HEINRICH HEINE

UNIVERSITAT DUSSELDORF

Cytoskelett-Analyse parabasalischer Parasiten:
Die Prisenz potentieller Intermediirfilament-

Proteine in Protisten

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét der

Heinrich-Heine-Universitiat Disseldorf

vorgelegt von
Harald Preisner

aus Freiburg im Breisgau

Diisseldorf, Dezember 2016



Aus dem Institut fiir Molekulare Evolution

der Heinrich-Heine-Universitiat Disseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultéit der

Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Erstgutachter: Prof. Dr. William F. Martin
Zweitgutachter: PD Dr. Sven B. Gould

Tag der miindlichen Priifung: 01.02.2017



Publikation

Preisner H, Karin EL, Poschmann G, Stiihler K, Pupko T, Gould SB (2016)
The cytoskeleton of parabasalian parasites comprises proteins that share properties common

to intermediate filament proteins. Protist 167:526—543.

Tagungsbeitrige

Preisner H, Karin EL, Pupko T, Gould SB (2015) Lineage-defining cytoskeletal structures
of parabasalian parasites harbour proteins that resemble intermediate filament proteins. VII
European Congress of Protistology (ECOP) — International Society of Protistology (ISOP)

Joint Meeting, Sevilla, Spanien. Posterprédsentation.

Preisner H, Karin EL, Pupko T, Gould SB (2015) Lineage-defining cytoskeletal structures
of parabasalian parasites harbour proteins that resemble intermediate filament proteins. XVII
Jahrestagung der Deutschen Sektion der Internationalen Gesellschaft fiir Endocytobiologie,

Berlin, Deutschland. Posterprasentation.

1



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1. ZusammeENTASSUINE ...........ccooeiiiiiiiiiieiiie et ertee et e et e e e teeeateeeteeesbeeesseeessseeennseeennseeennseas 1
111 111111 R RR 2
R D31 11 11 1 SRR 3
3.1. Das eukaryotische CytoSKeIett ........cooiuiiiiiiiiiir e 3
3.1.1 AKENTIIAMENTE «.ueeiitiieee et ettt ettt e et et e e e 3
3.1.2 MIKTOTUDUI .ttt ettt e et e et e e e s 5
3.1.3 Intermedi8rfilamente ........cooouiiiiiiieie et e 8
3.2 Protisten und die Diversitdt des Cytoskeletts im Kontext von IF Proteinen........................ 13
3.3 Die Parabasalia und deren CytoSKeIett.........c.vviiiviiiiiiiiiiie e 18
3.4 Tetratrichomonas gallinarum und Trichomonas Vaginalis...........cccccoeevvveeeeeiveeescieeeencvennnn 25
RISV (51 (0 (S ol DT 7215 103 o SRS 27
4. Material und Methoden .................coooooiiiiiiiiiiicce e 30
N N\ Y73 T 1 PSSP 30
4.1.1 Medien und ChemikKalien ...........ccoeiiiiiiiiiiiie e e 30
O N 1 U {0110 51 USRS 30
4.1.3 Antikorper und FIUOTOPROTE ......ccccuviiiiiiiiiecciiie ettt e 30
R 0]V F(07 01014 [T ) 5 o TSRS URU 31
O T 2 V21 04 TSP PR 31
O O30 (G 1 OSSPSR 31
O I A< <0 (<1 s D SRS 32
N I € 1S5 ¢ 1 1SS PPSR 34
4.1.9 Organismen und deren KultiVIErUng .........cccoevviiiiiiiiieeiiiiie et eeree e siveee s 35
4.1.9.1 Tetratrichomonas gallinarum und Trichomonas vaginalis ..............ccccceevevvveeenennennn. 35
4.1.9.2 SACChArOMYCES COTEVISIAC. .....ucceverveeeeeirieeeseirieeeeeireeeeesreeeeesrreesssreeessssseesessseeessssraees 35
4.1.9.3 ESCROFICHIA COlI..c.cneeiieeieeeeeeee et 36
Y i1 e 1a U3 s DRSSPSR 36
4.2.1 Nukleinsédure orientierte Methoden...........ccceiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 36
4.2.1.1 Extraktion genomischer DNA aus 7. VAGINALIS .......c..cceveeevreecreieiieeeieeeeieeevee e, 36
4.2.1.2 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ...........ccccvvevvennneen. 36
4.2.1.3 Herstellung der EXpressionSVeKIOreN......c.uvivcuiiiiiieeiiiecree et eeieeeiveeevee e svee e 37
4.2.1.4 RNA-EXtraktion aus S. CEFeVISIAE ........ccccuiiiuiiiiiiiiiieeee ettt 37
4.2.1.5 CDNA-SYNTRESE ...vvviiiiiiiieiiiiiie ettt e ettee et ee e et e e eeta e e s essraeesssssaeeessnsaeesassraeens 38
4.2.1.6 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR).........cccceeeevievnennnnen. 38
4.2.2 Protein orientierte MethOden ..........c.ccoooueeiiiiieiieiie e 38
4.2.2.1 Extraktion des Cytoskeletts von T. gallinarum..............cccoceveeereievcreeeceeesreeacreeennen. 38

4.2.2.2 Protein-Identifikation durch Fliissigkeitschromatographie gekoppelte Elektrospray-
Ionisations-Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS) ......oooiiiiioiiiiiiiiiieeeee e, 39



Inhaltsverzeichnis

4.2.2.3 Transfektion von 7. gallinarum und T. vaginalis ............ccccceeveiieioienioieiieeeeee. 40
4.2.2.4 Transfektion VON S. COFEVISIAC .........oocueiiiiiiiiieiieeeeeee et 40
4.2.2.5 Protein-Extraktion aus 7. vVaginalis...........ccoccoieioeieiiiiiiieieeeeeee e 41
4.2.2.6 Protein-Extraktion aus S. CEreVISIiAe ..........ooooiiiiiiiioiiiiieeieeeee et 41
4.2.2.7 Elektrophoretische Trennung von Proteinen (SDS-PAGE)........cccccooiiiiiiiiiniinnen. 42
4.2.2.8 WEStEIN BIOt ..cc.eeiiiiiieeie ettt et e 42
4.2.2.9 IMmmMUNOAELEKTION ....eeiiiiiiiiieeiie ettt ettt e ettt e ebee e e eeaeeas 42
4.2.2.10 Immunfluoreszenz-MiKroSKOPIC .......c.veeeveiiiiiiciiie et 43
4.2.2.11 LebendzelloDSEIVIETUNG .......cccccvvieiiiiieeecrieeecireeeeeireeeeserteeeesereeesssnseeesssnseeesssnrenens 44
4.2.2.12 Transmissionselektronen-Mikroskopi€..........ccccveeiveiiieiiiiiie e 44
4.2.2.12.1 Fixierung und Pelletieren der Zellen............cccvveveeeiiiiiiiiiieecieee e 44
4.2.2.12.2 Einbettung und SCHNItt.........cccviiiiiiiiieiiiiee et esree e e st e e s reare e e seareee s 45
4.2.3 Bioinformatische MethOden............ccuiiiiiiiiiiiiiii e 46
4.2.3.1 Identifikation der massenspektrometrisch erfassten Proteine............cccceeevevvveeevennennn. 46
4.2.3.2 Protein-Datensitze und deren ANalyse .......cccceevcvvieieciiieeciiiee e 47

S ETZEDIISSE ... ettt e et e e e tae e eae e e naeeennbeeennes 49
5.1. Extraktion des Cytoskeletts von 7. gallinarum..............cccoeovueeeoiieiiiiiiieeiieeeee e 49
5.2. Massenspektrometrische Proteom-Analyse des Cytoskeletts von 7. gallinarum ............... 51

5.3. Cytoskelett-assoziierte Proteine zeigen eine erhohte Anzahl langer Coiled-Coil Segmente
und anderer TePEtItiVEr IMOTIVE ....cuvviiieiiiieeciiee e eiiee ettt e e et e e e retre e e e etreeeetbaeeesseraeeesssraeessnennes 55
5.4 Homologe Proteine von 7. vaginalis lokalisieren in filamentdsen Strukturen .................... 57
5.5 Die heterologe Expression von TVAG 474360 in 7. gallinarum induziert die Formation
zusitzlicher gestreifter Filamente zu einer langen, stabartigen Struktur ...........ccccoeovevveeinnneenn. 64

5.6 Heterologe Expressions-Analyse Cytoskelett-assoziierter Proteine von 7. vaginalis auf

deren Fahigkeit in S. cerevisiae Filamente zu fOrmen ..........ccoeeevveeeveiieeevciie e 67
6. DIESKUSSION .......ooiiiiiiiiii ettt ettt ettt e s e 70
6.1 Die Spezifitit Cytoskelett-assoziierter Proteine in Spezies der Trichomonadidae.............. 71
6.2 Coiled-Coils und repetitive Motive als Kennzeichen Cytoskelett-assoziierter Proteine ..... 73
6.3 Die Assoziation Repeat-haltiger Proteine mit filamentdsen Cytoskelett-Strukturen........... 75
6.4 IF Proteine in Protisten und die Herausforderung ihrer Identifikation .............ccccvveennneen. 80
6.5 Erkenntnisse dieser DOKtOTarbeit ...........ooouiiiiiiiiiiiiiiee e 82
0.6 AUSDIICK ...oveieiieiie ettt ettt et e s et e e et e ettt e et eeneenneeenes 83
A N 1 11T 1 1T TSP URPRR 85
8. AbKUrZungsverzeiChmis...............cccooviiiiiiiiiiiiiecceee e 97
9. LiteraturverzeiChmis..............coooiiiiiiiiii e 98

v



Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Das Cytoskelett ist ein fundamentaler Bestandteil der eukaryotischen Zelle. Neben einer
stabilisierenden Funktion zur Erhaltung der Zellintegritit gegeniiber Scher- und anderen
deformierend einwirkenden Kréften, ermdglicht es unter anderem die Zellmotilitdt, den
intrazelluldren Transport, die Transduktion von Signalkaskaden als auch die Regulation der
Genexpression. Hierbei stiitzt es sich auf ein komplexes, dynamisch interagierendes Netzwerk
der drei Filamentklassen: Aktinfilamente (syn. Mikrofilamente), Mikrotubuli und
Intermerdidrfilamente (IF). Wiahrend die strukturaufbauenden Proteine der Aktinfilamente
und der Mikrotubuli hoch konserviert sind und sich anhand ihrer Priméirsequenz in einer
Vielzahl phylogenetisch differenzierter Eukaryoten nachweisen lassen, trifft dies nicht fiir IF
Proteine zu. Aufgrund dessen dominiert in der Fachliteratur allgemein die Ansicht, dass IF
Proteine eine evolutiondr limitierte Errungenschaft der Metazoa (Vielzeller) sei. Aktuelle
Forschungsergebnisse weisen jedoch vermehrt darauf hin, dass IF Proteine bereits in
Protisten, und womdglich im letzten gemeinsamen Vorgédnger aller Eukaryoten, prisent
waren.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde in der vorliegenden Dissertation das
Cytoskelett der Excavaten Tetratrichomonas gallinarum und Trichomonas vaginalis (beides
Mitglieder der Trichomonadida) analysiert. Die massenspektrometrische Proteom-Analyse
extrahierter Cytoskelett-Fraktionen enthiillte 203 Proteine, welche in beiden Parasiten
reziprok determiniert wurden. Fiir mehr als 50% dieser Proteine konnten {iber 6ffentliche
Datenbanken weder Funktionsvorhersagen noch Homologe in Organismen auflerhalb der
Trichomonadida ermittelt werden. Durch bioinformatische Struktur-Analysen wurde ferner
vorhergesagt, dass die 203 Proteine signifikant mehr und ldngere Coiled-Coil Segmente und
andere repetitive Strukturmotive beinhalten als die entsprechenden Kontroll-Datensitze.
Lange Coiled-Coil Motive gelten als ein definierendes Charakteristikum metazoischer IF
Proteine. Die Immunfluoreszenz-basierte = Lokalisation von fiinf unbekannten
Kandidatenproteinen mit repetitiver Sequenzarchitektur, veranschaulichte deren Assoziation
mit filamentdsen Cytoskelett-Strukturen in beiden Flagellaten. Weiterhin induzierte die
heterologe Expression einer der Kandidaten (TVAG_474360) in T. gallinarum die Formation
zusitzlicher gestreifter Filamente zu einer auffilligen und steif erscheinenden Struktur.

Ergédnzend zu der Vielzahl an Cytoskelett-assoziierten Proteinen, die sich haufig durch
lange Coiled-Coil Segmente und einer repetitiven Sequenzanordnung auszeichnen und meist
unabhingig von Aktin und Tubulin in diversen Protisten beschrieben wurden, unterstiitzen die
in dieser Dissertation erarbeiteten Resultate die Schlussfolgerung, dass IF Proteine auch in
Protisten vorkommen. Dies stellt zugleich die bisherige Verwendung des Begriffs

Intermedidrfilament in exklusivem Bezug auf die Metazoa in Frage.



Summary

2. Summary

The cytoskeleton is regarded a fundamental part of the eukaryotic cell. Besides its function in
protecting the cell’s integrity against shearing- and other deforming forces, it enables, inter
alia, cell motility, intracellular transport, the transduction of signaling and the regulation of
gene expression. Therefore, it relies on a complex and dynamic interacting network
comprised of the following three filament classes: actin filaments (syn. microfilaments),
microtubules and intermediate filaments (IF). While the two structure-defining proteins actin
and tubulin are highly conserved and can be identified by their primary sequence in a range of
phylogenetically distant eukaryotes, this is not the case for IF proteins. As a result, the subject
literature is dominated by the common notion that IF proteins are an evolutionary invention of
the metazoa and restricted to this group. Recent findings, however, increasingly indicate that
IF proteins are present among protists and possibly a part of the biology of the last common
ancestor of all eukaryotes.

Building up on these insights, this dissertation aimed to analyze the cytoskeleton of the
Excavata Tetratrichomonas gallinarum and Trichomonas vaginalis (both members of the
Trichomonadida). The mass spectrometry-based proteome profiling of extracted cytoskeleton
fractions revealed 203 proteins which could be reciprocally identified in both parasites. For
more than 50% of these proteins public databases neither contained annotations of function
nor protein homologs of organisms outside of the Trichomonadida. Bioinformatical structure
analyses further predicted that the 203 proteins harbor significantly more and longer coiled-
coil segments and other repetitive motives than the control datasets. Long coiled-coil motives
are considered one defining feature of metazoan IF proteins. The immunofluorescence-based
localization of five unknown candidate proteins containing repetitive motives demonstrated
their association with filamentous cytoskeletal structures in both flagellates. Moreover, the
heterologous expression of one candidate (TVAG 474360) in T. gallinarum induced the
formation of additional striated filaments bundled into a conspicuous stiff structure.

In addition to the many cytoskeleton associated proteins which harbor long coiled-coil
segments within their repetitive sequence architecture, and were often described as being
independent of actin and tubulin in diverse protists, the results of this PhD thesis at hand
supports the conclusion that IF proteins do occur in protists and furthermore questions the

restrictive use of the term intermediate filament for metazoa.



Einleitung

3. Einleitung

3.1 Das eukaryotische Cytoskelett

Die Féhigkeit einer eukaryotischen Zelle ihre Integritdt und Stabilitit entgegen von auflen
einwirkenden Kriften zu bewahren, stiitzt sich malgeblich auf das Cytoskelett. Ferner
koordiniert das Cytoskelett fundamentale Funktionen wie (i) die Bewegung und
Forménderung einer Zelle (i1) die rdumliche und dynamische Organisation im Zellinneren
sowie (ii1) die Verkniipfung und Kommunikation mit der externen Umgebung, beispielweise
beim Verbund von FEinzellern oder bei der Ausbildung eines Gewebes in multizelluldren
Organismen (Fletcher und Mullins, 2010). Gewihrleistet werden diese Funktionen durch die
Interaktion regulatorischer Proteine mit einem komplexen filamentdsen Netzwerk, welches
auf den drei Filamentklassen der Aktinfilamente (syn. Mikrofilamente), Mikrotubuli und
Intermedidrfilamente aufgebaut ist. Jede dieser Filamentklassen erfiillt spezifische
Funktionen, was sich in ihrer unterschiedlichen Architektur, Proteinzusammensetzung,
Assemblierungs- und  Disassemblierungs-Dynamik, sowie  biochemischen-  und

biophysikalischen Eigenschaften, widerspiegelt.

3.1.1 Aktinfilamente

Aktinfilamente kleiden als lineare Biindel, zweidimensionale Netzwerke und
dreidimensionale Geflechte weite Bereiche der Zelle und vermehrt den Zellcortex unterhalb
der Plasmamembran aus. Involviert in einer Vielzahl zelluldrer Prozesse stiitzen sie zum
Beispiel Bewegungsvorginge bei der Lamellipodien vermittelten Migration (crawling
motion) und bei der Kontraktion von Skelettmuskelzellen von Sdugetieren (Dominguez und
Holmes, 2011; Hanson und Lowy, 1963; Mattila und Lappalainen, 2008). Sie ermdglichen
Adhésionsvorginge wie beispielsweise die Anheftung von extrazelluliren Parasiten an
Wirtszelle (Kusdian et al., 2013). Sie vermitteln die Morphogenese und Apoptose von Zellen
(Desouza et al., 2012) und gelten als stabilisierender Bestandteil der Endo- und Phagocytose-
Maschinerie (Kress et al., 2007). Neben der Prisenz im Cytoplasma sind Aktinfilamente auch
an genregulatorischen Prozessen wie der Transkription und der Anordnung chromosomaler
Loci im Nukleus beteiligt (Dundr et al., 2007; Grosse und Vartiainen, 2013).

Strukturell gelten Aktinfilamente als semi-flexible Polymere mit einem Durchmesser
von circa 8 nm und einer Persistenzlinge von 10 pum als die schmalsten der drei
Filamentklassen (Blanchoin et al. 2014). Der Grundbaustein eines doppelstringig-helikalen

Aktinfilaments (F-Aktin) ist das Aktin-Monomer (G-Aktin), ein globuldres 42 kDa Protein,
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Einleitung

welches in Eukaryoten hoch konserviert ist (Blanchoin et al., 2014; Huber et al., 2013). Das
Protein besitzt Bindestellen fiir ATP und ADP, die fiir die Assemblierungsreaktion zum
F-Aktin essentiell sind. Als polares Polymer mit einer rechtsorientierten Drehung besitzt
F-Aktin zwei dynamisch unterschiedliche Enden, das Plus- (syn. hakenartige) und das Minus-
(syn. spitze) Ende, an denen ein stindiger Auf- und Abbau an G-Aktin erfolgt. Das Plus-Ende
erscheint  hierbei  dynamischer und  vermittelt den  Elongationsschritt  der
Assemblierungsreaktion bis zu zehnfach schneller als das Minus-Ende (Blanchoin et al.,
2014). Die Reaktion vollzieht sich in zwei Schritten: (1) die Nukleation umfasst die
Formation von Di- und Trimeren auf Basis der G-Aktin-Monomere, gefolgt von (2) der
ziigigen Elongation am Plus-Ende unter der Hydrolyse von ATP und der Abspaltung von
Phosphat (Abb. 3.1). Der kontinuierliche Abbau am Minus- und Anbau von G-Aktin am Plus-
Ende im Rahmen einer konstant anhaltenden Filamentlinge (steady-state-phase) wird als
Treadmilling-Effekt bezeichnet (Huber et al., 2013).

Aktinfilamente interagieren mit einem umfangreichen Pool an Aktin-bindenden
akzessorischen Proteinen, wozu auch die Motorproteine (syn. molekulare Motoren) der
Myosin Proteinfamilie zdhlen. Myosin (M2) wurde erstmals im Jahr 1859 beschrieben und
spater als Aktin-assoziierte ATPase als das erste Motorprotein identifiziert (Engelhardt und
Ljubimowa, 1939; Kiihne, 1859). Mittlerweile sind diverse Isomere dokumentiert, die
kollektiv einer Myosin Superfamilie mit bisweilen 35 Klassen zugeordnet wurden (Odronitz
und Kollmar, 2007). Aktuelle Phylogenie-Studien basal abzweigender Eukaryoten weisen
jedoch auf die Existenz weiterer, divergenter und unkonventioneller Myosine hin, mit einer
Einteilung in insgesamt 45 Klassen (Pasha et al., 2016). Wéhrend die meisten Eukaryoten
Myosine exprimieren und Sdugetiere beispielsweise bis zu 40 verschiedene Myosin-Gene
codieren, konnten in den Protisten der Rhodophyceae und Diplomonadida (wozu auch die
Trichomonadida zdhlen) bisher keine Myosin-Homologe identifiziert werden (Dawson und
Paredez, 2013; Foth et al., 2006; Paredez et al., 2011).

Als molekulare Motoren vermitteln Myosine vielfaltige Bewegungsvorgénge entlang
von Aktinfilamenten. Neben der Motilitdt und der Division einer Zelle, katalysieren sie den
intrazelluldren Transport von Organellen und Vesikeln, die Kontraktion von Muskel- und
Sinneszellen in Vertebraten als auch die Invasion von Wirtszellen wie im Fall von Parasiten
der Apicomplexa (Foth et al., 2006). Ermoglicht werden diese Prozesse durch die dreiteilige
Architektur einer konservierten Head-, einer Neck- und einer variablen Tail-Doméne. Die
Head-Doméne vermittelt die Bindung mit Aktin und katalysiert unter Hydrolyse von ATP den

schrittartigen Bewegungsablauf entlang eines Aktinfilaments. Die Neck-Doméne interagiert
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mit den leichten Ketten des Proteins. Die aufillig variable Tail-Domine verschiedener
Myosin-Isomere ermoglicht schlieBlich die spezifische Interaktion mit unterschiedlichen
Bindungspartnern unter Ausfithrung der entsprechenden Zellprozesse (Hartman und Spudich,

2012).

Nucleation Elongation
A ATP hydrolysis/

A\ P, dissociation -
’ L W 7 ['_j T -} I
: ' — e — S Qb

— ATP-bound

- subunits
B ADP-P_and ADP bound

subunits
Actn /% o

e STASTS T O

persisience length Lp -~ 10 ym

Abbildung 3.1: Aktinfilamente und deren Assemblierungsreaktion. (A) Schematisiert sind die
beiden Assemblierungs-Reaktionsschritte: Nukleation und Elongation. Bei der Nukleation werden
globuldre Aktin-Monomere (gelb) zu Di- und Trimeren formiert. Die Elongation zu Filamenten erfolgt
anschlieBend am Plus-Ende unter ATP-Hydrolyse und Phosphat-Abspaltung. (B) Das elongierte
Filament besitzt einen Durchmesser von etwa 8 nm und einer Persistenzldnge von circa 10 um.
Basierend auf Blanchoin et al., 2014.

3.1.2 Mikrotubuli

Mikrotubuli bilden als ,,Schienen* der Zelle die Infrastruktur des intrazelluldren Transports
und determinieren die Position von Organellen wie Mitochondrien und Lysosomen. Im Zuge
der Zellteilung vermitteln sie als Teil des Spindelapparats die Trennung und Aufteilung der
Schwesterchromatide. Als Hauptbestandteil von Cilien und Flagellen formieren sie den
Basalkorper und das Axonem und gewéhrleisten deren Bewegungsvorginge (Akhmanova und
Steinmetz, 2015; Alper et al., 2014).

Analog zu Aktinfilamenten stellen Mikrotubuli polare Polymere dar. Sie gelten als die
steifsten und widerstandsfahigsten der drei Filamentklassen (Fletcher und Mullins 2010). Als
rohrenformige, zylinderartige Hohlkorper mit einem Durchmesser von 24-25 nm und einer
Persistenzldnge von 1-5 mm, konnen sie eine eukaryotische Zelle komplett durchspannen
(Blanchoin et al., 2014; Fletcher und Mullins 2010). Typischerweise bestehen sie aus 13 oder
14 parallel zu einem Zylinder angeordneten Protofilamenten (mit Variationen von 8-20), die
aus heterodimeren Einheiten der globuldren Proteine a- und B-Tubulin aufgebaut sind (Abb.

3.2). Der strukturelle Aufbau der Mikrotubuli als auch die Proteinsequenz von o- und B-
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Tubulin ist hoch konserviert innerhalb der Eukaryoten (Wade, 2009). Neben diesen sind
mindestens sechs weitere Tubulin-Klassen (y, 9, €, {, 1, 1) bekannt, wobei sich Proteine der a-,
B-, y-, - und e-Klasse bis zum letzten gemeinsamen Vorfahren aller Eukaryoten (LECA)
zuriickverfolgen lassen (Wickstead und Gull, 2011).

Mikrotubuli werden von Mikrotubuli-organisierenden Centren (MTOC), primér den
Centrosomen oder den Basalkorpern gebildet (Brinkley, 1985). Arrangiert werden sie in
diesen Strukturen typischerweise im 9x3 Muster, was in einer kreisférmigen Anordnung von
jeweils neun Mikrotubuli-Tripletts resultiert. Axoneme von Cilien und Flagellen visualisieren
das 9+2 Muster, bei dem neun Mikrotubuli-Paare kreisformig um ein zentrales Mikrotubuli-
Paar angeordnet sind. Dieses Arrangement gilt ebenfalls als hoch konserviert, von Protisten
bis zum Homo sapiens (Mohri et al., 2012). Als polare und hoch dynamische Strukturen
verfiigen sie wie Aktinfilamente auch, iiber ein dynamischeres Plus- und ein weniger
dynamisches Minus-Ende. Das Ausstrahlen (Nukleation) eines Mikrotubulus mit dessen Plus-
Ende ins Cytoplasma gerichtet, erfolgt vom Minus-Ende, welches {iber einen y—Tubulin-
haltigen Ringkomplex (y-TuRC) im MTOC verankert ist und durch diesen initiiert wird
(Kollman et al., 2011). Die sogenannte ,,.Dynamische Instabilitit®, die zyklische und rapide
Abfolge von Verldngerung und Verkiirzung, ist in Abbildung 3.2 schematisiert (Huber et al.,
2013). Die Assemblierung eines Mikrotubulus vollzieht sich durch die Nukleation von GTP-
gebundenen o- und B-Tubulin-Dimeren (a-B-Dimer) am Plus-Ende (Abb. 3.2B). Werden
mehr GTP-a-B-Dimere an das Plus-Ende des Mikrotubulus hinzugefiigt als zu GDP-a-8-
Dimere hydrolysiert werden, so bildet sich dort eine stabilisierende Schicht, die sogenannte
GTP-Cap, welche die Elongationsreaktion fordert. Nimmt die Hydrolyse der GTP-a-8-
Dimere {iberhand, so zerfillt die GTP-Cap und der Mikrotubulus wird instabil und
disassembliert (Catastrophe, Abb. 3.2B). Die mit der zligigen Disassemblierung verbundene
Verkiirzung des Mikrotubulus kann durch den Konzentrationsanstieg an freien GTP-o-B-
Dimeren riickgdngig gemacht werden (Rescue, Abb. 3.2B). Entsprechend den
Aktinfilamenten findet auch hier der Treadmilling-Effekt statt, bei dem die Mikrotubulus-

Liange konstant bleibt.
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Abbildung 3.2: Assemblierung und dynamische Instabilitit von Mikrotubuli. (A) Im GTP-
gebundenen Zustand assemblieren die Tubulin-Heterodimere zu einem réhrenférmigen Zylinder, der
meist aus 13 Protofilamenten besteht. Nach der Assemblierung folgt die GTP-Hydrolyse. (B) Sobald
die Konzentration an freien GTP-Dimeren einen kritischen Schwellenwert unterschreitet, zerfallen die
instabileren GDP-Dimere und der Mikrotubuli-Zylinder schrumpft (Catastrophe). Dieser Prozess kann
nur durch den Konzentrationsanstieg an GTP-Dimeren, die eine stabilisierende Schicht bilden
(capping), riickgéngig gemacht werden (Rescue). Basierend auf Huber et al., 2013.

Koordiniert werden diese dynamischen Prozesse durch eine Vielzahl assoziierter Proteine, die
allgemein als Microtubule Associated Proteins (MAPs) und Motorproteine zusammengefasst
werden (Akhmanova und Steinmetz 2015). Zu den MAPs zidhlen unter anderem die plus-end-
Tracking Proteins (+TIPs), die am Plus-Ende akkumulieren, dort den Anbau von Tubulin-
Dimeren und damit deren Verldngerung fordern. Zu den destabilisierenden Proteinen zdhlen
mitunter Katanin und Spastin, die als ATPases Associated with various cellular Activities
(AAA Proteine) Mikrotubuli gezielt zerschneiden kdnnen (Lacroix et al., 2010; Zhang et al.,
2011). Weiterhin katalysieren Depolymerasen der Kinesin Familien Kinesin-13, Kinesin-8
oder Kinesin-14 die Verkiirzung der Mikrotubuli (Akhmanova und Steinmetz, 2015; Asenjo
et al.,, 2013). Die Motorproteine der Mikrotubuli umfassen diverse Mitglieder der Kinesin-
und Dynein-Superfamilien. Diese Proteine reprisentieren im Allgemeinen ATPasen, die sich

unter der Hydrolyse von ATP entlang der Mikrotubuli bewegen und mitunter zur Zellteilung
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beitragen. Vergleichbar mit einem beladenen Zugwaggon auf einem Schienensystem,
vermitteln sie wie die Myosine der Aktinfilamente ebenfalls den intrazelluldren Transport von
Organellen und Vesikeln. Kinesine und Myosine visualisieren auch eine &hnliche
Faltungsstruktur, was auf einen gemeinsamen Ursprung hindeutet (Kull et al., 1996).
Wihrend die konventionellen Kinesine (Kinesin-1-Familie) eine N-terminale Motor-Doméne
besitzen und sich typischerweise zum Plus-Ende des Mikrotubulus bewegen, existieren auch
Kinesine mit C-terminaler Motor-Doméne, wie zum Beispiel Ncd (Kinesin-14-Familie), die
das Minus-Ende ansteuern (Wade, 2009). Fiir Vertreter der Kinesin-1-Familie wurden hierbei
Geschwindigkeiten von circa 1 pm/s determiniert (Verbrugge et al., 2007).

Dyneine konnen in cytoplasmatische und Axonem-assoziierte Typen unterschieden
werden. Die Cytoplasmatischen reprasentieren umfangreiche Proteinkomplexe (~500 kDa)
mit mehreren schweren Ketten, die auch am Aufbau des mitotischen Spindelapparats und der
Sekretion der Chromosomen beteiligt sind (Vallee et al., 2004). Sie steuern iiblicherweise das
Minus-Ende an, konnen sich aber auch lateral und riickwérts auf den Mikrotubuli bewegen.
Mit einer Geschwindigkeit von mehr als 2 pm/s sind sie schneller als Kinesine (Wade, 2009).
Durch die Interaktion mit dem Axonem eukaryotischer Cilien und Flagellen ermdglichen sie
deren Bewegungsabldufe und damit auch die Lokomotion flagellierter Einzeller (Mohri et al.,
2012). Im Gegensatz zu Kinesinen, deren Mitglieder bisher in allen sequenzierten Genomen
eukaryotischer Organismen gefunden wurden, gelten Dyneine in den Gattungen Entamoeba
(Amoebozoa), sowie in Cyanidioschyzon, Populus, Arabidopsis und Oryza (Archaeplastida)
bisher als sekundir verloren (Wickstead und Gull 2011).

3.1.3 Intermediirfilamente

Intermedidrfilamente (IF) wurden erstmals vor anndhrend 50 Jahren in Muskelzellen von
Hiihnerembryonen beschrieben (Ishikawa et al., 1968). Neben ihrer primédren Funktion als
mechanischer ,,Stress-Absorber” zur FErhaltung der Zellintegritit entgegen externen
Scherkriften kommen ihnen weitere essentielle und vielfaltige Funktionen zu (Goldman et al.,
1996; Herrmann et al., 2009). Sie determinieren die Architektur der Zelle, gewahrleisten ihre
Motilitdt und regulieren diverse Signalwege wie beispielsweise jene des programmierten
Zelltods, der Zellmigration und des Zell- und Gewebewachstums (Coulombe und Wong,
2004; Helfand et al., 2011). Sie vermitteln den gerichteten Transport von Proteinen und
Vesikeln sowie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésionsvorginge im Gewebeverbund (Kim und

Coulombe, 2007). Ermdglicht wird dieses umfangreiche Funktionsspektrum durch ein
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komplexes Netzwerk an IF im Cytoplasma und im Innern des Nukleus, welches sich je nach
Zelltyp spezifisch aus einer Gruppe heterogener Proteine zusammensetzt.

Strukturell unterscheiden sich IF deutlich von Aktinfilamenten und Mikrotubuli. Thr
Durchmesser von circa 10 nm liegt allgemein — jedoch mit Aulnahmen — zwischen den der
beiden anderen Filamentarten, was sich als namensgebende Eigenschaft etablierte (Ishikawa
et al., 1968; Goldman et al. 2012). Hiufig beschrieben als seil- oder strickartig gelten sie als
die elastischste und aufgrund ihrer Protein-Diversitit die am wenigsten charakterisierte der
drei Filamentklassen (Kreplak et al., 2008; Snider und Omary, 2014). Sie besitzen keine
Polaritét, verfiigen iiber keine Nukleosid- (ATP/GTP) gekoppelte Assemblierungs-Dynamik
und bestehen aus nicht-globuldren Proteinen, die sich in ihrer Primérsequenz auffillig
voneinander unterscheiden. Assemblierungs-Inhibitoren, wie beispielsweise Cytochalasin B
fiir Aktinfilamente und Colchicin fiir Mikrotubuli, sind fiir IF bisher keine bekannt (Herrmann
et al., 2009).

IF bestehen grundlegend aus monomeren Polypeptiden, die typischerweise einen
dreiteiligen Aufbau aus Head-, Rod- und Tail-Domine aufweisen (Abb. 3.3). Wihrend die
lange und haufig zentral gelegene Rod-Doméne a-helikale Coiled-Coil Segmente besitzt, die
essentiell fiir die Filament-Formierung sind, besteht die N-terminale Head- und die C-
terminale Tail-Doméne stets aus nicht helikalen Regionen variabler Lange und Sequenz. Im
Gegensatz dazu gilt die Architektur der Rod-Domaine als hoch konserviert. Jedoch nicht
aufgrund ihrer Primérsequenz, sondern aufgrund der Anzahl und Anordnung der Coiled-Coil
Segmente, die bei cytoplasmatischen IF Proteinen fiir gewdhnlich einen Langenbereich von
~310 Aminosduren und bei nuklearen einen von ~356 Aminosduren einnehmen (Fuchs und

Weber, 1994; Kim und Coulombe, 2007).
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Tripartite domain structure
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Abbildung 3.3: Dreiteilige Architektur von Intermedifrfilament Proteinen. IF Proteine
multizelluldrer Organismen besitzen eine dreiteilige Struktur aus einer langen, zentralen a-helikalen
Rod-, einer N-terminalen Head- und einer C-terminalen Tail-Doméne. Im Gegensatz zur nicht
helikalen Head- und Tail-Doméne, die in Sequenz und Lénge haufig variieren, gilt die Rod-Doméne
mit ihrer Anordnung und Anzahl Coiled-Coil-haltiger Segmente als hoch konserviert, trotz
signifikanter Unterschiede in der Primirsequenz. Die schematisierte Rod-Domine besteht aus vier
Coiled-Coil Segmenten (CoillA, 1B, 2A und 2B), die durch nicht-helikale Linker-Regionen (L1, L12
und L2) getrennt sind. Die Stutter-Region in Coil 2B deutet auf eine konservierte Irregularitit des
Heptad-repetitiven Coiled-Coil Musters hin. Basierend auf Eriksson et al., 2009.

Die Assemblierung cytoplasmatischer IF erfolgt durch die mehrstufige und hierarchische
Biindelung von Mono-, Di-, Tetra- und Oktamer-Untereinheiten wie am Beispiel von
Vimentin durch in vitro Experimente von Herrmann und Kollegen (Kirmse et al., 2007)
determiniert wurde und in Abbildung 3.4 schematisiert ist. Dimere formieren sich durch die
Interaktion von zwei anti-parallel angeordneten Monomeren auf Basis ihrer rechtsdrehenden
Coiled-Coil-haltigen Rod-Doméne. Die weitere Assemblierung erfolgt in drei Schritten: (1)
Zwei Dimere assoziieren jeweils spontan zu Tetrameren von den sich acht zu einem Langen-
einheitlichen Filament (Unit-Length Filament, ULF) biindeln. (2) Zwei ULFs fusionieren
longitudinal zu einem Filamentblock, der mit einem weiteren Filamentblock einen 16 nm
breiten Filamentvorldufer formiert. (3) Durch radiale Kompression des Filamentvorldufers

entsteht schlieBlich das reife, circa 10 nm breite Intermedidrfilament (Herrmann et al., 2009).
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Phase 1
Lateral association of tetramers into ULFs

Phase 2

Longitudinal annealing of ULFs and filaments
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Phase 3
Radial compaction of extended filaments

Abbildung 3.4: Assemblierung cytoplasmatischer Intermediirfilamente. Schritt 1: Acht
Tetramer-Untereinheiten, die jeweils aus zwei antiparallelen Coiled-Coil Dimeren bestehen,
assemblieren im Zuge der Initiation lateral zu einem ldngen-einheitlichen Filament (ULF). Das
dunkelrote Segment visualisiert Coil 1 und das Gelbe Coil 2 der a-helikalen-Rod-Doméne eines jeden
Monomers. Schritt 2: Zwei ULFs lagern sich longitudinal zu kurzen Filamentblocken an, die durch
Verkniipfung ihrer Enden ein ldngeres Filament formieren. Schritt 3: Dieses verldngerte Filament mit
einem Durchmesser von ~16 nm wird schlieBlich radial zu einem schmaleren, ~11 nm breiten
Filament komprimiert. Basierend auf Herrmann et al., 2009.

IF Proteine repréisentieren eine groe und heterogene Proteinfamilie die in Sdugetieren auf der
Expression von circa 70 Genen (67 cytoplasmatische und 3 nukleare) basiert und mit diversen
Erkrankungen in Zusammenhang stehen (Goldman et al., 2012; Szeverenyi et al., 2008).
Aufgrund auffilliger Unterschiede in GroBle, Primédrsequenz, Genstruktur, Assemblierungs-
und Regulationsmechanismen werden sie allgemein in sechs Homologie-Klassen und weiter
in drei Assemblierungsgruppen eingeteilt (Kim und Coulombe 2007; Herrmann et al., 2009;
Eriksson et al., 2009) (Tab. 3.1). Hierbei sei erwéhnt, dass fiir bestimmte Proteine wie zum
Beispiel Nestin, Synemin und Syncoilin alternative Klassifizierungen beschrieben wurden
(Eriksson et al., 2009; Guerette et al., 2007). Im Folgenden wird die Klassifizierung nach Kim
und Coulombe 2007; Oshima 2007 und Herrmann 2009 dargestellt.

Zu den Klassen I und II zdhlen die insgesamt 54 sauren und basischen Keratine, die vor
allem in Epithelien von Haut, Haaren und Négeln auftreten und deren Festigkeit
gewahrleisten. Keratine gelten als die einzigen IF Proteine, die im Zuge ihrer Assemblierung
obligatorische Heterodimere (Assemblierungsgruppe 1) aus sauren (Klasse I) und basischen
(Klasse 1I) Polypeptiden bilden (Hatzfeld und Weber, 1990). Die Klasse III umfasst die
Proteine Vimentin, Desmin, Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) und Peripherin, die

jeweils ~50 kDa groB} sind und in unterschiedlichen Zelltypen exprimiert werden. Vertreter
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dieser Gruppe formieren selbstindig Homodimere oder Heterodimere mit Proteinen der
Klasse IV (Assemblierungsgruppe 2), welche die drei Neurofilament-Einheiten NF-L, NF-M,
und NF-H sowie a-Internexin, Nestin, Syncoilin und Synemin vereint. Nestin und Synemin
unterscheiden sich von anderen IF Proteinen durch ihre auflergewohnlich lange C-Terminale
Tail-Doméne und der Tatsache, dass sie nicht selbstindig zu Filamenten assemblieren
konnen. Aufgrund dessen wurde ihre Zuordnung in Klasse VI, die Klasse der
auBBergewohnlichen IF Proteine, vorgeschlagen (Guerette et al., 2007; Steinert et al., 1999). In
Klasse V sind die vier Lamin-Isomere B1, B2, A und C vereint, die mit der nuklearen Lamina
assoziiert sind und sich in ihrer Architektur und im Assemblierungsverhalten
(Assemblierungsgruppe 3) von cytoplasmatischen IF Proteine unterscheiden (Erikkson et al.,
2009). Lamine besitzen eine lingere Rod-Doméne und ihre Tail-Doméne verfiigt neben einem
Ig-Motiv zusitzlich iiber zwei nukleare Targetingsequenzen (NLS, CaaX), die ihre
Verkniipfung mit der inneren nuklearen Membran vermitteln (Peter und Stick, 2015). Die
Formation zu Homodimeren erfolgt parallel, nicht anti-parallel wie im Fall cytoplasmatischer
IF Proteine, und basiert ausschlieBlich auf individuellen Lamin-Isomeren (Aebi et al., 1986;
Ben-Harush et al., 2009). Lamine gelten als die urspriinglichsten IF Proteine metazoischer
Lebewesen (Erber et al., 1999; Peter und Stick, 2012). Die Klasse VI représentiert schlielich
Filensin (syn. Bfspl) und Phakinin (syn. Bfsp2, CP49), die in Epithelien der Augenlinse
vorkommen und aufgrund ihrer Struktureigenheit auch als orphane IF Proteine bezeichnet
werden (Herrmann et al., 2009; Oshima, 2007).

Intermedidrfilamente stehen mit Aktinfilamenten, Mikrotubuli und Organellen in
dynamischer Wechselwirkung unter Ausbildung eines cytoplasmatisch- und Zellmembran-
verankerten Netzwerkes (Green et al., 2005). Vermittelt werden diese Interaktionen mitunter
durch Intermediate Filament Associated Proteines (IFAPs) wie beispielsweise Plectin und
Bulous Pemphigoid AntiGen-1 (BPAG1), die als sogenannte Cytolinker zur iiberschaubaren
Proteinfamilie der Plakine gehdren und die verschiedenen Filamentarten miteinander
verkniipfen und regulieren (Chang und Goldman, 2004; Guo et al., 1995; Leung et al., 2002).
Plectin, das in mehreren Isoformen existiert, bildet einen groBen multifunktionalen Komplex
(> 500 kDa) und verlinkt IF jeweils mit Mikrotubuli, Aktinfilamenten, Myosinfilamenten und
Membran-Komponenten in verschiedenen Zell- und Gewebetypen (Foisner und Wiche, 1991;
Svitkina et al., 1996). BPAGle, eine Splicevariante von BPAG, ist 230 kDa grof3 und
verkniipft IF mit Aktinfilamenten und Mikrotubuli hauptsdchlich in Neuronen. Die
Signifikanz beider Proteine fiir die Aufrechterhaltung der Zellintegritdit wird anhand von

Knockout-Studien in Sdugetier-Modellen deutlich. Die Abstinenz von Plectin resultiert in
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degenerierten Haut-, Skelett- und Herzmuskelzellen und wirkt letal (Andra et al., 1997).
Nullmutationen von BPAGI fiihren zur Degeneration von primérsensorischen Neuronen mit

abnormaler = Akkumulation von IF in  Axonen, was charakteristisch fiir

Autoimmunerkrankungen wie Bulléses Pemphigoid und Paraneoplastischer Pemphigus und

ebenfalls letal ist (Leung et al. 2002).

Tabelle 3.1: Intermediéirfilament Proteine und deren Eigenschaften

IF-Proteinklasse Name E]}(IBS; %/erlt_elill?li;ewebe_ Schliisseleigenschaften
Cytoplasmatische
I (n=28) Keratine (sauer) 40-64 Epithelien, Haare, Keratine (I, IT) formen
Nigel obligatorische 1:1 Heteropolymere
II (n=26) Keratine (basisch) 52-68 Epithelien, Haare
11 Vimentin 55 Mesenchymal Exprimiert in Embryonen
1T Desmin 53 Muskeln Mutiert in Kardiomyopathien
III GFAP 52 Astrocyten/Glia Mutiert in Alexander-Krankheit
I Peripherin 54 Peripherale Neuronen Induziert nach neuronaler
Verletzung
v Neurofilamente 61-110 Neuronen des ZNS Formen obligatorische
(L-,M-,H-Ketten) Heteropolymere mit a-Internexin
v a-Internexin 66 Neuronen des ZNS Wachstumseffektoren von Axonen
v Nestin 177 Neuroepithelien Marker fiir Stammzellen
v Syncoilin 54 Muskeln Interagiert mit a-Dystrobrevin
v Synemin 182 Muskeln a- & B-Isoformen, B-Form auch
bekannt als Desmuslin, interagiert
mit Aktin-assoziierten Proteinen
Nukleare
\Y Lamine B1, B2 66-68 Nukleare Lamina Vermehrt in Vorlduferzellen
v Lamine A/C 62-78 Nukleare Lamina Vermehrt in ausdifferenzierten
Zellen, Mutiert in muskuldrer
Dystrophie, u.a.
VI (Orphane)
? Filensin (Bfsp1) 83  Augenlinse Formieren beaded filaments in
? Phakinin (Bfsp2, 47 Augenlinse Linsenepithel-Zellen. Phakinin-
CP49) Mutationen verursachen Altersstarr

Tabelle 3.1, basierend auf Kim und Coulombe 2007; Erikkson et al., 2009. Zentrales Nervensystem; ZNS.

3.2 Protisten und die Diversitiit des Cytoskeletts im Kontext von IF Proteinen

Die Gruppe der Protisten (gr. ,,Urwesen®) vereint eine Vielzahl von einzelligen und wenigen
multizelluldren Organismen, die autotroph, heterotroph und mixotroph weltweit die
unterschiedlichsten Habitate besiedeln (Patterson, 1999). Verteilt iiber die sechs
Supergruppen: Opisthokonta, Amoebozoa, Archaeplastida, Rhizaria, Chromalveolata und

Excavata besitzen sie die hochste genetische und morphologische Diversitdt aller Eukaryoten,
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was sich nicht zuletzt in der Spezialisierung ihres Cytoskeletts dulert (Baldauf, 2008; Dawson
und Paredez, 2013; Hampl et al., 2009).

Trotz dieser morphologischen Vielfalt existieren in Vertretern aller sechs Gruppen,
essentielle und hoch konservierte Cytoskelett-vermittelte Mechanismen. Als Beispiel seien
die beiden Fortbewegungsstrategien amdboides Gleiten und flagelliertes Schwimmen
genannt, die sich mafgeblich auf die Proteinfamilien Aktin und Tubulin, denen darauf
aufbauenden Filamenten (Aktinfilamente, Mikrotubuli) sowie deren akzessorischen Proteinen
stiitzen (Kusdian et al., 2013; Wickstead und Gull 2011). Auch die Maschinerie der
mitotischen Zellteilung von der unterschiedliche Varianten existieren (offene, geschlossene
und semi-geschlossene Mitose; Boettcher und Barral, 2013; Sazer et al., 2014), basiert
grundlegend auf dem Aktin- und Tubulin-assoziierten Cytoskelett (Dawson und Paredez,
2013; Paredez et al., 2011).

Wiéhrend Homologe von Aktin und Tubulin, wie beispielsweise die Proteine MreB und
FtsZ, bis ins Reich der Eubakterien zuriickverfolgt werden konnen, gilt die eindeutige
Identifikation von IF Proteinen auflerhalb der Metazoa als erschwert (Kollmar, 2015; Koreny
und Field, 2016; Wickstead und Gull, 2011). Infolgedessen wurden IF Proteine Jahrzehnte
lang als evolutiondr restringierte Errungenschaft der Metazoa angesehen und beschrieben
(Fuchs und Weber, 1994; Herrmann und Strelkov, 2011; Peter und Stick, 2015). Aktuelle
Forschungsergebnisse jedoch, stiitzen vermehrt die Hypothese, dass IF Proteine bereits in den
urspriinglichsten Protisten priasent waren (Kollmar 2015; Koreny und Field 2016). Das bisher
offensichtlichste Beispiel auBerhalb der Metazoa stellt das Lamin-Homolog N8I der
einzelligen Amobe Dictyostellium dar. Die Strukturvorhersage fiir N81 deckt sich weitgehend
mit der kanonischer Lamine, inklusiver der Priasents der charakteristischen CDK1-, Ig-, NLS-
und CaaX-Box-Dominen. Lokalisations- und Knockout-Studien bestitigten zudem die
Assoziation von N81 mit der nuklearen Lamina in Dictyostellium als auch die Kolokalisation
mit Lamin B1 im Rahmen der heterologen Expression in Humanzellen (Kriiger et al., 2012).

Ergénzend zu diesen aktuellen Erkenntnissen wurden bereits im vergangen Jahrhundert
diverse Protisten beschrieben, die Cytoskelett-assoziierte Proteine nutzen, deren
Charakteristika denen von IF Proteinen entsprechen und weder zur Aktin- noch zur Tubulin-
Familie zugeordnet werden konnen (Lechtreck und Melkonian, 1998; Roberts, 1987;
Viscogliosi und Brugerolle, 1994). Hierzu zdhlt beispielsweise das von dem
Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae synthetisierte Protein MDMI1. Das 51 kDa

grole Protein dhnelt kanonischen IF Proteinen im Loslichkeitsverhalten, in der
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Aminosduresequenz und durch die Fahigkeit eigenstindig in Filamente zu assemblieren
(Mcconnell und Yaffe, 1993).

Ein weiteres Beispiel repridsentieren die Articuline die als Strukturproteine das
Membranskelett von Euglenoiden und Ciliaten aufbauen. Diese zeichnen sich durch eine
dreiteilige Protein-Architektur mit einer zentralen, auffallenden Verteilung geladener
Aminosduren, dem VPV-Motiv (bestehend aus Valin und Prolin), aus (Huttenlauch et al.,
1995; Marrs und Bouck, 1992). In diesem Zusammenhang sind auch die Alveoline zu nennen,
die als stabilisierender Bestandteil der sdckchenartigen Alveoli unterhalb der Plasmamembran
lokalisiert- und charakteristisch fiir die Gruppe der Alveolata sind (Gould et al., 2008; Mann
und Beckers, 2001). Entsprechend den Articulinen, besitzen auch sie geladene repetitive
Motive (Charged Repetitive Motif; CRM) wie zum Beispiel ,,EKIVEVP* und ,,VPV*, denen
im Fall von TtALV2 eine essentielle Funktion im Targeting und der Integration in das
periphere Cytoskelett von Tetrahymena thermophila zukommt (El-Haddad et al., 2013; Gould
etal., 2011).

Auch die Epiplasmine werden von Ciliaten codiert. Als Hauptbestandteil des
Epiplasmas gehoren sie mit 51 Proteinen zu einer Multigenfamilie, die sich iiber flnf
phylogenetische Gruppen verteilt (Aubusson-Fleury et al., 2013; Coffe et al., 1996; Dama;j et
al., 2009). Kennzeichnend ist ihre sequenzielle Architektur mit einer hoch konservierten
zentralen Domiéne, die aus sieben repetitiven Elementen (Heptad-Repeats) mit dem
Konsensus-Motiv [ERK]xx[VILT]EY[VIY] besteht und von weiteren repetitiven Segmenten
flankiert wird (Damaj et al., 2009).

Nicht zu Letzt sind die Giardine des Excavaten Giardia lamblia aufzufiihren, die als
Vertreter einer wachsenden Proteingruppe mittlerweile auch als Disc Associated Proteins
(DAPs) bezeichnet werden (Hagen et al., 2011). Charakteristisch fiir diese Proteine ist ihre
Assoziation mit der Ventralen Disk, einer einzigartigen und spezialisierten Cytoskelett-
Struktur des Humanpathogens. Auch fiir einige Giardine konnten repetitive Motive
vorhergesagt und zudem die Fahigkeit Filamente zu formieren determiniert werden (Crossley
und Holberton, 1985; Crossley und Holberton, 1983).

Neben den bisher beschriebenen Exemplaren existiert eine Vielzahl weiterer Proteine,
die hiufig mit spezialisierten Cytoskelett-Komponenten diverser Protisten verkniipft und

strukturell sowie funktionell den metazoischen IF Proteine dhnlich sind (Tab. 3.2).
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Tabelle 3.2. Cytoskelett-assoziierte Proteine diverser Protisten, die Charakteristika metazoischer IF Proteine besitzen. Kennzeichnend fiir die
aufgefiihrten Proteine ist die Strukturvorhersage von Coiled-Coils und/oder repetitiven Motiven und héufig die Fahigkeit Filamente zu formieren.

Protein

Organismus

Lokalisation

Referenz

Alveoline / IMC Proteine
aAlveolinl, PAlveolin2, IMC,
dimes, eimce4, fimes, 8imcs,
hive, iives, Iimeo, Kivcto,
Iimc11, MMci2, PIMC13, OIMC 14,
PIMC15

Apical Polar Ring Proteine
3RNG1, PRNG2

Articuline

480 kDa Articulin, 86 kDa Articulin,
b Articulin 1, PArticulin 4,

CArticulin p60

Basal Apparatus Proteine
4B Ap90, PBApYS

Epiplasmine
aEPI11, EPI20, ®EPI30, 2EPI38,
4Ep140, 2EPI41, PEpiplasmin C,

Giardine
4.1 Giardin, Pa-2 Giardin,
°B-Giardin, 98-Giardin, SDAPs

abr, etrahymena thermophila,

CPToxoplasma gondii

Toxoplasma gondii

ab Euglena gracilis,

CPseudomicrothorax dubius

Spermatozopsis similis

Aparamecium tetraurelia

br, etrahymena pyriformis

Giardia lamblia

aAlveoli, bzwischen longitudinalen
Mikrotubuli, &&E&LKM.0p o it aler
IMC, f’i’Basalkomplex, 1apikale Cap,
basales Ende des IMC, "kortikaler IMC,
Basalkomplex, Pkortikaler IMC, apikale

Cap, Basalkomplex, Centrosom

Apikal polarer Ring

Epiplasma

Proximal-Platten des Basalapparats

Epiplasma

8plasmamembran der Trophozoiten,
bMicroribbons, C’d’eVentrale Disk

*Gould et al., 2008;

Dl -Haddad et al., 2013;
®Mann et al., 2002;

dGubbels et al., 2004;

®Hu et al., 2006;
f_pAnderson—White etal., 2011

Tran et al., 2010;
DK atris et al., 2014

@Marrs und Bouck 1992;
bHuttenlauch etal., 1998;
CHuttenlauch et al., 1995

4Geimer et al., 1998a;

bGeimer et al., 1998b
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3.3 Die Parabasalia und deren Cytoskelett

Die Parabasalia repridsentieren mit 466 rezenten Spezies eine monophyletische Gruppe
diverser oOkologisch und medizinisch relevanter Flagellaten innerhalb der Supergruppe
Excavata (Adl et al., 2007; Hirt und Sherrard, 2015). Abgeleitet von der Anzahl und dem
Arrangement der Flagellen wird die Gruppe traditionell in die zwei Untergruppen
Hypermastigida und Trichomonadida unterteilt (Cepicka et al., 2010; Honigberg, 1963). Die
Hypermastigida beinhaltet Spezies mit groBBerem Zellvolumen und einer Vielzahl an
Flagellen. Die Trichomonadida dagegen kleinere und simpler strukturierte Protisten mit bis zu
sechs Flagellen (Brugerolle, 1991; Noda et al., 2012). Eine aktuellere Klassifizierung, gestiitzt
durch ultrastrukturelle und molekular-phylogenetische Daten, postuliert die sechs parabasalen
Linien: = Hypotrichomonadea, = Trichomonadea,  Tritrichomonadea,  Cristamonadea,
Trichonymphea und Spirotrichonymphea (Cepicka et al., 2010). Représentiert durch Protisten
mit vielseitig morphologischer Komplexitit, wie in Abbildung 3.5 schematisch illustriert,
werden diese generell durch den namensgebenden (i) Parabasal-Apparat (einen durch
gestreifte Filamente gestiitzen Golgi-Apparat), (i) die Crypto-Pleuro-Mitose (eine
geschlossene Form der Mitose mit externem Spindelapparat), (ii1) die Hydrogenosomen (eine
anaerobe Form von Mitochondrien) vereinend charakterisiert (Brugerolle, 1991; Embley und
Martin, 2006; Noda et al., 2012).

Obwohl sich das Cytoskelett der Parabasalia durch eine hohe Diversitét innerhalb der
sechs Familien auszeichnet, ldsst sich eine Grundausstattung an Cytoskelett-Elementen
erkennen (Abb. 3.6). Allgemein besteht diese aus dem Mikrotubuli-haltigen Axostyl und der
damit verkniipften Pelta, sowie dem Karyomastigont-System, welches sich aus dem Nukleus,
den Basalkorpern (syn. Kinetosome) und den Flagellen zusammensetzt (Cepicka et al.,
2010). Das Axostyl formt die Zellachse und durchzieht den Einzeller riickgratartig von
anterior nach posterior. Bestehend aus einem spiralformigen Band an longitudinal
verlaufenden Mikrotubuli formt das starr und stabil erscheinende Axostyl eine 16ffelartig
erweiterte Region (das Capitulum) im anterioren Bereich und verlduft zum posterioren Ende
schmaler zu, wo es in einer Zellausstiilpung miindet (Benchimol et al., 2000; Rosa et al.,
2013). Im Gegensatz zu anderen Cytoskelett-Strukturen ist das Axostyl und dessen
Architektur unter Spezies der Parabasalia hoch konserviert (Cepicka et al., 2010). Funktionell
kann es neben der Stabilisation auch aktiv zur Karyokinese wahrend der Zellteilung beitragen,

wie es fiir Tritrichomonas foetus beschrieben wurde (Ribeiro et al., 2000)
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TRICHOMONADEAY TRITRICHOMONADEA| SPIROTRICHONYMPHEA

Honigbergiellida

Dientamoebidae

Hexamastigidae Tricercomitidae
UM+costa+IB+comb
lost, flagella reduced
Tritrichomonadidae
Honigbergiellidae M
ij\\( um

Trichomonadida
Trichomonas group

TRICHONYMPHEA
Teranymphide Hoplonmphidae
’/(; ) y ’/:lw\/\ 7

Pentatrichomonas group

5 flagella

HYPOTRICHO-
MONADEA

Trichomitus Hypotrichomonas

Comb, 4 flagella lamelliform Cresta, spiralised axostyle, Multiple flagella retained Multiple flagella
lamelliform UM, UM, costa B || modified UM, costa reduced during division, spiralised retained during
costa A rows of flage“a and division, bi- or
- parabasal bodies, usually tetraradially
|14 flagella, IB, comb, railform UM, costa A I modified axostyle. symmetric
rostrum
| stout Tritrichomonas-like axostyle | I
A

Abbildung 3.5: Morphologische Diversitét innerhalb der sechs Parabasalia-Gruppen: Trichomonadea,
Tritrichomonadea, Spirotrichonymphea, Trichonymphea, Cristamonadea und Hypotrichomonadea. In
allen Gruppen ist das Axostyl vorzufinden. Die Costa und die undulierende Membran sind nicht in
allen Familien priasent und teilweise reduziert. Die Cresta ist eine modifizierte Form der Costa in
Vertretern der Cristamonadea. Von allen Parabasalia zeigt die Familie Tritrichomonadidae (Gruppe:
Tritrichomonadae) das komplexeste Cytoskelett mit zusdtzlichen Komponenten: Infrabasalkorper (IB)
und Comb (dt. Kamm). Basierend auf Cepicka et al., 2010.
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Anterior des Nukleus geht das Axostyl in die Pelta iiber und formt die sogenannte Pelta-
Axostylar-Junction. Die Pelta umschlieft die Basalkorper semi-zirkuldr und stiitzt somit den
Flagellenkanal von wo die Flagellen entspringen (Benchimol et al., 2000; Honigberg BM,
1990). Das einfachste Karyomastigont-System beinhaltet einen Nukleus und vier Basalkorper
— drei anteriore und einen riicklaufig gerichteten — welche jeweils alle eine Flagelle fiihren
(Brugerolle, 1991; Cepicka et al., 2010). Die riicklaufige Flagelle ist peripher mit der
cytoplasmatischen Zellmembran verkniipft und schlingelt sich entlang des Zellkorpers als
Bestandteil der Undulierenden Membran (UM). Die UM, welche die dreidimensionale
Lokomotion der Zelle in viskosen Fliissigkeiten steigert, ist nicht in allen Mitgliedern der
Parabasalia vorhanden (Cepicka et al., 2010). In manchen Spezies fehlt sie komplett, erscheint
reduziert oder ist vollstindig ausgebildet, wobei die zwei Formen — laminér
(Trichomonadidae) oder rail-typ (Tritrichomonadidae) — unterschieden werden. Gestiitzt wird
die UM durch ein angrenzendes, auffillig gestreiftes und starr erscheinendes Filament — die
Costa.

Die Costa ist ein spezifisches Merkmal der Parabasalia und konnte bisher nicht in
anderen Gruppen identifiziert werden (Cepicka et al., 2010). Hiufig wurde die Costa in
Koexistenz mit der UM beobachtet, was ihre Funktion als stabilisierende Struktur der mit der
riicklaufigen Schleppgeifiel verkniipften UM bekriftigt (Honigberg BM, 1990; Kulda et al.,
1986). Basierend auf Unterschiede im Bandenmuster der gestreiften Costa wurden zwei
Typen beschrieben — ein A- und ein B-Typ (Honigberg BM, 1971). Der A-Typ gilt als ein
definierendes Kennzeichen der Familie Tritrichomonadidae zu der unter anderem
Tritrichomonas foetus zéhlt. Der B-Typ ist unter den Parabasalia ein einzigartiges
Charakteristikum der Trichomonadidae, die auch Tetratrichomonas gallinarum und
Trichomonas vaginalis vereint. Neben der hdufig beschriebenen immotilen Form existiert
auch eine motile B-Typ Costa wie im Fall von Trichomitopsis (Amos et al., 1979). Die
Proteinkomposition der Costa unterscheidet sich deutlich von iiblichen Cytoskelett-Strukturen
und erscheint unabhédngig von Aktin und Tubulin. Viscogliosi und Brugerolle (1994)
determinierten die Proteine der B-Typ Costa von T. gallinarum und T. vaginalis mit einem
Molekulargewicht zwischen 100-135 kDa und postulierten diese als eine neue Klasse an
Cytoskelett-Proteinen. Im Vergleich zu Proteinen gestreifter Filamente anderer Protisten, wie
beispielsweise Giardin (Giardia lamblia) und SF-Assemblin (diverser Griinalgen),
unterscheiden sich Proteine der Costa durch ihr hohes Molekulargewicht und in ihrem
biochemischen Verhalten gegeniiber chaotropen Agenzien. Weiterhin wurde auf eine dhnliche

Proteinzusammensetzung der A- und B-Typ Costae hingewiesen und deren Homologie
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diskutiert. Neben der Costa sind weitere filamentdse Strukturen vorhanden, die auffallend

dhnliche Eigenschaften aufweisen.

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Cytoskelett-Architektur von 7. vaginalis
(Trichomonadidae). Schematisiert ist die ganze Zelle (links) und die anteriore Region des
Cytoskeletts im Detail (rechts). Die vier anterioren Flagellen (Af) entspringen den Basalkdrper (1-4)
und die riickldufige Schleppgeifiel (RF) dem hierzu orthogonal gerichteten Basalkdrper (R). Von
Basalkorper 1 aus entspringt das Filament F1 im Uhrzeigersinn und die Marginale Lamelle (ML) der
Undulierenden Membran (UM). Das X-Filament ummantelt den Basalkdrper 2 von wo das sigmoidale
Filament F2 ventral entspringt und sich iiber den Pelta-Axostylar-Complex (Pe-CaAx), bestehend aus
Pelta (Pe) und Capitulum-Axostyl (CaAx), bis zur Pelta-Axostylar-Junction (J) erstreckt, welche den
Ubergang der Mikrotubuli von Axostyl und Pelta definiert. Filament F3 entspringt von Basalkérper 3.
Die Parabasalen Filamente (PF1, 2) besitzen das A-typ Bandenmuster. Sie sind distal mit den
Basalkorpern 3, 4 und proximal mit jeweils einem Golgi-Apparat (Go) verbunden unter Formation des
Parabasal-Apparats (PB) nahe des Nukleus (N). Die Costa tragt das B-Typ Bandenmuster und ist mit
den Basalkorpern 2 und R proximal verkniipft. Rechte Abbildung basierend auf Honigberg 1990.

Die Parabasalen Filamente (Pf) reprdsentieren gestreifte, rigide erscheinende Filamente,
die in unterschiedlicher Anzahl in allen Vertretern der Parabasalia vorkommen. In
T. gallinarum und T. vaginalis beispielsweise wurden jeweils zwei bis drei Pf beschrieben
(Brugerolle und Viscogliosi, 1994; Lee et al., 2009). Distal sind die Pf mit den Basalkdrpern
und proximal mit den Dictyosomen des Golgi-Apparats perinukledr verkniipft. Aufgrund ihrer
Assoziation mit dem Golgi-Apparat wurde der Begriff ,,Parabasal-Apparat® etabliert, welcher
als ein synapomorphes Merkmal namensgebend fiir die gesamte Gruppe der Parabasalia ist

(Brugerolle 1991; Carpenter et al., 2011). Basierend auf der Interpretation von
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Transmissionselektronen-Mikroskop-Aufnahmen wurde die Positionierung und Stabilisierung
der Golgi-Dictyosomen nahe des Nukleus als Hauptfunktion der Pf postuliert (Brugerolle
1991; Brugerolle und Viscogliosi 1994). Im Vergleich mit der Costa lassen sich einige
Gemeinsamkeiten erkennen: Die Pf besitzen (1) ein aufféllig dhnlich gestreiftes Bandenmuster
wie das des A-typs, (i1) die Proteinzusammensetzung zeigt die gleiche Groenverteilung (100-
135 kDa) und (ii1) eine Antikorper-vermittelte Kreuzreaktivitidt mit Proteinen (SF-Assemblin,
Centrin, Giardin) gestreifter Filamente anderer Protisten auferhalb der Parabasalia konnte
nicht nachgewiesen werden (Brugerolle und Viscogliosi 1994).

Weitere filamentdse Strukturen umfassen die hakenférmigen Filamente F1, F3 inklusive
des X-Filaments und des sigmoidalen Filaments F2 (Abb. 3.6), deren Funktion in der
Verkniipfung der Basalkdrper miteinander sowie mit der Pelta und dem Cytoplasma besteht
(Benchimol 2005; Honigberg 1990). Zusitzlich zur Grundausstattung sind weitere
Cytoskelett-Elemente spezifisch fiir einzelne Familien beschrieben worden. Der Comb (dt.
Kamm) beispielsweise wurde in Vertretern der Cristamonadea, Tritrichomonadea und
Hypotrichomonadea observiert. Diese periodisch gestreifte Struktur, dessen exakte Funktion
unbekannt ist, befindet sich zwischen Costa und einem Basalkdrper (Benchimol 2005). Der
Suprabasal- und der Infrabasalkérper, deren Funktion ebenfalls nicht geklart ist, sind
charakteristisch fiir Spezies der Tritrichomonadea. Ersterer schmiegt sich in Form eines
Stangels an einen Basalkorper, letzterer liegt dem gesamten Basalkorper-Komplex zu Grunde.

Zur Ubersicht sind simtliche Cytoskelett-Komponenten in Tabelle 3.3 aufgelistet.
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Tabelle 3.3: Spezifische Cytoskelett-Komponenten der Parabasalia in Ergéinzung zu Abbildung 3.6

Cytoskelett- Beschreibung Funktion
Element
Atractophor Mikrotubuli-organisierendes Centrum, elektronendichte ~ Organisation der Spindel-Mikrotubuli bei der

(syn. Centrosom)

Axonem

Axostyl

Basalkorper

(syn. Kinetosom)

Costa

Comb (dt. Kamm)

Struktur ndhe des Costa-Ursprungs (7. foetus) oder der
Parabasalen Filamente (7. vaginalis).

Mikrotubuli-basierte, bewegliche Struktur der Flagellen
im 9+2 Arrangement. Die Anzahl variiert mit 4 in
Tritrichomonadidae, 5 in Trichomonadidae.

Mikrotubuli-basierte, riickgratartige, Band-formige die

Zelle von posterior nach anterior durchziehende Struktur.

Basisstruktur der Flagellen im 9+3 Arrangement.

Rigide erscheinende, filamentdse Struktur mit einem
auffalligen periodischen Bandenmuster, die sich
intrazelluldr an der Zelloberfldche angrenzend zur
undulierenden Membran erstreckt und zwei Basalkorper
miteinander verbindet. Uber Filamente mit dem Nukleus
verbunden.

Filamentose Struktur, die sich zwischen des Costa-
Ursprungs und dem Basalkorper der Schleppgeif3el
befindet.

Zellteilung.

Motilitdt, Beitrag zur Zellteilung.

Beitrag zur Zellteilung (Karyokinese)
Stabilisation der Zelle.

Festigung, Verankerung der Flagellen.

Stabilisation der undulierenden Membran und der

angrenzenden Zellmembran.

Funktion unbekannt, vermutlich Stabilisation.
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Parabasale
Filamente (Pf)

Pelta

Sigmoidales
Filament (F2) &
X-Filament

Infrabasalkorper

Suprabasalkorper

Hakenformige
Filamente (F1, F3)

Undulierende
Membran

Gestreifte Filamente mit periodischem Bandenmuster
(dhnlich dem der Costa). Anzahl variiert: 2 Pf

(T. foetus), 3 Pf (T. vaginalis). In Kombination mit
dem Golgi-Apparat als Parabasal-Apparat bezeichnet,
namensgebend fiir die Gruppe der Parabasalia.

Mikrotubuli-basierte, 16ffelartige Struktur und
Bestandteil des Axostyls im anterioren Bereich.
UmschlieBt die Basalkorper mantelartig.

Filamente in kurvig erscheinender Anordnung, verbinden
die Basalkorper miteinander, mit dem Pelta-Axostylar-
Komplex und dem Cytoplasma.

Grof3e und dicht erscheinende Struktur unterhalb des
Basalkorper-Komplexes (Tritrichomonadae spezifisch).

Stangelartige Struktur nahe der Basalkorper
(Tritrichomonadae spezifisch).

Periodisch gestreifte Filamente, die gebogen von den
Basalkorpern entspringen und die Basalkorper
miteinander als auch mit Pelta verbinden.

Besteht aus einer dorsalen Falte der cytoplasmatischen
Membran, verwoben mit der riickldufigen Schleppgeif3el.

Stabilisation des Golgi-Apparats.

Stabilisation des Flagellen-Kanals

Verankerung, Stabilisation. Beinhalten Centrin.

Funktion unbekannt.

Funktion unbekannt.

Funktion unbekannt. Beinhalten Centrin.

Steigert die Lokomotion der riickldufigen
Schleppgeiiel, vermutlich eine Adaption an
viskose Habitate (Korperfliissigkeiten des Wirts).

Tabelle 3.3, basierend auf Benchimol 2005; Cepicka et al., 2010; Honigberg et al., 1971, Honigberg und Brugerolle 1990; Kulda et al., 1986.
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3.4 Tetratrichomonas gallinarum und Trichomonas vaginalis

Die in dieser Forschungsarbeit untersuchten Flagellaten 7. gallinarum und T. vaginalis zéhlen
phylogenetisch zur Supergruppe der Excavata und weiterhin zur Klasse der Parabasalia, dem
Stamm der Diplomonadida und im Rahmen der Ordnung Trichomonadida zur Familie der
Trichomonadidae (Adl et al., 2012; Cepicka et al., 2010). Der zelluldre- und Cytoskelett-
gestiitzte Aufbau beider Einzeller zeigt deutliche Ahnlichkeit, wie in Kapitel 3.3 genauer
beschrieben ist. Ferner zeichnen sich beide Organismen durch einen obligatorisch parasitiren
Lebensstil in Vertebraten aus (Cepicka et al., 2005; Ryan et al., 2011).

T. gallinarum wurde erstmalig im Caceum von Hiithnern beschrieben (Martin und
Robertson, 1911). Mittlerweile gilt der Flagellat als ein weltweit verbreiteter Parasit des
Verdauungstrakts diverser domestizierter und wild lebender Vogelarten (Cepicka et al., 2005;
Hess und McDougald, 2013). Der Nachweis bestimmter Spezies im Bereich der Mundhohle
und den Atemwegen von lungenerkrankten Menschen deutet allerdings auf ein breiteres
Wirtsspektrum hin, wobei die Pathogenitét des Parasiten generell umstritten ist (Amin et al.,
2011; Teras et al., 1980). Molekulare Phylogenie-Analysen demonstrierten fiir
Tetratrichomonas-Isolate aus verschiedenen Wirten einen in Relation zu anderen
Trichomonaden auftillig hoheren intraspezifischen Polymorphismus, mit mindestens drei
Morphospezies (Cepicka et al., 2005). Das weltweite Vorkommen diverser Spezies konnte
demnach die unterschiedlichen Pathogenititsmerkmale erkldren, die durch mehrere
unabhingig durchgefiihrter Studien dokumentiert wurden (Cepicka et al., 2005; Kulda et al.,
1974; Liebhart et al., 2014). Auch eine Mixinfektion mit den Flagellaten Histomonas
meleagridis, Spironucleus meleagridis oder Trichomonas gallinae stehen in Zusammenhang
das Pathogenititspotential von 7. gallinarum zu beeinflussen (Kemp und Reid, 1965; Tyzzer,
1920). Im Vergleich zu T. gallinarum ist das Humanpathogen 7. vaginalis nicht nur im
Hinblick medizinischer, sondern auch evolutions- und vor allem molekularbiologischer
Fragestellungen umfangreicher erforscht.

Trichomonas vaginalis ist ein mikroaerophil lebender Parasit des menschlichen
Urogentitaltrakts. Erstmals im Jahr 1836 von Alfred F. Donné beschrieben gilt der Erreger
zwischenzeitlich als Ursache der weltweit am héufigsten, nicht-viralen und sexuell
iibertragbaren Geschlechtskrankheit Trichomoniasis (Hirt, 2013). Im Jahr 2008 schétzte die
World Health Organisation (WHO) die globale Inzidenz an T. vaginalis Infektionen auf 276,4
Millionen, mit einer Zunahme von 11,2% im Vergleich zu 2005 (WHO, 2012). Basierend auf
Datenerhebungen im Zeitraum von 2005 bis 2012 wurde die globale Pravalenz im Jahr 2012

auf 143 Millionen kalkuliert (Newman et al., 2015). Die Infektion mit 7. vaginalis kann
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unterschiedliche Krankheitsbilder hervorrufen. In Frauen kann es zur Entziindung der Vagina,
des Gebarmutterhalses und der Harnréhre kommen. Ferner steht die Infektion in
Zusammenhang mit bakterieller Vaginose, Candidiasis, Chlamydia, Gonorrhoea und Syphilis
(Kissinger, 2015). In der Schwangerschaft kann es zu frithzeitigem Reiflen der Plazenta und
damit zur Frithgeburt kommen (Silver et al., 2014). Bei Ménnern kann der Befall des
Pathogens eine Urethritis beziehungsweise eine Prostatitis verursachen, die symptomlos
verlaufen und neben Unfruchtbarkeit auch Prostatakarzinome zur Folge haben kann (Sena et
al., 2007; Sutcliffe et al., 2006). Zudem ist die Infektionsanfalligkeit gegeniiber dem Human
Immunodeficiency Virus (HIV) durch eine Trichomoniasis in beiden Geschlechtern erhoht
(Hobbs et al., 1999; McClelland et al., 2007). Zur Behandlung des Parasiten wird
standardmafig Metronidazol eingesetzt, welches als antibiotisches 5-Nitroimidazol in den
Stoffwechsel des Erregers eingreift und DNA-Strangbriiche herbeifiihrt (Cudmore und
Garber, 2010; Tocher und Edwards, 1994). Jedoch wurden bereits Metronidazol-resistente
Stamme von 7. vaginalis nachgewiesen (Upcroft et al., 2006).

Die Morphologie des Flagellaten ist komplex (Kap. 3.3) und reflektiert die Anpassung
an ein dickfliissiges und sdurehaltiges Milieu des urogenitalen Wirtsgewebes. Im Zuge der
Infektion ermdglicht das Cytoskelett dem Parasiten sowohl eine amdboide als auch eine
freischwimmende Form anzunehmen. Wihrend die amoboide Form durch eine
OberflachenvergroBerung das Anheften an die Wirtzelle ermoglicht, fordert die
freischwimmende Form die Motilitdt innerhalb des Wirtsgewebes (Arroyo et al., 1993;
Kusdian et al., 2013). Als freischwimmender Trophozoit zeigt er eine ovale, birnenartige
Gestalt, die im Durchschnitt eine Ladnge von 10 um und eine Breite von 7 pm aufweist (Petrin
et al., 1998). Ergidnzend zur freischwimmenden Form wird die dreidimensionale Motilitdt im
fliissigen Milieu durch insgesamt fiinf Flagellen gewdahrleistet. Vier Flagellen befinden sich
anterior wihrend die flinfte Flagelle, die Schleppgeifiel, mit der undulierenden Membran
verknlipft ist und sich riickldufig tiber zwei Drittel der Zelle erstreckt (Kap. 3.3). Unter Stress-
und ungiinstigen Wachstumsbedingungen bildet der Parasit eine sogenannte Pseudozyste,
wobei er eine runde, spherische Form annimmt und seine Flagellen internalisiert, was das
Erscheinungsbild einer Zyste vermittelt (Pereira-Neves et al.,, 2003). Die
Uberdauerungsfihigkeit der Pseudozyste gilt generell als umstritten und es wird vermutet,
dass sich die Zelle lediglich im Zuge der Degeneration abrundet (Kusdian und Gould, 2014;
Petrin et al., 1998). Demgegeniiber weisen pathologische Studien auf das Infektionspotential
der Pseudozysten in Verbindung mit Trichomoniasis hin (Afzan und Suresh, 2012; Hussein

und Atwa, 2008).
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Neben der medizinischen Relevanz stellt 7. vaginalis auch hinsichtlich
evolutionsbiologischer  Fragestellungen im Rahmen vergleichender Genom- und
Proteomstudien einen wichtigen Forschungsorganismus dar. Im Jahr 2007 konnte das Genom
des Parasiten vollstindig sequenziert werden. Die Sequenz-Analyse enthiillte ~60.000
Protein-codierende Gene auf sechs haploiden Chromosomen, womit 7. vaginalis unter allen
Eukaryoten eines der umfangreichsten Genome beherbergt (Carlton et al., 2007).
Auftilligerweise bestehen mindestens 60% des ~160 Megabasenpaaren (Mbp) grofen
Genoms aus repetitiven Sequenzen inklusive transponierbaren Elementen. Der Befund, dass
die Mehrheit der repetitiven Sequenzen in hundertfachen Kopien mit geringfiigigen
Polymorphismen vorliegen, deutet auf eine abrupte Expansion des genetischen Materials hin,
die wahrscheinlich mit der Adaption an den Urogenitaltrakt einherging (Carlton et al., 2007).
Neueren Analysen zu Folge, unter Berticksichtigung und Klassifizierung von Genfamilien,
wird das Genom auf 175 Mbp mit ~46.000 Protein-codierenden Genen geschétzt (Smith und
Johnson, 2011). Basierend auf diesen Daten konnten dem Cytoskelett insgesamt 122
Mikrotubuli-assoziierte- (repriasentiert durch Mitglieder der Tubulin-, Kinesin- und Dynein
Genfamilien) und 73 Aktinfilament-assoziierte Gene zugewiesen werden, wobei keine Gene

der Myosin-Familie identifiziert wurden (Carlton et al., 2007; Dawson und Paredez 2013).

3.5 Ziele der Dissertation

Die Mitglieder der Trichomonadida besitzen ein komplexes und spezialisiertes Cytoskelett,
welches die Anpassung an den parasitiren Lebensstil in unterschiedlichen Wirten reflektiert.
Im Fall von Trichomonas vaginalis, der in dieser Ordnung am griindlichsten erforschten
Spezies, trigt es entscheidend zur schlagartigen Morphologieinderung im Zuge des
Infektionsmechanismus humaner Epithelzellen im Urogenitalbereich bei (Kusdian et al.,
2013). Die Dynamik der Zellmorphologie wird hierbei liberwiegend durch konservierte
Cytoskelett-Proteine der Aktin- und Tubulin-Familie gestiitzt und gesteuert. Wiahrend Aktin
primir im Zellcortex und Tubulin als Hauptbestandteil des Axostyls und den Flagellen
vorkommen, existieren weitere Trichomonadida-spezifische Cytoskelett-Komponenten, wie
beispielsweise die Costa und die Parabasalen Filamente, deren Proteinzusammensetzung
bislang als unbekannt galt (Brugerolle und Viscogliosi 1994).

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit bestand demzufolge in der Identifizierung
samtlicher Cytoskelett-assoziierter Proteine mit dem Fokus auf die gestreiften Filamente — die

Costa und die Parabasalen Filamente — von 7. vaginalis als Vertreter der Trichomonadidae.
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Diesbeziiglich sollte das Cytoskelett von 7. vaginalis vollstindig extrahiert und dessen
Proteom massenspektrometrisch determiniert werden. Da sich das Cytoskelett von
Tetratrichomonas gallinarum jedoch merklich reiner und quantitativer extrahieren lie3, galt
es kurzfristig dieses der massenspektrometrischen Analyse vorzuziehen. Unter Aufruf der
Datenbank TrichDB (http://trichDB.org) und den hieriiber zugédnglichen Genomdaten des
T. vaginalis-Stammes G3, sollten nun mittels der massenspektrometrisch erfassten Daten
samtliche Cytoskelett-assoziierten Proteine erfasst werden. Zur Identifikation dieser war es
notwendig das Transkriptom von 7. gallinarum zu sequenzieren und eine Transkriptom-
Bibliothek zu generieren, zumal von diesem Organismus bis dato keine Sequenzdaten
offentlich zur Verfligung standen (Melzer et al., unpublizierte Daten).

Um die Assoziation der massenspektrometrisch identifizierten Proteine mit dem
Cytoskelett und damit die experimentelle Vorgehensweise zu verifizieren, galt es fiinf
Kandidatenproteine fiir in vivo Immunfluoreszenz-vermittelte Lokalisationsstudien zu
selektieren. Fiir diese fiinf Proteine sollten Green Fluorescence Protein- (GFP)
beziehungsweise Hdamagglutinin- (HA) Reporter-Konstrukte kloniert und fiir die homologe
Expression in T. vaginalis sowie die heterologe Expression in 7. gallinarum induziert werden.

Weiterhin galt es das Cytoskelett-Proteom bioinformatisch zu untersuchen. Potentielle
Struktur- und Funktionshomologe sollten {iber die Datenbank-basierten Programme BLAST
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) und EuKaryotic Orthologous Groups (KOG)
determiniert werden. Zudem sollten sdmtliche Proteine auf charakteristische
Strukturmerkmale hin analysiert werden. Zu diesen zdhlten primdr repetitive
Proteinsequenzen und Doménen, insbesondere Coiled-Coil Motive, die als ein Kennzeichen
metazoischer IF Proteine gelten. Hierfiir wurde ein Suchalgorithmus verwendet, der bereits in
Tetrahymena thermophila erfolgreich zur Identifikation einzigartiger Strukturproteine, die in
Aufbau und Funktion metazoischen IF Proteinen gleichen, angewandt wurde (Gould et al.,
2011). Im Zuge dessen sollte statistisch iiberpriift werden, ob die Cytoskelett-assoziierten
Proteine generell mehr Coiled-Coils und andere repetitive Motive aufweisen als Cytoskelett-
unabhingige Proteingruppen von 7. vaginalis.

Darauf aufbauend galt es zu testen, ob das Proteom iiber Coiled-Coil-haltige Proteine
verfiigt, die analog zu einigen metazoischen IF Proteinen, die intrinsische Fihigkeit besitzen
auch isoliert in vitro zu Filamenten zu assemblieren. Hierzu sollten drei Coiled-Coil-haltige
Kandidaten als Histidin-Fusionsproteine heterolog in Saccharomyces cerevisiae exprimiert,
per Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) purifiziert und einem Filament-

Assemblierungs-Assay unterzogen werden.
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Zusammenfassend bestand das Ziel der vorliegenden Arbeit in der Identifikation des
vollstindigen Cytoskelett-assoziierten Proteoms von 7. vaginalis. Der Fokus lag hierbei auf
Proteinen mit repetitiver Sequenzarchitektur, die mit filamentosen Strukturen assoziiert- und
anhand ihrer Eigenschaften weder der Aktin- noch der Tubulin-Proteinfamilie zuzuordnen
sind. Basierend auf Erkenntnissen spezialisierter Cytoskelett-Morphologien diverser
Protisten, wie beispielsweise Saccharomyces cerevisiae, Tetrahymena thermophila und
Giardia lamblia, war das Ziel im weiteren Sinne Indizien fiir das Vorkommen von IF
Proteinen im Reich der Protisten zu ermitteln und diese im Kontext metazoischer Organismen
zu diskutieren; zumal bis zu Beginn dieser Doktorarbeit die Prdsenz von IF Proteinen
auflerhalb der Metazoa von der IF Protein-Forschungsgemeinde generell angezweifelt wurde
(Herrmann und Strelkov 2011; Goldmann et al., 2012; Peter und Stick 2015; Koreny und
Field 2016).
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Medien und Chemikalien

Samtliche Puffer, Medien und Losungen wurden in demineralisiertem Wasser gelost und per

Dampf-Sterilisation autoklaviert beziehungsweise steril-filtriert. Die hierzu verwendeten

Chemikalien standen in hochster Reinheit und Qualitdt zur Verfiigung.

4.1.2 Antibiotika

Bezeichnung Hersteller
Ampicillin Sigma

Geneticin (G418) Roth
Penicillin/Streptomycin ~ Biomedicals LLC

4.1.3 Antikorper und Fluorophore

Bezeichnung Herkunft
Priméarantikorper

Anti-GFP, polyklonaler Antikorper aus Kaninchen Abcam
Anti-HA, monoklonaler Antikérper aus Kaninchen (H6908) Sigma
Anti-HA, monoklonaler Antikorper aus Maus (H9658) Sigma
Anti-HIS, monoklonaler Antikérper aus Maus (A00186-100) Genscript
Anti-Tubulin, monoklonaler Antikérper aus Maus (1G10) Bricheux et al. 2007
Anti-SCS, polyklonaler Antikérper aus Kaninchen Eurogentec
Sekundéarantikorper

Ziege anti-Kaninchen, IgG, Alexa fluor 488, (A-11008) ThermoFischer
Esel anti-Maus IgG, Alexa fluor 594, (A-21203) ThermoFischer

Peroxidase konjugiert, Ziege anti-Maus IgG, ImmunoPure” (31430) Pierce

Mounting Medium

Fluoroshield " mit DAPI (F6057) Sigma
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4.1.4 Oligonukleotide

Material und Methoden

Samtliche Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg)

synthetisiert. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme sind in der folgenden

Auflistung unterstrichen.

Bezeichnung

Sequenz (5°-37)

TV474360_Ndel F
TV474360 BamHI R
TV339450 Ndel F
TV339450 BamHI R
TV117060_Ndel F
TV117060_ BamHI R
TV059360 Kpnl F
TV059360 BamHI R
TV030160 Kpnl F
TV030160_BamHI R

GGTGGTCATATGATGAGTGATCAAGAAATTGCCG
GGTGGTGGATCCATTCTTTGCAACAAGGATCTGAG
GGTGGTCATATGATGAGTGACCAGGAATCATTTG
GGTGGTGGATCCATCTTTTCTTGGTGAAATCGAGA
GGTGGTCATATGATGTCTGACGTTGAACTTAGTG
GGTGGTGGATCCCTCAGTTTGCGCTAGCTTTG
GGTGGTGGTACCATGTCGAAACAACAGAAGAATG
GGTGGTGGATCCGCCTTCGTAGTTATCAATCTC
GGTGGTGGTACCATGGCTGACGAACTCAAGCT

GGTGGTGGATCCTTTCATTTTCCAAATGTAAATGCC

4.1.5 Enzyme

Bezeichnung Hersteller

Ndel, Kpnl, BamHI New England Biolabs
Protease Inhibitor Cocktail Sigma Aldrich

T4 DNA Ligase Thermo Scientific

T4 DNA Quick Ligase New England Biolabs
Phusion® DNA Polymerase New England Biolabs
Velocity® DNA Polymerase Bioline

4.1.6 Kits

Bezeichnung

Hersteller

CloneJET " PCR Cloning Kit
DNase I (RNase-free)
DNAzol”

iScript” cDNA Synthesis Kit
MinElute" Gel Extraction Kit

Thermo Scientific
Fermentas
Invitrogen
Bio-Rad

Quiagen
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NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel
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
SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR Bioline

SuperSignal " West Pico Chemiluminescent Substrate Thermo Scientific
TRIzol® Reagent Ambion life tech.
WesternBright ECL Spray Advansta

4.1.7 Vektoren

Bezeichnung Hersteller

pTv_GFP, pTv_HA Basierend auf pTagvag2 (Hrdy et al., 2004)
pYES2/CT Invitrogen

pJET1.2/blunt Thermo Scientific

pTv_GFP, pTv_HA

Zur Transfektion von Tetratrichomonas gallinarum und Trichomonas vaginalis wurden die
Vektoren pTv_GFP und pTv_HA verwendet. Beide Vektoren basieren auf pTagvag2 —
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. J. Tachezy, Prag, Tschechien (Hrdy et al.,
2004). Die urspriingliche Expressions-Kassette des pTagvag2 wurde fiir beide Vektoren von
Dr. Gary Kusdian und Mitarbeitern modifiziert und ist dementsprechend in Abbildung 4.1.
illustriert. Die Sequenz des Polylinkers (Multiple Cloning Site, MCS) sowie die des griin-
fluoreszierenden Proteins (monomeric enhanced Green Fluorescent Protein, kurz meGFP)
wurde von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert. Dieser Sequenzbereich wurde {iber
die Endonukleasen Sacll und Nsil in pTagvag?2 inseriert. In pTv. HA wurde der Polylinker
iiber Sacll und BamHI in pTagvag?2 integriert.

pYES2/CT

Die heterologe Proteinexpression in Saccharomyces cerevisiae erfolgte iiber pYES2/CT

(Invitrogen).
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pJET1.2/blunt
Samtliche Gen-Amplifikate wurden in Escherichia coli tber pJET1.2/blunt (Thermo

Scientific) vervielfiltigt.
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Abbildung 4.1: Illustration der Expressions-Kassetten von (A) pTv_GFP und (B) pTv_HA. Beide
Vektoren basieren auf pTagvag2 (Hrdy et al. 2004). Fiir die Konstruktion von pTv_GFP wurde die
modifizierte Multiple Cloning Site (MCS) inklusive der codon-optimierten Sequenz von meGFP {iber
Ndel und Nsil in pTagvag? inseriert. Diese MCS wurde auch zur Konstruktion von pTv_HA, iiber die
Insertion mit Sacll und BamHI, verwendet. Promotor, Prom. Basierend auf der Dissertation von Dr.
Gary Kusdian 2014.
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4.1.8 Geriite

Bezeichnung Hersteller
2D-Schiittler GFL
Autoklav Fedegari
Brutschrank Heraeus
Brutschrank Memmert
Brutschrank + Schittler, 3033 GFL
ChemiDoc", Universal Hood III Bio-Rad
Eismaschine Ziegra
Elektrophorese Power Pac 300, 3000 Bio-Rad
Elektroporator, GenePulser Xcell Bio-Rad
Fluoreszenz-Mikroskop, Ti eclipse Nikon
Folienschweissgerit, VC10 Caso
GelDoc-It™ UvP
Heizblock, HBT 130 HLC
Kihlschrank, Premium Liebherr

Kiihlschrank, Heracus HERA freeze
Lichtmikroskop, Dialux 20 EB
Magnetriihrer, IKA-Werk

MacBook Pro

Mikroliterpipetten

Mikrowelle

Mini-Protean® Tetra System
Mini-Zentrifuge, Galaxy MiniStar
pH-Meter

Qubit® fluorometer

Sonifikator, Sonoplus HD 60
Spectrophotometer, Genesys 10uv
Spectrophotometer, NanoDrop 2000c
Sterilbank, Heracus HERA safe
Thermomixer, comfort
Thermocycler, Mastercycler gradient
Trans-Blot” Turbo™ Transfer-System
Transelektronen-Mikroskop, 902
Tube Rotator, MACSmix

Vortexer, REAX top

Waage ISO 9001

Waage, Feinwaage, TE64
Wasserbad

Wasserfiltrationsanlage, Synergy UV
Zentrifuge, Biofuge Fresco Heraeus
Zentrifuge, Sorvall LYNX 4000
Zentrifuge, Megafuge 1.0R Heraeus
Zentrifuge, 5417R

Zellzhler, TC20™

Thermo Scientific
Leitz

IKA MAG RCT
Apple

Gilson

Exquisit

Bio-Rad

VWR

Schott

Invitrogen
Bandelin

Thermo Fischer
Scientific

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Eppendorf
Bio-Rad

Zeiss

Milteny1
Heidolph
Sartorius
Sartorius

GFL

Millipore

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Eppendorf
Bio-Rad

Material und Methoden
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4.1.9 Organismen und deren Kultivierung
4.1.9.1 Tetratrichomonas gallinarum und Trichomonas vaginalis

Fir Experimente mit Tetratrichomonas gallinarum wurde der Stamm M3 verwendet —
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Tachezy, Institut fiir Parasitologie,
Charles Universitdt Prag, Tschechische Republik). Experimente mit Trichomonas vaginalis
wurden mit dem hochinfektiosen Stamm FMV-1 (Jesus et al., 2004) durchgefiihrt —
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Benchimol (Santa Ursula Universitit, Rio
de Janeiro, Brasilien).

Die Kultivierung beider Organismen erfolgte anaerob bei 37 °C in konischen 15 ml
Zentrifugenrohrchen mit 12 ml TYM-Medium [2,22% (w/v) Tryptose; 1,11% (w/v)
Hefeextrakt; 15,0 mM Maltose; 9,16 mM L-Cystein; 1,25 mM L(+)-Ascorbinsdure; 0,77 mM
KH,POy; 3,86 mM K,;HPO, inklusive 10% (v/v) hitzeinaktiviertem Pferdeserum und 0,71%
(v/v) Eisenlosung (1% (w/v) Fe(NH4)2(SO4)x6H,0; 0,1% (w/v) 5-Sulfosalicylsdure)] (Clark
und Diamond, 2002; Diamond, 1957). T. vaginalis wurde in TYM-Medium mit pH 6,2 und
T. gallinarum in TYM-Medium mit pH 7,2 kultiviert. Um bakterielle Kontaminationen zu
vermeiden wurden die Kulturen mit 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (P/S) inkubiert. Zur
Selektion transfizierter Trichomonaden wurde zusitzlich 100 pg/ml des Neomycin Derivats
G418 zugesetzt. Die Kulturen wurden spitestens alle drei Tage in frisches Medium
transferiert. Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden 0,5 ml Kultur zu 0,5 ml TYM-
Medium inklusive 20% (v/v) DMSO in 2 ml Cryo-Rohrchen pipettiert. Nach einer Lagerung
auf Eis fiir 2 h erfolgte eine Inkubation bei -20 °C fiir 2 h, wonach die Kultur bei -80 °C

eingefroren wurde.

4.1.9.2 Saccharomyces cerevisiae

Die Experimente zur heterologen Proteinexpression durch Saccharomyces cerevisiae wurden
mit dem Stamm INVScl von der Firma Invitrogen durchgefiihrt. Dieser Stamm besitzt den
Genotyp: his3A1/his3AI leu2/leu? trpl-289/trp1-289 ura3-52/ura3-52 und den Phénotyp:
His", Leu’, Trp’, Ura". Die Kultivierung der INVSc1-Zellen auf Fest- und in Fliissigmedium
sowie die Herstellung der bendtigten Medien erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die
Induktion der mit pYES2/CT transfizierten INVScl-Zellen wurde ebenfalls nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
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4.1.9.3 Escherichia coli

Die Vervielfiltigung sdmtlicher Vektor-Konstrukte erfolgte durch E. coli XL1-Blue MRF’ von
der Firma Stratagene. Dieser Stamm besitzt den Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB lacI'Z M15 Tnl0 (Tet)].
Die Kultivierung der Bakterienzellen auf Fest- und in Fliissigmedium sowie die Herstellung
der benoétigten Medien erfolgte nach Protokollen von Sambrook et al., 1989. Zur Selektion
erfolgreicher Transformanten wurden die Bakterienzellen auf LB-Agarplatten mit 0,1 mg/ml

Ampicillin ausgestrichen.

4.2 Methoden
4.2.1 Nukleinsiure orientierte Methoden
4.2.1.1 Extraktion genomischer DNA aus 7. vaginalis

Zur Extraktion genomischer DNA von 7. vaginalis wurde das organische Reagenz DNAzol®
(ThermoFischer Scientific) verwendet. Durch die darin enthaltenen Guanidinsalze lédsst sich
die genomische DNA selektiv aus einem Zelllysat prazipitieren. Hierzu wurden 50 ml Kultur
mit einer Zellkonzentration von ~3x10° Zellen/ml fiir 10 min bei 1.500xg, 4 °C pelletiert. Die
weitere Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Schlielich wurde die
genomische DNA in TE-Puffer (10 mM Tris-HCL pH 8,0 inklusive 1 mM EDTA pH 8,0)
resuspendiert. Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Spectrophotometer

NanoDrop 2000c¢ (Thermo Scientific).

4.2.1.2 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA wurde die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain
Reaction, PCR) durchgefiihrt. Diese ermdglichte die Vervielfiltigung spezifischer DNA-
Sequenzen mittels sequenzspezifischer Oligonukleotide durch die Katalyse einer DNA-
Polymerase (Mullis et al., 1986). Um eine moglichst korrekte DNA-Synthese zu
gewahrleisten, wurde stets mit einer DNA-Polymerase mit Korrekturlese-Funktion gearbeitet.
Hierzu kamen die DNA-Polymerasen Phusion (New England Biolabs) und VELOCITY
(Bioline) zum Einsatz. Die Reaktionsansitze, die Thermocycler-Einstellungen sowie die
Durchfiihrung erfolgten nach den Herstellerprotokollen der jeweiligen Enzym-Kits. Nach der
PCR wurden die Proben mit 1/10 ihres Volumen mit 10x Ladepuffer versetzt

(10x Ladepuffer: 0,4% (w/v) Bromphenolblau; 0,4% (w/v) Xylencyanol; 1 mM EDTA, pH
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8,0; 20% (v/v) Ficoll) und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte in einem
1% Agarose-Gel mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid und 1XxTAE Puffer (50x TAE Puffer: 2 M
Tris; 1 M Essigsdure, 50 mM EDTA, pH 8,0) (Sambrook et al., 1989).

4.2.1.3 Herstellung der Expressionsvektoren

Zur Herstellung der Expressionsvektoren wurde die Sequenz des entsprechenden Gens via
PCR vervielfiltigt, elektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Agarose-Gel mittels dem
MinElute” Gel Extraction Kit (Quiagen) extrahiert. Das eluierte Genfragment wurde in den
Vektor pJET1.2/blunt (Kap. 4.1.7) mit dem CloneJET " PCR Cloning Kit (Thermo Scientific)
ligiert und zur weiteren Vervielfiltigung in ultra-kompetente E. coli XL1-blue Zellen (Kap.
4.1.9.3) eingebracht. Die Transformation der E. coli-Zellen erfolgte durch Zugabe von 3 pl
Ligationsansatz mit einer Inkubation von 20 min auf Eis. AnschlieBend wurden 20-30 pl der
transformierten Bakterienzellen auf eine LB-Agar-Platte mit Ampicillin (100 pg/ml)
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die mit pJET1.2/blunt inklusive
inseriertem Genfragement erfolgreich transformierten Zellen bildeten daraufthin Kolonien aus.
Die Bakterienkolonien wurden jeweils in 5 ml LB Medium (1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) Bacto-
Trypton, 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt), inklusive Ampicillin (100 pg/ml) transferiert und tiber
Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die Plasmidisolation durch alkalische Lyse erfolgte unter
Verwendung des NucleoSpin Plasmid Kits (Macherey-Nagel). Um zu iiberpriifen, ob die
inserierte Gensequenz tatsidchlich die gewiinschte ist, wurde die isolierte Plasmidprobe einer
entsprechenden Bakterienkolonie zu der Firma Eurofins MWG Operon geschickt und dort mit
pJET1.2/blunt spezifischen Oligonukleotiden sequenziert. Lag die korrekte Gensequenz vor,
so wurde diese aus pJET1.2/blunt restringiert und in die Expressionsvektoren pTv_GFP,

pTv_HA oder pYES2/CT (Kap. 4.1.7) ligiert.

4.2.1.4 RNA-Extraktion aus S. cerevisiae

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus der Backerhefe S. cerevisiae erfolgte unter Verwendung
von TRIzol” Reagent (Ambion™ life technologies) nach Protokoll des Herstellers. Je Ansatz
wurden 6 ml Hefe-Kultur mit einer Zelldichte von ~6x10° Zellen/ml mit 500 pl TRIzol®
Reagent behandelt.
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4.2.1.5 cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNA erfolgte durch das Enzym Reverse Transkriptase. Dieses ermdglicht
die Umschreibung von RNA in cDNA (complementary DNA). Durch die Ubersetzung von
mRNA (messenger RNA) in cDNA kann iiberpriift werden, ob ein Gen tatsdchlich
transkribiert wird. Zudem kann dessen Transkription durch die cDNA quantitativ erfasst
werden. Im Vorfeld muss sichergestellt sein, dass die eingesetzte RNA-Probe frei von DNA
ist, um Artefakte auszuschlieBen. Hierzu wurden 10 pg Gesamt-RNA aus S. cerevisiae mit
DNase 1 (Fermentas) nach Herstellerprotokoll behandelt. Dieses Enzym katalysiert den
gezielten Abbau von DNA. Die Konzentration der mit DNase-behandelten RNA wurde mit
dem Spectrophotometer NanoDrop 2000c¢ (Thermo Scientific) bestimmt, damit je Ansatz 1 ug
RNA mit dem iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) nach Herstellerprotokoll in ¢cDNA
umgeschrieben werden konnten. Die anschlieBende RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) erfolgte je Ansatz stets mit einer Negativkontrolle die keine

Reverse Transkriptase enthielt.

4.2.1.6 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR ermoglicht eine qualitative Transkriptions-Analyse von Genen. Durch die
Methode lasst sich feststellen, ob die mRNA eines bestimmten Gens von einer Zelle
synthetisiert wurde oder nicht. Hierfiir wurden 1 pl cDNA als Matrize im Zuge der PCR
eingesetzt (Kap. 4.2.1.2).

4.2.2 Protein orientierte Methoden
4.2.2.1 Extraktion des Cytoskeletts von Tetratrichomonas gallinarum

Zur Extraktion des Cytoskeletts aus 7. gallinarum wurden Durchfiihrungsschritte aus
unterschiedlichen Protokollen kombiniert (de Souza und da Cunha-e-Silva, 2003; Palm et al.,
2005; Viscogliosi und Brugerolle, 1994). Demnach wurden 500 ml Kultur mit ~7x10°
Zellen/ml fiir 10 min bei 1.500xg und RT pelletiert. Es folgten zwei Waschschritte in Ringer-
Losung [(0,12 M NaCl; 3,5 mM KCI; 2,0 mM CacCly; 2,5 mM NaHCOs; pH 7,2 (Viscogliosi
und Brugerolle 1994)] mit Zentrifugationen bei 999xg, 10 min, RT. Die gewaschenen Zellen
wurden in 30 ml eiskalter Triton-Losung [10 mM Tris; 2 mM EDTA; 2 mM DTT; 1 mM
ATP; 2 mM MgSO,; 200 mM KCI; 1,5% (v/v) Triton X-100, pH 7,8 (modifiziert nach Palm
et al., 2005) inklusiver einer Protease Inhibitor Tablette (1x cOmplete Mini protease inhibitor,

Roche)] resuspendiert. Die Zellsuspension wurde rigoros flir 2 min gevortext und 2 min auf
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Eis inkubiert. Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt. Nach Bestitigung der Zelllyse
mittels Lichtmikroskop wurde das Gesamtzelllysat fiir 15 min bei 277xg, RT zentrifugiert.
Um die Ausbeute und Reinheit des Cytoskeletts zu steigern wurde die Isolation iiber einen
Sucrose-Dichtegradienten fortgesetzt. Hierfiir wurde das resultierende Pellet auf 1 ml 2 M
Sucrose in einem 2 ml Reaktionsgefdll iiberfiihrt und fiir 15 min bei 1.000xg, 4 °C
zentrifugiert. Dadurch formierte sich eine obere und eine untere Bande. Die obere Bande
wurde abgenommen und auf 1 ml 1,5 M Sucrose transferiert und fiir 15 min bei 10.000xg,
4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieend auf einen vierfach-Gradienten bestehend
aus 1 M, 1,5 M, 2 M und 2,5 M Sucrose (von oben nach unten) innerhalb eines 2 ml
Reaktionsgefidfies iiberfiihrt und fiir 1 h bei 19.000xg, 4 °C zentrifugiert. Dabei bildeten sich
drei Pellets entlang des 2 ml Reaktionsgefdfles aus. Das oberste Pellet, in der Phase zwischen
1 M und 1,5 M Sucrose, enthielt die reinste und am stirksten konzentrierte Fraktion des
Cytoskeletts, wie sich durch Lichtmikroskop- und Western Blot-Analysen feststellen lief3
(Kap. 5.1, Abb. 5.1). Dieses Pellet wurde schlieBlich zweimal in PBS gewaschen mit
Zentrifugationen von 5 min bei 12.000xg, 4 °C.

4.2.2.2 Protein-Identifikation durch Fliissigkeitschromatographie gekoppelte
Elektrospray-lonisations-Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Zur Identifikation der Proteine wurden die extrahierten Cytoskelett-Fraktionen von
T. gallinarum in einem Polyacrylamid-Gel (~4 mm Laufweite) aufgetrennt. Protein-haltige
Gelbanden wurden aus dem silber gefarbten Gel herausgeschnitten, entfarbt, reduziert, mit
Iodacetamid alkyliert und mit Trypsin (1:50 (w/w), Serva) bei 37 °C iiber Nacht verdaut
(Poschmann et al., 2014). Die resultierenden Peptide wurden aus dem Gel extrahiert und
schlieBlich in 0,1% Trifluoressigsdure aufgenommen. Vor der massenspektrometrischen
Analyse, wurden die Peptide iiber 2 h mittels Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid
Chromatography System (RSLC, Thermo Scientific) aufgetrennt. Hierzu kam eine analytische
Sdule (Acclaim PepMapRSLC, 2 um CI18 PartikelgroBe, 100 A KerngroBe, 75 pum
Innendurchmesser, 25 cm Linge, Thermo Scientific) zum Einsatz (Hartwig et al., 2014).
Unter Verwendung einer Nano-Elektrospray-lonisierungsquelle wurden die Peptide in ein
Orbitrap Elite Massenspektrometer (Thermo Scientific) injiziert. Dieses wurde im
Positivmodus mit einer Kapillartemperatur von 275 °C und einer Spannungsquelle von 1,4 kV
betrieben. Zunédchst wurden die Vorlduferionenmassen im Orbitrap-Analysator des Gerétes
iiber einen Massenbereich von 350-1.700 m/z bestimmt. Hierbei wurde eine Auflosung von

60.000 (bei 400 m/z) verwendet. AnschlieBend wurden bis zu 20 Fragmentspektren der
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intensivsten 2+ und 3+ geladenen Peptid-Ionen (minimal Signalintensitdt 500) in der linearen
Ionenfalle des Instruments aufgezeichnet. Dies geschah nach der Fragmentierung (basierend
auf Kollision induzierter Dissoziation) unter Verwendung eines verfiigbaren Massenbereichs
von 200-2.000 m/z und einer Auflésung von 5.400 (bei 400 m/z). Bereits fragmentierte lonen

wurden von einer weiteren Fragmentierung fiir 45 Sekunden ausgeschlossen.

4.2.2.3 Transfektion von 7. gallinarum und 7. vaginalis

Die Transfektion beider Organismen erfolgte durch Elektroporation (Delgadillo et al., 1997).
Hierzu wurden 50 ml einer sich in der logarithmischen Wachstumsphase befindlichen
Wildtyp-Kultur eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 10 min bei 1.500xg und 4 °C pelletiert. Das
Zellpellet wurde gewogen und je Gramm in 1,5 ml eiskaltem TYM Medium resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde mit einer Spritze durch eine 23G-Kaniile gezogen, um die
Zellmembran zu perforieren. Circa 300 ul Zellsuspension wurden mit 30-50 pug Plasmid-DNA
in einer 0,4 cm FElektroporationskiivette gemischt und in die Schockkammer des
Elektroporators gestellt. Der elektrische Impuls erfolgte bei 350 V und 960 pFd. Nach einer
Inkubation auf Eis fiir 10 min wurden die Zellen in 12 ml 37 °C vorgewdrmtes TYM Medium
inklusive P/S resuspendiert und anaerob bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion wurden frithstens
4 h spéter 100 pg/ml G418 hinzugefiigt. Nach 48 h wurde die Kultur fiir 10 min bei 1.000xg
und RT pelletiert und in frischem TYM Medium inklusive P/S und G418 resuspendiert. Um
festzustellen, ob die Transfektion erfolgreich war und die Zellen das gewiinschte Protein

exprimierten, wurde eine Immunodetektion durchgefiihrt (Kap. 4.2.2.9).

4.2.2.4 Transfektion von S. cerevisiae

Zur Transfektion kompetenter INVSc-Hefezellen wurde zunédchst Triager-DNA
(Heringssperma) fiir 10 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis gelagert. Zu den noch
gefrorenen Hefezellen wurden 50 pg Triger-DNA und 2-3 pg Plasmid-DNA (pYES2/CT,
Kap. 4.1.7) pipettiert. Der Ansatz wurde fiir 1 min bei 37 °C im Schiittelthermostat mit
550 rpm geschiittelt. Es wurden 15 pl 100 mM CaCl, zugesetzt und weitere 3 min geschiittelt.
Nun wurden 75 pl 100 mM CaCl, und 1 ml Puffer 2 (200 mM Bicin pH 8,35; 40% (w/v) PEG
1000) hinzugefiigt. Das Reaktionsgefdall wurde dreimal behutsam invertiert und anschlielend
fiir 1 h bei 30 °C im Wasserbad inkubiert. Die Zellen wurden darauthin fiir 1 min bei 800xg
pelletiert. Das Zellpellet wurde mit 500 ul Puffer 3 (10 mM Bicin pH 8,35; 150 mM NaCl)

gewaschen und in 200 pl Puffer 3 resuspendiert. Der gesamte Ansatz wurde auf

40



Material und Methoden

Selektivmedium [(0,67% (w/v) yeast nitrogen base; yeast synthetic dropout medium
supplement (ohne Uracil, (Sigma-Aldrich)); 10% (w/v) Agar; 2% (w/v) Raffinose)]
ausplattiert und fiir mindestens zwei Tage bei 30 °C im Brutschrank inkubiert.

Die Induktion zur Expression der transfizierten pYES2/CT-Konstrukte erfolgte durch
Uberfiihrung der Hefezellen in Induktionsmedium (2% (w/v) Galaktose; 1% (w/v) Raffinose)

mit einer Inkubationszeit von mindestens 4 h nach Protokoll des Herstellers (Invitrogen).

4.2.2.5 Protein-Extraktion aus 7. vaginalis

Zur Extraktion des proteinhaltigen Gesamtzelllysates wurden 12 ml Kultur mit einer
Konzentration von ~5x10” Zellen/ml fiir 5 min bei 1.500xg und 4 °C pelletiert. Das Zellpellet
wurde in ein 2 ml ReaktionsgefdaB transferiert, zweifach mit PBS gewaschen und in 1 ml
eisgekiihlter Triton-Losung [(10 mM Tris, 2 mM DTT, 1 mM ATP, 2 mM MgSO,, 200 mM
KCl, 1,5% (v/v) Triton" " X-100, pH 7,8 inklusive einer Protease Inhibitor Tablette (1x
cOmplete Mini protease inhibitor, Roche); modifiziert nach Palm et al., 2005)] resuspendiert.
Der Zellaufschluss erfolgte durch rigoroses Vortexten der Zellsuspension fiir 2 min mit einer
anschlieenden Kiihlung auf Eis fiir 2 min. Diese Prozedur wurde insgesamt dreimal
wiederholt. Der Erfolg des Zellaufschlusses wurde unter dem Lichtmikroskop tiberpriift. Die
Proteinkonzentration wurde mit dem Spektrophotometer NanoDrop 2000c¢ (Thermo

Scientific) ermittelt.

4.2.2.6 Protein-Extraktion aus S. cerevisiae

Zur Extraktion des proteinhaltigen Gesamtzellextraktes wurden 30 ml Kultur mit einer
Konzentration von ~6x10° Zellen/ml fiir 5 min bei 1.500xg, RT pelletiert. Das Zellpellet
wurde in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert, in ein 2 ml Reaktionsgefdal iiberfiihrt und
zweifach mit 1 ml sterilem H,O gewaschen. Das Zellpellet wurde gewogen und entsprechend
dem Gewicht sterile Glasperlen (0,4-0,6 mm) und Breaking-Puffer (50 mM Naz;PO4 pH 7.4;
I mM EDTA; 5% (v/v) Glyercol; 1 mM PMSF) hinzugegeben (z.B. fiir 100 mg Zellpellet
wurden 100 mg Glasperlen und 200 pl Breaking-Puffer verwendet). Der Ansatz wurde fiir
1 min gevortext und direkt fiir 1 min auf Eis gekiihlt. Diese Prozedur wurde mindestens
viermal wiederholt. Der Zellaufschluss wurde am Lichtmikroskop {iberpriift. Das
resultierende Zelllysat wurde fiir 2 min bei 14.000xg, 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde

in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und fiir weitere Analysen verwendet.
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4.2.2.7 Elektrophoretische Trennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Samtliche Proteinproben wurden iiber eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in 8-12% Acrylamid-Gelen aufgetrennt (Laemmli, 1970;
Sambrook et al., 1989). Die Denaturierung der Proteinproben erfolgte zuvor in Laemmli-
Puffer (10 mM Tris; 1 mM EDTA; 1% (w/v) SDS; 5% (v/v) B-Mercaptoethanol; 10% (v/v)
Glycerin; 0,05% (w/v) Bromphenolblau) fiir 5 min bei 95 °C. Das Molekulargewicht der
aufgetrennten Proteine wurde iiber den Proteinmarker PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder (ThermoFischer Scientific) ermittelt. Um die Proteinbanden sichtbar zu machen,
wurde das entsprechende Gel anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blau gefarbt

(Heukeshoven und Dernick, 1988).

4.2.2.8 Western Blot

Mittels Western Blot erfolgte der Transfer der per SDS-PAGE separierten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran (Hybond C Extra, GE Healthcare). Hierzu kam das Trans-Blot®
Turbo  Transfer-System (BioRad) zum Einsatz. Das SDS-Gel, die Nitrocellulosemembran
(NCM) und insgesamt sechs Lagen Whatman 3MM-Papier wurden als Sandwich in der
Transferkassette angeordnet. Das Whatman Papier wurde zuvor mit Transferpuffer (39 mM
Glycin; 48 mM Tris; 1,3 mM SDS; 20% (v/v) Methanol) benetzt. Der elektrische Transfer
erfolgte im Standard-Preset des Trans-Blot® Turbo’ Transfer-Systems mit einer konstanten
Spannung von 25 V fiir 30 min. Die Ubertragung der Proteine wurde anschlieBend durch
reversibles Anfiarben der NCM mit Ponceau S (0,5% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v) Essigsédure)
iiberpriift.

4.2.2.9 Immunodetektion

Die Visualisierung der auf die Nitrocellulosemembran (NCM) transferierten Proteine erfolgte
durch spezifische Antikorper, die iiber deren Chemilumineszenz- beziehungsweise
Fluoreszenzeigenschaften detektiert werden konnten. Hierzu wurde die NCM nach dem
Western Blot in Blockingpuffer [5% (w/v) Magermilchpulver in TBS (20 mM Tris-HCl
pH 7,5; 150 mM NaCl)] fir mindestens 30 min geschwenkt, um unspezifische
Antikdrperbindungen zu verhindern. Nach Verwerfen des Blockingpuffers wurde die NCM in
frischem Blockingpuffer inklusive einem oder zwei entsprechenden Primérantikorper/n fiir
mindestens 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C schwenkend inkubiert. Die eingesetzten

Antikorper und Fluorophore sind in Kapitel 4.1.3 aufgefiihrt, die Antikorperverdiinnungen
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und weitere Parameter der angewandten Chemiluminesenz- und Multiplex Fluoreszens-
Detektionsverfahren sind in Tabelle 4.1 ersichtlich. Die NCM wurde in TBS-T (TBS
inklusive 0,1% (v/v) Tween 20) gewaschen und anschlielend in Blockingpuffer mit einem
oder zwei entsprechenden Sekundérantikdper/n fiir mindestens 1 h bei RT oder iiber Nacht
bei 4 °C schwenkend inkubiert.

Beim Chemilumineszenz-Verfahren wurde ein Peroxidase-konjugierter
Sekundarantikorper verwendet. Die Luminol-Reaktion wurde hierbei mit dem WesternBright
ECL Spray (Advansta) initiiert. Die Detektion der Proteine erfolgte anschlieBend im
ChemiDoc’~ MP System (Bio-Rad). Das Multiplex Fluoreszenz-Verfahren ermdglichte die
Detektion von zwei unterschiedlichen Proteinen simultan. Hierfir wurden zwei
fluoreszierende  Sekundirantikorper  mit  unterschiedlichen =~ Absorptions-  und
Emissionsspektren eingesetzt. Die Handhabung erfolgte daher stets im Dunkeln
beziehungsweise bei abgeschwichtem Licht. Die Proteine wurden schlieBlich ebenfalls mit
dem ChemiDoc MP System visualisiert. Im Gegensatz zur Chemilumineszenz-Methodik
jedoch unter Anregung unterschiedlicher Wellenldngen der Sekundérantikdrper-gebundenen

Fluorophore.

Tab. 4.1 - Inmunodetektionsverfahren und deren Spezifitit im Uberblick

Chemilumineszenz Multiplex Fluoreszenz
Antikorper Peroxidase-konjugiert Fluorophor-konjugiert
Antikorperverdiinnung  Primérantikorper: 1:5.000 Primérantikorper: 1:1.000

Sekundirantikorper: 1:10.000  (in Blockingpuffer)
(Jeweils in Blockingpuffer) Sekundérantikorper: 1:3.000
(in Waschpuffer)

Waschschritte 3xa 10 min 5x a 5 min

4.2.2.10 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie ermoglichte die Antikorper-vermittelte Visualisierung
von spezifischen Proteinen und Proteinkomplexen innerhalb einer fixierten Trichomonaden-
Zelle. Anhand dieser Methode lassen sich somit Riickschliisse auf die Lokalisation der
Proteine in vivo ziehen.

Hierzu wurden jeweils 12 ml einer 7. vaginalis- beziechungsweise einer 7. gallinarum-
Kultur mit einer Konzentration von ~7x10° Zellen/ml fiir 8 min bei 914xg, RT pelletiert. Der

43



Material und Methoden

Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 2 ml
Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Es folgten zwei Waschschritte in 1 ml PBS, wobei die Zellen fiir
2 min bei 550xg, RT erneut pelletiert wurden. Alle weiteren Zentrifugationsschritte erfolgten
fiir 2 min bei 550xg, RT. Zur Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen in 1 ml Fix-
Perm-Losung fiir 20 min bei RT rotierend inkubiert. Die Fix-Perm-Losung beinhaltete 3,5%
(v/v) Paraformaldehyd und Triton ~ X-100 in PBS. 7. vaginalis-Zellen wurden mit 0,4% (v/v)
Triton" X-100 und 7. gallinarum-Zellen mit 0,03% (v/v) Triton" X-100 behandelt. Die
Zellen wurden zentrifugiert, in 1 ml Blocking-PBS (0,1% (w/v) BSA in PBS) resuspendiert
und 20 min bei RT rotierend inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in
0,5 ml Primérantikorper-Losung [(anti-HA beziehungsweise anti-GFP und anti-Tubulin (Kap.
4.1.3) in Blocking-PBS, 1:1000)] fiir 2 h rotierend bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Die Zellen wurden zentrifugiert, zweifach in PBS gewaschen, in 0,5 ml Sekundérantikoérper-
Losung [(Fluorophor-gekoppelte Antikorper (Kap. 4.1.3) verdiinnt in Blocking-PBS 1:1000)]
und fiir 2 h rotierend bei RT im Dunkeln inkubiert. Es folgten erneut zwei Waschschritte in
PBS, wonach die Zellen mit DAPI-Losung (Kap. 4.1.3), verdiinnt in PBS 1:1, behandelt
wurden. Die fixierten Zellen wurden daraufthin mit dem Immunfluoreszenz-Mikroskop Nikon

ECLIPSE Ti beobachtet.

4.2.2.11 Lebendzellobservierung

Die Lebendzellobservierung erfolgte am Immunfluoreszenz-Mikroskop Nikon ECLIPSE Ti.

Um die Zellen von T. vaginalis und T. gallinarum préziser betrachten zu konnen wurde deren
Motilitdt in manchen Untersuchungen durch Zugabe von 2% Methylcellulose reduziert.
Hierzu wurden 5 pl 2% Methylcellulose auf einem Objektriger vorgelegt, 10 pl Zellkultur
hinzu pipettiert und mit einer Mikroliterpipettenspitze behutsam gemischt. Bei den Analysen
der T. gallinarum-Zellen, die TVAG 474360::HA heterolog exprimierten, wurde keine

Methylcellulose verwendet.

4.2.2.12 Transmissionselektronen-Mikroskopie
4.2.2.12.1 Fixierung und Pelletieren der Zellen

Zu den transmissionselektronen-mikroskopischen Untersuchungen wurden jeweils 12 ml
einer T. gallinarum-Kultur mit einer Konzentration von ~7x10° Zellen/ml fiir 8 min bei
914xg, RT pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml PBS

resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Es folgten zwei Waschschritte in
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1 ml PBS, wobei die Zellen fiir 2 min bei 550xg, RT erneut pelletiert wurden. Die
Zellfixierung erfolgte in einer Losung mit 2,5% Glutaraldehyd und 0,1 M Cacodylat-Puffer
fiir 24 h bei 4 °C. Die fixierten Zellen wurden in Cacodylat-Puffer resuspendiert und viermal
mit diesem gewaschen. Die Zentrifugationsschritte hierfiir erfolgten jeweils fiir 1 min bei
16.000xg, RT. Die Zellen wurden anschlieBend in Waschpuffer resuspendiert. Die
Kontrastierung der fixierten Zellen erfolgte durch Inkubation in OsOs-Losung (2% (w/v)
Osmiumtetroxid mit 0,8% (w/v) Kaliumhexacyanoferrat III) fiir 1 h bei RT. Das kontrastierte
Zellpellet wurde griindlich in Cacodylat-Puffer per Pasteur Glaspipette gewaschen, bis keine
braunen OsOjs-Riickstinde mehr erkennbar waren. Unter leichtem Schwenken folgte die
Zugabe von erwarmten 3,5% Agar mit anschlieBender Inkubation auf Eis, um das Aushédrten
des Zellpellets am Boden des 1,5 ml Reaktionsgefafles einzuleiten. Der Reaktionsgefd3boden
einschlieBlich das in Agar eingebettete Zellpellet wurde mit einem Skalpell oder mit einer

kleinen Guillotine abgetrennt und in ein Glasgefall mit 1 ml Cacodylat-Puffer transferiert.

4.2.2.12.2 Einbettung und Schnitt

Die Losungen und Inkubationszeiten fiir die Einbettung des Zellpellets sind zur Ubersicht
schrittweise in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Die Dehydrierung und Waschung des
Zellpellets erfolgte unter Anwendung einer steigenden Ethanolreihe (Tab. 4.2). Sdmtliche
Ethanol-Losungen waren auf 4 °C vorgekiihlt, bevor sie dem Glasgefil mit Zellpellt
hinzugefiihrt wurden. Das dehydrierte Zellpellet wurde schrittweise in Epoxidharz
aufgenommen. Die dafiir frisch angesetzten EPON-Losungen wurden in unterschiedlichen
Verhiltnissen mit Propylenoxid gemischt (Tab. 4.2). Im letzten Schritt der Einbettung erfolgte
die Inkubation des Zellpellets im EPON-Propylenoxid-Gemisch iiber Nacht in vakuumierten
Glasgefdllen, um das Aushirten der Losung zu unterdriicken. Das Zellpellet wurde mit einer
Pinzette aus der EPON-Ldsung entnommen und mit einer Rasierklinge in ~2 mm breite
Scheiben geschnitten. Die Scheiben wurden jeweils passgenau in einzelne Fugen einer
Kunststoff-Kassette positioniert. Die Fugen wurden bis leicht iiber den Rand mit EPON
befiillt. Die Aushidrtung der EPON-Blocke sowie die Polymerisierung der geschnittenen
Zellprobe wurde durch die Inkubation im Heizofen fiir 24 h bei 40 °C und folgenden 24 h bei
60 °C gewihrleistet. Von der eingebetteten Zellprobe wurden am Ultramikrotom (Ultracut E)
vorerst Semi-Schnitte und schlieflich Ultradiinnschnitte (70-80 nm) angefertigt. Die
Diinnschnitte wurden auf Kupfernetze aufgezogen und weiterhin fiir 10 min mit Uranylacetat
und 5 min mit Bleicitrat kontrastiert. Die Observierung erfolgte schlieBlich am

Transmissionselektronen-Mikroskop 902 (Zeiss).
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Tabelle 4.2 : Losungen und Inkubationszeiten zur Einbettung des Zellpellets

Losung Inkubationszeit
60% Ethanol Ix 10 min

70% Ethanol Uber Nacht bei 4 °C
80% Ethanol Ix 10 min

90% Ethanol 2x 10 min

100% Ethanol Ix 10 min

100% Ethanol + Molekularsieb 1x 10 min

Propylenoxid Ix 15 min

EPON + Propylenoxid (1:2) 60 min

EPON + Propylenoxid (1:1) 60 min

EPON + Propylenoxid (2:1) Uber Nacht bei RT

4.2.3 Bioinformatische Methoden
4.2.3.1 Identifikation der massenspektrometrisch erfassten Proteine

Um die massenspektrometrische Protein-Analyse des Cytoskeletts auswerten zu konnen, war
es notwendig das Transkriptom von 7. gallinarum zu kennen, zumal von diesem Organismus
bisher kein Genom verdffentlich wurde. Die RNA-Sequenzierung erfolgte tiber Illumina
Sequenzierung (BMFZ, HHU Diisseldorf) basierend auf RNA von 7. gallinarum M3 (NCBI,
accession SRA318841). Um die Qualitit der Reads zu steigern wurde ein Filter angewandt,
durch den die ersten neun Nukleotid-Positionen verworfen wurden. Dieser Schritt wurde auf

Grundlage einer FastQC-Analyse (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc)

durchgefiihrt. Es wurden ausschlieflich Reads mit einem Minimum von 25 Nukleotiden
beriicksichtigt. Zudem wurden sdamtliche Reads, die zu 25% aus Nukleotiden mit geringer
Qualitit bestanden (25% aller Basen mit Werten < Q15, identifiziert tiber ein von Dr. Mayo
Rottger geschriebenes Perl Script), ebenfalls verworfen. Die Assemblierung sdmtlicher Reads
erfolgte iiber Trinity assembler (Version r20121110) (Grabherr et al., 2011). Von allen
assemblierten contigs wurde ausschlieBlich die ldngste Isoform eines Kandidaten verwendet.
Dies wurde ebenfalls liber ein hierfiir geschriebenes Perl Script realisiert. Offene Leseraster
(ORFs) wurden mit getorf von EMBOSS 6.6.0 (Rice et al., 2000) identifiziert und in die

entsprechende Aminosduresequenz translatiert. Fiir die Definition von ORFs wurden
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ausschlieBlich Stop-Codons beriicksichtigt (option-find 0). Dariiberhinaus wurden zur
Identifikation der Proteine nur diejenigen Sequenzen selektiert, welche ein Minimum von 100
Aminosduren aufwiesen. Fiir diese Sequenzen wurden schlieBlich die entsprechenden
Homologe von T. vaginalis-annotierten Genen ermittelt. Hierzu wurde unter Verwendung des
BLAST Programms (Version 2.2.28) (Altschul et al., 1997) und der Trichomonas-Genom-
Datenbank, TrichDB (Version 1.3) (Aurrecoechea et al., 2009) mit einem e-value cutoff bei
< le" gearbeitet.

Die Protein-Identifikation der massenspekrometrisch ermittelten Daten erfolgte mit
Hilfe der Suchmaschine MASCOT (Version 2.4.1, Matrix Science, London, UK), welche in
die Proteome Discoverer Software (Version 1.4.1.14, Thermo Scientific) eingebunden war.
Fiir die Spektrenidentifizierung wurde eine 7. gallinarum-spezifische Datenbank bestehend
aus 37.740 Proteineintrdgen (determiniert durch die Transkriptom-Analyse, Kap. 5.2) zu
Grunde gelegt. Bei den Suchen wurden tryptische Peptide mit maximal einer nicht
geschnitten Schnittstelle beachtet. Die Vorldaufer-Massentoleranz wurde auf 10 ppm, die
Fragment-Massentoleranz auf 0,4 Da eingestellt. Carbamidomethyl an Cysteinen wurden als
statische Modifikation, Methionin-Oxidation und N-terminale Acetylierung als variable
Modifikation beriicksichtigt. Zur Evaluation der Peptide wurde der ,,Percolator“-Algorithmus
verwendet (Falsch-Positiv-Rate maximal 1%). Zudem wurden ausschlieBlich jene Proteine
betrachtet, deren Detektion mit einem Minimum von zwei Peptiden erfolgte. Die Daten der
massenspektrometrischen Proteom-Analyse sind iiber das ProteomeXchange Consortium in

der PRIDE Datenbank (Vizcaino et al., 2014) unter PXD003212 hinterlegt.

4.2.3.2 Protein-Datensétze und deren Analyse

Von allen massenspektrometrisch erfassten Proteinen wurden nur diejenigen beriicksichtigt,
die mit mindestens zwei Peptiden detektiert wurden. Demnach wurden insgesamt 582
Proteine in den drei extrahierten Cytoskelett-Proben von 7. gallinarum gefunden. Homologe
Proteine in 7. vaginalis wurden iiber reziproke best BLAST Homologie-Suchen (best
BLASTp hits mit 25% Identitit und einem Minimum e-value von < le''’, ohne low
complexity filter liber die Trichomonas-Genom-Datenbank TrichDB; Version 2.0, Mérz 2015)
ermittelt. Hierdurch konnten 271 Paare putativ orthologer Proteine erfasst werden. Diese
wurden anschlieBend manuell gefiltert um Cytoskelett-unspezifische Proteine, wie zum
Beispiel ribosomale Untereinheiten, von der weiteren Analyse auszuschlieBen. Dieser
Filterschritt erfolgte auf Basis von TrichDB-Annotationen und brachte schlieBlich einen

finalen Protein-Datensatz von 203 Cytoskelett-assoziierten Proteinen hervor.
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Um die Proteine und deren Struktureigenschaften statistisch zu validieren, wurden zwei
Proteinsets als Kontrolle zusammengestellt. Das erste Set bestand aus 301 hydrogenosomalen
Proteinen. Dieser Datensatz basierte auf 359 Proteinen des hydrogenosomalen Proteoms von
T. vaginalis (Garg et al., 2015) und wurde ebenfalls manuell gefiltert um Hydrogenosomen-
unspezifische Proteine auszuschlieBen. Das zweite Kontrollset bestand aus 203 zufillig
selektierten Proteinen des 7. vaginalis-Genoms iiber die Datenbank TrichDB. Im Rahmen
einer weiteren Analyse, welche die Proteinlinge beriicksichtigte, wurden beide Kontrollsets
zusitzlich gefiltert und enthielten schlieBlich nur Proteine mit einer dhnlichen Grofle wie das
zu vergleichende Cytoskelett-Proteomset.

Die Vorhersage fiir die Anzahl und die Linge von Coiled-Coil Motiven in den
analysierten Proteinen erfolgte mit COILS und NCOILS (Lupas et al., 1991). Die Ermittlung
der repetitiven Motive basierte auf RADAR (Heger und Holm, 2000). Als repetitives Motiv
wurde eine Proteinsequenz mit mindestens drei repetitiven Segmenten, jedes mit einer
Mindestldnge von zehn Aminosduren, definiert. Entsprechende Suchkriterien wurden bereits
zuvor erfolgreich angewandt, um Cytoskelett-assoziierte Proteine in Tetrahymena
thermophila zu identifizieren (Gould et al. 2011). Die funktionelle Zuordnung der 203
Cytoskelett-assoziierten Proteinen basierte auf den Annotationen der KOG-Datenbank
(Koonin et al., 2004; Tatusov et al., 2003). Die Identifikation von Protein-Doménen innerhalb

der Proteine erfolgte durch SMART (Letunic et al., 2015).
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5. Ergebnisse

5.1 Extraktion des Cytoskeletts von Tetratrichomonas gallinarum

Das Cytoskelett der Trichomonadidae ist ein komplexes Arrangement, welches mitunter
maligebend von den makromolekularen Strukturen Axostyl, Costa und den gestreiften
Parabasalen Filamenten aufgebaut und gestiitzt wird (Honigberg BM, 1971; Lopes et al.,
2001). Die in Abbildung 5.1A dargestellte Illustration dient zur Orientierung der vorliegenden
Forschungsergebnisse.

Um das Cytoskelett von Spezies der Trichomonadidae auf dessen Proteinkomposition
zu analysieren, war es erforderlich dieses mdglichst vollstindig und rein aus dem jeweiligen
Organismus zu extrahieren. Protokolle zur Isolation des Cytoskeletts existierten bereits fiir
Tetratrichomonas gallinarum, Trichomonas vaginalis, Pentatrichomonas hominis und
Tritrichomonas foetus (de Souza und da Cunha-e-Silva, 2003; Rosa et al., 2013; Viscogliosi
und Brugerolle, 1994). Die experimentelle Anwendung dieser Protokolle brachte allerdings
nicht die gewiinschte Reinheit an Cytoskelett-Fraktionen hervor, weder fiir 7. vaginalis noch
fir 7. gallinarum. Die Durchfiihrung eines Cytoskelett-Extraktionsprotokolls fiir Giardia
lamblia (Palm et al., 2005) in Kombination mit einem Sucrose-Dichtegradienten (de Souza
und da Cunha-e-Silva, 2003) ermoglichte schlieBlich die Extraktion weitgehend reiner
Cytoskelett-Fraktionen (Abb. 5.1B, C, D).

Das Cytoskelett von 7. gallinarum liell sich im Hinblick auf Ausbeute und Reinheit
wesentlich besser isolieren als dasjenige von 7. vaginalis; wie zuvor auch schon fiir die
Extraktion der Costa beschrieben wurde (Viscogliosi und Brugerolle, 1994). Deutlich wurde
dies durch Inspektionen der extrahierten Fraktionen mittels Lichtmikroskop und Multiplex
Fluorescence Western Blot (MFWB) (Abb. 5.1B, C). Im Lichtmikroskop war die
Detergenzien-resistente, gabelartige Struktur von Axostyl und Costa prizise zu erkennen
(Abb. 5.1B). Dieses Erscheinungsbild deckte sich mit zuvor beschriebenen
lichtmikroskopischen Cytoskelett-Aufnahmen (Viscogliosi und Brugerolle, 1994). Die
MFWB-Analysen mit Antikorpern gegen Tubulin und gegen das hydrogenosomale
Markerprotein Succinyl-CoA-Synthetase (SCS) zeigten, dass die Cytoskelett-Fraktion (CYT)
frei von SCS und somit weitgehend frei von Hydrogenosomen als eine héufige
Kontaminationsquelle war (Abb. 5.1C). Als Positivkontrolle fungierte hierbei eine isolierte
Hydrogenosomen-Fraktion (HYD; Abb. 5.1C). Das silber gefiarbte SDS-Gel visualisiert ein
umfangreiches GroBenspektrum fiir die Proteine der extrahierten Cytoskelett-Fraktion

(Abb. 5.1D). Auffillig erschien die stark ausgeprdgte Proteinbande bei ~50 kDa, die
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wahrscheinlich Tubulin mit einem vorhergesagten Molekulargewicht von 50,1 kDa
(TVAG_467840) reprasentiert. Weiterhin sind im GroBenbereich von 100-140 kDa definierte,
intensivere Proteinbanden zu erkennen, die in ihrem Muster weitgehend zuvor durchgefiihrten
SDS-PAGE-Analysen entsprechen (Viscogliosi und Brugerolle, 1994). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden zur massenspektrometrischen Proteom-Analyse ausschlieBlich

Cytoskelett-Fraktionen aus 7. gallinarum verwendet.

®
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Abbildung 5.1: Das Cytoskelett der Trichomonadidae. (A) Illustration der Cytoskelett-
Hauptkomponenten und deren assoziierte Organellen. (B) Lichtmikroskopische-Aufnahmen einer
extrahierten Cytoskelett-Fraktion aus 7. gallinarum 1im  Differential-Interferenz-Kontrast.
Malstableiste: 10 pm. (C) Multiplex Fluoreszenz Western Blot der Zellfraktionen Gesamtzelllysat,
GZL; Cytoskelett, CYT und Hydrogenosomen, HYD. (D) Silber gefarbtes Polyacrylamid-Gel der
Cytoskelett-Fraktion aus Grafik B, C. Die GroBenstandards in Grafik C und D erscheinen in
Kilodalton, kDa. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.
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5.2 Massenspektrometrische Proteom-Analyse des Cytoskeletts von 7. gallinarum

Die Proteom-Analyse erfolgte durch das Verfahren der Fliissigkeitschromatographie
gekoppelten Elektrospray-lonisations-Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS; Kap. 4.2.2.2)
auf Grundlage von drei individuell extrahierten Cytoskelett-Fraktionen aus 7. gallinarum
(Kap. 7, Abb. 7.1). Um mit den massenspektrometrisch erfassten Daten homologe Proteine
identifizieren zu konnen, war es notwendig eine Transkriptom-Bibliothek von 7. gallinarum
zu erstellen, zumal von diesem Organismus bisher keine Sequenzdaten zur Verfiigungen
standen (Kap. 4.2.3.1).

Durch die RNA-Sequenzierung des 7. gallinarum-Stammes M3 konnten insgesamt
20.982.889 Reads generierte werden, welche als Roh-Daten nun iiber die NCBI SRA
Datenbank (accession SRA318841) zuginglich sind. Von den Reads passierten 20.638.776
den Qualitatsfilter. Die anschliefende Assemblierung erbrachte 64.756 contigs (mit einer
N50-Liange von 694), die nach Isoformen gefiltert und nach offenen Leserastern (Open
Reading Frames; ORFs) durchsucht wurden. Von insgesamt 37.740 detektierten ORFs,
zeigten 26.130 Homologien zu Genen (mit 11.268 einzigartigen Treffern) des sequenzierten
Genoms des 7. vaginalis Stammes G3, welches iliber die Datenbank TrichDB (v2.0) zur
Verfiigung stand (Aurrecoechea et al., 2009).

Mittels  der  translatierten  Transkriptom-Assemblierung  (zuginglich  unter

http://www.molevol.de/resources/008preisner/ORFs_TGAL translated into_aa.xIsx) konnten

im Rahmen der ESI-MS-Analyse, in jeder der drei Cytoskelett-Fraktion, insgesamt 582
Proteine mit einem Minimum von zwei Peptiden per Protein identifiziert werden (accession
PXD003212; ProteomXchange.org). Durch reziproke Homologie-Suchen (best BLASTp)
iiber die Software Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; Altschul et al., 1997) konnten
die entsprechenden Protein-Homologe von 7. vaginalis ermittelt werden. Das Suchergebnis
wurde anhand der TrichDB-Annotierungen manuell editiert, um sémtliche Proteine
auszuschlieBen, die offensichtlich nicht mit dem Cytoskelett direkt assoziiert sind, wie
beispielsweise ribosomale Proteine. Hierdurch wurden insgesamt 203 Cytoskelett-assoziierte
Proteine ermittelt und anschlieBend anhand der Datenbank EuKaryotic Orthologous Groups
(KOG; Koonin et al., 2004; Tatusov et al., 2003) funktionell kategorisiert (Abb. 5.2). Von
den 203 Proteinen konnten 113 (56%) liberhaupt keiner funktionellen Klasse (Abb. 5.2; roter
Balken) zugeordnet werden und fiir weitere 30 Proteine war die Funktion entweder unbekannt
oder lediglich mit einer generellen Funktionsvorhersage verkniipft (Abb. 5.2; graue Balken).
Die verbleibenden Proteine wurden den drei Hauptkategorien: (i) Zelluldre Prozessesierung

und Signalisierung (47 Proteine, inklusive Aktin und Tubulin), (i1) Informationsspeicher und
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Prozessierung (8 Proteine) und (iii) Metabolismus (7 Proteine) zugeordnet. Die detaillierte
Zuordnung sdmtlicher Proteine zu den KOG-Unterkategorien ist in Tabelle 7.1 (Kap. 7)
ersichtlich. Hierbei sei erwdhnt, dass drei Proteine aufgrund ihrer Eigenschaften mit mehreren

Unterkategorien gleichzeitig verkniipft wurden.

90 KOG Hauptkategorien

. Nicht zuordenbar

Zellulare Prozessierung und Signalisierung
. Informationsspeicherung und Prozessierung
. Metabolismus

Kaum charakterisiert

KOG Unterkategorien

(A) BNA Prozessierung und Modifikation
(C) Energieproduktion und Konvertierung
(D) Zellzykluskontrolle, Zell- und Chromosomen-Teilung
(E) Aminosaure-Transport und Metabolismus
(F) Nukleotid-Transport und Metabolismus
30 (J) Translation, ribosomale Strukturierung und Biogenese
- (L) Replikation, Rekombination und Reparatur
(M) Zellwand/-Membran/-Htille Biogenese
(N) Zelmotilitat
(O) Posttranslationale Modifikation, Protein turnover, Chaperone
(R) Nur generelle Funktionsvorhersage maglich
(S) Funktion unbekannt
(T) Signaltransduktions-Mechanismen
J. (U) Intrazellularer Verkehr, Sekretion und Vesikel-Transport
0 — | .|| | (Z) Cytoskelett
AC H EFJ LM%N O(_? RSTUZna (na)keine Daten verfigbar

7

Anzahl der Proteine
(e)]
(=]

Abbildung 5.2: Zuordnung der 203 Cytoskelett-assoziierten Proteine in funktionelle Kategorien
der EuKaryotic Orthologous Groups (KOG) Datenbank. Fiir die Mehrheit der Proteine (113) sind in
der KOG-Datenbank keine Informationen hinterlegt (na). Zudem ist die Funktion von 19 Proteinen
unbekannt (S) und fiir 11 Proteine kann die Funktion lediglich vorhergesagt werden (R). Drei Proteine
wurden aufgrund ihrer Eigenschaften zu mehr als nur einer Unterkategorie zugeordnet, zum Beispiel
zu DN, MOT und OT (gelbe Balken). Basierend auf den Daten der Tabelle 7.1. Modifiziert nach
Preisner et al. 2016.

Unter den Proteinen, die eindeutig und mit den hochsten Werten an Peptide Spectrum
Matches (PSM; ein semi-quantitativer Parameter) massenspektrometrisch identifiziert
wurden, befand sich Tubulin mit seiner beta- (TEGb007706; homolog zu TVAG 467840)
und seiner epsilon-Kette (TEGb007357; homolog zu TVAG_008680) mit PSM-Werten von
1.228 und 456 und einer Sequenziibereinstimmung von jeweils 75%. Neben Tubulin, waren

es die Proteine TEGb005933 (TVAG 339450), TEGb003426 (TVAG 474360),
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TEGb019317 (TVAG_117060),
(TVAG _059360), die

TEGb017573
PSM-Werten

(TVAG_030160)
111

und TEGb012599

mit zwischen und 330 wund einer

Sequenziibereinstimmung zwischen 63% und 76% detektiert wurden (Tab. 5.1).

Tabelle 5.1: Eigenschaften der fiinf selektierten und in vivo lokalisierten Proteine im Vergleich
zu Aktin und Tubulin. Die fiinf aufgefiihrten Proteine wurden aufgrund ihrer PSM-Werte und ihrem
Molekulargewicht fiir Immunfluoreszenz-basierte Lokalisationsstudien ausgewdhlt. Die beta-Kette
von Tubulin (TVAG _467840) und Aktin (TVAG_172680) wurden ebenfalls massenspektrometrisch
erfasst und sind als Referenzen gelistet. Die Datenbank-assoziierten Werte wurden von TrichDB v2.0
(Aurrecoechea et al., 2009) tibernommen. Basierend auf Transkriptom-Daten von 7. vaginalis sind
zusdtzlich die absoluten Expressionswerte der Proteine aufgefiihrt (Gould et al., 2013).
Sequenzidentitét, coverage %; unique peptides, UP; peptide spectrum matches, PSM; Aminoséduren,
AA; Molekulargewicht, MW; Isoelektrischer Punkt, IEP. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.

Transkriptom Massenspektrometrie TrichDB annotierte

Daten von Daten von T. gallinarum Daten
T. vaginalis
Zugangsnummern : :
T. gallinfrungz T. vaginalis }/:::lg:;z;te g’l()l;l(;ilslstl)on Coverage % UP PSM  AA I(\I/([]‘;;) TEP
TEGb005933 TVAG_339450 Unknown 665 65 67 256 977 113,5 4,9
TEGb003426 TVAG_474360 Unknown 2.267 65 66 244 1.042 119,1 4,8
TEGb019317 TVAG_117060 Unknown 502 70 64 330 878 100,5 4,9
TEGb017573 TVAG_030160 WD repeat protein 682 76 33 163 605 65,7 6,9
TEGb012599 TVAG_059360 Sperm associated 941 63 30 111 505 55,0 7,1
antigen 6
TEGb007706 TVAG_467840 Tubulin beta chain, 29.130 75 27 1228 452 50,1 4,7
putative
TEGb007619 TVAG_172680 Actin 18.485 8 9 24 386 43,0 53

Um Homologe dieser Proteine auch aullerhalb der Trichomonadida zu finden, wurde eine
erweiterte BLAST-Suche gegen die Reference Sequence-Datenbank (RefSeq database, NCBI)
durchgefiihrt. Fiir TVAG 339450, TVAG 474360 und TjVAG 117060 konnten hierbei
keine signifikanten Homologe (e-value cutoff von < le'’) determiniert werden. Fiir
TVAG 030160 fanden sich WD40-Doméne codierende Homologe in einer Vielzahl von

. . -1
Organismen (mit e-values < le™"*

). Unter diesen waren uncharakterisierte Proteine diverser
Protisten wie beispielsweise des Ciliaten Tetrahymena thermophila (TTHERM 01094880; e-
value 8¢'*"), des Trypanosomatiden Angomonas deanei (EPY27992.1; e-value 2¢**) und der
Griinalge Chlamydomonas reinhardtii (XP_001690930; e-value 2¢"*"). Die Mehrheit dieser
Proteine sind als “flagellar associated protein“ annotiert. Gleichermallen konnten fiir
TVAG 059360 BLAST-Treffer mit Proteinen diverser Organismen gefunden werden (mit e-
values < le™*’), die hiufig als “Sperm-associated antigen 6 (Spag6)“ verschiedener Siugetiere

oder auch als ,,axonem central apparatus protein®, wie im Fall von Trypanosoma vivax Y486
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(CCC46476.1; e-value 1e"*") und einigen Leishmania-Arten (e-value 2¢°") annotiert waren.
Auffilligerweise enthalten alle fiinf Proteine eine Vielzahl repetitiver Motive, wie sich durch
die Software Simple Modular Architecture Research Tool (SMART; Letunic et al., 2015)
ermitteln lieB (Abb. 5.3). Zudem konnten fir TVAG 339450, TVAG 474360 und
TVAG 117060 mittels COILS (Lupas et al., 1999) weitreichende, rechts gewundene Coiled-
Coil Segmente vorhergesagt werden (Abb. 7.2).

Weiterhin wurden die fiinf Proteine auf potentielle Consensus-Motive, wie
beispielsweise das VPV-Motiv der Articuline (Marrs und Brouck 1993) oder jene der
Alveoline (Gould et al. 2011), hin untersucht (Kap. 3.2). Ein vergleichbar dhnlich eindeutiges
Sequenz-Motiv konnte fiir keinen der fiinf Proteine determiniert werden. Allerdings
visualisiert die vorhergesagte Aminosduresequenz von TVAG 339450, TVAG 474360,
TVAG 117060 und TVAG 059360 analog zu den Pellicula-assoziierten Proteinen von
T. thermophila eine Haufigkeitsverteilung von Glutaminsiure > 6%, Lysin > 6%, Glutamin >

3%, und die Summe von Isoleucin, Leucin, und Valin > 10% (Gould et al., 2011).

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

TVAG_339450

'

TVAG_474360

TVAG_117060

TVAG_030160

Coiled-Coil

Interner Repeat

TVAG_059360 WD40 Domane

Armadillo/beta-
catenin Repeat

i

Abbildung 5.3: Verteilung konservierter Doménen innerhalb der fiinf selektierten und in vivo
lokalisierten Proteine von 7. vaginalis. Die farblich gekennzeichneten Protein-Doménen basieren
auf der Strukturvorhersage des SMART-Algorithmus (Letunic et al., 2015). Anhand des Rasters mit
100-1000 Aminosduren, oberhalb der Illustration, ist die Position der Dominen entlang der
Proteinsequenzen ersichtlich. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.
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5.3 Cytoskelett-assoziierte Proteine zeigen eine erhohte Anzahl langer Coiled-Coil

Segmente und anderer repetitiver Motive

Lange und dominante Coiled-Coil Proteinsequenzen sind ein charakteristisches Merkmal der
meisten IF Proteine metazoischer Organismen (Herrmann et al., 2007; Rose et al., 2005).
Dariiberhinaus zeigen Cytoskelett-assoziierte Proteine von Spezies der Excavata und der
Ciliata generell ein erhohtes Vorkommen repetitiver und geladener Sequenzmotive
(Elmendorf et al., 2003; Gould et al., 2011; Kloetzel et al., 2003).

Auf Basis dieser Erkenntnisse wurde in der vorliegenden Forschungsarbeit getestet, ob
auch die Proteine des aus 7. gallinarum extrahierten Cytoskeletts derartige Sequenzmerkmale
besitzen. Hierzu wurden die 203 Cytoskelett-assoziierten Proteine (Kap. 5.2) mit zwei
Kontroll-Protein-Datensdtzen verglichen. Das erste Set umfasste 301 Hydrogenosomen-
assoziierte Proteine (Garg et al., 2015) und das zweite ein Set gleicher Grofe von 203 zufillig
selektierten Proteinen aus dem Genom von 7. vaginalis. Verglichen und auf die statistische
Signifikanz gepriift, wurden hierfiir die drei Parameter (i) Anzahl der Coiled-Coils, (i1) Lange
der Coiled-Coils und (ii1) Anzahl der repetitiven Motive innerhalb jedes Proteins (Abb. 5.4,
5.5; Tab. 7.2,7.3,7.4)

In Abbildung 5.4A ist die Verteilung der Anzahl an vorhergesagten Coiled-Coils pro
Protein fiir das Cytoskelett- (CYT) und das hydrogenosomale Set (HYD) visualisiert. Beide
Verteilungen erwiesen sich als statistisch unterschiedlich (Mann-Whitney test (MW?t), p-value
< 2,1¢®) und verdeutlichen, dass Coiled-Coils im CYT-Set signifikant hiufiger auftraten als
im HYD-Set. Dies bestdtigte sich auch im Vergleich mit dem zweiten, randomisierten
Kontrollset (RDM; Abb. 5.5A), welcher ebenfalls signifikant unterschiedlich ausfiel (MWt, p-
value < 3e¢?). Auch die Linge der Coiled-Coil Segmente innerhalb des CYT-Sets war
signifikant erhoht im Vergleich zu denen des HYD-Sets (MWt, p-value < 1,9¢”; Abb. 5.4B)
und des RDM-Sets (MWt, p-value < 0,022; Abb. 5.5B). Dariiberhinaus, zeigten Cytoskelett-
assoziierte Proteine signifikant mehr repetitive Motive pro Protein im Vergleich mit dem
HYD-Set (MWt, p-value < 0,0003; Abb. 5.4C) und dem RDM-Datenset (MWt, p-value
< 4,8¢”; Abb. 5.5C). Allerdings wurden im HYD-Set vereinzelt auch Proteine mit mehr als
fiinf repetitiven Motiven identifiziert, was in den CYT- und RDM-Datensitzen nicht der Fall
war.

Um zu {iberpriifen, ob lange Proteinsequenzen tendenziell mehr Coiled-Coils und
repetitive Motive besitzen als kiirzere, wurde eine weitere Analyse durchgefiihrt, bei der die
beiden Kontrollsets (HYD und RDM) nach Proteinen dhnlicher Gréf3e wie die des CYT-Sets
gefiltert wurden. Hierbei zeigte der Vergleich zwischen dem CYT- und dem HYD-Set erneut
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die gleiche Tendenz mit entsprechender Signifikanz (Anzahl der Coiled-Coils: MWt, p-value
< 4,8¢°: Léange der Coiled-Coils: MWt, p-value < 1,36'9; Anzahl der repetitiven Motive:
MWt, p-value < 0,0001). Die Re-Analyse zwischen dem CYT- und dem RDM-Set bestitigte
ebenfalls die Ergebnisse der urspriinglichen Untersuchung, ausgenommen fiir die Anzahl
repetitiver Motive, welche diesmal nicht signifikant unterschiedlich war (Anzahl der Coiled-
Coils: MWt, p-value < 1,8¢'; Lange der Coiled-Coils: MWt, p-value < 0,0004; Anzahl der
repetitiven Motive: MWt, p-value < 0,73).

1 5 )
® ® ©
_6 e . 1] '
Q e . 1
©° L] " L]
9D - =5 o
3 ! © 2
@] 8 . 2
o ) 1 o
=N Q- : o
» o H 1 ©
@ ! ! O ! ©
9) 1 [] ] E 1 ] 1 E
2 ! = : N
- L] 1

(o) H c
8 : . 3 ' - =
- o ‘ i
~ ! (g
4] t — I
N .
c
< & —=

CYT HYD CYT HYD CYT HYD

o " AEHHE

Anzahl repetitiver Motive

Abbildung 5.4: Coiled-Coils und andere repetitive Motive kommen im Proteom des Cytoskeletts
vermehrt vor. (A) Der Box-Plot zeigt die Anzahl an vorhergesagten Coiled-Coils innerhalb der 203
extrahierten Cytoskelett-Proteine (CYT) im Vergleich zu 301 Hydrogenosomen-assoziierter Proteine
(HYD; Garg et al., 2015) als Kontrolle. (B) Der Box-Plot visualisiert die Lange der Coiled-Coils in
Aminosduren (aa) basierend auf den selben Datensitzen. (C) Das Saulendiagramm veranschaulicht die
Anzahl an repetitiven Motiven pro Protein fiir beide Datensétze. Ein Motiv besteht aus mindestens
drei repetitiven Segmenten mit jeweils einer Mindestlinge von 10 Aminosduren. Die Anzahl an
Proteinen mit 1, 2, 3 oder 4 repetitiven Motiven ist signifikant hoher im CYT-Datensatz als im HYD-
Datensatz. Um diese Tendenz zu verifizieren wurden die CYT-Proteine zusitzlich noch mit einem
Datensatz von 203 zufillig selektierten Proteinen (RDM) von T. vaginalis verglichen (Abb. 5.5). Im
Gegensatz zum CYT- und RDM-Datenset konnten im HYD-Set auch Proteine mit mehr als 5
repetitiven Motiven identifiziert werden. Basierend auf den Daten der Tabellen 7.2, 7.3 und 7.4.
Modifiziert nach Preisner et al. 2016.
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Abbildung 5.5: Coiled-Coils und andere repetitive Motive sind im Cytoskelett-Proteom
vermehrt vertreten. (A) Der Box-Plot zeigt die Anzahl an vorhergesagten Coiled-Coils innerhalb der
203 extrahierten Cytoskelett-Proteine (CYT) im Vergleich mit 203 zufillig selektierten Proteinen
(RDM) als Kontrolle. (B) Der Box-Plot visualisiert die Lange der Coiled-Coils in Aminoséduren (aa)
auf Basis der selben Datensétze. (C) Das Saulendiagramm veranschaulicht die Anzahl an repetitiven
Motiven pro Protein fiir beide Datensitze. Ein Motiv besteht aus mindestens drei repetitiven
Segmenten mit jeweils einer Mindestldnge von 10 Aminosduren. Die Anzahl an Proteinen mit 1, 2, 3
oder 4 repetitiven Motiven ist signifikant hoher im CYT-Datensatz als im RDM-Datensatz. Basierend
auf den Daten der Tabellen 7.2, 7.3 und 7.4. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.

5.4 Homologe Proteine von 7. vaginalis lokalisieren in filamentosen Strukturen

Um zu tiberpriifen, ob die per ESI-MS identifizierten Proteine tatsdchlich mit dem Cytoskelett
assoziiert sind wurden Lokalisationsstudien mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie
durchgefiihrt. Hierzu wurden fiinf Proteine, die mit den hochsten PSM-Werten erfasst wurden
(Tab. 5.1), als GFP- beziehungsweise HA-Fusionsproteine sowohl homolog in 7. vaginalis
(Abb. 5.6; Kap. 7, Abb. 7.3) als auch heterolog in 7. gallinarum (Abb. 5.8) exprimiert.

Die Immunfluoreszenz-Aufnahmen in Abbildung 5.6 visualisieren die Lokalisation des
ersten Proteins, TVAG 339450, in einem einzelnen lidnglichen Filament, das sich an der
Zellperipherie befindet. Hierbei zeigte das Protein keine Kolokalisation mit Tubulin, wodurch
sich das durch TVAG 339450 dekorierte Filament deutlich vom Axostyl und der mit der
undulierenden Membran verkniipften Schleppgeifliel unterscheiden und abgrenzen lésst.
Neben der Lokalisation in vivo konnte das Protein auch in extrahierten Cytoskelett-Fraktionen
als Bestandteil eines langen Filaments (mutmaBlich die Costa) nachgewiesen werden

(Abb. 5.7). Der zweite Kandidat, TVAG 474360 zeigte ein deutlich komplexeres
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Lokalisationsmuster. Dieser akkumulierte im apikalen Bereich des Nukleus, kolokalisierte mit
Tubulin in der Region der Pelta und im distalen Teil des Axostyls und dekorierte filigrane,
filamentose Strukturen um den Nukleus herum (Abb. 5.6). Die Assoziation mit der Pelta
konnte auch in extrahierten Cytoskelett-Fraktionen dokumentiert werden (Abb. 5.7). Zudem
zeigte dieses Protein vereinzelt Ansammlungen im Cytosol, was gegebenenfalls auf dessen
Uberexpression zuriickzufiihren sein konnte. Erwihnenswert ist in diesem Zusammenhang,
dass TVAG 474360 basierend auf Transkriptom-Analysen von allen fiinf selektierten
Kandidaten die hochste native Expression besal (Tab. 5.1). Das dritte Protein,
TVAG 117060, dekorierte in vivo eine gabelartige Struktur unterhalb der Pelta, nahe des
Nukleus womit es sich um die Parabasalen Filamente handeln konnte (Abb. 5.6). In
extrahierten Cytoskelett-Fraktionen konnte fiir das Protein lediglich eine Assoziation mit der
Pelta nachgewiesen werden (Abb. 5.7). Das vierte Protein, TVAG 030160, kolokalisierte
weitgehend mit dem Axostyl, von der anterior gelegenen Pelta bis in den posterioren Bereich,
jedoch nicht mit dessen terminalen Ende, welches aus der Zelle herausragt. Ferner dekorierte
es den Bereich des Nukleus flichendeckend (Abb. 5.6). Auffilligerweise, wurde dieses
Protein in Western Blot-Analysen, in zwei unterschiedlichen GréBen detektiert (Kap. 7,
Abb. 7.5). Einerseits mit einem schwachen Signal bei ~66 kDa (in etwaiger Ubereinstimmung
mit der vorhergesagten Grof3e von 55,7 kDa, basierend auf den TrichDB annotierten ORFs)
und andererseits mit einem dominanten Signal bei ~110 kDa, was auf eine Dimerisierungs-
Féhigkeit des Proteins hinweisen konnte. Das fiinfte Protein, TVAG 059360, zeigte keine
eindeutige Kolokalisation mit dem Axostyl, obwohl in manchen Zellen eine leichte
Uberlagerung mit Tubulin im anterioren Bereich zu erkennen war. Deutlicher lokalisierte es
zu filigranen Filamenten um rum des Nukleus, als auch geflechtartig in weite Bereiche

innerhalb der Zelle (Abb. 5.6, Abb. 7.3).
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a-Tubulin Merge + DAPI

Abbildung 5.6: Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Aufnahmen zur Lokalisation der fiinf
selektierten Kandidatenproteine in 7. vaginalis. Die Proteine die mit dem Priafix TVAG_ in der
Grafik gekennzeichnet sind, wurden als Hémagglutinin-Fusionsproteine (anti-HA, griines Signal)
homolog in 7. vaginalis exprimiert und in vivo lokalisiert. Tubulin (anti-Tubulin, rotes Signal)
fungierte als Marker fiir das Axostyl. DAPI (blaues Signal) visualisiert den Zellkern im Rahmen der
Uberlagerung (Merge) des griinen und roten Signals. Die Aufnahme im Differential-Interferenz-
Kontrast (DIC) veranschaulicht die gesamte Zellmorphologie. MaBstableiste: 10 pm. Modifiziert nach
Preisner et al. 2016.
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Ergidnzend zu den in vivo Lokalisationsstudien konnten die Coiled-Coil Proteine
TVAG 339450, TVAG 474360 und TVAG 117060 auch in extrahierten Cytoskelett-
Fraktionen von T. vaginalis nachgewiesen werden (Abb. 5.7). Wie oben detaillierter erwihnt,
unterschied sich das Lokalisationsmuster von TVAG 474360 und TVAG 117060 zu
demjenigen in vivo (Abb. 5.6, 5.7). Eine Kolokalisation mit Tubulin konnte fiir keinen der

drei Coiled-Coil Kandidaten beobachtet werden.

a-HA DIC Merge

TVAG_339450

TVAG_474360

TVAG_117060

Abbildung 5.7: Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Aufnahmen zur Lokalisation der drei Coiled-
Coil Proteine TVAG_339450, TVAG_474360 und TVAG_117060 in extrahierten Cytoskelett-
Fraktionen von 7. vaginalis. Die drei Proteine die mit dem Prifix TVAG_ in der Abbildung
dargestellt sind, wurden als Hamagglutinin-Fusionsproteine (anti-HA, griines Signal) homolog in
T. vaginalis exprimiert und in extrahierten Cytoskelett-Fraktionen lokalisiert. Die Aufnahme im
Differential-Interferenz-Kontrast (DIC) zeigt das extrahierte Cytoskelett-Geriist. Die Uberlagerung
(Merge) der anti-HA und DIC-Aufnahme visualisiert die Lokalisation der Proteine. Mafstableiste:
10 pm. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.
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Um festzustellen, ob sich das Lokalisationsmuster der Cytoskelett-assoziierten Proteine
von T. vaginalis (Abb. 5.6) auch in T. gallinarum bestétigt, wurden bis auf TVAG 339450
samtliche HA-Fusionskonstrukte heterolog in 7. gallinarum exprimiert. Interessanterweise
konnten hier einige Unterschiede festgestellt werden. Bereits bei der Zell-Fixierung zeigte
sich, dass die Anwendung des Protokolls flir 7. vaginalis-Zellen bei T. gallinarum stark
deformierte und lysierte Zellen hervorbrachte. Nachdem die Konzentration von Triton
X-100 reduziert wurde (Kap. 4.2.2.10), konnte die natiirliche Zellmorphologie von
T. gallinarum wesentlich besser fixiert werden. Dies deutet auf eine unterschiedliche
Zellmembran-Zusammensetzung beider Spezies hin.

Die Lokalisation von TVAG 339450 in 7. gallinarum unterschied sich zu der von
T. vaginalis (Abb. 5.6, 5.8). An dieser Stelle sei erwédhnt, dass die Etablierung einer
lebensfahigen 7. gallinarum-Kultur, die TVAG 339450 in HA-markierter Form exprimierte,
auch nach mehreren Transfektions- und Kultivierungsversuchen erfolglos blieb. Alternativ
gelang es 7. gallinarum mit einer GFP-markierten Variante von TVAG 339450, iiber die
Transfektion mit pTv_GFP (Kap. 4.1.7), zu kultivieren. Dieses Protein dekorierte im
Gegensatz zu T. vaginalis zwei filamentdse Strukturen, wobei die eine circa doppelt so lang
erschien als die andere (Abb. 5.8; Kap. 7, Abb. 7.4). Hierbei konnte es sich erneut um die
Costa und ein Parabasales Filament handeln, zumal auch hier die Signale keine
Kolokalisation mit dem Axostyl zeigten. Um dieses Ergebnis mit dem von 7. vaginalis
priziser vergleichen zu konnen, wurde ebenfalls eine TVAG 339450::GFP exprimierende
Kultur des Humanpathogens etabliert. In 7. vaginalis resultierte die Lokalisation wiederum in
einer einzigen filamentdsen Struktur und bestétigte damit das Ergebnis des HA-markierten
Proteins (Abb. 7.4). Demzufolge scheint in 7. gallinarum TVAG 339450 Bestandteil von
mehr als nur einem Filament zu sein, was auf eine unterschiedliche Proteinzusammensetzung
der Filamente beider Spezies hindeutet.

Das Coiled-Coil Protein TVAG_ 474360 lokalisierte auffilligerweise in einer stabartig,
steif erscheinenden Struktur, die sich zentral von anterior nach posterior iiber die gesamte
Zelle erstreckte und dariiber hinausragte (Abb. 5.8). Die Lokalisation unterschied sich
eindeutig zu der von T. vaginalis (Abb. 5.6) und eine Kolokalisation mit dem Axostyl konnte
nicht detektiert werden. In manchen Zellen dekorierte das Protein neben der stabartigen
Struktur auch ein lingeres und filigranes Filament, welches anterior im Bereich der Pelta
entsprang (Abb. 5.8), wobei sich eine Kolokalisation mit Tubulin jedoch nicht detektieren

lieB. Um die Struktur des steif erscheinenden Gebildes detaillierter und hochauflosender
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analysieren zu konnen, wurde die Zellkultur unter dem Transmissionselektronen-Mikroskop
(TEM) observiert wie in Kapitel 5.5 beschrieben ist.

Das Protein TVAG 117060 lokalisierte in zwei Filamenten, die eine dhnliche Linge
zeigten wie die in 7. vaginalis und ebenfalls nicht mit dem Axostyl kolokalisierten. Anhand
der in Abbildung 5.8 dargestellten mitotischen Zelle lasst sich erkennen, dass diese Filamente
formiert werden, bevor die bindre Langsteilung vollzogen wurde. Ferner war das Protein in
manchen Zellen zusitzlich punktuell mit den anterioren Flagellen assoziiert.

Analog zu T. vaginalis lokalisierte TVAG 030160 in 7. gallinarum dorsal weitgehend
mit dem Axostyl. Eine eindeutige Kolokalisation mit der Pelta und dem Nukleus konnte
jedoch nicht dokumentiert werden. Neben einer schwachen Kolokalisation mit einem
Tubulin-haltigen Filament, vermutlich einer Flagelle im ventralen Bereich, akkumulierte das
Protein weitldaufig im Cytosol (Abb. 5.8).

Der fiinfte Kandidat, TVAG 059360 zeigte die umfangreichste Kolokalisation mit
Tubulin und dekorierte neben den Flagellen auch das Axostyl anndhernd komplett. Lediglich
in den Bereichen des Nukleus und der Pelta wurde das Protein nicht detektiert (Abb. 5.8). Die
partielle Kolokalisation mit dem Axostyl konnte auch in 7. vaginalis beobachtet werden.

Ungeachtet dessen, dass sich das Lokalisationsmuster fiir die Mehrzahl der fiinf
Kandiatenproteine in 7. vaginalis und T. gallinarum unterschied, waren die Proteine in beiden
Organismen stets mit filamentdosen Strukturen des Cytoskeletts assoziiert, was die

experimentelle Durchfiihrung der Proteom-Analyse soweit als erfolgreich validiert.
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Abbildung 5.8: Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Aufnahmen zur Lokalisation der fiinf
selektierten Kandidatenproteine in 7. gallinarum. Die Proteine die mit dem Prifix TVAG_ in der
Abbildung gekennzeichnet sind, wurden als GFP- oder HA-Fusions-Proteine (anti-GFP/anti-HA,
griines Signal) heterolog in 7. gallinarum exprimiert und in vivo lokalisiert. Tubulin (anti-Tubulin,
rotes Signal) diente als Marker fiir das Axostyl. DAPI (blaues Signal) zeigt den Zellkern im Rahmen
der Uberlagerung (Merge) des griinen und roten Signals. In der Aufnahme mit Differential-
Interferenz-Kontrast (DIC) ist die gesamte Zellmorphologie dargestellt. MaBstableiste: 10 pm.
Modifiziert nach Preisner et al. 2016.
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5.5 Die heterologe Expression von TVAG 474360 in 7. gallinarum induziert die

Formation zusitzlicher gestreifter Filamente zu einer langen, stabartigen Struktur

T. gallinarum-Zellen, die mit pTv_474360::HA transfiziert wurden, formten ein auffillig
steifes und stabartiges Gebilde, welches zentral die gesamte Zelle durchzieht und iiber diese
anterior und posterior hinausragte.

Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Analysen zeigten weiterhin, dass diese Struktur
hauptsichlich aus dem Protein TVAG 474360 besteht und nicht mit dem Tubulin-haltigen
Axostyl kolokalisierte (Abb. 5.8, 5.9A). Weder in wildtypischen noch in transfizierten
T. gallinarum-Zellen, die andere HA-markierte Cytoskelett-Proteine exprimierten, war eine
derartig auffdllige Struktur zu erkennen. Dies gilt auch fiir die analysierten 7. vaginalis-
Zellkulturen und bestdtigt den auBergewohnlichen Phinotyp von TVAG 474360::HA
ausschlieBlich in 7. gallinarum, wie im Vergleich der Immunfluoreszenz-Mikroskopie-
Aufnahmen der Abbildungen 5.6, 5.8 und 5.9A ersichtlich ist. Die in Abbildung 5.9A
dargestellte wildtypische Zelle dient als Kontrolle und visualisiert die Behandlung mit dem
selben HA-Antikorper als eine unspezifische, punktférmige und cytosolische Detektion.

Transmissionselektronen-Mikroskopie-Aufnahmen (TEM) der transfizierten und
mutierten Zellen im Longitudinalschnitt veranschaulichen, dass sich die stabartige Struktur
aus einer Akkumulation parallel angeordneter, gestreifter Filamente zusammensetzte, wie in
Abbildung 5.9B und C anhand der gestrichelten Vergrof8erungen zu sehen ist. Die einzelnen,
langsgeschnittenen Filament-Einheiten &dhneln in threm Bandenmuster dem der Costa und
denen der Parabasalen Filamente (Pf). Eine Kolokalisation mit diesen Cytoskelett-
Komponenten wurde allerdings nicht beobachtet (Abb. 5.9C). Unbeeinflusst von der
Expression des Proteins TVAG 474360::HA erschienen die Costa und die Pf in ihrer nativen
Form in mutierten Zellen weiterhin vorhanden zu sein (Abb. 5.9C).

Wihrend in Priparaten des Mutanten die multiplen Filamentbiindel in etwa 50% der
analysierten Zellen zu sehen waren, konnten im Wildtyp derartige Akkumulationen in keiner
Zelle determiniert werden (Abb. 5.9B; Kap. 7, Abb. 7.6). Abbildung 5.9B zeigt auch, dass die
starke Ausstlilpung im posterioren Bereich der Zelle auf die Biindelung dieser Filamente
zuriickzufithren war, wobei die Zellmembran hierdurch nicht perforiert wurde. Dieses
Erscheinungsbild erinnert an die posteriore Zellausstiilpung wildtypischer Zellen, mit dem
Unterschied, dass diese nativ vom Axostyl geformt wird (Abb. 5.9B). Das Strukturmuster des
Axostyls unterschied sich in diesem Bereich deutlich von dem der gestreiften Filamentbiindel
mutierter Zellen, wie in Abbildung 7.6 (Kap. 7) anhand der gestrichelten VergroBBerungen

erkennbar ist.
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Um festzustellen, ob das Strukturmuster der gestreiften Filamentbiindel mit dem der
Costa beziehungsweise mit dem der Pf im Detail iibereinstimmt, wurden TEM-Aufnahmen
von wildtypischen und mutierten 7. gallinarum-Zellen digital (Adobe Illustrator CS6)
ausgemessen. Untersucht wurden die Costa und die Pf auf Breite und Periodizitit ihres
Bandenmusters. Der Fokus lag hierbei auf den schmaleren und dunkler erscheinenden
Banden. Die Bandenbreite der Costa liel sich nicht eindeutig bestimmen und variierte
zwischen 137-231 nm, hochstwahrscheinlich aufgrund der unterschiedlichen Schnittebenen
der Zellen und der schmaler zulaufenden Architektur der Costa. Die Bandenbreite der Pf lag
bei ~70 nm. Fiir die Bandenmuster-Periodizitit der Costa und der Pf des Wildtyps sowie des
Mutanten lief3 sich ein Median von ~40 nm determinieren. Dieser Wert deckte sich mit zuvor
ermittelten Messungen der Pf von Tritrichomonas foetus (Honigberg BM, 1971) und liegt
nahe dem der B-type Costa mit 42 nm (Viscogliosi und Brugerolle 1994). Demzufolge zeigte
das Bandenmuster der gestreiften Filamentbiindel des Mutanten keine Abweichungen zur
Costa beziehungsweise zu den Pf des Wildtyps. Augenscheinlich erschienen die einzelnen
Filamentbiindel-Einheiten in ihrer Breite schmaler als die Costa, und zeigten somit mehr
Ahnlichkeit mit den Pf.

Lichtmikroskopische Lebendzell-Videoaufnahmen deuteten weiterhin an, dass mutierte
Zellen durch die Ausbildung der steif erscheinenden Stabstruktur im Vergleich zu
wildtypischen ~ Zellen in  Dynamik  ihrer = Motilitdit  eingeschrdnkt  waren

(https://youtu.be/ScCKXw7GMgyU).
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Abbildung 5.9: Die heterologe Expression von TVAG 474360 in 7. gallinarum induziert die
Formation einer langen, stabartigen und aus gestreiften Filamenten aufgebauten Struktur.
(A) Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Aufnahmen des Wildtyps (links, als Kontrolle) und des Mutanten
(rechts). Das HA-markierte Protein TVAG 474360 (anti-HA, griines Signal) erstreckt sich zentral von
anterior nach posterior durch die Zelle und dariiber hinaus als Bestandteil einer stabartigen Struktur.
Im Wildtyp fehlt eine derartige Struktur. MafBstableiste: 10 um. (B, C) Transmissionselektronen-
Mikroskop-Aufnahmen (TEM) visualisieren im Longitudinalschnitt, dass mutierte Zellen
(TVAG _474360::HA) unterhalb des Nukleus eine Akkumulation gestreifter Filamente ausbilden
(siche Pfeilkopf und die gestrichelten Ausschnitte). Das Bandenmuster dieser Filamente &hnelt dem
der Costa (C) und dem der Parabasalen Filamente (Pf). In wildtypischen Zellen konnten solche
Akkumulationen nicht beobachtet werden. Axostyl, Ax; Costa, C; Hydrogenosomen, H; Nukleus, N;
Parabasales Filament, Pf;. MaBstableiste: 1 um. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.

5.6 Heterologe Expressions-Analyse Cytoskelett-assoziierter Proteine von 7. vaginalis

auf deren Fihigkeit in Saccharomyces cerevisiae Filamente zu formen

Um zu testen, ob die Coiled-Coil-haltigen Proteine TVAG 339450, TVAG 474360 und
TVAG 117060 intrinsisch die Fahigkeit besitzen Filamente zu formen (hdufig als
Charakteristikum von IF Proteinen beschrieben, Fuchs und Weber 1994; Herrmann et al.,
2009), wurden diese als Vektorkonstrukte zur heterologen Expression in Saccharomyces
cerevisiae eingebracht (Kap. 4.2.2.4). Ziel war es zum einen die Proteine in vivo zu
analysieren und zum anderen tber die Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)
aufzureinigen und in vitro Assemblierungs-Assays durchzufiihren. Fiir das von §. cerevisiae
synthetisierte Protein MDMI1 wurde die Féhigkeit zur in vitro Assemblierung bereits in
dhnlicher Vorgehensweise beschrieben (McConnell und Yaffe 1993).

Insgesamt wurden pro Vektorkonstrukt drei Transfektionen mit S. cerevisiae
durchgefiihrt. Zwei der drei Transfektionsansitze brachten lebende Zellkulturen hervor. Der
Erfolg der heterologen Proteinexpression wurde mittels Immunodetektion iiberpriift
(Abb. 5.10A, B). In Abbildung 5.10A ist die Proteindetektion der Gesamtzelllysate aus den
Kulturen: 1, II, 111, K1 (erste Transfektion) sowie 1, 2, 3, K2 (zweite Transfektion) dargestellt.
Die romischen und arabischen Ziffern reprisentieren die pYES2/CT-Vektorkonstrukte mit:
I, 1 (TVAG_339450); II, 2 (TVAG_474360), 111, 3 (TVAG_117060) sowie K1 und K2
(Kontrollen, Leervektor). Die Extraktion der Gesamtzelllysate aus den Kulturen 1, II, III und
K1 erfolgte acht Stunden nach Induktion der Proteinexpression, die der Kulturen 1, 2, 3 und
K2 nach 20 Stunden. Der Chemilumineszenz-vermittelte Proteinnachweis {iiber einen
primédren Histidin-Antikorper zeigte weitreichende und unspezifisch erscheinende Signale
(Abb. 5.10A). In allen sechs Gesamtzelllysaten, inklusive der Kontrollen K1 und K2, wurden
Proteine bei circa 55, 70, 110 und iiber 130 kDa in unterschiedlichen Intensititen detektiert.

Das Detektionsmuster erschien vor allem in den Gesamtzelllysaten 1, 2, 3 und K2 &duflerst
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dhnlich, was eine unspezifische Proteindetektion vermuten ldsst (Abb. 5.10A). Um dieses
Ergebnis zu verifizieren, wurden die selben Proben per Multiplex Fluorescence Western Blot
(MFWB) analysiert (Abb. 5.10B). Die Farbung mit Ponceau S verdeutlicht, dass die Proteine
der Gesamtzelllysate (bis auf Probe K2) aufgetrennt und auf die Polyacrylamid-Membran
iibertragen wurden (Abb. 5.10B, oben). Im MFWB konnten allerdings bis auf die vermutlich
Poly-Histidin-haltige Markerbande bei 70 kDa keine Proteine detektiert werden (Abb. 5.10B,
unten). Diese Markerbande wurde bereits zuvor in mehreren Chemilumineszenz- und
Fluoreszenz-basierten Western Blots iiber den Histidin-Antikorper detektiert, womit sie als
technische Positivkontrolle Anwendung fand. Hierbei sei erwéhnt, dass der Hersteller keine
Auskunft iiber die exakte Proteinzusammensetzung des Markers geben konnte. Auf
Grundlage der vorliegenden Immunodetektions-Ergebnisse, konnte die Expression von
TVAG 339450, TVAG 474360 und TVAG_ 117060 auf Proteinebene in S. cerevisiae nicht
nachgewiesen werden.

Um festzustellen, ob RNA-Transkripte der genannten Proteine in S. cerevisiae vorlagen,
wurde eine Reverse Transkriptase PCR-Analyse (Kap. 4.2.1.6) durchgefiihrt. Hierzu wurde
Total-RNA aus den Kulturen I, II, III und K3 (Kontrolle, eine mit pYES2/CT Malat-Enzym
transfizierter Kultur) isoliert (Kap. 7, Abb. 7.7) und anschliefend im Rahmen der cDNA-
Synthese jeweils mit (+) und ohne (-) Reverser Transkriptase behandelt. Die cDNA-Proben
wurden schlieBlich als Matrize der PCR mit Gen-spezifischen Primern eingesetzt. Das
Agarose-Gel in Abbildung 5.10C visualisiert deutliche Signale in denen mit Transkriptase
behandelten cDNA-Proben fiir I+ (bei ~3000 bp), II+ (bei ~2000, 2500, 3000 und ~4000 bp),
I+ (bei ~2500 bp) und K+ (bei ~600 bp). Entgegen der Erwartung zeigte auch die
Negativkontrolle (II-) ein Signal bei ~2500 bp. Die Signale von I+ (TVAG_339450) und III+
(TVAG_117060) liegen im erwarteten GroBenbereich von 3030 bp und 2730 bp. Unter den
multiplen Signalen von I+ (TVAG 474360; 3238 bp) wurde lediglich das Fragment bei
~3000 bp erwartet. Die Bande der Positivkontrolle K3+ (Malat-Enzym) entspricht mit
~600 bp dem Erwartungswert, zumal die bei der PCR verwendeten Primer urspriinglich
konzipiert wurden, um eine verkiirzte Version des DNA-Fragments zu amplifizieren
(Abb. 5.10C). Demnach, deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass RNA-
Transkripte von TVAG 339450, TVAG 474360 und TVAG_117060 von den entsprechend

transfizierten S. cerevisiae-Kulturen synthetisiert wurden.
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Abbildung 5.10: Heterologe Expressions-Analyse von TVAG_339450 (I,1), TVAG_474360 (11,2)
und TVAG_117060 (IIL3) in Saccharomyces cerevisiae. (A) Der Chemilumineszenz Western Blot
visualisiert eine weitreichende Proteindetektion in den Gesamtzelllysaten der transfizierten
S. cerevisiae-Kulturen: 1, II, III, K1 und 1, 2, 3, K2. Die Gesamtzelllysate reprisentieren die
Transfektion der pYES2/CT-Vektorkonstrukte: 1, 1 (TVAG 339450); 11, 2 (TVAG_474360); 111, 3
(TVAG _117060) sowie K1 und K2 (Kontrolle, Leervektor). Primérantikorper: anti-Histidin (Maus,
1:3.000), Sekundirantikorper: anti-Maus (Hase, 1:10.000). (B) Die Ponceau S Fiarbung (obere
Abbildung) visualisiert, dass Proteine der jeweiligen Gesamtzelllysate auf die Membran transferiert,
jedoch im MFWB (untere Abbildung) nicht detektiert wurden. Die griin fluoreszierende Markerbande
bei 70 kDa fungierte als Positivkontrolle des Blots. Primérantikdrper: anti-Histidin (Maus, 1:3.000),
Sekundérantikdrper: anti-Maus Alexa fluor 488 (Hase, 1:1.000). (C) Reverse Transkriptase PCR
basierend auf Total-RNA der transfizierten Kulturen I, II, III und K3 (Kontrolle, Malat-Enzym) in
Anwesenheit (+) bezichungsweise in Abwesenheit (-) der Reversen Transkriptase.
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6. Diskussion

Das Cytoskelett der Trichomonadidae visualisiert eine komplexe und spezialisierte
Architektur, deren Ultrastruktur durch elektronenmikroskopische Observierungen bereits vor
Jahrzehnten fiir verschiedene Organismen dieser Familie umfangreich und detailliert
beschrieben wurde (Amos et al., 1979; Honigberg BM, 1990; Mattern et al., 1967; Nielsen et
al., 1966). Als charakteristisches Merkmal wurde hierbei stets auf die auffillig gestreiften und
filamentosen Strukturen — die Costa und die Parabasalen Filamente — aufmerksam gemacht.
Letztere sind durch ihre Assoziation mit dem Golgi-Apparat sogar namensgebend fiir die
gesamte Gruppe der Parabasalia (Kap. 3.3). Interessanterweise existieren neben den
Parabasalia eine Vielzahl weiterer Protisten, die auffallend &hnlich gestreifte Filamente
besitzen (Dingle und Larson, 1981; Roberts, 1987).

Biochemische Untersuchungen extrahierter Cytoskelett-Fraktionen verschiedener
Trichomonaden deuteten weiterhin an, dass die gestreifte Costa und die Parabasalen
Filamente, eine dhnliche und unter Protisten neuartige Proteinkomposition aufweisen, deren
Eigenschaften weder mit Vertretern der Aktin- noch der Tubulin-Proteinfamilie
iibereinstimmten (Viscogliosi und Brugerolle 1994; Brugerolle und Viscogliosi 1994).
Aufgrund dessen wurden diese Proteine, deren GroBenbereich zwischen 100-135 kDa lag, als
eine neue Klasse von Filament formierenden Proteinen postuliert. Die potentielle
Zugehorigkeit zur Klasse der Intermedidrfilament (IF) Proteine, die in Metazoa neben Aktin
und Tubulin als die dritte essentielle Klasse Filament formierender Proteine definiert ist (Kap.
3.1), wurde in diesen Arbeiten nicht diskutiert; obwohl einige ihrer Eigenschaften wie
beispielswiese das Loslichkeitsverhalten, die Resistenz gegeniiber chaotropen Agenzien und
die Assoziation mit filamentdsen Strukturen dafiir sprachen. Eine weitere Charakterisierung
dieser Proteine erfolgte nicht, was unter anderem auch damit zusammenhéngt, dass zu dieser
Zeit weder Genom- noch Transkriptomdaten von Spezies der Trichomonadidae zur
Verfligung standen.

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es nun, auf den gewonnenen Erkenntnissen
aufzubauen und das Cytoskelett-Protecom von Trichomonas vaginalis, als Vertreter der
Trichomonadidae, zu determinieren. Dies vor allem auch im Hinblick auf Filament
formierende Proteine und deren evolutiondre Beziehung zu Cytoskelett-Proteinen anderer
Protisten einerseits und zu IF Proteinen der Metazoa andererseits; zumal in der Fachliteratur
bis heute die Vorstellung dominiert, dass IF Proteine eine evolutionér exklusive Erfindung der

Metazoa sind.
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6.1 Die Spezifitit Cytoskelett-assoziierter Proteine in Spezies der Trichomonadidae

Die per Massenspektrometrie-Analyse erfassten Daten weisen auf eine spezifische und
neuartige Cytoskelett-Proteinkomposition der Trichomonadidae hin. Basierend auf den drei
extrahierten Cytoskelett-Fraktionen von 7. gallinarum konnten insgesamt 203 homologe
Proteine reziprok in beiden Trichomonaden determiniert werden (Kap. 5.2). Unter diesen
befanden sich auch die charakteristischen Cytoskelett-Proteine Aktin, Tubulin, Centrin und
Dynein mit entsprechend signifikanten Sequenziibereinstimmungen und PSM-Werten, was
auf den Erfolg der Cytoskelett-Extraktion hindeutete (Kap. 5.2, Tab. 5.1). Uber die KOG-
Datenbank sollten diese 203 Proteine bekannten funktionellen Gruppen eukaryotischer
Organismen zugewiesen werden. Allerdings konnten 56% dieser Proteine iiberhaupt keiner
funktionellen Klasse zugeordnet- und fiir weitere 14% keine eindeutige Funktionsvorhersage
getroffen werden (Abb. 5.2); womit die Mehrheit der 203 Proteine als unbekannt,
beziehungsweise als neuartig erscheint.

Dieses Ergebnis bekriftigt die Erkenntnisse von Brugerolle und Viscogliosi 1994, die
einst vorschlugen die Proteine der Costa und der Parabasalen Filamente als eine neue Klasse
gestreifter Filamentproteine zu definieren. In diesem Zusammenhang ist auch die Pellicula der
Alveolata, insbesondere des Ciliaten Tetrahymena thermophila, interessant. Die Proteom-
Analyse dieser spezialisierten Cytoskelett-Struktur identifizierte 45% der Pellicula-Proteine in
T. thermophila als neuartig, da auch fiir diese Cystokelett-Fraktion keine Sequenz-basierten
Homologe gefunden wurden (Gould et al., 2011). Des Weiteren ist die Ventrale Disk des
Excavaten Giardia lamblia erwdhnenswert. Proteom-Analysen dieser einzigartigen
Cytoskelett-Struktur enthiillten Proteine, wie beispielsweise das Median Body Protein (MBP)
und DAP16424, die ebenfalls keine Sequenzhomologien zu anderen bekannten Proteinen
zeigten (Hagen et al., 2011). Diese Befunde verdeutlichen die Spezifitit von Cytoskelett-
assoziierten Proteinen in phylogenetisch entfernten Eukaryoten, welche mutmalBlich mit der
Spezialisierung des gesamten Cytoskeletts in Anpassung an unterschiedliche Habitate und
Lebenssweisen einherging.

Die verbleibenden 30% der 203 Cytoskelett-assoziierten Proteine konnten den KOG-
Kategorien Zellulire Prozessierung und Signalisierung, Informationsspeicher und
Prozessierung sowie Metabolismus zugewiesen werden (Kap 5.2, Abb. 5.2). Dieser
Prozentteil beinhaltet neben Proteinen die eindeutig der Unterkategorie Cytoskelett
zugeordnet wurden, auch welche anderer zelluldrer Funktionsbereiche. Hierbei kann nicht
vOllig ausgeschlossen werden, dass sich unter den 203 identifizierten Proteinen auch

Exemplare befanden, die nicht mit dem Cytoskelett verkniipft sind. Jedoch wurden ergidnzend
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zur reziproken BLAST Homologie-Suche anhand der TrichDB-Annotierungen im Vorfeld
samtliche Proteine herausgefiltert, die offensichtlich nicht mit dem Cytoskelett assoziiert
waren (Kap. 5.2).

Zu den Proteinen, die quantitativ mit den hochsten PSM-Werten und einer signifikanten
Sequenziibereinstimmung massenspektrometrisch erfasst wurden, zdhlten neben Tubulin, die
unbekannten Proteine TEGb005933 (TVAG 339450), TEGb003426 (TVAG 474360),
TEGb019317 (TVAG _117060), TEGb017573 (TVAG 030160) und TEGb012599
(TVAG_059360), fiir welche alle eine Assoziation mit dem Cytoskelett nachgewiesen werden
konnte (Kap. 5.2, Tab. 5.1; Kap. 5.4). Mittels einer erweiterten BLAST-Suche gegen RefSeq
wurde versucht fiir diese fiinf unbekannten Proteine auch auferhalb der Trichomonadida
Homologe zu determinieren. Fir TVAG 339450, TVAG 474360 und TVAG 117060
konnten keine signifikanten Homologe (e-value cutoff von < 1¢'%) ausfindig gemacht werden.
Auch die KOG-Datenbank fiihrte fiir die drei Kandidaten keine Informationen, womit diese
zur Mehrheit neuartiger Proteine zu zéhlen sind (Kap. 5.2). Das Protein TVAG 030160
wurde der KOG-Kategorie S (unbekannte Funktion, Abb. 5.2) zugewiesen. Uber die BLAST-
Suche konnten fiir dieses Protein jedoch WD40-Doménen-codierende Homologe diverser

Organismen ermittelt werden (mit e-values < 1¢™**

). Hierzu zdhlten primér uncharakterisierte
Proteine von beispielsweise Tetrahymena thermophila (TTHERM 01094880), Angomonas
deanei (EPY27992.1) und Chlamydomonas reinhardtii (XP_001690930). Einige der
verbleibenden Proteine sind als “flagellar associated protein® annotiert und somit vermutlich
mit dem Cytoskelett assoziiert. Dies deckt sich mit dem Funktionsbereich WD40-Doménen-
haltiger Proteine, die unter anderem auch bei der Assemblierung des Cytoskeletts relevant
sind (Stirnimann et al., 2010).

Auch fir TVAG 059360 konnten BLAST-Treffer mit Proteinen diverser Organismen

gefunden werden (mit e-values < le™°

); diese waren haufig als “Sperm-associated antigen 6,
(Spag6)” verschiedener Sdugetiere oder als ,,axonem central apparatus protein®, wie im Fall
von Trypanosoma vivax Y486 und einigen Leishmania-Arten annotiert. FEine
Forschungsarbeit zeigte in diesem Kontext, dass Spag6 in den Testis von Sdugetieren ein
Ortholog des Zentralapparat-Proteins PF16 von Chlamydomonas darstellt und dessen
Interaktion mit PF20, einem weiteren Zentralapparat-Protein, Einfluss auf Struktur und
Funktion von Axonemen hat (Zhang et al., 2002). Dies veranschaulicht die konservierte
Funktionsweise von Spag6 und PF16. Interessanterweise wurde fiir die Struktur von PF16

analog zu der von TVAG 059360 Armadillo-Repeats (ARM-Repeats) vorhergesagt (Zhang et
al., 2002). Die KOG-Datenbank wies TVAG 059360 der Kategorie U (intrazelluldrer
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Verkehr, Sekretion und Vesikel-Transport, Abb. 5.2) zu, womit diesem Protein eine Rolle am
(intraflagellaren) Transport entlang des Axonems zukommen konnte.

Die Tatsache, dass viele der Datenbank-annotierten Homologe von TVAG 030160 und
TVAG 059360 als uncharakterisiert beschrieben sind, legt nahe, dass deren Lokalisation in
den jeweiligen Organismen noch nicht determiniert wurde. Moglicherweise sind diese
Homologe in den entsprechenden Protisten Bestandteil filamentdser, spezifischer Cytoskelett-
assoziierter Strukturen analog zur Costa, beziehungsweise den Parabasalen Filamenten der
Trichomonadidae; zumal Tetrahymena- und Chlamydomonas-Arten ebenfalls gestreifte
Filamente (syn. striated roots, striated fibers) ausbilden (Roberts, 1987).

Zusammenfassend zeigen die ermittelten Ergebnisse an, dass das differenzierte

Cytoskelett der Trichomonadidae aus sowohl konservierten-, jedoch tiberwiegend aus bislang

unbekannten und spezialisierten Proteinen besteht, fiir die — zumindest auf Ebene der
Primirsequenz — keine Homologe auferhalb der Trichomonadida identifiziert werden
konnen.

6.2 Coiled-Coils und repetitive Motive als Kennzeichen Cytoskelett-assoziierter Proteine

Coiled-Coil Domidnen gelten als vielseitige Interaktionseinheit deren Hauptfunktion als
»zelluldrer Reisverschluss® in der dynamischen Verkniipfung und Stabilisierung von
Nukleinsduren, Proteinen, Molekiilen, subzelluldren Strukturen und Geweben beschrieben
wurde (Rose et al.,, 2005). Typischerweise sind sie Bestandteil diverser Cytoskelett-
Komponenten und insbesondere lange Coiled-Coil Doménen ein charakteristisches
Kennzeichen von Intermedidrfilament Proteinen (Herrmann et al., 2009). Den Grundbaustein
dieser Doménen bilden repetitive Aminosduresequenzen, sogenannte Heptad-Repeats, deren
biochemisch- und elektrostatische Eigenschaften die Ausbildung helikaler Sekundérstrukturen
ermdglichen (Mason und Arndt, 2004). Repetitive und meist geladene Aminosduresequenzen
konnen demnach als Identifikationsmerkmal Cytoskelett-assoziierter Proteine in diversen
Eukaryoten fungieren (Gould et al., 2011).

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurden die 203 massenspektrometrisch erfassten
Cytoskelett-assoziierten Proteine (Kap. 5.2) auf Coiled-Coils und andere repetitive
Aminosduresequenz-Merkmale im Vergleich mit zwei Kontroll-Datensédtzen quantitativ
untersucht (Kap. 5.3). Die Cytoskelett-assoziierten Proteine beinhalteten signifikant mehr und
auch lidngere Coiled-Coil Segmente als die beiden Kontrollsets der hydrogenosomalen-
(Abb. 5.4A, B) und randomisierten Proteine (Abb. 5.5A, B). Auch die Anzahl repetitiver
Motive je Cytoskelett-assoziiertes Protein war signifikant erhoht (Abb. 5.4C, 5.5C). Die
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Detektion dieser repetitiven Motive erfolgte iiber einen definierten Suchalgorithmus (Kap.
4.2.3.2) der zuvor in T. thermophila erfolgreich zur Identifikation von geladenen, repetitiven
Motiven Pellicula-assoziierter Proteine angewendet wurde (Gould et al., 2011). Unter
Betrachtung dessen, demonstrieren die vorliegenden Ergebnisse erneut, dass geladene,
repetitive Sequenzmotive und lange Coiled-Coil Domidnen unter Cytoskelett-assoziierten
Proteinen tendenziell haufiger auftreten, als bei Proteinen die nicht dem Cytoskelett
angehoren. Derartige Sequenzmotive konnen demnach als Indikator fiir Cytoskelett-Proteine
unterschiedlicher Protistengruppen dienen.

Bekriftigt wird diese Erkenntnis auch durch eine Proteom-basierte Studie der Hefe
Saccharomyces cerevisiae (Wang et al., 2012). Hierbei wurden fiir Cytoskelett-assoziierte
Proteinkomplexe zum einen signifikant mehr Coiled-Coil Proteine (> 50%) und zum anderen
eine gesteigerte Interaktionsrate von Coiled-Coil Doménen in Relation zu Proteinen anderer
Funktionsbereiche vorhergesagt (Wang et al., 2012). In diesem Kontext sollte auch erwéhnt
werden, dass Coiled-Coil Doménen mit circa 10% eines eukaryotischen Proteoms als eine der
hiufigsten Interaktionsmotive prognostiziert und neben dem Cytoskelett auch vermehrt den
Funktionsbereichen Transkription, Zellzyklus und dem intrazelluldren Transport zugeordnet
wurden (Liu und Rost, 2001; Wang et al., 2012). Die dabei detektierten Coiled-Coil Proteine
zahlten demzufolge zu den Heterogensten aller identifizierten Proteinklassen, was mitunter in
der Strukturvielfalt des Coiled-Coil Motivs begriindet liegt (Wang et al., 2012).

Abweichend vom Coiled-Coil Standard Modell, welches an sich schon eine beachtliche
Anzahl an Strukturparametern umfasst und primir durch die Prdsenz von Heptad-Repeats
definiert wird, existieren sogenannte ,,nicht kanonische Coiled-Coils* mit Diskontinuititen
threr Repeats (sogenannte skips, stammers und stutters) (Brown et al., 1996; Hicks et al.,
2002; Lupas und Gruber, 2005). Interessanterweise wurden derartig abweichende Repeats in
den drei Cytoskelett-Proteinen B-Giardin, MBP und HPSR2 des Excavaten Giardia lamblia
identifiziert. Anstelle des rein Heptad-basierten Repeat-Sequenz-Musters mit dreimal sieben
Aminosduren (7-7-7), zeigten diese Proteine ungewohnlich lange Repeat-Sequenzen mit
11-7-11 in B-Giardin, 7-11-7 in HPSR2 und 7-10-7 in MBP, was jeweils eine spezialisierte
Molekiilgeometrie zur Folge hat (Hicks et al., 1997; Holberton et al., 1988; Marshall und
Holberton, 1993). Obwohl die exakte Funktion dieser aullergewohnlichen Repeat-Sequenzen
unbekannt ist, konnte fiir B-Giardin demonstriert werden, dass es in vitro selbstindig zu
Filamenten mit einem Durchmesser von 2,5 nm assembliert (Crossley und Holberton, 1985).
In diesem Zusammenhang ist auch das Protein Striated Fiber Assemblin (SFA) des

Basalapparats diverser Griinalgen beachtungswiirdig, welches auffillig dhnliche Struktur- und
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Sequenzmerkmale mit B-Giardin teilt. Uber zentrale Coiled-Coil Dominen und eine Prolin-
reiche Head-Domine ist es befdhigt selbststindig zu gestreiften, Mikrotubuli-assoziierten
Filamenten zu assemblieren (Lechtreck et al., 2002; Weber et al., 1993). Neben diesen beiden
Beispielen existiert eine Vielzahl weiterer Strukturproteine, die sich durch eine repetitive
Sequenzarchitektur und der Assoziation mit spezifischen, hiufig filamentdsen Cytoskelett-
Strukturen diverser Protisten auszeichnen (Kap. 3.2, Tab. 3.2).

Zusammengefasst veranschaulichen diese Befunde allgemein die strukturelle Diversitét
von Proteinuntereinheiten, insbesondere von alpha-helikalen Coiled-Coil Motiven, die im Fall
des Cytoskeletts unterschiedlicher Zelltypen offenbar primér einer Funktion dienen — der

dynamischen Stabilisierung.

6.3 Die Assoziation Repeat-haltiger Proteine mit filamentdsen Cytoskelett-Strukturen

Anhand der Lokalisationsexperimente konnte demonstriert werden, dass die flinf Repeat-
haltigen = Kandidatenproteine: TVAG 339450, TVAG 474360, TVAG 117060,
TVAG 030160 und TVAG_ 059360 wie erwartet mit dem Cytoskelett von 7. vaginalis und
T. gallinarum assoziiert sind (Kap. 5.2, Abb. 5.3; Kap. 5.4, Abb. 5.6, 5.8).

In T. vaginalis-Zellen lokalisierte TVAG 339450 stets in einem einzelnen langen
Filament nahe der Zellperipherie, womit es als dessen Hauptbestanteil erschien (Abb. 5.6).
Bei diesem Filament handelte es sich vermutlich um die Costa, zumal es sich durch die
fehlende Kolokalisation mit Tubulin eindeutig vom Axostyl und den fiinf Flagellen
unterscheiden liel, was auch durch die Lokalisation in isolierten Cytoskelett-Fraktionen
belegt wurde (Abb. 5.7). Im Vergleich zu den Parabasalen Filamenten gilt die Costa als das
langste und dickste gestreifte Filament in 7. vaginalis (Lee et al., 2009) und 7. foetus
(Rosa et al.,, 2013). Die Western Blot-Analysen bestétigten zudem das vorhergesagte
Molekulargewicht von circa 118 kDa (Abb. 7.5), welches auch zuvor fiir ein Costa-
assoziiertes Protein determiniert wurde (Viscogliosi und Brugerolle 1994). Die
Untersuchungen von Viscogliosi und Brugerolle basierten mitunter auf einem polyklonalen
Antikorper, der auf Grundlage extrahierter Cytoskelett-Fraktionen von 7. vaginalis generiert
wurde. Interessanterweise detektierte dieser Antikorper auch ein 118 kDa groles Costa-
assoziiertes Protein in 7. gallinarum und Pentatrichomonas hominis, was auf ein dhnliches,
vermutlich konserviertes Epitop hinwies. Auch in deren Immunfluoreszenz-vermittelten
Lokalisationsstudien wurde die Costa in allen drei Organismen mit jenem Antikdrper
dekoriert. Zugleich bemerkten die Autoren, dass in 7. vaginalis und T. gallinarum, neben der

Costa auch die Parabasalen Filamente durch den Antikorper detektiert wurden; jedoch in
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geringerer Intensitdt. Diese Beobachtung deckt sich nicht mit dem ermittelten
Lokalisationsmuster von TVAG 339450 in 7. vaginalis, allerdings mit demjenigen von
T. gallinarum, bei dem neben der Costa noch ein zweites, kiirzeres Filament zu erkennen war
(Abb. 5.8, 7.4).

Die beiden Coiled-Coil-haltigen Proteine TVAG 474360 und TVAG 117060
lokalisierten nicht mit der Costa, jedoch auch mit filamentdsen Strukturen in 7. vaginalis
(Abb. 5.6) und T. gallinarum (Abb. 5.8). In mehreren individuellen Experimenten dekorierte
TVAG 474360 in T. vaginalis stets den Bereich der Pelta sowie zwei definierte Filamente,
die den Nukleus ringartig umschlossen (Abb. 5.6, 7.3). Demnach konnte das Protein als
Crosslinker zwischen verschiedenen Cytoskelett-Komponenten bei der Stabilisierung und
Positionierung des Nukleus involviert sein. Eine derartige Funktion im Bereich des Nukleus
wurde bereits fiir einige IF Proteine beschrieben (Goldman et al., 1985; Trevor et al., 1995).

Auftilligerweise unterschied sich die Lokalisation von TVAG 474360 in T. gallinarum
merklich. Die heterologe Expression des Proteins resultierte in 7. gallinarum in der Formation
einer stabartig definierten, steif erscheinenden Struktur, welche die Zelle zentral komplett
durchzog und sowohl anterior als auch posterior iiber diese hinausragte (Kap. 5.4, Abb. 5.8;
Kap. 5.5, Abb. 5.9). Die Mikroskopie-Aufnahmen veranschaulichen demzufolge fiir
TVAG 474360 eine fundamentale Funktion bei der Formierung gestreifter Filamente. Das
konzentrierte Lokalisationsmuster spricht dafiir, dass das Protein als ein Hauptbestandteil der
zusitzlich akkumulierten gestreiften Filamente diese weitgehend selbst formiert. Es konnte
allerdings auch als akzessorisches Protein die Rekrutierung anderer Strukturproteine
vermitteln. Warum ein derartig auffélliger und definierter Phénotyp lediglich in 7. gallinarum
und nicht in 7. vaginalis festzustellen ist, kann an dieser Stelle nur spekuliert werden. Es
konnte mit der nativen Expressionsrate von TVAG 474360 zusammenhédngen, die in
T. vaginalis im Vergleich mit den anderen fiinf Kandidatenproteinen am hochsten ausfiel
(Kap. 5.2, Tab. 5.1) und auf eine gesteigerte Relevanz des Proteins hindeutet. Vermutlich
besitzt das Protein in 7. gallinarum eine noch bedeutendere Rolle bei der Formation
gestreifter Filamente als es in 7. vaginalis der Fall ist.

Wihrend das filamentdse Lokalisationsmuster von TVAG 339450 in vivo als auch in
extrahierten Cytoskelett-Fraktionen von 7. vaginalis identisch war, konnten fiir
TVAG 474360 und TVAG 117060 Unterschiede festgestellt werden. Beide Proteine zeigten
in extrahierten Cytoskelett-Proben jeweils eine punktuelle Lokalisation im Bereich der Pelta.
Moglicherweise bendtigen diese Kandidaten weitere akzessorische Proteine, die in vitalen

T. vaginalis-Zellen die Formation zu Filamenten unterstiitzen. Unter Umstinden wurden die
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filamentosen Strukturen, die durch die beiden Proteine aufgebaut werden, auch bei der
Cytoskelett-Extraktion beziehungsweise bei deren Fixierung teilweise zerstort, so dass nur
noch ein punktueller Teil dieser detektiert werden konnte (Abb. 5.7).

Unterschiede im Lokalisationsmuster von 7. vaginalis und T. gallinarum konnten auch
fiir die beiden Proteine TVAG 030160 und TVAG_ 059360 beobachtet werden; wenn auch in
geringerem Mafle. TVAG 030160 kolokalisierte in beiden Organismen weitgehend mit dem
Axostyl, inklusive der Pelta. In T. vaginalis dekorierte das WD40-Repeat-haltige Protein
zusatzlich auch die Region des Nukleus flichendeckend, was neben einer stabilisierenden
Funktion auch auf eine Rolle in genregulatorischen Mechanismen hinweisen konnte. Das
Funktionsspektrum WD40-Repeat-haltiger Proteine gilt als vielseitig und umfasst sowohl die
Assemblierung des Cytoskeletts als auch die Transduktion von Signalkaskaden und die
Prozessierung von RNA (Stirnimann et al., 2010).

Auch TVAG 059360 kolokalisierte in beiden Spezies stellenweise mit dem Axostyl
(Abb. 5.6, 5.8). In T. vaginalis erschien das ARM-Repeat-haltige Protein in einem
filamentosen, taschenartigen Gebilde um rum des Nukleus zu lokalisieren; womit eine
stiitzende Funktion impliziert wird (Abb. 5.6; Kap. 7, Abb. 7.3). In T. gallinarum war diese
Struktur nicht zu erkennen, stattdessen dekorierte das Protein hier sdmtliche Flagellen
(Abb. 5.8), was bereits zuvor durch die BLAST-basierten Homologie-Treffer und deren
Annotierung als Axonem-assoziierte Proteine angedeutet wurde (Kap. 5.2.).

Eine Assoziiation von ARM-Repeat-haltigen Proteinen mit dem Cytoskelett konnte
auch anhand der Proteine B-Catenin in tierischen Zellen und Vac8p in Hefezellen
demonstriert werden (Wang et al., 1998). Weiterhin représentiert das humane
Kinesin-Associated Protein 3 (KAP3) ein multifunktionales ARM-Repeat-Protein, welches
als Bestandteil von Motorprotein-Komplexen Molekiile entlang von Mikrotubuli neuronaler
Axone und Flagellen transportiert (Choi et al., 2008). Auch an der MAP-Kinase vermittelten
Signaltransduktion und der Chromosomensegregation wihrend der Mitose ist es beteiligt
(Choi et al., 2008). Basierend auf Sequenzvergleichen konnten KAP3 dhnliche Proteine auch
in diversen Protisten, wie zum Beispiel den Griinalgen, Chromalveolaten und dem Excavaten
T. vaginalis, ermittelt werden. Demnach konnte ein KAP3-Vorldufer bereits im letzten
gemeinsamen Vorfahren aller Eukaryoten vorhanden gewesen sein. Interessanterweise ldsst
die Kristallstruktur einiger ARM-Repeat-Proteine eine auffallend &dhnliche Architektur
erkennen — und dies obwohl sich manche dieser Proteine in ihrer Primérsequenz deutlich von

einander unterscheiden (Tewari et al., 2010).
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Das Potential von Coiled-Coil Proteinen selbstindig Filamente zu formieren

Ergdnzend zu den Lokalisationsstudien sollte weiterhin determiniert werden, ob die drei
Coiled-Coil Proteine TVAG 339450, TVAG 474360 und TVAG 117060 selbstindig zu
Filamenten assemblieren konnen; eine Eigenschaft die mitunter als definierendes Merkmal
der IF Proteinklasse metazoischer Organismen gilt (Fuchs und Weber 1994; Herrmann et al.,
2009). Hierzu sollten die drei Proteine heterolog in der Hefe S. cerevisiae exprimiert, per
FPLC aufgereinigt und schlieBlich per Assemblierungs-Assay untersucht werden (Kap. 5.6).

Auf Grundlage der durchgefiihrten Immunodetektionen konnte die heterologe
Expression in S. cerevisiae fiir keines der drei Coiled-Coil Proteine eindeutig bestitigt
werden. Die Detektion im Chemilumineszenz Western Blot zeigte fiir alle drei Proteine
weitreichend unspezifische Signale, die dem Detektionsmuster der Positivkontrollen dhnlich
waren (Abb. 5.10A). Dagegen konnten im Multiplex Fluoreszenz Western Blot in den jeweils
aufgetrennten Proteinproben der Gesamtzelllysate keine Signale dokumentiert werden
(Abb. 5.10B). Diese Ergebnisse deuten einerseits auf eine unspezifische Bindung des
Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorpers im Chemilumineszenz Western Blot hin und
andererseits, dass die Coiled-Coil Proteine von den entsprechend transfizierten Hefekulturen
nicht exprimiert wurden.

Infolgedessen wurde anschlieBend tiberpriift, ob RNA-Transkripte der Coiled-Coil
Proteine in den Hefekulturen vorhanden waren. Durch die Analyse per Reverse-Transkriptase
PCR (RT-PCR) konnten fiir I+ (TVAG_339450) und IlI+ (TVAG _117060) Signale im
erwarteten GrofBenbereich festgestellt werden (Abb. 5.10C). Im Fall von II+ (TVAG_474360)
wurden mehrere Signale zwischen ~2000 bp und ~4000 bp detektiert, was auf
unterschiedliche mRNA-Splice-Varianten oder degenerierte Fragmente zurlickzufiihren sein
konnte. Das Signal bei ~2500 bp in der Negativkontrolle II- (TVAG _474360), die keine
Reverse-Transkriptase enthielt, entsprach nicht der Erwartung und kann an dieser Stelle nur
durch die Prisenz von Fremd-DNA im Reaktionsansatz der PCR erkldrt werden. Das Resultat
der RT-PCR signalisiert schlielich, dass RNA-Transkripte der drei Coiled-Coil Proteine von
den jeweiligen Hefekulturen synthetisiert wurden.

Die Ursachen fiir die ausbleibende Detektion der Coiled-Coil Proteine in den Western
Blot-Analysen konnen vielseitig und mit verschiedenen Ebenen der Genexpression verkniipft
sein. Der Nachweis von mRNA deutet an, dass die Expression beziehungsweise die Detektion
der drei Proteine im Zuge posttranskriptionaler Prozesse beeintrachtigt wurde. Hierbei soll
nochmals erwdhnt werden, dass bereits zur Transfektion der Hefekulturen sichergestellt

wurde, dass die pYES2/CT-Vektor-Konstrukte korrekt und in frame vorlagen. Demnach gilt
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es fortan zwischen einer fehlenden Proteinexpression an sich und zwischen technischen
Aspekten der ausbleibenden Proteindetektion zu differenzieren.

Grundsitzlich konnte die Grofe der Proteine (> 100 kDa) eine Rolle spielen. Lange
mRNA-Molekiile als auch lange Polypeptide gelten als instabiler und anfilliger fiir
Degenerierungsprozesse als kiirzere (Romanos et al., 1992). Derartig groe und artfremde
Coiled-Coil Proteine konnten zudem eine Belastung fiir S. cerevisiae darstellen und sogar
toxisch wirken, so dass diese entweder liberhaupt nicht oder nur unvollstindig synthetisiert
wurden; bevor sie der Proteolyse unterlagen. Weiterhin konnte es wéhrend der Translation
und im Zuge posttranslationaler Modifikationen, wie beispielsweise bei der Faltung der
artfremden Proteine, zu Komplikationen gekommen sein, was schlieBlich ebenfalls zu deren
Abbau fiihrte. AuBerdem konnte das Poly-Histidin-Tag durch C-terminale Modifikationen
entfernt worden sein, wodurch die Proteine per Western Blot-Analysen nicht mehr
nachgewiesen werden konnten. Fiir einige in S. cerevisiae heterolog exprimierte
Membranproteine ist bekannt, dass deren C-terminale Isoprenylierung und Methyl-
Veresterung unter Entfernung von Aminosduren erfolgt (Schafer et al., 1990). Dartliberhinaus
konnte fiir verschiedene Poly-Histidin-markierte Erythropoetine (Epo) des Menschen gezeigt
werden, dass deren Immunodetektion stark variierte und besonderes vom anti-His Antikorper
abhédngig war (Debeljak et al., 2006).

Zusammengefasst gilt die heterologe Proteinexpression durch unterschiedliche Host-
Organismen im Bereich der Forschung und der Industrie als &dullerst wertvolle, jedoch auch
herausfordernde Methodik. Die erfolgreiche Proteinexpression ist unter anderem abhidngig
von Vektor- und Codon-spezifischen Eigenschaften sowie von der individuellen
Transkriptions- und Translations-Leistung des Host-Organismus (Routledge et al., 2016).
Beispielsweise wurde dokumentiert, dass die Prisenz der alpha-factor signal Sequenz in
kommerziellen Expressionsvektoren die Synthese des 5-HTsa Serotonin Rezeptors der Maus
steigert, jedoch einen drastisch reduzierenden Effekt auf die heterologe Expression des
Histamin H1 Rezeptors in der Hefe Pichia pastoris hat (Shiroishi et al., 2011; Weiss et al.,
1995).
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6.4 IF Proteine in Protisten und die Herausforderung ihrer Identifikation

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten Coiled-Coil Proteine TVAG 339450,
TVAG 474360 und TVAG 117060 der zwei Spezies der Trichomonadidae teilen
unverkennbar dhnliche Charakteristika mit Intermedidrfilament Proteinen multizelluldrer
Organismen. Hierzu zdhlen (i) weitldufige Coiled-Coil Dominen (Abb. 5.3), (i)
biochemische Eigenschaften wie das Loslichkeitsverhalten, insbesondere die Resistenz
gegeniliber chaotropen Agenzien; auf denen die Extraktion der Cytoskelett-assoziierten
Proteine basierte (Kap. 4.2.2.1), und (ii1)) die Assoziation mit filamentdsen Cytoskelett-
Komponenten der Trichomonadiae, die weitgehend unabhéingig von Tubulin nachgewiesen
wurde und — analog zu vielen IF Proteinen — primér eine stabilisierende Funktion impliziert
(Abb. 5.6, 5.7, 5.8). Ob die drei Coiled-Coil Proteine in vitro selbststindig zu Filamenten
assemblieren kdnnen, konnte experimentell nicht determiniert werden (Kap. 5.6). Die Prasenz
hydrophober und hydrophiler Aminosduren in den Coiled-Coil Doménen legt jedoch
grundsitzlich die Fihigkeit zur Selbstassemblierung unter Einfluss des hydrophoben Effekts
in wissriger Losung nahe (Woolfson, 2005).

Ob die Féhigkeit zur selbstindigen Filamentformierung in vitro an sich als
definierendes Charakteristikum von IF Proteinen herangezogen werden kann, ist fragwiirdig;
zumal die Proteine Nestin, Synemin, Tanabin, Transitin und Paranemin offensichtlich nicht
iiber diese Fahigkeit verfiigen (Steinert et al., 1999; Guerette et al., 2007). Nestin, ein in
Saugetierzellen vorkommendes IF Protein (Kap. 3.1.3) benétigt Interaktionspartner wie
Vimentin und o-Internexin um in Intermediérfilamente integriert zu werden (Steinert et al.,
1999; Herrmann et al., 2009). Demnach ist Nestin eher mit einem Intermedidrfilament
assoziiert, als dass es selbst zu diesem assembliert. Dariliberhinaus unterscheidet sich Nestin
deutlich von der Mehrheit aller IF Proteine durch eine auBlergewdhnlich lange Tail-Doméne
(1300 Aminosduren), wodurch die sonst iibliche zentrale alpha-helikale Rod-Domine in
diesem Protein nicht mehr als zentral angesehen werden kann (Herrmann et al., 2009; Neradil
und Veselska, 2015). Aufgrund dieser und weiterer Eigenschaften besteht in der Fachliteratur
Uneinigkeit liber die Zuordnung von Nestin zwischen den IF Proteinklassen IV und VI
(Guerette et al., 2007). Nestin veranschaulicht somit exemplarisch die auffallende
Heterogenitét der IF Proteinfamilie und stellt zugleich grundlegend die strikt Struktur- und
Sequenz-bezogene Definition und damit die bisher genutzte Identifikationsmethodik von IF
Proteinen in Frage.

Im Gegensatz zu Proteinen der Aktin- und Tubulin-Familie, die unter Eukaryoten hoch

konserviert sind und fiir die Strukturhomologe auch in Eubakterien gefunden wurden, gilt die
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Identifikation von IF Proteinen auBlerhalb der Metazoa generell als erschwert (Dawson und
Paredez 2013; Koreny und Field 2016). Dies konnte dadurch erkldren werden, dass (1) IF
Proteine primdr anhand von Sequenzmerkmalen ihrer ,zentralen® alpha-helikalen Rod-
Doméne definiert und identifiziert werden, welche auf dem Muster metazoischer IF Proteine
— vornehmlich den Laminen — beruht (Erber et al., 1999; Peter und Stick 2015),
(2) bereits innerhalb der Metazoa eine beachtliche Strukturheterogenitét in den verschiedenen
IF Proteinklassen I-VI vorherrscht (Guerette et al., 2007; Herrmann und Strelkov 2011), (3)
Coiled-Coil Motive in Proteinen nicht-homologer Proteinfamilien eine biochemisch dhnliche
Aminosdure-Zusammensetzung besitzen, die aufgrund ihrer repetitiven Anordnung (Heptad-
Repeats) essentiell fiir die Formation von Helices ist (Koreny und Field, 2016) und (4)
Coiled-Coil-haltige Segmente durch ihre geringe Sequenzkomplexitdt rapide evolvieren
(Gould et al., 2011). Basierend auf dem Konzept funktionaler Module (Hartwell et al., 1999)
konnten sich demnach Mutationen in IF Proteinen schneller manifestieren als in Proteinen der
Aktin- oder Tubulin-Familie, da IF Proteine in essentiellen Zellprozessen (funktionale
Module) tendenziell weniger hdufig involviert sind, als Aktin oder Tubulin, die an vielen
iiberlebenswichtigen Zellprozessen (i.a. Lokomotion, Zellteilung, intrazelluldrer Transport)
beteiligt und damit wesentlich konservierter sind (Fleury-Aubusson 2003).

Dies hat zur Folge, dass Coiled-Coil Proteine die zur selben Proteinfamilie gehdren ein
dhnliches Maf an Divergenz ihrer Aminosduresequenz visualisieren, wie diejenigen anderer
Proteinfamilien, womit eine rein Priméirsequenz-basierte Identifikation entfernter IF Protein-
Homologe aufBlerhalb der Metazoa nur eingeschrinkt moglich erscheint (Koreny und Field,
2016). Ungeachtet dessen beschrieben Koreny und Field ferner, anhand von Suchalgorithmen
die verstiarkt Lamin typische Protein-Domaénen beriicksichtigten, potentielle Lamin-Homologe
in diversen unizelluldren Organismen detektiert zu haben. Hierzu zdhlten auch Protisten wie
der Dinoflagellat Symbiodinium goreaui und der Oomycet Phytophthora infestans, fir deren
Lamin-Homologe sogar eine Assoziation mit filamentosen Stukturen des Nukleus in
Saugetierzellen nachgewiesen werden konnte (Koreny und Field 2016).

Eine ebenfalls Dominen-basierte Identifikation eines potentiellen Lamin-Homologs
wurde flir Tetrahymena pyriformis beschrieben. Fiir das im Epiplasma des Ciliaten ubiquitér
lokalisierte Protein EpiC konnten mittels Hydrophober Cluster-Analyse Repeat-haltige
Doménen detektiert werden, die Sequenziibereinstimmungen mit metazoischen Laminen
beinhalteten (Bouchard et al., 2001).

Diese Befunde legen unverkennbar nahe, dass das urspriinglichste Lamin-Molekiil,

hiufig als ,,Ur-Lamin® bezeichnet und als Vorldufer aller heute bekannter metazoischer IF
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Proteine angesehen (Dodemont et al., 1990; Herrmann und Strelkov, 2011; Peter und Stick,
2015), bereits vor der Entstehung multizelluldrer Organismen und mutmaBlich sogar im
letzten gemeinsamen Vorfahren aller Eukaryoten existiert hat. Ob tatsdchlich sédmtliche
protozoische und metazoische IF Proteine aus einem Ur-Lamin hervorgegangen sind oder ob
sich individuelle Proteinvorldufer in unterschiedlichen eukaryotischen Gruppen unabhingig
und spezifisch entwickelt haben, kann aufgrund der hohen Sequenzvariabilitdt aktuell nur
spekuliert werden. Unter Betrachtung der immensen Fiille Cytoskelett-assoziierter Proteine
die neben Vertretern der Trichomonadida in phylogenetisch entfernten Protisten beschrieben
wurden (Tabelle 3.1) und funktionell den IF Proteinen entsprechen, erscheint eine
Kombination aus homologer als auch konvergenter Evolution das greifbarste Szenario zu

sein.

6.5 Erkenntnisse dieser Doktorarbeit

Spezies der Trichomonadidae zeichnen sich durch ein komplexes Cytoskelett mit spezifischen
Komponenten aus (Kap. 3.3, 5.1). Wahrend das ubiquitire Cytoskelett-Protein Aktin primér
den Zellkortex auskleidet und Tubulin den Hauptbestandteil des Axostyls und der Flagellen
darstellt, existieren weitere filamentartige Strukturen, die sich auf eine bislang unbekannte
Proteinkomposition stiitzen.

Im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit wurde zum ersten Mal eine Cytoskelett-
basierte Proteom-Analyse von Spezies der Trichomonadidae (7. gallinarum und T. vaginalis)
publiziert. Mittels Massenspektrometrie konnten insgesamt 203 Cytoskelett-assoziierte
Proteine identifiziert werden, die in beiden Spezies reziproke Homologie-Merkmale zeigten
(Kap. 5.2). Fiir mehr als 50% der Proteine konnten in &ffentlichen Datenbanken keine
Homologe in anderen Organismen gefunden werden, womit diese als neuartig
beziehungsweise Trichomonadidae spezifisch erscheinen. Durch bioinformatische Analysen
konnte demonstriert werden, dass die 203 Proteine signifikant mehr und ldngere Coiled-Coil
Segmente und andere repetitive Motive besitzen als zwei Proteom-Kontroll-Datensitze
(Kap. 5.3). Mittels Immunfluoreszenz-gestiitzter Lokalisationsstudien konnten fiir fiinf
bislang unbekannte Kandidatenproteine, deren Prisenz neben Tubulin massenspektrometrisch
am deutlichsten erfasst wurde und die alle repetitive Motive enthielten, eine Assoziation mit
filamentosen Strukturen des Cytoskeletts von 7. gallinarum und T. vaginalis nachgewiesen
werden (Kap. 5.4). Ferner belegte die heterologe Expression fiir das Protein TVAG 474360

in T. gallinarum eine essentielle Funktion bei der Formation gestreifter Filamente (Kap. 5.5).
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Die ermittelten Ergebnisse zeigen auf, dass das Cytoskelett der Trichomonadidae {iber
Proteine verfiigt, die unabhdngig von Aktin und Tubulin am Aufbau von filamentdsen
Strukturen beteiligt sind. Unter Beriicksichtigung der drei Cytoskelett-Filamentklassen
metazoischer Organismen (Aktinfilamente, Mikrotubuli und Intermedidrfilamente)
entsprechen diese Proteine biochemisch, strukturell und funktionell unverkennbar den
Intermedidrfilament Proteinen. Des Weitern unterstiitzen und ergdnzen die erarbeiteten
Ergebnisse die Befunde vorhergegangener Cytoskelett-basierter Protein-Analysen. Hierzu
zéhlen mitunter biochemische Analysen der gestreiften Filamente (engl. striated roots) von
Spezies der Trichomonadidae (Brugerolle und Viscogliosi 1994), von dem Excavaten Giardia
lamblia (Crossley und Holberton 1985), von diversen Griinalgen (Roberts 1981; Lechtreck
und Melkonian 1991) sowie von Amoebo-Flagellaten und Ciliaten (Dingle und Larson,
1981); um nur einige zu nennen (sieche auch Kap. 3.2). Auch die repetitive Sequenzanordnung
der identifizierten Cytoskelett-Proteine zeigt ein auffallend dhnliches Aminosdure-Profil wie
dasjenige einiger Alveolata, insbesondere von Spezies der Gattung Tetrahymena (Bouchard et
al., 2001; Gould et al. 2008; 2011; El-Haddad et al., 2013). Die in diesen Forschungsarbeiten
charakterisierten Proteine und viele weitere Exemplare (Tab. 3.2) zeigen, analog zu denen der
Trichomonadidae, eindeutige Charakteristika metazoischer IF Proteine. In diesem
Zusammenhang stehen die vorliegenden Ergebnisse im FEinklang mit aktuellen
Forschungserkentnissen die postulieren, dass Lamine, als urspriinglichste Vertreter der IF
Proteinklasse, bereits vor der Abspaltung der Metazoa im Reich der Protisten und mutmaBlich
sogar im letzten gemeinsamen Vorfahren aller Eukaryoten prdsent waren (Kollmar 2015;

Koreny und Field 2016).

6.6 Ausblick

Von den 203 massenspektrometrisch identifizierten Cytoskelett-assoziierten Proteinen der
Trichomonadidae (7. gallinarum, T. vaginalis) sind iiber 50% (113) funktional unbekannt.
Fiir fiinf dieser Proteine konnte in der vorliegenden Dissertation eine Assoziation mit
filamentosen  Strukturen des  Cytoskeletts nachgewiesen werden (Kap 5.4).
Immunfluoreszenz-basierte  Lokalisationsstudien und Lebendzellobservierungen der
verbleibenden 108 Proteine konnten weiterhin erste Hinweise auf deren Funktion liefern. Um
die Klonierung dieser Menge an Proteinen mdglichst effektiv und zeiteffizient zu
bewerkstelligen, konnte eine Ligations-unabhingige high-throughput Klonierungsmethode
zum Einsatz kommen, wie sie beispielsweise zuvor fiir Proteine der Ventralen Disk von

Giardia lamblia etabliert wurde (Hagen et al., 2011). Weiterhin konnten iiber Pulldown-
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Assays potentielle Interaktionspartner und die mdgliche Verkniipfung vereinzelter
Kandidatenproteine mit dem Aktin- und Tubulin-basierten Cytoskelett ermittelt werden.

Ungeachtet dessen gilt es die fiinf Kandidatenproteine (Tab. 5.1), die in den
massenspektrometrisch analysierten Cytoskelett-Fraktionen neben Tubulin auffilligerweise
am haufigsten detektiert wurden (Kap. 5.2), im Hinblick ihrer Charakteristik als IF- und
Strukturproteine weiter zu erforschen. Um letztlich festzustellen, ob die drei Coiled-Coil
Proteine TVAG 339450, TVAG 474360 und TVAG 117060 in vitro jeweils selbstindig zu
Filamenten assemblieren, konnte die Durchfiithrung der heterologen Expression aufbauend auf
dieser Arbeit, modifiziert werden. Anstelle des Poly-Histidin-Tags konnte ein alternativer Tag
(Strep II, FLAG oder HPC; Lichty et al., 2005) beriicksichtigt und anstelle von
Saccharomyces  cerevisiae die Hefe Pichia pastoris als erfolgsversprechendes
Expressionssystem eingesetzt werden (Ahmad et al., 2014). Durch eine anschlielende
Aufreinigung und Konzentrierung der Proteine per FPLC stiinden weitere Analysemethoden
zur Anwendung. Neben den in vitro Filament-Assemblierungs-Assays konnten
Kristallstruktur-Analysen die Atomstuktur der Proteine aufkldren. Auch wenn letztere
Methodik herausfordernd und hierfiir die Kristallisation der Proteine nétig ist, so wére der
Strukturvergleich zu Intermedidrfilament Proteinen &uflerst interessant, zumal die
Kristallstruktur der alpha-helikalen Rod-Doméne des humanen Vimentins weitgehend
aufgeklirt und ein Atommodell konstruiert werden konnte (Chernyatina et al., 2012). Uber
Kristallstruktur-Analysen konnte beispielsweise auch gezeigt werden, dass das bakterielle
Protein FtsZ ein Strukturhomolog des eukaryotischen Tubulins darstellt; und dies obwohl sich
deren Primérsequenz zu ~90% deutlich voneinander unterscheidet (Erickson et al., 1996;
Lowe und Amos, 1998).

Die heterologe Expression der Coiled-Coil Proteine TVAG 339450, TVAG 474360
und TVAG 117060 in anderen Protisten, die analog zu den Trichomonadidae ebenfalls
gestreiften Filamenten ausbilden, konnte zeigen inwiefern die Struktur und Funktionalitét
dieser Proteine konserviert ist. Als Expressionssystem konnten Spezies der Gattungen
Chlamydomonas, Tetrahymena und Giardia genutzt werden, zumal deren gestreifte Filamente
bereits analysiert wurden und die Transfektion dieser Protisten etabliert ist (Bouchard et al.,
2001; Galati et al., 2014; Lechtreck et al., 2002). Mdglicherweise lokalisieren die artfremden
Proteine in diesen Organismen ebenfalls in den gestreiften Filamenten oder stimulieren die
Formation zusétzlicher Filamente, wie durch die heterologe Expression von TVAG 474360

in T. gallinarum beobachtet werden konnte (Kap. 5.5). Vice versa konnten Strukturproteine
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wie SF-Assemblin (Chlamydomonas), EpiC (Tetrahymena) und B-Giardin (Giardia) heterolog
in Spezies der Trichomonadidae eingebracht und deren Lokalisation untersucht werden.
Weiterhin konnte die Hydrophobe Cluster-Analyse, wie einst fiir das Epiplasma-Protein
EpiC von Tetrahymena pyriformis beschrieben (Bouchard et al.,, 2001), als auch
vergleichende Genom- und Phylogenie-Studien auf Grundlage der Arbeiten von Kollmar
2015, Koreny und Field 2016, zur Identifizierung homologer IF Protein-Doménen der in
dieser Arbeit massenspektrometrisch erfassten Cytoskelett-assoziierten Proteine aus

T. gallinarum Anwendung finden.
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Abbildung 7.1: Drei extrahierte Cytoskelett-Fraktionen von 7. gallinarum, welche zur
massenspektrometrischen Analyse verwendet wurden. (A) Durchlicht-mikroskopische Aufnahmen
der drei unabhéngig voneinander extrahierten Cytoskelett-Fraktionen (CYT1-3) zur Inspektion auf
deren Reinheit und Ausbeute. Malistableiste 10 um. (B) Die Fraktionen der Aufnahmen aus (A)
wurden iiber eine 8% SDS-PAGE aufgetrennt und silber gefarbt. Die gestrichelten Linien weisen
darauf hin, dass die Fraktionen CYT2 und CYT3 zwar im selben Polyacrylamid-Gel, jedoch nicht in
Spur 2 und 3, aufgetrennt wurden. Marker, M; Kilodalton, kDa. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.
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Coiled-Coil Wahrscheinlichkeit
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Abbildung 7.2: COILS vorhergesagte Coiled-Coil Verteilung der per Massenspektrometrie-
Analyse identifizierten und in vivo lokalisierten Cytoskelett-Proteine: TVAG_ 339450,
TVAG_474360 und TVAG_117060. Die Peaks zeigen eine weitreichende Verteilung an Coiled-Coil
Signalen entlang der jeweiligen Proteinsequenz. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.
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TVAG_030160

TVAG_059360

Anhang

Abbildung 7.3: Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Aufnahmen zur Lokalisation der fiinf
selektierten Proteine in 7. vaginalis. Die Proteine die mit dem Prifix TVAG_ in der Abbildung
gekennzeichnet sind, wurden als Himagglutinin-Fusionsproteine (anti-HA, griines Signal) homolog in
T. vaginalis exprimiert und in vivo lokalisiert. Tubulin (anti-Tubulin, rotes Signal) diente als Marker
des Axostyls. DAPI (blaues Signal) visualisiert den Zellkern im Rahmen der Uberlagerung (Merge)
des griinen und roten Signals. Die Aufnahme im Differential-Interferenz-Kontrast (DIC) zeigt die
gesamte Zellmorphologie. MaB3stableiste: 10 pm. Modifiziert nach Preisner et al. 2016.
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T.vaginalis
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Anhang
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Abbildung 7.4: Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Aufnahmen des GFP-markierten Proteins
TVAG _ 339450 in T. vaginalis und T. gallinarum. Das Protein wurde als GFP-Fusionskonstrukt
(anti-GFP, griines Signal) homolog in 7. vaginalis und heterolog in 7. gallinarum exprimiert und
jeweils in vivo lokalisiert. Tubulin (anti-Tubulin, rotes Signal) diente als Marker des Axostyls. DAPI
(blaues Signal) visualisiert den Zellkern im Rahmen der Uberlagerung (Merge) des griinen und roten
Signals. Die Aufnahme im Differential-Interferenz-Kontrast (DIC) illustriert die gesamte
Zellmorphologie. Malistableiste: 10 um.
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Abbildung 7.5: Chemilumineszenz-basierte Immunodetektion der fiinf Kandidatenproteine in
Gesamtzelllysaten von 7. vaginalis. Die Detektion bestdtigt das fiir die Proteine erwartete
Molekulargewicht, mit AuBnahme von TVAG 030160, fiir welches ein intensives Signal bei
~112 kDa und ein schwaches bei ~60 kDa erwartetes Signal dokumentiert wurde. Kilodalton, kDa.
Ubernommen aus Preisner et al. 2016.
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Abbildung 7.6: Transmissionselektronen-Mikroskopie-Aufnahmen von  wildtypischen
T. gallinarum-Zellen zur Visualisierung des Axostyls und dessen Strukturmuster im posterioren
Bereich. Die beiden Aufnahmen verdeutlichen, dass die posteriore Zellausstiilpung durch das Axostyl
geformt wird (siehe gestrichelte Markierungen). Das Strukturmuster des Axostyls unterscheidet sich
von dem der gestreiften Filamentbiindel mutierter Zellen (siche Kap. 5.5, Abb. 5.9 zum Vergleich).
Axostyl, Ax; Costa, C; Hydrogenosomen, H; Nukleus, N. MafBstableiste: 1 um.

Abbildung 7.7: Total-RNA-Extraktion aus denen mit pYES2/CT-Konstrukten transfizierten
8. cerevisiae-Kulturen zur Expressions-Analyse mittels RT-PCR. Das 1% Agarose-Gel zeigt die
Auftragung der Total-RNA-Proben aus denen mit den pYES2/CT-Konstrukten transfizierten
Hefekulturen: I (TVAG_339450), II (TVAG_474360), I1I (117060) und K3 (Malat-Enzym, Kontrolle)
als Edukte der RT-PCR (Kap. 5.6, Abb. 5.10C) Marker, M; Basenpaare, bp.
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Tabelle 7.1: Zuordnung der 203 Cytoskelett-assoziierten Proteine in die funktionellen
Unterkategorien der EuKaryotic Orthologous Groups (KOG) Datenbank. Die in der Tabelle
aufgefiihrten Werte korrespondieren mit Abbildung 5.2 (Kap. 5.2). Einige Proteine wurden aufgrund
ihrer Eigenschaften zu mehr als nur einer Kategorie zugeordnet, zum Beispiel zu den Kategorien DN,
MOT und OT.

KOG-Unterkategorie Anzahl der Proteine
(na) keine Daten verfiigbar 113
(A) RNA Prozessierung und Modifikation 4
(C) Energieproduktion und Konvertierung 5
(D) Zellzykluskontrolle, Zell- und Chromosomen-Teilung 1
(N) Zellmotilitdt

(E) Aminoséure-Transport und Metabolismus 1
(F) Nukleotid-Transport und Metabolismus 1
(J) Translation, ribosomale Strukturierung und Biogenese 3
(L) Replikation, Rekombination und Reparatur 1
2
3

(M) Zellwand/-Membran/-Hiille Biogenese

(M) Zellwand/-Membran/-Hiille Biogenese

(O) Posttranslationale Modifikation, Protein turnover, Chaperone
(T) Signaltransduktions-Mechanismen

(N) Zellmotilitét 2
(O) Posttranslationale Modifikation, Protein turnover, Chaperone 8
(O) Posttranslationale Modifikation, Protein turnover, Chaperone 1
(T) Signaltransduktions-Mechanismen
(R) Nur generelle Funktionsvorhersage moglich 11
(S) Funktion unbekannt 19
(T) Signaltransduktions-Mechanismen 13
(U) Intrazelluldrer Verkehr, Sekretion und Vesikel-Transport 5
(Z) Cytoskelett 12
205
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Tabelle 7.2: Ermittelte Werte aus der Coiled-Coil Analyse der Cytoskelett-, hydrogenosomalen-
und randomisierten Protein-Datensiitze in Bezug zu Abbildung 5.4A und 5.5A (Kap. 5.4).

Anzahl der  Cytoskelett-Proteine Hydrogenosomale Proteine Randomisierte Proteine
Coiled-Coils (CYT) (HYD) (RDM)
0 113 216 172
1 25 51 23
2 22 19 2
3 8 5 4
4 6 2 0
5 2 3 1
6 7 1 0
7 5 0 1
8 5 0 0
9 4 0 0
10 2 1 0
11 1 0 0
12 1 1 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 1 0
20 0 0 0
21 1 1 0
22 0 0 0
23 0 0 0
24 0 0 0
25 0 0 0
26 1 0 0
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Tabelle 7.3: Ermittelte Daten aus der Coiled-Coil Analyse der Cytoskelett-, hydrogenosomalen- und

randomisierten Protein-Datensiitze in Bezug zu Abbildung 5.4B und 5.5B (Kap. 5.4). Aminosiuren; aa.
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Tabelle 7.4: Ermittelte Daten aus der Analyse repetitiver Motive der Cytoskelett-,
hydrogenosomalen- und randomisierten Protein-Datensiitze in Bezug zu Abbildung 5.4C und
5.5C (Kap. 5.4).

Anzahl repetitiver Cytoskelett-Proteine = Hydrogenosomale Randomisierte Proteine

Motive (CYT) Proteine (HYD) (RDM)
0 108 210 148
1 66 63 39
2 20 18 12
3 7 6 3
4 2 1 1
5 0 1 0
6 0 1 0
7 0 1 0
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8. Abkiirzungsverzeichnis

A

Abb.
ATP
BLAST
BMFZ

BSA
CaCl,
Da
DAPI
DMSO
DNA
dNTPs
dt.
DTT
EDTA
engl.
ESI-MS
et al
Fd

Xg
gr.
G418
GFP
GTP

H,O
HCL
IF
°C
HA
i.a.

Kap.
KCL
K,HPO,4
KH,PO,4
KOG
LB
LECA

Mbp
MgClz
MgSO4
min

mM
MFWB
mRNA
MWt
m/z
NaCl
Na3PO4
NCM

Circa

Angstroem

Abbildung

Adenosintriphosphat

Basic Local Alignment Search Tool
Biologisch-Medizinisches
Forschungszentrum

Basenpaar

Bovine Serum Albumin
Calciumchlorid

Dalton (Atomare Masseneinheit)

4’ ,6-Diamidin-2-Phenylindol
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonucleic acid
Deoxynucleotide triphosphat
Deutsch

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat

Englisch

Electrospray Ionization Mass Spectrometry
Und andere

Farad (Einheit, elektr. Kapazitit)
Gramm

Erdbeschleunigung [9,81 m x s™']
Griechisch

Geneticin

Green Fluorescence Protein
Guanosintriphosphat

Stunde

Wasser

Salzéure

Intermediér Filamente

Grad Celsius

Hamagglutinin

Inter alia

Kilo

Kapitel

Kaliumchlorid
Dikaliumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Eukaryotic Orthologous Groups database
Lysogeny broth, Bakterienmedium
Last Eukaryotic Common Ancestor
Mol pro Liter

Megabasenpaare
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Minute

Milliliter

Millimolar

Multiplex Fluorescence Western Blot
Messenger RNA

Mann-Whitney test

Mass to charge ratio (ESI-MS, Einheit)
Natriumchlorid

Natriumphosphat
Nitrocellulosemembran

NCBI

nm
OD
ORFs
OSO4
PAGE
PEG

Pf

PBS
PCR

pH
RNA
PMSF
PSM
P/S

ppm
Rpm

RT

SDS
TBS-T
TEMED
TrichDB
TYM

sec
SCS
syn.
Tab.
TEM

VIV
w/v
z.B.

Abkiirzungsverzeichnis

National Center of Biotechnology
Information

Nanometer

Optische Dichte

Open Reading Frames
Osmiumtetroxid
Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Polyethylenglycol

Parabasale Filamente
Phosphate-buffered saline
Polymerase Chain Reaction
-log10 (H")

Ribonucleic acid
Phenylmethylsulfonylfluorid
Peptide Spectrum Matches
Penicillin/Streptomycin

parts per million

rounds per minute
Raumtemperatur

Sodium Dodecyl Sulfate
Tris-buffered saline + Tween20
Tetramethylethylendiamin
Trichomonas Genome Database
Trypton Yeast Extract

Maltose Medium

Sekunde
Succinyl-CoA-Synthetase
Synonym

Tabelle
Transmissionselektronen-Mikroskop
Units

Volt (elektrische Spannung)
Volumen

Volumenprozent
Gewichtsprozent

Zum Beispiel
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