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Einleitung

1. EINLEITUNG

Die ersten Félle der Schlafkrankheit wurden schon im 14. Jahrhundert in Mali beschrieben.
Im 18. und 19. Jahrhundert tauchten Bezeichnungen wie ,deepy distemper oder ,fly
disease” auf, der Vektor oder die eigentliche Ursache waren bis dahin jedoch noch unbekannt.
Erst im Jahre 1902 entdeckten zwei englische Arzte namens Ford und Dutton den ersten
Erreger, den Parasiten Trypanosoma brucei gambiense (Dutton, 1902; Abb.1-1). Sir David
Bruce gelang es ungefahr zur selben Zeit, die Ubertragung cer Nagana-Erreger durch die
Tsetse-Fliege aufzuzeigen (Bruce, 1895 und 1903). Schliefdlich isolierten Stephens und
Fantham aus einem Patienten, der an der Schlafkrankheit erkrankt war, den Erreger der
ostafrikanischen Variante, Trypanosoma brucei rhodesiense (Stephens and Fantham, 1910).
Erst ab diesem Zeitpunkt, begann die Differenzierung in verschiedene Trypanosomen
Subspezies. Der deutsche Wissenschaftler Taute hatte bereits 1917 durch Selbstversuche
herausgefunden, dass der Erreger der Nagana bei Tieren nicht infektios fir den Menschen
war. Was zu diesem Zeitpunkt noch sehr skeptisch aufgenommen wurde, konnten Rickman
und Robson 30 Jahre spéter durch einen Lysetest beweisen (Rickman und Robson, 1970). Im
Gegensatz zu dem humanpathogenen Parasiten Trypanosoma brucei rhodesiense, wurde
Trypanosoma brucei brucei durch humanes Serum lysiert. Die daflir verantwortliche Fraktion
wurde 1978 von Rifkin as HDL identifiziert. Seitdem schritten die Untersuchungen an den
Erregern der Schlafkrankheit weiter voran und im Jahre 2005 gelang es endlich, das Genom

von Trypanosoma brucel vollstéandig zu sequenzieren (Berriman et al., 2005).
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Abb.1-1. Skizzen und mikroskopische Aufnahme von T. brucei gambiense (Robert Koch,
100fache VergréRRerung, 1908).
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1.1 Schlafkrankheit

1.1.1 Epidemiologie und Krankheitsbild

Parasiten der Trypanosoma brucei-Gruppe werden durch die Tsetse-Fliege (Glossina ssp.)
Ubertragen, welche weite Telle Afrikas besiedelt. Auch wenn die drei Arten dieser Gruppe
morphologisch nicht zu unterscheiden sind, so variieren sie in ihrer Verbreitung,
Wirtsspezifitét und bevorzugtem Vektor. Die einzige, fur den Menschen ungefahrliche Art, ist
wahrscheinlich zugleich die dteste und tragt den Namen T. brucei brucei. Normalerweise
beféllt dieser Parasit Antilopen oder andere in Afrika einheimische Wiederkduer und
verursacht bel diesen Tieren eine Krankheit, die als Nagana bezeichnet wird. Leider macht T.
brucel brucei auch nicht vor Zuchttieren wie Schafen, Ziegen, Kiihen und Schweinen halt, die
zur Nahrungsmittelgewinnung nach Afrika eingefihrt worden sind. So wirkt sich indirekt
auch diese Trypanosoma-Art auf das Leben der Menschen dieses Kontinents aus.

Die eigentlichen Erreger der Schlafkrankheit werden in die westafrikanisch Art T. brucei
gambiense und in die ostafrikanische Art T. brucel rhodesiense unterteilt. Seit 1896 gab es
dort drei grof3e Epidemien, die letzte nahm 1970 ihren Anfang und halt noch heute an. Nach
Schétzungen der WHO im Jahre 1998 starben jahrlich bis zu 40.000 Menschen an dieser
Krankheit, wobel die Dunkelziffer vor allem auf Grund schlechter medizinischer Versorgung
oder fehlender Diagnose auf 300.000 bis 500.000 Falle geschétzt wurde. Inzwischen konnte
die offizielle Sterberate jedoch aufgrund umfangreicher medizinischer Mal3nahmen auf
20.000 und die geschétzte Erkrankungsrate auf 50.000 — 70.000 Féle pro Jahr reduziert
werden (http://www.who.int, 2006). Dabei werden die mit Risiko behafteten Lander in vier
verschiedene Gruppen aufgeteilt (Abb.1-2): |. Lander mit hoher Pravalenz, Il. Lander mit

mittlerer Pravalenz, 11l. Lander von geringem endemischen Level und V. Lander von
unklarem Status. In Angola, dem Kongo und dem Sudan steht die Schlafkrankheit as
Todesursache sogar an erster Stelle, noch vor HIV. T. brucel gambiense wird vor alem von
Glossinen der Palpalisgryope Ubertragen, welche bevorzugt wasserreiche Gegenden und
Uferwéalder West- und Zentralafrikas besiedeln. Diese Form der Schlafkrankheit wird als
chronisch bezeichnet, da die letzte Krankheitsphase erst nach Jahren auftreten kann. Die
ostafrikanische Art T. brucei rhodesiense hingegen ist Ursache fir die so genannte akute
Form. Ihr dienen vor alem Glossnen der Morsitansgruppe, deren Reservoir eher
Trockenbuschwélder bilden, as Vektoren. Der Krankheitsverlauf ist analog zu der

westafrikanischen Form, geht jedoch schon nach einigen Wochen in das Endstadium Uber,
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haufig mit Herzversagen as Todesursache, noch bevor die Parasiten die Blut-HirnSchranke

Uberqueren konnten.

Trypanosomiasis

No risk

At risk
Endemic
High endemic
Epidemic

/' [T.h.thodesiense

Abb.1-2. Links: Verbreitung von T. brucei gambiense und T. brucei rhodesiense in Afrika
(http://iwww.who.org). Rechts: Der Ubertrager von T. b. gambiense: Glossina palpalis (aus: Eye
of science).

Die Schlafkrankheit verlauft in drei Stadien. Wird sie frih erkannt, ist die Prognose vor alem
bei der westafrikanischen Art gut. Allerdings sind die ersten Symptome sehr unspezifisch, so
dass - auch in Anbetracht der medizinischen Versorgung in den betroffenen Gebieten — die
richtige Diagnose oft zu spét erfolgt.

Nachdem die Tsetse-Fliege bel ihrer Blutmahlzeit die Parasiten durch die Einstichstelle auf
den Wirt Ubertragen hat, entwickelt sich dort eine kleine weiche, gerétete Schwellung, die
auch als ,Trypanosomenschanker“ bezeichnet wird und nach einer Weile wieder
verschwindet. Gleichzeitig verteilen sich die Trypanosomen auf die Blut- und Lymphbahnen.
Dies kann ca. 2 Wochen dauern (Phase I). Von nun an vermehren sich die Erreger stark und
dringen in fast alle Organe vor, was unter anderem eine starke Vergrof3erung von Milz und
Leber zur Folge hat. Neben starkem Gewichtsverlust leiden die Patienten an Schwellung der
Lymphknoten (, Winterbottom's sign“) und phasenweise auftretendem Fieber, oft begleitet
von einem juckenden Hautausschlag (Phase I1). Von nun an dauert es mindestens 6 Monate,
bis T. brucei gambiense die Blut-Hirn-Schranke Uberquert und somit Phase 111 des
Krankheitsverlaufs einleitet. Durch den Befall des ZNS entstehen Kopfschmerzen,
Ausfallerscheinungen, Sprach-, Gang- und Koordinationsstorungen. Zudem leiden die
Patienten tagsiiber an Apathie und nachts an Schlaflosigkeit, Symptome, die der Krankheit

3
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den Namen gaben. Zurlckzufihren ist dies auf eine Stérung des Schlaf-Wachrhythmus, der
sowohl auf der Prostaglandin-Produktion des Patienten, als auch der Parasiten selbst beruht.
Schliefdich falen die Patienten ins Koma. Aufgrund von Mangelerndhrung oder
Sekundéarinfektionen nimmt die Krankheit in der Regel einen todlichen Verlauf, wenn sie
unbehandelt bleibt.

1.1.2 Bisherige Behandlungsmethoden

Bis heute gibt es nur wenige Medikamente, die zur Bekampfung der Schlafkrankheit
einsetzbar sind, und die auf dem Markt befindlichen Arzneistoffe sind zum grof3en Teil selbst
AURerst toxisch. Schon das erste Medikament (Atoxyl®), das von Paul Ehrlich 1905 entwickelt
worden war, enthielt Arsen und rief unter anderem aufgrund der notwendigen hohen Dosen
schwere Nebenwirkungen wie Blindheit hervor. Spater wurde Suramin (Germani no) aleinein
Phase | und in Kombination mit Tryparsamide auch in Phase Il von T. b. gambiense-
Infektionen eingesetzt. Heute ist Suramin immer noch Mittel der Wahl im frihen Stadium von
T .b. rhodesiense-Infektionen. Bel der westafrikanischen Trypanosomiasis hingegen wird seit
1941 Pentamidin zur Behandlung bevorzugt. Haben die Parasiten jedoch die Blut-Hirn
Schranke Uberschritten, so sind diese Stoffe nicht mehr wirksam. Melarsoprol war lange das
einzige Medikament, das auch in Phase Il und IIl der Krankheit einsetzbar war. Schon die
Applikation dieses Arsenderivats ist aul3erst schmerzhaft fir die Patienten. Zudem sterben
aufgrund der hohen Toxizité 3-10% der Patienten aleine an den Nebenwirkungen von
Melarsoprol wie Enzephalopathie. Gelingt es ihnen, dies zu Uberstehen, leiden nicht wenige
an bleibenden Gehirnschaden. Da Melarsoprol sich aber als aul3erst effektiv erwiesen hat, und
sich die Wirkung zudem mit Nifurtimox steigern 1&sst, wird es weiterhin verwendet.

Durch Zufall wurde 1985 bel der Suche nach Krebstherapeutika die trypanozide Wirkung von
Eflornithin entdeckt. Diese Substanz wirkt als Inhibitor der Ornithindecarboxylase, die eine
wichtige Rolle im Polyaminstoffwechsel der Trypanosomen spielt. 1990 hatte es das
Zulassungsverfahren der FDA durchlaufen und wurde tatséchlich als Medikament fur Phase [
und 111 auf den Markt gebracht. Dabeli war es wesentlich besser vertréaglich als Melarsoprol.
Als weiterer Aspekt sei die steigende Resistenz einiger Trypanosomen Stdmme gegentber
Melarsoprol erwadhnt. Dies wurde auf einen Defekt des P2- Transporters zurtickgefthrt (Brun
et al., 2001), der unter anderem flr die Aufnahme des Arsenderivats verantwortlich ist, aber
nicht der einzige Faktor zu sein scheint (Geiser et al., 2005). Die aufwendige Synthese und

der nicht gerade gewinnbringende Markt fuhrten jedoch dazu, dass Hoechst Marion Roussel
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(heute Aventis) die Produktion von Eflornithin im Jahre 1995 stoppte. Seitdem hatte sich die
WHO zusammen mit den ,Médecins Sans Frontieres’ um alternative Produktionsstétten
gekiimmert, nachdem sie das Herstellungspatent von Aventis Ubertragen bekommen hatten.
Nach vielen Protesten gelang es der WHO 2001 schliefdich, Aventis von einer Neuaufnahme
der Produktion fir wenigstens 5 Jahre zu tiberzeugen. Noch vor diesem Abkommen hatte das
Unternehmen Bristol Myers Squibb das Lifestyle-Medikament Vanian auf den
amerik anischen Markt gebracht und am 20. Marz 2001 auch in Europa die Zulassung erlangt.
Dieses Arzneimittel enthalt 11,5% Eflornithin und wird bel Hirsutismus eingesetzt — eine

wesentlich lukrativere Einnahmequelle.

Na-hydrogen- 1905: entwickelt von obsolet
arsanilat Paul Ehrlich und
(Atoxyl°) Kiyoshi Shiga
Suramin 1921 Phase |
(Germanino, T.b.rhodesiense
Bayer)
Tryparsamid lcln 1922 obsolet '
HQN——c—ﬁsHN@—Aso(OH)z (damals mit
’ Suramin fur
Phase 1)
Pentamidin 1941 Phase |
(Pentacarinat®, ~en "~ >\ ¢ T.b.gambiense
Aventis/GSK) YO/G
Melarsoprol 1949 Phase I+l
(Arsorbal®, b ; In Kombination mit T.b.gambiense
Aventis) )—»;/ " O \j\w Nifurtimox (Bayer)
wirksamer
Nifurtimox 1975 Normalerweise
(Lampit®, Behandlung der
Bayer) L Chagas-
=\ Krankheit (T.
cruzi)
Difluormethyl- 1990: Zulassung Phase I+l
ornithin ) i 1995: gestoppt T.b.gambiense
(Eflornithin ©, i on 2001: Produktion
Aventis) H, wurde fur 5 a
wieder
aufgenommen
2006: ?
DB289 2005: Beginn von Phase |
(Prodrug von o Klinischen Phase Il
DB75) HeoN . Studien (Gates
w Stiftung + North
Carolina University)

ADbb.1-3. Tabelle der Arzneimittel, die gegen die Schlafkrankheit eingesetzt wurden und aktuell

werden (Stand 2006). Die Phasen I-lll beziehen dabei auf den Infektionsverlauf.
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Im Moment befindet sich ein weiterer vidl versprechender Arzneistoff in der Klinischen Phase
[11-Studie. DB289 ist das Amidoxin-Prodrug von DB75 (Lanteri et al., 2006) und wurde unter
Finanzierung der Gates Stiftung in der North Carolina University entwickelt
(http://www.bukopharma.de/Service/Archiv/Schlafkrankheit.pdf/ 2004).

1.2 Biologie der Kinetoplastiden

1.2.1 Systematische Einordnung der Trypanosomen

Trypanosomen gliedern sich in die gro3e Gruppe der Flagellaten (Geileltiere) ein, welche
eine grof3e Anzahl parasitischer Organismen einschlief3t. Im Gegensatz zu den Diplomonadida
und Trichomonadida finden Parasiten der Ordnung Kinetoplastida ihren Lebensraum
vorwiegend in Blut- und Lymphbahnen ihres Wirtes und werden deshalb zu den
Haemoflagellaten gezéhlt. Die Kinetoplastiden erhielten ihren Namen aufgrund des
Kinetoplasten, ein DNA-haltiger Abschnitt des Mitochondriums, in der Nahe der

Flagellumtasche und teilen sich in die zwei Unter ordnungen Bodonina (Parasiten mit zwei

Reich
Unterreich

Stamm I Sarcomastigophora
Unterstamm Flagellata

Sye oomastigophorea
Klasse z h

inetoplastida
Ordnung Kinetoplastid
L"'Hf(.’!"{?f‘dﬂﬂﬂ',_{,' Bodonina I Trypanosomatidae I
Gﬂﬁl”?,{,’ Herpetomonas Leptomonas Leishmania Crithidia Blastocrithidia Phytomonas
Sektion | Salivaria I Stercoraria
Art T. simiae T. evansi T. equinum T. cruzi T. rangeli
T. congolense T. brucei T. vivax T. lewisi T. melophagium T. theileri

Unterart I T. brucei brucei I I T. brucei gambiense I I T. brucei rhodesiense I

Abb.1-4. Systematische Einordnung von Trypanosoma brucei.

[nach Melhorn, H. und Piekarski G, Grundrif3 der Parasitenkunde, Gustav Fischer Verlag]
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Geil}eln) und Trypanosomatidae (Monoflagellaten) auf. Diese beherbergt nun sieben
Gattungen (Abb.1-4), die allesamt spezifische morphologische Veranderungen im Laufe ihres
Lebenszyklus' vollziehen. Dabel gehdren Trypanosomen zu den heter oxenen Arten, dasich
ihr Zyklus Uber zwe Wirtstypen (Vertebrat und Invertebrat) erstreckt. Die Gattung
Trypanosoma wird weiterhin in die Sektionen Stercoraria, die durch den Féces des
Insektenvektors Ubertragen werden, und in Salivaria, deren Ubertragungsweg tber den
Speichel des Invertebraten vollzogen wird, unterteilt. Den letzteren gehdren alle Unterarten

von Trypanosoma brucei an.

1.2.2 Zellmorphologie

Flagalum Lmastigol prasmastigns epimamigot Cyp0ma stEgut
i~ 'n| e
iy |I 1 r
= i &l :Pﬁ
. B 0 .
Flageium- ~° " ',_ '='} i ; !
I Gilyko=om 5 ;
i o ' Mikratbli .{ !
) b b
3 {
Basal -

e b Mk o Abb.1-5. Morphologie der Kinetoplastiden,
Mitoch cdrium links am Beispiel von Trypanosoma brucei

FInetaplast nach Vickerman, 1965.

Trypanosomen sind einzellige Parasiten, deren aul3ere Gestalt durch paralld verlaufende
Mikrotubuli stabilisiert wird. Gebildet wird dieses Zytoskelett aus sechs Tubulin-Arten, von
denen d- und e-Tubulin im Basalkorperchen und Flagellum vorkommen (Berriman et al.,
2005). Bel den Blutformen ist die Zellmembran zusétzlich von énem Mantel aus Variant
Surface Glycoproteins (VSG) umgeben, das gegen Prozyklin ausgetauscht wird, sobald sie
sich zu Fliegenformen entwickeln. Verankert sind beide Oberflachenmolekiile durch
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) -Anker. Im Laufe des Entwicklungszyklus treten bei
Trypanosoma brucei sowohl trypomastigote als auch epimastigote Formen auf. Diese
Einteilung erfolgt nach der Lage des Flagellumursprungs (Abb.1-5). Durch den Basal apparat
ist das Flagellum im Cytoplasma verankert, durchléuft dann die Flagellumtasche und ein
Stiick an der aul3eren Zellmembran entlang. Bei der Fortbewegung entsteht so der Eindruck
einer undulierenden Membran. Aufgebaut ist das Flagellum aus einem Netzwerk von
Filamenten, die entlang des Axonems (aus dem typischen 9x2 + 2 Mikrotubulisystem)
(Mehlhorn und Piekarski, 1998) lauft. Die Flagellumtasche ist der einzige Ort der Endo- und
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Exocytose und daher von coated discs oder vesicles umgeben, die bei Blutformen z.B. VSG
nach auf3en transportieren und wieder aufnehmen. Auf diesem Wege internaisieren und
degradieren die Parasiten aber auch Antikorper des Wirts (Morgan et al., 2002 Part | and I1).
Stets in der N&he des Basalapparates befindet sich der Kinetoplast, ein Bereich ineinander
verflochtener mitochondrialer DNA-Ringe, den Maxi- und Minicircles. Das Mitochondrium
selbst erstreckt sich durch die ganze Zelle und besitzt bei den Blutformen eher weniger, bei
den prozyklischen Formen sehr viele Cristae.

Neben den fir Eukaryonten typischen Strukturen wie Golgi-Apparat, rauem ER und
Lysosomen, besitzen Trypanosomen zudem spezielle peroxisomale Organellen, die
Glykosomen. In diesen lauft der grofdte Teil der Glykolyse ab, der Hauptstoffwechselweg der
Blutformen Wichtige Calcium-Speicher stellen die Acidocalcisomen dar, die bei Erhbhung
des pH-WertesCa?* ins Cytosol freisetzen (Vercest et al., 1997).

1.2.3 Zellzyklus

Trypanosoma ssp. unterlaufen im Gegensatiz zu hoheren Eukaryonten eine so genannte
geschlossene Mitose, d.h. es kommt wahrend der Zellteilung zu keiner Auflosung der
Kernmembran (Duszenko, 1998). Da die Zelle nur ein Mitochondrium besitzt, ist gleichzeitig
auch eine Teilung des Kinetoplasten erforderlich. So sind die Teillung des Kerns und des
Kinetoplasten zwar gekoppelt, erfolgen aber phasenverschoben und unabhangig voneinander
(Woodward and Gull, 1990). Aller Unterschiede zum Trotz kann man auch ihren Zellzyklus
indie Phasen G/ S/ G,/ M einteilen.

Eingeleitet wird die Zdllteilung durch die Reifung des Pro-Basalkorperchens, aus dem sich
anschlief3end ein Tochterflagellum entwickelt. Der in der Nahe liegende Kinetoplast tritt nun
in die S-Phase ein, gefolgt von der nuklearen S-Phase. Durch die Mikrotubuli trennen sich mit
den Basalkorperchen auch die Kinetoplasten in der frihen G-Phase (Robinson and Gull,
1991). Bei den Blutformen wird hierbel der Kinetoplast an das hintere Ende bewegt, bei
prozyklischen Formen wandert er ungefahr auf halbem Weg zum Kern. Abschlief3end erfolgt
die Mitose.

Reguliert werden diese Schritte durch Interaktion von cdc2-related kinases (CRKs) mit
Cyclinen. In Trypanosoma brucei wurden bisher sechs CRKSs, 1-4 und 67, identifiziert und
kloniert (Mottram and Smith, 1995; Hammarton et al., 2003 B), die das typische Cyclin
Bindemotive ,PSTAIRE’ - wenn auch abgewandelt - enthalten. Auch phosphorylierbare und
somit regulierbare Threonin- und Tyrosin-Reste (Van Hellemond et al., 2000) mit Ahnlichkeit
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zu CDC1 in Hefe sind vorhanden. Die am besten untersuchte Kinase ThCRK3 spielt
zusammen mit dem Cyclin TbCY C2 eine Rolle beim Ubergang Gi/S (Van Hellemond et al.,
2000; Hammarton et al., 2004). Die Mitose und Zytokinese beeinflusst sie hingegen durch
Wechselwirkung mit TbCYC6 in G/M (Hammerton et al., 2003 B). Von den acht bisher
entdeckten Cyclinen CYC2-9 in Trypanosoma brucei sind CYC3, 6 und 8 an der Mitose
beteiligt, wahrend die anderen Homologien zu Cyclin C, PREG1 (Neurospora crassa) oder

PHOB80 (Saccharomyces cerevisiae) besitzen (Hammarton et al., 2003 A).

1.2.4 Besondere Organellen: Glykosomen

Glykosomen sind mit den Peroxisomen hoherer Eukaryonten und pflanzlichen Glyoxysomen
verwandte Organellen. Gleichermalien besitzen sie eine Membran und kein eigenes Genom.
Aufbau und Signalpeptide scheinen dhnlich zu den Peroxisomen zu sein, auch wenn noch
nichts Genaueres Uber die Proliferation von Glykosomen bekannt ist (Parsons et al., 2001).
Viele glykosomale Proteine besitzen die typische peroxisomal targeting sequence 1 (PTS-1)
am C-Terminus, die auch hier zur Lokalisierung notwendig ist (Sommer et al., 1992). Eine
der N-terminalen PTS-2 dhnliche Sequenz wurde in der trypanosomalen Aldolase entdeckt
(Blattner et al., 1995). Von den Proteinen, die zum Aufbau der Glykosomen notwerdig sind,
wurden bisher Analoga zu PEX2, PEX5 PEX6, PEX10, PEX11, und PEX12 gefunden (De
Walque et al., 1999; Flaspohler et al., 1997; Lorenz et al., 1998; Krazy et al., 2006).

Ist die Glykolyse in hoheren Eukaryonten im Cytosol lokalisiert, so lauft sie bei den
Kinetoplastiden in den Glykosomen ab. Allerdings gelangt weder ATP noch NAD durch die
Glykosomenmembran. Die Energie aus der Glykolyse beziehen die Parasiten so
ausschliefdlich durch die letzen Schritte (Umwandlung des 3-Phosphoglycerats zu Pyruvat),
die im Cytosol ablaufen (Duszenko, 1998). Die Kompartimentierung der Glykolyse stellt so
eine Variante der Regulation dar, da die typischerweise regulierbaren Enzyme dieses
Stoffwechselweges diese Eigenschaft in Trypanosomen nicht besitzen (Opperdoes, 1987).
Eine weitere zusdtzliche Eigenschaft der Glykosomen ist der Umbau von Purinen, die vom
Wirt aufgenommen wurden. So finden sich hier Enzyme wie die Hypoxanthin:Guanin
Phosphoribosyltransferase oder die Adenin-Phosphoribosyltransferase (Jardim et al., 1999).
Trypanosomatiden besitzen keine Moglichkeit fir eine de novo Synthese von Purinen und

sind so auch auf diesen Stoffwechselweg angewiesen (Parsons et al., 2001).
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Wie die Peroxisomen sind auch die Glykosomen Ort der Ether-Lipid-Biosynthese. Etherlipide
spielen bei Leishmanien eine wichtige Rolle, da sie einen Bestandteil der GPI-Anker von

Oberflachenmol eklilen darstellen.

1.3 Differenzierung in Trypanosoma brucel

1.3.1 Entwicklungszyklusvon Trypanosoma brucei

Bel einer Blutmahlzeit von Glossina ssp. gelangen metazyklische Formen von Trypanosoma
brucei Uber deren Speicheldriise in die Blutbahn des Vertebraten, welche sich durch den
Wechsel der Umgebungsbedingungen wie Temperatur und Nahrungsangebot zu Blutformen
transformieren (Abb.1-6). Diese werden as slender-Formen bezeichnet, teilen sich schnell
und sind somit verantwortlich fUr den Anstieg der Parasitamie. Da das Angebot an Glucose in
der Blutbahn des Wirtes so reichhaltig ist, genligt es ihnen, die benttigte Energie alein aus
der Glykolyse zu generieren, was die starke Rickbildung des Mitochondriums dieser Formen
erklart. Um dem Immunsystem des Wirts zu entkommen, besitzen die Blutformen um ihre
Membran einen Mantel aus ca. 10° Molekillen des Variant Suface Glycoproteins (VSG).
Wahrend der Infektion unterliegen diese einem standigen Wandel, aber der Grofdteil der
Parasiten weist zu einem Zeitpunkt die gleiche VSG-Variante auf. Wenn es dem Wirt
gelungen ist, Antikorper gegen diese Variante zu bilden, wird die Parasitdmie stark reduziert.
Einige Zellen exprimieren jedoch eine andere Variante, gegen die der Korper nicht immun ist,
und konnen ihrerseits wieder fir einen Anstieg der Population sorgen. Auf diese Weise
entsteht flr den Vertebraten ein phasischer Infektionsverlauf. Innerhalb der Blutbahn kénnen
dender-Formen aber auch in die teilungsdefizienten stumpy-Formen differenzieren. Dies
besitzt den Vorteil, dass die Trypanosomen die Parasitamie selbst in Grenzen halten kénnen,
und den Wirt nicht zu frih durch zu starke Vermehrung zerstéren. So erhdhen sie die Chance,
wieder von ener Tsetse-Fliege aufgenommen und weiter verbreitet zu werden. Zudem
produzieren stumpy-Formen Prostaglandin D, welches im Blut schnell in weitere Metabolite
wie PG, D12-PGJ, und 15-deoxy-PGJ, umgewandelt wird, die alle einen ,, Programmierten
Zdlltod* dieser Stadien induzieren (Figarella et al., 2005 und 2006). Somit konnte auch ein
atruistisches Verhalten in einzellige Organismen wie Trypanosomen gezeigt werden
(Duszenko, 2006). Abgesehen davon besitzen stumpy-Formen einen weiteren Vorteil fur die
Population: Nimmt eine Tsetse-Fliege Parasiten bel einem Stich auf, so kdnnen sich nur die

stumpy-Formen in prozyklische Formen transformieren. Im Gegensatz dazu sterben die
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dender-Formen aufgrund des geringen Glucoseangebots und zu niedriger Temperaturen im
Verdauungstrakt der Fliege. Stumpy-Formen hingegen aktivieren schon Teile der
Atmungskette und sind somit fir das Umfeld in der Fliege préadaptiert. Prozyklische Formen
besitzen einen voll funktionsfahigen Citratzyklus und nutzen fir ihren Stoffwechsel
vorwiegend Prolin. Den VSG-Mantel der Blutformen tauschen sie gegen das weniger dichte
Prozyklin aus. Die ersten, trypomastigoten Formen, teilen sich rasch und befinden sich im
hinteren Teil des Verdauungstrakts. Nach ungeféhr 10 Tagen wandern sie in die vorderen
Teile, tber den Osophagus und Pharynx bis hin zu den Speicheldriisen. In dieser Zeit wandeln
sie sich zuerst in die epimastigote Form um und differenzieren nach mehreren Tagen in den
Speicheldriisen schliefdlich zu infektitsen metazyklischen Fliegenformen. Um sich spéter den
Bedingungen im Blut des Vertebraten anpassen zu konnen, besitzen diese ein bereits
zuriickgebildetes Mitochondrium und eine erste ,, metazyk lische" Variante des VSG-Mantels.
So kann der Zyklus von neuem beginnen...

Tsetse-Fliege Vertebrat
SPEICHELDRUSE . .
1 : ,{T
JT
JB Blutformen
i mit
VSG-
}? Variation
H?
: i
=
stumpy

Abb.1-6. Lebenszyklus von Trypanosoma brucei, erstellt nach Vickerman, 1969. Nimmt eine
Tsetse-Fliege ihre Blutmahlzeit, treten die infektiosen metazyklischen Parasiten in die Blutbahn
des Vertebraten und entwickeln sich zu slender-Formen. Dort differenzieren sie Uber eine
morphologisch und metabolisch intermedidare Form zu teilungsdefizienten stumpy-Parasiten.
Werden diese praadaptierten Entwicklungsstadien von einer Tsetse-Fliege aufgenommen,
kénnen diese unter Verlust ihres VSG-Mantels zu prozyklischen Fliegenformen transformieren,
die ein voll entwickeltes Mitochondrium besitzen und als Hauptenergiequelle nun Prolin

nutzen.
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1.3.2 Differenzierung von slender zu stumpy: Bekannte Veranderungen und Offenes

Schon 1965 entdeckte Keith Vickerman den Polymorphismus afrikanischer Trypanosomen,
und beobachtete Gestaltsénderungen nicht nur beim Wechsel von Wirt zu Vektor, sondern
auch im Blutstrom des Vertebraten selbst (Vickerman, 1965). Dabei treten zwel Formen auf,
deren Ubergang als inter mediate bezeichnet wird. Slender-Formen sind von schlanker Gestalt,
aulBerst beweglich und besitzen eine hohe Teilungsrate. Die Energie, die sie bendtigen,
gewinnen sie vollstandig aus der Glykolyse, was aufgrund des hohen Glucose-Angebots im
Blut nahe liegt. Das hierbei gebildete Pyruvat wird einfach wieder von den Zellen abgegeben
und kann in der Leber zur Glukoneogenese verwendet werden (Abb.1-7). Innerhalb des
Glykosoms herrscht ein Gleichgewicht an Reduktionsaguivalenten, fir das jedoch ein shuttle-
Mechanismus Uber die TAO (Trypanosomale Alternative Oxidase) notwendig ist. So kann die
mitochondriale G-3-Phosphat-Dehydrogenase das ausgeschleuste Glycerol-3-Phosphat in
Dihydroxyaceton-Phosphat umwandeln, und dieses wieder in die Glykolyse einmiinden
Unter anaeroben Bedingungen funktioniert dieser shuttle-Mechanismus jedoch nicht, und es
entsteht vermehrt Glycerol, das ebenfalls ausgeschieden wird. Bel den teilungsdefizienten
stumpy-Formen besitzt dieser Mechanismus immer noch Glltigkeit, das Mitochondrium ist
aber bereits stérker differenziert und beinhaltet Teile der Atmungskette. Dies wirkt sich in
einem erhéhten mitochondrialen Membranpotential (y ) aus und hat gleichzeitig zur Folge,
dass die Zelle wahrend der Energiegewinnung nun auch Succinat produziert (Bienen et al.,
1991). Gleichzeitig erhoht sich die Cyano-Sensitivitdét der Zelle, wahrend der
Sauerstoffverbrauch bel den slender-Formen dlein durch Salicylhydroxamsaure (Hemmung
der TAO) inhibiert werden kann (Bienen et al., 1981). Auch manche Transkripte der
Atmungskette werden nun nicht mehr sofort degradiert, sondern besitzen hdhere Stabilitdt und
werden in Proteine trandatiert (Priest and Haduk, 1994). Dies gilt sowohl fir die
mitochondrial kodierten Untereinheiten der Cytochrom Oxidase, als auch fur kernkodierte
Proteine wie Cytochrom C. Nicht zuletzt verbessert sich die Fahigkeit der Zelen,
proteolytischem oder durch niedrige pH-Werte verursachtem Stress standzuhalten (Nolan et
al., 2000), was ein nicht unbedeutender Vortell bei der Aufnahme der Parasiten durch die
Tsetse-Fliege ist.
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Abb.1-7. Energiestoffwechsel von slender- und stumpy-Formen im Vergleich.
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+ Morphologie: slender 1 >  Morphologie: stumpy

» Metabolismus: §iferentiation i * Metabolismus:
Glykolyse / nduction Glykolyse und
e actor Teile des Citratzyklus aktiv

» Teilungsfihig * Teilungsdefizient
= VSG-Variation « Keine VSG-Variation mehr

« Keine Transformation in * Praadaptiert fiir die
prozyklische Formen maglich Tsetse-Fliege

Abb.1-8. Zusammenfassung der wichtigsten Merkmale von slender- und stumpy-Formen.

Sind die Differenzierungsmerkmale von slender- und stumpy-Formen schon lange bekannt
(Abb.1-8), so gelang die Aufklérung des Mechanismus, der diesen Verdnderungen zu Grunde
liegt, bisher nur in Ansédtzen Ein einflussreicher Aspekt stellt offensichtlich die Zelldichte dar
(Hamm et al., 1990; Hesse et al., 1995; Reuner et al., 1997; Seed and Black, 1997). Werden
Blutform-Kulturen in der logarithmischen Phase ihres Wachstums immer wieder auf eine
geringere Zelldichte verdunnt, so kdnnen die Parasiten stets von neuem hochwachsen. Haben
Sie jedoch einmal eine gewisse Zelldichte erreicht, so treten sie in die stationdre Phase ein,
gleichbedeutend mit einem Zellzyklusarrest. Offensichtlich liegt diesem Arrest nicht ein
einfacher Mangel an Nahrstoffen zu Grunde, da die Zellen auch nach Verdinnen der Kultur
nicht mehr in den Zellzyklus zurtickkehren Aus dieser Tatsache heraus entwickelte sich die
Idee des quorum sensing durch die Produktion eines Differenzierungs- oder Stumpy
I nduktions-Faktors (DIF/SIF) trypanosomalen Ursprungs (Hamm et al., 1990; Vassellaet al.,
1997). In vielen Bakterien wurde dieses Phdnomen schon als Folge der Akkumulation
bestimmter Signalstoffe wie z.B. von Homoserinlactonen untersucht, die mit einem
Targetprotein interagieren und nach Bindung an die DNA so bestimmte Gene aktivieren
(Fuqua und Greenberg, 2002). Es wird angenommen, dass dieser Differenzierungsfaktor, hat
er sich einmal im Medium oder Blut angereichert, Uber einen Rezeptor am Parasiten selbst,
eine Differenzierung CUber eine noch unbekannte Signalkaskade induziert (Abb.1-9).

Allerdings ist es bis heute nicht gelungen, diesen Faktor zu isolieren und zu identifizieren. In

14



Einleitung

den nachgeschalteten Signaltransduktionsweg scheint der second messenger CAMP involviert
zu san (Vassdla et al., 1997; Breidbach et al., 2002), was durch den Einsatz
membranpermeabler Analoga wie CPT-cCAMP nachgewiesen werden konnte. Dafir konnte
eine Adenylatzyklase (ESAG4) verantwortlich sein (Pandawoine et al., 1992; Pays et al.,
2001), die eine grol¥e extrazellulére LigandenBindedomane aufweist und nur in Blutformen
exprimiert wird. Bewiesen sind diese Hypothesen alerdings noch nicht. Eine weitere wichtige
Rolle in der frihen Phase der slender/stumpy Differenzierung spielt die intrazellulare Ca*-
Konzentration (Stojdl and Clarke, 1996), die zu diesem Zeitpunkt absinkt, um sich dann
konstant auf einem niedrigeren Level einzupendeln. Auch die zelluldren Speicher beinhalten
weniger Ca®*, was sich nach Behandlung mit 10 uM Thapsigargin zur Entleerung zeigte.

Ein negativer Regulator der Differenzierung, der fur die Progression des Zellzyklus
mitverantwortlich scheint, ist die MAP-Kinase 5 (Domenicali-Pfister et al., 2006). Allerdings
fuhrte ein knock out dieses Proteins nicht zu einem vollsténdigen Zellzyklus-Arrest, so dass
noch andere Proteine beteiligt zu sein scheinen. Weitere molekulare Mechanismen sind nicht
bekannt.

Differenzierung

\‘“"‘P : &

Rezeptor

;mmm4ﬂ

1o —r
0 10 20 30 40 50 §0 70 30

cells per ml

tim e [h]

ADbb.1-9. Schema der slender-/ stumpy-Differenzierung nach bisherigen Erkenntnissen.

Neben den erwdhnten physiologischen Einflissen, ist es in vitro auch gelungen, eine Art

Differenzierung mit anderen, zelltoxischen Substanzen einzuleiten. 1,2-Bis(methylsulfonyl)-

1-methylhydrazin ist eine methylierende Substanz und konnte in vivo und in vitro stumpy-

Formen nach 1,5 bis 2 d hervorrufen (Penketh et al., 1991). Durch die hervorgerufenen DNA-

Schéden entstand ein unphysiologischer Zellzyklusarrest in der G,-Phase und brachte stumpy-

Vorlauferformen mit 4-6fachem DNA-Gehalt hervor. Erst spéter entwickelten sich diese zu
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nicht infektiésen stumpy-Formen, die sich gut zu prozyklischen Formen transformieren
lieen. DL-a-Difluormethylornithin (DFMO) induzierte stumpy-Formen hingegen waren in
der Gi/S-Phase arretiert, lief}en sich nicht in Fliegenformen umwandeln (Giffin et al., 1986),
und stellen daher auch keine physiologisch relevante Form da. Dabei hemmt DFMO
irreversibel die Ornithin Decarboxylase, ein Schltisselenzym in der Polyamin-Synthese, und
fuhrt so zu stark reduzierten Mengen von Putrescin und Spermidin. Letzteres ist ein wichtiger
Baustein fur die Synthese des Trypanothions, bestehend aus zwei Molekilen Glutathion, die
kovalent Uber Spermidin miteinander verbunden sind. Ebenso wie Glutathion in anderen
Eukaryonten, dient Trypanothion als Schutz der Zelle vor Oxidantien Polyamine sind zudem
zur Stabilisierung der DNA von grof3er Bedeutung, und so ensteht die stumpy-Induktion bel
DFMO wahrscheinlich auch Uber Schaden innerhalb der Zelle, u.a der DNA. Auch
Zdllzyklusarrest in der Go/M- und M/G;-Phase durch Aphidicolin und Hydroxyurea riefen
stumpy-ahnliche Formen hervor (Mutomba and Wang, 1998).

1.4 Das Genom von T. brucei: Mechanismen und Regulation der Genexpression

Im Gegensatz zu hoheren Eukaryonten, die einen spezifischen Chromosomensatz besitzen,
existieren im Nucleus von T. brucei 11 Megabasen-Chromosomen und eine unspezifische
Anzahl von , intermediate-sized* Chromosomen von 30-700 kb. Im Jahre 2005 ist es
gelungen, das auf den 11 MegabasenChromosomen lokaliserte Genom zu entschlisseln
(Berriman et al., 2005), welches insgesamt 26 Megabasen umfasst. Dabei tragen beide DNA-
Stréange einander nicht Uberlappende gene cluster (Hall et al., 2003; El-Sayed et al., 2003).
Kodiert sind insgesamt 9068 Gene, die vornehmlich in polycistronischen

Transkriptionseinheiten, dhnlich den Prokaryonten, angeordnet sind.

1.4.1 Transkription der proteinkodierenden Gene und der Spliced Leader — RNA:

Die meisten proteinkodierende Gene werden anadog zu hoheren Eukaryonten, von
Polymerase |l transkribiert, die aber auch fir die Spliced-Leader (SL) RNA und small
nucleolar RNA zustdndig ist (Clayton, 2002). Zundchst werden ale Gene einer
Transkriptionseinheit zu einer pr&RNA abgelesen (Abb.1-10). Zwischen den einzelnen
Genen liegen U-reiche Poly-Pyrimidineinheiten, die als Erkennungssignal fur das sog. Trans-
splicing dienen und den AG-Akzeptor-Stellen fir den Spliced-Leader vorangehen.
Gleichzeitig werden die SL-RNAs in clustern abgelesen und an deren 5'-Ende ein Cap
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angeheftet. Werden die proteinkodierenden RNA-Einheiten an den erwédhnten Bereichen
auseinander geschnitten, so wird an jedes 5-Ende eine SL-RNA angefligt. Die
Polyadenylierung erfolgt am 3'-Ende in einem festen Abstand von 100-400 bp upstream des
splicing Signals. Promotoren sind fir proteinkodierende Gene noch nicht charakterisiert,
jedoch sind sie wohl zusammen mit Terminationssigndlen am Ort bidirektionaler
Transkriptionsinitiation und am Ende von Polymerase II-TE lokalisiert, wo auch Gene fir

tRNA zu finden sind.

popliced leader” Gene ORFs I I ORFs
5 3¢ B T —
3.@ 5 3 s ol |_. — 5
1.35 kbp repeats in clusters
1 bidireMionae Initizdion der Transkription l
Signale fir | soliced legder™
= i ez - Ureiche Pyrimidin-Abschnitte see
o — Spliced leader; - AG Akzeptar Seite ¥
O —— -
5" e 3 § 3
5 e 3¢ R . .
l i = N .3:
5 3 ; | 5 LI
trans-splicing
Falyadenylierung in einem festen Abstand
[100-400nt ) upstream des SpliceSignals
fo)——————AAAAAA G
.— -AAAAAA
() ——————AAAAAA ARRRAS
AAAAAA

Abb.1-10. Transkription von proteinkodierenden Genen in polycistronischen Transkriptions-

einheiten und trans-splicing (Anfiigen der SL-RNA).

Regulation von Polymerase |I- transkribierten Genen: Lauft die Regulation der
Genexpression bei  hoheren Eukaryonten vorwiegend auf dem Level der
Transkriptionsinitiation ab, so wurden bel Trypanosomen hierfir bisher keine
Transkriptionsfaktoren gefunden. Die Parasiten bedienen sich daher anderer, vor alem
posttranskriptionaler Mechanismen, um ihr Expressionsmuster dem Entwicklungsstadium
anzupassen. Die 3 untrandated regions (UTR) besitzen sowohl Einfluss auf die
Schnelligkeit der RNA-Degradierung als auch auf die Trandations-Effizienz des betroffenen
Gens (Blattner and Clayton, 1995; Charest et al., 1996; Coughlin et al., 2000; Brittingham et
al., 2001). Bei regulierten Genen finden sich darauf AU-reiche Elemente, die sich auch in
3'UTRs von Sduger-mRNA befinden (Mitchell and Tollervey, 2000). Desweiteren besitzt
Trypanosoma brucei ein ausgekligeltes RNAI-System, das in die Regulation involviert zu
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sein scheint (Djikeng et al., 2001; Clayton, 2002). Diese Art der Regulation genugt jedoch
héufig nicht, Unterschiede von RNA zu Proteinmenge zu erkléren, so dass zusétzlich ein
posttranslationaler Degradationsmechanismus vermutet wird (Priest und Hajduk, 1994).

Um, im Gegensatz dazu, eine besonders hohe Transkriptionseffizienz zu erreichen, sind
einige Gene wie z.B. b-Tubulin in tandem-repeats angeordnet (in diesem Falle 30) und

werden auf diese Weise haufiger abgelesen und trand atiert.

Regulation der SL-RNA:

Die Transkription von SL-RNA hingegen ist weit besser bekannt. Luo et al. (1999) konnten in
Leptomonas seymouri den SL-Promotor identifizieren, der ca. 100 bp upstream des
Transkriptionsstartpunktes liegt. Er beinhaltet drei Strukturen, ein Initiator (I1nr)-Element und
zwei, weiter upstream gelegene Elemente, PBP-1E und PBP-2E (Luo et al., 1999). Ahnliche
Strukturen wurden auch in den verwandten Kinetoplastiden T. brucel, T. cruzi und L.
amazoniensis gefunden (Campbell et al., 2000). Reguliert wird die Transkription des spliced
leaders u.a. Uber einen Transkriptionsfaktor von 122 kDa, der an die PBP-1E-Struktur bindet.
PBP-1 ist ein Komplex aus drei Protein-Untereinheiten von der Groéf3e 57, 46 und 36 kDa
(Das und Bellofatto, 2003). p46 besitzt di-LeucinrMotive, die bedeutsam fir
Proteininteraktionen sind, und scheint ein fir Leptomonas sehr spezifisches Peptid zu sein. Zu
p57 hingegen existieren &hnliche Sequenzen im Genom von T. brucei und L. major (Landfear,
2003). Dieses Peptid ist zudem verwandt mit der SNAP50-Untereinheit des humanen SNAPC,
ein Faktor der fUr die Transkription der sSnRNA verantwortlich ist. Auch in T. cruzi wurde ein
PBP-1 Protein gefunden, das jedoch keinerlei Ahnlichkeit mit p46 oder p57 besitzt (Wen et
al., 2000).

Fir T. brucei charakterisierten Schimanski et al. (2004) den SL-Promotor, der analog aus
einem zweilteiligen USE (upstream sequence element) und einem Initiator- Element aufgebaut
ist. Dieser tritt mit einem Transkriptionskomplex aus sechs Peptiden in Wechselwirkung:
trypanosomales SNAPc aus den Untereinheiten ThSNAP50, TbSNAP3 und ThbSNAP2-P,
TRF4 (TBP-related factor 4) und das aus zwei Untereinheiten bestehende TbTFIIA
(Schimanski et al., 2005) (Abb.1-11).

TRF4 ist ein fast alle Transkriptionen Ubergreiferder Faktor in T. brucel und wurde 2004 von
Ruan et al. charakterisiert. Dabei handelt es sich um einen mit dem TATA-bindenden Protein
(TBP) verwandten Faktor. TRFs kommen auch in multizelluldren Organismen wie Xenopus,
Caenorhabditis elegans und Mausen vor (Dantonel et al., 2000; Veenstra et al., 2000; Zhang

et al., 2001), wo sie an Prozessen wie Zellzyklus und Stressantwort der Zellen beteiligt sind
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(Shimada et al., 2003). Im Falle von TRF4 birgt der C-Terminus ca. 30% Identitdt mit
anderen TBPs oder TFRs in Drosophila, der N-Terminus erbrachte jedoch keine signifikanten
Ubereinstimmungen. TRF4 ist sowohl in die Transkription von Prozyklin durch Polymerase |,
von SL-RNA durch Polymerase |1 und U-snRNA durch Polymerase |11 involviert (Ruan et al.,
2004) und bindet auch nahe den 3'-Enden mancher proteinkodierender Gene. Dennoch besitzt
es nicht die typischen Phenylalanin-Reste fur Interaktionen mit der TATA-Box, was eine
andere Bindungsstruktur der Promotoren suggeriert (Guillebault et al., 2002). Mit TFIIB
wurde mittels Datenbanksuche in T. brucei, L. major und T. cruz ein zusétzlicher Faktor
entdeckt, der zur Transkription der SL-RNA sowohl mit Polymerase Il als auch mit TRF4
interagiert (Palenchar et al., 2006; Schimanski et al., 2006). Er besitzt eine Masse von ca. 38
kDa, ein Zn-Bindemotiv am N-Terminus und Cyclin-Bindemotive am G- Terminus, die zur
Interaktion mit der DNA und TRF4 dienen. Er ist essentiell fur die Synthese der SL-RNA und
o fir das Uberleben der Zellen jedes Entwicklungsstadiums unentbehr lich

Die Termination der SL-Transkription wird mitunter durch Poly-T-Elemente eingeleitet,
analog zur Polymerase I11-Transkription in hdheren Eukaryonten (Sturm et al., 1999).

TbTFIA

@Tﬁ:ﬁf“

"TFIIB... = Inr |—| SL-Gen |—

Pol |l

S L-Fromaotor

Abb.1-11. Der Initiationskomplex zur Transkription der SL-RNA (Stand 2006). TbSNAPc besteht
aus drei Untereinheiten (TbSNAP50, TbSNAP3 und ThSNAP2-P), wahrend ThTFIIA aus zwei
Untereinheiten aufgebaut ist. Die beiden US-Elemente sind wahrscheinlich direkt in die Bildung
des Initiationskomplexes involviert und so fir die ausreichende Transkription der SL-RNA von

Bedeutung.

1.4.2 Transkription der transfer- und U small nuclear RNA:

Polymerase I11 transkribiert die tRNAs und die meisten UsnRNAs. Fur die Transkription
der U-RNAs (gezeigt an U2, U3 und U6 RNA) werden sowohl bestimmte Elemente innerhalb
eines Genes als auch zwe Bereiche, die an 5 -Ende angrenzen, benttigt (Fantoni et al.,
1994). Diese externen A- und B-Boxen befinden sich innerhalb von tRNA- oder tRNA-
ahnlichen Genen (Nakaar et al., 1994; 1995; 1997) in einem konservierten Abstand von 95-99
bp. Wahrend die relative Lage der A-Box zum U Transkriptionsstart von grof3er Bedeutung

19



Einleitung

fr die Transkription ist, spielt die B-Box wohl nur eine Rolle beim remodelling des
Chromatins. Um die Polymerase 111 zur -RNA Transkription zu rekrutieren, bindet sie an den
Faktor TFII1B (Nakaar et al., 1997). Es befinden sich 65 tRNA- und 5 snRNA-Gene im

Genomvon T. brucei (Berriman et al., 2005).

1.4.3 Transkription der ribosomalen RNA, der VSG-expression siteund GPEET/EP:

Im Gegensatz zu anderen Eukaryonten transkribiert die Polymerase | von T. brucei sowohl
rRNA als auch die Oberflachenproteine VSG der Blutformen und GPEET/EP der
prozyklischen Parasiten. Dieses Enzym besitzt eine extrem hohe Effektivitét, so dass auch

ohne Tandem Repeats der Gene grof3e Mengen an Transkripten entstehen.

Regulation der rRNA:

Der rRNA-Promotor besteht aus vier Boxen, von denen die vierte am weitesten upstream des
Transkriptionsstartpunktes liegt. Er besteht aus zwei Elementen rUSEL und rUSE2, die eine
golRe Ahnlichkeit zum USE des SL-RNA-Promotors besitzen. Fir die Regulation scheinen
diese Elemente nur indirekte Funktion zu besitzen, evtl. durch Umordnung des Chromatins
(Schimanski et al., 2004).

Regulation der VSG-expression site:

Im Genom von T. brucei sind ca. 1000 nicht-exprimierte V SG-Gene vorhanden, die meist in
den Telomer-Regionen liegen. Nur 7% dieser VSG-Gene sind voll funktionsfahig, 9%
dagegen atypisch, 66% Pseudogene und 18% Gen Fragmente (Berriman et al., 2005). Die
Oberflache eines Trypanosoms ist zu einem Zeitpunkt mit ein und demselben VSG-Typ
bedeckt, d.h. es wird nur eine VSG-Variante exprimiert. Die Transkription an anderen so
genannten VSG-expression sites wird hingegen kurz nach der Initiation abgebrochen
(Vanhamme et al., 2000). Diese kurzen Transkripte werden ungenigend prozessiert und
verbleiben deshalb im Nucleus. Bisher wurde keine Regulation der Transkriptionsinitiation
gefunden und der Grund fir den Abbruch an inaktiven expression sites ist unbekannt. Da
gezeigt wurde, dass theoretisch zwei expression sites (ES) gleichzeitig aktiv sein kdnnen, liegt
diesem Phanomen offensichtlich keine Kommunikation zwischen den unterschiedlichen ES
zugrunde (Cornelissen et al., 1985).

Bei der AntigenVariation, die die Blutformen nutzen, um dem Immunsystem des Wirtes zu

entfliehen, kommt es zu einer Umschaltung von einer VSG-expression-site zur néchsten.
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Dieser Prozess ist selten und geschieht spontan (Lamont et al., 1986). Zwei Mechanismen
kénnen dieses switching verursachen. Andere VSG-Gene aus dem Genom konnen durch
Rearrangements in eine aktive ES transferiert werden, so dass nun diese VSGVariante
exprimiert wird. Dabei mussen nicht ganze Gene umlokalisiert werden, es kénnen auch
Mosaike aus Pseudogenen entstehen, die zusammen Hybride aus unterschiedlichen C-und T-
Terminabilden (Berriman et al., 2005). Eine andere Moglichkeit ist die Stilllegung der gerade
exprimierten ES zu Gunsten der Aktivierung einer anderen. Dies scheint sowohl durch einen
epigenetischen Mechanismus (Borst und Ulbert, 2001) als auch durch die Struktur des
Chromatins reguliert zu sein (Horn, 2001). In prozyklischen Formen existieren nur inaktive
VSG- expression sites (Pays et al., 2001; Clayton, 2002).

Regulation des EP/GPEET:

Fir die Oberflachenmolekiile der prozyklischen Fliegenformen existieren 810 Gene, die in
Paaren oder Tripletts vor einigen co-transkribierten Genen liegen. Bel der Transformation von
Blutformen zu prozyklischen Fliegenformen wird zuerst EP as Oberflachenmolekil
exprimiert, GPEET hingegen wird wahrend dieses Prozesses nur langsam hochreguliert. In
Blutformen unterliegen beide Transkripte einer starken Regulation, da hier keine
Antigenvarianz vorliegt, und eine Exprimierung fur die Blutformen letal wére. Diese erfolgt
wahrscheinlich Uber die Chromatinstrukur (Hotz et al., 1998), posttranskriptionale
Degradierung vermittelt Uber die 3UTRs (Hotz et al., 1997) und Uber die
Trandationseffizienz. Zusammen ergibt dies bei Blutformen eine 1000fache Regulation
(Clayton, 2002).

Target-Gene Transkriptionsfaktoren Regulation
Polymerase | « rRMNA 7 ¥ Chromatinstruktur
“WSG 7 ¥’ Epigenetisch

¥ Chromatinsstruktur,?

+ EFIGFEET 7 ¥ Chromatinstruktur
¥ Degradierung der Transkripte
¥ Translationseffizienz

Polymerase ll | «proteinkad. Gene 7 ¥ JUTR
¥ RMNA
¥’ posttranslational

« SL-RMA Jda ¥ Transkriptionsfaktoren
Polymerase lll | « tRMNA Ja ¥ Transkriptionsfaktoren
+ L-snREMNA Ja ¥ Transkriptionsfaktoren

AbDb.1-12. Ubersicht zur Transkription und Regulation der unterschiedlichen RNA-Typen.
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1.5 Die VSG-expression site

Die Gene des variant surface glycoproteins liegen in subtelomeren Bereichen, zusammen mit
anderen co-exprimierten Genen in V SG-expression sites und besitzen eine Grofe von 50-60
kb (Abb.1-13). Am 5-Ende jeder VSG-ES findet sich eine Region von 50 bp repeats
(Gottesdiener et al., 1991), an die der Promotor angrenzt. Im folgenden Bereich befinden sich
die sogenannten ESAGs, die expression site associated genes, die durch eine barren region
aus 70 bp repeats von dem eigentlichen VSG-Gen abgegrenzt sind, das am weitesten
downstream liegt (Lui et al., 1983). Alle ESAGs aul3er einem wurden nach der Reihenfolge
ihrer Entdeckung durchnummeriert (1-11). Die Ausnahme bildet SRA (serum resistance
associated), das schon charakterisiert worden war, bevor es als ESAG identifiziert wurde.
Fast alle ESAGs sind Uber de unterschiedlichen expression sites hinweg konserviert und
variieren von Stamm zu Stamm nur in ihrer Kopienzahl. Eine Ausnahme hierbei bilden
ESAGY, 10 und SRA, die nur in einigen expression sites zu finden sind. Nicht ale ESAGs
sind nur Bestandteile solcher expression sites, sondern in einigen Kopien oder als verwandte

Gene auch innerhab des Genoms angesi edelt.

5P L7 HEH-B e e 5 2 T - T >

\ﬂ_ﬂ
50 bp repeats 70 bp repeats telomeric
(barren region) rep eats

Abb.1-13. Aufbau der VSG expression site des monomorphen Stammes MiTatl.2 mit der
Antigenvariante 221. Zwischen den einzelnen ESAGs liegen weitere Genbereiche, die
allerdings noch nicht annotiert sind. Der Transkriptionsstartpunkt ist mit dem Pfeil markiert.
[nach Sheader et al, 2004].

ESAGL ist ein Membranprotein und in der Flagellumtasche lokalisiert. Es besitzt ein N
terminales Signalpeptid, eine einzige Transmembrandoméne und einen kurzen G Terminus,
der in das Cytoplasma hineinragt. Aufgrund des endosomalen Sortierungsmotives wird
angenommen, dass es sich hierbei um einen Oberfl&chenrezeptor handelt.

Auch fir ESAG2 gibt es Evidenzen, dass es in der Flagellumtasche lokalisert und in die
Endozytose involviert ist. Das Protein ist stark glykosyliert und besitzt einen GPI-Anker.

Im Gegensatz zu den ersten beiden ESAGs besitzt ESAG3 zwar ein Signapeptid zum
Transport in die Plasmamembran jedoch ohne gleichzeitig eine Transmembrandoméne oder

einen hydrophoben C-Terminus zu enthaten. Ein Hinweis darauf, dass es sich um ein
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sezerniertes Oberflachenmolekil handelt, das vielleicht mit einem noch unbekannten Protein
mit GPI-Anker ein Heterodimer bildet (&hnlich zu ESAG6/7).

ESAG4 ist das mit am besten untersuchte Mitglied dieser Familie und kodiert fir eine
Adenylatzyklase an der Oberflache des Flagellums (Paindavoine et al., 1992). Diese besitzt
eine einzige Transmembrandoméane und einen dulierst grofRen extrazelluldren N-Terminus, der
wahrscheinlich als Rezeptor fungiert. Im Gegensatz zu den Adenylatzyklasen hoherer
Eukaryonten ist ESAG4 jedoch nicht G-Protein abhéngig (Pays et al., 1996). Um aktiv
werden zu kénnen, muss die katalytische Einheit eines ESAG4-Proteins mit einer anderen
dimerisieren. Diese sind direkt unter der Membran gelegen (Abb.1-14) und bilden cCAMP aus
ATP. Strukturelle Untersuchungen an trypanosomalen Adenylatzyklasen legen nahe, dass
diese Dimerisierung durch allosterische Inhibitoren verhindert wird, bis es durch Bindung
eines Liganden zu einer Konformationsanderung kommt (Bieger et al., 2001). Da cAMP als
second messenger, vor alem auch im Hinblick auf Differenzierung von slender zu stumpy,
fungiert (Vassella et al., 1997), wird ESAG4 eine Rolle bel diesen Prozessen zugesprochen.
Zudem scheint diese Adenylatzyklase auch durch proteolytischen oder sdurebedingten Stress
aktiviert zu werden (Nolan et al., 2000) und kénnte daher auch als Sensor fiir Anderungen der
Umgebung wie Glucosespiegel oder pH dienen (Ross et al., 1991). Zusétzlich gibt es
innerhalb des Genoms ca. 100 @hnliche Gene, die aus diesem Grund GRESAGs (Genes
Related to ESAG4) genannt und in weitere vier Gruppen (GRESAGA4.1, 4.2, 4.3, 4.4)
unterteilt werden. Sie besitzen im Bereich des GTerminus grof3e Homologie zu ESAG4,
differieren jedoch stark im N-terminalen Rezeptorbereich, was ihnen ene gewisse
Substratspezifitét verleiht (Alexandre et al., 1996). Im Gegensatz zu ESAG4 werden diese
jedoch sowohl von Blutformen as auch von prozyklischen Formen exprimiert.

Fir ESAG5 sind weder Lokalisation noch Funktion bekannt. Es scheint jedoch zwel
Transmembrandomanen zu besitzen und ein integrales Membranprotein zu sein.

Die Gene fir ESAG6 und 7 sind am Beginn der expression site lokalisiert. Als Heterodimer
bilden sie einen Transferrin-Rezeptor, der sich in der Flagellumtasche befindet (Steverding et
al., 1994; Salmon et al., 1994). Beide Proteine besitzen Homologie zu VSG, jedoch einen
reduzierten C-Terminus. ESAG7 fehlt zudem noch der GPI-Anker und wird nur durch
Wechselwirkung mit ESAG6 in der Membran gehalten (Abb.1-14). Da ein Teil des
Heterodimers auch im Lumen der Flagellumtasche aufzufinden und mit poly-N-
Acetyllactosamin glykosyliert ist (Nolan et al., 1999), entstand die Hypothese einer Lectin
vermittelten Endozytose. In enigen Aminosduren der fir die Transferrin-Bindung

verantwortlichen loops variieren ESAG6 und 7 verschiedener expression sites. So entstehen
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Anderungen in der Affinitat der Rezeptorenzu Transferrinen verschiedener Spezies und damit
Wirtsspezifitét einzelner T. brucei-Stdmme (Bitter et al., 1998).

WSG

out

cytoplasm

ATP cAMP

A.FLAGELLAR POCKET B. FLAGELLUM

Abb.1-14. Schema verschiedener expression site associated genes, Lokalisierung und Aufbau.
Aus: Pays et al.,, Mol. Biochem Parasitol. 2001. ESAG6/7 befinden sich im Lumen der
Flagellumtasche, binden Transferrin und werden Uber Wechselwirkung zwischen pNAL und
Lectinen an der Membranoberflache gebunden und endozytiert. ESAG4 hingegen befindet sich,
durch allosterische Hemmung inaktiviert, iber die ganze Flagellumoberflache verteilt. Durch

Bindung eines Liganden néhern sich die katalytischen Doméanen und werden so aktiviert.

Das wohl interessanteste Protein der expression siteist gleichzeitig auch das einzige ESAG,
das nicht in der Membran lokalisiert ist. ESAG8 wird ausschliefdlich in den expression sites
kodiert und kommt vor allem im Nucleolus (82%), in geringer Menge jedoch auch im Cytosol
(18%) vor (Lips et al., 1996; Hoek et al., 2000). Am N-Terminus besitzt es ein Ring-Finger-
Motiv, d.h. eine speziaisierte Variante des Zinkfingers zur Bindung zweier Zr?* - lonen, das
in Protein-Protein-Interaktionen involviert ist (Abb.1-15). Das Rotein enthdt zudem eine
LRR-DOmane mit 18 leucinerich repeats, die jeweils 23 Aminosauren enthalten (Revelard et
al., 1990). Uber die Aufgabe von ESAGS gibt es bis heute viele Spekulationen und
kontroverse Ansichten dartiber, ob es ein essentielles Protein darstellt (Xong et al., 1998;
Hoek et al., 2000). Seiner Struktur zufolge, wird ihm eine Rolle as Regulatorprotein sowohl
bei energetischen Prozessen als auch wahrend der Differenzierung zugeschrieben. Diese
Annahme berunt auf der Né&he des ESAGS8-Genlokus zu dem von ESAGA4
Sequenzhomologien von ESAG8 zu Regulatordoménen der Adeylatzyklasen von Hefen
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Ring finger Leucine-rich repeats

Abb.1-15. ESAGS8. Aus: Pays et al., Mol.Biochem.Parasitol. 2001. Sowohl das Ring-Finger-
Motiv am NTerminus als auch die LRR-Doméanen weisen auf Protein-Protein-Interaktionen
hin. Zusatzlich besitzt ESAG8 ein nuclear localisation signal (NLS) und findet sich so zum

grof3en Teil im Nucleolus wieder.

weisen auf einen moglichen regulatorischen Komplex aus ESAG4 und 8 hin (Ross et al.,
1991). Andere Publikationen deuten auf eine Interaktion mit PIES (PérezMorga und Pays,
1999) oder Proteinen der PUF-Familie (Hoek et al., 2002) hin. PIE8 (Protein Interacting with
ESAG8) wurde in Mitochondrien von stumpy-Formen nachgewiesen, jedoch nicht in slender-
Formen mit rudimentérer mitochondrialer Funktion und nicht n prozyklischen Formen, die
eine voll aktivierte Atmungskette besitzen. So wird vermutet, dass PIES an der Aktivierung
des Mitochondriums betelligt ist, und durch Interaktion mit ESAG8 davon abgehalten wird,
dorthin zu gelangen. Hoek et al. (2002) konnten hingegen eine Interaktion mit einem Protein
der Pumilio-Familie, TOPUF1 nachweisen. PUF-Proteine sind an der Regulation der RNA
beteiligt, indem sie beispielsweise an die 3 UTR binden (Murata und Wharton, 1995) und
durch Unterstiitzung der Deadenylierung fir eine schnellere Degradierung der mRNA
verantwortlich sind. Dies auf3ert sich in reduzierten ProteinrMengen. TbPUF1 erwies sich
bisher jedoch eher as MRNA-stabiliserend. Da jedoch noch enige andere ESAGS8-
enthaltende Komplexe nachgewiesen werden konnten, gibt es Vermutungen einer
regulatorischen Beteiligung an Ubiquitinierungs-Prozessen. Unterstiitzt wird diese These
durch die hohe Homologie zu eukaryontischen E3-Enzymen, die as Ubiquitin-Bindeprotein
fungieren. Durch Interaktion mit dem Target-Protein, E1 (Ubiquitin-Aktivierungsprotein)
und E2 (Ubiquitin-Verknupfungsprotein) sind diese an der Degradierung im Proteasom
beteiligt. Auch fur E3-Proteine sind LRR-Doménen und Ring-Finger-Motive (Freemont,
2000) charakteristisch. Dabel weist ESAGS die hochste Ahnlichkeit mit einem Ubiquitin-
Bindeprotein auf, das in Saugerzellen fur die Degradierung Cykline und Cyclin-abhangigen
Kinasen verantwortlich ist, und so beispielsweise Hepatozyten in die Go-Phase Uberfihrt
(llyinetal., 1999; Pagano et al., 1997; Pattonet al., 1998). Bei all diesen Befunden handelt es
sich bisher alerdings nur um Indizien, der tatsachliche Mechanismus des ESAG8 ist dagegen
noch ungel 6st.

Wie auch ESAG2 und ESAG6 besitzt ESAG9 einen GPI-Anker und ist auf der Zelloberflache
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lokalisiert. Zudem enthdlt die Struktur eine GTP-Bindestelle (Pays et al., 2001) und somit
wahrscheinlich eine GTPase-Aktivitdt. Spekulationen zufolge kdnnte es sich hierbei um en
Ras-Anaogon handeln, das in Differenzierungs- und Zellteilungsprozesse involviert ist, und
durch ESAGA4 reguliert werden konnte (Ross et al., 1991).

Zum Biopterin-Transporter von Leishmania (Myler et al., 1994; Lemley et al., 1999) besitzt
ESAG10 eine signifikante Sequenzhomologie (Pays et al., 2001) und ist wahrscheinlich ein
integrales Membranprotein, fir das alerdings noch keine weiteren Funktionen beschrieben
wurden

Uber ESAGL11 ist abgesehen vom Besitz eines GPI-Ankers, also einer Lokaisierung in der
Membran, noch nichts bekannt.

Das letzte der bisher entdeckten ESAGs wird SRA (serum resistance associated) genannt, da
es bereits in einem anderen Zusammenhang charakterisiert worden war, bevor es der Familie
der ESAGs zugeordnet wurde. SRA ist nicht in jeder expression site zu finden, wohl aber in
der des humanpathogenen Parasiten Trypanosoma brucei rhodesiense. Evolutiondr entstand
es wohl durch Mutation und Verkirzung des V SG-Gens, mit dem es dhnliche mRNA-Level
teilt (Xong et al., 1998). Als Protein liegt es jedoch in weit geringeren Mengen vor. Es ist
bekannt, dass SRA die Parasiten gegen das menschliche HDL ,,immunisiert”. Trypanosomen
besitzen Rezeptoren fur LDL und HDL, mit deren Hilfe sie Sterole durch Endozytose
aufnehmen kénnen (Green et al., 2003). Zwei Komponenten der HDL-Fraktion sind jedoch
far T. brucei brucel letal, TLF-1 und TLF-2 (trypanosome lytic factor) (reviewed by Morgan
et al., 2002). Auch wenn der genaue Resistenzmechanismus bisher verborgen blieb (Pays et
al., 2001), scheint in humanpathogenen T. brucel - Arten SRA spezifisch das Verschmelzen
der TLF-1 enthaltenden Vesikeln mit den Lysosomen zu blockieren und so die Lyse der
Zellen zu verhindern(Oli et al., 2006).

Durch die Verlagerung der beschrieben Gene in die VSG-expression site wird die hohe
Effektivitat der Polymerase | auch fir diese ausgenutzt. Die einzelnen Transkripte werden
jedoch posttranskriptional, oft stark abweichend zu VSG selber, reguliert (Vanhamme et al.,
2000).

1.6 PPARg

1.6.1 Die Familieder Peroxisome Proliferator Activated Receptors

Lipophile Hormone wie Steroide, Schilddrisenhormone und auch Retinoide binden an
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intrazellulére Rezeptoren, die dann als Transkriptionsfaktoren fungieren. Auch die Familie
der Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARs) gehdrt zu den Kernrezeptoren und
i in mehrere Stoffwechselprozesse involviert. Diese Familie besteht aus drei Rezeptor-
Subtypen (PPARa, PPARb und PPARg), die bis auf ihre Liganden-Bindedomane sehr dhnlich
aufgebaut sind. PPARa wird vor alem in Leber, Niere, Herz und Muskelgewebe exprimiert
und spielt dort eine wichtige Rolle in der Kataboliserung von Fettsduren und in
Entzindungsprozessen (Hihi et al., 2002). Natdrliche Liganden sind unter anderem
Prostaglandine und Leukotriene. Gleichzeitig ist PPARa aber auch Target fur Arzneistoffe
wie Clofibrat und Bezafibrat, die eingesetzt werden, um den Triglycerid-Spiegel im Blut zu
senken und den HDL-Anteil zu erhthen.

PPARb (d) wird in dlen Geweben exprimiert. Eine besondere Rolle kommt ihm bel
inflammatorischen Prozessen in Epithelien zu. So wird PPARDb sofort nach der Zerstérung
von Epithelzellen aktiviert, fordert deren Proliferation und Resistenz gegentiber TNFa, so
dass eine Einleitung der Apoptose verhindert wird (Michalik et al., 2001; Icre et al., 2006).

1.6.2 PPARQ: Struktur und Funktion

Vom letzten Mitglied dieser Familie, PPARg, existieren drei Isoformen, die aus der Nutzung
verschiedener Promotoren und alternativem Splicing resultieren (Elbrecht et al., 1996; Fajas
et al., 1998). PPARgl und PPARg3 fuhren zum gleichen Proteinprodukt und werden vor
dlem in der Niere, Herz, Leber und Monozyten exprimiert. PPARg2 hingegen kommt

vorwiegend im Fettgewebe vor und besitzt einen l[angeren N-Terminus (Elbrecht et al., 1996).

N- IR oA binding domain ligand-binding domain ~ 250 AA Activation function?  ¥»

Abb.1-16. Aufbau von PPARg. Das Protein besitzt eine Masse von ca. 55 kDa.

Der Aufbau dieser Kernrezeptoren ist dreigeteilt (Abb.1-16). Am N-Terminus befindet sich
die Aktivatorfunktion 1 (AF-1), die eine vom Liganden unabhéngige Transkriptionsfunktion
besitzt. Wird sie von der MAPK phosphoryliert, so reduziert sich die Fahigkeit des Rezeptors,
Liganden zu binden (Willson et al., 2001). Die innerhalb der PPARs hochst konservierte
DNA-Bindedomane besteht aus ca. 70 AS und beinhaltet zwel Zn-Finger. Durch sie erfolgt
die Wechselwirkung des Transkriptionsfaktors mit dem PPRE (Peroxisome Proliferator
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Responding Element), upstream der Targetgen-Promotoren. Die Ligandenabhangige
Aktivatorfunktion 2 (AF-2) it am C-Terminus lokalisert und bedingt nach
Konformationséanderung des Proteins unter anderem die Rekrutierung unterschiedlicher
Cofaktoren. Die AF-2 beinhaltet zudem die Ligandenbindedoméane mit einer Grofe von 250
AS und Dimerisierungsmotive, die zur Bildung eines Heterodimers mit dem Retinoid-X-
Rezeptor RXR notwendig sind.

Natiirliche Liganden Synthetische Agonisten Synthetische Antagonisten

° o
f\ ok i | WH a : “0—cH
— D."-:I‘H /"""H-O/-\\\ H‘ﬁ u—"D_CH
. Ry AN o o —eH

15-deoxy-PGJ, Ciglitazon SR-202 (Rieusset et ., 2002)

Linolens aure

Tenglhszan TOOT090T (Leeet &, 2002)

EC_ (human resceptar) = 550 nhd

/\/\/\/\)L:.H x
o {\/\ C_r’l P /Q/\Ei

13-Hydroxyoctadecadiensiure Rasiglitazon

EC_ (human resceptary = <432 nhd

OH
1

Pioglitazon

9-Hydroxyoctadecadiensiure EC.. (human resceptor) = 580 M

Abb.1-17. PPARg-Liganden in der Ubersicht.

Zu den nattrlichen Liganden von PPARg zé&hlen vor alem mehrfach ungeséttigte Fettsduren
(Linolsdure, Linolensdure), oxidierte Fettsduren (9- und 13-Hydroxyoctadecadiensdure), und
Eicosanoide wie 15-deoxy-PGJ, (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995) (Abb.1-17).
Allerdings besitzen sie mit halbeffektorischen Konzentrationen im uM-Bereich (Keller et al.,
1993) relativ geringe Affinitét im Vergleich zu Liganden anderer Kernrezeptoren, was unter
anderem in der ungewohnlich grof3en Bindungstasche des Transkriptionsfaktors begriindet ist.
Synthetische Agonisten wie die Glitazone und Tyrosin-Derivate (Farglitazar), als auch
Antagonisten (SR-202 und T0O070907) besitzen hingegen sind sehr viel niedrigere ECso-Werte
im nM-Bereich (Shearer and Hoekstra, 2002). Dabel bilden sie mit ihren meist sauren
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hydrophilen Kopfen Wasserstoffbriicken mit basischen AS innerhalb der Bindungsdoméane
(Yu et al., 2004). Die Anzahl dieser Wechselwirkungen variieren je nach Ligand. Mit dem

langeren hydrophoben Rest der Liganden ragen sie in die hydrophobe Tasche und binden dort
stark an lipophile AS-Reste (Abb.1-18).

Abb.1-18. (A) Lage des Liganden (hier Rosiglitazon) in der Bindungstasche von PPARg. In Rot
dargestellt ist die AF-2 Domane, die fur die folgende Rekrutierung von Cofaktoren wie SRC1
(violett) verantwortlich ist (aus: Willson et al., 2001). (B) Wechselwirkungen zwischen Ligand
und AS der Bindungsdomane, hier am Beispiel von Troglitazon. Der hydrophile
Thiazolidindion-Kopf bildet 5 Wasserstoffbriicken mit den AS GIn 286, His 449, Tyr 473, His
323 und Ser 289 aus. Zusaétzlich tritt der lange hydrophobe Rest in extrem starke hydrophobe
Wechselwirkungen mit den AS Cys 285, Leu 330, lle 341, Met 348 und Met 364 der lipophilen
Bindungstasche (aus: Yu et al., 2004).

Um aktiv zu werden, muss PPARg jedoch tber hydrophobe Wechselwirkungen mit RXR in
Kontakt treten. Uber eine Salzbriicke zwischen E441 von PPARg und R393 des RXR erfolgt
die Formation eines Heterodimers. Zusammen wandern sie zur DNA, wo sie an das PPR-
Element (AGGTCANAGGTCA) binden, um die Expression von Genen wie der Acyl-CoA-
Oxidase (Tugwood et al., 1992) oder aP2 (Willson et al., 2000) zu induzieren oder zu
supprimieren. Generell kann die Aktivierung auch tber RXR-Liganden wie 9-cis-Retinsdure
erfolgen, da die Bildung des Heterodimers immer eine Konformationsanderung des PPARg
zur Folge hat und so zu einer aktiven Form fuhrt.

Je nachdem, welcher Ligand gerade gebunden ist, variiert die Proteinkonformation von

PPARg aufgrund ihrer hohen Dynamik sehr stark. Dies hat die Rekrutierung unterschiedlicher
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Cofaktoren zur Folge, die wiederum die Effekte des Transkriptions-Dimeren modulieren.
Coaktivatoren sind beispielsweise SRC1, CBP, PBP, PGC1 und PGC2. Die ersten drel
Proteine besitzen LxxLL-Motive, die allgemein eine kooperative Bindung zu Heterodimeren
ermoglichen und durch intrinsische Histonacetyltransferase-Aktivitét zu einer Modifikation
der Chromatin-Struktur fuhren. So wird die Bindung grof3er Transkriptionskomplexe an die
DNA erleichtert (Ogryzko et al., 1996). SRC1 bindet an die AF-2 Doméane und zwar
bevorzugt dann, wenn PPARg aktiviert ist. Involvierung unterschiedlicher Seitenketten bel
Aktivierung durch Troglitazon oder Rosiglitazon resultieren so in der Regulation
Uberlappender aber nicht identischer gene cluster (Mclnerney et al., 1998). Die beiden
anderen LxxLL-Proteine CBP und PBP hingegen binden in der Néhe der
Ligandenbindedoméne bzw. zwischen Heterodimer und grundsétzlicher
Transkriptionsmaschinerie (Freedman, 1999). Die Aktivierung durch PCG1 und 2 erfolgt Gber
einen davon abweichenden Mechanismus. PCG1 bindet nicht an die Transkriptionsfaktoren
selber, sondern kooperativ mit SRC1 oder CBP (Puigserver et al., 1999). Am spezifischsten
verhdlt sich PGC2, der keinerlel Affinitat zu PPARa oder b besitzt und Uber Bindung am N-
Terminus von PPARg unter anderem fur die Induktion der Differenzierung von Adipozyten
von Bedeutung ist (Castillo et al., 1999).

1.6.3 Einsetzen von PPARg- Agonisten als Arzneistoffe

Glitazone als Substanzen zur Betandlung von Typll Diabetes mellitus, wurden durch
Screening-Verfahren gefunden, noch bevor ihr Target-Protein oder Wirkungsmechanismus
bekannt war (Suter et al., 1992; Nolan et al., 1994). Ciglitazon war das erste Glitazon Derivat
und wurde 1978 von der Frma Takeda entwickelt. Allerdings diente diese Substanz nur as
Prototyp fur andere Glitazone und gelangte nie in Form eines Arzneimittels auf den Markt. Im
Jahre 1997 lief? die amerikanische Food and Drug Administration (FDA) Troglitazon unter
dem Namen Rezulir® fiir den US-Markt zu. Dies gelang jedoch nicht fir den européischen
Markt, da Félle schwerer Leberschaden bekannt wurden, die in einigen Fallen sogar bis zum
Tode der Patienten fuhrten. Als Konsequenz wurde das Arzneimittel am 21. Méarz 2000
wieder vom amerikanischen Markt genommen. Rosiglitazon (Avandiao, GlaxoSmithKline)
und Pioglitazon (Actoso, Takeda Global Research) hingegen gelang es im selben Jahr (1999),
die Zulassung von der FDA zu erlangen, die der EMEA en Jahr spéter. Diese Glitazon
Derivate werden im Gegensatz zu Troglitazon Gber CYP2C8 metabolisiert und wirken somit
nicht induktiv auf CYP3A4. Die Lebertoxizitdt, die durch die entstehenden Metabolite
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ausgel6st wird, ist daher nicht so stark ausgeprégt. Trotzdem ist die Gabe bel Patienten mit
Leberschéden absolut kontraindiziert, und generell wadhrend der Therapie eine standige
Uberwachung der L eberenzyme notwendig.

Der Wirkmechanismus dieser hochaffinen Agonisten wurde erst 1995 aufgedeckt (Lehmann
et al., 1995). Uber Aktivierung von PPARg reduzieren sie den Spiegel an Glucose,
Triglyceriden und freien Fettsduren im Blut, ohne eine Stimulation der Insulin-Sekretion
einzuleiten. Daher wird die Familie der Glitazone auch as , Insulin-Sensitizer* bezeichnet.
Diese Effekte resultieren aus einem Zusammenspiel mehrerer Mechanismen in verschiedenen
Zéelltypen wie die der Leber, des Fettgewebes und der Muskeln. In Adipozyten erfolgt dies

unter anderem Uber die Verringerung der TNFa-Ausschittung, die fur die Ausbildung einer

Arzneistoff Fertigarzneimittel Zulassung
W = Prototyp der anderen Azneitofe
d"* - =vwurde 1978 von Taieda enbwicket
Ciglitazon
m{ Rezulin™200 mg, 200 mg oder 400 mg FDA: 30011997
m oy 21032000 wurd & Rezulin vom US-Markt
! Hersteller: Parke [ avis A arner Lambert, jetet Pfizer genommen.
Troglitszon EMEA: keine Zulazsung wegen Lebertoxizitit
f Df\rv{ Avandiz® 4mg adar 2 myg FO#A: 26051359
C( . -
Herstaller: SmithKline Beecham, jetzt & laxoSmith Klina EMEA: 1107.2000
Rosiglitazon Aoandarmet® 1 mg + 500 myg Metformin ader EtAEA: 20102003
2 mg+:500 mg Metformin
Hersteller: Smithkline Beecham, jetzt & laxoSmith Kine
I\Cl\/\ ff*{ Acto=® 15 mg, 30 myg ader 45 mg FOA: 15071223
. Hersteller: Tadieda Global Research EMEA 123102000
Fioglit=z on
Competact® 15 mg + 250 mg Metformin EMEA: 01.10 2006
Hersteller: Tk eda Global Research

B

AVANDIA LLER

Rosiglitazon

Abb.1-19. Ubersicht der Glitazon-Derivate und ihrer Arzneiformen.
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Insulinresistenz mitverantwortlich ist (Uysa et al., 1998). Allgemein kann man von einem
Flux an Glucose und Fettsauren von den Muskeln hin zum Fettgewebe sprechen (Abb.1-20).
Dort ist die Expression einer Reihe von Genen, die an Speicherung, Transport und Oxidation
von Fettsduren beteiligt sind, gesteigert, in Muskeln und Leber hingegen gehemmt. Eine
zellabhéngige Regulation erfolgt auch in Bezug auf den Glucose- Stoffwechsel. Enzyme der
Gluconeogenese wie Pyruvat-Carboxylase und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase werden
in der Leber stark supprimiert (Way et al., 2001; Hofmann et al., 1995). Im Muskel wird
dafur der Glucose-Verbrauch gesteigert, indem zum Beispiel die Expression der PDH-Kinase
4 reduziert wird, die somit PDH nicht mehr phosphorylieren und damit inaktivieren kann

(Way et al., 2001). Beide Wege resultieren in einer Senkung des Blut- Glucosespiegels.

Adipose Muscle
& FA storage (FABP) D glucose oxidation (POK4)
EFA oxidation (UCP3) & FA oxidation (UCP3)
B
f' 4

¥
¥
\ insulin sensitization

glucose lowering
triglyceride lowering
antiatherosclerotic

antihypertensive
Liver
& gluconeogenesis (PEPCK) o
Macrophage

M oxLDL uptake (CD38)
@ CH efflux (LXRa and ABCA1)

Abb.1-20. Die Effekte von PPARg erstrecken sich auf die unterschiedlichsten Gewebetypen und
wirken sich so positiv auf das Metabolische Syndrom aus. Uber eine Hemmung der
Gluconeogenese in der Leber und gesteigerten Glucose-Verbrauch in den Muskeln wird der
Glusose-Spiegel im Blut gesenkt. Zudem wird Cholesterol vermehrt von Makrophagen
aufgenommen und wieder abgegeben, so dass keine Anreicherung und keine daraus

entstehenden Entziindungsprozesse in den GeféalRen entstehen (aus: Willson et al., 2001).
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1.6.4 Thiazolidindione und Differenzierung

In den letzten 10 Jahren wurde in zahlreichen Arbeiten versucht, den Mechanismus der
Thiazolidindione aufzuklaren. Dabei zeigte sich ihr Vermogen, Effekte einerseits Uber
PPARg-Aktivierung, andererseits aber auch Uber unabhangige Mechanismen und andere
Targetproteine auszulésen. Aufgrund dieser Vielfat wird ihr potentieller Einsatz auch bei
anderen Krankheiten wie Hypertonie (Kurtz und Gardner, 1998), Artherosklerose (Nagy et
al., 1998; Chawla et al., 2001), Asthma (Becker et al., 2006; Roth und Black, 2006) oder
Karzinomen (Kato et al., 2004; Varley et al., 2004) untersucht.

Je nach Zellart und Hohe der Konzentration verursachen diese Substanzen eine Hemmung der
Zéllproliferation, Differenzierung, Verlangerung der Lebenszeit einer Zelle (Wang et al.,
2002) aber auch Apoptose (Shiau et al., 2005; Pandhare et al., 2006), meist Uber ein
Zusammenspiel von PPARg-abhéngigen und -unabhangigen Mechanismen. So scheint eine
Hemmung der Proliferation unter anderem durch Suppression der Caseinkinase-2 zu erfolgen
(Lee et al., 2006). Ein PPARg-unabhéngiger antiproliferativer Effekt von Troglitazon wurde
hingegen in Tumorzellen der Schilddrise gefunden, der mit einer Einleitung der
Differenzierung einhergeht (Frohlich et al., 2005). Durch erleichterten Abbau von Cyclin-D
im Proteasom (Huang et al., 2005) oder der Inhibierung Zellzyklus-abhangiger Kinasen wie
cdk-2 und Cyclin A-Proteinkinase (Bae et al., 2003) wird so ein Zellzyklusarrest verursacht.
Zellen konnen jedoch auch dber Aktivierung von PPARg zur Differenzierung veranlasst
werden (Tontonoz et al., 1994; Kato et al., 2004), beispielsweise unter Nutzung der
Proteinkinase-C b (Zhou et al., 2006).

Hinsichtlich des mitochondrialen Membranpotentials kdnnen Glitazone entweder zu einer
Erhohung und so zu einer Funktionssteigerung des Mitochondriums beitragen (Wang et al.,
2002) oder aber durch deren Zerstorung zur Apoptose fuhren (Liu et al., 2006; Li et al., 2006;
Pandhare et al., 2006). Welche Bedeutung dabel die Wechselwirkung mit enem
mitochondrialen Protein namens mitoNEET besitzt, bleibt noch aufzuklaren (Colca et al.,
2004).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die chronische Phase der afrikanischen Schlafkrankheit ist dadurch ausgezeichnet, dass die
Parasiten die Blut-Hirnschranke Uberqueren, um sich in der Cerebrospinalflissigkeit des

Wirts weiter zu vermehren. Dort fanden Wissenschaftler eine Erhéhung der Prostaglandin Do-
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Konzentration (Pentreath et al., 1990), die unter anderem eine Erklérung fir die Symptomatik
wie Fieber, Mudigkeit und Immunsuppression bei den Patienten lieferte. Zuerst wurde
angenommen, dies sei aleine das Resultat einer gesteigerten Produktion des Wirtes infolge
einer Reaktion auf die Infektion. Kubata et al. (2000) konnten jedoch zeigen, dass auch
Trypanosoma brucel in der Lage ist, verschiedene Prostaglandin-Derivate zu synthetisieren.
Zudem gelang es ihnen mit der PGF2,-Synthese das erste Enzym des Prostaglandin
Stoffwechsels in Trypanosomen zu isolieren. Neben PGF,, produzieren die Parasiten
wahrend der Infektion auch PGD,, das sie in das Blut des Wirtes abgeben. Dort unterliegt
PGD, einem schnellen Metabolismus und wird unter anderem in PGJ-Derivate umgeformt
(Shibata et al., 2002). Diese besitzen nicht nur Wirkung auf den Wirtsorganismus, sondern
zeigen auch spezifische Effekte auf die Parasiten selbst. Untersuchungen von Figarella et al.
(2005 und 2006) offenbarten eine Rolle dieser Metabolite in der Regulation der Zelldichte
durch Induktion eines programmierten Zelltods (Duszenko et al., 2006). Eines dieser
Metabolite ist 15-desoxy-PGJ,, welches in hdheren eukaryontischen Zellen unterschiedliche
Targetproteine besitzt (Narumiya et al.,, 1999). Einer dieser Rezeptoren ist der
Transkriptionsfaktor PPARg (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995). Da seine natirlichen
Liganden keine grof3e Affinitét besitzen, wurden fur diese Arbeit die synthetischen Agonisten
verwendet und deren Effekte mit denen der Prostaglandine verglichen. Es zeigte sich jedoch
keine Ubereingtimmung der Effekte, d.h. es konnten keine apoptotischen Vorgange durch
Thiazolidindione induziert werden. Vielmehr verursachten die synthetischen Agonisten eine
Steigerung des Metabolismus und der mitochondrialen Aktivitét.

Die Arbeit fokussierte sich daraufhin auf die genauere Untersuchung der Thiazolidindion
induzierten Effekte auf die Blutform von Trypanosoma brucei. Dabei vermochte vor allem
Troglitazon eine Differenzierung in diesen Zellen zu induzieren, ohne in den verwendeten
Konzentrationen Anzeichen von Toxizitdt zu zeigen, wie es bei anderen Substanzen wie
DMFO (Giffin et al., 1986) oder 1,2-Bis(methylsulfonyl)-1-methylhydrazin (Penketh et al.,
1991) der Fall war. Charakteristika einer physiologischen Differenzierung von slender- zu
stumpy-Formen wurden nach Behandlung mit Troglitazon untersucht. Zudem lieferten
Microarray-Analysen neue Anhatspunkte fir die mechanistische Aufklarung dieses

Vorganges.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Verwendete Organismen

2.1.1 Verwendete Trypanosomen

In dieser Arbeit fanden zwel Stdmme des Parasiten Trypanosoma brucei brucel Verwendung:
der monomorphe Stamm MITatl.2 (Molteno Ingtitute Trypanozoon antigenic type,
Cambridge), der aus dem Stamm EATRO 427 kloniert wurde (Cross, 1975) und die
Antigenvariante 221 exprimieren und der pleomorphe Stamm AnTatl.l (Antwerpen
Trypanozoon antigenic type, Le Ray et al., 1977).

Prozyklische Formen waren durch Transformation (Overath et al., 1986) aus dem Blutform

Stamm 221 hervorgegangen.

2.1.2Versuchstiere

Fur Stabilate und Experimente, fir die viele Trypanosomen erforderlich waren, dienten
Ratten der Rasse Wistar und weibliche NMRI-Mause Charles River Laboratories USA).
Beide erhielten R7M-H Alleinfutter (Sniff Spezialitdten GmbH, Soest) und Wasser ad

libitum.

2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

cis-Aconitat Sigma, Deisenhofen

Adenosin Sigma, Deisenhofen

Adenosintriphosphat
Agar 100
Ammoniumpersulfat
Ampuwa

L-Arginin
L-Asparagin

BCS
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Sigma, Deisenhofen

Plano, Wetzlar

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen



Material & Methoden

Benzyldimethylamin
Bisbenzimid
Bradford Farbstoff-K onzentrat

5-Bromo-4-Chloro-3-1ndolyl phosphat (BCIP)

BSA, fettsaurefrei
Calciumchlorid

Canusal® (Heparin-Na),10x2ml
Chymostatin

Ciglitazon

Coomassie Brilliant Blau G250
CPT-cAMP
Cy3-monoreaktiver Ester
Cy5-monoreaktiver Ester
L-Cystein

DEAE-Sephacel
15deoxy-Prostaglandin J
2'-Desoxythymidin
2,6-Dichlorphenolindophenal
Digitonin
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DM SO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dodecenylsuccinicanhydrid
Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA)

Fotales Rinderserum (FCS)
Formaldehyd

Giemsa- Stamml 6sung
D-(+)-Glucose-Monohydrat
L-Glutamin
L-Glutaminsaure
Glutaraldehyd

Glycerin, 87% und 100%

Plano, Wetzlar

Sigma, Deisenhofen

BioRad, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
CP Pharmaceuticals Ltd, Wrexham (UK)
Sigma, Deisenhofen

Calbiochem, Schwalbach

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

IBL, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Plano, Wetzlar

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Fluka, Buchs (CH)

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, Deisenhofen
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Glycin

Hemin

HEPES

L-Histidin
Hypoxanthin

Iscove' s Dulbecco’s medium
L-Isoleucin

| sopropanol
Kaiumchlorid
Kaliumcyanid
Kaliumdihydrogenphosphat
Leupeptin

L-Lysin
Magermilchpul ver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
MEM Vitaminlésung
MEM Aminosiuren

M ercaptoethanol

M ethanol

L-Methionin
Methylcellulose

M ethylnadicanhydrid
MOPS

Myristinsdure

NADH

NADP

Natriumacetat
Natriumazid
Natriumbicarbonat
Natriumcacodylat
Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat
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Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Fink GmbH, Herrenberg

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Fluka, Buchs (CH)

Plano, Wetzlar

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nitroblautetrazolium
p-Nitrophenylphosphat
L-Ornithin

Osmiumtetroxid
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin, 100fach
Pepstatin A

Phenolrot

L-Phenylalanin

L-Prolin

Propidiumjodid

Propylenoxid

Protein-Ladder

Protein-Ladder, pre-stained
Pyruvat

Rosiglitazon

Roti®-L oad1 (4fach,; reduzierend)
Rotiphorese (Acrylamid)

RHX Document Type Devel oper
RXA Rapid fixing bath
Saccharose
Salicylhydroxamsaure (SHAM)
Salzsdure (HCI)

Slide Hyb-buffer #1

SR-202

Succinat

T0070907

TEMED
Tetramethylrhodamineethylester
L-Threonin

Thymidin

a- Tocopherol

Trinatriumcitrat
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Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Plano, Marburg

Fluka, Buchs (CH)
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, St. Louis (USA)
Plano, Marburg
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Sigma, Deisenhofen
IBL, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Rollei GmbH, Berlin
Rollel GmbH, Berlin
Sigma, St. Louis (USA)
Sigma, St. Louis (USA)
Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt
Ambion, Huntigdon (UK)
Geschenk von Dr. Walter Wahli
Sigma, Deisenhofen
IBL, Hamburg

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
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Tris
TritonX-100
Troglitazon
L-Tryptophan
Tween 20
L-Tyrosin
ULTRAhybO
Uranylacetat
L-Vain

Valinomycin
2.2.2 Radiochemikalien

5-[*PldATP
[**S|L-Methionin
Ultima Gold

2.2.3 Enzyme

Hexokinase (1,4 U/ml)/
Glucose-6-Phosphat-DH (2,5 U/ml)-Mix
L-L actat- Dehydrogenase (5 mg/ml)
RNase A

SuperScript 11 RT

2.2.4 Antikor per

Anti-Aldolase (Kaninchen)
Anti-DHLADH (Kaninchen)
Anti-Kaninchen, Alexa 594
Anti-Kaninchen, AP-Konjugat
Anti-VSG (Variante 221; Kaninchen)
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Biomol, Hamburg; IBL, Hamburg
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Ambion, Huntingdon (UK)

Plano, Marburg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Amersham Biosciences, Freiburg
Hartmann Analytic, Braunschweig
Packard, Frankfurt

Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Geschenk von Dr. Christine E. Clayton
Geschenk von Dr. Luise Krauth-Siegel
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
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2.25Primer

2.2.5.1 Reverse Transkription:

Oligo-dT-Primer (0,5 pg/pl) Invitrogen, Karlsruhe

2.2.5.2 Northern Blot-Sonden:

Calpain-like-cystein-peptidase (Syst. 1d: Th927.7.4060/ L ange 348 bp)
Sense: 5'-ATGTCCGATATCACGTACGAGAACG-3
Antisense: 5'- TCATGACTGAGGAATAGGATTGGCT-3
Amplifizierter Bereich: 348 bp

Cation Transporter (Syst. 1d: Th11.01.0725/ L ange 1185 bp)
Sense: 5'-ATGGCTAACGTTAATAACGAGACCA-3
Antisense: 5-TTAGACCCATTTTCCTAACACGGCC-3
Amplifizierter Bereich: 1185 bp

Cytochrom C (Syst. Id: M 23360 (NCBI)/ Lange 565 bp/ 3'UTR: 213-565)
Sense: 5-AATTGTTGGCCGTAAATCCGGAACT-3
Antisense: 5-GTAATTCATTTATGTTCTTCTTTTCTT-3
Amplifizierter Bereich: 564 bp

ESAG 4 (Syst. Id: H25N7.29/ L ange 3807 bp)
Sense: 5'-ATGAATATGCTTCACTTGAGCGACC-3
Antisense: 5-TTAGGTGGTAGCGCTGTCATTTTCC-3
Amplifizierter Bereich: 3807 bp

ESAG 8 (Syst. Id: H25N7.27/ L ange 1893 bp)
Sense: 5'-ATGACTGGCCGTAGCACATATGGG-3
Antisense: 5'-TCAAAATATATGCACACCTCGTCTC-3
Amplifizierter Bereich: 1893 bp
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PIE 8 (Syst. I1d: Tb927.6.2850/ L &nge 1683 bp)
Sense: 5-ATGTCCCACTTTCAGCCTTCGCCG-3
Antisense: 5-TTAGTCGCTGCAAAAGTCCGCCTT-3
Amplifizierter Bereich: 1683 bp

9STrRNA (Syst. Id: X02547 (NCBI)/ Lange 610 bp (1189-1799))
Sense: 5-TAAATTATGGTCAATTGTTAGTATTCA-3
Antisense: 5'-ATAAATATATTAATTACTGCACGTTATT-3
Amplifizierter Bereich: 600 bp

b-Tubulin (Syst. Id: K02836 (NCBI)/ Lange 1329 bp)
Sense: 5'-ATGCGCGAAATCGTCTGCGTTCAG-3
Antisense: 5'-CTCCTCCTCGTCGAACTCGCCCT-3
Amplifizierter Bereich: 1320 bp

Die Primer fur die Northern Blot Analyse waren von OPERON, Huntsville.

2.2.6 Kits

Hexal abeld DNA Labeling Kit Fermentas GmbH, St. LeonRot
HotStarTag® Master Mix Kit QIAGEN GmbH, Hilden
OmniscriptO Reverse Transcription Kit QIAGEN GmbH, Hilden
QIAquick® Gel Extraction Kit QIAGEN GmbH, Hilden
QIAquick® PCR Purification Kit QIAGEN GmbH, Hilden
RNeasy® Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden

2.2.7Verbrauchsmaterialien

6-, 12-, 24- und 96-Well Platten Greiner, Frickenhausen
Beent -Cups Plano, Marburg

BioMax MR Film (13x18 cm) Kodak, Stuttgart
Cryo-Rohrchen Greiner, Frickenhausen
Deckgléaschen Menzel-Glaser, Braunschweig
Eppendorf-/ PCR-Cups Greiner, Frickenhausen
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Falcon-Tubes (15 ml und 50 ml)

FACS-Rohrchen

Gewebekulturflaschen

Glasfaser Mikrofilter

Hybond® - N+ (Nylon Transfer Membran)

Hybond® - ECLO (Nitrocellulosemembran)

I magoo- EM23 Schwarzwel [3-Negativfilme

Immunofluoreszenz- Obj ekttréger

Kupfernetzchen (200Square mesh)

Kuvetten- Vollkuvetten
Halbmikrokuvetten
UV-Kvette mikro

Objekttrager

Pasteurpipetten, steril

Rundfilter MN 615

Sterilfilter, SFCA-Membran

Scintillationsgefalie

2.2.8 Geréate

Beckmann Mikrofuge EO
Biofuge A

Semi-dry Blotting Apparatur
Brutschrank (27°C)

Brutschrank (Hera Cell, 37°C, CO,-Begasung)

Elektrophoresekammer

Elisa Reader MRX-11 Revelation
FACSCalibur®
Fluoreszenzmikroskop Olympus BH2 RFCA

Hamozytometer (Tiefe 0,02 mm) nach Neubauer

Hybridisierungsofen BFD 53 WTP
Kamera Olympus U-PMTVC

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen
Whatman, Maidstone (USA)
Amersham Biosciences Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Ahlemeyer GmbH, Duisburg
bioMerieux, Nurtingen

Plano, Marburg

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Brand GmbH, Wertheim
Menzel-Glaser, Braunschweig
Greiner, Frickenhausen
Macherey-Nagel, Diren

Nalge, Hereford (UK)
PerkinElmer, MA (USA)

Beckmann, M tinchen
Heraeus Sepatech, Osterode
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Kottermann, Uetze
Heraeus, Osterode

BioRad, Miinchen

Serva, Heidelberg

HSI, San Francisco (USA)
Dynex, Chantilli (USA)

Becton Dickinson & Co, San Jose (USA)

Olympus, Hamburg
Brand, Wertheim
Binder, Tuttlingen
Olympus, Hamburg
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8-Kanal-Mikropipette Eppendorf, Wessdling-Berzdorf
Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb1600 TR Packard, Frankfurt a. M.

LKB 11800 Pyramitoneo LKB, Stockholm (Schweden)
Mikropipetten Abimed, Langenfeld
Mikrozentrifuge MC-13 Heraeus, Osterode

PCR-Gerédt Techne Progene, USA

pH Meter (pH 539) WTW, Weilheim

Raster-EM Cambridge Stereo Scan 250 Mk2 Cambridge, (UK)
Rontgenentwickler SRX-101A Konica, Unterféhring

ScanArray 5000 (konfokaler Laserscanner) Perkin ElImer, Boston (USA)
Sterilpumpe Microgon, Laguna Hills (UK)
Schnellkochtopf CS Salingen, Solingen

Sigma Laborzentrifuge 302-K Sigma, Deisenhofen
Spectrophotometer Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech, Cambridge (UK)
Sterilbank, LaminAir HLB 2248 GS Heraeus, Hanau

Ultramikrotom OM U3 C. Reichert, Wien (AU)

Ultrospec 2100 pro Amersham Biosciences, Freiburg
UV Stratalinkerd 1800 Stratagene, Heidelberg

Zeiss EM 109 Transmissionselektronenmikroskop Zeiss, Oberkochen
Zeiss D 02, Invertmikroskop Zeiss, Oberkochen

2.2.9 Softwar e und Datenbanken

Agowa www.agowa.de (Berlin)

GeneDB www.genedb.org (Sanger Institute, UK)
GenePix ProO 4.0 www.axon.com(Axon |., USA)
Matlab® 6.0 www.mathsworks.com (Axon |., USA)
M-CHIPS www.mchips.org (DKFZ, Heidelberg)
PubMed (nucleotide) www.nchi.nlm.nih.gov

TIGR www.tigr.org (J. Craig Venter Institute)
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2.3 Medien, Puffer, L dsungen

2.3.1 Medien

Grundmedium

Das MEM-Medium wurde nach Standardprotokoll (Eagle, 1959) hergestellt und beinhaltete

Modifikationen nach Duszenko et al. (1985 und 1992).

CaCl, x 2 H,0
KCI

MgSO4 x 7TH,O
NaCl

HEPES

Nach Einwiegen der Salze und des HEPES, wurde der pH-Wert auf 7,4 titriert.

L-Arginin HCI
L-Histidin HCI x H,O
L-Isoleucin
L-Leucin
L-Lysin
L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin
L-Vain
L-Ornithin HCI

Adenosin

Die Aminosauren und Adenosin wurden darin geldst und die nachfolgend genannten

kommerziellen Losungen incl. Phenolrot zugegeben.
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[mg/l]
265
400
200

6800
140

[mg/l]
126
42
52
52
73
60
100
48
100
100
46
50
12
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[my/l]
MEM- nichtessentielle Aminoséaure 10
MEM-Vitaminl6sung 10
Phenolrot 10

Alles wurde mittels Pumpe und Filter (SFCA-Membran) sterilfiltriert und bel 4°C bis zu 6
Monaten gelagert.

BF-Medium

Dem Grundmedium wurden folgende Substanzen zugegeben:

[mI/]
NaHCO3 (75,0 mg/ml in Aqua dest.) 30
L-Glutamin (29,2 mg/ml in Aqua dest.) 10
L-Cystein (3,03 mg/ml in Aqua dest.) 10
2 -Desoxythymidin (0,39 mg/ml in Aqua dest.) 10
Hypoxanthin (1,36 mg/ml in 0,2 M NaOH) 10
BCS (0,56 mg/ml in Aqua dest.) 1
BSA/Myristinsaure * 20
Penicillin/Streptomycin 5
Glucose x H,O 5940
FCS (30 min bel 56°C inaktiviert) 150

* Fir diese Losung wurde 1 g entfettetes BSA in 20 ml Aqua dest. geldst. Unter Riihren wurde nach

und nach die Myristinsaureldésung (24 mg in 100 pl Ethanol) zupipettiert. Zur Aufbewahrung wurden 20

ml Aliquots bei -20°C eingefroren (Cross and Manning, 1973; Ferguson and Cross, 1984).

Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls mit NaOH auf 7,4 nachtitriert. Nach dem
Sterilfiltrieren war das BF-Medium 4 Wochen bei 4°C haltbar.

PC-Medium

Zur Kultivierung der prozyklischen Fliegenformen wurden dem Grundmedium folgende

Substanzen zugegeben:
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L-Prolin (60,0 mg/ml in Aqua dest.)
L-Glutamin (29,2 mg/ml in Aqua dest.)
Pyruvat (22,0 mg/ml in Aqua dest.)
Hemin (8,3 mg/ml in 0,1 M NaOH)
Penicillin/Streptomycin

FCS (30 min bei 56°C inaktiviert)

[mi/]
10
10
10

3
5
100

Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls mit NaOH auf 7,4 eingestellt. Nach dem
Sterilfiltrieren war das PC-Medium 4 Wochen bei 4°C haltbar.

Transformations-Medium

Das Transformations-Medium dient dazu, Blutformen von T. brucel in vitro in prozyklische
Fliegenformen zu Uberfihren (Hamm et al., 1990; Overath et al., 1986). Dem Grundmedium

wurde dafir hinzugefigt:

Glucose x H,O
Cis-Aconitat
Nag-Citrat x 2 H,O

L-Prolin (60,0 mg/ml in Aqua dest.)
L-Glutamin (29,2 mg/ml in Aqua dest.)
Pyruvat (22,0 mg/ml in Aqua dest.)
Hemin (8,3 mg/ml in 0,1 M NaOH)
Penicillin/Streptomycin

FCS (30 min bei 56°C inaktiviert)

HMI -9 Medium mit Methylcellulose

[mg/l]
5940
552

4020

[mi/l]
10
10
10

3
5
100

Fur die Kultivierung von pleomorphen Trypanosomen des Stammes AnTatl.l ohne
Fibroblasten as ,,Feeder Cell Layer” nach Hirumi et al. (1989), Modifizierung nach Engstler,

M. (MUnchen).
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Fur 2xHMI-9 wurden 35,4 g Iscove's modified Dulbecco’s medium und 4,5 g NaHCO3 in 11
Aqua dest. gel6st, folgende Substanzen zugegebenund der pH-Wert auf 7,3 eingestellt:

[mi/N]
L-Thymidin (0,39 mg/ml in Aqua dest.) 27,4
L-Cystein (18,2 mg/ml in Aqua dest.) 27,4
BCS (0,56 mg/ml in Aqua dest.) 27,4
Hypoxanthin (13,6 mg/ml in 0,2 M NaOH) 27,4
Mercaptoethanol (1,56 mg/ml in Aqua dest.) 27,4
Penicillin/Streptomycin 27,4
FCS (30 min bei 56°C inaktiviert) 410,0

Zu 640 ml des 2xHMI-9 wurden 366 ml Methylcellulose-Losung* hinzugeflgt und alles steril
bei 4°C geriihrt bis keine Klumpen mehr vorhanden waren. Das Medium war so 2 Wochen
haltbar.

* Dafur wurden 11 g Methylcellulose Uber 2 h bei 4°C unter Rihren in 366 ml Aqua dest.
gel6st und anschlieflend autoklaviert.

2.3.2 Allgemeine Puffer und L 6sungen

Separation buffer, pH 8,0

NaHPO; x 12 H,0O 20,41 g/l (57 mM)
KH2PO, 0,41 g/l ( 3mM)
NaCl 2,57 gl (44 mM)
Glucose x HO 10,91 ¢!l (55 mM)

Phosphate buffered saline (PBS), pH 7,4

NaHPO, X 12 H,0 2,76 ¢l (7,7 mM)
KCl 0,65 g/l (8,7 mM)
K HoPOy 0,329 (2,3 mM)
NaCl 7,014l (120 mM)
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Trisbuffered saline (TBS), pH 7,4

Tris-HCI 304 ( 25 mM)
KCl 024l (2,7 mM)
NaCl 8,0 gl (137 mM)

Trypanosome dilution buffer (TDB; Cross, 1975), pH 7,7

NaHPO, x 12 H,0 6,45 g/l ( 18 mM)
NaH,PO4 x H,0O 0,28 g/l ( 2mMm)
KCI 0,37 ¢l ( 5mMm)
NaCl 4,67 ¢/l ( 80 mM)
MgSO; x 7 H,O 0,25 gl ( 1mMm)
Glucose x HO 3,96 g/l ( 20 mM)

Citrat-Glucose-Antikoagulans (CGA), pH 7,7
Nag-Citrat x 2 HO 29,91 ¢/l (102 mMm)
Glucose x H,O 7,21 7,939l ( 40 mM)

Einfriermedium fir Trypanosomen-Stabilate
TDB 77,00 ml

Glycerin, 87%ig 23,00 ml ( 20 %)

Proteaseinhibitor-Mix, 1000fach

Leupeptin 427 mg/ml (1 mM)
Pepstatin A 6,86 mg/ml (1 mM)
Chymostatin (Mix aus A, B und C) 6,03mg/ml (1 mM)

Alle drei Proteaseinhibitoren wurden in DM SO gel6st, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.3.3 Zytotoxizitats-Test

Lysepuffer, pH 5,5

NaAcetat 82,03 ¢/l (1M)
TritonX-100 10,0 ml/I ( 1%)
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Nitrophenylphosphat-Ldsung (frisch hergestellt)
Nitrophenylphosphat 20 mg/ml in Lysepuffer

2.3.4FACS-Analyse

TMRE-Stammlésung
TMRE (Mr = 515) 25 uM in DMSO

Valinomycin-Stamml6sung

Vainomycin (Mr = 1111) 10 uM in Aqua dest.
PJ/PBS (Nekrose)
Propidiumjodid (Mr = 668,4) 0,5 mg/ml in PBS

PJ/PBS (DNA-Gehalt)
Propidiumjodid (Mr = 668,4) 20 pg/ml in PBS

Digitonin-Stamml6sung
Digitonin (Mr = 1229,31) 6,4 mM in Aqua dest.

Lysepuffer (10 mM Pi-Puffer), pH 7,4

KH2POq4 0,319l ( 23 mM)
NaHPO, x 12 H,O 2,76 ¢/l ( 7,7 mM)
RNase (10 mg/ml in Aqua dest.) 10 mi/l

2.3.5 Immunfluor eszenz

Alle Lésungen wurden stets frisch hergestellt.

Fixierlésung
Paraformal dehyd 08¢ (4%)
PBS 19,2 ml

Das L6sen efolgte unter stéandiger Kontrolle in der Mikrowelle. Nach Abkthlen der Lésung
wurde 0,1% Glutaraldehyd zugegeben.
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1% BSA
BS-Albumin

Natriumphosphat-Glycin, pH 7,2
NE:QHPO4 X 12 Hzo
Glycin

0,2% Triton
TritonX-100

Bishenzimid
Bisbenzimid

2.3.6 Giemsa-Farbung

Weise-Puffer
NaHPO, x 12 H,O
KH2PO4

Farbelsung (frisch herstellen)

Giemsa- Stamml 6sung

2.3.7 Elektronenmikroskopie

Cacodylatpuffer 2fach, (pH 7,4)
NaCacodylat x 3 H,O

Saccharose

Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer
Glutaraldehyd

Osmiumtetroxid-Ldsung, 3%
Osmiumtetroxid
Aqua bidest.

50

10 mg/ml in PBS

35,81 g/l
7514l (100 mM)

2 mg/ml in PBS

1 mg/ml in Aqua dest.

23,899/l (67 mM)

0,90 g/l (6,6 mM)

0,1 ml/ml Weise-Puffer

42,8 gl (200 mM)

80,0 g/l (234 mM)

2% in 1x Cacodylatpuffer

0,259
8,18 ml
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Osmiumtetroxid in Cacodylatpuffer
3%ige OsO4-L6sung 1:1 in 2x Cacodylatpuffer

Uranylacetat, 5%

Uranylacetat 50mg/ml in Aqua bidest.
Diese Losung wurde mindestens 1 d vor Gebrauch angesetzt, 1 min zentrifugiert und
anschlief3end sterilfiltriert.

Einbettungsharz. Zusammensetzung fur eine Einbettung

Agar 100 Resin 2,009
DDSA 1009
MNA 1,089
BDMA 0,049

Bleicitrat-Losung
Bleicitrat 1 mg/ml in Aqua dest.
Mit 20-50 pl einer 10 M NaOH-L6sung alkalisieren und nach dem Losen des Bleicitrats

sterilfiltrieren.

2.3.8 Glucose- und Pyruvat-Bestimmung

BF-Medium mit 4 mM Glucose

Um im messbaren Bereich zu bleiben, wurde BF-Medium mit 4 mM Glucose ( 793 mg/l
Glucose x H20) hergestellt und analog zu 2.3.1 sterilfiltriert.

2.3.8.1 Glucose-Bestimmung:

TrisHCI-Puffer, pH 7,8

TrisHCI 12,1 g/l (100 mMm)
MgCh x 6 H,O 0,819/l ( 4 mM)
NADP 0,79 g/l ( 1mm)
ATP 1,03 g/l (1,7 mM)
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Reaktionsmix fur 40ml (ausreichend fur 96-Well-Plate)
Hexokinase/Glucose-6-P-DH-Mix 229 ul
TrissHCI-Puffer ad 40 ml

2.3.8.2 Pyruvat-Bestimmung:

KP-Puffer, pH 7,0
K2HPO, x 3 H,O 22,82 g/l (100 mM)
NaH,PO4 x H,O 13,80 g/l (100 mm)
Beide Salze wurden getrennt voneinander in Aqua dest. geldst und die entstandenen 100 mM

L dsungen gegenelnander titriert, so dass sich ein pH-Wert von 7,0 einstellte.

Reaktionsmix fur 40 ml (ausreichend fur 96-Well-Plate)

NADH (Dinatriumsalz) 568mg (20 mM)
LDH 2,0
KP-Puffer ad 40 ml

2.3.9 Aktivitatsmessung der SDH

KP-Puffer (100 mM)
K2HPO, x 3 H,O 22,829/l ( 100 mM)
KH2POq4 13,60 g/l (100 mM)
Beide Salze wurden getrennt voneinander in Aqua dest. geldst und die entstandenen 100 mM

L 6sungen gegeneinander titriert, so dass sich ein pH-Wert von 7,0 einstellte.

Lysepuffer
KP-Puffer (100 mM) mit:
Proteaseinhibitor-Mix (1000fach) 0,1%
TritonX-100 1%

Natriumazid (20 mM)
Natriumazid 1,30 mg/ml in Aqua dest.

52



Material & Methoden

Succinat (100 mM)
Dinatrium-Succinat x 6 H0 27,01 mg/ml in Aqua dest.

DCPIP (30 mM)

2,6-Dichlorphenolindophenol 8,70 mg/ml in Aqua dest.
Fur die Messung wurde diese L 6sung nochmals 1:100 verdiinnt, so dass eine 300 uM Ldsung
entstand.

2.3.10 Messung der Hemmbarkeit des Sauer stoffver brauchs mittels O,-Elektrode

Elektrodenpuffer, pH 7,4

NaH,PO4 x H,O 0,519/ ( 3,7 mM)
NaHPO, x 12 H,0O 5849l (16,3 mM)
KCI 0,37 g/l ( 5,0 mMm)
NaCl 4,68 g/l (80,1 mM)
MgCh x 6 H,O 0,414/ ( 2,0 mM)
Glucose x H,O 0,99 g/l ( 5,0 mM)
BSA 1,5%

Der Puffer wurde vor den Messungen frisch angesetzt.

KCI-Losung, 3M
KCI 223,70 mg/ml in Aqua dest.

SHAM-L0Osung, 50 mM
Salicylhydroxamséure 7,66 mg/ml in Ethanol

KCN-L6sung, 5 mM
KCN 0,33 mg/ml in Aqua dest.

2.3.11 Bestimmung der Proteinbiosyntheserate

BSA-Lo6sung
BS-Albumin 10 mg/ml in Aqua bidest.
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[*°S]-Methionin-Stammlésung
[*®S]-Methionin (Hartmann) 1:10 verdiinnt in Aqua dest.

5%ige TCA/Methionin
L-Methionin 298,4 mg/l (2mM)

Trichloressigsaure 5% in Aquadest.
Sonstige Substanzen:
1%ige Essigsaure
Aceton
Ultima Gold

2.3.12 SDS-PAGE

Sammelgd (fur 2 Gele 10% SDS):

1M TrissHCI (pH 6,8) 0,75 ml
Agua dest. 4,20 mi
Acrylamid 1,00 ml
10% SDS 60
10% APS (frisch herstellen!) 30 ul
TEMED 6

Trenngel (fur 2 Gele, 10% SDYS):

1M Tris-HCI (pH 8,8) 4,30 ml
Aqua dest. 3,30 ml
Acrylamid 3,80 ml
10% SDS 114
10% APS (frisch herstellen!) 39ul
TEMED 12

Running-Buffer, pH 8,3

Tris 3,04 g/l ( 25 mM)
Glycin 14,42 g/l (192 mM)
SDS 1,00 g/l ( 0,1%)
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Coomassie-Férbung:

Farbel6sung
Coomassie Brilliant Blau G250* 14/l
Ethanol 400 ml/I
Aqua dest. 500 ml/l
Eisessig 100 mi/I

* Coomassie Blau wurde zuerst in Ethanol gelost und dann erst mit den anderen
Ldsungsmitteln gemischt.

Entfarbel6sung
Ethanol 400 mi/l
Aqua dest. 500 mi/I
Eisessig 100 ml/I

2.3.13 Western Blot

Transferpuffer, pH 9,2

Tris 5829/l (48 mM)
Glycin 2939/ (39 mM)
10% SDS 3,75 ml/|
Methanol 200,00 mi/l
2xPBS, pH 7,4
NaHPO, x 12 H,O 7,26 g/l ( 20,3 mM)
KCI 0,40 g/l ( 54 mM)
KH2POq4 0,48y ( 35mMm)
NaCl 16,00 g/l (274,0 mM)

Blocking-L6sung
Milchpulver 10% in 2fach PBS

Waschpuffer, pH 7,4
TrissHCI 1,219/l ( 10 mM)
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NaCl 8,77 g/l
Tween 20 1,00 ml/I

AP-Puffer, pH 8,9

TrissHCI 2,42 g/l

NaCl 8,77 dll

MgCh x 6 H0 2,034/l
Nachweisl6sung

BCIP, Toluidin-Salz (28,16 mg/ml in DMF) 500 pl

NBT (32,7 mg/ml in 70% DMF) 1000 pl

AP-Puffer ad 100 ml

DHLADH-Antikérper in TBS:1: 250
Anti-Rabbit-AK, AP-gekoppelt, in TBS:1: 20 000

2.3.14 Northern Blot

10x FA Gé -Puffer, pH 7,0

MOPS 41,86 g/l
NaAcetat 4,10 g/l
EDTA 3,72 ¢/l

Der pH-Wert wurde mit NaOH eingestellt.

1x FA Laufpuffer

10x FA Gel buffer 100,00 mi/I
37%ig Formaldehyd 20,00 ml/I
5x Ladepuffer
Bromphenolblau-L 6sung (geséttigt) 16ul
EDTA (500 mM, pH 8,0) 80 ul
37%ig Formaldehyd 720 pl
100%ig Glycerol 2000 pl
Formamid 3084 pl
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10x FA Gel buffer 4000 pl
Ampuwa ad 10 ml
Der Ladepuffer wurde bei 4°C gelagert und war 3 Monate haltbar.

20x SSC, pH 7,0
NaCl 175,3 g/l (3,0M)
Na-Citrat x 3 HO 88,2 gl (0,3 M)

500 mM NaPi, pH 7,2
NaHPO4 x 12 H,O (500 mMm)

Der pH-Wert wurde mit HsPO,4 eingestellt.

Hybridmix NaPi

SDS 70,09/  (7%)

EDTA (pH 7,5; 93,05 mg/ml = 0,5 M) 4,0mi/l

NaPi (500mM) ad 1000 ml
Pi-Wash

SDS 10,09/ (1%)

NaPi (500mM) 80,0 mi/l

Ampuwa ad 1000 mi

Stripping buffer
SDS 10,09 (1%)
Ampuwa ad 1000 mi

2.3.15 Microarray

RT-Mix
5x first stranded buffer 17 ul
0,1M DDT 7l
10 MM dAGT-Mix 6 Wl
1 mM dCTP Al
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Rnase OUT
SuperScript |1 RT

Spullésung
SDS

20xSSC, pH 7,0
NaCl
Na-Citrat x 3 H,O

Prahybridisierungs-Ldsung
BSA
20xSSC
dH,O
10% SDS

10 mM EDTA
EDTA

Waschpuffer A
SDS
20xSSC
dH,O

Waschpuffer B
20xSSC
dH2O

Waschpuffer C
20xSSC
dH,O
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19/l indH0O (1%)

175,3 g/l
88,2 g/l

10 g/l
250 mi/I
745 mi/l

5mi/l

(3,0M)
(0,3 M)

1,86 mg/ml in dH,O

29/l
100 mi/|
ad 1000 ml

100 ml/I
ad 1000 ml

10 ml/I
ad 1000 ml

(0,2%)
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2.4 Methoden
2.4.1 Sterilelsolierungvon T. brucel aus dem Blut und Herstellung von Stabilaten

Zur Anzucht von Blutformen des Stammes BF221 in Blut wurde eine Ratte mittels BEher
betaubt und mit 5 x 10’ Zellen aus einem Rattenstabilat intraperitoneal infiziert. Nach
normalerweise 3 d erreichte die Parasitdmie eine Konzentration von ca. 1 x 10° Zellen/ml
Blut. Um die Ratte zu préparieren, wurde sie mittels CO, eingeschl&fert, der Thorax mit einer
Schere getffnet und mit ca 2 ml CGA (2.3.2) gespult. Nun wurde die Vena cava inferior
durchtrennt und das Blut mit einer Pasteurpipette in ein steriles Falcon Tube Uberfihrt. Um
noch restliches Blut zu bekommen, wurde das Gefél3system durch Punktion des linken
Ventrikels zusétzlich noch mit 5 ml CGA gesplilt. Das so erhaltene Blut wurde nachfolgend
bei 3000 Upm bel 4°C fur 10-15 min (Sigma 302-K) zentrifugiert, so dass Blutplasma und
zellulére Bestandteile sichtbar voneinander getrennt und der die Parasiten enthaltende buffy
coat zwischen den Phasen erkennbar wurde. Dieser wurde zur Herstellung von
Kulturstabilaten vorsichtig mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen und in 4 ml CGA
resuspendiert. Nach Zugabe von 6 ml BF-Medium (2.3.1) und 2 ml Canusal (entsprechen
200 U Heparin-Na) wurde die Zellsupsension ausgezahlt, auf eine Zelldichte von 2 x 10°
Zdllen/ml eingestellt und 1:1 mit Einfriermedium gemischt. Unter stdndiger Kihlung im
Eisbad wurden nun 1 mil-Aliquots in Cryo-Réhrchen pipettiert. Diese wurden zum
schonenden Einfrieren fir 1 h bel -20°C und Uber Nacht bei -70°C gelagert. Am néchsten Tag
erfolgte der Transfer in flissigen Stickstoff zur Lagerung der Stabilate bis zum Gebrauch.

Zur Herstellung von Rattenstabilaten, die der Infektion neuer Tiere dienten, wurde das Blut
nicht abzentrifugiert, sondern gleich mit CGA auf eine Zelldichte von ca. 5 x 10° Zellen/ml
eingestellt, 1:1 mit Einfriermedium (2.3.2) verdinnt und dann analog zu den Kulturstabilaten

eingefroren

2.4.2 Axenische Kultivierung von Blutfor men von Trypanosomen brucei, Stamm 221, aus
Stabilaten

Die axenische Kultivierung erfolgte aus Stabilaten. Diese wurden sofort nach der Entnahme
aus dem Stickstoff- Behdlter unter flieffendem warmem Wasser aufgetaut. Die Zellsuspension
wurde in ein Falcon-Tube mit 9 ml kaltem BlutformKulturmedium (2.3.1) Uberfthrt, und bei
4°C und 3000 Upm 5 min (Sigma 302-K) zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 1 ml
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verworfen, die Zelen resuspendiert und in ener Verdinnung von 1:100 mittels
Hamozytometer ausgezahlt. Die Vorkultur wurde auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml
in einer Kulturflasche mit vorgewarmtem Blutform-Kulturmedium angesetzt und bei 37°C
und 5% CO, kultiviert. Nach ca. 22 h bei einer Zelldichte von 8 x 10° bis 1,2 x 10°, wurde
die Vorkultur verdiinnt und die Hauptkultur fiir die jeweiligen Experimente mit 2,5 x 10°
Zdlen/'ml gestartet. Die Kontrolle erfolgte immer unter Zugabe des Volumens an
L 6sungsmittel, in dem die jeweiligen Substanzen gelést worden waren. Nach ca. 36 h bei
einer Zelldichte von ca. 3 x 10° Zellen/ml erreichte die Hauptkultur die stationdre Phase, um

dann in die Absterbephase Uberzugehen.

2.4.3 Axenische Kultivierung von Prozyklischen Formen von Trypanosomen brucel,
Stamm 221, aus Stabilaten

Das Auftauen und Waschen erfolgte analog zur Handhabung der Blutformen, nur unter
Verwendung von Prozyklischen-Medium (2.3.1). Die Kultur wurde auf eine Zelldichte von 5
x 10° Zellen/ml angesetzt und bei 27°C kultiviert. Die Kultur wurde einmal in der Woche
erneut auf 2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und die Parasiten so al's Dauerkultur oder Hauptkultur

weiterkultiviert.
2.4.4 Axenische Kultivierung von BF 221 direkt nach steriler 1solierung aus dem Blut

Um grofe Mengen an Zellen zu erhalten, wurde eine Ratte mit 5 x 107 Zellen infiziert, das
Blut nach drei Tagen analog zur Stabilat-Herstellung steril entnommen und mit 1 ml CGA
verdunnt. Das Vollblut wurde 10 min bei 4°C und 3000 Upm (Sigma 302-K) zentrifugiert,
das Plasma steril abgenommen und der buffy coat auf die DEAE-Sephacel-Saule gegeben.
Zur Herstellung und Vorbereitung der Sdule, wurde eine 5 ml — Spritze mit einem
zugeschnittenen Filterpapier (MN 615) und einer 1 cm Schicht aus Glaswolle versehen, in
Alufolie gepackt und in einem Schnellkochtopf von CS Solingen 30 min autoklaviert. Dies
erfolgte auch mit dem Saulenmaterial und allen zur Isolierung bendtigten Gefél3en. Scheren
und Pinzetten wurden vor dem Gebrauch in Ethanol aufbewahrt und abgeflammt. Ungeféhr 3
ml Sepharose wurde in die Séule gegeben und nehrmals mit steril filtriertem separation
buffer (2.3.2) gespult. Nach dem Aufgeben des buffy coats wurden die Parasiten mit 20 ml
separation buffer euiert und wiederum 5 min bei 4°C und 3000 Upm (Sigma 302-K)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in 5 ml Blutform-Medium
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resuspendiert. Das Auszahlen und Ansetzen der Kultur erfolgte analog zu 2.4.2.

245 Axenische Kultivierung von Bluformen des pleomorphen Stammes von

Trypanosoma brucei, AnTatl.1

Mause wurden mit je 1 x 10° Zellen in 100 pl sterilen CGA i.p. infiziert. Die Parasitamie
wurde durch tégliche Entnahme von Blut aus der Schwanzvene Uberwacht. Das Blut wurde
mit CGA i.d.R. 1:50 verdinnt und die Parasiten ausgezahlt. Zusétzlich wurden Blutausstriche
angefertigt und einer Giemsa-Farbung unterzogen, um morphologisch den Anteil an slender —
und stumpy — Formen zu bestimmen. Bel 80% slender Population wurde die Maus prépariert
und die Trypanosomen Uber eine sterile Sephacel-Saule analog zu 2.4.4 isoliert. Die Kulturen
wurden in einer 6-Well-Plate auf eine Zelldichte von 4 x 10° Zdleyml in 2 ml HMI-9
Medium mit Methylcellulose (2.3.1) angesetzt. Die Inkubation erfolgte auch hier bei 37°C
und 5% CO;.

2.4.6 Transformation der Blutform in die Prozyklische Form von Trypanosoma brucel

Trypanosomen vom Stamm BF221 wurden axenisch in Blutform-Kulturmedium bei 37°C/
5% CO; kultiviert. Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden die Kulturen mit Hilfe
eines Hamozytometers ausgezahlt, 1 x 107 Zellen entnommen, mit Transformations-Medium
gewaschen und bel 4°C und 3000 Upm (Sigma 302-K) for 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde steril abgenommen, und die Zellen in 10 ml Transformations-Medium
aufgenommen, so dass sich ene Zdldichte von 1 x 10° Zelen/ml einstellte.
Transformationsmedium enthdt cis-Aconitat und Citrat (2.3.1), die eine Umwandlung von
Blutformen zu Prozyklischen erleichtern Brun et al., 1981; Overath et al., 1986; Hamm et
al., 1990). Nach 48 h bei 27°C wurden diese Kulturen wiederum ausgezahlt, 2,5 x 10° Zellen
entnommen, diese mit Prozylischen-Medium gewaschen, zentrifugiert, der Uberstand steril
abgenommen, und die Zellen in jeweils 10 ml Prozyklischen-Medium aufgenommen. Die
Inkubation erfolgte bei 27°C. Durch tagliches Auszdhlen wurde das Wachstum der Parasiten

Uberwacht.
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2.4.7 Zytotoxizitats-Assay (Bestimmung der 1Csp)

Dieser Assay wurde nach Bodley et al.1995 durchgefiihrt. Hierfr wurden die Zellen in einer
96-Well-Plate in Blutform oder Prozyklischen Kulturmedium ohne Phenolrot kultiviert, da
dieser Farbstoff die spétere Absorptionsmessung bei 405 nm stéren wirde. Zu je 199 pl
Zdllsuspension wurde 1 pl der gelosten Substanz in unterschiedlichen Konzentrationen
hinzugefugt. Dabel wurden die Konzentrationen - wenn moglich - so gewahlt, dass bel der
niedrigsten fast alle Zellen Uberlebten, die hdchste jedoch alle abtétete. Als Kontrollen
dienten die Absorptionen des Mediums ohne Zellen, der Zellsuspension ohne Zusatz und der
Zellsuspension unter Zusatz des Losungsmittels der jeweiligen Substanz. Nach 24 h
Inkubation unter den jeweiligen Kultivierungsbedingungen erfolgte die Zugabe von 20 pl p
Nitrophenylphosphat, gel6st in 1 M Natriumacetat und 1% Triton (pH 5,5) (2.3.3), pro well.
Die Zdlen wurden dadurch lysiert und die saure Phosphatase freigesetzt, die nun p-
Nitrophenylphosphat in p-Nitrophenol umwandelte. Nach einer Inkubationszeit von 6 h
wurde die Absorption des p-Nitrophenols, die direkt proportional zur Zelldichte ist, mittels
ELISA-Readers (MRX 11 von Dynex Technologies) bei 405 nm bestimmt.

248 FACS- Analyse
2.4.8.1 Bestimmung des relativen mitochondrialen Membranpotentials

Um Veradnderungen des mitochondrialen Membranpotentials (y m) zu bestimmen, wurden die
Zellen kultiviert, ausgezahlt, pro Probe 1 ml entnommen und die Zelldichte auf 1 x 10°
Zellen/ml eingestellt. Als Positiv-Kontrolle dienten Zellen, die zur Zerstérung des y m, kurz
zuvor mit 100 nM Vainomycin behandelt wurden. Es erfolgte die Zugabe von je 0,5 pl
TMRE — Stammldsung (25 pM in DMSO) (2.3.4). Dieser Farbstoff wird abhéngig vom
Protonengradienten in das Mitochondrium der lebenden Zelle aufgenommen. Nach
vorsichtigem Invertieren wurden die Proben 30 min bei 37°C im Dunkeln inkubiert und
anschlief?end in FACS-Rohrchen Uberfuhrt. Die Messung der Fluoreszenz |ebender Zellen
erfolgte mittels eines Durchflusszytometers (FACSCaIiburO) im roten Kanal. Die erhaltenen
Daten wurden mittels der CellQuest-Software ausgewertet.
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2.4.8.2 Bestimmung nekrotischer Zellen

Kulturen wurden ausgezéhlt und je 500 pl entnommen. Jeder Probe wurde 0,5 pl
Propidiumjodid-Stammlésung (0,5 mg/ml) (2.3.4) zugegeben, vorsichtig invertiert und
ebenfalls im roten Kanal eines FACSCalibur gemessen. Diesmal dienten Zellen nach Zugabe
von Digitonin (12,8 uM) as Postivkontrolle. Die Auswertung erfolgte ebenfalls mit der
CdlQuest- Software.

2.4.8.3 Bestimmung des DNA-Gehaltes der Zellkerne

Nach dem Auszdhlen der Kulturen wurde je 1 ml entnommen und einmal mit kaltem PBS
gewaschen. Das Zelpellet wurde in 100 pl Lysepuffer (2.3.4) und 1 pl Digitonin
Stammlésung (6,4 mM) aufgenommen und zur Lyse 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von 100 pl PJ in PBS (siele 2.3.4) wurde vorsichtig invertiert und die Proben in FACS
Rohrchen Uberfuhrt. Die Messung erfolgte auch hier im roten Kanal und die Auswertung mit
der CdlQuest- Software.

2.4.9 |mmunofluor eszenz

Pro Probe wurden 1 x 10° Zellen entnommen und abzentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes, wurde das Zellpellet in 200ul PBS und 300 pl Fixierungslosung (2.3.5)
aufgenommen, durch vorsichtiges Invertieren gemischt und tGber Nacht bei 4°C im Dunkeln
fixiert.

Die fixierten Zellen wurden mit einer Mikrozentrifuge MC-13 20 sec bel 13 000 Upm
abzentrifugiert und anschlief?end mit 1 ml kaltem PBS gewaschen. Das Pellet wurde zuerst in
500 ul Natriumphosphat-Glycin-Puffer aufgenommen und 15 min inkubiert. Zur
Permeabilisierung erfolgte eine Inkubation fur weitere 5 min nach Zugabe von 500 pl
0,2%igem Triton. Fir den primaren Antikdrper wurden die Zellen einmal mit 500 pl
PBSBSA gewaschen und in 100 pl Erstantikorperldsung resuspendiert. Die Inkubation
erfolgte 1 h bei 4°C. Anschlief3end wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen,
das Pdlet nun in 100 pl der entsprechenden Zweitantikorperlésung resuspendiert und
wiederum 1 h bei 4°C inkubiert. Um Kern und Kinetoplast gegenzufarben, wurde 1 pl einer
frischen Bisbenzimid-Stammlosung (1mg/ml) zugegeben und fir weitere 5 min inkubiert.
Zum Schluss wurden die Zellen einma mit eiskaltem PBS und mehrfach mit Aqua dest.
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gewaschen, das Pellet in 10 4 aufgenommen und auf einen immunoslide (Objekttrager)
aufgegeben Die Proben wurden getrocknet und unter dem Mikroskop (Olympus BH2 RFCA)
betrachtet. Fotos wurden mit der Kamera Olympus U-PMTVC gemacht und die Bilder unter
Verwendung von Adobe Photoshop 7.0 bearbeitet.

2.4.10 Giemsa-Farbung

Fir eine Ubersichtsfarbung der Parasiten wurde entweder ein Tropfen der Kultursuspension
oder Blut aus der Schwanzvene des infizierten Tieres auf einen mit Isopropanol gereinigten
Objekttrager ausgestrichen und trocknen gelassen. Die Zellen wurden zweima mit Methanol
fixiert und der Objekttrager dann mit abgekochtem Aqua dest. abgespilt. Die Féarbung
erfolgte mit einer 1:10 verdinnten Giemsa-Losung in Weisepuffer (2.3.6). Nach 20 min
wurde die Farblésung wiederum mit abgekochtem Aqua dest. abgespllt und die Probe
getrocknet.

2.4.11 Elektronenmikroskopie
2.4.11.1 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Fir die TEM wurden mindestens 1 x 10° Zellen nach der entsprechenden Behandlung und
Inkubationszeit abzentrifugiert (4°C und 3000 Upm 5min (Sigma 302-K)) und zweimal mit
TDB (2.3.2) gewaschen Nach der Fixierung mit 2% Glutaraldehyd fir 1 h bei 4°C, wurden
die Zellen vierma mit Cacodylatpuffer gewaschen und nochmals 1 h bei 4°C in 1,5%
Osmiumtetroxid fixiert (2.3.7). Anschlieffend wurden die Zellen wiederum einma mit
Cacodylatpuffer und dreima mit Aqua bidest. gewaschen, um sie dann 1 h bel
Raumtemperatur mit 0,5% Uranylacetat zu kontrastieren. Zur Entwasserung wurde einmal mit
Agqua bidest. und nachfolgend jeweils 5 min mit 50%, 70%, 95%, dreimal mit 100% Ethanol
und dreimal mit Propylenoxid gewaschen. Fur die Einbettung der Zellen wurden diese in 50%
Eponharz (in Propylenoxid) aufgenommen. Nach 1 h bel Raumtemperatur wurde die Probe
mittels reinem Bponharz in Beemo-Cups Uberfuhrt und nochmals 1 h stehen gelassen. Zur
endgiltigen Aushartung wurde das Eponharz im Uberstand gewechselt, und die Probe 12 h
bei 45°C und 24 h bei 60°C polymerisiert.

Nach der Erhartung des Harzes wurden die BeerrP-Cups entfernt und die Spitze der

Einbettung mit dem LKB 11800 Pyramitoneo Zu einem Trapez mit einer Basislange von ca.
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0,5 mm getrimmt. Ultradinnschnitte wurden mit dem Ultramikrotom OM U3 (Reichert)
erhaten und auf Kupfergrids (200 Square mesh) gefischt.

Um die Schnitte anzuférben, wurde ein Tropfen einer Uranylactetatlosung auf Parafilm
gegeben, die Grids mit der Oberseite nach unten auf die Flussigkeit gelegt und so fir 1 h bel
Raumtemperatur inkubiert. Zur Kontrastierung wurden die gefarbten Grids mit Aqua bidest.
gewaschen, fur 45 s in eine Bleicitrat-Losung gedippt und dann mit einem scharfen Strahl
sterilfiltriertem Aqua bidest. abgesplilt.

Die Mikroskopie erfolgte an einem Zeiss EM 109 Transmissions-Elektronenmikroskop mit
TFP-Grof3ildkamera. Fur die Aufnahmen wurden die Schwarzwei3-Negativfilme IMAGO®-
EM23 (8,3 x 10,2 cm) der Firma Ahlemeyer verwendet, die 3-5 min mit einer 1.8 -
Verdinnung des RHC® Document Type Developers entwickelt und 7-10 min mit einer 1.8 -

Verdunnung des RXA° Rapid Fixing Baths fixiert wurden
2.4.11.2 Raster-Elektronenmikroskopie (REM)

Fir die REM waren 2-3 x 107 Zellen ausreichend. Diese wurden analog zu den TEM -Proben
fixiert und kontrastiert. Die Entwasserung erfolgte bis zum 70%igen Ethanol. Nachdem die
Proben auf mit Polylysin beschichtete Tréager gespottet wurden, folgte eine jeweils 8-stiindige
Inkubation in 96%igem und 100%igem Ethanol. Dann wurden sie in flissigem CO, ener
Kritischen-Punkt-Trocknung unterzogen, bevor sie mit einer Palladium-Gold-Mischung
(Schichtdicke 20 nm) besputtert wurden. Dies wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Oliver
Betz (Abteilung fur Evolutionsbiologie der Invertebraten, Auf der Morgenstelle 28E) von
Herrn Karl-Heinz Hellmer durchgefiihrt, der auch die Rasteraufnahmen mit dem
Rasterel ektronenmikroskop Cambridge Stereo Scan 250 Mk2 durchfihrte.

2.4.12 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford durchgeftihrt (Bradford, 1976). Die Zellen
wurden abzentrifugiert, zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 10 mM Phosphatpuffer
(Lysepuffer aus 2.3.4, ohne RNase) mit Proteaseinhibitoren lysiert. Jeweils 800 pl Probe oder
Standard wurden mit 200 pl Farbstoff-Konzentrat (Bio-Rad) fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. FUr den BSA-Standard dienten die Konzentrationen 2, 4, 6, 8 und 10 pug/ml. Die
Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung bei 595 nm (Spectrophotometer Ultrospec
3000 (Pharmacia)).
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2.4.13 Metabolitentests

Um den Glucoseverbrauch zu bestimmen, wurden die Blutformen mit den entsprechenden
Substanzen bel 37°C und 5% CO, inkubiert, anschliefiend ausgezahlt, mit Blutformmedium
(4 mM Glucose, 2.3.8) gewaschen und mit demselben auf eine Zelldichte von 5 x 10°
Zdlen/ml in 6-Well-Plates angesetzt. Zu den Zeitpunkten O, 15 min, 30 min, 1 h 3hund 5 h
wurden je 500 upl entnommen und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 3,5%
Perchlorsaure deproteiniert und diente zur Metabolitenbestimmung. Das Zellpellet wurde fir
die Proteinbestimmung nach Bradford eingesetzt @.4.15). Zu jedem Zeitpunkt wurde die
Zellzahl durch Auszéhlen mit dem Hamozytometer kontrolliert. So konnten der Glucose-
Verbrauch und die Pyruvat-Produktion sowohl mit der Zellzahl als auch mit der Proteinmenge

korreliert werden.

2.4.13.1 Glucose-Bestimmung

Fur die Glucose-Bestimmung wurden fir jeden Messzeitpunkt 10 pl der jeweiligen Proben in
eine 96-Well-Plate pipettiert. Sowohl die Proben ds auch die Standardreihe wurden als
Triplikat aufgetragen. FUr den Standard wurden 0 M, 250 uM, 500 pM, 1mM, 2 mM, 3 mM,
4 mM und 5 mM Glucose in deproteiniertem Medium, das nach Zugabe von 3,5%
Perchlorsdure mindestens 1 h im Kuohlschrank geféllt und anschlief3end abzentrifugiert
worden war, gelost. Um die Reaktion zu starten, wurden in jedes Well 350 pl Reaktionsmix
(2.3.8.1) hinzugegeben und die Platte 15 min im Dunkeln inkubiert. Die Messung erfolgte als
Endpunktsbestimmung bei 340 nm mit dem ELISA-Reader (MRX Il von Dynex
Technologies). Dabel war die Extinktionszunahme durch Bildung von NADPH proportional

zur Glucose-Konzentration.

2.4.13.2 Pyruvat-Bestimmung

Zur Pyruvat-Bestimmung in den Proben wurden auch hier jeweils 10 pl in eine 96-Well-Plate
as Triplikat pipettiert. Fir den Standard wurde Pyruvat in den Konzentrationen 0 M, 250 uM,
500 uM, 1 mM, 1,25 mM, 2,5mM, 3,75 mM und 5 mM in deproteiniertem Medium (2.4.13.1)
gelost. Nach Zugabe von je 350 pl Reaktionsmix (2.3.8.2) wurde die Platte 10 min im
Dunkeln inkubiert und analog zur Glucosebestimmung bel 340 nm vermessen. Hierbei wurde

die Abnahme von NADH bestimmt, die proportional zur Pyruvatkonzentration war.
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2.4.14 Aktivitats-Bestimmung der Succinat-Dehydrogenase

Die Aktivitdt der SDH wurde indirekt Uber eine nachgeschaltete Farbreaktion bestimmt
(modifiziert nach Robinson et al., 1991, Lutz, 2003). Dabei wurde Succinat und FAD Uber die
SDH zu Fumarat und FADH, umgesetzt. Letzteres geht normalerweise anschlief3end eine
Reaktion mit Ubichinon ein. Fir dieses Experiment wurde Ubichinon durch den blauen
Farbstoff DCPIP ersetzt, der nach der Reduktion durch FADH, in die farblose Form
umgewandelt wird.

Pro Probe und Messung wurden 3 x 10” Zellen benétigt. Diese wurden zweimal mit eiskaltem
PBS (2.3.2) gewaschen und in je 100 pl Lysepuffer (2.3.9) resuspendiert. Nach Zugabe von
400 pl KP-Puffer, 1 ml Aqua dest., 500 pl Nariumazid und 500 pl DCPIP und vorsichtigem
Mischen wurde die Reaktion in 3 ml-KUvetten mit 500 pl Succinat gestartet und die Abnahme
der Absorption be 600 nm Uber 10 min mit einem Spectrophotometer Ultrospec 3000
(Pharmacia) verfolgt. Als Kontrolle, um unspezifische Anderungen auszuschlieflen diente die
Messung einer Probe ohne Zusatz von Succinat. Jede Probe wurde als Triplikat gemessen.
Aus der Steigung des linearen Anfangsbereichs (?A/?t) und mit Hilfe des spezifischen
Absorptionskoeffizienten e sonm [DCPIP] = 21 mMYcm! konnte die Aktivitit der SDH
[UM/min] bestimmt werden. Um die spezifische Aktivitat [U/mg Protein] bestimmen zu
konnen, wurde zusétzlich eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgeftihrt (2.4.12).

2.4.15 Bestimmung der Hemmbarkeit der Sauerstoffverbrauchs mittels KCN und
SHAM

Die Parasiten wurden wie o.g. kultiviert und nach der entsprechenden Inkubationszeit
ausgezahlt. Nachdem sie 5 min bei 3000 Upm abzentrifugiert worden waren, wurde das Pellet
zweima mit Elektrodenpuffer (2.3.10) gewaschen und anschlief3end in demselben auf eine
Zeldichte von 1 x 107 pro 20 pl eingestellt. Die Messung (Dreifachbestimmung) erfolgte mit
einer Sauerstoffelektrode vom Clark-Typ. Kathode und Anode wurden mit 3 M KCN-L6sung
benetzt und Uber die Kathode eine Teflonmembran gespannt. Nach Schlief3en der Kammer
wurden 350 ul Elektrodenpuffer vorgelegt. Sobald der Sauerstoffgehalt stabil war, wurden 20
pl Zellsupension hinzugegeben und die Abnahme des Sauerstoffgehalts pro Minute gemessen.
Nach 10 min Messzeit wurde zuerst 4 pl einer 5 mM KCN-L6sung, dann 4 ul einer 50 mM
SHAM-Lo6sung hinzugegeben und die jewells resultierende Hemmung des

Sauerstoffverbrauchs (sichtbar in einer flacheren Steigung) dokumentiert.

67



Material & Methoden

2.4.16 Bestimmung der Proteinbiosyntheser ate mit [*°S]-M ethionin

Blutformen wurden fir 4 h, 8 h und 12 hbei 37°C und 5% CO, inkubiert, ausgezéhlt und
pelletiert. Die Zellen wurden einmal in TDB gewaschen und auf eine Zelldichte von 5 x 10°
Zellen/ml eingestellt. Nach einer 5 min Vorinkubation im Wasserbad (37°C) wurden zu
jeweils 1,5 ml Zellsuspension 7,5 pl (entsprechend 7,5 pCi) f°S]-Methionin (Hartmann
Analytic GmbH) zugegeben (2.3.11). Die Inkubaionszeit betrug 10 und 20 min; jede
Messung erfolgte als Triplikat. Zur Probenentnahme wurden 20 pl BSA-Ldsung in einem
Eppendorf-Cup vorgelegt, 200 pl Zellsuspension zum jeweiligen Zeitpunkt entrommen und
die Proteine mit 600 ul Aceton geféllt. Die so praparierten Proben wurden fir mindestens 20
min bei -20°C aufbewahrt. Um den Uberstand abzunehmen, wurden die Proben 15 min bei
4°C und 13 000 Upm (Biofuge A; Heraeus Sepatech) zentrifugiert. Die Pellets wurden in 1 ml
5%iger TCA mit 2 mM Methionin (kalt) resuspendiert und auf die vorbereitete Filtereinheit
gegeben. Das auf dem Filterpapier verbliebene Prézipitat wurde dreima mit je 5 ml
TCA/Methionin  und enma mit eiskalter wassriger Essigsdure gewaschen. Mittels
Stecknadeln wurden die Filterpapiere zum Trocknen auf einer Styroporplatte befestigt und
dann in Szintillatorgefal?e mit 5 ml Ultima Gold gegeben. Die so vorbereiteten Proben wurden
Uber Nacht stehen gelassen und am nachsten Tag mit dem Flussigszintillationszahler (3H-

14C; 4 min) gemessen.

2.4.17 SDS-PAGE

Die Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele ist in 2.3.12 aufgelistet. Die Kammern
wurden vor Gebrauch sorgféltig mit Aqua dest. und Ethanol gesdubert. Nach dem
Auspolymerisieren wurde das Trenngel mit dem Sammelgel Uberschichtet. Die
Polymerisationszeit beider Gele betrug ca. 45 min. Der Proteingehalt der aufzutrennenden
Proben wurde nach Bradford bestimmt. Je nach Versuch wurden 10 oder 20 pg Protein pro
Tasche aufgetragen, nachdem die Proben zuvor zur Reduktion und Entfaltung 5 min bei
100°C mit der entsprechenden Menge Probenpuffer erhitzt worden waren.

Die Gelelektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung (200 V) unter Wasserkihlung.
Sobald das enthaltene Bromphenolblau das Ende des Gels erreicht hatte, wurde der Lauf
beendet, das Gel herausgenommen und entweder geblottet (2.4.18) oder gefarbt.
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Fur die Coomassie-Farbung wurde das Gel 1 h in Coomassie-Farbel 6sung und anschlieffend
fur die gleiche Zeit in Entfarbelosung inkubiert, so dass nur die Proteinbanden sichtbar
blieben.

2.4.18 Western-Blot

Die zu untersuchenden Proben wurden wie in 24.17 beschrieben mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Um das Gel zu blotten, wurden drei Lagen in Transferpuffer
(2.3.13) getrankte Whatman-Papiere, die ebenfalls getrénkte Nitrocellulosemembran
(HybondO- ECLO, Amersham Biosciences) und dann das Gel vorsichtig auf die
Anodenplatte gelegt. Die Schichten wurden mit weiteren drei Lagen Whatmanpapiere
bedeckt. Bel jedem Schritt wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen zwischen Membran,
Gel und Filterpapier verblieben. Die Blotting- Apparatur (Biotech Feischer) wurde mit der
Kathodenplatte geschlossen und mit 1-2 kg beschwert. Nach 1 h bei 12 V wurde die Membran
entnommen und in 10%igem Milchpulver in 2fach-PBS Uber Nacht geblockt. Am néchsten
Tag wurde die Membran 5 Mal je 5 min mit Waschpuffer gewaschen, dann mit der ersten
Antikorper-L6sung in eine Folie eingeschweil3t und unter Schitteln 1 h inkubiert. Waschen
und Inkubation mit dem entsprechenden zweiten AntikOrper erfolgten analog. Die
Verdinnungen der Antikorper erfolgten in TBS, da die Alkalische Phosphatase des zweiten
AK's mit Phosphatpuffer inaktiviert wirde. Vor der Entwicklung wurde nochmals gewaschen,
um dann nach Zugabe der Nachweisldsung die Farbreaktion unter standiger Beobachtung zu
starten. Nach Sichtbarwerden der Banden wurde die Reaktion mit PBS gestoppt, die
Membran gescannt (ScanJet 5370C von hp) und dann auf Filterpapier getrocknet.

2.4.19 Northern-Blot
2.4.19.1 Probenvor bereitung

Je nach Grol3e des Ansatzes (bedingt durch Wachstumshemmung der eingesetzten Substanzen
auf die Parasiten und so geringerer Zelldichten) wurden die Kulturen entweder mit Stabilaten
(24.2) oder mit frisch isolierten Zellen (2.4.4) gestartet. Nach den entsprechenden
Inkubationszeiten wurden die Kulturen 5 min bei 3000 Upm zentrifugiert und zweimal mit
PBS gewaschen. Die Zdlpellets dienten anschlief?end zur Isolierung der RNA, die nach
Herstellerangaben (RNeasy Mini Kit von QIAGEN) durchgefuhrt wurde. Die RNA wurde
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schliefdlich mit Aqua bidest. (Ampuwa, Fresenius) eluiert, in Cryo-Tubes Uberfihrt und im
Stickstoffbehalter aufbewahrt.

2.4.19.2 RNA-Gelelektrophor ese

Fir das Gel wurden 0,6 g Agarose eingewogen und vorsichtig in 50 ml Laufpuffer (2.3.14) in
der Mikrowelle gelést. In die noch warme Lésung wurden unter dem Abzug 900 ul 37%iger
Formaldehyd und 1 pl Ethidiumbromid zugegeben und unter vorsichtigem Schwenken
gemischt. Das Gel wurde in einen Schlitten gegossen und nach dem Erstarren noch mal fur
mindestens 30 min bei 4°C aufbewahrt.

Die Konzentration der RNA-Proben wurden mit einem Ultrospec 2100 Photometer
(Amersham Biosciences) gemessen. Zur Verifizierung der gemessenen Konzentrationen
wurden zusétzlich Probegele mit 1 ug RNA gefahren, fir die Experimente wurden 10-20 g
RNA verwendet. Zusammen mit dem Ladepuffer wurden die Proben 5 min bei 65°C erhitzt
und anschliefiend auf Eis abgekihlt, bevor sie ca. 1-2 h einer Elektrophorese bei 80 V
unterzogen wurden Danach wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert und die Laufstrecke
der drei grof3en rRNA-Banden (2 250 b, 1 850 b und 1 350 b) gemessen.

2.4.19.3 Blotting (Sandwich-Diffusions-Blot)

Zum Blotten wurde die Gelkammer mit 20x SSC (2.3.14) gefillt. Der RNA-Kapillartransfer
erfolgte nach Stardard-Vorschrift auf eine HybondO-N+ Nylon-Membran (Amersham).
Nach 16 — 24 h wurde der Blot entnommen, zweimal kurz in 20x SSC gewaschen und unter
Lichtausschluss trocknen gelassen. Das Cross-Linking zur Fixierung der RNA auf der
Nitrocellulose erfolgte mit einem UV StratalinkerO 1800 (Programm: AutoCrossLink).

2.4.19.4 Sondenher stellung und Markierung mit a[*’P]-dATP

Die Herstellung der unmarkierten Sonden erfolgte Uber RT-PCR. Die reverse Transkription
der MatrizenRNA erfolgte mit dem Omniscripto Reverse Transcription Kit, die PCR mit dem
HotStarTaqO PCR Kit (beides QIAGEN) jeweils nach Herstellerangaben Die PCR-Produkte
wurden zur Grolerbestimmung einer Elektrophorese unterzogen, aus dem Gel mittels
QIAquickOGeI Extraction Kit gereinigt und mittels Aqua bidest. (Ampuwa) €eluiert. Die
Sonden wurden bel -20°C gelagert. Direkt vor der Hybridisierung erfolgte die radioaktive
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Markierung mit [*’P]-dATP (Amersham) mit dem HexaLabe® DNA Labeling Kit

(Fermentas).

2.4.19.5 Entwicklung

Fir die Hybridisierung wurde zunéachst 1% BSA in Hybridmix NaPi (2.3.14) ge6st und mit
100 pg/ml Lachssperma, das vorher bei 95°C denaturiert worden war, versetzt. Darin wurde
die Membran ca. 10 min geblockt. Dann wurden 50 pl der markierten Sonde (2.4.19.4)
hinzugefugt und der Blot darin Uber Nacht hybridisiert. Alle Schritte erfolgten bei 68°C im
Wasserbad. Am néchsten Tag wurde der Blot fir je 20 min mit 0,5% BSA in PrWash und
zweimal mit P-Wash gewaschen, zusammen mit Rontgenfilmen in eine Entwicklerkassette
gelegt(in einer Frischhaltefolie eingepackt) und 1-48 h bei -70°C exponiert. Die Entwicklung
erfolgte mit einem Rontgenentwickler (SRX-101A, Konica).

2.4.19.6 Stripping

Das Strippen hybridisierter Membranen erfolgte 20 min bei 68°C im Wasserbad in 1% SDS
(2.3.14). Danach konntendie Membranen fur weitere Hybridisierungen verwendet werden

2.4.19.7 Auswertung

Die entwickelten Filme wurden gescannt und durch Bestimmung der Dichte der Banden
(DID) mittels GelScan V5.1 semiquantifiziert.

2.4.20 Microarray-Analyse

Die Anzucht und Kultivierung der Zellen wurden nach 24.4 und die RNA-Isolierung nach
2.4.19.1 durchgefhrt. Die Lagerung der Proben erfolgte in einer Stickstoffatmosphére.

Alle Schritte bis zur Auswertung wurden von mir im Deutschen Krebsforschungszentrum,
Department of Functiona Genome Analysis, im Arbeitskreis von Dr. Jorg Hoheisd
durchgefihrt.

71



Material & Methoden

2.4.20.1 Labeling

Fur das Labeling wurden 10 pg jeder RNA-Probe mit 5 pl Oligo-dT-Primer fir 10 min bei
70°C auf dem Heizblock inkubiert, dann weitere 5 min auf Eis und zum Schluss kurz
zentrifugiert. FUr die Reverse Transkription wurde ein RT-Mix hergestellt (2.3.15) und pro 20
pl Mix entweder 2 pl Cy3 (rot) oder Cy5 (blau) zugegeben. 21 ul dieses Mixes wurden zu den
RNA-Proben gegeben und 1 h bei 42°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 pl SuperScript Il

wurden die Proben Uiber Nacht weiter bei 42°C inkubiert.
2.4.20.2 Aufreinigung

Die Aufreinigung der markiertencDNA erfolgte nach Herstellerangaben mit dem QIAquickO
PCR Purification Kit (QIAGEN). Zur Kontrolle der Konzentrationen wurden die Eluate
einzeln photonetrisch bei 260 nm (cDNA), 550 nm (Cy3) und 650 nm (Cy5) vermessen.

Die zwei unterschiedlichen Konditionen, die entweder mit Cy3 oder Cy5 angeférbt worden

waren, wurden nun vereint und 1-2 h in der SpeedVac bis zur Trockne eingedampft.
2.4.20.3 Prahybridisierung der Slides

Die array dides wurden im DKFZ Heidelberg hergestellt und beinhalteten 24.567 PCR-
Produkte, die durch zuféllige Klonierung des T. brucei-Stammes 927 gewonnen worden
waren

Die Arrays wurden mit dem Glasschreibstift markiert, bei Raumtemperatur 10 s in
Spullésung, 10 s in Micropur-Wasser und bel 95°C 3 min in Micropur-Wasser gewaschen.
Prahyb-Hullen wurden mit Préhyb-L6sung geflillt, die Arrays hineingelegt und so 45 min bel
62°C im Wasserbad inkubiert. Nach kurzem Abspllen mit Micropur-Wasser wurden die Glas
dides im Stickstoffstrom getrocknet.

2.4.20.4 Hybridisierung

Die eingedampfte und markierte cONA wurde 5 min bei 95°C in 10 ul EDTA (10 mM) gelost
und die Hybridisierungsl6ésung ,, Slide Hyb-buffer #1“ (Ambion, Huntigdon) fir 15 min bei
68°C vorgewarmt. Jeder Probe wurden 70 pl ,Slide Hyb-buffer #1* zugefigt und das

Gemisch tropfchenweise auf die arrays gegeben und unter Vermeidung von Luftblasen mit
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einem Deckglas abgedeckt. Die dide Tréger wurden verschlossen und ales tber Nacht bei
65°C im Wasserbad hybridisiert. Fir jede Bedingung wurden sechs Hybridisierungen
durchgefihrt.

2.4.20.5 Auswertung

Nachdem die Slides aus den Hybridisierungskammern entnommen worden waren, wurden sie
jeweils 10 min mit Waschpuffer A bei 37°C, mit Waschpuffer B bei Raumtemperatur und mit
Waschpuffer C bel Raumtemperatur im Dunkeln geschittelt (2.3.15). Anschlief3end wurde
wieder mit Stickstoff getrocknet. Die Arrays wurden einzeln mit einem konfokalen
Laserscanner (ScanArray 5000) eingescannt und daraus mittels GenePixProO 4.0
Intensitétslisten erstellt. Diese dienten der Auswertung mit dem Programm Mchips
(Fellenberg et al., 2001 und 2002), das ebenfalls im DKFZ Heidelberg entwickelt worden
war. Dabei wurden die Daten durch Einstellung von drei Parametern gefiltert und so einer
sog. Korrespondenz-Analyse unterzogen. Um die nicht oder schlecht exprimierten Gene
herauszufiltern, wurde die Intensitat der Spots, die fur die Endauswertung zugelassen
wurden, auf mind. 60.000 eingestellt. Die ratio bezeichnet das Verhdltnis der
Floureszenzintensitéten eines Spots der beiden Proben, d.h. eine mdglichst unterschiedliche
Regulation dieser Sequenz in den beiden Bedingungen Der dritte Filter war die min/max
separation, ein Parameter der daflir sorgen sollte, dass die Menge aller Genregulationen einer
Kondition sich méglichst ahnlich, aber von der anderen Kondition unterscheiden sollten. Die
Ubrigen Regulationen wurden nach Hohe und Reproduzierbarkeit sortiert und die zugehérigen
Klone bei Agowa (Berlin) sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mittels blastN mit
der Sanger Datenbank (Sanger GeneDB, Glasgow) verglichen und die Ergebnisse durch
Northern Blot Analyse (2.4.19) Uberprift.
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3. ERGEBNISSE

3.1 In vitro Effekt auf das Wachstumsverhalten der Blutform von Trypanosoma brucei

Entgegen der bis dahin allgemeinen Annahme wurde im Jahre 2000 gezeigt, dass auch die
Trypanosomen selbst fiir den erhohten Prostaglandin-Spiegel in der Cerebrospinalfliissigkeit
infizierter Menschen verantwortlich sind (Kubata et al., 2000). Besonders Prostaglandin D,
spielt so nicht nur fiir die Krankheitssymptomatik eine wichtige Rolle, sondern auch fiir die
Eigenregulation der parasitiren Zelldichte (Figarella et al., 2005). Durch Induktion von
reaktiven Sauerstoffspezies filhrt PGD, zur Einleitung eines programmierten Zelltodes. Dies
gilt auch fiir seine Metabolite PGJ,, A12-PGJ,; und 15-desoxy-PGJ, (Figarella et al., 2006),
die in hoheren Eukaryonten an zahlreiche Rezeptoren binden, unter anderem an den

Peroxisome Proliferator Activated Receptor y.

3.1.1 Wachstumshemmung von BF221 durch Thiazolidindione

Synthetische Agonisten von PPARy besitzen eine wesentlich hohere Affinitdit zu dem
Transkriptionsfaktor als seine natiirlichen Liganden. Um herauszufinden, ob dieser als Target
fir die PG-vermittelten Effekte eine Rolle spielt, wurden deshalb Substanzen der
Thiazolidindion-Familie in Zellkultur eingesetzt.

In vitro fiihren Prostaglandin D, und seine Metabolite wie 15-desoxy-PGJ, zu
konzentrationsabhéngiger Hemmung des Wachstums monomorpher Trypanosomen-Stimme
(Figarella et al., 2005 und 2006). Auch die Thiazolidindione Troglitazon und Ciglitazon
inhibierten das Wachstum der Blutformen (BF221) in konzentrationsabhingiger Weise (Abb.
3-1 A und B). Rosiglitazon hingegen zeigte nur einen marginalen Effekt auf die Zelldichte
(Abb. 3-1 D).

Da man den stirksten inhibitorischen Effekt bei Troglitazon beobachten konnte, wurde
zusitzlich a-Tocopherol eingesetzt. Dieses Molekiil teilt den hydrophoben Rest des
Thiazolidindions. In den gleichen Konzentrationen wie die Thiazolidindione rief a-
Tocopherol jedoch keinerlei Reduktion der Zelldichte hervor (Abb.1 C). Die

Wachstumsinhibierung scheint folglich auf den Thiazolidindion-Rest zuriickzufiihren zu sein.
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Abb.3-1. In vitro Wachstumsverhalten der Blutform von T. brucei bei Inkubation mit
Thiazolidindionen. (A) Zugabe von Troglitazon, (l) Kontrolle (+0,05% DMSOQO), (®) 2 uM, (4) 5 uM,
(@) 10 uM; (B) Zugabe von Ciglitazon (H) Kontrolle (+0,05% DMSO), (®) 2 uyM, (4) 5 uM, (¢) 10
uM; (C) Zugabe von a-Tocopherol, (H) Kontrolle (+0,05% EtOH), (®) 1 uM, (4) 5 uM, (@) 10 uM;
(D) Zugabe von Rosiglitazon (H) Kontrolle (+0,05% DMSO), (®) 2 uM, () 5 uM, (¢) 10 yM. Bei
allen Kulturen wurde stets das gleiche Volumen unterschiedlich konzentrierter Stammlésungen oder

des Losungsmittels (Kontrollen) eingesetzt, um unspezifische Effekte auszuschlielRen.
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Die Induktion des Zelltodes durch PGD,-Metabolite tritt bevorzugt in stumpy-Formen auf. So
fiihrt Zugabe in der logarithmischen Phase des Zellwachstums, in der die Kultur zum grof3en
Teil aus slender-Formen besteht, nur zu einer relativ schwachen Verringerung der Zelldichte
im Vergleich zur Zugabe wihrend der stationdren Phase. Aus diesem Grund wurde das
gleiche Experiment mit Troglitazon durchgefiihrt, das in einer Konzentration von 5 pM
sofort, nach 24 h oder nach 40 h zur Kultur zugegeben wurde (Abb.3-2). Im Gegensatz zu den
Prostaglandinen fiihrte dies in der stationdren Phase zwar zu einer spontanen

Wachstumsinhibierung, aber nicht zu einem Absterben der Zellen.
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Abb.3-2. Wirkung von Troglitazon in unterschiedlichen Wachstumsphasen von T. brucei.
Zugabe von 5 pM Troglitazon nach (®) 0 h, (4) 24 h, (¢) 40 h in Kultur; (H) Kontrolle (+0,05%
DMSO). Je spater der Zeitpunkt der Zugabe gewahlt wurde, desto schneller stagnierte das Wachstum
der Zellen ohne sie jedoch schneller abzutéten.
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3.1.2 Bestimmung der ICsy von Thiazolidindionen

Um einen direkten Vergleich der Substanzen iiber ein weiteres Konzentrationsspektrum zu
bekommen, wurde die Zytotoxizitit nach Bodley et al. (1995) bestimmt. Dazu wurden
Trypanosomenkulturen 24 h mit Konzentrationen von 1 — 100, 200 oder 400 uM, je nach
Loslichkeit der Thiazolidindione, inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und
mittels einer Farbreaktion die Aktivitit der sauren Phosphatase bestimmt. Diese ist direkt
proportional zum Anteil iiberlebender Zellen. Eine geringere Zelldichte erfolgt hierbei
entweder als Resultat einer Proliferationshemmung oder Toxizitdt der Substanzen. Die
resultierenden halbinhibitorischen Konzentrationen bestétigten die Wachstumsversuche. Alle
Werte lagen im uM — Bereich. Troglitazon zeigte auch hier die niedrigste 1Csy mit 42 uM,
gefolgt von Ciglitazon mit 63 uM. Rosiglitazon erreichte in seinem Loslichkeitsbereich nur
ca. 55% Wachstumsinhibierung bzw. Letalitdt und so eine ICso von ~ 175 uM (Abb.3-3). a-
Tocopherol besal bis 2 mM keinerlei Effekt auf die Zellproliferation. Daraus ldsst sich eine
strukturspezifische Proliferationshemmung ableiten, die anscheinend vom Thiazolidindion-
Teil des Molekiils abhéngt, durch den hydrophoben Rest jedoch in seiner Stiarke moduliert

wird.
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Abb.3-3. Bestimmung der halbinhibitorischen Konzentrationen der Thiazolidindione auf
Blutformen. Die Bestimmung erfolgte nach 24 h Inkubation mit Troglitazon, Rosiglitazon und
Ciglitazon. Im Falle von Rosiglitazon konnte aufgrund der L3slichkeit keine vollstdndige Inhibierung
des Zellwachstums induziert und so eine halbinhibitorische Hemmkonzentration nur abgeschatzt

werden.
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3.1.3 Untersuchungen zum Zellzyklusarrest und zum induzierten Zelltod

Die Reduktion der Zelldichte durch Thiazolidindione kénnte sowohl durch eine Induktion des
Zelltodes, aber auch durch eine schlichte Proliferationshemmung hervorgerufen werden. Um
diesen Moglichkeiten nachzugehen, wurden nach Anfirben der Zellen bzw. ihrer DNA mit
Propidiumjodid FACS-Analysen durchgefiihrt. Dabei kann der Farbstoff nur durch
Zellmembranen gelangen, die durch beginnende Nekrose der Zellen permeabel geworden
sind. Dies wird zum Beispiel durch Digitonin induziert, was sich in einer erhdhten
Fluoreszenz der Zellpopulation bemerkbar macht (Abb.3-4 A). Weder Kontrollen noch die
mit 5 uM Troglitazon oder Rosiglitazon behandelten Zellen wiesen dieses Phdnomen auf. Die
bei diesen Konzentrationen schon deutlich eingetretene Wachstumshemmung ist folglich
nicht auf nekrotische Prozesse zuriickzufiihren.

Durch Firbung der Kerne und anschlieBender FACS-Messung wurde der DNA-Gehalt der
Zellen ermittelt. So konnten Zellpopulationen, die sich in unterschiedlichen Zyklusphasen
befanden, sichtbar gemacht und zwischen den unterschiedlichen Konditionen verglichen
werden. Auch hier war keinerlei Unterschied zwischen der Kontrolle und den behandelten
Zellen erkennbar (Abb.3-4 A). Unter allen Bedingungen konnten ~4% der Zellen mit DNA-
Degradation und ein etwas hoherer Anteil an polyploiden Zellen detektiert werden. In keiner
der Zellzyklusphasen konnte ein Arrest durch Thiazolidindione wie etwa bei PGD, und seinen
Metaboliten festgestellt werden.

Um die Ergebnisse aus der FACS-Analyse zu verifizieren, wurden zusitzlich Kerne mit
Bisbenzimid gefarbt, fotografiert und jeweils ca. 200 Zellen ausgezdhlt. Die Auswertung
dieser Kernfarbung bestitigte die Resultate der FACS-Analyse und offenbarte weder einen
Zellzyklusarrest noch eine hohere Population an sterbenden Zellen (Abb.3-4 B). Somit war
die Induktion von Zelltod mit Auflaufen der Zellen in einer Zellzyklusphase als Grund fiir die

Wachstumsinhibierung auszuschlieen.
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Abb.3-4. Untersuchungen zu Zellzyklus und Nekrose nach 16 h Inkubation mit 5 uM Troglitazon
oder Rosiglitazon. (A) FACS-Analyse. Farbung der Kerne bzw. der Zellen nach Inkubation mit
Propidiumjodid. Als Positivkontrolle fiir Nekrose wurden die Zellen vorher mit Digitonin behandelt. (B)
Kernfarbung der Zellen mit Bisbenzimid. Die Zellen wurden fotografiert und Kern bzw. Kinetoplasten

von ca. 200 Parasiten ausgezahlt (N = Nukleus; K = Kinetoplast). Balken = 10 ym.
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3.2 Untersuchungen zur Morphologie

3.2.1 Elektronenmikrosopische Untersuchungen

Um genauere Hinweise auf morphologische oder strukturelle Verdnderungen zu bekommen,
wurden elektronenmikroskopische Methoden genutzt. Dazu wurden Zellen des monomorphen
Stammes 221 16 h mit Troglitazon behandelt und fiir die Elektronenmikroskopie pripariert.
Die behandelten Zellen zeigten keine Zeichen eines zytotoxischen Effekts, wirkten im

Vergleich zur Kontrolle jedoch etwas dicker (Abb.3-5).

Abb.3-5. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach Inkubation mit Troglitazon.
Monomorphe Blutform-Zellen wurden 16 h inkubiert und dann fir die Elektronenmikroskopie
vorbereitet. (A) Kontrollzelle mit slender-Morphologie; (B-D) Zellen nach Behandlung mit 5 yM

Troglitazon sehen intakt aus, zeigen aber eine gedrungenere Gestalt. Balken = 2 ym.
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Betrachtet man die Feinstruktur der Zellen mittels Transmissionselektronenmikroskopie, so
kann man auch hier keine Zeichen toxischer Effekte erkennen (Abb.3-6). Auch die
behandelten Zellen besitzen intakte Kerne und keine gesteigerte Anzahl an Lysosomen oder
Autophagosomen. Auffillig sind jedoch die erhohte Glykosomen-Dichte und eine
Vergroflerung des Mitochondriums. Zudem scheint das Mitochondrium besser entwickelt zu
sein, was sich in einer deutlicheren Auspriagung der Cristae im Mitochondrium bemerkbar
macht. Dies wiirde fiir eine Differenzierung der slender-Blutformen in die stumpy-Form
sprechen, die schon ein stirker ausgeprigtes Mitochondrium besitzen, um Teile der
Atmungskette zu aktivieren. Aus diesem Grunde wurden als weitere Kontrolle Zellen mit
CPT-cAMP behandelt. Hierbei handelt es sich um ein membrangingiges cAMP-Analogon.
Fiir diesen Botenstoff wurde eine Rolle bei der Induktion der Differenzierung nachgewiesen
(Vassella et al., 1997; Breidbach et al., 2002). Auch diese Zellen wiesen keine sichtbaren
Zellschiden auf, aber ein deutlich ausgeprigteres Mitochondrium, das denen der Troglitazon-

behandelten Zellen entspricht (Abb.3-6).

Abb.3-6a. TEM-Aufnahmen nach 16 h Inkubation mit Troglitazon. (A-C) zeigen Kontrollzellen mit
intaktem Nukleus und einem rudimentér ausgebildeten Mitochondrium. (D-F) Zellen nach Behandlung
mit 5 uM Troglitazon zeigen keine Anzeichen von Zytotoxizitat. Der Kern ist intakt, keine Erhéhung der
Lysosomenzahl ist sichtbar. Das Mitochondrium hingegen ist vergroftert und besitzt mehr
Einstilpungen. Zudem ist die Anzahl der Glykosomen erhéht. (G = Glykosom; L = Lysosom; M =
Mitochondrium; N = Nukleus). Balken = 0,5 pm.
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Abb.3-6b. TEM-Aufnahmen verschiedener Entwicklungsstadien. (G-l) Zellen, die mit 100 uM
CPT-cAMP behandelt wurden, zeigen ebenfalls einen intakten Nukleus und keine Anzeichen von
Zytotoxizitat. Das Mitochondrium ist analog zu den Troglitazon-behandelten Zellen vergrof3ert und
besitzt mehr Einstllpungen. (J-L) Blutform-Zellen aus der stationaren Phase besitzen ebenfalls noch
einen intakten Nukleus und ein weiter entwickeltes Mitochondrium. Allerdings zeigen die Zellen eine
gesteigerte Anzahl an Lysosomen und multi vesicular bodies, was ein Indiz fir den Eintritt in die
Absterbephase sein kénnte. (M-O) Prozyklische Formen. (AC = Acidocalcisom; G = Glykosom; L =
Lysosom; M = Mitochondrium; MVB = multi vesicular body; N = Nukleus). Balken = 0,5 ym.
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3.2.2 Lichtmikrosopische Untersuchungen des pleomorphen Stammes AnTatl1.1

Der monomorphe Stamm MITatl.2 wurde durch anfiangliche Infektion eines Klones und
hintereinandergeschaltete Blutpassagen auf schnelles Wachstum selektiert. Dies hatte zur
Folge, dass die Zellen im Wirt kaum zu stumpy-Zellen differenzieren und ihn so durch die
hohe Parasitimie nach ein paar Tagen zerstoren. In Kultur kann man monomorphe Zellen
durchaus zur Differenzierung anregen (Hamm et al., 1990; Hesse et al., 1995), morphologisch
sind sie jedoch nicht so eindeutig in slender- oder stumpy-Formen einzuteilen. Fiir die
lichtmikroskopischen Experimente wurde deshalb der pleomorphe Stamm AnTatl.1
herangezogen. Im Tier verursacht dieser einen periodischen Infektionsverlauf.

Fiir den Versuch wurde eine Maus mit 2 x 10° Zellen infiziert. Allerdings befanden sich viele
tote Zellen im Stabilat, so dass die wahre Infektionszahl bei ca. 3 x 10° Zellen lag. Sowohl die
Parasitdmie als auch der Anteil an slender- und stumpy-Formen wurde tiglich {liberpriift.
SchlieBlich erfolgte die Priparation der Maus bei einer Zelldichte von 2 x 107 Zellen/ml und
einem slender-Anteil von 80%. Nach der Isolation der Zellen aus dem Blut, wurden sie 16 h
mit 5 uM Troglitazon inkubiert, anschlieend fixiert und mit Giemsa angeférbt. Ungeféhr 250

Zellen jeder Kondition wurden ausgezéhlt und ihre Morphologie bestimmt.

- 71—+ 100
\// / - 80
1074 I
= ] -60
S &
o a
= [0)
o -~
§ - 40 '§
D 6 _| oM
N 10
20
sl
10° ————t7¥¥FF1FJ1—T7T 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit [d]

Abb.3-7. Infektionsverlauf von pleomorphen Zellen des Stammes AnTat 1.1 in der Ratte. Die
Hohe der Infektion wurde durch Auszahlen, die Morphologie der Parasiten durch Giemsa-Farbung
bestimmt. Bei einer slender-Population von 80% wurden die Trypanosomen isoliert und fir den
weiteren Versuch eingesetzt. (M) Zelldichte, (@) slender-Population.
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Wihrend nach 16 h Inkubation die slender-Population in der Kontrolle noch 73% betrug, wies
sie in der Kultur, die mit Troglitazon behandelt worden war, nur noch 33% auf. Dagegen
zeigten 64% der Troglitazon-Zellen stumpy-Morphologie. In beiden Bedingungen waren etwa
gleich viele tote oder entartete Zellen vorhanden, der jeweilige Anteil jedoch unter 5%. Dies
spricht fiir eine Einleitung der Differenzierung von slender- zu stumpy-Formen durch

Troglitazon, zumindest unter morphologischen Gesichtspunkten.
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Abb.3-8. Auswirkung von Troglitazon auf die Morphologie pleomorpher Blutform-Zellen. (A)
Blutformen vor der Isolierung aus dem Blut, (B) Kontroll-Zellen nach 16 h Inkubation, (C) Zellen nach
16 h Behandlung mit 5 yM Troglitazon. (D) Nach der Isolierung aus dem Blut (rot) wurden die
Parasiten 16 h in Kultur mit 5 uM Troglitazon (griin) behandelt, anschlieRend Giemsa-gefarbt und die
Morphologie bestimmt. Dabei zeigten 64% der behandelten Zellen stumpy-Gestalt, hingegen nur 22%
der Kontrollpopulation. Auch hier waren keine zytotoxischen Effekte erkennbar. Balken = 10 um.
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3.3 Verinderungen des mitochondrialen Stoffwechsels

3.3.1 Erhohung des mitochondrialen Membranpotentials

Die Differenzierung von slender- zu stumpy-Formen wird nicht nur von morphologischen
Verdanderungen begleitet, sondern geht auch mit einer Aktivierung des Mitochondriums
einher. So sind die Zellen fiir das Uberleben in der Fliege priadaptiert, in der sie sich nicht
mehr ausschlieBlich auf das Angebot an Glucose verlassen konnen. Nach Infektion der Fliege
konnen die Parasiten ihre Atmungskette vervollstindigen und so zu prozyklischen Zellen
transformieren.

Die Aktivierung des Mitochondriums &uBert sich unter anderem in einer Erhohung seines
Membranpotentials vy, das dazu beitrdgt, die im Cytosol gebildeten Enzyme in das
Mitochondrium zu transportieren (Priest and Hajduk, 1996). Im Gegensatz dazu verringert
sich yy, beispielsweise beim programmierten Zelltod (Figarella ef al., 2005).

Um Anderungen des mitochondrialen Membranpotentials zu untersuchen, wurden Zellen 16 h
inkubiert und anschlieBend mit TMRE angeférbt. Dieser kationische Fluoreszenzfarbstoff
reichert sich potentialabhéngig im Mitochondrium an. AnschlieBend wurde mittels FACS-
Analyse die Fluoreszenzintensitit der Zellen bestimmt (Abb.3-9). Als Kontrolle dienten
sowohl unbehandelte Zellen als auch Zellen, denen 100 nM Valinomycin zugegeben worden
war. Letzteres fiihrt zu einem Verlust des Membranpotentials, also zu einer geringeren
Fluoreszenzintensitit im Vergleich zur Kontroll-Population. Bei den Thiazolidindionen
Troglitazon, Ciglitazon und Rosiglitazon besall die Mehrheit der Zellen jedoch ein erhohtes
vm, Was in einer Verschiebung des Peaks zu erhohten Fluoreszenzintensititen sichtbar war
(Abb.3-9). Diese Verschiebung war allerdings nicht oder nur geringfiigig von der

Konzentration der Substanzen abhingig.
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Abb.3-9. FACS-Analyse zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials (y,). Zellen
wurden vor Zugabe von TMRE 16 h mit 5 oder 10 uM der jeweiligen Glitazone inkubiert. Da TMRE die
Mitochondrien potentialabhdngig anfarbt, konnten so Veranderungen des mitochondrialen
Membranpotentials durch Verschiebung der Fluoreszenzintensitat bestimmt werden. Behandlung mit
Valinomycin diente als Positivkontrolle zum vollstandigen Verlust von vy, Alle Glitazone hingegen

fihrten zu einer Erhdhung von y,.
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3.3.2 Sauerstoffverbrauch und Aktivitit der Succinatdehydrogenase

Um die Anzahl der Reduktionséquivalente im Glykosom im Gleichgewicht zu halten, wird
tiber einen shuttle-Mechanismus Glycerol-3-Phosphat zum Mitochondrium transportiert, mit
Hilfe der trypanosomalen alternativen Oxidase (TAO) zu Dihydroxyacetonphosphat
umgewandelt und wieder ins Glykosom zuriickgefiihrt. Zur Reduktion des dabei zu Ubichinol
umgewandelten Ubichinons verbraucht die TAO Sauerstoff, der zu Wasser oxidiert wird.
Hemmt man die TAO beispielsweise durch SHAM, so geht der Sauerstoffverbrauch zurtick.
Dabei ist das Ausmal3 dieser Hemmung ein Mal fiir die glykolytische Aktivitdt der Zellen,
also besonders ausgeprigt bei slender-Formen. Wird bei der Differenzierung zu stumpy-
Formen die Atmungskette in Teilen aktiviert, so steigt im Gegensatz dazu die Hemmbarkeit
durch Cyanate wie KCN und erreicht bei prozyklischen Fliegenformen mit voll entwickelter
mitochondrialer Aktivitit ein Maximum.

Beobachtet man die Sauerstoff-Konzentration bei gleicher Zellzahl im MefBsystem, so erkennt
man einen hoheren Verbrauch durch Troglitazon-behandelte Blutformen. Coinkubiert man
Zellen jedoch mit dem PPARy-Antagonisten TO070907 und Troglitazon, so tritt dieser Effekt
nicht auf. T0070907 bindet in hoheren Eukaryonten irreversibel an PPARy und besitzt hohe
Spezifitit und Affinitidt zu diesem Protein (Lee et al., 2002). Auch in Trypanosoma brucei
kann man eine niedrigere halbinhibitorische Konzentration im uM Bereich beobachten, die
jedoch die Hemmkonzentrationen in Bezug auf die Troglitazon-induzierten Effekte bei
weitem Ubersteigt (Abb.3-10). Folglich kann zumindest der durch Troglitazon erhohte
Sauerstoffverbrauch durch T0070907 antagonisiert werden.

Um die Hemmbarkeit des Sauerstoffverbrauchs zu iiberpriifen, wurden Zellen 16 h mit
Troglitazon inkubiert und nach konstantem Sauerstoffabfall 5 mM KCN zugegeben. Als
Kontrollen dienten sowohl unbehandelte Blutformen als auch prozyklische Parasiten. KCN
inhibierte den Sauerstoff-Verbrauch in behandelten Zellen um ca. 20%, was gleichbedeutend
mit 2/3 der Hemmung in prozyklischen Zellen war. Obwohl der Unterschied zu
unbehandelten Zellen aus der logarithmischen Phase signifikant war, zeigte sich auch hier
eine Hemmung durch KCN. Dies steht im Widerspruch zur Annahme, monomorphe Zellen
seien gleichbedeutend mit slender-Formen. Letztere sollten aufgrund ihres Metabolismus
keine Hemmbarkeit durch Cyanate besitzen. Um einen weiteren Vergleich zu haben, wurde
der Versuch zusitzlich mit direkt aus dem Blut des infizierten Tieres isolierten Zellen
durchgefiihrt. Diese wiesen tatsdchlich keine Cyano-Sensitivitit auf. Monomorphe

Trypanosomen sind also tatsdchlich mit slender-Formen gleichzusetzen, allerdings nur in der
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Blutbahn ihres Wirts. Offenbar induzieren schon Kultivierungsbedingungen an sich eine

beginnende Differenzierung.
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Abb.3-10. Messung des Sauerstoffverbrauchs. (A) Zellen, die 16 h mit 5 yM Troglitazon inkubiert
wurden, verbrauchten deutlich mehr Sauerstoff als Kontrollzellen. Wurden sie allerdings mit dem
PPARy-Antagonisten T0070907 coinkubiert, so sank der Sauerstoffverbrauch wieder auf
Kontrollniveau ab. (B) Wachstum von Blutformen nach Behandlung mit T0070907 (@) 1 nM, (4) 10
nM, (¢) 100 nM, (M) 1 uM, (H) Kontrolle. In den dokumentierten effektorischen Konzentrationen
konnte keine Wachstumshemmung durch den Antagonisten festgestellt werden. (C) Bestimmung der
ICs in Blutform-Zellen nach 24 h Inkubation mit TO070907.

Eine mit der Differenzierung einhergehende mitochondriale Aktivierung offenbart sich auch
in der Aktivierung entsprechender Enzyme wie der Succinatdehydrogenase (SDH). Durch
nachgeschaltete Farbreaktion von der blauen zur farblosen DCPIP-Form, konnte der Umsatz
von Succinat in Anwesenheit der jeweiligen Zelllysate photometrisch verfolgt werden. Auch
hier zeigte sich eine signifikant hohere SDH-Aktivitét in den behandelten Zellen im Vergleich

zur Kontrolle, mit einer maximalen Aktivitét in prozyklischen Parasiten.
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Abb.3-11. Aktivierung des mitochondrialen Stoffwechsels nach Behandlung mit Troglitazon.
(A) Nach Inkubation von Blutform-Zellen mit Troglitazon steigt die Hemmbarkeit des
Sauerstoffverbrauchs durch KCN. Dies ist ein Indiz fiir eine Aktivierung der Atmungskette und erster
Cytochrome. (B) Bestimmung der SDH-Aktivitat. In behandelten Blutform-Zellen zeigt sich wiederum
eine signifikante Erhéhung der Aktivitdt. Monomorphe Zellen aus der Ratte entsprechen hingegen zu
100% slender-Formen und besitzen dementsprechend keine SDH-Aktivitat. Bei beiden Versuchen
wurden prozyklische Fliegenformen (PC) als Positivkontrolle genutzt, da sie eine voll entwickelte
Atmungskette besitzen.
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3.3.3 Anderungen der Expression mitochondrialer Marker

In Trypanosomen verlduft die Regulation der Genexpression in der Regel nicht durch
Anderungen der Transkriptions-Initiation. Vielmehr wird die Anzahl der Transkripte und
Proteine iiber ihre Stabilitdt bzw. durch Regulation ihrer Degradation kontrolliert (Clayton,
2002). Dieses Degradierungs-Muster dndert sich wéhrend der Differenzierung beziiglich der
fiir die Regulation und die metabolischen Verdnderungen bedeutenden Proteine.

Eines der gut charakterisierten Markerenzyme fiir die mitochondriale Aktivierung in
Trypanosomen ist die Dihydroliponamid Dehydrogenase (Lohrer und Krauth-Siegel, 1990).
Durch Western blot Analyse nach 16 h Inkubation mit Rosiglitazon und Troglitazon konnte
eine Steigerung der DHLADH-Expression von 26% bei den Kontrollzellen zu 28% bzw. 43%
beobachtet werde. Auch hier war der Effekt von Troglitazon um einiges deutlicher. Die

DHLADH-Menge in prozyklischen Formen wurde auf 100% gesetzt.
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Abb.3-12. Erhéhung der DHLADH-Expression durch Troglitazon. Nach 16 h Inkubation wurde
mittels Western-Blotting die Expression der Dihydroliponamid-Dehydrogenase bestimmt. Es wurden
jeweils 20 ug Protein pro Bande aufgetragen; die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford, 1976.
Als Referenzpunkt fur die semiquantitative Bestimmung diente die Expression in prozyklischen Zellen.
Die Analyse der Bandendichte erfolgte mittels GelScan V5.1. (PC = prozyklische Zellen, Ko =
Blutform-Kontrollzellen, Tro = Troglitazon, Rosi = Rosiglitazon, M = Marker).
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Priest und Hajduk (1994) zeigten eine Anderung des Transkiptionsmusters verschiedener
mitochondrialer Enzyme wie der Cytochrom-Reduktase oder der Cytochrom-Oxidase. Fiir
Cytochrom C wiesen sie eine transiente Steigerung der Transkriptionsmenge von 0,06
Einheiten in slender-Formen, 0,17 Einheiten in stumpy-Formen zu 1 Einheit in prozyklischen
Formen nach. Eine spezifische Regulation iiber die Stabilitit der Transkripte im Verlaufe des
Lebenszyklus konnte auch beziiglich der 9S rRNA und 12S rRNA beobachtet werden
(Michelotti und Hajduk, 1987; Michelotti et al., 1992).

Nach Inkubation der Zellen und RNA-Isolierung wurden Northern blot Analysen
durchgefiihrt. Dabei dienten sowohl unbehandelte Blutformen als auch prozyklische Formen
als Kontrollen. Als Ladekontrolle dienten die drei groBen RNAs (2260 bp, 1860 bp und 1360
bp). Die blots zeigten sowohl fiir Cytochrom C-Transkripte als auch fiir die 9S rRNA eine
starkere Expression in Troglitazon-behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten
Blutform-Kontrollen. Die semiquantitative Bestimmung der Bandendichte bestétigte dies.
Dafiir wurden die Dichte-Werte der Blutform-Kontrollen gleich 1 gesetzt und die Dichte der
anderen Konditionen relativ dazu berechnet. Cytochrom C und 9S rRNA stiegen in den
behandelten Zellen auf 1,24 bzw. 7,04 Einheiten an und erreichten in prozyklischen Zellen

einen Level von 2,03 bzw. ~17 Einheiten.
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Abb.3-13. Northern blot Analyse mitochondrialer Marker. Troglitazon (5 uM)-behandelte Blutform-
Zellen zeigen eine gesteigerte Expression von Cytochrom C und 9S rRNA. B-Tubulin und die drei
grofRen rRNAs dienten als Ladekontrolle, RNA aus prozyklischen Zellen als Kontrolle mit maximalem

Expressionslevel. Die semiquantitative Auswertung erfolgte mittels GelScan V5.1.
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3.4 Betrachtung der Glykolyse

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Parasiten nach der Behandlung mit
Troglitazon war nicht nur eine Anderung des Mitochondriums ersichtlich, sondern auch eine
Erh6éhung der Glykosomen-Dichte. Da hier aber aufgrund der Technik nur wenige Zellen und
Ebenen betrachtet werden konnen, wurde zur weiteren Untersuchung Immunfluoreszenz zur
Anfarbung eines glykosomalen Markerenzyms, der Aldolase durchgefiihrt (Clayton, 1987).
Die Mehrheit der Zellen zeigte nach Behandlung mit Troglitazon eine intensivere Fluoreszenz
als die entsprechenden Kontrollzellen. Dies konnte entweder in einer erhdhten Aldolase-
Expression oder durch Steigerung der Glykosomen-Dichte durch Ubereinanderlagerung der

Intensitidten begriindet sein.

Phaco Bisbenzimid Anti-Aldolase-AK
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Abb.3-14. Immunofluoreszenz zur Untersuchung der Glykosomen-Dichte nach Behandlung mit
Troglitazon. Dazu wurden Antikdrper gegen das glykosomale Markerenzym Aldolase genutzt. Ein
grolRer Teil der behandelten Zellen wies eine erhdhte Fluoreszenz gegenuber den Kontrollzellen auf.
(A) Kontrollzellen, (B) Zellen, behandelt mit 5 uM Troglitazon, jeweils nach 16 h Inkubation. Balken =

10 um.
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Da die Glykolyse in Trypanosomen ausschlieBlich in den Glykosomen abléduft, miisste
wiéhrend der Proliferation auch der Glucose-Verbrauch der Parasiten steigen. Um die Menge
an verstoffwechselter Glucose zu bestimmen, wurden Zellen 5 h in Medium mit 4 mM
Glucose inkubiert und in regelmédfBigen Abstinden Proben entnommen. Der Glucose-
Verbrauch und die Pyruvat-Produktion wurden photometrisch iiber die Zunahme von NADPH
bzw. die Abnahme von NADH bei 340 nm bestimmt. Zusitzlich wurde zu jedem Zeitpunkt
sowohl die Zellzahl als auch die Proteinkonzentration bestimmt. Aus den stiindlichen
Differenzen der Glucose- und Pyruvatkonzentrationen der Medien wurde ein Mittelwert
gebildet und dieser entweder auf die jeweilige Zellzahl oder die Proteinmenge bezogen. Dabei
zeigte sich bezogen auf die Zellzahl eine Induktion des Glucose-Verbrauchs mit einer dazu
proportionalen Pyruvat-Produktion durch Troglitazon. Der Unterschied verschwand jedoch
nach Einbeziehung der jeweiligen Proteinkonzentration. Dies legt zwar eine Vermehrung der

Glykosomen durch Troglitazon, aber auch eine generelle Erhdhung der Proteinkonzentration

nahe.
Zellzahl Protein
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Glucose- 0257
Verbrauch _, 0.201 = 2
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Abb.3-15. Bestimmung des Glucose-Metabolismus in behandelten Zellen. (schwarz) Kontrolle,
(grau) 5 uM Troglitazon. Blutform-Trypanosomen, die mit Troglitazon behandelt wurden, wiesen nach
16 h sowohl erhéhten Glucose-Verbrauch als auch Pyruvat-Produktion auf als Kontrollzellen. Dieser

Unterschied relativierte sich jedoch, wenn der jeweilige Umsatz auf die Proteinmenge bezogen wurde.
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3.5 Untersuchung zur Proteinbiosyntheserate

Bezieht man die Proteinmenge der Zellen nach Troglitazon-Behandlung direkt auf die
Zelldichte, so ist tatsdchlich eine erhohte Proteinkonzentration pro Zelle ersichtlich (Abb.3-
16). Um zu untersuchen, ob dies auf einer gesteigerten Proteinbiosyntheserate beruht, wurden
Zellen 4, 8 oder 12 h mit Troglitazon inkubiert. Zu jedem dieser Zeitpunkte wurden Proben
entnommen, die Zelldichte kontrolliert und die Zellen 10 min mit [*>S]-Methionin inkubiert.
Nach Waschen und Féllen der Proteine wurde die eingebaute Radioaktivitdt der jeweiligen
Proben gemessen. Die Zelldichte zeigte, dass die Zellen nach 4 bzw. 8 h noch nicht in die
logarithmische Phase eingetreten waren und die Zellzahl nur leicht angestiegen war. Dies
spiegelte sich auch in der Proteinbiosyntheserate der Kontrolle wider. Mit der ersten
Verdopplung der Parasiten waren die Zellen jedoch in die logarithmische Wachstumsphase
eingetreten und zeigten auch eine Erhdhung ihrer Proteinbiosyntheserate. Aufféllig war
jedoch, dass Troglitazon-behandelte Zellen trotz gleichem Wachstumsverhalten nach 4 h
Inkubation eine wesentlich héhere Proteinsyntheserate besallen. Offensichtlich ist also die
hohere Proteinkonzentration der Zellen in einer gesteigerten Produktion in der beginnenden

Wachstumsphase begriindet.
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Abb.3-16. Bestimmung der Proteinbiosyntheserate mit [3SS]-Methionin. (A) Nach 16 h Inkubation
mit Troglitazon wiesen die behandelten Zellen einen héheren Proteingehalt als die Kontrollkultur auf.
(B) Zellen wurden 4, 8 oder 12 h mit 5 pM Troglitazon inkubiert, ausgezahlt und ihre
Proteinbiosyntheserate zum jeweiligen Zeitpunkt bestimmt. Wahrend die Zellzahl der behandelten
Kulturen gegenuber der Kontrolle abnahm, zeigen sie jedoch nach 4 h eine fast doppelt so hohe
Proteinbiosyntheserate, die sich spater auf den Kontrollwert einpendelt. (schwarz) Kontrolle; (grau)

Zellen mit 5 yM Troglitazon.
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3.6 Transformation der Blutform in prozyklische Parasiten

Die Blutbahn des Vertebraten beherbergt zwei Lebensstadien der Trypanosomen, die schnell
proliferierenden slender- und die arretierten stumpy-Formen. Bei einer Blutmahlzeit nimmt
die Tsetse-Fliege automatisch Parasiten auf. Wihrend die slender-Formen aufgrund der
verdnderten Umgebungsbedingungen in der Fliege zugrunde gehen, besitzen die stumpy-
Formen die Fihigkeit, durch ihre Prdadaption aus dem Zellzyklusarrest auszutreten und sich
zu prozyklischen Fliegenformen zu transformieren. Diese Umwandlung kann mithilfe eines
Transformations-Protokolls, das Overath et al. (1986) publizierten, auch in vitro durchgefiihrt
werden. Die Transformation zu prozyklischen Parasiten wird hier sowohl durch Zugabe von
cis-Aconitat und Citrat als auch durch Temperaturerniedrigung auf 27°C induziert. Nach zwei
Tagen kann man die Zellen in prozyklisches Medium ohne Zusatz von Glucose umsetzen, so

dass die prozyklische Parasitenpopulation anwachsen kann.

3.6.1 Transformation nach unterschiedlichen Inkubationszeiten

Um zu untersuchen, ob Troglitazon eine Differenzierung zu stumpy-Formen induziert,
wurden Zellen 8, 16 oder 24 h mit 5 pM Troglitazon inkubiert. AnschlieBend wurden sie auf
eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und in Transformationsmedium iiberfiihrt.
Nach 48 h wurde wiederum ausgezéhlt, die Zellen in prozyklisches Medium umgesetzt und
diesmal auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt.

Nach 8 h Inkubation in Blutformmedium gab es offensichtlich sowohl in der
Kontrollpopulation als auch in der mit Troglitazon behandelten Kultur einige stumpy-Formen.
Beide Populationen wuchsen im Transformationsmedium und auch im prozyklischen Medium
zu einer gewissen Zelldichte an. Nach 16 h Inkubation dnderte sich dieses Bild. Die mit
Troglitazon behandelten Zellen erreichten wéhrend der Transformation eine 4fach hohere
Zellzahl und im prozyklischen Medium sogar eine maximale Zelldichte von 1 x 10’
Zellen/ml. Die Kontrollzellen, die sich im Blutformmedium in der logarithmischen
Wachstumsphase befunden hatten, beinhalteten offensichtlich einen groBeren Anteil slender-
Formen, die den Transformationsprozess nicht iiberlebten. Dies wird auch in den begleitenden
mikroskopischen Aufnahmen ersichtlich, die in der Troglitazon-Kultur gesunde prozyklische
Zellen zeigen, in der Kontrolle jedoch sterbende, unformige Parasiten. Nach 24 h, zum Ende
der logarithmischen Wachstumsphase stieg der Anteil an stumpy-Zellen in der Kontrolle

offensichtlich wieder an, was man an einer erhohten Wachstumsbereitschaft im
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Abb.3-17. In vitro Transformation von Blutformen zu prozyklischen Parasiten. Blutformen
wurden (A) 8 h, (B) 16 h oder (C) 24 h mit 5 uM Troglitazon behandelt, anschlieRend auf eine
Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und in Transformationsmedium Uberflihrt. Nach 48 h
wurden die Zellen wiederum ausgezahlt, auf 2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und in prozyklisches
Medium (ohne Glucose) tberfihrt. (O) Zellen, behandelt mit Troglitazon, (l) Kontrollzellen. Hellgrau
= Blutformmedium und Inkubation bei 37°C/ 5% CO,, Mittelgrau = Transformationsmedium (PCM +
Glucose, cis-Aconitat und Citrat) und Inkubation bei 27°C, Dunkelgrau = prozyklisches Medium und
Inkubation bei 27°C. Die Zellmorphologie zu den jeweiligen Zeitpunkten und Konditionen wurde mittels
Giemsa-Farbung bestimmt. Balken = 10 pm.
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Transformationsmedium zeigt. Allerdings starben die Zellen in prozyklischem Medium
wieder ab. Die Troglitazon-behandelten Zellen verhielten sich dagegen genauso wie nach 16 h
Inkubation in Blutformmedium, was dafiir spricht, dass eine maximale Anzahl an stumpy-
Formen erreicht worden war, die simultan zu prozyklischen Zellen transformierte.

Der geringe Unterschied zwischen den beiden Konditionen nach 8 h Inkubation kdnnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass die Zellen nach Ansetzen der Kultur noch nicht gleich in die
logarithmische Wachstumsphase eingetreten waren und diese retardierten Zellformen besser

in prozyklische Formen transformierbar waren.

Neben der offensichtlichen morphologischen Wandlung tauschen die Blutformen wéahrend
ithrer Transformation zu prozyklischen Parasiten auch ihren Mantel aus VSG gegen Prozyklin.
Dieses Phidnomen kann man so zur Verifizierung des Transformations-Versuches, oder
vielmehr zur Beobachtung des Prozesses nutzen. Hierfiir wurden Zellen sowohl nach 16 h
Inkubation in Blutformmedium als auch wéhrend der Inkubation in Transformationsmedium
nach 8, 24 und 48 h entnommen und mittels Antikérper gegen ihre VSG-Variante 221
angefarbt. Sind anfangs noch jeweils ca. 80% der Zellen VSG221 positiv, so kann man im
Laufe der Transformation einen kontinuierlichen Abfall dieser Population feststellen, bis nach
48 h ~ 90% der Parasiten ihren VSG-Mantel verloren haben. Dies spricht fiir eine erfolgreiche
Differenzierung der Blutformen zu prozyklischen Parasiten, die die morphologischen
Beobachtungen bestitigen.

Vergleicht man die VSG-positiven Populationen der Troglitazon - behandelten Zellen zu den
jeweiligen Zeitpunkten mit den Kontrollzellen, so kann man eine etwas schnellere
Transformation dieser Zellen beobachten. Gegeniiber dem Unterschied der Zelldichten ist
dieser jedoch geringfiigig. Dies konnte daran liegen, dass nicht angepasste Blutformen relativ
schnell absterben, so dass die prozentuale Verteilung von VSG-positiven und -negativen
Zellen vergleichbar ist. Diese Vermutung wird durch die Aufnahmen nach 8 h in
Transformationsmedium bestitigt. Zu diesem frithen Zeitpunkt der Umstellung sehen die
Troglitazon-behandelten Blutformen gesund aus, wéhrend die Kontrolle viele abgerundete,
sterbende Zellen aufweist. Den grofiten Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten
Zellen kann man auch bei der SDS-PAGE nach 8 bzw. 24 h Inkubation in
Transformationsmedium beobachten. VSG zeigt sich hierbei in beiden Konditionen nach 16 h
in Blutformmedium als dominante Bande im Bereich von 55 kDa, verschwindet aber wiahrend
des Wandels zu prozyklischen Formen schneller in der mit Troglitazon behandelten Kultur

(Abb.3-18 D).
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Abb.3-18. Zelldichten und VSG-Verlust widhrend der Transformation von Blutformen zu

prozyklischen Zellen. (A) Nach 16 h wurden die Zellen in Transformationsmedium auf eine Dichte
von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und 48 h inkubiert. Wahrend die Kontrolizellen zunachst absterben,
wachsen behandelte Zellen sofort weiter. (ll) Kontrolle, (®) 5 uyM Troglitazon. (B) Sichtbarmachung
des VSG-Verlustes wahrend der Transformation durch Immunofluoreszenz. Balken = 10 ym. (C)
Quantifizierung der VSG-positiven Zellen (Schwarz = Kontrolle; Grin = 5 yM Troglitazon). (D)
Verschwinden von VSG wahrend der Transformation gezeigt durch SDS-PAGE mit Coomassie-
Farbung. 5 ug Protein pro lane; (1;5) 16 h BFM, (2;6) 8 h TFM, (3;7) 24 h TFM, (4;8) 48 h TFM.
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3.6.2 Konzentrationsabhingige Transformationseffizienz

Da die Inhibierung des Zellwachstums bei allen drei eingesetzten Thiazolidindionen
konzentrationsabhdngig war, sollte iberpriift werden, ob dies auch fiir die
Transformationseffizienz zutrifft. Dafiir wurden die Zellen 16 h mit 2, 5 und 10 uM
Troglitazon, Ciglitazon oder Rosiglitazon behandelt, mittels Transformationsmedium zu
prozyklischen Zellen umgewandelt und danach in prozyklisches Medium umgesetzt.
Tatsdchlich besall Troglitazon den stirksten Effekt auf das Transformationsverhalten der
Parasiten, wihrend Rosiglitazon den geringsten Einfluf3 zeigte (Abb.3-19 a-c).

Am deutlichsten waren die Abstufungen der Transformationseffizienz wéihrend der
Inkubation im Transformationsmedium zu beobachten. Wihrend sich die Zelldichte der
Kontrolle um ca. 50% auf 5 x 10° Zellen/ml reduzierte, erhohte sich diese mit 10 pM
Rosiglitazon auf 1,3 x 10°, mit 10 pM Ciglitazon auf 1,4 x 10° und mit 10 pM Troglitazon
auf 2 x 10° Zellen/ml. Dies bestitigt die Ergebnisse aus anderen Versuchen wie etwa die
Wachstumsinhibierung (3.1.1) oder die Erhohung des mitochondrialen Membranpotentials
(3.3.1), die genau diese Abstufungen der Effekte zeigen.

Vergleicht man die Zelldichten nach Inkubation unterschiedlicher Konzentrationen eines
Thiazolidindion-Derivats, so kann man auch hier eine Steigerung der Prozyklischen-Zahl
erkennen, die jedoch im Verhiltnis zur Konzentrationserh6hung relativ gering erscheint. Das
deutlichste Ergebnis zeigt hier Troglitazon. Die Zelldichte nach 48 h in
Transformationsmedium stieg hier von 1,3 x 10° Zellen/ml bei 2 pM auf 1,5 x 10° Zellen/ml
bei 5 uM und fast 2 x 10° Zellen/ml bei 10 uM.

Nach Umsetzen in prozyklisches Medium spiegelte sich ungefihr dieses Bild wider. Dabei
erreichten die mit 10 uM Troglitazon behandelten Zellen eine maximale Zelldichte von 1 x
107 Zellen/ml. Auch die erfolgreich transformierten Kontrollzellen konnten im prozyklischen
Medium anwachsen, erreichten aber nicht dhnlich hohe Zelldichten und starben schneller ab.
Demzufolge induzieren alle Thiazolidindione eine Differenzierung der Blutform-Parasiten zu
transformierbaren Zellen, wobei Troglitazon die effektivste Substanz darstellt. Die

Konzentrationsabhédngigkeit ist hierbei nur geringfiigig.
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Abb.3-19 a. Troglitazon - Konzentrationsabhangikeit der Transformationseffizienz. Blutformen
wurden 16 h mit 2, 5 oder 10 uyM Troglitazon behandelt, anschliefend auf eine Zelldichte von 1 x 108
Zellen/ml eingestellt und in Transformationsmedium Uberfiihrt. Nach 48 h wurden die Zellen wiederum
ausgezahlt, auf 2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und in prozyklisches Medium (ohne Glucose) uUberfihrt.
(O) Zellen, behandelt mit Troglitazon, (H) Kontrollzellen. Hellgrau = Blutformmedium und Inkubation
bei 37°C/ 5% CO,, Mittelgrau = Transformationsmedium (PCM + Glucose, cis-Aconitat und Citrat) und
Inkubation bei 27°C, Dunkelgrau = prozyklisches Medium und Inkubation bei 27°C.

100



Ergebnisse

2 MM
5
z
E
0 5 10 z‘l:lt ) n 25 a0
5 UM
§
%
0 H 10 ‘_;:” [n] FL 25 an
10 pM
g
E 10" 4
K

] 5 10 1& a0 25 an
Zalt[d]

Abb.3-19 b. Ciglitazon - Konzentrationsabhangikeit der Transformationseffizienz. Blutformen
wurden 16 h mit 2, 5 oder 10 uM Ciglitazon behandelt, anschlieRend auf eine Zelldichte von 1 x 10°
Zellen/ml eingestellt und in Transformationsmedium Uberfuhrt. Nach 48 h wurden die Zellen wiederum
ausgezahlt, auf 2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und in prozyklisches Medium (ohne Glucose) iberfiihrt.
(O) Zellen, behandelt mit Ciglitazon, (ll) Kontrollzellen. Hellgrau = Blutformmedium und Inkubation bei
37°C/ 5% CO,, Mittelgrau = Transformationsmedium (PCM + Glucose, cis-Aconitat und Citrat) und
Inkubation bei 27°C, Dunkelgrau = prozyklisches Medium und Inkubation bei 27°C.
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Abb.3-19 c. Rosiglitazon - Konzentrationsabhéngikeit der Transformationseffizienz. Blutformen
wurden 16 h mit 2, 5 oder 10 uM Rosiglitazon behandelt, anschlieRend auf eine Zelldichte von 1 x 10°
Zellen/ml eingestellt und in Transformationsmedium Gberfihrt. Nach 48 h wurden die Zellen wiederum
ausgezahlt, auf 2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und in prozyklisches Medium (ohne Glucose) uUberfihrt.
(O) Zellen, behandelt mit Rosiglitazon, (l) Kontrollzellen. Hellgrau = Blutformmedium und Inkubation
bei 37°C/ 5% CO,, Mittelgrau = Transformationsmedium (PCM + Glucose, cis-Aconitat und Citrat) und
Inkubation bei 27°C, Dunkelgrau = prozyklisches Medium und Inkubation bei 27°C.
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3.6.3 Transformation mit einem natiirlichen PPARY - Agonisten

Alle Thiazolidindione scheinen, wenn auch mit unterschiedlicher Stirke, eine Differenzierung
zu induzieren, was einen gemeinsamen Wirkungsmechanismus nahe legt. Das erste
Targetprotein, das fiir diese Substanzklasse entdeckt wurde, war der Peroxisome Proliferator
Activated Receptor v, an den alle drei der untersuchten Glitazone mit hoher Affinitét binden
(Young et al., 1998; Shearer and Hoekstra, 2002). Neben anderen ungeséttigten Fettsduren ist
15-desoxy-PGlJ,, ein Metabolit des PGD,, ein natiirlicher Ligand fiir PPARYy. Basierend auf
Versuchen von Figarella et al. (2006) wurde fiir das Transformations-Experiment eine
Konzentration von 5 uM 15-desoxy-PGJ, gewihlt, um eine dhnliche Wachstumsinhibierung
zu induzieren wie bei Behandlung mit Troglitazon. Nach 16 h Inkubation der Blutformen mit
diesem PG-Derivat war die Zelldichte genau wie die der Troglitazon-Kultur um ca. 30%

geringer als die der Kontrolle.
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Abb.3-20. Transformation von Zellen, die mit 15desoxy-PGJ, behandelt wurden. Blutformen
wurden 16 h mit 5 yM Troglitazon oder 15desoxy-PGJ, behandelt, anschlieRend auf eine Zelldichte
von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und in Transformationsmedium (iberfiinrt. Nach 48 h wurden die
Zellen wiederum ausgezahlt, auf 2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und in prozyklisches Medium (ohne
Glucose) uberfuhrt. (®) Zellen, behandelt mit Troglitazon, (®) Zellen, behandelt mit 15desoxy-PGJ,,
(M) Kontrollzellen. Hellgrau = Blutformmedium und Inkubation bei 37°C/ 5% CO,, Mittelgrau =
Transformationsmedium (PCM + Glucose, cis-Aconitat und Citrat) und Inkubation bei 27°C,

Dunkelgrau = prozyklisches Medium und Inkubation bei 27°C.
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Nach Umsetzen in Transformationsmedium hatte sich die Zelldichte der Troglitazon-Kultur
allerdings verdoppelt, wohingegen die zuvor mit 15-desoxy-PGJ, behandelten Zellen unter
diesen Bedingungen zum grofen Teil abstarben. Auch die noch iiberlebenden Parasiten
konnten sich nicht zu prozyklischen Zellen transformieren, was sich nach Transfer in
prozyklisches Medium deutlich zeigte (Abb.3-20).

Offensichtlich verursacht 15-desoxy-PGlJ; in T. brucei im Gegensatz zu den Glitazonen keine
Differenzierung, wohl aber in Ubereinstimmung mit den Daten von Figarella et al., 2006 eine
Wachstumsinhibierung, die analog zu anderen PG-Derivaten der D-und J-Serie auf Induktion

eines programmierten Zelltodes begriindet ist.

3.6.4 Transformation mit dem PPARY - Antagonisten T0070907

Das Transformations-Experiment mit dem natiirlichen PPARy-Agonisten 15-desoxy-PGJ,
deutet auf einen unabhéngigen Mechanismus unter Interaktion mit anderen Proteinen hin. Um
ein PPARy-Analogon ausschliefen zu konnen, wurde zusitzlich der hochaffine PPARy-
Antagonist T0070907 eingesetzt. Dieser bindet irreversibel an den Rezeptor und fiihrt zu
seiner Inhibition (Lee ef al., 2002).

Fir den Transformationsversuch wurden die Zellen zunédchst 1 h mit 100 nM T0070907
vorinkubiert und anschliefend 5 pM Troglitazon hinzugegeben. Als Kontrolle dienten sowohl
Kulturen, die ausschlieBlich mit den entsprechenden Konzentrationen von T0070907 oder
Troglitazon behandelt wurden, als auch unbehandelte Zellen. Auch wenn die Zellen, die
ausschlieSlich mit TO070907 behandelt worden waren, im Transformationsmedium weiter
abstarben als die unbehandelten Parasiten, so verhielten sich beide Kulturen im prozyklischen
Medium gleich. Auch die Coinkubation der Blutformen mit dem Antagonisten hatte keinerlei
EinfluB auf die Wirkung von Troglitazon. Beide Kulturen, denen das Thiazolidindion
zugesetzt worden war, wuchsen im Transformationsmedium zu gleicher Zelldichte an und
verhielten sich auch nach Transfer in prozyklisches Medium gleich (Abb.3-21). T0070907
besitzt somit keinen inhibitorischen Effekt auf die Differenzierung von Blutformen und kann
auch die Wirkung von Troglitazon nicht aufheben. Analog zu dem Experiment mit 15-

desoxy-PGlJ, spricht dies fiir einen PPARy-unabhéngigen Mechanismus.
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Abb.3-21. Transformation von Zellen, die mit T0070907 behandelt wurden. Blutformen wurden 16
h mit 5 yM Troglitazon und/oder 100 nM T0O070907 behandelt, anschlielend auf eine Zelldichte von 1
x 10° Zellen/ml eingestellt und in Transformationsmedium tiberfiihrt. Nach 48 h wurden die Zellen
wiederum ausgezahlt, auf 2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und in prozyklisches Medium (ohne Glucose)
Uberfuhrt. (@) Zellen, behandelt mit Troglitazon, (®) Zellen, behandelt mit T0O070907, (O) Zellen, die
mit Troglitazon und TO070907 coinkubiert wurden, (l) Kontrollzellen. Hellgrau = Blutformmedium und
Inkubation bei 37°C/ 5% CO,, Mittelgrau = Transformationsmedium (PCM + Glucose, cis-Aconitat und

Citrat) und Inkubation bei 27°C, Dunkelgrau = prozyklisches Medium und Inkubation bei 27°C.

3.7 In silico-Recherchen nach einem PPARy-Homolog

Desweiteren wurden Datenbanksuchen nach Kandidaten fiir ein potentielles PPARy-Homolog
durchgefiihrt. Hierfiir wurden cDNA — und Proteinsequenzen des humanen PPARY gegen das
Genom von T. brucei geblastet. Wie aus Tabelle 3-1 ersichtlich, ist die Sequenz von PPARYy
verschiedener Spezies hoch konserviert. Der Fadenwurm Caenorhabditis elegans stellt die
bisher evolutiondr niedrigsten Spezies dar, in der ein Protein der PPAR-Familie bekannt ist.
Die Homologie zum humanen Protein betrdgt hier 43%. Im Gegensatz dazu ergibt nur die
Suche mittels der Proteinsequenz des gesamten PPARy oder dessen Liganden-Bindedomine
Treffer in der Datenbank von 7. brucei, die jedoch keine hohe Homologie aufweisen und

zudem Pseudogene darstellen.
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A

Gene_ID Organsimus Identitat [%)]
NM_138712 Homo sapiens Variante 1
NM_015869 Homo sapiens Variante 2 100,00
NM_138711 Homo sapiens Variante 3 100,00
NM_005037 Homo sapiens Variante 4 100,00
NM_214379 Sus scrofa 91,88
NM_011146 Mus musculus 90,62
NM_013124 Rattus norvegicus 90,48
NM_077719 Caenorhabditis elegans 43,23

Trypanosoma brucei keine Treffer
B

Protein_ID Organsimus Identitat [%)]
NP_005028 Homo sapiens Isoform1
NP_056953 Homo sapiens Isoform2 100,00
AAR99619 Spermophilus tridecemlineatus 98,78
NP_035276 Mus musculus 98,11

088275 Rattus norvegicus 98,11

Tb927.4.3610 Trypanosoma brucei 25,97 (gap:35,59%)
Tb927.4.3560 22,85 (gap:31,01%)

Tabelle 3-1. Alignments bekannter PPARy Sequenzen verschiedener Spezies. (A) Two sequence
alignments der cDNA-Sequenzen mit der Transkript-Variante 1 aus Homo sapiens. Weder BlastN,
BlastX oder TBlastX ergaben bei der Datenbanksuche (GeneDB, Sanger Institute; TIGR, C. Venter
Institute) einen Treffer. (B) Two sequence alignments der Protein-Sequenzen mit der PPARy-Isoform
1 aus Homo sapiens. Bei der Suche mit BlastP ergaben sich zwei Treffer, die allerdings fir
Pseudogene kodieren und keine hinreichende Ubereinstimmungen besaRen. Die Suche mit TBlastN

ergab keinen Treffer. Alignments wurden mittels DNAMAN durchgefiihrt.
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3.8 Untersuchungen auf Transkriptions-Level durch Microarrays

Um einen groferen Einblick in die durch Troglitazon hervorgerufenen Verdnderungen und
somit erste Hinweise fiir einen verantwortlichen Mechanismus zu bekommen, wurden
Microarray-Analysen durchgefiihrt. Auf den hierfiir genutzten Arrays waren 24 567
verschiedene PCR-Produkte als Spots aufgetragen, die alle mehr oder weniger grof3e Teile des
trypanosomalen Genoms beinhalteten (Diehl ef al., 2002, Brems et al., 2005). Fiir die Proben
wurden Parasiten des monomorphen Stammes 221 aus dem Blut der Ratte isoliert und 14 h
unter Kulturbedingungen mit oder ohne Troglitazon inkubiert. Um auch Verdnderungen des
Transkriptionsmusters in der spéten stationdren Wachstumsphase zu erfassen, wurden zudem
Zellen fiir 36 h kultiviert. Nach Isolierung der RNA wurde diese in cDNA umgeschrieben und
mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Arrays wurden jeweils mit cDNA der Parasiten
direkt aus dem Blut als Referenzbedingung und einer der drei anderen Proben inkubiert. Nach
dem Scannen der Arrays wurden die Fluoreszenzintensititen aufgenommen und die
Regulationen nach einem Filterprozess erfasst. Letzteres erfolgte mit dem Programm MChips
(Fellenberg et al., 2001 und 2002) nach drei Kriterien: Fluoreszenzintensitit der Spots, das
Verhiltnis der Fluoreszenzwerte beider Konditionen (ratio) und die min/max-separation der
einzelnen Hybridisierungen einer Kondition zur anderen. Auf diese Weise verbleiben nur
noch Gene, die deutlich reguliert und exprimiert sind. Alle Gene, die jedoch geringfiigig oder
in allen Konditionen gleich (z.B. house-keeping-enzymes) exprimiert werden, fallen dem
Filtervorgang zum Opfer. Aufgrund der erhaltenen Daten kann eine Correspondence-Analyse
vollzogen werden. Dafiir werden zwei Plots iibereinandergelegt, bei denen zum einen die
Gene in Abhéngigkeit der Konditionen aufgetragen werden, zum anderen die Konditionen in
Abhingigkeit der Gene. Daher ist sowohl die Ordinate als auch die Abszisse des
resultierenden Plots dimensionslos.

Abb.3-22 zeigt das Ergebnis aus jeweils sechs unabhidngigen Versuchen zu jeder Kondition.
Dabei stellen die grauen Punkte die regulierten Gene dar, die Quadrate hingegen die einzelnen
Hybridisierungen. Da die Regulationen der Parasiten direkt aus dem Blut als Referenz
dienten, wurde hier nur ein Mittelwert aus den gesamten 18 Versuchen aufgetragen. Liegen
Gene in der Néhe der farbigen Quadrate einer Kondition, so sind diese unter dieser Bedingung
hochreguliert, wéahrend die runterregulierten Gene auf der gegeniiberliegenden Seite liegen
(jeweils durch Pfeile der entsprechenden Farbe dargestellt).

Da monomorphe Trypanosomen aus dem Blut zu 100% aus slender-Formen bestehen, kann

man in diesem Plot schon eine Verdnderung der Genexpression durch die Kulturbedingungen
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beobachten, auch wenn die Blutformen sich nach 14 h Inkubation noch in der logarithmischen
Wachstumsphase befinden. Dies bestétigt das Ergebnis aus 3.3.2, bei dem in Zellen direkt aus
dem Blut keine SDH-Aktivitdit gemessen werden konnte, wohl aber in Zellen aus der
logarithmischen Phase in Kultur. Die Hybridisierungsexperimente mit Zellen aus der
stationdren Phase hingegen clustern noch weiter von der Referenzkondition entfernt. Diese
sind zum Grofiteil schon im Zellzyklus arretiert und stellen eine sterbende Population dar,
daher besitzen sie auch das von der Referenz entfernteste Expressionsmuster. Die in der
Troglitazon-Kondition hochregulierten Gene befinden sich zwischen denen der Kontrolle der
logarithmischen Phase und denen der stationdren Phase. Diese Lokalisation im Plot ist
gleichbedeutend mit einer in Richtung stumpy-Form fortgeschrittenen Differenzierung durch
Troglitazon, ohne jedoch in der endgiiltigen proliferationsdefizienten, sterbenden Form zu
miinden. Wahrscheinlich resultieren aus der Behandlung mit Troglitazon weiter differenzierte,
intermedidre Trypanosomen, die sich in ihrer Entwicklung zwischen den schnell
proliferierenden slender-Formen der logarithmischen Wachstumsphase und den stumpy-
Formen befinden. So kann man mit Hilfe der Correspondence-Analyse die Differenzierung

der Blutform-Parasiten zirkuldr verfolgen.
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Abb.3-22. Correspondence-Analyse. Alle Proben wurden gegen cDNA der Parasiten aus dem Blut
hybridisiert, diese Kondition diente somit als Referenz. Die erhaltenen Fluoreszenz-Daten wurden mit
der Software MChips (DKFZ Heidelberg) gefiltert und eine Correspondence-Analse erstellt.
Filterdaten: Intensitatsschwelle = 60.000, ratio = 4, min/max-separartion = 0,1. Die nach dem Filtern
verbliebenen regulierten Gene sind hier als graue Punkte dargestellt. Alle sechs Hybridisierungen der
Referenz-Kondition bilden einen Mittelwert (rotes Quadrat), bei den anderen Konditionen wurden alle
sechs Einzelhybridisierungen einer Kondition als Quadrate abgebildet (blau = Kontrolle der log-Phase,
grin = Troglitazon-behandelte Zellen, rosa = Kontrolle der stat-Phase). Je naher die Quadrate einer
Phase liegen, desto reproduzierbarer waren die Experimente. Die Gene, die nahe um die Quadrate
einer Farbe liegen, sind in dieser Kondition hochreguliert, die auf der Gegenseite jedoch

runterreguliert (Pfeile).

Die jeweils am deutlichsten regulierten Spots wurden sequenziert und mit Hilfe der
Trypanosomen-Datenbank des Sanger Instituts GeneDB bestimmten Genen zugewiesen. Da
auf den Arrays random-PCR-Produkte gespottet waren, zeigten manche regulierten
Sequenzen Teile des gleichen Gens. Aus diesen Regulationen wurde dann ein Mittelwert
gebildet. SchlieBlich wurden die unterschiedlichen Gene nach der Funktion ihrer
Proteinprodukte in Cluster eingeteilt.

Die grofiten Unterschiede beziiglich der Expression waren bei Genen der VSG-expression-site

zu beobachten (Abb.3-23). In Zellen, die mit Troglitazon behandelt worden waren, war vor
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allem der Level an ESAG 8 — Transkripten um das 11-fache der Kontrolle aus der
logarithmischen Phase erhoht. ESAG 8 gehort zwar zur VSG-expression site, ist aber das
einzige nicht membranstindige Protein dieser Familie. Es spielt iiber noch ungeklérte
Proteininteraktionen wahrscheinlich eine Rolle als Differenzierungsregulator (Pays et al.,
2001). Ein anderes Gen dieser Familie, ESAG 4, codiert fiir eine membranstindige
Adenylatzyklase der Flagellumtasche und ist sowohl in der Kontrolle der log-Phase als auch
nach Troglitazon-Behandlung um das 3-4fache hochreguliert. Dies kann sowohl eine Antwort
auf  Stressreaktionen durch Kultivierungsbedingungen darstellen, als auch fiir eine
Differenzierungsinduktion durch Produktion von cAMP sprechen.

Wihrend die Expression von Transporter-Proteinen des zweiten Clusters durch Troglitazon
stark runterreguliert ist, besteht eine erhohte Anzahl an Transkripten bestimmter Enzyme.
Darunter betrifft die deutlichste Regulation eine Calpain-like Peptidase. Generell
unterscheiden sich trypanosomale Calpaine von denen hoherer Eukaryonten, da ihnen die
Domine IV zur Ca**-Bindung fehlt (Ersfeld et al., 2005). Die bei diesem Experiment
regulierte Sequenz konnte man aufgrund der Sequenzdhnlichkeiten zu verschiedenen Calpain-
like Peptidasen mit unterschiedlichen Molekulargewichten zuordnen. Alle zédhlen jedoch zu
der neuen Klasse der ,,short calpain-like proteins lacking domain II, die nur eine einzige,
Trypanosomen-spezifische Doméne I° besitzen. Daher ist es fraglich, ob sie wirklich als
Peptidasen wirken, oder eine ganz andere Funktion besitzen.

Ein weiteres deutlich induziertes Gen codiert fiir ein Ubiquitin-activating enzyme, das
zusammen mit anderen Enzymen an der Markierung von Proteinen zur deren weiteren
Degradierung beteiligt ist, und so regulatorisch auf die Proteinausstattung der Zelle wirken
kann.

Desweiteren scheint Troglitazon die Expression von zwei heat shock Proteinen zu induzieren.
HSP 60 ist ein mitochondriales Chaperon, das sowohl Aggregation von Proteinen verhindert,
als auch Proteine in ihre funktionale Form faltet, nachdem diese die Membranen des
Mitochondriums passiert haben (Nadeau et al., 1993). Im Gegensatz dazu ist HSP 83 ein

cytosolisches Chaperon, iiber das in Trypanosomen allerdings noch wenig bekannt ist.
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Interessanterweise besitzen die Homologen zu HSP 83 der Kinetoplastiden generell eine
groflere ATPase-Aktivitét als die der hoheren Eukaryonten (Nadeau et al., 1992). In der Regel
besitzen diese Proteine Chaperon-Aktivitdt, sind aber auch fiir die Stabilisierung von
Transkriptionsfaktoren zustindig, solange diese nicht aktiviert sind. Zudem konnen sie mit
Zellzyklus-Kinasen interagieren (Buchner, 1999).

Die Microarrays zeigen auch eine Reihe von unbekannten Proteinen, die nach Behandlung mit
Troglitazon hochreguliert waren, deren Funktion allerdings noch zu kléren ist.

Um die Ergebnisse aus den Microarray-Analysen zu iiberpriifen, wurden zusétzlich Northern-
Blots durchgefiihrt. Dazu wurden stellvertretend zu vier der regulierten Sequenzen Sonden
hergestellt und mit Proben aus der logarithmischen und stationdren Phase hybridisiert. Auch
hier zeigte sich eine erhohte Expression der Adenylylzyklase ESAG4 mit Eintritt in die
stationdre Phase und durch Behandlung mit Troglitazon. Analog zu den Array-Ergebnissen
war die Expression nach 14 h durch Troglitazon nur leicht erhéht, in der stationdren Phase
verdeutlichte sich dieser Unterschied jedoch stark. Bei der Hybridisierung mit der Sonde
gegen ESAGS wurden zwei Banden sichtbar. Dies ldsst sich daraus erkldren, dass auf der
VSG-expression site drei Gene fiir dieses Protein lokalisiert sind, von denen zwei gleiche
Transkript-Lénge besitzen, eines jedoch ca. 100 bp mehr besitzt. Auch hier zeigt sich ein
deutlicher Anstieg durch Behandlung mit Troglitazon und Eintritt in die stationdre Phase, der
die Microarray-Resultate widerspiegelt. Zwei Banden konnten auch im Falle der calpain-like
cystein peptidase detektiert werden. Eines dieser Transkripte scheint in allen Phasen ungefahr
gleich exprimiert zu werden, wihrend das andere eine zellzyklusabhidngige Regulation zeigt.
Letzteres wurde wahrscheinlich bei der Microarray-Analyse erfasst, indem es mit einem Teil
der Sequenz an das aufgetragene PCR-Produkt gebunden hat. Fiir den Kationen-Kanal, der
wahrscheinlich Metallionen wie Zn*" transportiert, konnte in allen Proben der logarithmischen
Phase keine Expression gefunden werden. Dies steht scheinbar im Widerspruch zu den
Microarray-Experimenten, die eine Runterregulation aufzeigten. Eine mdgliche Erklarung
wire eine geringe Expression in der Kontrolle aus der logarithmischen Phase (Blut), die mit
den weniger sensitiven Northern-Blots nicht erfasst werden konnen. So entzieht sich eine evtl.
Runterregulation unter Kulturbedingungen auch der Detektion.

Insgesamt bestitigen die Northern-Blot-Experimente jedoch die FErgebnisse aus den
Microarray-Analysen und konnen nun als Grundlage fiir weiterflihrende Experimente

hinsichtlich der Differenzierung in Trypanosomen herangezogen werden.
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ID Proteinprodukt Regulation | Lange MW IP Lokalisierung |

H25N7.23 ESAG3 0 1104bp | 425kDa |7,0 Membran

H25N7.20 ESAG4 3807 bp | 139,2kDa | 5,3 Membran

H25N7.22 ESAGS8 1893 bp | 70,0kDa | 6,8 Zytosol/

H25N7.27 1893 bp 69,9kDa | 6,5 Nukleus

H25N7.28 2028 bp | 75,3kba | 7,8

Tb11.01.0725 | Cation transporter 1185bp | 42,2kDa | 6,5 Membran

Tb11.01.7590 | Amino acid transp. 1488 bp | 54,1kDa | 8,3 Membran

Tb927.7.4060 | Calpain-like 348bp | 12,8kDa |4,5 Zytosol

Th927.7.4070 | cysteine peptidase 363 bp 13,5kDa | 4,7

Tb11.02.5410 | Ubiquitin-activating 0 888bp | 32,3kDa | 5,8 Zytosol
enzyme

Tb927.5.1090 | Threonyl-tRNA 0 2400 bp | 90,9kDa | 6,8 Zytosol
synthetase

Th927.5.3170 | Ribose-phosphate- 1 1074 bp 39,1kDa | 4,9 Zytosol
pyrophosphokinase

Tb927.1.2330 | Beta-tubulin 1329 bp | 49,7kDa | 4,5 Zytoskelett

Tb927.8.3250 | Dynein heavy 14025 bp | 537,3kDa | 6,2 Zytosklelett

Tb09.244.2510 | BARP 783 bp | 27,4kDa |53 Membran

(GPI-Anker)

Tb10.26.1080 | HSP 83 0 2115bp | 80,7kDa | 4,9 Zytosol

Tb10.70.0430 | HSP 60 0 1689bp | 59,5kDa | 5,1 Mitochondrium

Tb927.3.3430 | Hypothetical 0 516 bp | 20,0 kDa 10,6 | Zytosol ?
protein

Tb927.2.2510 | Hypothetical 0 813bp | 29,1kDa | 9,6 Zytosol ?
protein

Tb927.7.7510 | Hypothetical 1 738 bp 26,7kDa | 4,9 Zytosol ?
protein

Tb11.02.5480 | Hypothetical ! 390 bp 13,5kDa | 8,6 Membran
protein

Tb927.7.1830 | Hypothetical ! 1101 bp | 40,8kDa | 8,0 Zytosol ?
protein

Tabelle 3-2. Liste der regulierten Transkripte. Die Sequenzen wurden mit Hilfe der Datenbank des

Sanger Insitute’s zu den jeweiligen Genen zugeordnet und hier ihre experimentell gefundenen oder

vorhergesagten Eigenschaften aufgelistet. (Pfeile symbolisieren die Regulation nach Behandlung mit

Troglitazon gegeniiber aus dem Blut isolierten Parasiten)
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A Oh log stat
Ko Ko Tro Ko Tro

ESAG 4 s — 3807
s ———— 2028

ESAG 8 —— 1893
S ————  ~1650

Calpain-like

peptidase | . am s S D —— s

Cation - ~2650

transporter — 1185

rRNA
B Oh log-Phase stat-Phase
Kontrolle [Troglitazon| Kontrolle |Troglitazon
ESAG 4 0 0,04 0,05 0,4 1
0 0,3 0,5 0,5 1
ESAG 8
0 0,6 0,4 0,3 1
Calpain-like 0 0,08 0,06 0,5 1
peptidase
0,6 0,8 0,6 0,9 1
Cation
transporter 0 0 0 0,7 1

Abb.3-24. Uberpriifung der Microarray-Ergebnisse mittels Northern-Blotting. Zu den wichtigsten
regulierten Genen wurden Sonden hergestellt und deren Expression wahrend der logarithmischen und
stationaren Phase mit und ohne Zugabe von Troglitazon verfolgt. Als Ladekontrolle dienten die drei
groRen rRNAs, die Semi-Quantifizierug erfolgte densitometrisch mit Hilfe von GelScan V5.1. Dabei
wurde die starkste Expression als 1 gesetzt. 0 h = Kontrolle (log-Phase aus dem Blut), log-Phase =

Zellen nach 14 h in Kultur, stat-Phase = Zellen nach 36 h in Kultur.
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4. DISKUSSION

4.1 Wachstumshemmung ohne Induktion von Zelltod durch Thiazolidindione

Durch Arbeiten von Figarella et al. (2005 und 2006) wurde bekannt, dass bestimmte
Prostaglandin-Derivate, die von den Parasiten selbst synthetisiert und in die Umgebung
abgegeben werden, Wachstumshemmung und programmierten Zelltod hervorrufen. Darunter
fallen Prostaglandine der D- und JSerie, die durch Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) zu Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und zur DNA-Degradation fihren,
wobei ein Zellzyklusarrest in der G-Phase auftritt. Das von den Blutformen gebildete PGD»
wird unter Beteiligung von Albuminen im Blut wahrscheinlich schnell in seine Metabolite
wie PGY, D'-PGJ, und 15-desoxy-PGJ, tiberfiihrt. Bisher ist alerdings nicht bekannt, tiber
welchen Mechanismus diese Derivate in die Zellen aufgenommen und tber welchen Rezeptor
die Effekte vermittelt werden. Wahrscheinlich gelangt PGD» selbst nicht in die Zellen und die
Induktion des Zelltodes erfolgt Uber Bindung der jewelligen Metabolite. Einer dieser Derivate
i 15-desoxy-PGJ,, das in niedrigen Konzentrationen an Membranrezeptoren binden kann
(Monneret et al., 2002), sonst aber auch zahlreiche nukledre Targetproteine wie z.B. PPARg
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor g) besitzt (Cheron et al., 2004). Zu den
natiirlichen Liganden von PPARg zdhlen neben 15-desoxy-PGJ, aber auch andere ungeséttigte
Fettsduren wie Linolsdure, Linolensdure oder auch oxidierte Fettsauren wie 9- und 13-
Hydroxyoctadecadiensaure (Shearer and Hoekstra, 2002). Allerdings ist deren Affinitdt zu
dem Kernrezeptor relativ gering. Im Gegensatz dazu stehen die synthetischen Agonisten, alen
voran die Familie der Thiazolidindione, deren ECso sich im ranomolaren Bereich befindet.

Neben Effekten wie Differenzierung, Proliferation von Peroxisomen Senkung des
Glukosespiegels oder Verhinderung der Schaumzellenbildung (Willson et al., 2001) wurde
auch von PPARg induzierter Apoptose (Padilla et al., 2000; Eucker et al., 2006; Ming et al.,
2006) berichtet. Um herauszufinden, ob der von PGD, und seinen Metaboliten induzierte
Zdlltod in Trypanosoma brucel Uber Aktivierung eines PPARg-Homologs vermittelt wird,
wurden zunéchst Experimente mit den hoher affinen Thiazolidindionen durchgefihrt. Es
zeigte sich, dass diese tatséchlich einen konzentrationsabhéngigen inhibitorischen Effekt auf
das Zellwachstum besitzen. Von den drei Substanzen, die fir die Experimente verwerdet
wurden, besal? Troglitazon sowohl die stérkste wachstumshemmende Wirkung als auch mit
42 uM die niedrigste 1Csp, gefolgt von Ciglitazon mit 63 UM und Rosiglitazon mit ~175 uM.

Da a-Tocopherol, das strukturelle Ahnlichkeit mit Troglitazon, aber nicht mit den anderen
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beiden Substanzen besitzt, in Konzentrationen bis zu 2 mM kaum einen Effekt auf das
Wachstum der Zellen zeigte, liegt es nahe, dass diese Wirkung durch den Thiazolidindion
Tell vermittelt wird. Dabel konnte der lipophile Rest die Stérke des Effekts modulieren.

In Analogie zu den Prostaglandinen, wurden die Zellen nach Behandlung auf Nekrose- und
Apoptosemarker untersucht. FACS-Analysen mit Propidiumjodid zeigten aber keine
Anzeichen erhohter Membranpermeabliltét wie sie fur Nekrose zu erwarten gewesen waére.
Untersuchungen des DNA-Gehaltes der Kerne zeigten zudem weder DNA-Degradation noch
Polyploidie, was auch durch Kernfarbung unter dem Mikroskop bestétigt wurde. Auch die
Farbung des Mitochondriums mit TMRE offenbarte keinen Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials und bestdtigte somit die anderen Ergebnisse. Im Gegensatz dazu
erzeugten alle Thiazolidindione eine Erhéhung des mitochondrialen Membranpotentials. Da
diese Daten nicht fir Nekrose oder einen programmierten Zelltod sprechen, wurde die
Morphologie der Zellen zusétzlich mittels Transmissionselektronen-Mikroskopie untersucht.
Auch hier waren weder Chromatinkondensation noch eine Erhéhung der Lysosoment oder
Autophagosomenzahl erkennbar, so dass auch Autophagie ausgeschlossen werden konnte.
Somit gab es bei Behandlung mit den PPARg-Agonisten keine Evidenzen fir toxische Effekte
auf die Zellen, vielmehr schlossen diese Experimente die Beteiligung eines PPARg-
abhangigen Mechanismus bei der Induktion eines programmierten Zelltodes durch PGD-» und

seine Derivate aus.

4.2 Proliferation der Glykosomen und Steigerung der Glykolyserate

Die Glykosomen der Kinetoplastiden gehdren zusammen mit den Glyoxysomender Pflanzen
zu den Peroxisomen verwandten Organellen. Neben einigen gemeinsamen besitzen diese
jedoch auch divergente Stoffwechselwege, die wahrscheinlich auf Eigenheiten der jeweiligen
Spezies beruhen (Parsons, 2004). So ist beispielsweise die Glykolyse bei Trypanosomen nicht
im Cytosol, sondern in den Glykosomen lokalisiert, so dass letztere besonders fur die
Blutform ein essentielles Organell darstellt. Die Biogenese von Peroxisomen in hoheren
Eukaryonten bendtigt generell cytosolische Proteine und Menbrantransportproteine, die
Peroxine. Bel der de novo Synthese induzieren mehrfach ungeséttigte Fettsduren oder
sogenannte Peroxisomen-Proliferatoren (Fibrate, Thiazolidindione, etc.) durch Bindung an die
Peroxisome Proliferator Activated Receptors die Transkription peroxisomaler Gene, denen
ein PP-Responding Element vorgeschaltet ist. Alternativ kdnnen Peroxisomen auch einfach

durch die Spaltung schon vorhandener Peroxisomen entstehen (Chandoga und Petrovic,
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2001).

Tatsachlich zeigen TEM-Aufnahmen von BlutformZellen, die mit Troglitazon behandelt
wurden, im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen eine erhdhte Anzahl an Glykosomen.
Da aufgrund der Methodik jedoch nur wenige Zellen betrachtet werden kénnen wurden fir
eine gesicherte Beurteilung zusétzlich Immunofluoreszenz-Experimente durchgefihrt und die
Glykosomen mittels Antikorper gegen das dort lokalisierte Enzym Aldolase angeféarbt. Auch
hier ist eine deutliche Proliferation dieser Organellen durch Troglitazon ersichtlich. Dies
konnte fur eine den héheren Eukaryonten ahnliche Regulation Uber einen nukledren Rezeptor
wie PPARg sprechen. Allerdings gibt es bisher keine Evidernzen fir einen &hnlichen
Mechanismus in  Trypanosomatiden (Parsons, 2004), zuma die Regulation auf
Transkriptionsebene dort generell keine grof3e Rolle einnimmt (Clayton, 2002).

Um quantitativere Aussagen treffen zu kénnen, wurde die Glykolyserate der Zellen bestimmt,
da diese en indirektes Ma3 fur die Glykosomenzahl darstellt. Nach Behandlung mit
Troglitazon erhdhten sich der Glucoseverbrauch und die Pyruvatproduktion der Zellen um ca.
25%. Dies legt folglich zwar eine Erhdhung der Glykosomenzahl pro Zelle nahe, dlerdings
nivellierte sich dieser Unterschied bei Bezug auf die jeweilige Proteinmenge, da die Parasiten
nach Behandlungen eine hohere Proteinkonzentration aufwiesen. Bestimmungen der
Proteinbiosyntheserate zeigten, dass dies nicht auf einer Hemmung des Proteinabbaus,
sondern auf einer bereits 4 h nach Zugabe von Troglitazon erhéhten Proteinbiosyntheserate
der Zellen beruht. Letzteres spricht fir einen aktiven Umwandlungsprozess der Parasiten
durch Expression neuer Proteine.

Da die Aufnahme von Glucose nicht reduziert ist, scheint die Proliferation der Glykosomen
keine Folge von Nahrungsmangel zu sein. In mehreren Publikationen wurde gezeigt, dass die
enzymatische Zusammensetzung der Glykosomen in den verschiedenen Entwicklungsstadien,
d.h. im Vergleich von Blutformen zu prozyklischen Parasiten, einer Veranderung unterliegt
(Hannaert and Michels, 1994; Colasante et al., 2006). In Anaogie zur ,,Pexophagie” in Hefen,
vertreten Rigden et al. (2005) die Hypothese einer ,, Glycophagie” in Trypanosomen, die eine
Anpassung an verschiedene Etwicklungsstadien und Umgebungsbedingungen darstellen
konnten. Dabei werden Glykosomen neuer Enzymausstattung synthetisiert und die
vorhandenen durch Autophagie abgebaut. Solch ein Prozess konnte auch der durch
Troglitazon induzierten glykosomalen Proliferation zugrunde liegen und so eine Anpassung

an sich potentiell verandernde Umgebungsbedingungen einleiten.
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4.3 Aktivierung des Mitochondriums und Erhoéhung der Transfor mationseffizienz

durch Troglitazon

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Troglitazon-behandelten Zellen zeigten nicht nur
eine Proliferation von Glykosomen, sondern auch aufféllige Mitochondrien mit besserer
Auspragung der Cristae. Dies ware nach 16 h Inkubation eigentlich nicht zu erwarten
gewesen, da sich BlutformZellen zu diesem Zetpunkt noch in der logarithmischen
Wachstumsphase befinden. Kontrollzellen nach entsprechender Irkubationszeit besitzen
kleinere Mitochondrien mit nur wenigen Cristae, da sie ihre Energie ausschliefdich aus der
Glykolyse beziehen. Untersuchungen mittels FACS-Analyse bestétigten die morphologisch
sichtbare Weaelterentwicklung und zeigten ene Erhéhung des mitochondrialen
Membranpotentials nach Behandlung der Zellen mit Thiazolidindionen. Dies konnte
gegentiber unbehandelten Zellen den Import von Enzymen ins Mitochondrium beglnstigen,
der neben ATP und speziellen Rezeptoren auch ein ausreichendes Membranpotential bendtigt
(Priest and Haduk, 1996). Ndheren Untersuchungen der behandelten Blutformen zufolge
besitzen die Zellen einen erhdhten Sauerstoffverbrauch der durch KCN wesentlich deutlicher
inhibiert werden konnte als der der Kontrollzellen. Fir Blutformen der stationdren Phase
wurde diese erhdhte Cyanosensitivitét schon beschrieben (Hamm et al., 1990). Dies deutet
tatséchlich auf eine Aktivierung der Atmungskette hin, wie sie bei der Differenzierung von
dender- zu stumpy-Blutformen auftritt. Auch die Erhohung der SDH-Aktivitdt sowie die
gesteigerte Expression der DHLADH und Transkription von Cytochrom C und 9S rRNA
bestétigen diese Hypothese und sind konform mit Untersuchungen des Transkriptionsmusters
verschiedener Lebensstadien (Michelotti und Hajduk, 1987; Priest und Hajduk, 1994).

Aufgrund ihrer Selektion auf schnelles Wachstum im Blut, kénnen monomorphe Stdmme
zwar metabolisch eine Differenzierung durchlaufen, morphologisch sind sie aber deutlich
schwieriger in dender- und stumpy-Formen zu unterscheiden, as die pleomorphen
Blutformen. Da die Morphologie jedoch ein wichtiges Kriterium zur Identifizierung einer
Differenzierung darstellt (Vickerman, 1965), wurden zusédtzlich Experimente mit
pleomorphen Zellen durchgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 16 h bestanden behandelte
Populationen zu 64% aus stumpy-Formen, wahrend in der Kontrolle erst 22% der Zellen
differenziert waren. Im Gegensatz zu bisherigen Arbeiten, die zur artifiziellen Einleitung von
slender zu stumpy-&hnlichen Parasiten fuhrten (Giffin et al., 1986; Penketh et al., 1991),
traten weder in pleomorphen noch in monomorphen Kulturen nach Behandlung mit

Troglitazon eine erhdhte Anzahl an Zellen mit grofReren Nuclel oder multinucledre Zellen auf.
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Auch wenn normale stumpy-Parasiten in der Gi/Go-Phase des Zellzyklus arretiert sind,
stellten Mutomba und Wang (1998) die Hypothese auf, dass ein Arrest in jeder beliebigen
Zellzyklusphase eine Differenzierung einleiten wirde. So entstehen Zellen mit stumpy-
Morphologie beispielsweise als Folge der Aushungerung nach Behandlung mit DFMO mit
einen Block in der Gi/S-Phase (Giffin et al., 1986), durch Induktion von DNA-Sch&den nach
Behandlung mit 1,2-Bis(methylsulfonyl)-1-methylhydrazin (Penketh et al., 1991) mit einem
Block in der G-Phase, durch das Antibiotikum Aphidicolin mit eéinem Block in der G/M-
Phase und durch Hydroxyharnstoff mit einem Block in der M/G;-Phase (Mutomba und Wang,
1998). Mit Troglitazon konnte alerdings kein Zellzyklusarrest nachgewiesen werden, was
sowohl durch FACS-Anaysen as auch durch Farbung der Kerne mit Bisbenzimid bestétigt
wurde. Dies spricht einerseits dafir, dass die Substanz keinen toxischen Effekt auf die Zellen
besitzt oder etwa Schaden an der DNA verursacht. Andererseits stellt der Zellzyklusarrest in
der Gi/Go-Phase einen wesentlichen stumpy-Marker dar (Vassella et al., 1997; Breidbach et
al., 2002), der eindeutig bei Troglitazon-behandelten Parasiten zu fehlen scheint.

Ein weiteres Kriterium fir eine Differenzierung der Blutformen ist die Fahigkeit, unter den
entsprechenden Bedingungen, wie sie von Overath et al. (1986) publiziert worden waren, zu
prozyklischen Zellen zu transformieren. Parasiten, die beispielsweise mit DFMO behandelt
worden waren, zeigten zwar Zellzyklusarrest und stumpy-Morphologie, scheiterten aber in
der Umwandlung zur prozyklischen Fliegenformen (Giffin et al., 1986). Dies legt eine
ungentigende Aktivierung des Mitochondriums nahe, die als Préadaption fur die verénderten
Bedingungen im Dam der Fliege notwendig ist. Um die mitochondrialen und
morphologischen Veranderungen der Troglitazon-behandelten Zellen weiter zu untersuchen
wurden diese ebenfalls dem genannten Transformationsprotokoll unterzogen Dabel zeigte
sich, dass sie tatséchlich eine weitaus bessere Transformation zur prozyklischen Form
durchfuhrtenals die entsprechenden Kontrollzellen aus der logarithmischen Wachstumsphase.
Letztere starben entweder infolge der verdnderten Nahrungs- und Temperatur-Bedingungen
oder wuchsen nur langsam, was sich sowohl in der Entwicklung der Zelldichte als auch in
ihrer Morphologie wéahrend des Transformationsprozesses widerspiegelte. Troglitazon
induziert also offensichtlich eine Aktivierung des Mitochondriums, die den Blutformen als
Préadaption fir verénderte Umgebungsbedingungen gentgt, um in das Stadium der
Fliegenformen Uberzugehen ohne allerdings vorher in der Gi/Go-Phase aufzulaufen. Dies
entspricht einem Differenzierungsprozess, der nicht zu Zellzyklus-arretierten stumpy-Formen,
sondern zu intermedialen Formen fuhrt.

Wahrend der Differenzierung von slender- zu stumpy-Formen durchlaufen Trypanosomen ein
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Stadium, das schon Vickerman (1965) als ,intermediar” bezeichnete, das aber wesentlich
schwerer erfassbar ist. Wéahrend dender-Formen eine schlanke Morphologie besitzen,
proliferieren und nur durch Glykolyse Uberleben, sind sumpy-Parasiten eindeutig dicker,
zellzyklusarretiert und besitzen ein teilweise aktiviertes Mitochondrium. Bisher konnte man
zeigen, dass dender-Formen im Darm der Fliege zugrunde gehen, stumpy-Formen sich
hingegen in Fliegenformen umwandeln kénnen. Doch ist die Differenzierung ein transienter
Prozess, der wéahrend der letzten Zellteilung stattzufinden scheint (Matthews und Gull, 1994).
Sind intermedidre Parasiten als Zwischenstadium der beiden Extreme schon morphologisch
schwer zu definieren, so stellt sich die Frage, inwiefern man sie metabolisch erfassen kann.
Meis werden sie aufgrund dieser Problematik zu der stumpy-Population dazugezéhlt. Es
konnte gezeigt werden, dass ihre mitochondriale Entwicklung eher den stumpy-Formen
entspricht (Tyler et al., 1997). Statistische Arbeiten von Savill und Seed (2004) Uber den
Infektionsverlauf der Parasiten bestérken die Betrachtung, die eine Subpopulation
intermediérer Zellen as wichtigen Faktor mit einbezieht. Zudem héaufen sich Evidenzen daftr,
dass es sich bel eigentlichen stumpy-Formen vielmehr um en ,dead end* der Entwicklung
handelt, deren eigentliche Aufgabe durch Zellzyklusarrest und Sensitivitdt gegeniber
Prostaglandin-induziertem Zelltod eine Kontrolle der Parasitamie darstellt (Tyler, 2003;
Figarella et al., 2005 und 2006; Duszenko et al., 2006). Dies riickt die Bedeutung
intermedidrer Formen, wie sie etwa durch Troglitazon induziert werden, in ein anderes Licht,
da diese metabolisch bereits differenziert sind, aber keinen Zellzyklusarrest zeigen und so das

fur das Uberleben in der Fliege eigentlich verantwortliche Stadium darstellen konnten.

4.4 Die Induktion der Differenzierung erfolgt Uber einen PPARg-unabhangigen

M echanismus

Zahlreiche Publikationen berichten Gber Induktion einer Differenzierung in hoheren
eukaryontischen Zellen wie Keratinozyten, Fibroblasten und Karzinomzellen durch
Thiazolidindione, sowohl durch PPARg-abhangige (Tontonoz et al., 1994 und 1997; Willson
et al., 2001; Kato et €l., 2004) als auch unabhangige Signalwege (Frohlich et al., 2005; Weng
et al., 2006).

Analog zu Troglitazon waren auch andere Thiazolidindione, Ciglitazon und Rosiglitazon, in
der Lage, das Zellwachstum von Trypanosoma brucel zu hemmen, das mitochondriale
Membranpotential zu erh6hen und die Transformationsféhigkeit der Blutformen zu

prozyklischen Parasiten zu verbessern. Dies suggeriert einen strukturspezifischen Effekt der
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Substanzen, beruhend auf den gemeinsamen ThiazolidindionRest. Allerdings unterscheiden
sich die Wirkungen der drel Substanzen in ihrer Stéarke, mit Troglitazon als eindeutig
potentesten Differenzierungsinduktor, gefolgt von Ciglitazon und Rosiglitazon. Dies steht im
Widerspruch zu den Affinitdten der jeweiligen Thiazolidindione hinsichtlich PPARg, unter
denen Rosiglitazon mit einer ECso von 43 nM (humaner Rezeptor) die grofdte besitzt (Shearer
und Hoekstra, 2002; Weng et al., 2006). Dieses Phanomen wurde schon bezlglich anderer
Zelltypen wie Thyrozyten beobachtet (Frohlich et al.,, 2005) und spricht fir eine
strukturspezifische, aber PPARg-unabhéngige Differenzierung, bei der der lipophile Rest der
Thiazolidindione modulierend auf die Wirkung eingreifen konnte. Um dieser Hypothese
nachzugehen, wurde zusétzlich der hochaffine PPARg-Antagonist TO070907 (Lee et al.,
2002) eingesetzt, der durch kovalente Bindung am Cystein der Position 313 des Rezeptors
wirkt und dessen Effekt sich durch Thiazolidindione nicht aufheben |8sg. Dieser hatte jedoch
keinen Einflul® auf die Wirkung von Troglitazon Zudem induzierte der natirliche PPARg
Ligand 15-desoxy-PGJ, (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995) keine Differenzierung der
Blutformen Im Gegensatz dazu starben die Zellen schneller in Transformationsmedium als
die entsprechenden Kontrollzellen, was die Arbeiten von Figarella et al. (2006) bestétigt, die
zeigten, dass Prostaglandin-Derivate programmierten Zelltod, aber keine Differenzierung
induzieren. Auch Datenbankrecherchen bestarken einen PPARg-unabhéngigen Mechanismus,
der die Wirkung von Troglitazon in Trypanosomen bedingt, da sie keinen signifikanten
Treffer fir ein potentielles PPARg-Ortholog ergaben

Es erscheint jedoch interessant, dass die beobachteten Effekte auf die Differenzierung der
Parasiten sehr dhnlich zu den Berichten in htheren Eukaryonten sind. Auch dort h&ufen sich
die Evidenzen fir PPARg-unabhéngige Mechanismen und andere Targetproteine der
Thiazolidindione (Weng et al., 2006). So vermdgen sie an mitochondriale Proteine zu binden
(Colca et al., 2005) oder fuhren durch verstarkten Abbau von Cyclin D1 zu einer Hemmung
der Proliferation von Mammakarzinom-Zellen (Huang et al., 2005). De facto erscheinen viele
Effekte als ein Resultat aus Ubereinanderlagerungen PPARg-abhéngiger und -unabhangiger
Wege wie die Aktivierung von extracellular-signal regulated kinases (ERKS), die zu der
Familie der MAP-Kinasen gehoren oder der Aktivierung der mitochondrialen AMP-
aktivierten Proteinkinase (MAMK), die eukaryontischen Zellen a's Schutz vor Energiemangel
dient (He et al., 2006; Turturro et al., 2007). Auch in Trypanosoma brucei spielen
offensichtlich MAP-Kinasen eine wichtige Rolle (Naua et al., 2005), wohingegen eine
Regulationen der Expression durch Transkriptionsfaktoren nur einen geringeren Stellenwert

in den Parasiten besitzt (Clayton, 2002). Von den drel bisher identifizierten MAP-Kinasen,
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gehoren zwel zur Gruppe der ERKs und scheinen in Differenzierungsprozesse und
Wachstumsgeschwindigkeit der Parasiten involviert zu sein (Hua und Wang, 1994 und 1997,
Muller et al., 2002; Domenicali-Pfister et al., 2006). Die dritte, TbECK1, besitzt sowohl
Eigenschaften der MAP- as auchder CD-Kinasen und greift in den Zellzyklus der Parasiten
ein (Ellis et al., 2004). Bisher ist alerdings noch wenig Uber diese Signalkaskaden
aufgedeckt, da sich selbst nach der vollstandigen Sequenzierung des Genoms von
Trypanosoma brucei deren Identifikation als schwierig erweist (Naula et al., 2005). Eventuell
konnte Troglitazon Uber die Aktivierung oder Hemmung einer entsprechenden Kinase
wirksam werden und so entweder die Funktion des stumpy induction factor (SIF) simulieren
oder dessen Effekt verstérken. Eine synergistische Wirkung scheint dabei ndher zu liegen da
die Zugabe von Troglitazon zu einem spéteren Zeitpunkt der Kultur (mit hoherer Zelldichte
und angereichertem SIF) im Gegensatz zur sofortigen Zugabe einen spontanen

wachstumsinhibitorischen Effekt zigte.

4.5 Regulation auf Transkriptionsebene — Expression von ESAG 8

Ahnlich den Signalwegen der MAP-Kinasen, ist auch der Mechanismus der Differenzierungs-
Induktion von slender- zu stumpy-Formen bislang lluckenhaft aufgeklart. Es ist bekannt, dass
sowohl die Zelldichte als auch die Produktion eines Pheromonartigen Faktors durch die
dender-Formen (SIF) einen Einfluss auf die Differenzierung besitzen (Hesse et al., 1995;
Reuner et al., 1997; Vassella et al., 1997). Auch wenn es bisher nicht gelungen ist, diesen
Faktor zu isolieren, wird seine Prasenz sowohl durch experimentelle als auch statistische
Untersuchungen untermauert (Savill und Seed, 2004). Durch eine Art quorum sensing, wie es
bei Bakterien beobachtet werden kann (Visick und Fuqua, 2005), wird nach bisherigen
Erkenntnissen durch Bindung des SIF an einen Rezeptor die Bildung von cAMP in den Zellen
induziert, das seinerseits als second messenger die Umwandlung zu stumpy-Parasiten einleitet
(Vassella et al., 1997; Breidbach et al., 2002). Untersuchungen auf Transkriptionsebene nach
Behandlung der Blutformen mit Troglitazon im Vergleich zu unbehandelten Zellen der
logarithmischen und é&ten stationdren Phase sollten Hinweise auf weitere Details dieser
Signalkaskade geben. Das Transkriptionsmuster der behandelten Zellen gliederte sich
zwischen dem der logarithmischen und der stationdren Kontrolle ein und bestétigte so die
Ergebnisse der anderen Experimente. Dabel dhnelte die Genexpression nach Troglitazon
Zugabe mehr der der logarithmischen Kontrollzellen. Dies kénnte in einer Kombination aus

zwel Faktoren begrindet sein: die Veranderungen durch Behandlung mit Troglitazon
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induzieren eher die Entwicklungen von intermedidrenals von stumpy-Formen wie sie in der
stationdren Phase vorliegen. Zudem beginnen Zellen der spaten stationdren Phase
wahrscheinlich mit der Expression von Genen, die am programmierten Zelltod beteiligt sind
und im Gegensatz zu Prostaglandin- Derivaten durch Troglitazon nicht induziert werden.

Am deutlichsten durch Troglitazon reguliert waren Gene der VSG-expression site Im
Gegensatz zur generellen Aktivierung inaktiver expression sites nach Beschadigung der DNA
(Sheader et al., 2004), waren die einzelnen expression site associated genes jedoch
unterschiedlich reguliert. Ene von VSG unabhangige posttranskriptionale Regulation wurde
schon fur ESAG 3 und 8 gezeigt, wohingegen ESAG &7 analog zu VSG exprimiert werden
(Vanhamme et al., 2000). Dies erklart die gleichzeitig unterdriickte Expression von ESAG 3
in behandelten Zellen, wahrend die von ESAG 8 deutlich erhdht war. Wahrend tber ESAG 3
noch nicht viel bekannt ist, belegen zahlreiche Publikationen eine zellregulatorische Rolle fir
ESAG 8. Auf der expression site liegt das Gen fir dieses Protein in unmittelbarer N&he zu
ESAG 4, einer Adenylatzyklase, und besitzt grof®e Homologie zur Ras-interagierenden
Domane der Adenylatzyklase in Hefe (Revelard et al., 1990). Daher ist die Struktur von
ESAG 8 durch Regionen ausgezeichnet, die fur Protein-Protein-Wechselwirkungen von
Bedeutung sind, wie Leucin-reiche repeats und ein Ring-Finger-Motiv. Da das Protein in der
Zelle in sehr geringer Konzentration vorliegt und vorwiegend im Nucleolus lokalisiert ist,
wird ihm eine regulatorische Funktion zugesprochen (Lips et al., 1996; Hoek et al., 2000).
Bisher wurden zwar Interaktionen von ESAG 8 mit einem Protein der Pumilio-Familie und
mit PIE8, das bel der dender- zu stumpy-Differenzierung zur Aktivierung des
Mitochondriums beitrégt, nachgewiesen (Hoek et al., 2002; PerezMorga et al., 1999), seine
eigentliche Rolle aber noch nicht geklart. Aufgrund dieser Wechselwirkungen wird die
Funktion von ESAG 8 in der Zellzyklusregulation vermutet (Pays et al., 2001), was mit den
Effekten von Troglitazon im Einklang stiinde.

ESAG 4, das grol3e Homologie zur katalytischen Doméane der Hefe-Adenylatzyklase besitzt,
wurde sowohl in der Kontrolle der logarithmischen Phase as auch in der behandelten
Zellpopulation gegentiber den Zellen aus dem Blut hochreguliert. Im Gegensatz zu dieser
Enzymfamilie in htheren Eukaryonten ist ESAG 4 nicht G-Protein-gekoppelt und besitzt eine
grof3e extrazellulére LigandenBindedoméane. Da das Genom von Trypanosoma brucei eine
Vielzahl solcher Adeylatzyklasen (GRESAGS) beinhaltet, die in ihren extrazelluléren
Domaénen differieren, liegt es nahe, dass sie durch unterschiedliche Liganden unter den
jeweiligen Bedingungen spezifisch reguliert werden (Alexandre et al., 1996). Fir ESAG 4
wird eine Aktivierung Uber einen niedermolekularen Effektor angenommen, da dieser
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Rezeptor entlang des Flagellums lokalisiert ist (Paindavoine et al., 1992; Pays et al., 2001).
Wie bereits erwdhnt, wurde gezeigt, dass die Bildung von cCAMP ein wichtiger Parameter fir
die slender-stumpy Differenzierung darstellt (Vassella et al., 1997; Breidbach et al., 2002).
Aus diesem Grund entstand die Hypothese, ESAG 4 wiirde durch SIF aktiviert werden, so die
Bildung von cAMP induzieren und die Differenzierung einleiten, da es als einzige Isoform
ausschliefdich in Blutformen exprimiert wird (Vassella et al., 1997). Andererseits kdnnte es
auch eine Rolle in der Transformation von Blutformen zu Prozyklischen Zellen spielen
(Paindavoine et al., 1992; Pays et al., 2001). Die Tatsache, dass ESAG 4 auch in der
Kontrolle aus der logarithmischen Phase in Kultur hochreguliert war, bestétigt Versuche, in
der die Aktivitét der Succinatdehydrogenase bestimmt worden war, denn auch diese zeigten
eine beginnende Differenzierung zu stumpy-Formen im Gegensatz zu Zellen direkt nach der
Isolierung aus dem Blut. Wahrscheinlich wird dies schon durch eine Veranderung der
Umgebung zu Kulturbedingungen ausgel st.

Neben den expression site associated genes zeigten die Microarrays auch eine Regulation
zweler heat shock Proteine auf. Die erhohte Expresson von HSP60 ist stimmig mit
Beobachtungen von Tyler et al. (1997). Mittels Immunofluoreszenz ermittelten sie eine
Steigerung von 3% HSP60-positiver Zellen in dender-Populationen zu 88% bzw. 100%
beziiglich intermedidarer und stumpy-Formen. Dieses Protein besitzt unter anderem die
Aufgabe, die korrekte RUckfaltung von Proteinen, nachdem sie die Membran des
Mitochondriums passiert haben, durchzufihren (Nadeau et al., 1993). Da Troglitazon
behandelte Blutformen zudem ein erhthtes Membranpotential aufwiesen, kénnte so der
Import und die korrekte Faltung mitochondrialer Enzyme begiinstigt sein und einen Grund fur
die gesteigerte Aktivitét dieses Organells darbieten.

Da nédheres zu den Aufgabendes trypanosomalen HSP83, der cal pain-like peptidase oder den
lonenkandlen noch unbekannt ist, bleibt dies ein interessanter Ansatzpunkt, um die Effekte
von Troglitazon und die generellen Prozesse wahrend der Differenzierung weiter zu

untersuchen.

4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

V orausgegangene Arbeiten von Figarella et al. (2005 und 2006) konnten die Induktion eines
programmierten Zelltodes durch Prostaglandine der D und JSerie aufzeigen. Im Hinblick
darauf wurde nach enem mdglichen rezeptorvermittelten Mechanismus gesucht. Da

Thiazolidindione analog zu 15-desoxy-PGJ, in htheren Eukaryonten zu ener Aktivierung
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von PPARg fuhren, wurden diese synthetischen Agonisten fir weitere Versuche diesbeziiglich
herangezogen. Im Gegensatz zu den Prostaglandin-Derivaten losten diese synthetischen
PPARg-Agonisten in BlutformParasiten jedoch keinen Zelltod, wohl aber eine
Differenzierung der dlender-Formen aus. Dies zeigte sich in der Aktivierung des
Mitochondriums und einer besseren Transformation zwr prozyklischen Fliegenform,
gleichzeitig aber auch in der Entwicklung von Parasiten mit stumpy-Morphologie in
pleomorphen Stdmmen Allerdings wurde nachBehandlung der Zellen mit Troglitazon kein
Zellzyklusarrest erhalten, der unter anderem als Merkmal von stumpy-Parasiten gilt (Vassella
et al., 1997; Matthews, 1999). Basierend auf diesen Daten und neueren Publikationen (Savill
und Seed, 2004) fuhrt dies zu der Schlussfolgerung einer transienten Differenzierung, die
zellzyklusarretierte stumpy-Formen zur Regulierung der Parasitdmie hervorbringt, um den
Wirt nicht vorzeitig zu toten, wéahrend die Aufgabe intermedidrer Blutformen in der
Weiterentwicklung zu prozyklischen Parasiten und somit in der Vollendung des Lebenszyklus
liegt.

Desweiterenkonnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die ausgel Oste Differenzierung nicht
Uber die Aktivierung eines trypanosomalen PPARg-Orthologs erfolgt. Eine adternative
Maoglichkeit bietet hier die Identifizierung und Charakterisierung neuer ER-Kinasen, die as
Target von Troglitazon dienen konnten (Naula et al., 2005). Dabel bieten Untersuchungen
beziiglich der transkriptionellen Regulation weitere Ansatzpunkte zur Aufklarung der fir die
Differenzierung verantwortlichen Signalkaskade, da viele dieser Proteinprodukte bisher nicht

oder nur lUckenhaft charakterisiert sind.
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5. Zusammenfassung

Seit dem 18. Jahrhundert wurden viele Menschen durch Krankheiten dahingerafft, die als
»Sleepy distemper” oder ,fly disease” bezeichnet wurden. Erst zu Beginn des 20. Jahrhunderts
wurde der dafir verantwortliche Erreger, Trypanosoma brucei (Dutton, 1902) entdeckt,
dessen Unterarten einerseits fur die Nagana afrikanischer Zuchttiere als auch fir die
Schlafkrankheit des Menschen verantwortlich sind. Werden metazyk lische Parasiten durch
einen Stich der Tsetse-Fliege von deren Speicheldriisen auf das Blut eines Vertebraten
Ubertragen, so differenzieren sie sofort in Blutform-Parasiten, die as sender-Formen
bezeichnet werden. Diese besitzen eine hohe Teilungsrate und sind fir den Anstieg der
Parasitdmie verantwortlich. Haben sie eine gewisse Zelldichte im Blut ihres Wirts erreicht, so
differenzieren sie in dickere, teilungsdefiziente Zellen den stumpy-Formen (Vickerman,
1965). Diese Differenzierung verlauft transient Uber eine intermedidre Blutform, die
metabolisch schon stumpy-Charakter besitzt, morphologisch jedoch schwer einzuordnen ist
(Tyler et al., 1997; Savill und Seed, 2004). Der genaue Mechanismus dieses Vorganges ist
noch nicht aufgedeckt, es scheint sich aber um eine Art quorum sensing zu handeln, bel dem
von den Trypanosomen selbst ein Faktor von geringem Molekulargewicht produziert wird
(Hamm et al., 1990; Vassella et al., 1997). Dieser aktiviert offensichtlich eine cAMP-
abhangige Signalkaskade, die schliefdlich zur Differenzierung der Zellen fihrt (Vassellaet al.,
1997; Breidbach et al., 2002). Es folgt ein Abfall der Parasitdmie. Die wenigen slender-
Formen, die eine andere VSG-Variante auf ihrer Oberfléche exprimieren, Uberleben und
sorgen fir den néchsten Infektionspeak. Nimmt nun eine andere Tsetse-Fliege ihre
Blutmahlzeit und mit ihr Parasiten auf, so gelangen sie in deren Gastrointestinaltrakt. Hier ist
das Angebot an Glucose so stark reduziert, dass hier dender-Formen aufgrund ihres nur
rudimentér ausgepragten Mitochondriums nicht Uberleben konnen. Intermediére und Sumpy-
Formen haben hingegen schon einen Teil der Atmungskette aktiviert (Bienen et al., 1991,
Priest und Hajduk, 1994). Sie kdnnen in der Fliege zu prozyklischen Parasiten differenzieren,
tauschen ihren VSG-Mantel gegen Prozyklin aus und vervollstandigen die Atmungskette. Nun
stellt Prolin ihre hauptsachliche Kohlenstoffquelle dar.

Diese Arbeit behandelt die Wirkung von Thiazolidindionen auf Blutformen von Trypanosoma
brucel. Diese Substanzklasse wird therapeutisch bei Diabetes mellitus (Avandiao, GSK;
Actoso, Takeda) eingesetzt und auch as Insulinsentisizer bezeichnet. In  hoheren
Eukaryonten, wie den Menschen, binden sie unter anderem an den Peroxisome Proliferator

Activated Receptor g, der zusammen mit dem Retinoidrezeptor ein Heterodimer bildet und as
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Transkriptionsfaktor wirkt (Willson et al., 2001). Nattrliche Agonisten sind mehrfach
ungeséttigte Fettsduren wie Linolensaure (Shearer and Hoekstra, 2002) oder 15-desoxy-PGJ
(Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995), die so z.B. metabolische Veranderungen des
Glucosestoffwechsels und auch Differenzierung induzieren.

In Arbeiten von Figarella et al. (2005 und 2006) wurde gezeigt, dass PGD, und seine
Metabolite wie 15-desoxy-PGJ, in den Blutformen von Trypanosoma brucei einen
programmierten Zelltod hervorrufen. Da die Thiazolidindione das gleiche Targetprotein
(PPARg) wie 15-desoxy-PGJ, besitzen, aber bel wesentlich héherer Affinitdt, wurden die
Effekte von Troglitazon, Ciglitazon und Rosiglitazon untersucht, um enen maoglichen
Mechansimus der Prostaglandine aufzudecken. In Kultur verursachten alle Substanzen eine
konzentrationsabhangige Wachstumshemmung. Dabei lagen die habinhibitorischen
Konzentrationen (1Csp) nach 24 h fir Troglitazon bei 42 pM, fur Ciglitazon bei 63 uM und
fur Rosiglitazon bel ca. 175 pM. Da Troglitazon den hydrophoben Molekilrest mit a-
Tocopherol teilt, wurde auch der Effekt dieser Substanz auf Blutformen getestet. Da a-
Tocopherol in seinem Lédlichkeitsbereich jedoch kaum eine Wirkung auf die Zelldichte
besal, konnte die I1Cso hier nicht bestimmt werden So reduzierte sich der fur die Wirkung
bedeutsame Teil auf den ThiazolidindionRest der Substanzen

Troglitazon besal? den grofdten Effekt auf das Zellwachstum und wurde daher hauptsachlich
fUr die folgenden Experimente eingesetzt. Um auf apoptotische oder nekrotische Vorgange zu
untersuchen, wurden das mitochondriale Membranpotential (y ), die Permeabilitét der
Zellmembran und der DNA-Gehalt der Zellkerne mittels FACS-Anayse untersucht. Im
Gegensatz zu den Prostaglandinen der D- und J Serie gab es keinerlei Anzeichen auf Verlust
von y m, Schaden der Zellmembran oder DNA-Degradierung. Vielmehr erhdhte sich jedoch
das mitochondriale Membranpotential, was eine Aktivitétssteigerung nahe legte. Zur
Uberprifung dieser Ergebnisse wurden zusitzlich Transmissions-Elektronenmikroskopie-
Experimente durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit den bisherigen Daten waren weder DNA-
Kondensation noch eine erhéhte Anzahl an Lysosomen oder Autophagosomen erkennbar. Die
Mitochondriender Troglitazonbehandelten Zellen waren nach 16 h jedoch gréf3er und wiesen
mehr Cristae as die der Kontrollzellen auf, was fur eine Aktivierung des Mitochondriums
sprach, die in der logarithmischen Phase des Zellwachstums normalerweise noch nicht
aufzufinden ist.

Durch Aktivitdtsmessung der Succinatdehydrogenase, Inhibierung des Sauerstoffverbrauchs
mit KCN und Northern-Blot-Analyse von Cytochrom C- und 9S rRNA-Transkripten konnte

diese Aktivierung nach TroglitazonBehandlung auch auf enzymatischem Niveau bestétigt
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werden.

Schliefdich wurden behandelte und Kontrollzellen einem Transformetionsversuch nach
Overath et al. (1986) unterzogen. Dabei wurden sie nach unterschiedlichen Ink ubationszeiten
(8 h, 16 h, 24 h) in Blutformmedium in Transformationsmedium umgesetzt, das bel stumpy-
Formen durch cis-Aconitat und Citrat die Umwandlung zu prozyklischen Formen triggern
kann. Hierbel zeigte sich der deutlichste Unterschied in der Transformationseffizienz nach 16
h Inkubation in Blutformmedium. Die Zelldichte Troglitazon-behandelter Kulturen stieg in
Transformationsmedium deutlich schneller an, was sich auch in prozyklischem Medium ohne
Glucose fortsetzte Gleichzeitig wurde die erfolgreiche Umwandlung zu prozyklischen Zellen
durch paralleles Monitoring des VSG-Verlusts untermauert. Dieser Effekt konnte auch bei
den anderen Thiazolidindionen Ciglitazon und Rosiglitazon beobachtet werden, wenn auch
nicht so deutlich ausgeprégt wie bei Troglitazon. PPARg-Antagonisten wie SR-202 (Rieusset
et al.,, 2002) und TO070907 (Lee et al., 2002) konnten die durch die Thiazolidindione
verbesserte Transformationseffizienz der Zellen jedoch nicht aufheben. Diese Tatsache
spricht neben vergeblichen in silico Recherchen nach einem PPARg-Ortholog fir ein anderes
Targetprotein dieser Substanzen in Trypanosomen

Um dem Mechanismus der Troglitazon-induzierten Differenzierung trotzdem néher zu
kommen, wurden Microarray-Analysen durchgefiihrt. Diese offenbarten unter anderem eine
erhdhte Anzahl an Transkripten des Ubiquitin-Aktivierungsenzyms, der ESAGs 4 und 8, des
mitochondrialen HSP60, des HSP83 im Cytosol und einiger noch nicht charakterisierter
Proteine. Dabel betraf die deutlichste Regulation ESAG 8, ein Protein der V SG-expression
site, das nach bisherigen Vermutungen durch Protein-Protein-Wechselwirkungen
regulatorisch in die Differenzierung eingreift (Ross et al., 1991; Pére~Morga und Pays, 1999;
Payset al., 2001).

Mit Troglitazon lasst sich somit in vitro eine Differenzierung von Blutformen induzieren.
Allerdings konnten behandelte Parasiten nicht alle Kriterien von stumpy-Formen erfiillen, da
kein Zelzyklusarrest nachgewiesen werden konnte. Wahrscheinlich handelt es sich eher um
intermediare Blutformen, die aufgrund ihrer weniger eindeutigen Morphologie bisher noch
nicht gut charakterisiert sind, aber schon ausreichende metabolische Verdnderungen
durchlaufen haben, um sich gut zu prozyklischen Zellen zu entwickeln.

Somit konnten die Ergebnisse eine bedeutende Hilfe zur Entschlisselung des fur die
Differenzierung von Blutformen verantwortlichen Mechanismus darstellen. Sowonhl
Regulationen auf Transkript- als auch auf Proteinebene kénnen als Ausgangpunkt fir weitere

Untersuchungen dienen, die schliefdlich das Phanomen dieses Differenzierungsprozesses und
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die Rolle von intermediéren und stumpy-Blutformen kl&ren konnten.
5. Summary

In the 18th century, diseases called “sleepy distemper” or ,fly disease" became well-known
and were responsible for many deaths. However, rot before the beginning of the 20" century
the cause of infection, Trypanosoma brucei, was found by Dutton (1902). Subspecies of this
protozoan are the reason for Nagana in African cattle and slegping sickness in human beings.
When metacyclic parasites enter the bloodstream of the vertebrate host, they differentiate
immediately to slender bloodstream forms. They divide very rapidly and are responsible for
the increase of the parasitemia. When they have reached a certain cell density, they change
into stumpy forms which cease in proliferation (Vickerman, 1965). This differentiation is a
transient process traversing an intermediate state already featured with the metabolism of the
stumpy form, but morphologically difficult to determine (Tyler et al., 1997; Savill und Seed,
2004). The mechanism is still an enigma, but it is likely to be a way of quorum sensing with
the trypanosomes themsel ves producing a factor of low molecular weight (Hamm et al., 1990;
Vasslla et al., 1997). This factor initiates a CAMP-dependent pathway, last but not least
leading to a differentiation (Vassella et al., 1997; Breidbach et al., 2002). As a result, the
parasitemia decreases and only some slender cells expressing adifferent VSG-variant survive
and cause the next pesk of infection. When the next tsetse-fly takes its bloodmeal, the
bloodstream parasites enter the midgut where the supply of glucose is not sifficient for
dender forms anymore. As they rely exclusively on glucose for energy generation and their
mitochondrion is till rudimentary, these forms eventually die. In contrast, intermediate and
stumpy forms already have activated parts of their respiratory chain (Bienen et al., 1991;
Priest and Hajduk, 1994) and can transform easily to procyclic fly forms. During this process
they change their VSG-coat into procyclin and complete their respiratory chain, which
correlates with a change to proline as their main carbon source.

This thesis deals with effects of thiazolidinediones on the bloodstream form of Trypanosoma
brucei. Substances of this class are used as antidiabetic drugs (Avandiao, GSK; Actos,
Takeda) and are called “insulin sersitizers’. In higher eukaryotes they bind to the Peroxisome
Proliferator Activated Receptor g which forms a heterodimer with the retinoid receptor (RXR)
and acts as a transcription factor (Willson et al., 2001). Polyunsaturated fatty acids (Shearer
and Hoekstra, 2002) and 15-deoxy-PGJ, (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995) are

natural ligands of this receptor and this way e.g. induce changes in glucose metabolism or
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lead to differentiation of the respective cells.

As Figarellaet al. (2005 and 2006) could prove, prostaglandin D, and its metabolites like 15-
deoxy-PGJ, cause a programmed cell death (PCD) in bloodstream form parasites. Since the
thiazolidinediones share the target protein PPARQ) with 15-deoxy-PGJ, but exhibit a much
higher affinity, troglitazone, ciglitazone and rosiglitazone were used for further studies in
order to discover a possible mechanism for the prostaglandin-effects.

All three substances induced a concentrationdependent growth inhibition in bloodstream
form cells. The correspondent 1Csgs, detected after 24 h, were 42 uM for troglitazone, 63 UM
for ciglitazone and about 175 uM for rosiglitazone, respectively. As troglitazone shares the
hydrophobic residue of the molecule with atocopherol, additionally the effect of the latter
compound was tested. Nevertheless, the ICsq of a-tocopherol could not be detected because it
revealed no effect oncell growth in its area of solubility. This fact led to the conclusion that
the thiazolidinedione part of troglitazone is responsible for the effects on the cells.
Troglitazone had the strongest effect of the substances mentioned above and was therefore
used for the following experiments. In order to test for necrotic or apoptotic events,
mitochondrial membrane potential (y ), permeability of the cell membrane and DNA-content
of the nuclei were measured by FACS analysis. I n contrast to the prostaglandins, the obtained
results didn’t indicate aloss of y m, an increase of membrane-permeability or degradation of
DNA. In fact, an increase of y ,, could be observed, rather a sign of mitochondria activation.
For verification., transmission EM experiments were performed. In agreement with previous
data the cells showed no DNA degradation, increase of lysosomes or autophagosomes.
Interestingly, already after 16 h troglitazone-treated cells had larger mitochondria with more
cristae in comparison to the control. This is afact which argues for a further development of
these organells, normally occuring in cells of the stationary phase, when they are
differentiated to stumpy forms.

By measurement of SDH-activity, KCN-mediated inhibition of oxygenconsumption and the
amounts of cytochrome ¢ and 9S rRNA transcripts, the mitochondrial activiation was
confirmed on an enzymatic level.

Finally, treated and nontreated cells were subject to the transformation protocol after Overath
et al. (1986). After different incubation times in bloodstream form medium (8 h, 16 h and 24
h), cells were transferred to transformation medium, containing citrate and cis-aconitate as a
trigger for the change into procyclic forms. Troglitazone-treated cells grew notably better in
transformation medium and this was getting even clearer after transferring them a second time

into procyclic medium without supplement of glucose. Additionally the better transformation
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of troglitazone-treated bloodstream forms into procyclic forms was supported by detection of
V SG-loss during this process. This effect could also be observed after treatment with the other
two thiazolidinediones, even though rot as strong as in the case of troglitazone. Addition of
PPARg antagonists like TO070907 (Lee et al., 2002) or SR-202 (Rieusset et al., 2002) could
not prevent cells from transforming into procyclics. Together with inavailing results of in
silico studies which revealed no protein or gere with significant homology to PPARg, this
argues for a PPARg-independent mechanism of these substances in trypanosomes

In order to characterize the mechanism triggered by troglitazone treatment on the level of
gene expression, microarray analyses were performed. These investigations showed a higher
amount of the ubiquitin-activating enzyme, ESAG 4 and 8, the mitochondrial precursor
HSP60, the cytosolic HSP83 and various unknown proteins. Most obvious was the
upregulation of ESAG 8, a member of the VSG-expression site and likely to be a regulatory
protein involved in the differentiation process (Ross et d., 1991; PérezMorga and Pays,
1999; Payset al., 2001).

As aresult, troglitazone is able to induce a differentiation of bloodstream forms in vitro.
Nevertheless, treated parasites couldn’'t reveal al characteristics of stumpy-forms because a
cell cycle arrest was elusive. It stands to reason that troglitazone triggers the development of
intermediate forms, which are not very well characterized so far, but exhibit a stumpy-like
metabolism and therefore can easily transform into procyclics.

This way, the results could be a valuable help to find out the responsible mechanism of the
differentiation process in bloodstream forms. Both, the regulation on transcriptional and on
protein-level could serve as a darting point for further investigations to clarify the

phenomenon of differentiationand the roles of intermediate and stumpy-forms.
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