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1 Zusammenfassung 

 

Das Zytoskelett ist maßgeblich an der mechanischen Stabilität, der aktiven Bewegung, der 

Form und Transporte innerhalb der Zelle beteiligt. Es stellt ein dynamisches System an 

unterschiedlichen Filamentarten dar, welches mit zahlreichen anderen Proteinen 

miteinander verbunden ist und mit diesen interagiert. Die Säulen des eukaryotischen 

Zytoskeletts sind Aktinfilamente, Mikrotubuli und Intermediär-Filamente.  

 Der eukaryotische, einzellige und flagellierte Humanparasit Trichomonas vaginalis 

nimmt als evolutiv-ursprünglicher Organismus eine besondere Stellung in Bezug auf das 

Zytoskelett ein, da es eine nicht weit verbreitete Eigenschaft aufweist: Während der 

Infektion des menschlichen Urogenitaltrakts wandelt sich der pyriforme, ovale Protist zu 

einer amöboiden, adhärenten Zelle um, so dass die Kontaktfläche zu dem Wirtsepithel 

maximiert wird. Dabei verbleibt der Parasit stets extrazellulär. Diese Morphogenese wird – 

je nach Virulenz des Stammes – binnen Minuten vollzogen und ist ebenso schnell 

reversibel.  

 Diese Dissertation zeigt, dass das amöboide Stadium vornehmlich durch das Aktin-

basierte Zytoskelett gesteuert wird, wie es für andere amöboide Organismen bereits 

bekannt ist. Die Identifizierung von Aktin-assoziierten Proteinen mittels Co-

Immunopräzipitation und anschließender Sequenzierung mittels MALDI-TOF stellt eine 

Aktin-Maschinerie mit allen wichtigen Aktin-bindenden Proteinen, außer einem 

Motorprotein, dar. Das ubiquitäre, eukaryotische Aktin-Motorprotein Myosin ist 

verantwortlich für den Transport entlang von Aktinfilamenten und konnte nach wie vor 

nicht für T. vaginalis identifiziert werden. Das Aktin-bindende Protein TvFIM1, welches zu 

der Klasse der Fimbrine gehört, wurde in Immunofluoreszenz- und in vitro-Studien näher 

charakterisiert. TvFIM1 verstärkt die Polymerisierung von Aktin-Monomeren zu 

Filamenten und bündelt diese auf parallele und anti-parallele Weise. Während der 

Umwandlung in das amöboide Stadium re-lokalisiert das Protein in distinkten 

Akkumulationen an den äußeren Stellen der Pseudopodien und in Cluster, welche 

dynamisch agieren. Auch während der Phagozytose von Hefe lokalisiert TvFIM1 an der 
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umschließenden Seite des Parasiten. Dabei ko-lokalisiert das Protein stets mit Aktin. Für 

die Lebendzell-Observierung wurde das grün-fluoreszierende Protein (GFP) als Marker für 

TvFIM1 im anaeroben Organismus T. vaginalis mit Einschränkungen etabliert.  

 Als eine weitere Komponente des Zytoskeletts wurde Centrin in T. vaginalis näher 

charakterisiert. TvCEN1, 2, 4 und 6 werden von allen acht Centrin-Homologen am 

höchsten exprimiert und lokalisieren stets an der undulierenden Membran und im 

Atraktophor, die Gesamtheit aller fünf Basalkörper der Flagellen, die über sigmoide Fasern 

verbunden sind. Die Lokalisation ändert sich während der Zellteilung nicht, was darauf 

hindeutet, dass Centrin in T. vaginalis eine strukturgebende Funktion von Mikrotubuli hat. 

Die kontraktile Wirkung des Proteins unterstützt die Verbindung der rückläufigen Flagelle 

mit der Costa, einer subsidiären, rigiden Struktur im Cytosol.  
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2 Abstract 

 

The cytoskeleton plays a major role in the mechanical stability, the active movement, 

shape, and trafficking within the cell. It provides a dynamic system of different types of 

filaments, which is connected together with numerous other proteins and interacts with 

them. The pillars of the eukaryotic cytoskeleton are actin filaments, microtubules and 

intermediate filaments.  

 The eukaryotic, unicellular and flagellated human parasite Trichomonas vaginalis 

takes as an evolutionarily-primitive organism a special position in relation to the 

cytoskeleton, because it has a not far-spread ability: during the infection of the human 

urogenital tract, the pyriform, oval protist transforms into an amoeboid-adherent cell in 

order to maximize the surface towards the host epithelium, while remaining extracellular. 

This morphogenesis is – dependent on the strain virulence – achieved within several 

minutes and is reversible at the same speed rate.  

 This dissertation shows that the amoeboid stage is primarily controlled by the actin-

based cytoskeleton, as it is already known for other amoeboid organisms. The 

identification of actin-associated proteins by means of co-immunoprecipitation and 

subsequent sequencing using MALDI-TOF reveals an actin machinery with canonical actin-

binding proteins, except a motor protein. The ubiquitous eukaryotic actin motor protein 

Myosin is responsible for the transport along actin filaments and could still not be 

identified for T. vaginalis. The actin-binding protein TvFIM1, which belongs to the class of 

Fimbrins, was characterized in immunofluorescence and in vitro studies more thoroughly. 

TvFIM1 enhances the polymerization of actin monomers into filaments and bundles them 

in a parallel and anti-parallel manner. During the transition into the amoeboid stage the 

protein re-localizes in distinct accumulations on the outer sites of the pseudopodia and in 

clusters which act dynamically. Also during the phagocytosis of yeast TvFIM1 localizes to 

the surrounding site of the parasite, always co-localizing with actin. For live cell imaging 

the green fluorescent protein (GFP) has been established as a marker for TvFIM1 in the 

anaerobic organism T. vaginalis with limitations.  
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 As a further component of the cytoskeleton Centrin has been characterized in detail 

in T. vaginalis. TvCEN1, 2, 4 and 6 are the highest expressed of all eight Centrin 

homologues and always locate at the undulating membrane and in the atractophore, the 

sum of all five basal bodies of the flagella, which are connected via sigmoid fibers. The 

localization does not change during cell division, suggesting that Centrin in T. vaginalis has 

a structuring function of microtubules. The contractile function of the protein supports the 

connection of the recurrent flagellum with the costa, a supportive, rigid structure in the 

cytosol. 
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3 Einleitung 

 

Eine biologische Zelle bezeichnet die kleinste lebensfähige Einheit aller Organismen und 

stellt ein autarkes und selbsterhaltendes System dar.  Alle Zellen erhalten ihre mechanische 

Stabilität durch ein Gerüst an unterschiedlichen Filamenten und ein Zusammenspiel 

verschiedener Proteine. In der Gesamtheit handelt es sich um das Zytoskelett. 

 

3.1 Das Zytoskelett 

 

Das Zytoskelett befähigt Zellen dem mechanischen Stress ihrer Umgebung standzuhalten, 

ihre Form zu ändern, sich zu bewegen und die Struktur innerhalb der Zelle während des 

Wachstums oder der Teilung zu gewährleisten. Es besteht aus einem System von 

unterschiedlichen Filamenten mit einzigartigen Funktionen. Bei Eukaryoten beinhalten sie 

beispielsweise die Trennung der Chromosomen während der Mitose, den intrazellulären 

Transport zwischen Organellen oder die Unterstützung der fragilen Plasmamembran 

(Nicklas und Koch 1969; Pochon-Masson 1967; Watanabe et al. 1988). Erstmals in 

Eukaryoten entdeckt, wurde das Zytoskelett in den letzten Jahren mit zahlreichen Studien  

Tabelle 3.1 Gegenüberstellung von prokaryotischen Proteinen und eukaryotischen Homologen des Zytoskeletts 
gefolgt und deren Eigenschaften und Funktionen (nach Monahan and Harry 2009). 

Prokaryotisches 
Protein 

Eukaryotisches 
Homolog 

Eigenschaft / Funktion in Prokaryoten 

FtsZ Tubulin Formt einen kontraktilen Ring in der Zellmitte zur 

Induktion der Zellteilung. 

BtubA/BtubB Tubulin Nur in wenigen Prokaryoten präsent und vermutlich durch 

horizontalen Gentransfer von Eukaryoten gewonnen.  

MreB Aktin Formt ein helikales Element, welches an der 

Zellmorphogenese oder Chromosomentrennung beteiligt ist. 

ParM Aktin Wird zu helikalen Filamenten assembliert, die eine wichtige 

Rolle bei der Plasmidsegregation spielen. 

MamK Aktin Koordiniert die intrazelluläre Organisation der 

Magnetosomen in magnetotaktischen Bakterien. 

Crescentin Intermediär-

Filament Protein 

Strukturgebendes Protein, welches bspw. die Wölbung des 

Bakteriums Caulobacter crescentus bestimmt. 
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über homologe Strukturen bzw. Proteine in Prokaryoten und deren Rolle als Vorreiter des 

eukaryotischen Zytoskeletts erforscht (s. Tab. 3.1, Wickstead und Gull 2011). Weitaus 

umfangreichere Analysen beschäftigen sich jedoch mit dem Zytoskelett der Eukaryoten, 

welches aus drei unterschiedlichen Klassen von Proteinen besteht: Tubulin, Aktin und 

Intermediär-Filament Proteinen (s. Abb. 3.1). Alle drei Klassen können zu filamentösen 

Strukturen assembliert werden, die in engem Zusammenspiel mit anderen Proteinen 

unterschiedliche Funktionen erfüllen. Die Filamente sind äußerst dynamisch und können 

sich mittels interagierender Proteine schnell an neue Gegebenheiten anpassen. Ein Beispiel 

für das Zusammenspiel der drei Filamentarten ist die Zellteilung: Nachdem sich die 

Chromosomen repliziert haben, bildet sich ein bipolarer Spindelapparat aus und segregiert 

diese zu zwei separaten Tochter-Nuklei, die wiederum durch Intermediär-Filament 

Proteine geschützt werden (Jones et al. 1985). Während der Teilung sorgt ein 

Aktinfilament-Netzwerk und dessen Motorprotein Myosin für das Ausbilden eines 

kontraktilen Rings, der die Zelle abschnürt, wodurch zwei neue Zellen entstehen 

(s. Abb. 3.2, Schroeder 1973).  

Die Untereinheiten der jeweiligen Filamente sind durch schwache nicht-kovalente 

Bindungen charakterisiert, welche die rapide Reorganisation der Filamente gewährleisten 

(Downing and Nogales 1998b). 

  

Tubulin

8 nm

Proto-
filament

25 nm

(+) Ende (-) Ende

Filament

Monomer
35 nm10 nm

Dimer

Tetramer

Filament

Mikrotubuli    Aktinfilamente Intermediär-Filamente

Abbildung 3.1 Vergleich der drei Hauptbestandteile des eukaryotischen Zytoskeletts in Illustration und 
elektronenmikroskopische Aufnahmen: Mikrotubuli bestehen aus Protofilamenten, welche aus α- und β-Tubulinen 
hervorgehen, Aktinfilamente werden aus globulären Aktin-Monomeren synthetisiert und weisen (wie auch 
Mikrotubuli) eine Polarität auf und Intermediär-Filamente werden aus α-helikalen Monomeren gebildet, die zu 
dimeren und tetrameren Strukturen führen. Nach Huber et al. 2013.  
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3.1.1 Tubulin 
 

Tubuline bzw. die daraus entstehenden Mikrotubuli bestimmen die Lage der membran-

gebundenen Organellen und sind am intrazellulären Transport beteiligt (Singh et al. 2008). 

Ferner sind sie Hauptbestandteil von Flagellen oder Cilien und bilden dort das Axonem, 

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Nukleus

Chromosom

Centrosom

Interpolarer
Mikrotubulus
Kinetochor
Mikrotubulus
Astraler
Mikrotubulus

Chromosomaler
Mikrotubulus

Mittelkörper

Zellkortex

Kontraktil-
ring
Aktin-
Filament

Myosin II

Membran-
vesikel
Mikrotubulus
Motor

Abbildung 3.2 Schema der allgemeinen Zellteilung mit dem Fokus auf Cytoskelett-Komponenten und dem 
Zusammenspiel der drei Filamentklassen Aktin, Tubulin und Intermediär-Filament Proteinen. a) Prophase. Die 
duplizierten Centrosomen migrieren zum Zellkern (Centrosomen, welche aus zuvor verdoppelten Centriolen 
bestehen und von pericentriolarem Material umgeben sind, beginnen die Assemblierung der Mikrotubuli und bilden 
die Spindelpole aus.). b) Prometaphase. Die Nukleushülle wird abgebaut so dass die Mikrotubuli die Chromosomen 
zur Zellmitte ziehen können. c) Metaphase. Schwesterchromatide (Pfeilkopf) sind zum gegenüberliegenden Pol (p) 
gerichtet. d) Anaphase A. Chromatide werden zu den gegenüberliegenden Polen der Zelle gezogen (Segregation). e) 
Anaphase B. Die Teilungsfurche entsteht durch einen Actomyosin-Komplex und es entsteht der kontraktile Ring. f) 
Telophase. Die Nukleushülle wird erneut aufgebaut, der Mittelkörper entsteht, welcher die Zellen abschnürt und so 
zwei neue Zellen entstehen. Nach Huber et al. 2013. 
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welches aus zwei zentralen Einzel-Mikrotubuli besteht, umgeben von neun peripheren 

Doppelmikrotubuli. Mikrotubuli sind röhrenartige, polare Strukturen, bestehend aus 13 

parallelen Protofilamenten, welche aus Heterodimeren von globulärem α- und β-Tubulin 

gebildet werden (s. Abb. 3.3). Jede einzelne Tubulin-Einheit besitzt eine GTP-Bindestelle. Je 

länger eine Untereinheit Teil eines Filaments ist, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, 

dass das gebundene GTP zu GDP hydrolysiert wird (Downing and Nogales 1998a; 

Downing and Nogales 1998c). Dies hat zur Folge, dass der Anbau eines weiteren Moleküls 

dort biochemisch ungünstiger ist. Zusammen mit der strukturellen Differenz der 

Mikrotubuli-Pole kommt es zum kontinuierlichem Abbau am (-) Ende und Anbau am (+) 

Ende, was treadmilling-Effekt genannt wird. Weitere dynamische Möglichkeiten von 

Mikrotubuli entstehen, wenn GTP-gebundene Tubulin-Monomere am (-) Pol (also GDP-

gebundene Monomere) assembliert werden und so eine GTP-Kappe bilden. Die Kappe 

β-Tubulin

α-Tubulin

Tubulin Dimer
mit GTP

Tubulin Dimer
mit GDP

24 nm

γ-Tubulin

Capping
Protein

Pi Pi

(+) Ende

(-) Ende

A B

Polymerisierung

Catastrophe

Rescue

GTP

GDP
Depolymerisierung

Wachsender
Mikrotubulus

Stationärer
Mikrotubulus

Abnehmender
Mikrotubulus

Abbildung 3.3 Assemblierung und dynamische Instabilität von Mikrotubuli. A) Im GTP-gebundenem Stadium 
polymerisieren Tubulin-Heterodimere zu einem Rohr aus üblicherweise 13 Protofilamenten. Nach der 
Polymerisierung findet die GTP-Hydrolyse statt. B) Nachdem die Konzentration der GTP-Dimere eine kritische 
Grenze unterschreitet, werden GDP-Dimere auseinandergerissen und der Mikrotubulus verkürzt sich (Catastrophe). 
Dieser Prozess kann nur durch einen Anstieg an GTP-Dimeren rückgängig gemacht werden (Rescue). Nach Huber et 
al. 2013. 
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sorgt für eine rasche Elongation des Filaments an dem Pol (rescue), kann jedoch durch das 

Wegfallen jener ebenfalls schnell verkürzt werden (catastrophe) (Gardner et al. 2013). Eine 

weitere Art von Tubulin-Monomeren sind γ-Tubuline, die eine wichtige Rolle bei dem  

Polymerisierungsbeginn von Mikrotubuli erfüllen und daher in dem Mikrotubuli-

organisierenden Zentrum aufzufinden sind (microtubule-organizing center, MTOC, Oakley 

et al. 1990). Einen solchen MTOC bildet beispielsweise das Centrosom, eine Struktur 

bestehend aus zwei Centriolen, welche rechtwinklig zueinander stehen, geschützt von 

einer Matrix in der Nähe des Zellkerns. Die Centriole ist eine zylindrische Anordnung von 

modifizierten Mikrotubuli und einer Vielzahl von akzessorischen Proteinen. Trotz der 

Tatsache, dass nicht jede Zelle ein Centrosom als MTOC besitzt, dienen γ-Tubuline stets als 

Polymerisierungsbeginn der Mikrotubuli. Einzelne Centriolen werden als Basalkörper 

definiert – der Ursprung von Flagellen oder Cilien –  und sind ebenfalls ein MTOC (Yubuki 

und Leander 2013). 

Aufgrund ihrer Röhrenform und des einhergehend größeren Durchmessers (25 nm) 

gehören Mikrotubuli zu den starken und stabilen Filamenten der drei Klassen. Einige der 

wichtigsten akzessorischen Proteine der Mikrotubuli sind Stathmin, Katanin und die 

Motorproteine Kinesin und Dynein (Vallee und Shpetner 1990). Stathmin bindet 

Untereinheiten und hindert diese an der Polymerisierung (Horwitz et al. 1997), während 

Katanin Mikrotubuli durchtrennt (Sharp und Ross 2012). Kinesin wurde erstmals im 

Riesenaxon von Tintenfischen als Transporter von Organellen charakterisiert (Vale et al. 

1985). Das Motorprotein bewegt sich in Richtung des (+) Endes der Mikrotubuli, während 

Dynein sich nur zum (-) Ende bewegen kann. Dyneine sind verantwortlich für den 

Vesikeltransport, aber auch für das Schlagen von Flagellen oder Cilien und erreichen dabei 

Geschwindigkeiten von bis zu 14 µm/sec (Kumar et al. 1995; Mazumdar et al. 1996; 

Takahashi et al. 1982). Das Axonem weist eine „9+2“ Struktur auf, welches auf die neun 

speziell angeordneten Doppel-Mikrotubuli, verbunden durch Dynein-Ärmchen, die ein 

Mikrotubulus-Paar umkreisen, zurückzuführen ist. Ein wichtiges Protein, welches mit den 

Flagellen assoziiert, ist Centrin, das einerseits für die Duplikation der Centriolen (sowohl 

im Centrosom als auch im Basalkörper (Koblenz et al. 2003)), aber auch für das 

Durchtrennen von Mikrotubuli verantwortlich und in Flagellen lokalisiert ist (Baron et al. 
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1995; Salisbury et al. 1988; Sanders und Salisbury 1994). Die Mehrheit der ubiquitären 

Centrine ist jedoch nicht in Centrosomen aktiv, sondern in anderen Kompartimenten, die 

bisher nicht hinreichend untersucht wurden (Paoletti et al. 1996). Centrin wurde erstmals 

aus der flagellierten Grünalge Tetraselmis striata isoliert (Salisbury et al. 1984) und dort als 

verantwortliches Protein für die Kontraktion von filamentösen Strukturen abhängig von 

dem Ca2+-Ionenanteil in der Zelle charakterisiert (Melkonian et al. 1992).  

3.1.2 Aktin 
 

Aktin bestimmt die Form der Zelloberfläche und wird für die Fortbewegung genutzt. So ist 

das Entstehen von sogenannten Filopodien (eindimensionale Ausstülpung), Lamellipodien 

(zweidimensional, blatt-ähnliche Strukturen) und Pseudopodien (dreidimensional, 

vollzogen von bspw. Amöben), welche Extensionen der Zelle sind, aktin-basiert. Zudem 

wirken Aktinfilamente stützend auf die Plasmamembran der Zelle und nehmen eine 

essentielle Rolle während der Endozytose ein (Berepiki et al. 2011; Galletta und Cooper 

2009). Sie bestehen aus globulären Aktin-Molekülen (G-Aktin, 42 kDa), die eine ATP-

Bindestelle aufweisen, an der die Hydrolyse von ATP zu ADP stattfinden kann. Das Aktin-

Protein hat einen (-) und einen (+) Pol, was ebenfalls eine Polarität von Aktinfilamenten (F-

Aktin) und somit auch den treadmilling-Effekt zur Folge hat (Cleveland 1982). Auch bei 

dieser Filamentart wird die Polymerisierung am (+) Pol favorisiert (Welch und Mullins 

2002). Ihre dünne Beschaffenheit (7 nm Durchmesser) macht sie zu den fragilsten 

Filamenten der Zytoskelett-Klassen (Pollard und Cooper 1986).  

 Während die Bildung der Mikrotubuli im Inneren der Zelle nahe des Nukleus 

auftritt, werden Aktinfilamente hauptsächlich in der Nähe der Plasmamembran 

synthetisiert. Der Zellkortex – eine dünne, proteinöse Schicht unterhalb der 

Plasmamembran – besteht aus Aktinfilamenten, bestimmt somit die Zellform und befähigt 

zur Motilität. Ein Korrelat zu γ-Tubulin als Synthesestarter ist bei Aktinfilamenten der 

Arp2/3 Komplex (actin-related protein, Arp), welches eine netzwerkartige Struktur von 

Filamenten zur Folge hat. Weitere wichtige akzessorische Proteine der Aktinfilamente sind 

Formin, Profilin, Gelsolin und das Motorprotein Myosin mit seinen verschiedenen 

Derivaten. Formin hat eine ähnliche Funktion wie der Arp2/3 Komplex, bei dem parallele 
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Filament-Anordnungen entstehen (Bogdan et al. 2013). Profilin bindet an dem (+) Ende 

von Monomeren, welche leichter an dem (+) Ende von Filamenten binden und 

beschleunigt dadurch die Elongation von Aktinfilamenten (Courtemanche et al. 2013), 

während Gelsolin diese durchtrennen kann (Marino et al. 2013). Myosin II war das erste 

Motorprotein, welches entdeckt wurde (Parrish und Mommaerts 1954) und generiert 

Muskelkontraktionen. Das Protein besteht aus einer langen Kette, welche eine α-helikale 

coiled-coil Umwindung mit einem zweiten Myosin Protein vollzieht, und einer leichten 

Kette am N-Terminus, welche als Kopf-Domäne bezeichnet wird. Dort wird durch ATP-

Hydrolyse die Bewegung in Richtung des (+) Endes von Aktinfilamenten mit einer 

Geschwindigkeit von bis zu 60 µm/sec gewährleistet (Rogers und Gelfand 1998). Jedoch 

gibt es eine weitere Klasse (Myosin VI), die auch in (-) Richtung des Aktinfilaments 

wandern kann (Sweeney und Houdusse 2010a). Weiterhin wurden Fimbrin und α-Actinin 

charakterisiert, die kompetitiv wirken (Bündelung von Aktinfilamenten, (Hanein et al. 

1998; Sjoblom et al. 2008)) und Spectrin, welches die Anbindung von Filamenten mit der 

Plasmamembran vollzieht (Naydenov und Ivanov 2011). Filamin verbindet Aktinfilamente 

zu einer viskosen 3D-artigen Matrix, die der Ausbildung von Lamellipodien dient (Wang 

und Singer 1977). Diese Matrix steht in engem Zusammenspiel mit Myosin, welches eine 

Kontraktion des gesamten Netzwerks zur Folge hat und somit den „hinteren“ Teil der Zelle 

mit in die Bewegungsrichtung zieht (Golsteyn et al. 1997). Der Steuerung der 

Reorganisation des Aktinfilament-Netzwerks wurden bisher drei Klassen an Rho-GTPasen 

zugeschrieben: Cdc42 induziert Filopodien, Rac Lamellipodien und Rho sorgt für Adhäsion 

und Fibrillenbündel (Nobes und Hall 1995).  

3.1.3 Intermediär-Filament Proteine 
 

Intermediär-Filament Proteine sind für den mechanischen Halt der Zelle zuständig, wie 

z.B. die schützende Ummantelung der Erbinformation im Zellkern (Omary et al. 2004). 

Während alle eukaryotischen Zellen Aktin und Tubulin aufweisen, ist dies nicht geltend 

für Intermediär-Filament Proteine. Diese Klasse von Zytoskelett-Proteinen ist 

beispielsweise präsent in Vertebraten, Nematoden und Mollusken – vornehmlich also 

Metazoen – jedoch nicht ubiquitär in jedem Zelltyp. Die Bausteine solcher Filamente sind 
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Tetramere aus parallelen coiled-coil Domänen, die wiederum aus α-helikalen Monomeren 

bestehen. Im Gegensatz zu Aktin und Tubulin-Dimeren weisen die Tetramere keine 

Bindestelle für Nukleosid-Triphosphate auf und bilden aufgrund ihrer biophysikalischen 

Eigenschaft – resultierend aus den α-Helices – keine polaren Enden aus (Crick 1953). 

Zusätzlich sorgen die starken lateral-hydrophoben Wechselwirkungen der coiled-coil 

Proteine für eine sehr flexible Struktur ohne zu brechen – ähnlich einem Seil (Oshima 

2007). Intermediär-Filamente sind weitestgehend selbst-organisierend, jedoch sind 

akzessorische Proteine ebenfalls präsent, wie Filaggrin, welches z. B. Keratinfilamente 

bündelt (Steinert et al. 1981), oder Plectin, welches übergreifend mit Mikrotubuli oder 

auch Aktinfilament-Bündel interagiert und diese mit Intermediär-Filamenten verbindet 

(Castanon et al. 2013). 

Intermediär-Filamente wurden bisher hauptsächlich in Metazoen studiert – in 

einzelligen Eukaryoten, den Protisten, verblieb diese Klasse an Proteinen lange Zeit 

weitestgehend unangetastet (El-Haddad et al. 2013; Fleury-Aubusson 2003). Die Vielfalt 

der Organismen innerhalb der Protisten zeigt, dass das Zytoskelett dieser Zellen komplex 

ist und die gleichen Funktionen erfüllen kann wie bei mehrzelligen Organismen, trotz der 

Abundanz hoch-spezialisierter Organe. 

 

3.2 Trichomonas vaginalis 

 

Trichomonas vaginalis ist ein einzelliger Eukaryot (Protist) und gehört zu dem Taxon der 

Trichomonadida in dem Phylum Parabasalia. Letzteres beinhaltet ausschließlich anaerobe 

Organismen. In der aktuellen Systematik der höheren Eukaryoten werden die Parabasalia 

der Gruppe der Excavata zugeordnet (Adl et al. 2005). Als anaerober Organismus greift 

T. vaginalis nicht auf aerobe Mitochondrien als energie-produzierendes Organell zurück, 

sondern auf eine anaerobe Form der Mitochondrien, die Hydrogenosomen. Namensgebend 

ist dabei der Wasserstoff (hydrogen), welcher als Nebenprodukt bei einer ATP-liefernden 

Substratkettenphosphorylierung ausgehend von Pyruvat entsteht (Müller et al. 2012). Der 

parasitär lebende Protist gilt als ein evolutionär ursprünglicher Organismus (Martin und 

Müller 1998). Der Parasit ist mikroaerophil (Guschina et al. 2009). Sauerstoff wirkt auf 
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T. vaginalis in geringen Mengen nicht 

lethal und wird toleriert, da zahlreiche 

Enzyme zur Sauerstoff-Detoxifizierung 

vorhanden sind (Putz et al. 2005), die 

während Sauerstoff-Stress hochreguliert 

werden (Gould et al. 2013).  

 Als Humanpathogen ist er 

verantwortlich für die sexuell übertragbare, 

nicht-virale Krankheit Trichomoniasis, 

welche mit einer jährlichen Okkurrenz von 

190 Millionen Neuinfektionen weltweit 

neben Chlamydien, Gonorrhö und Syphilis 

zu den meist verbreitetsten gehört (Van der 

Pol 2007). Dabei basiert diese Zahl der 

Neuinfektionen weitestgehend auf mikroskopischer Observierung von Nasspräparaten, bei 

der eine verringerte Erkennungsrate bereits bestätigt wurde (Smith et al. 2005) und lässt 

somit vermuten, dass die tatsächliche Anzahl weitaus höher ist. Die Behandlung basiert auf 

5-Nitroimidazol Derivaten wie Metronidazol und Tinidazol, die selektiv gegen anaerobe 

Bakterien und Parasiten wirken. Jedoch erhebt die Resistenz von 2,5–10% getesteter 

Stämme gegenüber Metronidazol Anspruch auf andere Möglichkeiten der Behandlung 

(Conrad et al. 2013; Schwebke und Barrientes 2006). 

Die Morphologie von T. vaginalis ist unterschiedlich bei frei-schwimmender und 

amöboider Form, welches in Kapitel 3.3 näher beschrieben wird. Im frei-schwimmenden 

Stadium hat die Zelle eine ovoide Form – der Nukleus befindet sich am anterioren Ende 

der Zelle. Vier Flagellen ragen ebenfalls an dieser Seite heraus – die fünfte Flagelle ist 

posterior gerichtet, ragt bis zum Ende der Zelle und wird als undulierende Membran 

bezeichnet, da sie eng mit dieser assoziiert ist. Das Zytoskelett von T. vaginalis weist 

einzigartige Strukturen auf bestehend aus Costa, Pelta und Axostyl, welches als Mastigont-

System bezeichnet wird (Benchimol 2010). Die Costa ist ein strukturiertes Element, 

bestehend aus geriffelten Wurzelfasern auf der cytosolischen Seite der undulierenden 

AF

UM

AX

C

PL

N

H
Abbildung 3.4 Illustration von Trichomonas vaginalis. Vier 
anteriore Flagellen (AF) entspringen den Basalkörpern, 
welche von der Pelta (PL) ummantelt werden. Das damit 
verbundene Axostyl (AX) verläuft über den Median der 
gesamten Zelle. Die fünfte Flagelle ist posterior gerichtet 
und bildet die undulierende Membran (UM), welche von 
der Costa (C) gestützt wird. Der Nukleus (N) befindet sich 
anterior, die Hydrogenosomen (H) befinden sich meist 
entlang des Axostyls. 
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Membran und wirkt unterstützend (Brugerolle 1991). Costa und undulierende Membran 

sind über Schichten von Mikrofibrillen miteinander verbunden. Die Pelta ist eine 

gebogene, flächenförmige Struktur und umgibt die Basalkörper der Flagellen, welche in 

T. vaginalis die Centriolen ersetzen (Zuo et al. 1999). Schließlich ist das Axostyl eine rigide, 

longitudinale Struktur, weitestgehend bestehend aus Mikrotubuli (s. Abb 3.6, (36), (38), 

(39) und (43)), welche entlang des Zellmedians führt (s. Abb. 3.4). In Abb. 3.5, welche den 

nahen Verwandten Tritrichomonas muris 

darstellt, wird gezeigt, dass Axostyl (Ax) 

und Pelta (Pe) eine Einheit in Form einer 

Ummantelung bilden und somit Pelta-

Axostylar-Komplex genannt werden (de 

Andrade Rosa et al. 2013). Trichomonaden 

bilden keine Zysten aus, können jedoch 

unter Stressbedingungen Pseudozysten 

ausbilden, indem sie ihre Flagellen mit 

Hilfe von Centrin Proteinen am 

Basalkörper internalisieren (Pereira-Neves 

und Benchimol 2009; Stockdale 2008). 

Centrin wurde bereits mittels eines 

Antikörpers gegen Chlamydomonas 

Centrin an den Basalkörpern und der 

undulierenden Membran von T. vaginalis 

lokalisiert (Brugerolle et al. 2000). Die 

Basalkörper weisen eine bestimmte 

Orientierung auf: Jener der rückläufigen 

Flagelle ist orthogonal zu den anderen gelegen, welche eine feste Position haben. Über eine 

Lamina und sigmoide Fasern sind die Basalkörper mit dem Pelta-Axostylar-Komplex 

verbunden. Bei den sigmoiden Fasern (Abb. 3.5, F2) wurde bereits eine Assemblierung von 

Mikrotubuli observiert, was ein Hinweis auf einen MTOC sein könnte (Brugerolle 1991) 

und bei T. vaginalis Atraktophor genannt wird (Benchimol 2004). Die Basalkörper werden 

Abbildung 3.5 Rekonstruktion des Flagellen- und 
Zytoskelett-Systems in Tritrichomonas muris; Basalkörper 
1, 2, 3 der anterioren Flagellen sind in einer festen 
Position um den Basalkörper R der rückläufigen Flagelle 
angelegt. Die regelmäßig verlaufenden Stränge zum 
Basalkörper sind: Zwei parabasale Fasern (PF1 und PF2), 
die Costa (C), sigmoide Fasern (F2) und die hakenförmige 
Lamina (F1 und F3). Die achsenparallele Stabform der 
rückläufigen Flagelle (pR) und die Mikrofibrillen-
Schichten (mf) bestimmen die Form der undulierenden 
Membran (UM), welche mit der anliegenden Costa 
verbunden ist. Die mikrotubulären Fasern der Pelta (Pe) 
und des Axostyls (Ax) umhüllen diesen Komplex 
(Brugerolle 1991). 
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Abbildung 3.6 Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Zytoskeletts von Vertretern der Trichomonadidae. (38) 
und (39) Verteilung der Basalkörper in Monocercomonas (38) und Tritrichomonas (39). Basalkörper 1, 2, 3 der 
anterioren Flagellen liegen orthogonal zum Basalkörper (R) der rückläufigen Flagelle. Die hakenförmige Lamina (F1 
und F3) und die sigmoiden Fasern (F2) sind mit dem Pelta(P)-Axostylar(Ax)-Komplex verbunden; die parabasale 
Fasern (PF) und Costa (C). (40) Die regelmäßige Struktur der Costa (C) verbunden mit dem Basalkörper aus 
Tritrichomonas. (41) und (42) Parabasale Fasern (PF) stützen den Golgi-Apparat (G) in Monocercomonas (41) und 
Bündel von (PF) in Trichonympha (42). (43) Longitudinale Sektion des Pelta(P)-Axostylar(Ax)-Komplexes in 
Tritrichomonas. Anteriore Flagelle (aF) und Nukleus (N). (44) Interne faserige Struktur (Pfeil) in der undulierenden 
Membran (uM) in Trichomitus. (45) Achsenparallele Strukturen (Pfeil) in der rückläufigen Flagelle (R) von 
Tritrichomonas muris und die Verbindungen über Mikrofibrillen (mf) mit der Costa (C), welche die Form der 
undulierenden Membran bestimmen (Brugerolle 1991).  
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vor der Crypto-Pleuromitose – einer besonderen Form der Längsteilung und geschlossener 

Mitose, bei der die Nukleushülle intakt bleibt und der Spindelapparat extranuklear bindet 

(Bricheux et al. 2007; Ribeiro et al. 2002a) – dupliziert.  

Das Genom von T. vaginalis ist 160 Mbp groß und umfasst ca. 60.000 codierende 

Gene verteilt auf sechs Chromosomen (Carlton et al. 2007). Jedoch bestehen 65% des 

Genoms aus repetitiven Sequenzen, was durch die rasche Expansion der Genfamilien und 

Genomduplikations-Ereignisse nach der evolutiven Aufteilung von T. vaginalis und T. tenax 

begründet wird (Cui et al. 2007). Eine aktuellere Studie, welche diese Expansionen 

berücksichtigt und Genfamilien zusammenfasst, schätzt die Genomgröße auf 175 Mbp mit 

46.000 codierenden Genen (Smith und Johnson 2011). 

 

3.3 Der Infektionsmechanismus von T. vaginalis 

 

Eine essentielle Komponente der Ansiedlung von T. vaginalis im Urogenitaltrakt des 

Menschen ist die rapide Umformung der Zellmorphologie (Lal et al. 2006). Die frei-

schwimmende Zelle flacht sich ab, um die amöboide, adhärente Form einzunehmen, 

resultierend in einer Vergrößerung der Kontaktoberfläche zu den Wirtszellen. Auf diese 

Fähigkeit können nur wenige Protisten zurückgreifen, wie beispielsweise Naegleria gruberi 

und Physarum polycephalum (Fritz-Laylin et al. 2010b; Ryan et al. 2011). Die Umformung 

von T. vaginalis findet innerhalb weniger Minuten statt und ist ebenso schnell reversibel, 

im Gegensatz zu der Transformation von N. gruberi, die mehr als eine Stunde andauert 

(Fritz-Laylin et al. 2010a). Dabei sind die Eigenschaften und der Grad der Umwandlung 

von T. vaginalis sehr stamm-spezifisch (Lustig et al. 2013). 

Der molekulare Mechanismus dieser Pathobiologie wurde bereits investigiert, jedoch 

gibt es nach wie vor nur Ansätze, die den Verlauf erklären. Es wurde bereits erforscht, dass 

Oberflächenproteine von T. vaginalis die Adhärenz an die Wirtszellen initiieren. Sie 

unterteilen sich in drei Klassen (Ryan et al. 2011): i) Ein kontroverses Set an 

metabolischen Proteinen, welchem als zweite Funktion die Adhärenz zugeschrieben wird. 

Darunter fallen Enzyme, die an der Substratkettenphosphorylierung in den 

Hydrogenosomen beteiligt sind und ebenfalls an der Zellmembran die Adhäsion 
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induzieren sollen (Garcia und Alderete 2007; Meza-Cervantez et al. 2011). ii) Ein 

Lipophosphoglycan, welches in der Glycocalyx des Parasiten lokalisiert ist und mit dem 

humanen Galectin-1 interagiert (Okumura et al. 2008). iii) Eine Vielfalt von 

Membranproteinen, welche kürzlich durch genomische und proteomische Analysen 

identifiziert wurde. Diese beinhaltet beispielsweise die BspA Proteinfamilie, welche an der 

Zelloberfläche lokalisiert ist (Hirt 2013; Noël et al. 2010). Der Parasit bleibt während der 

Infektion stets extrazellulär und sekretiert dabei Mikrovesikel, die physische und 

biochemische Eigenschaften von Exosomen aufweisen. Durch das Einschleusen von RNA 

und exosomalen Proteinen wird die Immunantwort der Wirtszellen moduliert (Twu et al. 

2013). Schließlich konnten parasitäre Proteasen identifiziert werden, welche die humane, 

extrazelluläre Matrix abbauen (Piña-Vázquez  et al. 2012).   

 Molekularbiologische Untersuchungen sind in T. vaginalis weitestgehend etabliert, 

wie die genetische Modifikation des Organismus mittels Elektroporation zwecks 

Markierung von bestimmten Proteinen (Delgadillo et al. 1997), jedoch stellt die anaerobe 

Lebensweise eine Herausforderung für Teilgebiete der molekularbiologischen Forschung 

dar. Der Einsatz des grün fluoreszierenden Proteins (green fluorescent protein, GFP) – 

erstmalig charakterisiert in der Qualle Aequorea victoria (Shimomura et al. 1962) – 

erbrachte ein einfaches Werkzeug für die Zellobservierung in vivo (Chalfie et al. 1994). Zur 

Fluoreszenz von GFP ist die Zyklisierung, Dehydratation und Oxidierung des Tripeptids 

Ser-Tyr-Gly an Positionen 65−67 innerhalb des Chromophors nötig (Heim et al. 1994). Dies 

geschieht spontan in der Anwesenheit von molekularem Sauerstoff. Gleichzeitig ist die 

Fluoreszenz abhängig von dem pH-Wert und der Temperatur (Belpaire et al. 2005; Elsliger 

et al. 1999). Aufgrund des mangelnden Sauerstoffs und des relativ niedrigen pH-Werts von 

6,2 bei der Kultivierung von T. vaginalis wurde GFP als molekularer Marker zwar 

vorgeschlagen (Benchimol 2004), jedoch bisher nicht erschlossen. 

 Die amöboide Umwandlung gehört ebenfalls zu einem nicht vollständig 

aufgeklärten Mechanismus, verbindet jedoch die beiden Typen der zellulären 

Fortbewegung bei Eukaryoten: Tubulin-basiertes, flagelliertes Schwimmen und Aktin-

basiertes, amöboides Gleiten. In Amöben und Parasiten innerhalb der Gruppe der 

Apicomplexa ist das Aktin-basierte Zytoskelett eine Schlüsselkomponente der 
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Zellbewegung (Baum et al. 2008; Fukui 2002). In T. vaginalis wurde das Aktin-Zytoskelett 

erstmals im Jahr 1996 untersucht und zeigte eine Lokalisierung von Aktinfilamenten in 

der Mikrofibrillen-Schicht an der Adhäsionszone von amöboiden Zellen (Brugerolle et al. 

1996). Durch Zugabe des von einigen Pilzen ausgeschiedenen Stoffwechselprodukts 

Cytochalasin, welches an Aktinfilamente bindet und diese an der Polymerisierung hindert, 

wurde die Fähigkeit der Adhäsion von T. vaginalis stark verringert, was ebenfalls für das 

Aktin-basierte Zytoskelett spricht (Gold und Ofek 1992). Derivate von Aktin-Genen wurden 

identifiziert und zeigen eine hohe Homologie zu Vertebraten-Aktin (Bricheux und 

Brugerolle 1997). Bekannte Aktin-Derivate aus T. vaginalis sind zusammen mit ihren 

durchschnittlichen Expressionswerten in Tab. 3.2 aufgelistet (s. Erläuterung in Legende).  

Tabelle 3.2 Identifizierte Aktin-Derivate in Trichomonas vaginalis mit ihren TVAG Nummern (trichdb.org) und 
durchschnittlichen Expressionswerten in willkürlichen Einheiten (arbitrary units, a.u.). Die Ziffer zeigt die absolute 
Anzahl der sequenzierten mRNAs dieser Gene von T. vaginalis bei 11 unterschiedlichen Konditionen. Je höher diese 
Zahl ist, desto stärker wurde dieses Gen in der Zelle exprimiert (Aurrecoechea et al. 2009; Elmendorf et al. 2010; 
Gould et al. 2013). 

TVAG Nummer Expression [a.u.] TVAG Nummer Expression [a.u.] 

TVAG_337240 288.145 TVAG_200190 55.741 

TVAG_054030 174.328 TVAG_150270 47.465 

TVAG_485210 142.022 TVAG_149090 38.612 

TVAG_249200 98.943 TVAG_310030 20.459 

TVAG_160060 78.823 TVAG_172680 16.196 

TVAG_090470 74.807 TVAG_247170 190 

 

 Als Aktin-interagierende Proteine wurden in T. vaginalis bisher lediglich Coronin 

und α-Aktinin charakterisiert (Bricheux et al. 2000; Bricheux et al. 1998). Eines der 

wichtigsten Aktin-interagierenden Proteine, welches die Rolle als Motorprotein erfüllt, ist 

Myosin. Derivate von solchen Proteinen wurden bisher nicht in T. vaginalis entdeckt 

(Carlton et al. 2007; Wickstead und Gull 2011), was jedoch auch an einer radikalen, 

evolutionären Entwicklung der Gensequenzen und der damit einhergehenden 

bioinformatischen Unidentifizierbarkeit liegen kann (Richards und Cavalier-Smith 2005).  
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3.4 Ziele der Dissertation 

 

Der flagellierte Protist Trichomonas vaginalis weist während seiner Infektion von Zellen 

des menschlichen Urogenitaltrakts eine immense Morphogenese binnen kürzester Zeit auf, 

um seine Pathogenität vollständig auszuschöpfen. Von einer ovoiden, frei-schwimmenden 

Zelle formt sich der Parasit zwecks Oberflächenvergrößerung zu einem amöboiden Körper. 

Das Zytoskelett leistet hier einen enormen Umbauprozess. Diese Umwandlung kombiniert 

zwei Elemente des eukaryotischen Zytoskeletts: Aktin und Tubulin. Ziel dieser Arbeit war 

die Identifizierung und Charakterisierung interagierender Proteine. Der Fokus lag dabei 

auf der Identifizierung von putativen Myosin-Derivaten oder anderen neuen 

Motorproteinen zur Interaktion mit Aktinfilamenten. Der parasitär lebende Protist Giardia 

lamblia besitzt ebenfalls keine codierenden Gene für Myosin oder Homologe (Morrison et 

al. 2007) und greift dennoch auf ein komplexes Aktin-Zytoskelett zurück (Paredez et al. 

2011).  

T. vaginalis besitzt zwei Homologe der Fimbrin/Plastin Familie, von denen eines 

bereits als Aktin-interagierendes Protein (TvFIM1) identifiziert wurde (Kusdian 2011). Die 

Vertiefung der Analysen an diesem Protein sollten weitere Erkenntnisse über die 

Beteiligung des Proteins am Aktin-Netzwerk während der Morphogenese erbringen. Dies 

inkludiert in vitro Versuche mit Aktin-Monomeren und –Filamenten, um die Interaktion 

beider Proteine genauer zu untersuchen. Weiterhin sollten Versuche auf Transkriptions- 

(Expressionslevel unter endogenen und Knockdown Bedingungen) und Translationsebene 

(Lokalisierung, Akkumulation in der Zelle) Aufschluss über das Protein geben. Dabei 

wurden unterschiedliche Bedingungen, wie die Infektion von humanen, vaginalen 

Epithelzellen oder die Phagozytose von Hefe, berücksichtigt. Der Einsatz eines GFP-Tags 

(green fluorescent protein) für TvFIM1 sollte in T. vaginalis etabliert werden, um neben 

fixierten Immunofluoreszenz- auch auf Lebendzellaufnahmen zurückgreifen zu können. 

Dieser Tag war bisher keine Option für den anaeroben Parasiten, aufgrund der Tatsache, 

dass GFP zum Ausbilden seines Fluorophores Sauerstoff braucht (Belpaire et al. 2005). 

Alternativen für eine Protein-spezifische Markierung und ihre Lebend-Observierung gibt es 

für den Protisten nur geringfügig, wie den HaloTag®, der einen Liganden zum 
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Fluoreszieren benötigt oder eine umstrittene Methode der Transfektion mit viraler RNA 

und GFP (Li et al. 2012; Martincova et al. 2012).  

 Für Mikrotubuli-Strukturen sollten Centrin-Homologe in T. vaginalis identifiziert 

und lokalisiert werden, um deren Funktion im Zytoskelett einzuordnen. Diese Proteine 

interagieren mit Mikrotubuli-Strukturen, wie Basalkörper oder Centrosomen. Eine 

Lokalisation an der undulierenden Membran sollte nachgewiesen werden (Brugerolle et al. 

2000), jedoch mit einem Ansatz auf Gen-Ebene mit spezifischem Tag, um die einzelnen 

Centrin-Derivate in T. vaginalis näher zu charakterisieren und Unterschiede zwischen 

ihnen durch den Einsatz des endogenen Promotors zu erörtern.  

 Vor diesem Hintergrund war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, Proteine des 

Zytoskeletts von T. vaginalis während der Infektion näher zu charakterisieren. Hierzu 

sollten Aktin-bindende Proteine identifiziert werden und Interaktionsexperimente mit 

Aktin und dem Protein TvFIM1 Aufschluss über die Rolle des Proteins während der 

Morphogenese des Parasiten erbringen. Weiterhin sollten Mikrotubuli-assoziierte Proteine 

ebenfalls untersucht werden, um ihre Rolle im Umbauprozess des Zytoskeletts zu 

determinieren.     
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4 Material und Methoden 

4.1 Abkürzungen 

Abb. 

ATP 

Abbildung 

Adenosintriphosphat 

KH2PO4 

LB 

Kaliumdihydrogenphosphat 

lysogeny broth; Bakterienmedium 

BLAST Basic local alignment search tool M mol pro Liter 

bp Basenpaare MgCl2 Magnesiumchlorid 

BSA Bovine serum albumin MgSO4 Magnesiumsulfat 

bzw. beziehungsweise min Minute 

ca. circa ml Milliliter 

cm Zentimeter mM Millimolar 

CO2 Kohlendioxid NaCl Natriumchlorid 

CoA Coenzym A NCBI National Center of Biotechnology 

Information 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol  nm Nanometer 

DEPC Diethyldicarbonat OD Optische Dichte 

DNA Desoxyribonukleinsäure PBS phosphate buffered saline 

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat PCR Polymerase-Kettenreaktion 

(polymerase chain reaction) 

DTT Dithiothreitol pH -log10(H+) 

E. coli Escherichia coli rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per 

minute) 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure RT Raumtemperatur 

ESTs expressed sequence tags SDS Natrium-Dodecylsulfat (sodium 

dodecyl sulfate) 

et al und andere sec Sekunde 

g gramm TBS-T Tris-buffered saline (Tween) 

g Erdbeschleunigung [9,81 m × s-1] TEMED Tetramethylethylendiamin 

G418 Geneticindisulfat TrichDB Trichomonas vaginalis Genom 

Datenbank 

H2O Wasser TYM Medium für T. vaginalis (trypton-yeast 

extract-maltose medium) 

HCl Salzsäure U Einheiten (units) 

IgG Immunoglobulin ÜN über Nacht 

IPTG Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranosid 

V Volt 

K2HPO4 Dikaliumhydrogenphosphat v/v Volumenprozent 

kDa Kilo-Dalton w/v Gewichtsprozent 
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4.2 Chemikalien und Medien 

Sämtliche Chemikalien lagen in höchster Reinheit und Qualität (p.a.) vor. Puffer, Medien 

und andere Lösungen wurden mit demineralisiertem Wasser angesetzt und durch 

Dampfdruck-‐Sterilisation autoklaviert, bzw. sterilfiltriert. 

4.3 Enzyme 

BamHI-HF®     New England Biolabs 
HindIII     New England Biolabs 

KpnI-HF®     New England Biolabs 

NdeI      New England Biolabs 
NsiI      New England Biolabs 

SacII      New England Biolabs 

Phusion® High-Fidelity Polymerase  New England Biolabs 
T4 DNA Quick-Ligase   New England Biolabs 

Taq DNA-Polymerase    5Prime 

Trypsin-EDTA    GIBCO 
 

4.4 Antikörper und Fluorophore 

Fluoroshield™ Mounting Medium mit DAPI (F6057) Sigma 

HaloTag® TMR  Ligand zur Detektion des HaloTags® Promega 

Phalloidin  Texas Red®-X (T7471)   Invitrogen 
α-Aktin (A4700) monoklonaler Antikörper aus Maus  Sigma 

α-GFP (C163)  monoklonaler Antikörper aus Maus  Invitrogen 

α-HA (H6908) monoklonaler Antikörper aus Kaninchen Sigma 

α-HA (H9658) monoklonaler Antikörper aus Maus  Sigma 
α-Kaninchen  Alexa fluor 633 (A21086)   Invitrogen 

α-Maus IgG  Alexa fluor 488 (A11001)   Invitrogen 

α-Maus IgG  ImmunoPure, Peroxidase gekoppelt  Pierce 
α-Ratte IgG  Alexa fluor 594 (A11007)   Invitrogen 

α-Ratte IgG  ImmunoPure, Peroxidase gekoppelt  Pierce 

α-Streptag® II  Peroxidase gekoppelt    Novagen 
α-TvFIM1  polyklonaler Antikörper aus Ratte  Eurogentec 

4.5 Antibiotika 

Ampicillin Sigma 

Geneticin (G418) Roth 

Penicillin/Streptomycin Biomedicals LLC 
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4.6 Oligonukleotide 

Sämtliche in dieser Arbeit genutzten Oligonukleotide wurden bei den Firmen Metabion 

(Steinkirchen) und Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. 

TvAkt1_NdeI_F 5’ GGT GGT CAT ATG GCT GAA GAA GAC GTT CA 3’ 

TvAkt1_KpnI_R 5’ GGT GGT GGT ACC GAA GCA CTT GCG GTG GAC 3’ 

TvFim1_NdeI_F 5’ CTG ACG CAT ATG GCT GTA AAC GCT GCG 3’ 

TvFim1_BamHI_R 5’ GAC GTG GAT CCT TGA TCC ATG GCC ATA AGA GA 3’ 

TvFim1_qFOR 5’ ACA ACC TTT ACG ACG GCA TC 3’ 

TvFim1_qREV 5’ GCT TTG TCT TGT TGG CCT TC 3’ 

40SRibo_qFOR 5’ GCA TTG ATC AGG CTC TCT CC 3’ 

40SRibo_qREV 5’ ATG CGC TCA AGT TCG TCT TT 3’ 

asTvFim1_BamHI_F 5’ GGT GGT GGA TCC CGT ATG AGC CTT CTC AAG AC 3’ 

asTvFim1_NdeI_R 5’ GGT GGT CAT ATG GCC GTC AGC GAT GCC G 3’ 

TvFim2_NdeI_F 5’ GGT GGT CAT ATG GTC AAC ATG GCT TCA GAA 3’ 

TvFim2_BamHI_R 5’ GAC GTG GAT CCT TGG AGA ATC ATC AAA GAA GCA T 3’ 

Halo_R 5’ GCT CGC CCA GGA CTT CC 3’ 

TvCen1_SacII_F 5’ GGT GGT CCG CGG ATC AAA TCG AAC CAC GAA AAT TC 3’ 

TvCen1_BamHI_R 5’ GGT GGT GGA TCC GAA ATC ACC TTC CAT CAT TCT T 3’ 

TvCen2_SacII_F 5’ GGT GGT CCG CGG CTG CTG CTG GAG CTC GT 3’ 

TvCen2_KpnI_R 5’ GGT GGT GGT ACC TTT TCC GTA TTT TTT AGC AGG ATC 3’ 

TvCen4_SacII_F 5’ GGT GGT CCG CGG TTG TTG TTT AAT CAA ACT ATA AAA TCT T 3’ 

TvCen4_HindIII_R 5’ GGT GGT AAG CTT ATG GGC AGC ATG TGT TGG AT 3’ 

TvCen6_SacII_F 5’ GGT GGT CCG CGG TGT TTT AGT ACT AAA AAG ATA TTA CAA T 3’ 

TvCen6_BamHI_R 5’ GGT GGT GGA TCC AAA TGT AAG CAT AAT CTG AAC GAG 3’ 

 

4.7 Kits 

CloneJET™ PCR Cloning Kit    Thermo Scientific 

DNase I (RNase-free)      Fermentas 
DNAzol®       Invitrogen 

iScript™ cDNA Synthesis Kit    Bio-Rad 

MinElute™ Gel Extraction Kit    Qiagen 
NucleoSpin Plasmid       Macherey-Nagel 

Power SYBR® Green      Applied Biosystems 

Qubit® Quant-iT dsDNA BR Assay Kit   Invitrogen 

Qubit® Quant-iT Protein Assay Kit    Invitrogen 
Qubit® Quant-iT RNA Assay Kit    Invitrogen 

Quick Ligation™ Kit      New England Biolabs 

SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate Thermo Scientific 
TRIzol®       Invitrogen 
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WesternBright ECL Spray     Advansta 
µMACS™ HA Epitope Tag Protein Isolation Kit Miltenyi Biotec

µMACS™ Protein G MicroBeads Miltenyi Biotec

4.8 Vektoren 

 

Die in dieser Arbeit genutzten Vektoren basieren, sofern nicht zugehörig zu einem 

Klonierungskit, wie pJET (s. Kap. 4.6), auf pTagvag2 – freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt von Prof. J. Tachezy, Prag, Tschechien (Hrdy et al. 2004). Die Polylinker der neu 

etablierten Vektoren pTv_GFP und pTv_HA sind in Abb. 4.1 dargestellt. Die Sequenz des 

Polylinkers inklusive Sequenz für das grün-fluoreszierende Protein (monomerisches, 

verbessertes GFP, meGFP) wurde von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) 
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Abbildung 4.1 Schemata des Polylinkers (multiple cloning site, MCS) von pTv_GFP (A) und pTv_HA (B). Beide 
Vektoren basieren auf pTagvag2 (Hrdy et al. 2004). Die neue MCS wurde mit der codon-optimierten Sequenz von 
monomerischem, verbessertem GFP (monomeric, enhanced GFP) bei der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) 
synthetisiert und über NdeI und NsiI in pTagvag2 inseriert. Diese Sequenz diente anschließend für die Etablierung 
von pTv_HA, welche über SacII und BamHI inseriert wurde. 
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synthetisiert und über die Endonukleasen SacII und NsiI in pTagvag2 inseriert. Der Vektor 

pTv_HA wurde durch das Inserieren des Polylinkers über die Restriktionsstellen SacII und 

BamHI in pTagvag2 erstellt. Für die endogene Expression mittels Gen-eigenem Promotor 

wurden 200 Nukleotide in 5’-Richtung ausgehend von der codierenden Sequenz mit SacII 

mitkloniert, so das der ursprüngliche SCS-Promotor (TVAG_047890) ersetzt wird.  

4.9 Organismen und deren Kultivierung 

4.9.1 Trichomonas vaginalis 
 

In dieser Arbeit wurden drei Stämme von Trichomonas vaginalis eingesetzt: T1 (Tai et al. 

1993) – zur Verfügung gestellt von J.-H. Tai (Institute of Biomedical Sciences, Taipeh, 

Taiwan), T016 (Alderete et al. 1987) – zur Verfügung gestellt von J. Alderete (School of 

Molecular Biosciences, Pullman, USA) und FMV1 (Jesus et al. 2004) – zur Verfügung 

gestellt von M. Benchimol (Santa Ursula University, Rio de Janeiro, Brasilien). 

 Alle Stämme wurden, sofern nicht anders angegeben, in konischen 15 ml 

Zentrifugenröhrchen mit 12 ml TYM-Medium pH 6,2 (s. Tab. 4.1) möglichst anaerob bei 

37 °C kultiviert. Zur Vermeidung bakterieller Kontaminationen wurde der Kultur eine 

Penicillin/Streptomycin Lösung [1% (v/v)] zugesetzt. Bei transfizierten T. vaginalis Zellen 

wurde zusätzlich das Neomycin Derivat G418 (100 µg/ml) als Selektionsmarker 

hinzugefügt. Die Kulturen wurden täglich mit ca. 2,5×106 Zellen bzw. jeden zweiten Tag 

mit einem Zehntel der Zellen in 12 ml TYM-Medium inokuliert. 

Tabelle 4.1 Zusammensetzung des TYM Mediums pH 6,2 und der Eisenlösung zur Kultivierung von Trichomonas 
vaginalis nach (Clark und Diamond 2002; Diamond 1957). 

TYM Medium pH 6,2  Eisenlösung 

2,22%(w/v) Tryptose  1% (w/v) Fe(NH4)2(SO4)×6H2O 

1,11% (w/v) Hefeextrakt  0,1% (w/v) 5-Sulfosalicylsäure 

15 mM Maltose   

9,16 mM  L-Cystein   
1,25 mM L(+)-Ascorbinsäure   

0,77 mM KH2PO4   

3,86 mM K2HPO4   
10% (v/v) Pferdeserum   

0,71% (v/v) Eisenlösung   
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4.9.1.1  Infektion von humanen, vaginalen Epithelzellen 

Für die Infektion von humanen, vaginalen Epithelzellen (s. Kap. 4.9.2) wurden diese 

entweder auf Ibidi µ-Slides VI0.4 (Lebendzellobservierung) oder BD Falcon™ CultureSlides 

(Immunofluoreszenzaufnahmen) Objektträger nach vorangegangener Trypsinisierung 

überführt. Dabei wurde jeweils mit einem Zehntel einer konfluent angewachsenen 

Zellkultur in einer T25 Zellkulturflasche inokuliert, gefolgt von einer Inkubation von 

mindestens 24 h bei 37 °C und 5% CO2 zur Anhaftung der Zellen am Boden der 

Zellkulturflasche. Danach wurde das VEC-Medium abgenommen und die Wirtszellen mit 

ca. 2,5×106 T. vaginalis Zellen pro Kammer (CultureSlide) bzw. 2,5×105 pro Kanal (µ-Slide 

VI0.4) infiziert. Es folgte erneut eine Inkubation bei 37 °C und 5% CO2 bis zur Observierung 

oder Fixierung.  

 Der beladene µ-Slide VI0.4  (Ibidi, #80606) wurde am Fluoreszenzmikroskop 

AxioObserver.Z1 der Marke Zeiss unter 5% CO2 und 37 °C in einer Inkubationskammer 

observiert (s. Kap. 4.10.2.6). Für die Infektion im CultureSlide wurde die Präparation der 

Immunofluoreszenzaufnahmen angeknüpft (s. Kap. 4.10.2.5).     

4.9.1.2 Phagozytose von S. cerevisiae durch T. vaginalis Zellen 

In diesem Experiment phagozytiert T. vaginalis durch die Abwesenheit von Pferdeserum 

im TYM Medium die zugesetzten Hefezellen. Dafür wurde Hefepulver (RUF 

Lebensmittelwerk KG, Quakenbrück, Deutschland) in sterilem Wasser (37 °C) 

resuspendiert und 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Hefezellen 

dreimal mit 0,1 M PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2HPO4; 1,76 mM KH2PO4) 

gewaschen und mit einer Konzentration von 5×107 Zellen/ml in Pferdeserum-freien TYM 

Medium verdünnt. T. vaginalis Zellen wurden ebenfalls in Pferdeserum-freien TYM 

Medium mit einer Konzentration von 2,5×105 Zellen/ml resuspendiert und im Verhältnis 

1:50 mit Hefezellen in einer Kammer eines CultureSlides (BD Falcon™, #354114) für 15 

min bei 5% CO2 und 37 °C inkubiert. Die Nutzung von Pferdeserum-freien TYM Medium 

dient dazu, dass T. vaginalis nicht auf seine endozytotische Nährstoffaufnahme, sondern 

auf die Phagozytose von Hefe zurückgreift. Im Anschluss der Inkubation folgte die 

Immunofluoreszenz-Präparation (s. Kap. 4.10.2.5).  
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4.9.1.3 Zellzählung von T. vaginalis unter aeroben und anaeroben Bedingungen 

Zellzählungen des T. vaginalis Stammes T1 und FMV1 unter aeroben (16% O2) und 

anaeroben Bedingungen wurden mit dem Bio-Rad Automated Cell Counter TC20™ (#145-

0102) und den zugehörigen Counting Slides (Bio-Rad, #145-0015) nach Anleitung 

durchgeführt. Dabei wurde auf eine Trypanblau-Färbung zur Determinierung von 

lebenden und toten Zellen verzichtet.  

 Für die Erstellung von Wachstumskurven wurden Zellen der beiden T. vaginalis 

Wildtyp-Stämme T1 und FMV1 unter aeroben und anaeroben Bedingungen gezählt. 12 ml 

TYM Medium wurden mit 2×106 Zellen inokuliert und entweder im Zentrifugenröhrchen 

(15 ml) bei 37 °C oder in einer Zellkulturflasche mit Membranverschluss (25 cm2) bei 

5% CO2 (entspricht 16% O2)  und 37 °C inkubiert. Alle zwei Stunden wurde der Probe ein 

Aliquot zügig unter sterilen Bedingungen entnommen, um die Probe erneut unter 

optimalen Bedingungen zu inkubieren. Das Aliquot diente der Messung am Zellzähler.   

4.9.1.4 Transfektion von T. vaginalis 

Die Transfektion aller T. vaginalis Stämme erfolgte stets mittels Elektroporation (Delgadillo 

et al. 1997; Land et al. 2004). Hierzu wurden etwa 2,5×108 Zellen des Wildtyps in frischem 

TYM Medium mit 30 µg Plasmid-DNA des Konstrukts in einer 0,4 cm 

Elektroporationsküvette (Bio-Rad, #165-2081) gemischt. Zuvor wurde die Zellsuspension 

viermal durch eine 23G-Nadel durchgezogen, um Zell-Akkumulationen zu lösen und die 

Zellmembran anzurauen. Die Küvette wurde in die Schockkammer des Gene Pulser Xcell™ 

(Bio-Rad, #165-2660) gesetzt und der elektrische Puls erfolgte bei 350 V und 960 µFd. 

Nach einer 10 minütigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen in 12 ml frisches, warmes 

TYM Medium überführt und bei 37 °C inkubiert. Nach 4 h erfolgte die Zugabe der 

Selektionsdroge G418 (100 µg/ml) zu der Kultur. Nach 48 h wurde die Kultur in ein 

frisches Zentrifugenröhrchen überführt und bei 1.000×g, 10 min bei RT pelletiert und in 

frischem TYM Medium, versetzt mit Penicillin/Streptomycin und G418, resuspendiert. Der 

Transfektionserfolg wurde durch eine Western Blot Analyse überprüft (s. Kap. 4.10.2.3).    
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4.9.2 Humane, vaginale Epithelzellen 
 

Die Zelllinie MS-74 der humanen, immortalisierten, vaginalen Epithelzellen wurde 

freundlicherweise von J. Alderete (School of Molecular Biosciences, Pullman, USA) zur 

Verfügung gestellt und wurden im Jahr 2002 isoliert (Klumpp et al. 2002). Die 

Kultivierung erfolgte in 45% DMEM (Invitrogen, #31885), 45% Keratinocyte-SFM 

(Invitrogen, #37010022) und 10% fötalem Kälberserum (FCS) in Zellkulturflaschen mit 

Membranverschluss (75 cm2) bei 37 °C und 5% CO2. Zum Schutz vor bakterieller 

Kontamination wurde zusätzlich ein Penicillin/Streptomycin Gemisch zu dem Medium 

hinzugefügt [1% (v/v)]. Bei hoher Konfluenz wurde der Zellrasen zweimal mit PBS (PAA, 

#H15-001) gewaschen und anschließend mit einer 0,05% Trypsin-Lösung (Invitrogen, 

#25300-054) bei 37 °C für 10 min inkubiert, um die Zelladhärenz zu lösen. Die Reaktion 

wurde mittels FCS terminiert und die Zellen in ein Zentrifugenröhrchen überführt. Nach 

dem Pelletieren (600×g, 6 min, RT) wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert 

und je nach Versuch 1:10 in eine neue Zellkulturflasche inklusive Medium gesplittet.  

4.9.3 Escherichia coli 
 

Für Standard-Klonierungsarbeiten (Sambrook et al. 1989) wurde der E. coli Stamm XL1-

blue der Firma Stratagene genutzt [Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB‐hsdSMR‐mrr)173 endA1 supE44 

thi‐1 recA1 gyrA96 relA1 lac *F’ proAB lacIqZ_M15 Tn10 (TetI)]. Die heterologe 

Überexpression von TvFIM1 erfolgte im E. coli Stamm C41 [F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm 

(DE3)], abgeleitet von BL21(DE3) (Miroux und Walker 1996). 

  

4.10 Molekularbiologische Methoden 

4.10.1 Nukleinsäuren 

4.10.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus T. vaginalis 

Für die Isolierung von genomischer DNA aus T. vaginalis wurde das organische Reagenz 

DNAzol® (Invitrogen, #10503-027) genutzt. Diese Guanidin-basierte Lösung ermöglicht die 

selektive Präzipitation von DNA aus Zell-Lysaten. Dafür wurden 50 ml einer T. vaginalis 
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Kultur mit einer Konzentration von etwa 3×106 Zellen/ml bei 1.500×g und 4 °C für 10 min 

pelletiert. Nach Verwerfen des Überstands erfolgte die Isolierung nach Herstellerprotokoll. 

Die genomische DNA wurde in TE-Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8,0 und 1 mM EDTA 

pH 8,0) resuspendiert und die Konzentration anschließend mittels des Fluorometers 

Qubit® (Invitrogen, #Q32866) und dem Kit Qubit® dsDNA BR Assay (Invitrogen, 

#Q32853) nach Herstellerprotokoll bestimmt.    

4.10.1.2 Amplifizierung von DNA via Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Amplifizierung 

von spezifischen DNA-Sequenzen mittels Sequenz-spezifischen Oligonukleotiden und einer 

DNA-Polymerase (Mullis et al. 1992). Für die Amplifizierung von Sequenzen, die zur 

weiteren Klonierung verwendet wurden (s. Kap. 4.10.1.3), kam eine Polymerase mit 

Korrekturlese-Funktion (proof reading, Phusion® Polymerase) zum Einsatz, während für 

Test-PCRs die Taq-Polymerase genutzt wurde. Die Reaktionsansätze und der Verlauf im 

PCR-Thermocycler wurden nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Anschließend wurde 

jedem Ansatz 1/10 Vol. 10× Ladepuffer hinzugefügt (10× Ladepuffer: 0,4% (w/v) 

Bromphenolblau; 0,4% (w/v) Xylencyanol; 1 mM EDTA, pH 8,0; 20% (v/v) Ficoll) und in 

einem 1%igem Agarose-Gel mit 0,3 µg/ml Ethidiumbromid elektrophoretisch getrennt 

(50× TAE Puffer: 2 M Tris; 1 M Essigsäure; 50 mM EDTA, pH 8,0) (Sambrook et al. 1989). 

Anschließend wurde das Gel in einem Transluminator unter UV-Licht betrachtet und 

fotografiert.  

4.10.1.3 Herstellung von Expressionsvektoren 

Zur Herstellung von Expressionsvektoren (Konstrukten) wurde die zu untersuchende 

Gensequenz mittels PCR amplifiziert. Nach elektrophoretischer Trennung wurde das 

Amplifikat nach Herstellerangaben aus dem Agarose-Gel eluiert (s. Kap. 4.7). Es folgte die 

Ligation des Amplifikats mit dem Zwischenvektor pJET1.2 (s. Kap 4.7, CloneJET™ PCR 

Cloning Kit) zur erneuten Amplifizierung der Sequenz. Ultra-kompetente E. coli XL1-blue 

Zellen wurden mit 5 µl des Ligationsansatzes transformiert und für 20 min inkubiert 

(4 °C). Ein Aliquot der Zellen wurde anschließend auf einer LB-Agar-Platte mit Ampicillin 

(100 µg/ml) ausgestrichen. Die Platte wurde bei 37 °C über Nacht inkubiert. Durch die 
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erlangte Resistenz gegenüber Ampicillin konnten erfolgreich transformierte E. coli Zellen 

auf dieser Platte wachsen. Bakterienkolonien wurden in 5 ml LB Medium (1% (w/v) NaCl, 

1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt), versetzt mit Ampicillin (100 µg/ml), 

überführt und über Nacht bei 37 °C geschüttelt. Es folgte die Isolierung der Plasmide aus 

E. coli mittels NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) basierend auf der alkalischen Lyse. 

Die inserierte Sequenz in den Plasmiden wurde mit spezifischen Oligonukleotiden von der 

Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) sequenziert und anschließend auf Richtigkeit 

überprüft. Danach folgte die Restriktion mit den entsprechenden 

Restriktionsendonukleasen und die Ligation (s. Kap. 4.3) nach Herstellerangaben in die 

Expressionsvektoren pTagvag2, pTv_HA oder pTv_GFP.       

4.10.1.4 Isolierung von RNA aus T. vaginalis 

Für die Isolierung von RNA wurde unter RNase-freien Bedingungen gearbeitet. Etwa 5×107 

T. vaginalis Zellen wurden für 10 min bei 1.500×g und 4 °C pelletiert. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet in 200 µl TRIzol® (Invitrogen) resuspendiert. Die weiteren 

Schritte erfolgten nach Herstellerprotokoll. Die RNA wurde schließlich in 150 µl DEPC-

H2O (0,01% (v/v) DEPC) resuspendiert und die Konzentration mittels dem Fluorometer 

Qubit® (Invitrogen, #Q32866) und dem Kit Qubit® RNA BR Assay (Invitrogen, #Q10210) 

bestimmt. 

4.10.1.5 cDNA-Synthese 

Bei der cDNA-Synthese wird RNA in DNA durch das Enzym Reverse Transkriptase 

umgeschrieben und somit zur cDNA (complementary DNA). Die Umschreibung von mRNA 

(messenger RNA) in cDNA stellt somit transkribierte Gene dar und kann aufzeigen, ob und 

wie stark ein Gen in der Zelle transkribiert wird. Zuvor muss sichergestellt werden, dass 

die RNA restlos von DNA befreit ist, um Artefakte zu unterbinden. Dazu wurden 10 µg 

Gesamt-RNA aus T. vaginalis mit DNase I (Fermentas) nach Herstellerprotokoll behandelt. 

Es erfolgte eine erneute Konzentrationsbestimmung mit Qubit®, um anschließend 1 µg 

DNase-behandelte RNA in cDNA mittels dem iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) nach 

Herstellerangaben umzuschreiben. Für eine RT-PCR wurde als Negativkontrolle zusätzlich 

ein Ansatz ohne Zugabe der Reversen Transkriptase vorbereitet. 
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4.10.1.6 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 

Bei der RT-PCR wird eine qualitative Analyse der Transkription von Genen durchgeführt. 

Diese zeigt auf, ob Transkripte eines Gens in der Zelle vorliegen oder nicht. Hierzu wurde 1 

µl cDNA als Matrize in einer Test-PCR (s. Kap. 4.10.1.2) eingesetzt.   

4.10.1.7 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 

Die qRT-PCR dient der quantitativen Analyse von transkribierten Genen in der Zelle. 

Durch die Akkumulation eines Fluorophors (SYBR® Green) in synthetisierten DNA-

Strängen kann der Zyklus einer PCR bestimmt werden, bei der das Gen exponentiell 

vervielfältigt wird (= Ct, threshold cycle). Die Detektion der Transkripte erfolgt über 

spezifische Oligonukleotide, die ein ca. 100 bis 200 bp langes Fragment in der Gensequenz 

amplifizieren (s. Kap. 4.6). Die eigentliche Quantifizierung erfolgt durch die Erstellung 

einer Eichgerade. Eine Verdünnungsreihe von genomischer DNA mit bekannter 

Konzentration dient als Matrize der Reaktionsansätze mit den spezifischen 

Oligonukleotiden. Die ermittelten Ct-Werte können somit zu DNA-Mengen in Bezug 

gesetzt werden. Da die Anzahl der Homologe des Gens im Organismus und die 

Sequenzlänge bekannt sind, ist die Errechnung der Transkriptmenge in einer bestimmten 

Menge RNA, bzw. cDNA möglich (Bustin et al. 2009; Livak und Schmittgen 2001; Lu et al. 

2012; Pfaffl et al. 2002).  

 Sämtliche Experimente wurden mit dem Gerät StepOnePlus™ und dem Kit „Power 

SYBR® Green Master Mix“, welches die AmpliTaq Gold® DNA Polymerase beinhaltet, der 

Firma Applied Biosystems durchgeführt. RNA wurde in biologischen Triplikaten aus 

T. vaginalis im frei-schwimmenden und amöboiden Stadium isoliert. Die Versuchsansätze 

wurden in technischen Triplikaten durchgeführt, bei denen 1 µl der korrespondierenden 

cDNA eingesetzt wurde. 

4.10.2 Proteine 

4.10.2.1 Isolierung von Proteinen aus T. vaginalis 

Um ein Gesamtzellextrakt von T. vaginalis zu erhalten, wurden ca. 5×107 Zellen in ein 2 ml 

Reaktionsgefäß überführt, pelletiert (1.500×g, 5 min, 4 °C) und in nativem Lysispuffer 

(150 mM NaCl; 1% (v/v) Triton™ X-100; 50 mM Tris-HCl pH 8,0) resuspendiert. Bei einer 
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Ultraschallbehandlung auf Eis für 6×10 sec wurden die Zellen aufgeschlossen und das 

Cytosol freigesetzt. Es erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit Qubit® und dem Quant-

iT™ Protein Assay Kit (Invitrogen, #Q33210) nach Herstellerangaben.  

4.10.2.2 Elektrophoretische Trennung von Proteinen (SDS-PAGE) 

Zur Analyse von Proteinen wurden diese in einer diskontinuierlichen SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in 12%igen Trenngelen separiert (Laemmli et 

al. 1970; Sambrook et al. 1989). Zuvor wurden die Proteinproben in Laemmli-Puffer 

(10 mM Tris; 1 mM EDTA; 1% (w/v) SDS; 5% (v/v) β-Mercaptoethanol; 10% (v/v) 

Glycerin; 0,05% (w/v) Bromphenolblau) 10 min bei 95 °C denaturiert. Es wurde stets ein 

Standard als Referenz des Molekulargewichts der Proteine auf das Gel geladen (PageRuler 

Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, #26619) oder Precision Plus Protein 

WesternC Standard (Bio-Rad, #161-0385)).  

 Zur Visualisierung der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel wurde eine Coomassie 

Brilliant Blau Färbung nach (Heukeshoven und Dernick 1988) durchgeführt.  

4.10.2.3 Western Blot 

Bei der Western Blot Analyse werden die Proteine, welche in einem SDS-Polyacrylamidgel 

getrennt wurden, mittels elektrischer Spannung auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond 

C Extra, GE Healthcare) übertragen (Gershoni und Palade 1983; Towbin et al. 1979). Dazu 

wurden drei Lagen Whatman 3MM-Papier in Transferpuffer (39 mM Glycin; 48 mM Tris; 

1,3 mM SDS; 20% (v/v) Methanol) getränkt und auf die Anode des Trans-Blot® Turbo™ 

Transfer Systems (Bio-Rad) gelegt. Es folgte die Nitrocellulosemembran, das SDS-

Polyacrylamidgel und erneut drei Lagen in Transferpuffer getränktes Whatman 3MM-

Papier. Nach Entfernung sämtlicher Luftblasen wurde die Kathode aufgelegt und der 

Transfer nach Herstellerangaben gestartet. Der Erfolg des Western Transfers wurde durch 

die Übertragung des gefärbten Standards auf der Nitrocellulosemembran überprüft. 

4.10.2.4 Immunodetektion 

Zur Detektion bestimmter Proteine auf der Nitrocellulosemembran wurden diese mit 

spezifischen Antikörpern behandelt und anschließend mittels Chemilumineszenz oder 

Fluoreszenz detektiert. Dazu wurde die Nitrocellulosemembran nach dem Western Blot in 
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Blockingpuffer (5% (w/v) Magermilchpulver in TBS (20 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM 

NaCl)) für 30 min geschwenkt und darauf in Blockingpuffer mit dem/den Erstantikörper/n 

für 1h oder ÜN inkubiert (Verdünnungen sind in den Abbildungen ersichtlich, Liste der 

Antikörper s. Kap. 4.4). Anschließend wurde die Membran dreimal mit TBS-T (0,1% (v/v) 

Tween 20) gewaschen, bis die Inkubation des Zweitantikörpers in Blockingpuffer für 1h 

erfolgte. Bei der Chemilumineszenz wurde ein Peroxidase-gekoppelter Antikörper genutzt, 

der nach der Inkubation und erneutem dreimaligem Waschen mit TBS mit dem 

„SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate“ Kit (Thermo Scientific, #34077) 

bzw. dem „WesternBright ECL Spray“ (Advansta, #D-12049-D50) detektierbar wurde. Die 

Observierung erfolgte im ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad, #170-8280). Bei der Detektion 

eines Multiplex Western Blots wurden fluoreszierende Zweitantikörper eingesetzt (s. Kap. 

4.4), bei der die Inkubation und die Waschschritte im Dunkeln durchgeführt wurden. Auch 

hier erfolgte die Observierung mit dem ChemiDoc™ MP System durch Anregung der 

Fluorophore mit spezifischen LEDs. Dadurch war die Detektion von zwei unterschiedlichen 

Proteinen auf einer Nitrocellulosemembran möglich.  

4.10.2.5 Immunofluoreszenz-Mikroskopie 

Für die Lokalisierung von spezifischen Proteinen innerhalb der Zelle können diese 

immunologisch behandelt werden und mittels Fluoreszenz detektiert werden. Das Prinzip 

beruht auf der Fixierung und Permeabilisierung der Zellen, so dass die Antikörper ihr 

entsprechendes Epitop der Peptidsequenz binden und durch den Fluorophor-gekoppelten 

Zweitantikörper nachweisbar sind.  

 Für die Fixierung wurden T. vaginalis Zellen allein, mit humanen, vaginalen 

Epithelzellen (s. Kap. 4.9.1.1) oder mit Hefezellen (s. Kap. 4.9.1.2) pelletiert und/oder von 

dem Überstand getrennt, gefolgt von einer Inkubation mit 4% (v/v) Paraformaldehyd und 

0,1% (v/v) Triton™ X-100 in PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2HPO4; 

1,76 mM KH2PO4) für 15 min bei RT. Die Lösung wurde abgenommen – für die Fixierung 

von T. vaginalis allein wurde stets in einem 2 ml Reaktionsgefäß gearbeitet und für 

nachfolgende Schritte 1 min bei 2000×g und 4 °C pelletiert – und mit Blockingpuffer (1% 

(w/v) BSA; 0,25% (w/v) Gelatine; 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS) versetzt, gefolgt von einer 

Inkubation von 30 min bei RT. Anschließend wurden die Zellen für 1h bei RT mit dem 
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Primärantikörper in Blockingpuffer inkubiert (s. Kap. 6.3), worauf ein dreimaliges 

Waschen mit PBS erfolgte. Schließlich fand die Inkubation der Zellen mit dem Fluorophor-

gekoppelten Zweitantikörper im Dunkeln für 1h bei RT und erneut dreimaligem Waschen 

mit PBS statt. Die Zellen wurden in Fluoroshield mit DAPI (Sigma, #F6057) aufgenommen 

und bis zur Observierung im Dunkeln bei 4 °C gelagert. Die Fluoreszenzmikroskope LSM 

510, 710 (Zeiss) und Eclipse Ti-E (Nikon) wurden für die Observierung der Proben genutzt. 

4.10.2.6 Lebendzellobservierung 

Bei der Lebendzellobservierung wurden T. vaginalis Zellen während der Infektion oder 

alleine im Durchlicht-Kanal observiert. Bei GFP-markierten Proteinen konnte aufgrund der 

Eigenfluoreszenz von GFP ebenfalls eine Lebendzellobservierung durchgeführt werden. 

Dazu wurde die transfizierte T. vaginalis Kultur nicht unter anaeroben Bedingungen, 

sondern unter 5% CO2 und 37 °C inkubiert, so dass GFP in Anwesenheit von Sauerstoff 

seine aktive Form bilden kann (s. Kap. 4.9.1.1). Die Observierung erfolgte unter gleichen 

Bedingungen (37 °C und 5% CO2) am Mikroskop AxioObserver.Z1 (Zeiss).    

4.10.2.7 Immunopräzipitation (Affinitätschromatographie) 

Bei der Immunopräzipitation werden spezifische Proteine mittels Antikörper und 

Affinitätschromatographie isoliert, welche im Idealfall an deren Interaktionspartner 

gekoppelt sind. Diese Interaktionspartner werden zusammen mit dem eigentlichen Protein 

isoliert und können in einer SDS-PAGE (s. Kap. 4.10.2.2) identifiziert werden. Für diese 

Experimente wurden die Produkte der µMACS™ Serie (Miltenyi Biotec) genutzt. Das 

Prinzip basiert auf magnetischen Kügelchen (beads), die mit Liganden gekoppelt sind, die 

wiederum an das Protein von Interesse binden. Zuerst erfolgt die Zelllyse, die in diesem 

Experiment entscheidend ist. Die Lyse der Zelle sollte vollständig, jedoch weitestgehend 

schonend durchgeführt werden, um mögliche Interaktionen von Proteinen nicht zu stören. 

Für diese Experimente wurden die Zellen vor der Lyse für 10 min mit 200 ng/ml 

Phalloidin (AppliChem, #A1488) inkubiert, um Aktinfilamente zu stabilisieren.  

 Es wurden zwei Ansätze der Zelllyse getestet, welche beide auf mechanische Kräfte 

verzichten, sondern lediglich eine chemische Lyse bewirken. Der Standard-Lysispuffer 

(150 mM NaCl; 1% (v/v) Triton™ X-100; 50 mM Tris-HCl pH 8,0) und ein Lysispuffer, 
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welcher bereits zur Extraktion von Cytoskelett-Proteinen aus Giardia lamblia erfolgreich 

genutzt wurde (200 mM KCl; 10 mM Tris; 2 mM DTT; 2 mM EDTA; 1 mM ATP; 2 mM 

MgSO4; 1,5% (v/v) Triton™ X-100; 1× Complete Mini Protease Inhibitor Tablette)(Palm et 

al. 2005). Nach einer Inkubation von 3 h im 360°-Rotator bei 4 °C wird die Suspension bei 

10.000×g für 10 min bei 4 °C zentrifugiert um Zelltrümmer von der Suspension zu 

separieren. Anschließend erfolgt die Inkubation der magnetischen Kügelchen im 

Proteinextrakt ÜN rotierend bei 4 °C, so dass die Bindung an die Zielproteine maximiert 

wird. Darauf folgt die Affinitätschromatographie bei der die Suspension sukzessive über 

eine Säule (Miltenyi Biotec, #130-042-701), die unter einem magnetischen Feld steht, 

überführt wird. Die Kügelchen mit dem Proteinkomplex verbleiben in der Säule, werden 

gewaschen und schließlich mit 95 °C heißem Laemmli-Puffer eluiert. Die magnetischen 

Kügelchen verbleiben in der Säule, so dass lediglich der Proteinkomplex eluiert und in 

einer SDS-PAGE analysiert wird.   

 Im ersten Ansatz wurden Protein G beads (Miltenyi Biotec, #130-071-101) genutzt, 

welche eine hohe Affinität zu α-Aktin aus Maus (Sigma, #A4700) aufweisen. Diese beiden 

Komponenten (50 µl Protein G beads und 10 µg α-Aktin) wurden zuvor gemischt und für 

2 h bei 4 °C inkubiert. Erst dann erfolgte die Zugabe des Komplexes zu dem Proteinextrakt. 

Die folgenden Schritte erfolgten nach Herstellerangaben.  

 Im zweiten Ansatz wurde das Proteinextrakt von transfizierten T. vaginalis 

Kulturen zusammen mit dem „µMACS™ HA tagged Protein Isolation“ Kit (Miltenyi Biotec, 

#130-091-122) verwendet. Hier binden die magnetischen Kügelchen direkt an den HA-Tag 

des Fusionsproteins. Die weiteren Schritte erfolgten ebenfalls nach Herstellerprotokoll. 

Neben dem Eluat wurden der Durchfluss des Gesamtextrakts und die Waschschritte 

aufgefangen, mit Laemmli-Puffer versehen und ebenfalls auf ein SDS-Polyacrylamidgel 

geladen.      

4.10.2.8 Heterologe Überexpression von TvFIM1 

Für die heterologe Überexpression von TvFIM1 wurde der E. coli Stamm C41(DE3) mit 

dem Vektor pETEV21a und der codierenden Sequenz für TvFim1 transformiert (s. Kap. 

4.10.1.3). Ungefähr ein Liter Kultur wurde auf einem Schüttler bei 37 °C bis zu einer 

optischen Dichte von 0,4 bis 0,6 bei 600 nm inkubiert. Die Überexpression wurde mit 
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1 mM IPTG induziert gefolgt von einer Inkubation für 4 h bei 37 °C im Schüttler. Die 

Zellen wurden anschließend pelletiert und mit PBS (s. Kap. 4.10.2.5) gewaschen. Die 

Zelllyse erfolgte durch Homogenisieren durch das Potter-Elvehjem Verfahren und 

nachfolgendem Aufschluss mittels „OneShot Disruptor“ (Constant Systems Limited). Die 

His-getaggten Proteine wurden mit einer HisTrap™ Säule (HisTrap™ HP 5 ml, GE 

Healthcare) über Flüssigkeitschromatographie (FPLC) mit Hilfe einer Äkta P-920 (GE 

Healthcare) isoliert (s. Abb. 7.1). Der Elutionspuffer bestand aus 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 

300 mM NaCl; 500 mM Imidazol und 1 mM NaN3.      

4.10.2.9 Messung der Fluoreszenzpolarisations-Anisotropie von Proteinen 

Die Messung der Fluoreszenzpolarisations-Anisotropie wurde unter Anleitung von M. 

Quinlan (University of California, Los Angeles, USA) in der Summer School on Actin 

Dynamics in Regensburg 2011 (DFG Programm SPP 1464) durchgeführt. Das Prinzip 

basiert auf der Korrelation zwischen der Anregung und Abstrahlung der 

Fluoreszenzpolarisierung. Die Anisotropie ist maximal, wenn ein Fluorophor in einem 

Raum fixiert ist. Wenn das Fluorophor rotiert, wird die Anisotropie verringert und ist 

abhängig von der Rotationsgeschwindigkeit. Ein wichtiger Aspekt dabei ist auch die 

Bestimmung des Molekülvolumens. Die Interaktion bzw. Bindung von zwei Molekülen ist 

dadurch detektierbar und soll in diesem Experiment Aufschluss über die Interaktion von 

Aktin aus Acanthamoeba und TvFIM1 geben (Pollard 2010; Vinson et al. 1998). 

 In diesem Versuch wurden 10 nM Oregon Green®–markierte Aktin-Monomere in 

Reaktionspuffer (50 mM KCl; 1 mM MgCl2; 1 mM EGTA; 10 mM HEPES pH 7,0) in An- 

und Abwesenheit von 10 µM TvFIM1 in dem Spektralfluorimeter FluoroMax®-4 (HORIBA 

Jobin Yvon GmbH, Bensheim) gemessen (Anregung: 488 nm, Abstrahlung: 519 nm). 

Durch die Zugabe von 10 nM Latrunculin B wurde eine spontane Aktin-Polymerisierung 

unterbunden, so dass lediglich Komplexe aus Aktin und TvFIM1 gebildet werden konnten 

(Spector et al. 1989).    

4.10.2.10 Aktin-Polymerisierungsuntersuchung 

Die Untersuchungen der Aktin-Polymerisierung wurden in der Summer School on Actin 

Dynamics in Regensburg 2011 (DFG Programm SPP 1464) durchgeführt.  
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 Die interne Totalreflexionsfluorezenzmikroskopie (TIRF) wurde unter Anleitung 

von L. Blanchoin (Institute of Life Sciences Research and Technologies, Grenoble, 

Frankreich) durchgeführt. Als Kontrolle dienten 1,5 mM Aktin aus Kaninchen Muskeln 

(7% der Monomere markiert mit Alexa 568) und Observierungen in Anwesenheit von 3 

und 5 mM TvFIM1 in dem für die FPLC genutzten Elutionspuffer (s. Kap. 4.10.2.8). Die 

Proteingemische wurden in frisch angesetztem Fluoreszenzpuffer (10 mM Imidazol-HCl 

pH 7,8; 50 mM KCl; 1 mM MgCl2; 100 mM Dithiothreitol; 3 mg/ml Glukose; 20 mg/ml 

Catalase; 100 mg/ml Glucose-Oxidase und 0,5% (w/v) Methylzellulose) verdünnt, um die 

Aktin-Polymerisierung zu induzieren. 

 Die Aktin-Polymerisierung wurde in einer fluorometrischen Messung über Zeit 

unter Anleitung von H. Higgs (Dartmouth Medical School, Hanover, USA) durchgeführt. In 

diesem Experiment wurde die Aktin-Polymerisierung in dem Platten-Lesegerät (microplate 

reader) Infinite® 200 PRO (Tecan Group, Ltd.) und einer Mikrotiterplatte (Nunclon® 96 flat 

black well plate) beobachtet. Ein Aktin-Monomer (G-Aktin) Gemisch [4 mM Acanthamoeba 

Aktin bzw. Aktin aus Kaninchen Muskel; 5% (v/v) Pyren-markiertes Aktin in G-Puffer 

(2 mM Tris-HCl pH 8,0; 0,5 mM DTT; 0,2 mM ATP; 0,1 mM CaCl2; 0,01% (w/v) NaN3)] 

wurde allein und in Anwesenheit von 4 mM TvFIM1 mit folgenden Parametern über Zeit 

gemessen: Anregung = 365 nm, Abstrahlung = 410 nm, Z-Position = 17.000, Verstärkung = 

135, Messung alle 3 sec für 30 min. 

 

4.11 Bioinformatische Methoden 

Die Sequenzen sämtlicher untersuchter Gene in dieser Arbeit wurden der Datenbank 

TrichDB (www.trichdb.org) entnommen (Aurrecoechea et al. 2009). Die Analyse von 

Sequenzidentitäten wurde mit BLAST (Altschul et al. 1990; Altschul et al. 1997) oder 

Clustal Omega (Sievers et al. 2011) durchgeführt. Weitere Sequenzanalysen wurden im 

Programm Sequencher 5.1 (Gene Codes) erstellt. Die Bildbearbeitung erfolgte mit ImageJ 

1.49a (Collins 2007), Photoshop Elements 10 (Adobe) und Illustrator CS4 (Adobe). 

 Für die Heatmap wurde eine Liste von 77 Aktin- und Tubulin-assoziierten Genen – 

hauptsächlich von Homo sapiens – erstellt (s. Tab. 7.1). Diese Ausgabesequenzen wurden 

mit kompletten Genomen von 25 Eukaryoten verglichen, welche die unterschiedlichen 
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Phyla des eukaryotischen Reichs repräsentieren (s. Tab. 7.2). Die Proteome wurden aus 

RefSeq bezogen (Pruitt et al. 2007), außer für Bigelowiella natans (http://genome.jgi-

pst.org/Bigna1/), Cyanidioschyzon merolae (Matsuzaki et al. 2004) und Cyanophora 

paradoxa (Price et al. 2012), welche stattdessen den entsprechenden Quellen entnommen 

wurden. Für fünf Spezies, dessen Genome noch nicht vollständig sequenziert wurden, 

wurden expressed sequence tags (ESTs) aus dbEST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/) 

verwendet (s. Tab. 7.2)(Boguski et al. 1993). Die Gruppen von homologen Proteinen 

wurden aus einer Gesamtanzahl von 453.696 Sequenzen rekonstruiert. Eine BLAST-Suche 

ergab 1.497 beste BLAST-Treffer. Alle Proteingruppen wurden mittels Needleman-

Wunsch-Algorithmus und dem Needle Programm (Rice et al. 2000) in einem globalen 

Alignment zusammengefasst. Von den sich ergebenden 12.758 Proteingruppen wurden 

mittels MCL-Algorithmus mit Standardeinstellungen (Enright et al. 2002) solche Gruppen 

zu einer Proteinfamilie zusammengefasst, die eine Aminosäureidentität über 20% 

aufwiesen. Die Sequenzen der Ausgangsproteine innerhalb der Gruppen wurden 

anschließend mit den ESTs von Alexandrium tamarense, Oxyrrhis marina, Porphyra 

yezoensis, Reclinomonas americana und Physarum polycephalum mittels BLAST verglichen. 

Passende ESTs wurden zu Aminosäuresequenzen translatiert und zu den Gruppen der 

höchsten Ähnlichkeit hinzugefügt. Die Gruppen wurden durch Aufteilen in paraloge 

Gruppen, erneutes Zusammenfassen nach orthologen Gruppen, Löschen von Gruppen mit 

nur einem Gen und offensichtlich paralogen Sequenzen, basierend auf Annotierung und 

Überprüfung phylogenetischer Bäume mittels PHYML (Guindon et al. 2010), weiter 

verfeinert. Dieses Verfahren resultierte in 62 Proteinfamilien mit einer Gesamtanzahl von 

891 Genen.  
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5 Ergebnisse 

5.1 Die divergente Morphologie von T. vaginalis während der Infektion von 

Wirtszellen 

 

Die Eigenschaften und der Grad der Morphogenese von Trichomonas vaginalis ist stamm-

spezifisch und sollte in den im Labor vorhandenen Stämmen T1, T016 und FMV1 

zunächst verglichen werden. Dabei nimmt der Stamm T1 eine sekundäre Rolle ein, da 

dieser durch die langjährige Kultivierung im Labor seine Fähigkeit zur amöboiden 

Umwandlung verloren hat (Lustig et al. 2013). Er wurde erstmalig im Jahr 1993 in Taiwan 

isoliert (Tai et al. 1993) und zeigte im Rahmen dieser Arbeit bei der Infektion von 

humanen, vaginalen Epithelzellen über 24 Stunden keine Umwandlung. Dabei wurde das 

Wachstum der Vaginalzellen nicht beeinträchtigt und sie wiesen keine Schäden auf (Daten 

nicht gezeigt). Bei der Inokulation von T. vaginalis T1 auf eine konfluente Schicht an 

humanen, vaginalen Epithelzellen wurde der Parasit mikroskopisch observiert (s. Abb. 5.1). 

Auch nach 20 min der Infektion waren sämtliche Zellen frei-schwimmend und ovoid. Sie 

zeigten eine rasche, schwimmende Bewegung und wiesen keine gerichtete Bewegung zu 

den Vaginalzellen  auf. Ferner ist zu erkennen, dass Parasit und Wirtszellen nicht auf einer 

Fokusebene sind, da die beiden Parasiten neben der deutlichen Kontur der Vaginalzelle 

unscharf erscheinen (Abb. 5.1, T1).  

 Bei T. vaginalis T016 wurde nach einer kurzen, stationären Phase der Adaption eine 

gerichtete, tastende Bewegung zu den Vaginalzellen observiert (Abb. 5.1, T016). Eine 

amöboide Umwandlung wurde lediglich von ca. 60% der Individuen vollzogen, welche 

zusätzlich nicht vollständig war, da noch ovoide Formen vorhanden waren. Eine solche 

Zelle mit Ausbildung von Pseudopodien 20 min nach Inokulation ist als Schatten über der 

mittigen Vaginalzelle zu erkennen (Abb. 5.1, T016 bei t = 117’’ und 144’’). Die posteriore 

Seite, sichtbar als adhärent-planare Fläche, wird bei t = 0’’ und 24’’ hinterhergezogen und 

wandert wiederum in die ovale Trichomonade ein. Die Bildreihe zeigt andere 

Trichomonaden, die weiterhin ovoid verbleiben und weiterschwimmen. Bei der 
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Observierung des Stammes FMV1 unter gleichen Bedingungen ergab sich eine höchst 

differente Morphologie. Der Parasit wurde vollständig amöboid und verlor die pyriforme 

Gestalt gänzlich. Bei der unteren Trichomonade in Abb. 5.1 FMV1 ist deutlich der 

Flagellenapparat als einzig verbliebenes Merkmal der frei-schwimmenden Zelle zu sehen. 

Weit ausgestreckte Pseudopodien werden an der posterioren Seite hinterhergezogen und 

die Zelle vergrößert konsequent über die Bildreihe ihre adhärente Fläche zum Objektträger. 

Die Trichomonade im oberen Teil des Bildes wandert auf eine Vaginalzelle und befindet 

sich bei t = 245’’ vollständig auf dieser – ebenfalls mit Ausläufern der Zelle ersichtlich. Eine 

weitere Struktur, die trotz der amöboiden Gestalt weiterhin oberservierbar war, ist das 

rigide Axostyl, welches sich durch den Zellmedian erstreckt (Bilder nicht gezeigt; in Abb. 

5.1 nicht deutlich erkennbar). Bis auf Flagellen und Axostyl ist der Phänotyp des 

infizierenden FMV1 Stammes ein komplett anderer verglichen zum pyriformen Stadium. 

Die Migrationsgeschwindigkeiten wurden für T016 und FMV1 ermittelt und betragen 

durchschnittlich 20 µm/min für T016 und 7 µm/min für FMV1 (s. Tab. 5.1).  

Tabelle 5.1 Werte zur Ermittlung der Migrationsgeschwindigkeit von 
T. vaginalis T016 und FMV1. Bildmaterial wurde mit dem Programm ImageJ 
ausgewertet. Die Distanzen, die amöboide Zellen zurückgelegt haben, wurden 
ausgemessen und mit der Zeit in Bezug gesetzt – somit lassen sich µm/sec und 
µm/min errechnen. 

T016 Distanz [µm] Sekunden µm / sec µm / min 
1 15,4 48 0,32 19,25 

2 33,6 107 0,31 18,84 

3 25,1 64 0,39 23,53 
4 27,5 76 0,36 21,71 

5 8,8 35 0,25 15,09 

6 21,4 56 0,38 22,93 
Durchschnitt 

  

0,34 20,22 

FMV1 Distanz [µm] Sekunden µm / sec µm / min 
1 8,8 205 0,04 2,58 
2 19,1 210 0,09 5,46 

3 20,5 165 0,12 7,45 

4 25,3 110 0,23 13,80 
5 11 310 0,04 2,13 

6 20,4 125 0,16 9,79 

Durchschnitt 
  

0,11 6,87 
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Somit weist der Stamm T016 eine mehr als doppelt so schnelle Migrationsgeschwindigkeit 

auf als FMV1. 

 Es wurden weitere Bewegungsanalysen durchgeführt, welche die unterschiedlichen 

Morphologien repräsentieren. Dabei wurde erneut der Stamm T016 verwendet. Die 

Flagellen tasten ihre Umgebung ab und sind richtungsweisend für den Organismus 

(Abb. 5.2, Flagellen Sensor), während sich in der amöboiden Phase deutliche Pseudopodien 

ausbilden (Abb. 5.2, Pseudopodien). Der Parasit zeigt während der Infektion mitotische 

Eigenschaften, bei der die duplizierten Flagellenapparate in die entgegengesetzte Richtung 

ziehen, um die Teilung zu unterstützen (Abb. 5.2, Teilung). Ein weiteres Phänomen wurde 

beobachtet, bei dem eine Zelle von enormer Größe im Vergleich zu einzelnen 

Trichomonaden über Wirtszellen gleitet (Abb. 5.2, Juggernauting), indiziert mit einer 

gestrichelten Linie. Diese sind multi-nukleär unter Berücksichtigung von Abb. 7.3 (K), bei 

der eine DAPI-Färbung mehrere Zellkerne in einer Zelle zeigt. Wichtige Merkmale sind 

stets mit einem Stern im ersten Bild jeder Reihe gekennzeichnet. 

 

5.2 Die Rolle von Aktin im Zytoskelett 

 

Das Zytoskelett von Trichomonas vaginalis kann sich zwischen den zwei Phänotypen 

pyriform, frei-schwimmend und amöboid, adhärent rapide umformen. Dieses Merkmal ist 

nicht weit verbreitet innerhalb der fünf großen Gruppen der Eukaryoten: SAR 

(Stramenopile, Alveolaten, Rhizaria), Archaeplastida, Excavata, Amoebozoa und 

Opisthokonta. Einige Vertreter der Gruppen wurden ausgewählt und in einem 

phylogenetischen Baum in Bezug gesetzt (s. Abb. 5.3), wobei auf einen gemeinsamen 

Ursprung aufgrund des evolutiven Verlaufs und Abstammung der fünf Gruppen verzichtet 

wurde. Ob der Organismus einen frei-schwimmenden und/oder amöboiden Phänotyp 

aufweist, ist mit einem Symbol (Pyriform und Sternform) gekennzeichnet. Die einzigen 

Vertreter in dieser Auswahl, die beide Phänotypen aufweisen, sind Plasmodium falciparum 

– ein einzelliger Humanparasit, welcher Malaria auslösen kann; Toxoplasma gondii – ein 

bogenförmiger, parasitärer Protist; Bigelowiella natans – eine einzellige Alge; Naegleria
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gruberi – ein nicht-pathogener Einzeller; Trichomonas vaginalis; Physarum polycephalum – 

ein Schleimpilz; Homo sapiens – gemeint sind unterschiedliche Zelltypen, wie 

Spermatozoen (frei-schwimmend) oder Makrophagen (amöboid) und Nematostella 

vectensis – eine Seeanemone, welche ebenfalls beide Phänotypen während ihres 

Lebenszyklus aufweist.  

 Das amöboide Gleiten gilt als hauptsächlich Aktin-gesteuert (Fukui 2002), während 

die frei-schwimmende Fortbewegung mit schwimm-ähnlichen Bewegungen von Flagellen 

oder Cilien realisiert wird und somit als Tubulin-gesteuert gilt (Mohri et al. 2012). Dies 

repräsentiert die Heatmap in Abb. 5.3, in der Gensequenzen von Aktin, Tubulin und einer 

Auswahl ihrer interagierenden Proteine miteinander verglichen wurden. Als Basis dienten 

dabei meist Sequenzen aus Homo sapiens als Referenz, die mittels BLAST (Altschul et al. 

1990) in den entsprechenden Genomen gesucht wurden. Die Genome von fünf der 

dargestellten Organismen sind bisher nicht vollständig sequenziert, so dass EST-basierte 

Homologien aufgeführt wurden (s. Kap. 4.11). Die Felder sind absteigend von links nach 

rechts entsprechend ihrer prozentualen Werte sortiert (Farbcode auf der rechten Seite); die 

Rohsequenzen sind in Tab. 7.1 und 7.2 ersichtlich. Als Beispiel für Vertreter, die nur einen 

frei-schwimmenden Phänotyp aufweisen, dient Giardia lamblia, ein flagellierter 

Humanparasit verantwortlich für Giardiasis, der weitestgehend alle Tubulin und Tubulin-

Interaktionspartner codierenden Gene besitzt, jedoch wenige für Aktin-assoziierte Proteine 

(Paredez et al. 2011). Im Gegensatz dazu fasst Entamoeba histolytica – ein rein amöboider 

Parasit, verantwortlich für Amöbiasis bei Menschen – nahezu alle codierenden Gene für 

Aktin und Aktin-assoziierte Proteine, während keine Homologien zu Tubulin-assoziierten 

Proteinen gefunden wurden (Meza et al. 2006). Der Protist Trichomonas vaginalis dagegen, 

welcher beide Phänotypen annehmen kann, birgt die wichtigsten Gene für Aktin, Tubulin 

und deren assoziierte Proteine. So codiert der Parasit Gene für ARP (actin-related protein), 

Profilin, Coronin, Fimbrin u. a., jedoch nicht für Myosin, die einzig bekannte Motorprotein-

Klasse für Aktinfilamente. Auf der Tubulin-Seite sind neben den Untereinheiten α- und β-

Tubulin, Katanin, Trypanin und zahlreichen IFT Genen (interflagellar transport proteins) 

auch Gene für Dynein-Untereinheiten, das Motorprotein bei Mikrotubuli, vorhanden. 

Während die assoziierten Proteine eine geringe Homologie zu denen anderer Organismen 
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teilen (ca. 20 – 40%), sind die Untereinheiten Aktin und Tubulin stets hoch konserviert 

(ca. 80%). Der Fokus lag in erster Linie auf Aktin und seinen assoziierten Proteinen, um 

den amöboiden Phänotypen näher zu charakterisieren. Dazu sollte Aktin quantitativ 

während der Morphogenese bestimmt werden. 

 

5.2.1 Während der Infektion steigt die Menge an Aktin 
 

Trichomonas vaginalis kann sich auf Plastik spontan zu seiner amöboiden Gestalt 

umwandeln (Gold und Ofek 1992), welche von der Virulenz des Stammes abhängig ist 

(Gold 1993). Die Gestaltveränderung ist dabei im Gegensatz zu einer induzierten 

Umwandlung des Parasiten mittels immobilisiertem Fibronektin oder Laminin, 

Glykoproteine der extrazellulären Matrix meist tierischer Zellen, eher gering (Casta e Silva 

Filho et al. 1988; Crouch und Alderete 1999). 

Deshalb wurde auf die Umwandlung durch 

Fibronektin zurückgegriffen. In diesem Versuch 

sollte der Aktin-Gehalt in einem Gesamtzellextrakt 

quantitativ mittels Immunodetektion ermittelt 

werden. Dazu wurden frei-schwimmende Zellen des 

Wildtyps FMV1 via Ultraschall aufgeschlossen, 

ebenso wie amöboide Zellen auf Fibronektin in 

einer Zellkulturflasche. Dabei wurden drei 

unterschiedliche Zeitpunkte der Umwandlung (5, 

20 und 60 min) gewählt, um den Aktin-Gehalt über die Zeit zu analysieren. Der 

Proteingehalt wurde fluorometrisch bestimmt (Dreifachbestimmung) und 20 µg jeder 

Probe in einer SDS-PAGE getrennt. Der anschließende Western Blot und die 

Immunodetektion mit α-Aktin ergab Signale in jeder Probe, welche mit der molekularen 

Masse von Aktin (42 kDa) korrelieren (s. Abb. 5.4). Dabei ist deutlich, dass die Intensität 

der Signale über die Zeit der Infektion zunimmt.  

 

5‘

55 kDa

35 kDa

60‘20‘

Abbildung 5.4 Immunodetektion zur 
Quantifizierung von Aktin im 
Infektionsverlauf. Trichomonaden wurden 
mittels Fibronektin zur amöboiden Gestalt 
umgewandelt. Es folgte ein Zellaufschluss nach 
5, 20 und 60 min (Sternform). Nicht-amöboide 
Zellen fungierten als Startpunkt (Pyriform). Es 
wurden jeweils 20 µg Proteinextrakt 
aufgetragen. Erstantikörper: α-Aktin (Maus, 
1:1500), Zweitantikörper: α-Maus Peroxidase-
gekoppelt (1:5000) 
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5.2.2 Aktin lokalisiert während der amöboiden Phase in fibrösen Stukturen 
 

Das Gen TVAG_337240 ist mit 288.145 a.u. (arbitrary unit) das am stärksten exprimierte 

Aktin-Derivat in Trichomonas vaginalis (s. Tab. 3.2). Dieses Gen wurde genutzt, um das 

Protein mittels Markierung mit einem Di-Hämagglutinin (HA) innerhalb der Zelle zu 

lokalisieren (TvAKT1::HA, 44 kDa). Dazu kam der Expressionsvektor pTv_HA basierend 

auf pTagvag2 (Hrdy et al. 2004) zum Einsatz, welcher das inserierte Gen unter dem 

Promotor der hydrogenosomalen Succinyl-CoA-Synthetase (TVAG_047890, 

durchschnittliche Expression: 42.645 a.u., Gould et al. 2013) exprimiert. Diesen Werten 

nach ist somit die eigentliche Expression des Aktin-Derivats auf 1/7 verringert.  

Nach erfolgreicher Klonierung und Sequenzierung wurde der T. vaginalis Stamm 

FMV1 mit dem Konstrukt transfiziert und anschließend mit G418 selektiert. Lebensfähige 

Zellen wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen, um eine Immunodetektion zur 

Überprüfung des Transfektionserfolgs durchzuführen. Die Immunodetektion zeigt eine 

Bande bei ca. 44 kDa, was mit der molekularen Masse des Fusionsproteins übereinstimmt 

(s. Abb. 7.2A (TvAKT1::HA)). Anschließend wurden TvAKT1::HA exprimierende Zellen 

fixiert um die Lokalisation in Immunofluoreszenzaufnahmen des Fusionsproteins zu 

bestimmen. Dazu diente der Ansatz mit frei-schwimmenden Zellen und amöboiden, 

welche vaginale Epithelzellen infizierten. In den ersten beiden Zeilen sind frei-

schwimmende Trichomonaden zu erkennen in denen TvAKT1::HA cytosolisch lokalisiert 

(s. Abb. 4.5), deutlich durch die grüne Fluoreszenz innerhalb der gesamten Zelle. Hierbei 

sind zusätzlich intensivere Punkte zu sehen, die sich bei der runden Zelle in der ersten 

Zeile (s. Abb. 5.5) überwiegend an der Zellperipherie akkumulieren. Die Flagellen der 

Zellen – sichtbar im Durchlicht – weisen kein TvAKT1::HA auf; der Zellkern ist mittels 

DAPI Färbung in blau angezeigt. In der zweiten Zeile (Abb. 5.5) ist die Fluoreszenz 

weiterhin diffus, wobei Fluoreszenzpunkte innerhalb der Zelle dennoch ersichtlich sind. 

Bei amöboiden Zellen zeigt die Fluoreszenz ein feineres Muster verglichen mit der von 
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Abbildung 5.5 Immunofluoreszenzaufnahmen von TvAKT1::HA in frei-schwimmenden und amöboiden T. vaginalis 
Zellen auf humanen, vaginalen Epithelzellen. Während in frei-schwimmenden Zellen TvAKT1::HA (grüner Kanal) 
cytosolisch und in punktuellen Anreicherungen lokalisiert ist, ist es in amöboiden Zellen in fibrösen Strukturen zu 
observieren. Diese Strukturen sind in der gesamten Zelle lokalisiert, vornehmlich jedoch an der hervorstehenden 
Seite in Bewegungsrichtung (s. Stern). Die erste Spalte zeigt TvAKT1::HA und zusammen mit DAPI (blauer Kanal) in 
der zweiten Spalte. In der dritten Spalte ist der Durchlicht-Kanal zu sehen. Erstantikörper: α-HA (1:2000), 
Zweitantikörper: Alexa fluor 488 α-Maus (1:5000). Skalierungsbalken: 10 µm. 
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frei-schwimmenden Zellen. In der dritten und vierten Zeile (Abb. 5.5) sind ausgebreitete, 

abgeflachte Trichomonaden auf Vaginalzellen abgebildet. Die DAPI Färbung zeigt neben 

den Zellkernen der Parasiten ebenfalls die der Wirtszellen, während TvAKT1::HA 

ausschließlich in T. vaginalis observiert wurde. Das Protein assoziiert hier mit feinen, 

fadenartigen Strukturen innerhalb der Zelle. In der dritten Zeile (Abb. 5.5) sind erneut 

Proteinakkumulationen in Form von Punkten sichtbar, die sich in der Nähe der 

Plasmamembran befinden. Vornehmlich ist TvAKT1::HA in einem fadenartigen Netzwerk 

lokalisiert, welches sich beispielsweise in der vierten Zeile (Abb. 5.5) mehr am apikalen 

Ende der unteren Zelle konzentriert (s. Stern), was an den Flagellen im Durchlichtkanal 

ersichtlich ist. Die Flagellen sind erneut nicht fluoreszierend. Während die fibröse Struktur 

in der rechten Zelle der dritten Zeile und der unteren Zelle der vierten Zeile eine eher 

geordnete, parallele Orientierung aufweist, ist sie in den anderen Zellen ungeordnet verteilt 

und zeigt mehr Punktakkumulationen als Fäden. Somit stellt die Lokalisation von 

TvAKT1::HA in amöboiden T. vaginalis Zellen einen Kontrast zu der Lokalisation in frei-

schwimmenden Zellen dar. 

 

5.2.3 Interaktionspartner von Aktin 
 

Für die Identifizierung von Interaktionspartnern von Aktin wurde eine Reinigung des 

Proteins über Affinitätschromatographie mit unterschiedlichen Parametern durchgeführt. 

Das Prinzip basiert auf der biochemischen Isolierung eines Proteins in vitro mittels 

immunologischer Affinität zu dem Zielmolekül (s. Kap. 4.10.2.7). Die dabei isolierten 

Proteine können ggf. auf eine Protein-Protein-Interaktion hinweisen. In diesem Fall galt es, 

putative Interaktionspartner von F-Aktin (filamentöses Aktin) zu identifizieren, weshalb 

die Chemikalie Phalloidin eingesetzt wurde. Phalloidin ist ein Cyclopeptid aus Amanita 

phalloides und bindet spezifisch und irreversibel an F-Aktin, um dieses zu stabilisieren. 

Phalloidin-gebundene Aktinfilamente sind an der Depolymerisierung gehindert (Dancker 

et al. 1975). Die T. vaginalis Kultur wurde stets mit Phalloidin inkubiert, gefolgt von einem 

Zellaufschluss mit unterschiedlichen Lysispuffern. Im ersten Ansatz wurde die  



Ergebnisse 

 

 50  

70 kDa

100 kDa

55 kDa

35 kDa

70 kDa

100 kDa

55 kDa

35 kDa

55 kDa

35 kDa

E D W

E D W

E D W

A1 A2 NK A1 A2 NK A1 A2 NK

A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3

A1 A2 NK A1 A2 NK A1 A2 NK
Pr

ot
ei

n 
G

H
A

 E
pi

to
p

H
A

 E
pi

to
p

A

B

C

130 kDa

250 kDa

25 kDa

5050

Abbildung 5.6 SDS-PAGE und Immunodetektion der Affinitätschromatographie (AC) von Aktin aus Trichomonas 
vaginalis. E = Eluat, D = Durchfluss, W = Waschschritt, NK = Negativkontrolle. A) Coomassie-gefärbtes 12% SDS-Gel 
mit Proben aus einer Protein G AC und α-Aktin. A1 = Ansatz mit Standard-Lysispuffer (SL), A2 = Ansatz mit 
Lysispuffer nach (Palm et al. 2005) (PL). NK = Ansatz ohne α-Aktin. B) Coomassie-gefärbtes 12% SDS-Gel mit Proben 
aus einer HA Epitop AC von TvAKT1::HA. A1-A3 sind identische Ansätze mit PL. C) Multiplex Fluoreszenz Western 
Blot mit Proben aus einer HA Epitop AC von TvAKT1::HA. A1=SL, A2=PL, NK=TvCEN1::HA Kultur. Erstantikörper: 
α-HA Kaninchen (rot) und α-Aktin Maus (grün) (jeweils 1:5000). Zweitantikörper: Alexa fluor 488 α-Maus und Alexa 
fluor 680 α-Kaninchen (jeweils 1:5000, s. Text für nähere Informationen). 
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Affinitätschromatographie mit der Affinität von Protein G zu Immunglobulinen diverser 

Säugetiere, unter anderem Mäusen (in denen α-Aktin synthetisiert wurde), durchgeführt 

(s. Abb. 5.6A). Es wurde in drei Ansätzen mit einem Standard-Lysispuffer (A1, s. Kap. 

4.10.2.7), einem speziell für Zytoskelettproteine geeignetem Lysispuffer nach (Palm et al. 

2005) (A2) und einer Negativkontrolle (NK), bei der kein α-Aktin eingesetzt wurde, 

überprüft, ob Interaktionspartner mit-isoliert werden. Der Durchfluss (D) der Proben und 

die Waschschritte (W) neben dem Eluat (E) wurden in einem 12% SDS-Gel getrennt, das 

anschließend mit Coomassie gefärbt wurde. Für den Durchfluss und die Waschschritte 

sind zwischen A1, A2 und NK keine signifikanten Unterschiede zu sehen, ebenso wie in 

den Eluaten zwischen A1 und A2. Die Negativkontrolle des Eluats (NK, E) zeigt eine 

prominente Bande bei ca. 40 kDa und zwei schwache unterhalb und in der Höhe von 

100 kDa. Diese drei Banden sind ebenfalls in A1 und A2 zu sehen, wobei die 40 kDa Bande 

weniger distinkt ist als die in der NK. Zusätzlich weisen die Spuren von A1 und A2 weitere 

Banden bei ca. 200, 130 und 65 kDa auf, die bei der NK nicht erscheinen. 

 Um eine spezifischere Isolierung von Aktin zu erhalten, wurde als zweiter Ansatz 

eine Affinitätschromatographie über ein Hämagglutinin (HA) Epitop durchgeführt (s. Abb. 

5.6B). In diesem Fall wurde die TvAKT1::HA exprimierende T. vaginalis FMV1 Kultur in 

drei identischen Ansätzen mit dem Lysispuffer nach (Palm et al. 2005) aufgeschlossen und 

für die Affinitätschromatographie genutzt, um die Ausbeute an putativen 

Interaktionspartner zu maximieren. Die Proben – aufgeteilt in Eluat (E), Durchfluss (D) und 

Waschschritt (W) – wurden in einem 12% SDS-Gel getrennt und dieses einer Coomassie-

Färbung unterzogen. Die Färbung zeigt für A1 bis A3 das gleiche Muster: Bei ca. 40 kDa ist 

eine distinkte Bande erkennbar zusammen mit einer geringfügig langsamer migrierten 

Bande bei etwa 45 kDa, welche zusätzlich schwächer ist. Weiterhin sind schwache Banden 

bei ca. 20, 26, 35 und 100 kDa angefärbt worden.  

 Zur näheren Identifizierung der Banden wurde in einem separaten Ansatz nach der 

SDS-PAGE eine Immunodetektion angeschlossen (s. Abb. 5.6C). Erneut wurden die 

Fraktionen E, D und W von TvAKT1::HA exprimierenden Trichomonaden aufgeschlossen 

mit einem Standard-Lysispuffer (A1), dem Lysispuffer nach (Palm et al. 2005) (A2) bzw. 

TvCEN1::HA (s. Kap. 5.5) Lysat exprimierender Zellen als Negativkontrolle (NK) 



Ergebnisse 

 

 52 

aufgetragen. Nach der SDS-PAGE folgte der Western Transfer und die Immunodetektion. 

Hier kamen zwei unterschiedliche Erstantikörper zum Einsatz: α-Aktin und α-HA, welche 

in einem Multiplex Fluoreszenz Western Blot detektiert wurden. Im roten Kanal ist α-HA 

mit einer deutlichen Bande bei ca. 45 kDa sichtbar, im grünen Kanal α-Aktin mit einer 

klaren Bande bei etwa 40 kDa. Die schwachen Banden in der Durchfluss-Fraktion 

korrelieren mit der Höhe der beiden Banden aus dem Eluat. In der Negativkontrolle, bei 

der TvCEN1::HA (22 kDa) isoliert werden sollte, ist ein schwaches Signal (grün) detektiert 

worden, jedoch im zugeschnittenen Bild nicht sichtbar. Die Banden des Markers sind 

aufgrund ihrer Autofluoreszenz in rot sichtbar. 

 Nach der Etablierung der Affinitätschromatographie über den spezifischen HA-Tag  
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Abbildung 5.7 SDS-PAGE der eluierten Proben der Affinitätschromatographie von TvAKT1::HA aus frei-
schwimmenden (Pyriform) und amöboiden (Sternform) Trichomonaden, Wildtyp-Zellen und einer HA-Kontrolle 
(TVAG_562550::HA; 44 kDa, stets FMV1) zur Prüfung der Spezifizität der Affinitätschromatographie. Das Gel 
wurde silbergefärbt. 
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Tabelle 5.2 Identifizierte Proteine über sequenzierte Peptide der eluierten Proben der Affinitätschromatographie 
nach Zytoskelett-Funktion gefiltert. Die Sequenzierung erfolgte über MALDI-TOF im Biologisch-Medizinischen 
Forschungszentrum. Dargestellt sind die TVAG-Nummern nach TrichDB, die Annotierung des Proteins bzw. die über 
BLAST gefundenen Homologien und die entsprechenden PSM-Werte (peptide spectrum match), welche die Abundanz 
der Proteine innerhalb der Proben repräsentieren. Die Sequenzierung wurde für die Proben TvAKT1::HA frei-
schwimmend und amöboid, gefolgt von einer HA-Kontrolle (TVAG_562550::HA) durchgeführt. Schließlich ist das 
Molekulargewicht (MW) in kDa angezeigt. 

TVAG-Nummer Annotierung 

#PSM 

frei-schwimmend 

#PSM 

amöboid 

#PSM 

HA-Kontrolle 

MW 

[kDa] 

TVAG_351310  Fimbrin 36 11 

 

67,8 

TVAG_124870  Coronin 34 14 

 

48,1 

TVAG_222320  Coronin 27 12 

 

48,4 

TVAG_239310  α-Aktinin 27 6 

 

127,8 

TVAG_190450  α-Aktinin 24 13 

 

106,2 

TVAG_177180  Coronin 24 

  

48,2 

TVAG_163000  HSP70 17 

  

71,1 

TVAG_407250  Adenylyl cyclase protein 9 

  

46,2 

TVAG_470230  AF capping protein 8 22 

 

29,1 

TVAG_092490  HSP70 6 

  

71,3 

TVAG_369030  Clathrin heavy chain 5 

 

6 84,5 

TVAG_148390  Tubulin ε chain 5 

  

28,1 

TVAG_271090  Formin 4 16 

 

308,8 

TVAG_407150  Arp2/3 complex 4 7 

 

15,1 

TVAG_212270  AF capping protein 4 6 

 

30,9 

TVAG_485580  Synaptotagmin 4 5 

 

144,1 

TVAG_519620  Tubulin β chain 4 

  

39,5 

TVAG_156680  Spectraplakin 4 

  

69 

TVAG_180570  hypothetical (FERM) 4 

  

613,2 

TVAG_094060  AF capping protein 3 3 

 

30,8 

TVAG_354020  Centractin 3 

  

44,1 

TVAG_532880  Clathrin heavy chain 3 

  

94,9 

TVAG_234160  Arp2/3 complex 2 2 

 

19,6 

TVAG_456670  Ankyrin 2 

  

66,4 

TVAG_333620  WD40 repeat 2 

  

64,5 

TVAG_369020  Clathrin heavy chain 2 

  

68,4 

TVAG_153560  HSP90 2 

  

83,6 

TVAG_539120  Cell wall surface anchor 

 

7 

 

32,1 

TVAG_087140  Arp2/3 complex 

 

6 

 

34,7 

TVAG_245580  Cadherin homology 

 

4 

 

265,7 

TVAG_402260  Cofilin 

 

2 

 

16 

TVAG_296920  Glutamic acid rich protein 

 

2 

 

14,7 

TVAG_271840  AF capping protein 

 

2 

 

30,3 
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wurde ein Ansatz für eine massenspektrometrische Analyse der Proteine im Molecular 

Proteomics Laboratory (MPL) des Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums (BMFZ) 

vorbereitet. Hierzu wurde ein Gesamtzellextrakt aus frei-schwimmenden und amöboiden 

Zellen (Induktion durch Fibronektin) von T. vaginalis FMV1 genutzt. Als 

Spezifizitätskontrolle der HA-Affinitätschromatographie wurde Gesamtzellextrakt aus 

wildtypischen und HA-Fusionsprotein (TVAG_562550::HA, 44 kDa) exprimierenden 

Zellen eingesetzt.  Die Proben wurden in einem 12%igem SDS-Gel getrennt, welches 

anschließend einer Silberfärbung unterzogen wurde (s. Abb. 5.7).  

 Es sind erneut die distinkten Doppelbanden von Aktin zu sehen, wie in Abb. 5.6, 

zusammen mit einer Vielzahl von Banden auf unterschiedlichen Höhen, welche 

Interaktionspartner darstellen könnten. Im Wildtyp-Ansatz ist eine deutliche Bande bei 

120 und 25 kDa mit einem leichten Hintergrund erkennbar, während für die HA-Kontrolle 

das markierte Protein eluiert wurde (44 kDa). Auch hier ist ein Hintergrund im gesamten 

Migrationsverlauf der Probe ersichtlich. Auffällig dabei sind die unterschiedlichen Mengen 

an Proteinen der geladenen Fraktionen. Das MPL sequenzierte anschließend die Peptide 

mittels MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation, Time of Flight, (Yip und 

Hutchens 1992)) aus beiden TvAKT1::HA Proben und der HA-Kontrolle, wobei die 

Bereiche des Gels um 40 kDa nicht berücksichtigt wurden. Um die Sequenzierung der 

putativen Interaktionspartner zu optimieren, wurden diese Banden weggelassen, da diese 

bereits mittels Immunodetektion identifiziert wurden (s. Abb. 5.6). Die sequenzierten 

Peptide wurden zusammengefasst und mit Referenzsequenzen aus TrichDB verglichen, um 

diesen dann TVAG-Nummern zuzuordnen. Der PSM-Wert (peptide spectrum match, (Frank 

2009)) ist eine semi-quantitative Messung der Abundanz der Peptide innerhalb der 

sequenzierten Probe (s. Tab. 5.2).  Die Liste an identifizierten Kandidaten beinhalteten 

Proteine, die am Zytoskelett, dem Metabolismus, der Signaltransduktion und der 

Translation beteiligt sind. Die Kandidaten, die keine Annotierung aufwiesen, wurden 

mittels BLAST-Analyse geprüft und nach größter Homologie identifiziert. Anschließend 

erfolgte eine Filterung der Proteine nach Funktion: Kandidaten, welche nicht mit dem 

Zytoskelett assoziiert sind, wurden ausgenommen (s. Tab. 7.5). Diese Tabelle beinhaltet 

abundante Proteine der hydrogenosomalen Maschinerie, wie zum Beispiel die 
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Malatdehydrogenase, die Succinyl-CoA-Synthetase oder die Pyruvat:Ferredoxin 

Oxidoreduktase. Weiterhin wurden ribosomale Proteine oder Transkriptions- und 

Translationsfaktoren identifiziert. Die Mehrzahl der identifizierten Kandidaten aus Tabelle 

5.2 assoziiert mit Aktin oder sind membranständige Proteine, die ebenfalls eine wichtige 

Rolle im Zytoskelett erfüllen. So wurden Aktin-bindende Proteine, wie Fimbrin, Coronin, 

Formin und α-Aktinin identifiziert. Es konnten zwei Tubulin-Monomere identifiziert 

werden und weitere Proteine, die zwischen den Netzwerken der Filamentarten interagieren 

(s. Tab. 5.2). 

 

5.3 TvFIM1 als Aktin-interagierendes Protein 

 

Proteine der Fimbrin-Familie sind in der Literatur als Aktinfilament-bündelnde Proteine 

charakterisiert (Gerke und Weber 1983; Hanein et al. 1998). In Trichomonas vaginalis 

wurden zwei Homologe von Fimbrin/Plastin identifiziert: TvPLN1 (TVAG_351310) und 

TvPLN2 (TVAG_116370) (Kusdian 2011). Aufgrund der universellen Nomenklatur 

„Fimbrin“, welche der Überbegriff dieser Klasse an Proteinen ist und Plastine beinhaltet, 

wurden diese Proteine als TvFIM1 und TvFIM2 definiert. TvFIM1 wurde mittels Reverser 

Transkriptase (RT-PCR) als ein exprimiertes Gen in T. vaginalis (Stamm T1) nachgewiesen 

und in frei-schwimmenden Zellen in der Zellperipherie lokalisiert. Aufgrund der fehlenden 

Ko-Lokalisierung mit Aktin und die Abwesenheit von Aktin in einer Affinitäts-

chromatographie von HA-markiertem TvFIM1 konnte die Interaktion zwischen TvFIM1 

und Aktin nicht nachgewiesen werden (Kusdian 2011).  

 Fimbrine bestehen aus dem Aminosäuremotiv EF-Hand am N-Terminus, welches 

Calcium-Ionen bindet (Zhou et al. 2009), gefolgt von vier Calponin Homologie Domänen 

als Aktin-bindende Regionen (Korenbaum und Rivero 2002). Verglichen zu anderen 

Fimbrin Proteinen aus unterschiedlichen Eukaryoten zeigt TvFIM1 auf Aminosäure-Ebene 

eine hohe Homologie und weist bereits charakterisierte Binde- bzw. Suppressorstellen, 

markiert mit einem Punkt unterhalb des Alignments (Abb. 5.8A), auf (Klein et al. 2004). 

Das Alignment ist mit einem Farbcode von blau (= geringe Übereinstimmung) bis rot (=
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hohe Übereinstimmung) versehen, zusammen mit dem Konsens der Aminosäuren in der 

untersten Zeile. Die vier Calponin-homologe Domänen sind in den Farben rot, gelb, grün 

und blau markiert und zeigen bereits charakterisierte Positionen ihrer α-helikalen 

Strukturen an. Die Regionen, an denen filamentöses Aktin gebunden wird, sind mit einem 

Balken unterhalb des Alignments gekennzeichnet (ABS = actin binding site). Die 

Illustration von TvFIM1 und TvFIM2 in Abb. 5.8B zeigt den schematischen Aufbau des 

Proteins im Überblick. TvFIM2 ist N-terminal verkürzt und weist dadurch keine EF-Hand 

auf. Zusätzlich ist die erste Calponin Homologie Domäne von TvFIM2 kürzer als die von 

TvFIM1. Im Vergleich zu L-Plastin, einem humanen Protein der Fimbrin-Familie (HsFIM1), 

ist die Sequenz von TvFIM1 um 16 Aminosäuren reduziert und besitzt eine 

Sequenzidentität von 43%. 

 

5.3.1 TvFIM1 bündelt Aktinfilamente 
 

Für die Charakterisierung eines Fimbrin Proteins in Trichomonas vaginalis wurde TvFIM1 

gewählt, da es mit seiner stärkeren Homologie gegenüber bekannten Fimbrinen anderer 

Organismen TvFIM2 überwiegt. TvFIM1 wurde heterolog in dem E. coli Stamm C41 

überexprimiert (Kusdian 2011) und wurde im Rahmen der folgenden in vitro Experimente 

über Flüssigkeitschromatographie (Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC) gereinigt 

(s. Abb. 7.1A). TvFIM1 wurde über einen Polyhistidin(6xHis)-Tag mittels 

Affinitätschromatographie isoliert. Die Fraktionen des Gesamtzellextrakts nicht 

induzierter, jedoch transformierter E. coli Zellen (1), induzierter E. coli Zellen (2) und das 

via Affinitätschromatographie eluierte TvFIM1 (3) sind in einem Coomassie-gefärbten 12% 

Abbildung 5.8 A) Alignment von TvFIM1 und seiner Homologe aus einer Auswahl von Eukaryoten. Bekannte α-
helikale Strukturen der entsprechenden Calponin Homologie Domänen (CH) sind oberhalb des Alignments 
angezeigt, während Aminosäuren, welche als konservierte Bindestellen für F-Aktin oder Suppressor-Stellen agieren, 
mit einem Punkt markiert sind. Bekannte Aktin-Bindestellen (ABS) sind unterhalb des Alignments gekennzeichnet 
(basierend auf (Klein et al. 2004)). B) TvFIM1 weist sowohl die EF-Hand als auch vier Calponin Homologie 
Domänen (CH) auf, während TvFIM2 am N-Terminus verkürzt ist. Zum Vergleich dient das humane Fimbrin 
Protein (HsFIM1, L-Plastin), welches lediglich 16 Aminosäuren länger ist und eine Sequenzidentität mit TvFIM1 von 
43% aufweist. Das Alignment wurde mit CLC Workbench (www.clcbio.com) mit Standard-Einstellungen und 
folgenden Proteinsequenzen generiert: O.c. = Oryctolagus cuniculus (XP_002720283.1); A.c. = Acanthamoeba 
castellanii (ELR12888.1); S.p. = Schizosaccharomyces pombe (NP596289.1); M.m. = Mus musculus (AAH05459.1); 
H.s. = Homo sapiens (AAB02845.1); G.g. = Gallus gallus (P19179); D.m. = Drosophila melanogaster (AAF48722.1); 
D.d. = Dictyostelium discoideum (P54680); S.m. = Schistosoma mansoni (AAC14025.1); G.p. = Gibberella pulicaris 
(CAA10667.1); A.t. =  Arabidopsis thaliana (AAC39359.1). Nach (Kusdian et al. 2013). 
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SDS-Gel zu sehen (s. Abb. 7.1B). Die Proben wurden aliquotiert und bis zu ihrer weiteren 

Verwendung für Analysen in der Summer School on Actin Dynamics in Regensburg auf 

Trockeneis gelagert. In diesem Kurs lag der Fokus auf Aktin und seine interagierenden 

Proteine, die Polymerisierung von Monomeren mittels Interaktionspartner und deren 

Funktion bei der Bildung komplexer Aktinnetzwerke.  

 Ein erstes Experiment sollte die generelle Interaktion von TvFIM1 mit Aktin 

nachweisen, indem die Fluoreszenzpolarisations-Anisotropie des Proteinkomplexes 

gemessen wurde (s. Kap. 4.10.2.9). Die Anisotropie wird durch die Fluoreszenz markierter 

Proteine bestimmt. Der Wert ist einzigartig für jedes Protein und ändert sich 

dementsprechend bei Bindung und Interaktion mit anderen Proteinen (Pollard 2010). 

Dabei fallen Wertänderungen von maximal +/- 0,04 a.u. bei Protein-Protein-Interaktion in 

der Anisotropie eher gering aus, bedeuten jedoch eine signifikante Änderung (Vinson et al. 

1998). Für TvFIM1 wurde Oregon Green-markiertes Aktin aus Acanthamoeba genutzt. Es 

ergab sich im Vergleich zu dem Ansatz ohne TvFIM1 eine Anisotropie-Änderung von 

+ 0,02 (s. Tab. 5.3). Diese Werte bilden den Durchschnitt aus zehn Messungen. 

Tabelle 5.3 Fluoreszenzpolarisations-Anisotropie Messung von Oregon Green-markiertem Aktin aus Acanthamoeba in 
Ab- und Anwesenheit von 10 µM TvFIM1. Werte sind in willkürlichen Einheiten dargestellt (arbitrary units = a.u.). 

Negativkontrolle + 10 µM TvFIM1 Änderung 

0,13065 a.u. 0,15128 a.u. + 0,02063 a.u. 

  

 Die Wirkung von TvFIM1 auf die Polymerisierungsrate von Aktinfilamenten sollte 

in einer fluorometrischen Messung über die Zeit bestimmt werden. In diesem Versuch 

wurden in vier einzelnen Ansätzen die Polymerisierungsraten von Aktin aus Kaninchen 

(RbAKT) und aus Acanthamoeba (AcAKT) in Ab- und Anwesenheit von 4 µM TvFIM1 

untersucht. Dabei waren 5% der Aktin-Monomere mit Pyren als Fluorophor markiert. Die 

Messung ergab, dass die Polymerisierungsrate für RbAKT durch die Anwesenheit von 

TvFIM1 nicht bzw. marginal beeinflusst wurde (s. Abb. 4.9A, blaue Kurven), jedoch die 

Rate von AcAKT erhöht war (s. Abb. 5.9A, braune Kurven). Die Saturation der 

Polymerisierung von AcAKT tritt bei Anwesenheit von TvFIM1 bereits nach ca. 1200 sec 

ein, was bei der Negativkontrolle erst nach 1600 sec (ca. 27 min) der Fall ist. 
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 Schließlich wurden TvFIM1 und einzelne, fluoreszierende Aktinfilamente mittels 

interner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRF) untersucht. Diese Technik eignet 

sich besonders für die Observierung von Molekülen, die sich sehr nah am Objektträger 

befinden (Axelrod et al. 1983). Abbildung 4.8B zeigt das Ergebnis, in dem erneut RbAKT 

Monomere genutzt wurden, von denen 7% mit Alexa fluor 568 markiert waren. Der 

genutzte Polymerisierungspuffer sorgt für die spontane Assemblierung der Monomere zu 

Filamenten, welche aufgrund der akkumulierten Fluoreszenz sichtbar werden. Die Zugabe 

von 3 und 5 µM TvFIM1 hat eine erhöhte Polymerisierungsrate der Aktin-Monomere zur 

Folge, dass durch die Pseudofarben von dunkelblau (= keine Fluoreszenz) bis rot (= sehr 

starke Fluoreszenz) deutlich wird. Bei genauerer Betrachtung ist das Bündeln von 

Aktinfilamenten sichtbar (s. Abb. 5.9C), das anhand der erhöhten Fluoreszenz in dem 

Bereich und den Verzweigungsstellen der Filamente deutlich wird (gelbe Pfeilköpfe). Dabei 

werden die Filamente parallel und anti-parallel gebündelt und polymerisieren weiter (rote 

Pfeilköpfe). Eine bevorzugte Orientierung konnte nicht determiniert werden. 

5.3.2 TvFIM1 re-lokalisiert in amöboiden Zellen in Akkumulationen 
 

Mit der laboratorischen Etablierung der virulenten T. vaginalis Stämme T016 und FMV1, 

welche die amöboide Umwandlung vollziehen können, sollte die Lokalisierung von 

TvFIM1 intrazellulär investigiert werden. Mit der Erkenntnis der mangelnden Ko-

Lokalisation von TvFIM1 und Aktin im frei-schwimmenden Stadium von T. vaginalis T1 

(Kusdian 2011) wurde der Stamm T016 in Ab- und Anwesenheit von vaginalen 

Epithelzellen fixiert und immunologisch mit α-TvFIM1 (grün; s. Abb. 7.4 für Kontrollen 

dieses Antikörpers) und α-Aktin (rot) behandelt (s. Abb. 5.10). Die Fluoreszenzaufnahmen 

zeigen frei-schwimmende Trichomonaden, in denen sich TvFIM1 an der Zellperipherie 

befindet (Abb. 5.10A), ohne mit Aktin zu ko-lokalisieren (Abb. 5.10C), während sich das 

Protein in der Umwandlungsphase auf Vaginalzellen re-organisiert und nun mit Aktin ko-

lokalisiert, deutlich an der gelben Färbung (Abb. 5.10G). Dabei ist TvFIM1 in einer sich 

zum Fixierungspunkt amöboid werdenden Zelle in einem abgegrenzten Ring nahe der 

Plasmamembran situiert (Pfeil) und zeigt in einer vollständig amöboiden Zelle ein cluster-

ähnliches Muster (Pfeilkopf). Weitere erkennbare Strukturen sind fadenartig (5.10I und 
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 5.10J, Pfeile) und akkumulierte Bereiche an der Plasmamembran in Bewegungsrichtung 

(5.10M–O) werden durch die gestrichelte Linie des Zellumrisses ersichtlich (5.10P). Die 

DAPI Färbung zeigt die Zellkerne sowohl von Parasiten als auch von Wirtszellen (5.10O), 

wobei die Aktin-Markierung hauptsächlich in T. vaginalis erfolgreich war, nicht jedoch in 

den vaginalen Epithelzellen. Dies ist wiederum konträr zu der Immunofluoreszenz-
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Abbildung 5.10 Immunofluoreszenzaufnahmen von TvFIM1 in frei-schwimmenden und amöboiden Trichomonaden. 
In frei-schwimmenden Zellen lokalisert TvFIM1 (grüner Kanal) auf einer gradienten-ähnlichen Weise in der 
Zellperipherie ohne eine Ko-Lokalisierung mit Aktin (roter Kanal) zu zeigen (A-D). Die Überlagerung (Merge) zeigt 
zusätzlich die DAPI Färbung (blauer Kanal). In Zellen, die auf vaginale Epithelzellen gegeben wurden (E-P), ko-
lokalisiert TvFIM1 mit Aktin und assoziiert mit Strukturen, welche Aktin-Kabeln ähneln (Pfeile in I und J) und zeigt 
eine periphere Anreicherung mit Aktin (M-O). In (E-G) ist eine noch pyriforme Zelle neben einer amöboiden Zelle 
sichtbar, in der TvFIM1 in einem abgegrenzten Ring mit Aktin ko-lokalisiert (Pfeil) und damit ein gänzlich anderes 
Lokalisierungsmuster als die amöboide Zelle zeigt (Pfeilkopf). Die gestrichelte Linie in (P) zeigt den Umriss der Zelle 
basierend auf dem Fluoreszenzkanal. Erstantikörper: α-TvFIM1 (Ratte) und α-Aktin (Maus) mit  jeweils 1:2000). 
Zweitantikörper: Alexa fluor 633 α-Ratte und Alexa fluor 488 α-Maus (jeweils 1:5000). Skalierungsbalken: 10 µm. 
Nach Kusdian et al. 2013. 
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aufnahme in Abb. 7.3. Hier wurde statt α-Aktin fluoreszierendes Phalloidin (Texas Red®) 

zur Färbung der Aktinfilamente genutzt. Dies hatte zur Folge, dass das Aktin-Netzwerk der 

Vaginalzellen sichtbar wurde (7.3B), jedoch nicht in T. vaginalis (7.3A). TvFIM1 ist 

weiterhin in Akkumulationen an der Plasmamembran in Bewegungsrichtung lokalisiert, 

erneut indiziert durch den Zellumriss in 7.3D und zeigt zudem eine wellenartige Struktur 

auf (7.3E). In (7.3I–L) ist eine ganze Population von T. vaginalis Zellen zu sehen, in denen 

TvFIM1 vornehmlich in der Zellperipherie lokalisiert. Der DAPI Kanal zeigt multi-nukleäre 

Zellen mit zwei oder vier Zellkernen (7.3K, Pfeilköpfe). 

 Für die Lokalisierung von TvFIM1 während der Morphogenese von lebenden Zellen 

sollte der HaloTag® etabliert werden (s. Abb. 7.5). Das Gen wurde inklusive Tag 

transkribiert (7.5A), jedoch konnte es nicht mittels des zusätzlichen HA-Tags auf 

translationaler Ebene detektiert werden (7.5B). Für die Observierung von lebenden Zellen 

wird ein Ligand benötigt (s. Kap. 4.3), welcher jedoch keine Fluoreszenz erbrachte.  

 Daher wurde das grün fluoreszierende Protein (GFP) als Marker benutzt. Als 

Expressionsvektor wurde der Vektor pTv_GFP genutzt (s. Kap. 4.8), der eine für T. vaginalis 

codon-optimierte GFP Sequenz codiert und das inserierte Gen unter dem SCS Promotor 

exprimiert. Der T. vaginalis Stamm FMV1 wurde mit dem TvFIM1::GFP Konstrukt 

transfiziert und selektiert. Der Transfektionserfolg wurde anschließend überprüft und zeigt 

in der Western Blot Analyse ein Signal bei ca. 100 kDa (Abb. 7.5). Die Kultur konnte somit 

ohne immunologische Behandlung auf speziellen Objektträgern, die zuvor mit vaginalen 

Epithelzellen inokuliert wurden, observiert werden (s. Kap. 4.10.2.6). Die Observierung 

wurde bei 37 °C und 5% CO2 durchgeführt, so dass die T. vaginalis Zellen keine 

umweltbedingten Stresseinflüsse erfuhren. Die Fluoreszenzaufnahmen über die Zeit zeigen 

neben einem cytosolischen Hintergrund spezifische Signale innerhalb der Parasiten 

(s. Abb. 5.11). Bei der Teilung einer Trichomonade ist im Fluoreszenzkanal der Zellkern 

stets ausgespart und zeigt bei t = 36’’ eine Akkumulation von TvFIM1::GFP am 

abgeschnürten Ende der Tochterzelle (Pfeilköpfe), indiziert mit einem Stern (Abb. 5.11, 

Teilung). In der Durchlicht-Aufnahme ist zu erkennen, dass die Tochterzelle ihre Flagellen 

aktiv nutzt, um aus der Mutterzelle hervorzugehen. In einer migrierenden Zelle sind 

punktförmige Signale an der Plasmamembran in Bewegungsrichtung zu sehen, die 
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während des Verlaufs wellenartig in das Zellinnere wandern (Pfeilköpfe, Abb. 5.11, 

Migration). Adhärente Trichomonaden zeigten an den Kontaktstellen zu Wirtszellen eine 

cluster-förmige Anreicherungen von TvFIM1::GFP auf, die nur kurzzeitig sichtbar waren 

(Pfeilköpfe, Abb. 5.11, Clustering).  
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Abbildung 5.11 Lebendzellaufnahmen von Trichomonas vaginalis FMV1 mit TvFIM1::GFP während der Infektion 
von vaginalen Epithelzellen. In der ersten Zeile ist eine Tochterzelle zu sehen, die aus der Mutterzelle hervorgeht. 
Dabei lokalisiert TvFIM1::GFP in einer Struktur ähnlich eines kontraktilen Rings (Stern) am basalen Ende der 
Tochterzelle während der Segregation. Während der amöboiden Migration auf den Wirtszellen sind individuelle 
Wellen von TvFIM1::GFP sichtbar (Pfeilköpfe in mittlerer Zeile), welche von der peripheren Seite der Zelle nach 
innen wandern. Die Anreicherung (Clustering) von TvFIM1::GFP wurde größtenteils an der ersten Kontaktseite 
zur Wirtszelle beobachtet (Pfeilköpfe in der unteren Zeile). Aufnahmen wurden 15 min (Clustering) und 70 min 
(Teilung und Migration) nach der Gabe von T. vaginalis auf die Wirtszellen erstellt. Skalierungsbalken: 10 µm. 
Nach Kusdian et al. 2013. 
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5.3.3 Phagozytose von Hefe und die Lokalisation von TvFIM1 
 

Trichomonas vaginalis phagozytiert unter anderem Bakterien, Leukozyten, Erythrozyten 

und Zellen des Urogenitaltrakts (Demirezen et al. 2000). Die Phagozytose von T. vaginalis 

wurde in einer Studie mit Saccharomyces cerevisiae (Hefe) analysiert und ergab eine 

verminderte Effektivität bei Zugabe von Cytochalasin (s. Kap. 3.3), welches diesen 
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Abbildung 5.12 Immunofluoreszenzaufnahmen von TvFIM1::HA (grüner Kanal) und Aktin (roter Kanal) in 
T. vaginalis T016 bei der Phagozytose von Hefe. Die Überlagerung (Merge) zeigt zusätzlich die DAPI Färbung (blauer 
Kanal). Aktin und sein bündelndes Protein TvFIM1 ko-lokalisieren in Clustern von angrenzenden phagozytotischen 
Vesikeln (Pfeilköpfe). Ähnliche Strukturen wie bei der Infektion von Vaginalzellen (s. Abb. 4.9) sind erkennbar 
zusammen mit einer Akkumulation des Proteins an der Aufnahmeseite der Hefe in einer umschließenden Struktur 
(Stern). Erstantikörper: α-HA (Kaninchen) und α-Aktin (Maus) mit  jeweils 1:2000). Zweitantikörper: Alexa fluor 633 
α-Kaninchen und Alexa fluor 488 α-Maus (jeweils 1:5000). Skalierungsbalken: 10 µm. Nach Kusdian et al. 2013. 
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Mechanismus ebenfalls als Aktin-basierend charakterisiert (Pereira-Neves und Benchimol 

2007). Daher sollte die Lokalisierung von TvFIM1 während der Phagozytose von 

S. cerevisiae untersucht werden. Hierzu wurde eine TvFIM1::HA exprimierende 

T. vaginalis T016 Kultur (s. Abb. 7.4B für den Transfektionserfolg) mit Hefe im Verhältnis 

1:10 in speziellen Objektträgern gemischt und nach einer Inkubation von 20 min fixiert 

und immunologisch mit α-HA und α-Aktin behandelt (s. Kap. 4.9.1.2). Das genutzte 

Protokoll der Immunofluoreszenz-Fixierung (s. Kap. 4.10.2.5) ist nicht für Hefezellen 

geeignet (Pringle et al. 1991) und bedarf einer gesonderten Behandlung der Hefe-Zellwand 

(Silver 2009). Daher fehlt die Aktinfärbung in den Hefezellen.  

TvFIM1 zeigt auch hier eine Ko-Lokalisation mit Aktin, erkennbar an der gelblichen 

Färbung in der Überlagerung beider Kanäle mit DAPI (Abb. 5.12C, G, K und O). Das 

Protein akkumuliert an dem Bereich der Plasmamembran, der die Hefezellen umringt 

(Abb. 5.12M–O) bzw. umschließt (Abb. 5.12E–G) (s. Stern) und weist punktuelle 

Strukturen innerhalb der Zelle auf (s. Pfeilköpfe in Abb. 5.12I und 5.12J). Die DAPI 

Färbung zeigt sowohl Zellkerne der Trichomonaden als auch Hefen, während sich die 

Aktinfärbung auf erstere beschränkt. Der Durchlichtkanal zeigt, dass es keine Präferenzen 

der Einschluss-Stelle in T. vaginalis gibt. Die Hefezellen werden von dem Parasiten lateral 

(Abb. 5.12P, obere Zelle) und posterior (Abb. 5.12D) aufgenommen. Weiterhin ist für 

TvFIM1 und Aktin die fadenartige Struktur erkennbar, ähnlich der in Abb. 5.5 und 7.3 

gezeigten Struktur. 

 

5.3.4 Transkriptionsanalysen von TvFim1 
 

Parallel zu den proteomischen Untersuchungen sollten die Gene TvFim1 und TvFim2 auf 

Transkriptionsebene analysiert werden. Dies wurde bereits in frei-schwimmenden 

T. vaginalis Zellen (Stamm T1) durchgeführt und eine Transkiption von TvFim1 wurde 

verifiziert (Kusdian 2011). In der Trichomonas Genomdatenbank TrichDB (Aurrecoechea et 

al. 2009) ist TvFim1 mit 145 expressed sequence tags (ESTs) annotiert. Trotz der Tatsache, 

dass die ESTs aus mRNA (messenger RNA) von Trichomonaden unter verschiedenen 

Bedingungen, wie erniedrigter Glukosegehalt oder Fibronektin-induzierter 



Ergebnisse 

 

 66 

 Adhärenz, stammen, sind keine ESTs für TvFim2 annotiert. Die Verifizierung, ob diese 

Gene transkribiert werden, wurde mittels Reverser Transkriptase (RT)-PCR realisiert, 

indem RNA aus T. vaginalis Stamm T016 im frei-schwimmenden (Pyriform) und 

amöboiden Stadium (Sternform) isoliert wurde (s. Abb. 5.13A). Die RNA wurde in cDNA 

(complementary DNA) umgeschrieben und diente als Grundlage einer PCR mit gen-

spezifischen Oligonukleotiden (+RT). Dabei dienten Ansätze ohne die Zugabe der Reversen 

Transkriptase als Negativkontrolle (-RT) und eine PCR mit genomischer DNA als Matrize 

als eine weitere Kontrolle (gDNA). Für TvFim1 konnte sowohl in frei-schwimmenden als 

auch in amöboiden T. vaginalis Zellen das Fragment mit einer distinkten Bande bei ca. 

1.800 bp amplifiziert werden (Genlänge TvFim1: 1.833 bp), während bei TvFim2 lediglich 
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Abbildung 5.13 A) Reverse Transkriptase (RT)-PCR auf cDNA aus frei-schwimmenden (Pyriform) und amöboiden 
(Sternform) T. vaginalis T016 Zellen in Anwesenheit von Reverser Transkriptase (+RT) und in Abwesenheit (-RT) als 
Kontrolle zeigt lediglich eine Transkription von TvFim1. Eine Kontroll-PCR wurde mit genomischer DNA 
durchgeführt (gDNA). B) Quantitative Echtzeit-PCR zeigt in einer absoluten Quantifizierung, dass TvFim1 während 
der amöboiden Form nicht hochreguliert wird, im Gegensatz zu einer Kopie des 40S ribosomalen Proteins S5 
(TVAG_158720). Nach Kusdian et al. 2013. 
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eine Bande in der Kontrolle mit genomischer DNA (Genlänge TvFim2: 1.344 bp) 

nachgewiesen werden konnte. Die Negativkontrollen (-RT) weisen keine Amplifikate auf.  

 Im nächsten Schritt wurde die Transkription von TvFim1 mit einer quantitativen 

Echtzeit-PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR) bestimmt (s. Abb. 5.13B). Spezifische 

Oligonukleotide zur Detektion von TvFim1 und einem Kontrollgen (40S ribosomales 

Protein S5, TVAG_158720) wurden in cDNA-Ansätzen aus RNA frei-schwimmender 

(Pyriform) und Fibronektin-induzierter, amöboider (Sternform) T. vaginalis T016 Zellen 

nach 5, 20 und 60 min eingesetzt und anschließend in einer absoluten Quantifizierung 

analysiert. Dabei wurden biologische und technische Triplikate erstellt. TvFim1 weist ca. 

75.000 Transkripte pro 50 ng RNA auf und bleibt während der Morphogenese auf diesem 

Niveau. Das Kontrollgen mit 700.000 Transkripten/50 ng RNA in frei-schwimmenden 

Zellen einen sehr viel höheren Wert auf, der über die Zeit auf fast 1.300.000 Transkripte 

ansteigt. Die Standardabweichung wird als Fehlerbalken angezeigt. Die Rohdaten sind in 

Tab. 7.3 zu finden.  

 Schließlich sollte ein Knockdown, welcher auf Interferenz-RNA (RNAi) basiert, der 

weiteren Charakterisierung von TvFim1 dienen. Dabei werden endogene mRNAs durch 

einen komplementären Strang 

(anti-sense) gebunden und 

somit inhibiert (Boyle et al. 

2003). Eine Translation ist 

nicht mehr möglich. In 

T. vaginalis wurde bereits ein 

solcher Ansatz zwecks 

Funktionsdeterminierung des 

Myb2 Proteins als 

Transkriptionsfaktor durch-

geführt (Ong et al. 2007) und 

diente im Rahmen dieser 

Arbeit als Basis. Der 

Expressionsvektor pTagvag2 
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Abbildung 5.14 Versuch eines Knockdowns von TvFim1 in T. vaginalis 
T016 Zellen mit anti-sense RNA nach (Ong et al. 2007). A) Die anti-sense 
Region wurde mittig der codierenden Sequenz von TvFim1 gewählt und 
in den Expressionsvektor pTagvag2 kloniert. B) Transfizierte 
Trichomonaden zeigten mittels quantitativer Echtzeit-PCR keine 
signifikante Herunterregulierung des Gens (-as) im Vergleich zum 
Wildtyp (-wt). Nach Kusdian et al. 2013. 
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(Hrdy et al. 2004) wurde dahingehend modifiziert, dass die revers-komplementäre Sequenz 

des mittleren Bereichs des TvFim1-Gens inseriert wurde (s. Abb. 5.14A). Unter dem 

artifiziellen SCS-Promotor wird der anti-sense (as) Strang transkribiert und soll zur 

Translations-Inhibition an die endogene mRNA von TvFim1 binden. T. vaginalis T016 

wurde mit dem Konstrukt transfiziert und selektiert. Anschließend wurde aus Wildtyp 

(TvFim1-wt) und transfizierter Kultur (TvFim1-as) RNA isoliert und mittels qRT-PCR und 

Fragment-spezifischen Oligonukleotiden analysiert. Dabei wurden erneut biologische und 

technische Triplikate berücksichtigt. Bei der komparablen Quantifizierung wird die 

Kontrolle (TvFim1-wt) als Referenz definiert und die Werte (TvFim1-as) in Relation dazu 

gesetzt (s. Ab. 5.14B). Die Untersuchung ergab keine Herunterregulierung des Gens 

TvFim1 und somit keine erfolgreiche Einführung eines Knockdowns. 

 

5.4 GFP in T. vaginalis als Lebendzell-Marker 

 

Die Nutzung des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) als alleinigen Lebendzell-Marker in 

Trichomonas vaginalis ist bisher nicht publiziert. In diesem Zusammenhang wurden 

lediglich GFP-Transkripte basierend auf dem T. vaginalis Virus (TVV, Familie der 

Totiviridae) in Trichomonaden eingebracht (Li et al. 2012) oder Systeme mit split-GFP 

(Cabantous und Waldo 2006), in denen nur eine kleine Untereinheit der GFP-Sequenz im 

Parasiten verbleibt, etabliert. Erst in Verbindung mit dem fehlenden Rest der GFP-Sequenz 

in Wirtszellen konnte die Interaktion von parasitären Exosomen in Wirtszellen durch die 

GFP-Fluoreszenz nachgewiesen werden (Twu et al. 2013).  

 Für die Fluoreszenz von GFP wird molekularer Sauerstoff benötigt (s. Kap. 3.4). 

Daher sollte der Effekt von Sauerstoff auf das Wachstum von T. vaginalis bestimmt 

werden. Bei einer Begasung einer Inkubationskammer mit 5% CO2 beträgt der 

Sauerstoffanteil in der Kammer etwa 16%. Dies ist im Vergleich zum Sauerstoffanteil der 

normalen Atmosphäre (21% und letal für T. vaginalis: Daten nicht gezeigt) erniedrigt, 

jedoch im Gegensatz zu der anaeroben Kultivierung in geschlossenen Kulturröhrchen 



Ergebnisse 

 

 69 

(nahezu 0%) erhöht. Die beiden wildtypischen T. vaginalis Stämme T1 (blaue Graphen) 

und FMV1 (braune Graphen) wurden in An- (aerob) und Abwesenheit (anaerob) von 16% 

Sauerstoff untersucht (s. Abb. 5.15). Die Zellen der Kulturen wurden in biologischen 

Triplikaten im 2-Stunden-Takt über 48 Stunden kontinuierlich gezählt. Die 

Standardabweichung ist in Fehlerbalken angezeigt. Der Stamm FMV1 wächst stetig an und 

erreicht sein exponentielles Wachstum nach ca. 20 Stunden. Die Saturation mit knapp 

3.000 lebenden Zellen pro ml tritt nach etwa 30 Stunden ein und ein Rückgang derer 

konnte nach 38 Stunden beobachtet werden. Dabei ist kein signifikanter Unterschied 

zwischen anaerober und aerober Kultivierung erkennbar. Das Wachstum des Stammes T1 

erreicht das exponentielle Wachstum bereits nach etwa 16 Stunden und steigt auf ca. 

4.000 lebende Zellen pro ml nach 24 Stunden (Saturation). Das Absterben der Zellkultur 

setzt nach 30 Stunden an. Zwischen anaerober und aerober Kultivierung ist ein versetztes 

Erreichen der Amplitude zu observieren. Somit ist ein Rückschluss über eine verlangsamte 

Wachstumsrate möglich, doch hat Sauerstoff keinen Einfluss auf die Zellkulturdichte. Der 
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Abbildung 5.15 Vergleich der Wachstumsraten von T. vaginalis Stamm FMV1 (brauner Graph) und T1 (blauer 
Graph) unter anaeroben (0% O2, FMV1 = Raute; T1 = Dreieck) und aeroben (16% O2, FMV1 = Viereck; T1 = Kreis) 
Bedingungen bei 37°C über 48 Stunden. Es wurden biologische Triplikate gezählt und die Standardabweichung ist als 
Balken an den Messpunkten indiziert. Zu Beginn wurden 12 ml TYM Medium mit 2x106 Zellen inokuliert und 
anschließend alle zwei Stunden die Zellzahl bestimmt. Es besteht kein deutlicher Unterschied zwischen anaerober 
und der Kultivierung bei 16% O2. 



Ergebnisse 

 

 70 

Sauerstoff, der für die aktive Form von GFP nötig ist, ist für T. vaginalis in einer 

Konzentration von 16% also unproblematisch. Die GFP-Sequenz in dem Expressionsvektor 

pTv_GFP ist für den Organismus codon-optimiert nach (Meade et al. 1997). Die Expression 

von cytosolischem GFP wurde mittels Transfektion von T. vaginalis T1 mit dem Leervektor 

pTv_GFP überprüft (Aschenbroich 2012). Die Immunodetektion (s. Abb. 7.4) zeigt eine 

distinkte Bande bei etwa 27 kDa. Die GFP-exprimierende Kultur wurde anschließend am 

Fluoreszenzmikroskop unter verschiedenen Bedingungen observiert (s. Abb. 5.16). Unter 

aeroben Bedingungen (Umwelt-Atmosphäre, 21% Sauerstoff) zeigen T. vaginalis T1 Zellen 

eine cytosolische GFP-Fluoreszenz (s. Abb. 5.16A). Im ersten Bild wird deutlich, dass die 

Fluoreszenz in einigen Zellen abgeschwächt bzw. nicht vorhanden ist. Bei einer 

Auswertung von 200 observierten T. vaginalis Zellen wiesen 37% der Zellen eine GFP-

Fluoreszenz auf (Daten nicht gezeigt). Unter anaeroben Bedingungen wurde bei gleicher 

Anregung der Fluorophore eine erheblich geringere Anzahl an fluoreszierenden Zellen 

beobachtet (s. Abb. 5.16B). Als zusätzliche Negativkontrolle diente der T1 Wildtyp um eine 

putative Autofluoreszenz auszuschließen. Unter aeroben Bedingungen konnte erneut keine 

Fluoreszenz detektiert werden (s. Abb. 5.16C).  

GFP, anaerobe Bedingungen WT, aerobe Bedingungen

Durchlicht DurchlichtFluoreszenz Fluoreszenz

GFP, aerobe Bedingungen

Durchlicht Fluoreszenz

A B C

Abbildung 5.16 Lebendzellaufnahmen von T. vaginalis Stamm T1 als Kontrollen der GFP-Fluoreszenz. A) zeigt 
transfizierte Trichomonaden mit dem Leervektor pTv_GFP unter aeroben Bedingungen (16% O2). GFP leuchtet, 
obgleich nicht in allen Zellen, und lokalisiert im Cytosol. Unter anaeroben Bedingungen (B) ist eine mäßige bis keine 
GFP-Fluoreszenz sichtbar. Als zusätzliche Negativkontrolle wurde der Wildtyp unter aeroben Bedingungen wie in A) 
observiert und zeigt keine Fluoreszenz. Bilder teilweise aus (Aschenbroich 2012). Skalierungsbalken: 10 µm. 
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5.5 Centrin lokalisiert an der undulierenden Membran in T. vaginalis 

 

Centrin als ein mit Tubulin-Strukturen interagierendes Protein spielt eine wichtige Rolle in 

Centrosomen und Flagellen (s. Kap. 3.1.1). Für T. vaginalis wurde das Protein mittels 

Antikörper am Basalkörper und an der undulierenden Membran lokalisiert (Brugerolle et 

al. 2000). Mit der Sequenzierung des Genoms (Carlton et al. 2007) und vielfältiger 

Analysen, wie Transkriptome unter verschiedenen Bedingungen (Gould et al. 2013), ist 

eine tiefgreifendere Untersuchung von Centrin Homologen in T. vaginalis möglich. Ferner 

kann somit die Rolle von Centrin im Zytoskelett des Parasiten näher bestimmt werden. 

 T. vaginalis codiert acht Centrin Homologe (s. Tab. 5.4), welche eine ähnliche 

molekulare Masse und eine Sequenzidentität von etwa 20–40% aufweisen (s. Tab. 7.3).  

Tabelle 5.4 Acht Centrin Homologe in Trichomonas vaginalis, aufgezeigt mit ihrer molekularen Masse nach TrichDB. 

Name TVAG Nummer Mol. Masse Name TVAG Nummer Mol. Masse 

TvCEN1 TVAG_497930 17,9 kDa TvCEN5 TVAG_119000 19,5 kDa 

TvCEN2 TVAG_009160 19,1 kDa TvCEN6 TVAG_291570 16,7 kDa 

TvCEN3 TVAG_320970 18,7 kDa TvCEN7 TVAG_482420 17,2 kDa 

TvCEN4 TVAG_120190 18,3 kDa TvCEN8 TVAG_335140 17,4 kDa 

 

Centrin Proteine gehören der EF-Hand-Überfamilie an und weisen vier EF-Hand Domänen 

als Calcium-bindende Stellen auf (Salisbury 1995). Alle Trichomonas vaginalis Centrine 

weisen ebenfalls diese vier Domänen auf. Ungewöhnlich ist dabei die relativ hohe Anzahl 

an Kopien dieses Gens, verglichen zu seinem Wirt Homo sapiens mit drei Centrin Genen 

(National Center for Biotechnology Information (NCBI), GenBank – CETN1, ID: 1068; 

CETN2, ID: 1069 und CETN3, ID: 1070). Eine Transkriptomanalyse von T. vaginalis sollte 

Aufschluss über die Expression aller Kopien geben (Abb. 5.17). In diesem Balkendiagramm 

wird deutlich, dass die acht Centrin-Homologe unterschiedliche Expressionswerte 

aufweisen. Als Basis diente dabei eine Datenbank an ESTs, erstellt aus Sauerstoff-

adaptierten T. vaginalis Zellen bei 16% Sauerstoff (Ad0), welche auf vaginale Epithelzellen 

gegeben wurden (AdOxInf). Die RNA wurde in diesen Ansätzen jeweils nach 5, 30 und 

120 min isoliert (Gould et al. 2013). Die Werte repräsentieren indirekt 
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sequenzierte mRNAs, so dass ein Rückschluss auf die Expression des Gens in der Zelle 

möglich ist. Deutlich wird, dass die Expression aller Centrin Homologe in Relation zu der 

Referenzprobe Ad0 zuerst herunterreguliert wird, im Verlauf der Infektion jedoch wieder 

leicht ansteigt. Dabei fällt die Expression von TvCEN3, 5, 7 und 8 eher gering aus, so dass 

diese vernachlässigt wurden. Die Analyse im Rahmen dieser Arbeit beschränkt sich somit 

auf die Gene TvCEN1, 2, 4 und 6. Aufgrund der besseren Vergleichbarkeit der Homologe 

bei der Lokalisierung innerhalb der Zelle mittels Immunofluoreszenzaufnahmen wurde auf 

den artifiziellen Promotor SCS verzichtet. Stattdessen wurde der endogene Promotor der 

Gene verwendet (s. Kap. 4.8). Da die Promotorregion von Genen in T. vaginalis nicht 

annotiert und teilweise unbekannt ist (Smith und Johnson 2011; Smith et al. 2011), wurde 

eine 200 bp lange Sequenz im untranslatierten Bereich (untranslated region, UTR) in 5’-

Richtung des Gens genutzt, um die putative Promotorregion abzudecken. Als Protein-

Marker wurde der HA-Tag genutzt. Der T. vaginalis Stamm FMV1 wurde mit den 

Konstrukten TvCEN1::HA, TvCEN2::HA, TvCEN4::HA und TvCEN6::HA transfiziert und
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Abbildung 5.17 Vergleich der Expressionswerte von acht Centrin Homologen in Trichomonas vaginalis T016. Die y-
Achse zeigt eine willkürliche Einheit (arbitrary units, a.u.) und repräsentiert die Anzahl sequenzierter mRNAs in vier 
Datenbanken. Ad0 = Sauerstoff-adaptierte Zellen, welche auf vaginale Epithelzellen gegeben wurden und nach 5 
(AdOxInf5), 30 (AdOxInf30) und 120 min (AdOxInf120) zwecks RNA-Isolierung aufgeschlossen wurden. Die 
Expressionswerte von TvCEN1, 2, 4 und 6 sind höher, verglichen mit den anderen Kandidaten und zeigen eine 
geringe Herunterregulierung währen der Infektion. Werte nach Gould et al. 2013. 
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selektiert. Der Transfektionserfolg wurde mittels Western Blot Analyse überprüft (s. Abb. 

7.2B). Durch den HA-Tag ergeben sich für die Kandidaten folgende ungefähre, 

molekularen Massen: 20 kDa für TvCEN1::HA, 21 kDa für TvCEN2::HA, 20 kDa für 

TvCEN4::HA und 19 kDa für TvCEN6::HA. Die detektierten Banden in Abb. 7.2B 

korrelieren mit den Größen – bei TvCEN2::HA ist eine Doppelbande sichtbar.  

Die Kulturen wurden anschließend in An- und Abwesenheit von vaginalen 

Epithelzellen fixiert und immunologisch mit α-HA behandelt (s. Abb. 5.18). Die 

Lokalisation von allen vier untersuchten Proteinen ist annähernd identisch. Sowohl in frei-

schwimmenden als auch in amöboiden Zellen assoziieren die Proteine stets mit der 

undulierenden Membran und deutlich schwächer am apikalen Ende der Zelle 

(Atraktophor). Bei TvCEN6::HA erscheint die Akkumulation des Proteins hauptsächlich im 

Atraktophor in frei-schwimmenden Zellen – das Bild wurde exemplarisch gewählt, da dort 

vereinzelt diese Lokalisierung auftrat. Weitgehend assoziierte auch hier das Protein mit der 

undulierenden Membran. Selten konnte eine cytosolische Lokalisierung mit punktuellen 

Strukturen observiert werden, wie für TvCEN4::HA und TvCEN6::HA (amöboid). Die 

HA                    HA+DAPI         Durchlicht

Tv
CE

N
2

Abbildung 5.19 Immunofluoreszenzaufnahme von einer sich teilenden T. vaginalis FMV1 Zelle mit TvCEN2::HA. 
Das Bild stellt im grünen (HA) und blauen (DAPI) Kanal eine 3D Rekonstruktion eines Z-Stapels der observierten 
Zelle dar. Es sind deutlich zwei undulierende Membranen zu sehen, zusammen mit zwei Zellkernen (s. Vergrößerung 
im Kreis). Das Durchlichtbild ist ein Einzelbild aus dem Stapel und stellt daher nur eine Ebene dar. Erstantikörper: α-
HA (Maus, 1:2000). Zweitantikörper: α-Maus Alexa fluor 488 (1:5000). Skalierungsbalken: 10 µm. 

Abbildung 5.18 Immunofluoreszenzaufnahme von TvCEN1, 2, 4 und 6::HA (grüner Kanal) in frei-schwimmenden 
und amöboiden T. vaginalis FMV1 Zellen unter endogenem Promotor. Die Überlagerung mit der DAPI Färbung 
(blauer Kanal) zeigt die Zellkerne von Parasit- und Wirtszellen. In frei-schwimmenden Zellen lokalisiert 
TvCEN1::HA mit der undulierenden Membran, ebenfalls wie TvCEN2::HA und TvCEN4::HA. Lediglich TvCEN6::HA 
ist assoziiert mit dem Atraktophor, zeigte in anderen Zellen jedoch auch eine Lokalisierung mit der undulierenden 
Membran (nicht gezeigt). Das Muster ändert sich nicht in die amöboiden Form, da die unterschiedlichen Centrin 
Homologe nach wie vor mit der undululierenden Membran assoziiert sind. Für TvCEN6::HA ist im amöboiden 
Zustand erneut eine leichte Akkumulation im Atraktophor ersichtlich. Erstantikörper: α-HA (Maus, 1:2000). 
Zweitantikörper: Alexa fluor 488 α-Maus (1:5000). Skalierungsbalken: 10 µm. 
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Assoziation mit der undulierenden Membran ist sehr spezifisch und lokalisiert nicht in den 

restlichen vier Flagellen, erkennbar im Durchlichtkanal.  

Bei der Observierung fixierter, TvCEN2::HA exprimierender T. vaginalis Zellen 

wurde eine sich teilende Zelle observiert (s. Abb. 5.19). Die Probe wurde in einem Z-Stapel 

observiert und anschließend als 3D-Bild rekonstruiert. Auch hier assoziiert das Protein mit 

der undulierenden Membran, welche in zweifacher Ausführung im grünen 

Fluoreszenzkanal zu sehen ist (s. Vergrößerung im Kreis). Der DAPI Kanal zeigt zwei 

bereits getrennte Zellkerne. Im Durchlicht handelt es sich um ein Einzelbild aus dem 

Stapel, das wegen der limitierten Ebene unscharfe Strukturen aufweist. 

 

5.6 Zusammenfassung der Ergebnisse 

 

Der Protist T. vaginalis besitzt Gene für sowohl Aktin- als auch Tubulin-assoziierte Gene. 

Bei der Umwandlung zur amöboiden Gestalt greift die Aktin-Maschinerie ein –  bewiesen 

durch quantitative Western Blot Analyse und Lokalisierung des am stärksten exprimierten 

Aktin-Derivats. Putative Interaktionspartner von Aktinfilamenten sollten identifiziert 

werden, von denen eines TvFIM1 ist. Es wurde in in vitro Experimenten gezeigt, dass 

TvFIM1 eine verstärkte Aktin-Polymerisierung als auch das parallele und anti-parallele 

Bündeln von Aktinfilamenten bewirkt. Während der amöboiden Bewegung und der 

Phagozytose von Hefe ko-lokalisiert TvFIM1 mit Aktin innerhalb der Zelle. Eine 

dynamische Lokalisation von TvFIM1 an der Zell-Peripherie und in Cluster konnte mithilfe 

von GFP als Lebendzell-Marker gezeigt werden. Sauerstoff, welcher für GFP benötigt wird, 

beeinflusst die Wachstumsrate des anaeroben Parasiten bei einer Konzentration von 16% 

nicht, so dass GFP als Marker genutzt werden kann. Jedoch ist die Ausbeute an 

fluoreszenten Zellen mit 37% in einer transfizierten Kultur eher gering. Auf 

transkriptioneller Ebene ist nur TvFim1 aktiv (nicht aber TvFim2), welches im Verlauf der 

amöboiden Umwandlung nicht hoch- oder herunterreguliert, sondern gleichbleibend 

transkribiert wird. Der Versuch eines Knockdowns basierend auf RNAi blieb erfolglos. Als 

u. a. Tubulin-assoziiertes Protein wurden acht Centrin-Homologe in T. vaginalis analysiert. 

Sie lokalisieren stets in der undulierenden Membran und im Atraktophor des Protisten – 
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sowohl im frei-schwimmenden als auch amöboiden Stadium. Auch bei der Zellteilung 

ändert sich die Lokalisierung nicht und stellt somit eine differente Funktion von 

klassischen Centrin Proteinen dar.       
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6 Diskussion 

 

6.1 Das Zytoskelett von Trichomonas vaginalis während der Infektion von 

Wirtszellen 

 

Das Zytoskelett der Organismen innerhalb der Trichomonadida wurde bereits detailliert 

untersucht (s. Kap. 3.2, Brugerolle 1991, Brugerolle et al. 1996). Die im Rahmen dieser 

Arbeit durchgeführten Observierungen des Zytoskeletts des Parasiten T. vaginalis geben 

einen Einblick in die rapide Umformung in seine amöboide Form. Innerhalb der Ordnung 

Trichomonadida gibt es nur wenige Vertreter, die ebenfalls auf diese Fähigkeit 

zurückgreifen können: i) Dientamoeba fragilis – ein parasitärer Organismus im Magen-

Darm-Trakt von Mensch, Schwein und Gorilla. Dabei ist anzumerken, dass sowohl im 

amöboiden als auch frei-schwimmenden Stadium keine Flagellen vorhanden sind 

(Windsor und Johnson 1999). ii) Gigantomonas herculea – ein Parasit im Dickdarm von 

Termiten (Brugerolle 2005). Beide Protisten gehören zur Familie der 

Monocercomonadidae. Innerhalb der Familie der Trichomonadidae ist die amöboide 

Umformung in bisherigen Publikationen ein Alleinmerkmal von T. vaginalis und 

T. gallinae (Mesa et al. 1961).  

 Die Ergebnisse zeigen, dass der Grad der amöboiden Umwandlung unter den 

Stämmen T1, T016 und FMV1 sehr variiert (s. Abb. 5.1). Unterstützt wird diese 

Beobachtung durch eine Untersuchung von 26 verschiedenen T. vaginalis Stämmen und 

ihre divers ausgeprägte cytotoxische Wirkung auf Wirtszellen (Lustig et al. 2013). Der 

Grad der amöboiden Umwandlung ist sowohl an die Migrationsgeschwindigkeit der Zellen 

gekoppelt (s. Tab. 5.1), was durch eine in silico Simulation bestätigt wurde (Lim et al. 

2013), als auch an die Cytotoxizität gegenüber den Wirtszellen. Da die amöboide Form der 

Oberflächenmaximierung zur Substrataufnahme dient (Arroyo et al. 1993), verbleiben 

abgeflachte Zellen eher stationär, statt sich zu bewegen.   
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  Die Motilitätsanalyse des T. vaginalis Stamms T016 (s. Abb. 5.2) zeigt eine sehr 

dynamische Bewegung auf Wirtszellen. Der Parasit nutzt seine Flagellen in abtastenden 

Bewegungen (s. Abb. 5.2, Flagellen Sensor) und wurde bereits zuvor observiert (Casta e 

Silva Filho et al. 1988). Eine mögliche sensorische Funktion wird durch die Erkenntnisse 

über Tetraspanin (TvTSP6) gestützt, welches in den Flagellen lokalisiert und dort der 

sensorischen Rezeption dient (de Miguel et al. 2012). Das bisher prokaryotische Paradigma 

des Quorum sensing dient der Messung der Zelldichte einer Population mittels chemischer 

Kommunikation und steht eng in Bezug zu der Motilität von Flagellen (Zan et al. 2013). 

Eine mögliche Adaptation dieser Fähigkeit in Eukaryoten wurde postuliert (Sprague und 

Winans 2006) und bleibt für T. vaginalis zu investigieren. Zusätzlich nutzt T. vaginalis 

seine Flagellen klassisch zur schwimmenden Fortbewegung, die aktiv an der Zellteilung 

beteiligt sind (s. Abb. 5.2, Teilung), ähnlich dem Mechanismus in Trypanosoma brucei 

(Ralston et al. 2006). Dort konnte bei Knockdown-Kulturen von essentiellen Genen der 

Flagellen eine fehlgeschlagene Zellteilung observiert werden. Juggernauts (riesig im 

Vergleich zu frei-schwimmenden T. vaginalis Zellen mit mehreren Zellkernen, s. Abb. 5.2 

Juggernauting und Abb. 7.3K) entstehen durch die Teilung der Zellkerne und 

Flagellenapparate, ohne eine Cytokinese zu vollziehen (Brugerolle et al. 1996). 

 In der amöboiden Phase bildet der Parasit Pseudopodien aus (s. Abb. 5.2, 

Pseudopodien), welche ein hauptsächlich Aktin-gesteuertes Merkmal ist (Lammermann 

und Sixt 2009). Die Heatmap-Analyse zeigt, dass Aktin und die wichtigsten Aktin-

regulierenden Proteine von T. vaginalis codiert sind (s. Abb. 5.3). Die genaue Anzahl an 

Aktin-Derivaten im Protisten wurde auf 12 determiniert, zusammen mit 11 Homologen 

der Aktin-Familie (Elmendorf et al. 2010). Laut TrichDB gibt es insgesamt 29 Genkopien 

der Aktin-Familie, von denen 24 exprimiert werden (Aurrecoechea et al. 2009; Gould et al. 

2013). Die Diversität der Sequenz innerhalb der Aktin-Homologe ist spezifisch genug, um 

PCR-gestützte Bestimmungen unterschiedlicher Stämme durchzuführen (Crucitti et al. 

2008). Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen die Korrelation des Aktin-Netzwerks und 

der amöboiden Gestalt, da mehr Aktin vorhanden ist (s. Abb. 5.4) und innerhalb der Zelle 

in fibrösen Strukturen lokalisiert (s. Abb. 5.5). Die Erhöhung des Aktingehalts in der 

amöboiden Form ist in der Immunofluoreszenzaufnahme nicht erkennbar, da es sich um 
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HA-getaggtes Aktin handelt (TvAKT1::HA), welches unter dem SCS-Promotor exprimiert 

wird. Eine netzartige Struktur der Aktinfilamente in amöboiden T. vaginalis Zellen wurde 

bereits immunhistochemisch nachgewiesen (Chen et al. 2004). Die Parasiten der Gruppe 

Apicomplexa Toxoplasma gondii und Plasmodium falciparum besitzen ebenfalls die 

Fähigkeit der amöboiden Umwandlung (s. Kap. 5.2), bei der das amöboide Gleiten 

(sogenannt: glideosome) auf Aktinfilamente zurückgreift (Santos et al. 2009; Skillman et al. 

2011).  

 Aktin-interagierende Proteine in T. vaginalis, die an der amöboiden Morphogenese 

beteiligt sind, wurden bisher begrenzt charakterisiert. Coronin gehört zu solchen Proteinen 

und wurde erstmals in Dictyostelium discoideum charakterisiert (de Hostos et al. 1991). 

Dort assoziiert das Protein mit Aktinfilamenten und in Knockout-Kulturen wurde eine 

verlangsamte, amöboide Fortbewegung der Zellen festgestellt (de Hostos et al. 1993) und 

die Phagozytose deprimiert (Maniak et al. 1995). Für T. vaginalis wurde dem Protein eine 

ebenfalls wichtige Rolle in der Reorganisation des Aktinfilament-Netzwerks zugeschrieben, 

da es an der Zellperipherie amöboider Zellen lokalisierte (Bricheux et al. 2000). In anderen 

eukaryotischen Systemen sind Aktin-regulierende Proteine an vielen Bewegungsprozessen 

innerhalb und von der Zelle beteiligt (dos Remedios et al. 2003; Eichinger et al. 1999; 

Golsteyn et al. 1997; Xue et al. 2010). T. vaginalis codiert die meisten dieser Proteine 

(s. Abb. 5.3), was für eine gemeinschaftliche Aktivität mehrerer Proteine spricht, um 

Änderungen der Zellmorphologie zu bewerkstelligen. Weitere Aktin-regulierende Proteine 

in T. vaginalis sind α-Aktinin (Addis et al. 1998; Bricheux et al. 1998), welches zusätzlich 

als Transkriptionsfaktor fungieren soll (Calla-Choque et al. 2014) und eine Untereinheit 

des Arp2/3-Komplexes, dessen Expression durch die Eisenkonzentration reguliert wird 

(Horvathova et al. 2012). Auch Profilin wurde als Aktin-bindendes Protein in T. vaginalis 

untersucht (Runde 2013). Durch die Bindung an Aktin-Monomeren, kann das Protein die 

Konzentration an freien Aktin-Monomeren regulieren und verbessert zusätzlich die 

Treadmilling-Rate (Didry et al. 1998; Witke 2004). In amöboiden T. vaginalis Zellen  ko-

lokalisiert das Protein cytosolisch mit Aktin in leichten Akkumulationen an der 

Zellperipherie (Runde 2013). Mit den Ergebnissen über TvFIM1 lässt sich ein weiteres 

Aktin-interagierendes Protein in T. vaginalis klassifizieren (s. Kap. 5.2).     
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 Der Versuch, weitere Aktin-bindende und -regulierende Proteine zu identifizieren, 

wurde mittels Co-Immunopräzipitation realisiert (s. Abb. 5.6). Dabei zeigte sich, dass eine 

Co-Immunopräzipitation über einen HA-Tag weitaus spezifischer als über den 

kommerziellen Aktin-Antikörper ist und zusätzlich die Analyse von Interaktionspartner 

zulässt, sichtbar an den Coomassie-gefärbten Banden, welche nicht in der Höhe von 42 kDa 

liegen (s. Abb. 5.6B). Bei der Affinitätschromatographie über den endogenen Aktin-

Antikörper (s. Abb. 5.6A) wurden einige Banden zusammen mit einem leichten 

Hintergrund Coomassie-gefärbt. Dies spricht für eine unspezifische Bindung von 

Proteinkomplexen. Durch die Zelllyse sind Proteine, die zuvor in diskreten, zellulären 

Kompartimenten separiert sind, nun gemischt, was zu einer nicht-physiologischen 

Bindung zum Zielkomplex führen kann – insbesondere bei einem solch abundanten 

Protein wie Aktin (Phizicky und Fields 1995). 

 Der Ansatz der Massenspektrometrie diente als erster Schritt zur Charakterisierung 

der Interaktionspartner von Aktin. Es wurden für alle drei Ansätze insgesamt 54 Proteine 

identifiziert, von denen 33 Proteine putative Interaktionspartner von Aktin sein könnten. 

Die BLAST-Analyse ergab, dass die meisten der 33 Proteine Aktin- oder im weiteren Sinne 

Zytoskelett-assoziiert sind. Neben Aktin-bindenden Proteinen, wie Fimbrin, Coronin und α-

Aktinin konnten übergreifende Proteinklassen identifiziert werden, die mit allen drei 

Filamentarten des Zytoskeletts interagieren. So gehören Synaptotagmin – ein 

Membranprotein, welches bei der Exozytose involviert ist – und Spectraplakin sowie 

FERM Proteine zu eben dieser Proteinklasse (Bosanquet et al. 2014; Brown 2008; Rao et al. 

2014; Suozzi et al. 2012). Weiterhin wurden Homologe von Hitzeschockproteinen 

identifiziert, die eine Aktin-ähnliche ATPase Domäne aufweisen. Solche 

Hitzeschockproteine wurden bereits in Nierenzellen von Ratten mit dem Zytoskelett 

assoziiert (Bidmon et al. 2002). Ankyrine, die mit Membranproteinen interagieren und 

deren Position bestimmen, wurden ebenfalls sequenziert (Ishida et al. 2014; Ni et al. 

2013). Zusätzlich wurden Proteine im amöboiden Ansatz identifiziert, die Cadherin 

(Adhäsionsprotein) und ein Protein, das mit der Zellwandoberfläche assoziiert ist, 

beinhalten (Hirata et al. 2014). Dies erscheint plausibel, da T. vaginalis sich während der 

amöboiden Umwandlung an Wirtszellen anhaftet und somit das Aktin-Netzwerk 
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ausweitet. Im Gegenzug sind die identifizierten Proteine der HA-Kontrolle sehr gering 

ausgefallen, was auch mit der geladenen Proteinmenge korreliert (s. Abb. 5.7). Bei der HA-

Kontrolle handelt es sich um ein Clathrin-Homolog aus T. vaginalis, welches auch mittels 

MALDI-TOF sequenziert wurde (s. Tab. 5.2) – sowohl in der HA-Kontrolle als auch im 

Aktin-Ansatz (frei-schwimmend). Clathrin ist verantwortlich für die Bildung 

endozytotischer Vesikel und interagiert dabei ebenfalls mit Aktin (Grassart et al. 2014).    

 Bisher wurden keine Motorproteine für Aktinfilamente in T. vaginalis entdeckt. 

Dennoch sind 69 Myosin- oder Myosin-ähnliche Proteine in TrichDB annotiert, die bei 

einer BLAST-Analyse eine sehr geringe Homologie zu bekannten Myosin-Proteinen zeigen. 

Der evolutionär verwandte Organismus Giardia lamblia greift auf noch weniger Aktin-

bindende Proteine zurück (s. Abb. 5.3) und ihm fehlen ebenfalls codierende Gene für 

Myosin-ähnliche Motorproteine (Paredez et al. 2011). Ein alternatives Set an neuartigen 

Zytoskelett-Genen wurde bereits für basale Protisten der Excavata postuliert und ist 

aufgrund der zahlreichen unbekannten, hypothetischen Gene innerhalb der Organismen 

möglich (Dawson und Paredez 2013). Durch eine ähnliche Herangehensweise wurden für 

G. lamblia über 80 Aktin-interagierende Proteine identifiziert, von denen einige eine 

Homologie zu bekannten Interaktionspartnern von Aktin aufweisen. Sieben dieser 

Proteine wurden lokalisiert und könnten ein unabdingbares Set an Aktin-regulierenden 

Proteinen als ursprünglichste Form des Aktin-Zytoskeletts repräsentieren (Paredez et al. 

2014).  

 Myosin als einzig bekanntes Motorprotein für Aktinfilamente besteht im 

Allgemeinen aus einer schweren (ca. 220 kDa) und unterschiedlich vielen leichten Ketten 

(ca. 20 kDa). Dabei weist die schwere Kette stets eine konservierte Kopfdomäne aus, 

welche die katalytische ATPase-Eigenschaft aufweist (Sweeney und Houdusse 2010b). 

Insbesondere in Protisten der Apicomplexa wurden Myosin-Sequenzen verglichen und 

evaluiert (Foth et al. 2006). Zahlreiche Studien über das Zusammenspiel von Myosin und 

Aktin bestätigen die Relevanz des Proteins: So wurde eine Interaktion von α-Aktinin, 

Fimbrin und Myosin II zur Organisation der Aktomyosin-Bündel während des Aufbaus des 

kontraktilen Rings bei der Zellteilung in Hefe festgestellt (Laporte et al. 2012). Der 

Hebelarm der Myosin-Klassen V und VI ist verantwortlich für die kollektive Bewegung des 
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Aktinfilament-Netzwerks in Keratozyten (Hariadi et al. 2014) und anhand der Architektur 

von Aktinfilament-Netzwerken kann die Art und Aktivität von Myosin-Proteinen 

determiniert werden (Reymann et al. 2012). In T. gondii dient Myosin der Motilität 

während des amöboiden Gleitens, ist dabei jedoch nicht essentiell (Egarter et al. 2014; 

Meissner et al. 2002). Schließlich spielt das Motorprotein ebenfalls eine wichtige Rolle bei 

der Umwandlung von der amöboiden zur flagellierten Form von Naegleria gruberi in 

Zusammenspiel mit Mikrotubuli (Walsh 2007). Die Abwesenheit solcher Motorproteine in 

T. vaginalis scheint unwahrscheinlich, jedoch haben Eukaryoten zur Steuerung des 

Aktinfilament-Netzwerks alternative Mechanismen mittels Mikrotubuli-Enden entwickelt 

(Basu und Chang 2007). Es wird angenommen, dass Myosin von dem Mikrotubuli-Motor 

Kinesin abstammt (Lowe und Amos 2009). Kinesin ist in T. vaginalis wiederum sehr 

abundant vorhanden (Carlton et al. 2007). So könnte T. vaginalis aufgrund seiner 

evolutiven Ursprünglichkeit als eine Art Interim-Organismus angesehen werden in dem 

Myosin-Proteine noch nicht in dem Stadium vorhanden sind, wie in weiter entwickelten 

Eukaryoten. Ein horizontaler Gentransfer von Prokaryoten wurde für T. vaginalis zahlreich 

identifiziert, was aufgrund der Phagozytose von Prokaryoten zurückzuführen wäre. Jene 

beinhalten jedoch eher metabolische Proteine (Alsmark et al. 2009; Alsmark et al. 2013).      

 

6.2 Die Rolle von TvFIM1 im Aktin-basierten Zytoskelett 

 

Mit der Charakterisierung der Fimbrin Proteinfamilie und der Lebendzell-Observierung 

von Trichomonas vaginalis wurden detaillierte Hinweise über die amöboide Morphogenese 

des Parasiten erbracht. Die Umwandlung von frei-schwimmenden zu amöboiden Zellen ist 

unter Protisten nicht weit verbreitet. Naegleria gruberi, ein aerober Protist aus der Gruppe 

der Excavata, besitzt im Gegensatz zu T. vaginalis im amöboiden Zustand keine Tubulin-

basierten Strukturen, wie Flagellen, und muss diese bei Umwandlung zur frei-

schwimmenden Zelle neu synthetisieren (Fritz-Laylin et al. 2010a; Fritz-Laylin et al. 2011). 

Daher dauert die Umwandlung über eine Stunde an, während sich T. vaginalis innerhalb 

weniger Minuten vollständig umwandeln kann. Die Ergebnisse über TvFIM1 sprechen für 

Beute-induzierte Komponenten, die jederzeit abrufbar sind, sobald die Umwandlung des 
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Cytoskeletts bevorsteht. Entsprechend zeigt die in einem Gradient verlaufende Lokalisation 

des Proteins an der Zellperipherie (Abb. 5.10A) von frei-schwimmenden Zellen eine Art 

Vorbereitung auf die Neuanordnung des Aktin-Netzwerks. Diese Hypothese wird gestützt 

durch die gleich bleibende Transkription des TvFim1 Gens während der Morphogenese im 

Vergleich zu dem 40S ribosomalen Protein S5, welches hochreguliert wird (Abb. 5.13B). 

Ein Homolog des Aktin-bindenden Proteins α-Aktinin wurde im Gegensatz dazu in einer 

semi-quantitativen Expressionsanalyse während der Infektion von T. vaginalis als 

hochreguliert determiniert (Noël et al. 2010). Gen-spezifische Untersuchungen auf 

Transkriptionsebene sind jedoch durch die zahlreichen, duplizierten Homologe im 

expandierten Genom erschwert (Cui et al. 2007). 

 Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Heatmap-Analyse zeigt die Existenz 

von zwei Genen der Aktin-bündelnden Fimbrin-Familie in Trichomonas vaginalis 

(TVAG_351310 und TVAG_116370). Bei TvFim2 handelt es sich höchstwahrscheinlich um 

ein Pseudogen, da es eine am 5’-Ende verkürzte Kopie von TvFim1 ist. Fimbrin Proteine 

bestehen aus einer N-terminalen EF-Hand (Kretsinger 1976) und vier Calponin Homologie 

Domänen (Korenbaum und Rivero 2002). Diese Motive gelten für TvFIM1, nicht jedoch für 

TvFIM2, da die EF-Hand fehlt, welche das regulatorische Modul der Fimbrine darstellt. Mit 

dem Verlust dieses Moduls während oder nach dem Genduplikations-Ereignis ging 

wahrscheinlich auch die Funktion des Proteins verloren. Diese These wird unterstützt 

durch den fehlenden Nachweis der Transkription des Gens (s. Abb. 5.13A) und der 

fehlenden Detektion auf Proteinebene via Western Blot (s. Abb. 7.4B). Der von der Firma 

Eurogentec synthetisierte Antikörper gegen TvFIM1 bindet an das Epitop 

CRKFVGPREIVKGNQR, welches innerhalb der zweiten Calponin-Domäne liegt (s. Abb. 

5.7B) und somit auch TvFIM2 bei entsprechender Expression detektieren sollte. Das Epitop 

von TvFIM2 unterscheidet sich lediglich um eine Aminosäure an Position 185, was jedoch 

keine Auswirkungen auf die Bindung des Antikörpers sein sollte (Heide 1967).  

 TvFIM1 bindet an Aktin (s. Tab. 5.3), erhöht die Polymerisierungsrate von Aktin-

Monomeren aus Acanthamoeba zu Aktinfilamenten und bündelt solche, bestehend aus 

Kaninchen-Aktin (s. Abb. 5.9). Die Filamente werden dabei sowohl parallel als auch anti-

parallel gebündelt – ein favorisierter Trend wurde nicht observiert. Proteine der Fimbrin-



Diskussion 

 

 84 

Familie wurden in den letzten Jahren in zahlreichen Organismen charakterisiert, während 

Untersuchungen an dem humanen L-Plastin verstärkt aufzufinden sind (Deady et al. 2014; 

Morley 2013; Serrano-Pertierra et al. 2014). Dieses Protein wurde in T-Lymphozyten 

lokalisiert und spielt eine wichtige Rolle in Aktin-basierenden Vorgängen, wie die 

Aktivierung und Motilität der Zellen, das Bilden von Lipidflößen (lipid rafts) in der 

Zellmembran oder die Rekrutierung von Alveolarmakrophagen (Serrano-Pertierra et al. 

2014). Weiterhin wurden Fimbrin-Homologe in Fusarium graminearum und Arabidopsis 

thaliana identifiziert, bei denen die Proteine die Umformung des Aktinfilament-

Netzwerkes im Zytoskelett als Funktion zugeschrieben werden (Matouskova et al. 2014; 

Zheng et al. 2014). Fimbrin gilt im Gegensatz zum ARP-Komplex oder Formin nicht als 

vorrangiges Protein der Aktin-Polymerisierung (Butler und Cooper 2009) und hat ähnliche 

Eigenschaft, wie das Aktinfilament-bündelne Protein Fascin (Jansen et al. 2011).  

 Die Ergebnisse über TvFIM1 erschließen nicht die genaue Potenz des Proteins, die 

Aktin-Polymerisierung zu beschleunigen, jedoch konnte ein falsch-positives Ergebnis 

ausgeschlossen werden. Dies zeigt die Verteilung der gemessenen Fluoreszenz im 

Polymerisierungsversuch mit Pyren-Aktin aus Kaninchen (s. Abb. 5.9A). In vitro 

Experimente mit Trichomonas-eigenem Aktin sind bisher nicht möglich gewesen, aufgrund 

der fehlgeschlagenen, heterologen Überexpression des Proteins (Kusdian 2011). In wie 

weit Fimbrin die Aktin-Polymerisierung verstärkt, ist in der Literatur nicht beschrieben, 

jedoch wurde in S. cerevisiae und A. thaliana Fimbrin-Homologen die Funktion der 

erniedrigten, kritischen Aktin-Konzentration zur Polymerisierung zugewiesen (Cheng et al. 

1999; Kovar et al. 2000). TvFIM1 hatte eine signifikante Erhöhung der 

Polymerisierungsrate von Acanthamoeba-Aktin zur Folge, nicht jedoch für das aus 

Kaninchen (s. Abb. 5.9A), obwohl Filamente aus diesem Aktin deutlich gebündelt wurden 

(s. Abb. 5.9C). Auf Aminosäure-Ebene weist TvFIM1 die gleichen, konservierten 

Bindestellen für Aktin auf, wie andere eukaryotische Fimbrin-Homologe (s. Abb. 5.8A). 

Dahingehend kann kein Rückschluss auf die unterschiedliche Wirkung von TvFIM1 auf 

Aktin-Monomere aus unterschiedlichen Organismen gezogen werden. Jedoch ist die 

Annahme möglich, dass Fimbrin in T. vaginalis nicht nur Aktinfilamente bündelt, sondern 

auch eine schwache Verstärkung der Aktin-Polymerisierung bewirkt. 
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 Somit exprimiert T. vaginalis ein einziges zur Fimbrin-Familie gehörendes Protein, 

welches die klassischen Funktionen bereits charakterisierter Fimbrin-Proteine erfüllt und 

sich während der amöboiden Morphogenese und Phagozytose im Vergleich zu frei-

schwimmenden Zellen re-lokalisiert. Ein Knockout oder Knockdown des Proteins würde 

erheblich zur Funktionsdeterminierung während der Infektion beitragen. Knockout-

Kulturen sind im Fall von T. vaginalis mittels homologer Rekombination prinzipiell 

möglich, jedoch bisher nur in drei Fällen bekannt (Bras et al. 2013; Kusdian 2011; Land et 

al. 2004). In der vorangegangenen Diplomarbeit konnte ein Knockout von TvFIM1 im dem 

T. vaginalis Stamm T1 etabliert werden, der aufgrund seines Verlusts der amöboiden 

Umwandlung nicht für diese Untersuchungen geeignet war (Kusdian 2011). Auch der 

Ansatz eines Knockdowns führte nicht zu einer Herunterregulierung der Gentranskripte 

(s. Abb. 5.14). Sämtliche gentechnische Modifikationen von TvFim1 schienen einen 

Einfluss auf transfizierte T. vaginalis Zellen zu haben: i) Die TvFIM1::HA T016 Kultur 

zeigte eine verlangsamte Wachstumsrate, gemessen am Inokulationsrhythmus. ii) Diese 

Kultur zeigte bei der Western Blot Analyse eine schneller migrierende Bande bei etwa 

50 kDa (s. Abb. 7.4B), die nicht in der Western Blot Analyse des endogenen Antikörpers 

auftaucht. Diese Bande stellt wahrscheinlich degradiertes Protein dar. iii) Ferner wurde das 

Gen in der HaloTag®-exprimierenden Kultur auf Transkriptionsebene, das Protein jedoch 

nicht auf Translationsebene nachgewiesen (s. Abb. 7.6), was entweder für eine 

transkriptionelle Inhibierung oder einer sofortigen post-translationalen Degradierung 

spricht. Schließlich wurde durch die Ko-Lokalisation mit Aktin während der amöboiden 

Morphogenese und der Phagozytose von Hefe gezeigt, dass die Funktion von TvFIM1 

vielseitig ist. 

 Die Ergebnisse sprechen dafür, dass TvFIM1 vorwiegend während der Infektion 

von humanen, vaginalen Epithelzellen und der Phagozytose von Hefe aktiv ist. 

Anreicherungen des Proteins und distinkte Strukturen wurden stets in adhärent-

amöboiden T. vaginalis Zellen observiert (s. Abb. 5.10, 5.11, 5.12, 7.4). Die amöboide Form 

von T. vaginalis kann zwar durch Fibronektin oder Laminin künstlich hervorgerufen 

werden (Brugerolle et al. 1996), doch der Grad der amöboiden Umformung ist während der 

Infektion von Wirtszellen stärker. Dies spricht für eine Vielzahl von Signalmolekülen und 
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einer komplexen Signaltransduktionskaskade zur Erkennung der Wirtszellen von 

T. vaginalis, gestützt durch die Tatsache, dass der Parasit ganze Hefezellen phagozytiert. 

Dort wird ebenfalls eine koordinierte Reorganisation des Aktin-Netzwerks, bei der TvFIM1 

mit Aktin ko-lokalisiert, vollzogen. Die Phagozytose sollte somit durch eine andere 

Signaltransduktion induziert werden, als das amöboide Gleiten über Wirtszellen, 

einschließlich weiterer unbekannter, regulatorischer Einheiten. Ob die EF-Hand zur 

Aktivierung des Proteins frei von Ca2+ verbleibt (Namba et al. 1992; Prassler et al. 1997) 

oder das Protein durch die Phosphorylierung bestimmter Serinreste reguliert wird 

(Shinomiya 2012), bleibt zu überprüfen. NetPhos, ein Programm zur Identifizierung 

putativer Phosphorylierungs-Stellen (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) sagt 20 

Stellen für TvFIM1 voraus. 

 Die unterschiedlichen Lokalisationsmuster von Aktin und TvFIM1 innerhalb des 

Parasiten während der morphologischen Umwandlung repräsentieren die Komplexität der 

Aktin- und Fimbrin-Dynamik in T. vaginalis. In der amöboiden Form ko-lokalisieren Aktin 

und TvFIM1 in punktförmigen Akkumulationen (s. Abb. 5.10M–O, Abb. 5.12, Abb. 7.3A–

C) und weisen fadenartige Strukturen aus (s. Abb. 5.10I–K, Abb. 7.3E–G), welche zuvor 

bereits observiert wurden (Bricheux et al. 2000). Die fadenartigen Strukturen könnten 

Aktinkabel repräsentieren, welche eine Rolle bei dem Vesikeltransport während der 

Endozytose im Zusammenspiel mit anderen Aktin-interagierenden Proteinen spielen 

(Gould et al. 2014). Auch während der Phagozytose von Hefe wurden diese Strukturen in 

T. vaginalis observiert (s. Abb. 5.12J und N), wobei die Protein-Akkumulationen vorrangig 

den Rand der phagozytotischen Vakuole dominieren. Die punktuellen Strukturen während 

der Phagozytose (s. Abb. 5.12I und J) ähneln endozytotischen Vesikeln, die bereits in Hefe 

und Säugetieren charakterisiert wurden und in Verbindung mit Fimbrin-gebündelten 

Aktinfilamenten stehen (Hagiwara et al. 2011; Skau et al. 2011). Dies würde ebenfalls für 

eine Interaktion mit Rab-Proteinen sprechen (Hagiwara et al. 2011), die in T. vaginalis mit 

65 codierenden Genen inklusive sechs neuen Organismus-spezifischen Rab-Klassen 

zahlreich vorhanden sind (Lal et al. 2005).   

 Das Bündeln von Aktinfilamenten durch TvFIM1 zeigt nur einen Teilaspekt der 

Proteinklassen,  die an der Reorganisation des Aktin-Netzwerkes beteiligt sind (s. Kap. 6.1). 
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Doch die Ergebnisse sprechen dafür, dass TvFIM1 als Aktinfilament-bündelndes Protein an 

einer Vielzahl von Prozessen beteiligt ist, die in diversen, evolutionär weit entfernten 

Eukaryoten konserviert sind. Im Parasiten T. vaginalis dient es in erster Linie der Aktin-

basierten Morphogenese: Der amöboiden Umwandlung zur Oberflächenmaximierung zu 

Wirtszellen und zum amöboiden Gleiten. Eine weitere Funktion wäre das Aufnehmen von 

anderen eukaryotischen, aber auch prokaryotischen Organismen, als Abwehrmechanismus 

oder eine weitere Form der Nahrungsaufnahme. T. vaginalis phagozytiert eine Vielzahl von 

eu- und prokaryotischen Organismen, aber auch humane Spermien, Leuko- und 

Erythrozyten (Benchimol et al. 2008; Benchimol und de Souza 1995; Pereira-Neves und 

Benchimol 2007; Rendon-Maldonado et al. 1998; Street et al. 1984).     

        

6.3 Die Rolle von Centrin in Trichomonas vaginalis 

 

Das etwa 20 kDa schwere Protein Centrin, oder auch Caltractin, gehört zu der Familie der 

Calcium-bindenden Phosphoproteine und weist vier EF-Hand-Domänen auf (Chazin 2011). 

Neben der Charakterisierung des Proteins in der klassischen Zellbiologie als Bestandteil im 

Centrosom zur Duplikation der Centriolen, scheint Centrin in Protisten eine andere Rolle 

zu spielen. Der Modellorganismus für Forschung von eukaryotischen Flagellen ist 

Chlamydomonas reinhardtii und wird wegen seines haploiden Genoms, der einfachen 

Kultivierbarkeit im Labor und dem Besitz von Chloroplasten auch „grüne Hefe“ genannt 

(Goodenough 1992). Dort verbindet Centrin drei distinkte, kontraktile Fasern im 

Basalkörper der Flagellen, wobei die Kontraktion Ca2+-abhängig ist (Taillon et al. 1992). Das 

Protein assoziiert somit eher mit Mikrotubuli-Strukturen, jedoch wurde bereits eine 

Interaktion mit Aktin gezeigt (Lauwaet et al. 2011; Paredez et al. 2014). Dabei handelt es 

sich um den Trichomonas phylogenetisch verwandten Organismus Giardia lamblia, bei 

dem Aktin in Flagellen nachgewiesen und in seiner monomerischen Form von Centrin 

gebunden wurde (Paredez et al. 2011).  

 In C. reinhardtii wurde ebenfalls Aktin in Flagellen lokalisiert, in dem es mit dem 

Innenarm von Dynein assoziiert (Watanabe et al. 2004; Yanagisawa und Kamiya 2001). 

Somit herrscht ein integratives Zusammenspiel zwischen Aktinfilament- und Mikrotubuli-



Diskussion 

 

 88 

Netzwerken, wie es auch in Kapitel 3.1 beschrieben ist (s. Abb. 3.2). Intermediärfilament-

Proteine wurden in T. vaginalis bisher nicht direkt beschrieben, doch eine Untersuchung 

eines 477 kDa schweren coiled-coil Proteins (P477), welches als struktureller Anker des 

Golgi-Centrosom-Komplexes fungiert, könnte ein solches Protein repräsentieren (Bricheux 

et al. 2007). 

 Centrin stellt eine Proteinklasse dar, die sowohl mit Mikrotubuli als auch 

Aktinfilament-Strukturen interagiert und wurde in T. vaginalis und anderen Organismen 

innerhalb der Trichomonadida bereits untersucht (Brugerolle et al. 2000). Mittels 

Antikörper gegen Chlamydomonas Centrin wurde das Protein in den Basalkörpern und der 

undulierenden Membran von T. vaginalis, T. batrachorum und T. foetus lokalisiert. Es ist 

nicht an der Teilung des Spindelapparats beteiligt, jedoch eine Komponente der neun 

Ankerarme des Basalkörpers und der Plasmamembran. Ferner assoziiert das Protein mit 

der hakenförmigen Lamina und den sigmoiden Fasern der Pelta-Axostyl-Verbindung, 

welches das MTOC des Atraktophors darstellt (s. Kap. 3.2). Es konnten zwei 

Proteinsequenzen ermittelt werden, deren phylogenetische Analyse eine engere Homologie 

zu Grünalgen als zu Hefe oder Alveolaten erbrachte. Eine Southern Blot Analyse ergab die 

Option auf mindestens drei Kopien des Gens in T. vaginalis (Brugerolle et al. 2000). 

 Durch die Veröffentlichung des Genoms des Humanparasiten konnte die genaue 

Kopieanzahl an Centrin Homologen auf acht determiniert werden (s. Kap. 5.5). Vier der 

acht Kandidaten weisen eine stärkere Expression auf Transkriptionsebene auf (s. Abb. 

5.17) und wurden mittels HA-Tag unter endogenem Promotor in frei-schwimmenden und 

amöboiden T. vaginalis Zellen lokalisiert (s. Abb. 5.18). Das Protein lokalisiert vornehmlich 

in der undulierenden Membran und in Strukturen innerhalb des Atraktophors, ähnlich den 

zuvor bekannten Ergebnissen. Andere Kompartimente oder Organellen, wie beispielsweise 

das Axostyl, wurden nicht als Centrin-haltig identifiziert. In Chilomastix cuspidata, ein 

Vertreter der Excavata, lokalisiert Centrin mit dem sogenannten „Hakenband“ – eine 

Mikrotubuli-Struktur ähnlich dem Axostyl (Weerakoon et al. 1999). In Holomastigotoides 

spp., ein anderer Protist innerhalb des Phylums Parabasalia, wurde Centrin im Axostyl, 

Spindelapparat und den Basalkörpern der bis zu 10.000 Flagellen einer Zelle identifiziert 

(Lingle und Salisbury 1997). Während Centrin somit oft mit dem Spindelapparat und der 
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Zellteilung assoziiert ist (Baum et al. 1986; Kilmartin 2003; Lechtreck und Grunow 1999; 

Spang et al. 1993), gilt dies nicht für die Centrine in T. vaginalis (s. Abb. 5.19), gestützt 

durch die Untersuchung des Spindelapparats und der damit assoziierten Membranen 

während der geschlossenen Mitose des Protisten (Ribeiro et al. 2002b). Der genaue Verlauf 

der Mitose von T. vaginalis ist umstritten, wird jedoch dominiert durch die Änderung des 

Mikrotubuli-Zytoskeletts. Der Verlauf teilt sich in die Depolymerisierung des Pelta-

Axostylar-Komplexes und die Assemblierung der Flagellen während der Mitose ein, die 

vollständig ausgebildet sind, bevor die eigentliche Cytokinese beginnt (Noël et al. 2003). 

Eine vorangegangene Studie postuliert eine Aufrechterhaltung des Pelta-Axostylar-

Komplexes, welcher somit während der Zellteilung nicht depolymerisiert wird (Ribeiro et 

al. 2000). 

 Die Homologie zwischen Centriolen und Basalkörpern wurde durch die 

Identifizierung von evolutiv konservierten Proteinen verstärkt (Beisson und Wright 2003). 

Während in den meisten Eukaryoten ein organisierendes Zentrum (Centrosom) 

vorherrscht, repräsentieren flagellierte Protisten eine besondere Klasse, bei der Basalkörper 

und Wurzelfasern (Kinetide) in einem spezifischen Muster an der Zelloberfläche 

angeordnet sind (Lynn und Small 1981). In dem Protisten Naegleria gruberi, welcher seine 

Mikrotubuli-assoziierten Strukturen während der Umformung in das flagellierte Stadium 

neu synthetisiert, werden ursprüngliche Centriolen-Gene hochreguliert und sind mit den 

Basalkörpern des Protisten assoziiert (Fritz-Laylin und Cande 2010; Mar und Walsh 2008). 

Centrin ist das einzige centrosomale Protein, welches bei Protisten eine spezielle Rolle 

einnimmt, da es sowohl im Centrosom, im Basalkörper als auch in Zytoskelett-assoziierten 

Strukturen aufzufinden ist (Beck et al. 2010; Correa et al. 2004; Hu et al. 2006; Ikeda und 

de Graffenried 2012; Konior et al. 2009; Lemullois et al. 2004; Vonderfecht et al. 2012). 

 Die Ergebnisse für T. vaginalis zeigen neben der Lokalisation im Atraktophor 

(= Basalkörper) eine Akkumulation von Centrin in der undulierenden Membran. Die 

Flagellen von T. vaginalis wurden untersucht und weisen die klassische 9+2 Struktur in 

dem Axonem auf (Jemilohun 1998). Die Zusammensetzung der Proteine wurde noch nicht 

hinreichend untersucht, jedoch konnten β-Tubuline als Bestandteil identifiziert werden 

(Katiyar und Edlind 1994). Vielmehr ist die Tatsache bemerkenswert, dass Centrin nur in 
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der fünften, posterior gerichteten Flagelle lokalisiert und nicht in den vier anterioren. Ein 

selektiver Transport von Centrin in eine der Flagellen ist unwahrscheinlich, da solche 

selektiven Mechanismen für Flagellen bisher nicht erschlossen wurden. Die fünfte Flagelle 

zeichnet sich durch eine Verschmelzung mit der Membran aus und ist über eine Schicht 

von Mikrofibrillen mit der Costa verbunden (s. Kap. 3.2, Abb. 3.5 und 3.6). Diese 

Mikrofibrillen bestehen weitestgehend aus Tubulin und interagieren mit der Calcium-

abhängigen, kontraktilen Eigenschaft von Centrin, die bereits für andere Organismen 

bestätigt wurde (Correa et al. 2004; Jerka-Dziadosz et al. 2013; Lingle und Salisbury 1997; 

Salisbury 2004). Diese Eigenschaft wurde zwar für Centrine während der Internalisierung 

der Flagellen bei T. vaginalis postuliert (Stockdale 2008), jedoch ohne Angabe einer 

Referenz, wie dies überprüft wurde. Obgleich diese Aussage wahrscheinlich den Tatsachen 

entspricht – gestützt durch die Ergebnisse anderer Organismen bezüglich Centrin, bleibt 

dieser Rückschluss in T. vaginalis zu investigieren. Dies gilt ebenso für die mögliche 

Funktion der Stütze und Bewegung der undulierenden Membran. 

 Schließlich konnten die Ergebnisse der Literatur über Centrin in T. vaginalis 

verifiziert werden, zusammen mit der Erkenntnis, dass alle vier analysierten Homologe 

exprimiert werden, im Atraktophor und an der undulierenden Membran lokalisieren, sich 

die Lokalisierung während der zwei Stadien nicht ändert und Centrin nicht an Prozessen 

der Cytokinese beteiligt ist.               

 

6.4 Erkenntnisse der Arbeit 

 

Das Zytoskelett von Trichomonas vaginalis ist besonders, da durch das Zusammenspiel der 

vornehmlich zwei Säulen eukaryotischer Zytoskelette (Aktin und Tubulin) eine rapide 

Umwandlung der Morphologie zwischen frei-schwimmend und amöboid bei Kontakt mit 

Wirtszellen erzielt wird. Dabei ist der Grad der Umwandlung stamm-spezifisch. 

Videoaufnahmen zeigen erstmalig den Infektionsmechanismus in bewegten Bildern und 

erschließen Eigenschaften, wie tastende Bewegungen der Flagellen, Ausbildung von 

Pseudopodien und verschiedene Bewegungsabläufe (kriechend, stationär). Das amöboide 

Zytoskelett wird dominiert durch ein Netzwerk von Aktinfilamenten, in dem eine Vielzahl 
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von Aktin-interagierenden Proteinen involviert sind – jedoch eine Motorproteinklasse 

gänzlich fehlt. Neben bereits charakterisierten Aktin-interagierenden Proteinen lässt sich 

durch die Ergebnisse von TvFIM1 ein weiteres Protein zu dieser Klasse zählen. Die 

Funktion ist vergleichbar mit Fimbrinen anderer Organismen: Es bündelt Aktinfilamente 

auf parallele und anti-parallele Weise und erhöht die Polymersierungsrate von Aktin-

Monomeren. Innerhalb der Zelle reorganisiert sich die Lokalisation des Proteins bei 

amöboider Umwandlung und ko-lokalisiert mit Aktin in distinkten Strukturen. Somit ist 

eine gemeinschaftliche Organisation des Aktin-Netzwerks, bei der mehrere Aktin-bindende 

Proteine involviert sind, wahrscheinlich. 

 Die Ergebnisse über TvFIM1::GFP zeigen, dass monomerisches eGFP ein 

potentieller Lebendzell-Marker in Trichomonas vaginalis sein kann (s. Kap. 5.4). Die 

Wachstumskurven bestätigen, dass die Kultivierung bei 5% CO2 (16% O2) keine 

Auswirkungen auf das Wachstum der T. vaginalis Stämme T1 und FMV1 hat (s. Abb. 

5.15). Somit ist die Anwesenheit von Sauerstoff für die Fluoreszenz von GFP gegeben. 

Dennoch ist die Fluoreszenz von GFP nicht einheitlich in allen Zellen und kann auch 

vollständig abwesend sein (s. Abb. 5.16A). In in vitro Experimenten wurde eine Formation 

des Fluorophors mittels Sauerstoff innerhalb von 5 Stunden ermittelt (Heim et al. 1995), 

welches in vivo bereits nach einer Stunde auftritt (Nishiuchi et al. 1998). In einer 

Untersuchung von GFP-Eigenschaften bei Prokaryoten wurde L-Cystein als reduzierender 

Stoff von Sauerstoff genutzt. Anaerob kultivierte Zellen konnten ihre GFP-Fluoreszenz 

unter aeroben Bedingungen innerhalb von vier Minuten ausbilden und erhielten ihr 

Maximum an Fluoreszenz nach 16 Minuten (Hansen et al. 2001). Dies korreliert mit der 

Fluoreszenz-Entwicklung von GFP in T. vaginalis. Die Menge von molekularem Sauerstoff 

des Umfelds ist ein wichtiger Faktor für die Fluoreszenz von GFP und wird oft als 

physiologische Bedingung bezeichnet (Thews und Vaupel 1996). Diese Menge variiert 

zwischen 24 und 66 mmHg, was 3,1 bis 8,7% O2 entspricht. GFP fluoresziert jedoch auch 

bei normaler Atmosphäre (23% Sauerstoff, Heim et al. 1994). Somit ist ein Rückschluss 

möglich, dass der Anteil von 16% Sauerstoff für GFP in einem akzeptablen Bereich liegt. 

Dennoch konnte nachgewiesen werden, dass sich ein erniedrigter Anteil von Sauerstoff 

negativ auf die Translation, nicht jedoch auf die Transkription von GFP auswirkt (Coralli et 
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al. 2001; Heacock und Sutherland 1986). Transfizierte T. vaginalis Zellen wurden anaerob 

kultiviert und vor der mikroskopischen Observierung mindestens 30 min bei 5% CO2 

oxidiert. Innerhalb dieser Zeit ist eine nicht ausreichende Expression von GFP für eine 

messbare Fluoreszenz möglich. Auch der artifizielle SCS-Promotor könnte dabei eine Rolle 

spielen, wobei dies bei pTagvag2 nicht beobachtet werden konnte. Der pH-Wert ist ebenso 

ein nennenswerter Faktor für die GFP-Fluoreszenz, welcher zwischen 4,6 bis 8 liegt 

(Elsliger et al. 1999). Somit stellt der pH von 6,2 in dem TYM-Medium keine potentielle 

Fehlerquelle der mangelnden GFP-Fluoreszenz in transfizierten T. vaginalis Zellen dar. 

Ferner sind die Faltungseigenschaften von GFP bei 20 bis 65 °C optimal (Tsien 1998).  

 Bei der Aussetzung von T. vaginalis an Sauerstoff werden auf transkriptionaler 

Ebene Gene zur Sauerstoff-Detoxifizierung hochreguliert und vorrangig Cysteinproteasen 

herunterreguliert (Gould et al. 2013). Diese Tatsache und die relativ hohe Größe von GFP 

(27 kDa) führen zum Schluss, dass sich dieser Marker nicht für Proteine, welche am 

Metabolismus beteiligt sind, eignet. Dennoch kann GFP in T. vaginalis als Lebendzell-

Marker ein wirkungsvolles Werkzeug zur Untersuchung von spezifischen Proteinen in 

bewegten Zellen sein.   

 Die Erkenntnisse über TvCEN1, 2, 4 und 6 geben einen ersten Einblick in die 

Funktion von Centrin in T. vaginalis. Das vornehmlich mit Mikrotubuli-assoziierte Protein 

ist in achtfacher Kopie codiert, welche untereinander eine recht niedrige 

Sequenzhomologie teilen. Vier der acht Homologe weisen eine signifikant hohe Expression 

auf und lokalisieren im Atraktophor und an der undulierenden Membran. Während der 

Infektion von humanen, vaginalen Epithelzellen re-lokalisiert das Protein im Gegensatz zu 

TvFIM1 nicht. Dies gilt auch während der Zellteilung. Somit ist der Rückschluss möglich, 

dass Centrin nicht die Funktion innerhalb des Centrosoms erfüllt, wie in den meisten 

Metazoa, sondern eine kontraktile Funktion in den Basalkörpern der Flagellen hat, wie es 

für viele Protisten der Fall ist, und in den Mikrofibrillen zwischen undulierender Membran 

und Costa lokalisiert.              
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6.5 Ausblick 

 

Die genauen Signale zur Auslösung der amöboiden Umwandlung während der Infektion 

sind weitestgehend unbekannt, jedoch schufen die Erkenntnisse dieser Dissertation eine 

Grundlage dafür. Das amöboide Stadium von T. vaginalis basiert hauptsächlich auf Aktin-

gesteuerten Prozessen. Durch die Lebendzellaufnahmen von TvFIM1::GFP exprimierenden 

T. vaginalis Zellen und der Ko-Lokalisierung von TvFIM1::HA und Aktin in amöboiden 

Zellen, ist indirekt ein Marker für Aktin etabliert. Auch durch Markierung von TvAKT1 

mittels GFP wäre eine direkte Verfolgung von Aktinfilamenten innerhalb der Zelle 

möglich, doch wird dadurch nur eines der 29 Aktin-Homologe in T. vaginalis detektiert, 

was zusammen mit der Inkonsistenz der GFP-Fluoreszenz (s. Kap. 6.4), zu einem 

verfälschten Ergebnis führen kann. Durch die Implementierung eines Aktin-Lebendzell-

Markers in dem Protisten, wie beispielsweise Lifeact (Riedl et al. 2008), wäre eine direkte 

Verfolgung des Aktin-Netzwerks inklusive aller Aktin-Homologe während der 

Morphogenese möglich.  

 Die massenspektrometrische Auswertung der eluierten Proteine der 

Affinitätschromatographie gibt einen ersten Einblick in weitere Aktin-interagierende 

Proteine im frei-schwimmenden und amöboiden Stadium von T. vaginalis. Die Ansätze 

sollen in Triplikaten und angeglichenen Proteinmengen vorbereitet werden, um einen 

quantitativen Vergleich zwischen den Stadien zu erstellen. Durch weitere bioinformatische 

Analysen soll eine Homologie zu anderen Proteinen identifiziert werden und schließlich 

durch molekularbiologische Methoden sowohl in vitro als auch in vivo in T. vaginalis 

charakterisiert werden. Ebenso wäre eine Identifizierung eines Motorproteins für 

Aktinfilamente möglich. Durch Optimierung der Affinitätschromatographie mittels 

Crosslinker könnte die Bindung zwischen Aktin und Interaktionspartnern, verstärkt 

werden. Eine Ermittlung eines abundanten Proteins, welches eine Schlüsselrolle in der 

amöboiden Umwandlung trägt, könnte ein neues Ziel von Medikamenten zur Behandlung 

von Trichomoniasis sein, da die amöboide Form für die Pathogenität erforderlich ist (Addis 

et al. 1998). 
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 Die Funktion von TvFIM1 in T. vaginalis wurde weitestgehend erschlossen, jedoch 

könnte ein Knockout des Proteins zu einer ultimativen Funktionsdeterminierung führen. 

Ein Phänotyp für den Stamm T1 wurde etabliert (Kusdian 2011), doch eine Untersuchung 

des Grads der Umwandlung von infektiösen T. vaginalis Stämmen mit deletiertem TvFIM1 

könnte eine genaue Korrelation von Protein und Morphogenese des Parasiten 

hervorbringen.  

 Um die Centrine in T. vaginalis näher zu charakterisieren, könnten 

Lokalisationsstudien von Zellen, welche sich durch Kälte-Induktion zu Pseudozysten 

umformen, durchgeführt werden (Pereira-Neves und Benchimol 2009). Somit könnte ein 

Zusammenhang der kontraktilen Eigenschaft des Proteins und dem Internalisieren der 

Flagellen aufgedeckt werden.  

 Das Zytoskelett in seiner Gesamtheit wurde in verschiedenen Spezies der 

Trichomonadidae untersucht (s. Kap. 3.2). In einem bisher unveröffentlichten Experiment 

sollen Transkriptome von fünf Organismen erstellt werden: Trichomonas tenax (Stamm 

HS-4), Trichomonas gallinae (Stamm GCB), Tetratrichomonas gallinarum (Stamm M3), 

Pentatrichomonas hominis (Stamm PhGII) und Trichomitus batrachorum (BUB) – 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. J. Tachezy, Prag, Tschechien. Studien 

über diese Vertreter der Trichomonadidae beschäftigen sich mit deren evolutionärer 

Verwandtschaft und somit der phylogenetischen Analyse. Als Basis diente dabei die 

Ermittlung der Sequenzhomologie eines 18S rRNA-Gens von 59 Trichomonadidae-

Isolaten, denen eine mögliche Adaptation der Spezies gegenüber neuen Wirten in Aussicht 

gestellt wurde (Dimasuay et al. 2013; Dimasuay und Rivera 2013; Maritz et al. 2014). Die 

veröffentlichten Sequenzen der 18S rRNA-Gene dienten als Vorlage zur 

Reinheitsbestimmung der Kulturen mittels PCR. Anschließend wurde Gesamt-RNA isoliert 

und via Illumina-Sequenzierung analysiert.  

 Die Genome der Organismen sind bisher nicht veröffentlicht. Deswegen sollen die 

Sequenzierungsergebnisse zum einen de novo assembliert werden und zum anderen mit 

dem T. vaginalis Genom verglichen werden. Diese bioinformatische Auswertung soll in 

naher Zukunft fertiggestellt werden und kann vielfältige Vergleichsmöglichkeiten der 

Organismen innerhalb der Trichomonadidae bieten. Die Aufklärung der Expressionsstärke 
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bestimmter Proteinfamilien, wie Centrin oder Fimbrin, im Vergleich zu T. vaginalis oder 

eine Bestimmung der codierenden Genanzahl sind nur einige Beispiele der Analyse-

Möglichkeiten für den Vergleich der verschiedenen Trichomadidae-Spezies. 
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7 Anhang 
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Abbildung 7.1 Reinigung von heterolog exprimiertem TvFIM1 aus Escherichia coli Stamm C41 via 
Affinitätschromatophraphie. A) zeigt den Lauf mit dem Beladen (L), Waschen (W) und Eluieren (E) des HIS-
getaggten TvFIM1 bei einer Imidazol-Konzentration von 100 mM. B) Coomassie-gefärbtes, 12%iges SDS-Gel mit 
nicht-induzierten, transformierten E. coli Zelllysat (1), induzierten, transformierten E. coli Zellen (2) und eluiertes 
TvFIM1 via FPLC (3) mit einer Größe von ca. 68 kDa (Pfeil). Nach Kusdian et al. 2013. 
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Abbildung 7.2 Immunodetektion. A) Detektion von TvAKT1::HA 
(TVAG_337240, 44 kDa) in 50 µg Gesamtzellextrakt von transfizierten 
FMV1 Trichomonaden. B) Detektion von TvCEN1, 2, 4 und 6::HA (ca. 20 
kDa, s. Kapitel 4.5) in 50 µg Gesamtzellextrakt von transfizierten FMV1 
Trichomonaden. Erstantikörper: α-HA (Maus, 1:2000). Zweitantikörper: 
α-Maus, Peroxidase-gekoppelt (1:5000).  
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Abbildung 7.3 Immunofluoreszenzaufnahme von TvFIM1 in amöboiden T. vaginalis T016 Zellen zur weiteren 
Lokalisationsanalyse des Proteins. (A−D) zeigt eine amöboide, gleitende Trichomonade, in der TvFIM1 (grüner 
Kanal) sich an der hervorstehenden Seite in Bewegungsrichtung konzentriert. Die Kontur der Zelle wurde in (D) mit 
einer gestrichelten Linie auf Basis der Immunofluoreszenz gekennzeichnet. Im roten Kanal ist das Aktin-Zytoskelett 
der humanen Epithelzelle zu sehen. Das Protein assoziiert außerdem mit Strukturen die Aktin-Kabel ähneln (E−H) 
und die Parasiten werden multi-nukleär während der Infektion (Pfeilköpfe, K). TvFIM1 lokalisiert hier vornehmlich 
an der Zellperipherie. Die Überlagerung (merge) zeigt zusätzlich die DAPI Färbung (blauer Kanal). Erstantikörper: α-
TvFIM1 (Ratte) und α-Aktin (Maus) mit jeweils 1:2000. Zweitantikörper: Alexa fluor 633 α-Ratte und Alexa fluor 
488 α-Maus (1:5000). Skalierungsbalken: 10 µm. Nach Kusdian et al. 2013. 
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Abbildung 7.4 Kontrollen des TvFIM1 Antikörpers und transfizierter T. vaginalis Kulturen. (A) Immunodetektion 
des Präimmunserums (pIS) auf Gesamtzellextrakt von T. vaginalis T016 (kein Signal), immunisiertes Rattenserum 
(IS) zeigt prominente Bande bei etwa 70 kDa (Molekulare Masse von TvFIM1: 68 kDa, jeweils 1:500) α-Aktin 
(1:1000) dient als Ladekontrolle. Gereinigter α-TvFIM1 bei Western Blot Analyse von Gesamtzellextrakt nicht (keine 
Bande) und induzierter E. coli Zellen (Bande bei ca. 70 kDa, 1:1000). (B) Western Blot Analyse des aufgereinigten α-
TvFIM1 (1:1000) von Gesamtzellextrakt von wildtypischen T. vaginalis Zellen (T016) und α-HA (1:5000) und von 
Gesamtzellextrakt transfizierter T. vaginalis Zellen (TvFIM1::HA, T016) in jeweils einem Mengengradienten von 10-
40 µg. (C) Immunofluoreszenzaufnahmen von amöboiden T016 Trichomonaden (Fibronektin-induzierte Adhärenz) 
des Präimmunserums (1:100), α-Aktin im roten Kanal (1:1000) und DAPI Färbung (blau). Skalierungsbalken: 10 µm. 
Nach Kusdian et al. 2013.  
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Abbildung 7.6 Expressionsanalyse des Fusionsproteins von TvFIM1 und 
HaloTag® als weiteren Lebendzell-Marker neben GFP nach (Martincova 
et al. 2012). T. vaginalis T016 wurde in drei Ansätzen mit dem Konstrukt 
transfiziert. A) Reverse Transkriptase PCR mit cDNA in An- (+) und 
Abwesenheit (-) der Reversen Transkriptase (RT) zeigten eine 
Transkription des Gens in Klon 2 und 3, (Fragmentgröße: 2742 bp). B) 
Die Western Blot Analyse erbrachte keine Signal für alle Klone bei einer 
geladenen Proteinmenge von 20 und 100 µg des Gesamtzellextraktes 
transfizierter T016 T. vaginalis Zellen, während die Positivkontrolle 
detektiert wurde (HaloTag® Plasmid weist zusätzlich ein HA-Tag am C-
Terminus auf, erwartete Größe: 80 kDa). Erstantikörper: α-HA (Maus, 
1:2000). Zweitantikörper: α-Maus, Peroxidase-gekoppelt (1:5000). Nach 
Kusdian et al. 2013.  
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Abbildung 7.5 Immunodetektion der GFP Konstrukte in 
transfizierten T. vaginalis Zellen. C-terminal GFP 
markiertes TvFIM1 konnte in einer prominenten Bande 
bei ca. 100 kDa detektiert werden, welche bei erhöhter 
Proteinmenge intensiver wurde (TvFIM1::GFP: 90 kDa, 
Stamm: FMV-1). T. vaginalis T1 transfiziert mit dem 
Leervektor pTv_GFP erbrachte die Detektion einer Bande 
bei etwa 25 kDa (GFP: 27 kDa). Erstantikörper: α-GFP 
(Maus, 1:2000). Zweitantikörper: α-Maus, Peroxidase-
gekoppelt (1:5000). 
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Tabelle 7.1 Quellen der in Abb. 4.3 genutzten Kernsequenzen. Die mit einem „*“ markierten Gene wurden während 
der Suche von Homolog-Clustern aufgrund fehlender Homologie oder zu starker Ähnlichkeit zu anderen Genfamilien 
ausgenommen. 

Gen Organismus Nummer Quelle TVAG Homolog 

Actin Homo sapiens P63261.1 SwissProt TVAG_090470 

ARP2/Centractin Homo sapiens P61160.1 SwissProt TVAG_354040 

ARP3 Homo sapiens P61158.3 SwissProt TVAG_371880 

ARPC4 Homo sapiens P59998.3 SwissProt TVAG_470160 

ADF/Cofilin Homo sapiens P23528.3 SwissProt TVAG_192620 

CAPZ beta Homo sapiens P47756.4 SwissProt TVAG_396060 

ARPC3 Homo sapiens O15145.3 SwissProt TVAG_083290 

Coronin Homo sapiens Q6QEF8.2 SwissProt TVAG_222320 

Fimbrin/Plastin Homo sapiens P13797.4 SwissProt TVAG_351310 

ARPC1 Homo sapiens O15143.3 SwissProt TVAG_035180 

Myosin heavy Homo sapiens P12882.3 SwissProt -‐	  
CAPZ alpha  Homo sapiens P52907.3 SwissProt TVAG_212270 

CAP/Srv2p Homo sapiens P40123.1 SwissProt TVAG_407250 

Alpha Actinin Homo sapiens P12814.2 SwissProt TVAG_239310 

Severin Dictyostelium discoideum P10733.1 SwissProt TVAG_237690 

WASP Homo sapiens P42768.4 SwissProt TVAG_283280 

Twinfilin Homo sapiens Q12792.3 SwissProt TVAG_405170 

Profilin Homo sapiens Q8NHR9.1 SwissProt TVAG_454630 

WASH Homo sapiens A8K0Z3.2 SwissProt TVAG_267590 

Sphingomyelinase Homo sapiens P17405.4 SwissProt TVAG_352120 

Ezrin/Radixin Homo sapiens P35241.1 SwissProt -‐	  
Gelsolin/Brevin/Villin Homo sapiens P06396.1 SwissProt -‐	  
Tropomyosin Homo sapiens P09493.2 SwissProt -‐	  
Beta Spectrin Homo sapiens P11277.5 SwissProt -‐	  
Fascin Homo sapiens Q16658.3 SwissProt -‐	  
Coactosin Dictyostelium discoideum P34121.1 SwissProt -‐	  
Filamin Homo sapiens P21333.4 SwissProt -‐	  
Vinculin Homo sapiens P18206.4 SwissProt -‐	  
Kaptin Homo sapiens Q9Y664.2 SwissProt -‐	  
Nadrin Homo sapiens Q68EM7.1 SwissProt -‐	  
LIM kinase Homo sapiens P53667.3 SwissProt -‐	  
Actin regulating 

kinases* 
Saccharomyces cerevisiae P40494.1 SwissProt -‐	  

Dematin* Homo sapiens Q08495.3 SwissProt -‐	  
Dynacortin* Dictyostelium discoideum AAF67107.1 GenBank -‐	  
Dystrophin* Homo sapiens P11532.3 SwissProt -‐	  
Eplin* Homo sapiens Q9UHB6.1 SwissProt -‐	  
Formin* Homo sapiens Q68DA7.3 SwissProt -‐	  
Nebulin* Homo sapiens P20929.4 SwissProt -‐	  
Plectin* Homo sapiens Q15149.3 SwissProt -‐	  
Ponticulin* Dictyostelium discoideum P54660.1 SwissProt -‐	  
Troponin I* Homo sapiens P19429.3 SwissProt -‐	  
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Villin* Homo sapiens P09327.4 SwissProt -‐	  
Tubulin beta Homo sapiens Q9BVA1.1 SwissProt TVAG_456920 

Tubulin alpha Homo sapiens Q9BQE3.1 SwissProt TVAG_467840 

Dynein light Homo sapiens Q96FJ2.1 SwissProt TVAG_134920 

Tubulin gamma Homo sapiens P23258.2 SwissProt TVAG_109820 

MAP1 Homo sapiens Q9BXW4.1 SwissProt TVAG_486080 

Dynein heavy Homo sapiens Q14204.5 SwissProt TVAG_032910 

PF16 Homo sapiens O75602.1 SwissProt TVAG_059360 

EB-Family Homo sapiens Q9UPY8.1 SwissProt TVAG_146390 

Katanin p60 Homo sapiens O75449.1 SwissProt TVAG_498860 

Tubulin epsilon Homo sapiens Q9UJT0.1 SwissProt TVAG_065740 

LF4 
Chlamydomonas 

reinhardtii 
AAO86688.1 GenBank TVAG_057050 

Trypanin Trypanosoma brucei O15697.1 SwissProt TVAG_094850 

PF20 Homo sapiens Q8N0X2.2 SwissProt TVAG_035910 

IFT172 Homo sapiens Q9UG01.2 SwissProt TVAG_327960 

RIB72 
Chlamydomonas 

reinhardtii 
AAM44303.1 GenBank TVAG_159140 

IFT52 Homo sapiens Q9Y366.3 SwissProt TVAG_340650 

RSP3 Homo sapiens Q86UC2.1 SwissProt TVAG_358840 

IFT88 Homo sapiens Q13099.2 SwissProt TVAG_324940 

Outer dynein docking 

complex 

Chlamydomonas 

reinhardtii 
AAK72125.1 GenBank TVAG_567400 

IFT57 Homo sapiens Q9NWB7.1 SwissProt TVAG_381870 

IFT20 Homo sapiens Q8IY31.1 SwissProt TVAG_233030 

Tubulin delta Homo sapiens Q9UJT1.2 SwissProt TVAG_207590 

E-like/Catastrophin Homo sapiens Q5QJ74.2 SwissProt TVAG_233090 

IFT140 Homo sapiens Q96RY7.1 SwissProt TVAG_483890 

Katanin p80 Homo sapiens Q9BVA0.1 SwissProt TVAG_230250 

Kinesin light Homo sapiens Q9H0B6.1 SwissProt - 

CLASP/CLAP Homo sapiens Q7Z460.1 SwissProt - 

MAP65 Arabidopsis thaliana Q8LEG3.1 SwissProt TVAG_171600 

Dynactin Homo sapiens Q14203.3 SwissProt - 

Tektin Homo sapiens Q969V4.1 SwissProt - 

CLIP170 Homo sapiens P30622.2 SwissProt - 

MAP2* Homo sapiens P11137.4 SwissProt - 

MAP4* Homo sapiens P27816.3 SwissProt - 

RIB43* 
Chlamydomonas 

reinhardtii 
AAF34540.1 GenBank - 

Tau Protein* Homo sapiens P10636.5 SwissProt - 
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Tabelle 7.2 Quellen der genutzten Datenbanken für die Suche nach Aktin- und Tubulin-
assoziierten Genen. 

Organismus Quelle Sequenztyp 

Alexandrium tamarense dbEST EST 

Oxyrrhis marina dbEST EST 
Perkinsus marinus RefSeq Protein 

Plasmodium falciparum RefSeq Protein 

Toxoplasma gondii RefSeq Protein 
Paramecium tetraurelia RefSeq Protein 

Tetrahymena thermophila RefSeq Protein 

Thalassiosira pseudonana RefSeq Protein 
Phaeodactylum tricornutum RefSeq Protein 

Bigelowiella natans (Curtis et al. 2012) Protein 

Arabidopsis thaliana RefSeq Protein 
Physcomitrella patens RefSeq Protein 

Chlamydomonas reinhardtii RefSeq Protein 

Cyanidioschyzon merolae (Matsuzaki et al. 2004) Protein 

Porphyra yezoensis dbEST EST 
Cyanophora paradoxa (Price et al. 2012) Protein 

Reclinomonas americana dbEST EST 

Naegleria gruberi RefSeq Protein 
Leishmania major RefSeq Protein 

Giardia lamblia RefSeq Protein 

Trichomonas vaginalis RefSeq Protein 
Dictyostelium discoideum RefSeq Protein 

Physarum polycephalum dbEST EST 

Entamoeba histolytica RefSeq Protein 

Homo sapiens RefSeq Protein 
Schistosoma mansoni RefSeq Protein 

Nematostella vectensis RefSeq Protein 

Monosiga brevicollis RefSeq Protein 
Saccharomyces cerevisiae RefSeq Protein 

Ustilago maydis RefSeq Protein 
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Tabelle 7.3 Rohdaten der qRT-PCR Analyse von TvFIM1 und 40S ribosomales Protein als Referenzgen im T. vaginalis 
T016 Wildtyp. Die Ct-Werte (cycle threshold: Punkt des exponentiellen Wachstums im PCR Ansatz) wurden für 
beide Gene auf frei-schwimmenden (F) und amöboiden (A) Zellen nach 5, 20 und 60 min in biologischen (Indikator 
1) und technischen (Indikator 2) Triplikaten ermittelt. Auf Basis einer zuvor erstellten Eichgerade konnten mit der 
Anzahl der Transkripte und der Anzahl exprimierter Homologe der Gene die Gesamtanzahl errechnet werden. 
Schließlich erfolgte die Berechnung des Durchschnitts und der Standardabweichung.  

Gen Probe Indikator 
1 

Indikator 
2 

Ct Anzahl 
Transkript 

Gesamtanzahl 
Transkripte 

Durchschnitt Standard-
abweichung 

40S F Bio1 Tech1 14,57 159.502 797.511 

748.500 131.266 

40S F Bio1 Tech2 14,99 117.830 589.151 
40S F Bio1 Tech3 14,71 144.188 720.941 
40S F Bio2 Tech1 14,29 195.182 975.909 
40S F Bio2 Tech2 14,5 167.759 838.793 
40S F Bio2 Tech3 14,45 173.916 869.582 
40S F Bio3 Tech1 14,75 140.089 700.447 
40S F Bio3 Tech2 14,95 121.278 606.390 
40S F Bio3 Tech3 14,88 127.556 637.779 
40S A5 Bio1 Tech1 14,41 179.005 895.025 

801.495 94.491 

40S A5 Bio1 Tech2 14,45 173.916 869.582 
40S A5 Bio1 Tech3 14,62 153.855 769.273 
40S A5 Bio2 Tech1 14,62 153.855 769.273 
40S A5 Bio2 Tech2 14,72 143.152 715.762 
40S A5 Bio2 Tech3 14,57 159.502 797.511 
40S A5 Bio3 Tech1 14,4 180.300 901.502 
40S A5 Bio3 Tech2 14,92 123.930 619.648 
40S A5 Bio3 Tech3 14,44 175.175 875.874 
40S A20 Bio1 Tech1 14,23 203.811 1.019.053 

1.050.724 80.668 

40S A20 Bio1 Tech2 14,35 186.919 934.593 
40S A20 Bio1 Tech3 14,27 198.017 990.084 
40S A20 Bio2 Tech1 14,08 227.088 1.135.440 
40S A20 Bio2 Tech2 14,16 214.361 1.071.803 
40S A20 Bio2 Tech3 14,17 212.821 1.064.103 
40S A20 Bio3 Tech1 14 240.571 1.202.856 
40S A20 Bio3 Tech2 14,2 208.267 1.041.334 
40S A20 Bio3 Tech3 14,26 199.450 997.248 
40S A60 Bio1 Tech1 13,97 245.831 1.229.157 

1.153.490 156.521 

40S A60 Bio1 Tech2 13,9 258.556 1.292.782 
40S A60 Bio1 Tech3 13,88 262.312 1.311.559 
40S A60 Bio2 Tech1 13,95 249.402 1.247.009 
40S A60 Bio2 Tech2 13,97 245.831 1.229.157 
40S A60 Bio3 Tech1 14,39 181.605 908.025 
40S A60 Bio3 Tech2 14,2 208.267 1.041.334 
40S A60 Bio3 Tech3 14,3 193.780 968.899 
TvFIM1 T Bio1 Tech1 17,41 70.474 70.474 

66.804 9.703 

TvFIM1 T Bio1 Tech2 17,33 74.460 74.460 
TvFIM1 T Bio1 Tech3 17,37 72.440 72.440 
TvFIM1 T Bio2 Tech1 17,24 79.215 79.215 
TvFIM1 T Bio2 Tech2 17,65 59.751 59.751 
TvFIM1 T Bio2 Tech3 17,53 64.891 64.891 
TvFIM1 T Bio3 Tech1 17,34 73.950 73.950 
TvFIM1 T Bio3 Tech2 17,76 55.397 55.397 

  TvFIM1 T Bio3 Tech3 17,89 50.659 50.659 
TvFIM1 A5 Bio1 Tech1 17,47 67.625 67.625   
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TvFIM1 A5 Bio1 Tech2 17,34 73.950 73.950  

 

72.989 

 

 

6.106 

TvFIM1 A5 Bio1 Tech3 17,48 67.162 67.162 
TvFIM1 A5 Bio2 Tech1 17,42 69.991 69.991 
TvFIM1 A5 Bio2 Tech2 17,38 71.943 71.943 
TvFIM1 A5 Bio2 Tech3 17,43 69.511 69.511 
TvFIM1 A5 Bio3 Tech1 17,16 83.695 83.695 
TvFIM1 A5 Bio3 Tech2 17,18 82.552 82.552 
TvFIM1 A5 Bio3 Tech3 17,41 70.474 70.474 
TvFIM1 A20 Bio1 Tech1 17,55 64.005 64.005 

78.139 7.932 

TvFIM1 A20 Bio1 Tech2 17,26 78.133 78.133 
TvFIM1 A20 Bio1 Tech3 17,27 77.597 77.597 
TvFIM1 A20 Bio2 Tech1 17,32 74.974 74.974 
TvFIM1 A20 Bio2 Tech2 17,09 87.823 87.823 
TvFIM1 A20 Bio2 Tech3 17,05 90.273 90.273 
TvFIM1 A20 Bio3 Tech1 17,39 71.450 71.450 
TvFIM1 A20 Bio3 Tech2 17,26 78.133 78.133 
TvFIM1 A20 Bio3 Tech3 17,21 80.866 80.866 
TvFIM1 A60 Bio1 Tech1 17,12 86.030 86.030 

81.641 5.197 

TvFIM1 A60 Bio1 Tech2 17,41 70.474 70.474 
TvFIM1 A60 Bio1 Tech3 17,15 84.273 84.273 
TvFIM1 A60 Bio2 Tech1 17,13 85.440 85.440 
TvFIM1 A60 Bio2 Tech2 17,28 77.065 77.065 
TvFIM1 A60 Bio2 Tech3 17,12 86.030 86.030 
TvFIM1 A60 Bio3 Tech1 17,23 79.761 79.761 
TvFIM1 A60 Bio3 Tech2 17,15 84.273 84.273 
TvFIM1 A60 Bio3 Tech3 17,2 81.424 81.424 

 

 

Tabelle 7.4 Matrix der Aminosäuresequenz-Identität in Prozent für die acht Centrin Homologe in 
Trichomonas vaginalis. Werte wurden mit Clustal Omega ermittelt (Sievers et al. 2011). 

 
TvCEN6 TvCEN7 TvCEN8 TvCEN3 TvCEN1 TvCEN5 TvCEN2 TvCEN4 

TvCEN6 100,00% 38,62% 24,83% 22,07% 22,76% 20,69% 20,83% 24,83% 

TvCEN7 38,62% 100,00% 27,21% 19,73% 23,13% 17,69% 18,49% 21,09% 

TvCEN8 24,83% 27,21% 100,00% 28,29% 28,95% 27,92% 30,07% 31,17% 

TvCEN3 22,07% 19,73% 28,29% 100,00% 28,29% 35,00% 36,94% 37,18% 

TvCEN1 22,76% 23,13% 28,95% 28,29% 100,00% 36,18% 35,76% 37,50% 

TvCEN5 20,69% 17,69% 27,92% 35,00% 36,18% 100,00% 36,81% 37,97% 

TvCEN2 20,83% 18,49% 30,07% 36,94% 35,76% 36,81% 100,00% 48,10% 

TvCEN4 24,83% 21,09% 31,17% 37,18% 37,50% 37,97% 48,10% 100,00% 
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Tabelle 7.5 Identifizierte Proteine über sequenzierte Peptide der eluierten Proben der Affinitätschromatographie 
nach Nicht-Zytoskelett-Funktion gefiltert. Die Sequenzierung erfolgte über MALDI-TOF im Biologisch-Medizinischen 
Forschungszentrum. Dargestellt sind die TVAG-Nummern nach TrichDB, die Annotierung des Proteins bzw. die über 
BLAST gefundenen Homologien und die entsprechenden PSM-Werte (peptide spectrum match), welche die Abundanz 
der Proteine innerhalb der Proben repräsentieren. Die Sequenzierung wurde für die Proben TvAKT1::HA frei-
schwimmend und amöboid, gefolgt von einer HA-Kontrolle (TVAG_562550::HA) durchgeführt. Schließlich ist das 
Molekulargewicht (MW) in kDa angezeigt. 

TVAG-Nummer Annotierung 
#PSM 
frei-schwimmend 

#PSM 
amöboid 

#PSM 
HA-Kontrolle MW [kDa] 

TVAG_198110  PFOR 4 17 2 127,9 

TVAG_340290  Malic enzyme 

 

8 

 

63,2 

TVAG_276410  Transcriptional factor 

 

7 

 

93,3 

TVAG_412220  Malic enzyme 

 

7 

 

62,9 

TVAG_264700  Ubiquitin 

 

6 

 

26 

TVAG_054830  phosphoglucomutase 

 

4 

 

65,8 

TVAG_071700  50S ribosomal protein 

 

4 

 

46,8 

TVAG_013320  Translational factor 

 

3 

 

27,9 

TVAG_128790  60S ribosomal protein 

 

3 

 

40,2 

TVAG_037570  

NADH-ubiquinone 

oxidoreductase 

 

2 

 

65 

TVAG_049830  disulfide oxidoreductase 

 

2 

 

94,9 

TVAG_061930  

glucose-6-phosphate 

isomerase 

 

2 

 

61,1 

TVAG_142060  40S ribosomal protein 

 

2 

 

28,1 

TVAG_144730  succinate thiokinase 

 

2 

 

43,8 

TVAG_153560  heat shock protein 

 

2 

 

83,6 

TVAG_185160  60S ribosomal protein 

 

2 

 

21 

TVAG_267950  lysyl-tRNA synthetase 

 

2 

 

60,9 

TVAG_324980  ATP synthase 

 

2 

 

55,6 

TVAG_364620  PFK 

 

2 

 

46,6 

TVAG_395550  Acetyl-CoA hydrolase 

 

2 

 

57,2 

TVAG_420260  ATP synthase 

 

2 

 

67,9 
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