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1. Einleitung 

1.1 Der intestinale Darmparasit Giardia lamblia 

Der einzellige Darmparasit Giardia lamblia (G. lamblia; Syn. G. intestinalis, G. duodenalis), 

der phylogenetisch zu den Diplomonaden zählt, galt lange Zeit als ursprünglichster 

Eukaryont. Diese Einordnung beruhte unter anderem auf dem Fehlen von charakteristischen 

Organellen, wie z.B. Peroxisomen und Mitochondrien (Abb. 1.1; SOGIN et al., 1989, 

HASHIMOTO et al., 1994; LUJAN & TOUZ, 2003). Erst die Entdeckung von mitochondrialen 

Genen und Mitosomen, einem sich aus Mitochondrien ableitenden Organell, führten zu der 

Annahme, dass das nicht Vorhandensein von Mitochondrien auf einen sekundären Verlust 

dieses Organells zurückzuführen ist (TOVAR et al., 2003; REGOES, 2005). Der Protist ist also 

nicht, wie früher vermutet, vor den Endosymbionten entstanden. Obwohl der Organismus 

inzwischen seinen Status als „missing-link“ zwischen Pro- und Eukaryonten eingebüßt hat, 

spielt er dennoch eine wichtige Rolle für das Verständnis der evolutionären Entwicklung der 

Eukaryonten.  

   

 

Neben diesem Aspekt kommt G. lamblia auch aus medizinischer Sicht eine wichtige 

Bedeutung zu. Wie bei allen anderen Mitgliedern der Gattung Giardia handelt es sich auch 

bei G. lamblia um einen intestinalen Parasiten von Vertebraten. Die von ihm verursachte 

Giardiasis ist eine der am häufigsten durch Protozoen auftretenden Infektionskrankheit beim 

Menschen. Die weltweite Ausbreitung dieser Parasitose ist hierbei stark an die herrschenden 

hygienischen Bedingungen gebunden (ROBERT-THOMSON, 1984). Besonders 

Abb. 1.1: Phylogenetische Einordnung 
der Diplomonaden anhand von 16S 
rRNA-Analysen (SOGIN et al., 1991) 
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verbreitet ist der Erreger in Entwicklungsländern. So liegt in manchen Regionen Asiens, 

Afrikas und Lateinamerikas die Infektionsrate bei 4-43%, statt der in Industrieländern 

erfassten 3-7% (FLANAGAN, 1992). Insgesamt erkranken jährlich ca. 250 Millionen Menschen 

weltweit an Giardiasis.  

Die Erkrankung verläuft meist nicht tödlich, aber die Besiedlung des Wirtsdarms durch den 

Parasiten geht mit einer Reihe von sehr unangenehmen Symptomen einher. Zu diesen 

zählen starke Flatulenz, heftiges Erbrechen und schwerer Durchfall. Zusätzlich können die 

Giardien auch durch den Gallengang in die Gallenblase wandern und dort Entzündungen 

hervorrufen. 

 

1.2 Morphologie und Lebenszyklus 

Der asexuelle Lebenszyklus von G. lamblia ist durch den Wechsel zwischen infektiöser Zyste 

und vegetativen Trophozoiten geprägt. Die ovale Zyste (Abb. 1.2) ist ca. 11-14 µm lang und 

6-10 µm breit und besitzt vier Zellkerne (ADAM, 2001). Durch ihre ca. 0,3-0,5 µm dicke 

Zystwand ist sie in der Lage, extreme Umweltbedingungen wie Temperaturschwankungen, 

Austrocknung oder niedrige pH-Werte unbeschadet zu überleben (ADAM, 2001; ALEY & 

GILLIN, 1995). 

A            B 

                          

Abb. 1.2: Lichtmikroskopische (A) und schematische Abbildung (B) einer Zyste von G. lamblia 
AX, Axonema; ZW, Zystwand; VS, ventrale Scheibe; N, Nuclei (A: Kobe University Faculty of Health Sciences – 
Parasitology, B: KULDA & NOHYNKOVA, 1995) 
 

Der zweikernige Trophozoit (Abb. 1.3) hingegen, der schon 1681 von Antoni von 

Leeuvenhoek und 1859 von Alfred Mathieu Giard und Vilém Dusan Lambl morphologisch 
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beschrieben wurde, weist eine tropfenförmige Gestalt auf (12-15 µm lang, 5-9 mm breit), die 

seitlich gesehen als Halbbirne erscheint (ADAM, 2001). Von den vier frei beweglichen 

Flagellenpaaren, welche dem Trophozoiten erlauben sich in Taumel- und Schaukel-

bewegungen fortzubewegen, sind drei Paare (anterior, posterior, kaudal) symmetrisch auf 

der dorsalen Seite lokalisiert, während das vierte Paar auf der ventralen Seite austritt 

(ELMENDORF et al., 2003). 

Der Parasit zeichnet sich durch zwei einzigartige Elemente aus. Dieses ist zum einen eine 

scheibenartige Struktur auf der ventralen Seite, die es dem Trophozoiten ermöglicht, an das 

Darmepithel anzuheften und somit die pinocytotische Nahrungsaufnahme von Nährstoffen 

aus dem Darminhalt zu vollziehen. Zum anderen besitzt G. lamblia ein als Mediankörper 

bezeichnetes einzigartiges Miktotubuli-Depot (KULDA & NOHYNKOVA, 1995).  

A                                             B 

                        

C 

       

Abb. 1.3: Lichtmikroskopische Aufnahme (A) und schematische Abbildungen (B+C) eines Trophozoiten 
von G. lamblia. 
A+B: Ventrale Seite des Trophozoiten. AF, anteriore Flagellen; PF, posteriore Flagellen; KF, kaudale Flagellen; 
VF, ventrale Flagellen; VS, ventrale Scheibe; N, Nuclei (Quelle für B, MEHLHORN & PIEKARSKI, 2002) 
C: Trophozoiten-Querschnitt. LC, lateraler Kamm; SD, Mikrotubuli der ventralen Scheibe; Fn, Funis; VG, ventrale 
Grube; VLF, ventrolaterale Flanke; CAx/PAx, kaudale und posteriore Axonema; AFl/VFl, anteriore und ventrale 
Flagellen (KULDA & NOHYNKOVA, 1995) 
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Innerhalb seines Lebenszyklus (Abb. 1.4) macht sich der Parasit die besonderen 

Bedingungen des Gastrointestinaltraktes seines Wirts zu Nutze. Der Zyklus beginnt mit der 

oralen Aufnahme der infektiösen Zyste durch den Wirt (GILLIN et al., 1996; LUJÁN et al., 1997; 

ADAM, 2001). Der Kontakt der aufgenommenen Zyste mit dem sauren Milieu des Magens und 

einer hier vorhandenen sauren Phosphatase leiten die ersten Schritte der Exzystierung ein 

(ALEY & GILLIN, 1995). Durch die Dephosphorylierung von Proteinen in der Zystwand 

verändern sich die Membraneigenschaften, was zum erleichterten Aufbrechen der Zyste im 

Dünndarm führt (LLOYD & WALLIS, 2001). Nach dem Eintritt in den Dünndarm wird durch den 

dort vorherrschenden höheren pH-Wert die Teilung der Zyste in zwei vegetative 

Trophozoiten induziert. 

     

Abb. 1.4: Lebenszyklus von G. lamblia. , Zyste und Trophozoit mit dem Stuhl ausgeschieden; , Orale 
Aufnahme der Zyste und Exzystierung zu Trophozoiten im Dünndarm;  & , Vegetative Zellteilung der 
Trophozoiten und Besiedlung des Darms; , Enzystierung zur infektiösen Zyste im Dickdarm. 
Gastrointestinaltrakt: grün, Magen; blau, Dünndarm bestehend aus Zwölffinger- und Leerdarm; gelb, 
Dickdarm bestehend aus Blinddarm und Enddarm (www.dpd.cdc.gov)  
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Die freigesetzten Trophozoiten vermehren sich durch Zweiteilung und besiedeln den 

menschlichen Dünndarm. Hier heften sie sich entweder an das intestinale Epithel des 

Zwölffinger- (Duodenum) und des Leerdarms (Jejunum) oder schwimmen frei in der 

Darmflüssigkeit (ECKMANN & GILLIN, 2001; ELMENDORF et al., 2003). 

Gelangen die Trophozoiten in den Krummdarm (Ileum) wird die Enzystierung zur Zyste 

eingeleitet. Als Induktoren dienen dabei die hohe Konzentration an Gallensalzen, sowie das 

leicht alkalische Milieu des Darms (REINER et al., 1993). Aber auch Cholesterin scheint unter 

den variablen Auslösern der Enzystierung von G. lamblia eine Rolle zu spielen, da ein 

Überschuss im unteren Teil des Dickdarms (Colon) die Gen-Transkription von 

Zystwandproteinen inhibiert (LUJAN et al., 1997; WORGALL et al.,  2004). Die Enzystierung als 

extreme intrazelluläre Neuorganisation mit einhergehender Zystwandsynthese wird in drei 

Stufen unterteilt: Sie beginnt mit der Induktion der Expression von enzystierungsspezifischen 

Genen. Darauf folgen die intrazelluläre Synthese und der Vesikel-vermittelte Transport von 

Zystwand-Komponenten zu den enzystierungsspezifischen Vakuolen (ESV). In der dritten 

Stufe wird dann schließlich die extrazelluläre Zystwand zusammengebaut (LUJÁN et al., 1997; 

ERLANDSEN et al., 1996). 

Während der Enzystierung teilen sich die beiden Zellkerne, ohne dass eine Cytokinese 

stattfindet, sodass die Zyste des Parasiten vier Zellkerne am anterioren Pol besitzt. Neben 

der ventralen Scheibe werden auch die Flagellen depolymerisiert und die erhaltenen 

Fragmente bis zur erneuten Exzystierung gelagert (ELMENDORF et al., 2003). Nur der 

Mediankörper bleibt bestehen. Die reifen Zysten können aufgrund der dicken Zellwand nach 

Ausscheidung über den Stuhl für einige Monate im Wasser überleben und anschließend 

einen neuen Infektionszyklus durchlaufen.  

 

1.3 Physiologie  

Die Trophozoiten von G. lamblia weisen zwei asymmetrische Zellkerne mit identischem 

diploidem Genom auf, die sich partiell asynchron in der S- und M-Phase des Zellzyklus 

teilen. Die Differenz zwischen den Chromosomensätzen beider Kerne deuten dabei auf eine 

mögliche evolutionäre Divergenz hin (TUMOVA et al., 2007). Das haploide Genom ist 12 Mb 

groß und besitzt einen mittleren G+C-Gehalt von 45% (FAN et al., 1991; ADAM, 1991/2000). In 

verschiedenen Genen konnten dabei für Eukaryonten typische Introns detektiert werden 

(NIXON et al., 2002; RUSSEL et al., 2005). Anders als bei Eukaryonten üblich, fehlen den 

Zellkernen von G. lamblia jedoch erkennbare Kernkörperchen. Seinen Energiebedarf deckt 

Giardia ausschließlich über anaerobe Stoffwechselwege, da Citratzyklus und oxidative 

Phosphorylierung fehlen (ADAM, 2001). Der Kohlenhydratabbau erfolgt über den Embden- 
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Meyerhof-Parnas-Weg bis zum Pyruvat, wobei eine Pyrophosphat- und nicht ATP-abhängige 

Phosphofructokinase involviert ist. Die Endprodukte des Kohlenhydratstoffwechsels variieren 

in Abhängigkeit von der O2-Konzentration. In anaerober Umgebung entsteht aus Pyruvat 

Alanin, bei geringer O2-Konzentration (< 25 µM) Ethanol und bei höherer O2-Konzentration  

(> 46 µM) wird Pyruvat von der Giardia-typischen Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase zu 

Acetyl-CoA umgewandelt. Die de novo-Synthese von Fettsäuren, Pyrimidinen und Purinen 

sowie der meisten Aminosäuren (außer Alanin und Valin) konnte für  

G. lamblia nicht festgestellt werden, sodass diese Verbindungen vom Wirt bezogen werden 

müssen (ADAM, 2001).  

Die Trophozoiten besitzen ein endoplasmatisches Retikulum (ER), lysosomale Vakuolen, 

Glykogen- und ribosomale Granula und ein ausgeprägtes Cytoskelett (ADAM, 2001; 

ELMENDORF et al., 2003). Dennoch fehlen, wie schon erwähnt, klassische eukaryotische 

Zellorganellen wie Peroxisomen und ein typischer Golgi-Apparat (ADAM, 2001). Es gibt 

jedoch verschiedene Hinweise, dass Giardia Organellen mit Golgi-ähnlicher Funktion besitzt 

(LUJAN et al., 1995). Zusätzlich wird eine kontroverse Diskussion darüber geführt, ob die bei 

der Enzystierung auftretenden ESVs Golgi-Zisternen entsprechen (MARTI et al., 2003; 

STEFANIC et al., 2006; GOTTIG et al., 2006).  

Der sekundäre Verlust einiger eukaryotischer Zellmerkmale lässt sich durch die parasitäre 

Lebensweise des Organismus begründen (DACKS & DOOLITTLE, 2002). Diese Vermutung trifft, 

wie schon zuvor beschrieben, z.B. für die Mitochondrien zu (TOVAR et al., 2003). Die statt 

dessen vorhandenen Mitosomen sind in die Eisen-Schwefel-Cluster-Biosynthese involviert. 

Durch den Besitz von Eisen-Schwefel-Verbindungen und einer Doppelmembran schützen 

die Mitosomen die Zelle vor reaktivem Sauerstoff, da dieser die Membran nicht passieren 

kann (TOVAR et al., 2003). Um ein Überleben von G. lamblia im stark degradierenden 

Darmmillieu zu gewährleisten, befinden sich „variable surface proteins“ (VSP) an der 

gesamten Oberfläche des Trophozoiten, einschließlich der ventralen Scheibe und den 

Flagellen (ALEY & GILLIN, 1995). Diese Proteine sind resistent gegen den Abbau durch 

intestinale Proteasen und weisen eine hohe Variabilität auf, da sie sich alle fünf bis dreizehn 

Generationen verändern (NASH, 2002). Obwohl kein konkreter giardialer Virulenzfaktor 

identifiziert wurde, trägt die hohe Variabilität der VSP zum Verbleib des Organismus im Wirt 

und somit zur Pathophysiologie von G. lamblia bei (ECKMANN & GILLIN, 2001). 
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1.4 Das giardiale Cytoskelett  

Eine für höhere Eukaryonten typische Struktur ist das aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli und 

Intermediärfilamenten bestehende Cytoskelett, welches sich ständig neu organisiert und 

somit zu den dynamischen Eigenschaften der Zelle beiträgt. Auch G. lamblia besitzt ein 

komplexes Cytoskelett, dessen Hauptbestandteil Tubulin ist (Abb. 1.5 A; ELMENDORF et al., 

2003). Das giardiale Mikrotubulisystem ist gut konserviert und weist alle fünf Tubulinformen 

sowie auch die für die Mikrotubuli-Modifikation und -Organisation benötigten Proteine auf. Im 

Gegensatz dazu besitzt das Genom von G. lamblia ausschließlich ein Aktin-Gen und keine 

weiteren Gene für Mikrofilament-Proteine (MORRISON et al., 2007). Generell ist das 

Cytoskelett für die zelluläre Anheftung, die Formstabilität der Zelle, sowie für die 

Fortbewegung verantwortlich.  

A                                      B 

                          

Abb. 1.5: Cytoskelett-Strukturen von G. lamblia. Isolierte und mit anti-Tubulin-Antikörpern markierte 
Cytoskelette (A). VS, ventrale Scheibe; MK, Mediankörper; F, Flagellen (VAHRMANN et al., 2007). Aufbau der 
ventralen Scheibe (B). 1, Mikrobänder; 2, Quervernetzung; 3, Mikrotubuli (PEATTIE, 1989) 

 

Neben dem Mediankörper und einer weiteren Struktur, der sogenannten Funis, die beide aus 

Mikrotubuli bestehen und mit den Axonema der kaudalen Flagellen verbunden sind, bilden 

die ventrale Scheibe und die acht Flagellen die Hauptbestandteile des Cytoskeletts 

(CAMPANATI et al., 2003). Letztere weisen die für Eukaryonten Mikrotubuli-typische (9*2)+2-

Anordnung des Axonems auf und sind von einer Membran umgeben. Die Flagellen sind in 

den Basalkörpern zwischen den beiden Zellkernen fixiert, deren genaue Funktion noch 

unbekannt ist. Es wird jedoch vermutet, dass sie als Kontrollzentrum der Cytoskelett-

Organisation während des Wachstums und der Differenzierung dienen, da sie an der 

Morphogenese beteiligte Signalproteine, wie Proteinkinase A, Calmodulin oder eine 

Phosphatase, beinhalten (MORRISON et al., 2007). Weitere Lokalisationsorte für diese 

MK 
F 

VS 



Einleitung  8 

Proteine stellen die Flagellen und die ventrale Scheibe dar (MORRISON et al., 2007). Die 

auffälligste und charakteristischste Struktur des Cytoskeletts von G. lamblia ist die ventrale 

Scheibe (Abb. 1.5 B), deren Kontraktion die Anheftung des Organismus an das Darmepithel 

des Wirts vermittelt. Sie besteht aus Mikrotubuli, welche direkt über der ventralen 

Plasmamembran liegen und mit Mikrobändern verbunden sind. Die lamellären Mikrobänder 

erstrecken sich von der dorsalen Oberfläche jedes Mikrotubulus` aus und sind mit einem 

dichten Netzwerk aus Querverbindungen verknüpft (HOLBERTON, 1981; HOLBERTON & WARD, 

1981). Diese tragen vermutlich mehr als die Mikrobänder zum Zusammenhalt der 

Ventralplatte bei (CAMPANATI et al., 2003).  

Die Kanten der Mikrobänder der ventralen Scheibe werden von einer Gruppe saurer 

Cytoskelettproteine gebildet, die als Giardine bezeichnet werden (CROSSLEY & HOLBERTON, 

1985). Neben dem Vorkommen in der ventralen Scheibe wurden sie sowohl im 

Mediankörper als auch in den Flagellen identifiziert (CROSSLEY et al., 1986; CLARK & 

HOLBERTON, 1988). Die 29-38 kDa großen Giardine weisen eine α-helikale Struktur auf und 

werden aufgrund ihres Verteilungsmusters im 2D-Gel in drei nicht homologe Gruppen, die α-, 

β- und γ-Giardine, unterteilt (CROSSLEY & HOLBERTON, 1983). Während die α-Giardine eine 

Homologie zu Annexinen aufweisen, zeigen die β-Giardine eine Verwandtschaft zu den  

SF-Assemblinen (FIEDLER & SIMONS, 1995; MORGAN & FERNANDEZ, 1995; WEBER et al., 1993). 

Nur für die γ-Giardine konnte keine Ähnlichkeit zu einer bekannten Proteingruppe 

nachgewiesen werden (NOHRIA et al., 1992). Eine mögliche Funktion der Giardine liegt 

wahrscheinlich in der Aufrechterhaltung der ventralen Scheibe durch direkte Interaktion mit 

anderen Proteinen (PEATTIE, 1990). Auch scheinen sie an der Cytoskelettdynamik während 

des Trophozoit-Zyst-Übergangs beteiligt zu sein (WEILAND et al., 2005). 

 

1.5 Annexine  

Annexine repräsentieren eine Familie 30-70 kDa großer, cytoplasmatischer Proteine, die 

ubiquitär unter den Eukaryonten vertreten sind. Heute sind bereits mehr als 160 

verschiedene Annexine in 65 Organismengruppen bekannt (GERKE & MOSS, 2002). 

Ausnahmen bilden dabei Hefen und Entamoeba sowie menschliche Erythrozyten, was die 

Frage nach dem evolutionären Ursprung der Annexine aufwirft (FIEDLER & SIMONS, 1995). Die 

gemeinsame biochemische Eigenschaft, die alle Annexine miteinander teilen, ist die 

Fähigkeit in Gegenwart von Calcium-Ionen an anionische Phospholipide künstlicher oder 

biologischer Membranen zu binden (SWAIRJO et al., 1995; WENG et al., 1993). Ihre Löslichkeit 

in Abwesenheit von Calcium hingegen zeigt den amphipathischen Charakter der Proteine. 

Die für die Assoziation benötigte Calciumkonzentration (0,1-20 µM) hängt hierbei sowohl von 
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dem jeweiligen Annexin als auch von der Lipidkopfgruppe des Phospholipids ab (RAYNAL & 

POLLARD, 1994). Generell weisen alle Annexine topologisch einen konservierten  

C-terminalen Bereich, die sogenannte „core“-Domäne, auf (DÖRING et al., 1995). Diese 

besteht typischerweise aus vier, bei Annexin A6 allerdings aus acht Wiederholungen von ca. 

70 Aminosäuren, von denen jede ein 17 Reste langes Konsensusmotiv, die 

Endonexinfaltung, besitzt. Mit der charakteristischen GXGT{X38} (D/E)-Sequenz stellt diese 

Faltung eine hochaffine Typ-II-Calciumbindestelle dar (FIEDLER & SIMONS 1995). Im 

Gegensatz zur konservierten C-terminalen Domäne (Endonexinfaltung) ist der N-Terminus in 

Länge und Sequenz variabel und für jeden Annexintyp einzigartig (DÖRING et al., 1995). Er 

wird als regulatorische Domäne betrachtet, da er z.B. durch Phosphorylierungen oder 

Proteolyse modifiziert werden kann. Zusätzlich ist bekannt, dass er an Protein-Protein-

Interaktionen beteiligt ist (RAYNAL & POLLARD, 1994). Um den N-Terminus für eine Interaktion 

zugänglich zu machen, ist oftmals eine Bindung an Calcium-Ionen erforderlich, die eine 

Konformationsänderung des Annexins induziert. Ein Beispiel dafür stellt das humane 

Annexin A1 dar (ROSENGARTH & LUECKE, 2003). 

Röntgenstrukturanalysen zur Ermittlung der dreidimensionalen Struktur verschiedener 

Annexine zeigten, dass die Polypeptidkette der Proteine eine konvex/konkav-Anordnung 

bestehend aus vier homologen Domänen einnimmt (HUBER et al., 1990; LUECKE et al., 1995; 

SWAIRJO et al., 1995; FAVIER-PERRON et al., 1996; PATHURI et al., 2007). Jede Domäne 

besteht dabei aus fünf α-Helices (A-E), wovon die vier Helices A, B, D und E antiparallel 

orientiert sind und Helix C senkrecht zu ihnen steht (Abb. 1.6 A+B). An der konvexen Seite 

des Annexins, genauer gesagt in den antiparallelen Helices, befinden sich die 

Calciumbindestellen. Somit orientiert sich diese Seite zur Membran und kann mit dieser 

assoziieren (Abb. 1.6 C; SEATON, 1996; KASSAM et al., 1997). Die primäre Bindestelle mit der 

höchsten Affinität zu Calcium ist in der interhelikalen AB-Schleife lokalisiert, welche die 

Calcium-umhüllende konservierte Sequenz (K/R)(G/R)XGT enthält. Zusätzlich zu den 

Carbonyl-Sauerstoffatomen aus den Peptidbindungen wird die Bindung durch einen weiteren 

Carboxylsauerstoff aus der 38 Positionen entfernten Aminosäure (D/E) gestützt. Dieses 

Bindemotiv bezeichnet man im Gegensatz zum Typ-I-Calciumbindemotiv der EF-Hand-

Proteinfamilie, wie es z.B. bei Calmodulin zu finden ist, als Typ-II-Bindemotiv. In höheren 

Eukrayonten enthält mindestens eine der vier Domänen diese kanonische Sequenz. Bei den 

sekundären Bindestellen niedrigerer Affinität (Typ-III) in der DE-Schleife wird das Calcium-

Ion durch zwei Carbonyl-Sauerstoffatome, zwei Wasser- und einen Glutamatrest komplexiert 

(SEATON, 1996). Aufgrund der Interaktion der Carbonyl- und Carboxylgruppen des Annexins 

mit den Phosphatgruppen der Phospholipide kann die „core“-Domäne als Phospholipid-

Bindemodul angesehen werden (SWAIRJO et al., 1995; GERKE et al., 2005). Dagegen 

beherbergt die konkave Seite des Proteins den N- und C-Terminus.  
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    A                                                    B                                     

                         

C 

         

   

Diese Seite und im speziellen der N-Terminus ist trotz Membranassoziation weiterhin für 

eine Wechselwirkung mit möglichen cytoplasmatischen Bindepartnern zugänglich. Durch 

eine Interaktion mit anderen Zellkomponenten wird die physiologische Funktion der Annexine 

dynamisch moduliert (GERKE & MOSS, 1997). Generell sind die Funktionen für die meisten 

Annexine im Einzelnen nach wie vor unbekannt, jedoch gibt es ein paar meist auf in-vitro-

Daten beruhende Erkenntnisse über Annexine der höheren Eukaryonten (GERKE & MOSS, 

2002). Zum einen vermitteln einige Annexintypen zelluläre Aspekte wie Membranverkehr und 

-organisation oder Vesikelaggregation bei endo- und exocytotischen Vorgängen (DRUST & 

CREUTZ, 1988; CREUTZ, 1992). Zum anderen inhibieren andere Annexine Membran-

assoziierte Enzyme, wie die Phospholipase A2, oder beeinflussen Membran-Cytoskelett-

Dynamiken (PEPINSKY et al., 1986; AHN et al., 1988; CHAP et al., 1988; COMERA et al., 1990). 

Dazu gehört z.B. das Annexin A2, welches mit F-Aktin interagiert und somit Cytoskelett und 

Plasmamembran miteinander verbindet (FILIPENKO & WAISMAN, 2001). Des Weiteren sind die 

Annexine A1, A2, A4, A6 und A7 Substrate von Proteinkinasen, wobei die Phosphorylierung 

des N-Terminus von A1 und A2 zur erhöhten, proteolytischen Sensibilisierung des A1 sowie 

zur Veränderung der Calcium-Affinität der Kerndomäne bei A2 führt (GERKE & MOSS, 

Abb. 1.6:  Struktur- und Interaktionsmodell 
von Annexinen. (A) Humanes Annexin A5. 
(B) Humanes Annexin A1. Die einzelnen 
Domänen der Annexine mit ihren fünf  
α-Helices sind farblich markiert (A-B: 
www.pdb.org). (C) Calcium-abhängige 
Annexin-Membran-Interaktion (GERKE et al., 
2005)  
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 1997/2002; GERKE et al., 2005). Darüber hinaus wird eine Calcium-abhängige Ionenkanal-

Aktivität als gemeinsame Eigenschaft dieser Proteinfamilie angesehen (DEMANGE et al., 

1994). Die Hypothese, dass die Annexine nicht-redundante biologische Funktionen ausüben, 

wird durch die Strukturkonservierung in allen eukaryotischen Organismengruppen gestützt 

(MORGAN et al., 2006).  

 

1.6 α-Giardine / Annexine in G. lamblia 

Durch Sequenzanalysen an den kürzlich publizierten Giardia-Genom-Projektdaten 

(MCARTHUR et al., 2000) konnten neben den bereits bekannten sieben α-Giardinen (α1, α2, 

α3, α7.1, α7.2, α7.3, α14) noch 14 weitere Gene identifiziert werden, die für Annexin-

homologe α-Giardine kodieren (PEATTIE et. al., 1989; ALONSO & PEATTIE, 1992; WEILAND et al., 

2005; PALM et. al., 2003; SZKODOWSKA et al., 2002). Da im Vergleich ein Mensch nur 12 

Annexin-Gene besitzt und Hefe gar keine aufweist, zeigt die große Anzahl der Gene bei 

Giardia die besondere Bedeutung dieser Proteine für den Protisten. Genau wie die Annexine 

höherer Eukaryonten weisen die α-Giardine in G. lamblia eine konvex/konkav-Struktur auf 

(Abb. 1.7 A+B), wobei die Funktion der meisten noch weitestgehend ungeklärt ist. Generell 

besitzen die 21 α-Giardine eine hohe Diversität zueinander und bilden phylogenetisch 

gesehen zwei getrennte Zweige. 19 von ihnen bilden dabei eine große Gruppe, während das 

α14- und das α19-Giardin auf einem separaten Arm liegen (WEILAND et al., 2005). Der 

Grund, warum das α14-Giardin phylogenetisch genauso weit vom α1- und α2-Giardin wie 

vom humanen Annexin A5 entfernt ist, liegt im Vorkommen von spezifischen 

Sequenzmotiven innerhalb der Primärstruktur des Proteins (Abb. 1.7 B).  

              

Abb. 1.7: Strukturmodelle von α-Giardinen. (A) α11-Giardin. Die einzelnen Domänen mit ihren fünf α-Helices 
sind farblich markiert (www.pdb.org, PATHURI et al., 2007). (B) α14-Giardin. Giardia-spezifische Bindemotive an 
der konkaven (rot markiert), und Endonexinfaltung (blau markiert) auf der konvexen Seite des Moleküls. Die 
Endonexinfaltung befindet sich in der zweiten dunkelgrau gekennzeichneten Domäne (SZKODOWSKA et al., 2002). 

A B 
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Einerseits besitzt das α14 wie die meisten α-Giardine Giardia-spezifische Motive in der 

vierten Annexindomäne, die den höheren Eukaryonten fehlen (Anhang 7.2). Diese liegen auf 

der konkaven Molekülseite und könnten wegen der Orientierung zum Cytoplasma eine 

Kontaktregion für cytoplasmatische Proteine darstellen (SZKODOWSKA et al. 2002). 

Andererseits weist das α14 an der konvexen Molekülseite neben den drei Calcium-Typ-III-

Bindungsstellen (in Domänen I, II und III) eine hochaffine Endonexinfaltung (Kap. 1.5) in der 

zweiten Proteindomäne auf (Anhang, 7.2; SZKODOWSKA et al. 2002). Somit stellt das α14 

eine Ausnahme unter den giardialen Annexinen dar, da es als einziges α-Giardin eine 

vollständige hochaffine Calcium-Typ-II-Bindestelle mit der kanonischen GXGTD/E-Sequenz 

besitzt (SZKODOWSKA et al. 2002).  

Das Auftreten des Sequenzmotivs GKATD{37}D in der zweiten Domäne des α19-Giardins, 

welches dem entsprechenden Calciumbindemotiv im α14-Giardins sehr ähnlich ist, spiegelt 

die verwandtschaftliche Beziehung der beiden Giardine untereinander wider. Im Gegensatz 

zu allen anderen α-Giardinen zeichnet sich das α19 zusätzlich durch N- und C-terminale 

Sequenzerweiterungen aus, wobei die Konsensussequenz GCAAS am N-Terminus eine 

potentielle Myristoylierungsstelle am Glycin beinhaltet (Anhang 7.4; FARAZI et al., 2001). Aus 

diesem Grund stellt das α19 eine Besonderheit unter den giardialen Annexinen dar. 

Diese beiden, sich auf dem separaten Phylogenie-Ast befindlichen α-Giardine, stellen die 

Forschungsgegenstände der vorliegenden Arbeit dar.  

 

1.7 Lipidmodifikationen von Proteinen 

Neben der Glykosylierung, der proteolytische Spaltung und der Phosphorylierung stellt die 

Lipidmodifkation eine der wichtigsten ko- und posttranslationalen Modifikationen dar. Durch 

das kovalente Anhängen von Fettsäuregruppen an bestimmte Sequenzmotive durch 

geeignete Acyltransferasen können Proteine gerichtet zu zellulären Membranen geleitet oder 

in ihnen verankert werden (ROSKOSKI, 2003). Zu diesen Protein-Modifikationen zählen sowohl 

die ko-translationale, N-terminale N-Myristoylierung von cytosolischen Proteinen, die 

Modifikation von Plasmamembran-Proteinen mit Glykosylphosphatidyl-Inositol sowie die  

C-terminale Isoprenylierung von cytoplasmatischen Proteinen als auch die post-

translationale Addition von Palmitinsäure an viele integrale und periphere Membranproteine 

(BIJLMAKERS & MARSH, 2003; RESH, 1999; CASEY et al., 1996).  

Bei der N-Myristoylierung handelt es sich um die irreversible Acylierung des N-terminalen 

Glycinrestes. Das für diese katalytische Reaktion verantwortliche Enzym ist eine  

N-Myristoyltransferase. Sie koppelt die 14:0-Fettsäure Myristat über eine Säureamidbindung 
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an das Glycin am Aminosäuremotivs MGXXXS/T (FARAZI et al., 2001). Bevor es jedoch zu 

diesem Schritt kommen kann, muss durch eine Methionylaminopeptidase das „Start-

Methionin“ des Proteins entfernt werden (TOWLER et  al., 1987). In der Regel erfolgt diese 

Modifikation bereits ko-translational, in einigen Fällen kann sie jedoch auch post-translational 

ablaufen (ZHA et al. 2000). Die N-Myristoylierung vermittelt als hydrophober „Anker“ 

schwache, reversible Protein-Membran- oder Protein-Protein-Wechselwirkungen und 

gewährleistet den Transport der Proteine durch die Zelle zu ihrem Bestimmungsort (PEITZSCH 

& MC LAUGHLIN, 1993; MURRAY et al., 1997). Eine solche Modifikation ist bereits für die 

Annexine A13 und Annexin A1 bekannt (TURNAY et al., 2005; MORGAN & FERNANDEZ, 1997; 

SOLITO et al., 2006). Obwohl eine Myristoylierung essentiell für eine Membranbindung ist, 

wird für eine stabile Membranbindung häufig ein zweites Bindesignal wie z.B. eine 

Palmitoylierung benötigt (RESH, 1999). Eine Sequenzanalyse des Giardia-Genoms hat 

ergeben, dass auch im Genom des Parasiten ein für eine N-Myristoyltransferase (NMT1) 

kodierendes offenes Leseraster existiert. 

 

1.8 Themenschwerpunkt 

Innerhalb der 21 bekannten Annexin-Homologen in G. lamblia (WEILAND et al., 2005) gibt es 

zwei α-Giardine die eine Sonderstellung unter den giardialen Annexinen einnehmen und 

auch phylogenetisch zwischen den Annexinen des Parasiten und denen höherer 

Eukaryonten stehen (Kap. 1.6). Diese zwei sich auf einem separatem Phylogeniezweig 

befindlichen α-Giardine, α14 und α19, sollen in dieser Arbeit näher untersucht werden. Aus 

diesem Grund ist die Darstellung der Ziele in zwei verschiedene Abschnitte gegliedert. 

1.8.1 Zielsetzung bei der Untersuchung des α14-Giardins 

Das α14-Giardin, welches, wie schon in Kapitel 1.6 erwähnt, als einziges α-Giardin eine 

vollständige Endonexinfaltung besitzt, weist neben der für Annexine charakteristischen 

Calcium-abhängigen Bindung an Phospholipide auch eine Assoziation an Detergenz-

unlöslichen Cytoskelettkomponenten auf (SZKODOWSKA et al. 2002). Aufgrund dieser 

Fähigkeiten und seiner exklusiven Lokalisierung in allen Flagellen und dem Mediankörper 

der Trophozoiten von G. lamblia (SZKODOWSKA et al. 2002) ist es möglich, dass α14-Giardin 

eine Calcium-gesteuerte Mittlerrolle zwischen den mikrotubulären Strukturen der Flagellen 

und der sie umgebenden Plasmamembran einnimmt. Somit könnte dieses α-Giardin indirekt 

zur Beweglichkeit der Flagellen und letztendlich des ganzen Parasiten beitragen. Um diese 

Hypothese zu bestätigen und um eine Beziehung zwischen den molekularen Eigenschaften 

des α14-Giardins und seiner physiologischen Rolle herstellen zu können, ist es erforderlich, 

die Bindepartner von α14 zu identifizieren. Vor diesem Hintergrund sollte die Suche nach 
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direkten Interaktionspartnern mit Hilfe von immobilisiertem α14 durchgeführt werden. Nach  

massenspektrometrischer Identifizierung der möglichen Bindepartner sollten einerseits 

mittels des „Yeast-Two-Hybrid“-Systems diese potentiellen Wechselwirkungen überprüft 

werden, andererseits die Proteine heterolog in Escherichia coli (E. coli) produziert werden. 

Mit den aufgereinigten rekombinanten Proteinen sollten anschließend polyklonale Antikörper 

hergestellt werden, um durch immuncytologische Untersuchungen die Wechselwirkung der 

möglichen Partner in der Zelle und in vitro nachzuweisen. Die Identifizierung einer 

bestehenden Interaktion könnten somit Hinweise auf die physiologische Relevanz und 

Funktion des α14 zulassen 

1.8.2 Zielsetzung bei der Untersuchung des α19-Giardins  

Durch seine einzigartige N-terminale Extension mit dem Erkennungmotiv für eine Acylierung 

mit einem Myristoylrest nimmt das α19 eine Sonderstellung unter den giardialen Annexinen 

ein (Kap. 1.6). Außer den Sequenzinformationen war in der Literatur nichts Weiterführendes 

über das Protein bekannt. Somit bestand das Primärziel der Untersuchungen an diesem 

Protein in dem Nachweis und der subzellulären Lokalisierung von α19 in den Trophozoiten 

von G. lamblia und einer ersten biochemischen Charakterisierung. Dafür sollte mittels 

Klonierung und heterologer Expression in E. coli das rekombinante Protein hergestellt und 

für die Produktion von polyklonalen Antikörpern eingesetzt werden. Dieser sollte für 

immuncytochemische Lokalisierungsstudien in den Trophozoiten eingesetzt werden. Im 

weiteren Verlauf sollte untersucht werden, ob das α19 einen typischen Annexin-Charakter 

aufweist und Calcium-abhängig an künstliche Phospholipide bindet. Wenn der N-Terminus 

des α19-Giardins tatsächlich mit Fettsäuren modifiziert wird, könnte diese Modifikation eine 

zielgerichtete Membranassoziation ermöglichen und vielleicht eine Verbindung von Membran 

und Cytoskelett vermitteln. Aus diesem Grund sollten erste Untersuchungen zur Klärung der 

Frage nach einer potentiellen Fettsäure-Modifikation durchgeführt werden. Durch eine 

umfangreiche biochemische Charakterisierung wären somit Rückschlüsse auf die mögliche 

Funktion des Proteins innerhalb des Organismus denkbar.  
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Materialien 

Falls nicht gesondert aufgeführt, wurden alle verwendeten Chemikalien (in Reinheitsstufe pro 

analysis) und Verbrauchsmaterialien von folgenden Firmen bezogen: Apollo Scientific 

(Stockport, England), AppliChem (Darmstadt), Amersham Bioscience (Freiburg), Beckman 

Coulter Inc. (Fullerton, USA) Biochrom (Berlin), Biomol (Hamburg), Bio-Rad (München), 

Boehringer (Mannheim), Brand (Wertheim), Clontech-Takara Bio Europe (Saint-Germain-en-

Laye, France), Dianova (Hamburg), Eppendorf (Hamburg), Fluka (Neu-Ulm), GE Healthcare 

Europe GmbH (München), Gibco Life Technologies (Eggenheim), Invitrogen (Paisley, UK), 

Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, USA) MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Menzel 

(Braunschweig), Merck (Darmstadt), Millipore (Schwalbach), MWG-Biotech (Ebersberg), 

Novagen (Heidelberg), Nunc (Wiesbaden), PAN Biotech (Aidenbach), Pierce (Rockford, 

USA) bzw. Perbio Science (Bonn), Plano GmbH (Wetzlar), Polysciences (Warrington, USA) 

Promega (Madison, USA), Qiagen (Hilden), Riedel de Haen (Seelze), Roche Applied 

Science (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Schott (Mainz), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich 

(München), Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), TPP (Trasadingen, Schweiz) und 

Whatman (Dassel).  

 

2.2 Medien und Puffer 

Alkylating Solution: 54 mM Iodacetamid in 100 mM NH4HCO3, pH 8,5  

Binde-Puffer (8-fach): 40 mM Imidazol,  4 M NaCl, 160 mM Tris/HCl , pH 7,9 

BRADFORD-Reagenz: 0,5% Coomassie Brilliant-Blue G250 in 10 ml Ethanol, 14,88% ortho-
Phosphorsäure auf 1 l H2O bidest.  

Charge-Puffer (8-fach): 400 mM NiSO4  

Carbonat-Extraktionspuffer: 500 µl 20 mM HEPES/KOH, pH 7,4, 500 µl frisch angesetztem 
200 mM Na2CO3, 1 x „Pic“  

Destaining Solution: 30% Acetonitril in 100 mM NH4HCO3, pH 8,5  

Dialyse-Puffer: 20 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 2 mM EDTA, pH 7,0 

Digestion Buffer: 5% Acetonitril in 50 mM NH4HCO3, pH 8,5  

Dilution Buffer: 100 mM Tris, 1 mM CaCl2, pH 8,5 

Dropout-Lösung (10-fach): 200 mg/l L-Adeninhemisulfat, 200 mg/l L-Arginin HCl, 200 mg/l  
L-Histidin HCl-monohydrat, 300 mg/l L-Isoleucin, 1000 mg/l L-Leucin, 300 mg/l L-Lysin HCl, 
200 mg/l L-Methionin, 500 mg/l L-Phenylalanin, 2000 mg/l L-Threonin, 200 mg/l  
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L-Tryptophan, 300 mg/l L-Tyrosin, 200 mg/l L-Uracil, 1500 mg/l L-Valin; je nach Dropout-
Lösung, entsprechende Aminosäuren weglassen 
  
DTT-Lösung: 0,1 M Tris/HCl pH 9,4, 10 mM DTT  

Einfriermedium für G. lamblia: 10% DMSO, 3% Saccharose in TYI-S-33 Medium (+ Serum  
+ Antibiotika) 

Elutions-Puffer (4-fach): 2 M NaCl, 800 mM Tris/HCl, pH 7,9 
SDS-Entfärbelösung: 10% Eisessig, 30% Methanol in H2Obidest. 

Harnstoff-Extraktionspuffer: 6 M Harnstoff, 10 mM Tris/HCl, pH 7,4 und 1 x „Pic“  

HS-TBS: 10 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl2, pH6,5 

HS-Elutionspuffer: 10 mM Tris/HCl, 1M NaCl, 5 mM CaCl2, pH6,5 

Kopplungs-Puffer für CNBr-Sepharose: 0,1 M NaHCO3,  0,5 M NaCl, pH 8,3  

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, (15 g Agar für Festmedium) pro 
1 l H2Obidest. , pH 7,0, autoklavieren 

LiAc (10-fach): 1 M LiAc in H2Obidest 

Lysispuffer: 0,5% (w/v) Tween-20, 10% (v/v) Glycerin in TBS (20 mM Tris, 137 mM NaCl,  
pH 7,6) 

NaCl-Extraktionspuffer: 1 M NaCl, 20 mM Tris/HCl, pH 7,4, und 1 x „Pic“  

NET-Puffer: 50 mM Tris/HCl, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,05% (v/v) Nonidet, 0,1% (v/v) 
Rinderserum, 0,25% (w/v) Gelatine, pH 7,5 

PBSII: 85 g NaCl, 11,5 g Na2HPO4 * 2H2O, pH 6,8 

PBSVIII: 150 mM NaCl, 7,5 mM KH2PO4, 20 mM K2HPO4, pH 6,8 

PEG/LiAc-Lösung: 8 Vol. 50% PEG 3350, 1 Vol. 10-fach TE, 1 Vol. 10-fach LiAc 

Phosphatase-Inhibitoren Mix : 10 mM NaF, 10 mM NaN3, 10 mM p-Nitrophenylphosphat,  
10 mM Tetrasodiumpyrophosphat, 10 mM β-Glycerophosphat 

„Pic“ (1-fach): 1 mM EDTA, 1 mM Phenymethylsulfonyl-Fluorid, 1 mM Benzamidin und  
10 µg/ml Pepstatin 

Ponceau S Solution: 0,2% Ponceau S Solution in 3% TCA 

Probenpuffer (2-fach): 125 mM Tris/HCl, 0,1% (w/v) SDS, 0,5% (v/v) Bromphenolblau, 10% 
(v/v) Glycerin, pro 5 ml H2Obidest., pH 6,8 

Probenpuffer (5-fach): 500 mM Tris/HCl, 25% (v/v) Glycerin, 10% (w/v) SDS, 25% (v/v)  
β-Mercaptoethanol, 0,05% (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8 
 

Proteaseinhibitoren: 1 mM Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF), 10 µg/ml Leupeptin,  
20 µg/ml Pepstatin 

Puffer A: 10 mM Tris/HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 1 mM DTT, versetzt je nach 
Bedarf mit Protease-Inhibitoren (5 µg/ml E-64, 1 mM PMSF, 10 µg/ml Leupeptin, 10 µg/ml 
Pepstatin) oder mit Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 1 (in 10 mM DMSO, Sigma-Aldrich, 
München)  
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Puffer AL: 20 mM Hepes, 100 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 5 mM DTT, pH 7,4 

Puffer B: 10 mM Tris/HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM DTT 

Puffer C: 20 mM Tris/HCl, pH 7,5, 10 mM EGTA, 1 mM DTT 

Reducing Solution: 10 mM in 100 mM NH4HCO3, pH 8,5  

SDS-Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCl, 8 mM EDTA, 0,4% (w/v) SDS, pH 6,8 

SD-Medium: 6,7 g Hefeextrakt ohne Aminosäuren, 7 g Glucose (+ 20 g Agar für 
Festmedium) pro 1 l H2Obidest., pH 5,8 einstellen und autoklavieren, nach Abkühlen 100 ml des 
gewünschten Dropout-Mediums (und nach Bedarf 2 ml einer 20 mg/ml Stocklösung X-α-Gal) 
für die spätere Selektion der Hefen zugeben.  

SDS-Gel-Elektrodenpuffer (10-fach): 0,05 M Tris/HCl, 2 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS, 384 mM 
Glycin, pH 8,5 einstellen 

SDS-Gel-Färbelösung: 40 ml Stammlösung II, 10 ml Methanol, 1 ml 5% (w/v) Coomassie 
Brilliant-Blue G250 

Stammlösung II: 2% (v/v) Phosphorsäure 85%-ige, 10% (w/v) Ammoniumsulfat 

TBE-Ladepuffer (5-fach):  5% (v/v) Glycerin, 0,04% (v/v) Bromphenolblau, 0,04% (w/v) 
XylenCyanolFF in 1-fach TBE-Puffer 

TBE-Puffer (10-fach): 90 mM Tris/HCl, pH 8,0, 90 mM Borsäure, 2 mM EDTA 

TBS-Puffer: 20 mM Tris/ HCl, 150 mM NaCl, pH 6,8 

TE (1-fach)/ LiAc (1-fach): 1:1 TE (aus 10-fach Stocklösung) und LiAc (aus 10-fach 
Stocklösung) in H2Obidest 

TEDAMP: 10 mM Tris, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 2 mM MgSO4, 150 mM KCl, 0,5% (v/v) 
Triton X-100, pH 8,3 

TE-Puffer (10-fach): 100 mM Tris/HCl, 10 mM EDTA, pH 7,5, autoklavieren 

TFB1-Puffer: 30 mM Kaliumacetat, 50 mM MnCl2, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl2, 15% (v/v) 
Glycerin, pH 5,8, sterilfiltrieren  

TFB2-Puffer: 10 mM Na-MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl2, 15% (v/v) Glycerin, pH 7,0, 
sterilfiltrieren 

TMSK-Puffer (10-fach): 300 mM Tris, 25 mM MgSO4, 2 M Saccharose, 250 mM KCl, 10 µM 
E-64, 0,05 (w/v) PMSF, pH 7,4  

SDS-Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCl, 8 mM EDTA, 0,4% (w/v) SDS, pH 8,8 

Tris/DTT-Puffer: 50 mM Tris/HCl, 27,5 mM MgCl, 0,5 mM DTT, pH 7,5 

Triton-Extraktionspuffer 100 µl PBSVIII-Puffer + 1% Triton X-100 und 1-fach Pic  

Trypsin Digest Solution: 0,01 mg/ml Trypsin (aus Stocklösung) in Digest Buffer 

Trypsin Stocklösung: 0,25 mg/ml in 25 mM in NH4HCO3 

TYI-S-33 Medium: 4 g NaCl, 1,2 g KH2PO4, 2,0 g K2HPO4, 40 g Trypticase, 20 g Hefeextrakt, 
20 g Glucose, 0,092 g Ammonium-Fe(III)-Citrat, 4 g Cystein-HCl, 4,2 g Arginin-HCl, 0,4 g 
Ascorbinsäure, 1,04 g Galle (Bile, separat in 10 ml 1 M NaOH lösen) pro 2 l H2Obidest., pH 6,8, 
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autoklavieren; supplementieren mit 70 ml inaktiviertem Rinderserum (Pan Systems),  
100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin pro 500 ml vor Gebrauch. 

Wasch-Puffer (8-fach): 480 mM Imidazol, 4 M NaCl, 160 mM Tris/HCl, pH 7,9 

WB-TBS-Puffer: 50 mM Tris/HCl, 0,9% (w/v) NaCl, pH 7,5 

Western Blot-Entwicklerlösung: 3 mg 4-Chloro-1-Naphthol (in 1 ml Methanol), 4 ml WB-TBS-
Puffer, 5 µl H2O2 

Western Blot-Transferpuffer: 10 mM CAPS/NaOH, pH 11,0, in 10% (v/v) Methanol 

YPDA (0,5-fach): 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt pro 1 l H2Obidest., pH 5,8. Nach dem 
Autoklavieren 25 ml einer sterilen 40%-igen Glucoselösung und 7,5 ml einer sterilen  
0,2%-igen Adeninhemisulfatlösung nach Abkühlen zugeben  

YPDA (2-fach): 40 g Pepton, 20 g Hefeextrakt pro 1 l H2Obidest., pH 5,8. Nach dem 
Autoklavieren 100 ml einer sterilen 40%-igen Glucoselösung und 30 ml einer sterilen  
0,2%-igen Adeninhemisulfatlösung nach Abkühlen zugeben  

YPDA-Medium: YPD-Medium + 15 ml einer sterilen 0,2%-igen Adeninhemisulfatlösung, 
zugegeben nach autoklavieren 

YPD-Medium: 20 g Pepton, 10 g Hefeextrakt, (20 g Agar für Festmedium) pro 1 l H2Obidest., 

pH 5,8. Nach dem Autoklavieren 50 ml einer sterilfiltrierten 40%-igen Glucoselösung nach 
Abkühlen dazugeben  

 

Zur Herstellung von Selektionsmedien wurden je nach Resistenz der verwendeten Stämme 

die entsprechenden Antibiotika zum jeweiligen Nährmedium hinzugefügt (Tab. 2.1). 

Tabelle 2.1: Verwendete Antibiotika 

Antibiotikum Stammlösung* Endkonzentration 

Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in 50% Ethanol 200 µg/ml 

Kanamycin (Kan) 100 mg/ml in H2Obidest. 200 µg/ml 

Tetracyclin (Tet) 5 mg/ml in 50% Ethanol 10 µg/ml 

Penicillin (Pen) 10000 U/ml in PBSII 100 U/ml 

Streptomycin (Strep) 10 g/ml in PBSII 100 mg/ml 

* Lagerung bei – 20°C  

 

2.3 Verwendete Antikörper 

Tabelle 2.2 zeigt die für die immuncytologischen Untersuchungen verwendeten Antikörper in 

den bei „Western Blot“-Analysen (1.) und Fluoreszenzmikroskopie (2.) eingesetzten 

Konzentrationen. 
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Tabelle 2.2: Primäre und sekundäre Antikörper  

Primärer 
Antikörper 

Verdünnung Sekundärer Antikörper Verdünnung 

Mouse anti-Penta-His 
Antibody (Qiagen) 

1:2.000 Peroxidase-conjugated IgG (H+L) anti-
Mouse developed in Goat (Biomol) 

1:2.000 

anti-HA High Affinity Rat 
Monoclonal Antibody 
(clone 3F10) (Roche) 

1:1.000 anti-Rat IgG (whole molecule) 
Peroxidase-conjugated developed in 
Rabbit (Sigma-Aldrich) 

1:5.000 

anti-c-Myc Mouse 
Monoclonal Antibody 
(clone 9E10) IgG1, κ 
(Sima-Aldrich) 

1:1.000 Peroxidase-conjugated IgG (H+L) anti-
Mouse developed in Goat (Biomol) 

1:2.000 

Monoclonal anti-
acetylated Tubulin clone 
6-11B-1 Mouse Asciut 
Fluid (Sigma-Aldrich) 

1:2.000-5.000 

1:1.000 

1. Peroxidase-conjugated IgG (H+L) 
anti-Mouse developed in Goat (Biomol) 
2. CyTM2-conjugated AffiniPure Goat-
anti-Mouse F(ab’)2 (Dianova) 

1:2.000 

1:100 

anti-AnxE3  
(HAUPTMANN, 1999) 

1:10.000 Immunopure® Peroxidase-conjugated 
Goat anti-Rabbit IgG (Fc) (Pierce) 

1:20.000 

anti-AnxE2  
(BAUER et al., 1999) 

1:10.000 Immunopure® Peroxidase-conjugated 
Goat anti-Rabbit IgG (Fc) (Pierce)  

1:20.000 

anti-Proteasom (β3-UE, 
EMMERLICH et al., 1999) 

1:1000 Immunopure® Peroxidase-conjugated 
Goat anti-Rabbit IgG (Fc) (Pierce) 

1:20.000 

anti-α14  
(LINKE, 2000) 

1:10.000 
 

1:500-1.000 

1. Immunopure® Peroxidase-
conjugated Goat anti-Rabbit IgG (Fc) 
(Pierce) 
2. anti-Rabbit IgG CyTM3-conjugated 
Antibody developed in Sheep (F ab’)2 
(Sigma-Aldrich) 

1:20.000 
 

1:100 

anti-α19-Giardin 
(KELLERSMANN, 2007) 

1:10.000-
1.000.000 

1.500-1.000 

1. Immunopure® Peroxidase-
conjugated Goat anti-Rabbit IgG (Fc) 
(Pierce) 
2. anti-Rabbit IgG CyTM3-conjugated 
Antibody developed in Sheep (F ab’)2 
(Sigma-Aldrich) 

1:20.000 
 

1:100 

anti-α7.3-Giardin 
(diese Arbeit) 

1:100-1:1.000 

 
1:100 

1. anti-Guinea Pig IgG (whole molecule) 
Peroxidase-conjugated developed in 
Rabbit (Sigma-Aldrich) 
2. AlexaFluor®488 Goat-Anti-Giunea 
pig IgG (H+L), (Molecular Probes) 

1:5.000 
 

1:500 

anti-STK   
(diese Arbeit) 

1:1.000 
 

1:100 

1. anti-Rat IgG (whole molecule) 
Peroxidase-conjugated developed in 
Rabbit (Sigma-Aldrich) 
2. AlexaFluor® 568 Goat-Anti-Rat IgG 
(H+L),  (Molecular Probes) 

1:5.000 
 

1:500 

anti-Ank  
(diese Arbeit) 

1:100-1.000 
 

1:100 

1. Peroxidase-conjugated AffiniPure 
Donkey anti-Chicken IgY++ (IgG, H+L) 
(Dianova) 
2. CyTM2-conjugated AffiniPure Donkey-
anti-Chicken F (ab’)2   (Dianova) 

1:2.000 
 

1.100 

CyTM2: Amax , 492 nm; Emax , 510 nm. CyTM3: Amax, 552 nm; Emax, 565 nm. AlexaFluor® 488: Amax, 496nm; 
Emax, 518nm. AlexaFluor® 568: Amax, 581nm; Emax, 601nm. 
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2.4 Zellkultur von Giardia lamblia 

Für Untersuchungen am parasitären Protozoon Giardia lamblia wurden Trophozoiten des 

Stammes WB (clone C6, American Type Culture Collection, ATCC Nr. 50803) 

herangezogen. 

 

2.4.1 Kulturbedingungen und Stammerhaltung von G. lamblia 

Die Anzucht der G. lamblia-Zellen erfolgte in axenischer Kultur im modifizierten TYI-S-33 

Medium (Trypticase, Yeast, Iron-Serum) nach KEISTER (1983) unter Zusatz von Penicillin, 

Streptomycin und 5 mM Arginin (EDWARDS et al., 1992). Die Trophozoiten von G. lamblia 

wurden in 25 cm² Kulturgefäßen (TPP, Trasadingen, Schweiz) oder 10 ml Gewebekultur-

Röhrchen (Nunc, Wiesbaden) anaerob bei 36,5°C kultiviert und nach 3-4 Tagen in frisches 

Medium überimpft. Hierzu wurden die adhärenten Zellen mittels Kälteschock von der 

Gefäßwand gelöst, anschließend kurz geschüttelt und ca. 1 ml (105 Zellen) bzw. 0,3 ml  

(3,3 * 103 Zellen) in ein neues Kulturgefäß überführt.  

 

2.4.2 Ernte und Aufschluss der Trophozoiten zur Herstellung von G. lamblia-Extrakt  

Am Ende der logarithmischen Wachstumsphase (ca. 3-4 Tage nach dem Animpfen) wurden 

die Trophozoiten von G. lamblia mittels 10-minütiger Eisinkubation von der Kulturgefäßwand 

abgelöst. Darauffolgend wurden die 50 ml Zellsuspension 10 min bei 500 x g und 4°C 

zentrifugiert und die pellettierten Zellen anschließend dreimal mit TBS gewaschen. Aus 1 l 

Zellkultur konnten ca. 1,4 g Zellen geerntet werden, wobei 1 g ca. 1,6 x 109 Zellen 

entsprachen. Schließlich wurden die Zellen in 300 µl TBS mit 1 µl E-64 (10 mM in DMSO) 

pro Gramm Zellen resuspendiert und 3 x 1 min (20 kHz, Branson Sonifier 250, Heinemann, 

Schwäbisch-Gmünd) aufgeschlossen. Nach Bedarf konnten vor dem Aufschluss auch 

andere Protease-Inhibitoren (1 mM PMSF, 10 µg/ml Leupeptin, 10 µg/ml Pepstatin) oder ein 

Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 1 (in 10 mM DMSO, Sigma-Aldrich (München) zu den Zellen 

hinzugefügt werden. Das Zellhomogenat wurde für 35 min bei 100.000 x g und 4°C 

zentrifugiert („Optima TM Max Ultracentrifuge“, Beckmann Coulter, Fullerton, USA), um 

unlösliche Membranbestandteile abzutrennen Der erhaltene Überstand der Zentrifugation 

bildete die lösliche Fraktion des Rohextraktes. Das Pellet wurde in 100 µl TBS resuspendiert 

und stellte die unlösliche Membranfraktion des Extraktes dar. Beide Fraktionen wurden 

anschließend bei -20°C gelagert.  
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2.4.3 Kryokonservierung von G. lamblia-Zellen 

Zum Einfrieren von G. lamblia wurde ein Zell-„Monolayer“ aus 50 ml Kulturansatz (5 x 106 

Zellen) in 5 ml Einfriermedium resuspendiert und 30 min bei RT äquilibriert. Anschließend 

wurde die Zellsuspension in Kryoröhrchen (Brand, Wertheim) überführt, schrittweise 

heruntergekühlt (je 1 h bei RT, 16°C, 4°C, 0°C, -20°C) und üN bei -80°C aufbewahrt. Die 

endgültige Lagerung erfolgte in flüssigem Stickstoff. Das Auftauen der Zellen erfolgte bei 

37°C. Je ein Aliquot wurde in einer 25 cm2 Kulturflasche aufgenommen. Nach Anheftung der 

Zellen (etwa 24 h) wurde der erste Mediumwechsel vorgenommen, um das DMSO aus der 

Zellkultur zu entfernen. Die weitere Kultivierung ist in Kapitel 2.4.1 beschrieben. 

 

2.5 Molekularbiologische Methoden 

 

2.5.1 Bakterienstämme 

Die hier verwendeten Escherichia coli-Stämme (E. coli) sind in Tabelle 2.3 aufgeführt. Zur 

Vermehrung von Plasmidvektoren wurden ausschließlich die E. coli-Stämme XL1 Blue 

(Stratagene, La Jolla, USA) und DH5α (Invitrogen, Paisley, UK) verwendet, wohingegen die 

E. coli-Stämme BL21 (DE3) pLysS (Novagen, Heidelberg), BL21 Rosetta (DE3) (Novagen, 

Heidelberg) und BL21 (DE3) [pAPlacIQ] (zur Verfügung gestellt von Joachim Clos, Bernhard-

Nocht-Institut für Tropenmedizin, Hamburg) zur heterologen Expression im bakteriellen 

System dienten.  

Tabelle 2.3: Verwendete Bakterienstämme 

E. coli-Stamm Genotyp Referenz 

XL1-Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, 
relA1, lac, [F‘ proAB, lacIq, lacZ∆M15, Tn10 
(Tetr)] 

BULLOCK et al. (1987) 

DH5α F’,,Φ80dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF)U169, 
endA1, recA1, hsdR17 (rk

- mk
-), deoR, thi-1, 

supE44, λ-gyrA96, relA1 

HANAHAN (1983) 

BL21 (DE3) pLysS F-, ompT, r-, m-,Clmr 
STUDIER et al. (1986,1990, 
1991) 
 

BL21 (DE3) [pAPlacIQ] F-, ompT, r-, m-, Kmr HELLBERG et al. (2002) 
) 
 

 BL21 Rosetta (DE3) F- 
ompT gal [dcm] [lon] hsdSB (rB-, mB-) λ(DE3) 

pRARE(CmR) 
Novagen, Heidelberg 
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2.5.2 Anzucht und Stammerhaltung von E. coli  

Die E. coli-Stämme wurden über Nacht (üN) unter aeroben Bedingungen bei 37°C in  

(SAMBROOK et al., 1989) oder LB-Flüssigmedium oder auf Agarplatten angezogen. Das 

Medium wurde vor Gebrauch 30 min bei 120°C autoklaviert. Durch Zugabe der 

entsprechenden, sterilfiltrierten Antibiotika wurden geeignete Selektionsmedien hergestellt 

(Tab. 2.1). Zur Stammerhaltung der Bakterienklone wurde eine üN-Flüssigkultur mit 15% 

(v/v) Glycerin versetzt und bei -80°C gelagert.  

 

2.5.3 Plasmide 

In der folgenden Tabelle 2.4 sind sowohl die zur Klonierung und heterologen Expression 

herangezogenen Ausgangsvektoren als auch die im Rahmen dieser Arbeit oder früheren 

Arbeiten hergestellten Plasmidkonstrukte aufgeführt. 

Tabelle 2.4: Verwendete Vektoren  

Vektoren Resistenz/ Charakteristika Referenz 

pBlueskript SK (pBSK) Ampr, Klonierungsvektor Stratagene, La Jolla, USA 

pET16b Ampr, Expressionsvektor Novagen, Heidelberg 

pJC45 Ampr, Expressionsvektor CLOS & BRANDAU (1994), SCHLÜTER et al., 
(2000); zur Verfügung gestellt von 
Joachim Clos 

 

pBSK-α7.3 α7.3-Giardin-Gensequenz (901 bp) in 
pBSK 

Diese Arbeit 

pET16b-α7.3 α7.3-Giardin-Gensequenz (901 bp) in 
pET16b 

Diese Arbeit 

pBSK–STK Sequenzbereich der Kinasedomäne 
der Ser/Thr-Kinase, AS10-280 (913 bp) 
in pBSK 

Diese Arbeit 

pET16b-STK Sequenzbereich der Kinasedomäne 
der Ser/Thr-Kinase, AS10-280 (913 bp) 
in pET16b 

Diese Arbeit 

pET16b-α14∆314-337 C-terminal verkürztes α14-Giardin-
Genfragment (939 bp) in pET16b 

KIELMANN (2002) 

pJC45-Ank Sequenzbereich der Ankyrindomäne 
der Ser/Thr-Kinase, AS 508-676 (688 
bp) in pJC45 

LUDWIG (2005) 

pJC45- α19∆1-15 N-terminal verkürztes α19-Giardin-
Genfragment (1269 bp) in pJC45 

KELLERSMANN (2007) 

Kanr/Ampr , Plasmidcodierte Kanamycin-/Ampicillinresistenz; AS, Aminosäuren, Bp = Basenpaare 
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2.5.4 Oligonukleotid-Primer 

Die als Primer verwendeten Oligonukleotide wurden für die Amplifizierung von DNA-

Fragmenten mittels Polymerase-Kettenreaktion (Kap. 2.5.8) sowie für die DNA-

Sequenzierung (Kap. 2.5.19) eingesetzt. Wie Tabelle 2.5 zeigt, handelt es sich dabei 

entweder um standartisierte (T7-Promotor/Terminator) Primer, die nahe der „multiple cloning 

site“ (MCS) des Expressionsvektors banden, oder um anhand der Gensequenz synthetisierte 

Primer mit spezifischen Schnittstellen für Restriktionsenzyme. Diese wurden von der Firma 

MWG-Biotech (Ebersberg) hergestellt.         

                                              

Tabelle 2.5: Verwendete Primer. Restriktionsschnittstellen gelb: NdeI, hellblau: EcoRI, grün: BamHI, grau: 
HindIII, rot SmaI. 

Primer Basensequenz Referenz 

α7.3 vorne 5’ –AGCTCGGCAAAATTACATATGGCTGCGGCAAAG– 3’ Diese Arbeit 

α7.3 hinten 5’ –GCAGCCGGATCCTTACATGACGTGCCAGAG– 3’ Diese Arbeit 

STK vorne 5’ –AAGGCTACCGCTTCCATATGACTTTGGCG– 3’ Diese Arbeit 

STK hinten 5’ –GGCGAGGACCGGGGATCCGTTGGACACAGG– 3’ Diese Arbeit 

α14 vorne 5’ –GTTTTTGTGACACATATGAGTAAAATGGC– 3’ KIELMANN (2002) 

α14 hinten 5’ –ACGGGATCCGGTTCCCAAAGGAGTTTAATC– 3’ KIELMANN (2002) 

Ank vorne 5’ –GAGGTAGTCCATATGATTCCCACACCACTG– 3’ LUDWIG (2005) 

Ank hinten 5’ –GAGGATCCTGATGAATTCCTCCTTCTTGGA– 3’ LUDWIG (2005) 

β-Tubulin vorne 5’ –GCCGGCGCCGATTTACATATGCGTGAGATCGTC– 3’ WELLING (2007) 

β-Tubulin hinten 5’ –CTCGTCGCCGAATTCCTCCTCCTCCTCGAACTC– 3’ WELLING (2007) 

α19∆1-15  vorne 5’ –GCTGATGCCAAGCTTGTAATGGGAAACCAC– 3’ KELLERSMANN (2007) 

α19∆1-15  hinten 5’ –GTCCATCGAGTTCCCGGGTCAGTCGCCGCG– 3’ KELLERSMANN (2007) 

T7-Promotor 5’ –ATTTAGGTGACACTATGG– 3’ MWG-Biotech 

T7-Terminator 5’ –GCTAGTTATTGCTCAGCGG– 3’ MWG-Biotech 

T3-Promotor 5’ –AATTAACCCTCACTAAAGGG– 3’ MWG-Biotech 

 

 

2.5.5 Isolierung genomischer DNA aus G. lamblia durch Elu-Quick 

Die Isolierung genomischer DNA aus G. lamblia erfolgte durch das „Elu-Quick® DNA 

purification Kit“ von Whatman (Dassel) nach Angaben des Herstellers. Eingesetzt wurden ca. 

5 x 106 Zellen, wobei die DNA am Ende der Präparation in 2 x 10 µl H2Obidest. aufgenommen 
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wurde (ca. 1 µg/µl). Anschließend erfolgte eine photometrische Bestimmung der 

Nukleinsäurekonzentration bei 260 nm und 280 nm (Kap. 2.5.13).  

 

2.5.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus G. lambia  

Die Gesamt-RNA aus 5 x 106 Zellen (50 ml Zellkultur) wurde mit Hilfe des TRIzol®-Reagenz 

nach Angaben des Herstellers (Gibco BRL, USA bzw. Invitrogen, Paisley, UK) isoliert 

(CHOMCZYNSKI, 1993; CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). Die Bestimmung der quantitativen 

RNA-Ausbeute wurde mittels einer OD-Messung bei 260 nm durchgeführt (Kap. 2.5.13).  

 

2.5.7 Herstellung von cDNA (Reverse Transkription)  

Die cDNA-Erststrangsynthese beruht auf dem Prinzip der Standard-PCR, jedoch wird bei 

dieser Methode Gesamt-RNA als Matrize eingesetzt. Die mRNA aus dem RNA-Gemisch wird 

dabei durch eine reverse Transkriptase in cDNA „zurückgeschrieben“. Als Primer für die 

cDNA-Herstellung dient meist ein Gemisch aus Oligonukleotiden, das unspezifisch bindet 

und somit eine cDNA-Synthese der gesamten mRNA ermöglicht. Die Herstellung erfolgte 

nach Angaben von Invitrogen (Paisley, UK) unter Benutzung des Enzyms SuperScript II 

Reverse Transcriptase (HOUTS et al., 1979). Die cDNA wurde anschließend für PCR-

Reaktionen (Kap. 2.5.8) eingesetzt. 

 

2.5.8 DNA-Amplifizierung durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist eine in-vitro-Methode 

zur exponentiellen Amplifikation spezifischer Nukleinsäuresequenzen mittels hitzestabiler 

DNA-abhängiger DNA-Polymerasen (SAIKI et al., 1987). Ausgehend von einer 

einzelsträngigen Nukleinsäurematrize dienen zwei spezifische Oligonukleotide 

entgegengesetzter Orientierung der Polymerase als Primerpaare. Diese hybridisieren jeweils 

an einen der beiden DNA-Stränge, sodass die DNA-Sequenz zwischen ihnen gezielt 

angereichert wird und neue komplementäre DNA-Stränge entstehen. 

Die PCR wurde mit je 45 Zyklen in dem Thermocycler „Eppendorf Mastercycler personal“ 

(Eppendorf, Hamburg) durchgeführt, wobei genomische DNA aus G. lamblia, cDNA (RT-

PCR, Kap. 2.5.9) oder Zellmaterial aus Bakterienkolonien (Kolonie-PCR, Kap. 2.5.10) als 

Matrizen verwendet wurden. Als Polymerase diente die Pfu-DNA-Polymersae (Promega, 

Mannheim) aus Pyrococcus furiosus, die eine 3`�5`-„proof reading“-Exonukleaseaktivität 
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besitzt. Die anhand der bekannten Gensequenzen von G. lamblia entsprechend  

synthetisierten homologen Primer (siehe Tab. 2.5) wurden für die Amplifikation der 

entsprechenden Gensequenzen in einer Konzentration von 5 pmol eingesetzt. 

 

PCR-Ansatz            PCR-Zyklus 

 

1 µl  Primer forw. (5 pmol)    94°C      → 10 min               

1 µl  Primer rev. (5 pmol)     55/60°C →   1 min 

2 µl  dNTPs (2 mM)     72°C      →   1 min        45 Zyklen 

1 µl  Pfu-Polymerase (2-4 U)   94°C      →   1 min 

2 µl  Pfu-Puffer (10 x)     72°C      →   5 min 

1 µg  DNA      Abkühlen auf 4°C 

ad 20 µl     H2Obidest. 

 

2.5.9 RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR)  

Eine PCR im Anschluss an eine reverse Transkription wird Reverse Transkriptase-PCR (RT-

PCR) genannt und dient z.B. dem Expressionsnachweis von Proteinen. Wie schon in Kapitel 

2.5.7 erwähnt, wird bei der Erststrangsynthese von cDNA die mRNA aus dem Pool der 

gesamten isolierte RNA transkribiert. Wird diese cDNA (1 µg) nun als Matrize für eine PCR 

eingesetzt und ein PCR-Produkt unter Einsatz der spezifischen Primer gebildet, ist dies eine 

Bestätigung der Expression des Proteins im Organismus. RT-PCR-Ansatz und –Zyklus 

wurden wie in Kapitel 2.5.8 durchgeführt. 

 

2.5.10 Kolonie-PCR 

Die Kolonie-PCR ist ein schnelles Nachweisverfahren für eine positive Transformation eines 

rekombinanten Plasmids in einen Bakterienstamm. Hierbei dient nicht isolierte DNA als 

Matrize für die PCR, sondern komplette Zellen einer Bakterienkultur. Bei dieser Kolonie-PCR 

wurden Transformanten von einer Agarplatte gepickt und in den 50 µl H2Obidest. 

resuspendiert. 20 µl der Zellsuspension wurden zum Animpfen einer 5 ml Übernachtkultur 

zur Kolonieerhaltung entnommen, die verbleibenden 30 µl wurden 5 min bei 95°C gekocht 

und danach 2 min bei 14.000 x g abzentrifugiert. Der Überstand enthielt das DNA-Template  
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für die anschließende PCR. PCR-Ansatz und –Zyklus wurde wie in Kapitel 2.5.8 

durchgeführt.  

 

2.5.11 Agarose-Gelelektrophorese 

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente aufgrund ihrer Ladung und 

Größe im elektrischen Feld bei konstanter Spannung (120 V) in horizontalen Elektrophorese-

Apparaturen aufgetrennt. DNA ist innerhalb eines großen pH-Bereiches negativ geladen, 

was auf die Phosphatgruppen des Zucker-Phosphatrückgrats der Nukleinsäuren 

zurückzuführen ist. Durch diese negativ geladenen Phosphatgruppen wandern die DNA-

Fragmente zur Anode, wobei sie durch die Polymermatrix der Agarose aufgetrennt werden. 

Kleine Fragmente erfahren dabei aufgrund ihrer größeren Beweglichkeit eine höhere 

Laufgeschwindigkeit als große Fragmente. Um DNA-Fragmente elektrophoretisch 

aufzutrennen, wurden TBE-Gele nach SAMBROOK et al. (1989) verwendet. Hierfür wurde 

0,75-1,4 g Agarose in 100 ml 1-fach TBE-Puffer aufgekocht, unter Rühren abgekühlt und mit 

0,5 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Mittels Ethidiumbromid konnte die DNA im UV-Licht 

(λ=230 nm) sichtbar gemacht werden, da sich dieses an die Doppelhelix der DNA lagerte 

und bei Bestrahlung der Nukleinsäuren im UV-Licht orange fluoreszierte. Die DNA wurde mit 

Hilfe eines 5-fach konzentrierten Ladepuffers auf das Agarosegel aufgetragen. Dieser diente 

aufgrund des enthaltenen Glycerins einerseits zum Beschweren der DNA und konnte 

andererseits den Lauf der Proben im Gel durch die Farbstoffe Bromphenolblau und 

XylenCyanolFF sichtbar machen. Zur Bestimmung der Größen der DNA-Fragmente wurde  

λ-DNA (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet, welche zuvor mit dem Restriktionsenzym 

PstI in Fragmente definierter Größen (150-11.000 bp) geschnitten worden war.  

 

2.5.12 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 

Nach Auftrennung der DNA durch Elektrophorese wurden ausgewählte Fragmente unter UV-

Licht (λ=230 nm) ausgeschnitten. Die Isolierung dieser DNA-Fragmente aus Agarosegelen 

wurde unter Verwendung des „Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System“ (Promega, 

Madison, USA) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Das Prinzip dieser Methode ist 

die selektive Adsorption von DNA an Silikat-Partikel in Gegenwart von hohen 

Salzkonzentrationen. Dabei erhöhten säulen-chromatographische Schritte die Reinheit der 

DNA und entfernten Proteine, Agarose etc. Nach Elution der DNA in nukleasefreiem Wasser 

wurde deren Menge photometrisch bestimmt (Kap. 2.5.13).  
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2.5.13 Photometrische Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 

Die Konzentration der Nukleinsäuren wurde mit Hilfe des UV-Spektrophotometers „Ultrospec 

3000“ (Amersham Bioscience, Freiburg) oder „Genesy 10 uv scanning“ (Thermo, Fisher 

Scientific (Waltham, USA) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Liegt eine Absorption 

von 1 vor, entspricht dieses einer Konzentration von 50 µg doppelsträngiger DNA/ml bzw. 

von 40 µg/ml RNA. Aufgrund des Absorptionmaximums aromatischer Aminosäuren, ließen 

sich eventuelle Verunreinigungen durch Proteine durch Messung der Extinktionswerte bei 

280 nm feststellen. Reine DNA sollte ein 260/280 nm-Verhältnis von 1,8 bis 2 aufweisen, 

reine RNA hingegen eins von 1,7-1,8 (SAMBROOK et al., 1989).  

 

2.5.14 Plasmidisolierung aus E. coli-Zellen 

Die Plasmidisolierung erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse nach BIRNBOIM & DOLY 

(1979). Aufgrund unterschiedlicher Präzipitationseigenschaften fallen bei pH-Wert-Senkung 

die genomische DNA und die bakteriellen Proteine aus, währenddessen die Plasmid-DNA in 

Lösung bleibt, selektiv an die Säulenmatrix bindet und renaturiert wird (SAMBROOK et al., 

1989). Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte mittels einer Silica-Matrix und wurde aus 

einer 3 ml Übernachtkultur mit Hilfe des „Perfectprep Plasmid Mini Procedure“-Kits 

(Eppendorf, Hamburg) bzw. des „QIAprep Spin Miniprep Kits“ (Qiagen, Hilden) nach 

Angaben der Hersteller durchgeführt. Die isolierte Plasmid-DNA wurde in 20-30 µl H2Obidest. 

aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmt (Kap. 2.5.13). 

 

2.5.15 DNA-Restriktion 

Unter Restriktion versteht man eine sequenzspezifische Spaltung doppelsträngiger DNA. 

Diese Spaltung der kovalenten Bindung zwischen dem Ribose- und dem Phosphatanteil wird 

mit Hilfe von sogenannten Typ-II-Restriktionsendonukleasen, die palindromische Sequenzen 

erkennen, durchgeführt. Je nach eingesetztem Restriktionsenzym entstehen glatte („blunt 

end“) oder überhängende, kohäsive („sticky ends“) Enden. Die Restriktion wurde zur 

Vorbereitung der Plasmid-DNA für die Ligation sowie zur Überprüfung von Vektor-

Konstrukten eingesetzt.  

Die optimalen Puffermedien und Inkubationstemperaturen für die einzelnen Restriktions-

enzyme wurden nach Angaben des Herstellers (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) ausgewählt. 

Die je nach Bedarf zu schneidene DNA-Menge wurde dabei entweder für 2 h mit beiden 

Enzymen gleichzeitig verdaut oder aber versetzt geschnitten, d.h. nach Einsatz des einen 
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Enzyms für 1 h wurde das Zweite für weitere 1,5-2 h hinzugefügt. Die gewählten  

Inkubationstemperaturen der Restriktionsansätze waren entweder 37°C oder seltener 30°C 

(KELLERSMANN, 2007).   

 

2.5.16 Ligation von DNA-Fragmenten 

Bei der DNA-Ligation (FERETTI & SGARAMELLA, 1981) werden zwei DNA-Doppelstränge an 

ihren Enden durch eine DNA-Ligase kovalent miteinander verbunden. Durch die ATP-

abhängige Neubildung einer Phosphodiesterbrücke während der Ligase-Reaktion kann zum 

einen ein durch Endonukleasen geöffneter Vektor wieder geschlossen oder zum anderen ein 

durch Restriktion geschnittenes PCR-Fragment (Kap. 2.5.15) kovalent in einen geöffneten 

Plasmid-Vektor inseriert werden. Es gibt zwei Arten der Ligation: Bei der „blunt end“-Ligation 

wird ein Vektor mit einem Restriktionsenzym geöffnet, das „glatte“ Enden erzeugt (z.B. 

EcoRV geöffneter pBSK-Vektor), und anschließend mit einem durch die Pfu-Polymerase 

synthetisierten PCR-Fragment ligiert. Dagegen liegen bei der „sticky end“-Ligation kohäsive, 

„klebrige“ Enden im geöffneten Vektor vor, welche durch versetzte Schnittstellen der 

eingesetzten Restriktionsenzyme entstehen. Um eine komplementäre Verknüpfung zu 

garantieren, muss nun das zu ligierende DNA-Fragment mit denselben Restriktionsenzymen 

behandelt werden. Für eine erfolgreiche Ligation sollten Vektor und Insert in einem 

speziellen Verhältnis eingesetzt werden, wobei die Menge des Inserts die Menge des 

Vektors mindestens um das 6-fache bzw. 20-fache überschreiten sollte. Die Ligationen 

wurden mit Hilfe der T4-Ligase der Firma MBI Fermantas (St. Leon-Roth) nach Angaben des 

Herstellers bei 16°C üN durchgeführt. 

 

2.5.17 Herstellung kompetenter Zellen 

Unter normalen Bedingungen können die meisten Bakterien, darunter auch E. coli, DNA nur 

im begrenzten Umfang aufnehmen. Mit Hilfe einer chemischen Behandlung kann die 

Zellmembran permeabel gemacht werden, sodass die Fähigkeit, Fremd-DNA aufzunehmen, 

was als Transformation (Kap. 2.5.18) bezeichnet wird, erhöht wird. Diese Zellen nennt man 

kompetente Zellen. Im Allgemeinen kann dieser Zustand bei E. coli durch Behandlung mit 

RbCl und CaCl2 (DAGERT & EHRLICH, 1979, HANAHAN, 1983) induziert werden.  

Zur Herstellung kompetenter Zellen für eine anschließende Transformation wurde zunächst 

eine 5 ml Vorkultur der E. coli-Stämme (Tab. 2.3) in LB-Medium üN angezogen. Dann 

wurden 100 ml LB-Medium mit 1,5 ml dieser Vorkultur angeimpft und aerob bei 37°C bis zu 

einer optischen Dichte (OD600) von 0,5 inkubiert. Nach einer Abkühlung auf Eis (10 min) 
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folgte die Zentrifugation der Zellen für 10 min bei 4°C und 5.000 x  g. Das Pellet wurde in  

40 ml TFB1-Medium resuspendiert und 10 min auf Eis gelagert. Anschließend wurde erneut 

für 10 min (5.000 x g, 4°C) zentrifugiert. Die Zellen wurden in 4 ml TFB2-Medium 

aufgenommen und in 200 µl Ansätzen aliquotiert. Diese Aliquots wurden in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und dann bei -80°C gelagert. Alle für diese Methode verwendeten 

Agenzien wurden vor Gebrauch vorgekühlt, um eine hohe Aufnahmekapazität zu erreichen. 

 

2.5.18 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock nach CHUNG et al. (1989) 

Eine Transformation ist ein Vorgang, bei dem freie DNA von einer Bakterienzelle 

aufgenommen wird. Zur Transformation von kompetenten E. coli-Zellen wurde ein 200 µl 

Aliquot 15 min langsam auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der zu transformierenden Plasmid-

DNA wurden die Zellen für 30 min auf Eis inkubiert. Ein Hitzeschock von exakt 90 s bei 42°C 

sollte die Aufnahme der Fremd-DNA erleichtern. Nach 5-minütigem Abkühlen auf Eis wurden 

die Zellen in 1 ml LB-Medium für 2 h bei 37°C aerob angezogen. Zur Selektion wurden 50-

100 µl der Zellsuspension anschließend auf geeignete LB-Agarplatten mit den 

entsprechenden Antibiotika ausplattiert und üN bei 37°C inkubiert. Die auf den Plasmiden 

(Tab. 2.4) codierte, zusätzliche Kanamycin- bzw. Ampicillinresistenz sollte das Wachstum 

der positiven Transformanten gegenüber den nicht transformierten Zellen garantieren.   

 

2.5.19 DNA-Sequenzanalyse und Datenverarbeitung 

Zur Identifizierung von PCR-Produkten sowie zur Überprüfung der Plasmidkonstrukte wurde 

eine DNA-Sequenzanalyse nach der Desoxy-Kettenabbruch-Methode (SANGER et al., 1977) 

durch die Firma MWG-Biotech (Ebersberg) durchgeführt. Für die Sequenzierung wurden 

standardisierte Oligonukleotid-Primer (T7- oder T3-Primer) benutzt, die in Tab. 2.5 aufgelistet 

sind. Die für die Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bestimmten Proben enthielten 1 µg DNA, 

welche mit Hilfe des Rotations-Vakuum-Konzentrators („SpeedVac“, CHRIST RVC 2-18, 

Martin Christ GmbH, Osterode) getrocknet wurde. Mittels des Computerprogramms 

DNAMAN (Version 2.5) konnte die von MWG-Biotech sequenzierte DNA daraufhin in ihre 

Aminosäuresequenz übersetzt werden.  
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2.5.20 Klonierung des E. coli-Stammes BL21(DE3)pLysS/pET16b-α7.3 bzw. -STK  

Der E. coli-Stamm BL21(DE3) pLysS stellt in Verbindung mit dem pET16b-Vektor ein 

geeignetes bakterielles Expressionssystem für rekombinante Proteine dar (STUDIER, 1991).  

Basierend auf Sequenzinformationen aus der NCBI Genbank, Accessionnr. AF514360 für 

das α7.3-Giardin (901 bp) und EAA39130 für die Ser/Thr-Kinase (913 bp, Kinasedomäne mit 

den Aminosäuren 10-280) aus G. lamblia wurden Primer synthetisiert (Tab. 2.5), mit denen 

an genomischer DNA (Kap. 2.5.5) durch PCR (Kap. 2.5.8) jeweils ein Produkt amplifiziert 

werden konnte. Diese wurden nach EcoRV-Öffnung „blunt-end“ in den pBSK-Vektor 

(Statagene, La Jolla, USA) ligiert und anschließend in den E. coli XL1-Blue-Stamm 

transformiert (Kap. 2.5.16 – 2.5.18). Dadurch wurden die beiden Konstrukte pBSK-α7.3 und 

pBSK-STK effektiv vermehrt. Zur weiteren Klonierung der Fragmente in den endgültigen 

Expressionsvektor wurden daraufhin die einzelnen Plasmide wieder isoliert (Kap. 2.5.14) und 

mit den Restriktionsenzymen NdeI und BamHI verdaut (Kap. 2.5.15). Die so erhaltenen 

Fragmente wurden in den Expressionsvektor pET16b (Novagen, Heidelberg) ligiert. 

Anschließend wurden die rekombinanten Plasmide zur Vermehrung erneut in den E. coli-

Stamm XL1-Blue transformiert, darauf isoliert und letztendlich in den Expressionsstamm 

BL21(DE3)pLysS transformiert. Die beiden so erhaltenen Stämme BL21(DE3) 

pLysS/pET16b-α7.3 bzw. -STK konnten daraufhin zur heterologen Expression der jeweiligen 

rekombinanten Proteine herangezogen werden (Kap. 2.5.21).  

Die weiteren zur heterologen Expression verwendeten Plasmidkonstrukte (Tab. 2.4) bzw. 

klonierten Stämme wurden im Rahmen früherer Arbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe 

Scholze (Universität Osnabrück) hergestellt.  

 

2.5.21 Heterologe Expression von rekombinanten Proteinen in den E. coli-Stämmen 

BL21 (DE3) pLysS, BL21 (DE3) [pAPlacIQ] und BL21 Rosetta 

Die heterologe Überproduktion von Proteinen bedeutet, dass in einem ausgewählten 

Organismus (hier E. coli) mit Hilfe von einem Plasmid, welches die für das gewünschte 

Protein codierende DNA enthält, ein Protein in großen Mengen hergestellt wird. Dieses steht 

nach Aufreinigung für weitere Untersuchungen oder zur Antikörperproduktion zur Verfügung. 

Das Genom dieser E. coli-Stämme wurde so konstruiert, dass ein plasmidcodiertes DNA-

Fragment in den Bakterien kontrolliert exprimiert werden konnte. Durch den Prophagen des 

Bakteriophagen DE3 wurde der lacUV5-Promotor, der lac-Operator und das T7-RNA-

Polymerase-Gen des Phagen in das bakterielle Genom inseriert. Das T7-RNA-Polymerase-

Gen wird im nicht-induzierten Zustand nicht oder nur wenig transkribiert, da der lac-

Repressor an den lac-Operator bindet.  
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Mittels 5 ml Übernachtkulturen der transformierten BL21-Stämme wurden je 100 ml LB-

Medium mit geeigneten Antibiotika auf eine OD600 von 0,1 angeimpft und unter aeroben 

Bedingungen bei 37°C bis zu einer OD600 = 0,7 angezogen. In einzelnen Fällen war eine  

Veränderung der Inkubationstemperatur von 37°C auf RT (BL21 (DE3) [pAPlacIQ]/pJC45-

Ank) erforderlich. 

Durch Zugabe von IPTG (Isopropylthiogalaktosid, 1 mM Endkonzentration) nach Erreichen 

der OD600 von 0,5-0,7 wurden die Zellen induziert und anschließend für weitere 2-3 Stunden 

angezogen. IPTG stellt einen molekularen Induktor dar und bindet an den Repressor, sodass 

dieser vom lac-Operator getrennt wird. Dadurch kann die bakterielle RNA-Polymerase am 

lacUV5-Promotor binden und die Transkription des T7-RNA-Polymerase-Gens induzieren 

(CHAMBERLIN et al., 1970). Die translatierte T7-RNA-Polymerase, die auch im nicht-

induzierten Zustand auf niedrigem Niveau exprimiert wird, erkennt den T7-Promotor, der vor 

der multiplen Klonierungsstelle (MCS) des jeweiligen Vektors liegt. Somit kann die DNA-

Zielsequenz exprimiert werden, die über Insertion in die MCS eingebracht wurde. Nach 

Beendigung der Wachstumszeit wurden die Zellen für 10 min bei 5.000 x g, 4°C pelletiert, in 

flüssigen Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Vor und 

während der Induktionsphase wurde stündlich eine 1 ml-Probe für die spätere Überprüfung 

auf „inclusion bodies“ entnommen (Kap. 2.6.1). 

 

2.6 Biochemische Methoden 

2.6.1 Test auf „inclusion bodies“ bei heterolog exprimierten Proteinen  

Viele in E. coli synthetisierte Fusionsproteine akkumulieren als unlösliche Aggregate, denen 

die funktionelle Aktivität fehlt. Diese Einschlusskörper oder „inclusion-bodies“ finden sich in 

der unlöslichen Fraktion des Zellaufschlusses wieder. Die Aggregatbildung beschränkt sich 

aber nicht nur auf heterologe Proteine, sondern ist auch bei extrem hoch exprimierten E. coli-

eigenen Proteinen zu beobachten (GRIBSKOV & BURGESS, 1983). Um zu untersuchen, ob die 

rekombinanten Proteine als lösliche Proteine oder in „inclusion bodies“ vorlagen, wurden die 

geernteten E.coli-Zellen aus der Überexpression in 1 ml 1-fach Bindingpuffer  resuspendiert 

und durch Ultraschall im Eisbad aufgeschlossen (Kap. 2.4.2). Das Lysat wurde darauf für  

10 min bei 20.800 x g und 4°C zentrifugiert, und so die lösliche von der unlöslichen Fraktion 

getrennt. 

Die Analyse der beiden Fraktionen im Vergleich zu einer nicht induzierten Kontrollprobe des 

jeweiligen konstruierten Stammes erfolgte über eine SDS-PAGE oder einen „Western Blot“ 

(Kap. 2.6.7, 2.6.9). 
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2.6.2 Affinitätschromatographien 

2.6.2.1 Reinigung und Anreicherung von rekombinanten Proteinen mittels 

Metallchelat-Affinitätschromatographie (Ni-NTA) 

Die verwendeten Expressionsvektoren (Tab. 2.4) zeichnen sich durch einen 

Sequenzabschnitt aus, der für zehn Histidinreste codiert. Dieser sogenannte Histidin (His)-

„tag“ liegt zwischen dem lac-Operator und der MCS, sodass er sich stromaufwärts vor den in 

die MCS inserierten DNA-Fragmenten befindet. Somit weist das jeweilige Protein nach 

heterologer Expression (Kap. 2.5.21) N-terminal einen „His(10)-tag“ auf. Der Vorteil solcher 

Histidin-Fortsätze an rekombinanten Fusionsporteinen besteht darin, dass die Histidine an 

Metallionen wie Nickel binden können, was zur spezifischen Anreicherung und Aufreinigung 

des Zielproteins aus E. coli-Zelllysat genutzt werden kann. Dies geschieht mit Hilfe einer 

Affinitätsmatrix bestehend aus Nitrilotriessigsäure (NTA) gebundener Sepharose. Nach 

mehreren Waschschritten zur Verhinderung unspezifischer Wechselwirkungen kann das 

Zielprotein durch das kompetitiv wirkende Imidazol im Elutions-Puffer letztendlich von der 

Säule verdrängt werden. 

Die Säulenchromatographie wurde anhand des „pET-System“-Protokolls nach Angaben des 

Herstellers (Novagen, Heidelberg) mit 1,25 ml Säulenmaterial im „batch“-Verfahren 

durchgeführt. Die Elution der Proteine erfolgte mit 0,25 M – 1 M Imidazol in Elution-Puffer. 

Wenn es sich bei den anzureichernden Proteinen um unlösliche Einschlusskörper handelte, 

wurden die verwendeten Puffer (Binde-, Charge-, Wasch-, und Elution-Puffer) mit 8 M 

Harnstoff versetzt. Mit jeder Fraktion wurde eine Proteinbestimmung nach BRADFORD (Kap. 

2.6.4.1) durchgeführt.  

 

2.6.2.2 Affinitätschromatographie an mittels CNBr-aktivierter Sepharose 4B 

immobilisierten Proteinen 

Die kovalente Kopplung von Proteinen an die CNBr-aktivierte-Sepharose erfolgte nach 

Angaben des Herstellers (GE Healthcare Europe GmbH, München), bei der 1,5 ml 

Matrixvolumen (0,6 g) der CNBr-aktivierte Sepharose 4B mit 1 mM HCl kurz quellen 

gelassen und mit 1 l 1 mM HCl über einer Glasfritte bei Unterdruck gewaschen wurden. Im 

Anschluss wurden 4-5 mg des jeweils eingesetzten Proteins nach vorangegangener 

Metallchelat-Affinitätschromatographie und anschließender Dialyse gegen „Kopplungs“-

Puffer (Kap. 2.6.2.1 und 2.6.5) in ein geeignetes Reagenzglas (ca. 5 ml) per „batch“-

Verfahren an die gequollene CNBr-Sepharose 4B üN bei 4°C gekoppelt. Die Matrix wurde 

erneut in eine Glasfritte überführt und mit 0,5 l Tris/HCl-Puffer (0,1 M, pH 8) gewaschen, um 



Material und Methoden  33 

nicht gebundene Proteine zu entfernen und freie reaktive Gruppen der  

CNBr-Sepharose 4B zu blockieren. Es folgten drei Waschschritte mit alternierenden  

pH-Werten mit je 0,5 l Na-Acetat-Puffer (0,1 M, pH 4) und Tris/HCl-Puffer (0,1 M, pH 8). Die 

gepackten Säulen wurden bei 4-8°C gelagert. Für die Lagerung über größere Zeiträume 

wurde der Säule 1 mM Na-Azid zugegeben.  

Für das an der Säulenmatrix immobilisierte Protein konnten nun potentielle 

Interaktionspartner mittels Affinitätschromatographie identifiziert werden. Zur Aufreinigung 

dieser möglichen Bindeproteine wurde die Säulenmatrix per „batch“-Verfahren mit dem 

Rohextrakt von G. lamblia in Gegenwart oder Abwesenheit von 4 mM CaCl2 üN bei 4°C unter 

langsamer Rotation inkubiert. Beim eigentlichen Säulenlauf wurde zunächst mit 20 ml Tris-

Puffer (und nach Bedarf 4 mM CaCl2) gewaschen und schließlich mit 3 ml Tris-Puffer, der  

5 mM EGTA enthielt, in 0,5 ml Fraktionen eluiert. Es folgten zur Reinigung der Säule 

Inkubationsschritte mit einem Tris-Puffer, der entweder 0,3 M, 0,5 M oder 1 M NaCl 

beinhaltete. Nach der Affinitätschromatographie schlossen sich SDS-PAGE (Kap. 2.6.7) und 

Analysen mit ESI-MS (Kap. 2.6.12) an. Die Proben wurden für die jeweiligen Methoden 

entsprechend vorbereitet. Für einen Kontrollversuch wurde die CNBr-Sepharose nach 

Aktivierung mit 1 mM HCl direkt mit 0,1 M Tris/HCl (pH 8) gewaschen und somit die reaktiven 

Gruppen blockiert. Anschließend wurde die Matrix mit Rohextrakt und CaCl2 üN inkubiert. 

Der Waschschritt wurde mit 20 ml TBS durchgeführt und die Elution erfolgte mit 5 mM 

EGTA. Schließlich wurde die Säule mit 0,5 M und 1 M NaCl gespült. 

 

2.6.2.3 Metallhydroxid-Affinitätschromatographie zur Aufreinigung von 

Phosphoproteinen 

Für die Anreicherung von Phosphoproteinen aus G. lamblia-Extrakt wurde eine 

Metallhydroxid-Affinitätschromatographie (MOAC, hier: Aluminiumhydroxid) unter 

denaturierenden Bedingungen nach WOLSCHIN et al. (2005) durchgeführt. Die gefällten 

Elutionsfraktionen wurden anschließend mittels SDS-PAGE und „Western Blot“ (Kap. 2.6.7, 

2.6.9) analysiert. Als Standardproteine dienten dabei einerseits phosphorylierte Proteine wie  

α-Casein, Ovalbumin oder Pepsin und andererseits nicht-phosphorylierte Proteine wie 

Glucose-Oxidase, Lysozym oder BSA. 

 

2.6.2.4 Affinitätschromatographie an Heparinsepharose  

Diese Methode diente zum Nachweis einer Calcium-abhängigen Heparinbindestelle in 

Proteinen (hier: rekombinantes α14-Giardin). Dafür wurden Affinitätschromatographien in An- 
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und Abwesenheit von 5 mM CaCl2 mit Hilfe der „HiTrap™ Heparin HP Column“ (Amersham  

Bioscience, Freiburg) nach WEILAND et al. (2003) durchgeführt. Die einzige Abweichung vom 

vorgegebenen Protokoll bestand darin, dass die Säulenelution mit einem NaCl-Gradienten 

zwischen 0,3-1 M erfolgte.  

 

2.6.3 Heparin-Bindeassay und „Sugar Competition“ 

Zur Überprüfung einer möglichen Bindung verschiedener Zucker an ein Protein (hier: 

rekombinantes α14-Giardin) wurde ein Heparin-Bindeassay in Anlehnung an WEILAND et al. 

(2003) durchgeführt. Dazu wurden 20 µl der Heparinsepharose-Matrix (1:1 in HS-TBS 

aufgenommen) mit ca. 9 µg rekombinantem Protein für 1 h bei RT auf einer Wippe inkubiert 

und anschließend 1 min bei 960 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde daraufhin zweimal mit 

100 µl HS-TBS gewaschen und danach jeweils mit 20 µl verschiedener Zuckerlösungen 

(Heparin, Hyaluronsäure, Dextran, Chondroitin C) vermischt. Zusätzlich wurden diese Zucker 

in unterschiedlichen Konzentrationen (0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 5 mg/ml) 

eingesetzt. Nach einer Inkubation von 1 h bei RT (auf Wippe) wurde erneut zentrifugiert, die 

Überstände in neue  

E-Cups überführt und die Pellets zweimal mit 100 µl HS-TBS gewaschen. Im Anschluss 

daran wurde das nicht durch die Zucker verdrängte Protein mittels des HS-Elutionspuffers 

von der Säulenmatrix (nach 5-minütiger Inkubationszeit) gelöst und mit Hilfe eines 

Zentrifugationschrittes von ihr getrennt. Mit allen erhaltenen Überstandsfraktionen wurde 

eine SDS-PAGE (Kap. 2.6.7) vollzogen.  

 

2.6.4 Quantitative Proteinbestimmungsmethoden 

2.6.4.1 Proteinbestimmung nach BRADFORD (1979) 

Die Proteinbestimmung von wässrigen Lösungen ohne Detergenzien erfolgte nach der 

Methode von BRADFORD (1976) und war für Proteinproben zwischen 1-150 µg Protein/ml 

geeignet. Die Bestimmungsmethode beruht auf der Verschiebung des 

Absorptionsmaximums von 465 nach 595 nm bei der Bindung von anionischem Coomassie 

Brilliant Blue an positive Ladungen des Proteins. Es wurde die zu quantifizierende 

Proteinlösung mit H2Obidest. auf 500 µl verdünnt und mit 500 µl BRADFORD-Reagenz in einer  

1-ml-Halbmikroküvette 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Absorption 

bei 595 nm im Spektralphotometer „Genesy 10 uv scanning“ Thermo, Fisher Scientific 

(Waltham, USA) gegen eine Referenz ohne Protein gemessen. Die Proteinmenge konnte 
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anhand einer mit 1-10 µg Rinderserumalbumin (BSA) erstellten Eichgeraden ermittelt 

werden.  

2.6.4.2 Proteinbestimmung mit BCA 

Zur Proteinbestimmung in Gegenwart von Detergenzien wurde ein BCA-Kit (Pierce, 

Rockford, USA) angewandt. Der Nachweis beruht auf der Biuret-Reaktion, bei der  

Cu2+-Ionen in alkalischer Lösung einen Komplex mit Proteinen bilden. Die dabei 

entstehenden Cu+-Ionen bilden mit Bicinchinon (BCA) einen violetten Farbkomplex. Die 

Proteinbestimmung wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt.  

 

2.6.5 Protein-Dialyse 

Mit Hilfe der Dialyse durch eine semipermeable Membran aus regenerierter Cellulose 

können Proteine von kleineren Molekülen und Ionen abgetrennt werden. Aufgrund des 

geringen Porendurchmessers der Membran werden Proteine im Dialyseschlauch 

zurückgehalten, während kleinere Moleküle frei durch die Membran diffundieren können. Die 

Dialyse erfolgte zur Entfernung störender Agenzien wie Harnstoff, Imidazol oder 

Detergenzien in Proben mit gereinigtem Protein (z.B. Elution nach Metallchelat-

Affinitätschromatographie (Kap. 2.6.2.1)). Hierzu wurden die Proben in Dialyseschläuche 

(ZelluTrans, Roth, Karlsruhe; Ausschlussgrenze 30 kDa) gefüllt und unter ständigem Rühren 

üN bei 4°C gegen 5 l geeignetem Dialyse-Puffer dialysiert.  

 

2.6.6 Proteinpräzipitation  

Um Proteinproben anzukonzentrieren oder zu reinigen (z.B. von Triton X-100), wurden 

verschiedene Proteinfällungen angewendet. Meist erfolgte eine Proteinfällung als 

Vorbereitung auf eine SDS-PAGE (Kap. 2.6.7).  

 

2.6.6.1 Trichloressigsäure (TCA)-Fällung 

Die zu fällende Proteinprobe wurde mit 10%-iger TCA (w/v) versetzt, sodass sich eine 

Endkonzentration von 3-4% TCA einstellte. Die Lösung wurde für 30 min bis max. 2 h bei 

4°C inkubiert und anschließend bei 20.800 x g zentrifugiert. Das pelletierte Protein wurde 

zweimal mit 80%-igem Aceton gewaschen. Das restliche Aceton wurde nach einem letzten 

Waschschritt mit 100%-igem Aceton bei 80°C verdampft. 
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2.6.6.2 Aceton-Fällung 

Der Proteinlösung wurde ein 5-facher Überschuss (bezogen auf das Gesamtvolumen von 

der Probe) an eiskaltem 100%-igem Aceton zugegeben, und das Protein üN bei – 20°C 

gefällt. Die präzipitierten Proteine wurden 10 min bei 20.800 g und 4°C pelletiert und zweimal 

mit 80%-igem Aceton gewaschen. Nach einem letzten Waschschritt mit 100%-igem Aceton 

wurden die Aceton-Rückstände im Wasserbad bei 80°C verdampft.  

 

2.6.6.3 Methanol/Chloroform-Fällung 

Die Methanol/Chloroform Fällung ist geeignet für 30-300 µg Protein in einem Volumen von 

100 µl. Für die Fällung wurden zu der Proteinprobe nacheinander 600 µl Methanol, 150 µl 

Chloroform und 450 µl H2Obidest. gegeben und zwischendurch gründlich gemischt. Nach der 

Zentrifugation für 5 min bei 15.000 x g und RT bildeten sich drei Phasen. Die oberste Phase 

wurde verworfen und der Rest mit 450 µl Methanol gemischt. Durch eine weitere 

Zentrifugation für 5 min bei 15.000 x g und RT wurde das Protein pelletiert und der 

Überstand verworfen.  

 

2.6.6.4 Ammoniumsulfatfällung 

Die Ammoniumsulfatfällung, eine Proteinpräzipitationsmethode unter nativen Bedingungen, 

beruht auf dem Prinzip des Aussalzens, wobei die Proteine nicht denaturieren. Die zu 

fällende Proteinlösung wurde mit Ammoniumsulfat zu 80% gesättigt und 1 h oder üN bei 4°C 

inkubiert. Schließlich wurden die gefällten Proteine 10 min bei 4°C und 20.800 x g 

zentrifugiert und in H2Obidest. aufgenommen.  

 

2.6.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde eine diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach DOUGLAS et al. (1979) durchgeführt. 

Hierbei ist die Beweglichkeit des Proteins im SDS-Gel des Logarithmus seiner Masse 

proportional. Für zwei SDS-Gele der Größe 8,5 x 8,0 x 0,1 cm3 wurden neben den in Kapitel 

2.2 aufgeführten Puffern noch Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%; (w/v))-Lösung der Firma 

AppliChem (Darmstadt) sowie 10%-iges APS in unterschiedlichen Mengen verwendet (unten 

aufgeführt). Hierbei ist zu erwähnen, dass die Trenngel-Konzentration je nach Proteingröße 

variierte, während die Sammelgel-Zusammensetzung bei jedem Gel gleich blieb. 
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Sammelgel             Trenngel 

 5%    7,5% 10% 12,5% 15% 

Acrylamid 1,35 ml   Acrylamid 2,5 ml 3,35 ml 4,2 ml 5,05 ml 

Spacerpuffer 2 ml   Trennpuffer 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 

H2O 4,65 ml   H2O 4,95 ml 4,1 ml 3,25 ml 2,4 ml 

APS (10%) 50 µl   APS (10%) 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 

TEMED 35 µl   TEMED 35 µl 35 µl 35 µl 35 µl 

 

Vor Beginn der Elektrophorese wurde zu dem zu trennenden Proteingemisch 2-fach 

Probenpuffer hinzugegeben, der aufgrund des enthaltenen Glycerins einerseits zum 

Beschweren der Proteine diente und andererseits den Lauf der Proben im Gel durch den 

Farbstoff Bromphenolblau sichtbar machte. Anschließend erfolgte die Denaturierung der 

Proteine durch 5-minütiges Kochen. Zur Reduktion der Proteine wurde 100 mM  DTT 

zugegeben und erneut 5 min gekocht. Als Molekulargewichtsstandard diente entweder der 

SDS-PAGE-Standard „low range“ von Bio-Rad (München) oder „Unstained Protein Molecular 

Weight Marker“ von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) für Molekulargewichtsgrößen zwischen 

14,4 bis 97,4 bzw. 116 kDa. Die Elektrophorese erfolgte in der Blue Vertical-102-Apparatur 

(Serva, Heidelberg) 1 h bei 45 mA. Nach der Elektrophorese wurden die Gele einer „Western 

Blot“-Analyse, einer Dispersionsfärbung mit Coomassie Brilliant-Blue G250 oder einer 

Silberfärbung unterzogen (Kap. 2.6.8.1-2.6.8.2). 

 

2.6.8 Färbemethoden für Polyacrylamidgele   

2.6.8.1 Dispersionsfärbung mit Coomassie-Brilliant-Blue G250 

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen, wurde eine 

Dispersionsfärbung mit Coomassie Brilliant Blue G250 nach NEUHOFF et al. (1988) üN 

durchgeführt. Die Entfärbung erfolgte durch Wasser. Die verwendeten Lösungen sind in 

Kaptitel 2.2 aufgelistet. 
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2.6.8.2 Silberfärbung 

Die Silberfärbung gehört mit einer Nachweisgrenze von 10 ng zu den sensitivsten 

Färbemethoden für Polyacrylamidgele und eignet sich besonders dann, wenn die Reinheit 

eines Proteins überprüft werden soll. Die Silberfärbung ist zehnmal sensitiver als die 

Coomassie-Färbung (Kap. 2.6.8.1), kann aber nur eingeschränkt zur Quantifizierung 

verwendet werden, da Silber je nach verwendetem Protokoll eine abweichende Affinität zu 

unterschiedlichen Proteinen aufweist. Die Silberfärbung wurde mit Hilfe des „Color Silver 

Stain Kits“ (Pierce, Rockford, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet.  

 

2.6.8.3 Dispersionsfärbung von Phosphoproteinen mittels „Pro-Q® Diamond 

phosphoprotein gel stain-Kit“ 

Die mit dem „Pro-Q® Diamond phosphoprotein gel stain-Kit“ von Molecular Probes 

(Invitrogen detection technologiesm, Eugene, USA) durchgeführte Methode basiert auf der 

Anlagerung von Fluoreszenzfarbstoffen an die Phosphatgruppen von Proteinen, die durch 

Anregungslicht mit einer Wellenlänge von 555 nm zu einer Emission mit dem Maximum bei 

580 nm angeregt werden. Durch die Detektion der Fluoreszenz ist es möglich, eine 

Phosphorylierung von Proteinen im Bereich von 1-16 ng Phosphorylresten sichtbar zu 

machen. Die Herstellung der Puffer sowie die Dispersionsfärbung mittels des „Kits“ wurde 

wie vom Hersteller beschrieben durchgeführt. Zur Detektion der Fluoreszenz wurde folgende 

Belichtungsquelle und Detektionsapparatur verwendet (zur Verfügung gestellt von der 

Abteilung Biophysik, Universität Osnabrück): 

 

Anregungslicht Halogenlampe (24 V, 250 W) mit entsprechenden Filtern:  

Kurzpassfilter KG3 (Schott) 

Bandpassfilter BG39 (Schott) 

Interferenzfilter (Schott, 553.6 nm, 6.3 nm Halbwertsbreite)   

 

Detektion: 

INTAS Gel-Dokumentationssystems "GelJet Imager 2012" 

INTAS High-Resolution-Camera 1360x1024 Pixel, Fire-Wire mit 12bit-Format und 
Peltierkühlung" Objektiv: Rainbow S6X11 

Langpassfilter RG610 (Schott) 
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2.6.9 „Western Blot“-Analyse nach MATSUDAIRA (1987) 

Für den Proteintransfer von einem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose bzw. PVDF-Membran, 

welcher als „Western Blot“-Analyse bezeichnet wird, wurde entweder die Nitrocellulose-

Membran von Whatman (Dassel) mit Porengröße von 0,45 µm oder die PVDF-Membran von 

Bio-Rad (München) mit Porengröße von 0,2 µm verwendet. Der  „Western Blot“ erfolgte mit 

Hilfe der „Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell“ der Firma BioRad (München). Wenn nicht 

anders erwähnt, wurden die SDS-Gele (Kap. 2.6.7) in CAPS/NaOH-Transferpuffer für 30-45 

min bei 20 V nach Angaben des Herstellers (Hoefer Scientific Instruments 1988-1989) 

geblottet.  

Zur Kontrolle des Proteintransfers und zur Markierung des Proteinstandards wurden die 

Proteine reversibel in Ponceau-S Solution (Serva, Heidelberg) nach SAMBROOK et al. (1989) 

angefärbt. Anschließend wurden unspezifische Bindungsstellen mit 1% BSA in NET-Puffer 

für 2 h blockiert, wodurch Kreuzreaktionen der Antikörper mit der Membran verhindert 

wurden. Die immunologische Detektion erfolgte üN durch Inkubation der blockierten 

Membranen mit spezifischen primären Antikörpern in NET-Puffer. Ungebundene Antikörper 

wurden durch mehrmaliges Waschen mit NET-Puffer entfernt. Anschließend erfolgte die 

Inkubation mit den entsprechenden, an Meerrettichperoxidase gekoppelten, sekundären 

Antikörpern. Die Inkubation betrug zwei Stunden in NET-Puffer. Ungebundene Antikörper 

wurden durch einmaliges Waschen mit NET-Puffer und dreimaliges Waschen mit WB-TBS-

Puffer entfernt. Alle Waschschritte betrugen dabei 10 min. Die hierfür eingesetzten 

Antikörper sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. 

Die Peroxidase-Reaktion wurde durch Zugabe von 0,02% (w/v) 4-Chloro-1-Naphthol (in 

Methanol gelöst) und 0,015% (v/v) H2O2 in 4 ml WB-TBS gestartet. Diese diente zum 

optischen Nachweis der durch Antikörper detektierten Proteine. Zum Abstoppen der 

Reaktion wurde die Membran mit Wasser gespült. Eine weit sensiblere Methode stellte die 

Chemilumineszenznachweis mit Hilfe des „Super-Signal West Pico Chemoluminescent 

Substrat“-Kits der Firma Pierce (Rockford, USA) dar, welches nach Angaben des Herstellers 

verwendet wurde. Die Entwicklung des mit dem Blot belichteten Photofilm „HyperfilmTM ECL“ 

(Amersham Bioscience, Freiburg) wurde mittels einer Entwicklermaschine von Kodak 

(Rochester, USA) durchgeführt.  

 

2.6.10 „Far-Western“-Analysen 

Um eine Bindungsaffinität zwischen zwei potentiellen Interaktionspartnern nachzuweisen, 

wurde auch eine „Far-Western“-Analyse durchgeführt. Hierfür wurde mit 5 µg des einen 

Bindepartners eine SDS-PAGE (Kap 2.6.7) durchgeführt, anschließend das Protein auf eine  



Material und Methoden  40 

Nitrocellulose-Membran geblottet und nach Ponceau-Rot-Färbung mit 1% BSA in NET-Puffer 

blockiert. Des Weiteren wurde die Membran mit entweder 10-15 mg Trophozoiten-

Rohextrakt (Kap. 2.4.2) oder 1 mg des anderen möglichen Bindepartners in TBS für 1 h bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit TBS gewaschen. Der verwendete primäre 

Antikörper war dabei gegen den potentiellen Interaktionspartner, der zur Überschichtung der 

Blotmembran herangezogen wurde, gerichtet. Der weiterführende Ablauf entspricht der des 

„Western Blots“ (Kap. 2.6.9).  

 

2.6.11 Gewinnung polyklonaler Antikörper 

Die Gewinnung polyklonaler Antiseren gegen das α19-Giardin, das α7.3-Giardin und die 

beiden Domänen der Ser/Thr-Kinase (STK und Ank) erfolgte durch Immunisierung eines 

Kaninchens, Meerschweinchens, einer Ratte und eines Huhns durch Injektion des jeweiligen 

rekombinanten Proteins. Die drei bis vier Immunisierungen mit je 100-500 µg Protein (je 

nach Firma und Tier) wurden von den Firmen Charles River WIGA (Sulzfeld) GmbH  bzw. 

Genaxis (Spechbach) durchgeführt. Mit den erhaltenen verschiedenen Antiseren wurden 

„Western Blots“ (Kap. 2.6.9) mit Rohextrakt (50 µg) oder rekombinantem Protein (3 µg) zur 

Bestimmung des Antikörpertiters durchgeführt. 

 

2.6.12 Protein-Identifizierung mittels Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie 

(ESI-MS) 

Die Massenspektrometrie ist eine Methode zur Ermittelung des Masse-zu-Ladung-

Verhältnisses von Ionen in der Gasphase und wird zur Charakterisierung und Sequenzierung 

von Polyeptiden eingesetzt. Die ionische Ladung der Peptide resultiert dabei aus der 

Protonierung der Seitenketten der Aminosäuren von z.B. Lysin und Arginin. Dabei kann von 

einer bekannten Ladung auf die zugehörige Masse geschlossen werden. Die eingesetzte 

Endopeptidase Trypsin („sequencing grade“ aus Rinderpankreas  von Roche Applied 

Science, Mannheim) spaltet Peptidbindungen spezifisch C-terminal nach Lysin und Arginin, 

sodass charakteristische geladene Peptide je nach Protein entstehen. Die Auftrennung der 

Peptide vor der ESI-MS, welche nur ein mögliches Verfahren bei der Massenspektrometrie 

darstellt (FENN et al., 1989), wurde durch HPLC mittels einer C18-Säule („Quest Hypersil 

Division“, Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)) realisiert. Alle verwendeten Lösungen 

waren dabei schwebstofffrei, um eventuelle Verfälschungen der Ergebisse auszuschließen. 

Die Elution von der HPLC-Säule erfolgte mit einem Acetonitril-Gradienten. Lösung A enthielt 

5% Acetonitril (v/v) in 0,05% wässriger Trifluoressigsäure (TFA) (v/v) und Lösung B 80% 

Acetonitril (v/v) in 0,05% wässriger TFA (v/v). Die Laufzeit wurde auf 30 min festgesetzt.  
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2.6.12.1 Trypsinverdau von Proteinen im Gel  

Als Vorbereitung für eine Proteinidentifizierung mittels ESI-MS wurden die zu 

untersuchenden Proteinbanden aus dem SDS-Gel (Kap. 2.6.7) in ca. 1 mm2 große Gelwürfel 

geschnitten und in ein Reaktionsgefäß (E-Cup) überführt. Nach zweimaligem Waschen unter 

Schütteln in 100 µl ultrareinem H2Obidest. folgten mindestens 4 Entfärbungsschritte mit je  

100 µl „Destaining Solution“ und zwei erneute Waschschritte mit 100 µl ultrareinem H2Obidest.. 

Anschließend wurden die Gelstücke in 100 µl 100%-igem Acetonitril inkubiert, der Überstand 

entfernt und die entfärbten Gelstücke für 10 -15 min und 37°C in einer „SpeedVac“ (CHRIST 

RVC 2-18, Martin Christ GmbH, Osterode) getrocknet. Zur Reduktion der vorhandenen 

Disulfidbrücken des Proteins schloss sich nun eine Inkubation mit 20-30 µl „Reducing 

Solution“ für 5 min bei RT an, gefolgt von einer 30-minütigen Einwirkzeit bei 50°C. Nach 

einer erneuten Überschichtung mit 100%-igem Acetonitril wurden die nun reduziert 

vorliegenden SH-Gruppen durch Einsatz von 20µl „Alkyating Solution“ für 15 min im Dunkeln 

carboxymethyliert und anschließend zweimal mit „Destainig Solution“ behandelt. Es folgte 

eine erneute Trocknung in der „SpeedVac“ und schließlich wurden die Gelstücke mit 20 µl 

„Trypsin Digest Solution“ (enthält 0,01 mg/ml Trypsin,) versetzt. Der Verdau erfolgte üN bei 

37°C. Nach dem Verdau wurden die Proben mit 20-50 µl „Digestion Buffer“ versetzt und für 

30 s im Ultraschallbad (Bandelin Sonorex RK 510H, Jürgens, Bremen) sonifiziert. 

Anschließend wurde der Überstand mit den Peptiden abgenommen und bei 20.800 x g für  

5 min zentrifugiert und für die Analyse im ESI-MS eingesetzt. Alle Schritte dieser Prozedur, 

die keine expliziten Angaben zu Inkubationsdauer und -temperatur aufweisen, wurden für  

15 min bei RT und unter Schütteln durchgeführt.  

 

2.6.12.2 Trypsinverdau von Proteinen 

Präzipitierte und salzfreie Proteine wurden in 50 µl „Dilution Buffer“ aufgenommen und 

resuspendiert. Anschließend wurde Trypsin aus Rinderpankreas („sequencing grade“, Roche 

Applied Science, Mannheim), welches nach Angaben des Herstellers gelöst wurde, in einer 

Endkonzentration von 0,02 mg/ml hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte üN bei 37°C. Nach 

dem Verdau wurden die Proben abschließend 10 min bei 20.800 x g zentrifugiert, bevor die 

Analyse von Proteingemischen mittels ESI-MS angeschlossen wurde. 
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2.6.12.3 Fahndung nach möglichen Bindeproteinen mittels Elektrospray-Ionisations-

Massenspektrometrie (ESI-MS) 

Für die Identifizierung von Proteinen im ESI-MS (Bruker esquire HCT) wurden die Proteine 

zuvor mit Trypsin proteolytisch verdaut (Kap. 2.6.1.12) und die so erhaltenen 

Peptidfragmente über eine vorgeschaltete „HPLC“ aufgetrennt und ankonzentriert. Anhand 

der detektierten MS- sowie MS/MS-Spektren wurden mit der Software Data Analysis (Bruker) 

so genannte „Compounds“ erstellt, die Peptidcharakter aufwiesen. Diese wurden für die 

anschließende Suche über „Mascot-Search“ in der MSDB nach übereinstimmenden 

Proteindaten herangezogen. Die erhaltenen Daten wurden über „Biotools“ dargestellt und 

weiter ausgewertet. 

 

2.6.13 Untersuchungen zur Lokalisation von Proteinen in G. lamblia mittels 

Immunfluoreszenz  

Für Lokalisierungsstudien verschiedener Proteine wurden Immunfluoreszenzversuche in 

Anlehnung an das Protokoll von NOHYNKOVA et al. (2000) durchgeführt. Je nach Versuch 

wurden die Untersuchungen entweder mit Trophozoiten (Kap. 2.4.2), isolierte Flagellen (Kap. 

2.6.15) oder Cytoskeletten von G. lamblia (Kap. 2.6.16) durchgeführt. Je 10-20 µl einer 

entsprechenden Suspension wurden auf einen Poly-(L)-Lysin-Objektträger (Menzel-Gläser, 

Braunschweig) gegeben und für 30 min bei 37°C inkubiert, um eine Anheftung an der 

Glasoberfläche zu ermöglichen. Im Falle der Trophozoiten und Flagellen wurden diese bei  

-20°C für 7 min mit Methanol fixiert, für weitere 10 min mit Aceton permeabilisiert und 

anschließend für 10 min mit TBS rehydriert. Im Gegensatz dazu wurden die Cytoskelette mit 

einer 3%-igen Paraformaldehydlösung für 45 min fixiert und zweimal mit TBS gewaschen. 

Danach wurden die Proben 30 min mit Blocking-Puffer (TBS + 3% fötales Serum oder BSA) 

inkubiert. In speziellen Fällen ging diesem Schritt eine einstündige Inkubation mit Rohextrakt 

(10 mg) bzw. rekombinantem Protein (1 mg) voraus. Die Kopplung des primären Antikörpers 

(in TBS) erfolgte für 1 h. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-Puffer erfolgte die Bindung 

des sekundären Fluoreszenz-Antikörpers. Die Inkubation für 1 h fand unter Lichtausschluss 

statt. Für die Analyse am Fluoreszenz-Mikroskop (Leica DM 5500 B; Leica, Solms)) bzw. 

konfokalen LSM (Pascal 5; Zeiss, Jena) wurden die Proben abschließend dreimal mit TBS 

gewaschen. Die hierfür eingesetzten Antikörper sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. 
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2.6.14 Transmissions-Elektronenmikroskopie 

2.6.14.1 Tiefentemperatur-Einbettung in Lowicryl-K4M-Harz (ROTH et al., 1981, 

CARLEMALM et al., 1982) 

Nach Ernte einer 50 ml Zellkultur (Kap. 2.4.2) und zweimaligem Waschen mit PBSVIII 

wurden ca. 50 µl Zellpellet in 1 ml PBS + 0,25% Glutaraldehyd und 0,37% Formaldehyd 

aufgenommen und üN bei 4°C fixiert. Anschließend wurden die Zellen kurz zentrifugiert, der 

Überstand bis auf wenige µl abgenommen und darin resuspendiert. Ca. 300 µl 50°C warmer 

4%-iger Agar wurden in die Zellsuspension eingerührt und nach dem Erhärten in kleine 

Würfel (ca. 1 x 1 mm) geschnitten. Die anschließende Entwässerung der Gelstücke erfolgte 

zunächst für je 30 min bei 4°C mit vorgekühltem 15%-igen und danach 30%-igen Methanol. 

Alle nachfolgenden Entwässerungsschritte wurden bei –20°C durchgeführt und die Lösungen 

auf -20°C vorgekühlt. Sie erfolgte jeweils 30 min mit folgenden Methanolkonzentrationen: 

50%, 70%, 90%, zweimal mit 100%. Danach wurden die Proben in einer 2:1-Lösung von 

Methanol und Lowicryl-K4M-Harz (Polysciences, Warrington, USA) überführt und 1 h bei  

-20°C gelagert. Das-Harz wurde im Vorfeld nach Angaben des Herstellers hergestellt und in 

einer „SpeedVac“ entgast. Nach Entfernung des Überstands wurden die Würfel in ein 1:2 

Methanol:Harz-Gemisch für 1 h bei -20°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Gelstückchen 

für 2 h mit 100% Harz überschichtet und danach in frischem Harz üN inkubiert. Nach der üN-

Infiltration wurden die Agarblöckchen in die Spitze eines mit frischem Harz gefüllten 0,5 ml 

PCR-Cups übertragen und für 24 h bei -20°C unter UV-Licht polymerisiert. Die endgültige 

Polymerisation des Harzes wurde nach 48-stündiger Inkubation bei RT unter UV-Licht 

erreicht.  

 

2.6.14.2 Immun-Goldmarkierung an Ultradünnschnitten 

Nach Entfernung des PCR-Cups wurde der auspolymerisierte Harzblock mit Hilfe einer 

Rasierklinge pyramidenförmig angespitzt, sodass an der Spitze eine quadratische Fläche 

von ca. 1 mm² entstand. Die nun mittels „Ulracut-E“-Mikrotom (Leica/Reichert-Jung, Solms) 

und „Diatom Ultra 45°“-Diamantmesser (Fort Washington, USA) hergestellten 

Ultradünnschnitte (70 nm) wurden auf die mit Formvar beschichtete Seite von Nickelgrids 

(200 mesh, Plano GmbH, Wetzlar) gelegt und bis zur Verwendung auf PBSVIII-Tropfen 

aufbewahrt. 

Bei der anschließenden Immun-Markierung erfolgten alle Inkubationsschritte auf 40 µl 

großen Tropfen, wobei die formvarbeschichtete Gridseite immer nach unten zeigte, d.h. zur 

Flüssigkeit gerichtet war. Zwischen den Schritten wurde jeweils die komplette Flüssigkeit mit  
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einem Filterpapier entfernt. Zum Anätzen des Harzes und einhergehender Freilegung des 

biologischen Materials wurden die Ultradünnschnitte 5 min in 10% (v/v) H2O2 gelegt und 

anschließend in einer 5%-igen Milchpulverlösung für 10 min blockiert. Es folgte ein  

15-sekündiger Waschschritt mit H2Obidest. mit Hilfe einer Spitzflasche, um die restliche 

Flüssigkeit komplett zu entfernen. Anschließend erfolgte die Inkubation der Grids in einer 

1:50- bzw. 1:500-Verdünnung des primären Antikörpers in PBSVIII-Tween 20 (0,05%) für  

1,5 h. Nach Waschen mit PBSVIII-Tween mittels Spritzflasche wurden die Grids zweimal für 

5 min auf einen Tropfen mit PBSVIII-Tween inkubiert. Danach schloss sich die Inkubation mit 

dem sekundären Antikörper „Gold conjugate 10 nm anti-Rabbit IgG developed in goat“ 

(Sigma-Aldrich, München) in einer 1:40-Verdünnung (in PBSVIII-Tween) für 1 h statt an. Die 

Grids wurden erneut mit PBSVIII-Tween aus der Spritzflasche gewaschen und dann zweimal 

5 min auf einen Tropfen mit PBSVIII-Tween und einmal auf einen mit PBSVIII gelegt. Im 

Anschluss an die Kontrastierung mit 3% Phosphowolframsäure (pH7) für exakt 1 min, 

erfolgte ein Waschschritt mit  H2Obidest. und die Lufttrocknung der Grids. Nun konnten mit 

Hilfe des “Zeiss EM 902A”-Transmissions-Elektronenmikroskops (Beschleunigungsspannung 

von 50 kV, Zeiss, Jena) elektronenmikroskopische Aufnahmen von den Ultradünnschnitten 

angefertigt werden. Auf diesen erschien der mit kolloidalen Goldpartikeln gekoppelte 

sekundäre Antikörper als elektronendichte Punkte. 

 

2.6.15 Flagellenpräparation von G. lamblia 

Die Präparation der Flagellen von G. lamblia erfolgte nach der Methode von CLARK & 

HOLBERTON (1988). Für die Flagellenpräparation wurde eine 3-4 Tage alte G. lamblia-Kultur 

(1,5 x 107 Zellen) für 10 min auf Eis inkubiert, bei 500 x g, 4°C pelletiert und anschließend 

zweimal in 0,25 M Saccharose gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Zellen in 35 ml 

TMSK-Puffer resuspendiert. Die Ablösung erfolgte durch einen „Ultra Turrax“ (Braun, 

Melsung, Germany) bei maximaler Drehzahl bis keine Zellbewegung mehr sichtbar war (ca. 

nach 2-3 min). Das Ablösen der Flagellen wurde dabei regelmäßig unter dem Lichtmikroskop 

verfolgt. Um die abgelösten Flagellen von den Zellkörpern zu trennen, wurde das 

Homogenat mit TMSK-Puffer auf 45 ml aufgefüllt und für 10 min bei 220 x g und 4°C 

zentrifugiert. Hierdurch pelletierten die Zellkörper, sodass 40 ml des Überstands mit den 

Flagellen abgenommen werden konnte. Um eventuell verbliebene Zellkörper aus dem 

Überstand zu entfernen, wurde die Flagellensuspension erneut zentrifugiert. Anschließend 

wurden die im Überstand befindlichen Flagellen für 20 min bei  13.000 x g, 4°C pelletiert.  

Mit dem erhaltenen Pellet wurde nun eine Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. 

Dabei wurden die sedimentierten Bestandteile in 10 ml 40% Percoll (Fluka, Neu-Ulm)  
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resuspendiert und für 60 min bei 48.000 x g und 4°C zentrifugiert. Während der 

Zentrifugation bildet das Percoll einen Dichtegradienten in dem sich die im Pellet enthaltenen 

Bestandteile entsprechend ihrer Dichte anordneten. Für die Kalibierung wurde parallel ein 

Gradient mit Dichte-Markierungsstandards (Density Marker Beads, Amersham Bioscience 

(Freiburg) mitgeführt. Mit Hilfe dieser Marker konnte nach der Zentrifugation die Dichte der in 

der Probe enthaltenen Fraktionen abgeschätzt werden. Um gezielt einzelne Dichte-

Fraktionen zu isolieren, wurden mit Hilfe einer Kanüle, welche bis zum Boden des 

Röhrchens geführt wurde, die einzelnen Fraktionen abgesaugt und separat gesammelt. Die 

einzelnen Fraktionen wurden mit 1 x TMSK-Puffer verdünnt und die enthaltenen Flagellen 

(Dichte zwischen 1,09-1,11 g/ml) bei 13.000 x g pelletiert.  

 

2.6.16 Cytoskelettisolierung  

Die Cytoskelettisolierung aus Trophozoiten von G. lamblia erfolgte in Anlehnung an 

CROSSLEY et al. (1986). Dabei wurden die Zellen aus 50 ml Zellkultur nach Ernte (Kap. 2.4.2) 

in 300-500 µl TBS resuspendiert, 1:1 mit TEDAMP-Puffer verdünnt und anschließend für  

2 min gevortext. Die isolierten Cytoskelette wurden im darauffolgenden Schritt bei 300 x g für 

3 min pelletiert und für weitere Studien (z.B. Immunfluoreszenz-Mikroskopie) in 100 µl TBS 

aufgenommen. 

 

2.6.17 Präparation von löslichen α-Giardinen aus G. lamblia 

Die Proteinreinigung basiert auf dem reversiblen Calcium-abhängigen Bindeverhalten der  

α-Giardine an Phospholipidmembranen. Nach Ernte und Aufschluss der Zellen einer 3 Tage 

inkubierten Kultur (50 ml) von G. lamblia wurde das Zellhomogenat in je 200 µl Aliquots 

aufgeteilt, die mit 800 µl Puffer A mit den Protease- und Phosphataseinhibitoren versetzt 

wurden. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 14.000 x g für 15 min bei 4°C wurde der 

Überstand aufbewahrt und das entstandene Pellet noch einmal in Puffer A behandelt und 

zentrifugiert. Danach wurden die Überstände vereinigt und mittels einer 1 M CaCl2-Lösung 

auf 6 mM CaCl2 eingestellt. Anschließend wurden die Proben für 30 min bei Raumtemperatur 

(RT) geschüttelt und für 15 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Zur Gewinnung der löslichen  

α-Giardine wurden die Niederschläge in 300 µl Puffer B mit Hilfe eines Pistills resuspendiert, 

erneut für 30 min geschüttelt und für 15 min bei 10.000 x g abzentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und der vorherige Schritt mit Puffer B ohne NaCl (300 µl) und anschließend 

mit Puffer C (400 µl) wiederholt. Das erhaltene Pellet wurde daraufhin dreimal mit 200 µl  
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Puffer C gewaschen und für 15 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die jeweiligen Überstände 

wurden vereinigt und zusammen bei -20°C aufbewahrt.  

 

2.6.18 Phospholipid-Bindestudie 

Für den Calcium-abhängigen Bindenachweis von Annexinen bzw. α-Giardinen an 

Phospholipide in Anlehnung an BOUSTEAD et al. (1993) wurden zweimal jeweils 0,5 mg 

Phospholipide (80% Phosphatidylserin: brain extract; Sigma-Aldrich (München)) in 400 µl 

Puffer AL gelöst. Zu den Phospholipidlösungen wurden je 10 µg gereinigtes und gelöstes 

Protein gegeben. Nun wurde zu einem der beiden Ansätze 3,8 mM der CaCl2-Stammlösung 

gegeben. Beide Proben wurden für 40 min bei RT geschüttelt und anschließend für 10 min 

bei 15.000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das enstandene Pellet 

anschließend wieder im gleichen Volumen resuspendiert. Kontrollexperimente fanden ohne 

Gehirnextrakt statt. Sowohl Überstand als auch Pellet wurden auf ein Gel für eine SDS-

Gelelektrophorese und einen „Western Blot“ eingesetzt (Kap. 2.6.7, 2.6.9). 

 

2.6.19 Phosphorylierungsstudie mit [γ-32P]-markiertem ATP 

Zum Nachweis von phosphorylierten Proteinen im Rohextrakt von G. lamblia wurde eine 

Phosphorylierungsstudie mit [γ-32P]-markiertem ATP durchgeführt. Das von Amersham 

Bioscience (Freiburg) bezogene, [γ-32P]-markierte ATP (3.000 Ci/mmol) wurde hierfür 1:10 

mit „kaltem“ ATP (4,212 mM) in Tris-Puffer (50 mM, pH 7,5) verdünnt. Die ATP- 

Endkonzentration im Phosphorylierungsansatz betrug somit 20 µM. Des Weiteren bestand 

der Phosphorylierungsansatz aus 40 µg Extrakt-Proteinen und Tris/DTT-Puffer. Die 

Phosphorylierung wurde durch Zugabe des ATPs gestartet, nach 20´, 40´, 60´, 2´´, 5´´, 10´´, 

15´´, 30´´ und 60´´ jeweils eine Probe aus dem Phosphorylierungsansatz gezogen und mit  

5-fach Probenpuffer abgestoppt. Diese Proben wurden neben dem „Prestained“-

Proteinmarker („Pageruler“, MBI Fermentas) auf ein 10%-iges SDS-Gel aufgetragen und 

elektrophoretisch aufgetrennt (Kap. 2.6.7). Als Radioaktivstandard dienten 5 µl einer 

1:30.000 Verdünnung des [γ-32P]- markierten ATPs, welche 5 min vor Ende des Gellaufs in 

eine freie Geltasche aufgetragen worden waren. Anschließend wurde das Gel getrocknet 

und vor der Exposition die „Prestained“- Markerspuren mit Radioaktivitätsstandard 

nachgezeichnet. Nach verschiedenen Expositionszeiten wurde der „Storage Phosphor 

Screen“ eingescannt und mit zugehöriger Software (Storm, Amersham Bioscience, Freiburg) 

ausgewertet. Anhand der aufgetragenen Menge Radioaktivstandard im SDS-Gel konnte die 

eingesetzte Menge Radioaktivität für quantitative Analysen errechnet werden.  
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2.6.20 Crosslinking-Untersuchungen 

Crosslinking-Studien zwischen einem rekombinanten Protein (hier: α14-Giardin) und 

potentiellen Bindepartner aus dem G. lamblia-Extrakt wurden mit Hilfe des „ProFoundTM 

Sulfo-SBED Biotin Label Transfer-Kit“ von der Firma Pierce (Rockford, USA) nach Angaben 

des Herstellers durchgeführt. Alle Inkubationsschritte wurden unter Ausschluss von DTT 

durchgeführt, da ansonsten die sich im Crosslinker befindliche Disulfidbrücke reduziert 

werden wäre (Abb. 2.1). Zunächst wurde das gereinigte α14 mittels Esterbindung an den 

Crosslinker gekoppelt. Nach der Inkubation des gereinigten α14 mit dem Crosslinker wurde 

zu dieser Suspension der G. lamblia-Rohextrakt mit den möglichen Partnern gegeben und  

1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der Ansatz mit einer UV-Lampe 

photoaktiviert, sodass der mögliche Bindepartner, der nun mit dem α14 verbunden sein 

sollte, mit einer weiteren Linkerdomäne kovalent gekoppelt vorlag. Nach Reduktion der  

S-S-Brücke mittels DTT zwischen den Linkerdomänen des Crosslinkers, konnten beide 

Bindepartner voneinander getrennt werden. Das α14 konnte anschließend mit Hilfe des  

-α14-Antiserums im „Western Blot“ (Kap. 2.6.9) nachgewiesen werden, wohingegen der 

Bindepartner aufgrund des gekoppelten Biotins mittels Streptavidin-Antikörper detektiert 

wurde. In Abwesenheit von DTT sollte der Crosslinker intakt bleiben und der entstandene 

Protein-Proteinkomplex nach Immundekoration sichtbar werden.  

                          

Abb. 2.1: Reaktionsmechanismus des Crosslinkers aus dem „ProFoundTM Sulfo-SBED Biotin Label 
Transfer-Kit“.  In Anlehnung an Quelle www.piercenet.com. α14, α14-Giardin; BP, möglicher Bindepartner des 
α14-Giardins. 
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2.6.21 Nachweis von inter- und intramolekularen Disulfidbrücken mittels SDS-PAGE 

In Anlehnung an ALLORE & BARBER (1984) wurde zur Detektion von inter- und 

intramolekularen Disulfidbrücken eine SDS-PAGE (7,5%iges Gel, Kap. 2.6.7) mit jeweils  

20 µg rekombinantem Protein (hier: α14-Giardin) in An- und Abwesenheit von 50 mM DTT 

durchgeführt. Waren Disulfidbrücken vorhanden, sollte ein Mobilitäts-Shift der 

Monomerbande bzw. Oligomerbanden-Bildung unter den verschiedenen Bedingungen im 

Gel sichtbar werden. Potentielle Oligomerbanden wurden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten 

und erneut einer SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen 

unterzogen, um die erhaltenen Ergebnisse zu bestätigen. 

 

2.6.22 Extraktion von integralen Membranproteinen 

Um nachzuweisen, ob ein Protein in der Membran integriert vorliegt, wurde in Anlehnung an 

UNGERMANN et al. (1998) und HOU et al. (2005) eine Extraktion der Membranfraktion von  

G. lamblia mit verschiedenen Substanzen durchgeführt. Eine Solubilisierung von integralen 

Membranproteinen sollte dabei nur unter Einsatz eines Detergenz möglich sein. Als 

Negativkontrollen wurden zusätzlich Carbonat-, Harnstoff- und NaCl-Extraktionen 

durchgeführt. Hierfür wurden jeweils 5 µl der Membranfraktion eines G. lamblia-Rohextraktes 

(Kap. 2.4.2) eingesetzt und mit verschiedenen Puffern (Triton-Extraktion: 100 µl Triton-

Extraktionspuffer, Carbonat-Extraktion: 1 ml Carbonat-Extraktionspuffer, Harnstoff-

Extraktion: 500 µl Harnstoff-Extraktionspuffer, NaCl-Extraktion: 500 µl NaCl-

Extraktionspuffer) nach vorsichtigem Mischen für 30 min und 4°C (oder RT) inkubiert. 

Anschließend wurden die Proben für 30 min bei 100.000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet 

wurde anschließend wieder im gleichen Volumen resuspendiert. Sowohl das Pellet als auch 

der Überstand wurden für einen immunbiochemischen Nachweis mittels „Western Blot“ auf 

ein SDS-Gel aufgetragen (Kap. 2.6.7).  

 

2.7. „Yeast-Two-Hybrid“-System 

Das „Yeast-Two-Hybrid“-System ist eine in-vivo-Methode zum Nachweis von Protein-Protein-

Wechselwirkungen in Saccharomyces cerevisiae (FIELDS & SONG, 1989; CHIEN et al., 1991). 

Mit Hilfe dieses Systems („Matchmaker Library Construction & Screening Kit“, Clontech-

Takara Bio Europe (Saint-Germain-en-Laye, France)), welches freundlicherweise von  

Dr. Hans Merzendorfer (Abteiling Tierphysiologie, Universität Osnabrück) zur Verfügung 

gestellt wurde, konnten potentielle Protein-Interaktionen zwischen α14-Giardin und den 

möglichen Bindepartnern auf genetischem Weg untersucht werden. Die Basis für das „Yeast-
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Two-Hybrid“-System stellt der für die Genregulation erforderliche Transkriptionsfaktor GAL4 

dar, welcher aus zwei verschiedenen Domänen besteht. Zum einen besitzt er eine DNA-

Bindedomäne (GAL4-BD, 147 AS) und zum anderen eine die Transkription aktivierende 

Domäne (GAL4-AD, 881 AS) (KEEGAN et al., 1986).  Beide Domänen sind notwendig für die 

Gentranskription, fehlt eine der beiden, wird diese nicht ausgeführt. Dabei müssen sich beide 

Domänen nicht zwangsläufig auf derselben Polypeptidkette befinden, obwohl dieses den 

Normalfall darstellt. Tatsächlich kann ein Protein mit einer GAL4-BD die Transkription 

aktivieren, wenn es über nicht-kovalente Wechselwirkungen an ein anderes Protein bindet, 

welches die GAL4-AD trägt. Es entsteht ein funktioneller Transkriptionsfaktor, der die 

Transkription von nachgeschalteten Genen (z.B. Reportergenen) durch Bindung an den 

Promotor induziert. Dieses Prinzip bildet die Grundlage für die „Yeast-Two-Hybrid“- Technik. 

Zwei in Hefe kompatible Expressionsvektoren wurden so konstruiert, dass das eine Plasmid 

ein Fusionsgen trug, welches für ein Hybridprotein bestehend aus GAL-BD und dem Bait-

Protein (für das potentielle Bindepartner gefunden werden sollen, hier: α14-Giardin) codierte. 

Das zweite Plasmid hingegen codierte ein Fusionsprotein, das sich aus der GAL4-AD und 

aus einem möglichen Bindepartner für das Bait-Protein zusammensetzte (Prey-Protein, hier: 

α7.3-Giardin / STK / Ank / β-Tubulin). Dabei wurde das Bait-Konstrukt (pGBKT7-α14∆314-337) 

in den Hefestamm AH109 transformiert. Die Prey-Konstrukte (pGADT7 + jeweiliges Insert) 

sowie auch die Positiv- und Negativkontrollen (Tab. 2.7) wurden in den Stamm Y187 

eingebracht. 

Nach Paarung der beiden Hefestämme entstand nun ein Fusionsstamm, der beide Plasmide 

trägt. Dieser Stamm besaß kein funktionierendes gal4-Gen, jedoch mehrere Reportergene, 

denen eine Bindestelle für den GAL4-Transkriptionsfaktor vorgeschaltet war. Interagierten 

nun Bait- und Prey-Protein miteinander, wurde gleichzeitig ein intakter und funktioneller 

GAL4-Transkriptionsfaktor hergestellt. Dieser fungierte als Induktor für die Expression der 

Reportergene, die mittels entsprechender Selektionsmedien nachgewiesen werden konnte. 

Als Reportergene dienten hier Gene, die die Enzyme für die Histidin- und Adeninsynthese 

codierten, sowie für eine α-Galaktosidase, die eine optische Erkennung der Wechselwirkung 

von Bait und Prey zuließ, da sie durch Hydrolyse von X-α-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-α-

D-galaktopyranosid) die entsprechenden Kolonien blau färbte. Das bedeutete, dass auf 

einem Mangelmedium für Histidin und Adenin nur die Hefen wuchsen, bei denen Bait und 

Prey interagierten und somit die Enzyme für die Histidin- und Adeninsynthese gebildet 

wurden. Zusätzlich zeigten diese Kolonien aufgrund der α-Galaktosidase-Aktivität einen 

blauen Phänotyp. Dabei zeigte ein Wachstum auf Histidinmangel eine schwachen, ein 

Wachstum auf Adeninmangel einen starken Interaktionspartner an. 
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2.7.1 Hefestämme 

Die für das „Yeast-Two-Hybrid“-System („Matchmaker Library Construction & Screening Kit“, 

Clontech-Takara Bio Europe (Saint-Germain-en-Laye, France)) verwendeten Hefestämme 

sind in Tabelle 2.6 aufgeführt. 

Tabelle 2.6 : Verwendete Hefestämme  

Stamm Genotyp Referenz 

Saccharomyces 
cerevisiae Y187 

MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, 
leu2-3, 112, gal4∆, met-, gal80∆, 
URA3::GAL1UAS-GALTATA-lacZ, MEL1 

HARPER et al., 1993 

 
 

Saccharomyces 
cerevisiae AH109 

MATa, trp1-901. leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, 
gal4∆, gal80∆, LYS2::GAL1UAS-, GAL1TATA-HIS3, 
GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2. URA3 ::MEL1UAS-
MEL1TATA-lacZ, MEL1 

JAMES et al., 1996 

TCO89-3HA TB50 MATa TCO89-3HA-kanMX6 A. LORBERG, Universität 
Osnabrück 

 

TCO89-13myc TB50 MATa TCO89-13myc-kanMX6 A. LORBERG, Universität 
Osnabrück 

 

 

 

2.7.2 Hefe kompatible Vektoren 

In der folgenden Tabelle 2.7 sind sowohl die zur Klonierung herangezogenen 

Ausgangsvektoren als auch die im Rahmen der Arbeit von WELLING (2007) hergestellten 

Plasmidkonstrukte aufgeführt. Die dazu verwendeten Primer entsprechen denen in Tabelle 

2.5. 
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Tabelle 2.7: Verwendete Vektoren   

Vektoren Resistenz/ Charakteristika Referenz 

pGBKT7 Kanr, TRP1, DNA-Bindedomäne (BD), 
Expressionsvektor 

 

Clontech-Takara, Saint-Germain-en-
Laye, France 

pGADT7 Ampr, Leu1, DNA-Aktivierungdomäne 
(AD), Expressionsvektor 

 

Clontech-Takara, Saint-Germain-en-
Laye, France 

Positivkontrolle  
pGBKT7-53 

Kanr, TRP1, Expression von 
Fusionsprotein BD-Murin p53 

 

Clontech-Takara, Saint-Germain-en-
Laye, France 

Negativkontrolle  
pGBKT7-Lam 

Kanr, TRP1, Expression von 
Fusionsprotein BD-humanes Lamin C 

 

Clontech-Takara, Saint-Germain-en-
Laye, France 

 

pGBKT7- α14∆314-337 C-terminal verkürztes α14-Giardin-
Genfragment (939 bp) in pGBKT7 

 

WELLING (2007) 

pGADT7- α7.3 α7.3-Giardin-Gensequenz  (901 bp) in 
pGADT7 

 

WELLING (2007) 

pGADT7–STK Sequenzbereich der Kinasedomäne 
der Ser/Thr-Kinase, AS10-280 (913 bp) 
in pGADT7 

WELLING (2007) 

 
 

pGADT7-Ank Sequenzbereich der Ankyrindomäne 
der Ser/Thr-Kinase, AS 508-676 (688 
bp) in pGADT7 

WELLING (2007) 
 

 

pGADT7-β-Tubulin β-Tubulin-Gensequenz  (1330 bp) in 
pGADT7 

WELLING (2007) 
 

 

Kanr/Ampr , Plasmidcodierte Kanamycin-/Ampicillinresistenz; AS, Aminosäuren; Bp, Basenpaare 

 

 

2.7.3 Kultivierung der Hefestämme 

Die Anzucht der Hefestämme erfolgte entweder in einem Vollmedium (YDP/YPDA) oder 

nach Transformation von Vektoren (Kap. 2.7.5) in einem geeigneten Selektionsmedium. 

Hierzu wurden einzelne Kolonien in 5 ml für 16-24 h bei 30°C und 250 UpM bis zu einer 

OD600 von mindestens 0,8 angezogen, bei 1.000 x g für 5 min abzentrifugiert und in einem  
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geeigneten Medium/Puffer für weitere Verwendungen resuspendiert. Zur Kultivierung auf 

Agarplatten konnten nun die aus der Flüssigkultur geernteten Zellen entweder in einer 1:100-

Verdünnung ausplattiert oder ein sogenannter „Tropftest“ („Drop Dilution Assay“) 

durchgeführt werden. Bei diesem wurde die üN-Kultur erneut auf eine OD600 von 0,3 

angeimpft (in 5 ml), bis 0,6 angezogen, anschließend ausgezählt und eine Verdünnungsreihe 

erstellt. So konnten exakt 10-104 Zellen auf geeignete Selektionsplatten aufgetropft werden 

konnten.  

 

2.7.4 Stammerhaltung von Hefestämmen  

Zur Erstellung einer Glycerinkultur wurde eine Hefekolonie in ein steriles E-Cup mit 250 µl 

Selektionsmedium resuspendiert, Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 25% 

hinzugefügt und bei -80°C eingefroren. Hefestämme wurden dabei in Vollmedium, 

transformierte Stämme hingegen in entsprechenden Minimalmedien zur Erhaltung des 

Selektionsdruckes gelagert.  

 

2.7.5 Herstellung kompetenter Hefezellen und Transformation 

Für die Herstellung kompetenter Hefezellen wurden die Hefestämme Y187 und AH109 auf 

YPD- bzw. YPDA-Platten angezogen, sodass Einzelkolonien entstehen konnten. 

Anschließend wurde 1 ml YPD- bzw. YPDA-Medium mit den entsprechenden Kolonien 

angeimpft und zum Resuspendieren 5 min gevortext. Die jeweilige Kultur wurde in einen 

Erlenmeyerkolben mit 50 ml YPD- bzw. YPDA-Medium transferiert und üN bei 30°C und  

250 UpM inkubiert bis eine OD600 von 1,5 erreicht war, bei der sich die Zellen in der 

stationären Wachstumsphase befanden. Mit den üN-Kulturen wurden erneut 300 ml YPD- 

bzw. YPDA-Medium auf eine OD600 von 0,2 angeimpft und bei 30°C und 230 UpM 3 h bis zu 

einer OD600 von 0,5 angezogen. Daraufhin wurden die Hefestämme bei 1.000 x g für 5 min 

zentrifugiert, mit sterilem 1-fach TE-Puffer gewaschen und schließlich in 1,5 ml frisch 

zubereitetem TE (1-fach) / LiAc (1-fach)-Puffer resuspendiert. Die so erhaltenen 

kompetenten Hefezellen konnten nun zur Transformation eingesetzt werden. 0,1 µg der 

entsprechenden Plasmid-DNA und 0,1 mg „Hering Testes Carrier DNA“ (Clontech-Takara, 

(Saint-Germain-en-Laye, France) wurden zu 100 µl kompetente Hefezellen gegeben und 

vorsichtig gemischt. Nach Zugabe von 600 µl sterile PEG/LiAc-Lösung zum Ansatz und  

10-sekündigem kräftigem Mischen mittels Vortexer wurde die Zellsuspension für 30 min bei 

30°C und 200 UpM inkubiert. Anschließend wurde 70 µl DMSO hinzugegeben und vorsichtig 

geschwenkt. Daraufhin wurden die Zellen für 15 min bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen 
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und anschließend für 1–2 min auf Eis gekühlt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei RT für 

3 s und 14.000 x g und die anschließende Aufnahme der Zellen in 500 µl sterilem 1-fach TE-

Puffer. 100 µl Zellsuspension und 100 µl einer 1:10 Verdünnung wurde auf selektiven SD-

Platten ausgestrichen. Zur Anzucht der Transformanten wurden die Platten im Brutschrank 

für 2-4 Tage bei 30°C inkubiert.   

 

2.7.6 Test der DNA-BD-Fusionsprotein auf transkriptionale Aktivität 

Der Test auf transkriptionale Aktivität zeigt, ob das BD-Fusionsprotein, bestehend aus der 

DNA-Bindedomäne und dem Bait-Protein, die Reportergene ohne Interaktion mit der 

Aktivierungsdomäne aktivieren kann. Dafür wurden die Hefestämme Y187 und AH109 mit 

dem jeweiligen DNA-BD-Konstrukt transformiert (Kap 2.7.5) und anschließend auf  

Selektionsmedien (SD/ -Trp/  X-α-Gal (40 µg/ml), SD/ -Trp/ -His/ X-α-Gal, SD/ -Trp/ -Ade/  

X-α-Gal) einschließlich einer negativen Kontrolle (transformierte Zellen + leerer Vektor 

pGBKT7), ausplattiert. Zur Anzucht der Kolonien wurden die Platten im Brutschrank für 2-4 

Tage bei 30°C inkubiert. Das Fusionsprotein war inaktiv, wenn die transformierten Kolonien 

einen weißen Phänotyp ausbildeten oder nicht auf SD/ -Trp/ -His/ X-α-Gal bzw. SD/ -Trp/ -

Ade/ X-α-Gal wuchsen, und aktiv, wenn die Kolonien blau erschienen und auf allen 

Selektionmedien wachsen konnten. Auch alle AD-Fusionsproteine wurden auf ihre alleinige 

transkriptionale Aktivität ohne Wechselwirkung mit der BD untersucht und die 

entsprechenden Experimente wie oben beschrieben durchgeführt.  

 

2.7.7 Test der DNA-BD Fusionsproteine auf Toxizität 

Zum Nachweis, ob das Fusionskonstrukt aus pGBKT7 und Insert auf die Hefezellen toxisch 

wirkte, wurde die Wachstumsrate bei der Anzucht im Selektionsmedium überprüft. Eine 

bestehende Toxizität würde zu einer geringeren Wachstumsrate oder sogar zum Absterben 

der Kultur geführt haben, wohingegen nicht-toxische Konstrukte diese nicht beeinflussen 

sollten. Hierfür wurden je 50 ml SD/ -Trp/ Kan (20 µg/ml) mit einer großen Kolonie der 

jeweiligen positiven Transformanten angeimpft und bei 30°C für 16-24 h und 250 UpM 

inkubiert. Lag keine Toxizität vor, sollte nach diesem Zeitraum eine OD600 von 0,8 erreicht 

worden sein. Diese Zellsuspension konnte daraufhin auf SD/-Trp-Platten angezogen und 

später zur Paarung eingesetzt werden. 
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2.7.8 Paarung der transformierten Hefestämme Y187 und AH109 

Für die Paarung der Fusionsstämmen (AH109 mit pGBKT7-α14∆314-337 bzw. Y187 mit 

pGADT7-α7.3/ -STK / -Ank / -β-Tubulin) wurden jeweils eine Kolonie ausgewählt und beide 

Kolonien in 1 ml 0,5 YPDA vollständig resuspendiert. Anschließend wurden 45 ml 2x YPDA/ 

Kan/ Amp (50 µg/ml) in einem 1 l Erlenmeyerkolben mit den resuspendierten Kolonien 

angeimpft und für 20-24 h bei 30°C vorsichtig geschwenkt (30-50 UpM). Nach 20 h wurde 

ein Tropfen der Lösung mikroskopisch untersucht. Falls Zygoten der gepaarten Hefezellen 

zu sehen waren, erfolgte eine weitere Inkubation für 4 h. Danach wurde der gepaarte 

Fusionsstamm bei 1.000 x g für 10 min abzentrifugiert und letztendlich in 10 ml 0,5 YPDA/ 

Kan / Amp (50 µg/ml) resuspendiert. Die durchgeführten Paarungen sind in Tabelle 2.8 

aufgelistet. 

Tab. 2.8: Durchgeführte „Yeast-Two-Hybrid“-Paarungen  

 Bait-Konstrukt Prey-Konstrukt 

Paarung 1 AH109::pGBKT7 - 
α14 

Y187::pGADT7- 
α7.3   

Paarung 2 AH109::pGBKT7 - 
α14 

Y187::pGADT7- 

ß-Tub  

Paarung 3 AH109::pGBKT7 - 
α14 

Y187::pGADT7- 
STK  

Paarung 4 AH109::pGBKT7 - 
α14 

Y187::pGADT7- 

Ank  

 

 

2.7.9 Selektion der diploiden Hefen 

Zur Selektion der Fusionsstämme (Kap. 2.7.8) wurde 100 µl einer 1:100-Verdünnung des 

Paarungsansatzes auf Selektionsmedien (SD/ -Leu, SD/ -Trp, SD/ -Leu/ -Trp ,  SD/-His/  

-Leu/ -Trp (Triple Dropout Medium, TDO), SD/-Ade/ -His/ -Leu/ -Trp/ X-α-Gal (Quadruple 

Dropout Medium, QDO)) ausgestrichen bzw. ein „Tropftest“ wie in Kapitel 2.7.3 beschrieben 

damit durchgeführt. Die Platten wurden bei 30°C für 3–8 Tage inkubiert. Die Kolonien auf 

den SD/ TDO-Platten wurden auf SD/ QDO/ X-α-Gal (40 µg/ml)-Platten umplattiert und 

erneut bei 30°C inkubiert. Die entstandenen blauen Kolonien wurden wiederum zwei bis drei 

Mal auf SD/ -Leu/ -Trp/ X-α-Gal (40 µg/ml)-Platten umplattiert, um schließlich zur Bestätigung 

wieder auf SD/ QDO/ X-α-Gal-Platten ausgestrichen zu werden. 
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2.7.10 Immunpräzipitation der potentiell exprimierten Interaktionspartner 

Zum Expressionsnachweis der im „Yeast-Two-Hybrid“ untersuchten Proteine wurde eine 

Immunpräzipitation mittels spezifischer Antikörper und Protein-G-Sepharose (Sigma-Aldrich, 

München) durchgeführt. Dazu wurden die zu untersuchenden Hefestämme üN in 

entsprechendem Medium angezogen, erneut in 200 ml Medium auf eine OD600 von 0,3 

angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,7-0,8 kultiviert. Nach Zellernte (4°C, 4 min, 3220 x g) 

wurden die Zellen mit kaltem H2O bidest gewaschen, in 300 µl Lysispuffer (+ 1mM PMSF, 

Proteaseinhibitoren-Mix „Complete“ (Roche Applied Science, Mannheim), 

Phosphataseinhibitoren-Mix) resuspendiert und in E-Cups überführt. Es folgte der 

Zellaufschluss mittels 0,5 mm Glasperlen (Bio Spec Products, Inc., Bartlesville, USA) für  

30 min und 4°C auf dem "Disruptor Genie" von Scientific Industries, Inc. (New York, USA) 

und eine erneute Zentrifugation (1.700 x g, 4°C, 4 min) zum Entfernen der 

Membranbestandteile. Der Zelllysat-Überstand wurde abgenommen und in ein neues E-Cup 

überführt, zu dem entstandenen Pellet wurden nochmals 300 µl Lysispuffer hinzugefügt und 

der Schritt wiederholt. Mit den vereinigten Zelllysaten wurde eine Proteinkonzentration-

Bestimmung nach BRADFORD (Kap. 2.6.4.1) angeschlossen. Für die Immunpräzipitation 

wurden jeweils 7,5 mg Rohextrakt-Protein der verschiedenen Hefestämme mit den 

entsprechenden Antikörpern gegen die zu präzipitierenden Proteine für 1 h bei 4°C auf 

einem Überkopfschüttler inkubiert (Endvolumen 1 ml). Nach Zugabe von je 20 µl Protein-G-

Sepharose (Sigma-Aldrich, München) und einer üN-Inkubation (4°C, Überkopfschüttler) 

erfolgte ein Zentrifugationschritt bei 960 x g und 4°C für 3 min. Der Überstand wurde 

verworfen und die „Sepharose-Beads“ dreimal in Lysispuffer gewaschen. Zum Abkoppeln 

der „Beads“ von den Antikörpern nebst präzipitierten Proteinen wurde diese in 18 µl 2-fach 

Probenpuffer aufgenommen, für 5 min bei 96°C und 1400 UpM im „Thermomixer compact“ 

(Eppendorf, Hamburg) geschüttelt, kurz auf Eis gestellt und abzentrifugiert.  Diese Proben 

wurden nun für eine SDS-PAGE (Kap. 2.6.7) mit angeschlossenem „Western Blot“ (Kap. 

2.6.9) verwendet.  
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3. Ergebnisse 

Aufgrund der Untersuchung zweier unterschiedlicher α-Giardine wurde der Ergebnisteil 

dieser Arbeit in zwei Abschnitte gegliedert. Im ersten Teil (Kapitel 3.1) werden neben 

Analysen zur biochemischen Charakterisierung die Studien zur Identifizierung eines 

potentiellen Interaktionspartners für das α14-Giardin dokumentiert. Der zweite Teilabschnitt 

(Kapitel 3.2) befasst sich hingegen mit den molekularbiologischen und biochemischen 

Untersuchungen zur Funktion des α19-Giardins. Im Verlauf der Darstellung werden die  

α-Giardine vorwiegend mit α14 und α19 bezeichnet. 

 

3.1 Biochemische Charakterisierung des α14-Giardins und Interaktionsstudien 

mit potentiellen Bindepartnern 

In Anbetracht seiner Lokalisation in den Flagellen des einzelligen Parasiten Giardia lamblia 

könnte das α14-Giardin eine wichtige Rolle für dessen Mobilität spielen und damit für die 

Ausbreitung des Darmparasiten im Wirtsdarm mitverantwortlich sein. Ein wichtiger Schritt zur 

Verifizierung dieser Hypothese ist neben der biochemischen Charakterisierung die 

Identifizierung von Bindepartnern des α14-Giardins innerhalb der Zelle. Beide Punkte werden 

im folgenden Abschnitt behandelt.  

 

3.1.1 Heterologe Expression des rekombinanten α14-Giardins 

Das für Untersuchungen zur funktionellen Charakterisierung sowie zur Fahndung nach 

potentiellen Bindepartnern erforderliche rekombinante α14-Giardin wurde durch heterologe 

Expression des von KIELMANN (2002) hergestellten Klons BL21 (DE3) pLysS/ 

pET16b-α14∆314-337 gewonnen (Tab. 2.4). Im Gegensatz zu α1- und α2-Giardin sowie auch 

zum humanen Annexin A5 besitzt das α14 eine C-terminale Extension von ca. 20 

Aminosäureresten. Durch die Hydrophobizität mehrerer Aminosäuren in diesem Bereich 

neigte das komplette α14 zu unspezifischer Aggregation. Um dieses zu verhindern und eine 

bessere Löslichkeit des Proteins in wässriger Lösung zu erzielen, wurde dieser 

Sequenzbereich deletiert. Trotz dieser Deletion wird folgend das rekombinante Protein als 

α14 bezeichnet. Während der heterologen Expression (Kap. 2.5.21) stand das in den Vektor 

inserierte α14-Genfragment unter der Kontrolle eines T7-Promotors (SAMBROOK & RUSSELL, 

2001). Die für ihn spezifische T7-Polymerase konnte durch IPTG induziert werden und somit 

eine zeitlich gesteuerte Synthese des Fremdproteins ermöglichen. Viele in E. coli 

synthetisierte, rekombinante Proteine akkumulieren als unlösliche Aggregate, denen die 
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funktionelle Aktivität fehlt. Diese Einschlusskörper oder „inclusion bodies“ finden sich in der 

unlöslichen Fraktion des Zellaufschlusses wieder. Um zu untersuchen, ob dieses im Falle 

des rekombinanten α14-Giardins zutraf, wurde ein Test auf „inclusion bodies“  durchgeführt 

(Kap. 2.6.1).  

 

 

 

 

 

  

Abb. 3.1.1: SDS-PAGE und „Western Blot“ nach heterologer Expression von α14.  
(A) SDS-PAGE der heterologen Expression von α14. Roter Pfeil zeigt exprimiertes Protein. (B) „Western-Blot“ der 
Fraktion der heterologen Expression mit anti-Penta-His-Antikörpern (Tab. 2.2). Ü, lösliche Fraktion (je 20 µl pro 
Spur); P, unlösliche Fraktion (je 15 µl pro Spur); 0, vor Induktion mit 1 mM IPTG; 1–3, Wachstumszeit in Stunden 
nach der Induktion. µl-Angaben beziehen sich auf den Gesamt-Zellextrakt. 

 

Wie  Abbildung 3.1.1A ersichtlich, war nach der Induktion ein deutlicher 

Konzentrationsanstieg eines 40 kDa großen Proteins sowohl in der löslichen als auch in der 

Membranfraktion zu erkennen. Durch eine angeschlossene „Western Blot“-Analyse 

(Abb.3.1.1 B; Kap. 2.6.9) mit Hilfe des gegen den „His(10)-tag“ des Fusionsproteins 

gerichteten Antikörper konnte bestätigt werden, dass es sich bei dem exprimierten Protein 

um das 40,7 kDa große rekombinante α14-Giardin handelte. 

Obgleich das α14 in gleich großer Menge in Einschlusskörpern vorlag, wurde für die 

Aufreinigung des rekombinanten Proteins nur die lösliche Fraktion herangezogen und somit 

auf eine Solubilisierung mittels Harnstoff verzichtet. 

Ü0    P0     Ü1      P1      Ü2      P2     Ü3      P3     M 

45 kDa - 

31 kDa - 

A 

Ü0     P0        Ü1      P1       Ü2     P2       Ü3      P3      
45 kDa - 

31 kDa -

B 
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3.1.2 Aufreinigung des rekombinanten  α14-Giardins mittels Ni-NTA 

Da es sich bei dem rekombinanten Protein um ein Fusionsprotein, bestehend aus einen 

plasmidcodierten N-terminalen „His(10)-tag“ und dem α14-Giardin handelte, konnte es mittels 

Metallchelat-Affinitätschromatographie (Kap. 2.6.2.1) aufgereinigt werden. Die Interaktion 

zwischen Histidin-Fortsatz und den Nickel-Ionen der Säulenmatrix wurde erst nach Elution 

mit dem Histidinanalogon Imidazol (0,25, 0,5 und 1 M) geschwächt und das Protein von der 

Bindestelle verdrängt. 

 

 

 

Das SDS-Gel (Abb. 3.1.2; Kap. 2.6.7) zeigt in den Elutionfraktionen wie erwartet eine 

dominante Bande, welche mittels „Western Blot“ als α14 identifiziert werden konnte (Daten 

nicht gezeigt). Nach Vereinigung der Elutionen und anschließender Dialyse betrug die 

Proteinausbeute 2 mg/ml in einem Gesamtvolumen von 5 ml. 

 

3.1.3 Immuncytochemische Lokalisierung des α14-Giardins in G. lamblia  

3.1.3.1 Lokalisierung mittels Fluoreszenz-Mikroskopie 

Obwohl durch SZKODOWSKA et al. (2002) die ausschließliche Lokalisation des α14-Giardins in 

den Flagellen und dem Mediankörper bereits nachgewiesen worden war, blieb die Frage, mit 

welcher subzellulären Flagellenkomponente das α14-Giardin interagiert, ungeklärt. Um eine 

konkretere Aussage darüber machen zu können, wurden zunächst erneute 

Immunfluoreszenz-Untersuchungen mit Hilfe des α14-Antiserums (Kap. 2.6.13) an fixierten 

und permeabilisierten Trophozoiten durchgeführt. 

B          W     0,25     0,50 

66 kDa - 

45 kDa - 

31 kDa - 

21 kDa - 

Abb. 3.1.2: Aufreinigung des rekombinanten 
α14 mittels Ni-NTA. SDS-Gel mit 
verschiedenen Fraktionen (je 30µl jeder 
Fraktion) der Aufreinigung von α14. B, Binde-
Puffer; W, letzter Waschschritt; 0,25-0,5, 
Elutionsfraktion mit 0,25-0,5M Imidazol.  
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Abb. 3.1.3: Immuncytochemische Lokalisierung des α14-Giardins in permeabilisierten Trophozoiten. 
Markierung mit α14-Antiserum und CY3-konjugierten sek. Antikörpern (Tab. 2.2). Mit einem Kästchen 
versehene Bildregionen stellen die vergrößerten Bereiche des nächsten Bildes dar, Pfeile zeigen die lokalen 
Verdickungen. Aufnahmen wurden am  konfocalen Laser Scanning Mikroskop (Pascal 5, Zeiss) durchgeführt. 

 

Wie in Abbildung 3.1.3 zu sehen ist, konnte die exklusive Lokalisation des α14-Giardins in 

den Flagellen bestätigt werden. Darüber hinaus wurde ersichtlich, dass das Protein nicht in 

der gesamten Flagelle verteilte, sondern in gewissen proximalen Bereichen und den distalen 

Enden konzentriert vorlag. Bei genauerer Betrachtung der Abbildung 3.1.3 gleicht diese 

lokale Konzentration einer Perlenschnur-artigen Aufreihung. Das als Negativkontrolle 

mitgeführte Prä-Immunserum zeigte hingegen nur eine Hintergrund-Fluoreszenz (Daten nicht 

gezeigt).  

 

3.1.3.2 Lokalisierungsstudien mittels Transmission-Elektronenmikroskopie 

Eine weitere Methode, um die genauere Lokalisation des α14-Giardins innerhalb der 

Flagellen zu untersuchen, ist die Elektronenmikroskopie. Dafür wurden zunächst lebende 

Zellen zur Strukturerhaltung durch chemische Fixierung stabilisiert, stufenweise mit Methanol 

entwässert und in vakuumfestes Harz eingebettet. Nach Aushärtung wurde der Harzblock 

mit Hilfe eines Ultramikrotoms in dünne (70 nm) und somit elektronentransparente 

Scheibchen (Dünnschnitte) geschnitten und mittels Transmissions-Elektronenmikroskop 

(Kap. 2.6.14) untersucht. Aufgrund der geringen Dicke der Schnitte waren alle 

Zellbestandteile und Strukturen von Giardia gut zu erkennen. Zum Sichtbarmachen des α14-

Giardins wurde ähnlich wie bei der Fluoreszenzmikroskopie (Kap. 2.6.13) verfahren, nur 

dass lediglich ein goldmarkierter Sekundärantikörper eingesetzt wurde.  

10 µm 
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A    B        C 

 

Abb. 3.1.4: Lokalisierung des α14-Giardins mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen. 
Inkubation der Ultradünnschnitte von eingebetteten Trophozoiten mit α14-Antiserum und Goldpartikel-
konjugierten sek. Antikörpern (A+B) oder nur mit sek. Goldpartikel-konjugierten Antikörpern (C) (Kap. 2.6.14). 

 

In den Bildern 3.1.4 A und B sind jeweils Ultradünnschnitte der Flagellen von G. lamblia 

gezeigt. Der Flagellenquerschnitt in Abbildung A (roter Pfeil) zeigt die für Eukaryonten 

typische 9*2+2-Anordnung der Mikrotubuli einer Flagelle. Der grüne Pfeil in A weist auf einen 

Längsschnitt durch eine Flagelle, währenddessen Bild B eine schräg angeschnittene Flagelle 

präsentiert. In allen drei Fällen sind die Goldpartikel des sekundären Antikörpers deutlich zu 

erkennen. Das α14-Giardin liegt scheinbar einerseits an den Mikrotubuli gebunden vor, was 

besonders beim zentrierten Mikrotubulipaar im Flagellenquerschnitt deutlich wird, ist aber 

andererseits auch häufig in der Nähe der Plasmamembran lokalisiert. Dieses ist vor allem im 

Längsschnitt der Flagelle zu sehen. Den Bildern ist jedoch nicht zu entnehmen, ob es sich 

um eine direkte oder indirekte Wechselwirkung mit den jeweiligen Flagellenkomponenten 

handelt. Als Kontrolle dienten Ultradünnschnitte, die ohne vorherige Inkubation mit primärem 

Antikörper direkt mit dem sekundären Antikörper behandelt wurden (Abb. 3.1.4 C) oder ein 

Ansatz mit Prä-Immunserum (Daten nicht gezeigt). 

 

3.1.4 Detektion möglicher Bindepartner mittels Affinitätschromatographie an α14-

Sepharose  

Ein erster wichtiger Schritt zur Aufklärung der Funktionsweise des α14-Giardins in den 

Flagellen ist die Identifizierung von Bindepartnern des Proteins. Zur Fahndung nach 

potentiellen Interaktionspartnern des α14-Giardins wurde zunächst das gereinigte, 

rekombinante α14 kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B gekoppelt (PRIEß, 2005). 

Anschließend konnte eine Affinitätschromatographie des Rohextrakts an dem so 

immobilisierten Protein durchgeführt werden (Kap. 2.6.2.2). Da für mehrere Annexine 

höherer Eukaryonten Calcium-abhängige Interaktionen mit verschiedenen Zellkomponenten  

0,2 µm 

α14 α14 NK 
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bekannt sind (GERKE & MOSS, 2002), könnte eine Calcium-abhängige Interaktion zwischen 

α14 und einem Bindeprotein nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund erfolgte die 

Chromatographie stets in An- und Abwesenheit von Calcium.  

 

 

                                    

Abb. 3.1.5: SDS-PAGE nach Affinitätschromatographie von Zellextrakt an einer α14-Sepharose 4B-Matrix. 
Säulenmatrix wurde mit 4 mg Zellextrakt und sowie mit 4 mM CaCl2 (A) oder ohne CaCl2 (B) im „batch“-Verfahren 
inkubiert. Eluiert wurde mit 5 mM EGTA in TBS. M, Protein Standard (“low range”); E1-7, Elutionsfraktionen; D, 
Durchlauf;  W1, Waschschritt mit TBS. 

                        

In Abbildung 3.1.5 A ist zu sehen, dass bei der Inkubation der Säulenmatrix mit Zellextrakt 

unter Zusatz von 4 mM CaCl2 der Großteil der Proteine in der 3. und 4. Elutionsfraktion der 

Elution mit EGTA zu finden war. Auffallend waren dabei wiederkehrende dominante Banden 

im Bereich von ca. 32, 35, 39, 42 und  50 kDa, welche weitestgehend in allen Fraktionen zu 

finden waren. In Abwesenheit von Calcium (Abb. 3.1.5 B) zeigte sich hingegen ein ganz 

anderes Bandenmuster. Ausschließlich in den Fraktionen 2 und 3 waren Proteine zu 

erkennen, wobei lediglich die eben erwähnte 42 kDa Bande wiederzufinden war. Als 

Kontrollversuch diente eine Chromatographie mit Sepharose 4B ohne gebundenes α14. Bei 

diesem Versuch konnten nach Elution mit EGTA oder auch höheren Salzkonzentrationen 

nahezu keine Proteine von der Säule gewaschen werden.  

Vergleichend gesehen sprechen die unter Calciumzugabe sichtbaren signifikanten 

Proteinbanden für eine Calcium-abhängige Interaktionsweise des α14-Giardins. 

M    E1    E2  E3   E4   E5   E6   E7 

97 kDa -  

66 kDa -  

45 kDa -  

31 kDa -  

21 kDa -  

A 
 M      D    W    E2    E3     E4    E5    E6 

97 kDa -  

66 kDa -  

45 kDa -  

31 kDa -  

21 kDa -  

B 
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3.1.5 Massenspektrometrische Identifizierung der potentiellen Bindepartner des  

α14-Giardins 

Die Identifizierung der mittels Affinitätschromatographie eluierten potentiellen 

Interaktionspartner des α14-Giardins erfolgte mit Hilfe der Elektronenspray-

Massenspektrometrie (ESI-MS, Kap. 2.6.12). Dazu wurden alle erhaltenen Elutionsfraktionen 

mit Aceton gefällt (Kap. 2.6.6.2) und proteolytisch mit Trypsin verdaut. Die entstandenen 

Peptide wurden anschließend mittels HPLC aufgetrennt und massenspektrometrisch 

analysiert. Die durch die Massenspektrometrie ermittelten Peptide wurden mit Datensätzen 

bekannter Peptide in geeigneten Datenbanken (MSDB) abgeglichen und den 

entsprechenden Proteinen zugeordnet. Dabei wurden die detektierten Proteine mit einem die 

Trefferqualität kennzeichnenden „Mowse Score“ versehen. Aufgrund der hohen 

phylogenetischen Verbreitung der Annexine galt ein Protein mit einem „Mowse Score“ ab 

300 als ein relevanter „Treffer“. 

Unter dieser Voraussetzung konnten in den Eluaten der Affinitätschromatographie ohne 

Calciumzugabe keine signifikanten Treffer erzielt werden. In Anwesenheit von Calcium 

wurden jedoch mehrere relevante Bindepartner detektiert, die einen „Mowse Score“ von 370-

400 aufwiesen. Bei den potentiellen Interaktionspartnern des α14-Giardins handelte es sich 

neben dem α- und β-Tubulin (NCBI-Accession Nr. XP_001705720 bzw. XP_001707372) und 

dem α7.3-Giardin (NCBI-Accession Nr. AF514360) auch um eine Serin/Threonin-Kinase 

(Ser/Thr-Kinase, NCBI-Accession Nr. EAA39130). Alle möglichen Partnerproteine wurden im 

Folgenden auf eine Wechselwirkung mit dem α14 untersucht. 

 

3.1.6 Untersuchungen zur möglichen Interaktion zwischen den Mikrotubuli der 

Flagellen-Axonema und des α14-Giardins  

3.1.6.1 Ko-Lokalisierungsuntersuchungen an permeabilisierten Trophozoiten 

Da das Tubulin als Hauptkomponente der Flagellen einen potentiellen Interaktionspartner 

des α14-Giardins darstellte und die Lokalisation des α14-Giardins in den Flagellen bereits 

bewiesen wurde (Kap. 3.1.3), konnte von einer Ko-Lokalisation der beiden Proteine 

ausgegangen werden. Um dieses direkt nachzuweisen und eventuell tiefere Einblicke in die 

mögliche Wechselwirkung dieser beiden Proteine zu bekommen, wurden zunächst 

Immunfluoreszenz-Aufnahmen an permeabilisierten Trophozoiten durchgeführt (Kap. 

2.6.13). Die dafür eingesetzten primären Antikörper, anti-α14 und anti-Tubulin, wurden mit 

entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-tragenden sekundären Antikörpern detektiert, die sich 

in ihrer Anregungs- und Emissionswellenlänge unterschieden und somit Ko-

Lokalisierungsstudien möglich machten (Tab. 2.2). 
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Anders als das Tubulin, welches als strukturbildendes Protein in der gesamten Ausdehnung 

der Axonems nachweisbar war, konnte das α14-Giardin ausschließlich in dem außerhalb des 

Zellkörpers liegenden, membranumgebenen Bereich der Flagellen detektiert werden 

(Abbildung 3.1.6 A). Die Abschnitte, die sich noch im Zellkörper befinden, wurden nicht 

erkannt. Des Weiteren wurde in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen erneut 

deutlich, dass sich das α14 lediglich in gewissen Regionen, wie z.B. im distalem Ende der 

Flagellen, befand. Eine Überlagerung beider fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 

3.1.6 A Merge) veranschaulichte dabei die Ko-Lokalisierung von Tubulin und α14 in diesen 

Bereichen der Flagellen. Gleiche Ergebnisse konnten auch bei fluoreszenzmikroskopischen 

Untersuchungen an isolierten Flagellen erzielt werden (Abb. 3.1.6 B).  

 

A 

 

B 

 

Abb. 3.1.6: Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α14-Giardin und Tubulin in G. lamblia. 
Immunfluoreszenz-Aufnahmen von permeabilisierten Trophozoiten (A)  isolierten Flagellen (B). α14, Markierung 
mit α14-Antiserum und CY3-konjugierten sek. Antikörpern; Tub, Markierung mit anti-Tubulin-Antikörpern und 
CY2-konjugierten sek. Antikörpern; Merge, Doppelmarkierung mit anti-α14- und anti-Tubulin-Antikörpern; DIC, 
Durchlicht; Antikörperkonzentrationen siehe Tab. 2.2.  

5 µm 

α14 Tub Merge DIC 

5 µm 

α14 Tub Merge DIC 
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3.1.6.2 Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α14-Giardin und giardialem 
Tubulin-Cytoskelett 

Zur genaueren Untersuchung der potentiellen Interaktion zwischen α14 und den Mikrotubuli 

der Flagellen wurden Immunfluoreszenz-Aufnahmen an isolierten Cytoskeletten der 

Trophozoiten durchgeführt (Kap. 2.6.13). Anhand der isolierten Cytoskelette konnte nun 

mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie festgestellt werden, ob eine direkte Interaktion des 

α14-Giardins mit den Axonema vorliegt. Zur exakten Lokalisierung des α14 wurden die 

Cytoskelette nicht nur mit dem anti-α14-, sondern auch mit einem anti-Tubulin-Antiserum 

inkubiert, sodass eine Ko-Lokalisierung der beiden Proteine am Cytoskelett detektiert 

werden konnte. Wie in Abbildung 3.1.7 zu sehen ist, erzeugten sowohl der Antikörper gegen 

das α14 als auch das Prä-Immunserum eine ähnliche Hintergrund-Fluoreszenz, 

währenddessen das aus ventraler Scheibe und acht Flagellenpaaren bestehende Tubulin-

Cytoskelett gut zu erkennen ist. Aus diesem Grund ist eine direkte Interaktion 

unwahrscheinlich, es sei denn, an Mikrotubuli gebundenes α14 wäre bei der Durchführung 

des Versuches von dem Cytoskelett getrennt worden. 

 

 

 

Abb. 3.1.7: Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α14-Giardin und giardialem Tubulin-Cytoskelett. 
α14, Markierung mit α14-Antiserum und CY3-konjugierten sek. Antikörpern; Tub, Markierung mit anti-Tubulin-
Antikörpern und CY2-konjugierten sek. Antikörpern; Merge, Doppelmarkierung mit anti-α14- und anti-Tubulin-
Antikörpern; α14PI, Markierung mit Prä-Immunserum und CY3-konjugierten sek. Antikörpern; DIC, Durchlicht; 
Antikörperkonzentrationen siehe Tab. 2.2.  

α14 Tub Merge DIC 

α14PI DIC 

10 µm 

10 µm 
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Obwohl eine direkte Bindung des α14 an die Axonema aufgrund der oben beschriebenen 

Beobachtungen unwahrscheinlich war, bestand die Möglichkeit, dass die Wechselwirkung 

über ein Linkerprotein vermittelt wurde, da auch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen  

auf eine Interaktion mit den Mikrotubuli hindeuteten (Kap. 3.1.3.2, Abbildung 3.1.4). Aus 

diesem Grund wurden die isolierten Cytoskelette vor der Antikörper-Inkubation mit entweder 

Rohextrakt (7,5 mg), rekombinanten α14 (1 mg) oder nacheinander mit beiden überschichtet, 

um eine Linker-vermittelte Interaktion feststellen zu können.  

 

 

 

 

Abb. 3.1.8: Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α14-Giardin und giardialem Tubulin-Cytoskelett 
nach Inkubation mit rekombinanten α14. α14, Markierung mit α14-Antiserum und CY3-konjugierten sek. 
Antikörpern; Tub, Markierung mit anti-Tubulin-Antikörpern und CY2-konjugierten sek. Antikörpern; Merge, 
Doppelmarkierung mit anti-α14- und anti-Tubulin-Antikörpern; α14PI, Markierung mit Prä-Immunserum und 
CY3-konjugierten sek. Antikörpern; DIC, Durchlicht; Antikörperkonzentrationen siehe Tab. 2.2.  

 

Bei der Überschichtung mit Zellextrakt war jedoch kein Unterschied im Vergleich zum Prä-

Immunserum zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Das Ausbleiben eines Signals nach der 

Inkubation mit Trophozoiten-Extrakt war wahrscheinlich auf die zu geringe Proteinmenge 

zurückzuführen. Im Gegensatz dazu war nach der Inkubation sowohl mit rekombinanten α14 

(Abb. 3.1.8) als auch mit der Kombination aus Rohextrakt und α14 (Daten nicht gezeigt) eine 

Zunahme der Fluoreszenz über das ganze Cytoskelett zu erkennen. Dieses kann vermutlich 

auf ein unspezifisches Binden des rekombinanten Proteins zurückzuführen sein.  Die Frage, 

ob das native α14 eine Wechselwirkung mit Tubulin eingehen kann, konnte durch diese 

Versuche somit noch nicht beantwortet werden.  

10 µm 

10 µm 

α14 Tub Merge DIC 

DIC α14PI 



Ergebnisse  66 

3.1.7 Biochemische Untersuchungen an und Interaktionsstudien mit den potentiellen 

Bindepartnern α7.3-Giardin bzw. Ser/Thr-Kinase 

3.1.7.1 Herstellung rekombinanter Plasmidkonstrukte pET16b-α7.3 und -STK 

Neben dem Tubulin wurden durch Massenspektrometrie auch das α7.3-Giardin und eine 

Ser/Thr-Kinase als mögliche Interaktionspartner des α14-Giardins identifiziert. Um mögliche 

Wechselwirkungen zwischen diesen potentiellen Bindepartnern und dem α14-Giardin auch 

biochemisch nachzuweisen, wurden Antikörper gegen die beiden Proteine benötigt. Aus 

diesem Grund mussten zunächst Plasmidkonstrukte mit den inserierten Genen von α7.3 und 

der Ser/Thr-Kinase hergestellt werden (Kap. 2.5.20). Während das α7.3-Gen in voller Länge 

in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert wurde, wurden bei der Kinase nur bestimmte 

Teilbereiche berücksichtigt. Nach der abgeleiteten Proteinsequenz der Ser/Thr-Kinase wird 

die N-terminale Kinase-Domäne (AS 10-280) durch eine Linkerregion mit einer Ankyrin-

Domäne am C-Terminus (AS 508-676) verbunden. Während die Aktivitäten von Proteinen in 

vielen Fällen über Phosphorylierungen/Dephosphorylierungen durch Proteinkinasen reguliert 

werden, ist das Ankyrinmotiv eines der am häufigsten in der Zelle vorkommenden Protein-

Protein-Interaktionsmotive. Da theoretisch jede der beiden Domänen mit dem α14-Giardin 

interagieren kann, wurden die verschiedenen Sequenzbereiche der einzelnen Domänen jede 

für sich in einen Expressionsvektor inseriert. Somit konnten die Domänen nach 

Überproduktion einzeln auf ihre Interaktion mit den α14-Giardin untersucht werden. Anhand 

der Gensequenzinformationen aus NCBI-Datenbank wurden jeweils homologe Primer 

synthetisiert (Tab. 2.5), die entweder das α7.3-Giardin-Gen flankierten oder zur Amplifikation 

der Gene für die Kinase-Domäne (STK) bzw. die Ankyrin-Domäne (Ank) der Ser/Thr-Kinase 

eingesetzt werden konnten. Die mittels PCR (Kap. 2.5.8) vermehrten Genfragmente wurden 

über Restriktionsschnittstellen letztendlich in einen Expressionsvektor inseriert und mit Hilfe 

eines Expressionsstammes heterolog exprimiert (Kap. 2.5.15-2.5.21). Das nachfolgende 

Schema (Abb. 3.1.9) verdeutlicht die einzelnen Klonierungsstrategien zur Konstruktion der 

rekombinanten Plasmide pET16b-α7.3 und pET16b-STK (Anhang 7.6). pJC45-Ank wurde im 

Rahmen der Bachelorarbeit von LUDWIG (2005) hergestellt und deswegen hier nicht weiter 

aufgeführt.  
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Abb. 3.1.9: Klonierungsstrategie zur Herstellung der Plasmidkonstrukte pET16b-α7.3 und -STK.  
Die Konstruktion der Plasmide ist in Kapitel 2.5.20 detailliert beschrieben. Schwarz: Klonierung α7.3, blau: 
Klonierung STK. AMP, Ampicillin-Resistenz; MCS, „multiple-cloning-site“; „His-tag“, „Histidin-tag“; P(T3),  
T3-Promotor; P(T7), T7-Promotor; RV, Restriktionsverdau. 
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3.1.7.2 Heterologe Expression und Aufreinigung des rekombinanten α7.3-Giardins 

sowie der Kinase- und der Ankyrin-Domäne 

Zur heterologen Expression (Kap. 2.5.21) des rekombinanten α7.3-Giardins sowie der 

Kinase- und der Ankyrin-Domäne wurden die konstruierten E. coli-Expressionsstämme BL21 

(DE3) pLysS /pET16b-α7.3,  BL21 (DE3) pLysS/pET16b-STK und BL21 (DE3) 

Rosetta/pJC45-Ank verwendet. Wie in Abbildung 3.1.10 A ersichtlich, wurden alle drei 

rekombinanten Proteine erfolgreich exprimiert, lagen jedoch in Einschlusskörpern vor und 

mussten vor der Aufreinigung mittels Metallchelat-Affinitätschromatographie mit 8 M 

Harnstoff solubilisiert werden (Kap. 2.6.2.1). Die Bestätigung der Expression wurde durch 

eine immunologische Detektion mittels anti-Penta-His-Antikörper erbracht, der gegen den 

„His(10)-tag“ der Fusionsproteine gerichtet war (Abb. 3.1.10 B, Kap. 2.6.9).  

 

 

                                         

Abb. 3.1.10: SDS-PAGE und „Western Blot“ nach heterologer Expression von α7.3, STK und Ank.  
(A) SDS-PAGE mit den Pelletfraktionen nach 3-stündiger heterologen Expression von α7.3, STK und Ank (von 
links nach rechts). Rote Pfeile zeigen exprimierte Proteine. (B) „Western-Blot“ der Pelletfraktionen mit anti-Penta-
His Antikörpern (Tab. 2.2). Ca. 20 µg Gesamtprotein aus Pelletfraktion pro Spur.  

 

Die erhaltenen Elutionsfraktionen nach Aufreinigung der jeweiligen rekombinanten Proteine 

mittels Metallchelat-Affinitätschromatographie sind in Abbildung 3.1.11 dargestellt. Diese 

zeigt eine deutliche Anreicherung des jeweiligen Proteins.  

α 7.3       STK        Ank 

45 kDa - 

31 kDa - 

 

A 

 

B 

α 7.3        STK          Ank 
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3.1.11: Aufreinigung von α7.3, STK und Ank mittels Ni-NTA. SDS-Gel mit verschiedenen Fraktionen (je 30 µl 
jeder Fraktion) der Aufreinigung von α7.3, STK und Ank (von links nach rechts). W, letzter Waschschritt; 0,25-0,1, 
Elutionsfraktionen mit 0,25 – 1 M Imidazol. Molekulargewichte der rekombinanten Proteine: 35,5 kDa für α7.3, 
36,7 kDa für STK und  28,0 kDa für Ank. 

 

Nach Reinigung und Dialyse (Kap. 2.6.5) betrug die Proteinausbeute für das α7.3 und die 

Ankyrin-Domäne 0,6 mg/ml, für die Kinase-Domäne hingegen 0,1 mg/ml in einem 

Gesamtvolumen von 5 ml. Die aufgereinigten Proteine wurden im Anschluss zur Gewinnung 

von spezifischen polyklonalen Antikörpern (Kap. 2.6.11) gegen das α7.3-Giardin, die Kinase-

Domäne bzw. die Ankyrin-Domäne der Ser/Thr-Kinase eingesetzt. 

 

3.1.7.3 Interaktionsnachweis mittels „Far Western“-Analyse  

Durch eine „Far Western“-Analyse (Kap. 2.6.10) sollte geklärt werden, ob das α7.3-Giardin 

oder die Kinase- bzw. Ankyrin-Domäne der Ser/Thr-Kinase eine Bindeaffinität zum α14-

Giardin aufwies. Hierfür wurden jeweils die rekombinanten Proteine (α7.3, STK und Ank) 

nach SDS-PAGE auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (Kap. 2.6.9) und diese 

anschließend mit rekombinanten α14 inkubiert. Bei bestehender Interaktion würde das α14 

auf der Höhe des möglichen Bindepartners mittels immunologischer Detektion nachzuweisen 

sein. Abbildung 3.1.12 zeigt eine positive Reaktion für alle drei rekombinanten Proteine, 

wohingegen das als Negativkontrolle eingesetzte BSA offensichtlich keine Bindung mit dem 

Giardin einging. Dieses Ergebnis bestärkt die Annahme einer möglichen Wechselwirkung 

zwischen den identifizierten Bindepartnern und dem α14-Giardin. 

66 kDa -  

45 kDa -  

31 kDa -  

21 kDa -  

              0,25             0,5               W     0,25     0,5      1       W    0,25  0,5    1 

               α7.3                                 STK                                     Ank 
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3.1.7.4 Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α14-Giardin mit den potentiellen 

Bindepartnern  

Zur Bestätigung der mittels „Far Western“-Analyse (Kap. 2.6.10) nachgewiesenen 

Interaktionen zwischen dem α7.3-Giardin, der Kinase- und der Ankyrin-Domäne mit dem 

α14-Giardin wurden immuncytologische Ko-Lokalisierungsstudien an permeabilisierten 

Trophozoiten von G. lamblia durchgeführt (Kap. 2.6.13) . Bei einer Interaktion mit α14 sollte 

das jeweilige Protein zumindest teilweise in den Flagellen zu finden sein. Die fixierten und 

permeabilisierten Trophozoiten wurden sowohl mit dem α14-Antiserum als auch mit den 

gegen die Bindepartner gerichteten Antiseren inkubiert. Die verschiedenen 

Fluoreszenzfarbstoffe an den sekundären Antikörpern machten einen Nachweis der Proteine 

in der Zelle möglich. Während sich die Kinase vorwiegend an der Innenseite der 

Plasmamembran des Zellkörpers befand (Abb. 3.1.13 B und C), aber auch eine leichte 

Fluoreszenz in den Flagellen zeigte, war das α7.3 homogen im Zellkörper verteilt (Abb. 

3.1.13 A). Im Gegensatz zur „Far Western“-Analyse ließen diese immuncytochemischen 

Studien somit keine Ko-Lokalisierung von α14 und α7.3 in den Flagellen erkennen, womit 

eine Wechselwirkung der beiden Proteine unwahrscheinlich wurde. Ein in Anschluss 

durchgeführter „Western Blot“ (Kap. 2.6.9) mit isolierten Flagellen bestätigte zusätzlich das 

Vorkommen des Ser/Thr-Kinase in den Flagellen (Abb. 3.1.13 D), womit eine 

Wechselwirkung von der Kinase mit dem α14-Giardin wahrscheinlich war. 

66 kDa -  

45 kDa -  

31 kDa -  

BSA     α7.3        STK         Ank 

Abb. 3.1.12: „Far Western“-Analyse  mit 
rekombinanten α7.3, STK und Ank.  
Nach Auftrennung der rekombinanten Proteine (je  
3 µg) und Inkubation mit α14 wurde ein 
immunologischer Nachweis mittels α14-Antiserums 
(Tab. 2.2) durchgeführt. 
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A  

  

B 

      

C 

      

           

Abb. 3.1.13: Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α14-Giardin mit den möglichen Bindepartnern in 
G. lamblia. Immunfluoreszenz-Aufnahmen an permeabilisierten Trophozoiten. Ko-Lokalisierung von α14 mit dem 
α7.3-Giardin (A),  der Kinase-Domäne (B) und der Ankyrin-Domäne der Ser/Thr-Kinase (C). Nachweis der STK 
mittels „Western Blot“ von isolierten Flagellen (D). α14, Markierung mit α14-Antiserum und CY3- bzw. CY2 (im 
Fall von STK) -konjugierten sek. Antikörpern; α7.3, Markierung mit α7.3-Antiserum und CY2-konjugierten sek. 
Antikörpern; STK, Markierung mit STK-Antiserum und Alexa568® oder HRP-gekoppelten sek. Antikörpern; Ank, 
Markierung mit Ank-Antiserum und Alexa488® sek. Antikörpern; Merge, Doppelmarkierung mit α14- und 
jeweiligen Bindepartner-Antiseren; PI, Markierung mit jeweiligem Prä-Immunserum; Antikörperkonzentrationen 
siehe Tab. 2.2. 
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3.1.7.5 Untersuchung zur Interaktion der Bindepartner mittels „Yeast-Two-Hybrid“-

System 

Mit Hilfe des „Yeast-Two-Hybrid“-Systems (Kap. 2.7) wurden die potentiellen Protein-

Interaktionen zwischen dem α14-Giardin und den möglichen Bindepartnern auf genetischem 

Weg untersucht. Auch war eine genauere Analyse, welche Domäne der Ser/Thr-Kianse zur 

potentiellen Interaktion beiträgt, möglich. Da bereits bekannt war, dass die im Rahmen der 

Diplomarbeit von S. WELLING (2007) hergestellten Plasmidkonstrukte (Tab. 2.7) weder eine 

transkriptionale Aktivität (Kap. 2.7.6) noch einen toxischen Einfluss auf das Wachstum der 

Hefezellen ausübten (Kap. 2.7.7), konnten nach Paarungen der Hefezellen (Tab. 2.8) alle 

hergestellten Fusionsstämme mit Hilfe eines „Drop Dilution Assays“ (Kap. 2.7.3) auf die 

mögliche Protein-Protein-Interaktion untersucht werden. Abbildung 3.1.14 A zeigt den 

durchgeführten Tropftest der gepaarten Fusionstämme auf den verschiedenen 

Selektionsmedien. 

 

 

      

 

          

Abb. 3.1.14: Wachstumsnachweis der Fusions-Hefestämme auf verschiedenen Selektionsmedien. 
(A) Tropftest mit 10-104 Zellen der jeweiligen gepaarten Stämme auf SD/ -Leu/ -Trp, TDO und QDO. β-Tub/ 
STK/α7.3/Ank, jeweiliges pGADT7-Konstrukt gepaart mit pGBKT7-α14; NK, Negativkontrolle; PK,  
Positivkontrolle. (B) Wachstum des Fusionsstamms (pGADT7-Ank gepaart mit pGBKT7-α14) und der 
Positivkontrolle auf QDO + α-X-Gal. 

            SD/-Leu/-Trp                                       TDO                                            QDO 

    NK -  

β-Tub -  

STK -  

    α7.3 -  

Ank -  

PK -  

Zellen     104        103        102        10        104       103        102         10        104       103        102       10  

A 

B 
      Ank                 PK 
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Die durchgeführten Kombinationen der Bait + Prey–Paarung zeigten (Abb. 3.1.14 A), dass 

die Wechselwirkungen von α14 mit α7.3-Giardin, β-Tubulin und der Kinase-Domäne der 

Ser/Thr-Kinase auf genetischer Ebene nicht bestätigt werden konnten. Diese Fusionstämme 

zeigten ausschließlich ein Wachstum auf den SD/ –Leu/ –Trp- Platten, die zum Nachweis der 

erfolgreichen Paarung dienten.  

Eine positive Interaktion konnte nur bei der Paarung zwischen α14 und der Ankyrin-Domäne 

der Ser/Thr-Kinase festgestellt werden, da die auf dem speziellen  Selektionsmedium 

gewachsenen Kolonien einen blauen Phänotyp zeigten (Abb. 3.1.14 B). Somit hatten sich 

durch die Wechselwirkung von α14 und der Ankyrin-Domäne auch die Binde- und 

Aktivierungsdomäne des GAL4-Transkriptionsfaktors gefunden und einen intakten Faktor 

gebildet. Der Faktor induzierte daraufhin die Expression der Reportergene, sodass der 

Fusionsstamm auf dem Selektionsmedium ohne Histidin und Adenin wachsen konnte. 

Gleichzeitig katalysierte die exprimierte α-Galaktosidase einen Farbumschlag des 

zugegebenen Farbreagenz, der optisch als Blaufärbung der Kolonien sichtbar wurde. Die 

mitgeführten Positiv- und Negativkontrollen wurden in gleicher Weise wie oben beschrieben 

behandelt und dienten zur Überprüfung der Zuverlässigkeit des „Yeast-Two-Hybrid“-

Systems. Die Positivkontrolle bestand aus pGBKT7 + p53, während die Negativkontrolle dem 

Konstrukt pGBKT7 + lam entsprach. Der Interaktionsvektor für beide Kontrollen war jeweils 

pGADT7 -recT. Beide Kontrollen entsprachen den Erwartungen. Die Positivkontrolle wuchs 

nach der Paarung auf allen Selektionsmedien (Abb. 3.1.14 A+B), während die 

Negativkontrolle nur ein Wachstum auf den SD/ -Leu/ -Trp-Platten zeigte (Abb. 3.1.14 A). 

 

3.1.7.6 Expressionsnachweis der Interaktionspartner in Hefe 

Zum Nachweis der Expression sowohl des α14-Giardins als auch der Ankyrin-Domäne in 

Hefe wurde wie in Kapitel 2.7.10 beschrieben eine Immunpräzipitation durchgeführt. Da die 

verwendeten Vektoren neben den Promotoren für die Binde- oder Aktivierungsdomäne des 

GAL4-Transkriptionsfaktors auch einen T7-Promotor aufwiesen, wurden nicht nur die 

Fusionsproteine α14+BD bzw. Ank+AD exprimiert, sondern auch die mit einem „tag“ 

versehenen Fusionsproteine („α14+cMyc-tag“ oder „Ank+HA-tag“). Mittels gegen die „tags“ 

gerichteter Antikörper konnten nun die exprimierten Proteine aus dem Heferohextrakt 

präzipitiert und immunologisch nachgewiesen werden. Die mit den grünen Pfeilen 

gekennzeichneten Banden in der Abbildung 3.1.15 zeigen jeweils das nachzuweisende 

exprimierte Protein (α14+cMyc 37,3 kDa; Ank+HA 28,4 kDa). Um was es sich bei der  

höhermolekularen Proteinbande (rote Pfeile), die in den Spuren 3 und 4 auf der gleichen 

Höhe zu sehen ist, handelt, bleibt unklar. Ein möglicher Proteinkomplex aus beiden  



Ergebnisse  74 

Bindepartnern konnte nicht angenommen werden, da dieser eine andere Molekülgröße 

aufweisen müsste. Zur Bestätigung, dass die jeweiligen Antikörper auch das mit einem „tag“ 

versehene Protein erkennen konnten, wurden zwei Hefestämme mitgeführt, wobei einer das 

TCO89-Protein mit „cMyc-tag“ und der andere das TCO89-Protein mit „HA-tag“ exprimierte. 

In Spur 2 des Bildes 3.1.15 repräsentiert die oberste Bande das 108,8 kDa große cMyc-

gekoppelte TCO89-Protein (TCO89 88,8 kDa + cMyc-tag 20 kDa), die beiden unteren 

Banden sind auf die Antikörperketten zurückzuführen. Auch die Detektion des exprimierten 

TCO89+HA verlief erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Der als Negativkontrolle verwendete 

Wildtypstamm AH109 (Spur 1) sollte etwaige Kreuzreaktionen des Antikörpers ausschließen. 

Er zeigte, wie erwartet, weder nach Inkubation mit dem anti-cMyc- (Spur 1, Abb. 3.1.15) 

noch mit dem anti-HA-Antikörper (Daten nicht gezeigt) eine Reaktion. 

 

                                             

Abb. 3.1.15: „Western Blot“ der Immunpräzipitation zum Expressionsnachweis der möglichen 
Bindepartner in Hefe. Durchführung wie in Kapitel 2.7.10 beschrieben. Inkubation des mit Sepharose G-Beads 
behandelten Zellextrakts. Spur 1, Wildtypstamm AH109 mit anti-cMyc-Antiserum; Spur 2, Zellextrakt der 
Positivkontrolle (TB50 MATa TCO89-13myc-kanMX6) mit cMyc-Antiserum; Spur 3, Fusionsstamm (pGADT7-Ank 
gepaart mit pGBKT7-α14) mit cMyc-Antiserum; Spur 4, Fusionsstamm (pGADT7-Ank gepaart mit pGBKT7-α14) 
mit HA-Antiserum; Antikörperkonzentrationen siehe Tab. 2.2. 

   1            2            3            4 
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  45 kDa - 
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  25 kDa - 
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3.1.8 Phosphorylierungsnachweis des α14-Giardins 

Die Interaktion zwischen der Ankyrin-Domäne mit dem α14-Giardin deutet auf die 

Möglichkeit einer Phosphorylierung des gebundenen α14-Giardins durch die Kinase-Domäne 

der Ser/Thr-Kinase hin. Zur Ermittlung der theoretischen Phosphorylierungsstellen innerhalb 

der α14-Sequenz wurde das Computerprogramm „NetPhos 2.0“ und „NetPhosK 1.0“ 

verwendet (Anhang 7.3). Für sechs der mit „NetPhos 2.0“ ermittelten potentiellen 

Phosphorylierungstellen (Abb. 3.1.16) wurde eine Phosphorylierungswahrscheinlichkeit von 

über 90% vorhergesagt. Kombiniert mit dem Programm NetPhosK 1.0 (BLOM et al., 2004), 

welches Kinase-spezifische Phosphorylierungsstellen in Eukaryonten feststellt und eine 

Reihe spezieller Kinasen berücksichtigt, war die wahrscheinlichste Phosphorylierungsstelle 

am Threonin 178 mit einem Score von 0,91. Um die Phosphorylierungsannahme 

experimentell zu untermauern, wurden verschiedene Nachweisreaktionen durchgeführt. 

 

 

 

Abbildung 3.1.16.: Potentielle Phosphorylierungsstellen das α14-Giardins. Online-Sequenzanalyse mit 
„NetPhos 2.0“. 

 

Zunächst erfolgten Kinasetests mit dem Zellextrakt von G. lamblia mittels 

Phosphorylierungsversuchen mit [γ-32P]-markiertem ATP (Kap. 2.6.19). Dazu wurde  

G. lamblia-Rohextrakt und die Elutionsfraktion nach Affinitätschromatographie an α14-

Sepharose 4B (Kap. 2.6.2.2) auf eine Autophosphorylierung der Kinase und eine mögliche 

Phosphorylierung des α14 überprüft. 
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Abb. 3.1.17: Autoradiographische Analyse phosphorylierter Proteine nach SDS-PAGE. A: Rohextrakt aus 
G. lamblia. B: Elutionsfraktion nach Affinitätschromatographie an α14-Sepharose 4B unter Calcium-Zugabe. Die 
Gele wurden  (A) 90 min und (B) üN exponiert. Die Zahlenwerte oberhalb der jeweiligen Abbildungen geben die 
Phosphorylierungsdauer an. M, Molekulargewichtsstandard „pageruler“ (MBI Fermentas); RM, 
Radioaktivstandard. 

 

Das Vorhandensein einer allgemeinen Kinaseaktivität im Zellextrakt wurde durch die 

Zunahme der Signalintensität bei fortschreitender Reaktionsdauer deutlich (Abb. 3.1.17 A). 

Dabei fielen im Gel einzelne Banden um die 40 bis 60 kDa auf, die eine stärkere 

Schwärzung als die Restproteine aufwiesen. Bei der Untersuchung der Elutionsfraktion (Abb. 

3.1.17 B, Kap. 3.1.4) konnte erst nach 60-minütiger Exposition ein Bandenmuster mit 

definierten Banden in Höhe von ca. 38, 43, 55, 80 und 120 kDa detektiert werden. Der obere 

Pfeil in der Abbildung weist auf die potentiell autophosphorylierte Ser/Thr-Kinase hin, 

während der untere das mögliche phosphorylierte α14-Giardin kennzeichnet. 

 

Zur Überprüfung, ob es sich bei der unteren Bande um ein α-Giardin handeln könnte, wurden 

die löslichen α-Giardine wie in Kapitel 2.6.17 beschrieben unter Zugabe eines Phosphatase-

Inhibitor-Cocktails aus dem Zellextrakt isoliert. Als Nachweis der erfolgreichen Isolierung 

- 170 kDa - 
- 130 kDa - 

 -  71 kDa - 

  - 55 kDa - 

  - 40 kDa - 

  - 33 kDa - 

  - 24 kDa - 
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wurde eine „Western Blot“-Analyse mit dem Proteingemisch durchgeführt, bei der gegen das 

α1-, das α2- und das α14-Giardin gerichtete Antikörper eingesetzt wurden (Abb. 3.1.18). 

 

 

          

 

Darauffolgend wurden die isolierten α-Giardine zur Detektion von Phosphoproteinen im SDS-

Gel (Abb. 3.1.19, Kap. 2.6.8.3) eingesetzt. Neben diesen und dem zu untersuchenden 

Rohextrakt dienten Chymotrypsin als Negativ- und phosphoryliertes Tau (Mikrotubuli-

assoziiertes Protein) als Positivkontrolle.  

 

 

                                                               

Abb. 3.1.19: Phosphorylierungsnachweis mittels „Pro-Q Diamond phosphoprotein gel stain“-Kit. 
Coomassie-gefärbtes SDS-Gel im Vergleich zum Phosphorylierungsgel mit 10 µg Zellextrakt (in Anwesenheit von 
Phosphatase-Inhibitoren) (A), 10 µg isolierter α-Giardine (in Anwesenheit von Phosphatase-Inhibitoren) (B),  
50 µg Chymotrypsin als Negativkontrolle (C). Grüner Pfeil kennzeichnet das α14-Giardin. 

 

In der SDS-PAGE in Abbildung 3.1.19 A und B ist zu sehen, dass sowohl im Zellextrakt als 

auch bei den isolierten α-Giardinen die gleichen Banden leuchteten. Die grünen Pfeile 

kennzeichnen dabei das mittels „Western Blot“ detektierte α14-Giardin. Die Positivkontrolle 

zeigte die erwartete Tau-Bande bei 65 kDa und auch das sich im Marker befindliche 

phosphorylierte Ovalbumin fluoreszierte (Daten nicht gezeigt). Jedoch war auch eine leichte 

Fluoreszenz der Negativkontrolle zu verzeichnen (Abb. 3.1.19 C).  

                RE         α-Giardine   NK 
A B

  
C 

45 kDa - 

35 kDa - 

45 kDa - 

35 kDa - 

35 kDa - 

25 kDa - 

   α1            α2            α14 

Giardin 

Abb. 3.1.18: Immunologischer Nachweis verschiedener 
α-Giardine nach Isolierung aus dem Zellektrakt. 
Je 5 µg des Proteingemischs wurden pro Spur aufgetragen 
und mit entweder α1-, α2- oder α14-Antiserum behandelt. 
Als sekundärer Antikörper diente anti-Kaninchen–HRP 
konjugierter-Antikörper (Tab. 2.2). 
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Als letzten Nachweis der potentiellen Phosphorylierung von α14 wurde eine Metallhydroxid-

Affinitätschromatographie nach WOLSCHIN et al. (2005)  durchgeführt (Kap. 2.6.2.3). Das hier 

verwendete Aluminiumhydroxid bindet an negativ-geladene Phosphatgruppen 

phosphorylierter Proteine und ermöglicht so deren Anreicherung und Aufreinigung. Wie in 

Abbildung 3.1.20 A zu sehen ist, entsprachen die mitgeführten Kontrollproteine den 

Erwartungen. Das nicht phosphorylierte Lysozym (grüner Pfeil) konnte nicht an das 

Aluminiumhydroxid binden und wurde durch die erfolgten Waschschritte vollständig von der 

Matrix entfernt, wohingegen das phosphorylierte Ovalbumin (roter Pfeil) erst nach der 

Verdrängungsreaktion mit Natriumpyrophosphat von der Säule eluierte. Bei der Aufreinigung 

der Phosphoproteine aus dem G. lamblia-Rohextrakt wurde die Matrix solange mit 

Waschpuffer inkubiert, bis keine Proteine mehr nachweisbar waren. Die erhaltene 

Elutionsfraktion nach Einsatz des Natriumpyrophosphats wurde aufgrund der niedrigen 

Proteinkonzentration komplett gefällt und für eine „Western Blot“-Analyse verwendet. Der 

immuncytochemische Nachweis des α14-Giardins bestätigte die Vermutung eines 

phosphorylierten α14-Giardins in G. lamblia (Abb. 3.1.20 B). 

 

A       B 

                                                                        

Abb. 3.1.20: Aluminiumhydroxid-Affinitätschromatographie mit denaturiertem Zellextrakt zur 
Anreicherung von Phosphoproteinen. (A) SDS-PAGE mit den erhaltenen Fraktionen nach 
Affinitätschromatographie mit den Kontrollproteinen. (B) „Western Blot“ mit der Elutionsfraktion nach der 
Affinitätschromatographie mit G. lamblia-Rohextrakt. D, Durchlauf; W1 & W7, Waschschritte; E, Elution mit 
Natriumpyrophosphat (D, W1, W7, E zeigen Fraktionen der Chromatographie mit den Kontrollproteinen auf dem 
SDS-Gel). Grüner Pfeil kennzeichnet das nicht-phosphorylierte Lysozym, roter Pfeil das phosphoyrylierte 
Ovalbumin. WB, „Western Blot“ des Eluats nach Chromatographie mit Zellextrakt, immunodekoriert mit  
α14-Antiserum (Proteinmengen siehe Kapitel 2.6.2.3). 

 D     W1  W2    E                               WB 
66 kDa - 

45 kDa - 

21 kDa - 

14 kDa - 
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3.1.9 Nachweise zur Oligomerisierungsfähigkeit des α14-Giardins  

3.1.9.1 Detektion von α14-Oligomeren bei Verwendung des Sulfo-SBED-Crosslinkers 

Das eigentlich zur Fahndung nach potentiellen Interaktionspartnern von α14 eingesetzte 

„ProFoundTM Sulfo-SBED Biotin Label Transfer-Kit“ erbrachte den ersten Hinweis, dass das 

α14-Giardin die Fähigkeit zur Oligomerisierung besitzt. Der genaue Reaktionsmechanismus 

des Crosslinkers ist in Kapitel 2.6.20 beschrieben. Nach Beendigung der Crosslinkerreaktion 

sollten mögliche Bindepartner des α14-Giardins mittels „Western Blot“-Analyse (Kap. 2.6.9) 

detektiert werden können.         

 

                                                   

Abb. 3.1.21: „Western Blot“ nach Einsatz des „ProFoundTM Sulfo-SBED Biotin Label Transfer-Kit“. 
„Western-Blot“ mit α14-Sulfo-SBED-Crosslinker vor Inkubation mit Rohextrakt (Spuren 1 und 2) und nach 
Inkubation mit Rohextrakt (Spuren 3 und 4). Anwesenheit von DTT (Spuren 1 und 3), Abwesenheit von DTT 
(Spuren 2 und 4). Inkubation mit α14-Antiserum. Rote Pfeile zeigen potentielle Oligomere. 

 

In Abbildung 3.1.21 ist eine der durchgeführten „Western Blot“-Analyse dargestellt. Dabei 

diente der Crosslinker, der ausschließlich mit dem α14 gekoppelt war, als Kontrolle. Dieser 

sollte sowohl mit und auch ohne Zugabe von DTT zur Probe jeweils ein Signal für α14 nach 

Inkubation mit dem α14-Antiserum zeigen. Bei der Immundekoration mit dem Streptavidin-

Antikörper hingegen sollte in Anwesenheit von DTT kein Signal und in Abwesenheit von DTT 

das α14-Giardin nachgewiesen werden. Oligomere sollten gar nicht zu sehen sein. Die 

„Western Blot“-Analyse zeigte jedoch abweichende Ergebnisse. Sowohl der anti-α14- als 

auch der Streptavidin-Antikörper zeigten das gleiche Verhalten. Beide Antikörper konnten ein 

Protein auf der α14-Höhe sowohl in An- als auch in Abwesenheit von DTT detektieren (Spur 

1). Unter nicht-reduzierten Bedingungen zeigten sich zusätzlich höher molekulare Banden 

 

   1         2        3        4 

 Kontrolle           RE 

122 kDa -  

 79 kDa -  

 47 kDa -  
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(Spur 2, roter Pfeil). Das gleiche Bild zeigte sich auch, wenn der α14-gekoppelte Crosslinker 

mit G. lamblia-Rohextrakt inkubiert und der Ansatz anschließend eine „Western Blot“-

Analyse unterzogen wurde (Spuren 3 und 4). Zur Überprüfung, dass das α14 auch das von 

dem Streptavidin-Antikörper detektierte Protein war, wurde der Blot erneut mit dem α14-

Antiserum inkubiert. Auch hier zeigten sich die gleichen Proteinbanden. Somit konnte davon 

ausgegangen werden, dass das α14 unter nicht-reduzierten Bedingungen Oligomere bildet 

(Spuren 2 und 4, rote Pfeile), welche sich schon vor oder während der Inkubation mit dem 

Crosslinker gebildet hatten.  

 

3.1.9.2 Nachweis der reversiblen Oligomerisierung des α14-Giardins 

Zur Bestätigung, dass das α14-Giardin, welches neun Cystenreste enthält, unter nicht- 

reduzierten Bedingungen wirklich in der Lage war, Oligomere auszubilden, wurde ein 

Nachweis auf intra- und intermolekulare Disulfidbrücken nach ALLORE und BARBER (Kap. 

2.6.21) durchgeführt. Diese Methode beruht auf ein signifikantes Laufverhalten eines 

Proteins in Abhängigkeit seines Redox-Zustands. Lag eine intramolekulare Disulfid-Brücke 

vor, sollte das oxidierte Monomer schneller laufen als das reduzierte. Bei einer 

intermolekularen Disulfid-Brücke würden hingegen höhermolekulare Proteinbanden sichtbar 

werden.  

 

 

 

Abb. 3.1.22: Reversible Oligomerisierung des α14-Giardins nach ALLORE & BARBER (1984). SDS-PAGE des 
α14-Giardin in An- und Abwesenheit von DTT. Spur 1, reduziertes α14 (20 µg); Spur 2, nicht-reduziertes α14(20 
µg); Spur 3, Monomer-Bande aus Spur 2 nicht-reduziert; Spuren 4-7, markierte Banden aus Spur 3 nicht-
reduziert; Spuren 8-11, markierte Banden von Spur 3 reduziert aufgetragen; WB: „Western Blot“ der Spur 2 
(inkubiert mit α14-Antiserum, Tab. 2.2).  

 1       2         3        4       5       6        7          8        9      10     11           WB 
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Wie in Abbildung 3.1.22 zu erkennen ist, erschienen nur in Abwesenheit von DTT neben 

dem Monomer (40,7 kDa) auch höhermolekulare Banden des α14-Giardins (Spur 2). Deren 

Laufverhalten blieb auch bei einer Re-Elektrophorese unter denselben Bedingungen gleich 

(Spur 4-7). Wurde dann das reduzierte Monomer wiederum unter oxidierenden Bedingungen 

elektrophoretisch aufgetrennt, erschienen die potentiellen Oligomere erneut (Spur 3). Ein 

immunologischer Nachweis bestätigte, dass es sich bei den höhermolekularen Banden um 

Oligomere des α14 handelte. Dies bedeutet, dass das α14-Giardin dazu neigt, 

intermolekulare Disulfid-Brücken auszubilden, sodass höhermolekulare Aggregate 

entstehen. Auch eine intermolekulare Disulfid-Brücke konnte mit Hilfe dieses Verfahrens 

nachgewiesen werden, da das monomere Protein in Abwesenheit von DTT weiter lief als 

unter reduzierten Bedingungen (Vergleich Spur 1 und 2). Das α14 besitzt somit mindestens 

eine intra- und eine intermolekulare Disulfid-Brücke, wobei das Vorhandensein dieser 

Brücken im nativen Protein noch zu beweisen wäre.  

 

3.1.10 Untersuchungen zur Interaktion von α14-Giardin mit Glykosaminoglykanen  

3.1.10.1 Nachweis einer Heparin-Bindestelle in α14 mittels Herapinsäule  

Verschiedene Annexine sind in der Lage Calcium-abhängig nicht nur mit Phospholipiden, 

sondern auch mit anderen anionischen Polymeren, wie z.B. Glykosaminoglykanen (GAG), im 

engeren Sinn Heparin und Heparansulfat, zu interagieren. Diese GAG sind vorwiegend Teile 

der extrazellulären Matrix oder an Zelloberflächen lokalisiert und nehmen durch die 

Interaktion mit Proteinen an vielen biologischen Prozessen teil (HILEMAN et al., 1998). Neben 

z.B. den humanen Annexinen A4, A5 und A6 (ISHITSUKA et al., 1998) zeigten auch die α1- 

und α2-Giardine aus G. lamblia dieses Verhalten, wobei α1 durch sein Vorkommen an der 

Zelloberfläche vermutlich zur Herstellung des Zell-Wirtskontakts dient (WEILAND et al., 2003). 

Um zu untersuchen, ob das α14-Giardin auch diese GAG-Bindefähigkeit besitzt, wurden 

Untersuchungen bezüglich des Calcium-abhängigen Bindeverhaltens von α14 an Heparin 

durchgeführt. Dazu erfolgte wie in Kapitel 2.6.2.4 beschrieben eine Affinitätschromatographie 

des rekombinanten α14 mittels der Herapinsäule „HiTrap™ Heparin HP Column“(Amersham 

Bioscience, Freiburg). Besäße das Protein eine Heparin-Bindestelle, sollte es unter Zugabe 

von Calcium-Ionen an die Matrix binden und erst durch eine hohe Salzkonzentration 

verdrängt werden (Kap. 2.6.7). In der SDS-PAGE in Abbildung 3.1.23 ist deutlich zu 

erkennen, dass in Abwesenheit von Calcium das α14 schon bei 0,4 M NaCl eluierte, während 

bei Calcium-Zugabe die Elution erst bei 0,7 bis 0,8 M stattfand. Dieses veränderte 

Elutionverhalten deutet auf die Existenz einer Heparin-Bindestelle hin.  
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Abb. 3.1.23: SDS-PAGE nach Chromatographie an der Heparin-Sepharose. Chromatographie in 
Abwesenheit von Calcium-Ionen (A) oder Anwesenheit von Calcium-Ionen (B). M, Protein Standard (“low range”); 
W, Waschschritt; 0,3 –1, Elutionen mit 0,3-1 M NaCl.  

 

3.1.10.2 Bindestudien zwischen α14 und Heparin-Sepharose mittels verschiedener 

Zucker   

Um festzustellen, ob das α14 noch andere GAG oder Zucker binden kann, wurden Versuche 

zur Bindespezifität des α14 mit verschiedenen Glykosaminoglykanen und Zuckern 

durchgeführt (Kap. 2.6.3). Interagierte der jeweilige Zucker mit dem α14, sollte er nach einer 

gewissen Inkubationszeit die bereits am α14 gekoppelte Heparin-Sepharose verdrängen und 

deren Platz einnehmen. Ein Zentrifugationsschritt trennte daraufhin das an den löslichen 

Zuckern gebundene α14 von dem, was an der Sepharose gebunden war. Mittels SDS-PAGE 

konnte eine erfolgte Verdrängungsreaktion detektiert werden. Die in unterschiedlichen 

Konzentrationen eingesetzten Zucker waren dabei Heparin, Hyaluronsäure, Chondroitin C 

und Dextran. Die Resultate dieser Versuche sind in Tabelle 3.1 aufgelistet. Während Heparin 

und Hyaluronsäure in gewissen Konzentrationen die Heparin-Sepharose teilweise von der 

GAG-Bindestelle des α14 verdrängen konnten, zeigten die Inkubation mit Chondroitin C und 

Dextran keine Auswirkungen. 

M         W       0,3        0,4       0,5          0,6          0,7         0,8        0,9         1,0 

66 kDa - 

45 kDa - 

31 kDa - 

A 

M         W       0,3        0,4       0,5          0,6          0,7         0,8        0,9         1,0 

66 kDa - 

45 kDa - 

31 kDa - 

B 
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Tab. 3.1: Inhibition der Bindung zwischen α14 und der Heparin-Sepharose mittels verschiedener Zucker.   

Polysaccharide   Konzentration in mg/ml 

  0,01 0,1 0,5 5 

Heparin   - + + + 

Hyaluronsäure + + + + 

Chondroitin  - - - - 

Dextran   - - - - 

                    + Verdrängung;   - keine Verdrängung 

 

3.1.10.3 Immuncytochemische Untersuchungen zum Sekretionsnachweis des α14-

Giardins  

Falls das α14-Giardin eine Wechselwirkung mit den an der Darmepitheloberfläche 

befindlichen Glykosaminoglykanen eingeht, ist eine Sekretion des Proteins auf die 

Flagellenoberfläche Voraussetzung. Um zu überprüfen, ob sich das α14 auch auf der 

Zelloberfläche von G. lamblia befindet, wurden sowohl lebende als auch fixierte, aber nicht 

permeabilisierte, Trophozoiten (Abb. 3.1.24) immuncytochemisch mit Hilfe des α14-

Antiserums und eines entsprechenden sekundären Antikörpers untersucht (Kap. 2.6.13). 

Sowohl das als Negativkontrolle eingesetzte Prä-Immunserum als auch das α14-Antiserum 

zeigten die gleiche Hintergrund-Fluoreszenz. Ein spezifisches α14-Signal konnte nicht 

erhalten werden. Somit konnte eine Sekretion des α14-Giardins in dem Trophozoitenstadium 

von G. lamblia nicht nachgewiesen werden. Allerdings könnte es in vivo anders aussehen. 

Die Bedeutung dieser Bindestelle bleibt infolgedessen offen.  

  

DIC 

DIC α14 

α14PI Abb. 3.1.24: Immuncytochemische 
Lokalisierung des α14-Giardins an lebenden 
Trophozoiten. α14, Markierung mit α14-
Antiserum und CY3-konjugierten sek. 
Antikörpern; α14PI, Markierung mit Prä-
Immunserum und CY3-konjugierten sek. 
Antikörpern; DIC, Durchlicht; Antikörper-
konzentrationen siehe Tab. 2.2.  10 µm 

10 µm 
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3.2 Molekularbiologische und biochemische Untersuchungen zur Funktion des 
α19-Giardins 

Die Primärstruktur des α19-Giardins weist mehrere spezifische Sequenzmotive auf (Anhang 

7.4), die verschiedene biochemische Charakteristika vermuten lassen. Neben der für 

Annexine bzw. α-Giardine typischen Calcium-Bindestelle und einem giardialen Motiv verfügt 

das vorhergesagte Protein über eine mögliche Myristoylierungsstelle in der für α19 

einzigartigen N-terminalen Extension. In diesem Teilabschnitt werden auch die Ergebnisse 

der Untersuchungen, die zum Teil Bestandteil der experimentell von mir selbstständig 

betreuten Masterarbeit von A. KELLERSMANN waren, aufgeführt. 

 

3.2.1 Expressionsnachweis des α19-Giardins 

Vor der Herstellung eines Plasmidkonstrukts zur heterologen Expression des rekombinanten 

α19-Giardins musste zunächst ein Expressionsnachweis des nativen Proteins in G. lamblia 

erbracht werden. Zur Bestätigung wurde eine RT-PCR (Kap. 2.5.9) mit Hilfe eines 

geeigneten Primerpaares (basierend auf der Gensequenz aus der NCBI-Datenbank, 

Accessionnr.: AY781315) und cDNA (Kap. 2.5.7) als Matrize durchgeführt. Das nach 

elektrophoretischer Auftrennung sichtbare spezifische Amplifikat entsprach der erwarteten 

Größe von ca. 1300 bp (Abb. 3.2.1). Somit konnte nachgewiesen werden, dass das α19-

Giardin tatsächlich in G. lamblia als funktionelles Protein vorliegt. Die Kontrollen entsprachen 

den Erwartungen. 

 

               

                 α19             PK             NK 

1,7 kbp -  

 

 

1,1 kbp -  

Abb. 3.2.1: RT-PCR zum Nachweis der Transkription 
des α19-Giardins. α19, RT-PCR mit Primerpaar  
„α19∆1-15 vorne/hinten“; PK, RT-PCR mit Primerpaar  
„α14 vorne/hinten“ zur Amplifikation des α14-Giardins als 
Positivkontrolle; NK, RT-PCR-Ansatz mit H2O statt cDNA 
als Negativkontrolle. 
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3.2.2 Heterologe Expression und Aufreinigung des rekombinanten α19-Giardins 

Dem Expressionsnachweis des α19-Giardins in G. lamblia schloss sich nun die Klonierung 

des Plasmidkonstruktes pJC45-α19∆1-15 an (Tab. 2.4), welches für ein N-terminal verkürztes 

α19-Giardin (α19∆1-15) codierte (KELLERSMANN, 2007). Das Protein sollte nach Transformation 

in den Expressionsstamm BL21 (DE3) pAPlacIQ heterolog exprimiert (Kap. 2.5.21) und 

letztendlich für die Herstellung eines Antikörpers gegen das α19 verwendet werden. Um zu 

überprüfen, ob das rekombinante α19 in Einschlusskörpern vorlag (Kap. 2.6.1), wurden nach 

Aufschluss der induzierten Zellen und anschließender Zentrifugation die löslichen Proteine 

sowie die unlösliche Membranfraktion für eine SDS-PAGE (Kap. 2.6.7) verwendet.  

A               B 

                                                       

Abb. 3.2.2: SDS-PAGE und „Western Blot“ nach heterologer Expression und Aufreinigung von α19∆1-15.  
(A) SDS-PAGE nach heterologer Expression von α19∆1-15.  Ü0, lösliche Fraktion vor Induktion mit 1 mM IPTG; Ü2, 
lösliche Fraktion 2 h nach Induktion (je 20 µl pro Spur), roter Pfeil zeigt exprimiertes Protein; P0, unlösliche 
Fraktion vor Induktion; P2, unlösliche Fraktion 2 h nach Induktion (je 15 µl pro Spur). µl-Angaben beziehen sich 
auf den Gesamt-Zellextrakt. (B) SDS-Gel mit verschiedenen Fraktionen der Aufreinigung von α19∆1-15, 0,25-1, 
Elutionsfraktion mit 0,25-1M Imidazol; WB, „Western Blot“ des aufgereinigten Proteins mit anti-Penta-His-
Antikörper (Tab. 2.2). Es wurden je 30 µl jeder Fraktion aufgetragen. 

 

Das SDS-Gel zeigt eine Anreicherung eines ca. 50 kDa großen Proteins nach Induktion in 

der löslichen Fraktion (Abb. 3.2.2 A, roter Pfeil), jedoch nicht in der unlöslichen. Die 

angeschlossene „Western Blot“-Analyse (Kap. 2.6.9) der löslichen Zellfraktion belegte, dass 

es sich hierbei um das 49,4 kDa große Fusionsprotein handelte, welches aus 

plasmidcodiertem N-terminalen „His(10)-tag“ und rekombinanten α19∆1-15 bestand (Daten nicht 

gezeigt).  

Bei der im Anschluss zur Aufreinigung des rekombiananten α19∆1-15 durchgeführten 

Metallchelat-Affinitätschromatographie (Kap. 2.6.2.1) eluierte das Protein bei einer 

Imidazolkonzentration von 0,25-0,5 M. Die Ausbeute der Aufreinigung belief sich auf ca. 0.5  

mg/ml Protein in einem Gesamtvolumen von 5 ml. Mit Hilfe von „Western Blot“- (3.2.2 B, WB) 

und ESI-MS-Analysen (Daten nicht gezeigt) konnte bestätigt werden, dass es sich bei dem 

66 kDa -  

45 kDa -  

31 kDa -  

21 kDa -  

66 kDa -  

45 kDa -  

21 kDa -  

31 kDa -  

Ü0         Ü2               P0         P2                                               0,25      0,5      1           WB                 
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aufgereinigten Protein um das α-Giardin handelte. Folglich konnte das aufgereinigte  

α19∆1-15-Giardin zur Herstellung eines Antikörpers herangezogen werden (Kap. 2.6.11). Das 

erhaltene α19-Giardin-Antiserum war bis zu einer Verdünnung von 1:100.000 in der Lage, 

sowohl rekombinantes als auch natives α19-Giardin zu detektieren und zeigte keinerlei 

Kreuzreaktionen zu anderen α-Giardinen, wie z.B. das α14 (Daten nicht gezeigt).  

 

3.2.3 Immuncytochemische Lokalisationsstudien von α19-Giardin in G. lamblia 

3.2.3.1 Untersuchungen an permeabilisierten Trophozoiten und isolierten Flagellen 

Für eine weiterführende funktionelle Charakterisierung des α19-Giardins wurde als nächstes 

die immuncytochemische Lokalisierung des nativen α19 in G. lamblia mittels 

Immunfluoreszenz-Mikroskopie durchgeführt (Kap. 2.6.13). Dazu wurden permeabilisierte 

und fixierte Trophozoiten mit anti-α19-Antikörpern oder verschiedenen Kontroll-Antiseren 

(anti-Tubulin als Positiv-, Prä-Immunserum als Negativkontrolle) inkubiert. Anschließend 

wurde die Position der primären Antikörper mit den entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-

tragenden sekundären Antikörpern sichtbar gemacht (Tab. 2.2). Mittels Immunfluoreszenz-

Mikroskopie konnte eine exklusive Lokalisation des α19-Giardins innerhalb der ventralen 

Flagellen nachgewiesen werden (Abb. 3.2.3 A). Hier ko-lokalisierte es mit dem aus 

Mikrotubuli bestehenden Axonem der Flagellen. Die mit Prä-Immunserum inkubierten Zellen 

zeigten hingegen eine homogene Hintergrund-Fluoreszenz innerhalb der Trophozoiten, 

sodass von einem spezifischen Signal von dem anti-α19-Antikörper ausgegangen werden 

konnte (Daten nicht gezeigt). 
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A 

 

B 

 

Abb. 3.2.3: Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α19-Giardin und Tubulin in permeabilisierten 
Trophozoiten (A) und isolierten Flagellen (B). α19, Markierung mit α19-Antiserum und CY3-konjugierten sek. 
Antikörpern; Tub, Markierung mit anti-Tubulin-Antikörpern und CY2-konjugierten sek. Antikörpern; Merge, 
Doppelmarkierung mit anti-α19- und anti-Tubulin-Antikörpern; DIC, Durchlicht; Antikörperkonzentrationen siehe 
Tab. 2.2.  

 

Wenn das α19-Giardin tatsächlich nur in den ventralen Flagellen lokalisiert ist, müsste eine 

an isolierten Flagellen (Kap. 2.6.15) durchgeführte immuncytologische Ko-Lokalisierung von 

α19 und Tubulin die Lokalisation des α19 in einem Teil der Flagellen belegen, wohingegen 

der anti-Tubulin-Antikörper die Axonema sämtlicher Flagellen markierten müsste. In den bei 

den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen erhaltenen Bildern (Abbildung 3.2.3 B) 

zeigten sich zwei unterschiedliche Verteilungsmuster der Fluoreszenzsignale für das α19 

und das Tubulin. Bei der Überlagerung beider Antikörpersignale bestätigte die Annahme, 

dass α19 nicht in allen Flagellen lokalisiert ist, sondern nur bei ca. einem Viertel der 

gesamten Flagellen auftritt. Dieses entsprach dem Verhältnis von ventralen zu den 

gesamten Flagellen.  

10 µm 

α19 Tub Merge DIC 

5 µm 

α19 Tub Merge DIC 
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Zum Reinheitsnachweis der Flagellenpräparation wurden die isolierten Flagellen mittels 

„Western Blots“ auf verschiedene Zellkörper- und Flagellen-spezifische Proteine untersucht 

(Kap. 2.6.9). 

A        B 

                       

Abb. 3.2.4: Analyse der Flagellenproteine. (A) SDS-PAGE der Flagellenpräparation (Flag) im Vergleich zum 
Rohextrakt von G. lamblia (Ü, lösliche Fraktion; P, unlösliche Fraktion). Je 40 µg Protein pro Spur aufgetragen. 
(B) „Western-Blot zur Reinheits-Kontrolle der Flagellenpräparation und zum Nachweis des α19-Giardins in den 
Flagellen. Flagellensuspension wurde mittels „Western Blot“ sowohl auf das Zellkörper-spezifische Protein α1-
Giardin als auch gegen die Flagellen-spezifischen Proteine α2- α14- und α19-Giardin untersucht. Je 20 µl 
Flagellensuspension wurden aufgetragen. Antikörperkonzentrationen siehe Tab. 2.2. 

 

Wie auf dem SDS-Gel in Abbildung 3.2.4 A bereits deutlich wird, gleicht das Proteinspektrum 

der Flagellensuspension weder demjenigen der löslichen noch dem der unlöslichen 

Zellextraktfraktion, sondern zeigt ein spezifisches Bandenmuster. Die darin enthaltenen 

Proteine sind zwar in den Extraktfraktionen zu erkennen, jedoch in einer weitaus niedrigeren 

Konzentration. Dieses spricht für eine spezifische Anreicherung der Flagellen während der 

Präparation. Zur Überprüfung dieser Annahme wurde eine immunologische Analyse mit 

verschiedenen Antikörpern der SDS-PAGE angeschlossen (Abb. 3.2.4 B). Den Erwartungen 

entsprechend zeigte die Immundekoration mit Zellkörper-charakteristischen Antikörpern wie 

anti-α1 und anti-Proteasom (Daten nicht gezeigt) keine Reaktion im Blot. Die Flagellen-

spezifischen Proteine α2, α14, Tubulin sowie auch das α19 konnten hingegen in der 

Suspension detektiert werden, wodurch die hohe Reinheit der Flagellenprobe bestätigt 

wurde.  

Ü        P    Flag 

35 kDa -  

45 kDa -  

66 kDa -  

116 kDa -  

25 kDa -  

18 kDa -  

45 kDa -  

 

  66 kDa -  

 

35 kDa -  

 

25 kDa -  

 

Tub   α19    α14     α2     α1              

Giardin 
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3.2.3.2 Lokalisationsuntersuchungen an lebenden Trophozoiten  

Da das erhaltene Fluoreszenz-Signal bei permeabilisierten Zellen keine Rückschlüsse auf 

die genaue Lokalisierung in der Flagelle zuließ, stellte sich nun die Frage, ob sich das α19-

Giardin innerhalb der Flagelle oder an deren Außenmembran befand. Der Gedanke an eine 

Sekretion auf die Oberfläche der Flagellenmembran war wegen des Vorhandenseins eines 

Integrin-Bindemotivs in der Primärstruktur des α19-Giardins (Anhang 7.4) nicht abwegig. Aus 

diesem Grund wurden lebende Trophozoiten mit Antiserum gegen α19 bzw. Prä-

Immunserum  behandelt und für eine erneute Fluoreszenz-Mikroskopie (Kap. 2.6.13) 

verwendet. Wie in Abbildung 3.2.5 zu erkennen ist, unterschieden sich die erhaltenen 

Signale beider Immunseren nicht, sodass eine Lokalisation des nativen α19-Giardins auf der 

Flagellenoberfläche nicht anzunehmen war.  

 

                

                

Abb. 3.2.5: Immuncytochemische Lokalisierung des α19-Giardins an lebenden Trophozoiten. α19, 
Markierung mit α19-Antiserum und CY3-konjugierten sek. Antikörpern; α19PI, Markierung mit Prä-Immunserum 
und CY3-konjugierten sek. Antikörpern; DIC, Durchlicht; Antikörperkonzentrationen siehe Tab. 2.2.  

α19PI 

α19 DIC 

DIC 

10 µm 

10 µm 
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3.2.3.3 Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α19-Giardin und giardialem 
Tubulin-Cytoskelett 

Die anhand der Gensequenz postulierte Myristoylierungsstelle (Anhang 7.4) macht eine 

Integration oder Assoziation des α19 an den Innenseiten der Flagellenmembran sehr 

wahrscheinlich. Zur Überprüfung dieser Annahme und zum Ausschluss einer möglichen 

Lokalisierungsstelle am Cytoskelett wurde ein immuncytologischer Nachweis mittels 

Fluoreszenz-Mikroskopie an isolierten Cytoskeletten durchgeführt. Als Positivkontrolle diente 

hierbei wiederum die Inkubation mit anti-Tubulin-Antikörpern, während die Behandlung mit 

dem Prä-Immunserum die Negativkontrolle darstellte. Zur exakten Untersuchung einer 

potentiellen Interaktion zwischen α19 und dem Axomen der Flagelle wurde eine Ko-

Lokalisierungsstudie beider Proteine durchgeführt.  

 

 

 

Abb. 3.2.6: Immuncytochemische Ko-Lokalisierung von α19-Giardin und giardialem Tubulin-Cytoskelett. 
α19, Markierung mit α19-Antiserum und CY3-konjugierten sek. Antikörpern; Tub, Markierung mit anti-Tubulin-
Antikörpern und CY2-konjugierten sek. Antikörpern; Merge, Doppelmarkierung mit anti-α19- und anti-Tubulin-
Antikörpern; α19PI, Markierung mit Prä-Immunserum und CY3-konjugierten sek. Antikörpern; DIC, Durchlicht; 
Antikörperkonzentrationen siehe Tab. 2.2.  

 

Sowohl die mit α19-Antiserum als auch die mit Prä-Immunserum behandelten Cytoskelette 

wiesen die gleiche Hintergrund-Fluoreszenz an der ventralen Scheibe auf (Abb. 3.2.6), 

sodass eine direkte Bindung des α19 an das Axonem eher unwahrscheinlich war. 

10 µm 

10 µm 

α19PI DIC 

α19 DIC Merge Tub 
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3.2.4 Phospholipidbindung des α19-Giardins   

Aufgrund der Homologie zwischen α-Giardinen und Annexinen höherer Eukaryonten 

(FIEDLER & SIMONS, 1995) war zu klären, ob das α19 tatsächlich Annexin-charakteristische 

Eigenschaften aufweist. Ein Charakteristikum für eine Homologie zu den Annexinen, ist das 

Vorkommen des Sequenzmotivs (GKATD{38}D) in der zweiten Domäne des α19, welches 

dem Endonexin-Motiv sehr ähnlich ist. Basierend darauf, dass Annexine eine Calcium-

abhängige Assoziation an anionische Phospholipide eingehen und diese reversible Bindung 

auch an künstlichen Membranen zu beobachten ist (SWAIRJO et al.,1995; WENG et al., 1993), 

wurde ein Phospholipid-Bindeassay durchgeführt (Kap. 2.6.18). Hierfür wurde rekombinantes 

α19∆1-15 mit multilamellaren Vesikeln aus Gehirnextraktphospholipiden in An- und 

Abwesenheit von freiem Calcium inkubiert. Die nach der Zentrifugation pelletierten Lipide 

sowie die Überstandsfraktionen wurden zur Detektion des α19 einer SDS-PAGE und einer 

„Western Blot“-Analyse unterzogen (Kap. 2.6.7, 2.6.9). Aufgrund der sich in der N-terminalen 

Extension befindlichen Acylierungsmotive und einem daraus resultierenden möglichen 

Einfluss auf die Bindeeigenschaft des α19-Giardins wurde das verkürzte α19∆1-15 für diesen 

Versuch eingesetzt.  

 

 

 

Abb. 3.2.7:  Phospholipid-Bindeassay. „Western-Blot“ von α19 nach Inkubation mit Phospholipiden. Ü, löslicher 
Überstand nach Zentrifugation; P, unlösliches Pellet nach Zentrifugation (Phospholipide); +Ca2+/-Ca2+, An- und 
Abwesenheit von 1 mM Calcium-Ionen; +PL/-PL, An- und Abwesenheit von Phospholipiden; EGTA, Extraktion 
des mit Kästchen gekennzeichneten Pellets mit EGTA. 

 

Der „Western Blot“ in Abbildung 3.2.7 bestätigt die Annexin-homologe Eigenschaft des α19, 

da nur in Anwesenheit von freien Calcium-Ionen das α19 an die Phospholipide bindet und 

anschließend mit diesen pelletiert wird. Bei den Kontrollversuchen ohne Zugabe von 

Phospholipiden oder in Abwesenheit von Calcium hingegen blieb das α19 in Lösung. Zum 

Nachweis der Reversibilität der Bindung wurden dem entstandenen Pellet (roter Kasten) 

durch Zugabe von EGTA die Calcium-Ionen entzogen und daraufhin erneut zentrifugiert. 

Hierbei zeigte sich, dass das gebundene α19 teilweise solubilisiert werden konnte. 

     - Ca2+                                 + Ca2+                                   - Ca2+                                + Ca2+                           + EGTA 

                    - PL                     + PL 

 Ü            P            Ü              P              Ü             P            Ü           P                Ü            P 
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3.2.5 Untersuchung zur Membranassoziation des α19-Giardins 

Bezogen auf die Primärstruktur des α19-Giardins konnten mit Hilfe verschiedener 

Programme (Myrsitoylator (BOLOGNA et al., in press) und NMT (MAURER et al., 2002)) eine 

potentielle Myrstoyierungsstelle am N-Terminus des Proteins vorhergesagt werden (Anhang 

7.4). Da Fettsäure-Verknüpfungen den Proteinen Interaktionen mit Membranen ermöglichen 

und die Lokalisierung des α19 in der Membranfraktion des Zellextraktes bereits 

nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.2.8 A), wurde nun die Assoziation des α19 mit der 

Membran unter unterschiedlichen Bedingungen untersucht. (Kap. 2.6.22). Könnte das α19 

nur unter Einsatz eines Detergenz, nicht aber unter ionischen oder denaturierenden 

Bedingungen aus der Membran gelöst werden, wäre es ein Hinweis auf eine 

posttranslationale Lipidmodifikation am α19-Giardin.  

 

 

 

         

Abb. 3.2.8: Triton-Solubilisierung von α19. (A) Lokalisation von α19 mittels α19-Antiserum im Zellextrakt von 
G. lamblia. (B) Lokalisation von α19 mittels α19-Antiserum nach der jeweiligen Extraktion aus der 
Membranfraktion des Rohextraktes mit Carbonat, Urea, NaCl und 1% Triton. Nachgewiesen via „Western-Blot“. 
Ü, lösliche Fraktion; P, unlösliche Membranfraktion. 

 

 „Western-Blot“-Untersuchungen (Abb. 3.2.8 B, Kap. 2.6.9) zeigten, dass sich α19 nur durch 

Einsatz des nichtionischen Tensids „Triton X-100“ aus der Membran extrahieren ließ und 

dann im Überstand detektiert werden konnte. Alle anderen Extraktionen hatten dagegen  

keinen Einfluss auf die Lokalisation des α19. 

 

3.2.6 Phosphorylierungsnachweis des α19-Giardins 

Mit Hilfe der Computerprogramme „NetPhos 2.0“ bzw. „NetPhosK 1.0“ nach BLOM et al. 

(1999 bzw. 2004) konnte überprüft werden, ob eine Phosphorylierung eine weitere 

potentielle posttranslationale Modifikation des α19 darstellte. Von denen anhand der 

Primärstruktur vorhergesagten Phosphorylierungsstellen (Abb. 3.2.9, Anhang 7.4) wiesen 

mehrere Positionen eine Wahrscheinlichkeit von über 90% auf, wobei die Phosphorylierung 

an den Serinen 180 bzw. 394 als am wahrscheinlichsten galt (Score 0,92). 

   P              Ü                       P          Ü               P          Ü              P         Ü             P         Ü 

A B 

        Carbonat                  Urea                     NaCl                  Triton 
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Abbildung 3.2.9: Potentielle Phosphorylierungsstellen das α19-Giardins. Online-Sequenzanalyse mit 
„NetPhos 2.0“. 

 

Zur Untersuchung der potentiellen Phosphorylierung von α19 wurde parallel zum α14 eine 

Metallhydroxid-Affinitätschromatographie nach WOLSCHIN et al. (2005) durchgeführt (Kap. 

2.6.2.3). Auch hier zeigte die „Western Blot“-Analyse (Kap. 2.6.9) des Eluats nach 

Aufreinigung der phosphorylierten Rohextraktproteine einen Nachweis für ein 

phosphoryliertes α19-Giardin in G. lamblia (Abb. 3.2.10 WB). Die mitgeführten 

Kontrollproteine (Lysozym, Ovalbumin) waren die gleichen wie bei der Überprüfung des α14 

(Abb. 3.1.20) und entsprachen somit den Erwartungen. Der grüne Pfeil kennzeichnet das 

nicht-phosphorylierte Lysozym, der rote Pfeil das phosphoyrylierte Ovalbumin. 

 

 

 

 

 

 

 

45 kDa -  
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D   W1   W7     E    WB 

Abb. 3.2.10: Aluminiumhydroxid-Affinitäts-
chromatographie mit denaturiertem Zellextrakt zur 
Anreicherung von Phosphoproteinen. D, Durchlauf; W1 
& W7, Waschschritte; E, Elution mit Natriumpyrophosphat 
(D, W1, W7, E zeigen Fraktionen der Chromatographie mit 
den Kontrollproteinen auf dem SDS-Gel). WB, „Western 
Blot“ des Eluats nach Chromatographie mit Zellextrakt, 
immunodekoriert mit α19-Antiserum (Proteinmengen siehe 
Kapitel 2.6.2.3).   
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4. Diskussion 

Innerhalb der Annexin-Familie weisen die konservierten Domänen jedes Annexins mehr 

Ähnlichkeit mit korrespondierenden Domänen anderer Annexine auf (40-60%) als 

untereinander (25-35%). Aus diesem Grund wird angenommen, dass die unter Eukaryonten 

nahezu ubiquitär vertretenen Annexine aus einem gemeinsamen Vorfahren divergiert sind 

(SEATON, 1996). Da Giardia lamblia als einer der ursprünglichsten Eukaryonten gilt, deutet 

die große Anzahl an Annexinen auf eine fundamentale Rolle dieser Proteine für die 

Zellfunktionen von Eukaryonten hin (WEILAND et al., 2005). Somit könnten die aus den 

Untersuchungen an den α-Giardinen gewonnenen Erkenntnisse Rückschlüsse auf eine 

ursprüngliche Funktion der Annexine ermöglichen. Zusätzlich weist die spezifische 

Lokalisation der 21 α-Giardine an den verschiedensten Stellen innerhalb der Zelle auf eine 

funktionelle Diversität der Proteine in dem Organismus hin (WEILAND et al., 2005). Die in 

dieser Arbeit untersuchten α-Giardine, α14 und α19, bekleiden wie schon erwähnt eine 

phylogenetische Sonderrolle innerhalb der giardialen Annexine. Der erste Teil der Diskussion 

befasst sich mit den erhaltenen Ergebnissen aus der Suche nach potentiellen 

Interaktionspartnern von α14 und deren Identifizierung. Weiterhin wird die mögliche Funktion 

des α14, die aus der Interaktion resultieren könnte, diskutiert. Der zweite Teil beschäftigt sich 

mit den Resultaten aus den Versuchen zur subzellulären Lokalisierung und biochemischen 

Charakterisierung des α19-Giardins und die daraus denkbaren Rückschlüsse auf die 

funktionelle Bedeutung des Proteins innerhalb des Organismus.  

Im Ausblick werden abschließend weiterführende Forschungsansätze zur funktionellen 

Charakterisierung des α14- und α19-Giardins vorgestellt. 

 

4.1 Untersuchungen zur Charakterisierung des α14-Giardins 

4.1.1 Subzelluläre Lokalisation des α14-Giardins 

Die von SZKODOWSKA et al. (2002) identifizierte subzelluläre Lokalisation des α14-Giardins in 

den Flagellen und dem Mediankörper von G. lamblia sowie die Assoziation des Proteins an 

Cytoskelettkomponenten führten zu der Annahme, dass das α14-Giardin eine Calcium-

regulierte strukturelle Rolle in der Bewegung der Trophozoiten spielt. 

Um einen tieferen Einblick in die mögliche Funktion des Proteins zu bekommen, wurden 

erneut immuncytologische Untersuchungen durchgeführt. Dabei wurde zunächst die 

Lokalisation des α14 in den Flagellen und dem Mediankörper bestätigt. Dabei fiel allerdings 

auf, dass das Giardin keine einheitliche Verteilung innerhalb der Flagelle aufwies, sondern 
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sowohl in den proximalen Bereichen als auch den distalen Enden konzentriert vorlag  

(Kap. 3.1.3.1, Abb. 3.1.3). Bei eingehender Betrachtung der Fluoreszenzaufnahmen erschien 

das α14 als lokale Verdickungen, die einer Perlenschnur-artige Aufreihung ähnelten. Um 

eine Aussage zur genaueren subzellulären Lokalisation machen zu können, wurden nun 

elektronenmikroskopische Untersuchungen angeschlossen. Aufgrund der geringen Dicke der 

Schnitte waren alle Zellbestandteile und Strukturen der eingebetteten Trophozoiten deutlich 

zu erkennen. Antikörpermarkierte Bereiche der Probe fielen dabei durch die 

elektronendichten Goldpartikel auf, die unter dem Mikroskop als schwarze Kügelchen 

erkennbar waren. Das α14-Giardin zeigte, wie in Abbildung 3.1.4 A ersichtlich, sowohl eine 

Assoziation mit den Mikrotubuli des Axonems (Kap. 3.1.3.2) als auch ein Vorkommen in der 

Nähe der Plasmamembran (Abb. 3.1.4 A+B). Ob eine direkte Vermittlung zwischen der 

Flagellenmembran und den Mikrotubuli durch das α14 stattfand oder eine indirekte 

Wechselwirkung vorlag, konnte den Bildern jedoch nicht entnommen werden. Da die Zellen 

im Lebendzustand eingebettet wurden und somit alle in der Zelle vorhandenen Proteine, 

folglich auch ein mögliches Linkerprotein, noch präsent waren, konnte mit dieser Methode 

keine konkrete Aussage über die Interaktionsweise getroffen werden. 

Da bereits für andere Annexine eine Beteiligung an der Cytoskelett-Membran-Dynamik 

nachgewiesen wurde (HAYES et al., 2004; RESCHER & GERKE, 2004), könnte das α14-Giardin 

tatsächlich die vermutete Calcium-gesteuerte Mittlerrolle zwischen den mikrotubulären 

Strukturen der Flagellen und der sie umgebenden Plasmamembran einnehmen. Somit 

könnte es ausschlaggebend an der Mobilität des Parasiten beteiligt und damit für die 

Ausbreitung des Darmparasiten im Wirtsdarm mitverantwortlich sein. Dem könnte auch ein 

generelles Prinzip zugrunde liegen, da manche Cilien und Flagellen anderer eukaryotischer 

Zellen Calcium-regulierte Proteine enthalten, die wahrscheinlich zur Bewegung beitragen 

(RIDGLEY et al., 2000; MAYRAN et al. 1996; LIU et al., 2003). Auch ist bekannt, dass Calcium 

eine Schlüsselrolle bei der Flagellenbewegung übernimmt (TAMM, 1994). So veranlasst z.B. 

ein Calcium-Anstieg bei Chlamydomonas eine Veränderung ihrer Morphologie von einer 

asymmetrischen zu einer symmetrischen Wellenform (HYAMS & BORISY,1978). 

Aufgrund der großen Anzahl der verschiedenen α-Giardine in den Flagellen von G. lamblia 

(α2-, α5-, α9-, α10-, α14-, α17-Giardin) könnten die α-Giardine jedoch auch an anderen 

Prozessen der Flagellen beteiligt sein, die nicht der reinen Fortbewegung dienen (WEILAND et 

al., 2005). 
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4.1.2 Identifizierung potentieller Interaktionspartner des α14-Giardins 

Zur Klärung der Frage, an welche subzelluläre Komponenten das Protein in direkter Weise 

bindet, war es erforderlich, die Bindepartner von α14 zu identifizieren. Dieses wurde mit Hilfe 

einer Affinitätschromatographie durchgeführt, bei der ein Trophozoiten-Rohextrakt in An- und 

Abwesenheit von Calcium mit an Sepharose immobilisiertem α14-Giardin inkubiert wurde 

(Kap. 3.1.4). Die Zugabe von Calcium war hierbei notwendig, weil viele Annexine durch die 

Bindung von Calcium-Ionen an der konvexen Seite eine Konformationsänderung erfahren. 

Sie wird neben der Membranassoziation vermutlich auch durch die Wechselwirkung mit 

anderen Interaktionspartnern induziert (CONCHA et al., 1993). Dieses Prinzip könnte auch bei 

den möglichen Interaktionen von α14 zugrunde liegen. Nach Elution mit einem EGTA- oder 

NaCl-Puffer wurden die erhaltenen Eluate zunächst mittels SDS-PAGE analysiert (Kap. 

3.1.4, Abb. 3.1.5). Das Protein-Bandenmuster unterschied sich in den beiden 

Versuchsansätzen wesentlich in der Zusammensetzung und Proteinkonzentration. Ein 

unspezifisches Binden von Proteinen an die Säulenmatrix konnte dabei durch entsprechende 

Kontrollversuche ausgeschlossen werden. Zur Identifizierung der möglichen Bindepartner 

von α14 wurden die erhaltenen Eluate massenspektroskopisch analysiert, wobei aufgrund 

der hohen phylogenetischen Verbreitung der Annexine ein Protein mit einem „Mowse Score“ 

ab 300 erst als ein relevanter „Treffer“ galt. Der sogenannte „Mowse Score“ zeigt die 

Trefferqualität an und baut sich aus der Anzahl der Peptide, die für ein Protein gefunden 

wurden, und deren Übereinstimmung mit den Datensätzen auf (PAPPIN et al., 1993). 

Während im Ansatz ohne Calcium keine signifikanten Treffer erzielt wurden, konnten in 

Anwesenheit von Calcium mehrere relevante Bindepartner identifiziert werden. Bei den 

potentiellen Bindungspartnern handelt es sich neben dem α- und β-Tubulin und dem α7.3-

Giardin auch um eine Serin/Threonin-Kinase (Kap. 3.1.5). 

Da Tubulin die Hauptkomponente des Flagellen-Axonems darstellt und eine Interaktion von 

Annexinen mit cytoskelettalen Strukturen bereits bekannt ist (GERKE & MOSS, 2002; RESCHER 

& GERKE, 2004), könnte eine Interaktion beider Proteine durchaus bestehen. Im Gegensatz 

dazu kommt das α7.3-Giardin hauptsächlich an der Plasmamembran der Zellkörpers oder im 

Cytoplasma vor, was eine Wechselwirkung mit dem in den Flagellen lokalisierten α14 

unwahrscheinlich macht (WEILAND et al., 2005). Die Serin/Threonin-Kinase weist C-terminal 

das katalytische Zentrum einer Kinase und N-terminal eine Ankyrindomäne auf. Diese 

Ankyrin-Wiederholungen stellen ein typisches Protein-Protein-Interaktionsmotiv dar und 

könnten eine mögliche Bindung zu α14 eingehen, sodass eine Phosphorylierung durch die 

Kinasedomäne stattfinden könnte. Da bereits für mehrere Annexine eine Phosphorylierung 

beschrieben wurde (GERKE & MOSS, 2002; GERKE et al., 2005), ist diese Wechselwirkung 

nicht auszuschließen.  
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4.1.2.1 Untersuchungen zur Interaktion zwischen giardialen Mikrotubuli und dem  

α14-Giardin 

In der Literatur sind mehrere Annexine bekannt, die Membrandomänen mit 

Cytoskelettkomponenten verbinden (GERKE & MOSS, 2002; RESCHER & GERKE, 2004), wobei 

diese Wechselwirkungen meist Calcium-abhängig vollzogen werden (KHANNA et al., 1990). 

So bindet z.B. das Annexin A2 Calcium-abhängig an F-Aktin und bildet dadurch 

Lipidmikrodomänen, die wichtig für die Zellkommunikation sind oder stabilisierend auf den 

Zell-Zellkontakt wirken (FILIPENKO & WAISMAN, 2001; GERKE et al., 2005). Auch die Annexine 

A1, A5 und A6 gehören zu dieser Aktin-Interaktionsgruppe, wobei das Annexin A1 nicht nur 

an F-Aktin, sondern auch eine Ko-Lokalisation mit Tubulin aufweist (HAYES et al., 2004; 

TRAVERSO et al., 1998).  

Um herauszufinden, ob und wie Tubulin und α14-Giardin im Trophozoiten interagieren, 

wurden zunächst an fixierten und permeabilisierten Trophozoiten immuncytochemische Ko-

Lokalisierungsexperimente durchgeführt. Wie in Kapitel 3.1.6.1 beschrieben, wurde bei der 

Ko-Lokalisierung des α14-Giardins mit Tubulin erneut deutlich, dass sich das α14 nicht wie 

das Mikrotubuli-Axomen in der ganzen Flagelle befand, sondern nur in bestimmten 

Regionen, wie z.B. am distalen Ende des mit Plasmamembran-überzogenen Außenbereichs 

der Flagelle, detektiert wurde (Abb. 3.1.6 A). Gleiche Ergebnisse konnten auch bei 

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an isolierten Flagellen erzielt werden (Abb. 

3.1.6 B). 

Ob der festgestellten Ko-Lokalisierung eine direkte Interaktion zwischen den beiden 

Proteinen zugrunde lag, sollte nun mit weiteren Versuchen an isolierten Cytoskeletten der 

Trophozoiten geklärt werden. Durch diese Methode (Kap. 3.1.6.2), bei der die Cytoskelette 

mit dem daran gebundenen Proteinen von der Plasmamembranhülle  befreit werden, 

konnten vor einigen Jahren Giardine als cytoskelettale Proteine identifiziert werden 

(HOLBERTON & WARD, 1981; CROSSLEY & HOLBERTON, 1985). 

Während der anti-Tubulin-Antikörper alle cytoskelettalen Strukturen deutlich markierte, zeigte 

die Inkubation mit dem anti-α14-Antikörper kein signifikantes Fluoreszenzsignal (Abb. 3.1.7). 

Somit ist eine direkte Wechselwirkung zwischen den Mikrotubuli und α14 fragwürdig. Da die 

verwendete Methode zur Isolierung der Cytoskelette sehr strapaziös für die Zelle ist, könnte 

jedoch auch der Methodenablauf eine Fehlerquelle darstellen, sodass mögliches, an 

Mikrotubuli gebundenes α14 schon bei der Durchführung verloren gegangen sein könnte. 

Allerdings verstärken die Ergebnisse der Ko-Pelletierungsversuche mit polymerisiertem 

Tubulin von SZKOWOWSKA (2004) den Ausschluss einer direkten Wechselwirkung zwischen 

α14 mit den Mikrotubuli, da das Protein bei diesem Experiment auch unabhängig von der  
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Mikrotubuli-Zugabe in Anwesenheit von Calcium präzipitierte. Es bestand jedoch die 

Möglichkeit, dass die Wechselwirkung über ein Linkerprotein, wie z.B. ein Mikrotubuli-

assoziiertes Protein (MAP), vermittelt wurde, da auch die elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen auf eine Interaktion mit den Mikrotubuli hindeuteten (Kap. 3.1.3.2, Abb. 3.1.4). 

Aus diesem Grund wurden die isolierten Cytoskelette vor der Inkubation mit den Antikörpern 

entweder mit Rohextrakt, rekombinanten α14 oder nacheinander mit beiden überschichtet, 

um eine Linker-vermittelte Interaktion nachweisen zu können (Kap. 3.1.6.2, Abb. 3.1.8). 

Sowohl die Überschichtung mit dem rekombinanten Protein als auch die Kombination aus 

Rohextrakt und Protein zeigten in den immuncytologischen Untersuchungen eine 

Ausbreitung der Fluoreszenz über das ganze Cytoskelett im Vergleich zum mitgeführten Prä-

Immunserum. Da das Fluoreszenzsignal sich nicht wie erwartet auf die Flagellen 

beschränkte, lag die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um eine unspezifische Bindung 

des rekombinanten Proteins mit dem Cytoskelett handelte, welche das native α14-Giardin 

nicht aufweisen würde.  Es könnte aber auch gegen ein Linker-vermitteltes und für ein 

direktes Binden des Proteins an das Cytoskelett sprechen. Dabei könnte die spezifische 

Lokalisation des α14-Giardins in der Flagelle von einem zweiten Parameter, wie z.B. einer  

posttransnationalen Modifikation, beeinflusst werden. Die Frage, ob und wie das α14-Giardin 

mit den Cytoskelett wechselwirkt, konnte somit nicht abschließend geklärt werden. 

 

4.1.2.2 Untersuchungen zur Interaktion zwischen dem α14 und dem α7.3-Giardin bzw. 

der Ser/Thr-Kinase 

Für nähere Untersuchungen zur Klärung der Frage, ob das durch die 

Affinitätschromatographie identifizierte α7.3-Giardin oder die Ser/Thr-Kinase als potentielle 

Bindepartner des α14 in Frage kommen, mussten zunächst polyklonale Antikörper sowohl 

gegen das α7.3 als auch gegen die Kinasedomäne (STK) Ankyrin-Domäne (Ank) hergestellt 

werden. Aus diesem Grund wurden die verschiedenen Genfragmente in einen geeigneten 

Expressionsvektor kloniert (Kap. 3.1.7.1) und nach der Transformation in einen E. coli-

Expressionsstamm heterolog exprimiert (Kap. 3.1.7.2). Mit diesen rekombinanten Proteinen 

konnten anschließend verschiedene Tierspezies zur Herstellung der Antikörper immunisiert 

werden. Nach Erhalt der Antiseren wurde mittels einer „Far Western“-Analyse die mögliche 

Interaktion zwischen dem α7.3-Giardin, der Kinase- und Ankyrin-Domäne der Ser/Thr-Kinase 

zum α14-Giardin untersucht (Kap. 3.1.7.3, Abb. 3.1.12). Diese bestätigte für alle drei 

untersuchten Proteine eine potentielle Wechselwirkung mit α14, währenddessen das als 

Negativkontrolle vewendete BSA keine Interaktion mit dem Giardin aufwies.  
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Die parallel zur „Far Western“-Analyse durchgeführten immuncytologischen Untersuchungen 

zeigten jedoch ein widersprüchliches Ergebnis in Bezug auf die potentielle Bindung von α7.3 

und α14 (Kap. 3.1.7.4). Während die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen die Ko-

Lokalisation der Ser/Thr-Kinase und des α14 in den Flagellen belegte, war das α7.3-Giardin 

ausschließlich cytosolisch lokalisiert, und somit eine Interaktion dieser beiden Proteine 

unwahrscheinlich (Abb. 3.1.13 A-C). Das cytosolische Vorkommen des α7.3-Giardins wurde 

schon von WEILAND et al., (2005) beschrieben und konnte somit bestätigt werden. Somit war 

das falsch-positive Ergebnis der „Far Western“-Analyse wahrscheinlich auf eine 

unspezifische Wechselwirkung der beiden Proteine zurückzuführen. Auch wenn die 

jeweiligen Fluoreszenzsignale und somit die Titer der eingesetzten Antikörper generell relativ 

niedrig waren, konnten doch beide Antikörper gegen die Kinasedomänen eine Lokalisierung 

dieser in den Flagellen detektieren. Auch eine „Western Blot“-Analyse mit isolierten Flagellen 

bestätigte das Vorkommen der Ser/Thr-Kinase in den Flagellen (Abb. 3.1.13 D). 

Um zu überprüfen, ob das α14-Giardin möglicherweise mit nur einer Domäne der Ser/Thr-

Kinase wechselwirkt, und um weitere Untersuchungen zur möglichen Interaktion zwischen 

α14 und dem α7.3-Giardin bzw. β-Tubulin anstellen zu können, wurde das „Yeast-Two-

Hybrid“-System zu Hilfe genommen (Kap. 3.1.7.5). Bei dieser Methode zum Nachweis von 

Protein-Protein-Wechselwirkungen auf genetischer Ebene (FIELDS & SONG, 1989)  kann von 

einem Kontakt zwischen zwei Proteinen ausgegangen werden, wenn ein Wachstum der 

eingesetzten Hefestämme auf verschiedenen Selektionsmedien nach deren Paarung 

erfolgte. 

Die durchgeführten Paarungsversuche mit den verschiedenen Hefestämme (Kap. 2.7.8, Tab. 

2.8) konnten allerdings keine Wechselwirkung von α14-Giardin sowohl mit dem α-7.3-Giardin 

als auch mit der Kinase-Domäne der Ser/Thr-Kinase auf genetischer Ebene nachweisen 

(Kap. 3.1.7.5, Abb. 3.1.14 A). Zwar zeigte das β-Tubulin auch keine Bindung an das α14, 

dabei ist aber zu berücksichtigen, dass eine Bindung von α14 an die Mikrotubuli der 

Flagellen trotzdem denkbar ist, da diese nicht allein aus β- sondern auch aus α-Tubulin 

bestehen. Somit könnte sich die Bindestelle für das α14 am α-Tubulin befinden oder durch 

das Zusammenspiel beider Tubulin-Untereinheiten erst gebildet werden. Beide Optionen 

sowie auch ein potentielles Linkerprotein, welches die Wechselwirkung zwischen den beiden 

Proteinen vermitteln könnte, wurden bei diesen Experimenten nicht berücksichtigt. Ebenso 

könnten eventuell post-translationale Modifikationen wie z.B. Phosphorylierungen oder 

Glycosylierungen an den exprimierten Proteinen fehlen, die eine mögliche Bindung 

veranlassen könnten (GOLEMIS et al., 1999).  
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Eine Interaktion konnte hingegen bei der Paarung zwischen α14 und der Ankyrin-Domäne 

der Ser/Thr-Kinase festgestellt werden (Abb. 3.1.14 A+B). Da die auf den speziellen 

Selektionsmedien gewachsenen Kolonien einen blauen Phänotyp zeigten, konnte davon 

ausgegangen werden, dass durch die Wechselwirkung der beiden Proteine die Binde- und 

die Aktivierungsdomäne einen aktiven GAL4-Transkriptionsfaktor bildeten. Ein falsch 

positives Ergebnis, welches nach GOLEMIS et al. (1999) gelegentlich auftreten kann, konnte 

mit Hilfe verschiedener Kontrollansätze ausgeschlossen werden. Mittels Immunpräzipitation 

konnte zusätzlich die für eine mögliche Wechselwirkung vorausgesetzte Expression beider 

Proteine in Hefe bestätigt werden (Kap. 3.1.7.6, Abb. 3.1.15). Diese Interaktion zwischen der 

Ankyrin-Domäne und dem α14 ist nicht ungewöhnlich, da das Ankyrinmotiv eines der am 

häufigsten in der Zelle vorkommenden Protein-Protein-Interaktionsmotive ist. Dabei besitzt 

das Ankyrinmotiv, welches auch Ankyrin-Repeat genannt wird, eine hochaffine 

Bindeeigenschaft zu seinem jeweiligen Zielprotein (BINZ et al., 2004). Ankyrindomänen-

tragende Proteine kommen in fast allen Spezies intra- und extrazellulär aber auch 

membrangebunden vor und interagieren über dynamische, nicht-kovalente Bindungen mit 

Membranproteinen (BORK, 1993). Das Ankyrinmotiv, welches meistens vier- bis sechsmal 

wiederholt innerhalb der Domäne vorliegt, besteht aus jeweils ca. 33 Aminosäureresten. 

Dabei bilden eine β-Haarnadelschleife (Turn), gefolgt von zwei antiparallelen α-Helices und 

einer weiteren Aminosäureschleife (Loop), die mit dem β–Turn des nächsten Repeats 

verbunden ist, das eigentliche Motiv (BINZ et al., 2004; BORK, 1993). Die eingegangenen 

Interaktionen werden hierbei vorwiegend von dem β–Turn und der ersten α-Helix vermittelt 

(SEDWICK & SMERDON, 1999). Das Ankyrinmotiv wurde in mehr als 2000 Proteinen 

unterschiedlichster Funktion, darunter auch in Cytoskelettproteinen, gefunden und weist 

somit auf seine funktionelle Wichtigkeit hin (LETUNIC et al., 2001). Möglicherweise findet die 

Interaktion zwischen dem Ankyrinmotiv und dem α14-Giardin über die von SZKODOWSKA et 

al. (2002) identifizierten Giardia-typischen Motive statt. Nach Binden des α14 an das Motiv 

könnte möglicherweise eine Phosphorylierung des α14 durch die Kinase-Domäne der 

Ser/Thr-Kinase erfolgen, was vermutlich eine Konformations- mit anschließender 

Funktionsänderung des Giardins nach sich ziehen würde.  

 

4.1.3 Nachweis der Phosphorylierung des α14-Giardins  

Die Phosphorylierung ist eine der am häufigsten vorkommenden kovalenten Modifikationen 

von Proteinen, bei denen eine endständige γ-Phosphorylgruppe von einem 

Phosphorylgruppendonor, wie z.B. ATP, durch eine Proteinkinase auf einen speziellen 

Akzeptoraminosäurerest übertragen wird. Durch diese Modifikation wird die Aktivität von 

Proteinen in Abhängigkeit von thermodynamischen, kinetischen und strukturellen  
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Veränderungen gesteuert. So sind Kinasen bei den verschiedensten intrazellulären 

Prozessen wie Zellteilung, Membrantransport oder auch Signaltransduktion beteiligt. 

Proteinkinasen besitzen eine unterschiedliche Substratspezifität und werden nach ihrem 

Akzeptoraminosäurerest in Serin/Threonin-, Tyrosin-, Histidin/Arginin/Lysin-, Cystein- oder 

Aspartat/Glutamat-Kinasen klassifiziert. Die am häufigsten in Eukaryonten vorkommende 

Proteinkinase ist dabei die Serin-Threonin-Kinase. Diese werden häufig über intrazelluläre 

Botenstoffe, wie cAMP, Calmodulin, Calcium oder Autophosphorylierung aktiviert und spielen 

eine Schlüsselrolle in biologischen Regulationsprozessen von eukaryotischen Zellen. Dort 

setzten sie als Antwort auf innere und äußere Signale weitere Kaskaden in Gang (KIM et al., 

2005). Im Genom von Giardia konnten 276 putative Proteinkinasen festgestellt werden, die 

zu 43 von 61 in Eukaryonten vorkommenden ursprünglichen Kinase-Subfamilien zählen. Ca. 

70% von ihnen gehören zur verwandten NEK-Kinase-Familie, wohingegen Tyrosin- oder 

Histidinkinasen nicht gefunden werden konnten (MORRISON et al., 2007). Da die meisten 

giardialen Kinasen über keine transmembranen Domänen verfügen, sie aber häufig 

Ankyrinmotive oder „coiled-coil“-Strukturen aufweisen, wird die spezifische Lokalisierung in 

der Zelle wahrscheinlich von diesen Strukturen übernommen (MORRISON et al., 2007;  

ELMENDORF et al., 2005). Unter den bereits identifizierten Proteinkinasen in G. lamblia 

befinden sich eine Proteinkinase A (PKA), die als Serin-Threonin-Kinase für die Bewegung 

und Exzystierung des Parasiten verantwortlich ist (ABEL et al., 2001), sowie zwei extrazellulär 

regulierte Proteinkinasen (ERK) 1 und 2, die an der Enzystierung beteiligt sind (ELLIS et al., 

2003). Auch eine PKB wurde in Giardia entdeckt. Diese zählt generell zu einer Untergruppe 

der Serin-Threonin-Kinasen, die strukturell zu den PKA und PKC gehört, und besitzt eine 

regulierende Funktion in physiologischen Prozessen vieler Spezies (KIM et al., 2005; MARTE 

et al., 1997). Es wird angenommen, dass sie bei G. lamblia in eine Signalkaskade des 

Lebenszyklus involviert ist, da sie während der Enzystierung exprimiert wird (KIM et al., 

2005). 

Unter den durch Phosphorylierung regulierten Proteinen befinden sich auch die Annexine 

A1, A2, A4, A6  und A7 (GERKE & MOSS, 2002; GERKE et al., 2005). Wie schon erwähnt, führt 

die Phosphorylierung des N-Terminus von Annexin A1 und A2 durch die „epidermal growth 

factor“ (EGF)-Rezeptor-Kinase zur erhöhten, proteolytischen Sensibilisierung des Annexins 

A1 sowie zu einer Veränderung der Calcium-Affinität der Kerndomäne bei Annexin A2 

(GERKE & MOSS, 2002; GERKE et al., 2005). SOLITO et al. (2006) zeigten hingegen, dass 

Annexin A1, wenn es von einer MAP- oder PI3-Kinase phosphoryliert wird, mit der Membran 

interagieren bzw. in diese integriert werden kann.  
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Um die mögliche Phosphorylierung von α14 nachzuweisen, wurden verschiedene 

methodische Ansätze durchgeführt (Kap. 3.1.8). Zunächst wurde die allgemeine 

Kinaseaktivität im Rohextrakt von G. lamblia mittels Phosphorylierungsversuchen mit [γ-32P]-

markiertem ATP bestätigt (Abb. 3.1.17 A). Auch in der durch die  Affinitätschromatographie 

an immobilisiertem α14–Giardin erhaltenen Elutionsfraktion konnten  phosphorylierte 

Proteine, unter denen sich auch möglicherweise die autophosphorylierte Ser/Thr-Kinase und 

α14–Giardin befand, ermittelt werden (Abb. 3.1.17 B). Zur weiteren Untersuchung der 

möglichen Phosphorylierung des Giardins wurden die α-Giardine aus dem Rohextrakt isoliert 

und mittels Phosphofärbung im SDS-Gel auf ihre Phosphorylierung untersucht. Auch hier 

konnte das α14 als phosphoryliertes Protein identifiziert werden (Abb. 3.1.19 B). Jedoch wies 

auch die mitgeführte Negativkontrolle ein Phosphorylierungssignal auf (Abb. 3.1.19 C). 

Dieses könnte auf eine zu hohe Konzentration des eingesetzten Proteins oder auf eine 

unerwartete Phosphorylierung des Chymotrypsins hindeuten. Wäre diese Fluoreszenz auf 

die Unspezifität des verwendeten Kits zurückzuführen, müssten nicht nur alle Markerspuren 

leuchten, sondern auch ein Vergleich der Phosphofärbung mit den Coomassie-gefärbten 

Gelspuren eine Konzentrationsabhängige-Fluoreszenz-Zunahme aufweisen. Dieses war 

nicht der Fall, denn einige Proteinbanden im Coomassie-Gel waren stark angefärbt, 

fluoreszierten aber nicht (Abb. 3.1.19 A+B). Somit konnte von einer wenigstens partiell 

spezifischen Detektion ausgegangen werden.  

Zur Bestätigung der Phosphorylierung des α14 wurde zusätzlich eine Metallhydroxid-

Affinitätschromatographie nach WOLSCHIN et al. (2005) durchgeführt. Diese Methode belegte 

die Phosphorylierung des α14-Giardins, da ein unspezifisches Binden des phosphorylierten 

α14-Giardins durch die mitgeführten Kontrollen ausgeschlossen werden konnte (Abb. 3.1.20 

A+B). Die Resultate der verschiedenen Methoden lassen somit die potentielle 

Phosphorylierung des α14-Giardins als sehr wahrscheinlich erscheinen. 

Obwohl eine Phosphorylierung der Annexine A1 und A2 am N-Terminus bereits bekannt ist 

(GERKE & MOSS, 2002; GERKE et al., 2005), ist der N-terminale Bereich als mögliche Position 

für eine Phosphorylierung des α14-Giardins eher unwahrscheinlich, da sich die mittels 

„NetPhos 2.0“ und „NetPhosK 1.0“ (BLOM et al., 1999/2004) vorhergesagte, 

wahrscheinlichste Phosphorylierungsstelle am  Threonin 178 befindet (Anhang 7.3). Generell 

könnte diese Modifikation eine Funktions- oder Konformationsänderung veranlassen, sodass 

eine Bindung an andere Proteinkomponenten, wie z.B. einem unbekannten Linkerprotein 

oder Tubulin, eingeleitet werden könnte.  
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4.1.4 Oligomierisierungsnachweis des α14-Giardins 

Zellvorgänge, die mit der Veränderung der Zellmorphologie einhergehen, werden von den 

dynamischen Komponenten des Cytoskeletts vollzogen. Zu diesen gehören die Mikrotubuli 

und die Aktinfilamente, deren Dynamik durch ihre assoziierten Proteine reguliert wird. Die 

zahlreichen Mikrotubuli-assoziierte Proteine, die sogenannten MAPs, werden dabei in die 

hochmolekularen MAPs (200-300 kDa) und die niedermolekularen Tau-Proteine (20- 

60 kDa) unterteilt. Sie sind wesentlich an den verschiedenen Funktionen der Mikrotubuli 

beteiligt und können deren Dynamik in vitro und in vivo entscheidend beeinflussen 

(DRECHSEL et al., 1992; PRYER et al., 1992; HIROKAWA, 1994; DHAMODHARAN & WADSWORTH, 

1995). Dazu gehören viele zelluläre Prozesse wie die Zellkernpositionierung, der 

Vesikeltransport sowie die Stabilisierung der Zellform und Polarität (KILMARTIN & ADAMS, 

1984; KELLOGG et al., 1994).  Dabei wird die Aktivität von mehreren MAPs über 

Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert (CASSIMERIS, 1999). So ist z.B. bekannt, 

dass das ubiquitäre MAP4 zyklisch phosphoryliert und dephosphoryliert wird, wenn die 

Zellen in die Mitose eintreten bzw. diese wieder verlassen (TOMBES et al., 1991; OOKATA et 

al., 1997).  

Generell werden einige α-Giardine, neben den β-Giardinen, der GASP-180-Familie und 

verschiedenen „coiled-coil“ Proteinen, zu den MAPs` bzw. Cytoskelett-assoziierten Proteinen 

bei G. lamblia gerechnet (ELMENDORF et al., 2005; MORRISON et al., 2007). Es konnten aber 

keine den MAPs der höheren Eukaryonten entsprechenden Proteine in der 

Genomdatenbank von Giardia identifiziert werden (MCARTHUR et al., 2000). Die Tatsachen, 

dass in anderen Spezies MAPs über Phosphorylierung und Dephosphorylierung an Tubulin 

binden (DREWES et al., 1998) und für das α14-Giardin eine Cytoskelett-Assoziation 

(SZKODOWSKA et al. 2002) sowie eine Phosphorylierung nachgewiesen werden konnten, 

führten zu der Hypothese, dass das α14-Giardin eine MAP-Funktion in den Flagellen von 

Giardia übernehmen könnte. Dieses könnte eventuell durch Selbst-Assemblierung („self-

assembly“) reguliert werden. Der Grund für diese Annahme war die Erkenntnis, dass das 

α14-Giardin bei genauerer Betrachtung der Fluoreszenzaufnahmen Perlenschnur-ähnliche 

Strukturen innerhalb der Flagellen ausbildete (Kap. 3.1.3.1, Abb. 3.1.3), welche auf eine 

Bildung von α14-Giardin-Oligomeren zurückzuführen sein könnte. Ein bekanntes Annexin, 

welches eine MAP-ähnliche Funktion aufweist, ist das Annexin A5. Dieses reguliert den 

Transport der Proteinkinase C entlang der Mikrotubuli mittels Annexin A5-vermittelter Vesikel 

(KHEIFETS et al., 2006). Außerdem gehört es zu den Annexinen, die Oligomere bilden 

können. So formt es ein anti-thrombotisches Oligomer-Netzwerk an der Zelloberfläche, 

welches die Bindung an Heparansulfat vermittelt (ISHITSUKA et al., 1998; CAPILA et al., 

1999/2001). Der erste Hinweis auf die Fähigkeit zur Oligomer-Bildung von α14 wurde im 
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Rahmen dieser Arbeit durch den Einsatz des „ProFoundTM Sulfo-SBED Biotin Label Transfer-

Kit“ erhalten. Diese für die Suche nach möglichen Bindepartnern von α14 angewandte 

Crosslinking-Methode identifizierte in Anwesenheit von DTT ausschließlich α14 selbst, in 

Abwesenheit von DTT hingegen neben dem Monomer auch α14-Oligomere (Kap. 3.1.9.1, 

Abb. 3.1.21). Zusätzlich offenbarte auch eine SDS-PAGE-Analyse nach ALLORE & BARBER 

(1984) die Tendenz von α14 zur Oligomerbildung (Kap. 3.1.9.2, Abb. 3.1.22). Dabei bildeten 

die neun Cysteinreste des α14 mindestens eine intra- und eine intermolekulare 

Disulfidbrücke.  

Die Interaktion zwischen α14-Giardin und den Flagellenmikrotubuli, die entweder über ein 

noch unbekanntes Linkerprotein oder mittels Selbstorganisation („self-assembly“) stattfindet, 

könnte über eine Ser/Thr-Kinase-vermittelte Phosphorylierungsreaktion des α14-Giardins 

reguliert werden. Dieser Prozess könnte eine wichtige strukturelle Voraussetzung für die 

Funktion oder die Mobilität der Flagellen sein. 

Alternativ zum Einfluss auf die Mobilität könnte das α14-Giardin auch zur Stabilisierung der 

Flagellenmembran dienen. Das Genom von G. lamblia verfügt über keine Sequenzen für 

Aktin-assoziierte Proteine, die im allgemeinen die Membran mit den darunter liegenden 

Mikrotubuli bzw. Mikrofilamenten vernetzen. Aus diesem Grund könnten einige α-Giardine 

aufgrund ihrer Lokalisation in der Nähe der Plasmamembran diese Funktion übernehmen 

(MORRISON et al., 2007). Somit könnten die α-Giardine maßgeblich durch die Quervernetzung 

von Plasmamembranen mit dem Cytoskelett an der Stabilisierung des gesamten 

Trophozoiten und im Falle des α14-Giardins an der Festigung der Flagellen beteiligt sein 

(WEILAND et al., 2005).  

 

4.1.5 Bindung von α14 an Glykosaminoglykane 

Proteoglykane, die aus einem Proteinkern und multiplen Glykosaminaglykanen (GAG) 

bestehen, kommen hauptsächlich in der extrazellulären Matrix, an Zelloberflächen oder in 

sekretorischen Granula vor (LINDAHL & HÖÖK, 1978). Sie sind in viele biologische Prozesse 

involviert, wobei die meisten von ihren Funktionen auf die Interaktion zwischen den GAGs 

und anderen Molekülen zurückzuführen sind (HILEMANN et al., 1998). Die biologischen 

Aktivitäten der GAGs, wie z.B. Heparin und Heparinsulfat, beruhen dabei auf der 

Lokalisierung, Stabilisierung und Aktivierung/Inaktivierung von interagierenden Proteinen 

(LINHARDT et al., 1997). Somit vermittelt die GAG-Protein-Wechselwirkung neben dem Zell-

Zell-Kontakt und dem Zellwachstum durch ein gerichtetes Anheften die Infektion der 

Wirtszellen durch z.B. Viren oder Protozoen (LINHARDT et al., 1997; VAN PUTTEN & PAUL, 

1975; KARDAMI et al., 1992; CHEN et al., 1997; SAWITZKY, 1996).  Auch fördert das Binden von  
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Heparin und Heparansulfat im Allgemeinen die Proteinkomplex-Bildung (PLOTNIKOV et al., 

2000), z.B. zwischen Ligand und Rezeptor. Erste strukturelle Untersuchungen an Heparin-

bindenden Proteinen, wie z.B. Vitronektin, ergaben zwei Konsensussequenzen für eine 

Heparinbindestelle, bestehend aus den basischen Aminosäure-Clustern XBBXBX und 

XBBBXXBBX (CARDIN & WEINTRAUB, 1989). Dabei steht das „B“ für basische (Arg, Lys, HS) 

und „X“ für beliebige Aminosäuren. Während das Motiv XBBXBX häufig in β-Faltblättern zu 

finden ist, kommt das zweite Motiv in α-Helices vor. Durch die Konformationen der 

Sekundärstruktur werden hierbei die basischen Aminosäuren zu einer Seite angeordnet, 

wohingegen die beliebigen Aminosäuren zum Proteinkern gerichtet vorliegen. Mittels 

weiterführenden Studien an GAG-bindenden Proteinen konnten zusätzliche, auf 

verschiedene Parameter beruhende Erkennungsmotive für eine Bindestelle nachgewiesen 

werden (SOBEL et al., 1992; MARGALIT et al., 1993; HILEMAN et al., 1998). Welches der GAG 

von den GAG-bindenden Proteinen bevorzugt wird, liegt dabei an der Wahl der basischen 

Aminosäure innerhalb des Konsensusmotivs (HILEMAN et al., 1998). Obwohl die Annexine als 

intrazelluläre Proteine gelten, wurde für mehrere von ihnen eine Beteiligung an 

extrazellulären Prozessen nachgewiesen, die vorwiegend über Calcium-abhängige 

Interaktionen mit GAG vermittelt werden. Hierzu gehört neben den Annexinen A1, A2, A4, A6 

und B1 auch das A5, welches zusätzlich zu seiner anticoagulativen Wirkung auch durch 

Bindung an Heparansulfat ein anti-thrombotisches Netzwerk an der Zelloberfläche formt 

(ALVAREZ-MARTINEZ et al., 1996; KASSAM et al., 1997; ISHITSUKA et al., 1998; CAPILA et al., 

1999/2001; WINTER et al., 2006). Kristallstrukturanalysen von Annexin A5 in Komplex mit 

Heparin-ähnlichen Tetrasacchariden offenbarten zwei Heparinbindestellen mit basischen 

Aminosäure-Clustern im Molekül, eine Calcium-abhängige an der konvexen Seite (Anhang 

7.5, rot und kursiv markiert) und eine Calcium-unabhängige an der konkaven Seite (Anhang 

7.5, rot und unterstrichen markiert) des Proteins. Beide Bindestellen werden dabei durch 

eine vorangehende Konformationsänderung, welche durch eine Calciumbindung induziert 

wurde, zugänglich gemacht. Somit ist das Calcium für die Heparinbindung essentiell. Nach 

einem Modell von CAPILA et al. (2001) werden beide Bindestellen durch ein einziges 

Heparinmolekül besetzt. Da der an der konvexen Seite gebundene Heparinteil jedoch in vivo 

die Calcium-abhängige Membranassoziation stören würde, wird das Heparin an dieser Seite 

von den Phospholipiden ersetzt (ISHITSUKA et al., 1998; TAIT et al., 1989). CAPILA et al. (2001) 

schließt daraus, dass, obwohl die Calcium-abhängige Heparinbindung an der konvexen 

Seite in vitro nachweisbar ist, diese Fähigkeit in vivo kaum Bedeutung besitzt.  

Nicht nur für Annexine höherer Eukaryonten, sondern auch für zwei Annexine aus  

G. lamblia, dem α1- und α2-Giardin, konnte eine GAG-Bindeaktivität nachgewiesen werden 

(WEILAND et al., 2003). Neben der Calcium-abhängigen Bindung an Heparin und 

Heparansulfat konnte auch eine Interaktion mit intestinalen Epithelzellen für beide Proteine  
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festgestellt werden. Da Heparansulfat das im intestinalen Raum am weitesten verbreitete 

GAG ist (IANELLI et al., 1998), könnte es für die Anheftung von G. lamblia während der 

Lebensstadien, in denen die ventrale Scheibe als Anheftungsstruktur fehlt, verantwortlich 

sein (WEILAND et al., 2003). Die dafür notwendige Sekretion von α1 an die Zelloberfläche 

konnte vor allem während der frühen Exzystierungsphase nachgewiesen werden. Somit 

spielt das α1-Giardin vermutlich eine bedeutende Rolle im frühen Wirts-Parasiten-Kontakt 

(WEILAND et al., 2003). Unter der Annahme, dass das in den Flagellen lokalisierte α-14-

Giardin eine Heparinbindestelle aufweist und es auf die Flagellen-Membran-Oberfläche 

sezerniert wird, könnte auch dieses Giardin an der Herstellung des Wirtskontakts beteiligt 

sein. Aus diesem Grund wurde einerseits die Affinität von α14 zu Heparin mittels einer 

Heparinsepharose-Säule bestimmt und andererseits untersucht, ob das Protein eine 

zusätzliche Bindestelle für andere GAG aufweist. Die Affinitätschromatographie bestätigte 

eine Calcium-abhängige Affinität zu Heparin (Kap. 3.1.10.1, Abb. 3.1.23). Während in 

Abwesenheit von Calcium das α14 nur schwach an die Matrix band und mit 0,4 M NaCl 

eluiert werden konnte, konnte in Gegenwart von Calcium eine weitaus stärkere Bindung 

festgestellt werden (Elution mit 0,7 M NaCl). Weiterführend wurde untersucht, ob das an 

Heparinsepharose gebundene α14 in Gegenwart verschiedener GAG zu verdrängen war. 

Eine Verdrängungsreaktion, die sich mit der Desorption des Proteins von der Matrix äußerte, 

konnte tatsächlich durch Zugabe von Heparin oder Hyaluronsäure erreicht werden (Kap. 

3.1.10.2, Tab. 3.1). Das bei dem Versuch teilweise noch an der Sepharose verbliebene α14 

lässt auf eine starke Wechselwirkung mit dem Heparin schließen. Chondroitin C und Dextran 

hingegen hatten keinen Einfluss auf die bestehende α14-Heparin-Bindung. Somit konnte von 

einer Bindestelle für Heparin und Hyaluronsäure im α14 ausgegangen werden. Ein 

Sequenzvergleich („CLUSTAL W“, THOMPSON et al., 1994) mit dem humanen Annexin A5 

(NCBI-Accessionnr.: M19384) ergab, dass die für das A5 postulierten Heparin-Bindemotive 

nur teilweise auch im α14 vorhanden sind (Anhang 7.5, grün markiert). Während das α14 

einerseits die Sequenzmotive für die Calcium-abhängige GAG-Bindestelle nur partiell besitzt 

(Anhang 7.5, grün und kursiv markiert), weist es andererseits eine zusätzliche XBBBXXBX-

Konsensussequenz bei den Aminosäuren 63-70 auf (Anhang 7.5, gelb markiert). Dieses für 

α-helikale Proteine typische Bindemotiv ist auf der konvexen Molekülseite des α14 lokalisiert 

und somit vermutlich für die Vermittlung der Calcium-abhängigen Bindung an Heparin- und 

Hyaluronsäure verantwortlich. Des Weiteren sind auch die für die Calcium-unabhängige 

Interaktion des Annexin A5 verantwortlichen Aminosäurereste im α14 nicht vollständig 

vorhanden (Anhang 7.5, grün und unterstrichen markiert), Aus diesem Grund konnte 

vermutlich keine Calcium-unabhängige Bindung nachgewiesen werden. Eine Beteiligung der 

gekennzeichneten Aminosäurereste an einer Heparinbindung ist sowieso fragwürdig, da 

diese zum Teil den als Giardin-Motiv bezeichnenten Aminosäuren entsprechen (Anhang 
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7.2). Das Giardin-Motiv, ist den meisten α-Giardinen, wie z.B. α1 und α2 (NCBI-

Accessionnr.: X52485/M34550), gemein, fehlt jedoch in den Annexinen höhererer 

Eukaryonten (z.B. Annexin A5). Es wird angenommen, dass es möglicherweise an der 

Interaktion mit cytoplamatischen Proteinen beteiligt ist (SZKODOWSKA et al., 2002) Genaues 

ist jedoch nicht darüber bekannt.  

Ein Widerspruch zu der offensichtlichen GAG-Bindeaktivität von α14 stellt dessen 

ausschließliche Lokalisierung des α14-Giardins innerhalb der Flagellen dar. 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen an lebenden Trophozoiten lassen keine Sekretion 

an die Membranoberfläche der Flagellen erkennen (Kap. 3.1.10.3, Abb. 3.1.24). Trotzdem ist 

aber nicht ausgeschlossen, dass die Lokalisation des α14-Giardins, wie im Falle von α1, 

Lebenszyklus-abhängig ist. Zwar wurde das α1-Giardin auch partiell auf der 

Trophozoitenoberfläche nachgewiesen, die Hauptsekretion des Proteins fand jedoch 

während der frühen Exzystierung statt (WEILAND et al., 2003). Da das Imitieren des giardialen 

Lebenszyklus im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich war, bleibt diese Frage offen. Des 

Weiteren könnte die Calcium-abhängige GAG-Bindung aber, wie bei Annexin A5, aufgrund 

der Lage der Heparinbindestelle an der konvexen Molekülseite des α14 die Membran-

Assoziation in vivo beeinflussen (CAPILA et al., 2001). Somit würde die GAG-Bindung nur in 

vitro erfolgen, in vivo hingegen der Membraninteraktion weichen und somit auch eine 

Sekretion überflüssig machen. 

 

 

4.2 Molekularbiologische und biochemische Charakterisierung des  

α19-Giardins 

4.2.1 Expressionsnachweis des α19-Giardins 

In der Gruppe der α-Giardine von Giardia lamblia konnten sehr unterschiedliche 

Expressionsraten festgestellt werden. So zählen innerhalb dieser Gruppe das α1- und das 

α11-Giardin zu den Proteinen mit den höchsten Expressionsraten gefolgt von α2, α3, α7.2, 

α7.3 und α18 (PALM et al., 2003). Die restlichen von WEILAND et al. (2005) untersuchten  

α-Giardine weisen nur schwache Genexpressionsraten auf. Dabei diente ein β-Giardin, 

welches eine relativ konstante Genexpression im ganzen Lebenszyklus aufweist, als 

Vergleich (WEILAND et al., 2005). Neben den verschiedenen Expressionsniveaus zeigt auch 

die Tatsache, dass eine Überexpression bestimmter α-Giardine lethale Auswirkungen auf 

den Organismus hat, die Notwendigkeit einer strengen Regulation der α-Giardinbiosynthese 

in G. lamblia. Das einzige unter den 21 α-Giardin-Genen, von dem keine Kenntnisse über die 
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Synthese des Proteins innerhalb von G. lamblia vorlagen, war das α19-Gen. Der Nachweis 

der Transkription des codierenden Gens wurde durch eine RT-PCR (Kap. 3.2.1, Abb. 3.2.1) 

erbracht. Für weiterführende Untersuchungen am α19-Giardin wurde ein α19-

Plasmidkonstrukt (KELLERSMANN, 2007) hergestellt, nach dessen Transformation in einen E. 

coli-Expressionsstamm die heterologe Expression des α19-Giardins stattfinden konnte (Kap. 

3.2.2, Abb. 3.2.2). Die sich daran anschließende Herstellung eines polyklonalen Antikörpers 

war ein erster Schritt zur Lokalisation und Charakterisierung von α19-Giardins. 

 

4.2.2 Subzelluläre Lokalisation des α19-Giardins in G. lamblia 

Ein Hinweis auf die Vielfältigkeit der Funktionen der α-Giardine in G. lamblia zeigt das 

spezifische subzelluläre Verteilungsmuster der Proteine in den Trophozoiten (WEILAND et al., 

2005). Neben der Assoziation vieler α-Giardine mit der Plasmamembran, interagieren einige 

α-Giardine auch mit der ventralen Scheibe (α-3, α-5 und α-17) oder sind in den Flagellen 

lokalisiert (α2-, α5-, α9-, α10-, α14-, α17). Zur Charakterisierung der funktionellen Relevanz 

des α19-Giardins waren zunächst Untersuchungen zur Bestimmung der Lokalisation des 

Proteins notwendig. Zu diesem Zweck wurden Immunfluoreszenzversuche mit Hilfe von anti-

α19- und anti-Tubulin-Antikörpern an den Trophozoiten durchgeführt. Die Ergebnisse dieser 

Versuche zeigten ein ausschließliches Vorkommen des α19-Giardins im ventralen 

Flagellenpaar des Trophozoiten, wo es mit den Axonema der Flagellen ko-lokalisierte (Kap. 

3.2.3.1, Abb. 3.2.3 A). Auch Versuche an isolierten Flagellen bestätigten diese Lokalisierung 

(Abb. 3.2.3.B, Abb. 3.2.4). Eine direkte Interaktion zwischen den Mikrotubuli der Axonema 

und dem α19-Giardin konnte allerdings durch Untersuchungen an isolierten Cytoskeletten 

von G. lamblia nicht festgestellt werden (Kap. 3.2.3.3, Abb. 3.2.6). Der α19-Antikörper zeigte 

nur unspezifische Signale, was ein Vergleich mit dem Prä-Immunserum belegte. Wenn es 

sich bei der möglichen Wechselwirkung zwischen den Miktotubuli und dem α19-Giardin 

jedoch um eine schwache Bindung handelt, könnte eine Interaktion zwischen Cytoskelett 

und α19 dennoch existieren, da diese Bindung während der Cytoskelettisolierung gelöst 

worden sein könnte. Eine andere Alternative wäre die Interaktion zwischen den beiden 

Proteinen über ein nicht bekanntes Linkerprotein. Das Vorhandensein einer 

Glykosylierungsstelle (NDT) und eines Integrin-Motivs (RGD) in der Primärstruktur des α19 

(Anhang 7.4) weist auf eine mögliche extrazelluläre Funktion des Proteins hin. Aus diesem 

Grund wurden Immunfluoreszenzversuche an lebenden Trophozoiten durchgeführt, um die 

Sekretion des α19 auf die Membranoberfläche der ventralen Flagellen zu untersuchen (Kap. 

3.2.3.2, Abb. 3.2.5). Es konnte jedoch kein extrazelluläres Vorkommen des α19-Giardins 

bestätigt werden. Die Verwendung dieser potentiellen Modifikationsmotive innerhalb des 

Organismus bleibt somit offen. Es könnte sich dabei eventuell um eine Lebenszyklus-
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abhängige Sekretion auf die Oberfläche handeln, wie es vom α1-Giardin bekannt ist 

(WEILAND et al., 2003).  

Das ventrale Flagellenpaar nimmt aus mehreren Gründen eine Sonderstellung unter den 

Flagellen ein. Einerseits weist es eine Modifikation zum klassischen (9*2)+2-Aufbau einer 

Flagelle auf. So bildet die Flagellenmembran auf der einen Seite eine Art Flosse (fin) aus, 

wohingegen sich auf der gegenüberliegenden Seite eine zusätzliche „Röhre“ (rod) entlang 

der Flagelle befindet. Diese ist vermutlich sowohl mit der Membran als auch mit den 

benachbarten Mikrotubuli des Axonems verbunden. Die genaue Funktion dieser Ultrastruktur 

ist allerdings noch nicht geklärt. So wird angenommenn, dass sie für eine spezialisierte 

Substratbindung von Bedeutung sein könnte (HOLBERTON 1973, 1974). Andererseits besitzt 

es auch das größte Funktionsspektrum unter den Flagellen von G. lamblia. Das von 

HOLBERTON (1974) favorisierte „hydrodynamische Modell“ schreibt den ventralen Flagellen 

eine elementare Funktion bei der Anheftung des Parasiten an das Darmepithel des Wirtes 

zu. Während die übrigen drei Flagellenpaare des adhärierten Trophozoiten bewegungslos 

verweilen, erzeugt das kontinuierliche Schlagen der ventralen Flagellen einen Unterdruck 

unterhalb der mit dem Darmepithel in Kontakt stehenden ventralen Scheibe. Somit wird es 

den Trophozoiten ermöglicht, sich an der Darmwand festzusaugen (HOLBERTON, 1974). Ein 

weiterer Effekt des entstehenden Flüssigkeitsstroms könnte das Hineinspülen von 

Nährstoffen unter den Parasiten sein, wodurch die Nährstoffaufnahme begünstigt wird (GOSH 

et al., 2001). Da die Schlagfrequenz der ventralen Flagellen von 5-10 Schlägen pro Sekunde 

zur Erzeugung des Flüssigkeitsstroms die gleiche wie beim Geradeaus-Schwimmen ist, 

könnte das α19-Giardin, neben anderen α-Giardinen des ventralen Flagellenpaars (α10, 

α17), sowohl eine Rolle bei der Fortbewegung des Organismus als auch bei der Anheftung 

an den Wirt bzw. bei der Nahrungsaufnahme spielen (GOSH et al., 2001). Wahrscheinlich ist 

dabei der Aspekt der Fortbewegung eher zweitrangig, da an diesem Prozess alle Flagellen 

beteiligt sind.  

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die ventralen Flagellen während der 

Exzystierung in einem sehr frühen Stadium die Zystwand durchdringen, was eine wichtige 

Rolle bei diesem Prozess vermuten lässt (BUCHEL et al., 1987). Dabei könnten die α-Giardine 

durch ihre Calcium-abhängige Bindung an Membranen und ihre Assoziation an 

Cytoskelettstrukturen bei der Wiederherstellung dieser flagellaren Strukturen mitwirken 

(WEILAND et al., 2005). Das α19-Giardin könnte also speziell bei der Reassemblierung der 

ventralen Flagellen von Bedeutung sein. Eine durch spezifische Proteine unterstützte 

Wiederherstellung der ventralen Flagellen wäre unter der Annahme des hydrodynamischen 

Modells sinnvoll. Damit könnte die Anheftung des Parasiten an das Darmepithel des Wirtes 

beschleunigt werden. 
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4.2.3 Nachweis der klassischen Annexin-Eigenschaft 

Das klassische biochemische Merkmal der Annexinfamilie ist die Fähigkeit, Calcium-

abhängig an biologische und künstliche Phospholipidmembranen zu binden (GERKE & MOSS, 

2002). Da aufgrund von Sequenzhomologien die α-Giardine zu den Annexinen gezählt 

werden, sollten sie diese Eigenschaft mit den Annexinen höherer Eukaryonten gemein 

haben (MORGAN & FERNANDEZ, 1995 & 1997). Für verschiedene α-Giardine wie z.B. α1  

(BAUER et al., 1999) oder α14 (SZKODOWSKA et al., 2002) konnte dieses bereits belegt 

werden. 

Zur Untersuchung, ob das α19-Giardin dieses charakteristische Annexinverhalten aufweist, 

wurde ein Phopholipidbindestudie durchgeführt (Kap. 3.2.4, Abb. 3.2.7). Hierzu wurde ein N-

terminal verkürztes α19-Giardin (α19∆1-15) eingesetzt, was den Vergleich zu anderen  

α-Giardinen bzw. Annexinen vereinfachte, da es einerseits die Beteiligung des Acylmotiv-

tragenden N-Terminus an einer möglichen Membranbindung von vornherein ausschloss und 

andererseits den Verwandtschaftsgrad zu anderen α-Giardinen um 3% erhöhte. 

Mit Hilfe dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass auch das α19-Giardin 

Calcium-abhängig an Phospholipidmembranen bindet und diese Interaktion durch Entfernen 

der Calcium-Ionen aufgehoben werden kann. Eine solche Reversibilität der Bindung ist auch 

bei Annexinen höherer Eukaryonten beobachtet worden (ANDREE et al., 1990; MEERS, 1990). 

Der Grund für die nur teilweise Resolubilisierung des α19 von der Membran nach Calcium-

Entzug, lag vermutlich an der nicht optimalen Versuchsdurchführung. Aufgrund der 

sichtbaren Reversibilität der Bindung kann auf ein korrekt gefaltetes rekombinantes Protein 

geschlossen werden, da nur dieses in der Lage sein sollte an Phospholipide zu binden. 

Solch eine Calcium-abhängige Wechselwirkung zwischen α-Giardin und Membran verändert 

nicht nur die Membran- sondern auch die Proteinstruktur (LANGEN et al., 1998; SOKOLOV et 

al., 2000). Diese Konformationsänderungen können wichtig für die biologischen Funktionen 

der Annexine sein. So ist z.B. der N-Terminus des humanen Annexins A1 nur bei Calcium-

Bindung für Interaktionspartner zugänglich (ROSENGARTH & LUECKE, 2003). Da das α19 auch 

ein typisches Annexinverhalten zeigt, könnte auch dieses Protein eine Calcium-abhängige 

Konformationsveränderung durchlaufen und dabei weitere für Interaktionen vorgesehene 

reaktive Gruppen freilegen. 

Neben dem Auftreten des Sequenzmotivs GKATD{37}D (Anhang 7.2/7.4) in der zweiten 

Domäne des α19-Giardins, welches dem Endonexinmotiv (Kap. 1.5) sehr nahe kommt, 

belegen auch Sekundärstruktur-Analysen mit Hilfe der Programme „GOR4“ (COMBET et al., 

2000) und „Porter Prediction“ (POLLASTRI et al., 2007) die Zugehörigkeit des α19-Giardins zur 

Annexinfamilie. Genau wie bei anderen eukaryotischen Annexinen wird für das α19 eine  
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α-helikale Struktur des Moleküls vorhergesagt. Dabei werden, wie von GERKE & MOSS (1997) 

beschrieben, die α-Helices der einzelnen Domänen durch kurze Abschnitte aus „random 

coil“-Strukturen unterbrochen. Auch die für die Annexine charakteristische konvex/konkave-

Struktur scheint beim α19 vorzuliegen. Ein Computerprogramm-gestützter Vergleich (Swiss 

Pdb-Viewer; GUEX & PEITSCH, 1997) mit bekannten Kristallstrukturmodellen anderer 

Annexine zeigt eine nahe strukturelle Verwandtschaft zum Annexin A4 (ZANOTTI et al., 1998).  

Da das α19-Giardin zur Familie der Annexine zählt, wäre somit die Annahme einer 

Cytoskelett-Assoziation nicht abwegig. So sind z.B. α3 und α17 an der ventralen Scheibe zu 

finden (WEILAND et al., 2005). Auch andere Annexine aus höheren Eukaryonten wurden als 

Cytoskelett-bindende Proteine identifiziert, und es wird vermutet, dass zumindest einige 

Mitglieder der Familie an der Regulation der Membran-Cytoskelett-Dynamik beteiligt sind 

(GERKE & MOSS, 2002). So ist bekannt, dass mehrere Annexine, z.B. Annexin A2, in Calcium-

regulierter Weise an F-Aktin binden (KHANNA et al., 1990; FILIPENKO & WAISMAN, 2001). 

Aufgrund der exklusiven Lokalisierung des α19 in den ventralen Flagellen könnte die vom 

Protein vermittelte Membran-Cytoskelett-Verbindung einen grundlegenden Einfluss auf die 

Schlagcharakteristik dieser Flagellen ausüben und somit eine entscheidende Rolle für die 

Anheftung bzw. Nahrungsaufnahme des Parasiten innehaben.   

 

4.2.4 Untersuchungen zu potentiellen posttranslationalen Modifikation von α19 

Fettsäuremodifikationen an Proteinen erhöhen ihre Hydrophobizität und vermitteln über die 

angehängte Fettsäure eine mögliche Interaktion mit Membranen (ROSKOSKI, 2003). Eine der 

möglichen Fettsäuremodifikationen ist dabei die N-Myristoylierung, welche vorwiegend als 

hydrophober „Anker“ für schwache, reversible Protein-Membran-Wechselwirkungen oder das 

Protein-„Targeting“ zu intrazellulären Membranstukturen verantwortlich ist. (PEITZSCH & MC 

LAUGHLIN, 1993; MURRAY et al., 1997). Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte 

α19-Giardin besitzt als einziges der 21 α-Giardine eine N-terminale Extension mit einem 

Erkennungsmotiv (GCXXS) für eine potentielle Myristyolierung. Aus diesem Grund wurde 

nun mit Hilfe einer Triton X-100 Extraktion nach HOU et al. (2005) überprüft, ob die 

nachgewiesene Lokalisation des α19-Giardins in der unlöslichen Membranfraktion des 

Trophozoiten-Rohextraktes (Kap. 3.2.5, Abb. 3.2.8 A) auf eine solche Fettsäuremodifikation 

zurückzuführen war. Das α19-Giardin zeigte hierbei das charakteristische Verhalten eines 

membranständigen Proteins, da es sich nur durch die Behandlung mit Triton X-100, jedoch 

nicht mit NaCl, Carbonat oder Harnstoff aus der Membranfraktion extrahieren ließ (HOU et al., 

2005, Abb. 3.2.8 B). Somit kann diese Eigenschaft als erster Hinweis auf eine mögliche 
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Lipidmodifikation des α19-Giardins angesehen werden. Weiterführende Versuche müssen 

hierbei klären, ob tatsächlich eine N-Myristoylierung am α19-Giardin vorliegt. 

Ein bereits bekanntes Annexin, für das eine Myristoylierung beschrieben wurde, ist das 

humane Annexin A13 (TURNAY et al., 2005). Dieses Annexin stellt evolutiv gesehen den 

Ursprung aller Vertebraten-Annexine dar und nimmt aus diesem Grund eine Brückenfunktion 

zwischen den Vertebraten-Annexinen und den Annexinen niederer Organismen, wie z.B. den 

Protisten, ein. Annexin A13  kommt in einer myristoylierte Isoform, Annexin A13b, vor,  

welche wesentlich stabiler ist als die nicht myristoylierte (FERNANDEZ & MORGAN, 2003; 

MORGAN & FERNANDEZ, 1997). Sie veranlasst z.B. den apikalen Transport in den Epithelzellen 

oder ist an der Formierung und Anheftung von Transportvesikeln vom trans-Golgi-Netzwerk 

zur apikalen Membran beteiligt (LECAT et al., 2000; PLANT et al., 2000). Verglichen mit dem 

Annexin A13 könnte die Myristoylierung des α19 somit nicht nur für die 

Membranverankerung sondern für den gerichteten Transport zu den Membranen der 

ventralen Flagellen verantwortlich sein. Es könnte dabei eine durch die Acylierung 

hervorgerufene Funktion haben und an dem Transport von bestimmten Vesikeln zu den 

ventralen Flagellen beteiligt sein. Die bereits bekannten Beteiligungen der Annexine höherer 

Eukaryonten am vesikulären Transport lassen darauf schließen, dass die α-Giardine generell 

diese Funktion in G. lamblia übernehmen könnten (GERKE & MOSS, 2002).  

Eine weitere offene Frage ist, ob die Calcium-abhängige-Membranassoziation der Annexine  

generell eine unterstützende Wirkung auf die Lipidmodifikations-vermittelte Membranbindung 

ausübt oder diese im Falle von α19 sekundär ist. Bei bestehender Myristoylierung könnten 

die Calcium-Ionen ansonsten auch der Regulierung der Membranverankerung, dem 

sogenannten „Myristoyl-Ligand-Switch“, dienen. Dieser ist für Calciumbindende-Proteine wie 

das Recoverin bereits beschrieben worden (RESH, 1999). Dabei wird durch die Bindung von 

Calcium-Ionen eine Konformationsänderung im Protein bewirkt, sodass die gebundene 

Myristinsäure mit der Membran interagieren kann.  

Ein anderer Mechanismus zur Regulierung der Reversibilität der möglichen  

N-Myristoylierung könnte auch der „Myristoyl-Electrostatic-Switch“ sein. Ein Beispiel für die 

Regulation der reversible N-Myristoylierung über diesen Mechanismus stellt das MARCKS-

Protein dar, bei dem zusätzlich zur Myristoylierung ein Cluster von basischen Aminosäuren 

im Protein für die Membranbindung verantwortlich ist (MCLAUGHLIN et al., 1995). Werden nun 

diese Aminosäuren durch die Proteinkinase C phosphoryliert, führt die vermehrte negative 

Ladung zur Schwächung der elektrostatischen Wechselwirkung mit den Lipiden und 

schlussendlich zur Ablösung des MARCKS-Proteins von der Membran ins Cytosol (THELEN 

et al., 1991). Dabei induziert die Faltung des Proteins die Entstehung des notwendigen 

Aminosäureclusters. Mit Hilfe einer Metallhydroxid-Affinitätschromatographie (Kap. 3.2.6) 
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konnte im Rahmen dieser Arbeit die Phosphorylierung für das α19-Giardin nachgewiesen 

werden, wobei verschiedene phosphorylierte und nicht phosphorylierte Proteine zur Kontrolle 

mitgeführt wurden (Abb. 3.2.10). Somit könnte diese Phosphorylierung die reversible 

Bindung des myristoylierten α19-Giardins an die Flagellenmembran vermitteln. Ein Annexin, 

welches sowohl eine Phosphorylierung als auch eine Myristolyierung aufweist, ist das 

Annexin A1. Bei diesem Annexin sind beide posttranslationalen Modifikationen für eine 

Translokation des Proteins vom Cytoplasma zur Zellmembran oder Zelloberfläche  

verantwortlich (SOLITO et al., 2006). Somit könnte eine Kombination beider Modifikationen 

auch beim α19-Giardin eventuell den gerichteten Transport zu den ventralen Flagellen 

veranlassen. Alternativ könnte die Phosphorylierung aber auch zu einer Veränderung der 

Proteineigenschaften des α19 führen, wie es z.B. bei Annexin A2 der Fall ist (DEORA et al., 

2004). 

 

 

4.3 Ausblick 

Obwohl im Rahmen der vorliegende Arbeit eine Interaktion zwischen der Ser/Thr-Kinase und 

dem α14-Giardin nachgewiesen wurde und dies Rückschlüsse auf die ungefähre Funktion 

des α14-Giardins zulässt, wären zur Aufklärung der physiologischen Funktion des α14 

Transfektionsexperimente hilfreich. In diesen könnten die Effekte einer Erniedrigung der α14-

Genexpression mittels „antisense“- oder „RNAi“-Techniken untersucht werden. Auch eine 

Überexpression des α14-Giardins durch Einbringen von Plasmidkonstrukten in den 

Organismus könnte zur Funktionsbestimmung beitragen. Ob die Interaktion mit der Ser/Thr-

Kinase einen Einfluss auf die α14-Funktion ausübt, ließe sich hingegen mit der Ausschaltung 

bzw. Erhöhung der Kinase-Genexpression klären. Da die Phosphorylierung des α14-Giardins 

vermutlich durch die Bindung des Proteins an die Ankyrin-Domäne vermittelt wird, könnte 

eine Deletion dieser Domäne eine Veränderung der posttranslationalen Modifikation 

veranlassen. Des Weiteren würden gerichtete Aminosäureaustausche einen tieferen Einblick 

zulassen, welche Aminosäurereste die Wechselwirkung mit der Ankyrin-Domäne der Kinase 

vermitteln. So könnte mittels des „Yeast-Two-Hybrid“-Systems festgestellt werden, ob bei der 

Veränderung der Giardia-spezifischen Motive auf der konkaven Molekülseite eine Bindung 

an die Ankyrindomäne noch möglich ist.  

Da das α14-Giardin mit Heparin assoziieren kann, könnte es eine extrazelluläre Funktion 

besitzen und vielleicht an der Vermittlung des Parasit-Wirtskontakt beteiligt sein. Die dafür 

notwendige Sekretion auf die Membranoberfläche der Trophozoiten von G. lamblia konnte 
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allerdings nicht nachgewiesen werden. Sie könnte jedoch wie beim α1-Giardin in anderen 

Lebensstadien auftreten. Ob das α14 innerhalb des Lebenszyklus sekretiert wird, kann durch 

immuncytologische Untersuchungen während aller Lebensstadien festgestellt werden.  

Sowohl das Vorkommen des α19-Giardins in der Membranfraktion des G. lamblia-

Rohextrakes als auch die durchgeführte Triton X-100-Extraktion legen die Vermutung einer 

möglichen Acylierung des Proteins nahe. Weiterführende Experimenten müssen nun die 

Existenz der vorhergesagten Myristoylierung des Proteins klären, da sie im positiven Fall 

sicherlich von entscheidender Bedeutung für die Funktion des nativen α19 sind. Dazu eignen 

sich z.B. „in-vivo“-Myristoylierungs-Studien nach Zugabe der radioaktiv-markierten Fettsäure 

ins Nährmedium. Durch eine folgende Immunpräzipitation könnte dann das modifizierte α19-

Giardin detektiert werden. Auch andere Nachweismethoden, wie z.B. ein von LODGE et al. 

(1997) beschriebenes Co-Expressionssystem in E. coli zur Myristoylierungsimitation, könnte 

für den Nachweis der Modifikation herangezogen werden. Eine effektive Methode zur 

Untersuchung der Funktion und Notwendigkeit des α19-Giardins in G. lamblia und zur 

Überprüfung des Einflusses der möglichen Lipidmodifikation auf die Lokalisierung des 

Proteins wäre auch die Herstellung „knock-out“-Zellenlinien oder α19-Mutanten, welche kein 

Myristoylierungs- bzw. Palmitoylierungsmotiv besitzen. Dadurch könnte möglicherweise die 

Funktion und die Lokalisation des α19 in den ventralen Flagellen geklärt werden. Für die 

Identifizierung der potentiellen Bindepartner von α19 könnte eventuell, wie beim α14-Giardin, 

eine Affinitätschromatographie an immobilisiertem α19-Giardin hilfreich sein. Zusätzlich 

könnten „Northern-Blot“-Analysen Aussagen über die Expression des α19-Giardins im 

Lebenszyklus des Parasiten machen, sodass weitere Erkenntnisse über die Bedeutung von 

α19-Giardin im Bezug auf die einzelnen Lebensstadien von G. lamblia gewonnen werden 

könnten.  
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5. Zusammenfassung 

Der humanpathogene Darmparasit Giardia lamblia ist Erreger der Giardiasis und verfügt 

über ein komplexes Cytoskelett, in dem der Proteinfamilie der α-Giardine eine 

herausragende Bedeutung zukommt (PEATTIE et al., 1989). Von den 21 in G. lamblia 

vorkommenden α-Giardinen, die homolog zu den Annexinen höherer Eukaryonten sind, 

nehmen zwei aufgrund von einzigartigen Sequenzmotiven eine phylogenetische Sonderrolle 

ein, das α14- und das α19-Giardin (SZKODOWSKA et al., 2002, WEILAND et al., 2005). 

Welche Rolle diese beiden α-Giardine tatsächlich im Lebenszyklus von G. lamblia 

einnehmen, ist unbekannt. Um hierüber mehr zu erfahren, sollten im Rahmen in der 

vorliegenden Arbeit ihre subzelluläre Lokalisation genauer untersucht und eventuelle 

intrazelluläre Bindepartner, insbesondere im Falle von α14, identifiziert werden.  

Durch immuncytologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen wurde zunächst 

gezeigt, dass sich das α14-Giardin nur in den membranumgebenen Bereichen der Flagelle 

befand, wo es als Perlenschnur-ähnliche Verdickungen in den proximalen Bereichen und 

den distalen Enden konzentriert vorlag. Zusätzlich konnte sowohl eine Assoziation mit den 

Mikrotubuli des Axonems als auch eine Lokalisation in der Nähe des zum Cytoplasma 

weisenden Teils der Plasmamembran nachgewiesen werden. Bei der Fahndung nach 

direkten Interaktionspartnern des α14 in G. lamblia, welche mit Hilfe einer 

Affinitätschromatographie an Sepharose-immobilisiertem α14-Giardin und anschließender 

massenspektrometrischer Analyse erfolgte, wurden in Anwesenheit von Calcium mehrere 

Protein-Kandidaten detektiert. Dabei handelte es sich neben dem α- und β-Tubulin und dem 

α7.3-Giardin auch um eine Serin/Threonin-Kinase (Ser/Thr-Kinase). Fluoreszenzmikro-

skopische Aufnahmen an permeabilisierten Trophozoiten und isolierten Flagellen bestätigten 

eine Ko-Lokalisation von Tubulin und dem α14-Giardin in den erwähnten Bereichen der 

Flagellen, wohingegen eine direkte Verbindung zwischen diesen beiden Proteinen durch Ko-

Lokalisierungsversuche an isolierten Cytoskeletten allerdings nicht nachgewiesen werden 

konnte. Für weitere immuncytochemische und genetische Studien mit dem α7.3-Giardin bzw. 

der Ser/Thr-Kinase und dem α14 wurden zunächst Plasmidkonstrukte aus den 

Genfragmenten des α7.3, der Kinasedomäne und Ankyrin-Domäne der Ser/Thr-Kinase 

hergestellt, wobei die letztendlich exprimierten rekombinanten Proteine der 

Antikörperherstellung dienten. Sowohl „Far Western“-Analysen und immuncytologische 

Untersuchungen als auch das eingesetzte „Yeast-Two-Hybrid“-System belegten eine 

Wechselwirkung zwischen der Ser/Thr-Kinase und dem α14, von der ausschließlich die 

Ankyrin-Domäne mit dem Protein interagieren konnte. Unter der Annahme einer möglichen 

Phosphorylierung des α14 durch die identifizierte Kinase wurden verschiedene 

Nachweismethoden durchgeführt, welche die Phosphorylierung des α14-Giardins klar 
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bestätigten. Zusätzlich konnten sowohl die Fähigkeit der Oligomerisierung als auch die 

Bindung an Glykosaminoglykane für das α14-Giardin nachgewiesen werden. Somit könnte 

das α14-Giardin eine MAP(Mikrotubuli assoziiertes Protein)-Funktion übernehmen, bei der 

die Mikrotubuli-α14-Assoziation über ein noch unbekanntes Linkerprotein oder mittels 

Selbstorganisation („self-assembly“) stattfindet und über eine Ser/Thr-Kinase vermittelte 

Phosphorylierung reguliert wird. Dabei könnte dieser Prozess eine wichtige Funktion für die 

Dynamik oder die Mobilität der Flagellen innehaben.  

 

Da das α19-Giardin, welches eine einzigartige N-terminale Extension mit einer 

Konsensussequenz für eine Myristoylierung besitzt, in der Literatur bisher nicht beschrieben 

war, bestand das Hauptziel der vorliegenden Arbeit in der subzellulären Lokalisation und 

ersten biochemischen Charakterisierung dieses Proteins in G. lamblia.  

Nach Bestätigung der Expression des α19-Giardins mittels RT-PCR wurde für die 

Antikörperherstellung ein Plasmidkonstrukt (pJC45-α19∆1-15) kloniert, welches letztendlich für 

die heterologe Expression des rekombinanten Proteins verwendet wurde. Mit Hilfe des 

erhaltenen polyklonalen Antikörpers konnte das α19-Giardin durch 

Immunfluoreszenzversuche in den ventralen Flagellen der Trophozoiten von G. lamblia 

nachgewiesen werden, wo es mit den Mikrotubuli ko-lokalisierte. Sowohl weitere 

immuncytologische Untersuchungen an isolierten Flagellen als auch „Western-Blot“-

Analysen bestätigten diese Beobachtung. Eine Sekretion an die Flagellenoberfläche sowie 

eine direkte Assoziation zu dem Flagellenaxonem konnte nicht festgestellt werden. Im 

weiteren konnte die für Annexine typische Calcium-abhängige Bindung von α19 an 

anionische Phospholipide nachgewiesen werden. Das Vorkommen des α19-Giardins in der 

Membranfraktion des G. lamblia-Rohextraktes sowie die Solubilisierung des Proteins durch 

Zugabe eines Detergenz gaben die ersten Hinweise auf eine Fettsäuremodifikation des N-

Terminus des Proteins. Eine weitere posttranslationale Modifizierung des α19-Giardins stellte 

die nachgewiesene Phosphorylierung des Proteins dar. Aufgrund der Lokalisation in den 

ventralen Flagellen und der potentiellen Acylierung des α19-Giardins könnte das Protein an 

membrandynamischen Prozessen innerhalb der ventralen Flagellen beteiligt sein. Dabei 

könnte es eine Rolle in der Anheftung an das Darmepithel des Wirts und der 

Nahrungsaufnahme spielen, da diese Aufgaben dem ventralen Flagellenpaar zugeschrieben 

werden.  
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7. Anhang 
 
 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
AD   Aktivierungsdomäne 
Amax   Anregungswellenlänge 
Ampicillin  D-α-Aminobenzylpenicillin  
Ank   Ankyrin-Domäne  
APS   Ammoniumpersulfat  
ATP   Adenosintriphosphat 
BCA   Bicinchinon 
BD    Bindedomäne 
Bp    Basenpaare  
BSA    Rinderserumalbumin  
cAMP    cyclisches Adenosinmonophosphat  
CAPS    3-Cyclohexylamino-1-propansulfonsäure  
DIC    Durchlichtaufnahme  
DMSO    Dimethylsulfidoxid  
DNA    Desoxyribonukleinsäure  
dNTP    Dedesoxyribonukleotidtriphosphat  
DTT    Dithiotreitol  
E-64    trans-Epoxysuccinyl-L-Leucylamido-(4-Guanidino)-Butan  
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure  
EGTA    Ethylenglycol-bis-(β-Aminoethylether) N, N, N-Tetraacetat  
Emax    Emissionswellenlänge 
ESI-MS   Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie  
ESV    enzystierungsspezifische Vakuolen  
GAG    Glykosaminoglykan 
H2Obidest.  doppelt destilliertes Wasser 
IgG    Immunglobulin G  
Imidazol   1,3-Diazol  
IPTG    Isopropylthiogalaktosid  
Kan    Kanamycin 
kDA    Kilodalton  
LiAc    Lithiumacetat 
MAP    Mikrotubuli assoziiertes Protein 
Merge    Überlagerung zweier Aufnahmen  
MOAC    Metallhydroxid-Affinitätschromatographie  
Mowse    Molecular Weight Search 
Ni-NTA   Nickel-Nitrilotriessigsäure 
OD    Optische Dichte  
PAGE    Polyacrylamidgelelektrophorese  
PCR    Polymerasekettenreaktion  
PEG    Polyethylenglycol 
PIC    „protease inhibitor cocktail“ 
PKA /PKB/PKC  Proteinkinase A / B / C 
PMSF    Phenylmethansulfonylfluorid  
RE   Rohextrakt aus Trophozoiten von G. lamblia 
RT    Raumtemperatur  
RT-PCR  Reverse Transkriptase-PCR 
SDS    Natrium-(Sodium)-dodecylsulfat  
Ser/Thr-Kinase   Serin/Threonin-Kinase 
STK    Kinasedomäne  
TCA    Trichloressigsäure  
TEMED   N, N, N, N-Tetramethylethylendiamin  
TFA    Trifluoressigsäure 
Tris    Trishydroxymethylaminomethan  
Triton X-100   (p-tert-Octylphenoxy)-polyethoxyethanol 
Tub    Tubulin bzw. Mikrotubuli-Färbung  
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üN    über Nacht 
VSP    „variable surface proteins“  
X-α-Gal   5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-α-D-galaktopyranosid 
α14    α14-Giardin  
α19    α19-Giardin  
 
 
 
 
 
7.2 Aminosäuresequenzen der giardialen Annexine und des menschlichen 
Annexin A5 
 
2nd repeat 
                        100         110          120          130         140         150 

                          |           |            |            |           |           | 

 α1-Giardin  VRAQHIRDALSGR-NDHMAFFDTVILCTPEDWHETVAAYTRMFKKPLVEDFMKDVGRKEDWC 

 α2-Giardin  VRAQHIRDALSGK-NDHMAFFDTVILCTPEDWHETVAAYTRMFKKPLVEDFMKDVGRKENWC 

α19-Giardin  LRTELIRESLQGKATDIEQLTDVVLTLSESRACEIVQNYDLLYGGSVITDIRHDYNGDKLWQ 

α14-Giardin  LLCELIRGATKGAGTDEKCLVDVLLTIETHEVREIRQLYYQLYNDSLGDVVRKDCGDKYMWA 

 Annexin A5  YDAYELKHALKGAGTNEKVLTEIIASRTPEELRAIKQVYEEEYGSSLEDDVVGDTSGYY—QR 

 

 

4th repeat 
                   250          260         270         280          290           300                                           

                     |            |           |           |            |             | 

 α1-Giardin  LAAYLINCACNDKG-DEKRMRRITG-MMVDKCLGAKHAYKIYGDMGTDIERCF-DKR--MA  

 α2-Giardin  LAAYLVNCACNDKG-DEKRMRRITG-MMVDKCLAAKYAYKTYGSMKADVERCF-DKR--MA  

α19-Giardin  FMAHTALVAGISRD-DARLTRAAIL-SYEEHPDVPAVYRELYGVTLEDAIEKTGTGSYES 

α14-Giardin  AAAFSMNVAFAGSGSDSNRLNRITA-MHFRECKGCKYYYKKVYGQAFD-ERCATELKGVYG  

 Annexin A5  YLAETLYYAMKGAGTDDHTLIRVMVSRSEIDLFNIRKEFRKNFATSLYSMIKG-DTSG-YK  

         

                   310     

                     |    

 α1-Giardin  ILRTLWRVK- 

 α2-Giardin  ILCTLWRLRE           

α19-Giardin  TLLILWKIDR                     : Endonexinfaltungs-Motiv 
α14-Giardin  AIKLLWEPVT                     : Giardin-Motiv          
Annexin A5   ALLLLCGEDD 

 

 

 
 
 
7.3 Potentielle Phosphorylierungsstellen des α14-Giardins 
 
 
MANKNYQMSTGVTAVVQKVVEACQDESKRLDLIEIARSYPPNQLRNMQRTFQAITGTFLDAFLKKHLSKDFESLV

LMLYKPRAQLLCELIRGATKGAGTDEKCLVDVLLTIETHEVREIRQLYYQLYNDSLGDVVRKDCGDKYMWAKLIN

AVATGDRIPRDTHELEEDLVLVRKAIETKGVKKDEVSTWIRIFATYTRADFRQLHKMYSAKYNGDSLRAGVEDEF

QGLDEYAFKLAHDFLYDPCCAAAFSMNVAFAGSGSDSNRLNRITAMHFRECKGCKYYYKKVYGQAFDERCATELK

GVYGDAIKLLWEPVTVPLLSMDDYQGSEQHRPMTLEL 

 
„NetPhos 2.0“ Phosphorylierungswahrscheinlichkeit > 90%: Ser: 3 Thr: 2 Tyr: 2 
 
„NetPhosK 1.0” Highest Score:   0.91 an Position T-178 
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7.4 Aminosäuresequenz des α19-Giardins 
 

 

 
MGCAASTPDVADATAVMGNHGPEKHRAKGMSNKGISLKSMESIRSAIESLLINEPELTKLMTSFSKEHLFMFAKD

YQTQTGTDLLSLLREKLNGPLEKLILSSFKPDVTLRTELIRESLQGKATDIEQLTDVVLTLSESRACEIVQNYDL

LYGGSVITDIRHDYNGDKLWQRLITRILSSKRVSRSSLAMQSTTLASDGDVDTHAVGAEANTGTLGKLLVADAER

LVMDIRERNFEHLLLLMATALPAEYVSICKKYFEMKGTVLRQDIADALEHRPEERYALLLAHDYLHSPAAAYAFM

AHTALVAGISRDDARLTRAAILSYEEHPDVPAVYRELYGVTLEDAIEKTGTGSYESTLLILWKIDRPKDPAAGPE

AENGPAETAAHAGNKAKQSSKGNKKSDSKADKEGAATPVLQNDTVEERLPTPAASESSTPRGD  

 

 
GXXXS: potentielle Myristoylierungsstelle 
GKATD{38}D: Endonexinfaltungs-ähnliches Sequenzmotiv 
WK: Giardin-Motiv 
RGD: Zelladhäsions- bzw. Integrin-Bindemotiv 
NDT: Glykosylierungsmotiv 
 
„NetPhos 2.0“ Phosphorylierungswahrscheinlichkeit > 90%: Ser: 18 Thr: 2 Tyr: 1 
 
„NetPhosK 1.0” Highest Score:   0.92 an Positionen S-180 oder S-394  
 

 

 
 
7.5 Aminosäure-Alignment von α14-Giardin und Annexin A5 
 

 
Anx A5             1 MA----QVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMKGLGTDEESILTLL-TSR     45 

                     ||    |:..|...            .::|.::.. .||...|.|: .:| 

α14                1 MANKNYQMSTGVTA------------VVQKVVEAC-QDESKRLDLIEIAR     37 

 

Anx A5            46 S-------NAQR--QEISAAFKTLFGRDLLDDLKSELTGKFEKLIVALMK     86 

                     |       |.||  |.|:..|...|       ||..|:..||.|::.|.| 

α14               38 SYPPNQLRNMQRTFQAITGTFLDAF-------LKKHLSKDFESLVLMLYK     80 

 

Anx A5            87 PSRLYDAYELKHALKGAGTNEKVLTEIIASRTPEELRAIKQVYEEEYGSS    136 

                     |........::.|.|||||:||.|.:::.:....|:|.|:|:|.:.|..| 

α14               81 PRAQLLCELIRGATKGAGTDEKCLVDVLLTIETHEVREIRQLYYQLYNDS    130 

 

Anx A5           137 LEDDVVGDTSGYYQ--RMLVVLLQANRDPDAGIDEAQVEQDAQALFQAGE    184 

                     |.|.|..|....|.  :::..:...:|.|.   |..::|:|...:.:|.| 

α14              131 LGDVVRKDCGDKYMWAKLINAVATGDRIPR---DTHELEEDLVLVRKAIE    177 

 

Anx A5           185 LKWGTDEE--KFITIFGTRSVSHLRKVFDKYMT-ISGFQIEETIDRETSG    231 

                     .|....:|  .:|.||.|.:.:..|::...|.. .:|..:...::.|..| 

α14              178 TKGVKKDEVSTWIRIFATYTRADFRQLHKMYSAKYNGDSLRAGVEDEFQG    227 

 

Anx A5           232 NLEQLLLAVVKSIRSIPAYLAE-TLYYAMKGAGTDDHTLIRVMVSRSEID    280 

                      |::....:.......|...|. ::..|..|:|:|.:.|.|:...... : 

α14              228 -LDEYAFKLAHDFLYDPCCAAAFSMNVAFAGSGSDSNRLNRITAMHFR-E    275 

 

Anx A5           281 LFNIRKEFRKNFATSLYSMIKGDTSGDYKKALLL--------LCGEDD      320 

                     ....:..::|.:..:.......:..|.|..|:.|        |...||   

α14              276 CKGCKYYYKKVYGQAFDERCATELKGVYGDAIKLLWEPVTVPLLSMDDYQ    325 

 

Anx A5           321                  

                                  

α14              326 GSEQHRPMTLEL                                          337 

 
AS-Reste für Heparinbindestelle des Annexin A5, Ca2+-abhängig (AS), Ca2+-unabhängig (AS) 
entsprechende AS im α14-Giardin 
Potentielles zusätzliches Heparinbindemotiv des α14-Giardins, wahrscheinlich Ca2+-abhängig 

Myr 
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7.6 Hergestellte Plasmidkonstrukte 
 

 

pET16b-α7.3 
 

  1                   ATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCAT 

  1                    M  G  H  H  H  H  H  H  H  H  H  H  S  S  G  H     

 

 61       ATCGAAGGTCGTCATATGATGGCTGCGGCAAAGGCTACCGAGATCAAGGCGCTCATCGAC 

 21        I  E  G  R  H  M  M  A  A  A  K  A  T  E  I  K  A  L  I  D     

 

121       GCCAAGGACATGGACGGGCTTGCGAGGAGCGTCGCCGACTTCGACGATAGGCAGCGCGCC 

 41        A  K  D  M  D  G  L  A  R  S  V  A  D  F  D  D  R  Q  R  A     

 

181       GAGATCTACGCCGCATTCAGGGCGGCCAACGGGAAGACGGCCTCCGAGTACCTCGACGCC 

 61        E  I  Y  A  A  F  R  A  A  N  G  K  T  A  S  E  Y  L  D  A     

 

241       TTGTTCAAGAACGGGGACTACAAGGACCTCATGATGATCGTCCTCGACGACGAGATCGAC 

 81        L  F  K  N  G  D  Y  K  D  L  M  M  I  V  L  D  D  E  I  D   

 

301       GTCCGCTGCAAGCTGATCAAGAAGGCCTTCAAGGGCGGGAACGACGAGAGGTGCCTCACG 

101        V  R  C  K  L  I  K  K  A  F  K  G  G  N  D  E  R  C  L  T   

 

361       GACACGCTCTTGACGACGACCCCCGAGATCTACGCAAGGGTCAAGGGCAGGTACCACCAG 

121        D  T  L  L  T  T  T  P  E  I  Y  A  R  V  K  G  R  Y  H  Q   

 

421       CTCTTCGGGGACGACTTCGAGTCCACGCTCAGGAAGGAGATCGGCTCCAAGACCGTCTGG 

141        L  F  G  D  D  F  E  S  T  L  R  K  E  I  G  S  K  T  V  W     

 

481       GCCCGCATGGTGAACTCCTGGCTTGCCTTCTGCAGGTCTGCCCGCAACAACGTCCAGGGC 

161        A  R  M  V  N  S  W  L  A  F  C  R  S  A  R  N  N  V  Q  G     

 

541       GACGCAGAGGCCCTGAAGACCGCGCTGATCGGCGTCAAGCACCCGGACACGGACACGGTC 

181        D  A  E  A  L  K  T  A  L  I  G  V  K  H  P  D  T  D  T  V     

 

601       ATCCGCCTCCTCGGCACGACCGTCCCCAGCGAGTGGAAGCAGATCTCCGAGGCGTTCGAG 

201        I  R  L  L  G  T  T  V  P  S  E  W  K  Q  I  S  E  A  F  E     

 

661       AACATCGCCAAGAAGACGATCGAGCAGGCCCTCATCGAGGCCTACAAGGGCGACGACGAG 

221        N  I  A  K  K  T  I  E  Q  A  L  I  E  A  Y  K  G  D  D  E     

 

721       CTCGCGCTCTGCTGCTGCAACGCGACGCTCCACTGCCCCGCCCGAGGCGCCGCCTACCTC 

241        L  A  L  C  C  C  N  A  T  L  H  C  P  A  R  G  A  A  Y  L   

 

781       CTGAGCCTGGCCTGCCAGAAGAAGGGCGACACCGACCGCTGCTGCCGCATCACCGGGATG 

261        L  S  L  A  C  Q  K  K  G  D  T  D  R  C  C  R  I  T  G  M     

 

841       CTCTACGACCAGGCAGAGCAGTGCAAGGTCCTCTACGCCCACTACGGCAACTTAGCCAAG 

281        L  Y  D  Q  A  E  Q  C  K  V  L  Y  A  H  Y  G  N  L  A  K     

 

901       GACATCCGAGCCACGATGTCCAAGAACCTCGCCGAGGCCTGCTGCGTCCTCTGGCACGTC 

301        D  I  R  A  T  M  S  K  N  L  A  E  A  C  C  V  L  W  H  V     

 

961       ATGTAAGGATCCGGCTGCTAA 

321        M  *  G  S  G  C  *  

 

 

 

Primerteilstück,  
Restriktionsschnittstellen (NdeI/BamHI)  
Vektorcodierter Bereich  
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pET16b-STK 
 

  1                   ATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCAT 

  1                    M  G  H  H  H  H  H  H  H  H  H  H  S  S  G  H   

    

 61       ATCGAAGGTCGTCATATGACTTTGGCGGCAGGAGAGTACAGCATGCTCTTCCTGGCCATG 

 21        I  E  G  R  H  M  T  L  A  A  G  E  Y  S  M  L  F  L  A  M   

          

121       GGAAACGACTACCAGGAGGTCGCTATCAAGAGCTTTGATTGCACGCAGATGGACGATGCA 

 41        G  N  D  Y  Q  E  V  A  I  K  S  F  D  C  T  Q  M  D  D  A   

 

181       CAAGTCTCGGAAATTCACCGCCAGGCCCTACTCCTGAAGTCCGTTAACCATCCGCTGGTA 

 61        Q  V  S  E  I  H  R  Q  A  L  L  L  K  S  V  N  H  P  L  V   

 

241       CTCAAGGTATATGACGTCCAGATGAACATTACGCGCACGCGCCTGCACGTGATCATGGAG 

 81        L  K  V  Y  D  V  Q  M  N  I  T  R  T  R  L  H  V  I  M  E     

 

301       CCCTTCTTCAAGACGCTTCAGAACCTCATCGACGAGTGTGAGAAGGCAGATCGCTCGCTC 

101        P  F  F  K  T  L  Q  N  L  I  D  E  C  E  K  A  D  R  S  L   

 

361       CTCAACAACATCGTCTGCCAGGTGGCCTACCAGGTCATCAAGGGGCTCCACTATCTCTCC 

121        L  N  N  I  V  C  Q  V  A  Y  Q  V  I  K  G  L  H  Y  L  S   

 

421       ACCACCAACCATGTCGCGGTCAACGAGCAGGGACAGGAGTTCTCGCAGGACAAGATCTTC 

141        T  T  N  H  V  A  V  N  E  Q  G  Q  E  F  S  Q  D  K  I  F     

 

481       CACTCGTTTATCACACCGAACGACATTGTGTTCAACACCTCCGGAGTTGTGAAGCTTATG 

161        H  S  F  I  T  P  N  D  I  V  F  N  T  S  G  V  V  K  L  M     

 

541       AACATCTTCCCCCTGGAGCATAGGATGCTCTATGAAAAGGGCGACGCCAGCTTCCCGGGG 

181        N  I  F  P  L  E  H  R  M  L  Y  E  K  G  D  A  S  F  P  G     

 

601       CTCGCCTATGCGTCGCCTGAGTTTCTCAACAGGGAATACACCGAGTGCCCTGCCGATGTG 

201        L  A  Y  A  S  P  E  F  L  N  R  E  Y  T  E  C  P  A  D  V   

 

661       TGGTCTGCGGGCGCGTGCATTTTCGCCATGGCTATGCGCAGGCCCCCGTTCAACTCTACC 

221        W  S  A  G  A  C  I  F  A  M  A  M  R  R  P  P  F  N  S  T   

 

721       AACGTGGAGTCCCTAAGGGTGGAGGTCGAAGAAGGAAAGAAGGATGGCCTCGATATCAGC 

241        N  V  E  S  L  R  V  E  V  E  E  G  K  K  D  G  L  D  I  S   

 

781       TTCAGCCGCGAGCTTGATGACATGCTCCAGCGCATGATGACGCCGGACCAGGGCTACAGG 

261        F  S  R  E  L  D  D  M  L  Q  R  M  M  T  P  D  Q  G  Y  R   

 

841       CCCACTGCCGGCGATCTCCTCAACGACCCCTCAATCACCGAGGCGGCGTACGAGATCGAA 

281        P  T  A  G  D  L  L  N  D  P  S  I  T  E  A  A  Y  E  I  E     

 

901       GCGGGCGGCCTGCAAAACCCGTGGATGGCAATCGGCTTCTCCAGGCCGATCTCTCAGGCA 

301        A  G  G  L  Q  N  P  W  M  A  I  G  F  S  R  P  I  S  Q  A   

 

961       GTGGCCCCTGTGTCCAACGGATCCGGCTGCTAA 

321        V  A  P  V  S  N  G  S  G  C  *    

 

 

 

Primerteilstück,  
Restriktionsschnittstellen (NdeI/BamHI)  
Vektorcodierter Bereich  
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