

F5 NEO F3

S PN N — ¥

s -—

A FK3

Abb. 3.14 A: Schematische Darstellung des FD1
Locus des Stammes T1 AFD1 und des amplifizierten
Fragments FK3, das die korrekte Rekombination von
NEO in den Locus von FD1 indiziert. Die Pfeile
verdeutlichen, zu welchem Bereich die verwendeten
Oligonukleotiden komplementar waren. Das erste
Oligonukleotid (NEO650) war komplementér zu einer
Sequenz am Ende des NEO Gens, das zweite
Oligonukelotid (FK3R) zu einer Sequenz im 3
Bereich des FD1 Locus, aber auflerhalb der
verwendeten Rekombinationssequenz. B: Die Amplifikation von FK3 war nur aus der gen. DNA des
Stammes T1 AFD1 (AFD) mdglich. Alle Amplifikate wurden in einem 1% Agarosegel getrennt. M: DNA-
Marker; n: Negativkontrolle mit H,O statt DNA.

3 Kb—

1 Kb—

31



Ergebnisse

Um nicht nur die Anwesenheit des NEO-Locus in der Deletionsmutante nachzuweisen,
sondern auch um die korrekte Lokalisation zu verifizieren, wurden Oligonukleotide designt,
die dies durch eine PCR-Amplifikation ermdglichen. Die Amplifikation des Fragmentes FK3
aus der DNA des Stammes T1 AFD1 mit den Oligonukleotiden NEO646 und FK3R indizierte
die Rekombination von NEO in den Locus von FD1. Das Fragment FK3 begann mit den
letzten 150 bp der NEO-Sequenz, und endete 3848 bp nach dem FD1 Locus (Abb. 3.14A)
Die Amplifikation von FK3 war nur aus der genomischen DNA des Stammes T1 AFD1
moglich (Abb. 14B). Unter Verwendung des nativen Promotors in T. vaginalis ist die
erfolgreiche Deletion eines Genes von der Starke des Promotors abhangig. Dem kann mit

der Senkung des Selektionsdrucks auf bis zu 40 ug/ml G418 entgegen gewirkt werden.

3.5 Die Deletion von HMP23

Mit Hilfe des annotierten Genoms von T. vaginalis wurden fir die Deletion von HMP23
mittels homologe Rekombination die Sequenzen fiir die Rekombinationskassette vor (H5)
und nach (H3) dem Locus von HMP23 identifiziert und aus der genomischen DNA von
T. vaginalis mit den in Tabelle 5.4 aufgelisteten Oligonukleotiden amplifiziert (Abb. 5.15A).
Die Fragmente H5 (1182 bp) und H3 (974 bp) wurden sequenziert, die Richtigkeit festgestellt
und sequenziell mit den Restriktionsstellen, die in den fiir die PCR verwendeten
Oligonukleotiden eingebetteten waren, vor und nach der NEO-Kassette in den Vektor
paSCS-Neo kloniert. Der Vektor wurde pHMP23-NEO benannt und die Klonierungsstelle
(Abb. 3.15B) sequenziert.

bp -1182 (657 bp) pp 623 bp 940
HMP23
> < > <
A |
Sacll H5 Kpnl BamHI H3 Apal
Sacll Kpnl BamHI Apal
B H5 NEO H3
(800 bp)

Abb. 3.15 A: Schematische Darstellung der amplifizierten Fragmente fiir die Rekombinationskassette.
Das H5 Fragment entspricht der 1182 bp langen Sequenz vor dem HMP23 Locus und hat die
Restriktionsstelle Sacll und Kpnl eingebettet. Das H3 Fragment beinhaltet die letzten 34 bp von
HMP23 und endet 940 bp nach dem HMP23 Locus. Das Fragment ist von den Restriktionsstellen
BamHI und Apal flankiert. B: Schematische Darstellung der HMP23 Rekombinationskassette.
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Von dem Vektor pHMP23-Neo wurden 100 pug mit Sacll und Apal restringiert, T. vaginalis
T1 mit dem Ansatz transfiziert (5.8.2) und vier Stunden spater mit 80 ug/ml G418
selektioniert. Die homologe Rekombination wurde durch die Amplifikation von HMP23 und
NEO aus der genomischen DNA des Wildtyps T1 und des entstandenen Stammes T1
AHMP23 Uberprift. HMP23 konnte nur aus der DNA des Wildtyps amplifiziert werden. Das
Resistenzgen NEO wurde nur aus der genomischen DNA des Stammes T1 AHMP23
amplifiziert (Abb. 3.16).

M n T1AH23M n T1 AH23 M

Abb. 3.16: Bestatigung der Deletion von HMP23
und der Rekombination von NEO in das Genom
von T. vaginalis. HMP23 (links, 657 bp) konnte
nur aus der gen. DNA des WT (T1), das NEO
Gen (rechts, 800 bp) nur aus der gen. DNA des
Stammes T1 AHMP23 (AH23) amplifiziert werden.
Alle Amplifikate wurden in einem 1% Agarosegel
getrennt. M: DNA-Marker; n: Negativkontrolle mit

HMP23 (657 bp)  NEO (800 bp) H,0 statt DNA.
H5 NEO H3
s— I
> <
> HK5 < HK3
A (3231 bp) (1178 bp)

M n T1 AH23 M M n T1 AH23 M

3 Kb — Kt 3 Kb— [

1 Kb — Kt 1 Kb

B HK5 (3231 bp) c HK3 (1178 bp)

Abb. 3.17: Amplifikation von HK5 und HKS3, die eine Rekombination von NEO in den HMP23 Locus
indizieren. A: Schematische Darstellung des HMP23 Locus des Stammes T1 AHMP23. Die Pfeile
verdeutlichen, zu welchem Bereich die verwendeten Oligonukleotide komplementar waren. Die
Amplifikation von HK5 (B; 3231 bp) mit den Oligonukleotiden HK5F und NEO_REV und von HK3
(C: 1178 bp) mit den Oligonukleotiden NEO646 und HK3R war nur aus der gen. DNA des Stammes
T1 AHMP23 (AH23) moglich. Alle Amplifikate wurden in einem 1% Agarosegel getrennt. M: DNA-
Marker; n: Negativkontrolle mit H,O statt DNA.
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Zur Kontrolle wurden zwei Fragmente (HK5 und HK3, Abb. 4.17A) aus der genomischen
DNA des Stammes T1 AHMP23 amplifiziert, die eine korrekte Rekombination des
Resistenzgens in den Locus von HMP23 indizieren. HK5 (3241 bp) wurde mit den
Oligonukleotiden HK5F und NEO_REV amplifiziert (3.17B). Die Sequenz startet 1239 bp vor
dem 5" Bereich des HMP23 Locus, der fiur die Rekombination benutzt wurde und endet mit
der NEO-Sequenz. HK3 (1178 bp) beginnt mit den letzten 150 bp der Neosequenz, und
endet 60 bp nach dem 3" Bereich des HMP23 Locus, der fir die Rekombination verwendet
wurde. Die Amplifikation von HK3 erfolgte mit den Oligonukleotiden NEO646 und HK3R
(Abb. 4.17C). Beide Fragmente, die nur aus der genomischen DNA des Stammes T1
AHMP23 amplifiziert werden konnten, wurden sequenziert und somit der Austausch von
HMP23 durch NEO bestatigt. Die Deletion des hochexprimierten HMP23 im ersten Versuch

bestatigt die Effektivitdt der Bedingungen, unter denen auch Ferredoxin deletiert wurde.

3.6 Wachstumsunterschiede zwischen Wildtyp und dem Stamm T1
AHMP23

Die mdglichen Auswirkungen des Verlustes von HMP23 auf das Wachstum wurden durch

eine Wachstumskurve (5.8.7) fur den Wildtyp T1 und den Stamm T1 AHMP23 untersucht
(Abb. 3.18).
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® T1 AHMP23
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Abb. 3.18: Wachstumskurven des WT T1 und des Stammes T1 AHMP23.

Beide Kulturen erreichten die exponentielle Phase nach 23 Stunden und zeigten einen
identischen Verlauf bis zur stationdren Phase, die nach 49,5 Stunden erreicht wurde. Nach

49,5 Stunden wurde sowohl fur den Wildtyp (x = 5,2x10° Zellen/ml, 6 = 0,7) als auch fur den
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Stamm T1 AHmMp23 (x = 4,4x106 Zellen/ml, 6 = 0,8) die héchste Anzahl an Zellen gezahilt.
Nach 53 Stunden begann die Absterbephase und nach 72 Stunden konnten bis auf eine
Ausnahme keine Zellen mehr beobachtet werden (Anhang 2).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Deletion von HMP23 unter den gegebenen
Kulturbedingungen das Wachstum von T. vaginalis nicht beeinflusst. Es bedarf weitere

Analysen, um zu untersuchen, ob die Deletion von anderen Proteinen kompensiert wird.

3.7 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die phéanotypischen Auswirkungen der Deletion von HMP23 wurden durch die

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) visualisiert (Abb. 3.19).

Abb. 3.19: Elektromikroskopische Aufnahmen der Hydrogenosomen der verschiedenen Praparate.
Die GréfRRe entspricht dem ermittelten Median. Der weifle Mal3stabbalken entspricht 1 um. (+) mit
G418.

Neben dem Wildtyp T1, wurden von dem Stamm T1 AHMP23 Zellen in An- und Abwesenheit
der Selektionsdroge G418 prapariert (5.8.6). Zusatzlich wurden die mit dem pTagVag2-
TVAG_139300 transfizierten und mit G418 kultivierten T. vaginalis Zellen (im folgenden T1
TVAG_139300) prapariert. TVAG_139300 (Phosphoenolpyruvat Carboxykinase) wurde im
Cytosol lokalisiert und diente als Kontrolle, um maégliche Auswirkungen von G418 auf die

Hydrogenosomen zu Uberprifen (Burstein et al., 2012). Es wurde kein hydrogenosomales

35



Ergebnisse

Protein als Kontrolle verwendet, um auszuschliel3en, dass der Import eines iberexprimierten

Proteins eine mdgliche Veradnderung der Hydrogenosomen im Vergleich zum Wildtyp

verursacht. Um die verschiedenen Proben zu vergleichen,

Hydrogenosomenflachen berechnet.

Tabelle 3.5: Ubersicht der quantitativen Analyse der Flache der T. vaginalis Zellen.

wurden die Zell-

Zellengrofe [um?]

25% N 75% B
Min. Perzentile X Perzentile Max. n X G On
T1 33,0 42,2 85,1 93,6 95,3 5 71,3 276 12,4
T1 AHMP23 82,0 82,7 84,8 98,8 108,6 5 89,3 11,0 49
TVAG_139300+ | 60,2 66,7 89,0 93,1 93,7 4 829 155 7,7
T1 AHMP23+ 63,7 70,4 85,3 98,2 99,6 9 86,6 13,6 4.5
X: Median; n: Anzahl; x: Mittelwert;. o: Standardabweichung; o,: Standardfehler.
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Abb. 3.20:. Vergleich der T. vaginalis Zellgrée mit einem Streudiagramm. Dargestellt aufgrund der
nicht-normalen Verteilung sind die Mediane samt 25-75% Perzentil.

Die Zellgrélke war bei allen Praparaten unterschiedlich (84,8 um? bis 89,0 um?) (Tabelle 3.5;

Abb. 3.20). Um die Hydrogenosomengrofie zu ermitteln, wurden 100 Hydrogenosomen aus

den verschiedenen Proben ausgewertet (Tabelle 3.6).
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Tabelle 3.6: Ubersicht der quantitativen Analyse der Flache der T. vaginalis Hydrogenosomen.

Hydrogenosomengréfie [um?]

25% . 75% B
KS-Test | Min. Perzentile X Perzentile Max. n X G Oh
T1 nein 0,11 0,21 0,29 0,41 0,65 100 0,31 0,13 0,01
T1 AHMP23 nein 0,18 0,29 0,50 0,72 1,49 100 0,54 0,26 0,03
TVAG_139300+ ja 0,16 0,31 0,42 0,51 0,84 100 0,43 0,15 0,01
T1 AHMP23+ nein 0,17 0,43 0,60 1,01 1,91 100 0,71 0,38 0,04
KS-Test: Kolmogorow-Smirnow-Test; *: Median; n: Anzahl;x: Mittelwert;. o©: Standardabweichung;
on. Standardfehler.
2.5+
* k% * k%
2.0 f 1 J )
= o]
5 % % %
o I |}
2 1.5- o o
2 000°
(0] o
§ 3
%} 03
D o og
'g °g¢80
> olo
T of.o
0.5+ 988333920
oR°
58
% 08338
00 I I } I
b »
7 7 7 7
4 L 4
&44,0 gle) 6’4"0
9,3 8 739 QQO
0 Y7o

Abb. 3.21:. Vergleich der Hydrogenosomenfladche mit einem Streudiagramm. Die Flache der vier
untersuchten Praparate steigt abh&ngig von der Deletion von HMP23 und der Kultivierung mit G418
(Tabelle 3.5). Der Unterschied zwischen T1 und T1 AHMP23, T1 TVAG_139300 G418 und T1
AHMP23 G418 und zwischen T1 und T1 TVAG_139300 G418 ist durch den Kruskal-Wallis Test
(***: P<0,0001) als signifikant eingestuft worden.

Die Verteilung der ermittelten HydrogenosomengréfRen wurde mit Hilfe des Kolmogorow-
Smirnow-Tests als nicht normal eingestuft und deshalb die Gré3en der Hydrogenosomen mit
Hilfe der Mediane verglichen. Die Hydrogenosomen des Stammes T1 AHMP23
(¥ =0,50 ym?) waren 72% als die des Wildtyps T1 (% =0,29 ym?). Die
Hydrogenosomen des Stammes T1 AHMP23 mit G418 (¥ = 0,60 ym?) hingegen waren nur

groer
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42% groler als die der T1 TVAG_139300 Zellen mit G418 (% = 0,42 ym?). Neben der
Deletion von HMP23 verursacht auch G418 eine Zunahme der Gréfe, denn die
Hydrogenosomen der T1 TVAG_139300 Zellen mit G418 sind 45% groler als die des
Wildtyps T1. Fur die drei Grélenunterschiede wurde die Signifikanz durch den Kruskal-
Wallis Test (P<0,0001) mit dem Programm GraphPad Prism 5 (La Jolla) bestétigt. Die
Hydrogenosomen des Stammes T1 AHMP23 wurden durch die Behandlung mit G418 20%
gréRer, aber weniger signifikant (P<0,01). Mit dem Streudiagramm (Abb. 3.21) wurde die
Verteilung aller berechneten Hydrogenosomenflachen visualisiert. Die Streuung innerhalb
des Wildtyps T1 (0,11-0,65 ym?) und bei T1 TVAG_139300 mit G418 (0,16-0,84 ym?) ist
kleiner als bei T1 AHMP23 ohne (0,18—1,49 pm?) und mit G418 (0,17—-1,91 um?).

Bei den TEM Untersuchungen unterscheiden sich die Zellen des Wildtyps nicht von den
Zellen der Mutante. Die Streuung der Hydrogenosomengrélie verdeutlicht, dass die Deletion
von HMP23 zu einer Vergrélterung der Flache fihrt. Die Gegebenheit, dass es keine
Wachstumsunterschiede zwischen dem Wildtyp und dem Stamm T1 AHMP23 gibt und die
Hydrogenosomen durch die Deletion von HMP23 zum Teil gréRer sind, fiihrt zur Frage, ob

die Mutation durch die FlachenvergréRerung und andere Proteine kompensiert wird.

3.8 Proteomunterschiede zwischen Wildtyp und dem Stamm T1 AHMP23

Die Deletion von HMP23 filhrte zu keinen deutlichen Anderungen des Phanotyps und keinen
Anderungen des Wachstumsverhaltens im Vergleich zum Wildtyp. Der Vergleich des
Hydrogenosomen-Proteoms des Wildtyps mit dem des Stammes T1 AHMP23 sollte
Hinweise auf eine veranderte Expression von Proteinen liefern.

Im ersten Versuch wurden Membranproteine der Hydrogenosomen mit Triton X-114
solubilisiert (5.11.8), in einem 12% SDS-Gel getrennt und mit Coomassie gefarbt (5.11.4).
Erwartungsgemal fehlt die Bande fir HMP23 im T1 AHMP23 Stamm. Im Bereich zwischen
35 und 55 kDa sind bei dem Stamm T1 AHMP23 intensivere Banden zu sehen. Die oberste
Banden sehen gleich intensiv aus. Die zweite Bande von oben im Stamm T1 AHMP23 ist
starker als im Wildtyp T1 (Abb. 3.22).

Die Trennung der Membranproteine nur nach dem Molekulargewicht gibt nur einen ersten
Uberblick, weil es viele Proteine gibt, die gleich schwer sind. Um die Unterschiede zwischen
beide Stdmme zu verdeutlichen, wurden das hydrogenosomale Proteom beider Stamme
zuerst nach den isoelektrischen Punkt (pl), und anschlieliend nach dem Molekulargewicht
getrennt (5.11.3).
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kDa M WT T1 T1 AHMP23
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Abb. 3.22: Vergleich der mit Triton X-114 extrahierten Membranproteine aus den Hydrogenosomen

des WT T1 und des Stammes T1 AHMP23.

T1 AHMP23

©3

WTT1

Abb. 3.23: Ausschnitt aus dem 2D-SDS-Gel pH 6-11. A: Die Spots von HMP23 (1+2) waren nur im
WT zu sehen. In T1 AHMP23 war der HMP31.2 Spot (3) intensiver als im WT. B: Bei der
Reproduktion der Ergebnisse war fiir den HMP32.2 Spot keine Unterschied sichtbar.
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Im ersten Versuch waren drei Unterschiede deutlich erkennbar. Die mit 1 und 2 in der
Abb. 4.23A gekennzeichneten Spots waren nur beim Wildtyp ersichtlich und der dritte
markierte Spot war bei T1 AHMP23 starker erkennbar. Bei der Reproduktion des Versuches
war der dritte Spot in beiden Stdmmen gleich intensiv (Abb. 3.23B). Durch
massenspektrometrische Sequenzierung wurden die Spots 1 und 2 als HMP23 und der dritte
als das 44,6 kDa schwere HMP31.2 (TVAG_051820) identifiziert (Abb. 3.24).

Spot 1+2: (TVAG 455090) HMP23
MGCFCKEMTKTFIGATLGGMTAIIAERGVKGAQGSANLADIALSGMHVGVNEIAYPVALQ
VLSDAFPKFKKNKEDPNGNKAIVYVAGGITGALLGTLAKYPIVKVQEFRAKGKTTVSPTE
VASRFVDSIGGSIGFAATMGTVAPHVPACPNSLGSWARGHLLVHISDLGATLLSFPVARI
RYGASLGGMIQGWAKGRLGTTIIGDATHHFKDVLAFIN

Spot 3: (TVAG 051820)
MATEADKVLIATSENGALPTWERLTCGFVAGAVARTATSPLDVVKLCLQVSSKGGSAKET
IDRLWKEGGIAAFWRGNTVAIMNQGPQSAIKFFCVDELTRRVAQFTKAPITTPQRAMIGG
AAGIISQLIAFPFDLIHTRITIDPKGYTGMFQAAKRIVSEEGVFALWSGIIPTITGAVVY
EGSQYVISGGLKERFIQMYAKGGNLTPWONLFVGAAAGAIGQTISFPFDVIRKRMMVNGP
DGKKVYKSMSECFAKTWANEGVAGFFRGIGLNMVKIVPYSALQFMINEEAKIAFERFNAY
MAQKDQKLPDLKLAKKKEVSKGALVEKVKDVLPQKEEKDKKDDKKKDDKKKDKKDDKKKD
DKKKDDKKDKKDKDVKEEKKEKKDKKDDKKKDDKKKDKKKK

Abb. 3.24: Darstellung der gefundenen Peptide bei der MS Analyse fir HMP23 und HMP31.2. In der
ersten Sequenz (HMP23) sind die Peptide fett markiert und mit einem grauen Hintergrund
hervorgehoben, die in den Spots 1 und 2 gefunden wurden. Peptide, die nur im zweiten Spot
gefunden wurden, sind unterstrichen und fett markiert dargestellt. In der zweiten Sequenz sind die
Peptide fett markiert, die in Spot 3 gefunden wurden.

Das Fehlen des Proteins HMP23 wurde durch den Versuch zwar bestétigt, eine
erkennbare Erh6hung der Expression von anderen Proteinen im Stamm T1 AHMP23 konnte

allerdings nicht beobachtet werden.

3.9 Expressionsanalyse der HMP23 Homologen und anderer Transporter

Durch die Proteomanalysen wurden keine Unterschiede gefunden, die auf eine
Kompensation der HMP23 Deletion durch verstarkte Expression anderer Proteine hindeuten.
Um feine Genexpressionsunterschiede zwischen dem Wildtyp T1 und den Stamm T1
AHMP23 festzustellen, wurde die Expression der vier HMP23 Homologen in T. vaginalis und
der beiden ADP/ATP Transporter HMP31.1 und HMP31.2 mittels gRT-PCR (5.10.2.3)
verglichen. Als Kontrolle wurde zusatzlich die Expression des Haushaltsgens Aktin
(TVAG_249200) verglichen.

Fir die gqRT-PCR Analysen wurde die aus beiden Stammen isolierte RNA zuerst mit

DNase behandelt und dann daraus cDNA synthetisiert. Zur Kontaminationskontrolle mit
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genomischer DNA wurden die Ansatze fir die cDNA Synthese auch ohne Reverser
Transkriptase identisch prozessiert und als Matrize fir die Amplifikation von cAktin mittels
PCR eingesetzt. cAktin konnte nicht aus den cDNA Ansatzen ohne Reverser Transkriptase

amplifiziert werden, weil die eingesetzte RNA DNA frei war (Abb. 3.25).

cDNA gen. DNA
M T1 AHMP23 T1

200bp —

-RT +RT -RT +RT n p

Abb. 3.25: Uberprifung der cDNA auf Riickstéande von gen. DNA. Die Amplifikation des Fragmentes
cAktin aus den Proben ohne das Enzym Reverse Transkriptase (RT) wirde eine Kontamination der
fur die cDNA Synthese einsetzten RNA mit gen. DNA indizieren. cAktin konnte nur aus den Proben
mit RT und aus den Proben mit der gen. DNA des WT amplifiziert werden. Alle Amplifikate wurden in
einem 2% Agarosegel getrennt. M: DNA-Marker; n: Negativkontrolle mit H,O statt DNA,;
p: Positivkontrolle mit gen. DNA des Wildtyps T1 als Matrize.

Um festzustellen ob Aktin, HMP23, die HMP23 Homologe TVAG_ 485120, TVAG_077910,
TVAG 423530 und TVAG_0872280, HMP31.1 und HMP31.2 exprimiert werden, wurde ein
100 bis 200 bp langer Sequenzabschnitt innerhalb des jeweiligen Gens festgelegt und aus
der cDNA des Wildtyps und des Stammes T1 AHMP23 mittels PCR mit den entsprechenden
Oligonukleotiden (Tabelle 5.5) amplifiziert. Um in der Nomenklatur zwischen den Genen und
den festgelegten Sequenzabschnitten zu unterscheiden, wurden die Fragmente cHMP23,
cAktin, cTVAG_077910, cTVAG_423530, cTVAG_0872280, cHMP31.1 und cHMP31.2
benannt. Die Funktionalitdt der Oligonukleotide wurde durch die Amplifikation der Sequenzen
mittels PCR aus der genomischen DNA des Wildtyps T1 getestet. Das 191 bp lange
cHMP23 konnte nur aus der cDNA des Wildtyps amplifiziert werden. Das Fragment cAktin
(TVAG_249200), die HMP23 Homologen TVAG_423530 und TVAG_0872280 (Abb. 3.24),
sowie HMP31.1 und HMP31.2 wurden in beiden Stdammen exprimiert (Abb. 3.25). Die
HMP23 Homologen TVAG_485120 und TVAG_077910 konnten nicht aus der cDNA beider

Stamme amplifiziert werden.
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gen.DNAT1
Hzo
cDNAT1
cDNA AHMP23
A
M H.O gen T1 AHMP23
200 bp — HMP31.1
100 bp —
200 bp HMP31.2
100 bp
B

Abb. 3.26: Uberpriifung der Funktion der Oligonukleotide mit gen. DNA des WT T1 als Matrize (gen)
und der Expression der zu untersuchenden Gene im WT T1 und in T1 AHMP23 mit cDNA als Matrize.
A: Amplifikation der Fragmente cTVAG_455090 (191 bp), cTVAG_485120 (147 bp), cTVAG_077910
(179 bp), cTVAG_423530 (119 bp) cTVAG_0872280 (112 bp) und cAktin (118 bp). B: Amplifikation
von cHMP31 (194 bp) und cHMP31.2 (112 bp). M: DNA-Marker; H,O: Negativkontrolle mit H,O statt
DNA; gen: Positivkontrolle mit gen. DNA des WT T1 als Matrize.

Fur die Gene, die in beiden Stdmmen exprimiert werden, wurde eine quantitative
Expressionsanalyse mittels gRT-PCR durchgefiihrt. Die Effizienz (Eff.%) der entsprechenden
Oligonukleotide wurde mit Hilfe einer Standardkurve bestimmt. Die Amplifikation der
Fragmente, die als Matrize bei der Herstellung der Standardkurve eingesetzt wurden,
erfolgte mit den in Tabelle 5.6 aufgelisteten Oligonukleotide. Fur die Standardkurve von Aktin
wurde eine Verdinnungsreihe der Matrize von 1 bis 1% ng hergestellt. Fiir die restlichen

Gene wurde die Matrize von 1" bis 1% ng verdiunnt. Die ermittelte Effizienz der
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Oligonukleotiden und der Korrelationskoeffizient (R?) der Standardkurve wurden in der
Tabelle 3.7 zusammengefasst.

Tabelle 3.7: Ubersicht der ermittelten Korrelationskoeffizienten (R?) der Standardkurven, der Effizienz
der Oligonukleotide fiir die qRT-PCR Analyse und der berechneten AAC; Werte mit der dazu
gehorigen Standardabweichung (o):

cAktin cTVAG_423530 cTVAG_0872280 cHMP31.1 cHMP31.2
R? 0,999 1 0,997 0,999 0,999
Effizienz [%] 97,1 95,5 82,9 92,6 64,8
AAC; - 1,82 1,54 1,49 1,49
c - 0,23 0,17 0,17 0,04

2.00+ Abb. 3.27: Relative Expressionsanalyse im Stamm T1
AHMP23 im Vergleich zum Wildtyp T1. Die

T Genexpression von TVAG 423530 war um 82%, die

' 75 von HMP31.1, HMP31.2 und TVAG_087280 jeweils um

ca. 50% héher als im Wildtyp.

AT

AAC,

1.254

1.00

Nach der Normalisierung zwischen dem Wildtyp T1 und dem Stamm T1 AHMP23 mit
Aktin  wurden die AAC-Werte fir TVAG_ 423530 (1,82, 6 =0,23), TVAG 0872280
(1,54, 6 =0,17) HMP31.1 (1,49, 6 =0,17) und HMP31.2 (0,93 c = 0,63) ermittelt (Tabelle

3.7; Abb. 3.27). Die ermittelten Expressionen waren bei allen untersuchten Genen leicht
erhoht.
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HMP23 wurde in der inneren Membran der Hydrogenosomen von T. vaginalis lokalisiert,
heterolog Uberexprimiert in S. cerevisiae ist es wahrscheinlich in die innere Membran der
Mitochondrien eingebettet. Die Deletion des hoch exprimierten Membranproteins HMP23
hat, bis auf eine Vergroéflerung der Hydrogenosomen, mit den gewéahlten in vivo Analysen
keine erkennbaren Auswirkungen auf die T. vaginalis Zellen. Die detektierten leichten
Erhéhungen der Expression der HMP23-Homologen, HMP31.1 und HMP31.2 kénnten aber
auf eine Kompensation durch mehrere Proteine hindeuten. Die in silico Voraussagen fir
HMP23, die auf einen Transporter hindeuten, konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht direkt

Uberprift, und somit weder bestétigt noch ausgeschlossen werden.

44



Diskussion

4. Diskussion

Auf Grund des gemeinsamen evolutiondren Vorfahrens ist anzunehmen, dass die
Hydrogenosomen den Metaboliten-Transport &hnlich wie die Mitochondrien regulieren. Uber
hydrogenosomale Membranproteine gibt es bislang nur sehr wenige wissenschaftliche
Erkenntnisse. Fur T. vaginalis wurden bislang nur die Proteine HMP31 und HMP35 naher
untersucht (Dyall et al., 2000; Dyall et al., 2003). Insgesamt sind nur vier HMP31-homologe
Membranproteine mit mitochondrial carrier family (MCF) Domanen bekannt (Carlton et al.,
2007). Sowohl fur HMP31.2 und HMP31.5 als auch fiur HMP31.3 und HMP31.4 ist jeweils die
gleiche Funktion annotiert und sie kdnnten deshalb Isoformen sein (2.3.4; Tabelle 2.1). Dem
gegeniiber stehen flr S. cerevisiae 34 Gene, die fir 21 verschiedene MCF-Transporter
codieren. Die vier HMP31 Homologen, die noch nicht charakterisiert wurden und vermutlich
nur zwei weitere Transporter-Typen darstellen, reichen vermutlich nicht aus, um den
Transport der zahlreichen Metaboliten in die und aus den Hydrogenosomen zu
gewabhrleisten.

Um hydrogenosomale Transporter in T. vaginalis zu identifizieren und charakterisieren,
muissen die putativen Membranproteine in Hinsicht auf Sequenzcharakteristika, Lokalisation
und Funktion untersucht werden.

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Analyse des hydrogenosomalen Membranproteins
HMP23. Dieses war von besonderem Interesse, da die hohe Anzahl an ESTs, die in der
TrichDB Datenbank annotiert sind, eine wichtige Funktion vermuten lasst. AuRerdem war
HMP23 fiir eine Gendeletion interessant, da es keine erkennbaren Isoformen hat, die den
Verlust kompensieren kdénnten.

Durch in silico Analysen, Lokalisationsstudien von HMP23 und die Deletion des
entsprechenden Gens aus dem Genom sollten Hinweise auf eine mdégliche Funktion

gewonnen werden.

4.1 In silico Analysen von HMP23

Von HMP23 und seinen Homologen in T. vaginalis war HMP23 das Protein mit dem gréfRten
Potential fiir eine funktionelle Analyse. Die vorausgesagten transmembranen Doméanen und
der fir Membranproteine typische hohe isoelektrische Punkt (pH 10,2) machen HMP23 zu
einem potentiellen Kandidaten flir ein neues Membranprotein.

Die Homologen von HMP23 in T. vaginalis sind vier weitere hypothetische Proteine mit
Identitdten zwischen 28% und 41%. Bei Ausschluss des Genoms von T. vaginalis war der
beste nicht hypothetische Treffer ein Protein aus der Kieselalge Thalassiosira pseudonana.

Mit dieser Aminosauresequenz wurden bei einer BLASTp-Suche fast ausschlieRlich
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mitochondriale Phosphat-Transporter gefunden. Fir alle HMP23-Homologen auler
TVAG_042350 wurden aulierhalb von T. vaginalis mit BLASTp Proteine gefunden, die an
unterschiedlichen Transportsystemen beteiligt sind.

Fir in silico Analysen von Proteinstrukturen steht eine Vielzahl von Programmen zur
Verfiigung. So lange jedoch keine Proteinkristallisationsdaten vorhanden sind, kann nicht
sicher bestimmt werden, welches Programm die zuverlassigsten Vorhersagen macht. Aus
diesem Grund wurden in dieser Arbeit mehrere Programme verwendet, um maximale
Informationen aus den verfligbaren Sequenzdaten zu erhalten.

Die a-Helices, die eine transmembrane Domé&ne von integralen Proteine bilden, kénnen
20 bis 25 AS lang sein und bestehen in der Mitte hauptsachlich aus hydrophoben
Aminosauren (Henderson und Unwin, 1975; Wallin und von Heijne, 1998). Zu den Seiten hin
bilden sich polare Segmente, die reich an Threonin und Tyrosin sind und oft durch Asparagin
und Glycin abgeschlossen werden (von Heijne, 1999). Fir HMP23 wurden zwei bis sechs a-
helikale transmembrane Domanen gefunden. Keine der fir HMP23 vorausgesagten
Doméanen erflllt alle diese Kriterien. Die These, dass es sich bei HMP23 um ein
Membranprotein handelt, muss aber deshalb nicht verworfen werden. In S. cerevisiae
wurden fir die im Genom codierten Proteine, die in der inneren Membran der Mitochondrien
eingebettet sind, eine einheitliche Verteilung der Aminosauren festgestellt (Gavel und von
Heijne, 1992).

Charakteristisch fir MCF Transporter sind sechs a-helikale transmembrane Domanen
(Walker, 1992). MCF-Transporter funktionieren in der Regel als Homodimere (Schroers et
al., 1998). Bamber et al. (2007) konnten jedoch fur die ADP/ATP-Transporter die
Funktionalitat als Monomer nachweisen.

In Eukaryoten bestehen die meisten ABC-Transporter aus zwei transmembranen
Doménen und zwei ATP-Bindedomanen (Jones und George, 1999). Es stellt sich die Frage,
ob die vorausgesagte Konformation fir HMP23 die Kriterien fur einen dieser Transporter
erfillen.

Das Programm HMMTOP hat sechs Doméanen vorausgesagt, die erste Domane ist aber
mit nur 13 AS zu kurz, um die Membran zu durchspannen. Davon ausgehend, dass die
Voraussagen des Programms SPOCTOPUS die genauesten sind, kann HMP23 von der
Konformation her eine Funktion haben, die mit dem Transport der MCF-Transporter
vergleichbar ist, sollte es einen homologen Dimer mit je drei transmembranen Domanen pro
Untereinheit bilden.

Mit dem Programm RADAR wurden sich wiederholende Sequenzabschnitte in der
Aminosduresequenz gesucht, die eine funktionelle oder strukturelle Bedeutung haben
kdnnten (Andrade et al, 2001). Die Gegebenheit, dass die in der HMP23-Sequenz

gefundenen Abschnitte keine Hinweise auf eine Funktion lieferten, bedeutet nicht, dass sie

46



Diskussion

zufallig und bedeutungslos sind. Denn es ist aufféllig, dass sich die Anzahl der Aminosauren
vor dem N-terminalen und nach dem C-terminalen Abschnitt nur um eine Aminosédure
unterscheidet.

Mit Hilfe der phylogenetischen Analyse und der Suche nach Identitaten und Ahnlichkeiten
mit den MCFs von S. cerevisiae konnten HMP23 und seinen Homologen keiner Transporter-
Klasse zugeordnet werden. HMP31 wurde mit einer Identitdt von 25,6% und einer
Ahnlichkeit von 42,2% dem ADP/ATP Antiporter 2 zugeordnet. Dieses Ergebnis bestétigt die
Erkenntnisse von Dyall et al. (2000). Der HMP23 BLAST-Treffer in Thalassiosira
pseudonana wurde sowohl bei der phylogenetischen Analyse als auch bei der Suche nach
Identitaten und Ahnlichkeiten den Phosphat-Transportern zugeordnet. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den BLAST-Analysen.

Die gefundenen Homologien in anderen Organismen und die Identitdten und
Ahnlichkeiten mit den MCF-Proteinen von S. cerevisiae sind mit Vorsicht zu betrachten und
haben nur eine geringe Aussagekraft. Die Identitaten (22-29%) und die E-values flr die
Treffer der HMP23-Homologen aullerhalb von T. vaginalis waren nicht hoch genug, um aus
diesen Ergebnissen eindeutige Schliisse zu ziehen. Die Funktion eines Proteins sollte nicht
von einem anderen abgeleitet werden, wenn die Identitat unter 40% liegt (Todd et al., 2001).
Studien an Enzymen haben gezeigt, dass die Funktion bereits bei einer Identitdt unterhalb
von 60% abweichen kann (Tian und Skolnick, 2003). Wenn ein Protein phylogenetisch einer
Transporter-Gruppe zugeordnet wird, bedeutet es nicht, dass es das gleiche Substrat
transportiert. In Antonospora locustae wurde ein in den Mitosomen lokalisierter ADP/ATP
Transporter charakterisiert, der in einer phylogenetischen Analyse dem NAD*-Transporter
von S. cerevisiae zugeordnet wurde (Williams et al., 2008). Dennoch k&nnen die
verglichenen Proteine die gleiche Funktion austiben, wenn die ldentitdten niedrig sind. In den
mitochondrialen Transportern der inneren Membran sind nur wenige Aminosauren in den o-
helikalen transmembranen Domanen fir die Substratspezifitdt ausschlaggebend (Kunji und
Robinson, 2006; Robinson et al., 2008). Der ADP/ATP Transporter von T. gallinae, der
Verursacher der Trichomoniasis bei Voégeln, ist im Vergleich zu den mitochondrialen
Aquivalenten mit einer Sequenzidentitit von 25 bis 30% bzw. einer Ahnlichkeit von 40 bis
45% deutlich verschieden (Tjaden et al., 2004). Mit den fur HMP23 gefundenen Identitaten
oder Ahnlichkeiten lasst sich keine eindeutige Aussage beziiglich der Funktion machen. Das
Protein mit Homologie zu HMP23 in Thalassiosira pseudonana und die vorausgesagten
transmenbranen Domanen sind vermutlich Hinweise auf eine Transporter-Funktion, wobei
sich die Substratspezifitdt sich anhand dieser Ergebnisse nicht ableiten lasst. Durch die
Analyse der Lokalisation von HMP23 und der Deletion von HMP23 aus dem Genom sollten

Hinweise auf die Funktion gesucht werden, um diese Vermutung zu berprifen.
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4.2 Lokalisation von HMP23

Proteine mit a-helikalen transmembranen Domanen kénnen sowohl in der inneren als auch
in der dulBeren Membran lokalisiert sein (Otera et al., 2007). Die Vermutung uUber eine
Transporter-Funktion kann mit der Lokalisation von HMP23 in der inneren Membran der
Hydrogenosomen oder Mitochondrien bekréftigt werden. Bei einer Lokalisation in der
dufleren Membran der Hydrogenosomen und Mitochondrien ware eine Funktion als
Transporter unwahrscheinlich. Denn in der Regel bestehen Proteine, die am Transport durch
die duRere Membran beteiligt sind, aus B-Faltblattern und fir HMP23 wurden nur a-helikale
transmembrane Domanen vorausgesagt (Wojtkowska et al., 2012).

Um die Lokalisation in T. vaginalis experimentell nachzuweisen, wurde HMP23 in
verschieden Ansatze N- (HMP23N) und C-terminal (HMP23C) durch einen Di-
Hamagglutinin-Anhang markiert. Beide HMP23-Varianten wurden homolog in T. vaginalis
Uberexprimiert und in den subzellularen Fraktionen immunodetektiert. Die Detektion des HA-
Anhangs in den Hydrogenosomen und in der Membranfraktion mit den integralen Proteinen
(MP) war sehr deutlich. Die Signale in der Fraktion mit den Iéslichen Proteinen (LP) sind auf
eine Verunreinigung zurtckzufiihren. Die Detektion von ASCT, einem I6slichen
Matrixprotein, zeigte bei den Proben mit HMP23N eine Verunreinigung der Membranfraktion
durch Matrixproteine, die nach der zweiten Behandlung mit Na,CO3; nicht mehr vorhanden
war. Fur die Proben mit HMP23C wurde eine leichte Kontamination mit Hydrogenosomen in
der Fraktion des Cytosols und der Fraktion MP1 mit Matrixproteinen festgestellt.

Fur einige mitochondriale Transporter wurde gezeigt, dass die Termini in den
Intermembranraum ragen (Palmieri et al., 1993; Sluse, 1996). Fir die Hydrogenosomen ist
keine Methode etabliert, um die innere von der &ulReren Membran zu trennen. Durch die
Behandlung von isolierten Hydrogenosomen mit Proteinase K fir 30 min kann indirekt
festgestellt werden, ob das markierte HMP23 in der inneren oder &ufleren Membran
lokalisiert ist.

Die Beobachtung, dass beide Termini nicht sofort abgebaut wurden, bedeutet, dass
HMP23 in der inneren Membran lokalisiert ist, da sie durch die duRere Membran geschitzt
sind (Abb. 4.1A). Aus diesem Grund kann die Topologie des Proteins nicht genau bestimmt
werden. Um die Topologie von Proteinen, die in der inneren hydrogenosomalen Membran
eingebettet sind, exakt zu bestimmen, muss eine Methode etabliert werden, um die dulere
Membran zu zerstéren, ohne die innere zu beschadigen.

Es lasst sich nur spekulieren, ob die nachlassende Starke des Signals mit zunehmender
Proteinase K-Konzentration ein Hinweis auf eine Lokalisation beider Termini im
Intermembranraum ist. Mit zunehmender Zeit kénnte die Proteinase K die Proteine der

dulleren Membran zerstéren (Abb. 4.1B), die eine natirliche Barriere darstellen. Die
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markierten Termini waren nicht mehr geschitzt und kénnten verstarkt abgebaut werden
(Abb. 4.1C). Das wirde mdglicherweise die Abschwéchung der Signale mit zunehmender
Proteinase K-Konzentration erklaren. Bei einer Lokalisation der Termini in der Matrix
(Abb. 4.1D) waren, unter Umsténden zwei Signale zu erwarten, vorausgesetzt die Proteinase
K kénnte auch Proteine in der inneren Membran abbauen. Eins mit der richtige Grélke und
ein kleineres wegen des Abbaus der Schleifen, die - im Gegensatz zu den durch die
Membran vor der Proteinase geschitzten transmembranen Doménen - in den
Intermembranraum ragen wirden. Ein Signal mit richtiger Gréfe ware auch zu erwarten, weil
der Abbau im Vergleich zu einer Lokalisation in der duf3eren Membran erst zeitverzégert
eintritt. Es bedarf wahrscheinlich des Abbaus von mehreren Proteinmolekiilen, bevor
Phospholipide die entstehenden Liicken nicht mehr fiillen kénnen und die Stabilitdt der
Membran nicht mehr gegeben ist. AuRerdem werden Proteine unterschiedlich schnell
abgebaut. Fur die Mitochondrien von Arabidopsis thaliana wurde z.B. gezeigt, dass TOM20

schneller abgebaut wird als die spannungsabhangigen VDACs (Lister et al., 2007).

.M
mA 0 -
C o ‘ D Cytosol

. AM Protein . IM Transporter € Proteinase K HA-Anhang

Abb. 4.1: Schematische Darstellung zur Proteolyse durch die Proteinase K mit zunehmender Zeit am
Beispiel eines N-terminal markierten Transporters der inneren Membran (IM). A: Der HA-Anhang ist
durch die d4uRere Membran (AM) geschiitzt. B: Die Proteinase K baut die Proteine der AM und C: den
HA-Anhang am N-Terminus in dem Intermembranraum (IMR) ab. D: Die Termini sind in der Matrix, die
in den IMR ragenden Schleifen kénnen aber abgebaut werden.

In der Literatur konnten keine Beispiele fiir das Durchdringen der Proteinase K in den IMR
gefunden werden. Mdglicherweise wurde der Fokus nie darauf gerichtet, denn sowohl fir
Mitochondrien als auch fiir Chloroplasten gibt es Methoden, um die duflere Membran zu
isolieren, ohne die Mitoplasten, bzw. die Thylakoide zu zerstéren (Schnaitman und
Greenawalt, 1968; Wojtczak et al., 1971; Siegenthaler et al., 1988). Um festzustellen, ob die
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Proteinase K nach Abbau einiger Proteine durch die aulere Membran der Hydrogenosomen
diffundieren kann, hatte die Inkubation verldngert und der Abbau als Vergleich in
regelmafigen Zeitintervallen Gberprift werden missen. Fir ein Kontrollprotein, das durch die
innere Membran geschitzt ist, ware der Abbau zeitverzégert zu erwarten, wenn auch die
Proteine der inneren Membran ahnlich wie die Proteine der auleren Membran abgebaut und
so die Stabilitdt der Membran zerstért werden wiirde.

HMP23 wurde in der Fraktion mit den hydrogenosomalen integralen Proteinen lokalisiert.
Die in situ Lokalisation des HA-Anhangs von HMP23 mittels Fluoreszenz bestatigte die
Prasenz von HMP23 in den Hydrogenosomen und zum Teil auch in der Membran. Diese
Ergebnisse wurden durch die von Rada et al. (2011) veréffentlichte Proteomanalyse der
hydrogenosomalen Membranproteine, in der HMP23 auch in situ in der hydrogenosomalen
Membran lokalisiert wurde, bestatigt.

Um die durch den Vergleich mit mitochondrialen Proteinen gewonnenen in silico Hinweise
auf die Funktion von HMP23 zu bekraftigen, wurde HMP23 heterolog in S. cerevisiae, die als
Modellorganismus fiir Studien an den Mitochondrien gilt, Gberexprimiert und lokalisiert. Die
Behandlung der Mitochondrien mit Proteinase K erfolgte analog zu der oben beschriebenen
Behandlung der Hydrogenosomen. Damit wurde geklart, ob HMP23 in die innere Membran
der Mitochondrien eingebettet werden kann.

Das markierte HMP23 wurde in den Mitochondrien, in der Fraktion mit Membranen und
integralen Proteinen (MP) und in der Fraktion mit den I&slichen Proteinen (LP) detektiert. Das
Signal in der Membranfraktion war viel starker als in der I6slichen Fraktion. Auf Grund der
identischen Beobachtungen in dem gleichen Versuch mit den Hydrogenosomen wird das
schwache Signal der I6slichen Fraktion als Kontamination mit Membranproteinen
interpretiert. Diese Vermutung lie sich nicht Uberprifen, da keine Antikérper gegen
mitochondriale Matrix- oder Membranproteine zur Verfligung standen. Die Behandlung der
Mitochondrien mit Proteinase K zeigt, dass HMP23 geschitzt war und deshalb vermutlich in
die innere Membran eingebettet wurde.

Die Topologie hatte mit der Entfernung oder Beschadigung der duReren Membran der
Mitochondrien und der anschlieRenden Behandlung bestimmt werden kénnen. Dies war aber
nicht maoglich, weil keine Antikbrper gegen Markerproteine der dabei entstehenden
Fraktionen zur Verfligung standen, um den Erfolg des Experiments zu beweisen.

HMP23 ist zweifelsohne in der inneren Membran der Hydrogenosomen lokalisiert und
bekraftigt damit die Vermutung einer Transporter-Funktion. Uber die Topologie der Termini
kann anhand der Ergebnisse keine Schlussfolgerung gemacht werden und somit die in silico
Voraussagen Uber die Topologie weder bestatigt noch widerlegt werden. Die Ergebnisse der
heterologen Expression von HMP23 in S. cerevisiae, welches kein erkennbares N-terminales

Transitpeptid besitzt, weisen auf ein konserviertes internes Importsignal und eine ahnliche
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Proteinimportmaschinerie in die Membranen von Mitochondrien und Hydrogenosomen hin.
Diese Ergebnisse unterstitzen somit auch die Annahme, dass Hydrogenosomen und

Mitochondrien einen gemeinsamen Vorfahren haben.

4.3 Gendeletion von HMP23

Die Charakterisierung von Proteinen, fir die keine putativen Funktionen annotiert sind, kann
durch eine Gendeletion und den Vergleich zwischen Mutante und Wildtyp erleichtert werden.
Die durch die Deletion gewonnen Hinweise auf eine Funktion kann anschlielend gezielter
Uberprift werden. Bei der homologe Rekombination wird das zu deletierende Gen durch
einen Selektionsmarker ausgetauscht. Unter Verwendung des nativen Promotors kann in
T. vaginalis nicht jedes Gen deletiert werden. Der Erfolg ist wahrscheinlich von der Starke
des Promotors abhédngig. Die Anzahl der ESTs ist nicht ausreichend, um die Starke des
Promotors zu definieren, so kann aber schnell eine Tendenz ermittelt werden. Fir eine
qualitative Aussage, muss mittels quantitativer RT-PCR die Anzahl der RNA-Kopien ermittelt
werden.

Die Gendeletion bei T. vaginalis ist keine routinemaflige Methode. Deshalb sollte
zunachst Ferredoxin wie von Land et al. (2004) beschrieben deletiert werden, um sicher zu
stellen, dass die Gendeletion in T. vaginalis im Rahmen dieser Arbeit funktioniert. Die
identische Reproduktion der Deletion von Ferredoxin war aufgrund unkorrekt beschriebener
Oligonukleotide nicht méglich.

Die Sequenz fir die FD1-Rekombinationskassette wurde erneut identifiziert und
sequenziell vor und nach der NEO-Kassette in den Vektor paSCS-Neo ligiert. Die Deletion
war vermutlich nicht sofort erfolgreich, weil der Selektionsdruck zu hoch war. Der native
Promotor von Ferredoxin ist mdglicherweise nicht stark genug, um das NEO-Gen in
ausreichender Menge zu transkribieren. Die Selektion gelingt nur, wenn die Zelle
ausreichende Mengen des Proteins APH-3’ produziert um G418 zu inaktivieren. Da fir
T. vaginalis bereits eine Konzentration von 40 ug/ml G418 letal ist, war die Senkung des
Selektionsdruckes von 100 auf 40 ug/ml G418 méglich. Die Gegebenheit, dass die Deletion
von Ferredoxin mit einer niedrigeren Konzentration der Selektionsdroge schon in den ersten
drei parallel durchgefiihrten Versuche erfolgreich war, unterstitzt die Vermutung, dass die
Zelle in den ersten Versuchen mit héherer G418-Konzentration die Resistenz nicht bilden
konnte.

Das Klonieren der Rekombinationskassette und die Deletion von HMP23 aus dem Genom
von T. vaginalis erfolgten wie fiir FD1 beschrieben. Die Deletion von HMP23 im ersten
Versuch betatigt die Effektivitdt der Bedingungen unter denen Ferredoxin deletiert wurde. Die

Deletion von HMP23 wurde zweifelsohne bestétigt. Die Amplifikation und Sequenzierung von
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zwei Fragmenten, die sowohl Bereiche des Neo-Gens als auch Bereiche aul3erhalb des fir
die Rekombination verwendeten Sequenzabschnittes beinhalten, bewies die Rekombination
in den HMP23 Locus. Das Gen fur HMP23 konnte weder aus dem Genom noch aus der
cDNA des entstandenen Stammes T1 AHMP23 amplifiziert werden. Auch bei einem
Proteomvergleich zwischen Wildtyp und T1 AHMP23 waren die Banden bzw. Spots fir
HMP23 erwartungsgemalf nicht zu sehen. T1 AHMP23 ermdglichte die Beobachtung von
phénotypischen und molekularen Unterschieden zwischen Wildtyp und T1 AHMP23, um

weitere Hinweise auf die Funktion von HMP23 zu gewinnen.

4.4 Phanotypische und molekulare Unterschiede zwischen Wildtyp und
dem Stamm T1 AHMP23

Die HMP23 Homologen in T. vaginalis sind aufgrund der niedrigen Identitdt wahrscheinlich
keine Isoformen. Basierend auf dieser Annahme war ein Unterschied zwischen Wildtyp und
entstehender Mutante zu erwarten, womit Anhaltspunkte fiir eine mégliche Funktion hatten
erhalten werden kénnen.

Das Wachstumverhalten des Wildtyps T1 und des Stammes T1 AHMP23 war identisch.
Das unveranderte Wachstum der Zellen lasst sich nur damit erklaren, dass der Verlust von
HMP23 durch andere Proteine kompensiert wird oder die Funktion von HMP23 unter den
untersuchten Bedingungen keine Rolle spielt. Allerdings deutet die starke Expression von
HMP23 unter den in dieser Arbeit getesteten Bedingungen auf eine wesentliche Funktion
hin. Darliber hinaus ist bekannt, dass T. vaginalis durchaus auf verschiedene
Stresssituationen oder Umgebungen mit einer differentiellen Regulation der Genexpression
reagiert, was eine Expression von HMP23 ohne jeglichen Nutzen oder Bedarf
unwahrscheinlich erscheinen lasst (Kucknoor et al., 2005; Pitz, 2007).

Mégliche morphologische Anderungen des Stammes T1 AHMP23 wurden durch
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht. Die Deletion von HMP23 fiihrte zu
keiner Veradnderung der T. vaginalis Zellen. Es war kein Zusammenhang zwischen den
geringen Grolenunterschieden der Zellen der untersuchten Praparate und der Deletion von
HMP23 oder der Behandlung durch G418 erkennbar.

Im Gegensatz zu den unverdnderten Zellgrélken wird bei dem Vergleich der
HydrogenosomengréfRen zwischen Wildtyp und T1 AHMP23 eine durch die Deletion von
HMP23 induzierte Vergréllerung deutlich. G418 verursachte ebenfalls eine Vergréierung
der Hydrogenosomen, die bei dem Vergleich zwischen T1 TVAG_139300 und Wildtyp T1
erkennbar wird. Die zusatzliche VergréRerung der Hydrogenosomen des Stammes T1

AHMP23 durch G418 lasst vermuten, dass die durch G418 induzierte VergréRerung eine
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andere Ursache hat. Die VergréRerung der Hydrogenosomen durch G418 spielt bei der
Suche nach der Funktion von HMP23 keine Rolle. Der Vollstandigkeit halber sei bemerkt,
dass diese Beobachtung Parallelen zu den Ergebnissen von Benchimol (2001) zeigt. Fir die
Hydrogenosomen von T. vaginalis und T. foetus wurde gezeigt, dass sie unter Stress grofler
werden. Benchimol erklarte in der gleichen Studie, dass die Zellen méglicherweise den
Effekt der Droge Uuberleben, indem die Hydrogenosomen aufgrund eines erhdhten
Stoffwechsels vergréRert werden, wobei die genauen Mechanismen unbekannt sind. Wie
sich die getesteten Drogen auf das Wachstum oder die Stoffwechselprozesse auswirken,
wurde nicht untersucht. Inwieweit die in dieser Arbeit eingesetzte Konzentration an G418 die
T. vaginalis Zellen stresst, wurde nicht nachgeprift. Uber die Ursache l4sst sich nur
spekulieren. Mdglicherweise wird G418 nicht sofort inaktiviert und die kurzzeitige Toxizitat
durch die VergréRerung der Hydrogenosomen (Uberstanden, ohne jedoch die
Wachstumsraten zu beeinflussen.

Um mdgliche Kompensationen zu erkennen, wurde das hydrogenosomale Proteom des
Wildtyps und des Stammes T1 AHMP23 mittels 2D-Gelen verglichen. Bei der Trennung war
bei einem Versuch der Spot des 44,6 kDa schweren HMP31.2, welches als putatives
Tricarboxylat Transportprotein annotiert ist, in den Stamm T1 AHMP23 intensiver. Dies
korreliert mit den Beobachtungen aus dem Vergleich der Membranproteine zwischen Wildtyp
und den Stamm T1 AHMP23. In dem Bereich zwischen 35 und 55 kDa sahen manchen
Banden in der Mutante intensiver aus. In den gleichen Vergleich wurde in der Mutante eine
starkere Intensitat fir die Bande, die nach der Studie von Rada et al. (2011) dem Malat-
Enzym entsprechen koénnte, festgestellt. Dieser Unterschied war aber bei den 2D Analysen
nicht erkennbar. Zuséatzlich wurde bei der relativen Expressionsanalyse im Vergleich zum
Wildtyp eine leichte Erhdéhung der Expression von zwei HMP23 Homologen und von
HMP31.1 und HMP31.2 im Stamm T1 AHMP23 festgestellt. Das Ergebnis der
Expressionsanalyse suggeriert eine leichte Kompensation durch mehre Proteine. Inwieweit
die erhéhte Expression bedeutend ist, hangt von der absoluten Expression im Wildtyp ab.
Wahrscheinlich ist die absolute Erhéhung fir HMP31.1 am héchsten. Diese Annahme stitzt
sich darauf, dass das mitochondriale Aquivalent eines der haufigsten Proteine der inneren
Membran ist (Klingenberg, 2008).

Die Vergrélerung der Hydrogenosomen steht mdglicherweise im Zusammenhang mit der
Kompensation der HMP23-Deletion durch andere Proteine. Die Proteine, die den Verlust von
HMP23 kompensieren, missen vermutlich hochreguliert werden, um die zusatzliche Arbeit
zu gewahrleisten. Die Erhéhung der Expression ist méglicherweise von der Effizienz der
Kompensation abhangig. Dadurch, dass die kompensierenden Proteine wahrscheinlich nicht
die gleiche Leistung wie HMP23 haben, miissen mehr Proteinmolekiile in die Membran

eingebettet werden, als durch die Deletion verloren gegangen sind. Um das Verhaltnis
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zwischen Phospholipiden und Proteinen aufrecht zu erhalten, werden mehr Phospholipide
bendtigt und deshalb die Hydrogenosomen vergrofiert. Inwieweit eine damit verbundene
Erhéhung der Expression der daflir gebrauchten Enzyme detektierbar wére, lasst sich nur
spekulieren. T. vaginalis synthetisiert im Vollmedium keine Phospholipide de novo. Sie
werden nach der Aufnahme nur noch durch z.B. Acylierungen modifiziert. Die
Zusammensetzung der Phospholide wurde zwar ermittelt, das Verhaltnis zwischen Proteinen
und Phospholipiden wurde fir die Hydrogenosomen aber nicht untersucht (Beach et al.,
1990). In der inneren Membran der Mitochondrien machen die Proteine 75% des
Gesamtgewichtes aus (Guidotti, 1972). Wie die Mitochondrien das Verhaltnis zwischen
Phospholipiden und Proteinen aufrecht erhalten, ist nicht geklart. Es wird vermutet, dass
Phospholipide bei dem Import und der Funktion von mitochondrialen Proteinen eine Rolle
spielen. Im Gegenzug regulieren diese Proteine die Synthese der Phospholipide (Gohil und
Greenberg, 2009).

Fur die Mitochondrien in dem Fettgewebe von Calpodes ethlius wurde in der
Puppenphase zwar eine Vergrélierung beobachtet, sie hing aber mit der Erhéhung des
Stoffwechsels aufgrund eines héheren Energiebedarfs zusammen (Larsen, 1970). Die
Beobachtung, dass der ADP/ATP-Transporter HMP31 in dem Stamm T1 AHMP23
hochreguliert ist, kdnnte zwar ein Hinweis fiir einen erhdhten Energiebedarf sein, aber
sowohl die Zellen als auch die Wachstumsraten unterscheiden sich kaum. Diese
Begriindung fiir eine VergréRerung der Hydrogenosomen ist vermutlich unwahrscheinlich,
denn beim Vergleich der hydrogenosomale Proteome des Wildtyps T1 und des Stammes T1
AHMP23 wurden keine Proteine, die an der ATP-Produktion beteiligt sind erkennbar
hochreguliert. In der Literatur wurden keine Studien gefunden, bei denen die Mitochondrien
oder andere Organellen von mutanten Stammen aufgrund der Deletion eines Genes gréfer
wurden. Es gibt drei Méglichkeiten, wie der Verlust von HMP23 eventuell kompensiert wurde:
durch die Verwendung nicht erkannter Isoformen, durch andere Proteine mit der gleichen
Funktionsklasse oder durch alternative Stoffwechselwege.

Dass der Verlust von einem Protein durch Isoformen kompensiert werden kann, wurde
bereits bewiesen. In S. cerevisiae z.B. wurde gezeigt, dass eine bis dahin unbekannte
Isoform des P-Transporters, mit lediglich nur 40% Identit4t den Verlust des P-Transporters
zum Teil kompensieren kann (Hamel et al., 2004). Ein weiteres Beispiel ist die Kompensation
der Deletion eines Malat-Transporters der Vakuole in Arabidopsis thaliana durch einen
zweiten Malat-Transporter (Kovermann et al., 2007).

Es gibt mitochondriale Transporter, die in vitro mehrere Substrate mit unterschiedlicher
Effektivitat transportieren kénnen. Der ADP/ATP-Transporter ist hochspezifisch, kann aber
kleine Mengen von Phosphoenolpyruvat transportieren (Shug und Shrago, 1973). Der Citrat-

Oxoglutarat-Transporter kann zusatzlich nur minimal weniger effektiv Oxalacetat, Fumarat,
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Succinat und in kleineren Mengen L-Malat und andere Tricarboxylate transportieren
(Castegna et al., 2010). Fir den NAD"-Transporter von S. cerevisiae wurde gezeigt, dass er
neben dem Hauptsubstrat NAD® auch AMP und GMP transportieren kann (Todisco et al.,
2006). Die Kompensation durch andere Membranproteine ist theoretisch méglich.

Die Kompensation einer Gendeletion durch die Verwendung von alternativen
Stoffwechselwegen wurde fur S. cerevisiae mehrfach postuliert und nachgewiesen (Wagner,
2000; Papp et al., 2004; Harrison et al., 2007). In Escherichia coli wurde gezeigt, dass die
Deletion des Genes fiir die Pyruvatkinase zu einer Erhéhung anderer Stoffwechselwege und
einer Uberregulation anderer Enzyme fiihrte (Al Zaid Siddiquee et al., 2004). Die
durchgeflihrten Analysen lieferten zwar keine Ergebnisse, die eine solche Kompensation in
T. vaginalis vermuten lassen, sie kann aber nicht ausgeschlossen werden.

Die Deletion von HMP23 kdnnte durch alle drei beschriebenen Méglichkeiten kompensiert
werden. So lieRe sich die Uberexpression der HMP23-Homologen, HMP31.1 und HMP31.2
erklaren. Die hoch regulierten HMP23-Homologen kdnnen vermutlich den Verlust nicht
vollstdndig ausgleichen. Die detektierte leichte Uberexpression von HMP31.1 und HMP31.2
ist méglicherweise auf einen Bedarf von mehr Transporter-Molekiilen zuriickzufiihren. Die
zusatzlichen Transporter-Molekile sind moéglicherweise notwendig, um die HMP23-Funktion
zu kompensieren. Ein weiterer Grund kénnte der erhdhte Metaboliten-Transport sein, der
durch die Erhéhung des alternativen Stoffwechselweges entsteht. T. vaginalis ware somit in
der Lage die Deletion von HMP23 zu kompensieren, ohne dass diese sich offensichtlich
bemerkbar macht.

Die Kompensation einer Gendeletion in T. vaginalis durch die beschriebene Hypothese ist
grundsatzlich mdglich. In den Hydrogenosomen kann z.B. Pyruvat vermutlich direkt
importiert werden — ein Transporter wurde bis jetzt nicht identifiziert — oder aus der
Decarboxylierung von Malat gewonnen werden (Tschudi und Pearce, 2000). Die Deletion
eines potentiellen Pyruvat-Transporters kénnte moéglicherweise durch wenige leistungsfahige
Isoformen und erhéhten Malat-Import und -Decarboxylierung kompensiert werden. Inwieweit
ein anderer Transporter, der keine Isoform ist, die Arbeit bernehmen kénnte, bleibt hoch
spekulativ.

Uber die genaue Rolle von HMP31.1 und HMP31.2 bei der Kompensation der Deletion
von HMP23 kann nur spekuliert werden. In T. gallinae wurde die Funktion eines HMP31.1
Homologs als ADP/ATP Transporter experimentell zwar bestatigt, aber es wurde nie
untersucht, ob dieser Transporter in der Lage ist, andere Substrate wie Malat oder Pyruvat
zu transportieren (Tjaden et al.,, 2004). Die Annotation von HMP31.2 in der Datenbank
TrichDB als ein putatives Tricarboxylat-Transportprotein basiert nur auf Homologien. Das

Protein wurde nie charakterisiert und die Funktion ist weiterhin unbekannt.
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Die Vergroferung der Hydrogenosomen steht eindeutig im Zusammenhang mit der
Deletion von HMP23 und ist méglicherweise auf den vermehrten Einbau von Proteinen, die
fur die Kompensation der HMP23-Deletion nétig sind, in die Membran zurilickzufiihren. Die
molekularen Unterschiede zwischen Wildtyp und T1 AHMP23 beweisen eine Kompensation
durch zwei Homologe, es kann aber durchaus weitere Kompensationswege geben. Die
Uberexpression von anderen Transportern ist ein Hinweis auf die Ubernahme der HMP23-
Funktion durch diesen Transporter oder auf eine Erhéhung eines alternativen
Stoffwechselwegs. Die Uberexpression von anderen Transportern bestarkt zudem die

Hypothese, dass HMP23 auch ein Transporter sein kénnte.

4.5 Fazit

HMP23 ist eines der am hochsten exprimierten integralen Membranproteine der
Hydrogenosomen. Die Gegebenheit, dass die HMP23 Homologen in T. vaginalis, von der
Sequenzidentitdt her offenbar keine Isoformen darstellen, fihrte zur Annahme, dass die
Deletion von HMP23 mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer Stresssituation in der Zelle
fuhren wirde, da seine Aufgaben nicht direkt von einer Isoform (bernommen werden
kénnten. Ob eine Gendeletion zu einem erkennbaren Phanotyp flhrt oder nicht, ist aber
kaum vorhersehbar. In Arabidopsis thaliana z.B. verursachten nur 2% der Gendeletionen
einen Phanotyp unter normalen Bedingungen (Bouche und Bouchez, 2001). Durch den
Vergleich des bei dieser Arbeit entstandenen Stammes T1 AHMP23 mit dem Wildtyp wurden
kleine phanotypische und molekulare Unterschiede festgestellt, die auf eine Kompensation
der Deletion von HMP23 hinweisen. Die Deletion hat aber keinen Einfluss auf das
Wachstum.

Proteine, die in silico nicht als Isoformen erscheinen, kénnen es funktionell doch sein.
Nichtsdestotrotz bietet die Deletion von Genen auch Chancen. Eine Erkenntnis dieser Arbeit
ist, dass die in silico nicht als Isoformen erkannten HMP23-Homologe TVAG_423530 und
TVAG_087280 mdglicherweise doch HMP23-Isoformen sind. Fur beide wurde in dem
Stamm T1 AHMP23 eine leichte Erhdhung der relativen Expression detektiert. Bei
Beriicksichtigung der in silico Analysen ist das flir TVAG 423530 durchaus realistisch.
TVAG_423530 war das einzige HMP23-Homolog, das auch sich wiederholende
Sequenzabschnitte in der Aminosduresequenz hat.

Die Deletion von HMP23 fiihrte zu keinem Phanotyp oder einer daraus resultierenden
Kompensation, die zweifelsohne zur Bestimmung der Funktion von HMP23 ausreichen
wiirde, die Ergebnisse dieser Arbeit deuten aber auf eine Funktion als Transporter hin. Uber

den Transporter-Typ und seine Topologie konnte nicht abschlieRend entschieden werden.
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Fir HMP23 wurden zwei bis sechs a-helikale transmembrane Doméanen vorausgesagt.
Unabhéngig davon, welche Berechnung der richtigen Struktur von HMP23 am nachsten
kommt, kénnte HMP23 aufgrund der Anzahl der Transmembrandoméanen sowohl ein ABC-
Transporter als auch einen MCF &hnlicher-Transporter sein. So lange jedoch keine
Proteinkristallisationsdaten vorhanden sind, kann nicht sicher bestimmt werden, welches
Programm die zuverldssigsten Vorhersagen macht.

Sollte HMP23 ein Transporter sein, dann wahrscheinlich einer mit Ahnlichkeiten zu MCF-
Transportern. Dafiir sprechen folgende Erkenntnisse dieser Arbeit: 1. Die in den Stamm T1
AHMP23 detektierte leichte L"Jberexpression von HMP31.1 und HMP31.2, die als MCF-
Transporter gelten. 2. Die Lokalisation in der inneren Membran der Hydrogenosomen und
Mitochondrien. 3. Das Protein mit Homologie zu HMP23 in Thalassiosira pseudonana ist

vermutlich ein MCF-Transporter und 4. HMP23 hat mehrere transmembrane Domanen.

4.6 Ausblick

Die Deletion von Genen in T. vaginalis ist weiterhin keine routinemaflige Methode. Das
Genom von T. vaginalis ist hochrepetitiv und Homologe, die in silico nicht als Isoformen
erscheinen, kénnen es funktionell doch sein. Nichtsdestotrotz bietet die Deletion von Genen
auch Chancen, essentielle Informationen Uber die Funktionalitat des untersuchten Genes zu
erhalten, denn mutmaRliche Isoformen sind nicht immer in der Lage, einen Verlust
vollstdndig zu kompensieren (Hamel et al., 2004). Eine Einschrankung in der Methode ist die
Verwendung des nativen Promotors und das Vorhanden sein von nur einem
Selektionsmarker fir T. vaginalis. Die Verwendung eines starken Promotors wiirde die
Mdoglichkeit bieten, Gene zu deletieren, die nicht stark exprimiert werden. Waren weitere
Selektionsmdglichkeiten vorhanden, kénnten Kompensationsstudienstudien fir letale
Deletionen durchgefihrt werden. Dass die homologe Expression in T. vaginalis mit einem
induzierbaren Promotor méglich ist, wurde bereits gezeigt (Ortiz und Johnson, 2003).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage fur weiterfihrende Analysen. Der
Proteomvergleich zwischen Wildtyp und dem Stamm T1 AHMP23 sollte mit dem 2D DIGE
(differential gel electrophoresis) System wiederholt werden. Bei der 2D DIGE Analyse
werden die Proteine der zu vergleichenden Proteome kovalent mit verschiedenen
sogenannten CyDye Fluoreszenzfarbstoffen markiert und zusammen nach dem
isoelektrischen Punkt und dem Molekulargewicht getrennt. Mit Hilfe von internen Standards
kénnen Konzentrationsunterschiede der zu vergleichenden Proben normalisiert werden. Mit
dem Vergleich der Fluoreszenz kénnen relative Unterschiede zwischen den Proteinmengen

in einem Spot genau detektiert werden (Marouga et al., 2005). Die Hinweise auf
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Kompensationen durch andere Proteine oder alternative Stoffwechselwege konnten
anschlielend durch Expressionsanalysen mittels qRT-PCR verfolgt werden.

Eine weitere Mdglichkeit, Unterschiede zwischen dem Wildtyp und dem Stamm T1
AHMP23 zu detektieren, ist die Herstellung von EST-Datenbanken mit anschlielendem
Vergleich. Die ermittelten Unterschiede sollten aber mittels gRT-PCR lberprift werden, denn
EST-Datenbanken kénnen fehlerhaft sein (Wang et al., 2004).

Um die Funktion von HMP23 als Transporter zu bestatigen, missen weitere Experimente
folgen. In anderen Organismen wurden die Substrate von Transportern mit Hilfe von
Liposomen ermittelt. Das Protein kann aus der nativen Membran solubilisiert werden. Nach
der Entfernung der Detergentienmicellen und der Phospholipide kann das zu untersuchende
Protein in Liposomen eingebaut werden und der Transport von den z.B. radioaktiv
markierten Substraten in die Liposomen untersucht werden (Indiveri, 2010). Das zu
untersuchende Protein kann alternativ in vitro exprimiert werden. Dazu gibt es z.B.
kommerzielle Anwendungen, die es erlauben, Membranproteine ohne Markierung durch
einen Anhang zu exprimieren. Die Expression erfolgt dabei in vitro mit bakteriellen
Translationskomponenten (Zubay, 1973; Studier et al., 1990).

Sollte die Funktion als Transporter bestatigt werden, kann mit der blauen nativen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) ermittelt werden, ob HMP23 ein Homodimer
bildet (Schagger et al., 1994). Eine Alternative dazu ist die Isolierung des markierten HMP23
unter nativen Bedingungen mittels GréRenausschlusschromatographie (size exclusion
chromatography, SEC). Ein Ansatz dazu ist die von Rada et al. (2011) beschriebene Analyse
von TOM40 aus den Hydrogenosomen von T. vaginalis.

Um die genaue Struktur von HMP23 zu bestimmen, muss das Protein kristallisiert werden.
Das gestaltet sich in der Regel fiir Membranproteine als sehr schwierig, dennoch wurden im
Laufe der Zeit immer mehr Membranproteine mit unterschiedlichen Methoden erfolgreich
kristallisiert (Bill et al., 2011).

Die Topologie der Termini von Membranproteinen der hydrogenosomalen inneren
Membran kann nur bestimmt werden, wenn diese fiir Proteinase K zuganglich gemacht
werden. Bei den Mitochondrien ist es moglich, die duRere Membran durch den Aufbau eines
osmotischen Drucks zu zerstéren (Wojtczak et al., 1971). Dies kénnte sich bei den
Hydrogenosomen als schwierig gestalten, weil beide Membranen parallel verlaufen und der
Abstand zwischen diesen kleiner ist als bei den Mitochondrien (Benchimol und de Souza,
1983). Alternativ kann die duflere Membran der Mitochondrien von der inneren mit dem
nichtionischen Tensid Digitonin getrennt werden (Schnaitman und Greenawalt, 1968). Ob die
Permeabilisierung der auferen hydrogenosomalen Membran durch die Behandlung von
nichtionischen Tensiden wie Digitonin gelingt, ohne die innere Membran zu zerstéren, hangt

von den biochemischen Unterschieden zwischen den beiden Membranen ab. Die Lipide der
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Hydrogenosomen wurden zwar ermittelt, aber nicht fir die einzelnen Membranen. Die
Behandlung der Hydrogenosomen sollte mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt
werden. Um den Erfolg zu protokollieren, missen Antikorper gegen Proteine, die in der
dufleren Membran und im Intermembranraum lokalisiert sind, hergestellt werden. Durch die
Behandlung der entstandenen Hydrogenosomen ohne &uliere Membran mit Proteinase K
und anschlie3ender Detektion eines Matrixproteines, das geschiitzt sein misste, kann die
Unversehrtheit der inneren Membran nachgewiesen werden.

Die Charakterisierung von weiteren hydrogenosomalen Membranproteinen ist wichtig, um
den Metabolitentransport in und aus den Hydrogenosomen zu verstehen. Fir die Suche
nach neuen Membranproteinen sollte das Genom von T. vaginalis mit einem anderen
Programm als TMHMM untersucht werden. Dieses Programm hatte die schlechteste
Performance bei den Voraussagen fir die MCF-Transporter von S. cerevisiae (3.1.2). Fir
HMP31, dessen Funktion als ADP/ATP Antiporter gezeigt wurde, hat das Programm keine
einzige transmembrane Domane gefunden.

In dieser Arbeit wurden Erkenntnisse Uber das Deletieren von Genen in T. vaginalis
gewonnen, mit deren Hilfe zukinftige Studien erfolgversprechender durchgefiihrt werden
kénnen. Die Lokalisation von HMP23 in der inneren hydrogenosomalen Membran und die
Indizien fiir eine Funktion als Transporter haben eine Grundlage fir zielgenaue und

weiterfiihrende Analysen geschaffen.

59



Material

5. Material und Methoden

5.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den folgenden
Firmen bezogen:

Acros Organics (Geel, Belgien), AppliChem GmbH (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co.
(Karlsruhe), Difco Laboratories Inc. (Palo Alto, USA), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot),
Fischer Chemical (Schwerte), Fluka (Buchs SG, Schweiz), GE Healthcare (Miinchen), J.T.
Baker (Deventer, Niederlande), Merck Biosciences (Darmstadt), Serva (Heidelberg), SIGMA-
ALDRICH Chemie GmbH (Taufkirchen), VWR (Darmstadt).

5.2 Enzyme und Antibiotika

Apal

BamH|

BP Clonase Il Enzyme mix
CIAP

DNase

Hindlll

Kpnl

LR Clonase Il Enzymee mix
Notl

Proteinase K

Sacll

T4 DNA Ligase

Tag DNA Polymerase
Trypsin

Velocity DNA Polymerase

Ampicilin
G418
Kanamycin

Penicillin/Streptomycin

New England Biolabs
New England Biolabs
Invitrogen

Fermentas
Fermentas

New England Biolabs
New England Biolabs
Invitrogen

New England Biolabs
Roth

New England Biolabs
New England Biolabs
5-Prime

Promega

Bioline

Roth
Roth
Roth

MB Biomedicals
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5.3 Oligonukleotide

Die in den Tabellen 5.1, 5.2, 5.3 und 5.4 aufgelisteten Oligonukleotide wurden von der Firma

Metabion (Martinsried) synthetisiert. Die Oligonukleotide in den Tabellen 5.5 und 5.6 wurden

von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert.

Tabelle 5.1: Ubersicht der Oligonukleotide fiir die Lokalisationsstudien.

Name Sequenz Tm
M13F 5-GTAAAACGACGGCCAG-3' 46°C
M13R 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 45°C
H23 F Ndel B1 5-AAAAAAGCAGGCTCATATGGGTTGCTTCTGCAAGGAGAT-3’ 55°C
H23 R BamHI_Br5 5-TATACAAAGTTGGGATCCGTTAATGAAGGCAAGAACATCCTTG-3" 54°C
H23 F Ndel B5 5 -ATACAAAAGTTGCATATGGGTTGCTTCTGCAAGGAGAT-3" 55°C
H23 R BamHI B2 5-AGAAAGCTGGGTGGATCCTTAGTTAATGAAGGCAAGAACATCCTTG-3" 54°C
AttB1_Adapter 5-GGGGACAAGTTTGAAAAAAGCAGGCT-3’ 58°C
AttB5r_Adapter 5-GGGGACAACTTTTGTATACAAAGTTG-3’ 55°C
AttB5_Adapter 5-GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTG-3° 55°C
AttB2_Adapter 5 -GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3' 63°C
HA F_attB1 5-AAAAAAGCAGGCTATGTACCCATACGATGTTCCA-3' 50°C
HA R attBr5 5-TATACAAAGTTGAGCGTAATCTGGAAC-3’ 39°C
HA B2 REV 5-AGAAAGCTGGGTTTAAGCGTAATCTGGAACA-3’ 45°C
H23 F_Sall 5-GTCGACAGGTTGCTTCTGCAAGGAGAT-3’ 52°C
H23 R_Sall_st 5-GTCGACTTAGTTAATGAAGGCAAGAACATCCTTG-3’ 56°C

Tabelle 5.2: Ubersicht der Oligonukleotide fiir die Deletion von Ferredoxin1.

Name Sequenz Tm

F5F Notl 5-GACGTGCGGCCGGATTGTGAAAATACCGATGTCCACCACTAC-3" 63°C
F5R_Kpnl 5-GACGTGGTACCTCGCTAAAGAGAAGTGAAGTAAATATTTTGAATACAAA-3 62°C
F3F_BamHlI 5-GACGTGGATCCATAATTGAAAGTTTATTAAATTGTTTTTGATTTTTTTCCAATACTTAAG-3 62°C
F3R_Hindlll 5-GGTGGTAAGCTTAATTAAACATCGATATCTTTTTACTAGTAAGTAAAATACTATAC-3° 62°C
NEO646 5-GACCGCTATCAGGACATAG-3’ 55°C
FK3R 5-AAACAGCATTTGACTGCTATTTGT-3" 54°C
FD_FOR 5-AAAAAGCAGGCTATGCTCTCTCAAGTTTGCC-3 49°C
FD_REV 5 -TATACAAAGTTGGAGCTCGAAAACAGCACC-3° 50°C
NEO_FOR 5-ATGATTGAACAAGATGCATTGC-3° 49°C
NEO_REV 5’-TCAGAAGAACGCGTCAAGAAG-3’ 52°C

Tabelle 5.3: Ubersicht der Oligonukleotide fiir die Deletion von HMP23.

Name Sequenz Tm
H5F_Sacll 5-GGTGGTCCGCGGCGAGATTCCTCCACCAGATA-3' 56°C
H5R_Kpnl 5-GGTGGTGGTACCTTGTAAAGTGAACTGAAAAACGATAC-3' 56°C
H3F_BamHI 5-GGTGGTGGATCCCCACTTCAAGGATGTTCTTGC-3' 57°C
H3R_Apal 5-GGTGGTGGGCCCGGGAATCGTTTTGAGTTGGGT-3' 57°C
HK5F 5'-CGAAGTCGAATTGAACGGTATC-3' 53°C
HK3R 5'-CGTGGTCGGAAATTCAACTCTT-3' 53°C
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Tabelle 5.4: Ubersicht der Oligonukleotide fiir gqRT-PCR Analyse.

Name Sequenz Tm
cHmp23F 5-TGGCGCTCTCCTTGGCACAC-3' 60°C
cHmp23R 5"-CGAGGCTGTTCGGGCAAGCT-3' 60°C
c485120F 5-TTGGCGGCCTTCAGACAGGT-3' 58°C
c485120R 5"-CGCCAAGAGCACCACCGAGG-3' 60°C
c77910F 5"-TGGCCAAAATCGCACTTTCAGGA-3' 57°C
c77910R 5"-CGCGGTGAATATGGCTGCAGC-3' 59°C
c423530F 5"-GCTGGTGGTATTGGCGCAGCT-3' 60°C
c423530R 5"-TGGCCAGCAAAGTAGAAGCGG-3' 57°C
c087280 5"-AACGACGGCAGTAGCTGACGT-3' 59°C
c087280 5-TGTGGCAGTGTGACAGCCGT-3' 59°C
cAktin249200F 5-TGTCGCCCTCGACTTCGATGC-3' 59°C
cAktin249200R 5"-GCAGCGGAAGCGCTCATTGC-3' 58°C
cH31.2F 5"-CCCCTAACGGTGCCCTCCCA-3' 60°C
cH31.2R 5’-GTTGCCACGCCAGAAAGCGG-3' 60°C
cH32.1F 5'-GCGCCTTTCCGTCGGCTTCA-3' 60°C
cH32.1 R 5'-CGGCGATGCCCTGCTCCTTC-3' 59°C

Tabelle 5.6: Ubersicht der Oligonukleotide fur die Herstellung der Standardkurven fiir die qRT-PCR.

Name Sequenz Tm
ST_423530_F 5"-CCACGGCCTTAAAGGTGATGCTG-3' 58°C
ST_423530_R 5"-ACATCTGGCCTCTTGCCCAGT-3' 58°C
ST_087280_F 5"-ATGACAACAGAGACGAGTTCCTTCTTCAA-3' 58°C
ST _087280_R 5"-ACCTAGCATCTGGCATGCAAACA-3' 57°C
ST_249200_Akt_F 5-AACCTCGCTGGCCGTGATCT-3' 58°C
ST_249200_Akt R 5'-GGAGCCACCGACCCAAACGG-3' 60°C
H31.1F_Ndel_B1 5-AAAAAAGCAGGCTCATATGGCACAGCCAGCAGAACAGATCCT-3' 57°C
H31.1R_BamHI_Br5 5"-TATACAAAGTTGGGATCCTTTCTTCTTTGG AGCAACCTTTCCCTTGATC-3' 60°C
H31.2F_Kpnl_B1 5"-AAAAAAGCAGGCTGGTACCATGGCTACCGAAGCCGATAAGG-3' 57°C
H31.2R_BamHI_Br5 5"-TATACAAAGTTGGGATCCCTTTTTCTTCTTATCCTTTTTCTTGTCGTC-3' 56°C

5.4 Verwendete Stamme

Escherichia coli:

XL1-Blue MRF’ (Stratagene): A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-
1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F* proAB laclqgZAM15 Tn10 (Tetr)]

DH5a (Bethesda Research Laboratories): supE44, lacU169 (80 lacZ _M15), hsdR17
(rk-, mk+), recA1, endA1gyrA96, thi-1, relA1

Trichomonas vaginalis:

T1 (J.-H. Tai, Institute of Biomedical Sciences, Taipei, Taiwan)
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Saccharomyces cerevisiae:
INVSc1 (Invitrogen): his3D1/his3D1 leu2/leu2 trp1-289/trp1-289 ura3-52/ura3-52

5.5 Reagenzsitze

Power SYBR® Green PCR Master Mix Aplied Biosystems

Clone Jet™ Fermentas

DNAzol® Reagenz Invitrogen

iScript™cDNA Synthesis Kit Biorad

MultiSite GATEWAY® Pro Invitrogen

Nucleospin Plasmid Kit Mini Macherey-Nagel

QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Quick Ligation™ Kit New England Biolabs

TRIzol® Reagenz Invitrogen

Ettan 2-D Clean-Up Kit GE Healthcare
5.6 Vektoren

pDNOR™ P1-P5r Invitrogen

pDNOR™ P5-P2 Invitrogen

pTagvag2 (Hrdy et al., 2004)

pSCS-NEO (Delgadillo et al., 1997)

pJet1.2 Fermentas

pGreg536 (Jansen et al., 2005)

5.7 Arbeiten mit Escherichia coli

Alle Arbeiten mit Escherichia coli wurden nach Standardprotokollen (Sambrook et al., 1989)
durchgefiihrt.

5.8 Arbeiten mit Trichomonas vaginalis

5.8.1 Anzucht von T. vaginalis

T. vaginalis wurde in 15 ml Kulturréhrchen mit Schraubdeckel von Sarstedt in 12 ml TYM-
Medium pH 6,2 (22,22% (w/v) Tryptose, 11,11% (w/v) Hefeextrakt, 5,55% (w/v) Maltose,
1,11% (w/v) L-Cystein, 0,22% (w/v) L(+)-Ascorbinsaure, 0,88% (w/v) KH,PO4 und 0,88%
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(W/v) KoHPO4) mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem Pferdeserum (PAN Biotech), 0,71% (v/v)
Eisenldsung (1% (W/v) Fe(NH4)2(SO4).x6H,0 und 0,1% (w/v) 5-Sulfosalicylsdure) bei 37°C
angezogen und alle 48 Stunden mit 100 pl der Vorkultur in frisches TYM-Medium umgesetzt
(Clark und Diamond, 2002). Im Fall einer bakteriellen Kontamination wurde Penicillin
[100 U/ml] und Streptomycin [100 U/ug] zugesetzt. Zur Anzucht in gréReren Mengen wurden
45 ml TYM-Medium mit 5 ml bzw. 1 | TYM-Medium mit 100 ml einer Vorkultur beimpft.

5.8.2 Elektroporation von T. vaginalis

Fur die Transfektion von T. vaginalis wurde eine 50 ml Kultur mit 1000 x g und 4°C fir
15 Minuten zentrifugiert und in 1,5 ml TYM-Medium pro Gramm Zellen aufgenommen
(Delgadillo et al. 1997). Die Zellen wurden resuspendiert und viermal durch eine 23G-Kanile
gezogen. Zu einer bei -20°C vorgekuhlten 0,4 cm Elektroporationskiivette (Molecular
BioProducts) wurden 300 ul der Zellsuspension und 50 pug DNA gegeben. Die
Elektroporation erfolgte mit einem Gene Pulser von Biorad bei 350 V und 975 uF. Die
Zeitkonstante sollte einen Wert zwischen 165 und 200 ms erreichen. Der Ansatz wurde 10
Minuten auf Eis gekihlt und anschlie®end zu 12 ml 37°C warmem TYM-Medium, das bereits
Penicillin/Streptomycin (100 U/100 ug) enthielt, gegeben. Nach vier Stunden Inkubation bei
37°C wurde zur Selektion das Antibiotikum G418 [100 ug/ml] hinzugegeben und 48 Stunden
bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Kultur ohne die sedimentierten toten Zellen in ein
neues Rdéhrchen Uberfiihrt und mit 1000 x g bei RT pelletiert. Die pelletierten Zellen wurden
in 12 ml TYM-Medium mit G418 aufgenommen und bei 37°C inkubiert.

5.8.4 Dauerkulturen T. vaginalis

In einem sterilen 2 ml Cryo-Réhrchen (Roth) wurde zu 0,5 ml TYM-Medium und 20% (v/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO) 0,5 ml von einer T. vaginalis Kultur hinzugegeben und 2 h auf Eis
inkubiert. Nach weiteren 2 h bei -20°C wurden die Dauerkulturen bei -80°C aufbewahrt. Fur
die Wiederverwendung der Kulturen wurden diese bei 37°C aufgetaut und zu vorgewarmtem

TYM-Medium gegeben.

5.8.4 Isolierung von Hydrogenosomen aus T. vaginalis

Die Hydrogenosomen wurden nach Bradley et al. (1997) mit Anderungen nach Piitz et al.
(2005) und Mentel et al. (2008) isoliert. Die Isolierung erfolgte mit vorgekihlten Lésungen,
Geraten und GefédlRen bei 4°C. 11 TYM-Medium wurde mit 100 ml einer sich in der

logarithmischen Wachstumsphase befindenden T. vaginalis Vorkultur beimpft. Nach 24 h
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Inkubation wurde die Kultur mit 1000 x g fiir 10 min pelletiert und anschlieRend zweimal mit
100 ml SMB (250 mM Saccharose, 10 mM MOPS/KOH pH 7,2, 10 mM (-Mercaptoethanol)
gewaschen. Das Pellet wurde in 20 ml SMDI (250 mM Saccharose, 10 mM MOPS pH 7,2,
10 mM DTT, 50 pg/ml TLCK (Bachem), 10 ug/ml Leupeptin (AppliChem)) resuspendiert und
in einem Mérser mit 0,5 mm @ Glasperlen 20 min lang aufgeschlossen. Die Glasperlen,
Zellkerne, Membranen und nicht aufgeschlossenen Zellen wurden mit 755 x g fir 10 min
vom Gesamtzellextrakt getrennt. Die Hydrogenosomen und Lysosomen wurden in der
nachsten Zentrifugation (10 min; 7500 x g) vom Cytosol getrennt. Das Pellet mit den
Hydrogenosomen und Lysosomen wurde in 19 ml SMDI resuspendiert und zu gleichem
Volumen einer 90%igen Percoll-Lé6sung (90% (v/v) Percoll, 10% (v/v) isotonische
Saccharose (2,5 M Saccharose, 100 mM MOPS/KOH pH 7,2), 10 mM DTT, 50 pg/ml TLCK,
10 yg/ml Leupeptin) gegeben. Die Probe wurde ohne Luftblasen in ein
Ultrazentrifugenréhrchen (Beckmann Optiseal Polyallomer Tubes) tGberfihrt und mit dem
Vertikalrotor VTi50 (Beckmann) bei 30.000 rpm fiur 45 min mit Bremsen bis 800 rpm
zentrifugiert. Die hydrogenosomale Bande wurde mit einer Pasteur-Pipette gesammelt, mit
SMDl410 (250 mM Saccharose, 10 mM MOPS/KOH pH 7,2, 10 mM DTT, 5 pg/ml TLCK,
1 hug/ml Leupeptin) 1/10 verdinnt und fir 15 min bei 3000xg zentrifugiert. Die
Hydrogenosomen wurden mit 50 ml SMDI-Puffer gewaschen (10 min; 7500xg) und in 500-
1000 pl SMDI resuspendiert. Die temporare Lagerung erfolgte je nach Folgeversuch bei 4°C
oder -20°C, die dauerhafte bei -80°C.

5.8.5 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die Fluorenzenzmikroskopie der mit dem pH23C-Vektor transfizierten T. vaginalis Zellen
am LSM 510 Meta Konfokalen Mikroskop von Zeiss am Institut fir Genetik der HHU
Dusseldorf wurden 12 ml einer sich in der logarithmischen Wachstumsphase befindenden
Kultur verwendet. Alle Zentrifugationen erfolgten mit 1000 x g fiir 1 min bei 4°C. Die Zellen
wurden pelletiert und mit 750 yl PBS (8%o0 (w/v) NaCl, 0,2%. (w/v) KCI, 1,44%0 Na,HPOQ,,
0,24%o0 (w/v) KH,PO,4, pH7,4) gewaschen. Die pelletierten Zellen wurde in kaltem Methanol
resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert, pelletiert, in kaltem Aceton resuspendiert und erneut
5 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das Pellet bei RT
trockengelassen, in 1 ml Blocking-PBS (1% BSA (w/v) in PBS) resuspendiert und 15 min bei
RT inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend bei RT pelletiert und mit dem ersten Antikérper
(Maus Anti-Hadmagglutinin monoklonaler AK (Sigma) und Kaninchen Anti-aSCS polyklonaler
AK, beide 1:500 in 1 ml Blocking-Puffer verdiunnt) 1h bei RT auf einem sich um 360°
drehenden Rotator inkubiert. Nach drei Waschungen von je 10 min mit PBS wurden die

Zellen mit den jeweiligen Zweitantikérpern (Alexa Fluor-488 Esel Anti-Maus (griin) und
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Alexa-Fluor-594 Esel Anti-Kaninchen (rot), beide von Invitrogen 1:1000 in 1 ml Blocking-
Puffer verdiinnt) 1h bei RT und im Dunkeln wie beim ersten Antikérper inkubiert. Nach drei
Waschungen mit PBS fir 10 min im Dunkeln wurden die pelletierten Zellen in 1 Vol.
Vectashield® mit DAPI (Vector Laboratories) resuspendiert. 10 pl der Suspension wurden auf
einen silanisierten Objekttrager (Electron Microscopy Sciences) pipettiert, ein grolies
Deckglaschen luftblasenfrei drauf gelegt und mit Glycerol Gelantine von Sigma versiegelt.
Das Praparat wurde bis zur Untersuchung bei 4°C dunkel gelagert. Die Aufnahme der Bilder

erfolgte mit der Software Image Browser (Zeiss).

5.8.6 Elektronenmikroskopie

Fur die Transmissions-Elektronenmikroskopie wurden 12 ml einer sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befindenden Kultur mit 1000 x g ftr 10 min pelletiert und dreimal mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden in Fixativ (2,5% (v/v) Glutaraldehyd in 0,1 M Na-Cacodylat-
Puffer pH 7,3) resuspendiert und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden viermal je
10 min mit 0,1 M Na-Cacodylat-Puffer gewaschen und in 2% (w/v) Osmiumtetroxid (OsQ,)
(in 0,1 M Na-Cacodylat-Puffer, 0,8% (w/v) Kaliumhexacyanoferrat Ill) resuspendiert. Nach
der Osmierung fir 2 Stunden wurden die Zellen erneut viermal mit 0,1 M Na-Cacodylat-
Puffer gewaschen. Der erste Teil der Entwasserung erfolgte fur jeweils 15 min mit 50% (v/v)
und 70% (v/v) Aceton. Bis zu diesen Schritt wurden die Proben am Institut fir Zellbiologie an
der Heinrich Heine Universitat vorbereitet und die Lésungen freundlicherweise von Frau M.
Nissen zur Verfiigung gestellt. Der zweite Teil der Praparierung wurde freundlicherweise von
Frau Dr. K. Bolte am Institut fir Zellbiologie an der Philipps Universitat Marburg durchgefiihrt.
Nach der restlichen Entwésserung mit 80% (v/v), 90% (v/v) und absoluten Aceton erfolgte
die Impragnierung tber Nacht in 1:1 Aceton-Epon Gemisch. Nach der Polymerisation fir
48 h bei 60°C erfolgte die Nachkontrastierung der Ultradiinnschnitte fir 5 min mit gesattigter
Uranylacetatlésung und weitere 5 min mit 0,5% Bleicitrat. Die TEM-Aufnahmen erfolgten mit
dem Elektronenmikroskop JEOL 2100 TEM bei 80 kV in Kombination mit einer fast-scan 2K
62K CCD Kamera F214 (TVIPS, Gauting). Die Flache der T. vaginalis Zellen und der
Hydrogenosomen wurde anhand der Pixelanzahl mit dem Programm GIMP berechnet
(5.12.2).

5.8.7 Wachstumskurven

Die Zellen des Wildtyps T1 und des Stammes T1 AHMP23 wurden parallel gezahlt. Der
Versuch wurde viermal wiederholt und mit den Messdaten eine Wachstumskurve herstellt.
20.000 Zellen wurden in 12 ml TYM-Medium mit Penicillin/Streptomycin (100 U/100 pg)
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Gberfuhrt und bei 37°C inkubiert. Die Zahlung erfolgte mit der Thoma neu Kammer von

Superior-Marienfeld. Die Anzahl an Zellen pro ml wurde folgendermafl}en berechnet:

Zellen nZellen x Verdinnungsfaktor x 1000 pul

ml (0,05 mm x 0,05 mmx 0,1 mm x 16 kleine Quadrate x ausgezahlte Quadrate)

5.9 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

5.9.1 Transfektion von S. cerevisiae

Die Trager-DNA (50 ug Heringssperma-DNA, Roche) wurde 10 min bei 95°C denaturiert und
auf Eis gekuhlt. Auf die gefrorenen kompetenten Hefe-Zellen wurde zuerst die Trager-DNA
und anschliefend 1 ug Plasmid-DNA pipettiert und die Zellen fir 60 s bei 37°C in einem
Thermomixer mit 300 rpm inkubiert. Es wurden 15 pl 100 mM CaCl, hinzugegeben und
weitere 3 min geschittelt. Nach der Zugabe von 75 pl 100 mM CaCl, und 1 ml Puffer 2
(40% (w/v) PEG 1000; 200 mM Bicin, pH 8,35) wurde das Reaktionsgefald dreimal invertiert
und 1 h bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden anschlielend fir 1 min bei 800 x g pelletiert,
dreimal mit 500 pl Puffer 3 (150 mM NaCl, 10 mM Bicin, pH 8,35) gewaschen und in 200 pl
Puffer 3 resuspendiert. Die Zellen wurden auf SC-Minimalmedium (0,67% (w/v) Yeast
Nitrogen Base und 0,192% (w/v) Yeast Synthetic Dropout Medium Supplement ohne Uracil)
mit 1,5% (w/v) Agar und 2% (v/v) steril filtrierter Glucose ausplattiert. Die anschlielende
Inkubation erfolgte fiir 2 Tage bei 30°C.

5.9.2 Heterologe Proteinexpression in S. cerevisiae

Eine Kolonie der mit dem Vektor pGreg536-HMP23 transfizierten Hefe-Zellen wurde zu
50 ml SC-Minimalmedium mit Glucose (2%) gegeben und 2 Tage bei 30°C mit 200 rpm
inkubiert. Das benétigte Volumen fiir das Animpfen von 500 ml Medium zu einem ODggo-Wert
von 0,4 wurde mit 1500 x g fur & min bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml SC-
Minimalmedium mit 2% Galaktose und 1% Raffinose resuspendiert und zu 500 ml SC-
Minimalmedium mit 2% Galaktose und 1% Raffinose gegeben. Die Expressionskultur wurde
Uber Nacht bei 30°C mit 200 rpm inkubiert. Der pGreg536 Vektor wurde freundlicherweise
von Prof. Dr. Ramezani Rad aus dem Institut flir Mikrobiologie, Heinrich Heine Universitat,

zur Verfligung gestellt.
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5.9.3 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae

Fur die Isolierung der Mitochondrien aus HMP23 heterolog exprimierenden Hefe-Zellen
wurden 0,5 | der Expressionskultur mit 1000 x g bei RT fiir 5 min pelletiert und mit 20 ml H,O
gewaschen. Nach einer weiteren Waschung mit 20 ml Waschpuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4,
50 mM NaCl und 0,6 M Sorbitol) wurde das Pellet in 10 ml Waschpuffer resuspendiert und in
ein 50 ml Kulturréhrchen mit Schraubdeckel Giberfiihrt. Nach einer Zentrifugation mit 1000 x g
bei RT fur 5 min wurde das Pellet in 5 ml Waschpuffer resuspendiert, 1 yl/ml Yeast/Fungal
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma) und 1/2 Vol. 0,5 mm & Glasperlen dazu gegeben. Nach
einer Inkubation auf Eis fur 5 min wurde die Probe dreimal 1 min gevortext. Zwischen den
einzelnen Vortexschritten wurden die Zellen fur jeweils 1 min auf Eis belassen. Die
aufgeschlossenen Zellen wurden 15 min bei 4°C mit 3345 x g zentrifugiert, um Zelltrimmer
und Glasperlen abzutrennen. Der Uberstand wurde 20 min mit 10.000 xg bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet mit den Mitochondrien wurde in 200 yl Waschpuffer mit 1 pl/ml
Protease Inhibitor resuspendiert und je nach Folgeversuch bei 4°C oder -20°C aufbewahrt.

Es wurde auch einen Aliquot des post-mitochondrialen Uberstandes (PMU) aufbewahrt.

5.10 Arbeiten mit DNA

Folgenden Standardmethoden wurden nach Sambrook et al. (1989)durchgefiihrt:
- Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA
- Restriktion von DNA
- Auftrennung von DNA und RNA Fragmenten durch Agarose-Gele

Folgenden Methoden wurden nach Herstellerangaben durchgefihrt:

- Extraktion von DNA aus Agarosegelen mit dem QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen
- Klonierung mit dem MultiSite Gateway® Pro Kit von Invitrogen

- Plasmid-Praparation aus E. coli mit dem NucleoSpin®Plasmid von Macherey-Nagel

- Ligation mit dem pJet-Vektor von Fermentas

- Ligation mit der Quick Ligase von NEB

- cDNA Synthese mit dem iScript™cDNA Synthesis Kit von Bio-Rad

5.10.1 Isolierung von RNA und genomischer DNA aus T. vaginalis

Fur die Isolierung von RNA mit Trizol® und genomischer DNA mit DNAzol® nach
Herstellerangaben wurde eine 50 ml Kultur von T. vaginalis (5.2.2) 10 min bei 1000 x g und
4°C pelletiert.
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5.10.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
5.10.2.1 PCR

Die Amplifikation von definierten DNA-Abschnitten mittels PCR (polymerase chain reaction)
(Saiki et al., 1988) erfolgte aus 100 ng genomischer oder Plasmid-DNA mit 1 x Polymerasen-
spezifischem Puffer, je 0,2 mM dNTPs, je 0,4 uM Oligonukleotide und 1 U DNA-Polymerase.
Nach der Initialdenaturierung von 5 min bei 95°C folgten 30 Zyklen von 30 s bei 95°C, 30 s
bei 45-65°C (je nach Schmelztemperatur der Oligonukleotide) und 0,5-3 min (je nach
Polymerase) bei 72°C und eine End-Elongation von 2-12 min bei 72°C. Der Erfolg der
Reaktion wurde auf einem 1 oder 2%-igen Agarosegel kontrolliert. Als DNA-Marker wurde
der GeneRuler DNA Ladder Mix von Fermentas #SM0331 verwendet.

5.10.2.2 Nested PCR

Fur die Klonierung von HMP23 mit dem MultiSite GATEWAY® Pro von Invitrogen (5.10.5)
wurden die Rekombinationssequenzen mittels einer nested PCR vervollstdndigt. Die
Reaktion wurde mit dem Produkt einer Standard-PCR, wie unter 5.10.2.1 beschrieben als
Matrize durchgefiihrt. Der Ansatz enthielt aulierdem 1 x Polymerasen-spezifischen Puffer, je
0,2mM dNTPs, je 0,8 uM Oligonukleotide und 1 U DNA-Polymerase. Nach einer
Denaturierung von 2 min bei 95°C folgten 5 Zyklen von 15 s bei 94°C, 30 s bei 45°C und
30 s bei 72°C. Nach einer Elongation von 5 min bei 72°C und einer Denaturierung von 2 min
bei 94°C folgten 20 Zyklen von 15 s bei 94°C, 30 s bei 55°C und 30 s bei 72°C. Die End-
Elongation dauerte 2 min bei 72°C.

5.10.2.3 Quantitative Real Time PCR

In der klassischen PCR erfolgt die Detektion der DNA-Amplifikation am Ende des letzten
Zyklus. Bei der quantitativen real time PCR (gRT-PCR) hingegen wird die DNA-Amplifikation
und -Detektion in Echtzeit quantifiziert. Fluoreszenz-Farbstoffe, wie z.B. SYBR® Green,
interkalieren in das PCR-Produkt und kénnen nach der Interkalation direkt detektiert werden.
Die gemessene Fluoreszenz ist proportional zur Anzahl der Molekile der amplifizierten
Zielsequenz. Mit diesem Vorteil kann in der exponentiellen Phase der PCR-Amplifikation die
DNA-Konzentration bestimmt und damit die Anzahl der DNA-Kopien am Anfang der Reaktion
berechnet werden (Wittwer et al., 1997).

Die Grole des zu amplifizierenden Sequenzabschnitts liegt im Idealfall zwischen 80 und
250 bp. Die Oligonukleotide sollten ein GC Gehalt von ca. 50% haben, 18 bis 24 Nukleotide

lang und komplementéar zu einem Teil des Genes im 5°-Bereich sein. Die Oligonukleotide fiir

69



Methoden

diese Arbeit wurden mit Hilfe des Online-Programms Primer BLAST' designt. Mit einer
Standardkurve kann die Effizienz ermittelt werden, mit der die Zielsequenz mit den
verwendeten Oligonukleotiden amplifiziert wird, wobei 100% den Idealwert darstellt. Die
Matrizen-DNA wird vorher seriell verdiinnt. Es wird der Logarithmus der Verdiinnungsreihe
(x-Achse) gegen den Ci-Wert (y-Achse) fur die entsprechende Konzentration aufgetragen.
Der Korrelationskoeffizient (R?) fur die Kurve ist ein Indikator fur die Qualitat der Kurve und
sollte bei R?=1 oder R?=0,999 liegen. Die Effizienz der Oligonukleotide sollte zwischen 90-
110% liegen (Ramakers et al., 2003). Eine zusatzliche Kontrolle fir den Versucht ist eine
Schmelzkurve, mit der Uberprift werden kann, ob verschiedene PCR-Produkte amplifiziert
wurden, wenn vom Prinzip ausgegangen wird, dass Amplifikate unterschiedlicher Ladnge und
Sequenz auch unterschiedliche Schmelzpunkte aufweisen. Im 10 ul Ansatz fiir die Reaktion
befand sich 1 ul cDNA, 5 pl 2x Mastermix Power SYBR® Green (Aplied Biosystems) und je
100 nM Oligonukleotid. Nach der Initialdenaturierung von 10 min bei 95°C folgten 40 Zyklen
von 15 s bei 95°C und 60 s bei 60°C. Die unterschiedlichen DNA-Konzentrationen der
eingesetzten cDNA wurden mit den Messungen fiir das Haushaltsgen Aktin normalisiert
(Suzuki et al., 2000).

Auswertung mittels relativer Quantifizierung: Vor der Auswertung miissen bestimmte
Parameter festgelegt werden. Die Basislinie wird in den Punkt gesetzt, die dem die
Hintergrundfluoreszenz in den ersten Zyklen (3-15) gemessen wurde. Der Schwellenwert
(threshold) wird dort gesetzt, wo sich das Signal fur die Fluoreszenz statistisch signifikant im
Vergleich zur Basislinie erhdoht. Der Ci-Wert (threshold cycle) ist der Zyklus, an dem die
Fluoreszenzkurve den Schwellenwert kreuzt. Dieser kann benutzt werden, um die Anzahl der
DNA-Kopien am Anfang der Reaktion zu bestimmen. In dieser Arbeit wurden alle Werte
automatisch von der Software gesetzt und manuell auf Korrektheit Gberpriift.

Bei der relativen Quantifizierung wurde das Verhaltnis zwischen dem Wildtyp T1 und dem
Stamm T1 AHMP23 mit der AAC-Methode bestimmt (Liu und Saint, 2002). Zuerst wird der
Ci-Wert des Kontrollgens, dessen Expression als stabil postuliert wird, dem Ct-Wert des zu
quantifizierenden Transkripts subtrahiert (AC;). In einem zweiten Schritt werden die AC; —
Werte der Proben voneinander subtrahiert (AACt-Wert).

Ctwr — Gt akin= ACiwr
Ct ar23 — Gt axiin= ACt aH23

AC; wr- AC ar3=AAC

! http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Unter der Annahme, dass die DNA sich bei jedem Zyklus verdoppelt, bedeutet 1 Ci-Wert
Unterschied die doppelte Menge Ausgangs-DNA in der Probe mit dem kleineren Ci-Wert. Um
das Verhaltnis zwischen zwei Proben zu bestimmen, wird demnach die Formel 2° MCt

verwendet.

5.10.3 Klonierung mit dem MultiSite Gateway® Pro Kit

Das Klonieren mit dem MultiSite Gateway® Pro Kit von Invitrogen basiert auf spezifischen
Rekombinationssequenzen (atff) des Bakteriophagen Lambda und hat den Vorteil, dass bis
zu vier Gene nach Belieben in unterschiedlicher Reihenfolge hintereinander kloniert werden
kénnen (Landy, 1989; Hartley et al., 2000; Sasaki et al., 2004; Sasaki et al., 2008).

Fur die Markierung von HMP23 mit einem doppelten Hdmagglutinin-Anhang sowohl N- als
auch C-terminal wurden die in der Tabelle 5.7 zusammengefassten pPDONR™-Vektoren und
Oligonukleotide (Tabelle 5.1) verwendet. HMP23 wurde mittels PCR (5.10.2.1) mit
genspezifischen Oligonukleotiden, die ein Teil der Rekombinationsstellen enthielten, aus der
genomischen DNA von T. vaginalis amplifiziert. Durch eine Nested PCR (5.10.2.2) wurden
die Rekombinationsstellen mit den entsprechen Oligonukleotiden vervollstandigt. Die
Amplifikation des HA-Anhangs mittels PCR erfolgte identisch aus einem Plasmid mit der

Sequenz des doppelten Hamagglutinins.

Tabelle. 5.7: Ubersicht der verwendeten pDONR™-Vektoren und Oligonukleotide fiir die Herstellung
der Expressionvektoren mit N- (HMP23N) bzw. C-terminal markiertem HMP23 (HMP23C).

Oligonukleotiden fur die

Genspezifische Oligonukleotide Vektor Rekombinationsstellen
pDONR ™
HMP23N H23_F_Ndel_B5 H23 _R_BamHI_B2 591 P5-P2 AttB5_Adapter  AttB2_Adapter
HA Anhang fur pDONR ™
N-Markierung HA_F_attB HA_R_attBr5 221 P1-P5r AttB1_Adapter  AttB5r_Adapter
pDONR ™
HMP23C H23 F Ndel B1 H23 R_BamHI_Br5 291 P1-P5r AttB1_Adapter  AttB5r_Adapter

Die Fragmente wurden einzeln mit Hilfe des BP Clonase™ Il Enzym-Mixes in dem
entsprechenden pDNOR-Vekor rekombiniert (BP-Rekombination). Die so entstandenen
-Entry Clones* wurden bei der LR-Rekombination mit Hilfe des LR Clonase™ Il Plus Enzym-
Mixes mit dem Destination-Vektor pTagVag2 rekombiniert (Abb. 5.1). Beide Reaktionen
wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fir den Expressionsvektor pHMP23N wurden
die pPDONR™-Vektoren 221 P5-P2 [HMP23] und 221 P1-P5r [HA] verwendet. Fir pH23C
wurden die pDONR™-Vektoren 221 P1-P5r [HMP23] und 221 P5-P2 [HA] verwendet. Der
Vektor pDONR™ 221 P5-P2 [HA] wurde freundlicherweise von Dr. Verena Zimorski zur
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Verfiigung gestellt. Der Zielvektor pTagVag2 wurde im Rahmen einer anderen Arbeit mit

dem Kit ,Gateway ® Vector Conversion Systems* vorbereitet.

1 2
#E1 s amgz

Abb. 5.1: Ubersicht des Klonierungsweg mit dem MultiSite Gateway® Pro Kit von Invitrogen. Die
Abbildung stammt aus dem Handbuch aus dem Jahr 2006, Version B.

5.11 Arbeiten mit Proteinen

5.11.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe eines Bradford-Microassays bestimmt. Aus der
Stammlésung (Bio-Rad Protein Assay) wurde eine 1:5 Verdiinnung erstellt. 1 ml Bradford-
Reagenz wurde mit 1 pl Proteinldsung versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Mit Hilfe einer
BSA-Kalibrierungsgeraden wurde die Konzentration, die proportional zur Extinktion ist,
berechnet. Bei der Messung (A =595 nm) wurde das Photometer Uber das Programm

,Vision lite“ von Thermo Electro Corporation mit dem PC gesteuert.

5.11.2 1D-SDS-PAGE

Die aufzutrennenden Proben wurden in 1x Lammlipuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1% (w/v)
SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 10 (v/v) Glycerin, 0,05% (w/v) Bromphenolblau, bei 95°C
fir 5 min denaturiert und auf das Sammelgel aufgetragen (Laemmli, 1970). Die Trennung
erfolgte mit 5% Sammel- und 12% Trenngelen in OWL Separation systems PO9DS (UVPM)
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mit 120 und 240 V (Sambrook et al., 1989). Als Proteinmarker wurde der PageRuler™ Plus

Prestained #26619 von Thermo Scientific verwendet.

5.11.3 2D-SDS-PAGE

Bei der 2D-PAGE werden Proteine zuerst nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) und

anschliellend nach dem Molekulargewicht, wie in Pitz (2007) beschrieben, getrennt.

Probenvorbereitung: 500 mg isolierte Hydrogenosomen wurden mit 16.000 x g fir 2 min
pelletiert. Fur die Fokussierung im pH-Bereich 3-10 wurde das Pellet in 180 pl Lysispuffer R
(7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% (w/v) CHAPS und 40 mM Tris-HCI pH 9,0)
resuspendiert, 1/10 Vol. 10% (w/v) DTT fur die Reduktion von Disulfidbriicken hinzugegeben
und eine Stunde bei RT inkubiert. Zu der Probe wurden 3% (v/v) Acrylamid gegeben und fur
3 h bei RT alkyliert. Fur die Fokussierung im pH-Bereich 6-11 wurden die pelletierten
Hydrogenosomen in 100 ul Lysispuffer R mit 1,2 yl DeStreak-Solution (GE Healthcare)
resuspendiert und fir 4 h bei RT reduziert. Die Proben wurden mit dem Ettan 2-D Clean-Up
Kit (GE Healthcare) gefallt und in 360 (pH 4-10) bzw. 380 pl (pH 6-11) Rehydratationspuffer
R (7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% (w/v) CHAPS, 2%. (w/v) Bromphenolblau, 0,5% (v/v)
IPG-Puffer pH 3-10 bzw. pH 6-11 (GE Healthcare)) mit 1% DTT (w/v) (pH 4-10) bzw. 4,5 pl
DeStreak-Solution (pH 6-11) resuspendiert und 1h bei RT inkubiert. Nach eine
Zentrifugation mit 16.000 x g fur 30 min wurde der Uberstand in die Mitte eines Stripholders
(GE Healthcare) pipettiert und die Immobiline Dry Strips pH 3-10 bzw. pH 6-11, je 18 cm (GE

Healthcare), darauf platziert.

Erste Dimension: Die Rehydratation und anschlie®ende isoelektrische Fokussierung
wurde mit dem Ettan IPGphor IEF System von GE Healthcare durchgefiihrt. Die
Rehydratation dauerte 16 h bei 20°C und 50 pA pro IEF-Streifen. Fir die Fokussierung
wurde der folgende Ablauf verwendet: 1 h 100 V Step-n-hold, 1 h 200 V Step-n-hold, 1 h
500 V Step-n-hold, 1 h 1000 V Gradient, 1 h 8000 V Gradient, 5 h 8000 V Step-n-hold.

Zweite Dimension: Die IEF-Streifen wurden 15 min in 10 ml Aquilibrierungspuffer
(50 mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M Harnstoff, 30% (v/v) Glycerin, 2% (w/v) SDS, 2% (w/v)
Bromphenolblau) mit 100 mg DTT und anschlieRend 15 min in 10 ml Aquilibrierungspuffer
mit 250 mg lodacetamid auf einem 2D-Schittler aquilibriert. Fiir die zweite Dimension
wurden die |EF-Streifen neben einen Streifen (0,5 x 2 cm) Whatman®-Papier mit
Proteinmarker (5.11.2) auf ein 12% SDS-Gel gelegt und mit erwarmter Agarose-L&sung
(Tris-Glycin-Puffer (25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS), 0,5% (w/v) Agarose M
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und 2%o (w/v) Bromphenolblau) Uberschichtet. Die Trennung erfolgte bei 12 °C und 20-40
mA pro Gel.

5.11.4 Coomassie-Farbung

Fur die Farbung von Proteine im SDS-Gel nach Heukeshoven und Dernick (1988) wurde die
Coomassie-Stammlésung (60% (v/v) Methanol, 1 Tablette Phast Gel Blue R-350 von GE
Healthcare) 1:10 mit 10% Essigsaure verdinnt, auf 90°C erhitzt und heil3 auf das Gel
gegossen. Das Gel wurde eine Stunde bei Raumtemperatur geschittelt und ber Nacht bei

Raumtemperatur in 10% Essigsdure entfarbt.

5.11.5 Proteolyse von Proteinen im Gel

Die Proteolyse von Proteinen wurde, wenn nicht anders angegeben, bei RT durchgefiihrt
und in einem Thermoschittler mit 500 rpm geschittelt. 1 Volumen (Vol.) entspricht der
notwendigen Menge, um die Gelstiicke vollstandig zu bedecken. Die Gelstiicke wurden mit
einem Skalpell aus dem SDS-Gel ausgestochen, in ca. 1 mm?® groRe Wiirfel zerkleinert und
in ein 1,5ml Reaktionsgefald Uberfihrt. Die Gelstiicke wurden zweimal in doppeltem
Volumen Milli-Q Wasser (MQW)/Acetonitril (ACN) im Verhéltnis 1:1 (v/v) 15 min geschittelt.
Die Waschlésung wurde entfernt, ein Volumen ACN zugegeben und die Gelstiicke 5 min
inkubiert. Das ACN wurde abgenommen, ein Volumen 100 mM Ammoniumbicarbonat (BiCa)
zugegeben und die Proben 5 min geschiittelt. Zu dem BiCa wurde 1 Vol. ACN gegeben und
die Gelstucke fur 15 min geschuttelt. Zur Reduktion und Alkylierung von Cystein-Resten
wurden zu den trockenen Gelstlicken 2 Vol. DTT (10 mM in 100 mM BiCa) gegeben. Der
Ansatz wurde 45 min bei 56°C inkubiert, bei RT abgekihlt und das DTT durch 2 Vol.
lodacetamid (55 mM in 100 mM BiCa) ersetzt. Nach der Inkubation von 30 min im Dunkeln
wurde die Flussigkeit abgenommen, 1 Vol. BiCa zugegeben und der Ansatz 15 min
geschittelt. Zu dem BiCa wurde 1 Vol. ACN zugegeben und die Gelstiicke weitere 15 min
unter Schiitteln inkubiert. Die Flussigkeit wurde entfernt und die Gelstiicke in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet. Zu den trockenen Gelstiicken wurden 20 pl Trypsinlésung
(10 ng/ul in 50 mM BiCa, Promega) zugegeben, und die Proben 10 min auf Eis inkubiert. Die
Zugabe der Trypsinldsung wurde so lange wiederholt, bis die Gelstlicke nicht weiter
aufquollen und vollstandig bedeckt waren. Die Trypsinlésung wurde entfernt, die Gelstilicke
mit 25 mM BiCa bedeckt und der Ansatz Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Fur die Extraktion
der Peptide aus den Gelstiicken wurden diese 2 min im Ultraschallbad inkubiert und die
Flassigkeit in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefall aufbewahrt. Die Gelstlicke wurden mit
1 Vol. 25 mM BiCa bedeckt und 20 min geschittelt. Zu dem BiCa wurde 1 Vol. ACN
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gegeben, weitere 15 min geschittelt, der Ansatz 2 min im Ultraschallbad inkubiert und die
Flassigkeit im gleichen 1,5 ml Reaktionsgefald wie oben gesammelt. Die Gelstlicke wurden
zweimal 15 min in 1 Vol. 5% (v/v) Ameisensaure/ACN (1:1) geschdttelt und die Flissigkeit zu
den anderen aufbewahrten Uberstanden gegeben. Die gesammelten Uberstande wurden in

der Vakuumzentrifuge bei 60°C bis auf ca. 10 pl eingeengt und bei -20 °C gelagert.

5.11.6 Behandlungen mit Proteinase K

Die Behandlungen mit Proteinase K erfolgte verandert, wie von Dyall et al. (2003) bzw. Rada
et al. (2011) beschrieben. Die Behandlung der Hydrogenosomen erfolgte in SM-Puffer
(250 mM Saccharose, 10 mM MOPS/KOH pH 8.0 und 10 mM EDTA). Die Behandlung der
Mitochondrien in Import-Puffer (Chan und Lithgow, 2008; 0,6 M Sorbitol, 50 mM HEPES
pH 7,4, 2 mM KP; pH 7,4, 25 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA und 1 mM DTT). Pro
Ansatz (1 ml) wurden 200 pg der isolierten Organellen eingesetzt. Die Organellen wurden
dreimal mit 1 ml des entsprechenden Puffers (2380 x g, 4°C, 5 min) gewaschen. Die
Hydrogenosomen wurden mit und ohne 1% Triton X-100 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlieffend mit Proteinase K bei 37°C fir weitere 30 min behandelt. Die Mitochondrien
wurden mit und ohne 1% Triton X-100 30 min bei 25°C inkubiert und anschlielend mit
Proteinase K auf Eis oder 25°C behandelt. Die Proteolyse wurde durch Fallung der Proteine

mit Trichloressigsaure (TCS, 5.11.9) gestoppt.

5.11.7 Behandlung der Hydrogenosomen und Mitochondrien mit Na,CO;

Die Behandlung der Hydrogenosomen und Mitochondrien mit eiskaltem 0,1 M Na,COs;
erfolgte nach Fujiki et al. (1982). 2 mg der isolierten Organellen wurden in 30 ml Na,CO;
resuspendiert, fir insgesamt 45 min auf Eis inkubiert und dabei alle 10 min fir 10 s
geschuttelt. Die Membranen mit den peripheren Membranproteine (MP) wurden durch eine
Ultrazentrifugation fir 1 h mit 45.000 rpm und bei 4°C im Type 70Ti Rotor (Beckmann)
pelletiert. Im Uberstand (LP) befanden sich die I8slichen Proteinen der Matrix sowie des
Intermembranraumes, und die peripheren Proteine, die mit einer der beiden
hydrogenosomalen Membranen assoziiert sind und durch den hohen pH-Wert in Lésung
gehen. Die Membranen (MP1) wurden zweimal mit 100 pl eiskalten H,O gewaschen und bei
-80°C aufbewahrt. Um Kreuzkontaminationen zu reduzieren, wurde ein Teil der isolierten
Membran (MP1) erneut mit Na,CO; wie oben beschrieben behandelt (MP2). Von dem
Uberstand mit den I6slichen Proteinen wurden 20 ml (LP1) von oben abgenommen und der

Rest verworfen. Die Halfte der Fraktion LP1 wurde erneut mit Na,CO3; auf 30 ml aufgefillt,
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erneut ultrazentrifugiert und 10 ml von oben abgenommen (LP2). Die Fraktionen LP1+2

wurden bei -20°C aufbewahrt oder sofort mit Trichloressigsaure gefallt (5.11.9).

5.11.8 Solubilisierung der Membranproteine mit Triton X-114

Fur die Solubilisierung der Membranproteine wurden 1 mg Hydrogenosomen in Tris-Puffer
(150 mM NacCl, 10 mM Tris/HCl und 1 mM EDTA, pH 7,4) mit 2% Triton X-114 resuspendiert
und 1 h auf Eis inkubiert (Bordier, 1981; Rada et al., 2011). Der Ansatz wurde mit 20.000 x g
fur 20 min bei 4°C zentrifugiert, das Pellet verworfen und der Uberstand 3 min bei 37°C
inkubiert. Die Triton X-114 Phase wurde durch eine Zentrifugation mit 13.000 x g fur 1 min
von der wassrigen Phase getrennt. Die wéassrige Phase mit den I8slichen Proteinen wurde
verworfen und die Triton X-114 Phase mit den Membranproteine in 10 Vol. eiskaltem Tris-
Puffer resuspendiert. Die Extraktion der Triton X-114 Phase bei 37°C fiir 3 min, die Trennung
der wassrige Phase und die Zugabe von Tris-Puffer wurden zweimal wiederholt.
AbschlieBend wurde die Triton X-114 Phase durch die Zugabe von 10 Vol. eiskaltem
100%igen Aceton gefallt und auf Eis luftgetrocknet.

5.11.9 Proteinfédllung mit Trichloressigsdure (TCS)

Fur die Fallung von Proteinen wurden 760 pl TCS-Lésung (50% (w/v) Trichloressigsaure
(TCS) und 100%igen Aceton im Verhaltnis 1: 4,75) pro ml Probe verwendet. Die Probe
wurde mit der TCS-Ldsung kurz gemischt, Giber Nacht bei -20°C gefallt und die Proteine mit
16.000 x g fur 10 min pelletiert. Um die TCS aus der Probe zu waschen, wurde das Pellet in
1 ml 100%igen Aceton resuspendiert, fir 20 min bei RT mit 500 rpm geschiittelt und erneut
zentrifugiert. Nach der dritten Waschung wurde das Pellet bei RT getrocknet und in 70 pl
Rehydratationspuffer (7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% (w/v) CHAPS) resuspendiert.
AbschlieBend wurde die Restsdure durch die Zugabe von 10 ul konzentriertem Tris

neutralisiert.

5.11.10 Western-Transfer und Immunodetektion

Die Proteine wurden aus einem SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond™
C Extra, Amersham Bioscienses) mittels einer Semi-Dry-Elektrotransferapparatur (Multiphor
Il von Pharmacia Biotech) Ubertragen (Gershoni und Palade, 1983). Zuerst wurde die Anode
mit H,O befeuchtet und drei in Transferpuffer (40 mM Glycin, 50 mM Tris, 1 mM SDS, 20%
(viv) Methanol) getrankte Lagen Whatman® Papier luftblasenfrei darauf gelegt. Auf das

Whatman® Papier wurde die gewasserte Nitrozellulosemembran und anschlieRend das Gel,
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das vorher kurz in H,O geschwenkt wurde, gelegt. Auf das Gel wurden drei weitere in
Transferpuffer getrankte Lagen Whatman® Papier gelegt. Der Transfer erfolgte mit
0,82 mA/cm? fur 60 min. Nach dem Transfer wurde die Membran fiir ca. 1 min mit Ponceau S
(0,5% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v) Essigsaure) reversibel gefarbt und die restliche Farbe mit
Wasser entfernt.

Die Membran wurde 1 h in 10% (w/v) Milchpulver in TBST (10 mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NaCl und 0,1% (v/v) Tween 20) geblockt, mit dem ersten Antikérper, (1:5.000 in
10% (w/v) Milchpulver in TBST verdinnt) 1 h auf dem 3D-Schiittler bei RT oder Uber Nacht
bei 4°C inkubiert und dreimal 10 min mit TBST gewaschen. Anschlielend wurde die
Membran mit dem zweiten Antikérper (1:10000 in 10% (w/v) Milchpulver in TBST verdiinnt)
1 h auf dem 3D-Schuttler bei RT oder Gber Nacht bei 4°C inkubiert und 10 min dreimal mit
TBST gewaschen. Die Detektion erfolgte mit 4 ml Lésung A (1,25 mM Luminol in 0,1 M
Tris-HCI pH 8,6), 400 ul Lésung B (6 mM para-Hydroxycoumarinsdure in DMSO) und 1,2 pl
30% (v/v) H,0,. Die Reaktion wurde mit einen Lumi-Film Chemilumineszenz Detektionsfilme
(Roche) detektiert.

Um das hydrogenosomale Matrixprotein ASCT in den gleichen Proben, die fiir die
Detektion des Hamagglutinin markierten HMP23 verwendet wurden, zu detektieren, wurden
anschliefiend die Antikdrper von den Nitrozellulosemembranen nach einen Protokoll von
abcam® schonend entfernt. Dazu wurde die Membran bei RT 10 min in Puffer (1,5% (w/v)
Glycin, 0,1% (w/v) SDS und 1% (v/v) Tween 20, pH 2,2) geschwenkt, zweimal fir 10 min mit
PBS und zweimal fir 5 min mit TBST gewaschen. AnschlielRend erfolgte die Detektion der

ASCT wie oben beschrieben.

5.12 Bioinformatische Methoden

Die Auswertung der DNA-Sequenzierungen erfolgte mit dem Programm Bioedit®. Fiir die
Ubersetzung von DNA-Sequenzen in Aminosduresequenzen wurde das Programm
Translate® genutzt. Fir die Ermittlung des Molekulargewichts von Proteinen wurde ein
Programm von Scansite* verwendet. Die Suche nach Homologien erfolgte mit BLAST in der
nr-Datenbank des ,National Center for Biotechnology and Information* (NCBI°) (Altschul et
al., 1990). Das Alignieren von Aminosauresequenzen erfolgte mit ClustalW2 (Larkin et al.,
2007).

2 \www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit

3 http://web.expasy.org/translate
http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi
http://www.ncbi.nim.nih.gov/
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5.12.1 Voraussage iiber die Konformation von Proteinen

Die Untersuchung der AS auf -Faltblatter erfolgte mit den Programmen PRED-TMBB, TMB-
Hunt und TMBETA-NET (Bagos et al., 2004; Gromiha und Suwa, 2005; Garrow et al., 2005).
Die Voraussagen von o-helikalen transmembranen Doménen und der Topologie von
Proteinen erfolgten mit den Programmen TMHMM v.2.0, HMMTOP v.2.0 und SPOCTOPUS.

Das Programm TMHMM v.2.0 arbeitet mit dem Hidden Markov Model (HMM). Die
Parameter, die die L&nge und den Abstand der transmembranen Doméne (TM)
voraussagen, wurden anhand von 160 Proteine, von denen die Lokalisation der
transmembranen Domane bekannt ist, bestimmt (Krogh et al., 2001).

Das Programm HMMTOP arbeitet auch mit dem Hidden Markov Model (HMM) und macht
die Voraussagen (Prediction) von transmembranen Domanen (TM) anhand der
Aminosduren-Zusammensetzung innerhalb eines Abschnittes (Tusnady und Simon, 2001).

SPOCTOPUS kombiniert ein Hidden Markov Model und eine selbstlernender Netzwerk,
um Voraussagen lber ein mogliches Signal-Peptid und transmembrane Domanen zu
machen (Viklund et al., 2008).

5.12.2 Phylogenetische Untersuchungen

MAFFT (multiple sequence alignment tool using fast fourier transform) ist ein Programm,
das Aminosauresequenzen zu einem globalen multiplen Alignment zusammensetzen kann.
Das Programm ProtTest 2.4 bestimmt das beste Model flr die Proteinevolution (Abascal et
al., 2005). Mit PhyML wurden maximum likelihood Badume mit Bootstrapreplikaten erzeugt
und aus diesen mit dem Programm Consensus aus dem Phylip Paket v3.6 ein
Konsensusbaum nach der Mehrheitsregel bestimmt (Felsenstein, 1989; Guindon und
Gascuel, 2003).

5.12.3 Identititen und Ahnlichkeiten aus globalen Alignments

Das Programm Needle aus dem EMBOSS Paket (European Molecular Biology Open
Software Suite) berechnet fir zwei Sequenzen ein optimales globales Alignment, in dem die
Sequenzen eine optimale Ausrichtung unter Einsetzen von Gaps erreichen (Needleman und
Wunsch, 1970; Rice et al., 2000).
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5.12.4 Berechnung von Flachen

Es wurden nur die Hydrogenosomen gemessen, bei denen die Membran deutlich zu
erkennen war. So sollten die Hydrogenosomen ausgeschlossen werden, die nicht in der
Mitte durchgeschnitten wurden. Die Berechnung der Flache der T. vaginalis Zelle und der
Hydrogenosomen erfolgte anhand der Pixelanzahl mit dem Programm GIMP (GNU Image
Manipulation Program) v.2.6.11. Es wurde bestimmt, wie viele Pixel sich z.B. in den
Hydrogenosomen befinden. Mit Hilfe der Pixelanzahl und der Lange des Malstabbalkens
wurde festgestellt, wie viele Pixel 1 nm entsprechen und anschlieRend die Flache hoch
gerechnet.
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Abklrzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

A Wellenlédnge

°C Grad Celsius

u Mikro (10°)
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Anhang

Anhang 1

Tabelle A1.1: Identitaten in % fir HMP23 aus dem globalen Alignment und der BLAST-Suche

UniProt Zg. Nr. Name H(I\élll:igll)D Name '?'gfﬁg.l!l)}
A2FMX1 HMP23 100 HMP23 100,0
A2EZ28 TVAG_485120 38,9 TVAG_485120 41,3
A2FGM5 TVAG_077910 31,6 TVAG_423530 31,5
A2DTJ1 TVAG_423530 30,3 TVAG_087280 27,5
A2EN42 TVAG_087280 26,5 TVAG_077910 271
A2E1Z7 h31_3 TVAG_164560 17,9 CMC1_YEAST_sp 6,4
P04710 ADT1 16,5 OAC1_YEAST _sp 6,0
QONI37 h31_1 TVAG_237680 16,4 YPO11_YEAST_sp 55
P32332 OAC1 16,2 ADT3_YEAST _sp 41
P18239 ADT2 15,6 ADT2_YEAST_sp 41
Q06497 ANT1 15 ADT1_YEAST_sp 41
Q03028 ODC1 14,1
P39953 YEAG6 13,9
A2DUD3 h31_5 TVAG_262210 13,5
P38087 YMC2 12,9
B8CA20 T. pseudonana MCF 12,8
P23500 MRS4 12,6
P40556 YIA6 12,5
P32331 YMC1 12,5
Q12375 ORT1 12,2
Q12251 YPO11 12
Q06143 DIC1 11,9
P40464 FLX1 11,6
P53257 TPC1 11,2
Q12289 CRC1 11,2
P18238 ADT3 11,1
P53320 MTM1 11
P40035 PIC2 10,7
Q99297 ODC2 10,5
Q03829 YM39 10,5

A2FI1I9 h31_2 TVAG_051820 10,3
P33303 SFC1 10
Q07534 S2538 10
P23641 MPCP 10
P38921 PET8 10
D6W196 CMC1 8,6
P38702 LEUS 7.2
Q04013 YHM2 7.1
A2F4V4 H31_4 TVAG_196220 6,9
P38127 RIM2 6,4
Q12482 AGC1 55
P38988 GGC1 53
P10566 MRS3 52
P38152 TXTP 4
P43617 YFL5 3,2

Zg. Nr.: Zugangsnummer; ID: Identitat
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Anhang

Anhang 2

Tabelle A2.1: Anzahl der Zellen des Wildtyps T. vaginalis T1 fur die Herstellung der Wachstumskurve.

WT T1
Versuch Nr. 1 2 3 4 x +
Stunden Zellen/ml
0 20.000 0
6 46.875 31.250 31.250 62.500 42.969 14.960
23 511.719 578.125 562.500 531.250 545.899 29.983
25 750.000 781.250 781.250 937.500 812.500 84.625
27 2.156.250 1.062.500 1.062.500 781.250 1.265.625 608.373
29 1.152.344 1.406.250 1.687.500 968.750 1.303.711 312.474
31 1.621.094 2.812.500 2.281.250 2.187.500 2.225.586 487.999
33 - 2.656.250 2.187.500 2.187.500 2.343.750 270.633
47 4.609.376 - 4.062.500 3.125.000 3.932.292 750.705
48 4.765.625 - 3.750.000 3.750.000 4.088.542 586.371
49,5 4.492.118 - 5.781.250 5.468.750 5.247.373 672.474
51 4.843.750 - 4.062.500 5.156.250 4.687.500 563.367
53 4.414.063 - 3.906.250 5.468.750 4.596.354 797.041
54,5 2.929.688 - 2.890.625 - 1.940.104 1.680.293
56 - - 3.125.000 - 1.562.500 2.209.709
76 0 1 2.000.000 0 500.000 1.000.000

x: Mittelwert; *: Standardabweischung

Tabelle A.2.2: Anzahl der Zellen des Stammes T1 AHMP23 fiir die Herstellung der Wachstumskurve.

T1 AHMP23
Versuch Nr. 1 2 3 4 x E
Stunden Zellen/ml
0 20.000 0
6 15625 15625 15625 46875 23.438 15.625
23 382.813 812.500 625.000 500000 580.078 183.815
25 519.531 1.187.500 906.250 937500 887.695 275.834
27 822.917 1.562.500 1.093.750 937500 1.104.167 325.093
29 937.500 1.937.500 1.468.750 1562500 1.476.563 412.512
31 958.333 2.421.875 2.218.750 2000000 1.899.740 650.818
33 1.875.000 2.343.750 2343750 2.187.500 270.633
47 3.828.125 5.625.000 2812500 4.088.542 1.424.220
48 3.515.625 4.843.750 3593750 3.984.375 745.265
49,5 3.710.938 5.312.500 4062500 4.361.979 841.734
51 4.453.125 3.437.500 5000000 4.296.875 792.882
53 3.125.000 3.593.750 4375000 3.697.917 631.477
54,5 4.023.438 2.343.750 - 2.122.396 2.020.832
56 2.265.625 - 1.132.813 1.602.039
76 0 - 0 0 0 0

x: Mittelwert; *: Standardabweischung
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