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Einleitung

A. Einleitung

I. Trypanosoma brucei

L.1. Trypanosomen und ihre Bedeutung als Krankheitserreger

Die im Mittelpunkt dieser Arbeit stehenden Trypanosomen sind einzellige
eukaryontische Parasiten, die sich im Laufe der Evolution ein auBBergewohnlich grof3es
Spektrum  verschiedener Wirtsorganismen erschlossen haben. Zusammen mit
Leishmanien und Crithidien bilden die etwa 200 Trypanosomenarten die Ordnung
Kinetoplastida. Im Interesse wissenschaftlicher Forschung stehen diese Parasiten
besonders auf Grund ihrer Rolle als bedeutende Krankheitserreger bei Menschen und
Nutztieren. Von den vor allem in Lateinamerika vorkommenden Trypanosoma cruzi
wird die Chagas-Krankheit ausgelost, wihrend Trypanosoma brucei die Nagana-Seuche
bei Rindern und die afrikanische Schlatkrankheit beim Menschen verursacht. Letztere
stellt eine ernstzunehmende Bedrohung der in den betroffenen Gebieten ansdssigen
Bevolkerung dar, wobei die World Health Organization (WHO) von einer Bedrohung
von iiber 60 Millionen Menschen in 36 Lindern ausgeht. Obwohl diese tddlich
verlaufende Krankheit in den sechziger Jahren kurzzeitig praktisch als besiegt galt,
wurden 45.000 neue Félle allein im Jahre 1999 gemeldet. Die Dunkelziffer liegt laut
Schitzungen der WHO allerdings bei etwa dem zehnfachen Wert (www.who.com). Der
Grund fiir das erneute starke Aufkommen der afrikanischen Schlafkrankheit in den
letzten gut 30 Jahren ist mitunter im Riickzug der ehemaligen Kolonialméichte und den
im Anschluss verstirkt aufkommenden sozialen Unruhen bzw. kriegerischen Ausein-
andersetzungen zu suchen, die z.B. gesundheitliche Kontrollen von Personen in
Risikogebieten erschwerten. Einen wichtigen Faktor bei der Bekdmpfung der Krankheit
stellt allerdings auch die Kontrolle des Vektors dar: Der Lebenszyklus afrikanischer
Trypanosomen umfasst neben einem Sdugerwirt, in dem sie als Blutformen bezeichnet
werden, ein Stadium als prozyklische Parasiten in der Tsetse-Fliege (Gattung Glossina).
Das Auftreten der Pathogene korreliert mit der Verbreitung dieses blutsaugenden
Insekts, das die Schlafkrankheitserreger bei einer Blutmahlzeit mit seinem Speichel in
die Blutbahn des Wirts injizieren kann. Das Habitat der Tsetse-Fliege wird mit dem

Begriff des fIy belt umschrieben, der sich etwa zwischen 15° nordlicher und 15-18°
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stidlicher Breite erstreckt (Abb.1). In diesem Bereich sind die Lebensbedingungen nicht
nur durch die Krankheitsbedrohung erheblich erschwert, denn 7. brucei stellt auf Grund
der Verursachung von Nagana in Rindern auch ein enormes volkswirtschaftliches
Problem dar. Grofle Flichen von Vieh- und Weideland sind somit faktisch nicht

nutzbar.

Tsetse fly modern distribution

Tsetse flies live today in )
moist savanna and woodlands, §
regions with > 500 mm of rain
a year.

Tseetse flies camry a parasite
which can infect

livestock and people with
trypanosomiasis

(sleeping sickness).

Abb. 1.:  Heutige geographische Verbreitung der Tsetse-Fliege als Ubertriiger

der Schlafkrankheit (http://www.indiana.edu/~origins/images/tsetsemap.jpg)

1.2. Verlauf der afrikanischen Schlafkrankheit

Prinzipiell existieren beim Menschen zwei verschiedene Formen der afrikanischen
Schlafkrankheit, nidmlich die chronische westafrikanische (verursacht durch
Trypanosoma brucei gambiense) und die akut verlaufende ostafrikanische
(Trypanosoma brucei rhodesiense). Der Verlauf dieser beiden Krankheitsformen ist
schematisch in Tabelle 1 dargestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten Formen,

Trypanosoma brucei brucei, sind dagegen verantwortlich fiir die Nagana-Seuche und
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fiir Menschen nicht pathogen, da sie von einem HDL-assoziierten Serumfaktor im Blut
lysiert werden [Pays et al., 2006]. Bei einer Blutmahlzeit einer mit Trypanosomen
infizierten Tsetse-Fliege werden bis zu 40.000 infektidse Parasiten iiber einen Umweg
durch subkutanes Gewebe in den Blutkreislauf des Betroffenen injiziert. Man geht
davon aus, dass eine Mindestzahl von ca. 400 Trypanosomen erforderlich ist, um eine
Infektion auszulosen. An der Einstichstelle entwickelt sich nun zunichst ein Geschwiir,
der so genannte Trypanosomenschanker. Wihrend dieser nach einigen Wochen
praktisch vollstindig abheilt, vermehren sich die nun zu Blutformen differenzierten
Trypanosomen durch bindre Fission. Die Parasitimie nimmt nun einen wellenférmigen
Verlauf, wofiir verschiedene Griinde diskutiert werden: Zum einen unterliegt der Parasit
an sich einer Zelldichteregulation, einem quorum sensing, welches ein liberméBiges
Anwachsen der Population und damit eine nicht zu kompensierende Schidigung des
Wirts verhindert, zum anderen wird der Parasit auf Grund seines speziellen
Oberflachenmantels vom Immunsystem des Wirts zeitweise erfolgreich bekampft
[Duszenko et al., 2006]. Zu einem gegebenen Zeitpunkt tragen Trypanosomen ca. 10’
Molekiile einer Form des Variant Surface Glycoprotein (VSG) auf ihrer Oberfliche.
Dieses verhindert auf Grund seiner dichten Packung die Erkennung anderer
membranstindiger Komponenten des Parasiten durch das Immunsystem [Cross, 1975].
Nach einigen Tagen entstehen Antikdrper gegen die gegenwirtig exprimierte Form des
VSG, wobei es nun bei einem kleinen Teil der Parasitenpopulation zum so genannten
antigenic switching kommt. Hier gerdt ein zuvor nicht exprimiertes VSG-Gen durch
Rekombinationsprozesse in eine telomerstindige VSG expression site, und das Produkt
dieses Gens Iost in der Folge die zuvor exprimierte VSG-Variante ab [Borst &
Fairlamb, 1998]. Da das Immunsystem zwar nun einen Grofteil der Parasitimie
eliminieren kann, aber erst wieder einen Antikorper gegen die neue VSG-Variante
produzieren muss, kann sich ein Teil der Trypanosomen wieder relativ ungestort
vermehren, so dass es zu einem insgesamt oszillierenden Verlauf der Parasitimie
kommt. Entsprechend diesen Umstinden kommt es beim Patienten zu mehr oder
weniger periodisch verlaufenden Fieberschiiben. Im weiteren Verlauf der Krankheit
durchtreten die Parasiten schlieBlich nach einigen Wochen (akute Form) oder nach
mehreren Monaten oder Jahren (chronische Form) die Blut-Hirn- oder Blut-Liquor-
Schranke und infiltrieren das Zentrale Nervensystem. Der Mechanismus des Durchtritts
ist bis heute nicht eindeutig gekldrt, man kann jedoch davon ausgehen, dass ein

parazelluldrer Weg beschritten wird, wie es u.a. in einem in vitro-Modell beobachtet
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wurde [Grab et al., 2004]. In der Folge entwickeln die betroffenen Individuen die fiir
die afrikanische Schlafkrankheit typischen Verhaltensmuster. Es kommt beispielsweise
zu tiefgreifenden Stérungen des Wach-Schlaf-Rhythmus: Die Patienten schlafen
tiberwiegend tagsiiber und zeigen dafiir nachts Hyperaktivitit. Dieses Verhalten
korreliert mit der Tagaktivitit der Tsetse-Fliege, deren Opfer den Insekten im Schlaf
wesentlich leichter zuginglich sind, was wiederum zur weiteren Verbreitung der
Trypanosomen beitrdgt. Dariiber hinaus treten verschiedene psychische Verdnderungen
auf, die von leichter Reizbarkeit bis hin zu Lethargie reichen konnen. Unbehandelt

filhren afrikanische Trypanosomiasen praktisch unweigerlich zum Tod.

Infektionsverlauf und Krankheitsbild der beiden Formen der

afrikanischen Schlafkrankheit

Stadium, Verlauf T. b. gambiense T. b. rhodesiense

und Symptome

1. Stadium: Febril-glandulédre oder hamolymphatische Phase:

Trypanosomen- bei Afrikanern um 50%
schanker: unter 5%,

bei Europdern um

20%

Beginn der 2-3 Wochen nach 1-2 Wochen nach
Parasitédmie: Infektion Infektion

Art der niedrig, hoch, oft anhaltend
Parasitdmie: intermittierend

Parasitimie- Fieber, Schiittelfrost, Kopf-, Gelenk- und
assoziierte Muskelschmerzen, Odeme, Gewichtsverlust,
Symptome: Jucken, endokrine Probleme, Schwellung der

Lymphknoten am Nacken; Stérungen der
Herzfunktion (v.a. bei T. b. rhodesiense),
Andmie, Thrombozytopenie, erhohte IgM-
Spiegel im Blut

Verlauf: chronisch akut

2. Stadium: Neurologische oder Meningoenzephalitische Phase (nach

Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke):
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Eindringen der 4-6 Monate nach oft bereits nach

Erreger in das Infektion oder wenigen Wochen

ZNS: spater

Symptome: Verwirrungszustinde,
Koordinationsschwierigkeiten,
Sinnesstérungen,  gestorter  Schlafzyklus,
Abmagerung, epileptiforme Krampfe,
Apathie, Koma. Pleozytose im Liquor,
erhohte Gesamtprotein- und IgM-Spiegel.

Krankheitsdauer Monate bis >6 selten >3-7 Monate

beider Stadien: Jahre

Tab.1:  Verlauf der Schlafkrankheit bei Infektionen mit 7rypanosoma brucei

gambiense bzw. Trypanosoma brucei rhodesiense [nach
http://www.infektionsbiologie.ch/seiten/modellparasiten/seiten/trypanosoma/steckb

rief tryps.html]

1.3. Morphologie der Trypanosomen
Der Begriff ,, Trypanosomen® ist dem Altgriechischen entlehnt und bedeutet
urspriinglich in etwa ,Bohrkoérper”, was auf die charakteristische spindelférmige
Morphologie dieser Parasiten zuriickzufiihren ist. Die genannte Bezeichnung beschreibt
vor allem die long slender Blutform, wie sie im Sdugerwirt vorkommt. Prinzipiell ist
festzuhalten, dass sich die &ullere Form der Trypanosomen je nach Stadium des
Lebenszyklus deutlich verdndert, wihrend der Aufbau im Inneren der Zelle weitgehend
konstant bleibt. In Abb. 2 ist eine vereinfachte Darstellung eines long slender
Trypanosoms zu sehen, in der die Organellen schematisch dargestellt sind. Zusétzlich
zu den bekannten eukaryontischen subzelluldren Bestandteilen wie Nucleus etc. weisen
Trypanosomen eine Reihe von Besonderheiten auf: Die Glycosomen stellen

beispielsweise eine spezialisierte Form von Peroxisomen dar, in denen der grofite Teil

der Glycolyse stattfindet. Ebenso ins Auge fillt das einzelne langgestreckte

5
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Mitochondrium, das sich im Laufe des Lebenszyklus den dueren Gegebenheiten leicht
anpasst. Neben der Geillel, welche am Hinterende der Zelle in der so genannten
Flagellumtasche entspringt, ist natiirlich der namensgebende Kinetoplast zu nennen, der
vor allem die mitochondriale DNA umfasst. Auch das Cytoskelett der Parasiten hebt
sich von dem der meisten anderen Eukaryonten ab: Statt Strukturen, welche die Zelle
mit zahlreichen dreidimensionalen Verzweigungen durchziehen, liegt das mikrotubulére
Cytoskelett der Trypanosomen als dynamisches Netzwerk aus Lingsverstrebungen
direkt unterhalb der Plasmamembran und durchlduft parallel zu ihr die gesamte Linge
des Zellkorpers. Das Flagellum der Trypanosomen ist liber maculae adhaerentes an der
Zellmembran angeheftet. Die Motilitdt der Geil3el hat sich kiirzlich als essentiell fiir die
Uberlebensfihigkeit der Parasiten herausgestellt [Broadhead et al., 2006]. Zudem bildet
der Ansatzpunkt des Flagellums, die so genannte Flagellumtasche, einen zentralen
Verteilungspunkt fiir ein- oder austransportierte Substanzen. Exo- oder
Endocytoseprozesse der Trypanosomen finden ausschlieBlich iiber die Flagellumtasche
statt [Landfear & Ignatushchenko, 2001]. Die subzelluldre Lokalisation dieser Struktur
variiert abhéngig vom Stadium des Lebenszyklus: In der trypomastigoten Form liegt die
Flagellumtasche hinter dem Nucleus, wihrend sie bei der in der Tsetse-Fliege

vorkommenden epimastigoten Form vor den Kern riickt.
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Abb. 2:  Schematischer Aufbau einer 7. brucei-Zelle [Vickerman, 1969]
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1.4. Lebenszyklus von Trypanosoma brucei

Die drei Formen von Trypanosoma brucei weisen innerhalb ihres Lebenszyklus
lediglich zwei verschiedene Wirte auf, wobei es sich bei einem immer um eine Fliege
des Genus Glossina und bei dem anderen um einen Siduger handelt.

Im Fliegendarm entwickelt sich die so genannte prozyklische Form der Parasiten,
welche sich rasch teilt und ein voll ausgebildetes Mitochondrium mit den Enzymen des
Citratzyklus bzw. der Atmungskette besitzt. Als Nahrungsquelle fungieren hier
besonders die in der Fliege reichlich vorkommenden Aminosiuren, insbesondere Prolin.
Im Laufe der Infektion gelangen die Parasiten auch zur Speicheldriise, wo sie zu
epimastigoten Formen differenzieren. Wie unter Punkt 1.3. beschrieben, unterscheiden
sich diese morphologisch von den anderen, trypomastigoten, Formen hinsichtlich der
Lage von Flagellumtasche und Kinetoplast. Aus den epimastigoten Trypanosomen
entstehen nun teilweise metazyklische Formen, die nicht mehr zur Teilung befihigt,
aber infektios fiir den Sdugerwirt sind. Bei einer Blutmahlzeit konnen diese Parasiten in
den Blutstrom des letzteren gelangen und somit das zweite Stadium des Lebenszyklus
einleiten. Aus den metazyklischen Insektenformen entstehen hier spontan long slender
Blutformen, die sich von der Lebensform in der Fliege besonders metabolisch
malgeblich unterscheiden. Long slender Blutformen besitzen nur ein weitgehend
degeneriertes Mitochondrium mit wenigen Cristae. Als einzige Energiequelle
verwenden sie Glucose, die in der offenbar nicht regulierten Glycolyse zu Pyruvat
abgebaut wird. Letzteres wird als Endprodukt aus der Zelle ausgeschleust und ins Blut
abgegeben. In der Folgezeit entstehen aus einem Teil der long slender die gedrungenen
short stumpy Formen, die sich nicht mehr teilen und fiir die Transmission in die Tsetse-
Fliege praadaptiert sind. Sie exprimieren bereits einige Enzyme der Atmungskette und
haben dementsprechend ein weiter entwickeltes Mitochondrium als die long slender
Formen. Diejenigen short stumpy Trypanosomen, die nicht in die Fliege {ibertragen
werden, gehen wohl apoptotisch zu Grunde, wobei Prostaglandine und deren Metabolite
eine wichtige Rolle einnehmen konnten [Figarella et al., 2005, Figarella et al., 2006].
Werden sie jedoch von einer Tsetse-Fliege bei einer Blutmahlzeit aufgenommen,
differenzieren sie wiederum zu prozyklischen Trypanosomen, wéhrend ebenfalls

aufgenommene /ong slender Formen im Fliegendarm zu Grunde gehen.
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Abb. 3:  Lebenszyklus von Trypanosoma brucei (nach www.dpd.cdc.gov/dpdx)

1.5. Biochemische Besonderheiten
L.5.1. Variant Surface Glycoprotein (VSG)

Wie unter Punkt 1.2. beschrieben, stellt das Variant Surface Glycoprotein (VSG) einen
wirksamen Schutz der Trypanosomen vor dem Immunsystem des Wirtes dar. Der dichte
Oberflachenmantel bildet eine im Elektronenmikroskop sichtbare Schicht von etwa 12-
15 nm Dicke, so dass das zu einem gegebenen Zeitpunkt exprimierte VSG das einzige
zugingliche Antigen auf der Oberfliche der Trypanosomen bildet [Cross, 1975]. Das so
genannte antigenic switching, also der komplette Wechsel eines bestimmten VSG-Typs
zu einer anderen Variante, kann nach mindestens drei verschiedenen molekularen
Mechanismen erfolgen. Dabei kommt es, unabhidngig von der Immunantwort des Wirts,
etwa 10°mal pro Generation vor [Lamont ef al., 1986]. Der Parasit verfiigt mit etwa
1000 Genen {iber ein enormes Spektrum an verschiedenen VSG-Varianten, und

innerhalb einer Population konnen unterschiedliche Ausfiihrungen présent sein.
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Allerdings existiert im Blut des Sdugerwirtes zu einem bestimmten Zeitpunkt stets eine
pradominante Form, gegen die jeweils ein Antikorper produziert wird. Die Unterschiede
innerhalb der einzelnen VSG-Molekiile begriinden sich in der dem Lumen des
BlutgefidBBes zugewandten variablen N-terminalen Region, wihrend der C-terminale
Bereich recht konserviert ist. Letzterer ist fiir die Verankerung des Proteins in der
Plasmamembran iiber einen Glycosylphosphatidylinositolrest (GPI-Anker) verantwort-
lich, so dass hier eine hohe Variabilitit nicht vonnéten ist. Man kann die VSG-
Varianten auf Grund ihrer unterschiedlichen Primérstrukturen drei verschiedenen Typen
zuordnen, wobei auffillig ist, dass Proteine des Typ 3 insgesamt weniger Aminoséuren,
aber dennoch eine sehr dhnliche dreidimensionale Struktur wie die anderen Typen
aufweisen [Blum et al., 1993]. Dieses Phdnomen liegt zu einem groBen Teil in der
quantitativ stirkeren Prdsenz von Glycosylresten bei Typ 3 begriindet, die das Fehlen
der betreffenden Aminosduren kompensieren.

In der Tsetse-Fliege verlieren die Trypanosomen ihren fiir die Blutform typischen VSG-
Mantel, an dessen Stelle bei den prozyklischen Formen eine Hiille aus Procyclin bzw.
PARP (Procyclic Acidic Repetitive Protein) tritt [Roditi & Clayton, 1999]. Diese ist
weniger kompakt als ihr VSG-Pendant und stellt in erster Linie einen Schutz vor den

Verdauungsenyzmen im Fliegendarm dar.

L.5.2. Energiestoffwechsel

Wihrend die prozyklischen Insektenformen der Trypanosomen ein voll ausgebildetes
Mitochondrium besitzen und vor allem Aminosduren wie Prolin [Tielens & Van
Hellemond, 1998] via Citratcyclus bzw. Atmungskette metabolisieren, sind die
Blutformen ausschlielich auf die Glucose im Blut des Sdugerwirtes angewiesen,
welche in der Glycolyse zu Pyruvat verstoffwechselt wird. Soweit bekannt ist, wird die
Glycolyse in Trypanosomen nicht reguliert, so dass die dem Parasiten zur Verfligung
stehende Glucose stets mit der hochstmoglichen Geschwindigkeit umgesetzt wird.
Dafiir ist eine Kompartimentierung der Glycolyseenzyme (Abb. 4) von Vorteil, wie sie
zu einem betrichtlichen Teil bei Trypanosomen realisiert ist: Angefangen bei der
Hexokinase, befinden sich sdmtliche Enzyme bis hin zur Phosphoglyceratkinase

innerhalb des Glycosoms. Letzteres stellt eine fiir Kinetoplastiden typische
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spezialisierte Form von Peroxisomen dar, in der Glucose bis zur Stufe des 3-
Phosphoglycerat metabolisiert wird. Dieses Produkt wird schlieBlich im Cytosol zu
Pyruvat umgesetzt, das anschliefend ins Medium (bzw. ins Wirtsblut) abgegeben wird.
Damit das in der GAPDH-Reaktion entstehende NADH innerhalb des Glycosoms
reoxidiert werden kann, bedient sich der Parasit eines besonderen Shuttle-Systems: Das
in der Aldolasereaktion entstehende Dihydroxyacetonphosphat wird zundchst im
Glycosom durch die Glycerinphosphat-Dehydrogenase unter NAD-Bildung zu
Glycerin-3-phosphat reduziert. AnschlieBend wird letzteres aus dem Glycosom
austransportiert, zum Mitochondrium befordert und dort durch die Trypanosomale
Alternative Oxidase (TAO) wiederum zu Dihydroxyacetonphosphat reoxidiert. Als
Endakzeptor der Elektronen fungiert molekularer Sauerstoff, wodurch man auch im
Medium von Blutformtrypanosomen trotz nicht vorhandener Atmungskette einen
gewissen Sauerstoffverbrauch nachweisen kann [Clarkson ef al., 1989].

Der Energiestoffwechsel der prozyklischen Trypanosomen ist deutlich weniger
glucoseabhingig, da sie wie bereits erwdhnt ATP durch oxidative Phosphorylierung
gewinnen konnen. Beim Glucosestoffwechsel der Insektenformen entstehen vor allem
CO,, H,O und Acetat. Das in den Glycosomen anfallende NADH wird in diesem
Lebensstadium durch einen anderen Mechanismus als bei den Blutformen oxidiert: Eine
NADH-abhédngige Fumaratreductase sorgt unter Succinatproduktion fiir die

Bereitstellung von NAD [Besteiro et al., 2002].
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Cornish5.gif)

L.5.3. Genetische Besonderheiten bei Trypanosoma brucei

Zusétzlich zu den beschriebenen Besonderheiten in Stoffwechsel und zelluldrer Struktur
weisen Trypanosomen auch bei der Organisation des Genoms einige spezifische
Merkmale auf, wie sie bei anderen Eukaryonten nicht vorkommen. Die komplette

Sequenzierung des Genoms wurde im Jahre 2005 im Rahmen einer weltweiten
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Kooperation abgeschlossen [Berriman ef al., 2005]. Es umfasst etwa 7x10’ Basenpaare,
wobei eine klassische Unterteilung in Chromosomen durch die geschlossene Mitose der
Trypanosomen praktisch unmoglich ist: Neben der nicht zu beobachtenden Auflésung
der Kernhiille kommt es auch in keiner Phase zu einer Kondensation der Chromosomen
[Duszenko, 1998]. Die Kategorisierung erfolgte daher iiber das Verhalten
trypanosomaler DNA bei Pulsfeld-Gelelektrophorese, wobei 11 Fragmente mit Groflen
zwischen 1 und 6 Mb als Chromosomen definiert wurden [Van der Ploeg ef al., 1984],
auBerdem eine nicht genau definierte Anzahl von kleinen und intermedidren
,Chromosomen*“ [El-Sayed et al., 2000]. Dabei geht man von der Priasenz von ca. 9.000
Genen bei etwa 900 Pseudogenen aus, womit die rund 1.000 Gene fiir VSG tiber 10%
des gesamten Genoms ausmachen und die immense Wichtigkeit der entsprechenden
Genprodukte fiir Trypanosomen unterstreichen. Dagegen fdllt das Fehlen von 9 der 10
notwendigen Gene fiir die Synthese von Inosinmonophosphat aus Phosphoribosyl-
pyrophosphat ins Auge, was mit der Unfdhigkeit der Trypanosomen korreliert, Purine
bzw. Purinnucleotide de novo zu synthetisieren. Das einzige vorhandene Gen dieses
Syntheseweges, die Adenylosuccinatlyase, spielt eine bedeutende Rolle in der
Reutilisierung von Purinen des jeweiligen Wirtes.

Die DNA des trypanosomalen Mitochondriums (kDNA), die ca. 10-20% der Gesamt-
DNA des Parasiten ausmacht, besitzt ebenfalls eine sehr spezielle Anordnung: Statt
eines ringformigen Chromosoms finden sich hier zahlreiche DNA-Catenate (circles),
deren GroBle bis zu knapp 40 kb betrdgt. Die 5.000 bis 10.000 minicircles kodieren
dabei vor allem fiir die guide RNA (gRNA), die zusammen mit anderen Komponenten
fiir das RNA editing verantwortlich zeichnet. Letzteres ist ein Prozess, der im
Verhiltnis zu anderen Organismen eine {libergeordnete Rolle einnimmt: Bis zu 70% der
fertigen mRNA eines mitochondrialen Gens wird durch editing bereitgestellt. Die
Proteine des Editosoms werden dabei von genomischer DNA kodiert [Madison-

Antenucci et al., 2002].
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1.5.4. Polycistronische Transkription und trans splicing

Die Gene von Trypanosomen sind in polycistronischen Einheiten zusammengefasst und
besitzen praktisch keine Introns. Diese flir Eukaryonten sehr ungewdhnliche
Konstellation verlangt alternative Moglichkeiten zur Regulation spezifischer Gene, und
tatsdchlich findet besagte Regulation hauptsichlich auf posttranskriptionaler Ebene statt
[Bringaud & Baltz, 1993]. Dadurch koénnen verschiedene Gene derselben
polycistronischen Transkriptionseinheit ein unterschiedliches Expressionsverhalten
zeigen. Da klassische Introns fehlen, kommt es in Trypanosomen ferner nicht zu den fiir
Eukaryonten {iiblichen cis-SpleiBvorgdngen, sondern es findet an deren Stelle ein so
genanntes frans splicing statt. Wie der Name bereits impliziert, wird ein zweites RNA-
Molekiil fiir einen solchen Vorgang bendtigt, wobei es sich um miniexon-derived RNA
(medRNA) handelt. Von dieser mit einem 5’-cap versehenen Nucleinsduresequenz
werden 35 Nucleotide an das 5’-Ende sdmtlicher trypanosomaler hnRNAs angefiigt,
was zu einer konservierten Anfangssequenz (spliced leader sequence) aller gereiften

mRNAs s fiihrt.

I1. Polyaminstoffwechsel

IL.1. Polyaminmetabolismus in Trypanosomen und Trypanothion

Wie praktisch alle Organismen besitzen auch Trypanosomen einen Polyamin-
metabolismus, wobei dieser bei ihnen allerdings aus verschiedenen Griinden eine
besonders wichtige Rolle spielt. Eine Inhibition dieses Stoffwechselweges wurde bereits
1980 von Bacchi und Kollegen als Moglichkeit zur Bekdmpfung von Trypanosoma
brucei beschrieben [Bacchi et al., 1980]. Als Ausgangspunkt fiir die Biosynthese der
endogenen Polyamine in Trypanosomen dient die Aminosdure Ornithin, aus der durch
Decarboxylierung Putrescin entsteht (Abb.5). Hier greift der Wirkstoff Difluormethyl-
ornithin (DFMO) an, indem er nach dem Prinzip der suicide inhibition eine kovalente
Bindung mit dem Enzym eingeht, die unter physiologischen Bedingungen nicht mehr
aufgebrochen werden kann. Unter normalen Umstinden entsteht aus Putrescin in der

Folge der Biosynthese Spermidin, welches zentrale Bedeutung u.a. im Redoxstoff-
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wechsel der Parasiten besitzt. Dafiir wird zundchst S-Adenosylmethionin (SAM)
decarboxyliert, wobei auch das verantwortliche Enzym S-Adenosylmethionin-
Decarboxylase Bedeutung als drug target besitzt. Vom entstehenden Molekiil wird ein
Aminopropylrest auf Putrescin libertragen, wobei Spermidin und Methylthioadenosin
synthetisiert werden. Wahrend letzteres iiber den Methionin recycling pathway zu SAM
regeneriert wird, wird Spermidin als integraler Bestandteil von Trypanothion
verwendet, dem Glutathion-Analogon der Kinetoplastiden. De facto handelt es sich
hierbei um N',N®-bis(L-y-glutamyl-L-hemicystinyl-glycyl)spermidin, also um zwei
Molekiile Glutathion, die von der Glutathionylspermidinsynthetase und die
Trypanothionsynthetase iiber einen Spermidinrest kovalent miteinander verkniipft
werden (Abb. 6a). Glutathion stellt im menschlichen Organismus z.B. einen
Konjugatbildner fiir die Phase II der Biotransformation oder einen Ausgangsstoff fiir
Biosynthesereaktionen (Peptidoleukotriene etc.) dar. Eine weitere auflerordentlich
wichtige Aufgabe ist daneben der Schutz des Organismus vor Oxidation beispielsweise
durch Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die durch das Glutathionperoxidase-System
entschérft werden. Das trypanosomale Pendant stellt das Trypanothionperoxidase-
System dar, bei dem die Elektronen der beiden Thiolgruppen eines
Trypanothionmolekiils unter Bildung einer intramolekularen Disulfidbriicke zur
Entgiftung von Oxidantien genutzt werden. In diesem Zusammenhang ist es von
Bedeutung, dass Spermidin ein Molekiil mit einer flexiblen dreidimensionalen Struktur
darstellt und sich die beiden Thiolgruppen deshalb ausreichend anndhern koénnen, um
eine kovalente Bindung zu kniipfen. Die sterische Problematik wird bereits in der
zweidimensionalen Darstellung in Abb. 6b deutlich. Die Trypanothionreductase
gewdhrleistet die Regeneration von oxidiertem zu reduziertem Trypanothion mit freien
Thiolgruppen (Abb. 6b). Wichtige Reaktionen, an denen Trypanothion mafgeblich
beteiligt ist, sind in Abb. 6¢ zusammengefasst. Hervorzuheben ist hierbei neben der
Detoxifikation von Hydroperoxiden zu Alkoholen die Umwandlung von Ribo- zu den
entsprechenden Desoxyribonucleotiden im Zusammenspiel mit dem Dithiolprotein
Tryparedoxin und der Ribonucleotidreductase. Ebenso werden 2-Ketoaldehyde wie das
cytotoxische Methylglyoxal zu 2-Hydroxyaciden reduziert. Ist Spermidin im Parasiten
nicht in ausreichender Menge vorhanden, kann die Trypanothionsynthetase auch
Spermin verwenden und katalysiert in einem solchen Falle die Bildung von Mono- und
Bisglutathionylspermin [Oza et al., 2003]. Interessanterweise ist die Synthese von

Spermin in Trypanosomen oder anderen Kinetoplastiden bis heute nicht nachgewiesen
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worden, wobei exogenes Spermin mit einer geringen Rate eintransportiert werden kann
[Bacchi ef al., 1979]. Dies stellt einen klaren Kontrast gegeniiber der Situation in so gut
wie allen anderen Eukaryonten dar, bei denen Spermin durch die Ubertragung eines

Aminopropylrests auf Spermidin hergestellt wird.

| S-Adenosylmethionin

o| L.

[ dc S-Adenosylmethionin l

O \<|Wm]

+

| Spermin

Abb. 5: Polyaminmetabolismus in 7. brucei. ODC = Ornithindecarboxylase;
AdoDC = S-Adenosylmethionindecarboxylase; SpdSy = Spermidinsynthase
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I1.2. Polyaminmetabolismus in hoheren Eukaryonten

Im Vergleich zu Trypanosomen fdllt bei der Betrachtung des Polyaminstoffwechsels
hoherer Eukaryonten zundchst auf, dass neben der in Kinetoplastiden nicht
stattfindenden Synthese von Spermin die Aufgabengebiete der einzelnen Polyamine
deutlich weiter gefasst sind. Der Biosyntheseweg ist in Abbildung 7 zusammengefasst
und zeigt die hier wichtigen Retrokonversionsmoglichkeiten von Spermin und
Spermidin {iber zwischengeschaltete Acetylierungsschritte. Hierfiir verantwortlich
zeichnet die Spermin/Spermidin-N-Acetyltransferase (SSAT) im Zusammenspiel mit
der peroxisomalen Polyaminoxidase (PAQO). Letztere oxidiert bevorzugt acetylierte
Polyamine, so dass die SSAT-Reaktion vorgeschaltet wird und gleichzeitig geschwin-
digkeitsbestimmend ist, da die Acetylierung langsamer ablduft als die Oxidation [Janne
et al., 2004]. SSAT setzt Spermidin im Vergleich zu Spermin mit dreifacher Effizienz
um [Wallace et al., 2003], wobei ersteres ein asymmetrisches Molekiil ist und im
Cytosol spezifisch am N' acetyliert wird. AnschlieBend kann es entweder aus der Zelle
austransportiert oder oxidiert werden, was vom Status der Zelle abhdngt. Die
Riickfiihrung von Spermin zu Spermidin wird zusitzlich von einem 2002 entdeckten
Flavoprotein, der Sperminoxidase (SPO), durchgefiihrt [Vujcic et al., 2002]. Dieser
Schritt bendtigt keine Acetylierung und konnte erkldren, warum SSAT Spermidin
deutlich schneller umsetzt als Spermin. Generell ist festzuhalten, dass die Ubertragung
der Aminopropylreste bei der Biosynthese von Spermin und Spermidin praktisch
irreversibel ist und daher die hier aufgefiihrten Enzyme fiir die jeweilige Riickreaktion
bendtigt werden. Eine interessante Rolle spielt das Antizym, ein Proteininhibitor der
ODC, der auch den Eintransport von Polyaminen unterbinden kann. Seinerseits wird
Antizym durch den Antizyminhibitor blockiert, der z.B. bei Wachstumsstimuli
exprimiert wird. Die Funktionen der Polyamine im zelluliren Kontext sind
ausgesprochen vielfdltig. Es existieren bis heute mehr als 1.500 Arbeiten, die Effekte
von Polyaminen in den verschiedensten experimentellen Ansitzen beschreiben [Janne et
al., 2004]. Dies ist vor allem auf ihren molekularen Charakter als organische
polyvalente Kationen zuriickzufiihren, die auf Grund ihrer hohen sterischen Flexibilitdt
mit allen Arten von anionischen Makromolekiilen interagieren kénnen. Ein konkretes
Beispiel hierfiir ist die Induktion der Umwandlung von B-DNA zu Z-DNA [Wallace et
al., 2003]. Insgesamt muss jedoch konstatiert werden, dass die Relevanz der meisten

dieser Arbeiten fiir die Situation in vivo eher fraglich erscheint, da die tatsdchliche
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Konzentration freier Polyamine innerhalb einer Zelle lediglich geschétzt werden kann.
Wihrend sich die intrazelluldre Gesamtkonzentration beispielsweise von Spermin und
Spermidin im millimolaren Bereich bewegt, ist der Anteil an ungebundenem Polyamin
vermutlich sehr gering. Die am langsten bekannte zelluldre Funktion von Polyaminen,
die Stimulation der Proliferation, wurde bereits erstmals im Jahre 1949 beschrieben
[Herbst & Snell, 1949], wobei die Einzelheiten der molekularen Grundlagen dieses
Effekts bis heute nicht eindeutig geklirt sind. Die Inhibition der Polyaminbiosynthese
wurde mitunter bei der Wirkstoffentwicklung gegen Krebserkrankungen ausgenutzt,
jedoch fiihrten die durchaus ermutigenden in vitro Resultate bisher nicht zu
vergleichbaren Erfolgen im klinischen Bereich, was vermutlich auf die sehr komplexe
und effiziente korpereigene Homdostase des Polyaminhaushaltes zuriickzufiihren ist
[Seiler, 2003a, Seiler, 2003b].

Eine weitere Funktion von Spermin stellt die Interaktion mit Ionenkandlen dar: So
werden beispielsweise K'-Kanile spezifisch einwirts gerichtet, auBerdem existieren
Wechselwirkungen mit verschiedenen Glutamatrezeptoren. In ersterem Falle blockiert
intrazellulires Spermin den betreffenden K'-Kanal und verhindert somit einen
Ausstrom von Ionen [Williams, 1997]. Die besagten Kanile sind dabei verantwortlich
fiir die Aufrechterhaltung des zelluliren Ruhemembranpotentials. Im zweiten Fall kann
Spermin entweder eine dhnliche Funktion bei Glutamatrezeptoren, ebenfalls durch
Verstopfen des Kanals, einnehmen, oder es kann fiir eine Regulation durch Bindung an
Stellen auBBerhalb der Pore sorgen.

Eine interessante Aufgabe fiir Spermidin besteht in der kovalenten Modifikation des
eukaryontischen Initiationsfaktors 5A (elF5A), der essentiell fiir die zelluldre
Proliferation ist. Zu diesem Zweck wird zunichst durch die Desoxyhypusinsynthase ein
Aminopropylrest von Spermidin auf die e-Aminogruppe eines Lysinrests des Faktors
transferiert. Durch eine folgende Hydroxylierung (Desoxyhypusinhydroxylase) wird aus
dem urspriinglichen Lysin letztlich die ungewdhnliche Aminoséure Hypusin, was eine
der spezifischsten bekannten posttranslationalen Modifikationen darstellt. Dieser Weg
wird im {ibrigen auch von Trypanosomen beschritten [Kaiser et al., 2003].

Eine weitere Rolle fillt den Polyaminen schlieBlich im Kontext der Apoptose zu, wobei
die tatsichliche Bedeutung dieser Substanzen so vielschichtig und die Resultate der
publizierten Experimente teilweise so widerspriichlich sind, dass man den Polyaminen
bisher keine definierte Aufgabe zuordnen kann [Seiler & Raul, 2005]. Wahrend das

Entfernen von Polyaminen in gewissen Fillen zur Induktion von Apoptose fiithren kann,
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ist in anderen Situationen auch eine Erhéhung ihrer Konzentration dazu in der Lage,

wohl vornehmlich durch die Entstehung von ROS bei ihrem oxidativen Abbau.

Mcthionine

MAT

S-adenosylmethionine

Arginine

Arginase
o AZI

t-Ornithine l

ODC ——— AZ _

Tntracellular

Extracel{ular

SAMDC
\\' co, \f
0, Uptake
~ ‘
Decarboxylated 7
S-adenosylmethionine Putrescine PAD

N W g

Spermidine L Export
spnihase N'-acetylspermidine
Methy Ithivadenosine ./ k SSAT
Spermidine

Spermine

T

N'-acetylspermine

P
Spermine

N T T

Methylthioadenssing

Abb. 7: Uberblick iiber den Polyaminstoffwechsel in hoheren Eukaryonten
[Wallace ef al., 2003]. ODC = Ornithindecarboxylase; PAO = Polyaminoxidase;
SSAT = Spermin/Spermidin-N-Acetyltransferase; SMO = Sperminoxidase; MAT =
Methionin-Adenyltransferase; SAMDC =
AZ = Antizym; AZI = Antizyminhibitor

S-Adenosylmethionin-Decarboxylase;

II1. Autophagie

Der Begriff Autophagie entstammt dem Griechischen und bezeichnet sinngemil die
Erndhrung durch Verzehr eigener Bestandteile. Im zellbiologischen Kontext wird

Autophagie als Uberbegriff fiir die Einschliisse zellulirer Komponenten in sog.
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autophagische Vesikel und die anschlieBende lysosomale Degradation verwendet.
Hierbei lassen sich verschiedene Mechanismen wie Mikro-, Makro- und Chaperon-
vermittelte Autophagie unterscheiden [Codogno & Meijer, 2005]. Die signifikantesten
Verianderungen innerhalb einer Zelle verursacht dabei die Makroautophagie, welche
entweder einen lebensverldngernden Effekt verursachen oder, im Gegenteil, den Zelltod
zur Folge haben kann. In letzterem Fall spricht man auch von Typ II des
programmierten Zelltodes, der phanotypisch klar vom Typ I, der Apoptose,
abzugrenzen ist. Allerdings laufen Apoptose und Autophagie nach neueren
Erkenntnissen nicht notwendigerweise unabhingig voneinander ab, so dass
beispielsweise in bestimmten Fillen die Inhibition frither autophagischer Ereignisse die
Induktion von Apoptose verhindern kann [Bras et al., 2005]. Die Einleitung von
Autophagie erfolgt insbesondere unter Bedingungen des Energiemangels auf Grund von
Nahrstoffknappheit. In diesem Kontext wurde dieses Phdnomen experimentell durch
den Entzug von Aminosduren induziert [Munafo & Colombo, 2001]. Ein weiteres
exogenes Signal stellt die Applikation von Rapamycin dar, einem Wirkstoff, der iiber
verschiedene Phosphorylierungssignale u.a. einen Translationsarrest bewirkt [Codogno
& Meijer, 2005]. Wenngleich der genaue Mechanismus und die Regulation der
Autophagie bisher lediglich punktuell aufgeklart werden konnte, ist zu erwarten, dass
sie dhnlich der Apoptose eine bedeutende Rolle in der Entwicklung und Homdostase
eukaryontischer Organismen einnimmt. Eine der wichtigsten zu kldrenden Fragen wird
dabei in der Zukunft sein, unter welchen konkreten Bedingungen Autophagie entweder

zum Erhalt oder dem programmierten Untergang der Zelle induziert wird.

IV. Stand der Therapiemethoden fiir Schlafkrankheit

Die Behandlung der afrikanischen Schlafkrankheit stellt bis heute ein nicht zu
unterschitzendes Problem dar, da keines der bisher eingesetzten Medikamente eine
durchweg zufrieden stellende Therapiemoglichkeit bietet. Die in den 20er Jahren des
letzten Jahrhunderts entwickelten Suramin und Pentamidin sind in der Lage, die
Krankheit in ihrem Anfangsstadium vollstindig zu therapieren, jedoch ist keines der
beiden Medikamente fahig, die Blut-Hirn-Schranke zu durchtreten, um Trypanosomen

im Zentralen Nervensystem zu bekdmpfen. Dennoch werden beide Therapeutika bis
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zum heutigen Tage verwendet, was die enormen Schwierigkeiten bei der Wirkstoff-
entwicklung gegen Trypanosomiasis widerspiegelt. Zwar schien dieses Problem mit der
Entwicklung des ZNS-géingigen Melarsoprol im Jahre 1941 weitgehend gelost, jedoch
stehen die verheerenden Nebenwirkungen dieses Wirkstoffs den genannten Vorteilen
entgegen: Das arsenhaltige Melarsoprol fiihrt bei bis zu einem Fiinftel der behandelten
Patienten auf Grund seiner systemischen Wirkungen zum Tode. Trotzdem findet es
mangels Alternative noch immer Anwendung, da unbehandelte Schlafkrankheit im
neurologischen Stadium unweigerlich letal ist. Die einzige existierende Alternative zur
Behandlung mit Melarsoprol wurde 1980 erstmals als Wirkstoff gegen afrikanische
Trypanosomen beschrieben [Bacchi et al., 1980]: Difluormethylornithin (DFMO) bzw.
dessen Priparat mit dem Namen Eflornithin sind ebenfalls ZNS-gingig und koénnen bei
der westafrikanischen Schlafkrankheit praktisch nebenwirkungsfrei zur vollstdndigen
Remission fiithren, sind allerdings aus bisher ungeklédrten Griinden wirkungslos gegen
die ostafrikanische Form. Trotz anfénglicher Erfolge konnte sich dieses Medikament
nicht dauerhaft als Therapeutikum der Wahl etablieren, da es — insbesondere auf Grund
der Entsorgung — enorme Kosten verursacht, die von den Betroffenen in Lindern der
Dritten Welt nicht getragen werden konnen. Generell fiihrt dieser Mangel an
Rentabilitdt dazu, dass in den von der Schlafkrankheit nicht betroffenen Industriestaaten
vergleichsweise sehr wenige Forschungsmittel zur Bekdmpfung von Schlafkrankheit —
sowohl von staatlicher als auch industrieller Seite — zur Verfligung gestellt werden.
Dariiber hinaus ist sogar die Herstellung der bereits auf dem Markt befindlichen
Medikamente gefahrdet [Keiser et al.,, 2001]. Trotz einiger innovativer gegen
trypanosomenspezifische Angriffspunkte gerichteter Ansitze [Linares et al., 2006],
beispielsweise der kombinatorischen Entwicklung von RNA-Aptameren mit
antitrypanosomaler Wirkung [Goringer et al., 2006], besteht derzeit kaum Aussicht auf
ein finanzierbares, spezifisches, ZNS-gingiges und mdglichst oral applizierbares
Medikament. Aus diesem Grunde sind in den letzten Jahren natiirliche Quellen fiir neue
Wirkstoffe in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses auf besagtem Gebiet gertickt.
Es existieren zahlreiche Beispiele fiir den Nachweis antitrypanosomaler Aktivitit
komplexer Naturstoffe, insbesondere auf pflanzlicher [Hoet ef al., 2004, Hoet et al.,
2006, Salem & Werbovetz, 2006], aber auch auf tierischer Basis. So wurde das Gift der
Schlange Bothrops jararaca auf seine Aktivitit gegen Trypanosoma cruzi und
Leishmania major untersucht und festgestellt, dass es programmierten Zelltod in 7.

cruzi verursacht [Deolindo et al., 2005, Goncalves et al., 2002]. Dabei fillt jedoch auf,
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dass in den wenigsten dieser Félle auch eine aktivititsbasierte Aufreinigung der
hauptaktiven Komponente durchgefiihrt wurde [Cherigo et al., 2005, Kubata et al.,
2005]. Dabei bildet ein solcher Prozess in der Tat die Grundvoraussetzung fiir die

Identifikation neuer Leitstrukturen.

V. Eristocophis macmahoni

In dieser Arbeit wurde das Gift der Viper Eristocophis macmahoni (Abb. 8) beziiglich
seiner Effekte auf Trypanosoma brucei untersucht. Beheimatet ist diese Schlange in
sandigen Halbwiisten bzw. Wiisten in Pakistan, Afghanistan und dem Osten des Irans.
Es existieren zahlreiche Synonyme fiir ihren oben aufgefiihrten Namen, beispielsweise
Pseudocerastes latirostris, Blattnasenviper oder MacMahon-Viper, wobei der letzte
Name auf ihren Entdecker zuriickgeht. Thre Linge iiberschreitet selten 60 cm, und
besonders charakteristisch fiir ihr d&ulleres Erscheinungsbild ist der stark abgeflachte und
breite Kopf und die relativ grolen Augen. Die hochgiftige Schlange ist nachtaktiv und
erndhrt sich hauptsdchlich von Echsen und kleinen Sdugetieren, wéhrend sie sich
tagsiiber so weit in lockerem Sand eingrébt, dass meist nur Teile des Kopfes zu sehen
sind (Abb. 9). Die Weibchen legen bis zu 12 Eier, aus denen nach ca. 8 Wochen die
Jungtiere schliipfen, die etwa 15 cm lang sind. Zwischen Oktober und Februar hélt das
Tier eine Winterruhe. Die Blattnasenviper kann sich bei Storung oder Bedrohung sehr
angriffslustig verhalten, und ihr Biss hat bereits zu mehreren Todesfdllen bei Menschen
gefiihrt. Thr Gift wurde auf pharmakologische Wirkungen untersucht und per HPLC
fraktioniert [Ali et al., 1999]. Ferner isolierte man eine Phospholipase A, [Siddiqi et al.,
1991] und eine L-Aminosdure-Oxidase, die mit Apoptose in Verbindung gebracht wurde
[Ali et al., 2000]. Besonders interessant in medizinischem Zusammenhang war die
Charakterisierung des spezifischen Disintegrins Eristostatin und seine inhibitorische

Wirkung auf Melanomzellen im Mausmodell [McLane ef al., 2001].

22



Einleitung

I

oy
-

il

Abb. 8: Eristocophis macmahoni, Frontansicht

Abb. 9: Eristocophis macmahoni, tagsiiber im Sand eingegraben

23



Einleitung

VL Zielsetzung der Arbeit

Schlangengifte dienten in der Vergangenheit bereits als wertvolle Quellen fiir
therapeutische Proteine bzw. Peptide [Bailey & Wilce, 2001], wobei letztere bis zu 90%
der gesamten Trockenmasse von Schlangengift ausmachen [Devi, 1968, Stocker, 1990].
In dieser Arbeit wurde das Gift von Eristocophis macmahoni und seine Wirkungen auf
Trypanosomen untersucht. Dieses Projekt war bereits ein Teil meiner Diplomarbeit, in
der eine betrichtliche trypanozide Aktivitdit und signifikante ultrastrukturelle
Verdnderungen innerhalb der Parasitenzellen nachgewiesen werden konnten. Das
Hauptbestreben der vorliegenden Arbeit war die Analyse dieses Giftes beziiglich der
hauptaktiven antitrypanosomalen Komponente. Dafiir wurde eine aktivititsbasierte
Aufreinigung anhand verschiedener analytischer Methoden durchgefiihrt. Die Effekte
der identifizierten und isolierten Komponente auf 7rypanosoma brucei sollten in der
Folge im Idealfall charakterisiert und das mogliche therapeutische Potential abgeschitzt

werden.
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B. Material und Methoden

I. Material

I.1. Trypanosomen
Fiir die hier vorgestellten Arbeiten wurde die klonierte Linie MITat (Molteno Institute

Trypanozoon antigenic type) 1.2 (VSG Typ: 221) des monomorphen Trypanosoma
brucei brucei Stammes EATRO 427 verwendet.

1.2 Versuchstiere
Es wurden Ratten der Rasse Sprague Dawley mit einem Kd&rpergewicht von etwa 300 g

(Interfauna; Versuchstierfarm GmbH & Co KG, Tuttlingen) verwendet. Die Tiere

erhielten Alma®-Futter (Botzenhardt, Kempten) und Wasser ad libitum.

1.3. Zellkultur

Zellkulturflaschen (T-12,5; T-25; T-75; T-175)

mit Sterilfilter im Deckel Greiner, Frickenhausen

Mikrotiterplatten (6-well, 24-well, 96-well) Greiner, Frickenhausen

Spritzenvorsatz-Sterilfilter

mit SFCA-Membran (0,2 pm) Nalge, Hereford, UK

Glocken-Sterilfilter MediKap-2

(Hohlfaserfilter, 0,2 pm) Microgon, Laguna Hills, USA

Sterile Zentrifugenréhrchen (15 ml; 50 ml) Becton Dickinson, New Jersey,
USA

FACS-Rohrchen Greiner, Frickenhausen
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I.4. Elektronenmikroskopie

Beem®-Cups

Kupfernetzchen, 400 mesh
Negativfilm Kodak Plus-X-Plan 120
(125 ASA, 60 x 70 mm)

L.5. Licht-/Fluoreszenzmikroskopie

Objekttrager/Deckgléser

Objekttrager fiir Immunfluoreszenz

1.6. HPLC

Gelfitrationssdule I -125 (300 x 7,8 mm)
RP-Séule Saphir 110 C18 (50 x 2 mm)
RP-Séule TSK Gel Super-ODS (125 x 0,3 mm)
HILIC-Saule SIL 120 Amino-2 PA (60 x 2 mm)
HILIC-Séule SIL Amino-3 CP (60 x 2 mm)
HILIC-S&ule Saphir 65 CN (65 x 2 mm)
HILIC-Séaule Saphir 65 Diol (65 x 2 mm)

Eldex pLC-System

1.7. Gerite

I.7.1. Zentrifugen

Microzentrifuge MC-13
Microfuge E

26

Plano, Marburg
Plano, Marburg

Kodak, Stuttgart

Roth, Karlsruhe
Biomerieux, Mercy 1’Etoile,

Frankreich

Waters, Milford, MA, USA
Grom, Herrenberg
Grom, Herrenberg
Grom, Herrenberg
Grom, Herrenberg
Grom, Herrenberg
Grom, Herrenberg

SunChrom, Friedrichstadt

Heraeus, Osterode

Beckmann, Miinchen
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Heraeus Sepatech Suprafuge 22
Sigma 302K Laborzentrifuge
Heraeus Sepatech Biofuge A

Vacuum Concentrator

1.7.2. Zellkultur

Brutschrank Heracell mit CO2-Begasung, 37°C

Brutschrank, 27°C
Sterilbank, LaminAir® HLB 2448 GS
Zahlkammer, nach Neubauer (Tiefe 20 pm)

1.7.3. Sonstige Geriite

ELISA-Reader MRX-II Revelation
FACSCalibur®-Apparatur
HPLC-System LC-10Avp
Fluoreszenzmikroskop BH2-RFCA
Hoefer mighty small Gelapparatur
Invertmikroskop ID 02
Massenspektrometer Esquire 3000+ Ion Trap
Mikrotom Ultratome 4800

Minishaker MS2

Multikanalpipette Research Pro

PCR Cycler Progene

Pyramitome 118000
Rasterelektronenmikroskop Cambridge

Stereoscan Mk-2
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Heraeus, Osterode
Sigma, St. Louis, USA
Heraeus, Osterode

Bachofer, Reutlingen

Heraeus, Osterode
Kéttermann, Uetze-Hénigsen
Heraeus, Osterode

Brand, Wertheim

Dynex, Chantilly, USA
Becton-Dickinson, NJ, USA
Shimadzu, Duisburg
Olympus, Hamburg

Hoefer, San Francisco, USA
Zeiss, Oberkochen

Bruker, Rheinstetten

LKB Intstruments, Schweden
IKA Works, Wilmington, USA
Eppendorf, Hamburg
Techne, Jahnsdorf

LKB Intstruments, Schweden

Cambridge Instruments,

Cambridge, UK
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Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

Zeiss EM 109 mit TFP-Grof3bildkamera

(Trans-Faseroptik-Photographieeinrichtung)

Vakuumzentrifuge

I.8. Chemikalien

1.8.1. Laborchemikalien

Acetonitril

Adenosin

Ampuwa

Annexin V

Complete Proteaseinhibitor
Coomassie brilliant blue G-25
(D)-Glucose

Digitonin

Eisessig (100%)
FACSFlow"

Foetales Kilberserum (FCS)
Formaldehyd
Giemsa-Losung

Glutathion

Glycerin

Glycin

Hamin

Immu-Mount Einbettungsmedium
Isopropanol

MEM Vitaminlosung

MEM Aminoséduren
3-Methyladenin

Monodansylcadaverin
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Zeiss, Oberkochen

Bachofer, Reutlingen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Becton-Dickinson, NJ, USA

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Shandon, Pittsburgh, PA, USA

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Fluka, Steinheim
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NADH

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nipent

Ornithin
Penicillin/Streptomycin-Losung
Pferdeserum

Phenolrot

Propidiumjodid

Putrescin

Na-Pyruvat
p-Nitrophenylphosphat
Spermidindihydrochlorid
Spermintetrahydrochlorid
TEMED
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Triton X-100

Trypsin-Inhibitor

Wortmannin

Sofern nicht anders angegeben, wurden samtliche Aminosiduren von Sigma bezogen,

Roche, Mannheim
Serva, Heidelberg
Lederle, Miinster
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

alle hier nicht aufgefiihrten anorganischen Salze von Merck, Darmstadkt.

1.8.2. Enzyme

Lactatdehydrogenase

Trypsin
RNase A

Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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1.8.3. Chemikalien fiir die Elektronenmikroskopie

BDMA (Benzyldimethylamin) Agar Scientific Ltd., Essex, UK
Bleicitrat Sigma, Deisenhofen

DDSA (Dodecenylbernsteinsdureanhydrid) Agar Scientific Ltd., Essex, UK
Epon 812 Serva, Heidelberg
Epon-Beschleuniger DMP-30 Serva, Heidelberg

Epon-Hérter DDSA Serva, Heidelberg
Glutaraldehyd Sigma, Deisenhofen

MNA (Methylnadinanhydrid) Agar Scientific Ltd., Essex, UK
Osmiumtetroxid Plano, Marburg

Propylenoxid Plano, Marburg

Uranylacetat Plano, Marburg

L.9. Medien, Puffer und Losungen

1.9.1 Anzucht und Isolierung von Trypanosomen

Citrat-Glucose-Anticoagulans (CGA); pH 7,7

Na;-Citrat x 2 H,0 100
mM

Glucose 40
mM

Separationspuffer; pH 8,0 [Lanham & Godfrey, 1970]

Na,HPO4 x 2 H,O 57 mM
KH,POg4 3mM

NaCl 44 mM
Glucose 55 mM

Trypanosome Dilution Buffer (TDB); pH 7,7
Na,HPO4 x 2 H,O 18 mM
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NaH,PO,4 x H,0O 2 mM
KClI 5mM
NaCl 80 mM
MgSO4 x 7 H,O 1 mM

Einfriermedium fiir Stabilate (TDB-Glycerin)
TDB 77 ml
87% Glycerin (20% Endkonzentration) 23 ml

Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7,4

NazHPO4 X2 Hzo 7,7 mM
KH2PO4 2,3 mM
NaCl 120 mM
KCl 8,7 mM
1.9.2. Enzymassays

1.9.2.1. LDH-Cytotoxizititstest fiir WISH-Zellen

Puffer A:

Tris-HCL, pH 7,2 80 mM
NaCl 200 mM
Puffer B:

Tris-HCL, pH 7,2 80 mM
NaCl 200 mM
Pyruvat 3,2 mM
NADH 0,4 mM

31



Material und Methoden

1.9.2.2. Saure Phosphatase-Cytotoxizititstest fiir Trypanosomen
Lysepuffer

Na-Acetat, pH 5,5 1M
p-Nitrophenylphosphat 20 mg/ml

Triton X-100 1% [v/V]

1.9.3. Trypsinierung von WISH-Zellen

Earle’s balanced salt solution (EBSS) pH 7,4

KCI 600 mg/1
NaCl 6800 mg/1
NaH,PO4 x H,O 140 mg/1
NaHCOs3 2200 mg/1
Na,SO04 200 mg/1
D-Glucose 1000 mg/1

Trypsin-Losung*
Trypsin 0,05%
EDTA 0,02%

Trypsin-Inhibitor-Losung*
Trysin-Inhibitor 0,1%

EDTA 0,02%

* Die Substanzen wurden jeweils frisch in EBSS angesetzt.
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1.9.4. FACS-Analysen
Kaliumphosphatpuffer (KPP), pH 7,4
KzHPO4 x 3 HzO 100 mM

KH,PO4 100 mM

Lysepuffer fiir die FACS-Analyse des DNA-Gehaltes

KPP 10 mM 2 ml
Complete Proteaseinhibitor 80 ul
RNase A 2 ul

Phosphatpuffer fiir FACS-Analyse
Na,HPOy4 7,7 mM
KHzP 04 2,3 mM

Digitonin Stammlosung

Digitonin 6,4 mM in H,O dest.
Firbelosung zur Analyse des DNA-Gehaltes
PBS 2 ml

Propidiumjodid (10 mg/ml) 4 ul

Annexin-V-Puffer, pH 7,4

HEPES 10 mM
NacCl 140 mM
C&Clz 5 mM

Fiirbelosung zur Detektion von Phosphatidylserin

(Angaben pro Probe)

Annexin-V-Puffer 48 pl

Annexin-Losung (kommerziell) 1 ul
Propidiumjodid (50 pg/ml in H,O dest.) 1 ul
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1.9.5. Giemsa-Firbung

Weise-Puffer, pH 7,2

NazHPO4 X2 HQO 67 mM
KH,PO4 6,6 mM
1.9.6. Puffer fiir die Elektronenmikroskopie

EM-Puffer, pH 7,4 [Langreth & Balber, 1975]

Natriumcacodylat x 3 H,O 100 mM
Saccharose 120 mM
Glutaraldehydlosung

2% (v/v) in EM-Puffer,

taglich frisch aus 25%iger wissriger Stammlosung hergestellt.

Osmiumtetroxidlosung
3% in aqua bidest.,
wurde vor Verbrauch in doppelt konzentriertem EM-Puffer auf 1,5% verdiinnt und

anschliefend bei Raumtemperatur im Dunkeln aufbewahrt.

Uranylacetatlosung
5% in aqua bidest.

Auch diese Losung wurde im Dunkeln bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Bleicitratlosung
Eine Gesamtmenge von 10 mg Bleicitrat wurde in 10 ml aqua bidest. gegeben und zur
Verbesserung der Loslichkeit mit 50 ul 10 M NaOH versetzt. Nach etwa 10 min war

das Salz vollstandig geldst, worauthin eine Sterilfiltration erfolgte.

Epon-Gemisch (modifiziert nach Luft [Luft, 1961])
Epon 812 16,8 g
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DDSA (Dodecenylbernsteinsédureanhydrid) 8,0¢g
MNA (Methylnadinanhydrid) 8,7¢
BDMA (Benzyldimethylamin) 0,04 g

Die Substanzen wurden 20 min gemischt und blasenfrei verwendet. Die Mischung

wurde jeweils vor Gebrauch frisch angesetzt.

1.9.7. Zellkulturmedien

Minimum Essential Medium (MEM); pH 7,4

(nach Duszenko et al., [Duszenko et al., 1985, Duszenko et al., 1992])

[mg/1]

CaCl, x Hy0 265
KCl 400
MgSO,4 x 7 Hy0 200
NaH,PO4 x H,0 140
NaCl 6800
HEPES 7140
Phenolrot 10

Die Substanzen wurden gelost und der pH-Wert der Losung auf 7,4 eingestellt.

[mg/1]
L-Arginin/HCI 126
L-Cystein 24
L-Histidin/HCI x H»0 42
L-Isoleucin 52
L-Leucin 52
L-Lysin 73
L-Methionin 15

35



Material und Methoden

L-Phenylalanin 100
L-Threonin 48
L-Tryptophan 10
L-Tyrosin 100
L-Valin 46
L-Ornithin/HC1 10
Adenosin 12

Die Aminosduren und das Adenosin wurden separat gelost und beide Losungen

gemischt. Dann wurden folgende Stammldsungen zugegeben:

[ml/1]

MEM nicht essentielle Aminoséure- 10
Losung
MEM Vitamin-Losung 10

Das Medium wurde sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. Dieses Grundmedium war zwei
bis drei Monate haltbar. Zur Herstellung eines kompletten Kulturmediums wurden

folgende Stammldsungen zum Grundmedium zugegeben:

[ml/1]

NaHCO; (750 mg/10 ml Aqua dest.) 30
L-Cystein (30,3 mg/10 ml Aqua dest.) 10
Bathocuproindisulfo (5,6 mg/10 ml Aqua dest.) 1
nat (BCS)

Hypoxanthin (13,6 mg/10 ml 0,1 N NaOH) 10
2’-Desoxythymidin (3,9 mg/10 ml Aqua dest.) 10
L-Glutamin (292 mg/10 ml Aqua dest.) 10
Natriumpyruvat (220 mg/10 ml Aqua dest.) 10
Myristinsdure gekoppelt an entfettetes BSA (50x)* 20
Fotales Kdlberserum (hitzeinaktiviert: 30 min, 150
Penicillin/Streptomycin 56°C) 5

36



Material und Methoden

Die Herstellung der Myristinsdurelosung erfolgte nach Ferguson und Cross [Ferguson
& Cross, 1984], wobei zunédchst 24 mg Myristinsdure in 100 pl Ethanol (95%) geldst
wurden. Die ethanolische Myristinsdurelosung wurde dann schrittweise zu einer BSA-

Losung zugegeben (1 g fettsdurefreies BSA pro 20 ml H,O dest.).

Das fertige Medium wurde sterilfiltriert und konnte bei 4°C fiir ca. 4 Wochen gelagert

werden.

Kulturmedium fiir prozyklische Formen; pH 7,4

Folgende Stammlosungen wurden fiir die Kultivierung der prozyklischen Formen zum

Grundmedium zugegeben:

[ml/1]

Glutamin (292 mg/10 ml Aqua dest.) 10

Hamin (25 mg/10 ml 0,1 NaOH.) 3

Pyruvat (220 mg/10 ml Aqua dest.) 10

Prolin (600 mg/10 ml Aqua dest.) 10

Fotales Kilberserum (hitzeinaktiviert: 30  min, 150
56°C)

Penicillin/Streptomycin-Losung 5

Das Kultivierungsmedium wurde sterilfiltriert und konnte bei 4°C fiir ca. 4 Wochen

gelagert werden.

1.9.8. SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

1.9.8.1. Puffer fiir die Gelherstellung und Elektrophorese

Acrylamid-Bisacrylamidstammlosung

Acrylamid 30%
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N,N'-Methylenbisacrylamid 0,8%

in H,O dest., wurde lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt.

Ammoniumperoxodisulfat

(NH,4),S,05 10%

Tris/HCI Puffer; pH 8,8
Tris M

Tris/HCI Puffer; pH 6,8

Tris IM
Laufpuffer

Tris 25 mM
Glycin 250 mM
SDS 0,1%
SDS-Probenpuffer

Tris/HCI; pH 6,8 50 mM
DTT 100 mM
SDS 2%
Bromphenolblau 0,1%
Glycerol 10%

1.9.8.2. Coomassie-Fiarbung

Fiirbelosung

Coomassie brilliant blue G-250 0,25%
Methanol 25%
Eisessig 10%
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Entfirbelosung
Methanol

Eisessig

1.9.8.3. Silberfirbung
Fixierlosung

Eisessig

Ethanol

Formaldehyd (37%)

Waschlosung
H,O dest.
Ethanol

Imprdignierlosung

NayS,;03 (10% in H,O dest.)

Silberinkubationslosung
AgNO3
Formaldehyd (37%)

Entwicklungslosung
Na,COs3
NayS,;03 (10% in H,O dest.)
Formaldehyd (37%)

Stopplosung
Ethanol

Eisessig
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1.9.8.4. Trocknungslosung
Glycerin 2%

Ethanol 25%

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Lodsungen fiir SDS-

Polyacrylamidgele in H,O dest. angesetzt.

I.10. Eluenten fiir die HPLC

1.10.1. Gelfiltration

Mobile Phase
Acetonitril 2%
Trifluoressigsdure in H,O 0,1%

1.10.2. Reversed Phase

Eluent A

Trifluoressigsdure in H,O 0,0025%
Eluent B

Trifluoressigsdure in H,O 0.0023%
Acetonitril 80%
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1.10.3. HILIC

Eluent A
NH4HCOO 100 mM in H,O, pH 2,8 100%
Eluent B
Acetonitril 100%

1.10.4. On-line pLC/ESI-MS (Reversed Phase)

Eluent A

Trifluoressigsdure in H,O 0,05%
Eluent B

Trifluoressigsdure in H,O 0,05%
Acetonitril 80%
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I1. Methoden

IL.1. Anzucht und Isolierung von Trypanosomen

Die zur Infektion von Ratten verwendeten Parasiten stammten aus Stabilaten, die in
fliissigem Stickstoff aufbewahrt wurden. Die Stabilate wurden in warmem Wasser
schnell aufgetaut und mit CGA so verdiinnt, dass eine Zelldichte von 2 x 10’ ml”
erreicht wurde. Ratten wurden mit 2 x 10’ Trypanosomen durch intraperitoneale
Injektion infiziert. Die Parasitimie wurde durch Blutentnahme aus der Schwanzvene
kontrolliert, wozu 5 ul Blut mit 1 ml CGA verdiinnt und die Trypanosomen mittels
einer Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,2 mm) ausgezdhlt wurden. Nach 2,5 Tagen
zeigten die Ratten eine Parasitimie von 4 x 10® bis 1 x 10° ml" Blut und wurden
prépariert. Dazu wurden die Tiere mit CO, getdtet, der Thorax gedffnet und nach
Vorlegen von etwas kaltem CGA in den Brustraum die Vena cava inferior durchtrennt.
Das austretende Blut wurde in 15 ml Zentrifugenr6hrchen gesammelt und das
Gefillsystem durch Herzpunktion mit 10 ml CGA gespiilt. Das mit CGA versetzte Blut
wurde in einer Laborzentrifuge (1.300 g, 10 min, 4°C) sedimentiert, der
Serumiiberstand verworfen und der buffy coat, der die Trypanosomen enthielt, in 2 ml
Separationspuffer resuspendiert. Zur weiteren Abtrennung der bei pH 8,0 auf Grund der
VSG-Molekiile ungeladenen Trypanosomen von den bei diesem pH-Wert negativ
geladenen Blutzellen wurde eine Anionenaustausch-Chromatographie durchgefiihrt. Die
Séule aus ca. 70 ml DEAE-Cellulose wurde mit 200 ml kaltem Separationspuffer
dquilibriert und der buffy coat aufgetragen. Nach Anlegen eines Wasserstrahlvakuums
und gleichzeitigem Spiilen der Sdule mit Separationspuffer erschienen die
Trypanosomen als milchig-triibbe Suspension. Der Durchlauf, der die Trypanosomen
enthielt, wurde erneut zentrifugiert, in Medium aufgenommen und ausgezihlt. Die

Trypanosomen wurden in der Regel direkt verwendet.

I1.2. In vitro Kultivierung von prozyklischen Trypanosomen

Die Zellen wurden bei 27°C in Suspension in entsprechendem Medium kultiviert. Die

Zelldichte sollte 1 x 10’ ml"' nicht iiberschreiten. Beim Verdiinnen musste darauf

42



Material und Methoden

geachtet werden, dass die Zelldichte nicht unter 1 x 10° ml”' lag. Auf diese Weise
konnten so genannte Dauerkulturen von prozyklischen Trypanosomen angelegt werden,
die man iiber mehrere Wochen verwenden konnte. Die Parasiten durchliefen etwa alle

10 h eine Zellteilung.

I1.3. In vitro Kultivierung von Blutformtrypanosomen

Die Kultivierung von Blutformtrypanosomen erfolgte bei 37°C in wassergesittigter
Atmosphdre mit 5% CO; in einem speziellen Brutschrank. Das Kulturmedium wurde
vor der Verwendung im Brutschrank oder im Wasserbad auf 37°C erwédrmt. Zur
Anzucht einer Trypanosomenkultur wurden sowohl prozyklische als auch
Blutformtrypanosomen aus in fliissigem Stickstoff gelagerten Stabilaten verwendet,
wobei diese einmal mit 10 ml frischem Kulturmedium gewaschen und anschlieBend bei
4°C und 3.000 rpm fiir 5 min abzentrifugiert und gezahlt wurden. Die initiale Zelldichte

betrug jeweils 2-2,5 x 10° ml™ bei einer Generationsdauer von etwa 8 h.

11.4. Herstellung von Trypanosomenstabilaten
11.4.1. Rattenstabilate

Ein Teil der angelegten Kulturstabilate wurde dafiir verwendet, Ratten zu infizieren.
Zum Anlegen solcher Stabilate wurde das frisch gewonnene, mit CGA versetzte Blut
einer Ratte mit einer Parasitimie von ca. 5 x 10® Trypanosomen pro ml im Verhltnis
1:1 mit eisgekiihltem Einfriermedium verdiinnt (Endkonzentration ca. 1-2 x 10° ml™)

und in 0,5 ml-Aliquots auf Kryor6hrchen verteilt.
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11.4.2. Stabilate fiir axenische Kultur

Um Stabilate fiir das Animpfen axenischer Kulturen zu erhalten, wurde nach dem
Zentrifugieren des frisch entnommenen Rattenblutes der buffy coat in 4 ml CGA, 6 ml
Blutformmedium und 2 ml Vetren®200 aufgenommen. AnschlieBend wurde die Dichte
der Parasiten durch Auszihlen in einer modifizierten Neubauer-Zéhlkammer bestimmt
und in frischem, eiskaltem Blutformmedium auf 2 x 10® ml™ eingestellt. Nach einer 1:1-
Verdiinnung der gewonnenen Parasitenkultur mit Einfriermedium wurden 0,5 ml-
Aliquots angefertigt, die zundchst 1 h bei -20°C, dann iiber Nacht bei -80°C gelagert
wurden, bevor man sie fiir die Langzeitaufbewahrung in fliissigen Stickstoff iiberfiihrte.

Bei der Herstellung von Trypanosomenstabilaten wurde grundsétzlich unter Eiskiihlung

gearbeitet.
IL.5. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
I1.5.1. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zur Priparation wurden 1 x 10° Trypanosomen in 2% Glutaraldehyd in EM-Puffer bei
4°C, 60 min fixiert [Langreth & Balber, 1975]. Danach wurde zweimal fiir je 5 min mit
EM-Puffer gewaschen. Die Zellen konnten nun in EM-Puffer {iber Nacht bei 4°C
aufbewahrt oder direkt aufgearbeitet werden. Als zweites Fixativ wurde eine 1,5%ige
Osmiumtetroxid-Losung verwendet (60 min, 4°C), die zusitzlich zu einem starken
Kontrastierungseffekt fiihrte. Nach dieser Fixierung wurden die Zellen zweimal mit
EM-Puffer und zweimal mit aqua bidest. (je 5 min, RT) gewaschen. SchlieBlich wurden
die Proben mit 0,5% Uranylacetat in aqua bidest. kontrastiert (60 min, RT) und
anschlieend einmal mit aqua bidest. gewaschen (5 min, RT). Das fixierte Material
wurde dann mit steigenden Ethanolkonzentrationen entwissert (30%, 50%, 70%, 95%,
100%, 100%, je S5 min, RT) und zweimal je 10 min mit Propylenoxid
(Uberfiihrungsmedium) gewaschen. Fiir die Vorbereitung fiir das TEM folgte
schlieBlich die Einbettung in das Epoxidharz Epon 812 [Luft, 1961]. Dazu wurden die
Proben in einem Epon-Propylenoxidgemisch (1:1, 60 min, RT) inkubiert, dann mit

reinem Epon infiltriert (60 min, RT) und schlieBlich in Beem®-Cups iiberfiihrt. Die
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Polymerisation erfolgte 12 h bei 45°C und anschlieBend 24 h bei 60°C. Alle Schritte
wurden mit 1 ml Fliissigkeit in Eppendorfgefiflen durchgefiihrt. Zum Wechseln der
Losungen wurden die Zellen jeweils in einer Beckman Microfuge B abzentrifugiert
(13.000 g, 30 s, RT). Nach der Polymerisation des Eponharzes wurden die Proben am
LKB Pyramitome 11800 zu Trapezen (ca. 0,5 mm Basisldnge) getrimmt. Anschlie8end
wurden Ultradiinnschnitte angefertigt (LKB, Ultratome 4800), die mit Kupfernetzchen
aufgefischt wurden. Zum Kontrastieren der Schnitte wurden die Netzchen auf 50 pl 5%
Uranylacetattropfen gesetzt (60 min, RT, Schnitte nach unten). Die Netzchen wurden
mit aqua bidest. gewaschen, in eine Bleicitratlosung getaucht (45 s, RT) und
anschliefend gewaschen (jet washing) und getrocknet. Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen wurden an einem Zeiss EM 109 Transmissions-Elektronenmikroskop
mit TFP-GroBbildkamera durchgefiihrt. Fiir die Aufnahmen wurde der Negativfilm
Kodak Plus-X-Plan 120 (125 ASA, 60 x 70 mm) verwendet.

I1.5.2. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Entsprechend vorbehandelte Trypanosomen wurden bis zur Uberfiihrung in 70%igen
Ethanol nach dem gleichen Protokoll wie fiir die Transmissionselektronenmikroskopie
verarbeitet. AnschlieBend wurden sie sukzessive fiir jeweils 8 h in 96% und 100%
Ethanol inkubiert. Die Kritischer-Punkt-Trocknung erfolgte in fliissigem CO,, wonach
die Proben mit einer Palladium-Gold-Mischung (Schichtdicke 20 nm) besputtert und
mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskops des Modells Cambridge Stereoscan 250
Mk2 untersucht wurden. Die Aufnahmen wurden in Zusammenarbeit mit Karl-Heinz
Hellmer im Arbeitskreis von Prof. Dr. Oliver Betz (Abteilung fiir Evolutionsbiologie

der Invertebraten der Universitit Tiibingen) erstellt.

45



Material und Methoden

11.6. SDS-PAGE

Die SDS-PAGE erfolgte in der Hoefer mighty small Gelapparatur nach der Methode
von Laemmli [Laemmli, 1970] mit einem 5%igen Sammelgel und einem 12%igen
Trenngel. Die Geldicke betrug 0,75 mm. Zur Bestimmung der Molekulargewichte

wurden Standardproteine mit aufgetrennt.

Gel-Losungen fiir je 4 Gele

Sammelgel (5%) Trenngel (12%)
Aqua bidest. 8,4 ml 5,1 ml
30% Acrylamid 2,0 ml 9,1 ml
1,0 M Tris/HCI; pH 8,8 - 8,6 ml
1,0 M Tris/HCI; pH 6,8 1,5 ml -
SDS, 10% 120 pl 120 pl
APS, 10% 60 pul 60 pul
TEMED 12 ul 12 ul
Laufbedingungen fiir 2 Gele:
Spannung [V] Stromstiarke [mA] Leistung [W] Zeit [min]
200 120 60 40-45

Coomassie-Firbung

Die Farbung der Gele erfolgte fiir etwa 1 h, die Entfarbung des Gelhintergrunds mit

Methanol und Essigsdure ca. 1,5 h jeweils auf einem Schiittler bei Raumtemperatur.

Silberfirbung

Zur Detektion geringerer Proteinmengen wurden Silberfarbungen nach folgendem

Schema durchgefiihrt:
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Fixieren:

Waschen:

Impragnieren:

Waschen:

Silberinkubation:

Waschen:

Entwickeln:

Waschen:

Stoppen:

Waschen:

10 min in Fixierl6sung

3 x 10 min in 50% Ethanol

1 min mit Impragnierlosung

3 x 20 s in H,O dest.

20 min mit AgNOs-Ldsung

2 min in H,O dest.

je nach Fiarbung ca. 10 s bis 1 h unter Sichtkontrolle mit

Entwicklungslosung

2 x 2 min in H,O dest.

10 min in Stopplosung

20 min in 50% Ethanol

Alle Schritte wurden in einem Plastikbehélter auf einem Schiittler bei Raumtemperatur

durchgefiihrt.

I1.7. FACS-Analyse

11.7.1. Nekrosetest

Zur Detektion von Nekrose wurden die Parasiten zunichst fur verschiedene Zeitrdume

mit der jeweiligen Komponente inkubiert und anschlieBend mit Propidiumjodid

versetzt. Letzteres kann ausschlieBlich Zellen nekrotischer Zellen anfarben, da diese
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keine intakte Plasmamembran mehr aufweisen. Durch die bei nekrotischen Prozessen
entstehenden Poren kann der fluoreszierende Farbstoff somit ins Cytosol eintreten. Fiir
die Messung wurde die Zellkultur in 0,5 ml-Aliquots in FACS-Ro6hrchen gegeben. Eine
Positivkontrolle wurde mit 6 uM Digitonin (ruft Nekrose hervor) versetzt, anschlieSend
wurde zu allen Proben Propidiumjodid auf eine Endkonzentration von 0,5 pg/ml

zugegeben. Die fertigen Proben wurden im Rotkanal der FACS-Apparatur gemessen.

11.7.2. Zellzyklusbestimmung

Als interkalierendes Agens lagert sich Propidiumjodid in die groBe Furche
doppelstringiger DNA ein, was zur Bestimmung der Phase des Zellzyklus
herangezogen werden kann. In der FACS-Apparatur wurde anhand der
Fluoreszenzintensitidt und damit der Menge des genetischen Materials der jeweiligen
Zelle deren Zellzyklusstadium bestimmt. Dazu wurde je 1 ml einer entsprechend
vorinkubierten  Blutformkultur in  einem  Eppendorfgefil  abzentrifugiert
(Raumtemperatur, ca. 13.000 rpm, 15 s) und in eiskaltem PBS gewaschen, was im
Regelfall einer absoluten Zellzahl von ca 1 x 10° entsprach. Anschlieend erfolgte die
Aufnahme in 100 ul Lysepuffer und die Uberfiihrung in FACS-Rohrchen, in denen die
Zellen fiir etwa 30 min bei 4°C bis zur vollstindigen hypotonen Lyse inkubiert wurden.
AnschlieBend wurden 100 pl einer Propidiumjodidlosung in PBS (20 pg/ml)
zugegeben, so dass eine Endkonzentration von 10 pg/ml erreicht wurde. Die Fiarbung

erfolgte bei 4°C im Dunkeln fiir etwa 30 min, bevor die Proben gemessen wurden.

I1.7.3. Annexin-V-Apoptosetest

Das Membranphospholipid Phosphatidylserin ist im Normalfall lediglich im
cytosolischen /leaflet der Plasmamembran zu finden. Die Exposition dieses Molekiil auf
der cytosolischen Seite gehort zu den signifikantesten Charakteristika der Apoptose.
Das Protein Annexin V bindet spezifisch an Phosphatidylserin und kann somit zur

Detektion dieses apoptotischen Phénotyps dienen. Fiir den Versuch wurden wiederum
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Trypanosomen unter den jeweils angegebenen Bedingungen vorinkubiert und vor der
Messung 500 pl der Kultur entnommen. Nach einmaligem Waschen mit Annexin-V-
Puffer und Zentrifugation wurde das Zellpellet in 50 pl der Propidiumjodid-Farbelosung
fiir die Zellzyklusbestimmung resuspendiert und fiir 15 min auf Eis gestellt. SchlieBlich
gab man 450 ul Annexin-V-Puffer zu, bevor die Messung im Griinkanal der FACS-
Apparatur erfolgte. Um eventuell auftretende Nekrose zu detektieren, die zu falsch
positiven Annexin-gefdrbten Zellen fithren konnte, erfolgte eine Gegenfirbung mit
Propidiumjodid. Doppelt gefirbte Zellen konnten demnach nicht als apoptotisch
eingeordnet werden. Zu beachten war bei dieser Methode die Uberlappung der beiden
Fluoreszenzen, fiir deren Kompensation spezielle Einstellungen am Durchfluss-

zytometer vorgenommen werden mussten.

I1.8. Saure Phosphatase-Cytotoxizititstest fiir Trypanosomen

Das Prinzip dieser Messung beruht auf der photometrischen Bestimmung der Aktivitét
freigesetzter Saurer Phosphatase [Bodley et al., 1995]. Dabei wird das Enzym noch
lebender Zellen gemessen, weshalb die betreffenden Kulturen vor der Zugabe des
Substrates lysiert werden miissen. Fiir den Versuch wurden Trypanosomen aus
Kulturstabilaten in Blutformmedium ohne Phenolrot angezogen und eine Hauptkultur
in der spiten logarithmischen Phase bei einer Zelldichte von etwa 8 x 10° ml™’ in
frischem Medium auf eine Zelldichte von 1 x 10° ml™ eingestellt. Aliquots von je 200 ul
wurden fiir jede Konzentration viermal in eine 96-well plate pipettiert und die
Wirkstoftkonzentrationen mit Hilfe einer geeigneten Stammldsung auf die angegebenen
Werte eingestellt. Ein Medium-Leerwert sowie Wirkstoff ohne Zellen wurden in jeweils
acht wells gemessen, widhrend die mit Wirkstoff inkubierten Zellkulturen als
Vierfachbestimmungen pipettiert wurden. Der Ansatz wurde teilweise mit Parafilm
versiegelt und fiir 24 oder 48 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Anschlieend wurden die wells mit je 20 ul des p-Nitrophenylphosphat enthaltenden
Lysepuffers versetzt und nach 3-6 weiteren Stunden im Brutschrank die Absorption bei

A =405 nm im ELISA reader bestimmt.
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I1.9. Giemsa-Firbung

Ein Volumen von 1 ml einer Trypanosomenkultur, die entsprechend vorinkubiert
worden war, wurde in einem Eppendorfgefall abzentrifugiert (15 s, RT, 13.000 rpm).
Die Zellen wurden in ca. 100 pul verbleibenden Mediums resuspendiert und auf einen
Objekttriager ausgestrichen. Nach Trocknung an der Luft wurden die Parasiten durch
Auftragen von Methanol fixiert, und die 1:10 in Weise-Puffer verdiinnte Giemsalosung
wurde gleichméBig auf dem Objekttriger verteilt. Einer 30miniitigen Inkubation folgten
etwa drei Waschschritte mit abgekochtem destilliertem Wasser, bis sich keine
Farbwolken mehr abldsten. Der Objekttriger wurde bis zur Analyse im Lichtmikroskop

bei 4°C aufbewahrt.

I1.10. LDH-Cytotoxizititstest fiir WISH-Zellen

Fiir diesen Versuch nach [Dringen ef al., 1998] wurden WISH-Zellen aus einem
Kulturstabilat zundchst auf eine Dichte von 1 x 10° ml" in einer Kulturflasche
angesetzt. Nach dem Erreichen der Konfluenz nach ca. 1-2 Wochen wurden die Zellen
trypsiniert und wiederum bei der gleichen Initialdichte auf 24-well plates ausgesit.
Nach weiteren 1-2 Wochen wurde Wirkstoff in den angegebenen Konzentrationen zu
jeweils 3 wells zugegeben und die Zellen fiir 24 bzw. 48 h unter den gleichen
Kulturbedingungen wie Blutformtrypanosomen inkubiert. Als Positivkontrollen wurden
nach Ablauf der jeweiligen Inkubationsdauer 30 min vor der Messung zwei wells mit
Triton X-100 (auf 1% [v/v]) versetzt. Fiir die Messung selbst wurden von jeder Kultur
jeweils drei wells einer 96-well plate mit 10 pl beschickt. Nach der anschlieBenden
Beladung mit Reaktionspuffer wurde die Anfangsgeschwindigkeit der NADH-Abnahme
umgehend (0-1 min) im ELISA reader bei 340 nm gemessen.
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I1.11. HPLC

Das Schlangengift wurde zum Zweck der aktivititsgerichteten Aufreinigung der
trypanoziden Hauptkomponente mit Hilfe von verschiedenen Prinzipien der HPLC
aufgetrennt. Dabei wurden alle Fraktionen manuell gesammelt und folgende

Bedingungen gewihlt:

Gefiltration
Als Ausgangsmaterial wurde je 1 mg lyophilisiertes Schlangengift eingewogen, in 100

ul mobiler Phase gelost und in eine Injektionsschleife mit dem gleichen Volumen

injiziert.

Flussrate: 0,5 ml/min
Detektion: 280 nm
Gradient: isokratisch
Reversed Phase

Die Fraktionen aus dem Gelfiltrationsschritt oder komplettes Schlangengift wurden in
einem geeigneten Volumen der anfdnglichen Zusammensetzung der mobilen Phase

(95% A, 5% B) gelost.

Flussrate: 250 pl/min
Detektion: 214 nm
Gradient: 0-5 min 95% A

5-60 min 95-20% A

HILIC priparativ

Hierbei wurden die Gelfiltrationsfraktionen mit der hochsten trypanoziden Aktivitét in

der initialen Mischung des Gradienten geldst und in 20 pl injiziert.

Flussrate: 250 pl/min
Detektion: 214 nm
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Gradient: 0-5 min 90% A
5-35 min 90-30% A

HILIC on-line zur Quantifizierung

Flussrate: 150 pl/min
Detektion: massenspektrometrisch
Gradient: isokratisch 30% A, 70% B

I1.12. Bestimmung der trypanoziden Aktivitit von HPLC-Fraktionen

Aus den HPLC-Trennungen erhaltene Fraktionen wurden zundchst in einer
Vakuumzentrifuge zur Trockne eingeengt und bis zur Bestimmung der trypanoziden
Aktivitit bei -20°C aufbewahrt. AnschlieBend wurden alle Fraktionen in 20 ul Ampuwa
aufgenommen. Insgesamt 16 pl aus jeder Probe wurden zu jeweils 184 pl unmittelbar
zuvor auf 1 x 10° ml™ verdiinnter Blutform-Trypanosomenkultur in einer 96-well plate
gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde teilweise mit Parafilm versiegelt und unter den
iiblichen Kulturbedingungen inkubiert, wobei zu verschiedenen Zeitpunkten die
Zelldichte durch Auszdhlen in einem Hé&macytometer bestimmt wurde. Die
verbleibenden 4 pl jeder Probe wurden fiir die spdtere massenspektrometrische

Bestimmung bei 4°C aufbewabhrt.

I1.13. Massenspektrometrie

Alle massenspektrometrischen Untersuchungen von Schlangengiftkomponenten wurden
per uLC/ESI-MS mit einem Esquire 3000 Ionenfallen-Massenspektrometer von Bruker
durchgefiihrt. Dazu wurde eine Standard-ESI-Quelle oder eine handgefertigte
Nanospraykapillare verwendet. Bei der on-line RP/pLC/ESI-MS-Analyse wurden die

folgenden Bedingungen eingestellt:
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Flussrate: 5 ul/min
Detektion: 214 nm
Gradient: 0-5 min 95% A

5-60 min 95-40% A

Die lonisierung wurde je nach Experiment im positiven oder negativen Modus
durchgefiihrt. Gegebenenfalls erfolgte die Isolierung und Fragmentierung der
Vorlduferionen in der Ionenfalle per low-energy CID bis in die dritte Dimension (MS?).

Steuerung und Auswertung erfolgten mit der Software Bruker Daltonics.
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C. Ergebnisse

L. Schlangengift von Eristocophis macmahoni

I.1. Bestimmung der halbinhibitorischen Konzentration

Ein MaB fiir die Toxizitdt eines Stoffes in einem gegebenen Organismus ist die so
genannte [Csy (Inhibitory Concentration 50%). Es handelt sich dabei um die
Konzentration eines Stoffes, die eine Reduktion einer Population um 50% bewirkt
(halbinhibitorische Konzentration). Da es bis heute keinen international anerkannten
Standard fiir Cytotoxizitétstests mit Trypanosomen gibt, wurde mit einer initialen
Zelldichte von 1 x 10° ml"' gearbeitet. Abb. 10 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung des kompletten Schlangengiftes von Eristocophis macmahoni bei
Blutformtrypanosomen nach einer Inkubationsdauer von 48 h unter den iiblichen
Kulturbedingungen. Wie bei solchen Auftragungen iiblich wurde eine semiloga-
rithmische Darstellung gewihlt, d.h. die Konzentration an Schlangengift wurde
logarithmisch skaliert. Am Wendepunkt der sigmoidal verlaufenden Kurve ldsst sich
dabei auf der Abszisse direkt die ICsy ablesen. Anhand der vorliegenden Abbildung
wurde dieser Wert im Falle des Schlangengiftes auf 198 ng/ml bestimmt. Auf Grund der
enormen Komplexitit der molekularen Zusammensetzung dieser Naturstoffmischung
konnte keine Abschitzung der Konzentration auf Stoffmengenbasis erfolgen, da sowohl
hochmolekulare Substanzen wie Proteine als auch niedermolekulare Stoffe vorhanden
waren. Dennoch war zu erkennen, dass es sich um einen vergleichsweise starken
inhibitorischen Effekt handelte, da beispielsweise das Gift von Bothrops jararaca bei
Trypanosoma cruzi eine halbinhibitorische Konzentration von 10 pg/ml aufwies

[Deolindo et al., 2005].
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Abb. 10: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung des kompletten Schlangengiftes von
Eristocophis macmahoni bei Blutformtrypanosomen nach einer Inkubationsdauer

von 48 h. Die ICs betrug 198 ng/ml.

1.2 Effekt des Schlangengiftes auf den Wachstumsverlauf von

Trypanosomen

Wihrend die Bestimmung der halbinhibitorischen Konzentration des Gifts ein Mal3 fiir
die antitrypanosomale Potenz und einen punktuellen Wert bei einer Inkubation von 48 h
bereitstellte, sollte auch der offensichtlich vorhandene Einfluss auf den Wachstums-
verlauf von Blutformtrypanosomen untersucht werden. Dazu wurden die Zellen aus
Stabilaten bis zu einer Dichte von 0,8-1 x 10° ml” angezogen und in frischem Medium
auf 1 x 10° ml™" verdiinnt. AnschlieBend wurde die Schlangengiftkonzentration in den
einzelnen Kulturen auf 100, 130, 160 bzw. 200 ng/ml eingestellt. Da das lyophilisierte
Schlangengift in Wasser gelost war, entfiel hier die Losungsmittelkontrolle wie auch in

allen folgenden Versuchen. Abb. 11 zeigt den Kulturverlauf {iber ca. dreieinhalb Tage,
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wobei die Proben mit 100 bzw. 130 ng/ml im Vergleich mit unbehandelten Kontroll-
zellen ein eher geringfiigig vermindertes Wachstumsverhalten aufwiesen. In der Probe
mit 160 ng/ml war allerdings eine signifikante trypanozide Aktivitdt feststellbar, bei 200
ng/ml trat die Ausloschung der betreffenden Kultur bereits nach wenigen Stunden ein.
Die leicht erhohte Aktivitit im Vergleich zu der Bestimmung der ICsy ist
moglicherweise auf die unterschiedlichen Kulturvolumina zuriickzufiihren, da bei den

Wachstumsverlaufsexperimenten Kulturflaschen statt Mikrotiterplatten verwendet

wurden.
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Abb. 11: Konzentrationsabhingige Effekte des kompletten Schlangengiftes auf den
Wachstumsverlauf von Blutformtrypanosomen in axenischer Kultur. (m):
Unbehandelte Kontrollzellen; (e): Schlangengift 100 ng/ml; (A): Schlangengift
130 ng/ml; (¥): Schlangengift 160 ng/ml; (¢#): Schlangengift 200 ng/ml
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1.3. Lichtmikroskopische Aufnahmen

Blutformtrypanosomen in der spéten logarithmischen Wachstumsphase wurden bei
einer Zelldichte von 1 x 10° ml™" mit Schlangengift bei einer Endkonzentration von 1
pg/ml inkubiert, bis sich die Zellzahl der Parasiten auf etwa die Hélfte des
Anfangswertes reduziert hatte. Um eventuelle morphologische Verdnderungen der
Parasiten besser zu visualisieren, wurden anschlieBend Ausstriche der Kulturen auf
Objekttragern angefertigt und eine Giemsa-Farbung durchgefiihrt. Abb. 12 stellt das
typische Erscheinungsbild der behandelten Parasiten (B-D) im Gegensatz zu
unbehandelten Kontrollzellen (A) dar. Auffillig ist die Vakuolisierung des Zellkorpers,
die mit einem Verlust der charakteristischen langgestreckten Gestalt der long slender

Blutformtrypanosomen hin zu einer gedrungeneren Form einhergeht.

Abb. 13:  Lichtmikroskopische = Untersuchung von giemsagefirbten,
schlangengiftbehandelten (1 pg/ml) Blutformtrypanosomen. A: Unbehandelte
Kontrollzelle; B-D: Schlangengiftbehandelte Zellen

57



Ergebnisse

1.4. Elektronenmikroskopische Aufnahmen

1.4.1. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Fiir dieses Experiment wurden zunichst insgesamt 1 x 10° Blutformtrypanosomen in
der spéten logarithmischen Phase in frischem Kulturmedium auf eine Dichte von 1 x
10" ml" eingestellt. Nach einer einstiindigen Inkubation mit Schlangengift bei einer
Konzentration von 1 pg/ml unter den tiblichen Kulturbedingungen war die Zelldichte
auf etwa die Haélfte abgesunken, und es erfolgte die Vorbereitung fiir die
Rasterelektronenmikroskopie. Abb. 13 (A) zeigt eine unbehandelte Kontrollzelle,
welche die charakteristische long slender Struktur aufweist. Im Vergleich zu deren
Morphologie zeigen die mit Schlangengift behandelten Trypanosomen (B-F)
signifikante Verdnderungen: Generell erkennt man eine typische korkenzieherartige
Aufwindung, die zum Teil die Beobachtungen im Lichtmikroskop unterstiitzt, wobei
dort auf Grund der geringeren Vergroferung lediglich ein Abrunden der Zellen sichtbar
ist. Die morphologischen Verdnderungen weisen auf eine Storung der Struktur des

mikrotubuldren Cytoskeletts hin.
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Abb. 13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von mit 1 pg/ml
Schlangengift behandelten Blutformtrypanosomen. A: Unbehandelte Kontroll-
zelle; B-F: Schlangengiftbehandelte Zellen. Charakteristisch fiir behandelte Zellen
ist die Verdrillung des Zellkorpers. Der Balken am unteren Bildrand reprisentiert

jeweils eine Linge von 2 pm.

59



Ergebnisse

1.4.2. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Vorbereitungen fiir diesen Versuch einschlieflich der Inkubation der
Blutformtrypanosomen mit Schlangengift waren, bis zur Einbettung in Eponharz,
identisch mit denjenigen fiir die Rasterelektronenmikroskopie. Abb. 13 zeigt die
charakteristischen ultrastrukturellen Verdnderungen (B-F) im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen (A). Besonders auffillig sind hierbei Verdnderungen an
Cytoskelett und Plasmamembran. In Teilabbildung (B) ist eine Zelle zu sehen, deren
mikrotubuldres Cytoskelett nicht die fliir Trypanosomen typische, einheitliche
Anordnung in Liangsstreben unterhalb der Zellmembran aufweist. Statt dessen sind
zahlreiche Mikrotubuli innerhalb der Zelle zu sehen (Pfeile), was mit den schon
lichtmikroskopisch sichtbaren Verdrillungen des Zellkorpers korreliert. Eine
auflergewohnliche Beobachtung in (C) ist die Abschniirung oder Fusion eines Vesikels
an der Membran des Flagellums (Pfeil). Wie bereits in der Einleitung diskutiert,
erfolgen solche Exo- oder Endocytoseprozesse nach dem allgemeinen heutigen
Standpunkt ausschlieBlich iiber die Flagellumtasche. Aufschluss iiber die Art des
Zelltods geben die Abbildungen (D-F). Die hier zu beobachtenden zelluldren
Einschliisse in vesikuldre Strukturen konnen als deutliche Anzeichen von Autophagie
betrachtet werden. Dabei entsprechen die Vesikel teils Lysosomen, teils doppelmem-
branumschlossenen Vakuolen, wobei letztere auch Autophagosomen genannt werden.
Besonders eindeutig ist der fiir Autophagie typische Abbau von zelluldren Bestandteilen
in (F) zu beobachten, wo Golgi-dhnliche Strukturen im Lysosom eingeschlossen sind.
Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass es in behandelten Trypanosomen neben
Autophagieprozessen zu signifikanten Stérungen im Arrangement des mikrotubulidren

Cytoskeletts und im Ablauf von Exo- bzw. Endocytoseprozessen kommt.
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Abb. 14: TEM-Aufnahmen von schlangengiftbehandelten Blutformtrypanosomen.
A: Unbehandelte Kontrollzelle. B-F: Zellen fiir 30 min vorbehandelt mit 1 pg/ml
Schlangengift. Die Balken am unteren Bildrand reprisentieren je 0,5 pm. aut:
Autophagosomen; cyt: Mikrotubulires Cytoskelett; f: Flagellum; gly: Glycosom;

gol: Golgi-dhnliche Struktur; lys: Lysosom; mit: Mitochondrium; n: Nucleus
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LS. Auftrennung der Proteinkomponenten des Gifts durch SDS-PAGE

Vom lyophilisierten Schlangengift wurden die Proteine bzw. Peptide auf einem 12%-
igen SDS-Proteingel aufgetrennt und visualisiert, wobei fiir letzteres eine Silberfarbung
angewendet wurde, die deutlich sensitiver war als die zuvor ebenfalls durchgefiihrten
Coomassie-Farbungen (nicht dargestellt). Aus einer wéssrigen Stammldsung (1 mg/ml)
wurden je 1, 3 und 5 pg unter reduzierenden und nichtreduzierenden Bedingungen auf
das Polyacrylamidgel aufgetragen und bei 190 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Silberfarbung erfolgte unter stdndiger visueller Kontrolle und ist in Abb. 15 dargestellt.
Bei ca. 14 kDa ist eine sehr prominente Bande zu sehen, die vermutlich der
Phospholipase A, entspricht. Eine Bande, die unter nichtreduzierenden Bedingungen bei
etwa 22 kDa auftaucht, verschwindet nach der Reduktion, was fiir eine in
Schlangengiftpeptiden und -proteinen hiufige Verbriickung durch Disulfidbindungen
spricht.

reduziert nicht reduziert

1 ug 3pg 5ug Marker lpug 3pg 5Spug

a

AN

66 kDa

il e
e

w 25 kDa
- =
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1

4kD
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Abb. 15: Gelelektrophoretische Auftrennung und Visualisierung der Peptid- und
Proteinkomponenten des Viperngiftes mittels SDS-PAGE mit Silberfirbung
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I1. Isolierung und Identifizierung der hauptaktiven Komponente

I1.1. Auftrennung des kompletten Schlangengiftes per Gelfiltration

Bei Schlangengiften handelt es sich prinzipiell um hochkomplexe Gemische aus
verschiedenen Stoffklassen. Allein die enorme Vielfalt an Peptid- und Proteinkom-
ponenten im Gift von Eristocophis macmahoni wurde bereits im SDS-PAGE-
Experiment deutlich. Um daher einen besseren Uberblick iiber die im Gift enthaltenen
Substanzen zu erhalten, wurde eine initiale Auftrennung iiber eine Gelfiltrationssdule
unter HPLC-Bedingungen vorgenommen. Dabei wurde 1 mg des lyophilisierten
Viperngifts in 100 pul mobiler Phase gelost und direkt im Anschluss auf die HPLC-Séule
appliziert. Nach einem Lauf von etwa 20 min Dauer waren unter den gegebenen
Bedingungen alle bei 280 nm detektierbaren Komponenten eluiert. Das
Chromatogramm in Abb. 16 zeigt neben dem Elutionsmuster die in jedem Lauf

gesammelten Fraktionen.
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Abb. 16: Chromatogramm der Gelfiltrations-HPLC-Auftrennung von komplettem

Schlangengift. Die Ziffern im Schaubild geben die gesammelten Fraktionen an.
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Nachdem die in Eppendorfgefilen gesammelten Fraktionen iiber Nacht in einem
Vakuumkonzentrator (Speedvac) zur Trockne eingeengt worden waren, wurde die
trypanozide Aktivitdt der jeweiligen Probe in Blutformtrypanosomenkultur gemessen.
Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die erhaltenen Werte miteinander verglichen.
Abb. 17 zeigt die Verteilung der relativen antitrypanosomalen Aktivitit nach einer
Inkubationsdauer von 17 h. Die Darstellung stellt Fraktion 10 als diejenige mit der

hochsten Aktivitit heraus.
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Abb. 17: Relative trypanozide Aktivitit der einzelnen Fraktionen aus der

Gelfiltrations-HPLC

I1.2. Massenspektrometrische Untersuchung der Gelfitrationsfraktionen

Bei der Analyse der antitrypanosomalen Aktivitit wurde jeweils ein Flinftel der

Fraktion fiir die massenspektrometrische Untersuchung zuriickbehalten. Diverse
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Vorarbeiten hatten die Vermutung nahe gelegt, dass entweder eine Phospholipase A;
oder ein bisher unbekanntes Peptid mit signifikanter Homologie zu dem Disintegrin
Eristocophin I mafgeblich an der Trypanoziditdt beteiligt ist [Patrick Merkel, 2003,
Diplomarbeit]. Um diese These zu iiberpriifen, wurden auch die den beiden vereinten
aktivsten Fraktionen 10 und 11 vorangehenden Peaks hinsichtlich ihrer molekularen
Zusammensetzung untersucht, da im Vergleich zu den besagten Vorarbeiten eine
feinere Auftrennung erreicht wurde. Fiir die Analyse wurde die jeweilige Probe mittels
einer on-line phLC-MS-Methode zunichst nach dem Prinzip der Reversed Phase (RP)
HPLC weiter aufgetrennt und das Eluat direkt ionisiert. In der angeschlossenen
Ionenfalle wurde, gegebenenfalls unter Fragmentierung, das Verhéltnis von Masse zu
Ladung (m/z-Wert) der jeweiligen Ionen gemessen. In Abb. 18 erkennt man das on-/ine
RP-Chromatogramm der Fraktionen 6 und 7. Das Hauptsignal, markiert in
Teilabbildung (A), wurde massenspektrometrisch analysiert. Die detektierten m/z-Werte
(Abb. 18 (B)) entsprechen den Ladungszustinden +10, +11 bzw. +12 in der ersten
massenspektrometrischen Dimension (precursor ions, nicht fragmentiert). Nachdem der
m/z-Wert den Quotienten von Masse durch Ladung darstellt, lieB sich durch
Berechnung auf die Einfachladung ein Molekulargewicht von 13,5 kDa bestimmen. Die
Identifikation per Ansequenzierung (Edman-Abbau) zeigte, dass es sich bei diesem
Protein um eine Phospholipase A, handelte. Das mit Abstand signifikanteste Signal aus
den Gelfiltrationsfraktionen 8 und 9, deren Chromatogramm in Abb. 19 (A) gezeigt ist,
wurde nach den gleichen Methoden untersucht und als ein Peptid mit hoher Homologie
zu Eristocophin 1 identifiziert (s.0.). Die trypanozide Hauptaktivitit war also
offensichtlich mit einer anderen Komponente assoziiert als mit den beiden untersuchten
Molekiilen, zumal keines der beiden in Fraktion 10/11 gefunden werden konnte.
Letztere wies bei der chromatographischen Untersuchung einen komplexeren Charakter
auf, weshalb die Trennung per RP-HPLC in diesem Fall off-/line durchgefiihrt wurde,

um die Aktivitat stirker eingrenzen zu konnen.
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Abb. 18: On-line LC-MS-Analyse der Gelfiltrations-Fraktionen 6 und 7. A:
Chromatogramm der on-line LC, detektiert bei A = 214 (oben) bzw. 280 nm
(unten). B: Massenspektrometrische Analyse des markierten Hauptpeaks. Die
Daten zusammen mit der N-terminalen Ansequenzierung per Edman-Abbau

fiithrten zur Identifizierung einer Phospholipase A,.
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Abb. 19: On-line LC-MS-Analyse der Gelfiltrations-Fraktionen 8 und 9. A:
Chromatogramm der on-line LC, detektiert bei A = 214 (oben) bzw. 280 nm
(unten). B: Massenspektrometrische Analyse des markierten Hauptpeaks. Die
Daten zusammen mit dem durchgefiihrten Edman-Abbau zeigten hohe Homologie

des untersuchten Peptids mit dem Disintegrin Eristocophin I.
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I1.3. Auftrennung der aktivsten Fraktion per RP-HPLC

Die Fraktionen 10 und 11 aus der Gelfiltration mit der stirksten antitrypanosomalen
Wirkung wurden auf Grund ihres chromatographischen Musters wie die zuvor
genannten Fraktionen vereinigt und entsprechend der Beschreibung im Methodenteil
per RP-HPLC aufgetrennt. Die gewonnenen Fraktionen wurden nach Einengung bis zur
Trockne in H,O bidest. aufgenommen, um wiederum die trypanozide Aktivitdt zu
bestimmen. Abb. 20 zeigt das Chromatogramm aus der entsprechenden Auftrennung,
detektiert wurde bei A = 214 nm. Ein Balkendiagramm beziiglich der gemessenen
Trypanoziditidt ist in diesem Fall nicht erforderlich, da diese ausschlieBlich im
Injektionspeak zu finden war. Dies bedeutete, dass die relevante Komponente auf Grund

ihres offenbar zu hydrophilen Charakters von der RP-Séule nicht retardiert werden

konnte.
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Abb. 20: Chromatogramm der RP-HPLC-Auftrennung der Fraktion 10/11 aus der
initialen Gelfiltrationsauftrennung. Die gestrichelten Linien markieren die
Grenzen zwischen den gesammelten Fraktionen, der Pfeil deutet auf den

Injektionspeak, der die volle trypanozide Aktivitit enthielt.
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11.4. Massenspektrometrische Untersuchung der aktiven RP-HPLC-

Fraktion

Der die trypanozide Aktivitit beinhaltende Injektionspeak wurde nach den gleichen
Methoden, die bei den Fraktionen aus der Gelfiltration angewendet wurden,
massenspektrometrisch untersucht. In Abb. 21 sind die entsprechenden Ergebnisse
dargestellt, ein Chromatogramm wird in diesem Fall auf Grund der nicht vorhandenen
Retardierung durch die chromatographische stationdre Phase nicht prisentiert. Ins Auge
fallt hier ein starkes Signal bei m/z = 202,68, dessen Intensitdt die der anderen lonen
deutlich iibertrifft. Anhand dieser Ergebnisse konnte das hauptaktive Molekiil allerdings
nicht identifiziert werden, da im Injektionspeak der Chromatographie aufler dem
genannten Signal noch mehrere weitere Molekiilionen detektiert wurden, die auf Grund

ihrer Hydrophilie nicht von der RP-Sdule zuriickgehalten wurden.
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Abb. 21: Massenspektrometrische Analyse des Injektionspeaks aus der RP-HPLC-
Auftrennung von Gelfiltrationsfraktion 10/11. Die Komponente mit dem m/z-Wert

von 202,68 dominiert das Spektrogramm.
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IL.S. Auftrennung der aktivsten Fraktion per HILIC

Mit der klassischen RP-Methodik war eine Retention der Aktivitdt auch unter
Verinderung der Bedingungen (Flussrate, Sadulenmaterial) nicht mdglich. Die
hydrophilen Eigenschaften der gesuchten Komponente legten eine Verdnderung der
Isolierungsstrategie nahe, weshalb eine Umkehrung der Phase vorgenommen wurde.
Mit Hilfe von hydrophiler Interaktion sollte das betreffende Molekiil isoliert werden,
damit eine zweifelsfreie Identifizierung erreicht werden konnte. Zu diesem Zwecke
wurde nach einigen Vorversuchen unter mehreren Séulenmaterialien eine Aminophase
ausgewihlt. Da die Methode im Labor neu etabliert werden musste, wurden Testldufe
mit einem Peptidgemisch aus Bradykinin, Angiotensin I und Angiotensin II
durchgefiihrt. Wie Abb. 22 zeigt, konnte das Gemisch dieser drei beziiglich ihrer

physikalisch-chemischen Eigenschaften sehr dhnlichen Peptide erfolgreich aufgetrennt

werden.
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Abb. 22: Chromatogramm der HILIC-Auftrennung eines Peptidgemisches aus
Angiotensin I (a), Angiotensin II (b) und BradyKkinin (c)
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AnschlieBend wurde Fraktion 10/11 aus der Gelfiltration wie im Methodenteil
angegeben mit Hilfe eines Gradienten aufgetrennt, wobei fiir die UV-gestiitzte
Detektion eine Wellenldnge von A = 214 nm gewdhlt wurde. Abb. 23 zeigt ein
entsprechendes Diagramm, bei dem zunichst auffillt, dass die Basislinie im Verlauf der
Trennung stark ansteigt. Dies ist auf das Gradientenprogramm zuriickzufiihren, da der
Anteil an Ameisensdure (Eluent B) kontinuierlich ansteigt. In diesem Zusammenhang
ist die Skalierung der Ordinate zu beachten, die sehr niedrige Absorptionswerte anzeigt,
weshalb die Zusammensetzung des Eluentengemisches in dieser Darstellung stark ins

Gewicht fallt.
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Abb. 23: Chromatogramm der HILIC-Auftrennung von Gelfiltrationsfraktion
10/11. Die Ziffern im Chromatogramm reprisentieren die gesammelten

Fraktionen, deren Grenzen durch die gestrichelten Linien gekennzeichnet werden.

Im Anschluss an die Auftrennung fand wiederum die Bestimmung der trypanoziden
Aktivitit nach der bereits beschriebenen Methode statt. Dabei zeigte das Ergebnis des
Versuches, das in Abb. 24 dargestellt ist, eine klare Lokalisierung der

antitrypanosomalen Hauptaktivitit in Fraktion 5. Interessanterweise war bei letzterer
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praktisch kein UV-Signal detektiert worden, so dass beispielsweise ein Peptid oder

Protein als wirksame Komponente ausgeschlossen werden konnte.
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Abb. 24: Relative trypanozide Aktivitit der HILIC-Fraktionen von der
Auftrennung von Gelfiltrationsfraktion 10/11

11.6. Massenspektrometrische Analyse der trypanoziden Hauptkomponente

Besagte Fraktion 5 der HILIC-Auftrennung wurde wie zuvor beschrieben massenspek-
trometrisch untersucht. Da auf Grund der vorangegangenen Analysen der RP-
Fraktionen mit niedermolekularen Analyten gerechnet worden war, wurde das
Massenspektrometer mit Hilfe eines Gemisches aus Tryptophan und Threonin
kalibriert, so dass im unteren m/z-Bereich zuverldssig gemessen werden konnte. In der
besagten Fraktion lieB sich lediglich eine einzelne Komponente detektieren, bei der es
sich um diejenige handelte, welche bereits bei der Analyse des RP-Injektionspeaks

aufgefallen war und ein Molekulargewicht von 202 Da aufwies. Um indirekte
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Informationen beziiglich der molekularen Struktur der Komponente zu erhalten, wurde
mit Hilfe der Ionenfalle eine Fragmentierung (low energy CID) durchgefiihrt. Das

Molekiilion ist in Abb. 25 (A) zu schen, die Fragmentionen nach MS/MS und MS® in
(B) bzw. (C).
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Abb. 25: Massenspektrometrische Analyse von Fraktion 5 aus der HILIC-
Auftrennung von Gelfiltrationsfraktion 10/11. A: Molekiilion; B: Fragmentionen

bei MS/MS; C: Fragmentionen bei MS®

Bei der ersten Fragmentierung konnte man auf einen neutralen Massenverlust von 74
Da schlieBen, in der dritten massenspektrometrischen Dimension, fiir die die
Komponente mit m/z = 129,123 isoliert wurde, auf einen weiteren Verlust von 17 Da.
Eine Fragmentierung des enstehenden lons mit m/z = 112,103 war mit der zur
Verfiigung stehenden Apparatur nicht moglich. Dieser Umstand gab einen Hinweis auf
die Beschaffenheit des Molekiils, da mit Hilfe der angewandten Methode keine
nichtaktivierten C-C-Bindungen gebrochen werden konnten. Ferner deutete der
Neutralverlust von 17 Da auf eine Abspaltung von NH; hin. Die chemischen
Eigenschaften der Komponente wie das Fehlen eines UV-Signals bei 214 oder 280 nm
lieBen eine nichtpeptidische und nichtaromatische Verbindung vermuten. Wahrend der
chromatographischen Auftrennung zeigte sich die hohe Hydrophilie der Komponente,
die man anhand der hervorragenden lonisierbarkeit im massenspektrometrischen

Positivmodus als Basizitit prézisieren konnte. Fiir eine Verbindung mit einem
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Molekulargewicht von 202 Da und mit den oben genannten Eigenschaften bot sich ein
lineares Polyamin an. Das Fragmentierungsmuster sprach in diesem Zusammenhang fiir

die Substanz Spermin.

I1.7. Verifizierung der Identifikation von Spermin

Um das Ergebnis dieser qualitativen Analyse sicherzustellen, wurde ein
Vergleichsexperiment mit kduflich erworbenem Spermin durchgefiihrt. Dabei erfolgte
die Fragmentierung des Molekiilions mit den gleichen Einstellungen, die fiir die aktivste
HILIC-Fraktion verwendet worden waren. Das Ergebnis zeigte ein Spektrogramm, das
mit dem in Abb. 25 identisch war, so dass die Identifizierung von Spermin als gesichert
angesehen werden konnte. Ein Fragmentierungsmuster, wie es bereits unter dhnlichen
Bedingungen von einer anderen Gruppe erhalten und publiziert worden war [Ippolito et

al., 2005], ist in Abb. 26 dargestellt.

HIMMNH*A’HHE‘H _— m/Z = 203,2
AN~ NH2 — > m/z= 129,1

s~ M~ — m/z=112.1

Abb. 26: Fragmentierungsmuster von Spermin, das als hauptaktive Komponente
identifiziert wurde. Das Ion mit m/z = 203,2 entspricht dem Molekiilion, d.h.

einfach protoniertem Spermin.
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I1.8. Quantifizierung von Spermin in Schlangengift

Als Ergénzung zum analytischen Teil des Projekts sollte der Anteil von Spermin an der
Trockenmasse von komplettem Schlangengift bestimmt werden. Dazu wurde per on-
line HILIC eine Kalibrationskurve mit kommerziell erhiltlichem Spermin erstellt.
Definierte Stoffmengen an Spermin wurden in mobiler Phase geldst und unter den im
Methodenteil beschriebenen Bedingungen chromatographiert. Es wurde jeweils das
MS/MS-Signal bei m/z = 129,1 gemessen, um die Spezifitit zu erhdhen. Uber die
Flache der jeweils detektierten Peaks wurde mit Hilfe der Bruker Daltonics Software
integriert, um die relative Stdrke des Signals zu bestimmen. Die zur Trockne eingeengte
aktivste Gelfiltrationsfraktion wurde in mobiler Phase geldst, 1:20 verdiinnt und unter

identischen Bedingungen je dreimal gemessen, die zugehorigen Chromatogramme sind

in Abb. 27 dargestellt.
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Abb. 27: Chromatogramme der on-line HILIC zur Quantifizierung von Spermin

in Schlangengift. Detektiert wurde das MS/MS-Signal bei m/z = 129,1. A: 100 pmol

Spermin; B: 250 pmol Spermin; C: 1 nmol Spermin; D: Fraktion 10/11
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Mit den berechneten Flichen wurde eine lineare Regression durchgefiihrit (R =

0,99859), die resultierende Kalibrationsgerade ist in Abb. 28 aufgefiihrt.
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Abb. 28: Kalibrationsgerade fiir die quantitative Bestimmung von Spermin in der

aktiven Gelfiltrationsfraktion des Schlangengiftes

Es ergab sich folgende Geradengleichung: Y = 1,77513 x 10" + 101210,5308 X mit X =
Stoffmenge des eingesetzten Spermins in pmol und Y = Gesamtintensitit des
gemessenen Signals. Mit dem Mittelwert der berechneten Peakflichen fiir die Injektion

der Fraktion des Schlangengifts (Y = 29124545,3) folgte:

X =(Y-1,77513 x 10") / 101210,5308

X =(291245453 - 1,77513 x 107) / 101210,5308
X =112,3721535 [pmol]

X=23x10"%g

Es wurden 5 von insgesamt 100 pl injiziert, die Probe war zudem 1:20 verdiinnt. Somit

musste das Ergebnis noch mit 20 x 20 = 400 multipliziert werden:

76



Ergebnisse

X=400x2,3x10%g
X=9,14 ug

Der Anteil von Spermin an der Trockenmasse von komplettem Schlangengift betrug
demnach etwa 0,9% [w/w] bei einer absoluten Stoffmenge von 45,17 nmol Spermin pro
mg Gift.

Mit diesem Experiment war der rein analytische Teil der Arbeit abgeschlossen, der die
erfolgreiche aktivititsgeleitete Aufreinigung, Identifizierung und Quantifizierung der

hauptaktiven antitrypanosomalen Komponente des Gifts beinhaltete.
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I11. Effekte von reinem Spermin auf Trypanosoma brucei

II1.1. Bestimmung der halbinhibitorischen Konzentration

Bei der Charakterisierung der Wirkungen der reinen hauptaktiven Komponente des
Viperngiftes wurde zunichst analog vorgegangen wie bei komplettem Schlangengift.
Bei diesen Untersuchungen wurde stets kduflich erworbenes Spermintetrahydrochlorid
eingesetzt. Die Bestimmung der 1Csy bei Blutformtrypanosomen erbrachte ein Ergebnis

von 3,5 uM, eine entsprechende Konzentrations-Wirkungs-Kurve ist in Abb. 29 gezeigt.
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Abb. 29: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Spermin bei Blutformtrypano-

somen nach einer Inkubationsdauer von 48 h. Die ICsy wurde als 3,5 pM bestimmt.
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II1.2. Effekt von Spermin auf den Wachstumsverlauf von Trypanosomen

Wie fiir das mit komplettem Schlangengift beschriebene Experiment wurden
Blutformtrypanosomen in der spiten logarithmischen Phase auf 1 x 10° ml" verdiinnt
und in Kulturflaschen mit frischem, sperminhaltigem Medium inkubiert. Die aus diesem
Experiment resultierende Wachstumskurve ist in Abb. 30 zu sehen. Wie aus der
Darstellung ersichtlich wird, hatte eine Konzentration von 2 pM Spermin noch einen
wenig signifikanten Effekt auf das zellulire Wachstum, wihrend bei 5 pM eine
deutliche Abflachung der Kurve erkennbar ist. Die Zellzahl erreichte hier maximal zwei
Verdopplungen, wihrend bei der Kontrolle mindestens vier zu verzeichnen waren. Bei

einer Sperminkonzentration von 10 uM war bereits eine akute Toxizitdt festzustellen.
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Abb. 30: Konzentrationsabhingige Effekte von Spermin auf den
Wachstumsverlauf von Blutformtrypanosomen in axenischer Kultur. (m):
Unbehandelte Kontrollzellen; (e): Spermin 2 pM; (A): Spermin 5 pM; (V):
Spermin 10 pM
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I11.3. Lichtmikroskopische Aufnahmen

Wie zuvor wurde eine Giemsafirbung von behandelten Blutformtrypanosomen
angefertigt. Im Falle von Spermin wurden die Zellen fiir 48 h mit verschiedenen
Konzentrationen der Substanz behandelt und die Bilder in Abb. 31 mit Hilfe eines
Lichtmikroskops aufgenommen. Teilabbildung (A) zeigt die charakteristische
Morphologie einer unbehandelten Kontrollzelle. Nach der Behandlung mit 2 uM
Spermin (B) zeigten sich praktisch keine morphologischen Besonderheiten, was sich
mit den Versuchen zur konzentrationsabhidngigen trypanoziden Aktivitit Spermins
deckte. Bei der Applikation von 5 uM Spermin waren dagegen teilweise verdrillte (C)
oder vereinzelte lysierte (D) Parasiten zu beobachten. Insgesamt ist jedoch festzuhalten,
dass bei beiden Konzentrationen die groBe Mehrzahl der untersuchten Trypanosomen
morphologisch nur geringfiigig von den unbehandelten Kontrollen zu unterscheiden

war.

Abb. 31: Lichtmikroskopische Untersuchung von sperminbehandelten und
giemsagefirbten Blutformtrypanosomen. A: Unbehandelte Kontrollzellen; B:

Spermin 2 pM; C & D: Spermin 5 uM
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I11.4. Elektronenmikroskopische Aufnahmen

111.4.1. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Eine absolute Zellzahl von 1 x 10’ Blutformtrypanosomen wurde in frischem
Kulturmedium auf eine Dichte von 1 x 10’ ml eingestellt. Die Behandlung erfolgte in
diesem Fall mit 3,5 uM, also der ICsp von Spermin. Nach einer Inkubationsdauer von
48 h wurde kontrolliert, dass die Zelldichte gegeniiber der Kontrolle etwa die Hélfte
betrug, und die Parasiten wurden fiir die Rasterelektronenmikroskopie vorbereitet. Eine
unbehandelte Kontrolle als Vergleich ist in Abb. 32 (A) gezeigt. Die
sperminbehandelten Trypanosomen zeigen eine beeintrichtigte Struktur, d.h. @hnlich
wie bei Behandlung mit komplettem Schlangengift ist auch hier eine charakteristische

Verdrillung des Zellkorpers zu sehen.

Abb. 32: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von sperminbehandelten
Blutformtrypanosomen. A: Unbehandelte Kontrollzelle; B-D: Sperminbehandelte
Zellen. Ahnlich wie bei Behandlung mit Schlangengift tritt eine Verdrillung des

Zellkorpers ein.
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111.4.2. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Um eventuelle ultrastrukturelle Verdnderungen innerhalb der Zellen beurteilen zu
konnen, wurde eine transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung durch-
gefiihrt. Hierzu wurden Blutformtrypanosomen fiir 48 h mit 3,5 uM Spermin inkubiert,
bevor die Einbettung in Epoxidharz und die Prédparation von Ultradiinnschnitten
erfolgte. In Abb. 33 werden einige morphologische Besonderheiten auf Grund der
Sperminbehandlung ersichtlich. Wéhrend (A) eine unbehandelte Kontrollzelle mit den
gewoOhnlichen Organellstrukturen zeigt, sind in (B-F) zum Teil dhnliche Beein-
trachtigungen wie bei der Behandlung mit komplettem Schlangengift zu beobachten. In
(B) ist zunidchst ein extrem dilatiertes und fragmentiertes Mitochondrium zu sehen,
wihrend (C) und (D) multivesicular bodies bzw. Autophagosomen dokumentieren
(siche Pfeile). Auffillig in (E) ist das Auftreten extrazelluldrer Vesikel, die sich zum
Teil vom Flagellum abschniiren oder mit diesem fusionieren. Ein solches Vesikel ist
auch in (F) abgebildet, wo es sich in unmittelbarer Ndhe der Plasmamembranen zweier
Trypanosomen befindet. Im direkten Vergleich mit den Bildern des Versuches mit
komplettem Schlangengift &hneln sich die beobachteten Phédnomene stark insbesondere
im Hinblick auf autophagische Ereignisse und die beschriebenen extrazelluldren
Versikel. Dagegen sind Storungen in der Struktur des tubuldren Cytoskeletts lediglich
bei Behandlung mit dem Rohextrakt, nicht aber bei Spermin beobachtet worden. Die
elektronenmikroskopische Analyse lieB damit eindeutig auf eine autophagische Form
des Zelltods oder zumindest eine Beteiligung von Autophagie schlielen, was durch

entsprechende Kontrollen verifiziert werden sollte.

82



Ergebnisse

Abb. 33: TEM-Aufnahmen von sperminbehandelten Blutformtrypanosomen. A:
Unbehandelte Kontrollzelle. B-F: Behandelt mit 3,5 pM Spermin. Der jeweils am
unteren Bildrand dargestellte Balken reprisentiert 0,5 pm. aut: Autophagosom; f:

Flagellum; gly: Glycosom; lys: Lysosom; mit: Mitochondrium; mvb: multivesicular

body; n: Nucleus
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111.4.3. TEM unter Einsatz von Autophagieinhibitoren

Der Einsatz verschiedener Autophagieinhibitoren hatte keinen Einfluss auf die
sperminbedingte Wachstumsinhibition der Trypanosomen (nicht abgebildet). Dennoch
sollte mittels ultrastruktureller Analyse per TEM untersucht werden, ob sich die
Bildung der autophagischen Strukturen durch die Inhibitoren beeinflussen ldsst. Dazu
wurden die Zellen, bis auf eine Negativkontrolle, wie zuvor fiir 48 h mit Spermin
inkubiert. Den sperminbehandelten Blutformtrypanosomen wurden dabei folgende
Substanzen zugesetzt: Adenosin (50 uM) + Nipent® (Desoxycoformycin, 100 uM), 3-
Methyladenin (100 uM) bzw. Wortmannin (50 nM). Als Positivkontrolle wurde eine
unbehandelte Kultur vor der Einbettung in Epoxidharz fiir 3 h in TDB kultiviert, da bei
Trypanosomen in Abwesenheit von Serum bzw. Aminosduren Autophagie induziert
wird [Katherine Figarella, 2006, Dissertation], was zuvor auch in hoheren Eukaryonten
beschriecben worden war [Munafo & Colombo, 2001]. Die unbehandelte
Negativkontrolle ist in Abb. 34 (A) dargestellt, die beschriebene Positivkontrolle ist in
34 (B) zu sehen. Bei letzterer kann man sich iiber das gesamte Zellinnere erstreckende
membrandse Strukturen erkennen, welche vermutlich auf Dilatationen des
Kinetoplasten zuriickzufiihren sind. Ahnliche Strukturen sind auch in all denjenigen
Zellen zu sehen, die nur mit Spermin (C) oder Spermin und Autophagieninhibitoren
behandelt worden waren (D-F), teils auch mit Einschliissen zelluldaren Materials in den
mit grofer Héufigkeit vorkommenden Vesikeln. Demnach konnte durch die
Coinkubation sperminbehandelter Blutformtrypanosomen mit diversen, von hoéheren
Eukaryonten bekannten, Inhibitoren der autophagische Phinotyp nicht supprimiert
werden. Andererseits zeigte die Positivkontrolle in Abb. 34 (B), der ,,Hungerphénotyp*,
identische ultrastrukturelle Verdnderungen wie sperminbehandelte Zellen, so dass
weiterhin von Autophagie ausgegangen werden konnte, zumal die eingesetzten

Inhibitoren bislang nicht als wirksam bei Trypanosomatiden beschrieben worden waren.
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Abb. 34: TEM-Aufnahmen von sperminbehandelten Blutformtrypanosomen bei
zusitzlicher Inkubation mit Autophagieinhibitoren. A: Unbehandelte
Kontrollzelle; B: Positivkontrolle fiir Autophagie; C: Sperminbehandelte Zelle; D:
Spermin + Wortmannin (50 nM); E: Spermin + Adenosin (50 pM) + Nipent®
(Desoxycoformycin, 100 pM); F: Spermin + 3-Methyladenin (100 uM). Der jeweils
am unteren Bildrand dargestellte Balken reprisentiert 0,5 pm. aut:

Autophagosom; f: Flagellum; gly: Glycosom; lys: Lysosom; mit: Mitochondrium
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IILS. Reversibilitit der Effekte von Spermin auf Trypanosomen

Um einschitzen zu konnen, ob die beobachteten Effekte von Spermin auf die Parasiten
eine dauerhafte Prisenz der Substanz erforderten, wurden Blutformtrypanosomen in
frischem Medium in einer 24-well plate auf eine Zelldichte von 3 x 10° ml™ eingestellt.
Anschliefend wurde die Sperminkonzentration auf 1 mM gebracht, um den toxischen
Konzentrationsbereich der Komponente zu nutzen. Nach den Zeitpunkten 5 min, 10
min, 20 min und 30 min wurde das Medium der entsprechenden Kulturen komplett
gewechselt, um das Spermin auszuwaschen. Wie in Abb. 35 (A) deutlich wird, kann
dies allerdings in keinem der Félle die Toxizitit von Spermin beeinflussen. Fiir das
vorliegende Diagramm wurde die Zelldichte der Kulturen nach 16 h Inkubation durch
Auszédhlen im Hamazytometer bestimmt. Auler in der unbehandelten Kontrolle waren
zu diesem Zeitpunkt in keiner Probe Parasiten zu detektieren. Demzufolge war unter
den gewdhlten Bedingungen eine irreversible Schdadigung der Zellen bereits nach 5 min
eingetreten. Wie allerdings aus der Darstellung in Abb. 35 (B) abzuleiten ist, trat der
Zelltod nicht augenblicklich, sondern erst mehrere Stunden nach dem Auswaschen des
Spermins ein. Dies sprach weiterhin fiir einen Prozess innerhalb der Parasiten, der durch
kurzzeitige Spermingabe induziert, aber nach Auswaschen nicht mehr revertiert werden

konnte.
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Abb 35: Toxizitit von 1 mM Spermin bei Auswaschen der Substanz nach

verschiedenen Zeitpunkten. A: Zelldichten der Kulturen nach 16 h Inkubation; B:

Wachstumsverhalten iiber 24 h; (m): Unbehandelte Kontrollzellen; (eo):

Mediumwechsel nach 5 min; (A): 10 min; (V¥): 20 min; (¢): 30 min; (<):
Positivkontrolle ohne Medienwechsel
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I11.6. Temperaturabhingigkeit des Effektes von Spermin

Bei Trypanosomen kann eine eventuelle Temperaturabhingigkeit eines toxischen oder
wachstumsinhibitorischen Effektes Aufschluss iiber den Aufnahmemechanismus
erbringen, da die Endocytosevorginge der Parasiten temperaturbedingt eingestellt
werden konnen. Bei einer Temperatur von 12°C war zuvor beobachtet worden, dass
zwar Substanzen durch die Flagellumtasche aufgenommen wurden, diese aber innerhalb
der Zelle nicht an weiterverarbeitende Kompartimente transferiert wurden [Brickman et
al., 1995]. Fir den Versuch mit Spermin wurden Blutformtrypanosomen auf eine
Zelldichte von ca. 2,5 x 10° ml™' eingestellt. Die Zellen wurden in Volumina von 200 pl
in PCR-Gefdlle aliquotiert, um die Heiz- bzw. Kiihlfunktion der verwendeten PCR
cycler nutzen zu konnen. Diese wurden auf 12°C bzw. 37°C temperiert und die
Zelldichten der betreffenden Kulturen nach verschiedenen Zeitpunkten durch Auszidhlen
bestimmt. AnschlieBend wurde die Konzentration von Spermin mit Hilfe einer
wiassrigen Stammlosung auf 1 mM gebracht. Wie in Abb. 36 zu sehen ist, wirkte bei
einer Inkubationstemperatur von 37°C Spermin nach einigen Stunden wie erwartet
toxisch. Dagegen wurde zwar das Wachstum bei Kontrolle und sperminbehandelten
Zellen bei 12°C im Vergleich zur Kontrolle bei 37°C inhibiert, der toxische Effekt von
Spermin wurde allerdings komplett aufgehoben. Dieser Umstand wies darauf hin, dass
Spermin obligatorisch {iber Endocytose aufgenommen werden muss, so dass bei 12°C
die aufgenommene Substanz nicht zu ihren Zielorten innerhalb der Zelle gelangte.
Allerdings konnte anhand dieses Versuches nicht ausgeschlossen werden, dass auf
Grund der erniedrigten Temperatur auch andere zelluldre Prozesse beeintrichtigt

wurden und zur Vermeidung der toxischen Effekte beitrugen.

88



Ergebnisse

10°
] /l
—g
. \g>x>_f/ \§
E
38
=
.8
=
©
N 10* 4

Zeit [h]

Abb. 36: Zelldichte von Blutformtrypanosomen wihrend der Inkubation mit 1
mM Spermin bei verschiedenen Temperaturen. (m): Unbehandelte Kontrolle bei
37°C; (e): 1 mM Spermin bei 37°C; (A): Unbehandelte Kontrolle bei 12°C; (V):
Spermin 1 mM bei 12°C

I1.7. FACS-Analyse

I11.7.1. Nekrosetest

Die Art des Zelltodes sollte weiter eingegrenzt werden, indem mit Hilfe der Substanz
Propidiumjodid auf eventuell auftretende Nekrose getestet wurde. Bei genannter
Verbindung handelt es sich um ein interkalierendes Agens, das sich in doppelstrangige
DNA einlagert und auf Grund seiner fluoreszenten Eigenschaften detektiert werden
kann. Da Propidiumjodid nicht membrangingig ist, wird es nur von Zellen
aufgenommen, deren Plasmamembran geschéidigt ist. Letzteres Phdnomen kann mit

Nekrose gleichgesetzt werden. Diese angefarbten nekrotischen Zellen konnen per
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FACS-Analyse detektiert und quantifiziert werden. Fiir den entsprechenden Versuch
wurden Blutformtrypanosomen bei einer initialen Zelldichte von 1 x 10° ml™ mit 3,5
uM Spermin versetzt und fiir 48 h unter Standardbedingungen in Kulturflaschen
inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 37 und 38 als Histogramme bzw.
Balkendiagramm zusammengefasst. In Abb. 37 ist auf der Abszisse die Intensitdt der
roten Fluoreszenz aufgetragen. Als Positivkontrolle wurde die cytotoxische Substanz
Digitonin (6 uM) eingesetzt, was zu einer signifikanten Erhohung der Anzahl positiv
gefarbter Zellen flihrte (C). Dagegen zeigten die sperminbehandelten Zellen keinen
Unterschied zu unbehandelten Kontrollzellen, was durch die Darstellung in Abb. 38, in
welcher der prozentuale Anteil nekrotischer Parasiten als Messgrof3e diente, bestdtigt
wurde. Insofern lieB sich bei Behandlung von Blutformtrypanosomen mit der halb-

inhibitorischen Konzentration von Spermin keine Nekrose nachweisen.
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Abb. 37: FACS-Analyse von mit 3,5 pM Spermin fiir 48 h behandelten
Trypanosomen nach Fiarbung mit Propidiumjodid. A: Unbehandelte Kontroll-
zellen; B: Spermin 3,5 pM; C: Digitonin 6 pM. Die Markierung M1 bezeichnet den

Detektionsbereich nekrotischer Zellen.
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Abb. 38: FACS-Analyse von mit 3,5 pM Spermin fiir 48 h behandelten
Trypanosomen nach Féirbung mit Propidiumjodid: Prozentualer Anteil

nekrotischer Zellen

I11.7.2. Externalisierung von Phosphatidylserin

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurden Polyamine in der Literatur mit
Apoptose in Verbindung gebracht [Seiler & Raul, 2005]. Einen der géingigen Nachweise
apoptotischer Vorginge stellt der Test auf die Externalisierung von Phosphatidylserin
dar. Dieses Membranphospholipid befindet sich in nichtapoptotischen Zellen praktisch
ausschlieBlich in der inneren Schicht der Plasmamembran. Wird Apoptose induziert,
tritt es auch in der dufleren Membranschicht auf, was mit Hilfe des Proteins Annexin V,
welches spezifisch an Phosphatidylserin bindet, nachgewiesen werden kann. Die
Detektion im Durchflusszytometer erfolgt schlieBlich iiber ein an Annexin V

gekoppeltes Fluorophor, wodurch bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe bei 7. brucei
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Apoptose  nachgewiesen worden war [Figarella er al, 2006]. Die
Blutformtrypanosomen wurden wie zuvor bei einer Anfangsdichte von 1 x 10° ml™ fiir
48 h mit 3,5 uM Spermin inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Préparation fiir die
Annexinfarbung, wobei auch eine Farbung mit Propidiumjodid wie zuvor beschrieben
durchgefiihrt wurde. Dies sollte falsch positive Ergebnisse auf Grund einer Anfarbung
von Phosphatidylserin innerhalb der Zelle vermeiden, die zustande kommen, wenn
Annexin durch eine nicht intakte Membran ins Cytosol gelangt. Bei sperminbehandelten
Zellen konnte keine Anfarbung detektiert werden, wahrend bei Kontrollzellen, die mit 6
uM Digitonin behandelt worden waren, aus den genannten Griinden gebundenes
Annexin nachgewiesen wurde. Diese Ergebnisse sind in den Abbildungen 39 und 40
gezeigt. Die erste der beiden Darstellungen présentiert dot plots, wobei jeweils
Propidiumjodid- gegen Annexinfluoreszenz aufgetragen wurde. Bei den Kontrollzellen
in Abb. 39 (A) ldsst sich eine Population erkennen, die keine der beiden Fluoreszenzen
aufweist. Ebenso wenig war eine der Farbungen bei sperminbehandelten Parasiten zu
detektieren (B), widhrend die mit Digitonin inkubierten Kontrollzellen beziiglich beider
Féarbungen positiv gemessen wurden (C). Die Darstellung des prozentualen Anteils
annexingefirbter Zellen in Abb. 40 bestitigte diese Aussage. Anhand dieser Resultate

lieBen sich kein Hinweise auf Apoptose ableiten.
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Abb. 39: Dot Plots der FACS-Analyse von sperminbehandelten Blutform-
trypanosomen nach Doppelfirbung mit Annexin V und Propidiumjodid. A:

Unbehandelte Kontrollzellen; B: Spermin 3,5 pM; C: Digitonin 6 pM
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Abb. 40: FACS-Analyse von sperminbehandelten Blutformtrypanosomen nach
Doppelfirbung mit Annexin V und Propidiumjodid. Prozentualer Anteil Annexin

V-positiver Zellen

I11.7.3. Bestimmung der Zellzyklusphase

Eine weitere Applikation von Propidiumjodid bei der FACS-Analyse besteht in der
Féarbung nukledrer DNA, um anhand der Menge der im Zellkern vorhandenen DNA
bestimmen zu konnen, in welcher Phase des Zellzyklus sich die betreffende Zelle
befindet. Zu diesem Zweck wurden Blutformtrypanosomen unter den genannten
Bedingungen mit 3,5 uM Spermin inkubiert und nach Ablauf von 24 h hypoton lysiert,
um die Nuclei freizusetzen. Letztere wurden mit einer hoheren Konzentration an
Propidiumjodid inkubiert als beim Nekrosetest und anschlieBend im Durchfluss-
zytometer gemessen. Die Inkubationsdauer wurde bewusst auf 24 h angesetzt, um einen

moglichen Zellzyklusarrest besser detektieren zu konnen. Nach 48 h ldsst sich auch in
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unbehandelten Zellen eine Verschiebung zu Kernen in der G2-Phase erkennen. Abb. 41
zeigt den DNA-Gehalt der fiir 24 h inkubierten Parasiten in Histogrammform, wihrend
in Abb. 42 der jeweilige prozentuale Anteil von Zellen in bestimmten Phasen des
Zellzyklus dargestellt ist. Wahrend sich die Mehrzahl der unbehandelten Kontrollzellen
(etwa 50%) in der G1-Phase befindet, liberwiegen nach Sperminbehandlung die Zellen
in der G2-Phase, wihrend nur noch knappe 25% auf die G1-Phase entfallen. Auffillig
ist die signifikante Zunahme von offenbar polyploiden Nuclei, die bei behandelten
Zellen ebenfalls etwa 25% ausmachen. Diese Ergenisse sprechen fiir eine verminderte
Teilungskapazitit der mit Spermin inkubierten Trypanosomen, wobei weiterhin

Replikation der DNA stattfindet.

>
o~

Mz
—

256
256

W3
s
s

Ereignisse
Ereignisse

Fluoreszenzintensitit [0.E.] Fluoreszenzintensitit [0.E.]

Abb. 41: Zellzyklusbestimmung von sperminbehandelten Trypanosomen per
FACS-Analyse. Die Marker in den Histogrammen entsprechen definierten Phasen
bzw. Zustinden. M1: Degradierte DNA; M2: G1-Phase; M3: S-Phase; M4: G2-
Phase; MS: Polyploide Nuclei. A: Unbehandelte Kontrolle; B: Spermin 3,5 pM
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Abb. 42: Prozentualer Anteil sperminbehandelter Zellen in den einzelnen Phasen

des Zellzyklus

I11.8. Cytotoxizititstest mit WISH-Zellen

Um ein mogliches therapeutisches Potenzial der antitrypanosomalen Schlangengift-
komponente Spermin abschétzen zu konnen, wurde die Toxizitdt der Verbindung fiir
WISH-Zellen getestet. Bei letzteren handelt es sich um eine immortalisierte
menschliche Amnion-Zelllinie. Fiir das entsprechende Experiment wurden die Zellen in
einer 24-well plate in je 1 ml DMEM bei einer Dichte von etwa 3 x 10° ml"" angezogen,
bis sie einen konfluenten Zellrasen ausbildeten. AnschlieBend wurde die
Sperminkonzentration in frischem Medium auf die in Abb. 43 angegebenen Werte
eingestellt. Die Zellen wurden wie Blutformtrypanosomen bei 37°C und 5% CO,
kultiviert, und nach Ablauf von 48 h wurde die Aktivitdt der Lactatdehydrogenase

(LDH) im Mediumiiberstand gemessen, um so den prozentualen Anteil lysierter Zellen
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abschitzen zu konnen. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte WISH-Zellen.
Anhand der Konzentrations-Wirkungs-Kurve in Abb. 43 konnte ein ICso-Wert von 193
uM bestimmt werden, was einer um den Faktor 50-60 niedrigeren Toxizitét entsprach

als fiir 7. brucei.
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Abb. 43: Konzentrations-Wirkungs-Beziechung von Spermin bei WISH-Zellen

nach einer Inkubationsdauer von 48 h. Eine ICsy von 193 pnM wurde bestimmt.

II1.9. Kontrolle der Beteiligung von Serumkomponenten

Nachdem in der Literatur bereits berichtet wurde, dass eine Polyaminoxidase(PAO)-
Aktivitdt in Rinderserum Polyamine zu cytotoxischen Aldehyden unter der Freisetzung
von Wasserstoffperoxid umsetzen kann [Ferrante et al., 1984, Traore-Leroux et al.,
1987], sollte iiberpriift werden, inwiefern ein solcher Mechanismus in der vorliegenden
Arbeit zugrunde liegen konnte. Obwohl stets hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum

(FCS) eingesetzt wurde, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass Spermin in dem
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verwendeten Kulturmedium ebenfalls zu den genannten Produkten reagierte. Es wurde
ein Experiment durchgefiihrt, bei dem das Kilberserum durch hitzeinaktiviertes
Pferdeserum ersetzt wurde, da letzteres bekanntermallen keine detektierbare PAO-
Aktivitat aufweist [Hegre et al., 1984]. Um die Rolle der beteiligten Seren bei der
trypanoziden Aktivitit von Spermin einschitzen zu kénnen, wurde sowohl fiir Spermin
als auch fiir komplettes Schlangengift die halbinhibitorische Konzentration in
Kulturmedium mit Pferdeserum bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 44 und 45
aufgefiihrt und sprechen eindeutig fiir eine Beteiligung von Komponenten des fGtalen
Kilberserums an der antitrypanosomalen Aktivitdt von Spermin, da dessen ICsy von 3,5
uM auf einen Wert von 210 uM anstieg. Im Gegensatz dazu blieb die halbinhibitorische
Konzentration kompletten Schlangengiftes mit 198 ng/ml statt zuvor 199 ng/ml

praktisch unveréndert.
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Abb. 44: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Spermin bei 7. brucei nach 48

h in Kulturmedium mit hitzeinaktiviertem Pferdeserum. Die I1Csy betrug 210 pnM.
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Abb. 45: Konzentrations-Wirkungs-Bezichung von komplettem Schlangengift bei
T. brucei nach 48 h in Kulturmedium mit hitzeinaktiviertem Pferdeserum. Es

wurde eine ICsy von 198 ng/ml gemessen.

I11.10. Hemmung der Bildung toxischer Oxidationsprodukte durch Katalase

Im Rahmen der o.g Arbeiten [Ferrante et al., 1984, Traore-Leroux et al., 1987]
beziiglich der Bildung toxischer Oxidationsprodukte von Spermin durch
Rinderserumkomponenten wurde eine Hemmbarkeit der beobachteten trypanoziden
Effekte durch Katalase erreicht, da Wasserstoffperoxid hierbei eine bedeutende Rolle
einnimmt. Dieses FErgebnis wurde, wie Abb. 46 zeigt, unter Verwendung des
laboriiblichen FCS-haltigen Kulturmediums reproduziert. Dabei konnte auch beim
Einsatz von Schlangengift eine signifikante, wenn auch geringere Hemmung des
antitrypanosomalen Effekts erzielt werden, was wiederum fiir die Pridsenz weiterer

trypanozider Giftkomponenten neben Spermin spricht.
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Abb. 46: Zelldichteverlauf bei Coinkubation von Blutformtrypanosomen mit
Spermin und Katalase bzw. komplettem Schlangengift und Katalase. In beiden
Fillen war eine Verminderung des trypanoziden Effekts durch die Zugabe von
Katalase zu verzeichnen. (m): Unbehandelte Kontrollzellen; (e): Spermin 5 pM;
(A): Spermin 5 pM + Katalase 280 U; (V¥): Schlangengift S00 ng/ml; (¢):
Schlangengift 500 ng/ml + Katalase 280 U

Auf Grund der Diskrepanz zwischen den Verdnderungen der I1Cso-Werte von Spermin
und Schlangengift beim Wechsel von FCS auf Pferdeserum sollte gepriift werden, ob
beim Einsatz von komplettem Gift mit Pferdeserum ebenfalls ein H,O,-gebundener
Mechanismus vorlag, obwohl in Pferdeserum keine PAO-Aktivitit vorhanden ist. Das
in Abb. 47 dargestellte Experiment mit 500 ng/ml Schlangengift und 280 U Katalase in
pferdeserumhaltigem Medium zeigte, dass wie bei FCS-haltigem Medium wiederum
eine Hemmbarkeit des trypanoziden Effekts durch Katalase und damit eine Beteiligung
von Wasserstoffperoxid gegeben war. Da Spermin als Giftkomponente mit der hochsten
trypanoziden Aktivitét identifiziert worden und die ICsy kompletten Schlangengifts bei

beiden verwendeten Seren identisch war, lie3 sich schlussfolgern, dass das Spermin im
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Schlangengift bei diesem Experiment durch intrinsische enzymatische Aktivitit bzw.

Aktivitdten im Gift oxidativ umgesetzt wurde.
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Abb. 47: Zelldichteverlauf bei Coinkubation von Blutformtrypanosomen mit
komplettem  Schlangengift und  Katalase unter Verwendung von
pferdeserumhaltigem Kulturmedium. (m): Unbehandelte Kontrollzellen; (e):
Schlangengift S00 ng/ml; (A): Katalase 280 U; (V): Schlangengift 500 ng/ml +
Katalase 280 U
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D. Diskussion

I. Effekte des reinen Schlangengiftes auf Trypanosoma brucei

Das Gift der Blattnasenviper Eristocophis macmahoni wurde in dieser Arbeit beziiglich
seiner Effekte auf Trypanosoma brucei untersucht, nachdem grundlegende Studien
bereits in meiner Diplomarbeit durchgefiihrt worden waren. In Blutformtrypanosomen
wurde in der vorliegenden Arbeit eine halbinhibitorische Konzentration von 198 ng/ml
bestimmt, was einem signifikanten trypanoziden Effekt entspricht. So wurde
beispielsweise fiir das Gift der Schlange Bothrops jararaca bei Trypanosoma cruzi ein
ICso-Wert von 10 pg/ml gemessen [Deolindo ef al., 2005], wihrend das Gift des
Skorpions Buthus sindicus bis in den millimolaren Konzentrationsbereich bei
Trypanosomen keinerlei inhibitorische Effekte zeigte (unverdffentlichte Beobachtungen
in unserem Labor). Morphologische Untersuchungen im Licht- sowie
Rasterelektronenmikroskop zeigten Verkrimmungen bzw. Verdrillungen des
Zellkorpers als Folge der Behandlung mit komplettem Schlangengift, das zuvor
lyophilisiert und anschlieBend in Wasser gelost worden war. Wéhrend diese
Verdanderungen als wenig charakteristisch bezeichnet werden konnten, da diverse
Stressfaktoren dhnliche Phinomene bei Trypanosomen hervorrufen, wies die
transmissionselektronenmikroskopische Analyse auf spezifischere Ereignisse bei
Giftbehandlung hin. Hierbei konnten hauptsdchlich drei Phinomene beobachtet werden:
die Bildung von extrazelluldiren Vesikeln, Verdnderungen in der Struktur des
Cytoskeletts und das Erscheinen von Autophagosomen.

Die extrazelluliren Vesikel, die sich teilweise am Flagellum abschniiren oder der
Plasmamembran eng benachbart sind, stellen flir Trypanosomen auBergewohnliche
Phanomene dar. Die Abschniirung oder Fusion extrazelluldrer Vesikel findet
normalerweise ausschlieBlich in der Flagellumtasche statt [Landfear & Ignatushchenko,
2001]. Ob es sich im vorliegenden Fall um Abschniirungen oder Fusionen oder
eventuell beides handelt, ist der Darstellung im Elektronenmikroskop nicht zu
entnehmen. Naheliegend ist allerdings die Spekulation, dass es sich um membrane
blebbing handelt. Dieser Begriff beschreibt ein apoptotisches Ereignis, bei dem die
Oberfliache einer sterbenden Zelle durch die Abschniirung exocytotischer Vesikel

reduziert wird.
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Das zweite beobachtete Phdnomen besteht in der Abweichung der Struktur des
tubuldren Cytoskeletts, bei der die gewohnlich in einer Reihe angeordneten Mikrotubuli
aus dem Verbund austreten und bisweilen entfernt von der Plasmamembran im
zelluldren Lumen auftreten. Akkumulationen von Mikrotubuli waren zuvor in unserer
Gruppe bei Verringerung der intrazelluliren Ca*"-Konzentration beobachtet worden
[Selzer et al, 1991]. Es wurde bei der Applikation von Schlangengiften auf
Sdugerzellen von einer Erhdhung des intrazelluldren Calciumspiegels berichtet [Mora et
al., 2006]. Eine Modulation dieses Parameters durch das Gift der Blattnasenviper in
Trypanosomen wére ein denkbarer Mechanismus, durch den die Lage der Mikrotubuli
beeinflusst werden konnte.

Die auffilligste morphologische Verianderung liegt in der Bildung von Autophago-
somen. Wie in der Arbeit beobachtet wurde, befanden sich nach Behandlung der Zellen
mit komplettem Schlangengift teilweise ganze Kompartimente wie Golgi-Felder in
Vesikel eingeschlossen. Diese Strukturen entsprachen Lysosomen, die bekanntermallen
als Fusionspartner fiir Autophagosomen dienen und den Abbau des nicht mehr
benoétigten zelleigenen Materials gewihrleisten. Wie in der Einleitung beschrieben, ist
Autophagie u.a. als eine Form des programmierten Zelltodes (Typ II) bekannt [Codogno
& Meijer, 2005]. Dieses Phdnomen wiirde dem Erscheinen des fiir gewohnlich mit
Apoptose in Zusammenhang gebrachten membrane blebbing nicht notwendigerweise
entgegensprechen. Bei Studien iiber die DAP-Kinase (death-associated protein kinase)
wurde ein solches membrane blebbing gleichzeitig mit der Bildung autophagischer
Vesikel beobachtet, wihrend weitere Anzeichen von Apoptose ausblieben [Inbal ef al.,
2002].

Charakteristisch fiir die molekulare Zusammensetzung von Schlangengiften zeigte sich
das Gift der Blattnasenviper im SDS-PAGE-Experiment, welches die betrachtliche
Anzahl von Peptid- und Proteinkomponenten verdeutlichte. Ebenfalls augenfallig war
der signifikante Unterschied von reduzierenden zu nichtreduzierenden Bedingungen,
was fur die Présenz diverser disulfidverbriickter Molekiile sprach.

Das Gift von Eristocophis macmahoni wurde in der Literatur mehrfach im
Zusammenhang mit medizinisch bzw. pharmakologisch relevanten Themen beschrieben
[Ali et al., 1999, Siddiqi et al., 1992]. Dabei wurden teilweise auch einzelne Molekiile
mit biologischer Aktivitidt isoliert und charakterisiert, so z.B. eine Apoptose
induzierende L-Aminosdurcoxidase [Ali et al., 2000] oder das Metastase inhibierende

Disintegrin Eristostatin [McLane et al., 2001]. Diese Beispiele unterstrichen einerseits
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das Potenzial des Giftes an biologischer bzw. pharmakologischer Aktivitdt, andererseits

die Moglichkeit, bedeutende Komponenten erfolgreich zu isolieren.

I1. Isolierung von Spermin aus komplettem Schlangengift

Die Isolierung und Identifizierung der hauptaktiven Komponente des Viperngifts wurde
in dieser Arbeit nach einem mehrstufigen HPLC-MS-basierten Protokoll durchgefiihrt.
Als Aufreinigungskriterium diente dabei die trypanozide Aktivitit unter in vitro-

Bedingungen. Die urspriinglich geplanten Schritte sind in Schema 1 dargestellt.

’ Fraktionierung per Gelchromatographie ‘

|

’ Test auf trypanozide Aktivitét ‘

|

LC-ESI-MS(/MS) mit RP-HPLC: Auftrennung und Identifizierung

|
! l

Hochmolekulare Komponenten: Niedermolekulare Komponenten:
Proteine, Peptide Aninosauren, Nucleoside, Zucker,
l Fettsduren...
'
Identifizierung via MS/MS ’ Positive oder negative Ionisierung ‘

’ Identifizierung via MS"

Schema 1: Anfingliche Isolierungsstrategie beziiglich der hauptaktiven

antitrypanosomalen Komponente des Schlangengifts

Die vorgeschaltete Auftrennung per GroBenausschluss wurde auf Grund der grofBen
Vielfalt verschiedener Molekiile im Schlangengift gewihlt. Eine Aufreinigung des

kompletten Giftes per RP-HPLC mit einer C4-Phase war zuvor von unserem
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Kooperationspartner Dr. Syed Abid Ali durchgefiihrt worden [Ali et al, 1999].
Allerdings wurden bei dieser Methode 25 Hauptfraktionen gewonnen, wobei die peaks
zu einem betrichtlichen Anteil keine Basislinientrennung aufwiesen. Unter solchen
Voraussetzungen wire eine aktivititsgeleitete Aufreinigung mdglicherweise nur
erschwert durchfilhrbar gewesen. In der vorliegenden Arbeit erbrachte der
gelchromatographische Schritt eine primére Auftrennung, bei der nur beziiglich der
ersten beiden von sechs erhaltenen peaks keine Basislinientrennung erzielt wurde.
Darauthin konnte gezielt die Fraktion mit der hochsten trypanoziden Aktivitét fiir den
folgenden Trennungsschritt eingesetzt werden. Die Ausgangsstrategie, wie sie in
Schema 1 abgebildet ist, beinhaltete hierbei eine RP-HPLC-Methode, die on-line oder
off-line  durchgefiihrt werden sollte. Bei der anschlieBenden MS-basierten
Identifizierung der gesuchten Verbindung waren entweder Protein- bzw.
Peptidkomponenten oder niedermolekulare Substanzen zu erwarten. In ersterem Falle
hitte man  sich  verschiedener = Datenbanken, beispielweise = MASCOT
[www.matrixscience.com], bedienen konnen, um die erhaltenen Signale auszuwerten.
Massenspektrometrische Fragmentierungsmuster von durch tryptischen Verdau
erzeugten Peptiden konnen mit Hilfe von MASCOT gegen in silico generierte Muster
abgeglichen werden, was bei entsprechenden Datenbankeintrigen mit hoher
Wahrscheinlichkeit zur Identifizierung des gesuchten Proteins fiihrt. Bei den
niedermolekularen Verbindungen, die sich im vorliegenden Fall als verantwortlich fiir
die hauptsidchliche antitrypanosomale Aktivitit erwiesen, ist diese Methode nur in sehr
beschrinktem Malle anwendbar, da fiir diese Substanzen praktisch keine
vergleichbaren, frei verfligbaren Datenbanken existieren.

Die urspriingliche Isolierungsstrategie konnte in der Praxis bis zum Schritt der RP-
HPLC erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Abtrennung des Polyamins Spermin von
anderen polaren Komponenten der betreffenden Fraktion aus der Gelfiltration war mit
dieser Methode allerdings nicht moglich. Auf Grund der Erkenntnis, dass es sich um
eine stark hydrophile und, wie aus der Massenspektrometrieanalyse des RP-
Injektionssignals ersichtlich wurde, niedermolekulare Verbindung handelte, wurde die

anfiangliche Strategie revidiert. Das Ergebnis ist in Schema 2 zu sehen.
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’ Fraktionierung per Gelchromatographie ‘

l

’ Test auf trypanozide Aktivitit ‘

l

LC-MS" mit hydrophiler Interaktion (HILIC): Auftrennung und Identifizierung

l

Polare niedermolekulare Komponenten:
Aminosauren, Nucleoside, Zucker, Amine...

l

’ Positive oder negative Ionisierung ‘

l

’ Identifizierung via MS"

Schema 2: Revidierte Isolierungsstrategie beziiglich der hauptaktiven antitrypano-

somalen Komponente des Schlangengifts

Die statt der RP-HPLC eingesetzte Hydrophile Interaktionschromatographie erwies sich
als geeignet, um eine Fraktion zu generieren, die nur eine detektierbare Komponente
mit der in vitro bestimmten trypanoziden Aktivitdt enthielt. Mit Hilfe der verwendeten
Aminophase als Trennmaterial lie} sich demnach eine hinreichende Retention erzielen,
was fiir die generelle Anwendbarkeit von HILIC fiir die Isolierung von Polyaminen
sprach. Diese Methode wurde fiir die qualitative Analyse off-line verwendet, um die
entsprechenden Fraktionen einem Aktivititstest unterziehen zu konnen. Fiir die
quantitative Analyse war allerdings auch die on-line Anwendung ohne Weiteres
durchfiihrbar, wofiir die HPLC-Apparatur direkt mit dem Massenspektrometer
gekoppelt wurde. Nach dem Austreten des Eluates aus der Sdule erfolgte somit sofort
die Ionisierung und Analyse.

Die Identifizierung von Spermin erfolgte in erster Linie anhand des spezifischen
Fragmentierungsmusters, welches auch in einer anderen Arbeitsgruppe unter dhnlichen

experimentellen Bedingungen unter Einsatz eines lonenfallen-Massenspektrometers
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gefunden worden war [Ippolito et al., 2005]. Erleichtert wurde die Eingrenzung
moglicher Kandidatenmolekiile maf3geblich durch zwei charakteristische Eigenschaften
linearer Polyamine, ndmlich das Fehlen einer signifikanten Absorption von UV-
Strahlung sowie die betrichtliche Basizitdt. Letztere war einerseits durch die
chromatographischen Eigenschaften der Komponente und andererseits durch die
selektive lonisierbarkeit im positiven Modus bei der Massenspektrometrie deutlich
geworden. Beziiglich des Isolierungsprozesses von Spermin ldsst sich festhalten, dass
sich die auf HILIC bzw. HILIC-MS basierende Methode als geeignet fiir die
Aufarbeitung von Polyaminen aus einer komplexen natiirlichen Quelle erwiesen hat.
Bisher in der Literatur beschriebene Methoden zur chromatographischen Auftrennung
von Polyaminen verwendeten zumeist RP-HPLC-Schritte, bei denen eine voraus-
gehende Derivatisierung der Molekiile nétig war [Ekegren & Gomes-Trolin, 2005]. Mit
Hilfe der in der vorliegenden Arbeit verwendeten hydrophilen Phasen konnen diese
Komponenten in nativer Form aufgereinigt werden. Dariiber hinaus wurde die
Verwendung von ESI-MS zu ihrer Identifizierung auf Grund der schonenden
Ionisierung bereits als geeignet fiir die Analyse der teilweise thermolabilen natiirlich
vorkommenden Polyamine beschrieben [Chesnov et al., 2002].

Abgesehen von der hauptaktiven antitrypanosomalen Komponente wurden zwei weitere
Inhaltsstoffe des Schlangengifts isoliert und identifiziert: eine Phospholipase A, und ein
bisher unbekanntes Peptid mit Homologie zum Disintegrin Eristocophin 1 aus
demselben Schlangengift, bei dem zuvor trypanozide Aktivitit vermutet worden war
[Patrick Merkel, 2003, Diplomarbeit]. In der vorliegenden Arbeit wurde nun mit Hilfe
verdnderter chromatographischer Bedingungen herausgestellt, dass sich keine der
beiden Komponenten in der Fraktion mit der hauptsidchlichen trypanoziden Aktivitit
befand. Dennoch konnten beide Molekiile von Bedeutung fiir andere biochemische oder
biomedizinische Fragestellungen sein, da einerseits Phospholipasen aus Schlangengiften
als multifunktionelle Enzyme beschrieben wurden [Stabeli et al., 2006], die teilweise
antimikrobielle Aktivitdt aufwiesen [Zieler et al., 2001], andererseits Disintegrine auf
Grund der selektiven Blockierung ihrer Rezeptoren, der Integrine, zur Inhibition von

Tumorwachstum eingesetzt wurden [McLane ef al., 2001].
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I11. Bedeutung von Spermin als antitrypanosomale Komponente

Die Identifizierung von Spermin als hauptaktive trypanozide Komponente eines
Schlangengiftes war im Vorfeld aus zwei Griinden nicht zu erwarten gewesen: Zum
einen wurden bisher hauptsidchlich Peptid- oder Proteinkomponenten im Zusammen-
hang mit nachweisbarer biologischer Aktivitdt beschrieben, zum anderen war Spermin
vor allem auf Grund seines proliferationsfordernden Effektes bekannt, der bereits 1949
erstmals im Zusammenhang mit Bakterien erwéhnt wurde [Herbst & Snell, 1949]. In
der Tat sind in Schlangengiften generell zahlreiche Molekiile aller Klassen zu finden,
auch wenn bis zu 90% der Trockenmasse auf Proteine oder Peptide entfillt [Stocker,
1990]. Die Tatsache, dass niedermolekulare Komponenten dieser Gifte bisher wenig
Beachtung fanden, ist moglicherweise auch auf ihre wesentlich schwierigere analytische
Zuginglichkeit zurlickzufiihren. Wiahrend Proteine oder Peptide beispielsweise
grundsitzlich eine charakteristische Absorption von UV-Strahlung aufweisen und ihre
physikalisch-biochemischen Eigenschaften inklusive der Fragmentierungmuster bei
verschiedenen massenspektrometrischen Untersuchungen in frei zugénglichen
Datenbanken gespeichert sind, ist die Identifizierung und Isolierung niedermolekularer
Komponenten im Normalfall mit weitaus mehr Aufwand verbunden. Beziiglich der
biologischen Effekte natiirlich vorkommender linearer Polyamine wie Putrescin,
Spermidin und Spermin hat sich in den vergangenen 10-20 Jahren ein deutlich
differenzierteres, aber auch komplexeres Bild ergeben, welches weit iiber die reine
proliferationsfordernde Wirkung auf verschiedene Pro- und Eukaryonten hinausgeht.
Die mittlerweile charakterisierten Effekte umfassen die Induktion sowie die Inhibition
von Apoptose [Seiler & Raul, 2005], regulatorische Effekte auf Ionenkanéle [Williams,
1997] oder die direkte Interaktion mit DNA in Bezug auf die Umwandlung von B- zu Z-
Helices [Janne et al., 2004]. Ferner wurde in der Literatur bereits beschrieben, dass die
Polyamine Spermin und Spermidin in Kombination mit Rinderserum auf Grund einer in
letzterem enthaltenen Polyaminoxidase(PAO)-Aktivitidt zu toxischen Aldehyden bzw.
H,0O, umgesetzt werden. Diese Abbauprodukte vermitteln eine trypanozide Aktivitit,
die teilweise durch Katalase inhibiert werden kann [Ferrante et al., 1984, Traore-Leroux
et al., 1987]. Allerdings wurde in den entsprechenden Studien der Effekt auf
(sub)zelluldrer Ebene nicht weiter charakterisiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Kultivierung der Trypanosomen stets Medium

mit hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum verwendet, was sich fiir das Wachstum der
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Parasiten in vitro im Laufe der Jahre als unumgénglich im Vergleich mit anderen Seren
herausgestellt hat. Die Hitzeinaktivierung, die fiir Trypanosomen toxische enzymatische
Aktivitdten eliminieren sollte, war allerdings offenbar nicht ausreichend, um die PAO
vollstdndig zu inaktivieren. Entsprechende Ergebnisse zeigten die Experimente mit
pferdeserumhaltigem Medium, in dem die ICsyp von Spermin mit 210 uM betrachtlich
hoher lag als die zuvor gemessenen 3,5 pM. Besagtes Serum weist keine detektierbare
PAO-Aktivitét auf, weshalb es auch in fritheren Studien in Verbindung mit Spermin und
trypanozider Aktivitit verwendet wurde [O'Sullivan et al., 1997]. Im Rahmen jener
Arbeit wurden Spermin bzw. Sperminderivate eingesetzt, um die Inhibition der
Trypanothionreductase und die antitrypanosomale Wirkung durch diese Komponenten
zu analysieren. Wie bei der ICso-Bestimmung mit Pferdeserum in der vorliegenden
Arbeit (210 pM) lag auch die von O’Sullivan und Kollegen bestimmte
halbinhibitorische Konzentration nach 48 h bei iiber 100 uM. Niedrigere Werte wurden
mit synthetischen hydrophoberen Derivaten erzielt. In adultem menschlichem Serum ist
praktisch keine PAO-Aktivitidt detektierbar, es liegt jedoch nahe, dass eine der
zahlreichen Proteinkomponenten im Schlangengift durch die Umsetzung von Spermin
zur Bildung von toxischen Abbauprodukten fiihrt, wofiir die unveridnderte trypanozide
Giftaktivitdt in Medium mit Pferdeserum in Verbindung mit der Hemmbarkeit durch
Katalase spricht. In diesem Zusammenhang ist zu erwidhnen, dass von unserem
Kooperationspartner eine L-Aminosdureoxidase im Gift der Blattnasenviper gefunden
wurde [Ali et al., 2000]. Die Priasenz einer Polyaminoxidase ist nicht auszuschlieen
und wiirde einen tieferen Sinn ergeben, da die entstehenden Verbindungen Acrolein und
H,0O; nicht nur auf Trypanosomen toxisch wirken, sondern alle Opfer der Schlange
massiv schiddigen wiirden. Dieser Umstand kdnnte eine wichtige Rolle fiir lineare
Polyamine wie Spermin und Spermidin in Schlangengiften offenlegen. Dabei wire zu
beriicksichtigen, dass zahlreiche enzymatische Aktivititen im Gift zundchst maskiert
vorliegen, bevor sie bei dessen Verdiinnung ins Blut des Opfers aktiviert werden.

Ein weiterer Grund fiir den mit ca. 1% der Trockenmasse betrachtlichen Sperminanteil
des Giftes konnte in der Aktivierung anderer enzymatischer Komponenten liegen, da
beispielsweise gezeigt wurde, dass die Aktivitdit einer Phospholipase A, aus
Schweinepankreas durch Spermin und Spermidin in vitro signifikant erhoht werden
konnte [Thuren et al., 1986]. Eine Phospholipase A, konnte auch im verwendeten Gift

identifiziert werden.
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Eine von toxischen Produkten unabhingige trypanozide Aktivitdt, wie sie in den
Versuchen mit Pferdeserum im hohen mikromolaren Konzentrationsbereich beobachtet
wurde, muss durch andere Mechanismen vermittelt werden. Denkbar wére in diesem
Zusammenhang eine Kompetition von Spermin, dessen Synthese in 7. brucei bisher
nicht gezeigt werden konnte, mit anderen Polyaminen. Priddestiniert hierfiir wire
Spermidin auf Grund seiner engen strukturellen Verwandtschaft zu Spermin. So kdnnte
Spermin beispielsweise an Stelle von Spermidin von der Trypanothionsynthetase
utilisiert werden, was bereits bei Blockierung der Spermidinsynthese in 7. brucei
beobachtet werden konnte [Oza et al., 2003]. Ob die bei dieser Reaktion entstehenden
Glutathionylsperminkonjugate analog zu Trypanothion von der Zelle verwendet werden
konnen, blieb unklar. Bei hohen Sperminkonzentrationen konnte dhnliches auch auf
andere zelluldre Reaktionen zutreffen, an denen Spermidin beteiligt ist.

Beziiglich der Experimente mit kélberserumhaltigem Medium wurden {iber die
Beteiligung von H,0, hinaus weitere Erkenntnisse im Hinblick auf den
Wirkmechanismus der trypanoziden Komponente(n) gewonnen. Die Tatsache, dass bei
einer Erniedrigung der Temperatur auf 12°C kein Effekt mehr auf Trypanosomen
detektiert werden kann, spricht fiir die obligatorische Beteiligung endocytotischer
Prozesse. Ferner konnte die Toxizitdt nicht durch Mediumwechsel nach kurzen Zeiten
(> 5 min) beeinflusst werden. Diese Beobachtung, die fiir die Induktion eines
eigenstindigen, im Zelltod miindenden Prozesses spricht, wurde bereits in fritheren
Studien in Bezug auf T. lewisi und T. musculi getitigt [Ferrante et al., 1984]. Eine
mogliche Erkldrung fiir einen solchen Vorgang stellt die Apoptose dar. In der
vorliegenden Arbeit wurden jedoch weder Externalisierung von Phosphatidylserin per
FACS-Analyse noch DNA-Kondensation per Elektronenmikroskop nachgewiesen. Statt
dessen konnten mit Hilfe der letzteren Methode eindeutige Anzeichen eines
autophagischen Zelltodes festgestellt werden, nachdem bei Applikation der
halbinhibitorischen Konzentration von Spermin auch Nekrose durch FACS-
Untersuchungen ausgeschlossen wurde. Die Induktion von Autophagie, dem ,,Typ II*
des programmierten Zelltodes, wird charakterisiert durch das Auftreten von
Autophagosomen, die normalerweise eine Doppelmembran aufweisen, aber auch in
multivesicular bodies libergehen konnen. Weiterhin charakteristisch ist die Beteiligung
des Mitochondriums, das seinerseits morphologischen Verdnderungen wie Dilatation
unterliegen kann [Bras et al., 2005]. Diese Ereignisse waren bereits bei der Verwendung

des kompletten Schlangengiftes beobachtet worden, ebenso die Bildung extrazellulérer
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Vesikel bzw. membrane blebbing, was bereits unter dem entsprechenden Punkt
diskutiert wurde. Die Storung der Struktur des tubuldren Cytoskeletts kann allerdings
nicht auf Spermin zurilickgefiihrt werden, da diese ausschlieBlich bei der Verwendung
kompletten ~ Schlangengiftes auftrat. Der FEinsatz verschiedener bekannter
Autophagieinhibitoren konnte das Erscheinen der beschriebenen Phdnomene nach
Spermingabe nicht aufhalten. Obwohl dieses Ergebnis per se zundchst gegen das
tatsidchliche Auftreten von Autophagie spricht, ist nicht notwendigerweise zu erwarten,
dass sich diese Art des Zelltods analog den Vorgidngen in hdéheren Eukaryonten
vollzieht. Man geht zwar davon aus, dass autophagische Vorginge in
Trypanosomatiden eine Rolle beim turnover von Glycosomen einnehmen [Michels et
al., 2006], jedoch gibt es bisher keine publizierten Daten, die den genauen Ablauf von
Autophagie in 7. brucei beschreiben. Auch ein moglicher Zusammenhang des in dieser
Arbeit per FACS-Analyse beobachteten Vorkommens polyploider Kerne mit
Autophagie kann nicht ausgeschlossen werden, ebenso wenig wie das membrane
blebbing. Interessanterweise deckten neuere bioinformatische Analysen des Genoms
von Trypanosomatiden in Bezug auf Autophagie auf, dass weniger als die Hélfte der in
Hefe bekannten relevanten Gene in dhnlicher Form in den Parasiten auftreten [Herman
et al., 2006, Rigden et al., 2005]. Dies unterstreicht im Allgemeinen die Diversitit
dieser Organismen im Vergleich mit anderen Eukaryonten, im Speziellen konnte es eine
Erkldrung dafiir darstellen, warum bekannte Autophagieinhibitoren bei spermin-

behandelten Zellen die Bildung entsprechender Vesikel nicht verhindern konnen.

Iv. Resiimee und Ausblick

Im Hinblick auf die primér formulierte Zielsetzung dieser Arbeit ldsst sich festhalten,
dass die Identifizierung und Isolierung der hauptaktiven trypanoziden Komponente des
Viperngifts von Eristocophis macmahoni erfolgreich abgeschlossen wurde. Der
tatsidchliche therapeutische Wert dieser Entdeckung kann erst eingeschétzt werden,
wenn entsprechende Studien in vivo durchgefiihrt werden, zumal der trypanozide Effekt
von Spermin stark von der PAO-Aktivitdt des jeweiligen Serums abhéngt.

Beziiglich der Rolle von Spermin und moglicherweise anderen linearen Polyaminen wie

Spermidin in Schlangengift wurden Hinweise auf synergistische Effekte erhalten.
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Spermin wurde offenbar von intrinsischen enzymatischen Giftkomponenten zu
toxischen Derivaten, darunter H,0O,, umgesetzt. Insofern kénnten Spermin oder
Spermidin aus Schlangengift beim Biss eines Opfers in situ von besagten Enzymen, die
bei Verdiinnung ins Blut aktiviert werden, umgesetzt werden.

Obwohl Spermin und diverse seiner synthetischen Derivate bereits als
antitrypanosomale Komponente in der Literatur beschrieben wurden [Ferrante et al.,
1984, O'Sullivan et al., 1997, Traore-Leroux et al., 1987], konnten in dieser Arbeit neue
Erkenntnisse insbesondere bezogen auf die Art des Zelltods gewonnen werden. Die hier
beobachtete Induktion von Autophagie gehort zu einem Gebiet, das neben der
Erforschung von Apoptose immer stirker in den Fokus wissenschaftlicher Arbeiten
iiber verschiedenste Eukaryonten gerdt. Spermin konnte somit ein molekulares
Werkzeug darstellen, um entsprechende Vorgénge in Trypanosomen ndher zu

beleuchten.
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Zusammenfassung

E. Summary

The snake venom from the leaf-nosed viper Eristocophis macmahoni was analyzed
regarding its toxic effects on the bloodstream form of Trypanosoma brucei. A
considerable trypanocidal effect was measured with an ICsy value of 198 ng/ml in
bloodstream form parasites. By means of transmission electron microscopy, autophagic
structures, membrane blebbing and cytoskeletal disorder were detected. An in vitro
activity-directed isolation procedure including several HPLC separation steps was
applied in order to identify the major trypanocidal compound. A primary size exclusion
chromatography step yielded a fraction with maximum antitrypanosomal activity that
was further analyzed by hydrophilic interaction chromatography (HILIC), since RP-
based retention of the activity was not feasible. The major trypanocidal effect was
assigned to a single HILIC fraction. Analysis by off-line ESI-MS" revealed an m/z
value of 202.2 for the precursor ion and fragment ions of m/z = 129.1 (MS?) and 112.1
(MS?), respectively, clearly corresponding to the molecular mass and the fragmentation
pattern of the polyamine spermine. Quantification of spermine within the viper venom
using an on-line HILIC/ESI-MS method revealed that this compound constituted
approximately 1% of the dry venom mass. Pure spermine had an 1Csy value of 3.5 uM
in bloodstream form 7. brucei and was shown to induce autophagy in the parasites using
transmission electron microscopy, even though known inhibitors of autophagy were not
able to block the observed effects. However, autophagy is expected to occur in
trypanosomes in a way different from most other eukaryotes. Necrosis or apoptosis
were excluded by means of FACS and electron microscopic analyses. Experiments with
horse serum or catalase, respectively, showed the involvement of a polyamine oxidase
(PAO) activity in the fetal calf serum used for cultivation of the parasites despite
excessive heat inactivation. Degradation of spermine to toxic aldehydes and H,O, by
serum PAO resulting in trypanocidal effects had been shown previously. When crude
venom was applied in media without PAO activity, spermine was apparently also
oxidized by intrinsic venom components, suggesting an important synergistic function
of polyamines in snake venoms. When they are oxidized to cytotoxic aldehydes and/or
H,0; by enzymatic activities already included but masked in the crude venom, these
products could be generated in situ upon injection into the victim’s body independently

from a possible presence of polyamine oxidase in the respective organism.
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